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1 Einleitung

1.1 Klinische Grundlage

1.1.1 Epidemiologie von Karzinomen des Kopf- und Halsbereichs

Karzinome des Kopf- und Halsbereichs (head and neck squamous cell carcinoma: HNSCC)
sind die achthédufigste Todesursache bei Krebserkrankungen weltweit. Im Jahr 2000 waren
rund 320000 Todesfélle weltweit aufgrund von Karzinomen des Kopf- und Halsbereichs zu
verzeichnen bei gleichzeitig rund 481100 Neuerkrankungen (Shibuya et al., 2002). In den
industrialisierten Landern ist die Inzidenz von HNSCC im Zeitraum von 1997 bis 2002
altersbereinigt zwar leicht gefallen, der Durchschnitt liegt jedoch mit 18,8 pro 100000 Manner
und 7,2 pro 100000 Frauen noch relativ hoch (Jemal et al., 2006).

Die weltweite 5-Jahres-Uberlebensrate liegt unter 50%, wobei mehr Frauen als Manner
uberleben (Parkin et al., 2005). Und diese ungunstige 5 Jahres-Uberlebensrate hat sich seit 30
Jahren nicht verbessert (Edwards et al., 2005; Kastenbauer and Wollenberg, 1999).

Die Prognose fur den Patienten ist stark abhdngig vom Krankheitsstadium bei Diagnose. Liegt
zu dem Zeitpunkt noch keine Metastasierung vor (Tx NO MO), betragt die 5 Jahres-
Uberlebensrate 82%. Bestehen bereits Lymphknotenmetastasen aber keine Fernmetastasen
(Tx Nx MO) ist sie nur 51%. Lassen sich bei Diagnose bereits Fernmetastasen feststellen (Tx
Nx Mx) ist die Uberlebensrate trotz vollstandiger Therapie nur durchschnittlich 28% nach 5
Jahren. Leider liegt bei Diagnosestellung in der Mehrzahl der Falle, namlich in 61%, bereits
ein Lymphknotenbefall vor, so dass trotz aller Therapieanstrengungen eine ungiinstige
Prognose fur die meisten HNSCC-Patienten besteht (Edwards et al., 2005).

Der letale Ausgang der Erkrankung ist in den meisten Fallen nicht direkt auf den Priméartumor
zuruckzufuhren, da dieser oft vollstandig entfernt werden kann. Die Patienten sterben
vielmehr an den Auswirkungen der Metastasen, die sich aus disseminierten Tumorzellen
entwickeln, die der Operation nicht zugénglich sind. Diese verbleibenden Tumorzellen
werden als minimal residual disease bezeichnet (Wollenberg et al., 2004). Die
Herausforderung fur kiinftige, verbesserte Therapien ist es, auch disseminierte Tumorzellen

zu eliminieren, um die Tumorerkrankung vollstindig zu heilen und ein Rezidiv zu verhindern.



1.1.2 Plattenepithelkarzinome

Unter dem Begriff Karzinom des Kopf- und Halsbereichs werden maligne Tumore mehrerer
Lokalisationen im oberen aerodigestiven Trakt zusammengefasst. Betroffen sein konnen die
Mundhohle, Oropharynx, Hypopharynx und Larynx. Ihnen gemeinsam ist der histologische
Typ, denn es handelt sich in mehr als 90% der Falle um Plattenepithelkarzinome, es sind also
Tumore epithelialen Ursprungs (Massano et al., 20006).

Plattenepithel ist als Oberflachenepithel an vielen Stellen des menschlichen Korpers
vorhanden. Man unterscheidet einschichtig von mehrschichtig und mehrreihigem
Plattenepithel, es kommt verhornt oder unverhornt vor. Mehrschichtig verhorntes
Plattenepithel bietet eine gute Barrierefunktion und bildet die oberste Hautschicht.
Mehrschichtig unverhorntes Plattenepithel kleidet unter anderem die Mundhohle, Pharynx,

Larynx und den Osophagus aus.

Abbildung 1.1.1: Mehrschichtig unverhorntes Plattenepithel, HE Farbung. Am linken
Bildrand bilden die abgeflachten Epithelzellen die oberste Hautschicht. Sie gehen aus
der Basalzellschicht hervor, die direkt an die Basalmembran grenzt. Diese ist als dunkel
violett gefarbte Linie sichtbar. Insgesamt zeigt sich ein geordnetes Zellbild. Unter der
Basalmembran liegt das lockere Unterhautfettgewebe (Subkutis), in dem Blutgefafie
und Nerven verlaufen.

Im Gegensatz zum gesunden Plattenepithel zeigt der histologische Schnitt durch ein Platten-

epithelkarzinom polymorphe Zellen mit groen Zellkernen und wenig Zytoplasma.



Abbildung 1.1.2: Ulzerierendes Plattenepithelkarzinom, HE Farbung. Die oberste
Hautschicht ist in diesem histologischen Schnitt ebenfalls am linken Bildrand, allerdings
kaum als solche zu erkennen. Man sieht polymorphe Zellen mit groBen Zellkernen und
wenig Zytoplasma. Im unruhigen Zellbild lisst sich eine Ordnung nicht erkennen. Auch
die Basalmembran ist nicht darstellbar. Der Grund dafur ist, dass der Tumor die
Basalmembran bereits durchbrochen hat, und damit ein invasives Karzinom vorliegt.

1.1.3 Klassifikation von HNSCC

Wie die meisten Tumoren werden auch HNSCC nach der in der Onkologie iiblichen TNM-
Klassifikation eingeteilt. Diese gibt Auskunft iiber die Schwere der Erkrankung.

* T steht fur den Priméartumor, der nach Grofle und Invasivitat in umliegende Gewebe in
die Stadien T1 (kleiner Tumor, keine Verwachsung mit der Umgebung) bis T4 (sehr
groBer Tumor, ausgedehnte Infiltration der Umgebung) eingeteilt wird.

* N steht fur den Status der regionalen Lymphknoten, der in die Stadien NO (kein Befall
der Lymphknoten) bis N3 (ausgedehnte, verwachsene Lymphknotenmetastase)
eingeteilt wird.

* M steht fur Fernmetastasen in anderen Organen, die entweder nachgewiesen werden
konnen (M1) oder nicht nachweisbar sind (MO).

* Die Einteilung nach dem grading kann nur histologisch vorgenommen werden, sie
zeigt das Ausmal der Differenzierung der Tumorzellen. Es reicht von G1 (gut
differenziert) bis G3 (anaplastisch).

* Gelingt es, den Tumor operativ im Gesunden (in sano) zu entfernen, spricht man von
einer RO Resektion. Ist das nicht moglich, und es verbleiben makroskopisch sichtbare

Tumorreste, handelt es sich um eine R1 Resektion.



Fuar HNSCC hat die Deutsche Gesellschaft fur Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde, Kopf- und
Hals-Chirurgie, folgende TNM Klassifikation festgelegt (Deutsche Gesellschaft fur Hals-
Nasen-Ohrenheilkunde, 1999).

T1 | Tumor 2 cm oder weniger in grofiter Ausdehnung

T2 | Tumor mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 4 cm in groBter Ausdehnung

T3 | Tumor mehr als 4 cm in groBBter Ausdehnung

T4 | Tumor infiltriert Nachbarstrukturen, z. B. kortikalen Knochen, Skelettmuskel der Zunge,
Kieferhohle oder Haut

Tabelle 1: T-Klassifikation Mundhohlen-Karzinome

T1 | Tumor 2 cm oder weniger in grofiter Ausdehnung

T2 | Tumor mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 4 cm in groBter Ausdehnung

T3 | Tumor mehr als 4 cm in groBter Ausdehnung

T4 | Tumor infiltriert Nachbarstrukturen, wie z.B. M. pterygoideus, Unterkiefer, harter
Gaumen, Skelettmuskel der Zunge, Larynx

Tabelle 2: T-Klassifikation Oropharynx-Karzinome

T1 | Tumor auf einen Unterbezirk des Hypopharynx begrenzt und 2 cm oder weniger in
groBter Ausdehnung

T2 | Tumor infiltriert mehr als einen Unterbezirk des Hypopharynx oder einen benachbarten
Bezirk, oder misst mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 4 cm in grofiter Ausdehnung, ohne
Fixation des Hemilarynx

T3 | Tumor misst mehr als 4 cm in grofiter Ausdehnung, oder Tumor mit Fixation des
Hemilarynx

T4 | Tumor infiltriert Nachbarstrukturen, z.B. Schild/Ringknorpel, A. carotis externa oder
interna, Weichteile des Halses, pravertebrale Faszien oder Muskeln, Schilddriise
und/oder Osophagus

Tabelle 3: T-Klassifikation Pharynxkarzinom

T1 | Tumor auf Stimmbéander begrenzt (kann auch vordere oder hintere Kommissur
befallen), mit normaler Beweglichkeit

T1la | Tumor auf ein Stimmband begrenzt

T1b | Tumorbefall beider Stimmbander

T2 | Tumor breitet sich auf Supraglottis und/oder Subglottis aus und/oder Tumor mit
eingeschrankter Stimmbandbeweglichkeit

T3 | Tumor auf den Larynx begrenzt, mit Stimmbandfixation

T4 | Tumor infiltriert durch den Schildknorpel und/oder auf3erhalb des Larynx, z.B. Trachea,
Weichteile des Halses, Schilddriise oder Pharynx

Tabelle 4: T-Klassifikation glottischer Larynx-Karzinome




T1 | Tumor auf die Subglottis begrenzt

T2 | Tumor breitet sich auf ein Stimmband oder beide Stimmbander aus, diese mit normaler
oder eingeschrankter Beweglichkeit

T3 | Tumor auf den Larynx begrenzt, mit Stimmbandfixation

T4 | Tumor infiltriert durch Ring- oder Schildknorpel und/oder au3erhalb des Larynx, z. B.
Trachea, Weichteile des Halses, Schilddriise oder Osophagus

Tabelle 5: T-Klassifikation subglottischer Larynx-Karzinome

NO | Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 |Metastase in solitdrem ipsilateralem Lymphknoten, 3 cm oder weniger in grof3ter
Ausdehnung

N2a | Metastase in solitarem ipsilateralem Lymphknoten mehr als 3 cm aber nicht mehr als 6
cm in groBter Ausdehnung

N2b | Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, keiner mehr als 6 cm in grof3ter
Ausdehnung

N2c | Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, keiner mehr als 6 cm in
groBter Ausdehnung

N3 | Metastase(n) in Lymphknoten, mehr als 6¢cm in grofSter Ausdehnung

Tabelle 6: N-Klassifkation aller Kopf-Hals-Tumoren

1.1.4 Klinik

Ungunstigerweise werden viele HNSCC erst in einem fortgeschrittenen Stadium
symptomatisch. Die Beschwerden konnen eine langer andauernde Heiserkeit, ein
Fremdkorpergefuhl, Dysphagie, Dyspnoe, Hamoptoe, oder bereits eine sichtbare
Raumforderung sein. Zusitzlich konnen auch Allgemeinsymptome einer malignen
Erkrankung wie Appetitlosigkeit, Gewichtsverlust und Nachtschweil} auftreten. Manchmal
sind dies auch die einzigen Beschwerden. Der Zeitpunkt des Auftretens der ersten Symptome
hangt entscheidend von der Lokalisation des Tumors ab. Tumore auf den Stimmlippen
verursachen oft bereits in einem frihen Stadium Heiserkeit, weshalb sie frither diagnostiziert
werden und so vor allem durch den frithzeitigen Therapiebeginn eine relativ gunstige
Prognose haben. Bei anderen Lokalisationen gibt es keine frithen Warnsignale, so dass viele
Diagnosen erst im Tumorstadium T3 und T4 erfolgen, was eine grofle Tumorzellmasse und

eine schlechte Prognose bedeutet (Boenninghaus, 2004).

1.1.5 Therapie

Die Operation eines HNSCC ist in den meisten Fallen die Therapie der Wahl, man
unterscheidet Stimm-erhaltende (als Beispiel Kehlkopfteilresektion) von nicht Stimm-

erhaltenden (Laryngektomie) Operationen (Strutz, 2001). Gerade bei kleinen Tumoren sind




die therapeutischen und funktionellen Ergebnisse sehr gut. Doch auch wenn der Larynx nicht
betroffen ist und Gewebe von Zunge, Pharynx oder der Mundhohle entfernt wurde, konnen
postoperativ Storungen von Sprechen, Schlucken und Atmen auftreten, da alle diese
Funktionen ein Zusammenspiel dieser anatomischen Einheiten voraussetzen (Boenninghaus,
2004). Die Einschrankung der Lebensqualitat ist unter Umstanden bedeutend. Bei
fortgeschrittenen Tumorstadien ist eine Entfernung aller Lymphknoten des betroffenen
Lymphabflussgebietes in der Halsregion notwendig. In der Regel folgen auf die Operation

eine Strahlentherapie und ggf. auch eine Chemotherapie.

1.1.5.1 Chirurgische Therapie

Zum operativen Vorgehen bei HNSCC hat die Deutsche Krebsgesellschaft Leitlinien fur die
unterschiedlichen Lokalisationen festgelegt (Deutsche-Krebsgesellschaft, 2002). Beispielhaft

wird hier das empfohlene operative Vorgehen beim Hypopharynxkarzinom aufgezeigt.

Hypopharynxkarzinom

Tis | Exzision

T1 | Hypopharynxteilresektion (transoral oder transzervikal) eventuell mit plastischer
Deckung. In besonderen Fiéllen kann eine Laryngektomie notwendig sein (z.B.
Postcricoid-Region).

T2 |Partielle Pharyngektomie transzervikal oder transoral unter Erhalt des Larynx eventuell
mit Resektion des ipsilateralen Schilddrusenlappens; ggf. plastische Rekonstruktion; ggf.
Pharynx-Larynx Teilresektion oder Laryngektomie mit partieller Pharyngektomie und
ggf. Rekonstruktion. Alternativ: transorale Resektion

T3 | Laryngektomie mit Teilpharyngektomie eventuell mit Resektion des ipsilateralen
Schilddrisenlappens und ggf. Rekonstruktion. Transorale Resektion in besonderen Fallen
moglich.

T4 | Oft nicht unter Organ- bzw. Funktionserhalt operabel. Pharyngolaryngektomie mit
Resektion des ipsilateralen Schilddrisenlappens und Rekonstruktion mit Magenhochzug
oder anderem Transplantat.

Tabelle 7: Leitlinie zum operativen Vorgehen beim Hypopharynxkarzinom

1.1.5.2 Strahlentherapie und Chemotherapie

Die Strahlentherapie wird entweder als alleinige Behandlungsmethode oder als zusitzliche
MaBnahme vor oder nach der Operation eingesetzt. Nach praoperativer Strahlentherapie
beispielsweise kann anschlieend eine kurative Resektion moglich werden, die vorher nicht
moglich war. Indikationen fur eine postoperative Strahlentherapie sind eine unvollstindige
operative Tumorresektion (R1- und R2-Resektion) und eine Tumorgrofe T4, denn das

bedeutet eine Infiltration von Nachbarstrukturen. Ist der Tumor aufgrund seiner




lokoregiondren Ausdehnung funktionell nicht mehr sinnvoll operabel, so ist eine intensivierte

Strahlentherapie oder eine simultane Radiochemotherapie zu empfehlen. Die simultane

Radiochemotherapie erbringt hohere Raten an lokoregionarer Tumorfreiheit im Vergleich zur

alleinigen Strahlentherapie. Substanzen, die sich simultan mit einer hochdosierten
Strahlentherapie applizieren lassen, sind 5-Fluorouracil, auch in Kombination mit Cisplatin
bzw. Carboplatin. Die simultane Anwendung fuhrt zu einer erhohten therapieassoziierten
Akutmorbiditat und verlangt daher besondere Anstrengung auf dem Gebiet der
Supportivtherapie. Bei reduziertem oder schlechtem Allgemeinzustand des Patienten ist die
konventionelle palliative Strahlenbehandlung vorzuziehen (Deutsche Gesellschaft fur Hals-

Nasen-Ohrenheilkunde, 1999; Deutsche-Krebsgesellschaft, 2002).
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1.2 Risiko und Tumorentstehung

1.2.1 Risikofaktoren fur ein HNSCC sind Nikotin und Alkohol

Die Hauptrisikofaktoren fur HNSCC sind Nikotin- und Alkoholabusus. Raucher haben
gegenuber Nichtrauchern ein 20-fach erhohtes Risiko, an einem Larynxkarzinom zu
erkranken. Wobei es einen Zusammenhang in der Menge an Nikotin und Alkohol und der
Zunahme des Risikos gibt. Alkohol und Nikotin wirken unabhangig voneinander kanzerogen,
gemeinsam scheinen sie sich allerdings in ihrer karzinogenen Potenz nicht nur zu addieren,
sondern eher zu multiplizieren (Talamini et al., 2002). Da die Noxen auf die gesamte
Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes einwirken, kann es zur Feldkanzerisierung
kommen. Das bedeutet, dass es mit einer Inzidenz von bis zu 20% zu synchronen oder
metachronen Mehrfachmalignomen kommt, weswegen man HNSCC-Patienten eine

engmaschige Tumornachsorge empfiehlt.

1.2.2 Karzinogenese

\Inltlatlnn

Promotion

Carcinoma in situ

Invasives Karzinom

Abbildung 1.2.1 Karzinogenese

Die Entstehung von Tumoren ist ein komplexer Prozess, der in drei Phasen unterteilt wird:
Initiation, Promotion und Progression. In der Initiierungsphase treten Mutationen und
Transformationen auf, die genetisch bedingt sein konnen, wie eine Mutation im BRCA1-Gen
bei familidrem Mammakarzinom, oder durch exogene Noxen hervorgerufen werden. Das

konnen ultraviolette und radioaktive Strahlung sein, Umwelt- und Arbeitsplatzkanzerogene



und auch Nikotin und Alkohol. Die Gewebeveranderungen wiahrend der Karzinogenese sind
zunichst reversibel. Im Fall von exogenen Noxen kommt es zu einer Epithelschadigung mit
konsekutiver Epithelreaktion im Sinne einer Regeneration. Bei fortdauernder Einwirkung der
Noxen und standigem Regenerationsbedarf reagiert das Epithel mit Hyperplasie und
Hyperkeratose, wodurch die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Epitheldysplasien steigt.
Wenn die Dysplasien fortschreiten, kommt es zunéachst zum Carcinoma in situ, das die
Basalmembran noch nicht uiberschreitet. Ab diesem Zeitpunkt ist eine Ruckbildung der
Veranderung nicht mehr moglich. Schlielich erfolgt der Durchbruch durch die
Basalmembran; man spricht nun von einem invasiven Karzinom. Ab diesem Zeitpunkt

konnen bereits Metastasen entstehen.

1.2.3 Theorie der Immuniiberwachung

Bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts vermutete Paul Ehrlich, dass es im Menschen stiandig
einige anormale Zellen gibt, die jedoch durch das Immunsystem kontrolliert werden. Diese
These wurde spater von Burnet und Thomas zur Theorie der Immunuiberwachung (immune
surveillance) ausgearbeitet, die besagt, dass das Immunsystem standig den Korper nach
entarteten Zellen absucht und diese sofort zerstort. Diese Immunantwort setze so friih ein,
dass der Grofteil an Tumorzellen klinisch iiberhaupt nicht apparent wiirde (Burnet, 1971).
Diese Theorie stuitzen folgende Beobachtungen:
* Viele Tumoren sind von einem ausgepragten Lymphozyteninfiltrat umgeben.
* Es kommt bei manchen Tumorentititen immer wieder zu Spontanremissionen.
* Tumore treten gehéduft im Alter auf, wenn das Immunsystem ineffizienter wird und
sich Mutationen anhéufen.
* Immunsupprimierte Personen haben ein deutlich hoheres Risiko, Tumore zu
entwickeln.
Dennoch kommt es zur Bildung von Tumoren, deren transformierte Ursprungszelle nicht
durch das Immunsystem eliminiert wurde. Um die Zellen der oben angesprochenen minimal
residual disease zu erreichen und zu eliminieren, bevor Metastasen entstehen, zielen viele
Anstrengungen darauf, bei Tumorpatienten das Immunsystem zu starken, damit es entartete

Zellen detektiert und eliminiert.
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1.3 Immunsystem

Ohne das Immunsystem ist der Mensch nicht lebensfahig. Es ist notwendig, um
Krankheitserreger, mit denen Menschen in der naturlichen Umwelt standig in Kontakt treten,
zu erkennen und zu vernichten - im gunstigen Fall bevor eine manifeste Erkrankung entsteht.
Es besteht aus verschiedenen Komponenten u. a. Leukozyten, Antikorpern, Zytokinen, die ein
komplexes System bilden. Das Immunsystem kann man grob in zwei Teile teilen, die
angeborene unspezifische Immunitét und die erworbene (adaptive) spezifische Immunitat, die
an vielen Stellen ineinander greifen. Der wesentliche Unterschied besteht darin, dass die
angeborene Immunitat schnell, aber relativ unspezifisch reagiert, wahrend die adaptive
Immunitét induziert werden muss, dafur aber hochspezifisch und lernfahig ist. Das
Immunsystem kann korpereigen von fremd unterscheiden und so Pathogene wirksam und
gezielt vernichten. Das konnen Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten sein, aber auch
korpereigene Zellen, die ihre naturliche Funktion verloren haben. Das sind zum Einen
abgestorbene, apoptotische Zellen, zum Anderen aber auch abnorme Zellen, die, werden sie
nicht durch das Immunsystem vernichtet, der Beginn einer Tumorerkrankung sein konnen
(Janeway, 2004).

Fur gewohnlich jedoch spricht das Immunsystem nicht auf spontan entstandene Tumorzellen
an, da diese auf der Zelloberflache keine Information haben, die sie als korperfremd
kennzeichnen. Sind jedoch Antigene vorhanden, die die Tumorzelle als solche entlarven,
konnen Tumore Ziel eines Immunangriffs werden. Tumore sind allerdings héaufig genetisch
instabil und konnen Zellvarianten bilden, die dem Angriff dadurch entgehen, dass sie die
immunogenen Antigene nach Mutationen verlieren. Auf einigen Tumoren, wie
Kolonkarzinom und Zervixkarzinom wird MHC-I (major histocompatibility comlex) nur
gering oder nicht mehr exprimiert (Facoetti et al., 2001). Und Tumore, die kein MHC-I
exprimieren, konnen von zytotoxischen T-Zellen nicht erkannt werden, allerdings konnen
diese Tumorzellen dann von naturlichen Killerzellen angegriffen werden.

Eine andere Moglichkeit des Tumors, der Immunitberwachung zu entgehen, ist die
Produktion von immunsuppressiven Zytokinen, wie IL-10, TGFf (transforming growth
factor) und Prostaglandin E,, die die zellvermittelte Immunitat unterdriicken, die zur

Kontrolle des Tumorwachstums notwendig ist (siche Kapitel 1.4).
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1.3.1 Angeborene unspezifische Immunitat

Die angeborene Immunitdt umfasst als Zellen die Monozyten/Makrophagen, Neutrophile
Zellen, Naturliche Killerzellen und dendritische Zellen. Diese Zellen erkennen
Krankheitserreger oder abnorme Zellen, wobei eine entscheidende Rolle der Toll-like-
Rezeptor und die Haupthistokompatibilititskomplexe (MHC) spielen. Die angeborene
unspezifische Immunitit ist so leistungsfahig, dass sie bereits 90% der Infektionen abwehren
kann. Die als fremd identifizierten Zellen bzw. Krankheitserreger werden entweder durch
Phagozytose direkt vernichtet oder mit Hilfe des Komplementsystems unschéadlich gemacht.
Das Komplementsystem ist eine aus mehr als 20 Proteinen bestehende biochemische
Kaskade, die letztlich die Zelloberflache angreift und so den Zelltod herbeifuhrt.

Die antigenprasentierenden Zellen Makrophagen und dentritische Zellen haben zusitzlich die
Moglichkeit, durch Prasentation von Teilen des phagozytierten Materials (Antigene) auf ihrer
Oberflache die adaptive Immunitét zu aktivieren und so in die Abwehrreaktion mit

einzubeziehen.

1.3.2 Spezifische erworbene Immunitat

T-Lymphozyten erkennen ihr spezifisches Antigen, wenn es durch antigenprasentierende
Zellen (APC) dargeboten wird. Daraufhin wird gegen dieses Antigen eine zellvermittelte
Zytotoxizitat dhnlich der bei neutrophilen Granulozyten ausgelost.

B-Lymphozyten benotigen keine Préasentation, sie konnen direkt durch Antigen aktiviert
werden. Sie reifen zur Plasmazelle und bilden und sezernieren Antikorper gegen das erkannte
Antigen. Hier handelt es sich um die humorale Immunantwort.

AnschlieBend bilden sich aus den aktivierten B- und T- Zellen Gedachtniszellen, die eine
Zweitinfektion deutlich schneller beantworten. Oft ist das dann so schnell, dass erst gar keine
Erkrankung entsteht. Diesem Prinzip folgen Impfungen, bei denen ein abgeschwichter,

apathogener Erreger fur die Ausbildung einer spezifischen Immunantwort sorgt.
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1.3.3 Zellen des Immunsystems
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Abbildung 1.3.1 Die Zellen des Immunsystems stammen von den hamatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark ab.

1.3.3.1 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten machen normalerweise ungefahr 50% der im Blut zirkulierenden
Leukozyten aus. Aktiviert durch Zytokine wandern sie an Ort der Infektion, wo sie durch
Phagozytose Pathogene eliminieren. Gemeinsam mit Monozyten/Makrophagen sind sie nicht
nur fur die Bekampfung von Mikroorganismen zustandig, sondern auch fur die Elimination
von Tumorzellen. Auf ihrer Oberflache tragen sie u. a. das CD14 Molekul, mit dem sie
apoptotische Zellen binden, und den FcyIIl Rezeptor CD16b, der nur auf neutrophilen
Granuozyten vorkommt und an Zellen gebundene Antikorper erkennt. Uber die Sekretion von

Zytokinen (IL-1, IL-6, TNFa) konnen sie weitere Immuneffektorzellen aktivieren.
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1.3.3.2 Monozyten/Makrophagen

In der Blutbahn zirkulieren Monozyten, die auf einen chemotaktischen Reiz in das Gewebe
einwandern und zu Makrophagen ausreifen. Sie sind zur Phagozytose von Mikroorganismen
und abnormen Korperzellen wie Tumorzellen fahig. Durch die Moglichkeit zur
Antigenprasentation haben sie eine Steuerungsfunktion fur spezifische Immunreaktionen. Die
von Monozyten sezernierten Zytokine (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IFNa, TNFa) tragen zur
Differenzierung und Aktivierung weiterer Zelltypen bei. Auf der Oberflache von Monozyten
und Makrophagen befinden sich viele spezifische Rezeptoren, wie MHC-II (major
histocampatibility complex), der Haupthistokompatibilitatskomplex auf
antigenprasentierenden Zellen, das Adhédsionsmolekul Mac-1, das durch Bindung an ICAM-1
auf aktivierten Endothelzellen ein Anheften des Monozyten am Endothel ermoglicht, und der
Chemokinrezeptor CCRS, der eine zielgerichtete Migration ermoglicht. Aulerdem gibt es auf
Monozyten den CD14 Rezeptor, mit dem apoptotische Zellen und auch Lipopolysaccharid
aus der Bakterienwand gebunden werden konnen und der eine Rolle bei der Sepsis spielt,
sowie CD16, der FcylIll Rezeptor, der auf Zelloberflachen gebundenen Antikorper erkennt

und Phagozytose auslost.

1.3.3.2.1 Adhiasion und Migration

Um das GefaBBsystem verlassen zu konnen und ins Zielgewebe zu gelangen, mussen
Monozyten zuniachst an der GefaBwand adhérieren. Dieser Prozess wird u. a. durch die [32-
Integrine vermittelt, die drei Heterodimere umfassen. Das sind Mac-1, das aus den Ketten
CD11b und CD18 besteht und auf Monozyten und Granulozyten exprimiert wird, LFA-1, das
aus CD11a und CD18 besteht und hauptséachlich auf lymphoiden Zellen vorkommt, und CR4
(CD11c und CD18, auf Monozyten und Granulozyten). Mac-1 bindet an ICAM-1 auf
aktivierten Endothelzellen und bewirkt die Adhésion des Monozyten am Endothel. Die
weitere zielgerichtete Migration wird durch Chemokine induziert, die lokal bei
Immunreaktionen gebildet werden, und durch Bindung an einen Chemokinrezeptor auf der
Immunzelle eine chemotaktische Wirkung ausuiben. Auf Monozyten ist das vor allem der
Chemokinrezeptor CCRS, der RANTES, MIP-1oa und MIP-1§ bindet (Janeway, 2004). Nur
eine ausreichende Expression von Adhasionsmolekillen und Chemokinrezeptoren macht eine

gerichtete Tumorzellelimination moglich.

1.3.3.3 Natirliche Killerzelle (NK-Zelle)

NK-Zellen gehoren zu den Lymphozyten. Eine Aktivierung ist nicht notwendig, jedoch wird
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ihre Aktivitat durch Zytokine (IL-12, Interferone), die von Makrophagen sezerniert werden,
gesteigert. Die NK-Zelle erkennt das MHC-1 Molekiil, wodurch eine korperfremde Zelle
sofort als solche enttarnt und angegriffen wird. Aber auch korpereigene Zellen, die aufgrund
einer Virusinfektion oder einer malignen Entartung MHC-I in geringerer Menge exprimieren,
werden erkannt und diese Zellen durch Freisetzung zytotoxischer Granula und der Induktion
von Apoptose vernichtet. Das Adhasionsmolekill CD56 bewirkt die Adhdsion am Endothel,
es folgt die Migration ins Zielgewebe. Durch CD16, den Feylll Rezeptor, ist die NK Zelle

auch zur antikorperabhédngigen zellvermittelten Zytotoxizitat (ADCC) fahig.

1.3.3.4 T-Lymphozyten: T-Helferzelle

T-Helferzellen sind tragen das CD4 Molekul und, wie alle T-Zellen, den T-Zellrezeptor
(TCR) auf der Zelloberflache, mit dem jeweils ein spezifisches Antigen erkannt werden kann.
Dieses Antigen muss dazu auf antigenpréasentierenden Zellen gemeinsam mit MHC-II
Molekulen dargeboten werden. Nach Aktivierung der T-Helferzelle setzt diese Lymphokine
frei. Die Differenzierung in eine Th1 Zelle bewirkt uber die Sekretion von Interferon-y eine
Verstarkung der zelluldaren Immunantwort durch eine Aktivierung von Makrophagen. Eine
Th2 Zelle fuhrt durch Sekretion von Interleukin-4 und IL-5 zur Verstarkung der Produktion
von Antikorpern (humorale Antwort) durch B-Zellen. Beide Wege konnen sich gegenseitig
unterdrucken. Zur Bekdmpfung von Tumoren ist vor allem die zellulare Immunantwort Th1

von Bedeutung (Desmedt et al., 1998).

1.3.3.5 T- Lymphozyten: Zytotoxische T-Zelle

Zytotoxische T-Zellen sind CD8-positiv. Sie tragen ebenfalls den T-Zellrezeptor, mit dem
jeweils ein spezifisches Antigen erkannt werden kann. Zytotoxische T- Zellen brauchen dazu
die Antigenprasentation zusammen mit MHC-II Molekiilen, d.h. korpereigene Zellen, die z.B.

mit Viren infiziert sind. Darauthin wird die Apoptose dieser Zelle induziert.

1.3.3.6 B-Lymphozyten

Der B-Lymphozyt tragt auf der Oberflaiche Immunglobuline. Er entwickelt sich nach Kontakt
mit dem passenden Antigen (auch freie Antigene) und unter dem Einfluss von Lymphokinen
von aktivierten T-Helferzellen zur Plasmazelle, die Antikorper produziert, oder zur
Gediachtniszelle. Die Gedachtniszelle gibt die gespeicherte Information bei erneutem Kontakt
mit dem gleichen Antigen an die B-Zellreihe weiter, was schneller als beim Erstkontakt zu

Antikorper-produzierenden Plasmazellen fuhrt.
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1.3.4 Zytokine und Chemokine

Die Kommunikation der Zellen untereinander gelingt zum einen uiber direkten Kontakt, zum
anderen uber sezernierte Mediatoren, die sogenannten Zytokine, die in den komplexen
Prozess der Immunantwort involviert sind. Ein prominentes Beispiel ist IL-2 (Interleukin-2),
das von T-Zellen sezerniert wird, auto- und parakrin die Differenzierung von zytotoxischen
T-Zellen und NK-Zellen fordert und die Produktion von Immunglobulinen durch B-Zellen
anregt. Dass IL-2 eine zentrale Rolle in der Auslosung einer adaptiven Immunreaktion
einnimmt, wird an Medikamenten deutlich, die die IL-2-Produktion hemmen bzw. die
Signalgebung durch IL-2 unterbinden. Medikamente wie Tacrolimus und Cyclosporin A sind
Immunsuppressiva, die zur Unterdriickung unerwunschter Immunreaktionen wirksam bei
Transplantationen eingesetzt werden.

Chemokine sind chemotaktische Zytokine, von denen mehr als 50 verschiedene bekannt sind.
Chemokine binden an spezielle G-Protein gekoppelte Chemokinrezeptoren, diese konnen in
den meisten Féllen mit mehreren Chemokinen interagieren (Luster, 1998). Physiologische
Funktion ist sowohl die Steuerung der Leukozytenreifung im Knochenmark als auch deren
Zirkulation im Korper und ihre Niederlassung in bestimmten Organen (Baggiolini and
Loetscher, 2000). Bei Entziindungsreaktionen werden Chemokine lokal sezerniert und steuern

so die Migration und Bewegung von Leukozyten zum Zielgewebe.
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1.4 Mechanismen, durch die Tumore der Inmunabwehr entgehen

Damit Tumorzellen einer Identifizierung und Elimination durch das Immunsystem entgehen,
kommen folgende Mechanismen in Frage:

* geringe Immunogenitat

* Veranderung von Antigenen und eine

* tumorinduzierte Immunsuppression.

1.4.1 Cyclooxygenasen katalysieren die Prostaglandin E, Bildung

Die Cyclooxygenase liegt in drei Isoformen vor: Cyclooxygenase (COX) 1, 2 und 3.
Cyclooxygenase 1 kommt in vielen Zellarten vor und ist stindig aktiv, im Gegensatz dazu
findet man Cyclooxygenase 2 in aktivierten inflammatorischen Zellen und vermehrt in
malignen Zellen (Dubois et al., 1998). Die Cyclooxygenase 3 ist eine Acetaminophen-
sensitive Form der Cyclooxygenase 1, die hauptsachlich im Gehirn exprimiert wird
(Chandrasekharan et al., 2002). Cyclooxygenase 2 wirkt vermutlich neoangiogenetisch und
beeinflusst so ein Tumorwachstum positiv. Alle Cyclooxygenasen werden durch nicht-
steroidale Antiphlogistika (NSAR) in ihrer Aktivitat gechemmt, selektive Cyclooxygenase 2-

Inhibitoren hemmen gezielt die Cyclooxygenase 2.
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Abbildung 1.4.1 Die Cyclooxygenase nimmt eine Schliisselrolle im
Arachidonsaurestoffwechsel ein, als dessen Produkt unter anderen das Prostaglandin
E,, ein so genanntes Eicosanoid, entsteht. Zuniachst 16st das Enzym Phospholipase A2
aus Phospholipidmembranen Arachidonsaure heraus, aus der dann entweder durch
Katalysation der Lipoxygenase Leukotriene entstehen, oder mittels der Cyclooxygenase
Prostaglandine, Prostacycline und Thromboxan.

Studien zeigen, dass Patienten, die aus verschiedenen Griinden ein NSAR uber lingere Zeit
einnehmen, ein niedrigeres Risiko haben, an Kolon- oder Osophaguskarzinomen zu erkranken
(Bosetti et al., 2002; Giovannucci et al., 1994). Jedoch kann die langfristige Einnahme von
NASR auch unerwiinschte Wirkungen haben wie gastrointestinale Blutungen und
Nierenfunktionseinschrankungen. Da in Tumorzellen hauptsachlich die induzierbare Form
Cyclooxygenase 2 exprimiert ist, bietet sich zur Erzielung eines Effekts auf Karzinomzellen
der Einsatz selektiver Cyclooxygenase 2-Inhibitoren wie Rofecoxib und Celecoxib an, da so

die Produktion von Prostaglandin E, verhindert werden kann.
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1.4.2 Tumore konnen durch Cyclooxygenase 2 Uberexpression

Immunsuppression induzieren

Viele Tumore schiitzen sich vor einem Angriff des Immunsystems, indem sie selbst eine
immunsuppressive Wirkung entwickeln; das geschieht haufig dadurch, dass sie
Cyclooxygenase 2 uberexprimieren (Ulrich et al., 2006), was auch fur HNSCC nachgewiesen
werden konnte (Young et al., 1996). Folglich entsteht im Tumor eine hohe Konzentration von
Prostaglandin E,, das auf verschiedene Immunzellen einen hemmenden Einfluss hat.
Prostaglandin E, induziert die Synthese des negativ-regulatorischen Zytokins IL-10 und
supprimiert so die T und B Zellproliferation, die Lymphokinproduktion und die Zytotoxizitat
von Natlrlichen Killerzellen, zytotoxischen Zellen und Makrophagen (Huang et al., 1996).
Die Wirkung von Prostaglandin E, wird wahrscheinlich tiber eine Erhohung des second
messengers cAMP vermittelt. In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass sich die bei
HNSCC Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden praoperativ erhohte
Prostaglandin E, Serumkonzentration postoperativ nomalisierte, bei Auftreten von Rezidiven

jedoch wieder anstieg (Klapan et al., 1992).
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Aufbauend auf Erkenntnissen der Arbeitsgruppe aus in vitro Versuchen, die gezeigt hatten,
dass die Beeintrachtigung der Monozytenfunktion bei Tumorpatienten durch die
pharmakologische Inhibition der Cyclooxygenase 2 reversibel ist, wollten wir testen, ob
dieser Effekt auch in vivo stattfindet. Diese Frage sollte im Rahmen einer klinischen Studie an
Tumorpatienten untersucht werden.

Dazu mussten zuniachst geeignete molekulare Marker auf der Oberflache der Leukozyten
gefunden werden, die sich bei Tumorpatienten und Gesunden unterscheiden. Die
tumorimmunologische Bedeutung dieser Unterschiede sollte in funktionellen Tests iiberpruft
werden.

In der klinischen Studie sollte bet HNSCC-Patienten durch pharmakologische
Cyclooxygenase 2-Inhibition eine Auswirkung auf die Leukozyten anhand der identifizierten
molekularen Marker gemessen werden, wobeli als ,,Erfolg* eine Verschiebung in Richtung
eines Phénotyps von Gesunden gewertet werden sollte. Aulerdem sollte die Funktion der
Leukozyten in verschiedenen Versuchen getestet werden. Um schlieBlich festzustellen, ob
eine Cyclooxygenase 2-Inhibition auch Veranderung im Tumorgewebe bewirkt, sollten mit

Hilfe der Inmunhistochemie Gewebeschnitte untersucht werden.

Es ergaben sich folgende Fragen:
1. Welche Oberflachenmolekile sind bei Leukozyten von HNSCC-Patienten vermindert
oder verstarkt exprimiert im Gegensatz zu Leukozyten von gesunden Probanden?
2. Ist diese Expression bei HNSCC-Patienten durch medikamentose Inhibition der
Cyclooxygenase 2 in vivo beeinflussbar?
3. Ergibt sich dadurch eine Verbesserung der Funktion der Leukozyten?

4. Erreichen daraufhin tatsichlich mehr Immunzellen das Tumorgewebe?
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1.6 Studiendesign

1.6.1 Studienziel

Ziel der durchgefuhrten Studie war die phanotypische und funktionelle Charakterisierung von
Immunzellen, insbesondere von Monozyten, isoliert aus Patienten mit HNSCC unter der
Hypothese, dass eine adjuvante Cyclooxygenasehemmung den supprimierten Immunstatus
dieser Patienten wieder authebt und zu einer verbesserten Funktion der Immunzellen fuhrt.

Die Kontrollgruppe bildeten Patienten mit HNSCC, die keine Studienmedikation erhielten.

1.6.2 Studienart

Es handelte sich um eine prospektiv randomisierte Studie. Das Studienkollektiv bestand aus
Patienten, bei denen aktuell ein Plattenepithelkarzinom des Kopf- und Halsbereichs
diagnostiziert worden war und die noch keine Therapie erhalten hatten. Das

Untersuchungsmaterial umfasste peripheres Venenblut und Biopsien des Karzinoms.

1.6.3 Studienprotokoll

Die Rekrutierung der Studienteilnehmer erfolgte willkurlich in der Hals-, Nasen-, und

Ohrenklinik unter Beachtung der Einschluss- und Ausschlusskriterien.

Die Einschlusskriterien waren:
* ein operativ resezierbares, unbehandeltes Plattenepithelkarzinom des Kopf- und
Halsbereichs
* Alter zwischen 18 und 70 Jahren
* Allgemeinzustand: Karnofsky-Index >60%
* Ausreichende hamatopoetische, renale, und hepatische Funktion
* Vorliegen der schriftlichen Einverstandniserklarung

* Verfugbarkeit der Patienten fur den Zeitraum der Studie.

Ausschlusskriterien waren:
* akute oder chronische Infektionen
* Anfallsleiden oder andere zentral-nervose Erkrankung
* Diabetes mellitus
* Anamnese fur gastrointestinale Ulzera

* Zeichen einer signifikanten hdmatologischen, respiratorischen, kardiovaskuléren,
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hepatischen oder renalen Erkrankung
* Zustande, die die Immunantwort beeintrachtigen
* Schwangerschaft
* Aktuelle oder chronische Einnahme von nicht-steroidalen Antiphlogistika

* Inoperabilitat des Karzinoms.

Bei allen Patienten mit der Verdachtsdiagnose eines Plattenepithelkarzinoms im Kopf- und
Halsbereich erfolgt zur Diagnosesicherung und Operationsplanung eine Panendoskopie mit
Entnahme von Biopsien aus dem suspekten Bereich. Wéhrend dieses routineméfig
durchgefuhrten, diagnostischen Eingriffes wurde neben der zur histologischen
Diagnosesicherung notwendigen Probebiopsie eine zusatzliche Tumorprobe asserviert und
von uns immunhistochemisch untersucht.

Aus am gleichen Tag entnommenem Venenblut desselben Patienten wurden Immunzellen

isoliert, und auf die Expression verschiedener Oberflachenmolekille sowie ihr Adhdsions- und

Migrationspotential untersucht. Eine im Vergleich zu Gesunden verminderte Expression von
Oberflachenmolekiilen oder eine Einschrankung der Migration und Adhésion wurde von uns
als Ausdruck einer manifesten Immunsuppression gewertet.

Bis zur Operation des Karzinoms vergehen ungefahr drei Wochen, in denen Untersuchungen

durchgefuhrt werden, die fur die Stadieneinteilung und die Operationsplanung benotigt

werden. Diese Zeit nutzten wir fur unsere Studie. Mit dem Ziel, eine Immunkompetenz durch

Cyclooxygenasehemmung zu erreichen, erhielt eine Gruppe der Studienteilnehmer in diesen
drei Wochen priaoperativ 1 x taglich den spezifischen Cyclooxygenaseinhibitor Rofecoxib
(Handelsname Vioxx©) 25 mg per os, wahrend die andere Gruppe unbehandelt blieb. Die
Gruppe wurde per Zufall ermittelt. Anschlieend wurden alle Studienteilnehmer ihrem
regulér geplanten Eingriff zugefuhrt. Die nach den Regeln der 4rztlichen Kunst notwendige
und sinnvolle Therapie blieb durch die Studie vollig unbeeinflusst und wurde keinem
Patienten vorenthalten.

Unmittelbar vor der Operation wurde erneut peripheres Venenblut entnommen, und die
Immunzellen einer phanotypischen und funktionellen Analyse unterzogen.

Am Tag der Operation wurde aus dem exzidierten Tumor eine Probe entnommen, ohne die
fur eine histopathologische Beurteilung der Vollstandigkeit der Resektion wichtigen
Resektionsgrenzen zu tangieren. Diese Probe wurde ebenfalls immunhistochemisch
untersucht, und mit den im Rahmen der panendoskopischen Untersuchung ermittelten

Ergebnissen verglichen.
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Eine dritte Blutentnahme erfolgte nach weiteren vier bis sechs Wochen, in denen die
Studienteilnehmer nun keine Studienmedikation mehr eingenommen hatten. Die genannten

Parameter wurden nun ein drittes Mal bestimmt und verglichen.

TAG 1 Panendoskopie
1. Biopsie
1. Blutenthahme

\

Rando misierun
v '

Rofecoxib keine
25 mg/d Medikation
vV v

Operaton
TAG 21
2. Biopsie

2. Blutentnahme

keine
Medikation

TAG 42 3. Blutentnahme

Studienende

Abbildung 1.6.1 In der Studie wurde zu zwei Zeitpunkten eine Biopsie des Tumors
untersucht, eine venose Blutentnahme erfolgte zu drei Zeitpunkten. Rofecoxib wurde

nach der Operation nicht mehr eingenommen.

1.6.4 Studienmedikation

Als Studienmedikament setzten wir Rofecoxib ein, ein spezifischer Cyclooxygenase 2-
Inhibitor, mit Handelsname Vioxx© (MSD SHARP & DOHME). Rofecoxib hemmt
hochspezifisch die Aktivitat der Cyclooxygenase 2. Am 25. Mai 1999 hat das Medikament
die Zulassung der amerikanischen Food and Drug Administration erhalten, im November
1999 wurde es auch in Deutschland zugelassen, inzwischen ist es aufgrund von unter der
Medikation gehéduften Todesfallen mit kardiovaskularer Ursache wieder vom Markt
genommen worden. Zum Zeitpunkt der Studie handelte es sich um ein zugelassenes

Medikament, wahrend der Studie sind bei den Studienteilnehmern keine Nebenwirkungen
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aufgetreten.

Das einmal taglich einzunehmende Arzneimittel konnte fur die Behandlung von Schmerzen
und Symptomen der Osteoarthritis, der akuten Schmerzbehandlung bei Erwachsenen und bei
Menstruationsbeschwerden (essentielle Dysmenorrho) verordnet werden. MSD SHARP &
DOHME konnten belegen, dass unter taglicher Rofecoxib-Gabe die bei NSAR bekannten
Nebenwirkungen, wie Erosionen und Ulzera im oberen Gastrointestinaltrakt, im
Plazebobereich lagen. Aufgrund der fehlenden Inhibition der Cyclooxygenase 1 mit
signifikant reduziertem Risiko gastrointestinaler Nebenwirkung war eine Ulkusprophylaxe
mit H2 Rezeptorantagonisten nicht erforderlich. Als Nebenwirkungen konnten Durchfall und
Kopfschmerzen auftreten - unsere Studienteilnehmer haben davon aber nicht berichtet. Die

tagliche Dosis betrug 1 x 25 mg.

1.6.5 Zielkriterien

Als Bewertungskriterium im Sinne einer erfolgreichen Wiederherstellung der Immunfunktion
in der Patientengruppe, die mit Rofecoxib therapiert wurde, galt im Vergleich zum
unbehandelten Kontrollkollektiv laborchemisch die zum Zeitpunkt der Operation erfolgreiche
Wiederherstellung einer praoperativ supprimierten Leukozytenfunktion.

Ein weiteres Zielkriterium ist eine postoperative Normalisierung einer praoperativ
eingeschrankten Immunfunktion beim unbehandelten Kontrollkollektiv, da nach Resektion
des Karzinoms der Tumor als Quelle einer immuninhibierenden Prostaglandin E, Produktion

wegfallt.

1.6.6 Ethik

Da im Rahmen der Studie ein etabliertes Medikament in einer gangigen Dosierung, allerdings
unter anderer Indikationsstellung, eingesetzt wurde, war die Gefahrdung der Patienten als
gering einzustufen. Die fur die Erkrankung notige und sinnvolle Therapie wurde durch die
Studie in keiner Weise behindert. In der Risiko-Nutzen-Abwagung lief3 sich ein Vorteil fur
den klinischen Verlauf des Patienten vermuten.

Das zustimmende Votum der Ethikkommission lag vor.

1.6.7 Studienteilnehmer

Vor Beginn der Studie untersuchten wir Monozyten gesunder Probanden und Monozyten von
an einem Karzinom erkrankten Patienten aus der Hals-Nasen-Ohren Klinik. Die Daten dieser

Patienten sind im Folgenden aufgezeigt.
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Alter Geschlecht  Tumorlokalisation T-Stadium N-Stadium
Mundhohle = 10

Oropharynx =7 pTl =3 pNO = 14
=584 M =38 Hypopharynx = 10 pT2=11 pN1=4
(36-89) W=2 Larynx =9 pT3=7 pN2 =17

Parotis = 1 pT4 =16 pN3 =5

COUP* =3

Abbildung 1.6.2: Klinische Daten der HNSCC Patienten in den vergleichenden
Untersuchungen

*Cancer of unknown primary.

In der nachfolgenden Tabelle sind die Daten, Tumorlokalisationen und Stadieneinteilungen

der Studienteilnehmer zusammengefasst.

Alter Geschlecht  Tumorlokalisation T-Stadium N-Stadium

Mundhohle = 6

_ pTl1 =3 pNO =38

@=570 M=24 flrolz)haggrn’;;? 6 pT2 =11 pN1 =3
(44-77) W=4 Lgfy n‘; i g - pT3=6 pN2 = 11

COUP = 1 pT4="7 pN3 =6

Abbildung 1.6.3: Klinische Daten der Studienteilnehmer beider Gruppen ( Rofecoxib
und Kontrollgruppe).



2 Material

2.1 Antikorper
Antikorper Herkunft Isotyp Bezugsquelle
a-CD3-PE! Maus IgG, Dianova, Hamburg
Pharmingen,
a-CDS-FITC’ Maus IgG, San Diego (USA)
a-CD11b-FITC Maus IgG, Dianova, Hamburg
a-CD14-PE Maus IgG,, Dianova, Hamburg
Pharmingen,
a-CD16-PE Maus IgG, San Diego (USA)
Immunotech,
a-CD16b Maus IgG, Marseille (Frankreich)
Pharmingen,
a-CCRS-FITC Maus IgG,, San Diego (USA)
a-Maus-FITC Maus IgG Dianova, Hamburg
a-Maus-PE Ziege IgG Dianova, Hamburg
FITC-Isotypkontrolle Maus IgG Dianova, Hamburg
PE-Isotypkontrolle Maus IgG Dianova, Hamburg
2.2 Chemikalien und Sonstiges
Artikel Bezugsquelle
Alkoholreihe Merck, Darmstadt

Avidin-Biotin

Vector Laboratories, England

Azeton

Merck, Darmstadt

Polyalkylenglykolether (Brij®)

Baack, Schwerin

Chloromethylfluoreszeindiazetat (CMFDA)

Invitrogen, Karlsruhe

Einschlussmedium fur Objekttrager

Eukitt, Freiburg

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Merck, Darmstadt

FACS-Flow ©

Becton Dickinson, Franklin Lakes (USA)

Fast-blue

Polysciences, Eppelheim

Ficoll Hypaque ©

Pharmacia Biotechnology, Uppsala (Schweden)

Fotales Kalberserum

Seromed/Biochrom, Berlin, Chargen 569U
und 611A

'PE: Phycoerythrin
’FITC: Flourescein-Isothiocyanat
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Glasflaschen

Roth, Karlsruhe

Hamatoxylin-Eosin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Heparin Braun, Melsungen
MIP 18 R&D Systems, Heidelberg
NH,CI Merck, Darmstadt

PBS-Tabletten (phosphate buffered saline )

Gibco BRL, Karlsruhe

Propidiumiodid

Baack, Schwerin

Synthetisches Zellkulturmedium

PromoCell, Heidelberg

Trypanblau Merck, Darmstadt
Xylol Merck, Darmstadt
Zellkulturmedien und Zusatze Seromed/Biochrom
2.3 Geriate

Artikel Bezugsquelle

Durchflusszyotmeter FACS-Calibur
(Software: CellQuest)

Becton Dickinson, Heidelberg

Gefriermikrotom

Leica, Bensheim

Inkubator fur Zellkultur, CO,-begast

Haraeus, Munchen

Phasenkontrast-/UV-Mikroskop

Zeiss, Oberkochen

Pipetten Eppendorf, Hamburg
Sicherheitswerkbank Haraeus, Munchen
Zentrifugen Eppendorf, Hamburg; Hettich, Tuttlingen;

Sorvall, Bad Homburg

2.4 Verbrauchsmaterialien

Artikel

Bezugsquelle

Glasobjekttrager, silanisierte

Schott, Mainz

Kanulen

Becton Dickinson, Heidelberg

Membran (Zellkultureinsatz)

Falcon, Franklin Lakes (USA)

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg; Gilson, Bad Camberg

Rohrchen, steril, Zellkultur

Falcon/BD, Le Pont de Claix; Nunc, Wiesbaden

Spritzen Braun, Melsungen
Sterilfilter Millipore, Bedford (USA)
Tiefkuhlgefalle Nunc, Wiesbaden

Zellkultur-Multiloch-Platten

Falcon/BD, Heidelberg

Zellsiebe, Polyester-Siebgewebe

Falcon/BD, Heidelberg

Zentrifugengefalle

Costar, New York (USA)
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3 Methoden

Das entnommene Venenblut wurde durch Zentrifugation in Serum und zelluldre Bestandteile
getrennt, das Serum wurde zur spateren Verwendung sofort eingefroren. Die Erythrozyten
wurden durch einen Lysepuffer (10mM KHCO;, 155mM NH,CI, 0.1mM EDTA) lysiert, der
im Verhaltnis 1 Teil Blutzellen: 3 Teile Puffer fur 15 min auf Eis zugesetzt wurde. Nach
einem Waschschritt wurde, um eine vollstandige Lyse der Erythrozyten zu erreichen, dieser
Vorgang wiederholt. Mit den so separierten Leukozyten wurden dann verschiedene

Experimente durchgefuhrt.

3.1 Durchflusszytometrie

Zur Beurteilung der Antigene auf den Zelloberflachen eignet sich die Technik der
Durchflusszytometrie (flourescence activated cell sorting, FACS). Das Prinzip der
Durchflusszytometrie basiert auf der Messung verschiedener Eigenschaften einzelner Zellen,
die in einem Flussigkeitsstrom einen Laserstrahl passieren. Jede Zelle interagiert mit dem
Laserlicht, was zu einer Streuung des Lichtes fuhrt. Das Maf} dieser Streuung wird durch
Eigenschaften der Zelle bestimmt, wie etwa ZellgroBe, Zellmembran, Zellkern und
Granularitat. Daruiber hinaus konnen verschiedene Antigene auf der Zelloberflache oder im
Innern der Zelle durch Markierung mit Fluorochrom-konjugierten Antikorpern nachgewiesen
werden. Die Flourochrome werden durch Laserlicht angeregt und die emittierten
Fluoreszenzen konnen analysiert werden.

So konnen im FACS verschiedene Parameter einer Zelle simultan gemessen werden:

* Vorwirtsstreulicht (FSC = forward scatter): Ein Teil des Lichts wird relativ zur Achse
des einfallenden Lichtstrahls in einem Winkel von 2° bis 6° gestreut. Dieses Licht ist
ein Mal} fur die Zellgrofle; groB3e Zellen streuen mehr Licht als kleine Zellen.

e Seitwartsstreulicht (SSC = sideward scatter): Das im rechten Winkel zum
einfallenden Lichtstrahl gestreute Licht wird als SSC bezeichnet. Die Intensitat dieses
Lichtes ist abhangig von der Granularitit der Zelle. Je hoher die Granularitat, desto
starker das Seitwartsstreulicht.

* Fluoreszenz: Durch spezielle Filtersysteme wird das seitwarts abgestrahlte Licht in
drei verschiedene Spektralbereiche zerlegt. Damit ist es moglich, sowohl Einzel-,
Doppel- als auch Dreifachfloureszenzen zu messen, was die gleichzeitige Analyse von

bis zu drei verschiedenen Zelloberflichenmarkern erlaubt, die Emissionsspektren der
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verwendeten Fluorochrome miussen jedoch verschieden sein. Daruiber hinaus zeigen
Zellen durch Anregung mit Laserlicht auch ohne Anfarbung ein gewisses Mal} an
Autofluoreszenz, welche mit Hilfe geeigneter Kontrollen von der antigenspezifischen
Fluoreszenz unterschieden werden muss.
Fiir eine typische FACS-Messung, wie sie hier beschrieben ist, wurden pro Ansatz 5x 10"
Zellen mit einem spezifischen Primérantikorper inkubiert (50 ug/ml in PBS mit 3% fotalem
Kilberserum (FCS)) fur 30 min auf Eis. AnschlieBend wurde nicht gebundener Antikorper
mit PBS abgewaschen und daraufhin die Zellen mit einem Fluoreszenz-markierten
Sekundarantikorper inkubiert. Es kamen FITC- (Fluoresceinisothiocyanat) markierte oder PE-
(Phycoerythrin) markierte Sekundarantikorper zum Einsatz. Erneut wurde nicht gebundener
Antikorper abgewaschen und die Zellen in 500ul PBS mit 3% FCS resuspendiert. Diese
Suspension wurde durch ein Polyester-Siebgewebe (59 um Maschenweite) gegeben, um
Partikel herauszufiltern, die die durchflusszytometrische Messung beeintrachtigen konnen.
Um zu uberpriifen, ob die Zellen noch vital waren, wurde Propidiumjodid (5 ug/ml)
zugesetzt, das nur von toten Zellen aufgenommen wird. Die Proben wurden nun per FACS-
Analyse gemessen, und im entsprechenden Auswerteprogramm analysiert. Um spezifische
von durch die Autofloureszenz ausgelosten unspezifischen Signalen zu unterscheiden, war
jeder gemessenen Probe eine Kontrollprobe zugeordnet, der anstatt des spezifischen
Antikorpers nur ein Fluoreszenz-markierter Zweitantikorper zugesetzt war, und die parallel
gemessen wurde. Bei der Verwendung direkt markierter Erstantikorper wurden zur
Diskriminierung des unspezifischen Signals Fluoreszenz-markierte isotypische

Kontrollantikorper eingesetzt.

Counts

107 102 10° 10
CCR5-FITC

Abbildung 3.1.1: Fluoreszenz der Probe (grau) und der Kontrolle (wei})
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Um eine Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Proben herzustellen, wurde die
durchschnittliche Floureszenz-Intensitiats-Rate (mean flourescence intesity ratio: mfir)
errechnet. Sie ergibt sich aus der durchschnittlichen Intensitat der Floureszenz (mean

Sflourescence intensity: mfi) der gemessenen Probe dividiert durch die mfi der Kontrollprobe.

zusammensetzt.
mfir = mfi(Probe)
mfi(Kontrolle)

3.2 Funktionelle Experimente

Zur Beurteilung der Funktion der Leukozyten wurden Experimente durchgefuhrt, die die

Adhasionsfahigkeit und Migrationsfahigkeit der Zellen prufen.

3.2.1 Adhasionsassay

Fur den Adhésionsassay wurden Zellkukturplatten zunéchst mit einem anti-humanen IgG
Antikorper beschichtet. IgG Antikorper eignen sich aufgrund ihrer hydrophoben
Eigenschaften zur Adsorption an polymere Oberflachen. Nicht gebundene Antikorper wurden
abgewaschen. Freie Bindungsstellen wurden durch Inkubation mit PBS (phosphate buffered
saline) mit 3% FCS (fotales Kalberserum) abgesittigt. Nach erneutem Waschen wurden
darauthin die Platten mit einem in unserer Arbeitsgruppe rekombinant hergestellten
Fusionsprotein beschichtet, das aus ICAM-1 (intercellular adhesion molecule) und dem FC
Teil eines humanen IgG-Immunglobulin besteht. Nach einem dritten Waschschritt waren die
Platten fertig prépariert. 10° Leukozyten wurden nun auf die Platte gegeben und fur drei
Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach mehrmalig grindlichem Abwaschen konnten die
adharenten Zellen unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt werden. Dieser Versuch wurde in

Duplikaten angesetzt, der Mittelwert wurde gebildet.

A B

9890

. o - L
|| || || || ||
1| i |

Abbildung 3.2.1 Antikorper bindet an die Kunststoffoberflache, daran bindet der FC-
Teil des ICAM Fusionsproteins. Zur Adhasion fahige Monozyten binden mittels des
Adhasionsmolekills MAC-1 an ICAM (schematische Darstellung).
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3.2.2 Migrationsassay

Fur den Migrationsassay wurden die Leukozyten zunachst mit Hilfe eines Ficoll-Hypaque-
Gradienten (500 g uber 30 min) aufgetrennt in PBMCs (peripheral blood mononuclear cells)
und Granulozyten. Die PBMCs wurden in PBS aufgenommen und griindlich gewaschen. 10°
dieser Zellen wurde nun auf einen Polycarbonatfilter gegeben, der 8um grofle Poren aufweist.
Diese PorengroBe schlielt aus, dass Monozyten, die eine Grofle von etwa 20-30um haben,
durchfallen, sie mussen sich aktiv hindurchzwéangen. In der Kammer unter dem Filter befand
sich Zellkulturmedium mit einem Zusatz von MIP1-f (20 ng/ml), einem Chemokin, das lokal
bei Inflammation gebildet wird, und durch Bindung an den Chemokinrezeptor CCRS die
Migration von Monozyten in diese Richtung induziert. Als Kontrolle diente der gleiche
Versuchaufbau, jedoch ohne den Zusatz von MIP-f. Die Zellen wurden fur 45 min im
Brutschrank inkubiert, danach wurde der Filter von unten abgespult und die so gewonnenen
Zellen zur unteren Fraktion hinzugefugt. Diese Zellen hatten den Filter aktiv iberwunden,
unter dem Lichtmikroskop wurde ihre Anzahl ermittelt. Der Grad der Fahigkeit zur
gerichteten Migration auf den chemotaktischen Reiz des MIP1-f hin wird ausgedriickt als
Prozent der eingesetzten Zellen, die erfolgreich den Filter iberwunden hatten, abzuiglich
derer, die auch ohne einen Zusatz von MIP1-f in die untere Kammer gewandert waren.

Dieser Versuch wurde in Duplikaten angesetzt und der Mittelwert gebildet.
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10° Monozyten 108 Monozyten
- ke
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;.._-i' 1{ !.'1 !'\ ":# g_'-"‘ 11'\. ;_ 12;. l.:r #‘;{r -‘t" b-u_._ b i.
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Abbildung 3.2.2 Zur Migration fahige Monozyten folgen dem chemotaktischen Reiz des
MIP-18 . Ohne Chemokin iiberwinden nur wenige Monozyten den Polycarbonatfilter.
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3.3 Immunhistochemie

3.3.1 Herstellung der Gewebeschnitte

Das Tumorgewebe wurden unmittelbar nach Entnahme in Kunststoffschilchen platziert, mit
Einbettmedium blasenfrei umgossen und Gewebe schonend in flussigem Stickstoff
eingefroren. Mit einem Gefriermikrotom wurden 5 wm dicke Serienschnitte hergestellt, auf
silanisierte Glasobjekttrager aufgezogen und uiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

Nach Fixierung in Azeton fur 10 min erfolgte eine erneute Lufttrocknung.

3.3.2 Beurteilung der Morphologie

Um die Gewebemorphologie vor der immunhistochemischen Farbung beurteilen zu konnen,
wurde jeweils ein Schnitt pro Gewebeblock wie folgt mit Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt.
Fur die Kernfarbung wurden die Gewebeschnitte fur 10 min in Mayers Saures Hamalaun
gegeben und anschlieBend 10 min unter flieBendem Leitungswasser gespult. Nach funf
Minuten Farbung in 0,5% wassriger Eosinlosung und Fixation in der aufsteigenden
Alkoholreihe erfolgte die Hartung fur 10 min in Xylol. AnschlieBend wurden die Schnitte mit
Eukitt eingedeckt. Gewebe, die sich als strukturarm und nicht gut erhalten oder anderer

Herkunft als erwartet erwiesen, wurden aussortiert und nicht weiter bearbeitet.

3.3.3 Nachweis von Oberflachenmolekiilen

Der Nachweis von Oberflachenmolekulen auf den Zellen der Gewebeschnitte erfolgte mittels
der Avidin-Biotin-Komplex Technik (ABC-Technik). Zunéchst wurde ein gegen das Antigen
gerichteter Primarantikorper auf das Gewebe gegeben und auf diesen dann ein Biotin-
konjugierter Sekundarantikorper. Als drittes Reagenz wurde ein Peroxidase-konjugierter
Avidin-Biotin-Komplex eingesetzt, an dem das Avidin nicht vollstidndig mit Biotin besetzt ist,
sondern freie Bindungsstellen hat, an die der Biotin-tragende Sekundarantikorper binden
kann. Das Enzym Peroxidase - und damit das gesuchte Antigen — konnte anschliefend mit

dem Chromogen AEC-Substratlosung sichtbar gemacht werden.

3.3.4 Nachweis von Monozyten

Monozyten wurden detektiert durch den Nachweis von Panzytokeratin (KP1). KP1 wurde
durch die Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Methode (APA AP-Methode)
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sichtbar gemacht, der das gleiche Prinzip wie der ABC-Methode zu Grunde liegt. Auf den
primaren monoklonalen anti-KP1 Antikorper, der aus der Maus stammt, folgt ein anti-Maus
Antikorper. An diesen bindet ein Immunkomplex, der aus intestinaler alkalischer Phosphatase
und einem Antikorper gegen dieses Enzym besteht. Die alkalische Phosphatase, die fur das
gesuchte Antigen steht, ergibt zusammen mit der verwendeten Substratlosung Fast-Blue ein
tiefes Blau als Reaktionsprodukt. AnschlieBend wurden zur besseren Auswertbarkeit die

Zellkerne mit Himalaun gegengefarbt.

3.3.5 Doppelfarbung

Die APAAP-Methode ist anwendbar auch an Gewebeschnitten, die bereits vorher mit der
ABC-Methode behandelt wurden. Deshalb wurden in den zu untersuchenden Geweben
zunichst z.B. CCRS5 und dann KP1 angefarbt, so dass durch diese Kombination der Nachweis

von CCRS5 auf Monozyten gelingt.

Abbildung 3.3.1: Immunhistochemie eines Plattenepithelkarzinoms bei 40-facher
VergoBerung. Die Doppelfarbung weist CCRS (rot) und KP1 (dunkelblau) nach, die
Pfeile markieren dunkelblau gefarbte Monozyten, auf denen CCRS rot eingefarbt ist.

3.3.6 Lichtmikroskopische Auswertung

Die Auswertung der immunhistochemischen Préparate erfolgte am Lichtmikroskop in 40-
facher VergroBerung durch Auszidhlen der angefarbten Zellen. Um eine Verzerrung zu

vermeiden wurden die verblindeten histologischen Préiparate von zwei Personen unabhéngig
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voneinander ausgezahlt. Es wurden von jedem Préparat funf Gesichtsfelder ausgewertet, die
hochstens den Abstand von einem high power field (HPF) zum Epithel hatten. Ein HPF

entspricht einem Gesichtsfeld in 40-facher Vergroferung bzw. {mm. In jedem HPF wurden
die Gesamtzellzahl des Gewebes bestimmt, sowie die Anzahl der markierten Zellen bzw. die
Anzahl der doppelt markierten Zellen. Der Mittelwert aus den funf HPF wurde gebildet, und

die markierten Zellen wurden als Prozent der Gesamtzellzahl ausgedruckt.

3.4 Statistik

Soweit nicht anders markiert wurde stets der Mittelwert der Versuchsreihe mit der dazu

gehorenden Standardabweichung angegeben. Verwendet wurde der Student t-Test fur

verbundene und unverbundene Messwerte, das Signifikanzniveau wurde auf 0.05 festgesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Morphologie

4.1.1 Zellpopulationen stellen sich in der Durchflusszytometrie konstant dar

Mit der Durchflusszytometrie lassen sich Zellen anhand ihrer Granularitat und Grof3e
unterscheiden, hier sind die GroBe auf der x-Achse und die Granularitat auf der y-Achse
dargestellt. Wenn zusitzliche, charakteristische Oberflichenmolekiile (lineage marker) mit
Antikorpern markiert werden, lasst sich feststellen, zu welcher Zellpopulation jede einzelne
gemessene Zelle gehort (vgl. Methoden). Dieses Verfahren ist zuverlassig, aber aufwandig.
Um nicht bei jeder Probe eine Markierung von Zellart-spezifischen Antikorpern vornehmen
zu miussen, stellten wir durch eine Messreihe die Bereiche fest, in denen sich
Zellpopulationen aufgrund ihrer GroBe und Granularitit konstant wiederfinden. Diese
Bereiche nennt man gates. Wir konnten drei gates definieren, fur die Populationen der
Lymphozyten (R1), Granulozyten (R2) und Monozyten (R3). Dazu untersuchten wir
Vollblutproben nach Lyse der Erythrozyten von 18 gesunden Probanden.
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Abbildung 4.1.1: Leukozyten aus dem peripheren Blut sind aufgrund von GroBe (FSC-
Height) und Granularitat (SCC-Height) unterscheidbar. Drei gates stellen sich konstant
dar, die darin liegenden Zellen konnten wie folgt zugeordnet werden:R1 = Lymphozyten
(nachgewiesen mit einem CD3-Antikorper), R2 = Granulozyten (nachgewiesen mit
einem CD16b-Antikorper), R3 = Monozyten/Makrophagen (nachgewiesen mit einem
CD14-Antikorper). Dargestellt ist eine reprasentative durchflusszytometrische Messung
der peripheren Leukozyten eines gesunden Probanden. In R1 liegen 30,4% der Zellen,
in R2 liegen 43,7 % der Zellen und in R3 liegen 5,6 % der Zellen.
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Um die in den gates liegenden Zellen zu charakterisieren, wurden Antikorper-Markierungen
fur CD3, CD16b und CD14 verwendet. Anhand der folgenden Auswertung lasst sich belegen,
dass im gate R1 die meisten Zellen CD3-positiv und damit T- Zellen sind. CD3 ist Teil des
T-Zellrezeptors (TCR) auf allen reifen T-Zellen und fur die Erkennung von Antigenen
zustandig. Bei den restlichen Zellen in gate R1 handelt es sich um CD19-positive B-

Lymphozyten und CD56-positive NK-Zellen (Daten nicht gezeigt).

200

Marker % Gated 9% Total Mean Median
All 100.00 30.44 576.59 562.34
= M1 68.11 20.73 844.63 777.37

100 10" 102 103 10%
CD3-PE

Counts

Abbildung 4.1.2: 68% der Zellen in R1 sind CD3-positiv und damit T-Zellen. M1
markiert den Bereich, in dem CD3 nachgewiesen wurde. Die breite graue Linie zeigt die
Kontrollmessung an, in diesem Bereich handelt es sich um Autofloureszenz, er wurde
deshalb nicht berucksichtigt.

Im gate R2 sind fast alle Zellen positiv fur CD16b und damit Granulozyten. CD16b ist ein
niedrigaffiner Rezeptor fur aggregiertes IgG, der charakteristisch ist fur neutrophile

Granulozyten (Fernandes et al., 2000).
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Marker % Gated % Total Mean Median
All 100.00 41.90 1360.53 1333.52
M1 99.37 41.63 1369.09 1333.52
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Abbildung 4.1.3: In R2 sind 99,4% der Zellen CD16b-positiv und damit Granulozyten.
Hellgraue Linie: Kontrolle.
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Im gate R3 sind 90% der Zellen CD14 positiv und also Monozyten/Makrophagen. CD14 ist
der Rezeptor fur den Komplex aus Lipopolysaccharid und lipopolysaccharidbindendem
Protein, den myelomonozytische Zellen an ihrer Oberflache tragen. Die physiologische Rolle
von CD14 besteht in der Fahigkeit, apoptotische Zellen zu binden (Devitt, 2003; Gregory,
2000).

=
%3
EZ" 1 Marker % Gated % Total Mean Median
i Al 100.00  5.94 1550.66 1654.82
T L T SN M1 90.07 5.35 1720.21 1715.44
109 10" 102 103 10%
CD14-PE

Abbildung 4.1.4: 90% der Zellen in R3 sind CD14-positiv und damit
Monozyten/Makrophagen. Breite hellgraue Linie: Kontrolle.

Umgekehrt zeigt sich, dass in den gates R2 und R3 praktisch keine T-Zellen vorhanden sind,

CD3 ist hier auf weniger als 1% der Zellen nachweisbar. Die T- Zellen liegen vollstandig in

gate R1.
§ E |7 Marker % Gated % Total Mean Median
= _ All  100.00 45.67 7.46 6.98
o] M1 0.27 012 56.77 40.68

o
100 10" 102 103 10%
CD3-PE

Abbildung 4.1.5: In R2 sind nur 0,27 % der Zellen CD3-positiv, in diesem Diagramm
liegen sie im Bereich M1.

a0 40

- IT Marker % Gated % Total Mean Median

= All 100.00 578 9.62 5.62
1 o M1 095 0.06 367.63 56.23
bkl AL LI IR
100 10" 102 103 10%
CD3-PE

Counts
in 20

Abbildung 4.1.6: In R3 sind 0,95% der Zellen CD3-positiv.
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Da unsere Untersuchungen im Folgenden auf Tumorpatienten abzielen sollten, mussten wir

sicherstellen, dass sich die zuvor beschriebenen gates auch fur Leukozyten von Patienten mit

HNSCC anwenden lassen.
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Abbildung 4.1.7: Dargestellt ist eine reprasentative durchflusszytometrische
Untersuchung der Leukozyten eines Tumorpatienten. Die Anordung der gates ist
identisch. Auffallend ist die Lymphopenie, die typisch ist fur HNSCC Patienten. Hier
liegen nur 14% aller Zellen im Lymphozyten-gate R1 gegeniiber durchschnittlich 30 %

bei gesunden Probanden (siehe oben).

Auch bei Tumorpatienten konnten wir die gleichen gates verwenden. Auffallend war
allerdings eine unterschiedlich ausgepragte Lymphopenie, sichtbar im gate R1(siehe Abb.
4.1.7). Unsere Daten zeigen, dass die Einteilung der Leukozyten nur nach FSC/SSC
hinreichend spezifisch ist. Diese Moglichkeit, Leukozytensubpopulationen in der

Durchflusszytometrie anhand ihrer Grof8e und Granularitit anzusprechen, haben wir im

Region % Gated % Total

R1 1404 14.04
R2  66.80 66.80
R3 7.76  7.76

Folgenden genutzt und konnten nun Oberflaichenmolekiile auf den einzelnen Zellpopulationen

untersuchen, ohne dabei jeweils den Nachweis uiber die Farbung mit lineage marker erbringen

Zu mussen.
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4.1.2 Leukozyten von HNSCC-Patienten zeigen eine andere Expression von

Oberflachenmolekiilen

Wir untersuchten zusatzlich zu den Blutproben von 18 zufillig ausgesuchten gesunden
Probanden auch 21 Blutproben von Tumorpatienten aus der Hals-Nasen-Ohrenklinik des
Klinikum GroBhadern, mit dem Zweck, Oberflachenmolekiile zu identifizieren, die ein
unterschiedliches Expressionsniveau in den beiden Gruppen aufweisen. Oberflachenmolekiile
machen die Funktion der Immunzelle aus. Ist ihr Expressionsniveau bei Tumorpatienten
reduziert, deutet dies auf eine Fehlfunktion der Zelle hin und konnte damit zur Klarung der
Frage beitragen, warum das Immunsystem von Tumorpatienten nur eingeschrankt
funktioniert. Im Vergleich zwischen Leukozyten von Tumorpatienten und gesunden
Kontrollspendern zeigten sich deutliche Unterschiede in der Rezeptordichte, gemessen im
FACS als mean flourescence intensity ratio (mfir). Diese werden hier im Einzelnen néher

vorgestellt.
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4.1.2.1 Monozyten von HNSCC-Patienten exprimieren weniger CCR5

Chemokinrezeptoren

Monozyten konnen Tumorzellen identifizieren und unschadlich machen, Voraussetzung ist,
dass sie dazu an den Zielort geleitet werden. An den Chemokinrezeptor CCRS binden die
Chemokine MIP-1a, MIP-13 und RANTES und l6sen damit einen chemotaktischen Reiz auf
den Monozyten aus (Navenot et al., 2001). Plattenepithelkarzinome konnen durch die
Expression von Cyclooxygenase 2 und damit der Produktion von Prostaglandin E, gerade
diese Chemotaxis unterdriicken, weil Prostaglandin E, die Expression von CCR5 auf
Monozyten herunter reguliert (Zeidler et al., 2000). Folglich ist die Chemotaxis der
Monozyten zum Tumorgewebe gestort. CCRS war erstmals durch seine Funktion als
Korezeptor fur die HIV Infektion bekannt geworden (Deng et al., 1996). Fehlt CCRS5, besteht
zwar eine Resistenz gegen HIV Infektion und ein gewisser Schutz vor bakterieller Sepsis,
jedoch zeigt sich eine deutlich eingeschrankte Funktion der Makrophagen/Monozyten (Zhou
et al., 1998). Bei HNSCC-Patienten fanden wir eine deutliche Reduktion von CCR5 auf

Monozyten verglichen mit gesunden Probanden (siehe Abb. 4.1.8).
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Abbildung 4.1.8: Monozyten von Tumorpatienten exprimieren signifikant weniger
CCRS Rezeptoren als gesunde Probanden (p = 0,01). Die durchschnittliche
Rezeptordichte, gemessen als mfir (mean flourescence intensity ratio), ist im Vergleich
um fast ein Drittel erniedrigt.
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4.1.2.2 Monozyten von HNSCC-Patienten exprimieren weniger CD14 Rezeptoren

Das Rezeptorprotein CD14 ist ein Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankertes Protein,
das auf Monozyten und Makrophagen stark und auf Granulozyten schwach exprimiert wird.
Die physiologische Funktion ist die Bindung und Phagozytose apoptotischer Zellen (Gregory,
2000). Des Weiteren kann CD14 den Komplex aus Lipopolysacchariden (LPS) und
Lipopolysaccharidbindendem Protein (LBP) binden. Lipopolysaccharide sind Bestandteile der
Bakterienwand von gramnegativen Bakterien. Folge dieser Bindung ist eine Zellaktivierung
von Monozyten. Da CD14 keine transmembrane Doméne hat, sind zur Signaltransduktion
weitere Molekiile notwendig (Taylor et al., 2005). Toll-like-Rezeptor 4 bindet an den CD14 —
LPS — LBP Komplex und 1ost die Produktion von TNFa aus, das letztlich, mit Hilfe von Ko-
stimulatorischen Molekulen (CD80 und CD86) und gemeinsam mit den prasentierten
mikrobialen Antigenen, eine Aktivierung von CD4 T-Zellen auslost. Fehlt aufgrund einer
Mutation CD14, besteht eine ausgepragte Disposition zu gramnegativer Sepsis (Hailman et
al., 1994). Wir stellten auf den Monozyten von Tumorpatienten eine deutliche Reduktion der

Expression von CD14 fest (siche Abb. 4.1.9).
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Abbildung 4.1.9: Monozyten von Tumorpatienten weisen weniger CD14 auf als
Monozyten von gesunden Kontrollspendern (p = 0,016). Die gemessene Rezeptordichte
entspricht einer Reduktion um 24 % in Bezug auf Monozyten im gesunden
Vergleichskollektiv.

43



4.1.2.3 Granulozyten von HNSCC-Patienten exprimieren weniger CD14

Neben Monozyten/Makrophagen tragen auch Neutrophile Granulozyten CD14 auf ihrer

Oberflache, wenn auch in deutlich geringerer Konzentration. Auf Neutrophilen Granulozyten

kommt es als Folge der Bindung zu einer Steigerung der Adhésionsaktivitit durch eine
starkere Expression von CR3(CD11b/CD18) (Taylor et al., 2005). Damit ist der erste Schritt
zur Einwanderung in das Zielgewebe, namlich die Adhésion am Endothel, moglich. Auf den
Granulozyten von HNSCC-Patienten war deutlich weniger CD14 messbar als auf den

Granulozyten von gesunden Probanden (sieche Abb. 4.1.10).
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Abbildung 4.1.10: Granulozyten von Tumorpatienten weisen deutlich weniger CD14 auf

im Gegensatz zu gesunden Probanden (p = 0,001). Die Rezeptordichte von
Tumorpatienten gemessen als mfir (mean flourescence intensity ratio) erreicht im
Durchschnitt nur 58% des Werts von gesunden Probanden.
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4.1.2.4 Granulozyten von HNSCC-Patienten exprimieren weniger CD16

CD16 ist der FcyRIII Rezeptor, der Antikorper (IgG) erkennt, die an die Oberflache einer
Zelle gebunden sind, und so eine antikorperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC)
auslost. Diese stellt einen wichtigen Mechanismus des Angriffs auf Tumorzellen dar
(Janeway, 2004). CD16 ist ein transmembraner Rezeptor, der auf NK-Zellen (natural killer
cell), Makrophagen und Mastzellen vorkommt. Er ist auch auf Neutrophilen Granulozyten,
hier allerdings in der GPI-verankerten Form (CD16b).

Auf den Granulozyten von HNSCC-Patienten war auch der CD16 Rezeptor wesentlich

weniger stark exprimiert als bei gesunden Probanden (siehe Abb. 4.1.11).
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Abbildung 4.1.11: Die Granulozyten von Tumorpatienten tragen auch deutlich weniger
CD16 an ihrer Oberflache als bei gesunden Probanden gemessen wird (p=0,001). Der
Mittelwert der Rezeptordichte bei Tumorpatienten liegt fast zur Halfte niedriger (55%)
als bei gesunden Probanden.

Auch bei anderen Tumorentititen wie dem Ovarialkarzinom wurde eine Minderexpression
des FcylIll Rezeptors CD16 als eine Ursache der Immunsuppression beobachtet. Beim
Ovarialkarzinom wird das vom Tumor produzierte CA-125 Protein dafur verantwortlich
gemacht (Patankar et al., 2005). Auch beim Nierenzellkarzinom wurde eine signifikante
Herabregulation von CD16 auf NK-Zellen festgestellt, zudem waren nur wenige CD16+ NK-
Zellen im Tumorgewebe (Porta et al., 2007).
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4.1.2.5 Granulozyten von Tumorpatienten exprimieren weniger CD16b

CD16b ist spezifisch auf Neutrophilen Granulozyten zu finden (Chesla et al., 2000). Es
handelt sich um die GPI-verankerte Form des niedrigaffinen Rezeptors fur aggregiertes IgG.
Nach Bindung des Liganden kommt es unter Beteiligung der Tec Tyrosinkinase zur
intrazellularen Calciumerhohung und zur Degranulation von Lysozym-haltigen Granulae
(zellvermittelte Zytotoxizitit) (Fernandes et al., 2005). Mause, deren CD16b-Gen gezielt
mutiert wurde, sind immunsupprimiert. Beim Menschen wurde beim Krankheitsbild der
paroxysmalen nachtlichen Himoglobinurie ein Fehlen der GPI-verankerten Form des CD16b
und anderer GPI-verankerte Oberflachenmolekiile nachgewiesen. Zusitzlich treten dann
vermehrt zirkulierende Immunkomplexe und eine Neigung zu bakteriellen Infektionen auf.
Bei HNSCC-Patienten fanden wir eine deutliche Reduktion von CD16b auf Granulozyten im
Vergleich mit gesunden Probanden (siehe Abb. 4.1.12).
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Abbildung 4.1.12: CD16b kommt hauptsachlich auf Neutrophilen Granulozyten vor und
ist fur die zellvermittelte Zytotoxizitat notwendig. Bei Tumorpatienten ist es um rund

ein Viertel reduziert im Gegensatz zu gesunden Kontrollspendern (p=0,026).
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4.1.2.6 T-Lymphozyten von Tumorpatienten exprimieren weniger CD3

CD3 ist Teil des T-Zellrezeptors (TCR) auf reifen T-Zellen, der fur die Identifikation
von Antigenfragmenten notwendig ist, die der T-Zelle durch antigenprasentierende Zellen auf
Haupthistokompatibilitaitskomplexen (MHC) angeboten werden. Als Folge der Bindung wird
die T-Zelle aktiviert, was fur einen Angriff auf Tumorzellen notwendig ist. Tatséchlich
konnten wir eine um 13% verminderte Expression von CD3 auf den Lymphozyten von
HNSCC-Patienten im Vergleich mit denen von gesunden Probanden feststellen (sieche Abb.
4.1.13). Dieser Unterschied war aufgrund der geringen Fallzahl in diesem Versuch (n = 17)
statistisch nicht signifikant. Lymphozyten von Tumorpatienten tragen somit an ihrer
Oberflache eine geringere Menge des TCR, was ihre Funktion vermutlich nachteilig
beeinflusst. Auch andere Gruppen konnten bei HNSCC-Patienten eine Verminderung des
TCR feststellen, diese ist bei den Lymphozyten im Tumorgewebe noch ausgepragter als bei

den peripheren Lymphozyten, die wir hier untersucht haben (Reichert et al., 2002).
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Abbildung 4.1.13 Lymphozyten von Tumorpatienten exprimieren weniger CD3
verglichen mit der gesunden Vergleichsgruppe. Das bedeutet eine geringere Expression
des T-Zellrezeptors. Trotz der eindeutigen Tendenz ergibt sich keine statistische
Signifikanz (p = 0,22).
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4.1.2.7 Monozyten von Tumorpatienten exprimieren weniger CD11b, auf

Granulozyten bleibt CD11b unter dem Einfluss eines Karzinoms unverandert

CD11b bildet mit CD18 einen Komplex (Mac-1), der nach Aktivierung der Leukozyten durch
Chemokine oder Zytokine fur die Adhdsion am Endothel sorgt und damit die Voraussetzung
fur Diapedese und Migration ins Gewebe schafft (Springer, 1995). Dazu bindet CD11b/CD18
an ICAM-1 (intercellular adhesion molecule) auf Endothelzellen. Wenn CD11b z.B. durch
den Einfluss von TGF-f (transforming growth factor) weniger exprimiert wird, ist nicht nur
die Adhidsion sondern auch die nachfolgende Monozytenmigration zumindest in vitro nicht
moglich (Basoni et al., 2005). CD11b/CD18 wird auch CR3 (complement receptor type 3)
genannt, da er aktiviertes Komplement auf Zielzellen bindet und damit Phagozytose auslost.
CD11b kommt auf Granulozyten, Monozyten und NK Zellen vor.

Wir konnten eine Verminderung der Expression von CD11b auf Monozyten unter dem
Einfluss eines Karzinoms feststellen, auf Granulozyten war in unserem Versuch CD11b in

beiden Gruppen gleich stark exprimiert (siche Abb. 4.1.14).
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Abbildung 4.1.14 Monozyten von Tumorpatienten exprimieren etwa 12 % weniger
CD11b als Monozyten von gesunden Probanden, wobei der Unterschied keine
statistische Signifikanz erreicht, mitbedingt durch die groBle Standardabweichung.
Granulozyten von Tumorpatienten und von Probanden unterscheiden sich in der
Expression von CD11b nicht.

48



4.1.2.8 Monozyten exprimieren unter Karzinomeinfluss weniger CD25

CD25 ist die a-Kette des IL-2 Rezeptors, der auf aktivierten T- und B-Zellen und
Makrophagen vorkommt, somit wird CD25 als Aktivierungsmarker verwendet. CD25 war auf
den Monozyten von Tumorpatienten geringer exprimiert ist als bei gesunden Probanden

(siehe Abb. 4.1.15).
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Abbildung 4.1.15: Lymphozyten unter dem Einfluss eines Karzinoms (links) zeigen
keine Veranderung in der Expression von CD25. Auf Monozyten von Tumorpatienten
(rechts) zeigte sich dagegen eine Verminderung von CD25 um etwa 22%.
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4.1.2.9 NK-Zellen von Tumorpatienten exprimieren weniger CD56

Das Adhasionsmolekill CD56 (neural cell adhesion molecule) ist ein transmembran
verankertes Glykoprotein auf NK-Zellen und einigen T-Zellen. Es vermittelt die homophile
Adhiasion zwischen NK-Zellen, d.h. das CD56 Molekul geht eine Bindung mit einem CD56
Molekil einer anderen Zelle ein, wobei die Funktion letztlich unklar ist. Das CD56 Molekul
kommt auch im Gehirn in Kleinhirn und Kortex vor, dort sorgt es fur ein gerichtetes
Nervenwachstum, auBerdem kommt es in der interneuralen und neuromuskuldren Regulation
zum Einsatz. Das CD56 Molekul war bei Tumorpatienten eindeutig weniger vorhanden als

bei gesunden Probanden (sieche Abb. 4.1.16).
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Abbildung 4.1.16 Lymphozyten von Tumorpatienten zeigen eine verminderte
Expression CD56 um etwa 22 %, eine Signifikanz ergab sich daraus jedoch nicht (p =
0,204), was moglicherweise an der grofien Standardabweichung in dieser Versuchsreihe
liegt..

4.1.3 Weitere Oberflachenmolekiille waren unter dem Einfluss eines Karzinoms

in ihrer Expression unverandert

Hier zeigte sich kein wesentlicher Unterschied zwischen den Kollektiven, was auch belegt,
dass die Herabregulation bestimmter Oberflachenmolekiile spezifisch zu sein scheint und

nicht etwa durch einen mangelhaften Versuchsaufbau verursacht wird.
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4.1.3.1 Die CXCR4 Expression auf den Lymphozyten verandert sich unter dem

Einfluss eines Karzinoms nicht

CXCR4 ist ein Chemokinrezeptor fur SDF-1 (stromal-derived-factor-1) und vor allem auf
aktivierten T-Zellen zu finden. SDF-1 wirkt auf die Lymphozyten stark chemotaktisch. Eine
andere physiologische Funktion des SDF-1 ist, dass unter seinem Einfluss hdamatopoetische
Stammzellen im Knochenmark verbleiben. Umgekehrt werden experimentell zur Mobilisation
von Stammzellen CXCR4 Rezeptor Blocker eingesetzt. Fur verschiedene Tumore wie
Prostatakarzinom, Mammakarzinom und Melanom konnte gezeigt werden, dass eine starke
Expression von CXCR4 im Tumor mit einer verstarkten Metastasierung und Invasivitét in das
umliegende Gewebe einhergeht, dieser Effekt konnte im Tierversuch durch CXCR4 Blocker
vermindert werden (Darash-Yahana et al., 2004). Wir wollten untersuchen, ob CXCR4 auch
beim Plattenepithelkarzinom eine dhnliche Bedeutung zukommt, allerdings fanden wir auf
den peripheren Lymphozyten der Patienten eine dhnlich starke Expression von CXCR4 wie in

der gesunden Kontrollgruppe (siche Abb. 4.1.17).
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Abbildung 4.1.17: Lymphozyten von Tumorpatienten exprimieren in etwa gleich viel
CXCR4 wie Lymphozyten von gesunden Probanden.
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4.1.3.2 Die CCR1 Expression auf den Monozyten verandert sich unter dem Einfluss

eines HNSCC nicht

Der Chemokinrezeptor CCR1 ist auf Monozyten und auf Lymphozyten, die zuvor durch IL-2
stimuliert wurden. Liganden sind MIP-1a (macrophage inflammatory protein), RANTES und
MCP-3 (monocyte chemoattractand protein), durch die Bindung wird zielgerichtete Migration
vermittelt (Luster, 1998). CCR1 wurde wie auch CCRS5 zuerst bekannt als HIV-Korezeptor.
Im Vergleich von Monozyten von Tumorpatienten und Monozyten von Gesunden war der
CCR1Chemokinrezeptor in beiden Gruppen in etwa gleich viel vorhanden (sieche Abb.
4.1.18).
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Abbildung 4.1.18: Monozyten von HNSCC-Patienten exprimieren in etwa genauso viel

CCR1 wie Monozyten von Probanden.
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Hier kann die erste Frage beantwortet werden:

Welche Oberflachenmolekiile sind bei Leukozyten von HNSCC-Patienten

vermindert oder verstarkt exprimiert im Gegensatz zu Leukozyten von gesunden

Probanden?

Die Antwort ist in folgender Tabelle zusammengefasst:

Lymphozyten

Granulozyten

Tabelle 8: Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten von Tumorpatienten zeigen eine

im Vergleich zu Leukozyten von gesunden Probanden weniger (1) oder in etwa gleich

(=) starke Expression der Oberflachenmolekiile.
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4.2 Funktion

Bisher hatten wir die Oberflichenmolekiile auf den Zellen nachgewiesen und dabei deutliche
Unterschied zwischen den Leukozyten von gesunden Probanden und denen von
Tumorpatienten nachgewiesen (siche Tab. 8). Wir hatten den Phénotyp der Zellen untersucht.
Von groBerer Bedeutung ist allerdings, ob sich dadurch die Funktion der Zelle verandert.

Da wir eine deutlich geringere CCR5-Expression auf den Monozyten von Tumorpatienten
gefunden hatten, und dieser Chemokinrezeptor fur die Migration der Monozyten ins Gewebe
notwendig ist, haben wir die Monozytenmigration von Tumorpatienten im funktionellen Test

untersucht.

4.2.1 Monozyten von HNSCC-Patienten sind in der Migration deutlich

eingeschrankt
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Abbildung 4.2.1 Fast 17% der Monozyten von gesunden Spendern waren zur
zielgerichteten Migration fahig. Ein deutlich geringeres Migrationspotential wiesen
Monozyten von HNSCC-Patienten auf, nur 2,3% derMonozyten reagierten auf den
chemotaktischen Reiz und iiberwanden den Filter. Das entspricht einer Reduktion der
normalen zielgerichteten Migration um 86 %.
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Im funktionellen Test zeigte sich, dass Monozyten von HNSCC-Patienten deutlich weniger
auf den chemokinen Reiz MIP-1p (macrophage inflammatory protein), den Liganden fur den
Chemokinrezeptor CCRS, reagierten (siche Abb. 4.2.1). Von den 10° eingesetzten Monozyten
waren nur 2,3% in der Lage, den Filter zu iberwinden. Im Vergleich zeigten nur rund 14%
der Monozyten, die bei gesunden Probanden reagieren, eine zielgerichtete Migration. Dieser

Unterschied ergab in der statistischen Auswertung eine deutliche Signifikanz, p = 0,0007.
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4.3 Studie und Studienergebnisse

Im ersten Teil waren sowohl die Leukozyten von gesunden Probanden als auch die
Leukozyten von HNSCC-Patienten phanotypisch und auch funktionell untersucht worden.
Dabei waren diejenigen Oberflachenmolekule identifiziert worden, die in diesen beiden
Gruppen eine unterschiedliche Expression aufweisen (siehe Tab. 8).

Aufbauend auf die Erkenntnisse unserer Arbeitsgruppe aus in vitro Versuchen, die gezeigt
hatten, dass die Beeintrachtigung der Monozyten bei Tumorpatienten durch Cyclooxygenase
2 Inhibition reversibel ist, wollten wir durch eine klinische Studie testen, ob das auch in vivo
zutrifft. Anhand der identifizieren Marker wie CCRS, deren Expressionsniveaus bei Gesunden
und Tumorpatienten unterschiedlich waren, sollte der Erfolg der klinischen Studie gemessen
werden, wobei als Erfolg die Wiederherstellung des ,,Normalzustandes,* also eine Erhohung
von Expressionsniveaus zu werten war. Da in den vergleichenden Studien auch im
funktionellen Test gravierende Unterschiede unter dem Einfluss eines Karzinoms aufgefallen
war, sollte zusatzlich zur Morphologie auch die Funktion der Immunzellen getestet werden,
anhand der Adhiasions- und Migrationsfahigkeit. Um festzustellen, ob die an peripheren
Immunzellen und durch funktionelle Tests festgestellten Veranderungen auch tatsachlich im
betroffenen Gewebe des Patienten stattfinden, sollten mit Hilfe der Immunhistochemie

Gewebeschnitte untersucht werden.
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4.3.1 Nach Cyclooxygenase 2-Inhibition in vivo zeigen Leukozyten von HNSCC-
Patienten Veranderungen in der Expression von Rezeptoren
Wie oben beschrieben, wurden die an der Studie teilnehmenden Patienten in zwei Gruppen

randomisiert. Eine Gruppe erhielt drei Wochen lang taglich die Studienmedikation Rofecoxib,

die andere Gruppe erhielt keine Medikation. Der Ablauf ist hier noch einmal kurz skizziert.

TAG 1 Panendoskopie
1. Biopsie
1. Blutentnahme

v

Flandnmsmrung ;‘U

Rofecoxib keine
25 mg;"d Maclllia'ﬂﬂ n

v
TAG 21 Operaton
2. Biopsie
2. Blutentnahme
keine
Medikation
TAG 42 3. Blutentnahme

Studienende

Abbildung 4.3.1: Die Skizze des Studienablaufs zeigt, dass jeweils an Tag 1 und Tag 21
Blutentnahmen stattfanden. Wahrend dieser 3 Wochen wurde die eine Gruppe mit
Rofecoxib behandelt und die andere nicht. So konnte der Einfluss der medikament6sen
Cyclooxygenase 2-Inhibition auf die Expression von Oberflaichenmolekiilen in vivo
gemessen werden.

Zunichst verglichen wir die im FACS bestimmte Expression von Oberflachenmolekiilen auf
den peripheren Leukozyten an Tag 1, also vor Einnahme der Studienmedikation, mit der an
Tag 21, also nach 3-wochiger Einnahme von Rofecoxib bzw. ohne Studienmedikation in der
Kontrollgruppe. Da auBlere Einflusse der beiden Gruppen nur in der Einnahme von Rofecoxib
verschieden waren, konnen Unterschiede im Expressionsniveau von Rezeptoren mit hoher
Wabhrscheinlichkeit auf die pharmakologische Cyclooxygenase 2-Inhibition zuriickgefuhrt

werden.
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4.3.1.1 Normalisierung der Expression von Rezeptoren auf den Monozyten nach
Cyclooxygenase 2-Inhibition

In der Gruppe, die Rofecoxib 3 Wochen lang eingenommen hatte, stiegen die im FACS

ermittelten Werte fur CCRS deutlich an (siehe Abb. 4.3.2). Der Mittelwert an Tag 21 liegt mit

12 mfir noch hoher, als der zuvor bei gesunden Probanden ermittelte Wert von 9 mfir (siehe

Abb. 4.1.8). In der Gruppe ohne Medikation zeigte sich eine weitere Abnahme der Expression

von CCRS5 auf peripheren Monozyten innerhalb der drei Wochen.

20 1
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Abbildung 4.3.2 Monozyten von Tumorpatienten exprimieren nach 3-wochiger in vivo
Exposition mit Rofecoxib etwa 42% mehr CCRS5 gemessen als mfir als an Tag 0. Ohne
Behandlung ergibt sich nach 3 Wochen hingegen eine Reduktion der CCRS Expression
um etwa 42 %. Dieser Unterschied ist auch statistisch signifikant, p = 0,002.
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Nach 3-wochiger medikamentoser Cyclooxygenase 2-Inhibition war auf den Monozyten der
Studienteilnehmer deutlich mehr CD14 Rezeptor als zuvor nachweisbar (siehe Abb. 4.3.3). In
vorangehenden Tests haben wir auf Monozyten von gesunden Probanden durchschnittlich
eine CD14 Expression von 334, gemessen als mfir, festgestellt (siche Abb. 4.1.9). Auf den
Monozyten der Studienteilnehmer in der Rofecoxib-Gruppe war an Tag 21 eine CD14
Rezeptordichte von 349 mfir messbar, d.h. ein Wert, der Gesunden entspricht. Somit war die
bei Tumorpatienten reduzierte CD14 Expression auf den Monozyten durch Cyclooxygenase
2-Inhibition vollstindig wieder herstellbar. In der Kontrollgruppe, die nicht behandelt und nur
beobachtet wurde, zeigte sich in diesen 3 Wochen eine weitere Reduktion von CD14 auf den

Monozyten, die wir nicht erklaren konnen (siehe Abb. 4.3.3).
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Abbildung 4.3.3 Monozyten von Tumorpatienten CD14 exprimieren nach Rofecoxib
Behandlung wieder CD14 in der Menge wie Monozyten von Gesunden. Ohne
Behandlung ist nach 3 Wochen noch weniger CD14 auf den Monozyten messbar als zu
Beginn der Studie. Der Unterschied zwischen den beiden randomisierten Gruppen an
Tag 21 ist statistisch signifikant (p = 0,006).
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Monozyten von Tumorpatienten exprimieren nach Cyclooxygenase 2-Inhibition rund ein
Drittel mehr des FcyRIII Rezeptor CD16, der antikorperabhiangige zellvermittelte
Zytotoxizitat (ADCC) auslost, als zu Studienbeginn (siehe Abb. 4.3.3). Auch hier sind der
Wert an Tag 21 (96 mfir) und der bei Gesunden gemessene Wert fur CD16 auf Monozyten
(83 mfir) fast gleich, so dass von einer vollstandigen Erholung der CD16 Rezeptordichte auf
den Monozyten von Tumorpatienten durch den Einsatz des Cyclooxygenase 2-Inhibitors

ausgegangen werden kann.
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Abbildung 4.3.4 Die Expression von CD16 Rezeptoren auf Monozyten bei
Tumorpatienten unterscheidet sich signifikant nachdem eine Gruppe Rofecoxib
erhalten hat (p = 0,01). In der Rofecoxib-Gruppe wurde der Normalzustand bezuglich

der CD16 Expression auf Monozyten wieder vollstandig hergestellt, der Wert entspricht

dem bei gesunden Probanden gemessenen Wert.
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Die Expression des Chemokinrezeptors CCR1 auf Monozyten ist durch Hemmung der
Cyclooxygenase 2 praktisch nicht beeinflussbar. In allen 3 untersuchten Gruppen — HNSCC-
Patienten, Gesunde und HNSCC-Patienten nach Rofecoxib-Medikation — lag der Messwert
zwischen 5 und 6 mfir (sieche Abb. 4.1.18 und 4.3.5).
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Abbildung 4.3.5 Monozyten von Tumorpatienten zeigen unter Cyclooxygenase 2-
Inhibition keine Veranderung der CCR1 Expression ( p = 0,5).
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4.3.1.2 Verbesserung der Expression von Oberflachenmolekiilen auf den Granulozyten
durch Cyclooxygenase 2-Inhibition

Granulozyten von HNSCC-Patienten weisen an ihrer Oberflache nach Cyclooxygenase 2-
Inhibition rund ein Drittel mehr des CD16 Oberflachenmolekiils auf als zuvor. Allerdings
erreichen sie auch dann im Mittel nicht den bei Gesunden gemessenen Wert (644 mfir in der
Rofecoxib-Gruppe versus 882 mfir bei gesunden Probanden) (siche Abb. 4.1.11). Ohne
Behandlung kommt es zu einer weiteren Herabregulation des CD16 Rezeptors um rund ein
Drittel (sieche Abb. 4.3.6), den wir nicht erklaren konnen. Im Vergleich zur Rofecoxib

Behandlung ergibt sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,004).
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Abbildung 4.3.6 Cyclooxygenase 2-Inhibition wirkt der Herabregulation von CD16 auf
Granulozyten von HNSCC-Patienten entgegen. Ohne Medikation ist nach 3 Wochen
noch weniger CD16 Rezeptor nachweisbar als zu Beginn der Studie. Der Unterschied
nach 3 Wochen ist statistisch signifikant, (p = 0,004).
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Es ergibt sich ein dhnliches Bild, wenn man CD16b auf neutrophilen Granulozyten
untersucht. CD16b ist genau wie CD16 der FCyIII Rezeptor, der auf Zellen gebundenes IgG
erkennt, allerdings ist CD16b die GPI-verankerte Form des Rezeptors und nur auf
neutrophilen Granulozyten vorhanden. Hier kommt es unter medikamentoser Cyclooxygenase
2-Inhibition zu einer um 10% gesteigerten CD16b Expression, in der Kontrollgruppe
hingegen sinkt sie um etwa ein Viertel ab (siehe Abb. 4.3.6). Vollstandig wird das
Expressionsniveau, das wir bei gesunden Probanden gemessen haben (171 mfir) (siche Abb.

4.1.12), allerdings auch mit Rofecoxib nicht erreicht (134 mfir).

CD16b mflr

Abbildung 4.3.7 Neutrophile Granulozyten von Tumorpatienten in der Rofecoxib-
Gruppe exprimieren nach 3 Wochen rund 10% mehr CD16b als zu Beginn der Studie.
Im Gegensatz dazu kommt es in der Kontrollgruppe zu einer weiteren deutlichen
Herabregulation von CD16b auf Granulozyten von mehr als einem Viertel des
Ausgangswerts. Statistisch ergibt sich hier eine Signifikanz, p = 0,01.

63



4.3.1.3 Lymphozyten von HNSCC-Patienten zeigen in der Expression von Rezeptoren
nur eine diskrete Reaktion auf Cyclooxygenase 2-Inhibition

Im Gegensatz zu den Monozyten exprimieren Lymphozyten von Tumorpatienten nach
Medikation mit Rofecoxib knapp 10% mehr CCR1 an der Oberflache, ohne Medikation sinkt
die CCR1 Expression weiter um rund 15% ab (siehe Abb. 4.3.8).
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Abbildung 4.3.8: Lymphozyten von Tumorpatienten exprimieren nach Cyclooxygenase
2-Inhibition etwas verstarkt den Chemokinrezeptor CCR1. In der Kontrollgruppe ist
CCRI1 nach 3 Wochen noch weiter herabreguliert. Dieser Unterschied ist allerdings so
gering, dass eine statistische Signifikanz nicht erreicht wird, p = 0,2.

64



An dieser Stelle kann die zweite Frage beantwortet werden:

Ist diese Expression bei HNSCC-Patienten durch medikamentose Inhibition der

Cyclooxygenase 2 in vivo beeinflussbar?

Ja. Die Veranderungen unter pharmakologischer Inhibition der Cyclooxygenase 2 sind in der

folgenden Tabelle noch einmal zusammengefasst.

Lymphozyten

Granulozyten

Monozyten

Tabelle 9: Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten exprimieren in den meisten
Fallen verstarkt (4\) und in einem Fall unverandert (=) den entsprechenden Rezeptor.
Diese verstarkte Expression geht wohl auf die Inhibition der Cyclooxygenase 2 zurick,
da diese Veranderungen in der Kontrollgruppe nicht auftraten.
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4.3.2 Postoperative Rezeptordichte gleicht denen gesunder Probanden

Da wir bei Tumorpatienten von einer Immunsuppression ausgehen, die vom Tumor selbst
ausgeht, haben wir die Leukozyten der Studienteilnehmer auch 3 Wochen nach operativer
Entfernung des Tumors untersucht. Postoperativ war in beiden Gruppen kein Rofecoxib mehr
gegeben worden.

Die Expression von CCRS5 auf den Monozyten der Patienten in der Rofecoxib-Gruppe ist
unter medikamentoser Cyclooxygenase 2-Inhibition nach 3 Wochen um 38% stérker als an
Tag O (siche Abb. 4.3.9). In der Kontrollgruppe zeigt sich in diesem Zeitraum eine
Herabregulation von CCRS5 auf den Monozyten um 40%. Die 3 Wochen nach Entfernung des
Tumors gemessenen Expressionsniveaus beider Gruppen nahern sich dem bei gesunden
Probanden gemessenen Normalwert von 9,1 mfir an, was fur eine Beeintrachtigung durch den
Tumor selbst spricht, der inzwischen entfernt wurde. In der Rofecoxib-Gruppe ist zu diesem
Zeitpunkt auch ohne medikamentose Inhibition der Cyclooxygenase 2 der Normalzustand
hinsichtlich der Expression des Chemokinrezeptors CCRS auf den Monozyten bereits
erreicht. Auch in der Kontrollgruppe ist dann schon wieder mehr CCRS auf den Monozyten

nachweisbar.
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Abbildung 4.3.9: Die Medikation mit Rofecoxib als Inhibitor der Cyclooxygenase 2 fihrt
bei HNSCC-Patienten zu einer deutlich starkeren CCRS Expression auf den Monozyten
(schwarze Linie). In der Kontrollgruppe (graue Linie), die keine Medikation erhielt, ist
der Chemokinrezeptor CCRS5 nach 3 Wochen noch weiter herabreguliert als zu Beginn
der Studie. Postoperativ ab Tag 21 wurde keine Medikation mehr gegeben. In der
Gruppe, die zuvor Rofecoxib erhalten hatte, kommt es zu einem Absinken der
Expression von CCRS5 auf den Monozyten auf das Normalniveau, das wir bei gesunden
Probanden gemessen hatten. In der Kontrollgruppe steigt nach Entfernung des Tumors
die CCRS Expression wieder an.

Wir hatten auf den Granulozyten von gesunden Probanden eine durchschnittliche Expression
von CD16b von 172, gemessen als mfir, gefunden. Bei Tumorpatienten war die Expression
deutlich geringer, namlich im Mittel 122 mfir (sieche Abb. 4.1.12).

In der Studie ergab es sich leider so, dass die Expression von CD16b in den beiden
randomisierten Gruppen bereits zu Beginn verschieden war. Wenn man allerdings nicht die
absoluten Zahlen sondern die Herauf- bzw. Herabregulation von CD16b betrachtet, ergeben
sich interessante Hinweise. Unter der Einnahme von Rofecoxib kommt es zu keiner
entscheidenden Veranderung. Auch in der Kontrollgruppe ist die Expression nach 3 Wochen

nicht wesentlich anders. Entscheidend scheint die Entfernung des Tumors zu sein. In der
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Kontrollgruppe kommt es postoperativ zu einer Heraufregulation von CD16b um circa 50%
(sieche Abb. 4.3.10). Das legt eine immunsuppressive Wirkung des Tumors selbst nahe.

Die Patienten in der Rofecoxibgruppe erhielten postoperativ keine Medikation mehr. Hier
kam es nach Entfernung des Tumors zu einer um circa 15% verminderten Expression von

CD16b.
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Abbildung 4.3.10: Unter medikamentoser Cyclooxygenase 2-Inhibition (schwarze Linie)
kommt es nach 21 Tagen zu einer leicht verminderten Expression von CD16b auf den
Granulozyten. Nach Entfernung des Tumors und ohne Medikation nimmt die
Expression in dieser Gruppe noch weiter ab. In der Kontrollgruppe (graue Linie) zeigen
die Granulozyten nach Entfernung des Tumors eine deutlich hohere Expression von
CD16b als zu Beginn der Studie. Problematisch ist in diesem Versuch der Unterschied
zwischen Rofecoxib- und Kontrollgruppe zu Beginn der Studie, der trotz
Randomisierung aufgetreten ist.
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4.3.3 Verbesserte Adhasionsfahigkeit der Monozyten von HNSCC-Patienten

nach Hemmung der Cyclooxygenase 2

Wir hatten eine Beeinflussung der Oberflachenmolekiile, die fur die Funktion von Monozyten
von Bedeutung sind, durch Inhibition der Cyclooxygenase 2 gefunden (siche Tab. 8). Nun
sollte in zusatzlichen Tests uberpruft werden, ob diese Monozyten nach Inhibition der
Cyclooxygenase 2 tatsachlich besser funktionieren. Vor der Migration in das Gewebe muissen
Monozyten zunédchst an der luminalen Seite des Endothels anheften, die Fahigkeit zur
Adhasion ist also Vorraussetzung fur eine zielgerichtete Migration der Monozyten und somit
auch fur die Ausreifung zu Makrophagen. Fur die Adhasion am Endothel ist auf den
Monozyten CD11b notwendig. Gerade dieses Molekul war bei Tumorpatienten weniger
vorhanden, weshalb auch die Adhasion in einem funktionellen Test untersucht werden sollte.
Bestimmt wurde die Adhésionsfahigkeit der Monozyten an ICAM-1, das in vivo auf
aktivierten Endothelzellen vorkommt, und in diesem Versuchsaufbau mittel Fusionsprotein an
eine Kunststoffoberflaiche gebunden werden konnte. Monozyten aus dem peripheren
Venenblut wurden durch einen Ficollgradienten separiert und auf die vorbereitete Oberflache
gegeben. Nicht adhérente Zellen wurden vorsichtig abgewaschen und die adhédrenten Zellen

wurden nach Farbung ausgezahlt (vgl. Methoden).
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Abbildung 4.3.11: Monozyten von HNSCC-Patienten sind nach 3-wochiger
Cyclooxygenase 2-Inhibition verstarkt zur Adhiasion an ICAM-1 fahig, es handelt sich
um eine Steigerung um circa 45% gegenuiber dem Ausgangswert. In der Kontrollgruppe
vermindert sich diese Fahigkeit innerhalb des Beobachtungszeitraums um rund die
Hilfte. Dargestellt sind die Mittelwerte der beiden Kollektive.

Nach dreiwochiger Behandlung mit Rofecoxib zeigen die Monozyten von HNSCC-Patienten
eine deutlich bessere Adhasion an ICAM-1 (siehe Abb. 4.3.11). Ohne Behandlung ist diese
Fahigkeit nach 3Wochen noch starker eingeschriankt als bei der ersten Untersuchung, wobei
die weitere Abnahme der Adhiasionsfiahigkeit kaum durch duBere Einflusse erklart werden
kann, so dass von einer fortschreitenden Beeintrachtigung der Monozytenfunktion vermutlich
durch den Tumor selbst ausgegangen werden kann. Der Unterschied zwischen den beiden

Kollektiven ist deutlich, jedoch mit p = 0,07 statistisch nicht signifikant.
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4.3.4 Normalisierte Migration der Monozyten von HNSCC-Patienten nach

Inhibition der Cyclooxygenase 2

Monozyten aus dem peripheren Venenblut wurden mittels Ficollgradient angereichert und auf
einen Polycarbonatfilter gegeben, der eine Porengrofle hat, die deutlich unter der GroBe der
Monozyten liegt. Auf der anderen Seite des Filters ist dem Medium das Chemokin MIP1f
zugesetzt, das in vivo lokal bei Entziindungsreaktionen gebildet wird und das an den
Chemokinrezeptor CCRS auf Monozyten bindet und damit eine zielgerichtete Migration in
das Gewebe steuert. Als Kontrolle diente der gleiche Versuchsaufbau jedoch ohne den Zusatz
des Chemokins. So konnte der Anteil an Monozyten bestimmt werden, der zielgerichtet

migriert war und nicht zufallig den Filter uberwunden hatte.
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Abbildung 4.3.12 Nach Inhibition der Cyclooxygenase 2 ist die gerichtete Migration der
Monozyten von HNSCC-Patienten durch eine Polycarbonatfilter im Gegensatz zum
Studienbeginn mehr als 5-fach gesteigert. In der Kontrollgruppe verringert sich die
zielgerichtete Migration der Monozyten auf fast ein 10-tel. Dargestellt sind die
Mittelwerte der beiden Kollektive. Der Unterschied zwischen Rofecoxib- und
Kontrollgruppe ist statistisch signifikant, p = 0,02.

Die Migrationfahigkeit der Monozyten von Tumorpatienten durch einen Polycarbonatfilter in
Richtung auf das Chemokin MIP-1f lief} sich durch Inhibition der Cyclooxygenase 2 deutlich
steigern (sieche Abb. 4.3.12). Nach 21 Tagen erreicht das Migrationspotential fast den bei
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gesunden Probanden gemessenen Wert von 16,9 % der migrierten Zellen (sieche Abb. 4.2.1).
Ohne Behandlung zeigt sich die gleiche Tendenz wie im Adhésionsversuch, es kommt zu

einer zunehmenden Einschrankung auch der Migrationsfahigkeit.

Hier kann die dritte Frage beantwortet werden:

Ergibt sich dadurch eine Verbesserung der Funktion der Leukozyten?
Ja. In den zwei funktionellen Tests ex vivo konnten nach Inhibition der Cyclooxygenase 2
eine verstarkte Adhésion und eine vollstandig normalisierte Migration der Monozyten
festgestellt werden. Die Monozyten sind also durch die Inhibition der Cyclooxygenase 2

wieder in der Lage, in ihr Zielgewebe zu gelangen.
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4.3.5 Cyclooxygenase 2-Inhibition verstarkt das Tumorinfiltrat

Wir haben gesehen, dass es nach 3-wochiger medikamentoser Inhibition der Cyclooxygenase
2 zu einer Wiederherstellung des Migrationvermogens (sieche Abb. 4.3.12) und einer
deutlichen Zunahme der Adhiasionsfiahigkeit der Monozyten von HNSCC-Patienten
gekommen war (siehe Abb. 4.3.11). Nun sollte beurteilt werden, inwieweit die Immunzellen
in der Lage sind, tatsachlich in vivo in ihr Zielgewebe, den Tumor, einzuwandern. Wie oben
beschrieben, wurden bei jedem Studienteilnehmer zu zwei Zeitpunkten Gewebeproben des
Tumors entnommen, einmal bei Diagnose des HNSCC, und das zweite Mal nach 3 Wochen
Einnahme von Rofecoxib bzw. nach 3 Wochen ohne Medikation in der Kontrollgruppe (siche
Abb. 4.3.1). Mit Hilfe von Immunhistochemie wurden an den feingeweblichen Schnitten
verschiedene Oberflachenmolekiile sichtbar gemacht und damit bestimmte Immunzellen
identifiziert. Diese wurden ausgezahlt und zur Vergleichbarkeit in ein Verhiltnis zur
Gesamtzellzahl gebracht. Es ergaben sich dabei wesentliche Unterschiede in der Anzahl der
Immunzellen im Tumorgewebe in der Rofecoxib- bzw. der Kontrollgruppe.

Da Monozyten/Makrophagen, wie zu Beginn beschrieben, eine grofle Bedeutung in der
Elimination von Tumorzellen haben, interessierte uns zunachst, wie viele Zellen im
Tumorinfiltrat CD68 exprimieren und so als Monozyten/Makrophagen identifiziert werden

konnen (siehe Abb. 4.3.13).
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Abbildung 4.3.13 CD68-positive Zellen sind Monozyten/Makrophagen. Cyclooxygenase
2-Inhibition bewirkt nach 21 Tagen eine Verdoppelung der Anzahl der
Monozyten/Makrophagen im Tumorinfiltrat. Ohne Therapie kommt es nach 21 Tagen
zu einer Reduktion um circa die Halfte.

CCRS ist als Chemokinrezeptor fur die zielgerichtete Migration von Monozyten zum
Einsatzort im Gewebe notwendig. In vitro wurde bereits beobachtet, dass durch die vom
Tumor ausgehende Prostaglandin E, Produktion eine Herabregulation von CCRS5 bewirkt
wird und dass diese durch Inhibition der Cyclooxygenase 2 vollstandig reversibel ist (Zeidler
et al., 2000). Das lie} sich nun durch unsere Studie auch in vivo bestitigen. Nach
Cyclooxygenase 2-Inhibition exprimieren im Tumorgewebe mehr als doppelt so viele Zellen
CCRS wie in der ersten Gewebeprobe zu Beginn der Studie. In der Kontrollgruppe dagegen
ist nach 3 Wochen die Anzahl der CCRS tragenden Zellen halbiert (sieche Abb. 4.3.14). Die

statistische Auswertung ergibt einen signifikanten Unterschied der beiden Gruppen.

74



I
p= U '_|FI‘= |

% CCRS+ Zellen
—
Ln

—

Tag O
Kontrolle
Tag 21
Tag 21

L1
&
]

P

@

Abbildung 4.3.14 Doppelt so viele Zellen im Tumorgewebe wie zu Beginn der Studie
exprimieren nach 3-wochiger medikamentoser Inhibition der Cyclooxygenase 2 den
Chemokinrezeptor CCRS. In der Kontrollgruppe ist dieser Anteil um circa die Halfte
gefallen.

Im Vergleich der beiden vorigen Diagramme (Abb. 4.3.13 und 4.3.14) fallt die Diskrepanz
zwischen CD68-positiven (10,4%) und CCRS5-positiven Zellen (19,6%) auf. Abgesehen von
Monozyten/Makrophagen kommt CCRS nur noch auf Th 1Helferzellen vor (Loetscher et al.,
1998). Daraus ergibt sich, dass durch Cyclooxygenase 2-Inhibition nicht nur die Anzahl von
CCRS exprimierenden Monozyten/Makrophagen gesteigert, sondern auch die Anzahl von Th

1Helferzellen im Tumorinfiltrat von zuvor 4% auf 9% der Zellen mehr als verdoppelt wird.

75



Den CD4 Rezeptor findet man auf Th 1 und Th 2 Helferzellen und Monozyten/Makrophagen.
CD4 ist der Korezeptor fur die MHC-II vermittelte Antigen induzierte T-Zell Aktivierung.
Dazu mussen antigenpréasentierende Zellen auf ihrem MHC-II Rezeptor fremdes Peptid
prasentieren, welches so von der T-Zelle mit Hilfe von TCR und CD4 Rezeptor erkannt
werden kann, was die Aktivierung der T-Zelle zur Folge hat. CD4 ist auch der Rezeptor fur
das inflammatorische Zytokin IL-16.

Nach Inhibition der Cyclooxygenase 2 bei HNSCC-Patienten sind immunhistochemisch nach
3 Wochen doppelt so viele CD4 positive Zellen nachweisbar wie zu Beginn der Studie. Im
Gegensatz dazu ergibt sich in der Kontrollgruppe, die keine Medikation erhielt, nur eine sehr

geringe Zunahme der CD4 positiven Zellen im Tumorgewebe (sieche Abb. 4.3.15).
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Abbildung 4.3.15 Nach Inhibition der Cyclooxygenase 2 iiber 21 Tage sind CD4-positive
Zellen vermehrt im Tumorgewebe nachweisbar. In der Kontrollgruppe zeigt sich nur
eine diskrete Veranderung. Der Unterschied zwischen Behandlungs- und
Kontrollgruppe nach drei Wochen ist signifikant.
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CDS8 ist der Korezeptor auf zytotoxischen T-Zellen, der gemeinsam mit dem TCR

MHC-I auf anderen Zellen erkennt. Durch MHC-I wird angezeigt, welche Proteine in dieser
Zelle produziert werden. Zytotoxische T-Zellen konnen so erkennen, ob es sich um
korpereigene Peptide handelt, dann erfolgt keine Reaktion, oder ob es sich um virale oder
mutierte Peptide - aus Tumorzellen - handelt, diese Zellen werden zerstort.

Unter Cyclooxygenase 2-Inhibition exprimieren mehr als doppelt so viele Zellen im
Tumorgewebe CD8 wie zu Beginn der Studie, das bedeutet eine Verdoppelung der Anzahl
von zytotoxischen T-Zellen im Tumorgewebe. Das ist ohne Behandlung nicht der Fall, hier
kommt es nur zu einer diskreten Hochregulation (siehe Abb. 4.3.16). Dieser beobachtete

Unterschied ist auch statistisch signifikant.
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Abbildung 4.3.16 Nach 3 Wochen Behandlung mit Rofecoxib ist die Anzahl der CDS8-
positive Zellen im Tumorgewebe verdoppelt. Ohne Medikation in der Kontrollgruppe
kommt es nur zu einer diskreten Hochregulation von CD25.
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CD25 ist die a-Kette des IL-2 Rezeptors, der auf aktivierten T- und B-Zellen und
Makrophagen/Monozyten zu finden ist. Da IL-2 eine zentrale Rolle bei der Auslosung einer
adaptiven Immunantwort hat, wird CD25 als Teil des IL-2 Rezeptors als Aktivierungsmarker
verwendet.

Nach Einnahme von Rofecoxib iiber 3 Wochen sind im Tumorgewebe rund 40% mehr Zellen
CD25-positiv. In der Kontrollgruppe hat sich der Anteil an CD25-exprimierenden Zellen
innerhalb der 3 Wochen verringert (siche Abb. 4.3.17).
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Abbildung 4.3.17 In der Gruppe, in der die Patienten Rofecoxib einnahmen, wies nach 3
Wochen ein deutlich hoherer Anteil an Zellen im Tumorgewebe den IL-2 Rezeptor auf.
In der Kontrollgruppe kam es dort zu einem weiteren Absinken der CD25-positiven
Zellen.

An dieser Stelle kann die vierte Frage beantwortet werden:

Erreichen daraufhin tatsachlich mehr Immunzellen das Tumorgewebe?
Ja. Nach Inhibition der Cyclooxygenase 2 wurden immunhistochemisch mehr
Monozyten/Makrophagen nachgewiesen, die auch verstarkt den Chemokinrezeptor CCR5
exprimierten. Es wurden mehr Th 1 Helferzellen, mehr zytotoxische T-Zellen und eine

deutliche Steigerung des Aktivierungsmarkers CD25 nachgewiesen.
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5 Diskussion

Tumorpatienten haben eine eingeschriankte Immunfunktion, das ist schon lange bekannt
(Lundy et al., 1974; Vlock, 1991; Young et al., 1996). Dabei scheint bei vielen
Tumorentitaten der Cyclooxygenase 2-Uberexpression in den Tumorzellen eine zentrale Rolle
in der Immunsuppression zuzukommen (Fosslien, 2000). Aus ihr resultiert eine iibermaBige
Prostaglandin E,-Produktion, welche dann an verschiedenen Stellen im Immunsystem
angreift. Prostaglandin E, behindert die Differenzierung von Monozyten zu dendritischen
Zellen, die Proliferation von T-Zellen und vermindert die Aktivitat von NK-Zellen und
Makrophagen, die fur die Elimination von Tumorzellen von besonderer Bedeutung sind
(Goodwin and Ceuppens, 1983; Yang et al., 2003). Fur viele Tumorentititen, darunter auch
HNSCC wurde eine Cyclooxygenase 2-Uberexpression im Tumor als negativer

prognostischer Faktor beschrieben (Massano et al., 2006).

In der Literatur ist eine kanzeroprotektive Wirkung der regelmédfigen Einnahme von NSAR
(nicht steroidalen Antiphlogistika), die die Cyclooxygenase 1 und 2 hemmen, beschrieben
(Funkhouser and Sharp, 1995; Giovannucci et al., 1994; Thun et al., 1993). Um die
Hypothese zu untersuchen, dass durch eine Inhibition der Cyclooxygenase 2 der Immunstatus
verbessert werden kann (Harris et al., 2005), haben wir molekulare Marker auf der Oberflache
von Immunzellen identifiziert, deren Expressionsniveaus sich bei Tumorpatienten und
Gesunden unterscheiden. Dazu eigneten sich beispielsweise der CD14 Rezeptor, der Fcylll
Rezeptor CD16, das Adhisionsmolekill CD11b und der Chemokinrezeptor CCRS; sie alle
waren auf den Leukozyten von Tumorpatienten signifikant geringer exprimiert als bei
gesunden Probanden. Da durch diese Rezeptoren Adhiasion, Migration, Phagozytose und
Zytotoxizitat vermittelt werden - wichtige Bausteine der Imnmunfunktion (Janeway, 2004) —
ist die Herabregulation mit groBer Wahrscheinlichkeit von tumorimmunologischer

Bedeutung.

So sind Monozyten, die vermindert CCRS exprimieren, in ihrer Funktion eingeschrénkt, die
Migration und Extravasation sind gestort (Springer, 1995), und die Fahigkeit, eine Infektion
einzuddmmen ist beeintrachtigt (Huffnagle et al., 1999; Zeidler et al., 2000; Zhou et al.,
1998).
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Auf neutrophilen Granulozyten hat der FcyIll Rezeptor CD16 eine gro3e Bedeutung fur die
zellvermittelte Zytotoxizitat (Fossati et al., 2002), die fur den Angriff auf Tumorzellen
besonders wichtig ist. Eine Hochregulation des FcylIll Rezeptor CD16 auf Monozyten und
neutrophilen Granulozyten wird nachweislich durch bakterielles Antigen erreicht (Skinner et
al., 2005), eine starke Expression dieses Rezeptors spricht also fur eine Aktivierung und

umgekehrt eine Herabregulation fur eine Inaktivitit dieser Zellen.

Durch Adhéasionsassay konnten wir belegen, dass Monozyten von Tumorpatienten nicht nur
weniger CD11b exprimieren, sondern dass sich diese Minderexpression auch negativ auf die
Adhasion der Zellen an ICAM-1 auswirkt. Fur den immunologischen Angriff auf den Tumor
ist dieser Defekt besonders nachteilig, da aktivierte Monozyten durch ICAM-1 vermittelte
Adhasion gegen Tumore gelenkt werden und die Tumorzellen dadurch angreifbar werden

(Bernasconi et al., 1991; Webb et al., 1991).

Um die Hypothese, dass eine Inhibition der Cyclooxygenase 2 den Immunstatus moduliert, in
vivo ,,uberpriifen zu konnen, haben wir eine klinische Studie durchgefuihrt. Nachdem
HNSCC-Patienten kurzzeitig ein Cyclooxygenase 2-Inhibitor verabreicht wurde, konnte das
Resultat dieser Maflnahme erstens an einem veranderten Phénotyp der Leukozyten, d.h. einer
verstarkten Expression von Oberflaichenmolekiilen, zweitens an der Funktion der Leukozyten,
die mittels Adhéasions- und Migrationsassay bestimmt wurde, und drittens im histologischen
Praparat des Tumors an der Anzahl und Zusammensetzung der Inmunzellen gemessen

werden.

Wie wir zum Teil erwartet hatten, stellte sich in der Studie heraus, dass durch die
pharmakologische Cyclooxygenase 2-Inhibition die zuvor niedrige Expression der
ausgewahlten Rezeptoren wieder starker geworden war. Uberraschend war, dass die
beobachtete Hochregulation in den meisten Fallen das Expressionsniveau erreichte, das wir

bei gesunden Probanden gemessen hatten.

Die klinische Studie ergab des Weiteren, dass sich die zuvor nur geringe Adhiasion der
Monozyten von HNSCC-Patienten durch Cyclooxygenase 2-Inhibition wesentlich steigern
lasst und so fur den immunologischen Angriff auf den Tumor guinstige Verhiltnisse

geschaffen werden (Bernasconi et al., 1991; Webb et al., 1991).
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In unserer Arbeitsgruppe war bereits anhand der Migration der Monozyten von
Tumorpatienten und gesunden Probanden nach Inkubation in allogenem bzw. autologem
Serum eine deutliche Einschrankung der Migration durch Serum-Prostaglandin E, festgestellt
worden, die sich durch Cyclooxygenase-Inhibition mit NSAR in vitro beheben lief (Zeidler et
al., 2000).

In der hier vorgestellten Studie wurde dieses Defizit nun durch pharmakologische Inhibition
der Cycclooxygenase 2 in vivo behoben. Es kam zu einer normalisierten Expression von
CCRS und einer Wiederherstellung der zielgerichteten Migration auf das Niveau eines

Gesunden.

Fur eine erfolgreiche Immunreaktion gegen den Tumor ist es ohne Zweifel notwendig, dass
Immunzellen den Tumor infiltrieren, Tumor-assoziierte Antigene (TAAs) prasentieren und so
weitere Immuneffektorzellen aktivieren (Janeway, 2004). In unserer Studie wurde durch die
pharmakologische Cyclooxygenase 2-Inhibition das Tumorinfiltrat deutlich verstarkt. Es
konnten anschlieend signifikant mehr Makrophagen anhand des CD68 Molekiuls im
Tumorgewebe identifiziert werden als vor dieser Medikation. Beim Melanom weill man, dass
Cyclooxygenase 2-Inhibition die Makophagenfunktion im Sinne eines immunologischen
Angriffs auf den Tumor verbessert (Duff et al., 2003). Die Makrophagen, denen durch die
Cyclooxygenase 2-Inhibition die Migration in den Tumor gelungen ist, sind im Gegensatz zu
Tumor-assoziierten Makrophagen (TAMs) nicht vom Tumor ,,umprogrammiert,” sondern in
ihrer Funktion intakt. TAMs werden so vom Tumor beeinflusst, dass sie ihre Funktion
verlieren und durch die verminderte Sekretion von IL-12 und eine gesteigerte Sekretion von
Prostaglandin E,, TGF-8 und IL-10 selbst immunsuppressiv wirken (Biswas et al., 2006;
Elgert et al., 1998; Huang et al., 1998), was zumindest im Fall von Prostaglandin E, durch

Cyclooxygenase 2-Inhibition aufgehoben werden kann.

Anhand der histologischen Praparate wiesen wir nach Cyclooxygenase 2-Inhibition nicht nur
vermehrt Monozyten/Makrophagen sondern auch CD4+ T-Helferzellen und CD8+
zytotoxische T-Zellen im Tumor nach. Die CD4+ Zellen waren in der Mehrzahl Th1 Zellen,
da sie ebenfalls CCR5+ waren (Loetscher et al., 1998). Mehrere Studien haben die Expression
von Thl Zytokinen in Verbindung gebracht mit einem besseren klinischen Verlauf,
umgekehrt werden Th 2 Zytokine mit einer schlechteren Prognose assoziiert (De Vita et al.,
2000; Elsasser-Beile et al., 1998; Lauerova et al., 2002; Mori et al., 2001; Wittke et al., 1999).

Im Mausmodel fur das Bronchialkarzinom wurde durch den Einsatz eines Cyclooxygenase 2-
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Inhibitors eine verstarkte lymphozytére Infiltration des Tumors verzeichnet, verbunden mit
einer signifikanten Abnahme von IL-10 und einer Wiederherstellung der IL-12 Sekretion
durch antigenprasentierende Zellen (Stolina et al., 2000). Die anti-neoplastische Wirkung von
Cyclooxygenase 2-Inhibitoren lasst sich also moglicherweise durch die verstarkte Infiltration

von Th1-Helferzellen erklaren.

Durch die nach pharmakologischer Cyclooxygenase 2-Inhibition nachgewiesene Steigerung
der Infiltration des Tumors mit CD8+ zytotoxischen T-Zellen ist ein tumorimmunologischer
Vorteil anzunehmen. Fur das Endometriumkarzinom konnte gezeigt werden, dass es durch die
Cyclooxygenase 2-Uberexpression zu einer Verminderung der Infiltration des Tumors mit
CD8+ zytotoxischen T-Zellen kommt, dagegen wurde eine verstarkte Infiltration durch CD8+

Zellen mit einem Uberlebensvorteil in Verbindung gebracht (Ohno et al., 2005).

Zusatzlich haben wir nach Cyclooxygenase 2-Inhibition beobachtet, dass die Mehrzahl der T-
Lymphozyten im Tumorinfiltrat aktiviert ist, sichtbar an der Expression des
Aktivierungsmarkers CD25, einem Teil des IL-2 Rezeptors. Eine starke Aktivitit der
zelluldren Immunreaktion, gemessen an der Anzahl der Tumor-infiltrierenden Lymphozyten,
scheint bei vielen Tumorentititen ein entscheidender Faktor fur einen gunstigen Verlauf der
Erkrankung zu sein. Fur das Mammakarzinom konnte eine lymphozytare Infiltration des
Tumors mit einer giinstigen Prognose in Verbindung gebracht werden (Marrogi et al., 1997).
Auch beim Kolonkarzinom werden Lymphozyten im Tumorinfiltrat als prognostisch guinstig
betrachtet (Ropponen et al., 1997). Das Gleiche konnte fur das Osophaguskarzinom
nachgewiesen werden (Morita et al., 2001), wobei der vermehrte Nachweis von aktivierten
CD8+ zytotoxischen T-Zellen sich als besonders gut erwies (Schumacher et al., 2001). Fur
das grofizellige B-Zell-Lymphom dagegen konnte der Infiltration mit CD4+ T-Helferzellen

eine gunstige prognostische Bedeutung nachgewiesen werden (Ansell et al., 2001).

Zusammenfassend ist es durch die hier vorgestellte Studie gelungen, einen in verschiedenen
Bereichen gunstigen Einfluss einer pharmakologischen Inhibition der Cyclooxygenase 2 bei
HNSCC-Patienten nachzuweisen. Alle hier untersuchten Zeichen der Tumor-bedingten
Immunsuppression wurden vollstandig aufgehoben.

Die verminderten Rezeptorexpressionen lieen sich durch Medikation mit einem
Cyclooxygenase 2-Inhibitor vollstandig beheben, so dass ein ,,gesundes* Expressionsniveau

erreicht werden konnte. In Adhésion und Migration wurde ebenso ein ,,gesundes* Ausmalf}
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erreicht.

Bemerkenswert ist, dass so ein Effekt sich bisher erst nach operativer Entfernung des Tumors
einstellte (Klapan et al., 1992), wie wir es auch fur die Kontrollgruppe in der Studie zeigen
konnten (sieche Abb. 4.3.9). Das bedeutet, dass die Immunsuppression, die wir anhand von
veranderten Phanotypen und Funktionen gemessen haben, vom Tumor ausgeht. Und es zeigt,
dass Cyclooxygenase 2-Inhibition diese Immunsuppression, zumindest partiell, autheben
kann. Tatsachlich attackieren dann mehr Leukozyten in tumorimmunologisch giinstiger

Konstellation das Tumorgewebe.

Angemerkt werden muss allerdings gerade beim HNSCC, dass mit Sicherheit eine Anderung
des Risikoverhaltens beziiglich Rauchen und Alkoholkonsum wiinschenswert ist. Der bessere
Weg in jeglicher Hinsicht ist nicht eine bessere Behandlung sondern eine Vermeidung der
Erkrankung, da bekanntlich die Entstehung von HNSCC ganz erheblich durch die Noxen
Tabakrauch und Alkohol beguinstigt wird (Hashibe et al., 2007; Talamini et al., 2002). So
konnte in der Mundschleimhaut von Rauchern bereits eine verstiarkte Expression der
Cyclooxygenase 2 nachgewiesen werden (Moraitis et al., 2005). Die Pravention von HNSCC
birgt somit noch viel Potential, das aber bekanntermaflen schwer erreichbar ist.

Die Tatsache jedoch, dass Plattenepithelkarzinome an verschiedenen Organen im Korper

vorkommen, bekraftigt die Bedeutung eines besseren Verstandnisses von HNSCC.

Die Verwendung eines Cyclooxygenase 2-Inhibitors muss wegen seiner kardiovaskuldren
Risiken kritisch betrachtet werden. Rofecoxib (Vioxx©) wurde in der hier vorgestellten
Studie als zugelassenes Praparat verwendet, ohne dass es hier zu Nebenwirkungen oder
Schadigungen kam. Inzwischen ist Rofecoxib jedoch wegen einer signifikanten Zunahme von
Myokardinfarkten vom Markt genommen worden. Die Ursache der prothrombotischen
Wirkung wurde zunéchst im moderaten Blutdruckanstieg vermutet, der durch
Cyclooxygenase 2-Inhibitoren verursacht wird (Salzberg and Weir, 2007), was allerdings
nicht den Unterschied zwischen Rofecoxib und den anderen Cyclooxygenase 2-Inhibitoren
erklart. Inzwischen wurde berichtet, dass Rofecoxib eine Veranderung des LDL (low density
lipoprotein) hervorruft, so dass dessen atherogene Wirkung noch verstarkt wird (Mason et al.,
20006).

In der Medizin kommt es haufig zu der Situation, dass ein bestimmtes Medikament fur einen
Patienten nicht generell empfohlen werden kann, sondern eine Abwéagung von Nutzen und

Risiken fur den einzelnen Patienten getroffen werden muss. Andere Cyclooxygenase 2-
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Inhibitoren als Rofecoxib sind verfugbar, von schwerwiegenden Nebenwirkungen wurde
nicht berichtet. In der Abwégung von tumorimmunologischem Nutzen und moglichem
kardivaskuldrem Schaden sollte meines Erachtens nach sorgféltiger Vorbereitung, die das
Erheben eines Risikoprofils bezuglich kardiovaskularer Erkrankung und gegebenenfalls
entsprechende Untersuchungen (diagnostischer Herzkatheter) einschlief3t, ein
Cyclooxygenase 2-Inhibitor fur ausgewahlte HNSCC-Patienten wirksamer Teil einer
Therapie sein. Bei Hochrisikopatienten mit einer ungunstigen Prognose konnte der Einsatz
eines Cyclooxygenase 2-Inhibitiors trotz eines verbleibenden geringen Risikos fur
Myokardinfarkt gerechtfertigt sein. Auch ein Einsatz zur Rezidivprophylaxe bei Patienten
ohne jegliches kalkulierbare kardiovaskuldre Risiko (Nichtraucher, Sportler, junge Patienten)
konnte Vorteile bringen.

Langzeitstudien zu diesem Vorgehen, wie es sie fur das Mammakarzinom inzwischen gibt
(Arun and Goss, 2004), sind winschenswert und konnen beantworten, ob es durch die vom
Cyclooxygenase 2-Inhibitor hervorgerufenen immunologisch viel versprechenden
Veranderungen auch zu einer verringerten Rezidivrate und schlieBlich zu einem

Uberlebensvorteil kommt.
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6 Zusammenfassung

Bei Patienten mit HNSCC kommt es durch die Uberexpression von Cyclooxygenase 2 in
Tumorzellen lokal zu einer hohen Prostaglandin E2 Konzentration, das immunsuppressiv
wirkt und so verhindert, dass Tumorzellen vom Immunsystem detektiert und vernichtet
werden konnen. Mit Hilfe einer klinischen Studie sollte die Hypothese uiberpriift werden, dass
sich durch eine pharmakologische Inhibition der Cyclooxygenase 2 der Immunstatus dieser
Patienten verbessern lasst. Dazu wurden geeignete molekulare Marker auf der Oberflache von
Leukozyten identifiziert, die bei Tumorpatienten deutlich weniger exprimiert waren als bei
Gesunden. Bei Aufnahme in die Studie wurden den Patienten mit HNSCC Venenblut und
eine Gewebeprobe des Tumors entnommen. AnschlieBend nahmen die Patienten drei Wochen
lang einen Cyclooxygenase 2-Inhibitor ein. Am Tag der Operation wurden erneut Venenblut
und eine zweite Gewebeprobe entnommen. Mittels Durchflusszytometrie konnte nach
pharmakologischer Cyclooxygenase 2-Inhibition eine deutliche Zunahme der zuvor
herabregulierten Oberflaichenmolekille auf den Leukozyten dokumentiert werden. In den
meisten Fallen wurde sogar das Expressionsniveau von Gesunden erreicht; das ist sonst erst
nach Entfernung des Tumors der Fall. Auch in den funktionellen Tests konnte der forderliche
Effekt der Hemmung der Cyclooxygenase 2 festgestellt werden; die Leukozyten wiesen eine
wesentlich verbesserte Adhésion und eine vollstandig normalisierte zielgerichtete Migration
auf. In der Kontrollgruppe, die keine Medikation erhalten hatte, blieben diese Verdnderungen
aus. Mit Hilfe der Immunhistochemie wurden die Tumorgewebe untersucht und die Anzahl
und Zusammensetzung der Tumor-infiltrierenden Leukozyten bestimmt. Es konnte eine starke
Zunahme des monozytaren und des lymphozytaren Infiltrats nachgewiesen werden, was fur
andere Tumorentitdten als prognostisch gunstig beschrieben wurde. AuBerdem wurde eine fur
den Angriff auf den Tumor notwendige Verschiebung hin zu einer Th 1 Immunantwort
beobachtet. Insgesamt haben sich nachweislich durch die pharmakologische Inhibition der
Cyclooxygenase 2 tumorimmunologisch viel versprechende Veranderungen eingestellt. Diese
Untersuchungen geben Grund zu der Annahme, dass die Immunsuppression vom Tumor
ausgeht und durch Inhibition der Cyclooxygenase 2, zumindest teilweise, die Immunfunktion

saniert werden kann.
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7.2 Abkurzungsverzeichnis
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