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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Speicheldrusenneoplasien

1.1.1 Epidemiologische Daten

Uber die Epidemiologie der Speicheldriisenneoplasien (SDN) liegen nur wenige
Literaturberichte vor. Ihre Haufigkeit innerhalb aller Neoplasien der Kopf- und
Halsregion wird mit 2 bis 6,5% beziffert (Spiro, 1986; Abiose et al., 1990; Madani
und Beal, 2006). Sie sind durch eine Vielfalt histomorphologischer
Differenzierungsformen charakterisiert und weisen eine unterschiedliche klinische,
therapeutische und prognostische Relevanz auf (Calearo et al., 1998; Therkildsen
et al., 1998; Ascani et al., 2006; Madani und Beal, 2006; Qing et al., 2006;
Seethala et al., 2007).

Die jahrliche Inzidenzrate scheint in verschiedenen geographischen Regionen
erheblichen epidemiologischen Schwankungen zu unterliegen. Sie variiert
zwischen 0,4 bis 13,5 Fallen pro 100.000 Einwohner (Jensen et al., 1985; Gunn
und Parrot, 1988; Albeck et al., 1992; Pinkston und Cole, 1999).

Die Parotis stellt mit ca. 80% den haufigsten Pradilektionssitz flir das Auftreten
von SDN dar. Zudem werden diese Neoplasien haufiger bei alteren Menschen und
beim mannlichen Geschlecht beobachtet (Seifert et al., 1984; Ito et al., 2005;
Madani und Beal, 2006).

1.1.2 Atiologie

In der Literatur werden zahlreiche Faktoren als Ursache flr die Entstehung dieser
Neoplasien diskutiert. Unter anderem werden virale Infektionen, Tabakkonsum,
radiogene und genetische Faktoren als mogliche Urheber angegeben.
Insbesondere Viren sollen dabei eine entscheidende Rolle spielen. Zum Beispiel
wird das Epstein-Barr-Virus mit einem erhdhten Auftreten von lymphoepithelialen
Karzinomen in Verbindung gebracht (Lanier et al., 1991; Larbcharoensub et al.,
2006).
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In diesem Kontext wird auch der EinfluR von Polyoma-, Zytomegalie-, humanem
Papillomavirus Typ 16 und 18 und HIV auf die Entstehung von SDN diskutiert
(Scully, 1988; Epstein und Scully, 1993; Shin et al., 2002; Rosso et al., 2006).
Wahrend einzelne Autoren keinen Zusammenhang zwischen dem Tabakkonsum
und einem erhdhtem Entstehungsrisiko von SDN gefunden haben (Keller, 1969;
Williams und Horn, 1977), weisen andere Studien diesbezuglich auf Risiken des
Nikotinabusus hin (Kotwall, 1992; Pinkston und Cole, 1996). Daruber hinaus
konnte nachgewiesen werden, dass eine hohe Strahlenexposition mit einem

3,5 - 1lmal hoéheren Risiko fur die Entwicklung einer SDN als bei der
Normalbevolkerung verbunden ist (Beal et al., 2003; Zheng et al., 2004).

Eine familiare Haufung bzw. Pradisposition wurde &auf3erst selten beschrieben
(Noyek et al., 1980; Klausner und Handler, 1994).

1.1.3 Therapie und Prognose

Die SDN weisen eine ganz erhebliche histologische Variationsbreite auf, wobei die
Klassifikation heute Uberwiegend nach den Empfehlungen der WHO erfolgt
(Barnes et al., 2005).

Die Angaben Uber die Haufigkeit der malignen Entitaten innerhalb der SDN
variieren zwischen 21 bis 37%. Hierunter sind am haufigsten das
Mukoepidermoidkarzinom (MEC), das adenoidzystische Karzinom (ACC), das
NOS-Adenokarzinom (AC-NOS), das Azinuszellkarzinom (ACAC) und das
undifferenzierte Karzinom (UC) verteten (Spiro, 1986; Ellis und Auclair, 1991; Ito
et al., 2005; Ascani et al., 2006; Madani und Beal, 2006). Seit langem stehen die
malignen SDN wegen ihrer morphologischen Vielfalt und des empfindlichen
Manifestationsortes im Mittelpunkt der klinischen und therapeutischen Interessen.
Hierbei werden verschiedene therapeutische Ansatze und Alternativen diskutiert.
Als Methode der Wahl hat sich die Resektion (en bloc), gegebenenfalls kombiniert
mit einer Neck Dissection und/oder Stahlentherapie, bewahrt (Chilla, 1995;
Batsakis, 1999; Bell et al., 2005; Laurie und Licitra, 2006; Triantafillidou et al.,
2006).

Es ist hinlanglich bekannt, dass die Kombination von Operation und
Strahlentherapie die 5-Jahres-Uberlebensrate signifikant verbessern kann (Byun
et al., 1980; Armstrong et al., 1990).
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Eine postoperative Bestrahlung wurde unter anderem empfohlen bei Rezidiven,
R1- oder R2-Resektion, Infiltration der Umgebungsstrukturen, Halslymphknoten-
metastasen, T(3-4)-Karzinomen, Karzinomen mit hohem Malignitatsgrad und
adenoidzystischen Karzinomen (Witten et al., 1990; Rice und Becker, 1994; Spiro,
1998; Terhaard et al., 2005; Triantafillidou et al., 2006). Die Chemotherapie wird
bei der Behandlung von Speicheldrisenkarzinomen palliativ als adjuvante
Behandlungsform eingesetzt (Kaplan et al., 1986; Rice und Becker, 1994).

Die Prognose hangt in der Regel von der Lokalisation (Eneroth, 1976), dem TNM-
Stadium (Pinto et al., 2000) und insbesondere den molekular biologischen
Eigenschaften der einzelnen Entitaten (Levine et al., 1991; Giannoni et al., 1995;
Hongnan et al., 1997; Xu et al., 2001) ab. Bisher gibt es in der Literatur nur wenige
Hinweise, dass die Prognose der primaren Speicheldrisenkarzinome eine
Geschlechts- oder Alterspravalenz aufweist. Vor allem wurde beschrieben, dass
altere Patienten bei Erstdiagnose zu einem hoheren Prozentsatz ein
fortgeschritteneres Tumorstadium aufweisen als jingere Patienten (Spiro et al.,
1989). Zudem soll das weibliche Geschlecht gegeniber den Mannern einen
besseren prognostischen Verlauf aufweisen (Kane et al., 1991).

Aufgrund der bislang ungunstigen Prognose der epithelialen malignen SDN, richtet
sich das Augenmerk nunmehr auf neue Parameter in der Bewertung des

biologischen Potentials der einzelnen Neoplasieentitaten.

1.2 Matrixmetalloproteinasen und ihre Inhibitoren

1.2.1 Allgemeines

Bei der Suche nach neuen Therapiestrategien zur Bekampfung der Tumorinvasion
und Metastasierung wurden allgemeine Erkenntnisse der aktuellen Tumor-
forschung zugrunde gelegt. Ein besonderes Interesse besteht an der Interaktion
der Tumorzellen mit der extrazellularen Matrix, insbesondere an der Verénderung
des Expressionsverhaltens von Matrixmetalloproteinasen (De Clerck et al., 1994;
Shapiro, 1998; Nagase und Woessner, 1999).

Die initiale Kanzerogenisierung von Korperzellen und die Entstehung autonomer

Krebszellen stellen den Beginn der Entwicklung eines malignen Tumors dar.



Einleitung

Die Mutation und die ungehemmte Proliferation maligner Zellen I6ésen einen
irreversiblen komplexen Prozess aus, der bis hin zu den Komplikationen einer
Angioinvasion und einer Metastasierung von Kaskaden molekularbiologischer
Vorgange begleitet wird (Fearon und Vogelstein, 1990). Diese schlie3en unter
anderem die enzymatischen Voraussetzungen fir die Ablésung von malignen
Tumorzellen aus dem Zellverband und die Durchwanderung der extrazellularen
Matrix ein (Liotta und Kohn, 1990). Offensichtlich spielen dabei
Gewebsmediatoren, Oberflachenrezeptoren, Wachstumsfaktoren und
verschiedene Proteinasen, welche wiederum der Kontrolle von Proenzymen und
spezifischen Inhibitoren unterliegen, eine entscheidende Rolle (Flug und Kopf-
Maier, 1995; Chambers und Matrisian, 1997; Curran und Murray, 2000).
Proteinasen, welche von invasiven Tumorzellen und tumorumgebenden
Stromazellen gebildet werden, nehmen aktiv an der Auflésung der extrazellularen
Matrix teil und lassen sich in verschiedene Gruppen unterteilen (Mignatti und
Pifkin, 1993).

Eine wichtige Rolle bei der Invasion und Metastasierung von malignen Tumoren
in der Humanpathologie spielen Matrixmetalloproteinasen (Charous et al., 1997,
Brummer et al., 1999; Kayano et al., 2004; Nagel et al., 2004; Westernoff et al.,
2005).

1.2.2 Matrixmetalloproteinasen (MMP's)

MMP's sind endogene Proteinasen mit der Fahigkeit, extrazellulare Matrix
einschlie3lich der Basalmembran aufzuspalten (Chambers und Matrisian, 1997,
Massova et al., 1998; Curran und Murray, 2000).

Sie gehdren zu einer Gruppe von Enzymen, die an einer Vielzahl von
physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt sind und zum Um- und
Abbau von Gewebe flhren. Bei physiologischen Prozessen, wie bei der
Gewebsneubildung und dem Wachstum einschlieRBlich  Zellabbau bzw.
Zellerneuerung, ist die Funktion dieser Enzyme von wesentlicher Bedeutung fur
den Organismus. Aber auch bei pathologischen Verdnderungen spielen die
katalytischen Aktivitaiten der MMP’s und deren Regulierung eine wichtige Rolle.

Solche Veranderungen wurden bei der rheumatoiden Arthritis, Leberzirrhose, beim
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Sjogren Syndrom und bei Wundheilungsstérungen nachgewiesen (Matrisian,
1992; Wu et al., 1997).

MMP’s bilden eine Gruppe von zinkhaltigen Endopeptidasen. Sie umfassen 15
Enzyme, die entsprechend ihrer bevorzugten Substratspezifitat und Struktur in
Subklassen eingeteilt werden (Stetler-Stevenson et al., 1996; Johansson et al.,
2000).

Im Mittelpunkt vielfacher Untersuchungen steht das Verhalten von MMP’s bei den
Mechanismen der Tumorprogression (Brummer et al., 1999; Ellenrieder et al.,
2000; O-charoenrat et al., 2001; Kayano et al., 2004; Nagel et al., 2004; Tian et
al., 2005; Westernoff et al., 2005).

Aus der groRen Familie der MMP's kommt den Gelatinasen MMP-2 und MMP-9
eine besondere Bedeutung zu, da beide Enzyme bei der Ausbreitung und
Metastasierung von malignen Tumoren offenbar eine entscheidende Rolle spielen.
Diese Proteinasen sind in der Lage, Typ IV Kollagen, einen sehr wichtigen
Bestandteil der Basalmembran, aber auch Typ V, VII, X, Xl Kollagen abzubauen.
Die Penetration bzw. die Aufhebung der Integritdt dieser Membran durch
Tumorzellverbénde ist der Beweis flr das Vorliegen eines invasiven Karzinoms
(Kahari und Saarialho-Kere, 1997; Ashworth et al., 1999).

Unter physiologischen Bedingungen wird MMP-2 unter anderen von Fibroblasten,
Keratinozyten, Endothelzellen, Chondrozyten, Osteoblasten und Monozyten
gebildet (Collier et al., 1988; Overall et al., 1991; Birkedal-Hansen et al., 1993).
Die Bildung von MMP-9 findet vor allem in Alveolarmakrophagen, Osteoklasten
und Keratinozyten statt (Birkedal-Hansen et al., 1993).

Eine erhohte Expression der MMP-2 und/oder MMP-9 konnte in vielen
verschiedenen malignen Neoplasien der Humanpathologie nachgewiesen werden.
Hierzu zahlen unter anderen Neoplasien der Speiserthre (Shima et al., 1992), des
Magens (Murray et al., 1998) und des Kolons (Ornstein et al., 1999).

Dariiber hinaus scheint die Uberexpression der MMP-2 und/oder MMP-9 in
verschiedenen malignen Neoplasien der Humanpathologie mit schlechteren
Prognoseparametern (hoher Malignitatsgrad, erhdhte Metastasierungs- und
Rezidivrate, verkiirzte Uberlebenszeit) zu korrelieren (Pyke et al., 1992; Stearns
und Wang, 1993; Ornstein et al., 1999; Kayano et al., 2004; Nagel et al., 2004,
Tian et al., 2005).
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Uber die Bedeutung der Expression dieser Proteinasen bei der Entstehung,
Progression und Prognose von SDN gibt es bisher nur wenige Arbeiten.
Vergleichend wurden zudem sehr kontroverse Aussagen gemacht, was sicherlich
zum Teil auf die oft zu geringe Fallzahl und die ausgepragte histologische Vielfalt
dieser Neoplasien zurtickzufuhren ist.

Tian et al. (2005) konnten mit ihrer Untersuchung von 26 malignen und
28 benignen SDN feststellen, dass MMP-2 und MMP-9 signifikant h&ufiger von
den malignen Entitaten exprimiert wurden.

Nagel et al. (2004) und Kayano et al. (2004) stellten fest, dass vor allem MMP-2
signifikant haufiger in malignen als in benignen SDN exprimiert wurde. Bei der
Untersuchung der MMP-9-Expression konnten sie keine signifikanten
Unterschiede zwischen den malignen und benignen Entitaten feststellen.

Aus deren Sicht ist die MMP-2-Expression ein entscheidender Faktor bei der
Invasion und Progression und damit der Prognose der malignen SDN.

Hongnan et al. (1997) wiesen nach, dass MMP-2 und MMP-9 signifikant haufiger
in metastasierten als in nicht metastastasierten ACC's der Speicheldriise
exprimiert wurde.

Azuma et al. (1993) konnten bei der Untersuchung von metastasierten und nicht
metastasierten Zellklonen eines Adenokarzinoms der Speicheldrise keine
signifikanten Unterschiede der MMP-2- und MMP-9-Expression sehen.

Weiterhin beschrieben Nagel et al. (2004), dass die MEC™’s der Speicheldrise
eine  MMP-2- und MMP-9-Expression Uberwiegend im plattenepithelialen
Tumorzellanteil aufweisen. Allerdings wurden hierbei keine weiterreichenden
Untersuchungen zur Korrelation mit prognostischen Parametern durchgefihrt.

In zahlreichen Studien wurde nachgewiesen, dass MMP-2 in Plattenepithel-
karzinomen anderer Primarlokalisation verstarkt exprimiert wurde und mit
schlechten prognostischen Parametern korreliert (Davidson et al.,, 1999;
Talvensaari-Mattila et al., 1999).

Interessanterweise wurde in verschiedenen Untersuchungen belegt, dass auch in
den benignen SDN und sogar im gesunden menschlichen Speicheldriisengewebe
eine Expression von MMP-2 und MMP-9 nachweisbar ist (Davis, 1991; Soini und
Autio-Harmainen, 1993; Nagel et al., 2004).
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1.2.3 Inhibitoren der Matrixmetalloproteinasen (TIMP’s)

Die Expression und Aktivitst von MMP's werden unter anderem Uber
verschiedene Inhibitoren, Wachstumsfaktoren, Onkogene, Hormone und Zytokine
reguliert (Liotta, 1986).

TIMP 1 - 4 sind Glykoproteine und stellen die wichtigsten natirlichen Inhibitoren
oder Gegenregulatoren der MMP’s dar (Hayakawa et al., 1992; Dennardt et al.,
1993; Emmert-Buck et al., 1995; Corcoran et al., 1996; Greene et al., 1996).
TIMP-1 und TIMP-2 werden in Fibroblasten, Entziindungszellen und in vielen
verschiedenen Tumorzellen der Humanpathologie gebildet und spielen bei
verschiedenen Prozessen bzw. Erkrankungen, wie z. B. der Wundheilung, der
Embryogenese und der Arthritis, eine wesentliche Rolle (Liotta et al., 1991,
Brinkerhoff, 1992; Herbst et al., 1997).

In verschiedenen wissenschaftlichen Untersuchungen wurde belegt, dass die
Expression von TIMP-1 und/oder TIMP-2 einen hemmenden Einfluss auf die
Invasion und Metastasierung von malignen Neoplasien der Humanpathologie hat
und als prognostischer Indikator fiur die Beurteilung der Tumoraggressivitat
herangezogen werden kénnte (Azuma et al., 1993; Zeng et al., 1995; Charous et
al., 1997; Hongnan et al., 1997; Brummer et al., 1999; Shi et al., 1999).

Azuma et al. (1993) stellten fest, dass innerhalb der Adenokarzinome der
Speicheldriisen eine Metastasierung entscheidend von der TIMP-1-Expression
abhangig ist. In den untersuchten metastasierten Zellklonen dieses Karzinomtyps
war eine im Vergleich zu den nicht metastasierten Zellklonen deutlich verminderte
TIMP-1-Expression zu sehen.

Hongnan et al. (1997) konnten bei der Untersuchung von malignen SDN
nachweisen, dass eine verstarkte TIMP-2-Expression vor allem in ACC's einen
hemmenden Einfluss auf die Metastasierungsneigung hat. Sie schlussfolgerten,
dass das metastatische Potential und damit die Prognose von ACC’s
entscheidend von der TIMP-2-Expression abhangig ist.

Eine andere Arbeitsgruppe konnten innerhalb der malignen SDN eine TIMP-2-
Expression signifikant starker in ACC's, als in MEC's nachweisen. Weiterhin
stellten sie fest, dass die Aktivitat von pro-MMP-2 in den MEC's signifikant héher
war als in den ACC’'s und mit dem Tumorstadium (histologischer Grad und

Lymphknotenmetastasen) korrelierte. Sie schlussfolgerte, dass die pro-MMP-2-
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Aktivitat und damit die Progression von MEC's (Invasion, Metastasen) Uber die
TIMP-2-Aktivitat reguliert wird (Kayano et al., 2004).

Nagel et al. (2004) dokumentierten kein relevantes TIMP-1 und TIMP-2-
Expressionsergebnis in den malignen SDN. Sie schlussfolgerten, dass TIMP's

keine wichtige Tumorsuppressorfunktion in den malignen SDN erfillen.

1.3 Tumorsuppressorgen p53 und HER2/neu Onkogen

1.3.1 Tumorsuppressorgen p53

Das nomale (wild-type) p53-Gen des Menschen ist auf dem kurzen Arm des
Chromosom 17 (17p13.1) lokalisiert und steuert die Produktion eines aus
393 Aminosauren aufgebauten nuklearen Phosphoproteins (Lane und Benchimol,
1990). Der humane Tumorsuppressor p53 reguliert als Transkriptionsfaktor nach
DNA-Schadigung die Expression von Genen, die an der Kontrolle des Zellzyklus,
an der Induktion der Apoptose (des programmierten Zelltodes) oder an der DNA-
Reparatur beteiligt sind (Baker et al.,, 1990; Lin et al., 1992; Shimamura und
Fisher, 1996).

Seit langem ist bekannt, dass die mutagene Inaktivierung des p53-
Tumorsuppressorgens in der Regel zu einer Deregulierung der Zellproliferation
und der Apoptose bis hin zur Entstehung von malignen Neoplasien fihren kann
(Donehower und Bradley, 1993; ).

Mittlerweile konnte eine Mutation des p53-Gens unter anderen in malignen
Neoplasien des Kolons (Baker et al., 1990), der Brust (Cattoretti et al., 1988), der
Harnblase (Shiina et al., 1999) und der Lunge (lggo et al., 1990) nachgewiesen
werden.

Es existieren jedoch sehr gegenséatzliche Aussagen Uber die Bedeutung von p53
in SDN des Menschen.

Nordkvist et al. (2000) belegten in 20% der malignen SDN eine p53-
Uberexpression. Die hierbei untersuchten benignen SDN waren p53-negativ. Sie
schlugen p53 als wertvollen diagnostischen Marker zur Dignitatsbestimmung der
SDN vor. Ahnliche Aussagen konnten auch Alves et al. (2004) machen.

Von mehreren Arbeitsgruppen konnte die Uberexpression von p53 in malignen

SDN des Menschen mit einem aggressiven biologischen Verhalten dieser
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Tumoren und einer Prognoseverschlechterung korreliert werden (Soini et al.,
1992; Deguchi et al., 1993; Ishii und Nakajima, 1994; Gallo et al., 1995; Kiyoshima
et al., 2001; Xu et al., 2001).

Im Gegensatz dazu sahen andere Untersuchungen keinen Zusammenhang
zwischen der p53-Expression und der Prognose in malignen SDN (Felix et al.,
1996; Nagler et al., 2003).

Kiyoshima et al. (2001), untersuchten die p53-Expression in einer Gruppe von 17
ACC’'s und 27 MEC's der Speicheldriise. Es zeigte sich eine p53-Alteration in
18% der ACC's und 15% der MEC's. Interessanterweise waren nur Karzinome,
die in den kleinen Speicheldrisen lokalisiert waren, betroffen. Weiterhin korrelierte
die p53-Mutation in den ACC's und MEC's mit schlechten prognostischen
Parametern.

Alves et al. (2004) stellten in 53% der MEC's und 20% der ACC's der
Speicheldriise eine p53-Uberexpression fest. Weiterfilhrende Untersuchungen zur
Korrelation mit prognostischen Parametern wurden nicht durchgefihrt.

Rosa et al. (1996) ermittelten bei der Untersuchung von 17 Adenokarzinomen in
pleomorphen Adenomen der Speicheldrise, dass vor allem die geringgradig
differenzierten Areale des Adenokarzinoms p53-positiv waren. In den benignen
Tumorarealen konnte vereinzelt eine schwache Reaktivitdt von p53 in den
Zellkernen festgestellt werden.

Ebenfalls wurde von Weber et al. (2002) nachgewiesen, dass auch in den
benignen SDN (pleomorphe Adenome, Basalzelladenome und Myoepitheliome)
p53 exprimiert wurde, was aus deren Sicht auf ein potentielles malignes Potential

dieser Tumoren hindeuten kénnte.

1.3.2 HER2/neu Onkogen

Das HER2/neu Gen, welches sowohl in Form eines Proto-Onkogens als auch
Onkogens auftritt, ist beim Menschen auf Chromosom 17 (17g11.2-12) lokalisiert.
Es kodiert die Bildung eines 185 kDa-schweren transmembrandsen
Glycoproteinrezeptors mit Tyrosinkinaseaktivitéat, welcher eine sehr starke
Ahnlichkeit zu dem Epidermal-growth-factor-Rezeptor aufweist (Yamamoto et al.,
1986; Popescu et al., 1989).
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HER2/neu spielt als Wachstumsfaktor-Rezeptor eine essentielle Rolle in der
Regulation von epithelialem Zellwachstum und Differenzierung, wie bei
verschiedenen Prozessen der Wundheilung und bei der Embryogenese
(Yamamoto et al., 1986).

Es ist mittlerweile hinreichend bekannt, dass eine Uberexpression des HER2/neu-
Gens, durch Deregulierung der Zellproliferation, zur Entstehnung von malignen
Tumoren fiihren kann. Zudem ist eine HER2/neu-Uberexpression oftmals mit
schlechten prognostischen Parametern in verschiedenen Karzinomen der
Humanpathologie korreliert. Hierzu zéhlen unter anderen maligne Neoplasien der
Mamma (Hanna et al., 1999;), der Harnblase (Sauter et al., 1993), des Kolons
(Caruso und Valentini, 1996), der Lunge (Tateishi et al., 1991) und des Kopf-Hals-
Bereiches (Werkmeister et al., 2000).

Die prognostische Wertigkeit der HER2/neu-Expression in SDN wird laut aktueller
Datenlage sehr kontrovers diskutiert (Giannoni et al., 1995; Felix et al., 1996; Cho
et al., 1999; Dori et al., 2002; Nagler et al., 2003).

Wahrend einige Arbeitsgruppen (Rosa et al., 1997; Cho et al., 1999; Dori et al.,
2002) in der HER2/neu Expression innerhalb der malignen SDN keine
prognostische Bedeutung erkennen, stellten unter anderen Stenman et al. (1991),
Press et al. (1994) und Gianoni et al. (1995) fest, dass eine HER2/neu
Uberexpression gehauft in fortgeschrittenen malignen SDN mit ungiinstigen
prognostischen Verlauf nachweisbar war.

Ein hoher HER2/neu Rezeptorstatus, welcher sich bekanntlich vor allem an der
Zellmembran von Adenokarzinomen der Mamma prasentiert, stellt eine attraktive
Moglichkeit zur Rezeptor modulierenden Immuntherapie mit Herceptin
(Trastuzumab; humaner monoklonaler Mausantikorper) dar. Betroffene
Patientinnen, die nur mit Herceptin oder in Kombination mit anderen
Chemotherapeutika behandelt wurden, zeigten einen deutlich besseren
prognostischen Verlauf, als Patientinnen, die nicht mit Herceptin behandelt wurden
(Hanna et al., 1999; Slamon et al., 2001; Emens, 2005; Willems et al., 2005).

Die Entdeckung des HER2/neu-Rezeptors in Adenokarzinomen der Speicheldrise
versprach daher eine neue Therapieoption (Semba et al., 1985; Sugano et al.,
1992; Hellquist et al., 1994; Giannoni et al., 1995; Felix et al., 1996; Haddad et al.,
2003).
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Einleitung

Ein relevanter Therapieerfolg mit Herceptin ist jedoch nur bei Karzinomen mit
einer erhohten HER2/neu-Gen-Amplifikation, welche mittels Fluroreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) nachgewiesen wird, zu erwarten. Neuere Untersuchungen
haben gezeigt, dass der immunhistochemisch ermittelte @ HER2/neu-
Rezeptorstatus oftmals nicht mit der in der FISH-Technik nachgewiesenen
HER2/neu-Gen-Amplifikation korreliert (Sk&lova et al., 2003; Locati et al., 2005).

In der Literatur steht bislang eine systematische Untersuchung der HER2/neu-
Rezeptorverteilung mittels FISH-Technik in einem gréReren
Untersuchungskollektiv von malignen SDN aus. Aufgrund dieser Erkenntnis haben
wir unser untersuchtes Kollektiv einer zusatzlichen Untersuchung zugefihrt und
die HER2/neu-Gen-Amplifikation mittels FISH-Technik ermittelt (Moubayed et al.,
2008).
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Fragestellung

2. Fragestellung

Obwohl zahlreiche Untersuchungen zur Wertigkeit molekularer Prognosefaktoren
bei humanen Tumoren vorliegen, ist die Datenlage verwirrend und nur wenige
einzelne Prognosefaktoren haben sich als verwertbar erwiesen.

Trotz der eingangs geschilderten Untersuchungen scheinen die Erkenntnisse tber
moderne molekulare Therapieoptionen und Prognoseparameter lickenhaft zu
sein.

Insbesondere scheint bei den verschiedenen malignen Tumorentitaten der
Speicheldriisen Uneinigkeit Uber die Aussagekraft der jeweiligen molekularen
Prognosefaktoren zu herrschen. Dies gilt auch fur die Prognosefaktoren p53,
HER/2neu, MMP-2, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2.

Aufgrund der Raritat und der histomorphologischen Vielfalt der malignen SDN war
es bislang schwierig, groRere Kollektive von Tumorentitdten zu untersuchen und
statistisch verwertbare Ergebnisse bezlglich ihres biologischen Verhaltens zu

sichern.

Vor diesem Hintergrund fiihrten wir eine retrospektive Untersuchung eines grol3en

Kollektivs von 72 malignen und 9 benignen SDN durch.

Ziel dieser Arbeit ist:

1. Immunhistochemische Darstellung des Expressionsverhaltens von MMP-2,
MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, HER/2neu und p53 in Speicheldrisenkarzinomen
des Menschen.

2. Vergleich dieser Expressionsergebnisse mit denen der gutartigen SDN.

3. Eingehende  Erérterung der Zusammenhange zwischen dem
Expressionsverhalten der verschiedenen Proteine und deren klinische und
prognostische Wertigkeit.

4. Darstellung von Parametern fur eventuelle Therapieoptionen.
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3. Material und Methoden

3.1 Untersuchungsgruppe

72 Falle von Patienten mit behandelten primaren malignen SDN konnten in dem
Zeitraum zwischen 1990 und 2004 an der Universitatsklinik Libeck im Archiv der
HNO-Klinik und der Klinik fur Kiefer- und Gesichtschirurgie ermittelt werden.
Zudem wurden 9 benigne SDN, als Vergleichsgruppe fiur die Beurteilung der
immunhistochemischen Ergebnisse, in unsere Untersuchungen mit einbezogen.
Die morphologische Untersuchung dieses Kollektivs erfolgte am zugehérigen
Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums Libeck. Von diesen Fallen lagen
jeweils histologische Schnitte und ausreichend in Paraffin eingebettetes Rest-
gewebe fur weiterreichende histomorphologische und molekularbiologische
Untersuchungen vor.

Alle 81 untersuchten SDN wurden histologisch entsprechend den neuen Richt-
linien der WHO (Barnes et al., 2005) klassifiziert.

Die klinische Auswertung der Daten wurde fiur die Gruppe der malignen SDN
ermittelt.

Als klinische und pathohistologische Parameter wurden Alter und Geschlecht der
Patienten sowie die primare Tumorlokalisation, das TNM-Stadium (I - 1V), der
histologische Grad und das Auftreten von Metastasen ermittelt.

Aufgrund der geringen Fallzahl der einzelnen histologischen Entitaten erfolgte eine

semiquantitative Auswertung der ermittelten Zahlenwerte.

3.2 Immunhistochemische Methoden

3.2.1 Prinzipien der Immunhistochemie

Mit der Entdeckung der Immunhistochemie wurde der Grundstein fir eine neue
Ara in der Forschung und Diagnostik von Neoplasien gelegt. Das Prinzip dieser
Methode besteht in der Anwendung von zielgerichteten und zellspezifischen
Antikbrpern  gegen  Oberflachenantigene oder Gensequenzen der zu
untersuchenden Zellen. Der Einsatz von Antikorpern wurde verfeinert und

maximiert. Seither konnten viele Wissenslicken tber den molekularbiologischen,

13



Material und Methoden

zellularen Aufbau geschlossen und eine auf die spezifische zellulare Herkunft bzw.
Differenzierung der einzelnen Zellarten bezogene Definition von biologischen
Zusammenhangen erreicht werden. Daruber hinaus wurden mit der gezielten
Aufklarung von biologischen Zusammenhdngen in normal funktionierenden
Kdrperzellen und bei der Interpretation der Fehlfunktion in mutierten Zellarten
neue Grundsteine fur die Erforschung von Neoplasien sowie die Entwicklung von
modernen Strategien zur Therapie dieser Krankheitsbilder erschlossen (Taylor
und Cote, 1986; Shi et al., 1991; Adams, 1992; Merz et al., 1995).

3.2.2 Darstellung und Erlauterung der angewendeten immunhisto-

chemischen Techniken

Die immunhistochemische Untersuchung eines in Paraffin eingebetteten Gewebes
erfordert eine adaquate Praparation zur Demaskierung der Antigenproteine, die
durch eine vorherige Fixierung in Formalin und Paraffin eine Alteration ihrer
Proteinstrukturen erfahren haben. Zu diesem Zweck werden mittlerweile
verschiedene Methoden (Mikrowelle, Dampftopf und enzymatische Eiweil3-
spaltung) genutzt (Shi et al., 1991, Cattoretti et al., 1993; Leong und Milos, 1993;
Bancroft und Alan, 1996).

In unserer Studie wurde fur die Gewinnung der immunhistochemischen Ergeb-
nisse ausschliel3lich die Streptavidin-Biotin-Technik angewendet. Grundlage
dieser Technik ist die starke physikalische Affinitdt des Glykoproteins
Strepatavidin zu dem Vitamin Biotin, die der Methode zu einer sehr hohen
Sensitivitat verhilft. In unserem Fall handelt es sich um eine spezielle Untergruppe
der Avidin-Biotin-Methode, namlich um die enzymmarkierte, in unserem Fall
alkalische Phosphatase markierte-Strepatavidin-Biotin-Technik (LAB- oder
labelled avidin-biotin-technique). Diese Technik fihrt zu einer erheblich
gesteigerten Empfindlichkeit gegentber der PAP-Methode (Peroxidase-anti-
Peroxidase-Antikorper-Methode). Fir diese Untersuchungstechnik werden im
Wesentlichen drei Reagenzien benétigt. Zu Beginn wird das zu untersuchende
Gewebe mit dem fur die interessierenden Antigenstrukturen spezifischen priméaren
Antikorper (AK) inkubiert. Dies ist der selektive Schritt der immunhistochemischen
Technik, indem sich die primaren AK nur an ein Epitop (monoclonaler AK) oder an

verschiedene Epitope eines Antigens (polyclonaler AK) aus der Vielzahl
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vorhandener Proteinstrukturen binden. Im nachsten Arbeitsschritt folgt die
Gewebeinkubation mit einem sekundaren AK, welcher kovalent mit dem Vitamin
Biotin konjugiert ist. Dieser biotinylierte Briickenantikdrper erkennt und bindet mit
seiner spezifischen Bindungsstelle an die F(ab’) Region des primaren AK. Nun
wird enzymmarkiertes (alkalische Phosphatase) Streptavidin auf den
Gewebeschnitt gegeben. Die freien Stellen des Avidinmoleklls ermoglichen die
Bindung an das Biotin des Bruickenantikorpers. Avidin besitzt 4 Bindungsstellen fur
Biotin, von denen aufgrund der molekularen Konfiguration aber nicht alle besetzt
werden. Damit ist das Enzym alkalische Phosphatase im histologischen Schnitt
spezifisch lokalisiert und kann unter Zugabe einer Substratldsung an diesen
Stellen mit einer Farbung visualisiert werden. Die Aktivitdt der endogenen
alkalischen Phosphatase kann nach Angaben aus der Literatur durch den Zusatz
von 0,2-1mM Levamisol zur Substratlosung unterdriickt werden. Zusatzliche
Blockierungsschritte sind nicht erforderlich (Hsu et al.,, 1981; Ponder und
Wilkinson, 1981; Giorno, 1984; Gower et al., 1985; Frank et al., 1994).

Protokoll der immunhistochemischen Technik

Aus den operativ gewonnenen Neoplasien des Untersuchungskollektivs lagen
bereits HE- (Hamatoxylin-Eosin) gefarbte Schnitte vor.

Die Gewebefixierungs- und die immunhistochemischen Arbeiten erfolgten bei
Raumtemperatur.

Von den formalinfixierten und paraffineingebetteten Tumorgewebeproben wurden
3 — 5 um dicke Paraffinschnitte angefertigt und folgenden Arbeitsschritten unter-

zogen:

1. Inkubation der Paraffinschnitte fur 24 Stunden bei 37 °C
2. Schnitte entparaffinieren und rehydrieren:
- 3 x 10 Minuten (min) in Xylol stellen
- absteigende Alkoholreihe fir je 1 min ( 2 x 100%, 2 x 96%, 1 x 70%)
- 5 min mit Aqua destilated spullen
- 5 min in Tris-Puffer stellen
3a. Vorbehandlung mit der Mikrowelle (TIMP-1, p53, HER2/neu):
- Schnitte in Zitronensaure pH 6,0 stellen
- 3 min mit 850 Watt erhitzen
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- verdampfte Flussigkeit mit destilliertem Wasser auffiillen
- 7 min mit 150 Watt erhitzen
- 15 min abkuhlen lassen
- 2 x5 minin Tris-Puffer spilen
3b. Vorbehandlung mit dem Dampftopf (MMP-2,-9, TIMP-2):
- Schnitte in Zitronensaure pH 6,0 stellen
- nach Erreichen des Druckmaximums 10 min erhitzen
- 15 min abkuhlen lassen
- 2 x5 minin Tris-Puffer spilen
4. Ansatz und Inkubation des Priméar-AK
- Verdinnung (Tabelle 1) des Primar-AK mit Antibodydilution und mit
dem Ruttler gut vermischen
- Gewebeschnitte mit Dakopen umkreisen
- Gewebeschnitte komplett mit Primarantikdrperverdiinnung benetzen
(etwa 150 pl je Gewebeschnitt) und im geschlossenen Behélter fur
30 min inkubieren
- Schnitte diarfen nicht austrocknen
- 5 min in Tris-Puffer spllen
5. Ansatz und Inkubation des Sekundar-AK
- Gewebeschnitte komplett mit Sekundar-AK (DAKO-Kit, Code K5005,
Flasche A) benetzen (etwa 150 pl je Gewebeschnitt)
- restl. Ablauf wie unter Punkt 4
6. Ansatz und Inkubation der enzymmarkierten Streptavidin-Substratlésung
- Gewebeschnitte komplett (DAKO-Kit, Code K5005, Flasche B)
benetzen
- restl. Ablauf wie unter Punkt 4
7. Ansatz und Inkubation von Chromogen Red (Beispiel fur 10 Schnitte)
- jeder Schnitt benotigt zur kompletten Benetzung etwa 150 bis 200 pl
Flassigkeit: 200 ul x 10 Schnitte = 2000 pl = 2ml
- je 1ml AP-Substratpuffer (AP = Alkalische Phosphatase; Dako-Kit,
Code K5005, Flasche F ) werden 4pul Levamisole zur Blockierung der
endogenen alkalischen-Phosphatase-Aktivitat im Gewebe bendtigt,

also 2ml AP-Substratpuffer + 8ul Levamisole
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- zu dieser Losung Zusetzen von:
80 pl (Chromogen Red 1 o. Flasche C DAKO-Kit, Code K5005)
+80 ul (Chromogen Red 2 o. Flasche D DAKO-Kit, Code K5005)
+80 pl (Chromogen Red 3 o. Flasche E DAKO-Kit, Code K5005)
fur 1 ml AP-Substrat-Levamisole-Gemisch werden jeweils 40 pl des
Chromogens Red 1,2 und 3 bendtigt.

- das fertige Chromogen sollte innerhalb von 20 min verwendet
werden

- Gewebeschnitte komplett mit Chromogen Red benetzen
und im geschlossenen Behalter fur etwa 10 min inkubieren

- 5 min in Aqua dest. sptlen

8. Gegenfarben
- Schnitte 5 min in HE stellen
- 10 min mit Leitungswasser blauen
9. Nachbehandlung

- aufsteigende Alkoholreihe fur je 1 min (1 x 70%, 2 x 96%, 2 x 100%)

- Schnitte fir etwa 1 min in Xylol stellen

- Schnitte direkt nach Enthahme aus Xylol mit Dauermaterial
(Glycerin-Gelatine) eindecken.

Gleichzeitig wurden in jedem Arbeitsgang fur den jeweils verwendeten Primar-AK

entsprechende Positiv- und Negativkontrollen mitgefuhrt.

3.2.3 Kontrollen

Als Positivkontrolle fur die Antikérper gegen MMP-2, -9 und TIMP-1 diente die
positive Reaktion der histiozytaren Zellen des Tonsillengewebes. Fir die
Antikorper gegen TIMP-2 und p53 bzw. HER2/neu wurden positive Falle eines
Kolonkarzinoms respektive eines Mammakarzinoms herangezogen.

Fur die Negativkontrolle verwendeten wir als sekundaren AK nicht biotinylierte
anti-mouse anti-rabbit Immunglobulin G Pufferlosung, sondern inkubierten die
monoklonalen Primarantikbrper mit Normal-rabbit-serum und die polyklonalen

Priméarantikdrper mit Normal-mouse-serum.
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3.2.4 Mikroskopische Auswertung

Die immunhistochemisch behandelten Gewebeschnitte wurden zunéchst getrennt,

dann gemeinsam mit einem qualifizierten Pathologen begutachtet und nach

folgendem Schema ausgewertet.

Die mikroskopische Auswertung erfolgte innerhalb von mindestens 10 reprasen-

tativen HPF's (High power fields).

Bewertungsschema fir MMP-2, -9, TIMP-1, -2:

Die immunhistochemische Reaktion wurde in den Tumorzellen (Tz) und den

Stromazellen (Sz) ausgewertet.

Immunoscore

+/-

++

+++

Bewertungskriterium

Negativ: Keine positiven Tz oder Sz nachweisbar.

Kaum nachweisbar: Nur sehr schwache Positivitat in Tz oder
Sz nachweisbar, wurde als negativ bewertet.

1 bis 25% der Tz oder Sz sind stark positiv.

26 bis 50% der Tz oder Sz sind stark positiv.

51 bis 100% der Tz oder Sz sind stark positiv.

Bewertungsschema fir p53:

Die immunhistochemische Reaktion wurde in den Zellkernen (Zk) der Tumorzellen

(Tz) ausgewertet.

Immunoscore

+/-

++

+++

Bewertungskriterium

Negativ: Keine positiven Zk nachweisbar

Kaum nachweisbar: Nur sehr schwache Positivitat in Zk
nachweisbar, wurde als negativ bewertet.

1 bis 25% der Zk sind stark positiv.

26 bis 50% der Zk sind stark positiv.

51 bis 100% der Zk sind stark positiv.
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Bewertungsschema fir HER2/neu:

Die immunhistochemische Reaktion wurde in den Tz ausgewertet.

Immunoscore

+

++

+++

3.3 Material

Bewertungskriterium

Negativ: Keine Farbung zu sehen oder weniger als 10%

Negativ: unvollstandige Membranfarbung > 10%

Schwach positiv: schwache komplette Membranfarbung

> 10%

Stark positiv: Starke komplette Membranfarbung > 10%

3.3.1 Reagenzien

A: Primére AntikOrper

Priméare- Clone Ig-Klasse mono/poly | Verdinnung | Vorbehandlung

Antikorper

Firma

MMP-2 A-Gel VC2 | IgG1 Monoclonal | 1:50 Dampfkochtopf

BIOCARTA mouse in Zitronenséaure

Europe GmbH pH 6,0 fur 10 min

MMP-9 [IAS IgG1 Monoclonal | 1:50

BIOCARTA mouse wie MMP-2

Europe GmbH

TIMP-2 Ab-7 Epitope Polyclonal | 1:100

BIOCARTA N-terminal | rabbit wie MMP-2

Europe GmbH

TIMP-1 63515 1gG2B Monoclonal | 1:100 Mikrowelle in

R&D Systems mouse Zitronenséaure pH 6,0
flr 3min 850 Watt
und 7min 150 Watt

p53 1801 IgG1 Monoclonal | 1:50

LOXO GmbH mouse wie TIMP-1

HER2/neu 1gG1 Polyclonal | 1:200

DAKO GmbH rabbit wie TIMP-1

Tabelle 1: Auflistung der in dieser Studie verwendeten primaren Antikorper
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B: Sekundare Antikdrper

Biotinylierte anti-mouse und anti-rabbit

Immunglobulin G Pufferlésung:

Normal mouseserum,

Normal rabbitserum

C: Restliche Reagenzien

Antibodydilution:

Enzymmarkierte (alkalische Phosphatase)

Streptavidin Substratlosung (LAB):

Chromogen Red 1, 2, 3:

alkalische Phosphatase Substratpuffer:

Levamisole:

Xylol
Ethanol (100%, 96%, 70%)
Hamatoxylin-Eosin:

DAKO ChemMate
Code K 5005
Flasche A

Pathologisches Inst.
Med. Univ. zu Lubeck

DAKO ChemMate
Code S 2022

DAKO ChemMate
Code K 5005
Flasche B

Dako ChemMate
Code K 5005
Flasche C, D, E
DAKO ChemMate
Code K 5005
Flasche F

DAKO ChemMate
Code K 5005
Flasche G

Pathologisches Inst.
Med. Univ. zu Libeck
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Zitronenséaure pH 6,0, Tris-Base und
Tris-Hydrochloride (HCL):

Aqua destilated, Natriumchlorid (NaCl):

D: Zubereitung der Pufferlésung

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Deisenhofen,

Deutschland

Pathologisches Inst.
Med. Univ. zu Libeck

Tris-Puffer: Natriumchlorid (NaCl) 87,8 g + Tris-Base 9,0g + Tris-HCL 68,5 g

+ Aqua destilated 10,0 Liter, pH 7,4-7,6.

3.3.2 Instrumente

Objekttrager: Menzel, Braunschweig

Deutschland

Pen: DAKO
Mikrowelle: Miele
Deutschland
Wasserkocher: Bosch
Deutschland
Ruttler: Héanigsen
Deutschland
Mikroskop: Zeiss

Deutschland
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4. Eigene Untersuchungen und Ergebnisse

4.1 Klinische Daten

In einem Kollektiv von 72 Patienten (Pat.) mit malignen SDN waren 38 (53%)
Frauen und 34 (47%) Manner vertreten. Das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der
Diagnose betrug 65 Jahre. Der jungste Pat. war 16 und der alteste 90 Jahre alt
(Abb. 1).

54 (75%) der Karzinome traten in den groRRen (gr.) und 18 (25%) in den kleinen
(kl.) Speicheldrisen auf. Innerhalb der gr. Speicheldrisen war die Gl. Parotis mit
45 (83%) Karzinomen bevorzugt betroffen. 9 (17%) Karzinome waren in der Gl.
Submandibularis lokalisiert (Abb. 2).

In den kl. Speicheldrisen traten 6 (33%) Karzinome im Gaumen, 4 (22%) im
Zungengrund, 3 (17%) im Mundboden, 2 (11%) im Wangenbereich, 2 (11%) in der
Gl. Sublingualis und 1 (6%) Karzinom im Bereich der Lippe auf.

Die histologische Klassifizierung erfolgte nach den aktuellen Richtlinien der WHO
(Barnes et al., 2005). In Tabelle 2 ist die Verteilung der von uns untersuchten 72
malignen SDN auf die einzelnen histologischen Entitaten dargestellt.

Far das TNM-Stadium ergab sich folgende Verteilung: 28 (39%) Pat. im Stadium |;
9 (12,5%) Pat. im Stadium II; 13 (18%) Pat. im Stadium llI; 22 (30,5%) Pat. im
Stadium IV. In 25 von 72 Fallen (35%) wurden Fernmetastasen nachgewiesen.

14 Falle (19%) waren hochgradig differenzierte Karzinome (G1), 30 Falle (42%)
maRiggradig differenzierte Karzinome (G2) und 28 Falle (39%) geringgradig
differenzierte Karzinome (G3).

Wahrend eines durchschnittlichen Nachbeobachtungszeitraumes von 1,9 Jahren
(23 Monate) ist in 16 von 72 Fallen (22%) ein Tumorrezidiv aufgetreten.

21 von 72 Patienten (29%) verstarben infolge des Tumorleidens.

Unter den 9 benignen SDN fanden sich 4 pleomorphe Adenome (PI-Ad),
4 Zystadenolymphome (ZAL)und 1 sebozytares Lymphadenom (sLA).
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Abb. 1: Alters und Geschlechtsverteilung der 72 Patienten mit
Speicheldrisenkarzinomen . (J. = Jahre)
kl. Sp.
Gl. Subm. Gl. Parotis
12,5% 62,5%

Abb. 2: Lokalisation und Verteilungsmuster der Speicheldrisenkarzinome.

(kl. Sp. = kleine Speicheldrisen; Gl. Subm. = Glandula Submandibularis)
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Histologie Anzahl
Adenoidzystisches Karzinom (ACC) 21
Adenokarzinom NOS (AC-NOS) 14
Adenokarzimon Plg (AC-PIg)

Adenokarzinom im pleomorphen Adenom (CA-ex-PA) 2

—_—

Speichelgangskarzinom (SDC)
Mukoepidermoidkarzinom (MEC) 14
Plattenepithelkarzinom (SCC)
Azinuszellkarzinom (ACAC)
Basalzelladenokarzinom (BCAC)
Undifferenziertes Karzinom (UC)

Myoepitheliales Karzinom (MC)

A A AN o N

Epithelial-myoepitheliales Karzinom (EMC)

Gesamt 72

Tabelle 2: Histologische Klassifikation der Speicheldrisenkarzinome

4.2 Expression von MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, p53 und HER2/neu

in primaren Speicheldrisenneoplasien

Eine Ubersicht der immunhistochemischen Ergebnisse ist im Anhang in Tabelle 3

dargestellt.

Eine erhohte MMP-2 Expression konnte in 52 von 72 (72%) malignen SDN
nachgewiesen werden. Hierbei war in 23 Fallen (32%) eine starke MMP-2
Expression (51 - 100% der Tumorzellen (Tz) oder Stromazellen (Sz)) zu
beobachten. Die Reaktivitat war wesentlich starker in den Sz als in den Tz
ausgepragt. Innerhalb der einzelnen Tumorentitaten konnte in 20 von 21 (95%)
der adenoidzystischen Karzinome (ACC), 12 von 14 (86%) der Mukoepidermoid-
karzinome (MEC), 5 von 6 (83%) der Azinuszellkarzinome (ACAC), 7 von 14
(50%) der Adenokarzinome NOS (AC-NOS), 2 von 2 (100%) der Adenokarzinome
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Plg (AC-Plg), 1 von 1 (100%) der Speichelgangskarzinome (SDC) und 1 von 7
(17%) der Plattenepithelkarzinome (SCC) eine erhdéhte MMP-2 Expression
festgestellt werden.

In den MEC zeigte sich eine MMP-2 Reaktivitat Uberwiegend im mukoiden
Tumorzellanteil. Der plattenepitheliale Anteil war nur in vereinzelten Arealen
MMP-2 positiv (Abb. 3).

In der Gruppe der benignen SDN waren 7 von 9 der Falle (78%) MMP-2 positiv,
wobei in 2 Fallen (22%) eine starke MMP-2 Expression (51 - 100% der Tz oder

Sz) zu sehen war. Die MMP-2 Reaktivitat war wesentlich starker im tumor- als im

stromazellularen Anteil ausgepragt.

Abb. 3: Hochdifferenziertes Mukoepidermoidkarzinom der Glandula parotis mit
stark positiver MMP-2 Expression in 51-100% des mukoiden Tumorzell-
anteils. Der plattenepitheliale Anteil zeigt nur in vereinzelten Arealen eine
Positivitat (Vergroflerung 100x)

Analog zu der Expression von MMP-2 konnte eine erhdhte MMP-9 Expression in
52 von 72 (72%) malignen SDN belegt werden. Hierbei war in 28 Fallen (39%)
eine starke MMP-9 Expression (51 - 100% der Tz oder Sz) zu sehen.

Innerhalb der einzelnen histologischen Entitaten waren insbesondere 7 von 7
(100%) der SCC, 13 von 14 (93%) der MEC, 10 von 14 (71%) der AC-NOS
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(Abb. 4), 2 von 2 (100%) Adenokarzinomen in pleomorphen Adenomen (CA-ex-
PA), 5 von 6 (83%) der ACAC und 10 von 21 (48%) der ACC MMP-9 positiv.

In den benignen SDN war eine MMP-9 Positivitat in 100% der Falle (9 von 9)
gefunden worden. In 7 Fallen (78%) konnte eine starke MMP-9 Expression

(51-100% der Tz oder Sz) festgestellt werden. Die Reaktivitat war etwas starker im

tumor- als stromazellularen Anteil nachweisbar.

Abb. 4: Mittelgradig differenziertes Adenokarzinom (NOS) der Glandula parotis
mit stark positiver MMP-9 Expression in 51-100% der Tumorzellen als
auch der Stromazellen (VergréRerung 100x)

Eine TIMP-1 Positivitat konnte lediglich in 9 von 72 (12,5%) der malignen SDN
gesehen werden. Die Intensitdt der Reaktion war insgesamt sehr schwach
entwickelt. Insbesondere waren 6 von 14 (43%) der MEC und 2 von 14 (14%) der
AC-NOS vertreten. In den benignen SDN fand sich keine Expression von TIMP-1.

In 49 von 72 Fallen (68%) der malignen SDN konnte eine erhohte TIMP-2
Expression nachgewiesen werden. Hierbei war in 3 Fallen (4%) eine starke TIMP-
2 Expression (51 - 100% der Tz oder Sz) zu sehen. Darunter vertreten waren
insbesondere 6 von 7 (86%) der SCC, 5 von 6 (83%) der ACAC, 10 von 14 (71%)
der MEC, 13 von 21 (62%) der ACC und 8 von 14 (57%) der AC-NOS.
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In den benignen SDN konnte eine TIMP-2 Positivitat in 100% der Falle (9 von 9)
gefunden werden. Hierbei war in 3 Fallen (33%) eine starke TIMP-2 Expression
(51 - 100% der Tz oder Sz) zu sehen, wobei die Intensitat der Reaktivitat etwas

starker im tumor- als im stromazellularen Anteil ausgepragt war.

Eine erhdhte Expression des Tumorsuppressorgens p53 wurde in 18 von 72
Fallen (25%) der malignen SDN gesehen. In 3 Fallen (4%) zeigte sich eine starke
p53 Expression (51-100% der Tz). Insbesondere waren 4 von 14 (29%) der MEC,
4 von 14 (29%) der AC-NOS, 1 von 2 (50%) der AC-Plg, 4 von 21 (19%) der ACC
(Abb. 5) und 1 von 6 (17%) der ACAC p53 positiv. Ebenfalls konnte eine erhdhte
p53 Expression in den beiden untersuchten CA-ex-PA festgestellt werden.

In den benignen SDN fand sich keine Expression von p53.

In 14 von 72 Fallen (19%) der malignen SDN wurde eine Expression des
HERZ2/neu Onkogens nachgewiesen. In 11 Fallen (15%) fand sich eine starke
HER2/neu Expression (starke komplette Membranfarbung >10% der Tz).

Von den einzelnen histologischen malignen Entitdten waren 2 von 2 (100%) der
CA-ex-PA, 7 von 14 (50%) der AC-NOS (Abb. 6), 1 von 2 (50%) der AC-Plg, 1
von 1 (100%) der SDC, 1 von 6 (18%) der ACAC und 2 von 14 (14%) der MEC

vertreten. In der Gruppe der benignen SDN fand sich keine HER2/neu Expression.
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Abb. 5: Geringgradig differenziertes adenoidzystisches Karzinom der Glandula
lingualis mit stark positiver P53 Expression in 51-100% der Tumorzellen
(VergrofRerung 100x)

Abb. 6: Geringgradig differenziertes Adenokarzinom (NOS) der Glandula Parotis
mit starker HER2/neu Expression (komplette Membranfarbung in >
10% der Tumorzellen) (VergroRerung 100x)
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4.3 Expressionsverhalten der priméaren Speicheldrisenkarzinome in Bezug
auf das Alter und Geschlecht der Patienten

Insbesondere ist bei den Untersuchungsergebnissen der 72 malignen SDN
auffallig, dass in den Karzinomen der = 60jahrigen Patienten signifikant haufiger
(13 von 47 Falle; 28%) eine relevante HER2/neu Expression nachgewiesen wurde
als in den Karzinomen der < 60jahrigen Patienten (1 von 25 Falle; 4%).

Bei der Untersuchung der ACC ist insbesondere hervorzuheben, dass eine MMP-
9 Expression wesentlich haufiger bei Frauen (8 von 13; 61,5%) und < 60jahrigen
Patienten (6 von 10; 60%) als bei Mannern (2 von 8; 20%) und = 60jahrigen
Patienten (4 von 11; 36%) gesehen wurde. Weiterhin zeigte sich bei den Frauen
(9 von 13; 69%) eine gegenuber den Mannern (4 von 8; 50%) etwas vermehrte
TIMP-2 Expression.

Eine erhohte p53 Expression konnte wesentlich haufiger bei Mannern (3 von 8;
37,5%) als bei Frauen (1 von 13; 8%) festgestellt werden (Abb. 7).

In der Gruppe der AC-NOS war eine MMP-2- und p53 Expression haufiger bei
Frauen (5 von 8; 62,5%/3 von 8; 37,5%) als bei Mannern (2 von 6; 33%/1 von 6;
17%) gefunden worden. Im Gegenzug konnte eine MMP-9- und HERZ2/neu
Expression wesentlich haufiger bei Mannern (5 von 6; 83%/5 von 6; 83%) als bei
Frauen (3 von 8; 37,5%/2 von 8; 20%) gesehen werden (Abb. 8).

Innerhalb der untersuchten MEC wurde HER2/neu ausschliel3lich in Karzinomen
von 2 60jahrigen Patienten (2 von 5; 40%) nachgewiesen. Weiterhin konnte eine
TIMP-1 Expression haufiger bei < 60jahrigen Patienten (5 von 9; 56%) als
= 60jahrigen Patienten (1 von 5; 20%) ermittelt werden.

Interessanterweise wurde P53 ausschliel3lich von Karzinomen der < 60jahrigen
Patienten (4 von 9; 44%) exprimiert (Abb. 9).

Weitere relevante Ergebnisse konnten in diesem Zusammenhang nicht gesehen

werden.
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Manner Frauen

Abb. 7: Expressionsmuster von p53 innerhalb der ACC (N=21) in Bezug

auf das Geschlecht der Patienten

100%-+

B MMP-9
OHER2/neu

Manner Frauen

Abb. 8: Expressionsmuster von MMP-9 und HER2/neu
innerhalb der AC-NOS (N=14) in Bezug auf das Geschlecht
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Abb. 9: Expressionsmuster von TIMP-1 und HER2/neu
innerhalb der MEC (N=14) in Bezug auf das Alter der Patienten

4.4 Expressionsverhalten der priméaren Speicheldrisenkarzinome in Bezug

auf die Lokalisation

Hier wurde die Unterteilung in groRe und kleine Speicheldrisen vorgenommen,
wobei in die Gruppe der grolden Speicheldrisen-Karzinome der Gl. Parotis und
Gl. submandibularis und in die Gruppe der kleinen Speicheldrisen alle weiteren

Karzinomlokalisationen mit einbezogen wurden.

Insbesondere wurde in den untersuchten 72 malignen SDN MMP-2- und p53
signifikant haufiger in den kleinen als in den grof3en Speicheldrisen exprimiert. Im
Gegensatz dazu war eine MMP-9 und TIMP-2 Expression uUberwiegend in den

grollen Speicheldrisen nachweisbar (Tabelle 4).

In der Gruppe der ACC ist insbesondere hervorzuheben, dass TIMP-2 haufiger in
den grof3en (10 von 13; 77%) als in den kleinen Speicheldrisen (3 von 8; 37,5%)
exprimiert wurde. Weiterhin konnte eine bedeutend starkere p53-Expression in
den kleinen (3 von 8; 37,5%) als in den grofRen Speicheldrisen (1 von 13; 8%)
gesehen werden (Abb. 10).

Nennenswert bei der Auswertung der MEC ist, dass eine MMP-2- und p53
Expression haufiger in den kleinen (6 von 6; 100%/3 von 6; 50%) als in den

grofRen Speicheldrusen (6 von 8; 80%/1 von 8; 12,5%) festgestellt wurde. Eine
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MMP-9 Expression konnte etwas haufiger in den groRen (8 von 8; 100%) als in

den kleinen Speicheldrusen (5 von 6; 83%) gefunden werden (Abb. 11).

Weitere relevante Ergebnisse konnten in diesem Zusammenhang nicht gesehen
werden.

MMP-2  MMP-9  TIMP-1 TIMP-2 P53  HER2/neu
N + + + + + +

gr. Sp. | 54 35 (65%) 43 (80%) 6 (11%) 42 (78%) 10 (18,5%) 12 (22%)
kl.Sp. | 18 17 (94%)  9(50%) 3 (17%) 7 (39%) 8 (44%) 2 (11%)

Tabelle 4. Expression von MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, P53 und HER2/neu
in 72 primaren Speicheldrisenkarzinomen in Bezug auf die
Lokalisation

gr. Sp. = grofRe Speicheldrusen; kl. Sp. = kleine Speicheldrisen

aOTIMP-2
Hp53

gr. Sp kl. Sp

Abb. 10: Expressionsmuster von TIMP-2 und p53
innerhalb der ACC (N=21) in Bezug auf die Lokalisation
gr. Sp. = grolRe Speicheldrusen; kl. Sp. = kleine Speicheldrisen
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Abb. 11: Expression von MMP-2, MMP-9 und p53
innerhalb der MEC (N=14) in Bezug auf die Lokalisation
gr. Sp. = grolRe Speicheldrusen; kl. Sp. = kleine Speicheldrisen

4.5 Expressionsverhalten der priméaren Speicheldrisenkarzinome in Bezug
auf das TNM-Stadium (I - 1V)

Insbesondere ist bei den Untersuchungsergebnissen der 72 malignen SDN
hervorzuheben, dass MMP-9 haufiger in Karzinomen des TNM-Stadiums IV (19
von 22 Falle; 86%) als des TNM-Stadiums | (18 von 28 Falle; 64%) exprimiert
wurde. Es fand sich keine eindeutige Korrelation zwischen der MMP-2-, TIMP-1-,
TIMP-2; p53- und HER2/neu Expression und dem TNM-Stadium.

Auffallig war vor allem, dass innerhalb der ACC und der AC-NOS die MMP-9
Expression in den Karzinomen des TNM-Stadiums Il - IV gegenuber den
Karzinomen des TNM-Stadiums | - Il GUberwog (Abb. 12 u. 13).

Zudem wurde in der Gruppe der AC-NOS eine HER2/neu Expression wesentlich
haufiger in den Karzinomen des TNM-Stadiums Il - IV als in Tumoren des TNM-

Stadiums | - Il nachgewiesen (Abb. 13).

Weiterhin war bei der Auswertung der MEC eine TIMP-2- und p53 Expression
haufiger in Karzinomen des TNM-Stadiums Il - IV (6 von 7; 86%/3 von 7; 43%) als
in Karzinomen des TNM-Stadiums | - Il (4 von 7; 57%/1 von 7; 14%) zu sehen

(Abb. 14). Dagegen zeigte sich eine MMP-2 Expression haufiger in Karzinomen
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des TNM-Stadiums | - 1l (7 von 7; 100%) als in Karzinomen des TNM-Stadiums |l
-1V (71%).

Weitere relevante Ergebnisse konnten in diesem Zusammenhang nicht gesehen

werden.

60%

7

TNM-Stadium I-ll TNM-Stadium IlI-IV

Abb.12: Verteilungsmuster der MMP-9 Expression innerhalb der
ACC (N = 21) in Bezug auf das TNM-Stadium

B MMP-9
OHER2/neu

TNM-Stadium I-lI TNM-Stadium IlI-IV

Abb. 13: Verteilungsmuster der MMP-9 und HER2/neu Expression
innerhalb der AC-NOS (N = 14) in Bezug auf das TNM-Stadium
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TNM-Stadium I-II TNM-Stadium HI-IV

Abb. 14: Verteilungsmuster der p53 Expression innerhalb der MEC (N = 14)
in Bezug auf das TNM-Stadium

4.6 Expressionverhalten der priméren Speicheldrisenkarzinome in Bezug
auf den histologischen Differenzierungsgrad und die Metastasierungs-

neigung

Bei der Auswertung der Metastasierungsneigung wurden aufgrund der geringen

Fallzahl Lymphknoten- und Fernmetastasen in eine Gruppe zusammengefasst.

Innerhalb der 72 malignen SDN war eine MMP-2- und TIMP-1 Expression
uberwiegend in hochdifferenzierten (G1) als in geringdifferenzierten (G3) Kar-
zinomen nachweisbar. Im Gegensatz dazu wurde MMP-9, p53 und HERZ2/neu
haufiger in G3-Karzinomen exprimiert. Es zeigte sich in den metastasierten
Karzinomen haufiger eine MMP-9- und HER2/neu Expression als in den nicht
metastasierten Karzinomen. Eine MMP-2 Expression wurde etwas haufiger in den

nicht metastasierten Karzinomen gefunden (Tabelle 5).
Bei der Untersuchung der AC-NOS wurde MMP-9 und HER2/neu vermehrt in

metastasierten Karzinomen (6 von 7; 86% / 5 von 7; 72%) als in nicht
metastasierten Karzinomen (4 von 7; 57% / 2 von 7; 28,5%) exprimiert (Abb. 15).
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Innerhalb der MEC war eine MMP-2 Expression etwas haufiger in G1-Karzinomen
(4 von 4; 100%) als in G3-Karzinomen (4 von 5; 80%) festgestellt worden.

Eine MMP-9 Expression wurde etwas haufiger in G3-Karzinomen (5 von 5; 100%)
als in G1-Karzinomen (3 von 4; 75%) gesehen.

Eine TIMP-1- und p53 Expression wurde vermehrt in den metastasierten (3 von 5;
60%/2 von 5; 40%) als in den nicht metastasierten MEC's (3 von 9; 33%/2 von 9;
22%) nachgewiesen (Abb. 16).

Weitere relevante Ergebnisse konnten in diesem Zusammenhang nicht gesehen

werden.

MMP-2  MMP-9 TIMP-1 TIMP-2 P53 HER2/neu

N + + + + + +

Grad
Gl 14 12 (86%) 7 (50%) 3(21%) 8(57%) 3(21%) 1 (7%)

G2 30 25(83%) 19(63%) 4(13%) 22(73%) 3(10%) 4 (13%)
G3 28 15 (54%) 16 (93%) 2(7%) 19(68%) 12(43%) 9 (31%)
Metast
Neg. 47 37 (79%) 31(66%) 5(11%) 30(64%) 13(28%) 7 (15%)
Pos. 25 15 (60%) 21(84%) 4 (16%) 19(76%) 5(20%) 7 (28%)

Tabelle 5: Expression von MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, P53 und HER2/neu
in 72 Speicheldrisenkarzinomen in Bezug auf den histologischen
Grad und die Metastasierungsneigung
Grad = Histologischer Grad

Metast = Lymphknoten- und Fernmetastasen
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100%-+

B MMP-9

OHER2/neu

Metastasenfrei Metastasen

Abb. 15: Verteilungsmuster der MMP-9 und HER2/neu Expression
innerhalb der AC-NOS (N=14) in Bezug auf die

Metastasierungsneigung
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Abb. 16: Verteilungsmuster der MMP-9 Expression innerhalb der
MEC (N=14) in Bezug auf den histologischen Grad und der
p53 Expression innerhalb der MEC (N=14) in Bezug

auf die Metastasierungsneigung
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4.7 Darstellung der prognostisch relevanten Expressionsergebnisse
innerhalb der adenoidzystischen Karzinome, der Adenokarzinome

(NOS) und der Mukoepidermoidkarzinome der Speicheldriisen

In der Gruppe der ACC's wurde MMP-9 Uberwiegend von Frauen exprimiert.

Von den erkrankten Frauen, die eine erhohte MMP-9 Expression aufwiesen (N =
8) waren 6 Falle (75%) mit einem schlechten prognostischen Verlauf (TNM-
Stadium Ill - IV, Metastasen, G3-Karzinome) behaftet.

Weiterhin konnte eine erhdhte p53 Expression Uberwiegend in der Gruppe der
Manner und innerhalb der ACC's der kleinen Speicheldrisen nachgewiesen
werden. Es wurde jedoch keine eindeutige Korrelation mit prognostischen
Parametern festgestellt.

Bei der Untersuchung der MMP-2, TIMP-2, TIMP-1 und HER2/2neu Expression in
der Gruppe der ACC's konnten keine Zusammenhange mit prognostischen

Parametern gesehen werden.

In der Gruppe der AC-NOS konnte eine erhdhte MMP-9 Expression Uberwiegend
bei Mannern nachgewiesen werden. Von den erkrankten Mannern, die eine
erhohte MMP-9 Expression aufwiesen (N = 5) waren 5 Falle (100%) mit

schlechten prognostischen Parametern (TNM-Stadium Il - IV, Metastasen, G3-

Karzinome) behaftet.

HER2/neu wurde Uberwiegend in der AC-NOS-Gruppe der Manner exprimiert .
Von den erkrankten Mannern, die eine erhohte HER2/neu Expression aufwiesen
(N =5), war in 5 Fallen (100%) ein schlechter prognostischer Verlauf nachweisbar.
Bei der Untersuchung der TIMP-1, TIMP-2, MMP-2 und p53 Expression in der
Gruppe der AC-NOS wurden keine Zusammenhange der klinischen Parameter mit

prognostischen Parametern gesehen.

In der Gruppe der MEC's konnte eine p53 Uberwiegend bei < 60jahrigen Patienten
und in den kleinen Speicheldrisen dokumentiert werden.

Hierbei zeigten 3 Falle (75%) der betroffenen < 60jahrigen Patienten (N = 4) einen
schlechten prognostischen Verlauf. Weiterhin wurde in 2 von 3 (67%) Fallen der
MEC'S, welche in den kleinen Speicheldrisen lokalisiert waren, ebenfalls ein

schlechter prognostischer Verlauf gesehen.
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Eine erhdhte HER-2/neu Expression konnte ausschliel3lich in MEC's der
> 60jahrigen Patienten nachgewiesen werden. Es wurde jedoch keine eindeutige
Korrelation mit prognostischen Parametern beobachtet.

Bei der Untersuchung der MMP-2, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2 Expression in der
Gruppe der MEC's konnten keine Zusammenhange der klinischen Parameter mit

prognostischen Parametern festgestellt werden.
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5. Diskussion

Die Definition des Malignitatspotentials, der Prognose und der individuell aus-
gerichteten Therapie fir die bekannten Entitaten des Speicheldriisenkarzinoms
mittels moderner Untersuchungsmethoden steht im Mittelpunkt des allgemeinen
wissenschatftlichen Interesses und stellt das Ziel der ermittelten Erkenntnisse
unserer Studie dar.

Die Manifestation des Speicheldrisenkarzinoms in den verschiedenen
Lokalisationen der bekannten Speicheldriisen entspricht in unserem Kollektiv den
Angaben in der Literatur. Die meisten Falle treten in der Gl. Parotis auf, gefolgt
von der Gl. Submandibularis und den kleinen Speicheldrisen (Seifert et al., 1984;
Azuma et al., 1993; Soini und Autio-Harmainen, 1993; Press et al., 1994; Nagler et
al., 2003; Nagel et al., 2004; Tian et al., 2005).

Die methodische Auswahl der molekularbiologischen Kriterien fur diese
Untersuchung ist eine logische Konsequenz der gewonnenen Erkenntnisse aus
der Grundlagenforschung der allgemeinen Cancerogenese und des

Speicheldriisenkarzinoms in der letzten Dekade.

5.1 Expression von MMP-2 und MMP-9 in primaren Speicheldrisenneo-

plasien und deren Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern

Im Vergleich mit den umstrittenen Befunden verschiedener Autoren zeigen die
Ergebnisse der MMP-2 Expression keinen signifikanten Unterschied zwischen
benignen Neoplasien bzw. Adenomen und Karzinomen der Speicheldriise (Davis,
1991; Soini und Autio-Harmainen, 1993; Davidson et al., 1999; Talvensaari-Mattila
et al., 1999; Kayano et al., 2004; Nagler et al., 2004; Tian et al., 2005).

Eine gesonderte Bewertung der einzelnen Karzinomentitaten, in denen die Falle
zahlenmaRig eine Aussage zulassen, fuhrt zu der Annahme, dass eine relativ
hohe Expression von MMP-2 in den Subgruppen ACC, MEC und ACAC vorliegt.
Allerdings lasst sich bei der Auswertung der Expressionsergebnisse in diesen
Fallen gemessen an den prognostischen Parametern (Tumorstadium,

Metastasierung) im Gegensatz zur Annahme mancher Autoren keine Korrelation
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feststellen (Azuma et al., 1993; Hongnan et al.,, 1997; Davidson et al., 1999;
Talvensaari-Matilla et al., 1999; Kayano et al., 2004).

In analoger Weise prasentiert sich das Expressionsverhalten von MMP-9.
Einerseits findet sich eine relativ hohe Expression dieses Enzyms in den meisten
Karzinomentitaten (Azuma et al., 1993; Nagel et al., 2004). Andererseits verhalten
sich die ACC unseres Kollektivs, die sich durch ein hohes Invasionspotential
auszeichnen, unerwartet kontrdr und lassen eine Expression von MMP-9 fast
vollstandig vermissen. Dartiber hinaus weist unser Kollektiv in Ubereinstimmung
mit anderen Berichten auch eine Uberexpression von MMP-9 in den benignen
Entititen der SDN auf. Damit erscheint die Rolle von MMP-9 in ihrer
zellspezifischen Funktion bei der Erklarung eines mdoglichen Einflusses auf die
Cancerogenese von malignen SDN fraglich (Davis et al., 1991; Soini und Autio-
Harmainen, 1993; Nagel et al., 2004).

Parallel dazu erscheint eine plausible Erklarung fur die vermehrte Expression von
MMP-9 in Fallen mit prognostisch ungtinstigen Parametern (TNM-Stadium 1lI-I1V,
Metastasen, G3-Karzinome), wie in ACC’'s bei Frauen sowie in AC-NOS bei
Mannern, nicht verlasslich verwertbar. Eine spekulative Erklarung dieser Befunde
als Zufallsprodukt ist ebenso leichtfertig wie unsachlich. Gleichwohl lasst sich eine
glaubwurdige hypothetische Interpretation auch nicht ohne weiteres herbeifihren.
Offensichtlich ruft die kleine Fallzahl der einzelnen Subgruppen eine deutliche
Einschrankung der Entwicklung eines klar umrissenen spezifischen

Verhaltensmusters hervor.

5.2 Expression von TIMP-1 und TIMP-2 in priméaren Speicheldrisenneo-

plasien und deren Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern

Inhibitoren der Matrixmetalloproteinasen 1 und 2 sind entsprechend ihrer
Namensgebung dafur pradestiniert, die Aktion von Matrixmetalloproteinasen im
Rahmen einer ungehemmten Zellproliferation aufzuheben bzw. zu begrenzen
(Hayakawa et al., 1992). Ein gutes Beispiel fur die Demonstration einer derartigen
Interaktion bieten maligne Tumoren, wie es von Fallen mit Karzinomen des Kolons
(Zeng et al., 1995), der Schilddrise (Shi et al., 1999) und der Mama (Brummer et

al., 1999) postuliert wird. Unsere Untersuchung hat jedoch gezeigt, dass nur ein
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Teil der MEC (43%) mit einer TIMP-1 Expression einhergeht. In Ubereinstimmung
mit anderen Autoren ist die Expressionsintensitat eher als schwach zu bezeichnen
(Nagel et al., 2004). Da eine &ahnliche TIMP-1 Expression in anderen
Karzinomentitdten nicht zu erheben ist, bleibt die Diskussion um die Expression

von TIMP-1 weiterhin hypothetisch und spekulativ.

Analog zu den Ergebnissen von TIMP-1 lassen die Befunde von TIMP-2 ebenfalls
keine besonderen Richtlinien hinsichtlich einer biologischen Einflussnahme auf die
Cancerogenese von malignen SDN erkennen. Die untersuchten Parameter im
Hinblick auf Alter, Geschlecht und Tumorstadium zeigen keinen Trend bei der
Expression von TIMP-2 (Kayano et al., 2004). Die Tatsache, dass eine Expression
von TIMP-2 in den benignen Tumoren der Kontrollgruppe unseres Kollektives
haufiger als in den Karzinomentitaten zu beobachten ist, macht die Interpretation
dieses Phanomens noch schwieriger, zumal die meisten Karzinome mit einer
Expression von TIMP-2 in hoéheren Stadien liegen. Eine Ausnahme bildet
wiederum eine Subgruppe von ACC's der groRen Speicheldrise, die mit einer

signifikant h6heren Expression von TIMP-2 assoziiert ist (Hongnan et al., 1997).

5.3 Expression von p53in primaren Speicheldrisenneoplasien und deren

Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern

Unseren Ergebnissen zufolge besteht keine nennenswerte Expression des
Suppressorgens p53 in den benignen SDN (Rosa et al., 1997; Nordkvist et al.,
2000; Alves et al.,, 2004). Grundséatzlich ist der Nachweis des mutierten
Suppressorgens mit dem Antikorper p53 eine wertvolle Ergédnzung der
histomorphologischen Diagnostik in Fallen mit fraglicher Dignitat. Entscheidend ist
in dieser Hinsicht der Nachweis einer Uberexpression und eine intensive
Anfarbbarkeit der Kerne zu demonstrieren. Letzteres wird durch die Ergebnisse
der p53-Expression in zwei Fallen eines CA-ex-PA unseres Kollektivs
Uberzeugend illustriert. Wahrend die Karzinomanteile dieser beiden Neoplasien
eine intensive Uberexpression aufweisen, lasst sich in den benignen
Adenombereichen eine geringfugige schwache intranuklare Reaktivitat feststellen.
Die positive, jedoch schwache Reaktion von p53 ist darauf zurtick zu fiihren, dass

dieser Antikérper den Wild-Typ des Suppressorgens ebenfalls miterfasst (Rosa et
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al., 1996). In diesem Zusammenhang dient das Verhaltensmuster der Expression
als Vergleich der jeweiligen benignen und malignen Komponenten der einen und
derselben Neoplasie. Offenbar basiert die irrtimliche Annahme einer p53-
Expression in benignen Entitaten durch einzelne Autoren mit Wahrscheinlichkeit
auf der Beobachtung einer Expression des normalen Suppressorgens und nicht
des malignitatsspezifischen mutierten Typs (Weber et al., 2002).

Eine weitere Besonderheit der Ergebnisse von p53 zeigt sich bei dem Nachweis
einer Uberexpression dieses Antikorpers in MEC mit prognostisch ungiinstigen
Parametern, wie in einigen Berichten 0Uber die Assoziation einer p53
Uberexpression in hoheren Stadien der Erkrankung Ill, 1V und/oder
metastasierenden Karzinomen postuliert wird (Soini et al., 1992; Deguchi et al.,
1993; Ishii und Nakajima, 1994; Gallo et al., 1995; Kiyoshima et al., 2001; Xu et
al.,, 2001). Ein a&hnlicher Zusammenhang mit prognostisch ungunstigen
Parametern hat sich in den anderen Entitdten nicht ergeben, wenngleich auch in
den anderen Subgruppen eine erhdohte p53 Expression im vergleichbaren
Prozentsatz zu beobachten ist (Kiyoshima et al., 2001; Alves et al., 2004).
Moglicherweise spielt die kleine Fallzahl einzelner Subgruppen wiederum auch
hier eine entscheidende Rolle. Grundsatzlich besteht jedoch Grund zur Annahme,
dass die Anwendung dieses Antikdrpers in der Routinediagnostik hilfreich ist und
zur Feststellung der Dignitat in ca. 25% der Falle einen guten Beitrag leisten kann
(Nordkvist et al., 2000; Kiyoshima et al., 2001, Alves et al., 2004).

5.4 Expression von HER2/neu in primaren Speicheldrisenneoplasien und

deren Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern

Analog zu den Befunden von p53 in den benignen SDN stellt sich fir HER2/neu
ein ahnliches Verhaltensmuster dar. In 9 Fallen der Adenomgruppe unseres
Kollektives ergibt sich in Ubereinstimmung mit einigen Autoren keine Expression
von HER2/neu (Kernohan et al., 1991; Rosa et al., 1997). Es ist jedoch in den
Karzinomentitdten ein deutlicher Trend einer HER2/neu Expression bzw.
Uberexpression festzustellen. In den Adenokarzinomen der verschiedenen
Subgruppen (NOS, CA-ex-PA, Plg und SDC) liegt der Prozentsatz der HER2/neu

exprimierenden Félle teilweise bei 50 und 100%. Hingegen verhalten sich die
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restlichen Tumorentitaten (ACAC, ACC, SCC, UC, BACA, MC, MEC und EMC)
vollig inert (Cho et al., 1999; Dori et al., 2002).

Moglicherweise erscheint die prozentuale Angabe bei den Subgruppen des
Adenokarzinoms aufgrund der niedrigen Fallzahl nicht authentisch und wirde
madglicherweise bei groBeren Fallzahlen niedriger ausfallen. Tatsache bleibt
jedoch, dass zwischen den oben erwahnten Subgruppen des Adenokarzinoms
und den anderen Entitaten eine scharfe Trennung zu erkennen ist. Die Annahme
einer Uberexpression von HER2/neu in einem Teil eines ACC Kollektives in einer
Studie von Giannoni et al., (1995) scheint in anderen Berichten keine Bestatigung
zu finden und ist in unserer Untersuchung ebenfalls nicht reproduzierbar.

Die Adenokarzinome, insbesondere der Subgruppe NOS weisen eine spezielle
Beziehung zu dem Onkoprotein HER2/neu auf und nehmen einen zentralen
Stellenwert unter den malignen SDN im Hinblick auf Diagnostik, Prognose und
Therapie in unserer Studie ein. Trotz kontroverser Diskussion Uber die Expression
dieses Onkogens in den Karzinomen der Speicheldriise besteht unseres
Erachtens ein analoger therapeutischer Ansatz fur diese Tumorgruppe wie bereits
von den Mammakarzinomen bekannt ist (Slamon et al., 2001; Haddad et al., 2003;
Emens 2005; Locati et al., 2005; Willems et al., 2005).

Entsprechend unseren Ergebnissen zeigen 11 von 19 (58%) der Adenokarzinome
(NOS, Plg, Ca-ex-PA, SDC) eine hohe Expression von HER2/neu. Hiervon lassen
2 eine moderate (2+) und 9 eine hohe (3+) Uberexpression erkennen. Damit sind
die Grundlagen flir eine rezeptormodulierende Immuntherapie mit Herceptin
(Trastuzumab) gegeben (Slamon et al., 2001; Haddad et al., 2003; Locati et al.,
2005). Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass ein Ansprechen auf die Herceptin-
Therapie nur dann zu erwarten ist, wenn in den Tumorfallen mit Uberexpression
von HER2/neu gleichzeitig eine entsprechende Amplifikation nachgewiesen
werden kann (Haddad et al., 2003; Skalova et al, 2003; Locati et al., 2005).

Diese Feststellung, die tUbrigens fur die Behandlung von Mammakarzinomen mit
einer moderaten Expression von HER2/neu Giiltigkeit findet, war Anlal3 flr eine
erweiterte Untersuchung samtlicher Karzinomfalle dieser Studie auf eine mogliche
Amplifikation, die mit einer Uberexpression von HER2/neu assoziiert sind
(Moubayed et al., 2008). In dieser Arbeit hat sich in 5 Fallen (36%) eine eindeutige
Amplifikation nachweisen lassen. 4 Falle davon gehéren zu der Subgruppe des

Adenokarzinoms NOS. Da diese Subgruppe einen relativ hohen Prozentsatz der
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Speicheldriisenkarzinome ausmacht. Bietet sich eine gute Gelegenheit, jene
Patienten mit Tumoren, die diese Anforderungen erfillen, einer Herceptin-
Therapie zu unterziehen.

In den Ubrigen Subgruppen (ACAC, BCAC, MEC, ACC, SCC, MC, EMC und UC)

funktioniert dieser Ansatz wegen der fehlenden Voraussetzungen nicht.
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6. Zusammenfassung

Die Suche nach potentiellen Mdoglichkeiten fir eine effiziente Therapie des
Speicheldriisenkarzinoms  stellt eine  klinische und  wissenschaftliche
Herausforderung dar. Zu diesem Zweck wurden 72 Félle von Patienten mit einem
behandelten primaren Karzinom der Speicheldrisen ermittelt. Weitere 9 Falle mit
benignen Speicheldrisenneoplasien wurden als Kontrolle herangezogen.

Das gesamte Kollektiv wurde nach neuen Richtlinien der WHO Kklassifiziert.
Klinische und morphologische Parameter einschlie3lich Alter, Geschlecht,
Lokalisation, Tumorstadium und des histologischen Malignitatsgrades wurden
ermittelt und miteinander korreliert. Aufgrund der kleinen Fallzahl in einigen
Subgruppen erfolgte eine semiquantitative Auswertung der Zahlenwerte. Von
einer Errechnung der Signifikanz wurde abgesehen.

Die Quintessenz dieser Studie ergibt:

1. Fur die Matrixmetalloproteinasen MMP-2, MMP-9 und ihre Inhibitoren TIMP-1
und TIMP-2 lasst sich im molekularbiologischen Verhalten der Speicheldriisen-
neoplasien bzw. des Speicheldrisenkarzinoms kein spezifisches Muster

nachweisen.

2. Das Suppressorgen p53 stellt eine wertvolle Ergdnzung der morphologischen
Diagnostik bei der Einschatzung der Dignitat der jeweiligen Speicheldriisen-

neoplasie dar.

3. Die Uberexpression von p53 scheint bei dem Speicheldriisenkarzinom ein

Indikator fur eine schlechte Prognose zu sein.

4. HER2/neu erweist sich als wichtiges Onkoprotein, dessen Expressionshaufig-
keit in den Subgruppen des Adenokarzinoms der Speicheldrisen, speziell in

der Gruppe NOS richtunggebend fur eine Herceptinbehandlung sein kann.

5. Eine wichtige Voraussetzung fur eine Rezeptor-modulierende Immuntherapie
mit Herzeptin ergibt die FISH-Untersuchung und der Nachweis einer

Amplifikation des HER2/neu Onkoproteins.
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Anhang

B. Tabellen und Abbildungen

Histologie N  MMP-2 MMP-9 TIMP-1  TIMP-2 p53 HER2/neu
+ + + + + +

Malignhe

ACAC 6 5(2++;3+++) 5(1+;1++;3+++) 0 5(3+;2++) 1(++) 1(+++)

ACC 21 20(3+15++2+++)  10(6+;4+++) 0 13(9+;4++) 4@+1+++) O

SCC 7 1(+++) T(1++,6+++) 0 6(3+;3++) 1(+) 0

MEC 14 12(3+,9+++) 13(3+;5++;5+++)  6(4+2++)  10(4+;3++; AB+;1+++)  2(L++;1+++)

3++4)

ucC 1 0 1(+++) 0 1+) 1+) 0

CA-ex-PA. 2 1+) 2(2+++) 0 2(1+;1++) 2(1+1++) 2(2+++)

AC-NOS 14 7(Q+;2++4+++) 10(4++;6+++) 2(2+) 8(7+;1++) A@B+1++4)  T(1++6+++)

AC-Plg 2 2(2++4) 1(+) 0 1(+) 1(++) 1(++)

sbc 1 1+ 0 0 0 0 10-+4)

BCAC 2 2% 2(1++;1+++) 1+ 2(1+:1++) 0 0

MC 1 0 1(++) 0 1+) 0 0

EMC 1 1+++) 0 0 0 0 0

Gesamt 72  52(72%) 52(72%) 9(12,5%)  49(68%) 18(25%) 14(19%)

Benigne

PI-Ad. 4 2(2++) A(1++;3+++) 0 A(1+1++2+++) O 0

ZAL. 4 A(1+2++;1++4) A(4+++) 0 4+:2++:1+++) 0 0

sLA 1 1¢++9 1(++) 0 1(++) 0 0

Gesamt 9  7(78%) 9(100%) 0(0%) 9(100%) 0(0%) 0(0%)

Tabelle 3: Expression von MMP-2, -9, TIMP-1, -2, p53 und HER2/neu in

primaren Speicheldrisenneoplasien
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