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Einleitung

1 Einleitung

Matrix Metalloproteinasen (MMP) sind zink-abh&ngige Endopeptidasen, die fur
den Auf-, Um- und Abbau der extrazellularen Matrix (EZM) verantwortlich sind.
Dies geschieht durch Aufspaltung nahezu aller Bestandteile der EZM, zu der als
Hauptkomponenten Faserproteine wie Elastin und Kollagen, Proteoglykane und
Anheftungsproteine wie Fibronektin und Laminin zahlen. Bis 2007 waren 25

verschiedene Varianten identifiziert [1].

Die Gruppe der Matrix Metalloproteinasen kann man entsprechend ihrer
Substratspezifitat in funf Subfamilien einteilen [2]: Kollagenasen, Stromelysine,
Gelatinasen und Proteinasen, die diffus in die Extrazellularmembran durch
entsprechende Zellen sezerniert werden. Die flnfte Untergruppe wird von den
membranstandigen Matrix Metalloproteinasen (MT-MMP, membrane type
MMP) gebildet, wobei das katalytische Zentrum des Enzyms in den
extrazellularen Raum ragt [3, 4]. Anhand der Verankerung in der Zellmembran
werden die MT-MMPs wiederum in zwei Untergruppen unterteilt: Einerseits die
Gruppe der Typ | membranstandigen MMPs und zum anderen die Gruppe, die
Uber einen  Glykosylphosphatidylinositol-Anker  (GPI-Anker) mit  der

Zellmembran verbunden ist [5-7].

Die Blockierung aktiver MMPs erfolgt im Verhaltnis 1:1 durch so genannte
TIMPs, Gewebeinhibitoren der Matrix-Metalloproteinasen (engl. "Tissue
Inhibitors of Matrix Metalloproteinases”, TIMP). Dadurch wird der fein
balancierte Zusammenhang von Auf- und Abbaureaktionen von Komponenten
der EZM aufrechterhalten. Die hochspezifischen TIMPs werden von
Bindegewebszellen sezerniert und hemmen die Aktivitat der MMPs durch
gezielte Bindung an deren katalytischen Zentren. Dadurch kann die
Umstrukturierung des Gewebes durch MMPs moduliert werden. Bislang sind
vier verschiedene TIMPs (TIMP 1-4) bekannt [8], die bis auf die Matrix-
assoziierte TIMP-3 als diffusionsfahige Proteine sezerniert werden [9]. Als
Hauptinhibitoren sind neben den TIMPs das alpha2-makroglobulin und das
membrangebundene Glykoprotein RECK als endogene Inhibitoren zu nennen
[8-12].
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MMPs besitzen vielfaltige biologische Bedeutungen. In erster Linie gehort die
physiologische Entwicklung und Umgestaltung der extrazellularen Matrix zu den
Eigenschaften von MMPs. Die Umstrukturierung der EZM beinhaltet aber auch
das Potenzial, pathologische Prozesse hervorzurufen und zu férdern. So
unterstitzen einige MMPs die Angiogenese. Die Bildung neuer Blutgefal3e mit
dem Ziel gesteigerter Blutversorgung spielt eine bedeutende Rolle in
Wundheilungsprozessen [13-15], ist aber auch Voraussetzung fur die
Expansion von Tumoren [16-18]. Neben der Angiogenese haben MMPs Einflul3
auf weitere Faktoren, die die Tumorprogression essentiell begunstigen. Unter
anderem fordern MMPs die Tumorgrof3e durch Freisetzen von z.B. TGF-alpha
(transforming growth factor) [19] und beglnstigen die Invasion und
Metastasierung von Tumoren mittels Degradierung der umgebenden EZM
Barriere [20-25]. Offenbar aufgrund derartiger Eigenschaften werden MMPs in

vielen Tumoren exprimiert [26, 27].

Matrix Metalloproteinasen stellen potenzielle Therapieziele dar. Es sind zurzeit
mehrere Medikamente Gegenstand der Forschung, die als MMP-Inhibitoren
(MMPI) bezeichnet werden. Hierzu zahlen zum Beispiel Breitspektrum MMPI
wie Batimastat (BB-94), Prinomastat (AG-3340), Marimastat (BB-2516), deren
Ergebnisse hinsichtlich der Tumorprogression in préklinischen Studien
groBtenteils positiv ausfielen [28-31]. Die Klinischen Studien allerdings
verfehlten teilweise das Ziel der Tumorrepression, und einige Patienten erlitten
Nebenwirkungen [32, 33], sodass bisher fir keinen dieser synthetischen MMPI
eine offizielle Zulassung besteht. Uberdies wurde die Weiterentwicklung von
Batimastat (BB-94) eingestellt, da dieses Praparat keine orale Verfligbarkeit
aufweist. Inzwischen ist man dazu lUbergegangen, statt Breitband MMPI hoch
selektive MMPI zu entwickeln, bei denen in ersten Tiermodellen positive
Ergebnisse registriert wurden. Von besonderem Interesse konnte hier MMP14
sein. So zeigte Ro 28-2653, ein MMP-Inhibitor (MMPI) der Firma Roche mit
hoher Affinitat zu MMP14, eine Abnahme des Tumorwachstums in mit
Prostatakarzinomzellen infizierten Ratten. Entsprechend zur Dosierung
reduzierte sich das Tumorgewicht um bis zu 90%. Aul3erdem konnte unter

oraler Behandlung mit Ro 28-2653 das Gesamtiiberleben der Tiere verlangert
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werden [34]. Weitere praklinische Studien zeigen, dass Ro 28-2653
antiangiogenetische Effekte aufweist und das Tumorwachstum behindert.
AulRerdem findet sich bisher kein Anhalt fir mdgliche Nebenwirkungen, die das
therapeutische Potenzial behindern [35]. Klinische Studien bezlglich der
therapeutischen Wirkung von Ro 28-2653 sind bisher nicht durchgefihrt
worden, aber aufgrund der positiven Ergebnisse in Tiermodellen ist damit in
naher Zukunft zu rechnen. Daher stellt sich die Frage, wer von einer
zukunftigen Therapie mit Ro 28-2653 profitieren wirde.

Eines der bevorzugten Ziele von Ro 28-2653 ist MMP14, oder auch MT1-MMP
(MT-MMP, membrane type MMP) [36]. MMP14 ist die von Sato et al. 1994
erstidentifizierte membrangebundene MMP [5].

Hinsichtlich der Doménenstruktur besteht MMP14 wie alle Matrix
Metalloproteinasen aus folgenden charakteristischen Hauptbestandteilen [5,
37]: einer Signalpeptidgruppe aus 20 Aminosauren, einer Propeptidgruppe aus
111 Aminoséauren und einer n-terminalen katalytischen Gruppe aus 174 AS.

Furin- _
Signalpeptid — Propeptid |4 Bindungs- |— Kag:yhsl:he
stelle i
Hinge

Ragicy
Zytoplasmatische | | Transmembran- ]
Domane ] Domtne | | Hamopexin-Domane

Abbildung 1: MMP14-Doménenstruktur

Zusatzlich besitzt MMP14 eine c-terminale hdmopexin- ahnliche Doméne (215
AS), die durch eine so genannte Hinge Region (33 AS) mit der katalytischen
Gruppe verbunden st [5, 20, 38-40]. AuRBerdem findet sich eine
transmembrandse Doméne (24 AS) und eine zytoplasmatische Doméne (20
AS), mit denen MMP14 in der Zellmembran verankert ist [41, 42]. Daher auch
die Bezeichnung MT-MMP (membrane type) [6, 43].

Da MMP14 in Form einer pro-MMP, also eines inaktiven Zymogens gebildet

wird und einer separaten Aktivierung bedarf [44, 45], befindet sich als weiterer

3
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Bestandteil der Domanenstruktur zwischen der Propeptidgruppe und der
katalytischen Gruppe eine Erkennungssequenz fur Furin oder Furin-&hnliche
Proteasen [46, 47]. Furin ist fur die proteolytische Spaltung des Propeptids im
Golgi-Apparat verantwortlich und kann somit die Aktivierung von MMP14
bewirken [48, 49]. Abbildung 1 zeigt eine schematische Darstellung der
Domaénenstruktur von MMP14.

Auf der Oberflache wird MMP14 als aktive Protease exprimiert und ist in der
Lage, pro-MMP2 zu MMP2 zu aktivieren [5, 50]. Diese Aktivierung ist fur den
EinfluBR von MMP14 auf die Tumorgenese von Bedeutung. Des Weiteren
werden folgende Substrate von MMP14 umgesetzt: Kollagentyp I, II, 1l [51],
Fibrin [18], Gelatin [52], Fibronektin [53], Laminin [54, 55], pro-MMP13 [56],
CD44 [57], Tumor Nekrose Faktor Alpha (TNF-Alpha)und Interleukin 8 [58].
Zusammen mit der Erstbeschreibung von MMP14 im Jahre 1994 berichtet die
Arbeitsgruppe um Sato von MMP14-Expression in Lungenkarzinomzellen. Die
erhohte Expression von MMP14 korreliert hier mit der bereits oben erwahnten
Aktivierung von MMP2 durch MMP14 [5].

Bis heute sind zahlreiche Untersuchungen durchgeftihrt worden, bei denen eine
MMP14—-Expression (und eine haufig korrelierende MMP2-Aktivierung) in
verschiedenen Tumortypen beobachtet wurde: malignes Melanom [59-67],
Fibrosarkom [68-70], Plattenepithelkarzinom des Kopfes und Halses (Head and
Neck, HNSCC) [71-81], Lungenkarzinom [5, 23, 82-90], Prostatakarzinom [91-
94], Magenkarzinom [95-104], Pankreaskarzinom [105-110], Leberkarzinom
[105, 106, 111-123], Mammakarzinom [71, 86, 124-142], Harnblasenkarzinom
[143, 144], Tumoren der Schilddrise [145-147], Ovarialkarzinom [148-161],
Zervixkarzinom [162-168], ZNS Tumoren [169-177], kolorektales Karzinom [71,
100, 178-187], Tumoren der Haut [188, 189], Osteosarkom [190, 191],
Knorpeltumoren [192, 193], Urothelkarzinom [194-196], Neuroblastom [197],
Nebennierenrinden-Ca [198], Larynx-Ca [74, 199-202], Rhabdomyosarkom
[203], Nierenkarzinom [204, 205], Karzinoid Tumoren [206], Nephroblastom
(Wilms Tumor) [207], Dermatofibrosarkoma protuberans [208], Dermatofibrom
[208], Merkel-Zell Tumor [206], Osophagus-Ca [209-212], Endometrium-Ca
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[213], Thymom [214], Tumoren der Speicheldrisen [215], maligner peripherer
Nervenscheiden-Tumor (MPNST) [216], Schwannom [216], Neurofibrom [216].

Sofern mehrere Studien zu derselben Tumorentitat erfasst sind, herrschen
nahezu immer unterschiedliche Angaben bezlglich der prozentualen
Expression. Diese wird zum Beispiel in duktalen Pankreaskarzinomen mit
Werten zwischen 67% und 100% dokumentiert [105, 106, 108, 110], in
Ovarialkarzinomen variiert sie zwischen 22% und 100% [148, 149, 152, 156,
161]. GroRe Expressionsdifferenzen mit einer Spanne von 59% bis 100%
verzeichnen auch die einzelnen Studien des hepatozellularen Karzinoms [113,
115, 117, 118]. Besonders signifikant zeigt sich der Abstand auch in den
Ergebnissen von MMP14-Expression im Mamma-Ca [124, 125, 129, 131, 138]
und kolorektalem Karzinom [100, 178-180, 182, 183, 187]. Hier schwanken die

Angaben jeweils zwischen 22% und 100%.

Nicht allein diese Diskrepanzen innerhalb der Expressionsstarke gleicher
Tumorentitdten veranlassen zu weiterfihrenden Untersuchungen. Vielmehr
kann nach ausfuhrlicher Recherche bisher durchgefihrter Studien festgestellt
werden, dass bis zum heutigen Zeitpunkt einige Tumorentitaten bisher noch nie
auf die Expression von MMP14 immunhistochemisch untersucht worden sind.
In der Literatur lassen sich zum Beispiel keine Abhandlungen Uber folgende
Tumorentitaten hinsichtlich ihrer MMP14-Expression finden: Phylloides Tumor
der Mamma, Gallenblasen-Ca, Dunndarmkarzinom, Phaochromozytom,
Onkozytom, Peniskarzinom, Nebennierentumor, Paragangliom, Meningeom,

Liposarkom, Leiomyom, Leiomyosarkom.

Um zu bestimmen an welchen Tumorarten Medikamente wie Ro 28-2653 am
besten eingesetzt werden konnten, sollte eine groRe Zahl von vielen
verschiedenen Tumortypen unter standardisierten Bedingungen untersucht
werden. Mit Uber 3500 Gewebeproben und der Anzahl von mehr als 120
verschiedenen Tumorentitdten wurde in dieser Doktorarbeit eine bisher in

diesem Umfang noch nicht durchgefuhrte Studie zu MMP14 vorgenommen.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die molekulare Epidemiologie von

MMP14 im normalen und neoplastischen (Tumor-) Gewebe zu analysieren.
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2 Material und Methode

2.1 TMA Herstellung

Die am Institut fur Pathologie in Basel entwickelte Gewebearray-Technik (tissue
micro array, TMA) wurde zur Zusammenstellung der Tumorgewebe genutzt.
Mithilfe des Tissue Micro Array- Verfahrens konnen hunderte archivierte, in
Paraffin eingebettete Tumorproben in einem einzigen, neuen Paraffinblock
angeordnet werden [217, 218].

Von jedem einzelnen archivierten Paraffinblock (auch als ,Spenderblock®
bezeichnet)  wird ein HE-Schnitt angefertigt, um die Tumorregion zu
umgrenzen. Aus diesem definierten Bereich werden im Durchmesser 0,6 mm
messende Biopsien entnommen. Dies geschieht unter Anwendung eines Array-
Stanzgerates (Abb. 2), das Uber einen 0,6 mm messenden Bohrer und einen an
der Spitze gescharften Hohlzylinder verfugt. Der Aufbau des Array-
Stanzgerates ermdglicht das Ausstanzen der Tumorbiopsie aus dem

~Spenderblock® und das anschlielende Einflgen der Biopsie in vorgefertigte

Locher im Empfangerblock [219].

Abbildung 2: links TMA-Stanzgerat, rechts TMA-Block Detailaufnahme
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Abbildung 3: Tumor-Array-Herstellung. Das Instrument besteht aus einem dinnen, an der
Spitze gescharften Hohlzylinder (innerer Durchmesser ca. 600 um), welcher in einem X-Y-
Achsen-Prazisionsgerat gehalten wird. Ein genau in den Hohlzylinder passender Stahldraht
ermdglicht das Ausstossen von Gewebesticken in mit einem Bohrer (ausserer Durchmesser
ca. 600 um) vorgefertigte Locher im Empféangerblock (Tumor-Array). Ein verstellbarer ,Eindring-
Stopper® sichert eine konstante Lange von Zylindern und vorgefertigten Ldchern im
Empfangerblock. Bis zu tausend Gewebezylinder kdnnen in einen 20 x 40 mm messenden
Empfanger-Paraffinblock eingebracht werden. (Quelle: Dissertation Yvonne Forster-Schnyder:
Epidemiologie der Calretininexpression in normalen und neoplastischen Geweben: Eine
Gewebearray Untersuchung an 4987 Gewebeproben, Medizinische Fakultat, Universitat Basel,
2003)

Bis zu 200 Schnitte kénnen von einem TMA-Block angefertigt werden und
immunhistochemischer, DNA- oder RNA-Untersuchungen unterzogen werden.
Um die Anzahl der TMA-Schnitte weiter zu erhéhen kénnen mehrere Biopsien
aus den ,Spenderbldcken” entnommen werden. Die Gewebeproben werden auf
unterschiedlichen ,Empfangerblécken an identischen Koordinaten positioniert.
Somit koénnen von einem Tumorkollektiv mehrere tausend TMA-Schnitte

hergestellt werden.
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2.2 MTA- Multi Tumor Array

Zur Erstellung eines Multi- Tumor Arrays wurden 3923 in Paraffin eingebettete
Tumoren aus den verschiedenen Archiven des Instituts fur Pathologie am
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf herausgesucht. Die eigentliche
Herstellung eines Tissue Micro Arrays ist in Kapitel 2.1 beschrieben.

Der Array setzt sich aus mehr als 100 verschiedenen Tumorentitaten
zusammen und enthalt zusatzlich als Kontrolle weitere 600 Spots, bestehend
aus 14 Normalgewebetypen. Die genaue Zusammensetzung und Anzahl der

Kontrollgewebe ist in Tabelle 1 fur die einzelnen TMA Bltcke dargestellt.

Tabelle 1: Kontrollgewebe

TMA Block Normalgewebe (Anzahl)

A Herz (2), Niere (5), Lunge (2), Kolonmukosa (2), Endometrium
(2), Prostata (2), Lymphknoten (LK) (2), Quergestreifte
Muskulatur (QM) (2), Haut (2)

B Herz (2), Niere (2), Lunge (2), Kolonmukosa (5), Endometrium
(2), Prostata (2), LK (2), QM (2), Haut (2), Leber (5),
Osophagus (5), Analhaut (5), Dunndarm (5), Magen (5).

C Herz (2), Niere (2), Lunge (2), Kolonmukosa (2), Prostata (2),
LK (2), QM (2), Haut (2), Endometrium (2), Schilddrise (5),
Thymus (5), Mundboden (5), Larynx (5), Gehirn (5).

D Herz (2), Niere (2), Lunge (2), Kolonmukosa (2), Endometrium
(2), Prostata (2), LK (2), QM (2), Haut (5), Nebenniere (5),
Harnblase (5).

E LK (10), Lunge (10), Gallenblase (10), Pankreas (10), Herz (2),
Niere (2), Kolonmukosa (2), Endometrium (2), Prostata (2), QM
(2), Haut (2), Sehnenscheiden (4).

F Speicheldrise (10), Herz (2), Niere (2), Lunge 2,
Kolonmukosa (2), Endometrium (2), Prostata (2), LK (2), QM
(2), Haut (2).

G Herz (2), Niere (2), Lunge (2), Kolonmukosa (2), Endometrium
(2), Prostata (2), LK (2), QM (2), Haut (2).
H Herz (2), Niere (2), Lunge (2), Kolonmukosa (2), Prostata (2),

LK (2), QM (2), Haut (2).
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Die Tumorentitaten verteilen sich auf 8 Array-Blocke, welche jeweils zwischen
509 und 611 Spots enthalten. Abbildung 4 zeigt die 8 Array-Blocke und
Abbildung 5 stellt einen HE-Schnitt eines der Blocke dar. Eine Auflistung der
verwendeten Tumortypen findet sich in Tabelle 2.

Bereits zu Beginn des Projektes stand ein dem Hamburger- TMA &hnlicher
MTA der Uniklinik Basel zur Verfugung. Dieser TMA wurde aus
organisatorischen Grinden anstelle des in Hamburg ersteliten TMA fur die
immunhistochemische Untersuchung genutzt. Die genaue Zusammensetzung

des verwendeten TMAs ist in Tabelle 2 und im Kapitel Resultate beschrieben.

Abbildung 4: Multitumor TMA aus Hamburg
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Abbildung 5: Gesamtaufnahme eines MTA (HE-Schnitt)
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Tabelle 2: Zusammensetzung der Multi- Tumor TMAs aus Basel und Hamburg

Tumortyp Anzahl Falle Anzahl Falle
Basel Hamburg
Hauttumoren
Malignes Melanom 50 37
Basaliom 50 67
Benigne Naevi 50 59
Haut, Plattenepithelkarzinom 51 51
Merkelzell-Karzinom 6 6
Pilomatrixom 48
Basalzelladenom 37
Haut, benigner Appendix Tumor 32
Tumoren der Atemwege
Lunge, Plattenepithelkarzinom 50 59
Lunge, Adenokarzinom 50 71
Lunge, Bronchioalveolares Karzinom 15
Lunge, kleinzelliges Karzinom 50 15
Lunge, undifferenziert grof3zelliges 50 48
Karzinom
Nichtkleinzelliges Bronchialkarzinom 14
Larynx, Plattenepithelkarzinom 50 57
Mundhdhle, Plattenepithelkarzinom 50 54
Malignes Mesotheliom 28 28
Pharynx, lymphoepitheliales Karzinom 5 5
Gynakologische Tumoren
Mamma, duktales Karzinom 50 62
Mamma, lobulares Karzinom 50 65
Mamma, medulldres Karzinom 30 64
Mamma, muzindses Karzinom 29 61
Mamma, tubuléares Karzinom 29 60
Mamma, Phylloides Tumor 13 48
Mamma, kribriformes Karzinom 9 26
Mamma, apokrines Karzinom 3 17
Ovar, ser6s papillares Karzinom 50 63
Ovar, endometriales Karzinom 50 22
Ovar, muzinfdses Karzinom 21 46
Ovar, Brenner Tumor 9 45
Ovar, Dysgerminom 2
Ovar, Gonadoblastom 1
Ovar, Dottersacktumor 1
Ovar, undifferenziertes Karzinom 1
Teratome des Ovars 60
Vagina, Plattenepithelkarzinom 5 22
Vulva, Plattenepithelkarzinom 45 61
Endometrium, endometriales Karzinom 50 60
Endometrium, serdses Karzinom 24 58
Endometriales Stromasarkom 4
Uterus, Zervix, CIN 111 30
Uterus, Zervix, Plattenepithelkarzinom 50 63
Uterus, Zervix, Adenokarzinom 3 48
Uterus, Zervix, adenosquamos 3
Uterus, Karzinosarkom 6
Urogenitaltrakt Tumoren
Penis Karzinom 50 46
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Tumortyp Anzahl Falle Anzahl Falle
Basel Hamburg

Onkozytom der Niere 10 62

Hoden, Seminom 50 92

Hoden, Nicht-Seminom 57 45

Hoden, Teratom 6

Hoden, gemischter Tumor 2

Urothel-Karzinom (pTa) 50 62

Urothel-Karzinom (pT2-4) 50 60

Harnblase, Plattenepithelkarzinom 10

Harnblase, kleinzelliges Karzinom 5

Harnblase, sarkomatoides Karzinom 8

Harnblase, invertiertes Papillom 1

Prostata, unbehandeltes Karzinom 60

Prostata, hormonrefraktares Karzinom 50

Niere, klarzelliges Karzinom 50 68

Niere, papillares Karzinom 50 31

Niere, andere Tumoren 9

Niere, chromophobes Karzinom 17 56

Urothel, andere Tumoren 10

Endokrine Tumoren

Schilddrisen-Adenom 47 65

Paragangliom 10 36

Karzinoid Tumoren 47 40

Nebennierenrinden-Karzinom 6 8

Nebennierenrinden-Adenom 15 21

Phaochromozytom 30 64

Schilddrise, papillares Karzinom 40 54

Schilddruse, follikulares Karzinom 50 48

Schilddrise, anaplastisches Karzinom 7 3

Schilddrise, medullares Karzinom 9 31

Nebenschilddrise, Adenom 30

Nebenschilddrise, Karzinom 2

Gastrointestinale Tumoren

Kolon-Adenom, geringe Dysplasie 49 56

Kolon-Adenom, maéassige Dyplasie 50

Kolon-Adenom, schwere Dysplasie 50 40

Kolon, Adenokarzinom 50 60

Gallenblase, Adenokarzinom 32 30

Magen, intestinales Adenokarzinom 50 62

Magen, diffuses Adenokarzinom 26 56

Hepatozellulares Karzinom 50 55

Speicheldrise, Zylindrom 55

Speicheldrise, Ewing-Sarkom 1

Speicheldruse, kleinzelliges Karzinom 1

Speicheldrise, Plattenepithelkarzinom 2

Speicheldrise, unklassifiziertes Karzinom 1

Speicheldrise, undifferenziertes Karzinom 6

Speicheldrise, Adenokarzinom 3

Speicheldrise, Azinuszellkarzinom 13

Speicheldrise, pleomorphes Adenom 50 61

Speicheldriise, Mucoepidermoid Karzinom 7 46

Warthin-Tumor 30 57

Dunndarm-Karzinom 12 22

Anal, Plattenepithelkarzinom 5 18
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Hamangioperizytom 13 7
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Schwannom

Riesenzell-Sehnenscheiden Tumor

Kontrollen

Anzahl aller Spots 3555 4523
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2.3 Prognose TMA

2.3.1 Allgemeines

Die Prognose TMAs mit Osophagus- und Pankreaskarzinomen standen aus
friheren, am Institut fur Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg-

Eppendorf verfassten Arbeiten zur Verfligung [221], [238].

2.3.2 Osophagus Prognose-TMA

Der Osophagus Prognose TMA beinhaltet 299 Primartumoren des Osophagus,
operiert in der Abteilung fur Allgemein-, Viszeral- und Thoraxchirurgie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf in den Jahren zwischen 1992 und
2004. Das mittlere Alter der Patienten betrug 62 Jahre (von 34-92 Jahre) und
die durchschnittliche postoperative Uberlebenszeit 23,15 Monate (von 1-142
Monate). Ausgewertet wurden Adeno- und Plattenepithelkarzinome des

Osophagus. Die Zusammensetzung des TMAs ist in Tabelle 3 dargestellt.

2.3.3 Pankreas Prognose-TMA

Der Pankreas Prognose TMA umfasst 357 verschiedene Primartumoren des
Pankreas, darunter 213 duktale Adenokarzinome, operiert in der Abteilung fur
Allgemein-, Viszeral- und Thoraxchirurgie des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf in den Jahren zwischen 1993 und 2005. Lediglich Patienten mit
duktalen Adenokarzinomen des Pankreas wurden in diese Studie
eingeschlossen. Das mittlere Alter dieser Patienten wurde mit 63,3 Jahre (von
33-88 Jahre) und die durchschnittliche postoperative Uberlebenszeit fur duktale
Adenokarzinome mit 19,21 Monate (von 1-109 Monate) beziffert. Weitere

klinische Daten dieser Patienten sind Tabelle 3 zu entnehmen.
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Tabelle 3: Zusammensetzung Prognose TMA Osophagus und Pankreas

Oesophagus, Oesophagus, Pankreas,
Plattenepithelkarzinom Adenokarzinom duktales ADC
Anzahl n 163 129 213
Geschlecht w 42 22 96
m 121 107 117
pT Stadium pT1 24 24 7
pT2 38 46 57
pT3 89 55 135
pT4 11 4 9
pN Stadium pNO 67 34 76
pN1 94 94 132
pM Stadium pMO 142 96 201
pM1 20 33 11
Grad Gl 4 1 10
G2 113 50 95
G3 45 77 105
Resektion RO 130 100 88
R1 26 18 24
R2 7 8 0
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2.4 Immunhistochemie

2.4.1 Protokoll

Es wurden 4 pum dicke Schnitte der TMA-Blocke angefertigt und auf einen
Objekttrager aufgebracht. Diese Objekttrager wurden zunéchst mindestens 1
Stunde in Xylol, anschlieRend in absteigender Alkoholreihe (Isopropylalkohol
100%, Ethanol 96%, Ethanol 70%) bis zu destilliertem Wasser entparaffiniert.
Zum AbschluR der Objekttragervorbereitung wurden die TMA-Schnitte 5
Minuten im TBS-Puffer (Tris gepufferte Kochsalzlésung) abgespult.

Fur die vorliegende Arbeit wurde der polyklonale, in Kaninchen produzierte
MMP14-Antikorper (ab3644) der Firma Abcam Ltd. (Cambridge, UK)
verwendet. Die TMA-Schnitte wurden zur Vorbehandlung 5 Minuten in
Citratpuffer (pH 7,8) autoklaviert und anschlieBend 5 Minuten im TBS-Puffer
gespult.

Zur Verhinderung falsch positiver Ergebnisse wurde die endogene Peroxidase
blockiert. Hierzu wurde das Praparat mit 3%igem Wasserstoffperoxid in
Methanol inkubiert und zweimal je 5 Minuten im TBS-Puffer gespdilt.

Im nachsten Schritt wurde der Antikdrper in einer Verdinnung von 1:450
(entsprechend einer Konzentration von 0,450 mg/ml) in solcher Menge
appliziert, dass die Objekttrager ausreichend bedeckt waren. Die TMA-Blocke
wurden 5 Minuten im TBS-Puffer gespult und mit EnVision Polymer-HRP Rabbit
(Dako K4003) fur 30 Minuten bei 30°C versehen und anschlieRend wieder mit
TBS-Puffer zweimal je 5 Minuten abgespdilt.

Abschliel3end wurden die Objekttrager bei Raumtemperatur fir 10 Minuten mit
DAB-Chromogen (Liguid DAB DAKO K3468) inkubiert. Bevor diese Applikation
erfolgte - und ebenso nach Inkubation - wurden die TMA-Blocke mit
destilliertem Wasser fiur je 5 Minuten gespiilt. Die letzten Schritte umfassten das
Applizieren von Haemalaun fur 1 Minute, das 5minutige Blauen mit
Leitungswasser, das Entwéassern tUber die aufsteigende Alkoholreihe bis Xylol
und schlie3lich das Eindeckeln der Objekttrager.
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2.4.2 Auswertung

Um eine maximale Standardisierung der Auswertung zu erreichen, wurden alle
Gewebespots von derselben Person innerhalb von ca. 10 Stunden ausgewertet.
Fur alle Gewebespots wurde der Anteil der MMP14 positiven Tumorzellen,
sowie die Intensitat der immunhistochemischen Farbung gemal einer Skala
von 0 (keine Farbung) Uber 1+, 2+ bis 3+ (starke Farbung) bestimmt. Lediglich
die membranése Positivitdt wurde beurteilt. Aus diesen Parametern wurde das
abschlieRende Resultat fur die Expressionsstarke nach den Kriterien in Tabelle
4 erstellt. Diese Kriterien entsprechen den routinemalig verwendeten
Standardkriterien des Instituts flr Pathologie im Universitatsklinikum Hamburg-

Eppendorf.

Tabelle 4: MMP14 IHC Resultat

Resultat Farbeintensitat % positiver Tumorzellen
Negativ 0 0
Schwach positiv 1+ <80%
2+ <20
Moderat positiv 1+ =80%
2+ >20% und <80%
3+ <20%
Stark positiv 2+ 280%
3+ >20

Abbildung 6 gibt die Intensitdtsgrade am Beispiel von negativer und stark

positiver Anfarbung von Adenokarzinomen der Lunge wieder.
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Abbildung 6: Intensitdt der MMP14-Immunfarbung am Beispiel von Adenokarzinomen der
Lunge. Gewebespots (& 0,6mm) eines (A) MMP14-negativen, (B) stark positiven Tumors.

19



Material und Methode

2.5 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit SPSS fur Windows (Version 13.0, SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) durchgeftihrt.

Mehrfelder-Tests und Chi-Quadrat-Tests (Fisher's Exakt Test) wurden
verwendet, um die Beziehung zwischen dem histologischen Tumortyp,
Differenzierungsgrad, Stadium und der MMP14 Expression zu untersuchen.
Uberlebenskurven wurden nach der Methode von Kaplan-Meier hergestellt,
wobei statistische Unterschiede mit dem Log-Rank-Test ermittelt wurden. Fur
diese Untersuchung wurden die Patienten zum Zeitpunkt ihrer letzten klinischen

Kontrolle zensiert.
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3 Resultate

3.1 Multi-Tumor Array

Die immunhistochemische Analyse von MMP14 war in 3108/3555 (87,4%) der
auf dem Multi-Tumorarray vorhandenen Tumoren durchflhrbar. Bei insgesamt
447 Tumorgeweben konnte kein Ergebnis erzielt werden, weil entweder keine
Tumorzellen im Gewebespot vorhanden waren (262), oder weil der
Gewebespot auf dem Praparat fehlte (185). Insgesamt zeigten 554 von 3108
(17,8%) auswertbaren Tumorgeweben eine membrantse Anfarbung mit dem
anti-MMP14 Antikorper. In einigen Fallen war zusatzlich zur Membranféarbung
auch das Zytoplasma diffus positiv. Beispiele fur auf den TMA gestanzte
Tumorentitaten sind in Abbildung 7 bis 12 dargestellt. Samtliche dieser

Abbildungen zeigen eine stark positive Anfarbung.
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Abbildung 7: Mamma, Phylloides Tumor



Resultate

£y
3 _'. J
‘tﬁ it k. ‘L':\

Abbildung 8: Pankreas, Adenokarzinom
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Abbildung 9: Ovar, endometriales Karzinom
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Abbildung 11: Lunge, Adenokarzinom
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Abbildung 12: Mamma, duktales Karzinom

Alle  Tumortypen mit membrandser Positivitat sind in  Tabelle 5
zusammengefal3t. Am haufigsten konnte MMP14 Expression in lobuléaren
Mammakarzinomen (79%), nicht-invasiven Urothel-Karzinomen (pTa) (78%),
duktalen Mammakarzinomen (76%), malignen Mesotheliomen (72%),
Adenolymphomen der Speicheldrise (71%), muzindsen Mammakarzinomen
(70%), serdsen Ovarialkarzinomen (68%), endometrialen Ovarialkarzinomen
(67%), Adenokarzinomen der Lunge (60%) und Adenokarzinomen des
Pankreas (60%) nachgewiesen werden. Starke Expression wurde vor allem im
lobularen Mammakarzinom (50% starke Expression), duktalen
Mammakarzinom (42%), tubularen Mammakarzinom (42%), muzindsen
Mammakarzinom (35%), in Adenokarzinomen des Pankreas (33%),
Adenolymphomen der Speicheldrise (32%), malignen Mesotheliomen (32%),
phylloiden Tumoren der Mamma (25%), Thymomen (23%) und Urothel-
Karzinomen (pTa) (23%) gefunden. In dieser Auflistung sind nur solche
Tumortypen berlcksichtigt, von denen mindestens 10 Gewebeproben
auswertbar waren. Zusatzlich gibt Abbildung 13 die Haufigkeit und Starke der
MMP14 Expression wieder.
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Tabelle 5: Tumortypen mit membranéser MMP14-Expression

Tumorentitat n schwach moderat stark
auswertbar (%0) (20) (20)
Hauttumoren
Haut, Plattenepithelkarzinom 44 0.0 2.3 0.0
Haut, benigner Appendix Tumor 30 6.7 13.3 10.0
Tumoren der Atemwege
Pharynx, lymphoepitheliales 5 20.0 0.0 0.0
Karzinom
Mundhdhle, 48 8.3 0.0 0.0
Plattenepithelkarzinom
Larynx, Plattenepithelkarzinom 45 6.7 6.7 0.0
Lunge, Plattenepithelkarzinom 49 24.5 16.3 2.0
Lunge, Adenokarzinom 48 22.9 16.7 20.8
Lunge, undifferenziert 46 15.2 10.9 6.5
grof3zelliges Karzinom
Lunge, kleinzelliges Karzinom 45 4.4 4.4 0.0
Malignes Mesotheliom 25 16.0 24.0 32.0
Gynéakologische Tumoren
Mamma, duktales Karzinom 45 4.4 28.9 42.2
Mamma, lobulares Karzinom 42 2.4 26.2 50.0
Mamma, medullares Karzinom 27 7.4 18.5 3.7
Mamma, tubulares Karzinom 24 4.2 8.3 41.7
Mamma, muzindses Karzinom 23 4.3 30.4 34.8
Mamma, apokrines Karzinom 3 0.0 0.0 33.3
Mamma, kribriformes Karzinom 6 16.7 0.0 0.0
Mamma, Phylloides Tumor 12 0.0 0.0 25.0
Ovar, serds papillares Karzinom 44 13.6 34.1 20.5
Ovar, muzindses Karzinom 16 12.5 37.5 0.0
Ovar, endometriales Karzinom 45 31.1 26.7 8.9
Ovar, Brenner Tumor 6 0.0 0.0 33.3
Vulva, Plattenepithelkarzinom 40 0.0 2.5 2.5
Uterus, Cervix, CIN 111 22 0.0 13.6 0.0
Uterus, Cervix, 38 13.2 10.5 2.6
Plattenepithelkarzinom
Uterus, Cervix, Adenokarzinom 3 0.0 33.3 33.3
Endometrium, endometriales 48 14.6 20.8 10.4
Karzinom
Endometrium, seréses Karzinom 20 10.0 20.0 5.0
Gastrointestinale Tumoren
Warthin-Tumor 28 14.3 25.0 32.1
Speicheldrise, pleomorphes 41 7.3 7.3 4.9
Adenom
Speicheldrise, Zylindrom 50 10.0 14.0 2.0
Speicheldrise, 1 100.0 0.0 0.0
Mucoepidermoidkarzinom
Speicheldrise, Adenokarzinom 2 0.0 0.0 50.0
Speicheldrise, 10 0.0 0.0 10.0
Azinuszellkarzinom
Osophagus, Adenokarzinom 7 14.3 0.0 0.0
Osophagus, 35 5.7 11.4 0.0
Plattenepithelkarzinom
Magen, diffuses Adenokarzinom 21 28.6 0.0 9.5
Magen, intestinales 40 7.5 15.0 7.5
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Adenokarzinom

Kolon-Adenom, geringe 43 0.0 0.0 2.3
Dysplasie

Gallenblase, Adenokarzinom 28 3.6 21.4 10.7

Urogenitaltrakt Tumoren
Niere, chromophobes Karzinom 11 9.1 0.0 9.1
Urothel-Karzinom (pT2-4) 38 13.2 13.2 7.9

Prostata, unbehandeltes 52 15.4 7.7 0.0
Karzinom

Hoden, Nicht-Seminom 45 2.2 2.2 0.0
Endokrine Tumoren

Schilddrise, follikuléares 45 2.2 2.2 4.4
Karzinom

Hamatologische Neoplasien
ZNS Tumoren
Weichteiltumore

Adenomatoid-Tumor 10 0.0 0.0 10.0
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Abbildung 13: Haufigkeit und Starke der MMP14 Expression in IHC positiven Tumortypen
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Tumortypen ohne membrandse MMP14 Expression und deren auswertbare

Anzahl sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Tumortypen ohne membrantse MMP14-Expression

Tumorentitat n auswertbar
Hauttumoren

Malignes Melanom 48
Basaliom 47
Benigne Naevi 40
Merkelzell-Karzinom 4

Gynékologische Tumoren

Ovar, Dysgerminom 2
Ovar, Gonadoblastom 1
Ovar, Dottersacktumor 1
Ovar, undifferenziertes Karzinom 1
Vagina, Plattenepithelkarzinom 5
Endometriales Stromasarkom 4
Uterus, Karzinosarkom 6
Urogenitaltrakt Tumoren

Penis Karzinom 41
Onkozytom der Niere 9
Hoden, Seminom 49
Hoden, gemischter Tumor 2
Harnblase, Plattenepithelkarzinom 7
Harnblase, kleinzelliges Karzinom 3
Harnblase, invertiertes Papillom 1
Niere, klarzelliges Karzinom 43
Endokrine Tumoren

Paragangliom 9
Karzinoid Tumoren 42
Nebennierenrinden-Karzinom 6
Nebennierenrinden-Adenom 15
Ph&ochromozytom 29
Schilddriise, anaplastisches Karzinom 5
Schilddrise, medullares Karzinom 8
Nebenschilddrise, Adenom 26
Nebenschilddrise, Karzinom 2
Gastrointestinale Tumoren

Kolon-Adenom, massige Dysplasie 42
Kolon-Adenom, starke Dysplasie 45
Hepatozellulares Karzinom 38
Speicheldrise, Ewing-Sarkom 1
Speicheldriuse, kleinzelliges Karzinom 1
Speicheldrise, Plattenepithelkarzinom 2
Speicheldrise, unklassifiziertes 1
Karzinom

Speicheldrise, undifferenziertes 6
Karzinom

Anal, Plattenepithelkarzinom 4
Osophagus, kleinzelliges Karzinom 1
Gastrointestinale Stromatumoren 27
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3.2 Osophagus Prognose-TMA

MMP14-Expression wurde in 49/159 (30.9%) auswertbaren Plattenepithel-Ca
und in 78/121 (64,5%) Adenokarzinomen des Osophagus gefunden. Von den
Plattenepithelkarzinomen zeigten 25,2% eine schwache und 5,7% eine
mittelstarke Expression. Bei den Adenokarzinomen wurde in 2,5% der Falle
eine starke Expression, in 9,9% eine moderate, und in 52,1% eine schwache
MMP14 Expression beobachtet. In beiden Tumortypen fand sich keine
eindeutige Beziehung zwischen MMP14-Expression und TNM-Status (Tabelle 7
und 8) oder Prognose (Abbildung 14 und 15).

Bei Adenokarzinomen des Osophagus war der Anstieg negativer Falle von G2
zu G3 statistisch signifikant (p=0,031).

Tabelle 7: MMP14 in Plattenepithelkarzinomen des Osophagus

MMP14 IHC Osophagus Plattenepithel-Ca
negativ | schwach | moderat | stark
n n auswertbar (%) (%) (%) %) P Wert
Histologie SQCC | 163 159 69.2 25.2 5.7 0.0
pT Stadium (SQCC) | pT1 24 24 58.3 33.3 8.3 0.0 0.379
pT2 38 36 61.1 36.1 2.8 0.0
pT3 89 87 73.6 19.5 6.9 0.0
pT4 11 11 81.8 18.2 0.0 0.0
pN Stadium (SQCC) | pNO 67 65 67.7 27.7 4.6 0.0 | 0.751
pN1 94 93 71.0 22.6 6.5 0.0
pM Stadium (SQCC) | pMO 142 138 68.1 26.8 5.1 0.0 | 0.325
pM1 20 20 75.0 15.0 10.0 0.0
Grad (SQCC) Gl 4 4 100 0.0 0.0 0.0 0.852
G2 113 109 67.0 26.6 6.4 0.0
G3 45 45 71.1 24.4 4.4 0.0
Resektion (SQCC) RO 130 126 68.3 27.0 4.8 0.0 0.471
R1 26 26 73.1 15.4 11.5 0.0
R2 7 7 71.4 28.6 0.0 0.0

Der P Wert wurde mit Fishers Exakt Test berechnet.
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Abbildung 14: postoperatives Uberleben bei Plattenepithelkarzinomen des Osophagus

Tabelle 8: MMP14 in Adenokarzinomen des Osophagus

MMP14 IHC Osophagus Adeno-Ca
negativ | schwach | moderat | stark
n n auswertbar (%) %) (%) %) P Wert
Histologie ADC | 129 121 35.5 52.1 9.9 25
pT Stadium (ADC) | pT1 24 22 22.7 68.2 9.1 0.0 0.611
pT2 46 42 33.3 50.0 11.9 4.8
pT3 55 53 43.4 47.2 75 19
pT4 4 4 25.0 50.0 25.0 0.0
pN Stadium (ADC) | pNO | 34 32 31.3 59.4 6.3 31 0.696
pN1 | 94 89 37.1 49.4 11.2 2.2
pM Stadium (ADC) | pMO | 96 91 30.8 57.1 8.8 33 0.128
pM1 | 33 30 50.0 36.7 13.3 0.0
Grad (ADC) G1 1 1 100 0.0 0.0 0.0 0.031
G2 50 46 19.6 65.2 10.9 4.3
G3 7 74 44.6 44.6 9.5 14
Resektion (ADC) RO 100 96 35.4 54.2 8.3 2.1 0.555
R1 18 16 31.3 56.3 6.3 6.3
R2 8 7 57.1 28.6 14.3 0.0

Der P Wert wurde mit Fishers Exakt Test berechnet.
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3.3 Pankreas Prognose-TMA

Insgesamt waren 167/213 (78,4%) der Pankreastumoren auswertbar, wobei

40,7% eine schwache, 25,1% eine moderate und 12,6% eine starke MMP14-

Expression aufwiesen.

Eine starke MMP14 Expression war mit einem

fortgeschrittenem Tumorstadium (p=0,867) und hohem Malignitatsgrad
(p=0,789) assoziiert.

Tabelle 9: MMP14 in duktalen Adenokarzinomen des Pankreas

MMP14 IHC Pankreas duktales Adeno-Ca

negativ | schwach | moderat | stark
n n auswertbar (%) (%) (%) (%) P Wert
Histologie duktales ADC | 213 167 21.6 40.7 25.1 12.6
?;JE:;‘;E’:DC) pT1 7 5 400 | 400 200 | 00 | 0.867
pT2 57 42 14.3 40.5 26.2 19.0
pT3 135 107 21.5 42.1 25.2 11.2
pT4 9 9 33.3 333 22.2 11.1
pN Stadium
(duktales ADC) pNO 76 59 23.7 40.7 27.1 8.5 0.616
pN1 132 104 20.2 41.3 23.1 15.4
Grad
(duktales ADC) Gl 10 7 14.3 57.1 14.3 14.3 | 0.789
G2 95 78 25.6 34.6 26.9 12.8
G3 105 79 19.0 45.6 24.1 11.4
Resektion
(duktales ADC) RO 88 67 28.4 34.3 25.4 11.9 | 0.456
R1 24 21 28.6 23.8 42.9 4.8

Der P Wert wurde mit Fishers Exakt Test berechnet.
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Diskussion

4 Diskussion

Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass MMP14 haufig in menschlichen
Tumoren exprimiert wird und bestétigt so die mogliche klinische Bedeutung von
MMP14 als Therapieziel fur neue, anti-MMP14 Medikamente (wie zum Beispiel
Ro 28-2653).

Von den uber 120 verschiedenen Tumortypen zeigten knapp die Halfte (n=59)
zumindest in einigen untersuchten Gewebeproben MMP14 Expression.
Insgesamt waren rund 20% aller untersuchten Gewebeproben MMP14 positiv.
Vor allem in Mammakarzinomen (je nach Subentitat zwischen 70% und 79%)
konnte eine haufige (und oft auch starke) membranése MMP14 Positivitat
detektiert werden. Diese Befunde stimmen gut mit bereits publizierten Daten
Uberein. So wurde in mehreren Studien zum Mammakarzinom haufige (22-
100%) MMP14 Positivitat beschrieben [124, 125, 129, 131, 138].

Obwohl MMP14 seit 1994 vielfach in humanen Tumoren untersucht worden ist,
liefern unsere Daten wesentliche neue Erkenntnisse. In Tabelle 10 (ab Seite 41)
ist ein Grofdteil der bereits publizierten Studien mit MMP14-Expression
aufgelistet, in denen Immunhistochemie angewendet worden war. Hier wird
deutlich, dass sich trotz (oder gerade wegen) der Vielzahl an durchgefuhrten
Untersuchungen keine eindeutige Aussage hinsichtlich der Haufigkeit der
MMP14-Expression in menschlichen Tumoren erkennen Iasst. Beispiele
besonders diskrepanter Datenlagen zeigen sich in  Studien zum
Mammakarzinom [124, 125, 129, 131, 138], kolorektalem Karzinom [100, 178-
180, 182, 183, 187] und zu Ovarialkarzinomen [148, 149, 152, 156, 161] mit
positiver Expression jeweils zwischen 22% und 100%. Weitere unterschiedliche
Ergebnisse offenbaren auch Untersuchungen beziiglich der MMP14-Expression
in duktalen Pankreaskarzinomen (zwischen 67% und 100%) [105, 106, 108,
110], sowie Studien, die die MMP14-Expression in hepatozellularen
Karzinomen mit Werten von 59% bis 100% quantifizieren [113, 115, 117, 118].

Im Gegensatz zu den meist widersprichlichen Ergebnissen in bisherigen

Studien entstand in dieser Arbeit erstmals eine vergleichende Untersuchung,
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die die relative Bedeutung von MMP14 in verschiedenen Tumoren werten kann.
Dabei zeigt sich, dass viele wichtige Tumorarten wie z.B. Lungenkarzinome
(insbesondere Adenokarzinome), Mammakarzinome, Pankreaskarzinome und
maligne Mesotheliome haufig eine hohe MMP14 Expression aufweisen. Hierbei
handelt es sich um oftmals auftretende maligne Neoplasien, die aufgrund ihres
besonders aggressiven Wachstums generell mit einer schlechten Prognose
assoziiert sind. Somit waren diese Tumoren sicher beste Ziele fur eine Therapie
mit MMP-Inhibitoren. Das bereits erwéhnte Praparat Ro 28-2653, ein oral
verfugbarer, selektiver MMP14-Inhibitor, hat bisher in Tierversuchen mittels
Hemmung der Angiogenese und der Tumorinvasion bewerkenswerte
Ergebnisse gezeigt. So untersuchte die Arbeitsgruppe um Lein 2002 den
therapeutischen Effekt von Ro 28-2653 an 148 Ratten, denen
Prostatakarzinomzellen injiziert wurden. Nach taglicher oraler Gabe von Ro 28-
2653 in unterschiedlicher Dosierung Uber 15-20 Tage vermerkte man neben
einer deutlichen Abnahme des Tumorgewichts auch eine signifikante Zunahme
der Uberlebensdauer der Tiere [34]. Zudem beschrieben Maquoi et al. das

Ausbleiben von Nebenwirkungen bei Einsatz von Ro 28-2653 [35].

Andere wichtige Tumoren exprimieren MMP14 weniger haufig als erwartet. In
mehreren Abhandlungen Uuber die MMP14 Expression in kolorektalen
Karzinomen wurde eine Positivitat von 100% festgestellt [100, 180]. Im
Gegensatz dazu konnte in unserer Untersuchung nur eine vergleichsweise
geringe Haufigkeit (9%) festgestellt werden. Diese Diskrepanz lasst sich
eventuell durch einen typischen Immunhistochemie- Artefakt erklaren. Die
Schleimbildung in Becherzellen fuhrt dazu, dass bei vielen Zellen von
kolorektalen Karzinomen das Zytoplasma an den Zellrand gepresst wird. Die
anschliel3end durchgefihrte Untersuchung auf die Expression von MMP14 mag
den Eindruck erwecken, dass eine membrandse Féarbung vorliegt. Allerdings
handelt es sich hier um eine pseudomembrantse Farbung in Becherzellen.
Unser Befund ist daher insofern bedeutend, als dieser wichtige Tumortyp nach
unserer Interpretation als Therapie-Indikation wenig geeignet scheint.

Gleiches gilt fur das Prostatakarzinom. Die in Tabelle 10 aufgefiihrte Studie von
Upadhyay et al. [93] hat in diesem haufigen und bedeutsamen Tumortyp einen

Wert von 78% positiven Fallen ergeben. Unsere Untersuchung zeigt aber eine
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vergleichsweise geringe Expression von MMP14 in Prostatakarzinomzellen.
MMP14 Positivitat wurde lediglich in 23,1% der Gewebefragmente des
unbehandelten Prostatakarzinoms detektiert. Des Weiteren wurde keine
Steigerung der MMP14 Expressionsrate in hormon-refraktaren
Prostatakarzinomgeweben gemessen (17%). Auch wenn dieses haufige
Endstadium der Prostatakarzinom Erkrankung besonders von einer anti-MMP-
Therapie profitieren kdnnte, lassen unsere Ergebnisse vermuten, dass das
Prostatakarzinom wohl keine optimale Indikation zur Therapie mit MMP-
Inhibitoren darstellen wiirde.

In der Literatur wird Uber weitere Tumorentitdten berichtet, die eine deutlich
hohere Rate positiver Farbungen zeigen sollen als in unserer Studie gefunden.
Hierzu zahlen unter anderem Magen-Ca, hepatozellulares Karzinom,
Ovarialkarzinom, malignes Melanom, Endometrium-Ca sowie Karzinome und
Adenome der Schilddriise. Diese Diskrepanzen sind sehr wahrscheinlich in der
uneinheitlichen Durchfihrung der immunhistochemischen Methode begriindet.
Der Gebrauch unterschiedlicher AntikGrper war aufféllig. So wurde in der
Arbeitsgruppe um Di Nezza [213] ein monoklonaler, in Mausen produzierter
Antikérper der Firma Oncogene Research Products (USA) zur
immunhistochemischen Uberprufung von MMP14-Expression in
Endometriumkarzinomen verwendet, wohingegen Sier et al. [167] einen
polyklonalen, in Kaninchen hergestellten Antikdrper der Firma TNO-PG
(Niederlande) zur Auswertung von MMP14-Expression in Zervixkarzinomen
benutzten. Auch in Studien zur Untersuchung derselben Tumorentitat kamen
unterschiedliche Antikérper zum Einsatz [148, 156]. Insgesamt wurden flr
MMP14 Studien mehr als zehn verschiedene Antikérper mit einer betrachtlichen
Anzahl an unterschiedlichen Protokollen verwendet. Auch beziglich der
Auswertung gab es keinen Konsensus. Die Definition fur MMP14 positive
Expression ist inhomogen. In einigen Studien ist bereits eine Anzahl von 1%
positiv gefarbter Tumorzellen ausreichend, um eine positive MMP14 Expression
zu dokumentieren [72, 118, 131, 167, 214], wobei andere Autoren eine
Positivitat erst ab 5% [77, 193], 10% [88, 149, 178, 179, 208], 20% [129] oder
50% [78, 79] gefarbter Zellen definieren.

37



Diskussion

Diese Befunde machen viele Probleme der Immunhistochemie deutlich. Es ist
insgesamt bemerkenswert, dass fur eine derart bedeutende diagnostische
Methode nicht mehr Standardisierung besteht. Die géngigen Verhéltnisse bei
der routinemassigen  Bestimmung von HER-2, Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren in Mammakarzinomen sind geradezu exemplarisch fur
die Problematik der IHC-basierenden Diagnostik.

HER-2 ist ein Onkogen, das in Mammakarzinomen exprimiert wird und in
Patientinnen mit metastasiertem Mamma-Ca als Angriffspunkt fir das
Medikament Trastuzumab (Herceptin®) dient. Die Anwendung von Herceptin®
bedarf einer vorab durchgefiihrten Bestimmung der HER-2 Expression mittels
IHC (und ggf. FISH, Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung). Die von der FDA
(Food and Drug Administration, USA) zugelassene immunhistochemische
Analyse von HER-2 verspricht durch die standardisierte Durchfihrung und
Auswertung einer erprobten Methode (HercepTest® der Firma DAKO)

zumindest theoretisch ein einheitliches Ergebnis.

Komplett anders ist die ,Rechtslage” bei der Bestimmung der Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren (ER, estrogen receptor, PR, progesteron receptor). Fur
die Hormonrezeptorbestimmung, die bereits seit Ende der "70er Jahre in der
Diagnostik etabliert ist und fur das invasive Mammakarzinom obligat
durchgefuhrt wird, bestehen namlich keinerlei regulatorische Bestimmungen.
Dementsprechend  werden weltweit eine unlUberschaubare  Anzahl
verschiedener Antikdrper verwendet, oftmals mit individuellen Protokollen, die
somit zuséatzlich in Verdiinnung und Inkubationszeit und —temperatur variieren.
Eine weitere Ursache fir Unklarheiten liegt in der Verwendung
unterschiedlicher Scoring-Methoden fur die Hormonrezeptoren. So definiert
zum Beispiel der in Deutschland Ubliche immunreaktive Score (IRS) nach
Remmele und Stegner [222] aus dem Jahre 1987 die Hormonrezeptor-
Positivitéat (% Grenzwert) anders als der St. Gallen Konsens 2001 [223].
Letztgenannter sieht die Hormonrezeptor-Positivitat und somit ein mdgliches
Ansprechen auf eine endokrine Therapie erst gegeben, wenn mehr als 10% der
Tumorzellkerne eine Anfarbbarkeit fir den Ostrogenrezeptor und/oder den
Progesteronrezeptor zeigen. Der immunreaktive Score hingegen wertet eine

Féarbereaktion schon bei weniger als 10% der angefarbten Kerne als positiv.
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Diese Fakten verdeutlichen, dass die zum Teil stark unterschiedlichen
Ergebnisse aus vielen friheren IHC-Studien in erster Linie auf methodische
Unterschiede zurickzufiihren sind und nicht wirklich zwingend biologische
Variabilitdt aufzeigen. Aus diesem Grund ist es schwierig, aus den Daten der
Literatur eine Ubersicht (iber die Expression eines Proteins in verschiedenen
Tumoren zu gewinnen. Grof3e TMA-Studien sind hingegen hervorragend fir
vergleichende Studien geeignet. TMA-Studien sind hochgradig standardisiert,
werden doch alle Tumoren zur selben Zeit, mit denselben Reagenzien, und
unter denselben Versuchsbedingungen analysiert. Allerdings wurden fir die
vorliegende Studie nur 0,6 mm grof3e Areale pro Tumor untersucht. Auch wenn
das gestanzte Areal vorher reprasentativ ausgewahlt wurde, mag das auf den
ersten Blick als ein sehr kleiner Ausschnitt gelten. Dabei wird allerdings
Ubersehen, dass auch bei immunhistochemischer Untersuchung eines
GrofRschnitts nur ein verschwindend kleiner Anteil eines Tumors analysiert wird.
Im Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf ist es
zum Beispiel Standard, Prostaten komplett aufzuarbeiten. Die vollstandige
Prostata wird in 0,3 cm dicke Fragmente geschnitten und in Kapseln platziert.
Letztendlich werden 3 ym dicke Schnitte auf den Objekttrager aufgetragen.
Dies fuhrt aber zur Analyse von lediglich 0,1% der gesamten Prostata. Im
Vergleich zu anderen Tumortypen ist das Vorgehen zur Prostata Analyse sehr
prazise. So werden zum Beispiel aus Kolonkarzinomgewebe nur einzelne
reprasentative Areale entnommen. Die Folge ist ein noch geringerer
Prozentsatz, der offenbar aber dennoch Aussagen zu Diagnose und Prognose
zulasst. Gleiches gilt fur die Anwendung von Multi-Tumor Arrays. Natdrlich birgt
das TMA-Verfahren die Gefahr des Ausstanzens eines Bereiches, der fur den
jeweiligen Tumor nicht signifikant ist. Wie oben geschildert besteht dieses
Risiko allerdings fur samtliche Formen der Tumorgewebeuntersuchung und
wird durch die Vielzahl der untersuchten Tumoren statistisch kompensiert.
Gerade die konzentrierte Darstellung von bis zu 1000 Gewebespots auf einem
einzigen Objekttrager erlaubt dem Pathologen eine zeithahe Auswertung. Durch
diese rasche Auswertung der grof3en Anzahl von Gewebeproben wird auch die

Intra-Observer-Variabilitat maximal gering gehalten.
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Frihere TMA Untersuchungen haben gezeigt, dass die Methode gut zur
Identifikation von molekularen Prognosemarkern geeignet ist [221, 224-229].
Insbesondere wurden alle bisher etablierten Prognosefaktoren beim
Mammakarzinom (Ostrogenrezeptor, Progesteronrezeptor, p16, EGFR, Ki67,
p53) auch an TMAs reproduziert [230, 231]. Andere Beispiele von an TMA
identifizierten bekannten Prognosemarkern sind Vimentin beim Nieren-Ca [232,
233], p53 und Ki67 bei Harnblasen-Ca [234, 235] und p53 beim Prostata-Ca
[236]. Der in dieser Studie an insgesamt 292 Osophaguskarzinomen und 213
Pankreastumoren nicht gelungene Nachweis einer Prognoserelevanz von
MMP14 spricht aber gegen eine klinische Bedeutung dieses Markers aul3erhalb
eines mdglichen Einsatzes als Therapieziel. Die untersuchte Fallzahl ist aber ftr
eine definitive Aussage eher zu klein. Einzige signifikante klinisch-pathologische
Assoziation war ein Bezug der MMP14 Expression zum Differenzierungsgrad
beim Adenokarzinom des Osophagus. Bei fehlendem Bezug zu Tumorstadien,
sowie Prognose konnte dieses statistisch signifikante Resultat am ehesten ein
Zufallsprodukt basierend auf der hohen Zahl durchgefihrter statistischer

Untersuchungen darstellen.

Zusammenfassend zeigt die Untersuchung, dass die Haufigkeit der MMP14
Expression in humanen Geweben aufgrund der inh&renten Probleme der IHC-
Technik vermutlich nicht aus der existierenden Literatur abgeleitet werden kann.
Im Gegensatz dazu ist es durch den Einsatz der TMA-Technik gelungen, eine
Rangliste des MMP14 Expressionsniveaus in fast allen menschlichen
Tumortypen zu erstellen. Besonders haufig kommt MMP14 bei lobuléren
Mammakarzinomen, nicht-invasiven Urothel-Karzinomen, duktalen
Mammakarzinomen und malignen Mesotheliomen vor. Diese Liste kann nun als
Ausgangspunkt dienen, um weiterfUhrende Analysen zu MMP14 Inhibitoren —
einschlie3lich funktioneller und Kklinischer Studien — in besonders viel

versprechenden Tumortypen durchzufiihren.
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Tabelle 10: MMP14-Expression in IHC-Studien

Nomura [95] 28/46

Mori [96] 15/15

Ohtani [100] 19/19

Pankreas-Ca, Maatta [106] 8/8
duktal
Imamura 9/12
[105]
Ottaviano 61/61
[110]
Yamamoto 47/70
[108]

teilweise
membranés

teilweise
membranés

Ovarial-Ca Kamat [148] 90/90
Barbolina 113/149
[149] 56/77
33/45
17/18
7/9
Lin [152] 34/77

Sood [156]  78/78

Torng [161] xx/35
xx/49

Insgesamt
seros
endometroid
klarzellig
muzinés

endometroid

100

76
73
73
94
78
44

100

22
78

Epithel

Epithel

Epithel

Zytoplasma
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Endometrium-Ca Di Nezza
[213]

Prostata-Ca Upadhyay 39/50 78 Epithel
[93]

Neuroblastom Sakakibara 16/19 84
[197]

Schilddrisen- Cho Mar 15/19 follikular 79 Membran,
Adenom [146] Zytoplasma

Nakamura 0/9 follikular
[145]

Lungen-Ca Yamamura 89/89 NSCLC, davon: 100 Zytoplasma
[84] 40 Adeno-Ca, 38
Plattenepithel-Ca,
10 grofRzellige, 1
adenosquamoses
Michael [88] 37/45 kleinzelliges 82
Karzinom
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Osophagus-Ca Etoh [211] 22/35 63

Ohashi [210] 78/142 Insgesamt 55
4/30 intramukds 13
39/75 submukoés 52
35/37 Adventitia 95
Yamashita 6/10 60
[212]

Schwannom Nabeshima 1/14 7
[216]

Nervenscheiden- Nabeshima 7/12 58
Tumor, maligne [216]
MPNST

Thymom Takahashi 49/57 86
[214]

Kaposi-Sarkom Pantanowitz 0/9 0
[237]
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Merkel-zell-Ca, Massi [206] 11/23 48 Zytoplasma
neuroendokriner
Hauttumor

(xx = der entsprechende Wert ist aus der angegebenen Studie nicht ersichtlich)



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Matrix Metalloproteinase 14 (MMP14) ist eine Endopeptidase mit Funktion bei
Angiogenese und Umstrukturierung der extrazellularen Matrix und kann daher
als mogliches Therapieziel fur Medikamente wie Ro 28-2653 gesehen werden.
Infolgedessen besteht grof3es Interesse an einer Untersuchung, die zeigt, in
welchen Tumortypen MMP14 besonders oft und in hoher Expressionsstéarke zu
finden ist. Die bisher durchgefihrten Studien bezuglich der Expression von
MMP14 beschranken sich allerdings auf kleine Tumorkollektive und sind zudem
vielfach widersprichlich. Mit der immunhistochemischen Untersuchung unseres
Multi-Tumor Arrays aus insgesamt 3555 Gewebespots, die mehr als 120
verschiedene Tumorentitditen und 14 unterschiedliche Normalgewebetypen
vereinen, gelang ein umfassender Uberblick tiber die Expression von MMP14.
Erzielt wurde das Ergebnis in einem perfekt standardisierten Verfahren. Die
TMA-Technik ermdglicht die Durchfiihrung der Immunhistochemie nach
standardisierten Protokollen, also mit fur alle Proben identischen Reagenzien
und Konzentrationen, sowie die Auswertung samtlicher Gewebeproben an
lediglich einem Tag.

Insgesamt 3108/3555 (87,4%) der auf dem Multi-Tumorarray vorhandenen
Tumoren waren auswertbar und bei insgesamt 554 von 3108 (17.8%) konnte
eine membrantse Anfarbung mit dem anti-MMP14 Antikorper registriert
werden. Positive Befunde waren besonders haufig bei lobularen
Mammakarzinomen (79%), nicht-invasiven Urothel-Karzinomen (78%), duktalen
Mammakarzinomen (76%), malignen Mesotheliomen (72%), Adenolymphomen
der Speicheldrise (71%) und muzindsen Mammakarzinomen (70%).

Zusatzlich zum Multi-Tumor Array wurde die Expression von MMP14 auch an
Prognose-TMAs des Osophagus (n=292) und Pankreas (n=213) untersucht.
Weder im  duktalen Adenokarzinom des Pankreas noch im
Plattenepithelkarzinom und Adenokarzinom des Osophagus fand sich ein
relevanter Zusammenhang zwischen MMP14-Expression und Differenzierung,
TNM-Stadium oder Patientenprognose. Dies spricht gegen eine Rolle von
MMP14 fur die Progression dieser Tumoren.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass MMP14 aufgrund der gezeigten

Prasenz in mehreren Tumorarten, wie den duktalen Mammakarzinomen,
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Adenokarzinomen der Lunge und serdsen Ovarialkarzinomen als Therapieziel

in Frage kommen sollte.
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