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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Plattenepithelkarzinome der Kopf- und Halsregion stellen die sechsthaufigste
Tumorerkrankung in der Welt dar. Allein in den USA werden 42.000
Neuerkrankungen pro Jahr und 12.000 Todesfalle verzeichnet. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate betragt generell nur 50% (Boring et al., 1992, Gath und Brakenhoff,
1995, Franceschi et al., 1993). An der insgesamt schlechten Prognose dieser
Tumoren hat sich in den vergangenen 20 Jahren wenig geandert. Der wichtigste
prognostische Faktor ist der Lymphknotenstatus (Leemans et al., 1993; Stell et al.,
1983; Snow et al., 1982; Lefebvre et al., 1987, Pantel et al., 1999). Dafur ist der
exate Nachweis von regionalen Lymphknotenmetastasen von grof3er Bedeutung.
Klassische diagnostische Methoden wie Palpation, Radiologie und Histologie sind fur
Makrometastasen ausreichend, jedoch zum Nachweis von disseminierten
Tumorzellen/Mikrometastasen (DTZ/MM) ungeeignet. Uber die Detektion von
okkulten Metastasen in Lymphknoten des Kopf- und Halsbereiches gibt es bislang
kaum Studien.

Folgende Fragen standen deshalb im Mittelpunkt der eigenen Untersuchungen:

1. Lassen sich immunhistochemisch DTZ/MM in den lokoregionaren
Lymphknoten oraler/oropharyngealer Plattenepithelkarzinome
nachweisen?

2. Welcher Anti-Zytokeratin-Antikérper besitzt eine hohe Sensitivitat und
Spezifitat zum Nachweis von DTZ/MM?

Wie haufig konnen DTZ/MM nachgewiesen werden?
Gibt es eine Korrelation des Nachweises von DTZ/MM mit dem
Tumorstadium, dem Differenzierungsgrad oder der Tumorlokalisation?

5. Kann die Expression ausgewahlter Gene/Proteine, die fur die
Tumorprogression und/oder Metastasierung Bedeutung besitzen, in den
DTZ/MM nachgewiesen werden?



2 Einleitung

2 Einleitung

2.1 Orale/oropharyngeale Karzinome

2.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Orale und oropharyngeale Karzinome machen rund 5% aller neu diagnostizierten
Karzinome in Nord- und Westeuropa sowie den USA aus (Muir und Weiland, 1995).
Es handelt sich um die sechsthaufigste Karzinomerkrankung weltweit (Garewal,
1995). In Westeuropa betragt die Inzidenzrate (Neuerkrankungsrate) der Karzinome
aus dem Mund- und Rachenbereich je 100.000 Einwohner pro Jahr fur Frauen 3,2
und fur Manner 16,6. Betroffen sind vorrangig altere Personen (98% alter als 40
Jahre) und Personen mit niedrigem sozio6konomischem Status (Lockhart et al.,
1998; Reichert, 2001). Die 5-Jahres-Uberlebensrate bei Patienten mit Karzinomen im
Kopf- und Halsbereich betragt im Allgemeinen 50% (Zarbo et al., 1988; Franceschi et
al., 1993).

Die bedeutendsten exogenen Risikofaktoren fur die Entstehung von Karzinomen im
Mund-Rachen-Bereich in Europa sind chronischer Tabak- und Alkoholkonsum (La
Vecchia et al., 1997). Alkohol und Tabakrauch zeigen dabei einen synergistischen
Effekt (Blot et al., 1994, Franceschi et al., 1999). Weiterer Risikofaktor ist eine
mangelnde Mundhygiene, die unter anderem die Ansammlung von exogenen
chemisch-kanzerogenen Faktoren in der Mundhohle fordert. Neben einer
unzureichenden Ernahrung (z.B. ein Vitamin-A-Mangel) (Maier et al., 1994; Negri et
al., 2000) werden auch onkogene DNA-Viren (z.B. HPV-Infektion) (Paz et al., 1997;
Nagpal et al., 2002) fir die Entstehung der Karzinome verantwortlich gemacht. Die
Wahrscheinlichkeit, an einem Karzinom der Mundhdhle zu erkranken, steigt bei
Berufsgruppen, die haufig mit Farben, Lacken, Losungsmitteln, Asbest und
Zementstaub in Kontakt kommen (Maier et al., 1994, 1997).

Endogene Risikofaktoren spielen eine ebenso bedeutende Rolle fur das Auftreten
von Karzinomen. So gilt vorrangig bei jungeren Patienten eine gewisse genetische

Pradisposition in unterschiedlicher Auspragung als erwiesen (Llewellyn et al., 2001).
2.1.2 Metastasierungswege

Karzinome streuen einerseits Uber das Lymph- und andererseits Uber das

Blutgefalisystem.
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2 Einleitung

Durch die anatomisch bekannten Lymphabflussbahnen und die Eigenschaft der
oralen Karzinome bevorzugt lymphogen zu metastasieren, ist die Suche nach
Metastasen primar auf die verschiedenen Etagen der Halslymphknoten und auf
synchrone Zweitkarzinome gerichtet. In verschiedenen Studien wurden bei 29 bis
88% der Patienten bereits bei der Erstuntersuchung Lymphknotenmetastasen
nachgewiesen (Howaldt et al., 2000; Kokemdller et al., 2002; Di Martino et al., 2000
b) sowie in 2 bis 18% der Falle synchrone Zweittumoren (Popella et al., 1999;
Stockel et al., 1999; Di Martino et al., 2000 a). Diese Haufigkeit belegt die Bedeutung
der intensiven Untersuchung der lymphogenen Metastasierungswege.

Die hamatogene Metastasierung tritt bei oralen Karzinomen in der Regel wesentlich
seltener als die lymphogene Metastasierung auf. Ursachen dafir sind die
Entwicklung der Karzinome von der Oberflache in die Tiefe des Gewebes sowie die
Neigung der Karzinome, nicht diffus gesunde Gewebe zu infiltrieren, sondern sich
eher in plumpen Zapfen auszudehnen (Horch et al., 1998). Dadurch ist eine direkte
Hamangioinvasion selten.

Uber den Weg der zervikalen Lymphbahnen besteht eine weitere Moglichkeit
hamatogen zu metastasieren. Von den submentalen- bzw. submandibularen
Lymphknoten kommt es absteigend Uber die Gefal3- und Nervenscheide schliellich
Uber die supraklavikularen Lymphknoten zum Eindringen der versprengten
Tumorzellen in den Ductus thoracicus und somit zur hamatogenen Metastasierung.
Studien zufolge entwickeln 10-26% der Patienten mit fortgeschrittenen
oralen/oropharyngealen Karzinomen Fernmetastasen. Am haufigsten betrifft die
hamatogene Metastasierung die Lunge, die Leber und das Skelettsystem (Vikram,
1984; Hong et al., 1985; Cerezo et al., 1992; Leemanns et al., 1993; Alvi und
Johnson, 1997). Umfangreichen Autopsiestudien zufolge ist die Inzidenz mit 40-57%
jedoch weitaus hoéher (O'Brien et al., 1971; Zbaeren und Lehmann, 1987).

2.1.3 Lokalisation und Morphologie

Zu den oralen/oropharyngealen Karzinomen werden Karzinome der Lippen, der
Zunge, der groRen Speicheldrisen, des Zahnfleisches und der angrenzenden
Schleimhaut der Mundhoéhle, des Mundbodens, der Tonsillen, des Oropharynx, des

Hypopharynx und anderer oraler Regionen gezahlt.
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2 Einleitung

Bis zu 95% der Karzinome sind Plattenepithelkarzinome (PEK), die ihren Ursprung in
der obersten Schicht der Mukosa, dem Epithel, haben. Bei den ubrigen Karzinomen
handelt es sich um Adenokarzinome (ausgehend von Drusenzellen) (2%), um
weitere unspezifische Karzinome und Sarkome (ausgehend von Mesenchymzellen)
(0,3%). 75% der Speicheldrisenkarzinome sind Adenokarzinome (Muir und Weiland,
1995).

21.31 Postoperative Tumorausbreitung (pTNM-Klassifikation, staging)
Das TNM-System dient der einheitlichen Erfassung des Stadiums maligner
Tumorerkrankungen. Es wurde von der Union Internationale Contre la Cancer (UICC)
und dem &aquivalenten American Joint Comittee for Cancer Staging (AJCC)
erarbeitet.

Aus der Tumorgrolle (T), dem Lymphknotenstatus (N) und dem
Fernmetastasierungsstatus (M) wird das jeweilige Tumorstadium ermittelt (Tabelle
2.1). Es gibt eine klinische (praoperative) und eine pathologische (postoperative)
TNM-Klassifikation; die Kriterien sind identisch (Tabelle 2.2). Mit zunehmendem
Stadium sinkt die Uberlebensrate (Spiro, 1985).

Aufgrund der Klassifizierung der Karzinome ist eine objektivere Betrachtungsweise
des Tumorwachstums und seiner Ausdehnung im Organismus madglich. Dieses
System hat sich in der Diagnostik, der Therapiewahl und der prognostischen
Bedeutung als nutzlich erwiesen (Das und Nagpal, 2002). Die Klassifizierung der
oralen/oropharyngealen PEK der vorliegenden Arbeit erfolgte im Institut far

Oralpathologie im Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf.

Tabelle 2.1 TNM/pTNM-Klassifikation fur orale/oropharyngeale Karzinome nach
UICC (2002)

T/pT (GroRe des Primartumors)

T1/pT1 Bis 2 cm grof3er Tumor

T2/pT2 2 bis 4 cm groflRer Tumor

T3/pT3 Uber 4 cm groRer Tumor

T4/pT4 Einbeziehung von Nachbarstrukturen

Tx/pTx Primartumor ist nicht beurteilbar
TO/pTO Kein Anhalt far Primartumor
Tis/pTis Carcinoma in situ
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2 Einleitung

N/pN (zervikale) Lymphknotenmetastasen

NO/pNO Keine Lymphknotenmetastasen

N1/pN1 Ipsilateral solitar bis 3 cm

N2a/pN2a Ipsilateral solitar 3 bis 6 cm

N2b/pN2b Ipsilateral multipel bis 6 cm

N2c/pN2c  Bilateral, kontralateral bis 6 cm

N3/pN3 GrofRer als 6 cm

Nx/pNx Nicht beurteilbar

M Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen nachweisbar

Mx Nicht beurteilbar

Postoperativ erfolgt eine einmalige Einteilung der Karzinome nach postoperativer
TNM-Klassifikation (pTNM-Klassifikation), die sich am Operationspraparat orientiert.
Kritisch ist zu bemerken, dass die Validitat jeder Klassifikation abhangig von der
Genauigkeit der Einteilung ist. In der TNM-Klassifikation nach UICC werden die
Praparate weder zusatzlich beurteilt noch beziehen sie sich auf die sechs
anatomisch definierten Lymphknotenstufen (level) der Lymphknoten im Halsbereich,
welche von prognostischer Relevanz sind (Stell, Morton und Singh, 1983; Leemanns
et al.,, 1990). Diese level werden durch das Klassifikationssystem der American

Academy of Otolaryngology/Head and Neck Surgery naher beschrieben.

Tabelle 2.2 Stadieneinteilung

Stadium 0: Tis NO MO

Stadium 1: T1 NO MO

Stadium 2: T2 NO MO

Stadium 3: T3 NO MO (sowie jedes T1/T2/T3 mit N1 MO)

Stadium 4: T4 mit jedem N MO (sowie jedes T mit N2 oder N3MO und jedes T oder N
mit M1)

13




2 Einleitung

In diesem Klassifikationssystem entsprechen /level 1 den submentalen und
submandibularen Regionen, level 2, 3, 4 dem Verlauf der Lymphknoten entlang der
Jugularvene (oben, mittlere und untere). Level 5 beinhaltet sowohl die Lymphknoten
hinter dem Musculus sternokleidomastoideus als auch die supraklavikularen
Lymphknoten. Level 6 entspricht den juxtaviszeralen Lymphknoten.

Die Lymphknoten der verschiedenen Lymphknotenstufen sind unterschiedlich haufig
metastatisch befallen (Lindberg, 1972). Einer Studie zufolge sind level 1, 2 und 3
haufiger von Lymphknotenmetastasen betroffen als level 4, 5 und 6 (Shah, Candela
und Poddar, 1990).

21.3.2 Tumordifferenzierung (grading)

Unter Berucksichtigung histologischer und  zytologischer  Kriterien  wie
Wachstumsmuster, Kernatypien und Mitoserate erfolgt eine histopathologische
Graduierung (grading) (Tabelle 2.3).

Die oralen Karzinome sind in 95% der Falle gut bis maRig differenziert.

Tabelle 2.3 Histopathologisches Tumorgrading

Differenzierungsgrad Grading
gut differenziert G1
malig differenziert G2
schlecht differenziert G3
undifferenziert G4

2.1.4 Klinische Faktoren

Oralen/oropharyngealen PEK gehen haufig Epitheldysplasien voraus, die bei
Verhornung Klinisch in Form von Leukoplakien in Erscheinung treten. Leukoplakien
sind laut WHO-Definition begrenzte weille Plaques der Mundschleimhaut, die nicht
weggewischt und keiner anderen Erkrankung zugeordnet werden kdnnen (Pindborg
et al., 1997). Die haufigste Form ist die homogene, plane oder einfache Leukoplakie,
die ein geringes Entartungsrisiko aufweist. Im Gegensatz dazu entarten inhomogene
Leukoplakien mit histologischen Zeichen der Dysplasie haufiger. Die Erythroplakie
entspricht einem Carcinoma in situ und geht in bis zu 50% der Falle in ein invasiv
wachsendes PEK Uber (Grimm, 1990).

14



2 Einleitung

Karzinome des oropharyngealen Bereichs verursachen im Fruhstadium meist keine
Beschwerden. Erst durch auftretende Superinfektionen fallen sie klinisch auf. Mit
fortschreitender Erkrankung konnen Spontanblutungen oder Blutungen infolge
mechanischer Verletzungen, Schmerzen, Dysphagien und Foetor ex ore auftreten.
PEK erscheinen bei der Inspektion haufig als rotlich/weillich verfarbte, erhabene
oder flache Lasionen. Mit diesen Lasionen kdonnen Oberflachenveranderungen der
Schleimhaut wie beispielsweise Ulzerationen einhergehen (Bocker et al., 2004). Die
klinische Diagnose muss durch eine Biopsie histopathologisch gesichert werden.
Nach pathologischer Untersuchung der entnommenen Probe wird der Patient auf
eventuell vorhandene Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen untersucht
(staging).

Die Ermittlung des Lymphknotenstatus des Halses wird Ublicherweise praoperativ
durch Tasten (Palpation) der Lymphknoten von einem Kliniker beurteilt und wenn
notwendig zusatzlich mittels bildgebender Diagnostik: Computertomographie (CT),
Magnetresonanz-Tomographie (MRT), Ultraschall assistierte Feinnadelpunktion
(ultrasound with guided fine needle aspiration, USgFNAC) oder Positronen-
Emissions-Tomographie. Die Palpation gilt jedoch als unzuverlassig, da sowohl die
falsch positiv als auch falsch negativ ermittelte Rate hoch ist (Van den Brekel et al.,
1993). Die falsch negativen Ergebnisse liegen zwischen 20% und 30% (Machant et
al., 1993). Sensitivitat und Spezifitat der Palpation sind begrenzt, weshalb jeder Hals
ohne palpable Lymphknoten (NO) das Risiko versteckter (okkulter) Metastasen in
sich birgt. Die radiographische Beurteilung von Metastasen ist ebenso schwierig,
wenn die Knoten kleiner als 10 mm sind. Bis heute ist laut Woolgar (1999a) kein

Verfahren in der Lage okkulte Metastasen verlasslich aufzudecken.

Anhand der pra- und postoperativen Kriterien wird das weitere therapeutische
Vorgehen entschieden. Die postoperative histopathologische Beurteilung der PEK
liefert zusatzliche Informationen zur Diagnose, zum Stadium des Primartumors und
zur Prognose.

Kritisch ist zu bemerken, dass in der Routinediagnostik selbst dem erfahrenen
Pathologen in der konventionellen lichtmikroskopischen Begutachtung (Hamatoxylin-
Eosin-Farbung, H&E-Farbung) frihe Stadien der Metastasierung verborgen bleiben
kénnen (Wilkinson und Hause, 1974; Feinmesser et al., 1992; van den Brekel et al.,
1992; Brennan et al., 1995).
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2 Einleitung

In einer Studie von Don et al. (1995) wurde beobachtet, dass 67% der Metastasen
von PEK des oberen Verdauungstraktes, die in Lymphknoten gefunden wurden,
einen Durchmesser von < 10 mm aufwiesen. In einer anderen Studie, die prospektiv
an Larynx- und Hypopharynxtumoren durchgefihrt wurde, zeigte sich, dass ein
Drittel der Metastasen in den Lymphknoten kleiner als 3 mm im Durchmesser waren
(Buckley et al.,, 2000). Da solche kleinen Metastasen der Palpation gar nicht
zuganglich sind und haufig auch radiographischen und konventionell
histopathologischen Untersuchungen entgehen, ist es wichtig, sensitivere Methoden
zur Detektion kleiner Lymphknotenmetastasen zu entwickeln, um das weitere

klinische Management und die Prognose des Patienten positiv zu beeinflussen.

2.1.5 Prognostische Faktoren

Die Bestimmung von prognostischen Faktoren ermoglicht die individuelle
Abstimmung der Therapie. Durch die Prognosefaktoren ist eine Einschatzung des
Krankheitsverlaufes ohne Therapie mdglich. Die starksten gesicherten
Prognosefaktoren flr Patienten mit oralen/orapharyngealen PEK sind Vorhandensein
und Zahl von Metastasen der lokoregionaren Lymphknoten, die beteiligte(n)
zervikalen Lymphknotenstufe(n), die Grofde der Lymphknoten sowie der Nachweis
von extrakapsularer Streuung. Die Anwesenheit oder Entwicklung von
Lymphknotenmetastasen im weiteren Verlauf der Karzinomerkrankung reduzieren
die Uberlebensrate um annahernd die Halfte (Snow et al., 1982; Stell et al., 1983;
Lefebvre et al., 1987; Leemanns et al., 1990; Leemanns et al., 1993; Mamelle et al.,
1994). Weitere Faktoren sind das Auftreten von Lokalrezidiven (40-50% der
Patienten), Fernmetastasen (4,2-23,8 % der Patienten) (Vikram, 1984; Alvi und
Johnson, 1997; Ferlito et al., 2001) und die GroRe und Lokalisation des
Primartumors. Die TumorgroRe korreliert mit dem Lymphknotenstatus und ist bei
lymphknoten-negativen PEK von prognostischer Relevanz. Die Wahrscheinlichkeit
einer Lymphknotenmetastasierung bei Patienten mit PEK der Zunge im
Tumorstadium T1, T2 und T3 nachzuweisen, liegt bei 18%, 33% bzw. 60% im
Gegensatz zu 38%, 65% und 71% (Krause et al., 1973; Mendelson et al., 1976) bei
Patienten, die an PEK der Mundhohle erkrankt sind.

Es besteht weiterhin eine direkte Korrelation zwischen der Anwesenheit von
Lymphknotenmetastasen und dem Auftreten von Fernmetastasen. Eine Studie von

Leemanns et al. (1993) dokumentiert, dass nur 6,9% der Patienten Fernmetastasen
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2 Einleitung

ohne nachweisbare Tumorabsiedlungen in den Halslymphknoten hatten, wahrend
46,8% der Patienten mit drei oder mehr Lymphknotenmetastasen Fernmetastasen
aufwiesen. Alvi und Johnson (1997) ermittelten ebenfalls ein signifikant hdéheres
Risiko fir das Auftreten von Fernmetastasen bei histologisch gesicherten
Lymphknotenmetastasen. In ihrer Studie hatten 69% der Patienten mit
Fernmetastasen drei oder mehr pathologisch gesicherte Lymphknoten. Das Risiko
fur die Entstehung von Fernmetastasen wird zusatzlich durch die Anwesenheit von
klinisch palpablen Lymphknoten, extrakapsularer Streuung, drei oder mehr positiven

Lymphknoten und dem histologischen Beweis von Lymphknotenmetastasen erhoht.

In friheren Zeiten wurde das Schicksal des Patienten durch das lokale Wachstum
des Tumors determiniert. Die Karzinome zerstdrten lebenswichtige Strukturen im
Kopf- und Halsbereich (Hannahs et al., 1981). Mit EinflGhrung der chirugischen
Tumorresektion gewann der Befall der lokoregionaren Lymphknoten an Bedeutung
(Callery et al., 1984). Die Mehrzahl der Patienten sind zum Zeitpunkt der
Primartherapie bereits lymphogen metastasiert. Wird den Patienten bei der
Primardiagnose das TNM-Stadium NO zugeordnet, muss trotz allem mit einer klinisch
okkulten Ausstreuung (Disseminierung) von Tumorzellen gerechnet werden. Die
individuelle Risikoeinschatzung der einzelnen Krankheitsfalle wird durch die
Heterogenitat der Erkrankung, die mit unterschiedlichen klinischen Verlaufen
assoziiert sein kann, erschwert.

Trotz jungster Fortschritte in der Diagnostik und der chirugischen Behandlung von
oralen/oropharyngealen Karzinomen hat sich in den letzten 20 Jahren die insgesamt
schlechte Prognose der oralen Karzinome kaum verbessert (Gath, 1995).
Verantwortlich daflr ist insbesondere die schlechte Friherkennungsrate (Mashberg
und Samit, 1995). Frihe Rezidive bei pT3/pT4-Tumoren (15-30%) sind einer Studie
von Leemann et al. (1994) zufolge Ursache unzureichend beurteilter Resektatrander.

Zudem fehlen bis heute die Moglichkeiten, das biologische Tumorverhalten Uber das
staging hinaus mit entsprechenden molekularen Markern darzustellen, um mdgliche
Risikopatienten fruhzeitig zu identifizieren und weitere therapeutische MalRnahmen

ergreifen zu kénnen.
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Neben diesen klassischen Faktoren wird mit Hilfe moderner molekularer Techniken
nach neuen prognostischen Faktoren gesucht, die morphologische, biochemische,
genetische und zellkinetische Eigenschaften des Tumors beschreiben. Dazu gehéren
beispielsweise Invasions- und Metastasierungsmarker (u.a. p53 und Cyclin D1, die
an der Zellzyklusregulation beteiligt sind; nm23 und EpCAM, die bei der
Metastasierung eine Rolle spielen), sowie Proliferationsmarker (z.B. epidermaler
Wachstumsfaktor [epidermal growth factor receptor, EGFR], Ki-67) (Takes et al.,
2001).

2.2 Enstehung und Metastasierung von Tumoren
Die Entstehung von Tumoren wird Karzinogenese genannt. Die Metastasierung
(griechisch: metastasis = Wegzug) ist der bedeutendste dynamische Prozess der

malignen Tumoren.

2.2.1 Karzinogenese

Durch genetische Veranderungen kann das Gleichgewicht zwischen der Zellteilung,
der Zellvermehrung (Proliferation) und dem naturlich programmierten Zelltod
(Apoptose) gestort werden. Die Folge ist eine abnorm gesteigerte Proliferation der
Zelle. Der Vorgang der Proliferation folgt den einzelnen Schritten des Zellzyklus.

Der Zellzyklus normaler Korperzellen wird in die Mitosephase (Kernteilungsphase)
und die Interphase (Zwischenphase) unterteilt. Die Mitosephase unterteilt sich in Pro-
, Meta-, Ana- und Telophase. Die Interphase setzt sich aus der G1-Phase
(Prasynthesephase), S-Phase (Synthesephase) und G2-Phase (Postsynthesephase)
zusammen. In der G1-Phase werden zunachst alle Zellbestandteile rekonstruiert, die
Zelle erreicht ihre urspringliche Form und Funktion wieder. In der anschlieRenden S-
Phase findet die Synthese der Desoxyribonukleinsaure (DNA) statt. Die G2-Phase ist
eine Ruhephase, in der sich die Zelle auf die Mitose vorbereitet. Wie oft eine Zelle
diesen Zyklus durchlauft, ist abhangig von der Fahigkeit und Bereitschaft zur Teilung.
Das Zusammenspiel von genau abgestimmten hemmenden und férdernden
Signalketten beeinflusst und steuert den Zellzyklus einer gesunden Zelle. Fur den
Ubergang in die S-Phase sind spezifische Proteinkinasen zur Phosphorylierung
spezifischer Signalproteine notwendig. Diese Proteinkinasen werden durch Cyclin-
Proteine aktiviert und deshalb auch Cyclin-abhangige Proteinkinasen (cyclin

dependent kinases; CDK) genannt. Durch Mutationen von Schlisselgenen, die unter
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physiologischen Bedingungen fur die Signaltransduktion bzw. Wachstumsregulation
verantwortlich sind, kommt es zur malignen Transformation einer Zelle. Diese
Schliisselgene sind im wesentlichen Protoonkogene’ (z.B. EGFR, epidermal growth
factor  rezeptor) und Antionkogene?. Antionkogene werden auch
Tumorsuppressorgene (z.B. p53) genannt (Das und Nagpal, 2002; Loffler und
Petrides, 2003).

Die Karzinogenese kann in unterschiedlichen Zeitrdumen ablaufen und wird in
folgende Phasen unterteilt: die Initiation, die Promotion und die Progression.

In der Initiationsphase kann es zur irreversiblen Schadigung des genetischen
Materials und damit zur Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen und Aktivierung
von Onkogenen aus Protoonkogenen kommen. Fur diese Genmutationen werden
verschiedene exogene und endogene Faktoren (Kanzerogene) mitverantwortlich
gemacht. Exogene Faktoren sind beispielsweise Alkohol (Promotor3: Acetaldehyd),
Tabakrauch (Promotoren: Nitrosamine, Phenole ect.) und Krankheitserreger, wie
onkogene Viren (HPV-Infektion, EBV-Infektion). Endogene Faktoren sind genetische
Pradispositionen in unterschiedlicher Auspragung (Das und Nagpal, 2002). In der
Initiationsphase kann der Organismus durch Inaktivierung oder Ausgrenzung der
Kanzerogene eine Reaktion mit der DNA abwehren. Wenn das Genom bereits
geschadigt ist, kann durch Reparatur des genetischen Schadens oder Einleitung der
Apoptose die Entstehung eines Karzinoms verhindert werden. Diese veranderten
Zellen in der Initiationsphase sind morphologisch nicht zu erkennen.

In der Phase der Promotion kommt es zur Fixierung des Schadens und durch den
Verlust der Apoptosefahigkeit zur Ausbildung von morphologisch erkennbaren
praneoplastischen Zellen, sogenannten Dysplasien.

Erst in der 3. Phase, der Manifestation und Progression, entsteht aufgrund einer
zunehmend genetischen Instabilitat aus einem benignen Tumor ein infiltrierender,
metastasierender Tumor.

Auch histopathologisch kann sich diese Transformation vom benignen zum malignen
Tumor manifestieren. Bei der geringgradigen Dysplasie (Grad 1) weist das zuvor
regelrechte Plattenepithel der Schleimhaut geringgradige Zell- und Kernatypien auf

! Protoonkogene sind Gene, die fiir das normale Zellwachstum benétigt werden.

? Antionkogene codieren fiir Proteine, die bei DNA-Schiden die Zellen an der Proliferation hindern.
3 Der Promotor fordert die Entstehung von Genmutationen.
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und die Basalzellschicht ist etwas verbreitert. Durch deutliche Zell und Kernatypien,
ein Ubergreifen der vermehrten Basalzellen auf weiter oberhalb liegende
Epithelschichten und vermehrte Mitosen ist die mittelgradige Dysplasie (Grad 2)
gekennzeichnet. Bei der hochgradigen Dysplasie/Carcinoma in situ (Grad 3) fehlt die
Epithelschichtung vollig. Das histopathologische Bild ist charakterisiert durch
zahlreiche Mitosen, atypische Mitosen sowie pleomorphe und hyperchromatische

Zellkerne. Das Kern-Zytoplasma-Verhaltnis ist zugunsten der Kerne verschoben.

2.2.2 Invasion und Metastasierung

Im Verlauf der Progression durchdringen Tumorzellen die Basalmembran und
wandern in das subepitheliale Bindegewebe ein. Dieser Vorgang wird Invasion
genannt und ist Voraussetzung fur das Ablésen von Tumorzellen aus dem
Zellverband und die intravasale Ausbreitung, wodurch sie dann in einer anderen
Region des Korpers als Tochtergeschwulst (Metastase) weiterwachsen konnen.
Metastasierte Tumorzellen sind in der Lage, jahrelang in einer Art Latenzzeit (tumor
dormancy) zu Uberdauern, um sich dann als Spatrezidiv klinisch zu manifestieren
(Pantel und Brakenhoff, 2004).

Prinzipiell basiert die Tumorzellmigration auf ahnlichen oder identischen Vorgangen,
die bei der physiologischen Fortbewegung z.B. von embryonalen oder
immunkompetenten Zellen vorkommen. Durch lokale Proteolyse kommt es zur
Ablésung von Tumorzellen des Primartumors, die dann einzeln (individual cell
migration) oder in Zellverbanden (collective migration) migrieren. Die Tumorzellen
besitzen die Fahigkeit, mit Hilfe von Adhasionsproteinen, beispielsweise Integrinen,
fokale Kontakte zur extrazellularen Matrix (EZM) herzustellen, die spater durch
Proteasen wieder geldst werden konnen. Durch die koordinierte Bildung und Lésung
der Kontaktstellen und durch die Kontraktion des Aktinmyosingerusts der Zelle
konnen die Tumorzellen die Fahigkeit erlangen, sich fortzubewegen (Friedl und Wolf,
2003). Nach dem Eindringen in Lymph- oder Blutgefal’e (Intravasation) werden die
Tumorzellen in andere Regionen des Korpers mitgefuhrt. Dort heften sich die
Tumorzellen an organspezifische Adhasionsmoleklle (homing), treten aus dem
Gefallsystem aus (Extravasation) und werden entweder apoptotisch, proliferieren
und bilden Metastasen oder iiberdauern als dormante Zellen. Uber den bevorzugten
Ort der Extravasation wurden von Paget (1889) und Ewing (1928) friihzeitig Theorien

entwickelt. Paget vermutete in der ,Seed and Soil*-Theorie (,Aussaat und Boden®),
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dass Tumorzellen ortsspezifisch disseminieren, da sie, um proliferieren zu kdnnen,
auf ein bestimmtes Umgebungsmilieu angewiesen sind. Ewing diskutierte
mechanisch-hamodynamische Ursachen der Metastasenausbreitung. Beide
Theorien erganzen sich und werden durch jungste experimentelle Studien
untermauert (Chambers et al., 2002).

Zu den Proteasen, die neben der lokalen Proteolyse fur das Eindringen in die Gefalde
und die Invasion in andere Bereiche des Korpers von enormer Bedeutung sind,
werden die Matrix-Metalloproteasen (MMP) sowie die verwandten Proteasen der
ADAM (a disintegrin and metalloproteinase)-Familie, die Serinproteasen, zu denen
Plasmin und Urokinase-Typ Plasminogenaktivator (uPA) gehoren, die
Zysteinproteasen, zu denen Cathepsin B und L gerechnet werden und die
Aspartatprotease Cathepsin D gezahlt. Proteasen kdénnen von Tumor- oder
Stromazellen produziert werden und befinden sich haufig perizellular (Noel et al.,
1997; Sutinen et al., 1998; Egeblad und Werb, 2002).

Durch das genaue Verstandnis der molekularen Mechanismen der Tumorinvasion
und Tumordissemination erdffnet sich die Mdglichkeit, molekulare Mediatoren gezielt
zu inhibieren. Auf diese Weise kdonnte moglicherweise die Lymphknotenbesiedlung
reduziert und damit die Uberlebensrate gesteigert werden (Howell und Grandis,
2005).

2.2.3 Metastasierungsmodelle

Nach dem traditionellen Metastasierungsmodell wird die Fahigkeit zur
Metastasierung erst in spateren Tumorstadien erworben. Nur wenige Tumorzellen
von Subklonen des Primartumors mit vermehrtem Metastasierungspotential sind in
der Lage zu migrieren und Metastasen auszubilden (Fidler und Kripke, 1977).
Neuere Untersuchungen an Mammakarzinomen deuten allerdings darauf hin, dass
bereits in frihen Stadien der Karzinogenese die Mehrzahl der Tumorzellen das
Potential zur Metastasierung besitzt. Wenn das Potential zur Metastasierung bereits
zu Beginn der Karzinogenese vorhanden ist, sind moglicherweise dieselben Gene
sowohl fur das Wachstum des Primartumors als auch fur die Metastasierung
verantwortlich (Bernards und Weinberg, 2002). Inwiefern die Tumorzellen selbst am
Prozess der Metastasierung beteiligt sind, ist bisher ungeklart, da in vielen Studien

Tumorzellen nicht isoliert untersucht werden, sondern in Assoziation mit den jeweils
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umgebenden Zellen wie Lymphozyten, Endothelzellen und Fibroblasten (Pantel und
Brakenhoff, 2004).

Die Streuung (Dissemination) der Tumorzellen erfolgt wahrscheinlich auf zwei
unterschiedlichen Wegen, entweder hamatogen oder Ilymphogen. Jingste
Forschungsergebnisse  zeigen, dass das  Genexpressionsmuster  von
Mammakarzinomen, die entweder lymphogen oder hamatogen disseminieren, kaum
Uberschneidungen aufweist (Wélfle et al., 2003). Vermutlich wird bereits in einem
frihen Stadium der Entwicklung des Primartumors neben dem Potential zur
Metastasierung auch der Weg fur die Metastasierung festgelegt. So metastasieren
Mammakarzinome gelegentlich primar hamatogen und bilden in entfernten
Korperregionen Metastasen, wahrend die Lymphknoten tumorfrei bleiben.

Die Metastasierung der oralen PEK erfolgt GUberwiegend lymphogen. Disseminierte
Tumorzellen (DTZ) proliferieren in den Lymphknoten und bilden solide Metastasen,
wahrend die Tumorzellen in fernen Regionen absterben oder als dormante Zellen
Uberdauern. In spateren Tumorstadien migrieren von der Lymphknotenmetastase
geléste Tumorzellen an andere Orte, um Sekundarmetastasen zu bilden.
Moglicherweise ist die Fahigkeit zur Fernmetastasierung erst durch die Entwicklung
von Metastasen im Lymphknotengewebe gegeben (Gath und Brakenhoff, 1999;
Pantel und Brakenhoff, 2004).

2.3 Disseminierte Tumorzellen und Mikrometastasen

Fortschritte in der Diagnostik und Behandlung von Karzinomerkrankungen in den
letzten Jahrzehnten haben dazu geflhrt, dass immer haufiger Tumorgewebe
frhzeitig entdeckt und vollstandig entfernt werden konnte. Die therapeutischen
Interventionen und die Lebenserwartung der Patienten sind zunehmend abhangig
von einer fruhzeitigen Metastasierung. Zur Zeit der Erstdiagnose konnen die oft
okkulten disseminierten Tumorzellen mit konventionellen Methoden nicht
diagnostiziert werden (Pantel et al., 1999; Pantel und Brakenhoff, 2004). Okkulte
Metastasen werden laut Hermanek (1999) in Mikrometastasen (MM) und Metastasen
eingeteilt. MM stellen das friheste Stadium einer Lymphknotenmetastase dar, d.h.
sie sind Voraussetzung fur die Entstehung einer Tumorzellkolonie. MM sind
histologisch definiert als Karzinomherd, der in keiner Schnittebene mehr als 2 mm in

seiner groldten Ausdehnung aufweist (van den Brekel, 1996; Woolgar, 1999b;
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Hamakawa et al., 2000). Vereinzelte disseminierte Tumorzellen (DTZ) sind von
dieser Definition ausgeschlossen.

Die Halslymphknoten stellen ein bevorzugtes Organ fur die Primarmetastasierung
der oralen/oropharyngealen Karzinome dar. Da einer Studie zufolge der Pathologe
bei einem Hamatoxylin-Eosin (HE) angefarbten Paraffinschnitt nur eine 1%ige
Chance hat, eine kleine Metastase (drei Zellen im Durchmesser) zu identifizieren
(Gusterson und Ott, 1990), wurden fur die frihzeitige Aufdeckung der DTZ/MM neue
Methoden (immunzytochemische und molekulare Analysen) etabliert. Die
prognostischen Faktoren des Patienten werden in der Diagnostik hauptsachlich am
Primartumorgewebe ermittelt. Das metastatische Potential des Primartumors kann
nur indirekt abgeschatzt werden. Der Nachweis von Lymphknotenmetastasen oder
DTZ/MM ist Ausdruck fur die Metastasierung von Tumorzellen (Diel, 2001).
Lymphknoten, Knochenmark und Blut zahlen zu den geeigneten mesenchymalen
Kompartimenten des Korpers, in denen sich gewebsfremde epitheliale DTZ
nachweisen lassen. Das Material der Lymphknoten ist aufgrund der begrenzten
Lymphknotendissektion im Gegensatz zum Blut nur limitiert vorhanden und
evaluierbar (Pantel et al., 1999). Der Nachweis der DTZ/MM und Kkleiner
Tumorzellcluster wurde in die 6. Auflage der TNM-Klassifikation maligner Tumoren
aufgenommen. Die Detektion dieser Zellen gilt jedoch nicht als Metastasierung
(UICC, 2002).

2.3.1 Detektion von disseminierten Tumorzellen/Mikrometastasen in
Lymphknoten
Das Standard-Nachweisverfahren von DTZ/MM ist die immunhistochemische
Detektion. Diese Methode basiert auf der Erkennung von epithelialen oder
tumorassoziierten Antigenen durch monoklonale Antikdrper. Dabei haben sich
Primarantikérper, die gegen Zytokeratine (cytokeratine, CK) gerichtet sind, als relativ
spezifisch erwiesen, da lymphytisches Gewebe keine CK exprimiert (Pantel und
Brakenhoff, 2004). CK kommen im Zytoplasma als Bestandteil des Zytoskeletts von
Epithelzellen vor. Auch Karzinome beispielsweise orale/oropharyngeale PEK und
ihre DTZ/MM enthalten CK. CK dienen der Formgebung und Organisation der Zellen.
Die Genfamilie der CK besteht aus mehr als 20 verschiedenen Mitgliedern (Moll et
al., 1982; Moll, 1994). Sie werden in zwei Gruppen (Untergruppe Typ | oder saures
CK 9-20 und Untergruppe Typ Il oder neutral-basisches CK 1-8) unterteilt, die
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typischer aber nicht notwendigerweise gemeinsam als spezifisches Paar mit einem
komplexen Expressionsmuster auftreten (Jacques et al., 2005). Keratinfilamente sind
Heteropolymere, die aus jeweils zwei unterschiedlichen Arten von CK, zwei CK von
Untergruppe Typ | und zwei von Untergruppe Typ IlI, gebildet werden. Jede
epitheliale Zelle exprimiert demzufolge mindestens zwei unterschiedliche CK. In
weiteren Studien wurde gezeigt, dass unterschiedliche Epithelien jeweils
charakteristische CK-Expressionen mit typisch topographischen Eigenschaften
aufweisen (Cooper et al., 1985; Miettinen, 1994). So produzieren beispielsweise
einfache Epithelien der Leber und des Pankreas CK 8 und CK 18, wahrend alle
Plattenepithelien CK 5 und CK 14 exprimieren (Moll et al., 1982; Sawaf et al., 1991).
Karzinome enthalten gewdhnlich CK ihres normalen Ursprungsgewebes und
entwickeln gelegentlich neue oder reduzieren die Expression bestimmter CK
(Schaafsma und Ramaekers, 1994).

Aufgrund der Heterogenitat der einzelnen Tumorzellen sollte fur eine effektive
immunhistochemische Detektion eine Kombination von verschiedenen Anti-CK-
Antikdrpern  verwendet werden (Pantel et al., 1999; Lugo et al., 2003). Die
detektierten ,epithelialen Fremdzellen® in den Lymphknoten werden in der
vorliegenden Arbeit auch als ,Zytokeratin-positve Zellen® (CK-positive Zellen,
cytokeratinpositive cells, CK+) bezeichnet. CK-positive Zellen in Lymphknoten
konnten bei einer Reihe von Tumorentitaten detektiert werden (Matsumoto, 2000;
Freneaux et al., 2002; Komukai et al., 2002; Palma et al., 2003).

Molekulare Nachweismethoden wie die reverse Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR) bzw. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) scheinen neue und
viel versprechende Ansatze zum Nachweis von Tumorzellen zu sein. Mit diesen
Methoden werden keine einzelnen exprimierten Proteine, sondern tumorspezifisch
veranderte mRNA- oder DNA-Sequenzen in Gewebeproben ausfindig gemacht. Der
Vorteil liegt in der hohen Zielgenauigkeit und Spezifitat des Verfahrens. Bei der RT-
PCR wird zuerst die RNA in DNA umgewandelt und anschliellend mit Hilfe einer
thermostabilen DNA-Polymerase vervielfaltigt. Die amplifizierte DNA wird mittels
fluoreszierender DNA-Sequenz gelelektrophoretisch oder durch Southern Blot und
Hybridisierung sichtbar gemacht.
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2.3.2 Klinische Bedeutung von disseminierten Tumorzellen/Mikrometastasen
in Lymphknoten

Obwohl in umfangreichen Studien zahlreiche Biomarker der Karzinome und ihr
Nutzen fur die Prognose untersucht wurden, ist der Lymphknotenstatus nach wie vor
der wichtigste prognostische Faktor fur Patienten mit PEK im Kopf- und Halsbereich
(Osaki et al., 1996; Woolgar et al., 1995). Die Anwesenheit und Anzahl von multiplen
Lympknotenmetastasen, das Primartumorstadium sowie die Lokalisation des
Primartumors sind nachweislich mit einer signifikant unglnstigeren 5-Jahres-
Uberlebensrate assoziiert (Jones at al., 1994; Pinsolle et al., 1997; Woolgar, 1999b).
In Bezug darauf wird erwartet, dass eine fruhzeitige Detektion von DTZ in den
Halslymphknoten das Uberleben der Patienten positiv beeinflusst. Einige
Arbeitsgruppen konnten an unterschiedlichen Karzinomen den Nachweis von DTZ in
Lymphknoten und deren prognostische Bedeutung bei Patienten ohne
Fernmetastasierung bestatigen (Tabelle 2.4). Diese prospektiven Studien zeigen,
dass der Lymphknotenstatus bei Karzinomen eine signifikante Aussagekraft fir das
rezidivfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben besitzt. Einige Untersucher
dokumentierten signifikante Korrelationen des Lymphknotenstatus zu den Faktoren
TumorgrofRe, Tumorinvasion und vaskulare Invasion (Bettelheim et al., 1990, Endo et
al., 2005), wahrend andere keinen signifikanten Zusammenhang darstellen konnten
(Matsumoto et al., 2000, Rhee et al.,, 2002). Diese Studien unterstitzen die
Bedeutung der Ermittlung des realen Lymphknotenstatus, um moglicherweise das
Tumorstaging zu verbessern und klinische Entscheidungen Uber zusatzliche
adjuvante Therapien zielgerichtet treffen zu kénnen.

Obwohl es erwiesen scheint, dass die regionale Tumorzellausbreitung entscheidend
fur die Prognose des Patienten ist, konnte in mehreren Studien kein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Auffinden von DTZ und der prognostischen Relevanz
gefunden werden (Calaluce et al., 1998; Glickman et al., 1999; Woolgar, 1999; Sato
et al., 2001; Nakamura et al., 2002; Tanabe et al., 2003).

Diese Diskrepanzen sind wahrscheinlich auf eine ungenligende Standardisierung der
Methoden zuruckzufuhren. Daruber hinaus konnte die geringe Anzahl an
untersuchten Patienten fur die fehlende prognostische Aussagekraft verantwortlich

sein.
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Tabelle 2.4 Ubersicht einiger immunhistochemischer Studien an verschiedenen
Tumorentitaten mit prognostischer Relevanz von disseminierten

Tumorzellen/Mikrometastasen in Lymphknoten

Tumorlokalisation Detekt. Anzahl der Signifikante Autoren’
Antigen Patienten mit DTZ/ | prognostische
Gesamtpatienten- Bedeutung
zahl (%)
Orale/oropharyn. AE1/AE3 | 2/40 (5%) - Enepekides
PEK et al., 1999
Mammakarzinom CK*, 21/150 (14%) RFU?, GU? Trojani et
EMA® al., 1987
Osophaguskarzinom | AE1/AE3 | 33/59 (55,3%) RFU, GU Matsumoto
et al., 2000
Magenkarzinom CAM5.2° | 8/34 (23,5%) GU Maehara et
al., 1996
Magenkarzinom AE1/AE3 | 19/180 (10,6%) GU Ishigami et
al., 2003
Nicht-Kleinzelliges Ber-Ep4” | 29/93 (31,2%) RFU, GU Izbicki et
Bronchialkarzinom pN0=20/73 al., 1996
pN1=9/20
Nicht-Kleinzelliges Ber-Ep4 | 27/125 (21,6%) RFU, GU Kuboschok
Bronchialkarzinom et al., 1999
Nicht-Kleinzelliges Ber-Ep4 | 27/125 (21,6%) RFU, GU Passlick
Bronchialkarzinom pN0=11/70 und Pantel,
pN1=4/25 2000
pN2=12/30

'Alle  Forschergruppen untersuchten Lymphknoten an unterschiedlichen
Tumorentitaten, ?RFU: Rezidiv-Freies-Uberleben, *GU: Gesamtiiberleben, *CK:
Zytokeratin, *EMA: epithelial membrane antigen, °CAM 5.2: gegen Zytokeratine 8
und 18 gerichtet, ’Ber-Ep4: 17-1A Antigen (=Ep-CAM), AE1/AE3: Pan-CK-
Antikorper

In einer Reihe von Untersuchungen an Mammakarzinomen wurde die klinische

Relevanz von DTZ im Knochenmark, deren Prasenz mit einer nachweislich
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schlechteren Prognose korreliert, nachgewiesen (Pantel et al., 1999; Braun et al.,
2000a). Braun et al. (2005) bestatigen dies in einer Langzeitstudie an 4703
Patienten. In einer weiteren Studie mit 484 nodal-negativen Mammakarzinom-
Patientinnen war der Nachweis von DTZ/MM in axillaren Lymphknoten und/oder im
Knochenmark ebenso mit einer ungunstigen Prognose assoziiert (Gerber et al.,
2001). Der Nachweis von DTZ/MM in Lymphknoten scheint interessanterweise nicht
mit dem KM-Status zu korrelieren. Moglicherweise werden die hamatogene und
lymphatische Metastasierung durch unterschiedliche Gene reguliert (Braun et al.,
2001; Gerber et al., 2001).

Im Gegensatz zur aufwendigen und fur die Patienten unangenehme
Knochenmarksaspiration scheint die Detektion von DTZ/MM im Blut eine viel
versprechende Alternative. Die Blutentnahme ist eine gering invasive Methode, die
beliebig oft zur Probengewinnung wiederholt werden kann. Prospektive Studien einer
Reihe von Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass auch DTZ/MM im Blut beim
primaren Mammakarzinom eine signifikante und unabhangige prognostische
Aussagekraft fir das rezidivfreie Uberleben und fir das Gesamtiberleben besitzen
(Cristofanilli et al. 2004; Christifanilli et al., 2005; Hayes et al. 2006; Riethdorf et al.
2007). Muller et al. (2005) untersuchten DTZ/MM sowohl im Knochenmark als auch
im Blut und fanden eine signifikante Korrelation. 33,3% (3/9 Patienten) der Patienten
mit positivem Knochenmarkstatus zeigten gleichzeitig DTZ im Blut, wahrend bei nur
2,3% (2/44 Patienten) der Patienten ohne DTZ/MM im Knochenmark DTZ im Blut
nachweisbar waren (Muller at al., 2005).
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3.1  Auswahl des Patientenkollektivs

Von 78 Patienten mit histologisch gesicherten PEK im oropharyngealen Bereich, die
sich zwischen 1996 und 2003 in der Nordwestdeutschen Kieferklinik (Klinik fur
Mund-, Kiefer-, Gesichtschirugie) und in der Hals-, Nasen-, Ohrenklinik des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf einer Tumorresektion einschliellich
Lymphknotendissektion unterzogen, wurden in der vorliegenden Arbeit 667
Lymphknoten untersucht. Das mittlere Alter der Patienten betrug 63 Jahre (von 33
bis 87 Jahren). Das Verhaltnis von mannlich zu weiblich lag bei etwa 2:1 (50 Manner
und 28 Frauen).

Die Operationspraparate einschliel3lich Lymphknoten wurden routinemaldig unter
Berucksichtigung der TNM-Klassifikation nach UICC durch Pathologen im
ehemaligen Institut fur Oralpathologie am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
beurteilt.

Aus den Berichten zur pathologisch-anatomischen Begutachtung konnte enthommen
werden, dass 24 der Patienten Lymphknotenmetastasen hatten. Die Ubrigen 54 (NO)
Patienten waren metastasenfrei. In die Untersuchung auf disseminierte Tumorzellen
(DTZ)/Mikrometastasen (MM) gingen einerseits weitere  metastasenfreie
Lymphknoten von Patienten ein, bei denen bereits histologisch gesicherte
Lymphknotenmetastasen vorlagen, und andererseits lagen metastasenfreie
Lymphknoten von Patienten mit Tumoren vor, die nicht lymphatisch metastasiert
waren.

Von den primar metastasenfreien Lymphknoten der Patienten wurden im Abstand
von 150 pm 4 Schnittstufen angefertigt und mittels Immunhistochemie auf das
Vorhandensein von DTZ/MM untersucht. 54 Patienten befanden sich im
Lymphknotenstadium NO, 17 Patienten im Stadium N1, 5 Patienten im Stadium N2b
und 2 Patienten im Stadium N2c.

Die klinisch-histologischen Parameter der untersuchten Falle sind im Folgenden in
Tabelle 3.1a und 3.1b aufgeflhrt.
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Tabelle 3.1a Patienten und Tumorcharakterisierung

Anzahl der Patienten 78
mannlich/weiblich 50/28
Alter
Mittelwert 62, 58
Range 33 -87
pT-Stadium
pT1 34
pT2 23
pT3 4
pT4 13
pTx 4
Lokalisation
MB 29
Zunge 16
Oropharynx 5
WSH 5
Alveolarkamm 5
MB/Oropharynx 1
WSH/MB 2
Zunge/MB 7
Alveolarkamm/MB 6
WSH/Alveolarkamm 1
unbekannt 1
pN-Stadium
pNO 54
pN1 17
pN2b 5
pN2c 2
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Tabelle 3.1b
Ubersicht der untersuchten Falle unter Beriicksichtigung der TumorgréRe, des Lymphknotenstatus, des grading, des
Geschlechtes und des Alters

Ifd. pT | pN | Lokalisation grading Geschlecht Alter
Nr.

1 4 1 MB, Kieferwinkel links G2 f 75
2 4 1 MB, Alveolarkamm G2 f 84
3 2 1 Oropharynx G3 m 67
4 2 1 Alveolarkamm G2 f 61
5 4 1 Zunge G2 m 52
6 1 1 MB, Unterkiefer rechts G2 f 52
7 2 1 MB G2 m 49
8 1 2b MB, retromolar rechts G3 m 65
9 1 1 Zunge G1 f 65
10 1 1 Zunge G2 m 49
11 4 2b Zunge G2 m 45
12 2 1 WSH, MB G1 m 53
13 2 1 WSH, MB G1 m 54
14 4 1 MB G2 m 68
15 1 1 MB G2 m 64
16 4 1 WSH G2 m 87
17 2 2b Oropharynx G3 f 68
18 4 1 Zunge, MB G2 m 44
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19 X 1 f 78
20 2 1 MB G1 f 78
21 2 2b Zunge G2 m 42
22 3 2c Zunge G2 m 46
23 3 2c Alveolarkamm G3 f 63
24 2 2b MB, Unterkiefer G2 m 67
25 1 0 Zunge, MB G2 m 55
26 1 0 MB, Alveolarkamm G2 f 67
27 4 0 Alveolarkamm G2 m 61
28 3 0 MB G2 f 63
29 1 0 MB G2 f 64
30 X 0 WSH, Alveolarkamm G2 f 84
31 1 0 Zunge G3 m 59
32 4 0 MB G2 m 68
33 1 0 MB G2 m 45
34 1 0 MB G3 m 77
35 1 0 MB, Alveolarkamm G2 m 58
36 1 0 WSH G2 f 83
37 4 0 Zunge G2 m 56
38 3 0 MB G2 f 47
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39 1 0 MB G2 m 62
40 1 0 MB G2 m 73
41 1 0 Oropharynx G1 f 76
42 1 0 WSH G1 m 71
43 2 0 MB G3 m 62
44 1 0 MB G2 m 47
45 1 0 MB G3 m 45
46 1 0 MB G2 m 54
47 1 0 Alveolarkamm G1 m 62
48 2 0 MB, intermaxillar G2 m 61
49 2 0 MB G3 m 52
50 2 0 Zunge G1 m 68
51 1 0 Alveolarkamm, MB G3 m 56
52 2 0 Zunge G1 m 33
53 2 0 WSH G3 m 68
54 1 0 MB G3 m 56
55 1 0 Zunge G1 m 80
56 2 0 Zunge G2 m 63
57 1 0 Alveolarkamm G2 f 76
58 2 0 Oropharynx G2 f 65
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59 2 0 Zunge G2 m 50
60 1 0 MB G2 m 64
61 2 0 WSH G2 f 63
62 1 0 MB G2 m 46
63 1 0 Zunge, retromolar G2 m 47
64 1 0 Zunge G2 f 54
65 4 0 MB, Alveolarkamm G2 m 66
66 1 0 Oropharynx G2 f 45
67 X 0 MB G2 f 55
68 1 0 MB G3 f 65
69 2 0 Zunge, MB G1 f 77
70 1 0 MB G3 f 65
71 2 0 MB G2 m 49
72 1 0 MB f 70
73 4 0 MB G2 m 60
74 1 0 MB G2 m 87
75 4 0 Zunge, MB G2 m 49
76 2 0 Zunge G3 m 69
77 2 0 MB G2 m 54
78 X 0 Zunge f 62
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3.2

Materialien und Reagenzien fur die immunhistochemischen Analysen

In den Tabellen 3.2, 3.3 und 3.4 sind alle Reagenzien aufgefuhrt, die fur die

immunhistochemischen Analysen bendtigt wurden.

Tabelle 3.2 Materialien und Reagenzien flr den Nachweis von DTZ/MM mittels

immunhistochemischer Analyse

Material/Reagenz

Bezugsquelle/Firma

Xylol CgH1o

Alkohol 100%, 96%, 80%
Zitratpuffer (ChemMate™Target Retrieval
Solution) x 10

Zitratpuffer

H,>02 »blocking solution »
Tris-Base

NaCl

Tween-20

25% HCI

Mayers Hamalaun

Eukitt

Automat- Autostainer
Proteinase K

Protease 1

,<antibody diluent*

Wirbler

Mikrowellenofen Jet 1000 W
Brutschrank

Riedel-deHaén® (Seelze, D)
Walter CMP GmbH&Co.KG(Kiel, D)
Dako (Hamburg, D)

BioGenix

Dako

Sigma (Munchen, D)
J.T.Baker

Sigma (Munchen, D)
Riedel-deHaén® (Seelze, D)
Merck (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)
Dako (Hamburg, D)

Dako (Hamburg, D)
Ventana (Tucson, USA)
Dako (Hamburg, D)
Heidolph (Bremen, D)
Whirlpool (Schorndorf, D)
Medite GmbH (Burgdorf, D)
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Tabelle 3.3 Auflistung der getesteten monoklonalen Antikérper und Isotypkontroll-

Antikorper
Name Herkunft Isotyp Bezugsquelle/Firma
Keratin-903 Maus 9G4 Enzo
34BE12 Maus 1gG+4 Dako
AE1/AE3 Maus 1gG+4 Novocastra
A45-B/B3 Maus 1gG+4 Micromet
EMMPRIN Maus lgG+ BD GmbH
p53 (Ab-6) Maus 19G2a Calbiochem®
p16MNK Maus 19G1 BD GmbH
EGFR Maus 1gG+4 Dako
EpCAM Maus 1gG+4 Dako
MOPC-21 Maus 1gG+4 Sigma
(Kontrolle)

Tabelle 3.4 Auflistung der getesteten Enzymkonjugate

Name Zusammensetzung Bezugsquelle/Firma
ChemMate™Detection Kit, Biotinylierter Dako
Peroxidase/DAB Sekundarantikdrper,

Code: K 5001 konjugiert mit Streptavidin-

EnVision™Detection Kit
Code: K 5007

ChemMate™Detection Kit
APAAP, Mouse
Code: K 5000

Peroxidase,
DAB+Chromogen zur

Visualisierung

Sekundarantikorper mit
DAB Substrat Puffer
(Peroxidase-Anti-

Peroxidase-Technik)

Sekundarantikorper (anti-
mouse), APAAP
Immunkomplex,
Chromogensubstrat
(Neufuchsin), Levamisole

Dako

Dako
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In den Tabellen 3.5 bis 3.7 werden die Ansatze der Puffer und Substratidsungen

aufgefuhrt.

Tabelle 3.5

TBST-Puffer 31 (10fach)

181,71 g Tris-Base

262,98 g NaCl

15 g Tween-20

25% HCI (pH Wert 7,6)

ad 3l Aqua dest.

1:10 Verdunnung mit Aqua dest.

Tabelle 3.6

TEC-Ansatz 11 (20fach)

5 g Tris-Base

10 g Titriplex [II/EDTA
6,4 g Tri-Na-Citrat-2H,0
ad 11 Aqua dest. (pH 7,8)

1:20 Verdunnung mit Aqua dest.

Tabelle 3.7 Neufuchsin-Substratlosungsansatz des ChemMate™Detection

APAAP, Mouse

Kits

Endvolumen ml

1,00 ml

AP-Substrat Puffer (Flasche F)
Chromogen Red 1 (Flasche C)
Chromogen Red 2 (Flasche D)
Chromogen Red 3 (Flasche E)

1,00 ml
40 pl
40 pl
40 pl

Auf 10 ml AP(Alkalische Phosphatase)-Substrat kann durch Zugabe von einem

Tropfen Levamisol (Flasche G) die endogene Phosphatase blockiert werden.

Die Neufuchsin-Substratlésung erst 20 min vor Gebrauch ansetzen!
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Entparaffinisierung der Paraffinschnitte in einer absteigenden Alkoholreihe

1.

o & 0D

Paraffinschnitte 2 x 10min in Xylol tauchen

Paraffinschnitte 2 x 5min in 98% Ethanol tauchen
Paraffinschnitte 2 x 5min in 96% Ethanol tauchen
Paraffinschnitte 2 x 5min in 80% Ethanol tauchen
Paraffinschnitte 2 x 5min in TBST-Puffer waschen

Entwassern der Paraffinschnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe

1.

Paraffinschnitte 2 x 5min in 80% Ethanol tauchen

2. Paraffinschnitte 2 x 5min in 96% Ethanol tauchen
3.
4

. Paraffinschnitte 2 x 10min in Xylol tauchen

Paraffinschnitte 2 x 5min in 98% Ethanol tauchen
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3.3 Optimierung des immunhistochemischen Nachweises disseminierter
Tumorzellen mit Hilfe von Paraffinschnitten von Primartumoren

Die verschiedenen Optimierungsversuche sind in Tabelle 3.8 zusammengefasst.
Zunachst wurde die fur die Routine-Diagnostik CK-positiver Tumoren etablierte
immunhistochemische Nachweismethode ausgetestet und flr eine sichere Erfassung
von CK-positiven Einzelzellen in Lymphknoten optimiert. Dazu wurde die
Invasionsfront mehrerer Primartumoren genutzt, in der vermehrt Tumoreinzelzellen
nachweisbar waren, vergleichbar mit DTZ in Lymphknoten.

Es wurden die monoklonalen Primarantikorper Anti-Keratin-903™ (Enzo, Klon:
34BE12), der gegen CK 1, 5, 10, und 14 gerichtet ist und AE1/AE3, der zwei
monoklonale AntikOrper beinhaltet, ausgetestet. AE1 detektiert die hochmolekularen
CK 10, 14, 15 und 16 sowie das niedermolekulare CK 19. Der Klon AE3 markiert die
hochmolekularen CK 1, 2, 3, 4, 5 und 6 sowie das niedrigmolekulare CK 7 und 8.
Ausgetestet wurden verschiedene Antikdrperverdinnungen mit unterschiedlichen
Vorbehandlungen zur Antigendemaskierung, unterschiedliche Inkubationszeiten und
Nachweissysteme, wie z.B. die APAAP-Methode (Alkalische Phosphatase-Anti-
Alkalische Phosphatase-Komplex), die Avidin-Biotin-Methode oder EnVision™
(Tabelle 3.8). Bei den Immunreaktionen wurde parallel eine Isotypkontrolle fir die
einzelnen Primarantikdrper verwendet. Statt des PrimarantikOrpers mit gerichteter
Spezifitat wurde MOPC-21 mit dem identischen Isotyp und irrelevanter Spezifitat in
unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Weiterhin wurde der manuelle
immunhistochemische Nachweis mit dem automatischen Nachweis im Dako

Autostainer verglichen.
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Tabelle 3.8

Darstellung der unterschiedlichen Optimierungsansatze

Antikorper Konzentrationen | Vorbehandlung IHC-Methode manuell bzw. | PAK-Inkubationszeit
automatisch
Anti-Keratin- | gebrauchsfertig | Zitratpuffer/Mikrowelle APPAP-Methode | manuell 4°C Uber Nacht
903™ (Enzo) | vom Hersteller | 1000W fr 30min
Anti-Keratin- | gebrauchsfertig | Zitratpuffer/Mikrowelle APPAP-Methode | manuell 1h bei 37°C
903™ (Enzo) 1000W fir 30min
Anti-Keratin- | gebrauchsfertig | Protease1 im Brutschrank bei | EnVision™Detekti | manuell 1h bei 37°C
903™ (Enzo) 37°C flr 7min oder ons Kit
Zitratpuffer/Mikrowelle
1000W fir 30min
Anti-Keratin- | gebrauchsfertig, | Zitratpuffer/Mikrowelle indirekte ABC- automatisch
903™ (Enzo) | 1:50, 1:100, 1000W fur 30min Methode
= 34BE12| 1:200, 1:500
(Dako)
AE1/AE3 1:200 Zitratpuffer/Mikrowelle APPAP-Methode | manuell 4°C Uber Nacht
(Novocastra) 1000W flar 30min
AE1/AE3 1:100, 1:200 Zitratpuffer/Mikrowelle APPAP-Methode | manuell 1h bei 37°C
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(Novocastra) 1000W flr 30min

AE1/AE3 1:25, 1:50, Protease1 im Brutschrank bei | APPAP-Methode | manuell 1h bei 37°C
(Novocastra) | 1:100, 1:200 37°C fur 7min

AE1/AE3 1:50, 1:100, Protease1 im Brutschrank bei | EnVision™Detekti | manuell 1h bei 37°C
(Novocastra) | 1:200 37°C fur 7min ons Kit

AE1/AE3 1:50, 1:100, Protease1 im Brutschrank bei | indirekte ABC- automatisch

(Novocastra) | 1:200 37°C fur 7min Methode
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Alle Paraffinschnitte wurden im Vorfeld der immunhistochemischen Analyse 30 min
im Brutschrank bei 80°C inkubiert und anschlieend entparaffiniert.
Es wurden zunachst verschiedene Methoden zur Optimierung der Detektion von CK

an oralen primaren PEK getestet, die im Folgenden beschrieben werden.

3.3.1 Detektion Zytokeratin-positiver Zellen mit den Antikorpern AE1/AE3 oder
Keratin-903™
In einem ersten Schritt wurde zum Nachweis von DTZ die manuelle
immunhistochemische Analyse unter Verwendung der APAAP-Methode (Abbildung
3.1) getestet. Zur Antigendemaskierung wurden die Paraffinschnitte mit Zitratpuffer
(pH 6,0) fur 30min in der Mikrowelle vorbehandelt.
Die monoklonalen Pan-CK-Antikorper aus der Maus Keratin-903™ (Enzo, Klon:
34BE12, 19G1) und AE1/AE3 (IgG+, Dako) dienten als Primarantikorper.
Keratin-903™ ist laut Angabe des Herstellers gebrauchsfertig. AE1/AE3 wurde in
einer Konzentration von 1:200 mit dem Verdlinnungsmedium ,antibody diluent*
(Dako) verwendet. MOPC-21 (IgG4) wurde in einer Konzentration von 1:1000 als
Isotypkontroll-Antikorper eingesetzt. Der Brucken- oder Sekundarantikorper ist ein
Anti-Maus-Antikorper, der von Kaninchen gebildet wurde. Danach wurden die
Paraffinschnitte mit einer APAAP-L6sung inkubiert. Das Enzymkonjugat APAAP
bestent aus dem Enzym Alkalische Phosphatase und einem Anti-Enzymkomplex,
dem monoklonalen Anti-Alkalische-Phosphatase-Antikorper, der aus derselben
Spezies wie der Primarantikorper stammt. Der Sekundarantikdrper kann dadurch den
Primarantikorper mit APAAP verbinden. So entstand eine Vernetzung und damit eine
Verstarkung der Reaktion, was die Empfindlichkeit der Methode erhdhte. Je zwei
Molekule Enzym sind an einen Antikorper gebunden.
Zur Substratentwicklung diente eine Neufuchsin-Substratiésung. Durch den Zusatz
von Levamisol zur Substratidbsung wurde die endogene alkalische Phosphatase-
Aktivitat gehemmt. Die Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit Hamalaun. Primare

orale PEK dienten als Positivkontrolle.
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(Alkalische
(Phosphatase
(aynti-
(a)lkalische
hosphaiase

= APAAP-Komplex

Briicken-

/r antikdrper
Primarantikdrper

Abbildung 3.1 Schematische Darstellung der APAAP-Methode zur Markierung
von CK (Dako, Hamburg)

Durchfiihrung der APAAP-Methode zur Detektion von oralen/oropharyngealen

PEK

1. Vorbehandlung in Zitratpuffer (Dako) im Mikrowellenofen bei 1000W 30min
inkubieren

2. 2 x 5min in TBST-Puffer waschen

3. 100 ul Loésung mit Primarantikdrper Keratin-903™ (gebrauchsfertig),
AE1/AE3 (Konzentration 1:200) bzw. 100 pl Losung mit Isotypkontroll-
Antikdrper (MOPC-21, Verdinnung 1:1000) auftragen und Uber Nacht im
Kuhlschrank bei 4°C inkubieren

4. 2 X 5min in TBST-Puffer waschen

5. ,ChemMate™Detection Kit APAAP, Mouse”
-Sekundarantikorper (Flasche A) auftragen und 30min inkubieren
-2 x 5min in TBST-Puffer waschen
-APAAP-Immunkomplex (Flasche B) auftragen und 30min inkubieren
-2 X 5min in TBST-Puffer waschen
-Neufuchsin-Substratldsung auftragen und Farbreaktion beobachten
6. Abstoppen der Farbreaktion in Aqua dest.

Zellkernfarbung mit Hamalaun
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8. Blauen unter Leitungswasser
9. Entwassern der Paraffinschnitte

10. Paraffinschnitte mit Eukitt eindeckeln

3.3.2 Vorbehandlungen der Paraffinschnitte

Die Paraffinschnitte wurden unterschiedlich vorbehandelt. Fir den Primarantikrper
Keratin-903™ wurde mit Zitratpuffer (Dako) im Mikrowellenofen bei 1000W 30min
inkubiert. FUr den Primarantikdrper AE1/AE3 wurden die Paraffinschnitte entweder
sieben Minuten mit Protease1 im Brutschrank bei 37°C oder mit Zitratpuffer (Dako)
im Mikrowellenofen vorbehandelt. Fur den Isotypkontroll-Antikbrper MOPC-21
wurden die Paraffinschnitte sieben Minuten mit Protease1 im Brutschrank bei 37°C
vorbehandelt.

Nach Zugabe der Primarantikdrper wurden die Schnitte fur eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Keratin-903™ wurde als gebrauchsfertige Losung verwendet. AE1/AE3
wurde in den Konzentrationen 1:100 und 1:200 fir beide Vorbehandlungen
verwendet. Die Negativkontrolle wurde mit dem Isotypkontroll-Antikorper 1:500 und

1:1000 verdunnt eingesetzt.

3.3.3 EnVision™ Nachweissystem

Zur weiteren Optimierung der immunhistochemischen Analyse wurde das
EnVision™Detektions Kit eingesetzt. Die Vorbehandlung der Paraffinschnitte erfolgte
fur Keratin-903™ einerseits mit Zitratpuffer (30min, Mikrowellenofen 1000W) und flr
einen weiteren Paraffinschnitt mit Protease1, fur AE1/AE3 und MOPC-21 mit
Protease1 (7min bei 37°C). Die Paraffinschnitte wurden entweder mit
Primarantikorper Keratin-903™ , mit AE1/AE3 1:50, 1:100 bzw. 1:200 konzentriert
oder mit MOPC-21 in einer 1:1000 Konzentration inkubiert. Die weiteren Schritte fur
die Analyse mit dem EnVision™Detection Kit (Code: K5007) wurden nach

Empfehlung des Herstellers durchgefihrt.

Durchfiihrung der immunhistochemischen Analyse mit dem EnVision™Detction

Kit (Code: K5007)

1. Vorbehandlung fur Keratin-903™ mit Zitratpuffer (Dako) 30min im
Mikrowellenofen bei 1000W

AE1/AE3 und MOPC-21 mit Protease1 7min bei 37°C inkubieren
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2 x 5min in TBST-Puffer waschen
Inkubation mit Primarantikorper 1 Stunde bei 37°C im Brutschrank
2 x 5min in TBST-Puffer waschen

EnVision™Detection Kit

o &> b

-Paraffinschnitte mit Lésung A 10min inkubieren
2 x 5min in TBST-Puffer waschen
Paraffinschnitte 5-10min mit DAB inkubieren
Farbentwicklung in Aqua dest. stoppen
Gegenfarbung der Zellkerne mit Hamalaun 10sec

Paraffinschnitte entwassern

= 2 © ® N O

- O

Paraffinschnitte mit Eukitt eindeckeln

3.3.4 Manuelle und automatische Methode

Nach der Vorbehandlung der Paraffinschnitte (Keratin-903™-Zitratpuffer, 30min im
Mikrowellenofen; AE1/AE3 und MOPC-21 7min mit Protease1 inkubieren) wurden
einerseits die Primarantikorper AE1/AE3 in den Konzentrationen von 1:25, von 1:50
und der Isotypkontroll-Antikdrper MOPC-21 in einer Konzentration von 1:25 mit der
APAAP-Methode (ChemMate™Detection Kit, Dako) durchgeflhrt. Die einzelnen
Schritte  sind dem Protokoll 3.3.1 zu entnehmen. Andererseits wurden
Paraffinschnitte mit Keratin-903™ in der durch den Hersteller vorgegebenen
Konzentration mit AE1/AE3 in den Konzentrationen 1:50, 1:100, 1:200 und der
Isotypkontroll-Antikdrper MOPC-21 in einer Konzentration von 1:50 im automatischen
System mit der indirekten Avidin-Biotin-Complex Methode (ABC-Methode) getestet
(Abbildung 3.2).

Zuerst wurden die Paraffinschnitte zur Antigendemaskierung mit Zitratpuffer far
30min im Mikrowellenofen bei 1000 W inkubiert. Nach dem Abklhlen wurden die
Schnitte in Aqua dest. Uberfihrt. Als Nachweissystem diente das
ChemMate™Peroxidase/DAB Kit (Dako). Nach Angaben des Herstellers (Dako
Cytomation) handelt es sich bei der Anwendung des Kits um ein dreistufiges
Verfahren. Zuerst erfolgt die Inkubation mit dem Primarantikdrper. Im zweiten Schritt
wird der biotinylierte Sekundarantikorper (Anti-Maus und Anti-Kaninchen Ziegen-

Immunglobuline) an den Primarantikdrper gebunden.
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{Strept-) Avidin-
Biotin-

\ x Enzymkomplex

Briicken-
antikérper,
biotinylier

)k Primérantikdrper

Abbildung 3.2 Schematische Darstellung der ABC-Methode zum Nachweis von
Zytokeratinen (HRP=Streptavidin-Peroxidase), (Dako, Hamburg)

Die biotinylierten Moleklle des Sekundarantikorpers reagieren andererseits mit an
das Enzym Peroxidase konjugierten Streptavidinmolekulen. Aufgrund eines mit
sieben Atomen Biotin markierten Spacer-Arms der sekundaren Antikorperreagenz ist
die Sensivitat des Nachweissystems erhdht.

Im dritten Schritt erfolgt die Vernetzung Uber eine Zweischritt-Glutaraldehydmethode.
Mithilfe von DAB+Chromogen (1-5% 3,3"-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid) wird
die Reaktion visualisiert. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hamatoxylin.

Durchfiihrung der indirekten ABC-Methode im automatischen System
1. Vorbehandlung fur Keratin-903™ mit Zitratpuffer (Dako) 30min im
Mikrowellenofen bei 1000W
AE1/AE3 und MOPC-21 mit Protease1 7min bei 37°C inkubieren
2 x 5min in TBST-Puffer waschen
Vorbereitung des DAKO-Autostainer's
3.1. Auffullen von Aqua dest.
3.2. Auffullen von TBST-Waschpuffer
11 TBST Waschpuffer verdinnen mit 9 | Aqua dest.
3.3. Primarantikorper Keratin-903™ (gebrauchsfertig)
AE1/AE3 in den Konzentrationen 1:50, 1:100 und 1:200
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MOPC-21 in der Konzentration von 1:50
3.4. 10 ml Sekundarantikorper, Biotinylierte Anti-Maus und Anti-Ziegen-
Immunglobuline, Flasche A
3.5 10 ml H,0; ,blocking solution“ zum Blocken der endogenen Peroxidase
3.6. 10 ml Streptavidin Peroxidase (HRP), Flasche B
3.7. DAB+ Chromogen, das Substratsystem vorbereiten
Ansetzen von DAB+Chromogen 1:50 far 10 ml
1. Schritt 9,8 ml HRP Substrate Buffer, Flasche D mit
2. Schritt 0,2 ml DAB+Chromogen, Flasche C in Reagenzrohrchen
geben und auf dem Ruttler mischen
Einsortieren aller angesetzten Lésungen in den vorgesehenen Behalter
des Dako-Autostainer’s.
3.8. Objekttrager in den Automat einsortieren und mit Pufferlosung
benetzen, um ein Austrocknen zu verhindern
4. Dako-Autostainer starten
Nach Beendigung des Automatendurchlaufes Aufstellen der Objekttrager in
Aqua dest.
30 Sekunden in Hamatoxylin tauchen
Blauen unter flieRendem Leitungswasser
Paraffinschnitte entwassern
Eindeckeln mit Eukitt

© ©® N O

3.3.5 Reproduktion der immunhistochemischen Analyse mit dem Antikorper
Keratin-903™ im automatischen System

Aufgrund der intensiven Immunreaktion des Zytoplasmas einzelner DTZ in den
Tumorauslaufern mit Keratin-903™ wurden die Paraffinschnitte wiederholt einer
Analyse im automatischen System unter Verwendung des Primarantikorpers Keratin-
903™ und der indirekten ABC-Methode (ChemMate™Detection Kit, Code: K 5001)
unterzogen. Die Paraffinschnitte wurden mit Zitratpuffer (Dako) fur 30 min im
Mikrowellenofen vorbehandelt.

3.3.6 Detektion Zytokeratin-positiver Zellen mit dem Antikorper 343E12
Der Primarantikdrper Keratin-903™ (Enzo, Klon 34BE12) erwies sich als am besten

geeignet, um einzelne Tumorzellen in der Invasionsfront von Primartumoren zu
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detektieren. Da Keratin-903™ nur in einer gebrauchsfertigen Verdlinnung vom
Hersteller lieferbar ist, wurde um die Farbintensitat der Immunreaktion zu optimieren,
Keratin-903™ (Enzo) durch 34BE12 (Dako) ausgetauscht. Es handelt sich bei dem
monoklonalen Maus-Antikérper Cytokeratin HMW 34BE12 laut Angaben des
Herstellers um den gleichen Klon (34BE12), der gegen dieselben CK (1, 5, 10 und
14) gerichtet ist wie der Primarantikorper Keratin-903™. Im Unterschied zu Keratin-
903™ besteht bei 34BE12 die Moglichkeit, die Konzentrationen zu variieren. 34BE12
wurde in folgenden Konzentrationen ausgetestet: 1:50, 1:100, 1:200 und 1:500.
MOPC-21 wurde in der Konzentration 1:50 als Isotypkontroll-Antikorper eingesetzt.

3.3.7 Auswertung der Optimierungversuche
Die Auswertung der Immunfarbungen erfolgte nach jedem Durchgang der IHC-
Analyse am Mikroskop Olympus CH 40 (Olympus Optical Co, Tokio, J) bei 400-
facher VergrofRerung.
Positive Zellen zeigten eine intensive Farbung des Zytoplasmas. Fur die Bewertung
der Farbung waren folgende Kriterien entscheidend:
1. Alle konventionell zytologisch als Tumorzellen identifizierbaren Zellen mussen
eine Immunreaktion zeigen.
2. Die Intensitat der Immunreaktion muss repoduzierbar und malig bis stark
sein.

3. Die Zellen mussen klar abgrenzbar sein.

3.4 Immunhistochemische Detektion zum Nachweis von disseminierten
Tumorzellen/Mikrometastasen in den Lymphknotenpraparaten

Bei der Optimierung der immunhistochemischen Analyse zur bestmoglichen

Erfassung von Tumoreinzelzellen in den Primartumoren erwies sich der monoklonale

Pan-CK-Antikorper 34BE12 (Konzentration 1:50) als am besten geeignet.

Fir den Nachweis von DTZ/MM an den Lymphknotenpraparaten wurde 34B3E12

eingesetzt, der ein optimales Farbesignal bei der immunhistochemischen Reaktion

versprach.
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3.4.1 Aufbereitung der paraffineingebetteten Lymphknoten/ Anfertigung der
Paraffinschnitte

Von den fixierten und in Paraffin eingebetteten Lymphknoten wurden mit dem
Schlittenmikrotom (Jung Histoslide 2000, Leica Instruments GmbH, Nussloch, D) 10
pm duanne Paraffinschnitte angefertigt. In die Untersuchungen wurden ausschlief3lich
Lymphknoten einbezogen, die bereits zuvor vom Pathologen in der routinemafig
durchgefuhrten H&E-Farbung als metastasenfrei eingestuft wurden.

Pro Patient handelte es sich in Abhangigkeit von der zur Verfugung stehenden
Anzahl an zu untersuchenden Lymphknoten (zwischen einem und acht
Paraffinblocken) um eine unterschiedliche Anzahl von Lymphknoten (zwischen 1 und
12 Lymphknoten pro Block). Von 78 Patienten mit oralen/oropharyngealen PEK
wurden 667 zervikale Lymphknoten in 244 Paraffinblocke eingebettet. Von jedem
Paraffinblock wurden im Abstand von 150 um vier Stufenschnitte angefertigt.

Die Objekttrager wurden den Paraffinblocken entsprechend von auf3en nach innen

von 1 bis 4 nummeriert.

3.4.2 Immunhistochemische Analyse

Der Pan-CK-Antikorper 34BE12 (IgG4, Dako) erwies sich nach Optimierung der
immunhistochemischen Analyse an Primartumoren als am besten geeignet fir die
Detektion von DTZ/MM  (vgl. 3.3.5). Die einzelnen Schritte der
immunhistochemischen Analyse wurden nach dem im Abschnitt 3.3.4 beschriebenen
optimierten Protokoll im automatischen System durchgefihrt.

In jeder Immunreaktion wurden Praparate von Primartumoren als Positivkontrolle
mitgeflhrt. Farbte sich die Positivkontrolle nicht an, wurde die immunhistochemische
Reaktion wiederholt. Zum Ausschluf® unspezifischer Reaktionen wurde eine
Negativkontrolle mitgefuhrt (siehe Abschnitt 3.3).

3.4.3 Mikroskopische Auswertung
Die Praparate wurden am Lichtmikroskop Olympus CH 40 (Olympus Optical Co,
Tokio, J) ausgewertet. Die Lymphknoten variierten in der Grof3e zwischen 100 ym bis

uber 10 mm.
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Normaler histologischer Befund

Lymphknoten sind eingebettet in das umgebende Bindegewebe, das neben den
ortsstandigen Zellen wie beispielsweise den Fibroblasten, Adipozyten, Chondrozyten
oder Osteoblasten auch freie Zellen enthalt. Dazu gehdéren Makrophagen,
Plasmazellen und Granulozyten. Je nach Lokalisation der Lymphknoten konnten
auch Anschnitte von den Speicheldrisen mit ihrem charakteristischen
Lappchenaufbau beobachtet werden. Am einschichtigen, zweireihigen Epithel des
Lumens der Ausfuhrungsgange und an den isoprismatischen Epithelzellen der
Schaltsticke konnten ebenfalls Zytokeratine detektiert werden. Aufgrund der
Morphologie konnten Verwechselungen mit Tumorzellen ausgeschlossen werden.

Bei einigen Praparaten fanden sich GefaRanschnitte.

Nachweis von disseminierten Tumorzellen/Mikrometastasen

Bei der mikroskopischen Auswertung der Lymphknotenpraparate wurden
ausschlieBlich CK-positive Zellen beachtet, die sich im Lymphknotengewebe
befanden. Eventuelle Anfarbungen im Bindegewebe oder anderen Geweben, welche
nicht Zielgewebe waren, blieben unbericksichtigt.

Die nachweisbaren DTZ/MM zeigten eine starke zytoplasmatische Immunreaktion.
Zur Identifizierung der DTZ/MM wurden zusatzlich konventionelle zytologische
Merkmale atypischer Zellen wie Anisozytose und Kernpolymorphie herangezogen,
sowie eine zugunsten des Kerns veranderte Kern-Plasma-Relation.

Alle positiven und fraglich positiven Zellen und Zellverbdnde wurden von einem
erfahrenen Pathologen beurteilt und als Tumorzellen oder Nicht-Tumorzellen

kategorisiert.

3.5 Weitere phanotypische und molekulare Charakterisierung der
detektierten Mikrometastasen

Die Lymphknotenpraparate, in denen CK-positive Zellen detektiert werden konnten,
wurden mittels immunhistochemischer Analysen und RNA-in situ-Hybridisierung
zusatzlich phanotypisch charakterisiert. FUr die Immunhistochemie wurden folgende
Antikorper eingesetzt: p16, p53, AE1/AE3, EMMPRIN, A45-B/B3, EGFR und
EpCAM.

In der RNA-RNA-in situ-Hybridisierung kamen folgende Sonden zum Einsatz: MMP1
und MMP2.

49



3 Material und Methoden

3.5.1 Automatische immunhistochemische Analyse

Fir die Untersuchungen zum Nachweis von p53, p16™<* und AE1/AE3 in den MM
wurde die automatische immunhistochemische Analyse genutzt. Zur Vorbehandlung
wurden die Paraffinschnitte fur die AE1/AE3-Immunreaktion sieben Minuten mit
Protease 1, fur EpCAM 20 min im Citratpuffer (Dako) in der Mikrowelle bei 1000 W

6" * mit TEC-Puffer im Mikrowellenofen fir 20min inkubiert. Die

und fur p53 und p1
Schnitte wurden mit dem Primarantikorper in folgenden Verdlinnungen inkubiert:

1. p53 1:2000

2. p1e™N 1:100

3. AE1/AE3 1:200

4. EpCAM 1:50

Zur Verdunnung wurde die Losung “antibody diluent” (Dako) verwendet. Alle

weiteren Schritte erfolgten wie beschrieben unter Abschnitt 3.3.4.

3.5.2 Manueller immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratin A45-B/B3,
EGFR und EMMPRIN mit dem EnVision™ Nachweissystem
Fir die Untersuchungen zum Nachweis von A45, EGFR und EMMPRIN in den MM
wurde eine manuelle immunhistochemische Analyse durchgefiuhrt. Die
unterschiedlichen Vorbehandlungen und Konzentrationen sowie Inkubationszeiten
fur jeden Antikorper sind dem nachfolgenden Protokoll zu entnehmen.
1. Vorbehandlung
-A45: Citratpuffer (BioGenox) im Topf bei 125°C fur 5min
-EGFR: Proteinase K fur 6min
-EMMPRIN: Citratpuffer (Dako) in der Mikrowelle bei 1000 W fur 20min
2 x 5min in TBST-Puffer waschen
5min H20,
2 x 5min in TBST-Puffer waschen
Primarantikorper
-A45 1:400 bei 4°C Gber Nacht
-EGFR 1:20 bei 4°C Uber Nacht
-EMMPRIN 1:1000 bei RT fur 30 min inkubieren mit Verdinnungsmedium
(Dako)
6. 2 x 5min in TBST-Puffer waschen
Dako EnVision™ Kit (SAK+ DAB Substrat Puffer) 15min

o & 0D

50



3 Material und Methoden

10.
11.
12.

2 x 5min in TBST-Puffer waschen
Paraffinschnitte 5-10min mit DAB 1:50 inkubieren
Farbung der Zellkerne mit Hamalaun ~10 sec
Paraffinschnitte entwassern

Eindeckeln mit Eukitt
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3.5.3 Materialien und Reagenzien fur die RNA-in situ-Hybridisierung

Tabelle 3.9 Materialien und Reagenzien zum Nachweis von MMP-1 und MMP-2

mittels RNA-in situ-Hybridisierung

Material/Reagenz

Bezugsquelle/Firma

DEPC (Diethyl Pyrocarbonate)
Xylol CgH1o

Alkohol (100%, 96%, 80%, 30%)
Salzsaure HCI2 M

Triton®X -100

Proteinase K

Glycin

Paraformaldehyd (PFA)
NaOH 1M

Triethanolamin
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrat

Tris

EDTA

Dithiothreitol (DTT)
Dextransulfat

Formamid, deionisiert

Ficoll Paque™Plus (Tyo 400)
Polyvinylpyrolidone

BSA (Fraktion V)

Poly A (« Polyadenylic acid »)
SS-DNA

tRNA

Sonde

RNase A

Schafserum, normal
Antikorper Sheep-Anti-Dig
Magnesiumchlorid MgCl,
Nuclear Fast Red

Eukitt

Sigma
Riedel-deHaén®
Walter CMP GmbH&Co.KG
Riedel-deHaén®
Boehringer
Dako

Fluka

Merck KG

Merck KG

Fluka

Merck KG

Merck KG

Merck KG

Merck KG
Sigma

Fluka

Sigma
Pharmacia Biotech
Sigma

Sigma
Boehringer

Boehringer
Boehringer
Roche
Sigma

Vector
Merck
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Ansatze der Puffer und Losungen fur die RNA-in situ Hybridisierung
Ansatz von DEPC/H;0

DEPC (Diethyl Pyrocarbonate)/H,O

1 ml DEPC
ad 1000 ml Aqua bidest.

Autoklavieren

Ansatz von HCI

0,2 N HCI, Ansatz ad 200 ml

20 ml 2M HCI
180 ml DEPC/ H,O

Ansatz von Triton®X- 100

0,3% Triton®X- 100 Ansatz

600 pl Triton®X-100
200 ml DEPC/ PBS

Anstz von Glycin mit DEPC/H,O

0,2% Glycin Ansatz mit DEPC/H,O

0,2g Glycin
100 ml DEPC/ H,0

Ansatz von Paraformaldehydlosung

4% Paraformaldehydlésung (EinenTag vorher ansetzen)

8 g PFA

in 200 ml DEPC/PBS auf 60°C erwarmen

6 Tropfen 1 M NaOH zugeben, bis PFA gel0st ist
auf 4°C abkihlen

2 N HCI (pH 7,4)
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Ansatz des Acetylierungspuffers

0,1 M Acetylierungspuffer

6,65 ml Triethanolamin
ad 500 ml DEPC/H>O
37% HCI (pH 8)

Ansatz von SCC

SSC (20x, pH 7,0)

175,3 g NaCl

88,2 g Natriumdihydrat
Aqua bidest. ad 800 ml
NaOH (pH 7,0)
Autoklavieren

Ansatz von Tris-HCI

Tris-HCI, 1 M (pH 7,4)

121,1 g Tris

ad 1000 ml DEPC/ H;0O
37% HCI (pH 7,4)
Autoklavieren

Ansatz von NaCl

NaCl, 3 M

175,3 g NaCl
ad 1000 ml DEPC/ H>,O
Autoklavieren

Ansatz von EDTA

EDTA, 0,5 M (pH 8,0)

186,1 g EDTA
ad 1000 ml DEPC/ H,0O
NaOH (pH 8,0)

Autoklavieren
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Ansatz von Dextransulfat 20%

Dextransulfat 20%

10 mg Dextransulfat

50 ml deionisiertes Formamid

Ansatz der Denhardt’schen Losung

Denhardt’sche Lésung (100 x)

2 g Ficoll Paque™ Plus (Typ 400)
2 g Polyvinylpyrolidone

2 g BSA (Fraktion V)

DEPC/ H,O ad 200 ml

Ansatz RNase A- Verdau

RNase A- Verdau

100 pl RNase A
200 ml RNase Puffer

Ansatz MgCl;

(MgClz,1M)

203,3 g MgCl,
ad 1000 ml DEPC/H,0O

Tabelle 3.10 Proteinase K-Puffer, Ansatz fur 400 ml

Stocklosung Verdlinnung Endkonzentration Menge fur 400 ml
1 M Tris (pH 7,4) 1:10 100 mM 40 mi

500 mM EDTA 1:10 50 mM 40 ml

DEPC/H,0 ad 400 ml
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Tabelle 3.11 Prahybridisierungs-Mix

Stocklosung Verdlnnung Prahybridmix- Menge fur 2 ml
Endkonzentration (Stock- Lésung)

1 M Tris (pH 7,4) 1:50 20 mM 40 pl

3 M NaCl 1:10 0,3 M 200 pl

0,5 M EDTA 1:500 1 mM 4 pl

1MDTT 1:10 100 mM 200 pl

100 %  deion. | 1:2 50 % 1000 pl

Formamid

100 % Denhardt’'s | 1:100 1x 20 pl

Poly A 10 mg/ml 1:100 100 pg/ml 20 pl

SS- DNA 20 mg/ml | 1:40 500 pg/mi 50 pl

t-RNA 20 mg/ml 1:40 500 pg/mi 50 pl

DEPC/H,0O ad 2 ml

Tabelle 3.12 Hybridisierungs-Mix

Stocklosung Verdlinnung Hybridmix- Menge fur 500 pl
Endkonzentration (Stock- Lésung)

1 M Tris (pH 7,4) 1:50 20 mM 10 pl

3 M NaCl 1:10 0,3 M 50 ul

0,5 M EDTA 1:500 1 mM 1 ul

1MDTT 1:10 100 mM 50 pl

20% Dextransulfat | 1:2 10% Dextransulfat | 250 pl

in 100% deionisier. in  50% deion.

Formamid Formamid

100% Denhardt’s 1:100 1Xx 5l

Poly A 10 mg/mi 1:100 100 pg/ml 5ul

SS- DNA 20 mg/ml | 1:40 500 pg/mi 12,5 pl

t-RNA 20 mg/ml 1:40 500 pg/mi 12,5 pl

DEPC/ H,O ad 500 pl

Sonde 50 g/
Schnitt
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Tabelle 3.13 Waschlésung 1 (200 ml/ Glastrager)

Stocklosung Verdinnung Endkonzentration Menge far 200 ml
3 M NaCl 1:10 0,3M 20 ml

100% deion. | 1:2 50% 100 ml

Formamid

1 M Tris- HCI 7,5 1:50 2 mM 4 mi

0,5 M EDTA 1:500 1 mM 400 pl

1MDTT 1:100 10 mM 2 mi

Aqua bidest. ad 200 ml

Tabelle 3.14 RNase Puffer (400 ml/ Glastrager)

Stockldsung Verdinnung Endkonzentration Menge flr 400 ml
3 M NaCl 1:6 0,5M 66,66 ml

1 M Tris (pH 7,5) 1:100 10 mM 4 ml

0,5 M EDTA 1:500 1 mM 800 pl

Aqua bidest. ad 400 ml
Tabelle 3.15 Detektionspuffer 1 (1000 ml/ Glastrager)

Stocklosung Verdlinnung Endkonzentration Menge fur 11

1 M Tris (pH 7,4) 1:10 0,1M 100 mi

3 M NaCl 1:20 0,15 M 50 ml

Aqua bidest. ad 11 (pH 7,5)

Tabelle 3.16 Detektionspuffer 2 (300 ml/ Glastrager)

Stocklosung Verdinnung Endkonzentration Menge far 300 ml
1 M Tris (pH 9,5) 1:10 0,1 M 30 ml

3 M NaCl 1:30 0,1 M 10 ml

1 M MgCl, 1:20 50 mM 15 ml

Aqua bidest. ad 300 ml (pH 9,5)
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Tabelle 3.17 Detektionsldsung

Stocklosung Menge fur 5 ml
Detektionspuffer 2 5ml

TritonX- 100 15 pl

BCIP/ NBT 100 pl
Levamisole (0,24 mg/ml) 8,15 ul

Tabelle 3.18 Detektionspuffer 3 (Stopp- Puffer)

Stockldsung Verdinnung Endkonzentration Menge flr 200 ml
1 M Tris (pH 7,4) 1:100 10 mM 2ml

0,5 M EDTA 1:500 1 mM 400 pl

Aqua bidest ad 200 ml (pH 7,5)

3.5.4 RNA-in situ-Hybridisierung

Fir die Untersuchungen zum Nachweis von MMP1- und MMP2-mRNA in den MM
wurde die RNA-in situ-Hybridisierung genutzt.

Die Plasmide, die zur Herstellung von MMP-1- und MMP-2-Ribosonden verwendet
wurden, stammen von Prof. Dr. Hermann Herbst (ehemals Westfalische Wilhelms-
Universitat Minster).

MMP-1

Ein 735 bp-Sstl-EcoRI-Fragment wurde aus pCllasel in pGEM1 (Promega Biotech
Madison, USA) subkloniert.

MMP-2

Ein 1,3 kb-EcoRI-Bg1ll-Fragment wurde aus pK 121 in pGEM1 subkloniert.

Die Digoxigenin-markierten Ribosonden wurden von Frau Dr. Riethdorf (Institut fur

Tumorbiologie, UKE Hamburg) zur Verfligung gestellt.

Nach Entparaffinierung wurden die Schnitte mit 0,2 N HCI fur 20 min inkubiert und
danach mit 0,3% Triton®X-100 (15 min) behandelt. Um die RNA-assoziierten

Proteine zu lysieren, wurden die Praparate weiterhin mit Proteinase K-Puffer (30 min

58




3 Material und Methoden

bei 37°C) und Proteinase K (30 min bei 37°C) vorbehandelt. Die Reaktion wurde
dann in 0,2% eiskalter Glycin-Losung abgestoppt.

Der anschlielende Inkubationsschritt mit 4% Paraformaldehyd-Lésung diente der
Post-Fixierung der Gewebestrukturen. In Acetylierungspuffer (0,1 M, 3 min) wurden
die Praparate aquilibriert, mit 1 ml Acetanhydrid in 200 ml Acetylierungspuffer fir 10
Minuten inkubiert und durch Schwenken in Blotpuffer (2x SCC, 5 min) neutralisiert.
Anschlieltend wurden die Praparate bei 50°C flr eine Stunde inkubiert.

Vor der eigentlichen Hybridisierung wurde zunachst eine Vorhybridisierung
durchgefuhrt. Diese erfolgte fur 2 Stunden in der feuchten Kammer bei 52°C mit 100-
200 pl Prahybridisierungs-Mix pro Schnitt.

Zur Sonden-Hybridisierung wurde die Uberschissige Flussigkeit von den
Objekttragern entfernt und es wurden auf den Schnitt je 20 pl Hybridisierungslésung
(Prahybridisierungslosung mit 10 ng/ul Digoxigenin-markierte-RNA-Sonde) gegeben,
wobei die Flussigkeit mit einem Deckglaschen verteilt und abgedeckt wurde. Die
Hybridisierung fand Uber Nacht in der feuchten Kammer bei 52°C statt.

AnschlieRend wurden die Paraffinschnitte in Klvetten Uberfihrt und gewaschen (2x
SCC, 15min). Nun wurden die Praparate fir 10 Minuten bei 60°C in der
Waschlosung 1 inkubiert und langsam auf 37°C abgekunhlt. Die nicht hybridisierte
einzelstrangige RNA wurde im nachsten Schritt mit RNase-A (bei 37°C, 30 min)
abgebaut. Es folgten weitere Waschschritte in RNase-Puffer (3 min) und in 0,1xSCC
bei 52°C (15 min). Zur Aquilibrierung wurden die Paraffinschnitte fiir 10 Minuten in
0,1xSCC (bei Raumtemperatur) Uberfuhrt. SchlieRlich erfolgt die Detektion der
Digoxigenin-markierten Hybride mit dem Enzym (Alkalische Phosphatase) gelabelten
Anti-Digoxigenin-Antikdrper. Die Zellkerne wurden mit Nuclear Fast Red

gegengefarbt.

Durchfiihrung der RNA-in situ-Hybridisierung

1. Tag

Vorbereitung der Paraffinschnitte

1. Paraffinschnitte auf Super Frost-Objekttrager mit DEPC/H,O aufziehen
Von jedem Fall sollten jeweils mindestens zwei Praparate fur ,Antisense®-
und ,Sense“-Sonde vorliegen. Die Schnitte wurden in einen RNase-freien

Glastrager sortiert (ein Trager fur die sense- Schnitte und ein Trager fur die

59



3 Material und Methoden

N o o A

10.
11.
12.
13.

14.
15.

antisense- Schnitte) und in eine gebackene Klvette gesetzt. Dann wurden die
Schnitte mindestens 1 Stunde bei 50°C getrocknet (Hybridisierungsofen).

Es wurden ausschlieBlich RNase-freie (Inkubation der Kivetten fir 4 Stunden,
200°C) Kuvetten in den weiteren Schritten verwendet.

Paraffinschnitte fur 2 x 10min in Xylol entparaffinieren

Paraffinschnitte in absteigende Alkholreihe (100%, 90%, 80%, 30% Ethanol in
DEPC/H,0 ansetzen) jeweils 2min tauchen

Paraffinschnitte 5min in DEPC/H,0 tauchen

Paraffinschnitte in 0,2 N HCI bei RT far 20min inkubieren

Paraffinschnitte in 0,3 % Triton®X-100 fur 15min inkubieren

Praparate in Proteinase K- Puffer bei 37°C fur 30min inkubieren (Schuttler-
Wasserbad)

Behandlung mit Proteinase K in Proteinase K- Puffer 5 pg/ ml bei 37°C fur
30min (Schuttler- Wasserbad)

Abstoppen in 0,2 % eiskaltem Glycin fur 1min

Post- Fixierung in 4 % eiskalter Paraformaldehyd- Lésung fur 5min
Paraffinschnitte in DEPC/H,0 fur 5min bei RT auf dem Schuttler inkubieren
Aquilibrieren in 0,1 M Acetylierungspuffer fir 3min auf dem Schiittler

Schnitte acetylieren mit 1 ml Acetanhydrid und 200 ml Acetylierungspuffer fur
10min auf dem Schuttler

(1 ml Acetanhydrid wurde in einer trockenen Kuvette vorgelegt und wahrend
der Acetylierungspuffer in die Klvette gegossen, der Glastrager musste ca.
10mal auf und ab bewegt werden)

Praparate in 2 x SSC/ DEPC/ H,0 flr 5min tauchen

Praparate bei 50°C fur 1h trocknen (Warmeschrank)

Prahybridisierung

16.

100-200 ul Prahybridisierungsmix pro Schnitt auftragen und in der feuchten

Kammer flr 2h bei 52°C inkubieren

Hybridisierung

17.

Prahybridisierungsmix entfernen und 20 ul Hybridisierungsmix mit 10 ng/ul
Digoxigenin-markierte RNA-Sonde auf jeden Paraffinschnitt geben,

mit Parafilm-Streifen abdecken
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18. Inkubation der Paraffinschnitte der feuchten Kammer tber Nacht bei 52°C

2. Tag

Waschen

1 Parafilm-Streifen entfernen und Praparate in 2 x SSC 15min waschen
2 Stringent waschen in Hybridisierungspuffer bei 60°C fur 10min

3 RNase A-Verdau bei 37°C fur 30min

4, Schnitte in RNase- Puffer bei Raumtemperatur (RT) 3min waschen

5 Schnitte in 0,1 x SCC bei 52°C 15min waschen

6 Schnitte in 0,1 x SCC bei RT 10min aquilibrieren

Detektion
7. Paraffinschnitte in Detektionspuffer 1 bei RT waschen
8. Paraffinschnitte in feuchte Kammer einsortieren und mit normalem

Schafserum (20% in Puffer 1 verdunnt) abblocken fur 30min

9. Schnitte in Detektionspuffer 1 kurz waschen

10.  Inkubation mit Sheep- Anti- Dig- AP bei RT 2h
Ansatz 1:5000
-1 pl Sheep- Anti- Dig- AP
-50 pl Schafserum 1%
-15 yl 0,3% TritonX-100
-in 5000 pl Detektionspuffer 1

11.  Praparate 2 x in Detektionspuffer 1 waschen (je 15min auf dem Schittler)

12.  Praparate in Detektionspuffer 2 15min auf dem Schuttler waschen

13. Einsortieren der Paraffinschnitte in die feuchte Kammer Inkubation mit der
Detektionslosung (bis zu 4 Tage)

14.  Farbentwicklung abstoppen (je nach Farbentwicklung (dunkelviolett)) in
Detektionspuffer 3 fir 10min

15.  Gegenfarbung mit Nuclear Fast Red

16.  Paraffinschnitte in aufsteigende Alkoholreihe (30%, 80%, 90%, 100% Ethanol
in DEPC/H20 je 2min) tauchen

17.  Paraffinschnitte in Xylol 2x10min tauchen

18. Eindeckeln der Praparate mit Eukitt
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4 Ergebnisse

41 Optimierung der immunhistochemischen Analyse zur Detektion von
disseminierten Tumorzellen an Paraffinschnitten von Primartumoren
Zunachst wurde die immunhistochemische Analyse zur Detektion von DTZ an PEK
aus dem oropharyngealen Bereich optimiert. Es wurden Antikorper, die in der
Routinediagnostik dem Nachweis von epithelial differenzierten Zellen (z.B.
Tumorzellen von PEK) dienen, eingesetzt. Dazu wurde die Invasionsfront mehrerer
Primartumoren genutzt, in der vermehrt Tumoreinzelzellen nachweisbar waren,
vergleichbar mit DTZ in Lymphknoten. Folgende Kriterien waren entscheidend fur die
Bewertung der Immunreaktion.
1. Alle konventionell zytologisch als Tumorzellen identifizierbaren Zellen missen
eine Immunreaktion zeigen.
2. Die Intensitat der Immunreaktion muss reproduzierbar und mafig bis stark
sein.
3. Die Zellen missen klar abgrenzbar sein.
Es wurden die zwei Pan-CK-Antikérper AE1/AE3 und 34312 mit unterschiedlichen
Konzentrationen und Inkubationszeiten ausgetestet. Die Optimierung der
immunhistochemischen Analyse wurde weiterhin durch die Austestung von
unterschiedlichen Vorbehandlungen und die Verwendung von sowohl Peroxidase-
basierten, als auch APAAP-Detektionssystemen in Erprobung manueller und
maschineller Farbung verbessert.
Die Immunfarbung mit dem Pan-CK-Antikorper 34312 am Autostainer ergab deutlich
bessere Ergebnisse am Primartumor als die Detektion mit dem Pan-CK-Antikorper
AE1/AE3. Die Zellen des Primartumors zeigten eine intensive zytoplasmatische
Anfarbung. Die Abgrenzung der DTZ in den Auslaufern des Tumors gegen die
Struktur des Bindegewebes konnte mit der Immunreaktion mit 34BE12 besser
dargestellt werden. Im Gegensatz dazu zeigte die immunhistochemische Analyse mit
AE1/AE3 keine deutlichen Zellbegrenzungen. Auch waren morphologisch eindeutig
erkennbare Tumorzellen im Bereich der Invasionsfront der Tumoren mit AE1/AE3
nicht reproduzierbar anfarbbar (Abbildung 4.1).
Daher wurde der monoklonale Antikorper 34312 fur die weiteren Untersuchungen an

den Lymphknotenschnitten verwendet.
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Abb. 4.1A
Immunhistochemische
Untersuchung mit Anti-
Zytokeratin Antikorper
34BE12:
Plattenepithelkarzinom mit
starker brauner
zytoplasmatischer
Farbereaktion der
Tumorzellen (indirekte
ABC-Methode). 200fache

VergréfRerung.

e Abb. 4.1B
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o oy A Untersuchung mit Anti-
VS Zytokeratin-Antikdrper
o 2oy AE1/AE3:
g ;i., ) Plattenepithelkarzinom mit
* _4:;"‘. schwacher brauner
AT P zytoplasmatischer
E’,',’ Farbereaktion der Tumorzellen
b, “f‘" (indirekte ABC-Methode).
Dy ‘3' 200fache VergréRerung.
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Abb. 4.1 Immunhistochemische Untersuchung an Primartumoren mit

verschiedenen Anti-Zytokeratin-Antikdrpern
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4.2 Immunhistochemischer Nachweis von disseminierten
Tumorzellen/Mikrometastasen in Lymphknoten
Bei insgesamt 14/667 (2,1%) untersuchten Lymphknoten konnten zuséatzlich
Tumorzellen gefunden werden. Von den 78 untersuchten Patienten mit
oralen/oropharyngaelen PEK (pNO und pN+) wurden bei 9 Patienten (11,5%) MM
detektiert (Abbildung 4.2). DTZ konnten nicht nachgewiesen werden.
24 Patienten hatten laut primarem pathologischen Befund Lymphknotenmetastasen
(N+). Davon lielen sich bei 4 Patienten (17%) in sieben primar als tumorfrei
eingestuften Lymphknoten in den fur diese Untersuchung angefertigten Schnitten
MM nachweisen. Diese wurden, mit zwei Ausnahmen, in allen Schnittstufen
nachgewiesen (Tabelle 4.1a). In einem Fall konnte in der vierten Schnittstufe keine
MM mehr detektiert werden. Im zweiten Fall fehlte der Nachweis der MM in der
zweiten Schnittstufe. 2/4 Fallen befanden sich primar im Lymphknotenstadium N1,
einer im Lymphknotenstadium N2b und ein Fall im Lymphknotenstadium N2c.
Bei 5/54 (9,3%) Patienten ohne primare Lymphknotenmetastasierung (NO) konnten
MM nachgewiesen werden. Die MM waren in allen Schnittstufen nachweisbar mit
Ausnahme von 2 Fallen, in denen sie erst ab der 2. Schnittstufe detektiert werden
konnten.
Es handelte sich bei allen nachgewiesenen Ereignissen um MM. DTZ liel3en sich

nicht nachweisen. In 4/9 Fallen konnten Metastasen > 2 mm nachgewiesen werden.

B NO ohne DTZ
S NO mit DTZ
ONx ohne DTZ
BNx mit DTZ

\\\\\\\\\\\\\\\\‘

;\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

Abbildung 4.2 Nachweis von Mikrometastasen in Lymphknoten von Patienten

mit nichtmetastasierten (NO) und metastasierten (Nx) PEK

64



g9

Tabelle 4.1a

Patienten mit MM in den Lymphknotenpraparaten, Aussagen zum Geschlecht,
Alter, T-Status, N-Status, Lokalisation, Grading (G), Uberleben

Patient m/f Alter TumorgroflRe pN Lokalisation Differenzierungsgrad Krankheitsverlauf
Ifd.Nr.

8 m 66 T N2b MB G3 verstorben 2002
16 m 87 T4 N1 WSH G2 verstorben 2002
233 f 63 T3 N2c Alveolarkamm G3 verstorben 2003
9 f 66 T1 N1 Zunge G1 Rezidivfrei

33 m 45 T1 NO MB G2 Rezidivfrei

54 m 56 T1 NO MB G3 -

66 f 45 T NO Oropharynx G2 verstorben 2003
34 m 77 T NO MB, G3 verstorben 2003
65 m 66 T4 NO MB G2 verstorben 2003

Alter in Jahren; m=male; f=female
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Tabelle 4.1b Anzahl der Mikrometastasen in primar als metastasenfrei eingestuften

LK bei Patienten mit gleichzeitig diagnostizierten

Lymphknotenmetastasen (pN+)

Patient | Paraffinschnitt- | 2. 3. 4. GroRe der Metastasen
Ifd. Nr. | Stufe 1 (nach | Stufe | Stufe | Stufe
500 um) Durchmesser Mikro / Makro-

(mm) Metastase

8 1 1 1 1 <0,2-0,5 Mikrometastase

16 1 1 1 1 <0,7 Mikrometastase

23 (1) |2 2 2 2 >2 Makrometastas
(Durchmessser) | e und
und 0,8 x 0,5 Mikrometastase

23(2) 1 - 1 1 <0,8 Mikrometastase

9 2 1 1 - >2 Makrometastas
(Durchmesser) |e und
und 1 Mikrometastase
(Durchmesser)

Tabelle 4.1c Anzahl der Mikrometastasen in primar metastasenfreien Lymphknoten

bei Patienten mit ausschliel3lich metastasenfrei diagnostizierten

Lymphknoten (pNO)

Patient | 1. 2.Stufe | 3. 4. Grole der | Okkulte
Stufe Stufe Stufe Metastase Metastasen

(mm)

33 - 1 0,4x0,05 Mikrometastase

54 2 2 2 2 >2 Makro-
(Durchmesser) | /Mikrometastasen

66 1 1 1 1 0,3 Mikrometastase
(Durchmesser)

34 1 1 1 1 1,8 x 1 Mikrometastase

65 - 1 1 1 > 2 Makro-

/Mikrometastase
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Bei einem der Patienten ohne histopathologische Lymphknotenmetastasierung
zeigte sich in der immunhistochemischen Analyse eine bereits makroskopisch
sichtbare Immunreaktion von > 2 mm im Durchmesser in der dritten und vierten

Schnittstufe. Mikroskopisch konnte dies als Metastase identifiziert werden.

Abb. 4.3
Immunhistochemische
Untersuchung mit Anti-
Zytokeratin-Antikorper
34BE12: Mikrometastase mit
starker, brauner
zytoplasmatischer Anfarbung
der Tumorzellen.

200fache VergréRerung.

Abb. 4.4
Immunhistochemische
Untersuchung mit Anti-
Zytokeratin-Antikdrper 34BE12:
Mikrometastase mit starker
zytoplasmatischer Anfarbung
der Tumorzellen. 100fache
VergréfRerung.
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4.3 Haufigkeit der Detektion von Mikrometastasen in Lymphknoten in

Korrelation zu histopathologischen und biologischen Faktoren

4.3.1 Mikrometastasen und Lymphknotenstatus

Von 54 untersuchten Patienten mit primarem Status pNO konnten bei 5 (9,3%)
Patienten in insgesamt 7 Lymphknoten MM detektiert werden (Tabelle 4.2). In der
Gruppe mit primarem Lymphknotenstatus pN1 konnten bei 2 der insgesamt 17
Patienten (11,8%) in drei primar als metastasenfrei beurteilten Lymphknoten MM
gefunden werden.

1/5 Patienten mit Lymphknotenstatus pN2b hatte eine weitere immunhistochemisch
nachweisbare MM. In einem untersuchten Fall mit Lymphknotenstatus pN2c wurden

zusatzlich in drei Lymphknoten MM detektiert.

Tabelle 4.2 Detektion von MM in Abhangigkeit zum Lymphknotenstatus

Lymphknotenstatus | Anzahl der Patienten | Anzahl der Falle | Anzahl der
(Anzahl der mit MM Lymphknoten mit
Lymphknoten) MM

pNO 54 (481) 4 (7,4%) 7/481 (1,5%)

pN1 17 (124) 2 (11,76%) 3/124 (2,4%)

pN2b 5(33) 1 (20%) 1/33 (3%)

pN2c 2 (29) 1 (50%) 3/29 (10,3%)

Die Wahrscheinlichkeit fur die Detektion von MM in primar metastasenfreien

Lymphknoten stieg mit zunehmendem Lymphknotenstatus

(Tabelle 40). Bei

Patienten mit negativem Lymphknotenstatus konnten in nur 9,3% der Falle MM
detektiert werden. Im Gegensatz dazu wiesen bereits 20% der Patienten mit dem
Lymphknotenstatus pN2b MM auf. In den primar tumorfreien Lymphknoten der
Patienten mit Lymphknotenstatus pN2c fanden sich in 50% MM.
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4.3.2 Mikrometastasen und Tumorstadium

Vier Patienten mit MM bei primarem Lymphknotenstatus pNO hatten ein PEK im
Tumorstadium pT1. Ein Patient mit MM bei primaren Lymphknotenstatus pNO hatte
ein PEK im Tumorstadium pT4 (Tabelle 4.3). Die vier Patienten mit primarem
Lymphknotenstatus pN+ wiesen Primartumorstadien von pT1, Uber pT3 bis pT4 auf.
Es besteht keine Korrelation zwischen Tumorstadium und der Detektion von MM.

Tabelle 4.3 Patienten mit MM in Abhangigkeit vom Tumorstadium

T1(33) |T2(25) |T3(25) |T4(11) | Gesamt
NO (54) |4 - - 1 5
N1 (17) |1 - - 1 2
N2b (5) |1 - - - 1
N2c (2) |- - 1 - 1

Tabelle 4.4 Primartumorstadium von den Fallen insgesamt in Abhangigkeit zum

pathologischen Metastasierungsstadium

TumorgroRe | Patienten Patienten Patienten Patienten Patienten
insgesamt mit pNO mit pN+ (pPNO) mit mit pN+ und
MM MM
T1 34 29 5 4 2
T2 23 14 9 0 0
T3 4 2 2 0 1
T4 13 6 7 1 1
Tx 4 1 0 0
n=ges. 78 54 24 5 4
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4.3.3 Mikrometastasen, Geschlecht und Alter

50/78 (64%) untersuchten Patienten waren mannlich. 35/50 (70%) mannlichen
Patienten waren metastasenfrei (n=35). Davon wiederum wiesen 8,6% der Falle MM
auf. 30% der mannlichen Patienten wurden durch den Pathologen mit positivem
Lymphknotenstatus (n=15) eingestuft, wovon in 13% der Falle zusatzlich MM
detektiert werden konnten (Tabelle 4.5).

28/78 (36%)

Lymphknotenmetastasierung

waren weiblich, wovon 19 (68%) Patientinnen primar keine
Bei 2/19 (10,5%) Patientinnen

konnten MM detektiert werden. 9/19 (32%) der Patientinnen hatten primar gesicherte

(pNO) aufwiesen.
Lymphknotenmetastasen. Davon wiesen 22% (2/9) zusatzlich MM auf.
Aus den vorliegenden Daten ist keine Korrelation zwischen MM und Geschlecht bzw.

Alter zu finden.

Tabelle 4.5 Haufigkeit der Detektion von MM in Abhangigkeit von Geschlecht und

Alter
Anzahl Patienten | Patienten | Patienten  mit | Patienten  mit
der mit pN(0) | mit pN(+) | pN(0)+MM pN(+)+MM
Patienten
mannlich | 50 35 15 4 2
weiblich 28 19 9 1 2
gesamt 78 54 24 5 4
Alter  (in | Patienten | pN(0) Patienten | Patienten  mit | Patienten  mit
Jahren) insgesamt mit pN(+) | pN(0)+MM pN(+)+MM
Mittelwert | 62,58 62,26 63,29 61,33 70
Spanne 33-87 42-84 33-87 45-77 63-87
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4.3.4 Mikrometastasen und Lokalisation des Primartumors

24/29 Patienten mit PEK im Mundboden wurden vom Pathologen als Metastasen-frei
eingestuft. Drei Patienten mit detektierten MM hatten ebenfalls PEK im Mundboden.
Bei Patienten mit primar nicht metastasierten PEK des Mundbodens/Alveolarkammes
und des Oropharynx wurde jeweils eine weitere MM detektiert. Die Lokalisationen
bei

nachgewiesen wurden, sind der Tabelle 4.6 zu entnehmen.

der Tumoren mit positivem Lymphknotenstatus, denen weitere MM

Zwischen der Lokalisation des Tumors und der Metastasierungshaufigkeit konnte

kein Zusammenhang hergestellt werden, aufgrund der einerseits grof3en

Heterogenitat und der geringen Fallzahl andererseits.

Tabelle 4.6 Die Haufigkeit der Detektion von MM in Abhangigkeit von der

Lokalisation des Primartumors

Lokalisation des | Patienten | Patienten | Patienten | Patienten Patienten
Primartumors insgesamt | pN(0) PN(+) pN(0)+MM pN(+)+MM
MB 29 24 5 3 1

Zunge 16 10 6 0 1
Oropharynx 5 3 2 1 0

WSH 5 4 1 0 1
Alveolarkamm 5 3 2 0 1
MB/Oropharynx 1 0 1 0 0
WSH/MB 2 0 2 0 0
Zunge/MB 7 4 3 0 0
Alveolarkamm/ 6 5 1 1 0

MB

WSH/Alveolarkamm | 1 1 0 0
Unbekannt 1 0

Insgesamt 78 54 24 4

MB=Mundboden; WSH=Wangenschleimhaut
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4.3.5 Mikrometastasen und Tumordifferenzierungsgrad

44% (4/9 Patienten) der Patienten mit MM wurden bei PEK mit dem
Differenzierungsgrad G2 gefunden. Vier weitere Patienten mit MM hat einen G3
Tumor (Tabelle 4.7). Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem

Differenzierungsgrad des Tumors und dem Nachweis von MM dargestellt werden.

Tabelle 4.7 MM in Abhangigkeit vom Differenzierungsgrad des Tumors

Differenzierungsgrad des Patienten mit MM
Tumors

G1

G2 4

G3 4
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4.4 Verlaufsbeobachtung der Patienten mit Zytokeratin-positiven Zellen

67% der Patienten mit CK-positiven Tumorzellen verstarben relativ schnell nach der
Operation (Mittelwert in Tagen= 493). Betroffen waren alle Patienten mit
fortgeschrittenem Tumorstadium und/oder Lymphknotenmetastasierung (Tabelle
4.8).

Von den insgesamt 78 untersuchten Patienten sind bereits 16 (20,5 %) verstorben,
drei Patienten (3,9 %) haben ein Tumorrezidiv, 32 (41 %) Patienten leben tumorfrei.
Bei 27 (34,6 %) Patienten waren die Daten nicht ermittelbar.

10/24 (41,7%) Patienten mit primar bereits positiv eingestuftem Lymphknotenstatus
(pN+) sind bereits verstorben. Im Gegensatz dazu sind nur 6/54 (11%) der Patienten
mit histopathologisch negativem Lymphknotenstatus (pNO) verstorben.

67% der Patienten mit immunhistochemisch detektierten MM verstarben. 3/5
Patienten mit primar histopathologisch negativem Lymphknotenstatus (pNO) und
immunhistologisch gesicherter Mikrometastasierung sind verstorben, einer der
Patienten lebt tumorfrei, und in einem Fall konnte keine Aussage zum Verlauf
gemacht werden. 3/4 Patienten, die primar histopathologisch
Lymphknotenmetastasen hatten und in metastasenfreien Lymphknoten zudem MM

aufwiesen, sind verstorben. Einer der Patienten lebt tumorfrei.

Tabelle 4.8 Daten zum Tumorstatus/Uberleben der insgesamt 78 untersuchten

Patienten
Status Patienten pNO pN+ pNO und pN+ und
gesamt MM MM
n=78 n=54 n=24 n=5 n=4
tumorfreie 32 26 6 1 1
Situation
Tumorrezidiv | 3 2 1 0 0
verstorben 16 6 10 3
keine Daten | 27 20 7 1 0
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4.5 \Weitere molekulare und phanotypische Charakterisierung der
Mikrometastasen in den Lymphknotenpraparaten

Die Lymphknotenpraparate mit MM wurden durch in-situ-Hybridisierung und

zusatzliche immunhistochemische Analysen weiter molekular und phanotypisch

charakterisiert (siehe Material und Methoden 3.5, sowie Abbildung 4.5-4.10 und

Tabelle 4.9).
Dabei konnten bis auf eine Ausnahme alle MM auch mit dem Pan-CK-Antikdrper

A45-B/B3 detektiert werden.

Abb. 4.5
Immunhistochemische
Untersuchung mit Anti-

L Zytokeratin-Antikorper A45-
D B/B3: Mikrometastase mit

: starker brauner
zytoplasmatischer Anfarbung
der Tumorzellen. 200fache
VergrofRerung.

P AT

Mit dem Pan-CK-Antikdrper AE1/AE3 wurden nur 70% der MM (7/10) nachgewiesen.
Davon zeigten 43% (3/7) eine sehr deutliche und 29% eine schwache

Immunreaktion. Interessanterweise liel3 sich bei 30% der MM AE1/AE3 nicht

detektieren.

o

FRIPE T FIE UYL i
AAFRIGERTE.

Abb. 4.6

Immunhistochemische
Untersuchung mit Anti-
Zytokeratin-Antikorper AE1/AE3:
Mikrometase mit maliger, z.T.
fehlender zytoplasmatischer
Anfarbung der Tumorzellen.
200fache Vergroferung.
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Eine Expression des EGF-Rezeptors EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)
wurde bei allen MM gefunden, wahrend das Lymphknotengewebe keine EGFR-
positiven Zellen aufwies. 60% (6/10) der MM zeigten eine Uberexpression von
EGFR.

SRR Abb 4.7
: f. . Immunhistochemische
Untersuchung mit Anti-EGFR:
Mikrometastase mit starker
T . brauner membrandser
Anfarbung der Tumorzellen.
200fache Vergrolierung.
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Der von Tumorzellen exprimierte MMP-Induktor Extracellular matrix metalloprotease
inducer (EMMPRIN) konnte in allen MM nachgewiesen werden. Nur 30% der MM
lieRen sich deutlich anfarben. EMMPRIN-Expression liel® sich auch im gesamten

Lymphfollikel nachweisen.
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MMP-2-mRNA konnte in einigen Fallen verstarkt in dem Lymphknoten umgebenden
Stroma nachgewiesen werden. MMP-1-mRNA wurde in 6/7 MM detektiert, davon in 3

Fallen mit starker Intensitat.

Abb 4.8

Nicht-radioaktive RNA-in situ-
Hybridisierung mit MMP-1
mRNA-Nachweis:
"Antisense"-Sonde
(komplementar zur mRNA-
Sequenz). Dunkelblaue
Hybridisierungssignale uber den
Tumorzellen. Rote
Kerngegenfarbung. 200fache
VergréRerung

Abb 4.9

Nicht-radioaktive RNA-in situ-
Hybridisierung mit MMP-1
mRNA-Nachweis:
Negativkontrolle mit ,Sense*-
Sonde. Fehlende
Hybridisierungssignale uber den
Tumorzellen. Rote
Kerngegenfarbung. 200fache
Vergrofierung.

Die Expression des Tumorsuppressorgens p16™<* konnte in 8 Fallen nachgewiesen
werden. Davon zeigten 62% (5/8) eine deutliche und 38% (3/8) eine schwache

Immunreaktion.

Abb. 4.10
Immunhistochemische
Untersuchung mit Anti-p1
Mikrometastase mit maRiger
zytoplasmatischer brauner
Anfarbung der Tumorzellen.
200fache VergréRerung.

6INK4:
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Eine Uberexpression von p53 wurde in 3/10 (33%) MM detektiert.

Abb. 4.11
Immunhistochemische

Untersuchung mit Anti-p53:
Mikrometastase mit starker

brauner Anfarbung der

Tumorzellkerne. 200fache

VergréRerung.

Tabelle 4.9 Molekulare und phanotypische Charakterisierung der Mikrometastasen

1 2 3(1) [3(2) |4 5 6 7 8 9
EGFR + +++ | HH+ |+ |+ +++ | +H+ [+ + +++
p16 n.g. ++ ++ + ++ ++ + - + ++
p53 n.g. + + +++ |- - - - +++ +++
AE1/AE3 |- +++ | ++ + ++ + +++ |- +++ -
A45-B/B3 | ++ +++ +++ | ++ +++ | +++ +++ |- ++ +++
EMMPRIN | + ++ n.g. |++ + + ++ + + +
MMP1* +H+ |4 ++ - ++ +++ |n.g. |ng. |[+++. |ng.
MMP2* ++Str | +Str |- + +Str |[+Str |n.g. [n.g. |- n.g.
EpCAM n.g. + - - - - - ng. |- n.g.

+++ starke Immunreaktion; ++ maflige Immunreaktion; + schwache Immunreaktion; -

keine Tumorzellen detektierbar, n.g. nicht getestet, Str Stroma, * mMRNA
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5 Diskussion

5 Diskussion

5.1  Optimierung der immunhistochemischen Analyse zum Nachweis von
disseminierten Tumorzellen/Mikrometastasen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, zu prifen, ob sich disseminierte
Tumorzellen (DTZ)/Mikrometastasen (MM) in lokoregionaren Lymphknoten
oraler/oropharyngealer PEK nachweisen lassen, die sich der pathologisch-
anatomischen Routine-Begutachtung mit konventioneller H&E-Farbung entziehen.
Fir die Detektion der Tumorzellen sollte ein immunhistochemischer Nachweis mit
verschiedenen Anti-CK-Antikdrpern getestet, optimiert und an primar als

metastasenfrei eingestuften LK durchgeflhrt werden.

Bekannterweise werden CK von Epithelzellen und Zellen epithelialer Tumoren
exprimiert. Die CK-Expression von neoplastisch veranderten Epithelien ahnelt dem
Ursprungsgewebe in Abhangigkeit vom Grad der Differenzierung der Karzinome. Alle
Plattenepithelien produzieren CK 5 und 14. Nichtverhornende Plattenepithelien wie
z.B. das Epithel der Wangenschleimhaut, des Osophagus und der Alveolarleiste
produzieren CK 4 und 13 zusammen mit CK 5 und 14, wahrend verhornende
Plattenepithelien der Haut, der Zunge und des Gaumens CK 1, 2 und 10 zusammen
mit CK 5 und 14 produzieren (Moll et al., 1982, Clausen et al., 1986; Sawaf et al.,
1991). Sesterhenn et al. (2005) untersuchten immunhistologisch das Vorkommmen
von CK 6, 14, 16 und 17 bei Tumoren aus dem Kopf-/ Halsbereich. CK 14 und 16
waren in 14 von 15 Fallen, CK 6 und 17 in 100% der Falle detektierbar. In einer
weiteren Studie wurde die CK-Expression von normalem Plattenepithel des
Osophagus mit der CK-Expression von PEK des Osophagus verglichen. CK 19
wurde zu gleichen Anteilen sowohl im PEK als auch im normalen Plattenepithel des
Osophagus produziert. Im Gegensatz dazu wurden CK 8, 7 und 10 ausschlieflich im
PEK nachgewiesen. CK 18 und 13 wurden zu 97% bzw. 83% der untersuchten Falle
in den PEK detektiert und nur zu ca. 15% im korrespondierenden normalen Gewebe
(Lam et al., 1995). PEK werden laut einer Studie von Moll (1991) durch CK 5, 6, 14,
16, 17 identifiziert. Orale PEK, die metastasieren, exprimieren interessanterweise
vermehrt CK 5, 6 und 13 (Suo et al., 1993). Uber die CK Expression der
Lymphknotenmetastasen gibt es bisher kaum Untersuchungen. Es wird davon
ausgegangen, dass die CK des Primartumors ebenfalls in den korrespondierenden

Metastasen produziert werden.
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In der vorliegenden Studie wurden die Pan-CK-Primarantikorper AE1/AE3 und
34BE12 im Hinblick auf ihre mogliche Anwendung fir den Nachweis von MM bis hin
zu einzelnen DTZ getestet. Wichtige Auswahlkriterien der Primarantikérper waren
neben der reproduzierbaren, intensiven und homogenen Immunreaktion an den
Primartumoren vor allem auch die deutliche Anfarbung und die Abgrenzbarkeit
einzelner DTZ in den Auslaufern der Tumoren.

AE1/AES ist gegen ein breites Spektrum von CK gerichtet, wobei AE1 CK 10, 14, 15,
16 und 19; AE3 dagegen CK 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 und 8 detektiert. AE1/AE3 erwies sich
mit seinem breiten Nachweisspektrum bereits in zahlreichen Studien an
verschiedenen Tumorentitdten wie beispielsweise an PEK des Osophagus, an
Gallengangskarzinomen, an kolorektalen und oralen Karzinomen, als zuverlassig
(Greenson et al., 1994; Natsugoe et al., 1998; Barrera et al., 2003; Natarajan et al.,
2005). Der Pan-CK-Antikorper 34BE12 detektiert CK 1, 5, 10 und 14 und ist ebenso
gegen ein breites Spektrum von CK gerichtet. 34BE12 detektiert mindestens vier
verschiedene CK.

Einige Studien dokumentieren, dass mesenchymale Gewebe CK exprimieren
konnen. Eine Studie von Franke und Moll (1987) zeigte, dass in lymphatischen
Geweben in unterschiedlicher Auspragung bereits CK 8, 18 und 19 nachgewiesen
wurden.

In den eigenen Untersuchungen mit dem Primarantikérper 34BE12 konnte unter
Verwendung der ABC-Methode ein besseres Farbesignal erzielt werden als mit
AE1/AE3. Dieser zeigte zwar durch eine intensive Immunreaktion das
Vorhandensein von Tumorzellen an, einzelne Tumorzellen in den Auslaufern der
Karzinome lielden sich jedoch nicht klar abgrenzen. Fir die immunhistochemische
Analyse der Lymphknotenpraparate erwies sich deshalb der Primarantikérper

34BE12 als am besten geeignet.

5.2 Nachweis von disseminierten Tumorzellen/Mikrometastasen in den
lokoregionaren Lymphknoten oraler/oropharyngealer
Plattenepithelkarzinome

In der vorliegenden Arbeit wurden primar als metastasenfrei beurteilte lokoregionare

Lymphknoten von 78 Patienten auf CK-exprimierende Zellen untersucht. MM wurden

bei 9 (11,5%) Patienten detektiert. In der Gruppe der primar als nodal-negativ

eingestuften Patienten (pNO) konnten in 9,3% (5/54 Patienten) der Falle MM
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detektiert werden. In der Gruppe der Patienten mit primar nachgewiesenen
Lymphknotenmetastasen (pN+) konnten MM in 17% (4/24 Patienten) der primar
metastasenfreien Lymphknoten nachgewiesen werden. Uberraschenderweise konnte
in mehreren Fallen zusatzlich eine Makrometastase detektiert werden. Aulderdem
lieRen sich in 4 Fallen der Patienten, davon 2 mit pNO und 2 mit pN1 zusatzlich
Makrometastasen detektieren.

Wider Erwarten waren mit der eingesetzten Methode keine DTZ detektierbar.

Dieses Ergebnis stimmt mit anderen immunhistochemischen Studien unter
Verwendung von Anti-CK-Antikorpern an Oralkarzinomen uberein, bei denen in 8%
bis 58% MM mittels Pan-CK-Antikorper in Lymphknoten detektiert wurden. Rhee et
al. (2002) beobachtete bei der Halfte der Patienten (n=10) mit oralen PEK ohne
Lymphknotenmetastasierung (pNO) MM in den Halslymphknoten. Yoshida et al.
(2005) fanden bei einem etwas groReren Patientenkollektiv mit oralen Karzinomen
und negativem Lymphknotenstatus (pNO) in 58% der Falle (14/24 Patienten) MM.
Hamakawa et al. (2000) untersuchten dagegen 554 Lymphknoten (NO) von 73
Patienten und wiesen in 21,9% MM nach. In einer Studie von Brennan et al. (1995)
konnten bei 21% (6/28 Patienten) der histopathologisch Tumor-negativen
Lymphknoten (pNO) MM gefunden werden. Woolgar (1999b) detektierte bei nur 8%
der Patienten (14/86) mit bereits positivem Lymphknotenstatus (pN+) MM. Barrera et
al. (2003) fanden durch immunhistochemische Analyse mit AE1/AE3 bei 29% (6/21
Patienten) der Patienten mit Nodalstatus (pNO) und bei 45% (5/11 Patienten) der
Patienten mit bereits bekannten Lymphknotenmetastasen (pN+) MM. Im Gegensatz
dazu konnte Ulanovski et al. (2004) in Lymphknoten mittels immunhistochemischer
Analyse keine MM nachweisen.

Fir die diskrepanten Ergebnisse in diesen Studien kdnnten einerseits falsch negative
Ergebnisse und andererseits falsch positive Ergebnisse verantwortlich sein.

Die Durchfuhrung der immunhistochemischen Methode mit Unterschieden in der
Vorbehandlung der Schnitte, der Verwendung von unterschiedlichen
Primarantikrpern sowie unterschiedlichen Nachweissystemen und auch Differenzen
in den untersuchten Fallzahlen (zwischen n=10 und n=178 untersuchte Patienten)
konnen zu falsch negativen Resultaten fuhren. Die untersuchten Lymphknoten
stammten zudem von Patienten mit Karzinomen unterschiedlicher Lokalisation,
GrolRe und Eindringtiefe. Interessanterweise enthalten Karzinome neben den CK

ihres normalen Ursprungsgewebes gelegentlich zusatzlich exprimierte CK
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(Schaafsma und Ramaekers, 1994). Um MM trotz dieser Veranderung in der CK-
Expression nachweisen zu konnen, wurden Anti-CK-Antikorper mit einem breitem
Zytokeratin-Nachweisspektrum  (Pan-CK-Antikdrper) eingesetzt. Haben der
Primartumor und seine korrespondierenden Metastasen im Laufe der Entwicklung
allerdings die Fahigkeit zur Expression aller nachweisbarer CK verloren, so
entziehen sich die Tumorzellen der Detektion mit Anti-CK-Antikorpern (Pantel et al.,
1999). Durch Untersuchungen an Mammakarzinomen konnte herausgefunden
werden, dass die Downregulation einzelner CK im Rahmen der epithelialen-
mesenchymalen Transformation charakteristisch und notwendig fur die Invasion und
Migration der Tumorzellen ist (Woelfle et al., 2003 und 2004; Willipinski-Stapelfeldt et
al., 2005). Die Vielfalt oder der Verlust der CK-Expression der PEK kénnten deshalb
ebenfalls voneinander abweichende Studienergebnisse erklaren.

Trotz dieser Probleme scheint der Gebrauch von Anti-CK-Antikdrpern eine
ausreichende verlassliche und effektive Methode zum Nachweis von MM in
Lymphknoten zu sein. Die Sensitivitat der immunhistochemischen Analyse zur
Detektion der MM in Lymphknoten mit spezifischen tumorassoziierten Markern
entspricht in etwa der einer RT-PCR (Gath und Brakenhoff, 1999). Bei der
immunhistochemischen Untersuchung von Lymphknoten gelingt es immerhin unter
10.000-100.000 Lymphozyten eine einzelne Tumorzelle zu detektieren (Pantel et al.,
1994).

Immunhistochemische Versuche konnen 2zu falsch positiven Resultaten in
Abhangigkeit vom durchfihrenden Labor und den damit implizierten Diskrepanzen in
den unterschiedlichen Versuchsprotokollen fihren (Pantel et al., 1996). Mdgliche
Ursachen hierfur liegen in der Verwendung von unterschiedlichen Primarantikdrpern
(z.B. A45-B/B3, AE1/AE3, SCC-Antigen), manueller bzw. automatischer Analyse
sowie in den Auswertungsverfahren (manuell mikroskopisch, automatische
Systeme). Durch die Verwendung des automatischen Systems wurde in dieser
Studie versucht, Fehlerquellen, die durch manuelles Farben entstehen konnen, zu
vermeiden (van Houten et al., 2000a und b). Weitere Ursachen fur falsch positive
Ergebnisse sind benachbarte Epithelstrukturen beispielweise von Speicheldrusen,
die im Einzelfall so angeschnitten sein kdnnen, dass sich auch eine morphologische
Abgrenzung zu einer MM schwierig gestaltet. Hierin zeigt sich grof3er Vorteil der in-
situ Methode gegenuber der PCR, bei der die Moglichkeit besteht, das

Gesamtpraparat zu betrachten. Durch die genaue Lokalisation der Lymphknoten
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kann man diese Fehlerquelle im Gegensatz zur RT-PCR i.d.R. ausschalten.
Weiterhin stellt die Tatsache, dass die Zellen phanotypisch und molekular weiter
charakterisiert werden kénnen, den grof3ten Vorteil der Immunhistochemie dar (van
Houten et al.,, 2000b). Neben den unspezifischen Reaktionen ist allerdings eine
ektope Expression von Zytokeratinproteinen (z.B. konnten CK 8, CK 19 und CK 20
im Blut und Knochenmark gesunder Probanden und Patienten mit malignen
Erkrankungen nachgewiesen werden) in mesenchymalen Zellen nicht vollstandig
auszuschlieBen (Pantel et al., 1994; Traweek et al., 1993; Zippelius et al., 1997).
Unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren und Zytokinen exprimieren auch
Monozyten des Blutes nachweislich CK (Jung et al., 1998). Zahlreiche Studien an
einer groflen Anzahl von Kontrollpatienten ohne Tumorleiden zeigten jedoch nur
aulerst selten eine CK-Expression in Knochenmarkszellen (Pantel et al., 1994;
Pantel et al., 1996). Doppelfarbungen mit zytokeratinspezifischen Antikorpern, die fur
mesenchymale Marker spezifisch sind, konnten Aufschluss bringen. Pantel et al.
(1995) untersuchten mit monoklonalen Antikérpern, die gegen das mesenchymale
Intermediarfilament Vimentin und/oder gegen das gemeinsame Leukozytenantigen
CD45 gerichtet waren, Knochenmark-Primarkulturen und wiesen keine Expression
dieser Marker nach, was eine ektope Expression von mesenchymalen Stromazellen
oder Zellen hamatopoetischer Herkunft sehr unwahrscheinlich erscheinen lasst
(Pantel et al., 1995).

Durch die Aufarbeitung der Lymphknoten in mehreren Stufenschnitten und die
immunhistochemische Analyse gelang es bereits in mehreren Studien an
unterschiedlichen Tumorentitaten (Izbicki et al., 1997; Natsugoe et al.,, 1998;
Glickman et al., 1999; Hosch et al.,, 2000), eine groRere Anzahl an okkulten
Metastasen aufzudecken. In einer Studie von Natsugoe et al. (1998) wurden die
Lymphknoten von Osophaguskarzinomen auf die Anwesenheit von MM untersucht.
Von Lymphknoten, deren groflte Ausdehnung < 1 cm betrug, wurden zwei
Schnittstufen und von Lymphknoten, die > als 1 cm waren, vier Schnittstufen
angefertigt und immunhistochemisch analysiert. Sowohl die immunhistochemische
Analyse als auch die zusatzlichen Schnittstufen der Gewebe trugen wesentlich zur
Detektion der okkulten Metastasen bei. Interessanterweise konnten bei der ersten
,=ublichen“ Schnittstufe der Lymphknoten in der Halfte der Falle keine Tumorzellen

gefunden werden. Auch Izbicki et al. (1997) fanden in einer Studie an Lymphknoten
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von Patienten mit Osophaguskarzinomen heraus, dass die Anfertigung mehrerer
Schnittstufen jedes Lymphknotens die Detektionsrate steigerte. In beiden Studien
wurde festgestellt, dass der immunhistochemische Nachweis von MM signifikant mit
einem kirzeren Uberleben der Patienten assoziiert war. Der klinische Nutzen wird in
beiden Studien deutlich, auch wenn die Anfertigung von zusatzlichen Schnittstufen
fur die Routinediagnostik aus Zeit- und Kostengrunden momentan nicht praktikabel
erscheint. In einer anderen Studie von Patienten mit Osophaguskarzinomen fertigten
Glickman et al. (1999) von jedem Lymphknoten flnf Schnittstufen im Abstand von
200 pym an. Sie fanden mittels immunhistochemischer Analyse in 31 von 341
Lymphknoten MM. Davon konnten 50% (n=15) der detektierten Zellen in allen
Schnittstufen nachgewiesen werden, 19% (n=6) nur in = einer der ersten drei
Schnittstufen und 32% (n=10) in der vierten oder/und finften Schnittstufe. In dieser
Studie wurde keine prognostische Relevanz von MM nachgewiesen. Glickman et al.
(1999) befurworteten deswegen nicht die aufwendige Anfertigung von zusatzlichen
Schnittstufen und die immunhistochemische Analyse.

Auch in der vorliegenden Arbeit konnten durch die Aufarbeitung der
Lymphknotenpraparate in vier Stufenschnitten (im Abstand von 150 ym) zusatzliche
MM nachgewiesen werden. Bei 2 der 9 Patienten konnten erst ab der zweiten
Schnittstufe MM nachgewiesen werden. Bei einem weiteren Fall konnten in der
ersten Schnittstufe zwei MM, in den Schnittstufen zwei und drei nur jeweils noch eine
MM und in der letzten Schnittstufe keine MM mehr nachgewiesen werden. In der
Mehrzahl der Falle (56%) jedoch waren die MM, wie bereits auch in der Studie von
Glickman et al. (1998) gezeigt wurde, in allen Schnittstufen detektierbar. Da von den
Lymphknoten vier Stufenschnitte im Abstand von jeweils 150 um angefertigt wurden,
hat eine MM insgesamt eine horizontale Ausdehnung von mindestens 600 um.

Um sicher Makrometastasen in der Routinediagnostik identifizieren zu koénnen,
musste jeder Lymphknoten in ca. 2-3 mm dicke Scheiben zerlegt und vollstandig
eingebettet werden. Von jeder Lymphknotenscheibe wiederum werden 3 Stufen im
Abstand von 500 um angefertigt und routinemallig mit HE gefarbt. Zum Ausschluss
von MM musste zusatzlich eine immunhistochemische Analyse erfolgen.

Da man MM dieser Grolde, es handelt sich dabei nicht um einzelne DTZ, durch H&E-
Farbung und ohne zusatzliche Anfertigung von Schnittstufen Ubersehen kann, ist
trotz zusatzlichem Arbeitsaufwand und Kosten fur die Immunhistochemie eine

Einfuhrung dieser Methode in die Routinediagnostik zu Uberlegen. Betrachtet man
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die Gesamtausdehnung der in verschiedenen Schnittstufen detektierten MM, kann
man zum Teil bereits von definierten Metastasen sprechen, deren Erfasssung fur die
Prognose und das weitere therapeutische Managment klinisch relevant ist.

Im Besonderen ist die mikroskopische Auswertung sehr zeitintensiv und erfordert
zudem eine ausgedehnte Sachkenntnis der morphologischen Strukturen. Die in
jungster Zeit entwickelten Methoden wie Dbeispielsweise automatische
mikroskopische Auswertsysteme (image-analysis system scanner) bieten neue
Madglichkeiten. Sie zeichnen sich durch eine hohe Sensitivitat aus und ermdglichen,
eine groldere Anzahl an Praparaten in kurzer Zeit zu analysieren (Pantel et al., 1999).
Diese automatischen Auswertsysteme konnen aber in der Regel nur bestimmte
vordefinierte Farbunterschiede wahrnehmen, und die eigentliche Entscheidung, ob
es sich bei einem automatisch gefundenen farbmarkierten Objekt Uberhaupt um eine
Zelle und, wenn ja um eine Tumorzelle handelt, kann nur individuell durch
mikroskopische Kontrolle der durch den Automaten detektierten Befunde
entschieden werden. Das im Institut fir Tumorbiologie des UKE verflgbare
automatische Auswertesystem ACIS (Automated cellular imaging system,
Chromavision, DAKO) bietet diese Moglichkeit am Computerbildschirm.

Von den in der vorliegenden Arbeit manuell ausgewerteten 976
Lymphknotenpraparaten wurden nachtraglich und nicht mehr als Bestandteil dieser
Arbeit, 852 immunhistochemisch gefarbte LK-Schnitte zusatzlich einer
automatischen Auswertung mit Hilfe des automatischen Mikroskopes ACIS
(Chromavision) unterzogen. Alle bereits detektieten MM konnten ebenfalls
nachgewiesen werden. Die Evaluierung der erhaltenen Images ergab zusatzlich zu
den in den eigenen Untersuchungen gefundenen MM bei 9 Stufenschnitten von 6
Patienten DTZ/MM, die mit der konventionellen mikroskopischen Auswertung trotz
immunhistochemischer Farbung nicht erfasst wurden (Riethdorf S, unveroffentlichte
Ergebnisse). Mit der automatischen Auswertung kann folglich eine weitere Erh6hung

der Sensitivitat erreicht werden.

Im Gegensatz zur IHC-Analyse bilden neuere molekulare Nachweismethoden wie
beispielsweise die Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) bzw.
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eine viel versprechende Alternative. Dabei kdnnen
Gewebeproben auf tumorspezifisch veranderte mRNA- oder DNA-Sequenzen
analysiert werden (Gath und Brakenhoff, 1999; van Houten et al., 2000b). Der Vorteil
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dieser Verfahren bei der Analyse von Knochenmarks- und Blutzellen liegt in der
hohen Zielgenauigkeit und Sensitivitat. In der von van Houten et al. publizierten
Studie konnte eine einzelne Zelle aus 7 ml Blut (entsprechend 2-7 x 107 weiRen
Blutzellen) mit Hilfe von E48-Antigen detektiert werden. Fir den Nachweis von MM in
Lymphknoten gibt es bisher kaum verlassliche tumorzell-spezifische Marker. Das
E48-Antigen beispielsweise detektierte sowohl Tumorzellen als auch normales
Lymphknotengewebe (van Houten et al., 2000b).

McDonald et al. (1998) untersuchten mit Hilfe der RT-PCR Lymphknoten von 24
Patienten mit oralen/oropharyngealen Karzinomen auf die Anwesenheit von
Zytokeratin 5 mRNA. Bei 63% der 16 Patienten mit metastasenfreien Lymphknoten
(pPNO) und 75% der untersuchten 8 Patienten mit positivem Lymphknotenstatus (pN+)
wurden MM nachgewiesen.

Nieuwenhuis et al. (2003) untersuchten mit der quantitativen RT-PCR
Halslymphknoten auf das Vorhandensein von mRNA fiur das Plattenepithel-
spezifische Antigen E48 (Ly-6D) (SCC-specific antigen E48). E48 wird
typischerweise von normalen Zellen des Plattenepithels und von malignen Zellen
exprimiert. Bei 22% der Patienten ohne Lymphknotenmetastasierung pNO (5/23
Patienten) und 56% der Patienten mit bereits bekannten Lymphknotenmetastasen
pN+ wurde E48-Expression in den Lymphknoten nachgewiesen. Patienten mit
Lymphknotenstatus pNO, bei denen ein oder mehrere E48 positive Lymphknoten
detektiert werden konnten, Uberlebten signifikant kurzer.

Die Spezifitat der RT-PCR kann jedoch durch illegitime Expression von Markergenen
durch  Nicht-Tumorzellen des Gewebes beeinflusst werden. Auch die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse war in den Untersuchungen nicht immer gegeben
(Gath und Brakenhoff, 1999; van Houten et al., 2000a und b) Einerseits kann es bei
der Probeentnahme durch den Kliniker zur Kontamination der Proben mit
Epithelzellen kommen wund anderseits konnen wahrend der technischen
Vervielfaltigung einiger weniger DNA-Sequenzen Variationen in den Ergebnissen
auftreten. Eine Reihe von Markern ist aufgrund der illegitimen Expression
(Expression eines einzelnen Transkripts unter 100 bis 1000 Zellen, auf dieser Stufe
der Expression werden noch keine Proteine exprimiert und sind somit irrelevant fur
zellulare Funktionen) in Zellen, die normalerweise im Lymphknoten vorkommen, nicht
anwendbar. Weiterhin kénnen z.B. auch durch die physiologische, irrelevante

Expression von Markergenen im Zielgewebe falsch positive Ergebnisse auftreten. In
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der immunhistochemischen Analyse dagegen konnen falsch positive Ereignisse
durch Betrachtung der morphologischen Eigenschaften der Zellen weitestgehend
ausgeschlossen werden. Durch die RT-PCR bzw. das PCR-Verfahren besteht gezielt
die Moglichkeit, die Genexpression primarer Tumoren und ihrer korrespondierenden
DTZ zu vergleichen (Riethmduller et al., 1999).

5.3 Korrelationen zwischen dem Nachweis von Mikrometastasen in
lokoregionaren Lymphknoten und histopathologischen Faktoren

Bei 9/54 (9,3%) untersuchten Patienten mit primar negativem Lymphknotenstatus
konnten MM nachgewiesen werden. Bei Patienten mit bereits histopathologisch
positivem Lymphknotenstatus konnten in bis zu 50% der Falle MM in weiteren primar
negativen Lymphknoten detektiert werden. Es ist wie erwartet die Tendenz zu
erkennen, dass mit zunehmendem Lymphknotenbefall das Risiko fur die Ausbreitung
von Tumorzellen in weiteren Lymphknoten deutlich steigt.

Cerezo et al. (1992) und Mamelle et al. (1994) konnten in Studien an multiplen
Lymphknoten und ihren Lymphknotenmetastasen signifikante Korrelationen zum
Tumorstadium sowie der Lokalisation oraler Primartumoren ermitteln. In der Literatur
nimmt das Risiko fur die Lymphknotenmetastasierung mit folgenden Lokalisationen
des Primartumors ab: hypopharyngeale Karzinome (86%), oropharyngeale
Karzinome (73%), Karzinome der Mundhohle (51%) und Karzinome des Larynx
(45%) (Mamelle et al., 1994). Auch Krause et al. (1973) und Mendelson et al. (1976).
bestatigten in weiteren Studien diesen Zusammenhang. Die Wahrscheinlichkeit der
Metastasierung fur PEK der Zunge im Tumorstadium T1, T2 und T3 liegt bei 18%,
33% und 60% im Gegensatz zu PEK des Mundbodens im Tumorstadium T1, T2, T3
38%, 65% und 71%. In einer Untersuchung an Lymphknoten von 93 Patienten mit
kutanen PEK erwies sich das Tumorstadium (T1 versus T2-T3) als signifikanter
Prognosefaktor fur die regionale Lymphknotenmetastasierung (Rodolico et al., 2004).
Ambrosch et al. (1995) ermittelten bei der Untersuchung von 76 Patienten mit
Karzinomen des oberen Luft- und Verdauungstraktes ebenfalls einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von MM und dem Tumorstadium.

In der vorliegenden Arbeit wurde kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
MM in Lymphknoten und dem Stadium, der Lokalisation oder dem
Differenzierungsgrad des Primartumors, dem Alter oder dem Geschlecht verzeichnet.
Glickman et al. (1999) wund Nakamura et al. (2002) untersuchten
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immunhistochemisch MM an Lymphknoten von PEK des Osophagus. Sie konnten
ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von MM und dem
Tumorstadium, der Tumorlokalisation und dem Tumordifferenzierungsgrad
feststellen. Sowohl methodische Unterschiede in der immunhistochemischen
Analyse als auch unterschiedlich gro3e Fallzahlen sind beim Vergleich der
Ergebnisse der verschiedenen Autoren im Hinblick auf eine Korrelation zwischen MM
in Lymphknoten und histopathologischen Faktoren untereinander, mit den Resultaten
der vorliegenden Arbeit zu beachten. Durch die Heterogenitat (in Bezug auf die
Lokalisation, GroRe des Primartumors) des ausgewahlten Patientenkollektives in
dieser Studie wird die Vergleichbarkeit der Ergebnisse erschwert.

5.4 Phanotypische und molekulare Charakterisierung der Mikrometastasen

Orale/oropharyngeale PEK metastasieren am haufigsten lymphogen. In Abhangigkeit
vom Lymphknotenstatus wird das weitere therapeutische Management entschieden.
Ob der Patient bereits Lymphknotenmetastasen aufweist oder entwickelt, ist fur die
Klinik von aul3erordentlich gro3er Bedeutung. Invasion und Metastasierung sind fur
den Progressionsverlauf maligner Tumoren charakteristisch. Komplexe Prozesse,
basierend auf einer Uberexpression von Onkogenen (EGFR, K-ras, Cyclin D1) und
dem Verlust von Tumorsuppressorgenen (p53, p16™<*) spielen neben den
Interaktionen zwischen den einzelnen Tumorzellen und ihrer Umgebung eine
wichtige Rolle. Adhasionsmolekile (z.B. E-Cadherin, Catenin a, B und vy), die
interzellulare Bindungen bei gesunden Zellen vermitteln, sind bei malignen Zellen in
ihrer Funktion eingeschrankt bzw. fehlen. Die Expressionsminderung oder
Dysregulation des Zelloberflachenmolekils E-Cadherin scheint beispielsweise mit
der Fahigkeit einzelner Tumorzellen, sich vom Tumor I6ésen zu kdénnen, zu
korrelieren. Die Fahigkeit der losgelosten Tumorzellen, zeitweise Kontakt mit der
extrazellularen Matrix (EZM) aufzunehmen, ist Voraussetzung fur die Migration der
Zellen. An diesen Zell-Substrat-Interaktionen sind Integrine und CD44 beteiligt
(Hardisson, 2003; Tanaka et al., 2003; Howell und Grandis, 2005). Ein weiterer
wichtiger Schritt fur die Infiltration des umgebenden Gewebes ist die Degradation von
Komponenten der EZM (Duffy, 1998). Die Proteolyse von Komponenten der EZM
(Kollagen, Glykoproteine, Laminin, Fibronektin und Proteoglykane) ist notwendig fur
die erfolgreiche Passage durch umgebende Bindegewebs- und Gefalibarrieren, fur

das Eindringen in das Blut- und LymphgefaRsystem (Intravasation), fiir den Ubertritt

87



5 Diskussion

von Tumorzellen aus dem Gefalsystem (Extravasation) und fur die Absiedlung von
Metastasen. Zu den proteolytischen Enzymen gehoren die Matrix-Metalloproteasen
(MMP), die verwandten Proteasen der ADAM (a disintegrin and metalloproteinase)-
Familie, die Cysteinproteasen, zu denen Cathepsin B und L gehoren, die
Aspartatprotease Cathepsin D sowie die Serinproteasen, zu denen Plasmin und der
Urokinase-Typ Plasminogenaktivator (UPA) gerechnet werden (Egeblad und Werb,
2002; Howell und Grandis, 2005).

Die genauen biochemischen, genetischen und zellkinetischen Eigenschaften der
Tumoren in Bezug zu ihrer Morphologie sind jedoch bis heute nicht vollstandig
aufgeklart. Ihre Erforschung koénnte moglicherweise zur gezielten Inhibition
molekularer Mediatoren fuhren. Auf diese Weise koénnte sich die
Lymphknotenmetastasierung reduzieren lassen und das Uberleben der Patienten
verbessert werden (Howell und Grandis, 2005). Eine Vielzahl an Arbeiten trugen
bisher bereits zur weiteren Charakterisierung von DTZ/MM in Knochenmark, Blut und
Lymphknoten von unterschiedlichen Tumorentitaten bei.

Takes et al. (2001) beispielsweise untersuchten in einer Studie an oralen PEK das
Metastasierungsverhalten. Sie verglichen die Expression von unterschiedlichen
genetischen Markern (p53, Rb, Cyclin D1, myc, bcl-2, EGFR, HER2neu, E-Cadherin,
EpCAM (epithelial cell adhesion molecule)), die nachweislich an der
Tumorprogression beteiligt sind, an Lymphknotenmetastasen und den jeweils
korrespondierenden Primartumoren. Interessanterweise wiesen Primartumoren und
korrespondierende Lymphknotenmetastasen neben vielen genetischen
Gemeinsamkeiten auch Unterschiede in der Genexpression auf. Das
Zelladhasionsmolekil EpCAM beispielsweise konnte zu 29% (14/49) in den
Primartumoren im Vergleich zu nur 14% (7/49) in den Metastasen detektiert werden.
Diese Differenzen deuten auf eine unterschiedliche Regulation der Kanzerogenese
und der Metastasierung hin.

Meng et al. (2004) und Wailfing et al. (2006) fanden bei der Untersuchung an
Blutproben von Mammakarzinom-Patientinnen heraus, dass Patientinnen mit
HERZ2neu-negativen Primartumoren HERZ2neu-positive zirkulierende Tumorzellen
aufweisen koénnen. Moglicherweise entstehen HER2neu-Genamplifikationen erst
wahrend der Tumorprogression. In einer anderen Studie konnte eine Koamplifikation

von HER2neu und UuPAR bei zirkulierenden Tumorzellen im Blut von
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Mammakarzinompatientinnen gefunden werden (Meng et al., 2006), was auf eine
Kooperation zwischen HERZneu und uPAR bei der Metastasierung hindeutet.

Klein et al. (2002) konnten mittels Genomanalyse die Expression von EMMPRIN in
DTZ/MM des Knochenmarkes von Mammakarzinom-Patientinnen nachweisen. In
einer weiteren Studie wurden DTZ durch eine Doppelfarbung mit A45-B/B3 und
EMMPRIN im Knochenmark, die eine Expression von EMMPRIN zeigten, detektiert
(Reimers et al., 2004).

Thurm et al. (2003) untersuchten die Expression von EpCAM mittels Doppelfarbung
mit A45-B/B3 und Mab3B10 (gegen EpCAM-Epitop gerichtet) in DTZ/MM des
Knochenmarkes aus Patienten mit Mammakarzinomen nach zwei oder mehreren
Zyklen Chemotherapie. In 10/35 (28,6%) Knochenmarksproben wurden CK-positive
Zellen detektiert. Interessanterweise zeigte keine dieser Zellen eine Koexpression
mit EpCAM. Eine Anti-EpCAM-Therapie scheint sich demzufolge nicht fur eine

nachfolgende adjuvante Therapie zu eignen.

Auch in der vorliegenden Studie wurden die Lymphknotenpraparate, in denen MM
nachgewiesen werden konnten, mit folgenden Markern p53, p16"™<*, EMMPRIN, Ep-
CAM, AE1/AE3, A45-B/B3, EGFR, MMP1 und MMP2 phanotypisch und molekular

naher charakterisiert.

5.4.1 Pan-Zytokeratin-Antikorper A45-B/B3 und AE1/AE3

CK sind integrierte Bestandteile des Zytoskeletts epithelialer Zellen, die relativ stabil
auch durch Zellen epithelialer Tumoren exprimiert werden. Im Gegensatz zu Mucin-
ahnlichen, sogenannten tumor-assoziierten Zellmembranproteinen, die auch durch
hamatopoetische Zellen exprimiert werden (Pantel et al., 1994; Schlimok et al.,
1987), erwiesen sich CK in einer Reihe von Studien als die derzeit verlasslichsten
Marker zur Detektion epithelialer Tumorzellen im Knochenmark und Blut (Gath et al.,
1995; Braun et al., 1998; Pantel et al., 1999). Obwohl eine ektope oder illegitime
MRNA-Expression von CK in mesenchymalen Zellen nicht vollstandig
auszuschlielen ist (Traweek et al., 1993; Zippelius et al., 1997), zeigen doch
zahlreiche Untersuchungen an Patienten ohne nachweisbare maligne Erkrankung,
dass eine ektope Expression von CK in Knochenmarkszellen nur sehr selten
nachweisbar ist (Pantel et al., 1994, Pantel et al., 1996; Schlimok et al, 1987).
AE1/AES3 ist ein Gemisch von zwei verschiedenen Klonen von monoklonalen Anti-
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CK-Antikorpern, AE1 und AE3. AE1 detektiert die hochmolekularen CK 10, 14,15
und 16, sowie das niedrigmolekulare CK 19. Der Klon AE3 markiert die
hochmolekularen CK 1, 2, 3, 4, 5 und 6, sowie das CK 7 und 8 mit
niedermolekularem Gewicht. A45-B/B3 ist ein Pan-CK-Antikdrper. Er entstammt
einem hybridisierten Zellklon und ist gegen die Antigenstruktur der CK-Heterodimere
8-18 und 8-19 gerichtet.

Borgen et al. (2006) verglichen die Zuverlassigkeit der immunzytochemischen
Detektion von epithelialen Zellen im gesunden Knochenmark mit verschiedenen Anti-
CK-Antikérpern (AE1/AE3, A45-B/B3, CK2). Die Analyse mit AE1/AE3 und A45-B/B3
erwies sich als besonders spezifisch. In jeder Analyse wurden gelegentlich
hamatopoetische Zellen nachgewiesen. Durch morphologische Klassifizierung dieser
Falle konnten jedoch 90% der falsch positiven Ergebnisse einfach ausgeschlossen
werden.

Weitere  Studien an unterschiedlichen  Tumorentitdten unterstitzen die
Zuverlassigkeit der Pan-CK-Antikérper AE1/AE3 und A45-B/B3 zur Detektion von
Tumorzellen. Natsugoe et al. (1998) beispielsweise untersuchten Lymphknoten von
Osophaguskarzinomen mit AE1/AE3. 13/41 (36,6%) zuvor als metastasenfrei
eingestufte Lymphknoten enthielten DTZ/MM und bei 12/28 (42,9%) Lymphknoten im
Stadium pN1 wurden zusatzliche DTZ/MM gefunden. In einer Studie an
Kolorektalkarzinomen wurden in 14/50 (28%) Fallen CK-positive Zellen in
Lymphknoten detektiert. Interessanterweise korrelierte deren Anwesenheit mit einer
signifikant schlechteren Prognose (Greenson et al., 1994). Ishigami et al. (2003)
detektierten mit AE1/AE3 bei 19/180 Lymphknoten-negativen Patienten mit
Magenkarzinom DTZ/MM, deren Nachweis ebenfalls mit einem kiirzeren Uberleben
korrelierte. Natarajan et al. (2005) evaluierte den Gebrauch von AE1/AE3 fur die
Detektion von DTZ/MM in Lymphknoten von Gallengangskarzinomen. AE1/AE3
detektierte zu 100% sowohl die Primartumoren als auch deren korrespondierende
Lymphknotenmetastasen. Daraufhin wurden bei 2/15 (13%) Fallen mit histologisch
metastasenfreien Lymphknoten CK-positive Zellen in Lymphknoten gefunden. In
einer weiteren Studie an oralen/oropharyngealen Karzinomen wurden in 13/69
(13,8%) Fallen in metastasenfreien Lymphknoten DTZ/MM detektiert (Kwon et al.,
2004). In der vorliegenden Studie konnten mit AE1/AE3 nur 70% (7/10) der MM
detektiert werden, wobei nur 30% eine intensive Immunreaktion zeigten. Es wurden

nicht wie erwartet aufgrund des breiteren Wirkspektrums an CK alle MM
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nachgewiesen. Moglicherweise ist vor allem das breite Wirkspektrum weniger
sensitiv. Im Gegensatz dazu konnte A45-B/B3 in 90% der Falle, bei denen
Lymphknotenmikrometastasen durch 34312 detektiert wurden, nachgewiesen
werden. Davon zeigten 60 % eine starke Immunreaktion. Schlussfolgernd scheint
A45-B/B3 ebenfalls ein geeigneter Primarantikorper fur den Nachweis von DTZ/MM
in Lymphknoten zu sein. Die Zuverlassigkeit der Detektion durch A45-B/B3 vor allem
einzelner Tumorzellen im Knochenmark und Blut erwies sich in mehreren Studien
(Gath et al., 1995; Pantel et al.,, 1995; Braun et al, 2000a). Braun et al. (2000a)
demonstrierten zudem in einer klinischen Verlaufskontrollstudie an mehr als 500
Patientinnen mit primarem Mammakarzinom die prognostische Relevanz von A45-

B/B3- positiven Zellen im Knochenmark.

5.4.2 p53

p53 ist ein Tumorsuppressorprotein und kontrolliert am Ende der G1-Phase, bevor
die Zelle in die S-Phase eintritt, das Genom auf DNA-Schaden. P53 induziert als
Transkriptionsfaktor die Expression von Genen, die an der Kontrolle des Zellzyklus,
an der Induktion der Apoptose oder an der DNA-Reparatur beteiligt sind. Aufgrund
seiner Funktion wird p53 auch der ,Wachter* des Genoms genannt (Lane, 1992).
Durch Mutationen im TP53 Gen, das flr p53 kodiert, kommt es zur verminderten
oder aufgehobenen p53-Synthese mit entsprechend verminderter p53-Konzentration
und Funktion. Haufiger allerdings ist das Protein vorhanden, aber mutiert, was zu
einem ,gain of function® fuhren kann. Die Folge daraus ist, dass sich die Zellen mit
geschadigter DNA unkontrolliert teilen, es kommt zur Tumorbildung. Unter
physiologischen Bedingungen ist die Halbwertszeit von p53 so kurz, dass es
immunbhistologisch nicht nachweisbar ist. Bei mutiertem p53 kommt es haufig durch
eine Konformationsanderung des Proteins zur wesentlichen Verlangerung der
Halbwertszeit und Akkumulation. Somit kann p53 dann immunhistologisch
nachgewiesen werden (Levine et al., 1991; Wynford-Thomas, 1992; Hall und Lane,
1994). Weiterhin muss mit falsch negativen Ergebnissen, die aufgrund von
Artefakten bei der Fixierung des Tumorgewebes entstanden sein kdnnten, gerechnet
werden. DarlUber hinaus kann es durch nonsense-(sinnentstellende)Mutationen zur
Produktion von funktionsunfahigem verkurztem p53 kommen, bei dem die vom
Primarantikérper zu erkennenden Determinanten nicht mehr vorhanden sind. Diese

nonsense-p53-Mutationen flihren zudem meistens nicht zu einer verlangerten
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Halbwertszeit des Proteins (Wynford-Thomas, 1992; Nylander et al., 1995). Auch mit
falsch positiven Ergebnissen muss gerechnet werden, beispielsweise dann, wenn
die Sensitivitat der immunhistologischen Methode soweit gesteigert wird, dass
bereits in physiologischen Mengen vorhandenes Wildtyp-p53 im Zellkern
nachgewiesen wird (Hall und Lane, 1994). Weiterhin kann es zur physiologischen
Steigerung der Wildtyp-p53-Expression kommen, wenn ein Schaden im Genom
aufgetreten ist und mit dem naturlichen Ablauf zur Reparatur des Genomschadens
begonnen wird sowie mit der Einleitung der Apoptose (Kastan et al., 1991).

Bei einer Reihe von Tumorerkrankungen, z.B. beim Ovarialkarzinom (Gadducci et
al., 1996), beim Kolorektalkarzinom (Houbiers et al., 1995), beim Lungenkarzinom
(Lubin et al., 1995) sowie bei oralen/oropharyngealen Karzinomen wurden bisher
p53-Autoantikdrper beschrieben. Bei oralen/oropharyngealen PEK konnte p53 in
etwa der Halfte der untersuchten Falle immunhistologisch nachgewiesen werden
(Langdon und Partridge, 1992; Burns et al., 1993). Brennan et al. (1995) konnten
mittels molekularer Analysen des p53-Tumorsuppressorgens in 6/28 Lymphknoten,
die initial histopathologisch als tumorfrei beurteilt wurden, Tumorzellen nachweisen.
In der vorliegenden Studie zeigte sich in 3/10 (30%) Fallen eine starke
Immunreaktion. Dieses Ergebnis entspricht den Daten anderer Studien. Takes et al.
(2001) verglichen ebenfalls immunhistologisch die p53-Expression von
Primartumoren und ihren korrespondierenden Metastasen. In 25/47 untersuchten
Fallen wurde sowohl im Primartumor als auch in den Kkorrespondierenden
Metastasen p53 detektiert. Der genaue Zusammenhang der p53 Expression im

Rahmen der Metastasierung ist bisher ungeklart.

5.4.3 p16'N*4

p16™K* gehort ebenfalls zu den Tumorsuppressorgenen. Das p16™**-Genprodukt
bindet an die Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK) 4 und 6, die mit Cyclin D in direktem
Zusammenhang stehen. Dadurch werden der Cyclin D1/CDK4/6-Komplex inhibiert
und die Phosphorylierung des Retinoblastomaproteins® (Rb) verhindert. Damit
verbunden ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors E2F. Vom
Transkriptionsfaktor E2F hangt wiederum die Transaktivierung von Genen ab, die
eine entscheidene Rolle im Zellzyklus einnehmen, die den Ubergang von der G1-

Phase in die S-Phase steuern (Forastiere et al., 2001; Hardisson, 2003).

* Das Retinoblastomagen (Rb) ist das erste Tumorsuppressorgen, das beim Menschen beschrieben wurde.
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Mutationen im p16-Gen oder epigenetischer Verlust der p16-Expression zahlen zu
den haufigsten p16-Alterationen in oralen PEK. Genetische Veranderungen, die zur
Inaktivierung von p16 fihren, wurden bei oralen/oropharyngealen PEK in 7 bis 80%
der untersuchten Falle gefunden. Zu den haufigsten pathogenen Ursachen der
Inaktivierung von p16™<4
al., 1995) oder homozygoter Deletion (Kamb et al., 1994; Reed et al., 1996) eine

Hemmung der Transkription von p16™* durch Hypermethylierung des 5°CpG-

zahlen neben Punktmutation (Cairns et al., 1994; Merlo et

Abschnittes innerhalb des Promotors (Little und Wainwright, 1995; Merlo et al.,
1995; Gonzalez et al., 1997; Song et al., 2000). Das p16 Protein wurde mit
monoklonalem Antikorper nachgewiesen und zeigte, wie bereits in einigen Studien
beschrieben, eine zytoplasmatische und nukleare Farbung der Tumorzellen (Milde-
Langosch et al., 1998; Shintani et al., 2000).

Einen Verlust der p16-Expression zeigten Studien an adenoidzystischen
Speicheldrisenkarzinomen in 13,6% der Falle (Shintani et al., 2000), an oralen PEK
in 13% (Miracca et al., 1999) und an Speichelgangskarzinomen in 20% der
untersuchten Falle (Etges et al., 2003).

Poetsch et al. (2003) verglichen p16-Alterationen bei basoloiden oralen PEK mit
nichtbasoloiden oralen PEK mittels immunhistochemischer und molekular
genetischer Methoden. Immunhistochemisch konnte der Verlust von p16 in allen
basaloiden PEK festgestellt werden. Das entscheidende Merkmal der basaloiden
PEK waren Alterationen des p16-Genes. Im Gegensatz dazu zeigte nur die Halfte
aller nichtbasaloiden PEK einen Verlust der Heterogenitat bei den verschiedenen
Mikrosatelliten Markern. Interessanterweise konnte durch PCR-Analyse bei allen
basaloiden PEK DNA des humanen Papillomavirus (HPV) gefunden werden. Bei den
nichtbasaloiden PEK wurden nur in 17% der Falle HPV-DNA nachgewiesen (Poetsch
et al., 2003).

Interessanterweise belegen unterschiedliche Studien, dass auch eine erhdhte p16-
Expression entweder als Folge einer Amplifikation protoonkogener Faktoren (CDK4,
E2F) oder als Folge einer Alteration der Tumorsuppressoren (z.B. Rb) in der
Regulationsbahn INK4a-CDK4(6)-Rb-E2F (Johnson, 1995; Lukas et al., 1995, Emig
et al., 1998; Shintani et al., 2000) von Bedeutung fur die Tumorprogression sind.
Demnach weisen Falle mit p16-Uberexpression Rb-Alterationen im Sinne einer
Ruckkoppelung auf. Studien an Zervixkarzinomen (Keating et al., 2001; Klaes et al.,

2001) und oralen Karzinomen (Klussmann et al., 2003) zeigten, dass die
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Uberexpression von p16 sowohl mit der Prasenz einer Hochrisiko-HPV-Infektion als
auch mit der HPV E6/E7-mRNA Expression korreliert (Klaes et al., 2001; Keating et
al, 2001; Riethdorf et al., 2002; Klussmann et al., 2003). Humane Papillomaviren
gelten als Risikofaktor fur die Entstehung von Karzinomen. Die HPV-Typen 16 und
18 sind die haufigsten Hochrisiko-Typen. Die bedeutende Rolle dieser onkogenen
Typen fur die Entstehung von Karzinomen der Zervix (nahezu 100% HPV positiv) ist
anerkannt.

In der vorliegenden Studie zeigten 80% (8/10) der MM in den lokoregionalen
Lymphknoten eine positive Reaktivitat mit dem monoklonalen Antikorper gegen p16-
Protein, davon waren 62,5% (5/8) malig positiv und 12,5% (1/8) schwach positiv.
Lediglich 10% zeigten keine p16-Expression.

5.4.4 EGFR

Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) ist ein Protoonkogen. Er nimmt in der Regulation von normalen zellularen
Prozessen und als Onkogen in der Pathophysiologie von hyperproliferativen
Erkrankungen wie beispielsweise Krebserkrankungen eine Schlusselrolle ein. EGFR
(erbB1) gehdrt zur erbB-Familie. Es ist ein Transmembranglykoprotein und besitzt
Tyrosinkinaseaktivitat. Die Aktivierung von EGFR durch EGF induziert eine starke
Autophosphorylierung des EGFR sowie die Phosphorylierung verschiedener
Zytoskelett-assoziierter Proteine. Es kommt unter anderem zur Stimulierung der
ras/raf-1/mitogenaktivierten Proteinkinase, der Phosphatidylinositol-3-Kinase und
des Phospholipase-Cy-Signalweges. Die Aktivierung dieser Kaskaden endet mit der
Transkription von Genen, die fur das koordinierte Zellwachstum verantwortlich sind
(Quon et al., 2001; Ford und Grandis, 2003). Eine Uberexpression von EGFR wurde
bei unterschiedlichen Tumorentitdten entdeckt, z.B. Brustkrebs, Lungenkrebs und
besonders haufig bei oralen PEK (Ke et al., 1998; Howell und Grandis, 2005).

In einigen Studien an oralen PEK konnte eine Korrelation zwischen der
Uberexpression von EGFR und dem Uberleben der Patienten festgestellt werden.
Maurizi et al. (1996) beobachteten bei 74 Patienten mit operativ behandelten
Larynxkarzinomen, dass die 2-Jahres-rezidivfreie-Uberelebensrate fiir Patienten mit
EGFR-positiven Karzinomen 58% im Gegensatz zu 82% bei Patienten mit EGFR-
negativen Karzinomen betrug. Dassonville et al. (1993) bestatigten in einer

prospektiven Studie an 109 Patienten, die chemotherapeutisch behandelt wurden,
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die prognostische Relevanz der Uberexpression von EGFR. Unabhangig vom
Tumorstadium wurde ein direkter Zusammenhang zwischen der Uberexpression von
EGFR und einer ungiinstigen Uberlebensrate sowie dem ansteigenden Rezidiv-
Risiko bestatigt. Wen et al. (1996) fanden keinen Zusammenhang zwischen der
Uberexpression von EGFR und dem Uberleben der 68 untersuchten
Larynxkarzinom-Patienten. In einer aktuellen Studie wiesen 92,3% (48/52) der
oralen PEK eine EGFR-Expression auf und 63,4% (33/52) der oralen PEK zeigten
eine Uberexpression von EGFR. Ein Zusammenhang zwischen der Uberexpression
von EGFR und den klinischen Faktoren wie Tumorstadium, regionale
Lymphknotenmetastasierung oder Fernmetastasierung konnte nicht gefunden
werden. Zwischen Tumorinvasion und EGFR-Uberexpression wurde eine statistisch
signifikante Korrelation gefunden (Hiraishi et al., 2006).

Uber die EGFR-Expression in Lymphknotenmetastasen gibt es bisher kaum
Studienerhebungen. Takes at al. (2001) fanden heraus, dass die Expression von
EGFR in oralen Primartumoren und ihren korrespondierenden Metastasen ahnlich
waren. Wahrend sich in 60% der PEK und Kkorrespondierenden
Lymhknotenmetastasen EGFR nicht nachweisen lie}, konnte eine EGFR-
Expression in 15% der untersuchten 47 PEK und den korrespondierenden
Lymphknotenmetastasen gezeigt werden. Nur bei 12/47 (26%) Patienten wurde eine
Diskordanz zwischen PEK und Lymphknotenmetastasen festgestellt. Bei 42% der 12
Patienten konnte in den Lymphknotenmetastasen eine Expression von EGFR
nachgewiesen werden, obwohl ihre korrespondierenden PEK kein EGFR
produzierten. In der vorliegenden Studie konnte sowohl bei den untersuchten MM
als auch bei den korrespondierenden Primartumoren (unpublizierte Daten, Dr. S.
Riethdorf) EGFR zu 100% immunhistochemisch nachgewiesen werden. Eine
Uberexpression von EGFR konnte in 67% der MM gefunden werden. Ein
Zusammenhang zwischen der Uberexpression von EGFR der MM und ihrer
Primartumoren und klinischer Faktoren oder dem Uberleben der Patienten konnte
jedoch aufgrund der geringen Fallzahl und der Heterogenitat der untersuchten Falle
nicht hergestellt werden.

Interessanterweise ist die Expression von EGFR sowohl in Primartumoren als auch
in Lymphknotenmetastasen nachweisbar. Die genaue Bedeutung fur die
Kanzerogenese und die Metastasierung mussen jedoch noch aufgeklart werden, um

EGFR gezielt in neuen molekularen Krebstherapien zu inhibieren.
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5.4.5 EMMPRIN

EMMPRIN (Extracellular matrix metalloprotease inducer) wird u.a. von Tumorzellen
exprimiert und stimuliert die Produktion von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) in den
Fibroblasten in der Umgebung des Tumorgewebes. EMMPRIN ist ein glykosyliertes
Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie. In vitro Studien demonstrierten, dass
natlrliches und rekombinantes EMMPRIN die Expression von MMP1, MMPZ2,
MMP3, MMP9, MMP14 und MMP15 sowie MT1-MMP induzieren kann (Kataoka et
al., 1993; Dalberg et al., 2000). Eine kurzlich publizierte TMA (Tissue Microarray)-
Studie an 129 verschiedenen Tumortypen zeigt, dass PEK EMMPRIN in 80-100%
der untersuchten Falle exprimieren. Orale PEK der Mundhdhle waren in 96% und
PEK des Larynx in 89% EMMPRIN-positiv (Riethdorf et al., 2006). Aber auch nicht
neoplastisch verandertes Gewebe produziert EMMPRIN, z.B. basale epitheliale
Zellen, Lymphoblasten und Lymphozyten, bestimmte neuronale Zellen im
Cerebellum und Cerebrum sowie Herzmyuzyten des linken Ventrikels. Diese
Befunde sind beispielsweise vereinbar mit bekannten Funktionen von EMMPRIN in
der Regulation von Adhasionsvorgangen, der Immunzellaktivierung oder Zell-Zell-
Wechselwirkungen im Nervensystem.

Eine starke EMMPRIN-Expression konnte insbesondere in PEK nachgewiesen
werden (Riethdorf et al., 2006). Weiteren Untersuchungen an primaren
Mammakarzinomen zufolge korreliert die Expression von EMMPRIN signifikant mit
verschiedenen Risikofaktoren wie beispielsweise einer schlechten Differenzierung,
der zunehmenden TumorgroRe, dem negativen Rezeptorstatus und dem Tumor-
spezifischen Uberleben (Reimers et al., 2004). Weiterhin wurde bei MM von
Knochenmarkszellen die Expression von EMMPRIN zu 89% nachgewiesen,
interessanterweise unabhangig von der EMMPRIN-Expression des Primartumors
(Reimers et al., 2004). Klein et al. (2002) untersuchten mittels Genomanalyse
einzelne mikrometastatische Zellen des Knochenmarks auf die Expression von
EMMPRIN. Sie wiesen bei 82% der CK+(A45/B3) Zellen das Protein EMMPRIN
nach. EMMPRIN scheint eine malRgebende Rolle in der Frihmetastasierung zu
spielen, da es sowohl in Primartumoren als auch in DTZ/MM des Knochenmarks
bzw. der Lymphknoten sehr haufig nachweisbar ist. Die MM der Lymphknoten in der
vorliegenden Studie exprimierten alle EMMPRIN, wobei 30% der MM sogar eine
maRige Uberexpression aufwiesen. Interessanterweise befanden sich zwei der

Primartumoren, von denen Lymphknotenmetastasen mit hoher EMMPRIN-
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Expression nachgewiesen wurden, im Tumorstadium T3 und T4 mit
Differenzierungsgrad G2 und G3 und zeigten ebenfalls eine gesteigerte EMMPRIN-
Produktion. Diese Ergebnisse legen nahe, dass es einen direkten Zusammenhang
zwischen zunehmender TumorgroRe, Differenzierung der Tumoren und der
gesteigerten EMMPRIN-Expression auch bei oralen/oropharyngealen Tumoren zu
geben scheint.

5.4.6 Metalloproteinasen 1/ 2

Matrix-Metalloproteinasen (MMP) gehoren der Familie der Zink-enthaltenen
Endopeptidasen an, die fur die Degradierung verschiedener Komponenten der
extrazellularen Matrix verantwortlich sind (Chambers und Matrisian, 1997). Type 1
Kollagenase (MMP-1) spaltet fibrillares Kollagen. Dies ist wichtig fur die
Tumorausbreitung im Extrazellularraum. MMP-2, eine 72 kDa Type 4 Kollagenase,
spaltet Type 4 Kollagen, welches in allen Membranen prasent und an der Invasion
von Tumoren beteiligt ist (Pyke et al, 1992). MMP fordern das Fortschreiten des
Tumorwachstums durch Spaltung diverser Substratgruppen. Neben den strukturellen
Komponenten der extrazellularen Matrix zahlen auch das growth-factor-binding-
protein, growth-factor-precursors, Tyrosinkinaserezeptoren, Zelladhasionsmolektle
und andere Proteinasen zu den MMP-Substraten. Die Expression von MMP ist bei
den meisten malignen Tumoren erhdht und korreliert mit einem fortgeschrittenen
Stadium, der Invasion, der Metastasierung und einer schlechten Prognose
(Coussens et al., 2002, Egeblad und Werb, 2002). MMP-1 wurde in den Fibroblasten
des Tumorstromas und bei Lymphknotenmetastasen in Fibroblasten-ahnlichen
Zellen beobachtet. Normale orale Mukosa zeigte sich MMP-1 negativ. MMP-2 wurde
nur in den peripheren Fibroblasten detektiert, die das neoplastische Gewebe und
Lymphknotenmetastasen umgeben. Metalloproteinasen sind von grof3er Bedeutung
fur die Ausbreitung der Primartumoren und Metastasen (Sutinen et al., 1998). In der
vorliegenden Analyse konnte MMP-2-mRNA nur in Stromazellen nachgewiesen
werden. Untersuchungen an grofieren Fallzahlen missen zeigen, ob es durch Befall
der Lymphknoten mit Tumorzellen zu einer verstarkten MMP-2-Produktion in dem
Lymphknoten umgebenden Stroma kommen kann. MMP-1-mRNA hingegen wurde in
5/6 Lymphknotenmikrometastasen detektiert und in einigen Fallen sogar mit starker
Intensitat. Auch hier ist es interessant zu untersuchen, ob Primartumoren mit starker

MMP-1-Expression mit hoherer Frequenz einer Lymphknotenmetastasierung und —
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mikrometastasierung assoziiert sind. Hierzu mussten jedoch Untersuchungen an

einer groReren Patientenanzahl durchgefuhrt werden.

5.4.7 EpCAM

Ep-CAM (Epithelial cell adhesion molecule, auch 17-1A Antigen, EGP40 oder
GA733-2 genannt) ist ein Transmembran-Glykoprotein, das die Cadherin vermittelten
Zell-Zell-Interaktionen moduliert (Litvinov et al.,, 1997, Balzar et al., 1999).
Physiologischerweise wird Ep-CAM im adulten menschlichen Gewebe ausschliellich
in basolateralen Zellmembranen von Driisengewebe und Ubergangsepithelien
gebildet. Normales Plattenepithel ist Ep-CAM negativ (Balzar et al., 1999). Im
Rahmen der Karzinogenese wird Ep-CAM interessanterweise von Plattenepithelien
der Mundhdhle und der Lunge ,neu” gebildet. Die Expression steigert sich mit
fortschreitender Transformation von der Dysplasie zum invasiven Karzinom (Winter
et al., 2003). Obwohl die biologische Rolle von Ep-CAM fur gesundes und maligne
transformiertes Gewebe noch nicht vollstdndig aufgeklart wurde, konnte in
verschiedenen Studien an unterschiedlichen Tumorentititen eine Uberexpression
beobachtet werden, die mit der schlechten Prognose beispielsweise fur
Mammakarzinome (Gastl et al., 2000) und Osophaguskarzinome (Stoecklein et al.,
2006) assoziiert ist. In weiteren Studien an Nicht-Kleinzelligen Lungenkarzinomen
(Kuboschok et al., 1999; Passlick und Pantel, 2000) korrelierte die Detektion von
DTZ/MM in Lymphknoten mittels Ep-CAM mit einem schlechteren Gesamtuberleben.
In DTZ/MM des Knochenmarkes und des Blutes konnte im Gegensatz dazu eine
verminderte Expression von EpCAM beobachtet werden (Rao et al., 2005; Thurm et
al., 2003). Auch Takes et al. (1997) beobachteten eine Korrelation zwischen dem
Verlust der Expression von EpCAM und der Entwicklung von
Lymphknotenmetastasen. Ein Vergleich der Expression von EpCAM von
Primartumoren mit den korrespondierenden Lymphknotenmetastasen konnte
aufzeigen, dass 29% (14/49) der oropharyngealen Primartumoren und nur 14%
(7/49) der Lymphknotenmetastasen EpCAM positiv waren (Takes et al., 2001). In der
vorliegenden Untersuchung konnte die Expression von EpCAM in keiner MM
nachgewiesen werden. Eine in vitro Studie zeigte, dass die Uberexpression von
EpCAM zu einer Abnahme der Cadherin-vermittelten Zell-Zell-Adhasion und damit
zur Abtrennung von EpCAM-positiven Zellen von der urspriinglichen Zellpopulation

fuhrte (Litvinov et al., 1997). Mdoglicherweise fuhrt dieses Phanomen in vivo zur
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Entwicklung von Metastasen. Im Gegensatz dazu konnte in einer weiteren in vitro-
Studie an Kolorektalkarzinomen nachgewiesen werden, dass eine hohe Expression
von EpCAM das metastatische Potential reduziert (Basak et al., 1998).
Zusammenfassend scheint die Expression von EpCAM in Metastasen verglichen mit

dem Primartumor haufiger reduziert als ansteigend zu sein (Takes et al., 2001).

5.5 Klinische Bedeutung von disseminierten Tumorzellen/Mikrometastasen
In verschiedenen Studien konnten DTZ/MM in Lymphknoten und im Knochenmark
mit Hilfe von monoklonalen Antikorpern mittels Immunhistochemie oder der RT-PCR
in vielen verschiedenen Tumorentitaten nachgewiesen werden.

Die klinische Signifikanz von DTZ/MM in Lymphknoten ist nach wie vor ungeklart.
Einige Autoren berichten, dass es keinen Einfluss von DTZ/MM auf die Prognose gibt
(Sato et al., 2001; Woolgar, 1999b). In einer Studie von Yoshida et al. (2005) an
oralen PEK fand sich keine Korrelation zwischen der Prasenz von
Lymphknotenmikrometastasen und dem rezidivfreien sowie dem Gesamtiberleben
fur diese Patienten.

Im Gegensatz dazu haben andere Studien an anderen Tumorentitdten wie
beispielsweise Mamma- (International Breast Cancer Study Group, 1990), Kolon—
(Greenson et al., 1994), Magen-(Maehara et al., 1996), Osophagus-(Izbicki et al.,
1997) und Nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (Passlick et al., 1994) demonstriert,
dass die Detektion von DTZ/MM in histopathologisch negativ eingestuften
Lymphknoten fur die Prognose relevant ist.

In einer Studie an Lymphknoten von Osophaguskarzinompatienten wurden in 50%
(15/30 Patienten) der Falle DTZ/MM mit Hilfe des Ber-EP4- Antikdrpers (gegen
EpCAM (epithelial cell adhesions molecule) gerichtet) an histopathologisch negativ
eingestuften Lymphknoten nachgewiesen. Patienten mit Lymphknoten-DTZ/MM
wiesen ein reduziertes tumorfreies Uberleben und Gesamtiiberleben auf (Izbicki et
al., 1997). Interessanterweise zeigten diese Patienten einen ahnlichen
Krankheitsverlauf wie die Patienten mit bereits anhand der H&E Farbung
detektiertem histopathologisch positiven Lymphknotenstatus. Wiesen Patienten mit
regionalem Lymphknotenbefall zusatzlich DTZ/MM in anderen Lymphknoten auf, die
zuvor bereits histopathologisch als tumorfrei eingestuft waren, so ergab sich ein
kiirzeres tumorfreies Uberleben sowie Gesamtiiberleben. Es ist nicht bekannt, ob

DTZ/MM Ausgangspunkt fur eine nachfolgende Metastasierung sind oder aber
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DTZ/MM bereits die Konsequenz eines fortgeschrittenen Tumorleidens darstellen
(Izbicki et al., 1997). In Anlehnung an Paget's ,seed and soil“ Hypothese sind
Tumorzellen fur die Proliferation auf ein bestimmtes Umgebungsmilieu angewiesen,
beispielsweise sind die Anwesenheit von Wachstumsfaktoren sowie die Fahigkeit der
einzelnen Tumorzellen, mit diesen zu korrespondieren, erforderlich (Paget, 1889).
Interessanterweise konnte in diesem Zusammenhang keine Korrelation zwischen
Ber-EP4 (EpCAM) positiven Tumorzellen und der lymphovaskularen Infiltration
gefunden werden (Passlick et al., 1994). Daraus lasst sich schliel3en, dass nicht alle
DTZ/MM die das lymphatische System erreichen, in der Lage sind, in den
Lymphknoten Metastasen zu etablieren.

In einer Untersuchung an Lymphknoten von Magenkarzinompatienten konnte
ebenfalls ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von DTZ/MM und einer
schlechteren Prognose gefunden werden. Bei 34 Patienten wurden aufgrund des
immunhistochemischen Nachweises von Lymphknotenmetastasen die Tumoren neu
eingestuft. Die Patienten mit CK-positiven Zellen in den Lymphknoten hatten
nachweislich eine bis zu 50% schlechtere Uberlebensrate im Gegensatz zu den
Patienten ohne nachweisbare DTZ/MM (3,3 Jahre fur Patienten mit CK-positiven
Zellen versus 6,6 Jahre fur Patienten ohne Nachweis von DTZ/MM) (Maehara et al.,
1996). Theoretisch lieRe sich aus diesen Studien schlussfolgern, dass eine
ausgedehnte radikale Lymphadenektomie die Prognose der Patienten verbessern
konnte. In prospektiven Studien an Magen-(Bonenkamp et al., 1999) und
Nichtkleinzelligem Lungenkarzinom (Izbicki et al., 1994) konnte diese Vermutung
interessanterweise nicht bestatigt werden. Vielmehr gilt die Anwesenheit von
DTZ/MM als Indikator fur eine generalisierte Erkrankung dieser Patienten, die auch
durch radikale Lymphadenektomie nicht geheilt werden kdnnen (Izbicki et al., 2002).
Die Beobachtung, dass die Anwesenheit von DTZ/MM in Lymphknoten einen
prognostischen Einfluss auf die Entwicklung von Fernmetastasen bei Magen-
(Maehara et al., 1996), Osophagus- (Izbicki et al., 1997) und Nichtkleinzelligem
Lungenkarzinom (Passlick et al., 1994) hat, unterstitzt diese Aussage. Diese
Ergebnisse verdeutlichen, wie wichtig die Evaluierung der Lymphknoten auf der
Basis von DTZ/MM ist, um das Risiko fur ein weiteres Tumorwachstum abschatzen
und um weitere adjuvante Therapien rechtzeitig einleiten zu kénnen.

Hosch et al. (2000) untersuchten in einer weiteren Studie die biologische Relevanz

von DTZ/MM in Lymphknoten von Osophaguskarzinompatienten. Eine aus einem

100



5 Diskussion

histopathologisch als metastasenfrei, immunhistochemisch jedoch als DTZ/MM-
positiv eingestuften Lymphknoten etablierte Tumor-Zellinie zeigte neben den
charakteristischen Merkmalen maligner epithelialer Tumorzellen auch nach
Transplantation in eine immunsupprimierte Maus tumorgenetische und metastatische

Eigenschaften.

Auch die Bedeutung von DTZ/MM im Knochenmark ist noch nicht vollstandig
aufgeklart, so wurden in einer Studie von Braun et al. (2000a) in 36% (199/ 552
Mammakarzinompatientinnen) der Falle CK-positive Zellen im Knochenmark von
Patientinnen mit Mammakarzinom im Tumorstadium |, Il und Il detektiert.
Interessanterweise wurde nach einer Beobachtungszeit von 38 Monaten festgestellt,
dass die Todesrate bei Patientinnen mit nachgewiesenen DTZ/MM im Knochenmark
bei 25% lag im Gegensatz zu 6% bei den Patientinnen ohne DTZ/MM. Patientinnen
mit histopathologisch negativ eingestuften Lymphknoten und DTZ/MM im
Knochenmark wiesen eine ahnliche Uberlebensrate auf wie Patientinnen mit
histopathologisch positiven Lymphknoten, aber ohne CK-positive Zellen im
Knochenmark. In einer weiteren Analyse von Braun et al. (2005) wurde aus neun
verschiedenen Studien die 10-Jahres-Uberlebensrate von 4703 Patienten mit
Mammakarzinomen im Stadium |, Il und Il evaluiert. Es hatten nachweislich 30,6 %
der Frauen DTZ/MM im Knochenmark. Die Anwesenheit der DTZ/MM war ein
unabhangiger signifikanter Prognosefaktor fur ein schlechteres Gesamtuberleben.
807 Patienten hatten Mammakarzinome mit einer Tumorgrof3e von kleiner als 2 cm
im Durchmesser, ohne Lymphknotenmetastasierung und ohne DTZ/MM im
Knochenmark. Diese Patientengruppe erhielt keine zusatzliche systemische
adjuvante Therapie und zeigte eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 94%.
Bemerkenswerterweise war der Nachweis von zusatzlich detektierten DTZ/MM im
Knochenmark in der Geringen-Risiko-Mammakarzinom-Patientinnen-Gruppe mit
einer steigenden Mortalitdt und einem erhdhten Risko an der Entwicklung von
Fernmetastasen in den ersten 5 Jahren assoziiert. Es ware sinnvoll, das weitere
therapeutische Management in Abhangigkeit von der Anwesenheit oder Abwesenheit
von DTZ/MM zu entscheiden. So sollten beispielsweise Patienten mit pT1NO
Karzinomen und zusatzlichen DTZ/MM im Knochenmark eine zusatzliche adjuvante

Therapie erhalten (Braun et al., 2005).
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Die Patientengruppe in der vorliegenden Studie war zu heterogen und zu klein, um
eine Korrelation zwischen der Anwesenheit von MM und der prognostischen
Relevanz zu erheben. Trotz allem 67% der Patienten mit immunhistochemisch
detektierten MM verstarben. Die Halfte dieser 67% betraf Patienten mit Karzinomen
ohne pathologisch nachweisbare Lymphknotenmetastasierung (NO). Diese Aussage
unterstiutzt die Bedeutung von MM als Prognosefaktor fur das weitere therapeutische
Management. Es ist notwendig, in zuklnftigen Studien ein groReres, homogenes
Patientenkollektiv zu untersuchen, um die genaue Bedeutung der DTZ/MM zu

erfassen.

Interessanterweise erleiden auch Patienten mit kompletter Remission in bis zu 25%
einen systemischen Ruckfall. Das koénnte auf die Wirksamkeit etablierter
Chemotherapien  zuruckzufuhren sein. Chemotherapeutika greifen  primar
proliferierende Zellen an, wohingegen vermutlich nicht-proliferierende Zellen als
dormant cells Uberdauern und sich dem therapeutischen Angriff entziehen konnen.
So konnten im Knochenmark von Mammakarzinompatientinnen aus einer
Hochrisiko-Gruppe trotz chemotherapeutischer Behandlung, auch in hohen Dosen,
nicht alle DTZ/MM eliminiert werden. Biologische Therapieansatze, z.B. mit
Antikdrpern, die auch bei nicht-proliferierenden Tumorzellen eine Wirkung erzielen,
scheinen konventionelle Chemotherapien sinnvoll zu erganzen (Braun et al., 2000b);
Kasimir-Bauer et al., 2001). In einer Studie erhielten Mammakarzinompatientinnen
systemisch mAk 17-1A, der gegen das 17-1A-Antigen (EpCAM) gerichtet ist.
Dadurch verringerten sich im Knochenmark die durchschnittiche Anzahl von
DTZ/MM sowie die durchschnittliche Anzahl 17-1A-Antigen-positiver DTZ/MM (Braun
et al, 1999). Auch Rietmuller at al. (1994) beobachteten Patienten mit
Kolorektalkarzinomen im Stadium UICC Ill nach RO-Resektion, die postoperativ
adjuvant mit 5 Infusionen mAK 17-1A therapiert wurden. Die mit mAK behandelten
Patienten hatten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante Reduktion der
Letalitdt und der Fernmetastasen im 5-Jahres-Verlauf. Engebraaten et al. (2000)
injizierten Ratten Zellen von Mammakarzinomzelllinien, um eine hamatogene
Aussaat von Tumorzellen zu stimulieren. Die anschlieRende Verabreichung von mAk
gegen verschiedene Zielantigene der Tumorzellen, die mit sogenannten
Immunotoxinen gekoppelt waren, hemmte die Ausbildung von Metastasen deutlich
(Engebraaten et al., 2000).
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Die vollstandige Elimination aller DTZ/MM ist limitiert durch die grofe Heterogenitat
solider Tumoren und ihrer DTZ/MM. So zeigen DTZ/MM im Knochenmark von
Mammakarzinompatientinnen ein heterogenes Expressionsmuster, so dass
monovalente Therapien nur bedingt wirksam sind (Braun et al, 1999). Fir die
Entwicklung neuer adjuvanter Therapieverfahren ist die Verfugbarkeit von mehreren
molekularen Markern notwendig. Dabei ist zu beachten, dass Primartumoren nicht
generell die gleichen molekularen Marker exprimieren wie ihre korrespondierenden
DTZ/MM. In mehreren Studien wurde eine signifikante Anzahl an Patienten mit Her2-
negativen Primartumoren, die wahrend des Tumorprogresses hohe Konzentrationen
an extrazellularem Her2 im Serum entwickelten, gefunden (Andersen et al., 1995;
Molina et al., 1996; Meng et al., 2004). Diese Tatsache deutet darauf hin, dass die
Her2-Genamplifikation wahrend der Tumorentstehung erworben wird. Es mussen
mittels Immunhistochemie oder molekularer Methoden Verfahren entwickelt werden,
die das Antigenexpressionsmuster der DTZ/MM einzelner Patienten erfassen, um
individuell abgestimmte Therapien zu ermdglichen. Die Verabreichung einer
Kombination von verschiedenen Antikérpern, die auf das individuelle
Antigenexpressionsmuster abgestimmt sind, wurde die Effektivitat der Therapie
erhohen (Braun et al., 1999b). Werden EMMPRIN und EpCAM beispielsweise von
den DTZ/MM exprimiert, so konnte ein gegen diese Antigene gerichteter
Antikdrpercocktail gezielt eingesetzt werden. Dabei muss naturlich berlcksichtigt
werden, dass diese Marker nicht tumorspezifisch sind und somit auch normale Zellen

angegriffen werden konnen.
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Literaturdaten zufolge verschlechtert sich die Prognose oraler/oropharyngealer
Karzinome durch das Auftreten von Lymphknotenmetastasen deutlich. In 10-26 %
der Falle kommt es trotz metastasenfreier lokoregionarer Lymphknoten zu
Fernmetastasen. Dafar verantwortlich sind moglicherweise okkulte
Lymphknotenmetastasen, die sich aufgrund ihrer geringen GrofRe der klinischen und
pathologischen  Routine-Diagnostik  entziehen.  Einerseits kommen  dafur
Mikrometastasen (MM) mit einer Grole zwischen > 0,2 mm und < 2mm in Frage.
Andererseits konnen es vielleicht auch noch kleinere Tumorzellkluster oder
disseminierte Tumorzellen (DTZ) sein, die diagnostisch nicht erfasst werden, aber
wichtiges Zeichen einer metastatischen Aussaat sind. Die prognostische Relevanz
von MM/DTZ in lokoregionaren Lymphknoten oraler/oropharyngealer Karzinome ist
bisher unklar, und es gibt auch keine sicheren Daten Uber die Haufigkeit. Wichtige
Zielstellung der vorliegenden Arbeit war deshalb, fur kinftige Studien zu prifen, wie
sich MM/DTZ in lokoregionaren Lymphknoten reproduzierbar nachweisen lassen.
Zunachst wurden mittels Immunhistochemie die Pan-CK-Antikérper AE1/AE3 und
34BE12 mit unterschiedlichen Konzentrationen und unterschiedlichen Methoden
(Vorbehandlungen, verschiedene Inkubationszeiten, manuelle contra automatische
Farbung, verschiedene Nachweissysteme) an Primartumoren getestet, um einen
reproduzierbaren Nachweis von Tumor-Einzelzellen zu erreichen. Aufgrund
folgender Kriterien wurde die Immunreaktion ausgewertet:

1. Alle konventionell zytologisch als Tumorzellen identifizierbaren Zellen missen

eine Immunreaktion zeigen.
2. Die Intensitat der Immunreaktion muss repoduzierbar und mafig bis stark
sein.

3. Die Zellen missen klar abgrenzbar sein.

Der monoklonale Pan-CK-Antikorper erwies sich zur Erfassung von DTZ/MM fur

die weitere Untersuchung an den tumorfreien Lymphknoten von Patienten mit

Lymphknotenstatus pNO und pNx als am besten geeignet.

Von 78 untersuchten Patienten mit oralen/oropharyngealen PEK wurden 667
Formalin fixierte zervikale Lymphknoten, die in 244 Paraffinblocken eingebettet

waren, auf die Anwesenheit von CK-positiven Zellen untersucht. Von jedem
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Paraffinblock wurden jeweils vier Stufenschnitte im Intervall von 150 ym angefertigt
und mit dem Pan-CK-Antikbrper 34BE12 (DAKO, Hamburg, Germany) im
automatischen System (DAKO Cytomation) immunhistochemisch behandelt.
AnschlieBend wurden die Lymphknotenpraparate manuell am Lichtmikroskop
ausgewertet. Die CK-positiven Lymphknoten wurden phanotypisch noch weiter
charakterisiert.

Insgesamt konnten bei 9/76 (11,5%) untersuchten Patienten MM detektiert werden,
davon bei 5 Patienten mit primar als metastasenfrei eingestuften Karzinomen. Vier
der Patienten wiesen zuvor bereits einen positiven Lymphknotenstatus (von pN1-
pN2b) auf. Es konnte die Tendenz beobachtet werden, dass mit steigendem
Lymphknotenstatus die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von MM zunimmt. Es
gab keinen Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von MM und dem
Tumorstadium, dem Grad der Differenzierung, der Lokalisation des Primartumors,
dem Geschlecht oder Alter.

MM sind durch eine immunhistochemische Analyse mit dem Pan-CK-Antikorper
34BE12 im automatischen System zuverlasslich detektierbar. Das ist eine sehr
wichtige Information fur kinftige neue Konzepte in der pathologischen
Routinediagnostik. Aufgrund der kleinen untersuchten Fallzahl ist keine Aussage zur
prognostischen Relevanz der detektierten MM mdglich. Die Daten kdnnen jedoch als
solide Basis fur eine umfangreichere Studie zur prognostischen Relevanz von MM

dienen.
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