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lll. Fragestellung

3.1. Projektskizze

Trotz intensiver klinischer und molekularer Forschung hat sich an der schlechten
Prognose der Tumoren der Kopf-Hals-Region in den letzten Jahren wenig
geandert. Probleme wie das lokal-regionale Rezidiv oder die fruhe lymphogene
Metastasierung, die in Bezug auf die Prognose eine wesentliche Rolle spielen,
existieren nach wie vor.

Das Hauptproblem besteht jedoch darin, dass frihe Erkrankungsstadien oft
aufgrund der schwer zuganglichen Lage nicht erkannt werden und es sich daher
bei Diagnosestellung haufig schon um ein fortgeschrittenes Tumorstadium handelt
(Mashberg A und Samit A, 1995). Aus diesem Grund liegt das Augenmerk der
Forschung besonders auf der Etablierung zuverlassiger diagnostischer Marker, die
eine Uber das Staging hinausgehende Charakterisierung des biologischen
Tumorverhaltens erlauben und eine Selektion von Risikofallen mit schlechter
Prognose ermdglichen, was besonders wichtig fur nicht metastasierte T1- und T2-
Tumoren mit klinisch stummer lymphangischer und hamatogener Tumorzell-

disseminierung ware.

Die Therapie der Tumoren der Kopf-Hals-Region besteht momentan meist aus der
operativen Entfernung des Tumors, der Radiatio und/oder der Kombination
mehrerer unterschiedlicher Chemotherapeutika. Trotz der vielfaltigen Therapie-
strategien konnte jedoch bislang keine wesentliche Verbesserung der Prognose
erreicht werden. Daher sucht man auch im Hinblick auf die Therapie dieser
Tumoren immer noch nach effektiven Substanzen, die Tumorwachstum und
Metastasierung auf kausale Weise mit moglichst wenig Nebenwirkungen

eindammen konnen.

Mittlerweile ist dank langjahriger Forschung ein besseres Verstandnis der
Pathogenese und Progression oraler/oropharyngealer Karzinome auf molekularer
und zellularer Ebene erreicht worden. Die Degradation von Komponenten der
Extrazellularen Matrix (EZM) durch Matrix-Metalloproteinasen ist dabei ein

entscheidender Schritt fur die lokale Invasion und Metastasierung.



Durch zahlreiche in vitro- und in vivo-Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass sowohl synthetische als auch naturliche Gewebeinhibitoren (TIMPs) die
tumorassoziierte  proteolytische  Aktivitat inhibieren und somit die
Invasionsfahigkeit und Metastasierung des Tumors reduzieren konnen. Trotz der
Identifizierung disseminierungsrelevanter Proteasen und ihrer Inhibitoren sind die
Kenntnisse Uber die genaue Funktion wahrend der komplexen Vorgange der
Tumorinvasion und -disseminiertion, die fur die Prognose eines Tumors eine
groRe Rolle spielen, gerade bei den oralen/oropharyngealen Karzinomen noch
sehr lickenhaft. Welche Zellen bei Tumoren der Kopf-Hals-Region MMPs und
TIMPs synthetisieren und welche Bedeutung die Expression der Proteasen und
ihrer Inhibitoren letztendlich fur die Klinik hat, ist immer noch nicht
zufriedenstellend geklart. Fur ein besseres Verstandnis ist es notwendig und
besonders wichtig, in weiterfuhrenden Untersuchungen die Interaktion von
Tumorzellen und Stromazellen sowohl in Primartumoren als auch in den
Metastasen zu analysieren und somit eine umfassende Expressionsanalyse der

Invasions- und Disseminations-relevanten Faktoren aufzustellen.

Die Untersuchungen dieser Dissertation sollten einen Beitrag zur Aufklarung der
Rolle von MMP-9 und den Inhibitoren der Matrix-Metalloproteinasen (TIMP-1, -2, -
3) bei der Invasion und Metastasierung von Karzinomzellen oraler/oro-
pharyngealer Plattenepithelkarzinome leisten. Im Ergebnis dieser Analysen sollten
Protease-Expressionsmuster identifiziert werden, die mit bestimmten Kklinisch-

pathologischen Parametern assoziiert sind.

3.2. Fragestellung

Folgende Ziele wurden mit der vorliegenden Dissertation verfolgt:
* Welche Zellen exprimieren MMP-9 bzw. TIMP-1, -2, -3 in Tumoren der Kopf-
Hals-Region?
+ Lassen sich bestimmte Expessionsmuster einzelnen Zelltypen zuordnen
(Tumorzellen, Stromazellen, Endothelien, normale und dysplastische

Epithelzellen)?



Um

Ist der Syntheseort von MMP-9 auch ihr Wirkungsort Vergleich von in situ-
Hybridisierung und Immunhistochemie

Ist die Expression von MMP-9 mit der Expression von TIMP-1 oder TIMP-3
assoziiert?

Korrelieren die Ergebnisse mit TNM-Stadium, Grading, Lymphknotenstatus?
Gibt es unterschiedliche Expressionsmuster in Abhangigkeit vom Tumor-
stadium?

Welchen Einfluss haben MMP-9 und TIMP-1, -2, -3 auf die Prognose der
Tumoren?

Sind bestimmte Expressionsmuster mit einer schlechteren Prognose
(Rezidive, verklrztes Gesamtuberleben) assoziiert?

Kann MMP-9 in Tumoren der Kopf-Hals-Region basierend auf diesen
Ergebnissen ein pradiktiver Wert bezlglich Metastasierungsverhalten und/
oder Prognose zugeschrieben werden?

Kénnen TIMPs als diagnostischer Marker eingesetzt werden? Eignen sie sich
aufgrund der Ergebnisse fur neue Therapieansatze?

Welche Rolle spielen MMP-9 und TIMP-1, -2, -3 bei der Invasion,
Disseminierung und  Metastasierung von  oralen/oropharyngealen

Plattenepithelkarzinomen?

diese Fragen beantworten zu konnen wurden 120 orale/oropharyngeale

Plattenepithelkarzinome mittels RNA-in situ-Hybrisierung und Immunhistochemie

auf das Expressionsverhalten von MMP-9 und TIMP-1, -2, -3 untersucht.

Dadurch sollten genaue Expressionsmuster von MMP-9 und TIMP-1, -2, -3 in

Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region analysiert und mit Klinisch-

pathologischen Faktoren korreliert werden.
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IV. Einleitung

4.1. Maligne Tumoren der Kopf-Hals-Region

Uber 90 % der malignen Tumoren der Kopf-Hals-Region sind Plattenepithel-
karzinome (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC). Einen weitaus
geringeren Anteil machen Adenokarzinome, lymphoepitheliale Karzinome (v. a.
Nasopharynxkarzinome), maligne Lymphome (z. B. Burkitt-Lymphom), Sarkome
oder maligne Melanome aus.

Lokalisiert sind die Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region an den Lippen,
in der Mundhohle (Wangenschleimhaut, Zunge, Gaumen, Mundboden), im
Oropharynx einschlieBlich Tonsillen, im Hypopharynx und Larynx. Die meisten
dieser Tumoren treten in der Mundhdhle vorwiegend an Mundboden (36 %),
Zunge (22 %) sowie Mundschleimhaut/Wange (15 %) auf (Goldhaber P, 1977).
Bei etwa 10 % aller Tumoren der Kopf-Hals-Region kann der Ausgangspunkt des

Tumors nicht eindeutig identifiziert werden.

4.1.1. Atiologie

4.1.1.1. Pramaligne Lasionen, Mehrschritt-Kanzerogenese (Epithel-

Dysplasie-Karzinom-Sequenz)

Eine Prakanzerose geht nicht zwingend in ein Karzinom uber, ist jedoch das
Vorstadium vieler Karzinome.

Wichtige Prakanzerosen werden im Folgenden kurz beschrieben.

- Die Leukoplakie ist ein weiler keratotischer Plaque, der durch manuelle
Manipulation nicht entfernt werden kann und histologisch Hyperkeratosen,
Parakeratosen oder Akantosen aufweisen kann. In 40 % der Falle bildet sich eine
Leukoplakie spontan zurtck, in 47 % bleibt sie bestehen und in 3-6 % entsteht
eine maligne Transformation (Mehta FS und Hammner Ill JE, 1993).

- Erythroplakien sind Schleimhautlasionen, die als rote, papillare oder ulzerierte
Plaques imponieren. Erythroplakien gehen mit einem Risiko von uber 15 % einher,

ein Karzinom zu entwickeln (Mashberg A et al., 1973; Kramer IRH et al., 1978).
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- Die Dysplasie ist ein histologischer Begriff, der verschiedene abnormale
epitheliale Veranderungen, wie z. B. eine erhohte Kern-Plasma-Relation, eine
erhohte Mitoserate, zellulare Pleomorphismen und nukleare Hyperchromatismen,
beschreibt. Die Ausdehnung der atypischen Zellen innerhalb des Epithels, der
Grad der Hyperchromasie und die Zahl der atypischen Zellen bestimmen den
Schweregrad der Dysplasie. Das Risiko der malignen Entartung einer Dysplasie
liegt bei 10-14 % (Silverman S et al., 1984).

- Das Carcinoma in situ besteht aus atypischen Zellen im Epithel ohne Infiltration
des darunterliegenden Gewebes. Haufig werden Carcinoma in situ-Herde als
multifokale Lasionen beobachtet. Zudem werden sie vermehrt in der
Nachbarschaft von infiltrierenden Karzinomen angetroffen. Daher sollte bei der
Diagnose eines Carcinoma in situ bzw. eines Karzinoms der Patient sorgfaltig auf

evtl. vorliegende weitere Tumorherde untersucht werden (Noltenius H, 1987).

Weitere pramaligne Lasionen sind z. B. der Lichen planus der Mundhohle, eine
zellvermittelte Immunreaktion der basalen Keratinozyten, und die orale
submukose Fibrose (OSMF), die eine erhdhte Pravalenz in Indien und Sud-Ost-
Asien hat und mit dem Kauen der Areca Nuss mit oder ohne Tabak im
Zusammenhang steht (Vas’Kovaskaia GP und Abramova El, 1981; Pindborg JJ et
al., 1984).

4.1.1.2. Feldkanzerogenese

Durch die Einwirkung von Karzinogenen entstehen unabhangig voneinander an
mehreren Orten eines Gewebes, zeitgleich oder zu unterschiedlichen Zeiten,
Neoplasien. Slaughter et al. beschrieben bereits 1953 bei Patienten mit
Mundhohlenkarzinomen zusatzliche, vom Karzinom jedoch lokal unabhangige,
multifokale Lasionen mit unterschiedlichem histologischem Charakter von milder

Dysplasie bis zum invasiven Karzinom.
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4.1.1.3. Risikofaktoren

Als wichtigste Risikofaktoren fur Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region
gelten der Tabakkonsum, dabei vor allem das Pfeiferauchen oder das Kauen von
Tabak, und Alkohol. Raucher erkranken an bosartigen Neubildungen der
Mundhohle und des Rachens bis zu sechsmal haufiger als Nichtraucher (Robert-
Koch-Institut, 2007).

Tabak besteht aus 2500 verschiedenen Inhaltsstoffen, wovon ca. 300 als
kanzerogen bekannt sind. Die wichtigste Rolle spielen dabei die Nitrosamine
(Tabak spezifische Nitrosamine (TSNA)). Weitere Faktoren sind Kohlenmonoxid,
Phenole und Polyzyklische Aromatische Hydrocarbone (PAH). Beim Kauen der
Betel-Nuss kommt zudem die Exposition an Alkaloiden und Polyphenolen hinzu
(International Agency for Research on Cancers (IARC), 1985/1986; Ramchandani
AG et al., 1998; Merchant A et al., 2000). In Landern wie Pakistan, Indien und
Sud-Ost-Asien ist der Genuss von Betel-Blattern und der Areca-Nuss, auch Betel-
Nuss genannt, weit verbreitet. Haufig werden die Produkte mit Tabak und
Aromastoffen versetzt. Bereits 1985 wurde die krebserregende Wirkung dieser
Produkte mit Tabakzusatz beschrieben (IARC, 1985). Gesundheitlich bedenklich
ist auch der Zusatz von gebranntem Kalk, der durch Wasseraufnahme in das
atzende Kalziumhydroxid Ubergeht und schwerste chronische Entzindungen der

Mundschleimhaut verursacht.

Alkohol spielt sowohl einzeln als auch im synergistischen Effekt mit Rauchen eine
wesentliche Rolle bei der Entstehung oraler Karzinome (International Agency for
Research on Cancers, 1988). Alkoholabusus geht zudem oft mit Mangelernahrung
und einer dadurch bedingten Immunsuppression einher. Des Weiteren kann
Alkohol als ein Losungsmittel wirken und so die Penetration von Karzinogenen in
das Zielgewebe ermoglichen. Acetaldehyd, ein Metabolit des Alkohols, ist bereits

als Tumor-Promotor identifiziert worden (Harty LC et al., 1997).
Weitere Risikofaktoren sind bestimmte Viren, wie z. B. Humane Papillomaviren

(35 % der HNC (head and neck cancer)), hierbei v. a. HPV 16/18, die man haufig

bei Tonsillenkarzinomen bei jungen Patienten oder auch bei Zungenkarzinomen
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gefunden hat (DeVilliers EM, 1985; Daftary DK et al., 1991). HPV 16 und 18
kodieren die Onkoproteine E6 und E7, die an die Tumorsuppressor-Proteine p53
und pRb binden und diese inaktivieren (Paz JB et al., 1997; Nagpal JK et al.,
2002).

Auch das Epstein-Barr-Virus scheint eine Rolle in der Kanzerogenese der oralen
Karzinome zu spielen. Es wurde in 50 % bei OSCC (oral squamous cell
carcinoma) Patienten entdeckt (Mao EJ und Smith CJ, 1993). Vor allem bei
Nasopharynxkarzinomen scheint es gehauft aufzutreten (Lo YM et al., 1999).
Selten wird auch das Herpes-simplex-Virus in Verbindung mit Malignomen der
Kopf-Hals-Region beschrieben.

Plattenepithelkarzinome der Mundhohle (Zunge) und des Oropharynx werden
zudem gehauft in Assoziation mit HIV/AIDS beobachtet (Lozada F et al., 1982).

Mangelhafte Mundhygiene und mechanische Alterationen, z. B. durch schlecht
angepasste Prothesen, gelten zudem als Risikofaktoren fur orale/oropharyngeale

Plattenepithelkarzinome (Boenninghaus HG und Lennaz T, 2001).

Erhebliche geographische Unterschiede in der Haufigkeit der Tumoren in diesem
Bereich sind vermutlich Uberwiegend auf Umweltfaktoren zurtckzufiuhren.

In SUd- und Siudostasien sind Plattenepithelkarzinome im Bereich von Mundhdhle
und Rachen weitaus haufiger (fast 60 %) als in anderen Bevdlkerungsgruppen.
Dies liegt zu einem grossen Teil, wie oben beschrieben, an dem weit verbreiteten
Gebrauch der Betel-Nuss (Pan) als Genussmittel, wodurch ein achtfach hoheres
Risiko an der Entwicklung eines Karzinoms gegeben ist (Jussawalla DJ und
Deshpande VA, 1971). Die Ernahrung spielt ebenso eine Rolle. Bei Islandern und
Eskimos haben Karzinome der Kopf-Hals-Region eine hohere Inzidenz als in
anderen Kulturen, was zum Teil auf den Verzehr von stark gesalzenem Fisch
zuruckgefuhrt wird. Auch das haufige Vorkommen in der chinesischen
Bevdlkerung wird auf spezielle Essgewohnheiten - dem hohen Konsum gewdrzter
und sehr heisser Speisen, kantonesisch gesalzenem Fisch und Mate-Tee - in
Beziehung gebracht. Verschiedene Studien haben zudem gezeigt, dass Fruchte
und Gemduse, die reich an Vitamin A und C sind, in Bezug auf die Entstehung

oraler Karzinome protektiv wirken konnen, wohingegen Fleisch und Chili-Gewurze
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als Risikofaktoren einzuordnen sind (Notani PN und Jayant K, 1987; Negri E et al.,
2000).

Ein weiterer Kofaktor zur Entstehung eines Karzinoms ist die Sonneneinstrahlung.
Durch die chronische UV-Exposition neigen z. B. Seeleute oder Bauern haufiger
dazu, Plattenepithelkarzinome an den Lippen zu entwickeln als andere
Berufsgruppen (Szpak CA et al., 1977). Dabei ist die Unterlippe 10 mal haufiger
betroffen als die Oberlippe.

4.1.1.4. Genetische Faktoren

Und nicht zuletzt spielen auch genetische Faktoren eine Rolle. Personen aus
Familien mit bekannter Tumoranamnese haben ein erhdhtes Risiko, an einem
oralen Plattenepithelkarzinom zu erkranken (McGuirt WF et al., 1982; Preston-
Martin S et al, 1982). Es ist mittlerweile weltweit anerkannt, dass die
Kanzerogenese mit einer Reihe genetischer Alterationen einhergeht.

Es sind bereits haufig Alterationen in Tumorsuppressor-Genen, wie z. B. p53 und
p16 nachgewiesen worden (Nagpal JK et al.,, 2002; Gonzales MV et al., 1995;
Riethdorf et al., 1997; Miracca EC et al., 1999; Scully C et al., 2000). Es wird
angenommen, dass durch die Inaktivierung des Tumorsuppressorgens p16, das in
der Regulation des Zellzyklus eine wichtige Rolle spielt, die Entwicklung zum
malignen, invasiven Tumor aus pramalignen Lasionen moglich wird. Dies wurde
bereits fir Tumoren der Kopf-Hals-Region in mehreren Studien gezeigt (Reed A et
al., 1996; Papadimitrakopoulou V et al., 1997; Emilion G et al., 1996). Nahezu
50 % aller Kopf-Hals-Tumoren weisen eine Mutation im p53 Gen, dem ,Wachter
des Genoms®, auf, das in der Chromosomen-Region 17p13 lokalisiert ist (Boyle
JO et al., 1993; Caamano J et al., 1993; Baral RN et al., 1998; Saranath D et al.,
1999).

Des Weiteren zu erwahnen sind die Onkogene, eine Gruppe von Genen, deren
Proteinprodukte im normalen Zellwachstum eine wichtige Rolle spielen und bei
Uberproduktion oder Mutation zu unkontrolliertem Zellwachstum und
Tumorgenese fuhren konnen. Im Zusammenhang mit oralen Plattenepithel-
karzinomen wurde eine Uberexpression des Epidermal Growth Factor Rezeptor

(EGFR) und seinen Liganden haufig untersucht und nachgewiesen (Saranath D et
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al., 1992; Grandis JR und Tweardy D, 1993; Grandis JR et al., 1998; He Y et al.,
1998; Rubin GJ et al.,, 1998). Des Weiteren wurden erhohte Mengen des
Transforming Growth Factor Alpha (TGF a) frihzeitig in der Kanzerogenese oraler
Karzinome beschrieben (Grandis JR und Tweardy D, 1993). Eine Amplifikation
und Uberexpression von c-myc / N-myc wurde in 20 bis 40 % oraler Karzinome
gefunden (Saranath D et al., 1989). In verschiedenen Studien an oralen
Plattenepithelkarzinomen von Patienten aus westlichen Landern konnte eine
Amplifikation der Region von 11913, auf der die Onkogene int-2, hst-1 und cyclin
D1 (prad-1 / bcl-1) lokalisiert sind, in 30 bis 50 % der Tumoren nachgewiesen
werden. Diese Amplifikation war mit einer schlechten Prognose assoziiert
(Leonard JH et al., 1991; Jares P et al., 1994; Bartkova J et al., 1995; Kyomoto R
et al., 1997; Meredith SD et al., 1995; Akervall JA et al., 1995). Im Zusammenhang
mit Tabakkonsum wurden die Aktivierung von Stat-3 (Nagpal JK et al., 2002)
sowie Alterationen von p53, cyclin D1, Rb und H-ras (Xu J et al., 1998) als ein

frihes Event der Kanzerogenese beschrieben.

4.1.2. Epidemiologie

Oropharyngeale Karzinome machen 5 bis 10 % aller malignen Tumoren aus und
stehen damit an sechster Stelle der Karzinom-Haufigkeit weltweit (Crowe DL et al.,
2002). Weltweit werden jahrlich ca. 500.000 Neuerkrankungen diagnostiziert.

Die Inzidenz fur Deutschland betragt 0,5 bis 3/100.000 Einwohner (7800 Neu-
erkrankungen/Jahr bei Mannern, 2600 Neuerkrankungen/Jahr bei Frauen). Die
geschatzte Zahl der jahrlichen Neuerkrankungen ist bei Mannern doppelt bis
dreifach so hoch wie bei Frauen (Garewal H, 1995; Amer. Cancer Soc., 1993). Die
Haufigkeit nimmt mit dem Alter zu, der Haufigkeitsgipfel liegt im 6. Lebens-
jahrzehnt. Die hochsten Erkrankungsraten liegen fur Manner in den Altersgruppen
zwischen 55 und 65 Jahren vor (Robert-Koch-Institut, 2007).

Zu erwahnen sind auch die geographischen Schwankungen, besonders hoch ist
die Rate der oralen Plattenepithelkarzinome in Stdchina und den Entwicklungs-
landern. Uber 70 % der jahrlichen Neuerkrankungen betreffen Dritte-Welt-Lander,
allein 65.000 davon fallen auf Indien (Gupta PC et al., 1982). In Indien und den
meisten Landern Sudostasiens ist das Mundhohlenkarzinom die haufigste

Neoplasie (Sankaranarayanan et al., 1990).
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Es konnten sowohl klinisch-pathologische als auch molekular-pathologische
Unterschiede in oralen Karzinomen verschiedener Lander, wie z. B. USA, UK,
Frankreich, Japan u. a., nachgewiesen werden (Paterson IC et al., 1996). Durch
den extensiven Genuss von Tabak und Betel-Blattern in Sid-Ost-Asien stellt die
Wangenschleimhaut hier mit Abstand die haufigste Lokalisation der
Karzinomentstehung dar, im Gegensatz zu den westlichen Landern, in denen

Mundboden und Zunge an erster Stelle stehen (Daftary DK et al., 1991).

4.1.3. Einteilung

Die Tumoren der Kopf-Hals-Region werden nach ihrer Lokalisation
folgendermalien eingeteilt (hach Noltenius H, 1987):
Tumoren der Lippen und Mundhohle, des Oropharynx, Nasopharynx,

Hypopharynx und Larynx.

Makroskopisch werden die Tumoren der Kopf-Hals-Region nach ihrem
Wachstumsverhalten in exophytisch wachsende Tumoren und ulzerierende
Tumoren oder beide Wachstumsformen zeigende Tumoren unterteilt (Alvi A et al.,
1996). Dabei wachsen exophytische Tumoren im allgemeinen langsamer und

weniger infiltrativ als ulzerierende Tumoren.

Nach dem Differenzierungsgrad werden vier Malignitatsgrade unterschieden. Der
Differenzierungsgrad kann sich jedoch auch mit der Infiltration in die Tiefe andern
(z. B. beim Tonsillenkarzinom): Wahrend der Tumor an der Oberflache noch gut

differenziert sein kann, ist der tiefere Anteil bereits entdifferenziert.

Tab. 1: Differenzierung und histopathologisches Grading der oralen/oro-

pharyngealen Plattenepithelkarzinome (Wittekind et al., 2002)

Differenzierungsgrad = Grading (G)

Gx Grad der Differenzierung nicht beurteilbar
G1 gut differenziert

G2 massig differenziert

G3 schlecht differenziert

G4 undifferenziert/anaplastisch
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Das biologisches Verhalten der Tumoren ist jedoch eher vom Ursprung des
Wachstums als von der histologischen Erscheinungsform abhangig. In der TNM-
Klassifikation wird diese Situation berlcksichtigt. Je nach Lokalisation

unterscheidet sich auch die Einteilung nach dem TNM-System geringflgig.

Tab. 2: TNM-Klassifikation der oralen/oropharyngealen Plattenepithel-
karzinome (American Joint Committee for Cancer Staging and End
Results Reporting, Chicago, 1998; Wittekind et al., 2002)

Primartumor (T)

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO kein Anhalt fur Tumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor </=2 cm

T2 Tumor > 2 cm aber <4 cm

T3 Tumor >4 cm

T4 Tumor infiltriert angrenzende Strukturen (Unterkiefer, Muskulatur

der Zunge, Oberkiefer, Nasennebenhdhlen, Haut)
Lymphknotenmetastasen (N)

NXx regionale Lymphknoten nicht beurteilbar

NO keine Metastasen in regionalen LK

N1 Metastase in einem ipsilateralen LK, </= 3 cm

N2 Metastase in einem/mehreren ipsilateralen, kontralateralen oder
bilateralen LK, > 3 cm aber <6 cm

N3 Metastase in einem LK, > 6 cm

Fernmetastasen (M)

Mx Vorliegen von Fernmetastasen nicht beurteilbar

MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Desweiteren beschreibt eine R-Klassifikation das Fehlen oder Vorhandensein von

Residualtumor (Resttumor) nach einer Behandlung.

Tab. 3: R-Klassifikation der oralen/oropharyngealen Plattenepithelkarzinome
(Wittekind et al.,2002)

Residualtumor (R)

Rx Vorhandensein von Residualtumor nicht beurteilbar
RO kein Residualtumor

R1 mikroskopischer Residualtumor

R2 makroskopischer Residualtumor
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4.1.4. Symptome und Befunde

Die Symptome sind je nach Lokalisation unterschiedlich.

Bei Tumoren in der Mundhohle findet man vorwiegend brennende Schmerzen,
verstarkt bei Nahrungsaufnahme, Speichelfluss, Foetor ex ore und erschwertes
Schlucken, teilweise Kaumuskelkrampf mit schmerzhafter Kieferklemme. In
fortgeschrittenen Stadien finden sich auch Blutungen im Mund.

Bei Lokalisation im Oropharynx treten meist erst in fortgeschrittenen Tumorstadien
Schluckbeschwerden aufgrund von Tumorstenosen, Halsschmerzen oder eine
klosige Sprache auf. Haufig berichten die Patienten auch Uber Stiche in das Ohr
oder Atemschwierigkeiten (Boenninghaus HG und Lenarz T, 2001).

Gemeinsame Symptome, unabhangig von der Lokalisation, sind vergrolRerte
Halslymphknoten und haufig Gewichtsabnahme, meist durch Schluck-
beschwerden bedingt.

Initial fallt meist ein umschriebener, verharteter tumordser Bezirk oder Knoten auf,
der an GrofRe zunimmt, spater oft ulzeriert oder geschwurig zerfallt, und am Rande
eine blumenkohlartige Struktur aufweisen kann.

Histologisch findet man Dysplasien unterschiedlichen Schwerengrades bis hin
zum Carzinoma in situ in unmittelbarer Nachbarschaft zu invasiven Karzinomen.
Auch deshalb werden solche Dysplasien als Vorlauferstadium angenommen.

Die Dauer der Symptome und die Schnelligkeit des Wachstums konnen auf die
Aggressivitat des Tumors hinweisen. Rezidive nach einem operativen Eingriff oder
nach Strahlentherapie konnen als nicht heilende Ulzerationen in Erscheinung

treten oder sich hinter einem Odem verstecken (Noltenius H, 1987).

4.1.5. Metastasierung und Ausbreitung

Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region sind haufig multifokal. Der
multifokale Ursprung dieser Karzinome ist der Grund ihrer hohen Rezidivrate.
Bevor Metastasen in diesen Gebieten angenommen werden, muss an die
Maglichkeit der multizentrisch entstehenden primaren Karzinome gedacht werden.
Haufig sind bei Karzinomen aus dem Kopf- und Halsbereich in bis zu 50 % der

Falle weitere Primarkarzinome in dieser Region vorhanden, die oft erst nach dem
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Tod durch eine Obduktion entdeckt werden. Gleichzeitig sind diese Tumoren in 25
bis 30 % mit Bronchialkarzinomen assoziiert (Noltenius H, 1987).

Ein weiteres Merkmal ist das aggressive und infiltrative Wachstum. Die
Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region wachsen sehr frah in die
Umgebung ein und infiltrieren Nachbarstrukturen, wie z. B. Nasenhohle,
Nasennebenhohlen, Hirnnerven, Schadelbasis, Kehlkopf und Speiserohre.

Es erfolgt eine frihzeitige Metastasierung auf dem Lymphweg in die
Halslymphknoten, die abhangig ist von Tumorlokalisation und T-Stadium (Jones
AS et al.,, 1994). Da Lymphknotenmetastasen haufig occult vorkommen, sollte
eine chirurgische und strahlentherapeutische Behandlung der Lymphknoten auch
durchgefuhrt werden, wenn klinisch keine Hinweise auf Metastasen vorliegen
(Noltenius H, 1987; Snow GB et al., 1977).

Abb. 1: Lokalisation der regionalen Lymphknoten der Kopf-Hals-Region.

1: submental, Level la 5: kaudal jugular, Level IV

2: submandibular, Level Ib 6: dorsal zervikal, Level V

3: kranial jugular, Level 7: supraklavikular

4: medial jugular, Level lll 8: pralaryngeal / -tracheal, Level VI

Fernmetastasen (vor allem in Lunge, Skelettsystem, Leber, Niere) von
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region sind verhaltnismaRig selten und

spielen bei dem Verlauf dieser Erkrankung nur eine untergeordnete Rolle (Zbaren
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P und Lehmann W, 1987). Trotz reichlicher Vaskularisation von Kopf und Hals
kommt es erst in spaten Stadien zu Fernmetastasen. Ca. 25 % der Patienten mit
Kopf-Hals-Tumoren in den spaten Stadien T3 und T4 entwickeln hamatogene
Fernmetastasen, v. a. in Lunge und Skelettsystem (Stupp R et al., 1994; Fidler |J
and Hart IR, 1982). Diese Fernmetastasen werden nahezu niemals ohne
vorausgegangene Lymphknotenmetastasierung beobachtet. Zum Zeitpunkt des
Todes sind ca. 50 % der Patienten frei von Tumormetastasen. Selbst grofie
Karzinome mit einem Durchmesser von Uber 10 cm sind haufig nicht mit
Fernmetastasen assoziiert (Noltenius H, 1987). Dementsprechend sind
Tumormetastasen als Todesursache bei Karzinomen aus dem Kopf-Hals-Bereich
sehr selten.

Die weitaus grolRere Zahl der Patienten stirbt durch die lokalen Komplikationen
des Tumors und der Therapie, ferner durch zweite Primartumoren (z. B.
Bronchialkarzinome) oder Rezidive, bzw. durch andere Ursachen, die unabhangig

von dem primaren Karzinom des Kopf-Hals-Bereichs sind.

4.1.6. Therapie

Als Therapiemalinahmen kommen Operation und/oder Strahlentherapie in Frage.
Die Entscheidung ist abhangig von der Lokalisation des Tumors, der Tumorgrofe,
der Ausbreitung in die Umgebung und eventuell vorhandenen Lymphknoten-
metastasen.

Die Operation muss neben dem Tumor auch immer die Lymphabflusswege am
Hals berucksichtigen, teilweise ist sogar die radikale Halsausraumung erforderlich.
Durch die oft schwer zugangliche Lage der Tumoren ist die operative Therapie nur
eingeschrankt moglich. Dabei sollten basale Funktionen wie Kauen, Schlucken,
Sprechen zumindest zu einem Minimum erhalten werden, um den Verlust an
Lebensqualitéat und eine soziale Isolierung des Patienten zu verhindern. Meist ist
der Tumor aus funktionellen oder lageabhangigen Grinden nicht komplett

entfernbar, dadurch kommt es haufig zu Rezidiven.
Die Heilungs- und Uberlebensraten sind in frilhen Stadien fir beide Verfahren

annahernd gleich, allerdings sind durch die Strahlentherapie meist bessere

funktionelle und kosmetisch glnstigere Ergebnisse zu erzielen. Die National
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Comprehensive Cancer Network empfiehlt eine definierte Radiotherapiedosis von
bis zu 66 Gy fur den Primartumor der Mundhohle oder Pharynx, bei vorhandenen
Lymphknotenmetastasen auch fur die Lymphabflussgebiete der Kopf-Hals-Region
(Practice Guidelines for Squamous Cell Cancers of the Head and Neck,
Philadelphia, 2000). Mit den kosmetisch besseren Ergebnissen der
Strahlentherapie einhergehend kommt es jedoch auch zu deren typischen
Komplikationen wie Xerostomie, Odem, Erythem, Karies der Zahne und

Osteoradionekrosen.

Bei ausgedehnten Tumoren, Mitbefall von Knochen und Nerven oder
Lymphknotenmetastasen kommt heutzutage auch die Kombination von Radiatio
und Chemotherapie in Frage. Die hierbei meist verwendeten Zytostatika sind
Methotrexat, Cisplatin, Carboplatin, Fluoruracil, Paclitaxel und Docetaxel. Diese
werden neoadjuvant (z. B. zum Downstaging vor der operativen Therapie) oder
adjuvant, z. B. als adjuvante Radiochemotherapie, angewandt. Eine neue
Methode ist die regionale oder intraarterielle Chemotherapie, die hohe
Zytostatikakonzentrationen am Tumor und geringe systemische Nebenwirkungen
zu versprechen scheint (Robbins KT et al., 1997).

In fortgeschrittenen inkurablen Fallen bleibt jedoch lediglich die palliative Therapie
(Behandlung von Mundtrockenheit, Sicherstellung der Flussigkeitszufuhr,

Freihaltung der Atemwege) und die Schmerztherapie.

4.1.7. Prognose

Die Prognose ist vom histologischen Typ, dem Differenzierungsgrad, der
Primarlokalisation, und dem TNM-Stadium abhangig. Hoch differenzierte
Plattenepithelkarzinome werden vorwiegend an den Lippen, in den vorderen 2/3
der Zunge, der Wangenschleimhaut und dem Gaumen beobachtet. Tumoren des
weichen Gaumens und der Rachenmandel haben insgesamt die beste Prognose
(Boenningshaus HG und Lenarz T, 2001). Tumoren der Rachenhinterwand und
des Zungengrundes haben die schlechteste Prognose. Diese ist vor allem durch
das spate Entdecken des Tumors bedingt. Erste klinische Zeichen sind haufig
Halsschmerzen oder auch von Metastasen befallene Lymphknoten, die sich

plotzlich infolge von Tumornekrosen vergro3ern. Zudem sind diese Tumoren
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haufig schlecht differenziert. Fruhe Infiltration darunterliegender Muskeln und
Einbruch in die Lymphbahnen (75 % zum Zeitpunkt der Diagnosestellung) mit
frihen Lymphknotenmetastasen verschlechtern zudem die Prognose (Noltenius H,
1987; Boenninghaus HG und Lenarz T, 2001). Die 5-Jahresuberlebenszeit
erreichen nur etwa 20 % der Patienten.

Die Tumorgrofde kann prognostisch bedeutsam sein, ist jedoch keineswegs
entscheidend. So gibt es nicht selten kleine Karzinome mit einer fortgeschrittenen
Metastasierung (Noltenius H, 1987). Hierfur ursachlich angenommen werden
Faktoren, die zu einer fruhzeitigen Metastasierung beitragen, wie z. B. auch
Vertreter der Matrix-Metalloproteinasen.

Multifokale Tumoren sind nicht selten (besonders bei Tumoren des Mundbodens,
der Zunge und des Pharynx) und gewohnlich mit einer schlechten Prognose
assoziiert (Noltenius H, 1987; Berg JW und Schottenfeld D, 1977). Haufig sind

auch Zweitkarzinome der Atemwege und der Speiserohre.

Die haufigste Todesursache ist das lokal-regionale Rezidiv. Die Rezidivhaufigkeit
ist gerade dann grof3, wenn der Tumor bereits in das Stroma eingedrungen ist, die
Resektionsrander nicht tumorfrei waren und es zu einer Metastasierung in die
Lymphknoten gekommen ist (Martin SA et al., 1980).

Viele Patienten sterben an interkurrenten Erkrankungen und Mangelernahrung,

lediglich 10 % an Fernmetastasen (Noltenius H, 1987).

Die Prognose fortgeschrittener Karzinome der Kopf-Hals-Region ist trotz moderner
Behandlungsmethoden und seltener Metastasierung immer noch sehr schlecht.
Der abnehmende Anteil prognostisch gunstiger Tumoren, wie z. B. Karzinome der
Lippen, und die Zunahme prognostisch ungunstiger Karzinome wie die des

Rachens haben erheblich zur Verschlechterung der Uberlebensraten beigetragen.

Die 5-Jahresuberlebensrate betragt flir die zusammen betrachteten Lokalisationen
der Mundhohle und des Rachens fur Manner 46 % und fur Frauen 60 %. Fur die
unterschiedlichen  Lokalisationen liegen die Uberlebensraten bei sehr
unterschiedlichen Werten von Uber 90 % bei Lippenkarzinomen, 56 % bei
Mundhohlenkarzinomen und zwischen 20-30 % bei Pharynxkarzinomen (Robert-
Koch-Institut, 2007).
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4.2. Matrix-Metalloproteinasen

4.2.1. Matrix-Metalloproteinasen allgemein

Matrix-Metalloproteinasen sind eine Gruppe sezernierter oder membranstandiger
proteolytischer Enzyme, die Bestandteile des interstitiellen Bindegewebes und der
Basalmembran abbauen kdnnen.

Die erste humane Matrix-Metalloproteinase (MMP-1) wurde 1966 von Fullmer HM
et al. als Kollagenase im menschlichen Zahnfleisch beschrieben. Uber 10 Jahre
spater wurde das zweite Mitglied der MMP-Familie, die Gelatinase-A (MMP-2)
entdeckt, die aulRer Komponenten der extrazellularen Matrix (EZM) auch Kollagen
Typ IV abbauen konnte. 1979 beschrieben Sopata | und Wize J die Gelatinase in
menschlichen Leukozyten, wenige Jahre spater wurde sie von Seltzer JL et al.
sowie Nakano T und Scott PG auch in menschlichen Fibroblasten nachgewiesen.
Nachdem MMP-2 in verschiedenen kultivierten malignen Zelllinien nachgewiesen
werden konnte, wurde spekuliert, es konne das Schlisselenzym in Bezug auf
Tumorwachstum und Metastasierung sein (Salo T et al., 1982). Mittels Immun-
histochemie und in situ-Hybridisierung konnte jedoch gezeigt werden, dass MMP-
2 nicht nur von den Karzinomzellen, sondern hauptsachlich von den die
Karzinomzellen umgebenden Fibroblasten sezerniert wird (Sutinen M et al., 1998).
Auch MMP-9 (Gelatinase-B) konnte sowohl in Tumor- als auch Entzindungs-
zellen nachgewiesen werden (Thomas GT et al., 1999). In mehreren Studien
konnte bisher gezeigt werden, dass einige MMPs in Tumoren der Kopf-Hals-
Region sowohl von Tumorzellen als auch von umgebenden Mesenchymzellen,
verschiedenen Entzindungszellen oder Endothelzellen produziert werden kdnnen
(Sutinen M et al., 1998; Vaananen A et al., 2001; Moilanen M et al., 2002; Sorsa T
et al., 2004).

4.2.2. Struktur der Matrix-Metalloproteinasen

Zum jetzigen Zeitpunkt sind 23 humane Matrix-Metalloproteinasen bekannt (Sorsa
T et al., 2004; Marchenko GN et al., 2003). Gemeinsames Merkmal aller MMP's ist

eine strukturell homologe, aminoterminale Region mit einem Signalpeptid
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IV. Einleitung

[\
W

(hydrophobe Pro-Domane) und einer Cystein enthaltenden Pro-Peptid-Domane,
die zur Aktivierung der Enzyme abgespalten wird, sowie eine katalytische Domane
mit der Fahigkeit zur Bindung von Zinkionen (aktives Zentrum, enzymatische
Aktivitat) mit einer Lange von ca. 50 Aminosauren (Kleiner DE und Stetler-
Stevenson WG, 1999, Becker JW et al., 1995; Lovejoy B et al., 1994). Bis auf
MMP-7 besitzen alle Ubrigen MMPs zudem eine C-terminale Domane, die
Ahnlichkeit mit dem Protein Hamopexin besitzt und Uber eine ,hinge region® mit
der katalytisch wirkenden Domane verbunden ist (Kleiner DE und Stetler-
Stevenson WG, 1999). Sie spielt eine groRe Rolle bei der Erkennung der
Substrate. Daruber hinaus enthalt sie eine Bindungsstelle fur die naturlichen
Inhibitoren der Matrix-Metalloproteinasen (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases,
TIMPs) und ist auch an der Bindung an Rezeptoren der Zelloberfache oder
extrazellularen Matrix beteiligt (Murphy G et al., 1992; Gohlke U et al., 1996;
Murphy G und Knauper V, 1997).

C-Terminus:
Hamopexin-Domane (210 AS)

Fibronektin-ahnliche Domanen:

Interaktion mit Kollagen+Gelatin

1 100 200 300 400 500 600 700

o ———)
D DD Al

Katalytische Domane (170 AS):
Bindung von Zinkionen

Abb. 2: Struktur der Matrix-Metalloproteinasen (verandert n. Egeblad u. Werb,
2002). Gemeinsames Merkmal aller MMPs ist die aminoterminale Region
mit einem Signalpeptid und einer Cystein enthaltenden Pro-Peptid-
Domaéne, die zur Aktivierung der Enzyme abgespalten wird, sowie eine
katalytische Domane. Bis auf MMP 7 besitzen alle Gbrigen MMPs zudem
eine C-terminale Doméne, die Ahnlichkeit mit dem Protein Hamopexin

aufweist und eine Bindungsstelle fur TIMPs enthalt.
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Die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 besitzen zudem noch drei Typ-2
fibronektinahnliche Domanen innerhalb ihrer katalytischen Domane, die fiur die
Bindung von Gelatin verantwortlich sind (Strongin AY et al., 1993). MMP-9 weist
aulerdem eine Kollagen IV ahnliche Sequenz innerhalb der katalytischen Domane

auf.

Synthetisiert werden die meisten MMPs als inaktive |osliche Zymogene (pro-
MMPs). Sie sind durch eine Interaktion zwischen einer Cystein-SH-Gruppe in der
Pro-Peptid-Doméane und einem Zinkion in der katalytischen Domane inaktiviert.
Zur Aktivierung wird die Pro-Peptid-Prodomane proteolytisch abgespalten
(Egeblad M und Werb Z, 2002; Sternlicht MD und Werb Z, 2001).

Die Aktivierung der latenten Pro-Enzyme stellt einen wichtigen Schritt bei der
Regulation und Kontrolle der Matrix-Metalloproteinasen dar. Die Aktivierung erfolgt
meist aullerhalb der Zelle durch Autokatalyse, andere aktivierte Matrix-
Metalloproteinasen (MMP-2, -3 und -7 kdnnen z. B. MMP-9 aktivieren (Sang QX et
al., 1995)) oder Serinproteasen (z. B. Plasmin, tumorassoziiertes Trypsin-2
(Mazzieri R et al., 1997; Sorsa T et al., 1997)). Zudem ist die Aktivitat abhangig
von Zink- und Calciumionen (Egeblad M und Werb Z, 2002; Nagase H, 1997).
Membrantyp-MMPs (MT-MMPs) werden nicht sezerniert, sondern sind membran-
gebundene Enzyme. Soweit bekannt spielen sie unter anderem eine wichtige
Rolle bei der Aktivierung latenter MMP-Vorstufen (Cowell S et al., 1998).

4.2.3. Einteilung und Funktion der Matrix-Metalloproteinasen

Basierend auf der Substratspezifitat und der strukturellen Unterschiede wurden die
Matrix-Metalloproteinasen ursprunglich in Kollagenasen (Abbau von fibrillaren
Kollagenen), Stromelysine (Abbau von Proteoglykanen und Glykoproteinen) und
Gelatinasen (Degradierung nicht-fibrillarer und denaturierter fibrillarer Kollagene)
unterteilt. Mittlerweile sind verschiedene Einteilungen der Matrix-Metallo-
proteinasen beschrieben und auch Uberschneidungen zwischen den einzelnen
Unterklassen gefunden worden. So kann z. B. die Gelatinase-A (MMP-2) analog
zu den Kollagenasen der MMP-Familie auch fibrillare Kollagene abbauen (Aimes

RT und Quigley JP, 1995). Historisch beruht die Bezeichnung vieler Matrix-
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Metalloproteinasen auf ihrer Substratspezifitat, was sich in den auch heute noch
haufig gebrauchten alteren Namen der MMPs widerspiegelt, z. B. Gelatinase-A
(MMP-2), Gelatinase-B (MMP-9). Mit der Erkenntnis, dass viele Matrix-Metallo-
proteasen verschiedene Substrate haben, wurden die MMPs aufgrund ihrer
strukturellen Ahnlichkeit zu einer Gruppe zusammengefasst und durch Ziffern
gekennzeichnet (Egeblad M und Werb Z, 2002).

Heute weiss man, dass Matrix-Metalloproteinasen viele Funktionen haben:

Sie nehmen Einfluss auf Zellwachstum, Regulation und Differenzierung, indem sie
die Zellen einerseits uber TGF-a und Intergrine stimulieren, andererseits aber
auch durch Aktivierung von TGF-g oder TNF-a hemmen konnen. Desweiteren
besitzen sie eine apoptotische und auch antiapoptotische Wirkung: So vermindern
z. B. MMP-9 und -11 die Apoptose von Tumorzellen, wahrend sie die Apoptose in

der Embryogenese und spateren Entwicklung fordern.

Eine weitere wichtige Funktion der MMPs ist die Regulation der Angiogenese:
Allgemein wird die Angiogenese durch Degradation der extrazellularen Matrix
gefordert, wodurch es den Endothelzellen ermoglicht wird, in das Tumorstroma
einzudringen. Eine direkte Regulation der Angiogenese erfolgt durch MMP-2, -9
und -14, z. B. durch eine Erhohung der Bioverfugbarkeit des pro-angiogenetischen
Faktors VEGF (vascular endothelial growth factor). MMPs produzieren jedoch
auch Faktoren, die die Angiogenese hemmen: z. B. Angiostatin, das durch die
Spaltung von Plasminogen durch MMP-2, -3, -7, -9 und -12 erzeugt wird (Egeblad
M und Werb Z, 2002).

MMPs haben auch Einfluss auf Migration, Invasion und Metastasierung: Es konnte
z. B. nachgewiesen werden, dass die Spaltung von Laminin-5 durch MMP-2 und -
14 die Zellmotilitat triggert (Giannelli G et al., 1997). MMP-9 kann durch Bindung
an CD44, den Hauptrezeptor von Hyaluron, die Tumorinvasion fordern (Xu Q und
Stamenkovic I, 1999). MMPs nehmen auch an den letzten Schritten des
Metastasierungsprozesses teil, wenn Tumorzellen in Blut- oder Lymphgefale
eindringen, dort einige Zeit Uberleben und die GefalRe anschlieBend wieder
verlassen; es konnte gezeigt werden, dass MMP-9 fur die Intravasation
erforderlich ist (Egeblad M und Werb Z, 2002).
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MMPs konnen zudem die Immunantwort beeinflussen: Wie bereits bekannt ist,
sind Entzindungsreaktionen ein wichtiger Teil menschlicher Neoplasien (Egeblad
M und Werb Z, 2002). Das Immunsystem ist normalerweise in der Lage,
Tumorzellen zu erkennen und anzugreifen. Die Tumorzellen haben jedoch
verschiedene Wege entwickelt, dem Immunsystem zu entkommen, hierbei sind
auch MMPs von Bedeutung. MMPs, darunter v. a. MMP-9, kdnnen z. B. den IL-2
Rezeptor o spalten und so die Proliferation von T-Lymphozyten supprimieren
(Egeblad M und Werb Z, 2002). Zudem synthetisieren Entzindungszellen selbst
verschiedene MMPs, wie z. B. die Synthese von MMP-9 durch Makrophagen, und
stimulieren so die Tumorprogression (Egeblad M und Erb Z, 2002)).

Weitere Funktionen der MMPs bestehen in der Regulation bestimmter
Wachstumsfaktoren und Zelloberflachen-Rezeptoren (Egeblad M und Werb Z
2002; Overall C und Lopez-Otin C, 2002).

Durch ihre Fahigkeit zum Abbau unterschiedlicher extrazellularer Faserstrukturen
nehmen Matrix-Metalloproteinasen an den verschiedensten Umbauprozessen der
Gewebe teil. Unter physiologischen Bedingungen sind die Enzyme an der
Remodellierung des Bindegewebes, z. B. im Verlauf der Embryogenese, der
Wundheilung oder von Wachstum und Involution hormonabhangiger Organe,
beteiligt (Johansson N et al., 1997; Jeffrey JJ, 1991; Matrisian LM, 1990; Kahari
VM und Saarialho-Kere U, 1997). In adulten Geweben sind die Expression und
Aktivitat der MMPs normalerweise relativ gering, sie steigen jedoch signifikant
unter verschiedenen pathologischen Bedingungen, die zu Gewebedestruktionen
fuhren, wie z. B. bei Entzindungen und degenerativen Erkrankungen (Keyszer G
et al., 1998; Uitto VJ et al.,, 1998; Page RC, 1991), Tumorwachstum und
Metastasierung (Egeblad M und Werb Z, 2002).

Von besonderer Bedeutung sind Matrix-Metalloproteinasen im Zusammenhang mit
malignen Tumoren; ihre Expression ist in fast allen menschlichen Tumoren erhoht,
wie z. B. Tumoren des oberen Aerodigestiviraktes (Kawata R et al., 1996), des
Osophagus (Ohashi K et al., 2000), des Magens (David L et al., 1994), des
Dickdarms (Gallegos NC et al.,1995), des Pankreas (Bramhall SR et al.,1997), der
Leber (Hayasaka A et al., 1996), der Lunge (Nakagawa H and Yagihashi S, 1994),
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des Genitaltrakts (Davidson B et al., 1999) und der Haut (Airola K et al., 1997).
Das jeweilige Vorkommen wird mit ihrer Fahigkeit zum Abbau der extrazellularen
Matrix und von Kollagen Typ IV in Zusammenhang gebracht (Derrico A et al.,
1991). Die Bedeutung der Degradation der extrazellularen Matrix, v. a. von
Kollagen Typ IV, einem wichtigen Baustein der Basalmembran, wurde bereits
durch Liotta LA et al. 1980 und seitdem wiederholt beschrieben, so dass man
Matrix-Metalloproteinasen eine entscheidende Bedeutung in der Ausbreitung

maligner Prozesse zuschreibt.

4.2.4. Matrix-Metalloproteinasen und Metastasierung

Alle Mitglieder der MMP-Familie konnen als Proteinasen Komponenten der
extrazellularen Matrix abbauen und somit physiologische Barrieren fur die
Ausbreitung maligner Prozesse zerstoren. Unter physiologischen Bedingungen
tragen Matrix-Metalloproteinasen durch den Abbau unerwulnschter Proteine zur
Aufrechterhaltung und Funktionstichtigkeit der extrazellularen Matrix bei. Die
Zerstorung der EZM durch die Degradation ihrer Strukturproteine ist ein

entscheidender Schritt zur Invasion und Metastasierung (Liotta LA et al., 1980).

Matrix-Metalloproteinasen ermoglichen die lokale Invasion von Tumorzellen und
die Metastasierung vor allem durch drei wesentliche Mechanismen: Die
Degradation von Proteinen der extrazellularen Matrix (Kleiner DE und Stetler-
Stevenson WG, 1999; Duffy MJ, 1998), die Modulation der Zelladhasion (Ray JM
und Stetler-Stevenson WG, 1995) und die zellulare Motilitat (die Fahigkeit der
Tumorzellen, sich durch Defekte der EZM zu bewegen; Friedl P und Wolf K,
2003). Nach erfolgter Losung aus dem urspruanglichen Zellverband dringen die
Tumorzellen in die umgebende extrazellulare Matrix ein. Sie durchbrechen die
Basalmembran und konnen so in lokale Lymph- und Blutgefalde einbrechen.
SchlieBlich verlassen sie die Blutgefal’e an entfernter Stelle auf demselben Weg
und konnen dann zur Entstehung eines neuen Tumorklons, einer Metastase
fuhren (Liotta LA et al., 1993). In einigen Studien wurde dieses 3-Stufen-Modell
der Metastasierung mit anderen Charakteristika der MMPs, wie z. B. die Fahigkeit,

die Angiogenese zu stimulieren oder das Immunsystem auszuschalten, erganzt.
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Diese Charakteristika konnen jedoch auch bei gutartigen Neubildungen (wie z. B.
Angiomen) gefunden werden und sind somit fur maligne Tumoren und ihre
Metastasierung nicht spezifisch (Kleiner DE und Stetler-Stevenson WG, 1999).
Auf der anderen Seite ist die Angiogenese ein wesentliches Kriterium fur das
Wachstum von Tumor und Metastasen (Folkman J, 1971). Tumoren mit einem
hoheren Anteil angiogenetischer Zellen haben daher ein groReres metastatisches
Potential und ein aggressiveres Verhalten (Pluda JM, 1997). Die Rolle von MMPs
beschrankt sich dabei jedoch nicht auf die vielfaltigen Umbauprozesse der
extrazellularen Matrix, die zur GefalRneubildung notwendig sind. Sie nehmen auch
Einfluss auf beteiligte angiogenetische Faktoren, wie z. B. VEGF (Zucker S et al.,
1998; Lamoreaux WJ et al., 1998). Im Gegenspiel ist VEGF, der von Tumorzellen
meist in hohen Mengen produziert wird, auch ein wichtiger Stimulator der
Expression von MMPs in Endothelzellen (Wang H und Keiser JA, 1998;
Lamoreaux WJ et al., 1998). Die Proteolyse der extrazellularen Matrix in der
Umgebung der Endothelzellen ermdglicht nicht nur die Penetration der
Tumorzellen in den intravasalen Raum, sondern fordert auch die Angiogenese
durch Wachtum von Endothelzellen und deren Migration (Mignatti P und Rifkin
DB, 1993; Fernandez HA et al., 1999).

In einer Vielzahl tierexperimenteller Modelle wurde nachgewiesen, dass Matrix-
Metalloproteinasen das Wachstum von Primartumoren und die Metastasierung
beeinflussen. Es konnte dabei gezeigt werden, dass durch naturliche und
synthetische Inhibitoren von Metalloproteasen (unter anderem TIMP-1 und TIMP-
2, Batimastat) die Metastasierung gehemmt werden kann. Schultz et al. (1988)
zeigten, dass durch systemische Gabe von TIMP-1 die Zahl experimenteller
Lungenmetastasen vermindert werden kann. DeClerck YA et al. (1991, 1992)
konnten die gleichen Ergebnisse fur TIMP-2 nachweisen. Brown PD et al. (1993)
verwendete Batimastat, einen synthetischen MMP-Inhibitor, der sowohl die
interstitielle Kollagenase, die Stromelysine als auch die Gelatinasen-A und -B
hemmt. Er erreichte so eine Verminderung der Zahl an experimentellen
Lungenmetastasen um mehr als 50 %, zudem wurde auch das Wachstum der

Primartumoren gehemmit.
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Des weiteren konnte gezeigt werden, dass eine erhohte MMP-Aktivitat mit der
Invasion und dem metastatischen Potential bei vielen Tumoren korreliert, wie z. B.
bei Ovarial-, Lungen-, Prostata-, Mamma- und Pankreaskarzinomen (Cancer
Medicine, American Cancer Society). Obwohl in oralen Tumoren verschiedene
Matrix-Metalloproteinasen vermehrt produziert werden (Thomas GT et al., 1999),
scheinen MMP-2 und MMP-9 in dieser Tumorgruppe eine besondere Rolle zu
spielen. Patienten mit erhdhter MMP-2- und MMP-9- Aktivitat im Tumor haben
nachweislich eine kirzere rezidivfreie Uberlebenszeit nach Behandlung als
Patienten mit niedriger Gelatinase-Aktivitat (Yorioka CW et al., 2002).

4.2.5. Regulation der Matrix-Metalloproteinasen

Um einen uberschieenden Abbau von Komponenten der extrazellularen Matrix
zu vermeiden, ist eine strenge Regulation von Matrix-Metalloproteasen (MMPs)
und ihren Inhibitoren (TIMPs) erforderlich.

Die Aktivitat der MMPs und z. T. auch der TIMPs kann auf verschiedene Weise
gehemmt und somit kontrolliert werden. Ein wesentlicher Punkt bei der Regulation
der MMPs ist deren proteolytischer Abbau und Inaktivierung. Des weiteren wird
die Regulation aber auch auf verschiedenen indirekten Wegen beeinflusst. Durch
Ausschaltung potentieller Aktivatoren, wie z. B. Phorbolester (Toth M et al., 1997;
Overall CM, 1994); Zytokine wie Interleukin-8, Tumor Nekrose Faktor (TNF) oder
Tumor Growth Factor-1p (TGF-1p) (Tyagi SC, 1997; Overall CM, 1994; Ito A et al.,
1990); Onkoproteine wie c-Ets (Wasylyk C et al., 1991) oder Faktoren wie
Epidermal Growth Factor (EGF), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) u. a.
(Kanno N et al., 1998; Ganser GL et al., 1991; Lamoreaux WJ et al., 1998), wird
die Menge an aktiven, funktionstichtigen MMPs begrenzt. Desweiteren spielen
unspezifische endogene Inhibitoren, wie z. B. a2-Makroglobulin, einer der
Hauptinhibitoren der MMPs (Egeblad M und Werb Z, 2002), bei deren Regulation
eine wichtige Rolle. Und nicht zuletzt tragen die spezifischen Inhibitoren, TIMP-1
bis -4, einen entscheidenden Teil zur Regulierung der Enzyme bei, weshalb sie
auch gerade in der Tumorforschung in den letzten Jahren das Augenmerk auf sich
gezogen haben. Sie inhibieren die Matrix-Metalloproteinasen, indem sie nicht-

kovalente, reversible Enzym-Inhibitor-Komplexe hoher Affinitat im Verhaltnis 1:1

31



bilden (Brew K et al.,, 2000). Die Beziehungen zwischen membranstandigen
Matrix-Metalloproteinasen (MT-MMPs), sezernierten Matrix-Metalloproteinasen
(aktiviert) und ihren starksten endogenen Inhibitoren (TIMPs, frei) bestimmen die
Balance zwischen Matrixabbau und -stabilisierung (Uitto et al., 2003).

Es gibt allerdings wenige gesicherte Zusammenhange zwischen der Expression
von Matrix-Metalloproteinasen und ihren Inhibitoren im Gewebe von Primar-
tumoren einerseits und klinischen Parametern wie Tumorausbreitung und
Prognose andererseits. Die Hemmung der MMPs durch synthetisch hergestellte
Inhibitoren konnte jedoch eine interessante Maoglichkeit zur Kontrolle von
Erkrankungen mit extensiver Gewebedestruktion, bei denen eine erhohte MMP-

Aktivitat nachgewiesen wurde, darstellen (Overall CM und Lopez-Otin C, 2002).

Die ersten MMP-Inhibitoren, die in klinischen Studien zur Tumorbehandlung
eingesetzt wurden, waren Batimastat und Marimastat und basierten auf der
Hemmung der Chelatbildung im aktiven Zentrum durch Zinkionen (Coussens LM
und Fingleton B, 2002). Desweiteren wurden Tetrazykline verwendet, von denen
bekannt ist, dass sie die MMPs auf mehreren Wegen inhibieren knnen: zusatzlich
zur Chelatbildung von Zinkionen konnen sie die MMP-mRNA-Expression
herabregulieren, bei der Aktivierung der Enzyme interferieren und MMPs fir ihren
Abbau leichter zuganglich machen (Golub LM et al., 1998).

Die klinischen Studien und ihre Ergebnisse waren jedoch nicht Uberzeugend. Die
Versuche mit MMP-Inhibitoren konnten therapeutisch nicht das erreichen, was
man sich davon versprochen hatte. Jedoch lag das nach Egeblad M und Werb Z,
womaoglich auch an den nicht ideal konstruierten Versuchen (Egeblad M und Werb
Z, 2002): MMP-Inhibitoren wurden mit zytotoxischen Medikamenten kombiniert
und bei Patienten in einem fortgeschrittenen Tumorstadium getestet. Tierversuche
konnten demonstrieren, dass Matrix-Metalloproteasen in frUhen Stadien der
Tumorprogression als therapeutisches Ziel genutzt werden sollten. Sternlicht MD
und Mitarbeiter zeigten durch ihre Experimente, dass in Zellen, in denen die
Expression von MMP-3 induziert wurde, in nur 2 Wochen nach Inokulation
Tumoren entstanden (Sternlicht MD et al., 1999).

Statt MMP-Inhibitoren zur Behandlung von inoperablen Tumoren zu verwenden,

sollten sie als praventive Medikamente eingesetzt werden. Gerade Patienten mit
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einer genetischen Pradisposition fur bestimmte Tumoren oder Patienten nach
Resektion des Primartumors ohne Nachweis von Metastasen konnten von der
Behandlung mit MMP-Inhibitoren profitieren (Egeblad M und Werb Z, 2002).

Fur die Entwicklung effektiver, zielgerichteter MMP-Inhibitoren, die eine effektive
Behandlung mit wenigen unerwlnschten Nebenwirkungen ermoglichen wurden,
mussen diejenigen MMPs identifiziert werden, die eine Schlusselfunktion bei
verschiedenen Erkrankungen spielen (Sorsa T et al., 2004, Hidalgo M und
Eckhardt SG, 2001). Die Rolle der MMPs in Tumoren der Kopf-Hals-Region ist
bisher nicht vollstandig geklart. Intensive Untersuchungen sind erforderlich, um die
richtige Assoziation der MMPs mit Inhibitoren und Aktivatoren detailliert aufklaren
zu kénnen (Sorsa T et al., 2004).

4.2.6. Gewebslokalisation von Matrix-Metalloproteinasen

Solide Tumoren bestehen aus den eigentlichen Tumorzellen und den sie
umgebenden akzessorischen Zellen wie Fibroblasten, Endothelzellen und
Entzindungszellen. Mittlerweile ist bekannt, dass nicht nur Tumorzellen, sondern
auch nicht-maligne Stromazellen an der Bildung der MMPs und somit an der
proteolytischen Degradation der EZM teilhaben (DeClerck YA, 2000).

Untersuchungen verschiedener Karzinome ergaben, dass sich die Synthese und
Lokalisation der Matrix-Metalloproteinasen sowohl hinsichtlich der Zellart als auch
der Position der Zellen im Tumor unterscheiden (Heppner et al., 1996).

Die Uberwiegende Anzahl von MMPs wird nicht von den Tumorzellen selbst,

sondern von den Zellen des Tumorstromas gebildet (s. Abb. 3).
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IV. Einleitung 34

Abb. 3: Gewebslokalisation der Matrix-Metalloproteinasen (verandert n.
Egeblad u. Werb, 2002; Heppner et al., 1996)
Synthese von MMPs und TIMPs durch Tumorzellen und akzessorische
Zellen: Tumorzellen (1): MMP-1,-3,-7,-9,-13; vereinzelt -8; TIMP-1;
Fibroblasten Invasionsfront (2): MMP-1,-2,-3,-11,-14; TIMP-1,-2;

Intratumorale  Fibroblasten (3): TIMP-3; Fibroblasten gesamtes

Tumorstroma (4): MMP-2,-14; Einzelne fokal angeordnete Fibroblasten
(5): MMP-1,-3; EZM (6): MMP-3,-10; TIMP-1,-2; Makrophagen (7): MMP-9,
vereinzelt -12; Neutrophile (8): MMP-9; Lymphozyten (9): MMP-9;
Endothelzellen (10): MMP-2,-3,-9; Perizyten (11): MMP-9

Es wird vermutet, dass die Tumorzellen Uber eine Sekretion von Interleukinen,
Interferonen, EMMPRIN und Wachstumsfaktoren die Stromazellen zur Sythese
von MMPs stimulieren konnen (Sternlicht MD und Werb Z, 2001). Dieser
stimulierende Effekt auf das Tumorstroma kann einerseits durch Faktoren, die
direkt von den Tumorzellen produziert werden, bedingt sein, andererseits aber
auch das Ergebnis einer Entzindungsreaktion sein, die oft die Tumorentstehung
begleitet (DeClerck YA, 2000). Viele Zytokine, wie z. B. Interleukin-1, -6 und -8,
und Wachstumsfaktoren, die sich infolge der begleitenden Entziindungsreaktion
oft in reichlicher Menge im Tumorgewebe finden lassen, konnen die Expression
von MMPs auf Transkriptionsebene hochregulieren (Kusano K et al., 1998).

Die direkte Stimulation der Expression von MMPs in Fibroblasten durch
Tumorzellen wurde bereits in verschiedenen Untersuchungen bewiesen
(Himmelstein BP et al., 1994; Zucker S und Biswas C, 1994). Ein wichtiger Faktor,
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der hierbei spezifisch die Expression von MMPs in Fibroblasten stimuliert, ist
EMMPRIN, ein Induktor der Matrix-Metalloproteinasen (Guo H et al., 1998).
Tatsachlich besteht die Moglichkeit, dass MMPs, die von Stromazellen sezerniert
wurden, in die Tumorzellen gelangen, wie bereits fur MMP-2 beschrieben. MMP-2
war als aktives Enzym immunhistochemisch sowohl in Tumor- als auch
Stromazellen nachzuweisen, obwohl die mRNA Expression nur in Stromazellen
stattfand (Egeblad M und Werb Z, 2002).

Da sich die Expression einiger Matrix-Metalloproteinasen, wie z. B. MMP-9, immer
wieder in Leukozyten und Makrophagen nachweisen lies, wurde vermutet, dass es
sich moglicherweise um eine Reaktion auf kleinere Blutungen handele, die durch
die invadierende Tumorfront verursacht werden. Dies wirde auf eine Funktion im

Rahmen der Angiogenese hindeuten.

4.2.7. Matrix-Metalloproteinase-9

MMP-9 gehort zur Untergruppe der Gelatinasen und weist ein Molekulargewicht
von 92 kDa auf. Sie wird auch als Gelatinase-B bezeichnet.

Exprimiert wird MMP-9 vorwiegend in Karzinomzellen, angrenzenden
Stromazellen, Entzindungszellen (Makrophagen, Neutrophile, Lymphozyten) und
Endothelzellen (Thomas GT et al.,1999). Die Synthese wird u. a. durch
inflammatorische Zytokine wie Interleukin-1 und TNF-o induziert. Ein uber
Zytokine  vermittelter  Regulationsmechanismus ist fur solche MMPs
wahrscheinlich, die in Fibroblasten an der Invasionsfront gebildet werden. TAT-2
(tumorassoziiertes Trypsin-2, eine Serinprotease) gilt als sehr potenter Aktivator
von MMP-9 (Nyberg P et al.,, 2002). Endostatin hingegen hemmt neben dem
Endothelzellwachstum auch die Aktivierung von MMP-9 und anderen MMPs
(Nyberg P et al., 2003). Ein weiterer Inhibitor ist das gelatinasespezifische CTT-
Peptid (Nyberg P et al., 2002).

Die Besonderheit der Gelatinasen ist ihre Fahigkeit zur Degradation von Kollagen

Typ IV, das eine wesentliche Komponente der Basalmembranen darstellt, und

Gelatin. Durch diese Tatsache wird den Gelatinasen eine entscheidende
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Bedeutung in der Ausbreitung maligner Prozesse zugeschrieben. Ossowski und
Mitarbeiter konnten zeigen, dass MMP-9 fur das Eindringen von Tumorzellen in
die GefalRe (Intravasation) von besonderer Bedeutung ist. Dabei waren nur
Tumorzellen mit einer hohen Produktion von MMP-9 in der Lage, aus dem
interstitiellen Bindegewebe in die Gefalle einzudringen. Durch die systemische
Gabe eines Metalloproteinaseninhibitors konnte die Intravasation der Tumorzellen

blockiert werden.

Oft wurde MMP-9 zudem als ein prognostischer Faktor beschrieben: Dabei soll
MMP-9 mit einer schlechten Uberlebensrate korrelieren: Patienten mit oralen
Karzinomen, die eine erhohte MMP-2 und MMP-9-Aktivitat zeigten, hatten nach
Behandlung eine kiirzere krankheitsfreie Uberlebenszeit als Patienten mit

gelatinasefreien Tumoren (Yorioka CW et al., 2002, Katayama A et al., 2004).

4.3. Tissue Inhibitors of Metalloproteinases

4.3.1. Struktur der Tissue Inhibitors of Metalloproteinases

Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMPs) sind physiologische Inhibitoren der
Matrix-Metalloproteinasen.

Inzwischen sind vier verschiedene TIMPs bekannt (TIMP-1 bis -4; nach der
Reihenfolge ihrer Entdeckung benannt), die in verschiedenen menschlichen
Geweben und Korperflussigkeiten nachzuweisen sind (Gomez DE et al., 1997).
Wahrend TIMP-1, -2 und -4 in gel6ster Form vorliegen, ist TIMP-3 an die
extrazellulare Matrix (EZM) gebunden (Brew K et al., 2000; Stricklin GP und
Welgus HG, 1983).

Ahnlich wie die Matrix-Metalloproteinasen weisen auch ihre Inhibitoren einige
Gemeinsamkeiten in Struktur und Funktion auf. Es sind Proteine mit einem
Molekulargewicht von 21 bis 28 kDa mit einer festgelegten Struktur (Kleiner DE
und Stetler-Stevenson WG, 1999). Alle TIMPs besitzen 6 Disulfidbricken, die
durch 12 Cysteine in definierten Regionen des Gesamtmolekils gebildet werden.

An ihrem N-terminalen Ende weisen die Inhibitoren eine feststehende Sequenz
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(VIRAK) auf, die zur Inhibition der Matrix-Metalloproteinasen notwendig ist
(Murphy G et al., 1991). Das C-terminale Ende des Molekuls scheint, strukturellen
Analysen zur Folge, fur diese Funktion nicht notwendig zu sein. Zur Aktivierung
des Enzyms wird bei allen TIMPs eine Signalsequenz, die aus 29 Aminosauren
besteht, abgespalten (Denhardt DT et al., 1993; Greene J et al., 1996). Aktiviert
werden die Enzyme durch verschiedene Faktoren, wie z. B. Phorbolester,
Interleukin-1p (Overall CM, 1994), Tumor Growth Factor (TGF) - 1 (Overall CM et
al., 1991), Epidermal Growth Factor (EGF), u. a. (Ganser GL et al., 1991). Dem
Tumornekrosefaktor (TNF) kommt bei der Regulation der TIMPs eine besondere
Bedeutung zu: bei niedriger TNF-Konzentration wird die TIMP-1-Produktion
gefordert, bei hohen TNF-Spiegeln kommt es zu einer dosisabhangigen Hemmung
von TIMP-1 (lto A et al., 1990).

MMPs und TIMPs koénnen im gleichen Gewebe (Tumor- und Stromazellen)

produziert werden (Stetler-Stevenson WG et al., 1989).

4.3.2. Funktion und Regulation der TIMPs

Gewebsstandige Inhibitoren der Matrix-Metalloproteinasen (TIMPs) gelten als
multifunktionelle Proteine, die eine groRe Breite biologischer Aktivitaten besitzen
(Fassina G et al., 2000). TIMPs inhibieren die Aktivitat von Metalloproteinasen,
regulieren Proliferation und Apoptose verschiedener Zelltypen und nehmen zudem

Einfluss auf Angiogenese und Entzindungsreaktionen (Rhee JS et al., 2004).

Jeder Inhibitor besitzt die Fahigkeit, mit mehreren Mitgliedern der MMP-Familie
sehr starke, nicht-konvalente Bindungen mit dem aktiven Zentrum der Enzyme
einzugehen (Birkedal-Hansen H et al., 1993). Es wurde gezeigt, dass wahrend der
Inhibierung die terminale Aminogruppe der TIMPs einen Teil des aktiven Zentrums
fullt (Gomis-Ruth FX et al., 1997). Neben ihrer Fahigkeit zur Inhibition der
proteolytischen Aktivitdt der Matrix-Metalloproteinasen besitzen sie noch eine
Reihe weiterer biologischer Funktionen. Sie konnen die Invasionsfahigkeit des

Tumors reduzieren und die Metastasierung unterdricken (Edwards DR und
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Murphy G, 1998; Johnson M et al., 1998). Daher wurde ihnen auch schon eine
protektive Rolle in menschlichen Tumoren zugeschrieben (Rhee JS et al., 2004).

In verschiedenen Studien, in denen Proben von Tumorgewebe der Patienten
entnommen wurden, konnte gezeigt werden, dass das Vorhandensein einer
groReren Menge aktivierter MMP-2 klinisch mit aggressiveren Formen von Brust-
und Lungenkrebs einhergeht (Brown PD et al., 1993; Davies B et al., 1993). Diese
Ergebnisse fuhrten zu folgendem Schluss: Die assoziierten Tumoren oder
Tumorzelllinien haben ein erhohtes Metastasierungspotential wenn das Verhaltnis
zwischen aktiven MMPs zu TIMPs ansteigt (Kleiner DE, Stetler-Stevenson WG,
1999). Dies konnten Gohji K et al. bei Patienten mit invasivem Blasenkarzinom
bestatigen. Patienten mit einer erhdhten Ratio von MMP-2 zu TIMP-2 hatten friher

Rezidive und aggressivere Krankheitsverlaufe (Gohji K et al., 1996 u. 1998).

In vielen menschlichen Tumoren korrelierte jedoch auch eine erhohte mRNA-
Expression der TIMPs mit Malignitat und schlechtem klinischen Verlauf (Curran S
und Murray Gl, 1999; Rhee JS et al., 2004). So gingen beispielsweise in einigen
Studien erhohte TIMP-Levels bei Karzinomen des Magens und der Blase mit einer
schlechten Prognose einher (Grignon DJ et al., 1996). Das kdonnte die Annahme
unterstutzen, dass das Gleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs wahrend der
Tumorprogression durch einen erhohten Matrix-Umbau insgesamt auf einem
hoheren Gesamtlevel ist. Hohe TIMP-Levels waren somit zwar mit
Tumorprogression und schlechter Prognose assoziiert, wirden sie jedoch nicht
bedingen (Egeblad M und Werb Z, 2002).

In einigen experimentellen Studien scheinen TIMPs jedoch auch die
Tumorprogression zu begunstigen. Dabei konnte gezeigt werden, dass TIMP-1
und -2 die Apoptose der Tumorzellen inhibieren, TIMP-2 und -3 das
Tumorwachstum und TIMP-1 die Tumorangiogenese fordern konnen (Egeblad M
und Werb Z, 2002). Dabei ist nicht geklart, ob diese Funktionen Resultate der
Inhibition der Proteasen oder proteinaseunabhangiger Aktivitaten, wie z. B. die
Hochregulation antiapoptotischer Proteine, sind (Egeblad M und Werb z, 2002).
Zudem ist bereits beschrieben worden, dass TIMPs die Sekretion von VEGF
(vascular endothelial growth factor) fordern und somit auf die Tumorangiogenese

wirken kénnen (Egeblad M und Werb Z, 2002). Tierversuche zeigten aulRerdem
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eindeutig, dass TIMP-2, entgegen seiner Bezeichnung, ein wichtiger Aktivator von
MMP-2 ist (Wang Z et al., 2000).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass MMPs und TIMPs nicht nur geeignete
Targets fur eine antineoplastische Therapie darstellen, sondern auch Klinisch far
die Identifizierung von Subgruppen von Patienten mit einem erhohten Rezidivrisiko
Relevanz besitzen und somit als Marker der Aggressivitat von Tumoren fungieren
konnen (Grignon DJ et al., 1996; Kleiner DE und Stetler-Stevenson WG, 1999).

4.3.3. TIMP-1

Von allen physiologischen Inhibitoren der Matrix-Metalloproteinasen ist TIMP-1 am
langsten und daher auch am besten bekannt.

Er wird von einer Vielzahl verschiedener Zellen synthetisiert und kommt in
diversen Geweben vor. Das TIMP-1-Protein besteht aus 148 Aminosauren
inklusive der 12 Cysteine, die die bereits erwahnten Disulfidbricken formen und
das Protein in drei knotendhnliche Strukturen unterteilen (Williamson RA et al.,
1990; Carmicheal DF et al., 1986).

Es hat sich in den letzten Jahren als multifunktionales Protein mit verschiedensten
biologischen Funktionen erwiesen. So nimmt es neben der Inhibition der MMPs
auch Einfluss auf die Aktivitat von Wachstumsfaktoren (Hayakawa T et al., 1992)
und auf Veranderungen in der Morphologie der Zellen (Ray JM und Stetler-
Stevenson WG, 1995). Zudem soll TIMP-1 die Apoptose regulieren (Guedez | et
al., 2001) und Entzindungsreaktionen verstarken (Apparailly F et al., 2001). Auch
in der Steroidsynthese in den Gonaden wurde TIMP-1 eine Funktion

zugeschrieben (Boujrad N et al., 1995).

In Bezug auf das biologische Verhalten und die Aggressivitat von Tumoren scheint
TIMP-1 zudem eine bedeutende - wenn nicht zugleich die interessanteste und am
haufigsten kontrovers diskutierte - Rolle zu spielen. Es konnte gezeigt werden,
dass Primartumoren mit erfolgter Metastasierung geringere Spiegel fur TIMP-1-
RNA aufwiesen als Tumoren ohne Metastasen (lkebe T et al., 1999). Es wurde

sogar die These aufgestellt, dass ein Fehlen von TIMP-1 (besonders im
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Zusammenhang mit nachweisbarer Expression von MMP-9) eine hohere

Aggressivitat der einzelnen Tumoren indizieren soll (Heissenberg MC et al., 1998).

Rhee JS und Mitarbeiter konnten allerdings zeigen, dass TIMP-1 die
Tumorentstehung von Plattenepithelkarzinomen fordert, indem es die
Keratinozyten zur Hyperproliferation anregt und das Auftreten von chromosomalen
Aberrationen in pramalignen Zellen und dadurch auch das Risiko der Entartung
verstarkt. In einigen Studien konnte sogar nachgewiesen werden, dass eine
erhohte TIMP-1-Expression in verschiedenen Tumoren (z. B. Kolorektale
Tumoren, Lymphome, Mammakarzinome) mit Tumorprogression und einem
schlechten Krankheitsverlauf bzw. Prognose einhergeht (Murashige M et al., 1996;
Curran S und Murray Gl, 1999; Schrohl AS et al., 2003).

Auch in Bezug auf die Angiogenese gibt es kontroverse Resultate: Nach Johnson
MD et al. ist TIMP-1 auch an der Hemmung der Angiogenese beteiligt. Dagegen
sprechen Resultate verschiedener Studien, die TIMP-1 eine Rolle als Promotor
der Angiogenese zuschreiben (Lafleur MA et al., 2003; Yamada E et al., 2001;
Thorgeirsson UP et al., 1996).

Ob sich seine Funktion je nach Tumorstadium andert, ist bisher noch nicht
vollstandig geklart. Es konnte jedoch durchaus sein, dass TIMP-1 in fruhen
Stadien der Tumorerkrankung die epitheliale Kanzerogenese fordert, wahrend es
in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien die MMP-Aktivitat inhibiert und die
extrazellulare Matrix stabilisiert, oder auch umgekehrt, ohne sich auf die

Metastasierung auszuwirken (Rhee JS et al., 2004).

4.3.4. TIMP-2

TIMP-2 ist mit 21 kDa etwas Kkleiner als TIMP-1 (ca. 28 kDa). Die
Aminosauresequenz ist zu 40 % identisch mit der von TIMP-1 (Stetler-Stevenson
WG et al., 1989). Es kann ebenfalls in verschiedenen Geweben gefunden werden,

und auch in seinen Funktionen ahnelt es TIMP-1.
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Funktionell zeigt TIMP-2 eine grol’e Spannweite: TIMP-2 spielt einerseits eine
Rolle als Adaptermolekil, das die Aktivierung von pro MMP-2 durch MT1-MMP an
der Zelloberflache fordert, andererseits wirkt es als Inhibitor von verschiedenen
MMPs, darunter auch MMP-2. Ob TIMP-2 primar als Aktivator oder Inhibitor von
MMPs wirkt, hangt von seiner Konzentration im Vergleich zu pro MMP-2 und MT1-
MMP ab (DeClerck YA, 2000).

Auch hier stellt sich die Frage, welche spezifische Funktion TIMP-2 als Inhibitor
der Metalloproteinasen bei der Tumorprogression zukommt.

TIMP-2 soll ein langsameres Wachstum bei Primartumoren und eine Reduktion
des Metastasierungspotentials bewirken (Kawamata H et al., 1995). Katayama A
et al. zeigten ein gegenteiliges Ergebnis. Patienten, die regionale Lymphknoten-
Metastasen oder hamatogene Fernmetastasen entwickelten, zeigten signifikant
hohere Expressionswerte von TIMP-2 als Patienten ohne Tumormetastasen. Die
stark erhohten TIMP-2-Werte korrelierten auch mit einer schlechten
Uberlebensrate. Katayama A und Mitarbeiter folgerten somit, TIMP-2 habe einen
pradiktiven Wert sowohl fur die Entwicklung von Tumormetastasen als auch fur die
Uberlebensrate. TIMP-2 sei dabei sogar der unabhangigste Faktor fir eine

schlechte Prognose in frihen Stadien der Plattenepithelkarzinome.

4.3.5. TIMP-3

TIMP-3 weist ein Molekulargewicht von 24 kDa auf und ist wie TIMP-2
unglykosyliert. 30 % seiner Aminosauresequenz ist identisch mit TIMP-1 und 38 %
seiner Aminosauresequenz stimmt mit TIMP-2 Uberein (Pavloff N et al., 1992).
TIMP-3 wird sezerniert, ist aber im Gegensatz zu TIMP-1 und -2 an die
extrazellulare Matrix (EZM) gebunden (Stricklin GP und Welgus HG, 1983).

TIMP-3 kommen einige wichtige Funktionen zu, die zu diesem Zeitpunkt jedoch
nur bedingt geklart sind und z. T. kontrovers diskutiert werden:

Es induziert die Apoptose von Tumorzellen (Ahonen MA et al., 1998; Baker AH et
al., 1999) und unterdrickt somit das Tumorwachstum. Es hemmt die Angiogenese
durch Inhibierung von VEGF (Anand-Apte B et al., 1996, 1997; Qi JH et al., 2003).
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Zudem ist es als physiologischer Regulator bei Entzindungen von Bedeutung,
indem es TACE/ADAM-17 (TNF Alpha Converting Enzyme / A Disintegrin And
Metalloproteinase) und so die Bildung von I6slichem Tumornekrosefaktor (TNF)
hemmt (Black RA, 2004; Mohammed FF et al., 2004). Mohammed FF et al.
konnten in einem Tierversuch nachweisen, dass Mause mit einem Mangel an
TIMP-3 Entzindungen der Leber entwickelten, und dass diese Entzindungen
durch einen Anstieg der TNF-a Aktivitat bedingt waren. Die grofite Rolle spielt es
aber wohl bei der Inhibierung der Matrix-Metalloproteasen MMP-1, -2, -3, -9, -13
und -14 sowie von ADAM-17 (Airola K et al.., 1998; Amour A et al., 1998).

Andererseits soll TIMP-3 aber auch die Ablosung von transformierten Zellen von
der EZM fordern und morphologische Veranderungen, die mit Zelltransformation

einhergehen, beschleunigen (Yang TT und Hawkes SP, 1992).

Wie wir kurzlich zeigen konnten, ist eine erhohte Expression von TIMP-3 mit
einem verkurzten Gesamtuberleben von Patienten mit PEK der Kopf-Hals-Region
assoziert (Kornfeld et al. 2011). Starke ADAM-17-Expression ging dabei mit
erhohter TIMP-3-Expression einher (Kornfeld et al. 2011). Seine Effekte auf
Wachstum und Entwicklung wurden schon in mehreren Studien nachgewiesen.
Airola K et al. konnten zeigen, dass TIMP-3 wahrend der Fetalentwicklung des
Menschen in verschiedenen Geweben hochreguliert ist. In normalem adulten
Geweben konnte eine Expression von TIMP-3 lediglich in der Wachstumsphase
von Haarfollikeln nachgewiesen werden. Dabei schien TIMP-3 nicht nur in
Wachstumsvorgange gesunder Gewebe involviert zu sein, sondern auch eine
Rolle bei der Tumorprogression zu spielen. Airola K et al. konnten TIMP-3-mRNA
sowohl in randstandigen Tumorzellen von infiltrativ wachsenden Basaliomen als
auch in umgebenden Stromazellen von Plattenepithelkarzinomen der Haut
nachweisen, jedoch fand sich keine Expression in benignen Tumoren. Auch in
anderen Tumoren, wie z. B. Kolonkarzinomen oder intraduktalen
Mammakarzinomen, konnte TIMP-3 in den umgebenden Stromazellen
nachgewiesen werden, nicht jedoch in den Tumorzellen. Auffallig dabei war, dass
in beiden Tumorentitaten die Expression von TIMP-3 ko-lokalisiert war mit der
Expression von TIMP-1 (Airola K et al., 1998). Miyazaki T et al. untersuchten die
Expression von TIMP-3 in Plattenepithelkarzinomen des Osophagus in Relation zu

klinisch-pathologischen Faktoren und konnten dabei zeigen, dass eine verringerte

42



TIMP-3-Expression signifikant mit der Invasionstiefe, dem infiltrativen
Wachstumsmuster, dem Erkrankungsstadium und der Zahl an Lymphknoten-
metastasen korreliert. Ein regionaler Verlust an TIMP-3 scheint somit zu einer
erhohten Invasivitat der Tumoren beizutragen (Powe DG et al., 1997). Miyazaki T
et al. konnten zudem nachweisen, dass Patienten mit TIMP-3 positiven Tumoren
signifikant hohere Uberlebensraten hatten als Patienten mit TIMP-3 negativen
Tumoren. Sie kamen so zu dem Schluss, dass die Expression von TIMP-3 in

Tumoren zu einer besseren Prognose fuhrt.

Zusammengefasst wurde das Vorhandensein von TIMP-3 mit einer Unterdrickung
des Wachstuns von Tumorzellen assoziiert, was wiederum zur Folge hat, dass
Tumoren mit hoherem Malignitatsgrad (mehr invasive und weniger apoptotische
Zellen) kein TIMP-3 exprimieren (Miyazaki T et al., 2004; Baker AH et al., 1999).
Das weist darauf hin, dass TIMP-3 bei der Unterdrickung der Invasivitat von
Tumorzellen eine groRe Rolle spielen und somit zu neuen therapeutischen

Ansatzen filhren konnte.
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V. Material und Methoden

5.1. Material

5.1.1. Herstellung der Sonden

5.1.1.1. Tumorzelllinien

Zur Herstellung der Sonden wurde cDNA aus der oralen Tumorzelllinie UM SCC
14 C (Mundboden, T1 NO MO, G3, F, 58 J.) und UM SCC 22 A (Hypopharynx, T2
N1 MO, G2, F, 59 J.) verwendet, die freundlicherweise von Dipl. Biochemiker J. W.
Kornfeld zur Verfigung gestellt wurden.

5.1.1.2. PCR

Die Tag-Polymerase wurde zusammen mit dem 10x Puffersystem und dem
Ultrapure-dNTP-Set von der Firma Pharmacia bezogen. Das dNTP-Set wurde von
je 100 mM je Nukleotid auf 10 mM verdunnt (ANTP-Mix).

5.1.1.3. Vektoren

Es wurde der Vektor pCR®II-TOPO® (Invitrogen, Leek, Niederlande) verwendet.

5.1.1.4. Bakterienstamme

Zur Amplifikation der Plasmide wurden folgende E. coli-Zellen verwendet:
MAX Efficiency® DH5a™Competent Cells (Invitrogen, Leek, Niederlande)
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5.1.1.5. Medien zur Anzucht von Bakterien

LB-Medium:
109 Bacto-Trypton

59 Bacto-Hefe Extrakt
1049 NaCl

in 800 ml A. dest. geldst, auf pH 7,5 eingestellt, anschliellend mit
A. dest. auf 1000 ml aufgefullt und autoklaviert.

LB-Ampicillin-Platten:

Zur Bakterienanzucht wurde dem LB-Medium Bacto-Agar in einer
Endkonzentration von 1,5% zugesetzt. Nach Autoklavieren und Abkuhlen auf 50°C
wurde Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 pg/ ml zugefugt. Das
Nahrmedium wurde in Petrischalen (J: 9 cm) gegossen, bei Raumtemperatur
abgekuhlt und anschliellend bei 4°C gelagert. Zur Blau-Weil3-Selektion wurden die
Platten mit 40 pl IPTG (100 mM) versetzt und bei 37°C fir 20 min getrocknet.
Danach wurde X-GAL (Farbstoff, 40 ul, 1:10 verdinnt) ausplattiert. Die Platten
wurden wieder bei 37°C fur 20 min getrocknet und nach dem Abkuhlen bei + 4°C

im Kuhlschrank aufbewahrt.

5.1.1.6. Marker

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Grofde und Analyse der
PCR-Produkte wurden Agarosegele verwendet.

Fur die Abschatzung der Fragmentgrof3en wurden folgende Marker verwendet:
Marker VIl (Roche, Mannheim)

Marker XIV (Roche, Mannheim)
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5.1.1.7. Restriktionsenzyme

Es wurden folgende Restriktionsenzyme und Puffer verwendet:

Enzyme: EcoR | (New England BioLabs®)
Xho | (New England BioLabs®)
BamH | (New England BioLabs®)
Spe | (New England BioLabs®)
Hind Il (New England BioLabs®)

Puffer: Eco-Puffer (New England BioLabs®) (in Kombination mit EcoR1)
NEB-Puffer 2 (New England BioLabs®) (in Kombination mit Xho | / Spe | /
Hind III)
BamH |-Puffer (New England BioLabs®) (in Kombination mit BamH 1)

5.1.1.8. Primer

Die folgende Tabelle zeigt die Sequenzen des Primers-1 (M13 (-20) Forward
Primer)) und des Primers-2 (M13 Reverse Primer). Primer-1 enthalt einen T7
Promotor, Primer-2 einen SP6 Promotor. Die Primer stammten aus ABI PRISM

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit der Firma Applied Biosytems.

Tab.4: Anordnung von Primer und Promotor im Zusammenhang mit den
verwendeten Spaltenzymen im pCR®II-TOPO® (Vektor, 4.0 kb)

Primer | Promotor| Richtung| Sequenz Enzym | Sonde
(5—=3) | 5-TT BamH1 | antisense
_ TGAATT G / Spe1
CGA -3’
SP6 (33—=5) | 3- Xho1 sense
P orl ——— C ATG ATT ACG CCAAGC
romotor TAT TTA GGT GAC ACT ATA
GAA -5
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5.1.1.9. RNA-Markierung

Die markierte RNA wurde durch in vitro Transkription unter Einbau von
Digoxigenin-UTP hergestellt. Dazu wurde der DIG-RNA-Labeling-Mix (Roche

Mannheim GmbH) verwendet.

5.1.1.10. Puffer

TBE-Puffer: 40 mM Tris/HCI
2 mM EDTA
pH 8,0

5.1.2. Patientenmaterial

Es wurde Tumorgewebematerial von 120 Patienten mit oralen/oropharyngealen
Karzinomen verwendet. Die geplanten Untersuchungen stitzten sich auf in
Formalin fixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe (Primartumoren,
Lymphknoten) aus dem Archiv des Institutes fur Oralpathologie der Universitat
Hamburg. Das Tumormaterial stammte aus den Jahren 1997-2004. Alle Patienten
wurden im Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf operiert und hatten ihr
Einverstandnis gegeben, das entfernte Tumorgewebe fur Forschungszwecke zu
verwenden. Ein positives Votum der Ethikkommission lag vor.

In Zusammenarbeit mit dem Institut fur Oralpathologie und der Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgie, Universitadt Hamburg, wurden von diesen Fallen klinische Daten

zum Vergleich mit den experimentellen Daten erfasst.
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5.1.3. In Situ-Hybridisierung

Die nachfolgend aufgelisteten, fur die In situ-Hybridisierung bendtigten Salze/
Chemikalien wurden, soweit nicht anders beschrieben, von den Firmen Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA; Merck Eurolab, Darmstadt, Deutschland; J. T. Baker,
Deventer, Niederlande; Fluka, Buchs, Schweiz; Invitrogen, Carlsbad, USA,;

Boehringer Mannheim GmbH / Roche, Penzberg, Deutschland; bezogen.

H,O / DEPC (ca. 5 Liter):
Es wurde 1 ml DEPC (Diethyl Pyrocarbonat) in 1 | Aqua bidest gegeben, dann

geschuttelt und Uber Nacht stehen gelassen. Am nachsten Tag wurde das DEPC-

Wasser autoklaviert.

1 M Tris / HCL:
121,1 g Tris (Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan) wurden in 800 ml DEPC-Wasser

geldst, mit HCL (Salzsaure, 2 mol/l), ca. 70 ml, auf pH = 7,4 eingestellt und mit

DEPC-Wasser auf 1 | aufgefullt. Anschlie3iend wurde der Tris-Puffer autoklaviert.

0,5 M EDTA (pH 8):
186,1 g EDTA (Diethylen-diamin-tetraessigsaure) wurden in 800 ml DEPC-Wasser
geldst und mit NaOH auf pH = 8 eingestellt, das Volumen wurde auf 1 | mit DEPC-

Wasser erganzt und autoklaviert.

3 M NaCl:
175,3 g NaCl (Natriumchlorid) wurden in 1 | DEPC-Wasser gelost. Anschlie3end

wurde die Losung autoklaviert.

1 M MqgCly:
15,21 g MgCl, (Magnesiumchlorid) wurden in 1 | DEPC-Wasser gelost und

anschliel3end autoklaviert.
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20x SCC:
175,3 g NaCl und 88,2 g Sodium Citrat wurden in 800 ml DEPC-Wasser gelost.
Der pH-Wert wurde mit NaOH (Natriumhydroxid) auf pH 7 eingestellt.

Anschlielend wurde die Losung autoklaviert.

0,2 N HCL:

Pro Kuvette wurden 70 - 80 ml bendtigt. Dafur wurden 20 ml 2M HCL / 200 ml
DEPC-Wasser gegeben.

0,3% TritonX-100:

Pro Kuvette wurden 70 - 80 ml bendétigt. Daftir wurden 600 pl TritonX-100 zu 200
ml PBS / DEPC (20 ml 10x PBS + 180 ml DEPC-H,0) gegeben und gerihrt.

4% PFEA:

Das Paraformaldehyd wurde frisch angesetzt und hochstens 2 Wochen
verwendet. 8 g Paraformaldehyd (PFA) wurden in 200 ml PBS / DEPC (20 ml 10x
PBS + 180 ml DEPC-H,0) unter dem Abzug auf 60°C erwarmt, durch Zugabe von
1 M NaOH wurde das PFA gelost. AnschlieRend wurde nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur der pH-Wert auf pH = 7,4 eingestellt und die Losung bei 4°C im

Kihlschrank aufbewahrt.

0.1 M Acetylierungspuffer:

9 g Triethanolamin (Feststoff) wurden in 500 ml DEPC-H,O gel6st. Der pH-Wert
wurde mit 37% HCL (rauchend) auf pH = 8 eingestellt, dann mit DEPC-H,0 auf
600 ml aufgefullt.

Alternativ: 6,66 ml Triethanolamin (Flussigkeit) wurden in 450 ml DEPC-H,O
geldst. Der pH-Wert wurde mit 37 % HCL (rauchend) auf pH = 8 eingestellt, dann
mit DEPC-H,0 auf 500 ml aufgefullt und anschliel3end autoklaviert.

Proteinase K (SIGMA):

Es wurde eine Stammlosung von 10 mg / ml hergestellt und Aliquots wurden bei -

20°C eingefroren.

Proteinase-K-Puffer:

Pro Kivette bendotigte man 140 - 160 ml.
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Tab. 5: Zusammensetzung des Proteinase-K-Puffer (In situ-Hybridisierung)

Stammloésung Verdiinnung Endkonzentration | Menge fiir 400 ml
1 M Tris (7,4) 1:10 100 mM 40 mi

500 mM EDTA 1:10 50 mM 40 mi

DEPC-H,0O ad 400 ml

RNAse-Puffer:

Pro Kivette bendotigte man 140 - 160 ml.

Tab. 6: Zusammensetzung RNAse-Puffer (In situ-Hybridisierung)

Stammloésung Verdiinnung Endkonzentration | Menge fiir 400 ml
3 M NacCl 1:6 0,5M 66,66 ml

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

0,5 MEDTA 1:500 1T mM 800 ul

DEPC-H,0O ad 400 ml

RNAse A:

Die RNAse A (Roche GmbH Mannheim) stammte aus Rinder-Pankreas. Sie

wurde bei -20°C gelagert.

Waschpuffer:

Pro Kuvette bendtigte man 70 - 80 ml. Der Waschpuffer wurde unter dem Abzug

angesetzt.
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Tab. 7: Zusammensetzung des Waschpuffers (In-situ-Hybridisierung)

Stammloésung Verdiinnung Endkonzentration | Menge fiir 200 ml
3 M NacCl 1:10 0,3 M 20 mi

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

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

0,5 MEDTA 1:500 1T mM 400 pl

1TMDTT 1:100 10 mM 2ml

DEPC-H,0O ad 200 ml

3 M Na-Acetat (pH 6 u. 5,2):

40,81 g Natrium-Acetat wurden in 150 ml DEPC-Wasser gelost. Der pH-Wert
wurde mit Eisessig (100% Essigsaure) auf pH 6 bzw. pH 5,2 eingestellt und das

Volumen mit DEPC-Wasser auf 200 ml erganzt und autoklaviert.

1MDTT:
3,09 g Dithiothreitol (DTT) wurden in 20 ml 0,01 M Natrium-Acetat (pH = 5,2)

gelodst, filtriert und in 1 ml Aliquots bei -20°C eingefroren.

100 x Denhardt’s:
2 g Ficoll (Typ 400; Pharmacia) und 2 g PVP (Polyvinylpyrolidone) wurden in 70
ml DEPC-Wasser gelost und auf 60°C erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurden 2 g

Bovines Serum Albumin (BSA, Fraktion V) hinzugegeben. Das Volumen wurde auf

200 ml mit DEPC-Wasser erganzt und in 1 ml Aliquots bei -20°C eingefroren.

20% Dextransulfat in 100% deionisiertes Formamid:

10 mg Dextransulfat wurden in 50 ml deionisiertem Formamid in einem sterilen

Gefald gelost. AnschlieRend wurde es bei -20°C eingefroren.
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Poly-A:
Die Substanz wurde mit DEPC-Wasser auf eine Konzentration von 10 mg / ml

eingestellt und in 1 ml Aliquots bei -20°C eingefroren.

t-RNA (Invitrogen):

Die Substanz wurde mit DEPC-Wasser auf eine Konzentration von 20 mg / ml

eingestellt und in 1 ml Aliquots bei -20°C eingefroren.

SS-DNA:

Die Konzentration der Lachssperma-DNA (Invitrogen) wurde mit DEPC-Wasser
auf 20 mg / ml eingestellt. Durch 10 maliges Auf- und Abziehen wurde die DNA
geschert. Die Aliquots wurden bei -20°C eingefroren. Vor Gebrauch musste die

DNA far 5 min im Warmeblock (95°C) denaturiert, dann auf Eis abgekuhlt werden.

Pra-Hybridisierungs-Mix:

Tab. 8: Zusammensetzung Pra-Hybridisierungs-Mix (In situ-Hybridisierung)

Stammloésung Verdiinnung Endkonzentration | Menge fiir 6 ml
1 M Tris (pH 7,4) 1:50 20 mM 120

3 M NaCl 1:10 0,3 M 600 pl

0,5 M EDTA 1:500 1 mM 12 pl
1MDTT 1:10 100 mM 600 pl
100% deion. Form. 1:2 50% 3000 pl
100x Denhardt’s 1:100 1x 60 pl
Poly-A (10 mg/ml) 1:100 100 pg/ml 60 pl
SS-DNA (20 mg/ml) 1:40 500 ug/mi 150 pl
t-RNA (20 mg/ml) 1:40 500 ug/mi 150 pl
DEPC-H,0O ad 6000 pl
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Levamisol (SIGMA):

Die Konzentration wurde mit DEPC-Wasser auf 400 mg / ml eingestellt.

NBT/BCIP:

Nitroblue tatrazolium chloride / X-phosphate-5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate
(NBT/BCIP, Roche), Phosphatase-Substrat.

Nuclear Fast Red:

Der Farbstoff Nuclear Fast Red stammte von der Firma Vector Laboratories,

Burlingame, CA. Vor jedem Gebrauch wurde er filtriert

Hybridisierungs-Mix:

Tab. 9: Zusammensetzung Hybridisierungs-Mix (In situ-Hybridisierung)

Stammloésung Verdiinnung | Endkonzentration Menge fir 1 ml
1 M Tris (pH 7,4) 1:50 20 mM 20 pl

3 M NaCl 1:10 0,3M 100 pl

0,5 M EDTA 1:500 1 mM 2yl
1MDTT 1:10 100 mM 100
20% Dextransulfat in 1:2 10% Dextransulfat in 500
100% deion. Formamid 50% deion. Formamid

100x Denhardt’s 1:100 1x 10 pl
Poly-A (10 mg/ml) 1:100 100 pg/ml 10 pl
SS-DNA (20 mg/ml) 1:40 500 pg/ml 25yl
t-RNA (20 mg/ml) 1:40 500 ug/mi 25 ul
DEPC-H,0O ad 1000 pl
Sonde 50 ng/Schnitt 40 pl
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Detektionspuffer-1:

Man bendtigt ca. 1 Liter Puffer. Der pH-Wert muss pH 7,4 betragen.

Tab. 10: Zusammensetzung Detektionspuffer-1 (In situ-Hybridisierung)

Stammlésung Verdiinnung Endkonzentration | Menge fiir 1 |
1 M Tris (pH 7,4) 1:10 0,1 M 100 mi

3 M NacCl 1:20 0,15 M 50 ml
DEPC-H,O ad 1000 ml

Detektionspuffer-2:

Man bendtigt 300 ml. Der pH-Wert muss pH 9,5 betragen.

Tab. 11: Zusammensetzung Detektionspuffer-2 (In situ-Hybridisierung)

Stammloésung Verdiinnung Endkonzentration | Menge fiir 300 ml
1 M Tris (pH 9,5) 1:10 0,1 M 30 ml

3 M NacCl 1:30 0,1 M 10 mi

1 M MgCl, 1:20 50 mM 15 ml

DEPC-H,0O ad 300 ml

Detektionspuffer-3 (= Stopp-Puffer):

Man bendtigt ca. 200 ml. Der pH-Wert muss pH 7,4 betragen.

Tab. 12: Zusammensetzung Detektionspuffer-3 (In-situ Hybridisierung)

Stammloésung Verdiinnung Endkonzentration | Menge fiir 200 ml
1 M Tris (pH 7,4) 1:100 10 mM 2ml

0,5 MEDTA 1:500 1T mM 400 pl

DEPC-H,0O ad 200 ml
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Detektionslosung:

Tab. 13: Zusammensetzung Detektionslosung (In situ-Hybridisierung)

Stammlésung Endkonzentration Menge fiir 10,16 ml
Detektionspuffer-2 10 ml
TritonX-100 0,3% 30 ul
NBT (100 mg/ml 337,5 pg/mi
( g/ml) Mg 200
BCIP (50 mg/ml) 175 pg/ml
Levamisol (400 mg/ml) 2,4 mg/10 ml 16,3 pl

5.1.4. Immunhistochemie

5.1.4.1. Antikorper

Es wurde der monoklonale Maus-Anti-Human-MMP-9-Antikorper (Ab-3, Klon 56-2
A 4) von der Firma Oncogene Research Products (San Diego, USA) verwendet.

Zur Herstellung des Antikorpers diente ein Peptid als Immunogen, das mit den
Aminosauren 626 - 644 des humanen MMP-9-Proteins korrespondierte. Der
monoklonale AK reagiert sowohl mit der latenten (92 kDa) als auch mit der aktiven

Form (83 kDa) von MMP-9, jedoch mit keiner anderen Matrix-Metalloprotease.

5.1.4.2. Puffer

10x TBST-Puffer:
181,65 g Tris und 262,98 g NaCl wurden in 2 | entionisiertem Wasser vollstandig

aufgelost und das Volumen auf 2,5 | aufgefullt. Dann wurden 15 g Twee-20 (Merck
Eurolab, Darmstadt) zugegeben und mit ca. 170 ml 25% iger Salzsaure der pH-
Wert auf pH = 7,6 eingestellt. Das Volumen wurde mit entionisiertem auf 3 |

aufgefullt.
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5.1.4.3. Losungen

Es wurden die vorgefertigten Losungen des DAKO ChemMate™ Detektion Kit
(Streptavidin-Biotin-HRP/DAB, #K 5001, DAKO, Glostrup, Danemark) verwendet:
DAKO ChemMate Antibody Diluent (#S 2022)

Losung-A

DAKO ChemMate Peroxidase-Blocking Solution (#S 2023)

Losung-B

DAB (1:50 Verdunnung von Lésung C in Losung D)

5.1.5. Verbrauchsmaterialien

5.1.5.1. Sonstige Reagenzien und Materialien

BSA (Bovines Serum Albumin) (Sigma-Aldrich)

Entellan (Merck Eurolab)

Ethanol, Isopropanol (Merck Eurolab)

Ethidiumbromid (Endkonzentration: 0,5 ug/ml) (Sigma-Aldrich)
Eukitt® (O. Kindler GmbH, Freiburg, Deutschland)

Hamalaun (Merck Eurolab)

Essigsaure 10% (Merck Eurolab)

Xylol (Fluka)

SuperFrost Plus Objekttrager (Menzel-Glaser, Stuttgart, Deutschland)

5.1.5.2. Gerate

Durchlichtmikroskop Leica DMLB (Leica Mikroskopie und Systeme GmbH, Wezlar,
Deutschland)

Zeiss Axioplan 2® Lichtmikroskop (Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Deutschland)
Dampfkochtopf (Biocare Medical, Concord, USA )

Gel-Dokumentationssystem Intas® (Intas® GmbH, Goéttingen, Deutschland)

56



Gel-Elektrophorese-Anlagen  (Bio-Rad  Laboratories  GmbH,  Munchen,
Deutschland)

Mikrowelle (Promicro, Minchen, Deutschland)

Schuttelwasserbad  (Gesellschaft fur Labortechnik GmbH, Burgwedel,
Deutschland)

UV-Spectrometer Ultrospec 2000 (Amersham, Pharmacia Biotech GmbH,
Freiburg, Deutschland)

Zellkultur-Brutschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland)

Zentrifuge (Hettich, Villingen-Schweningen, Deutschland)

5.2. Methoden

5.2.1. Herstellung der Sonden

Die Sonden von TIMP-1 und TIMP-2 wurden freundlicherweise durch Frau Dr. S.
Riethdorf zur Verfugung gestellt und mussten fur diese Arbeit lediglich markiert
werden. Die Sonden von MMP-9 und TIMP-3 wurden fur die Dissertation eigens
hergestellt. Fur TIMP-3 wurden in der Genbank (Genbank-Nummer:
NM_000362.4) verschiedene Varianten beschrieben, die in der Lange des 3’-
Endes der mRNA variieren, wie in Northern-Blot-Untersuchungen gezeigt werden
konnte. Daher entschied man sich bezuglich TIMP-3 zur Herstellung zweier
unterschiedlich lokalisierter Sonden, wobei eine Sonde (TIMP-3-Variant)
hauptsachlich in der codierenden Sequenz (zwischen den Nukleotiden der 1448.
und 1893. Position) und eine weitere Sonde (TIMP-3-3’) am 3’ Ende (zwischen der
4518. und 5012. Position) lag (siehe Abbildung 3). In den Versuchen konnten
allerdings mit der TIMP-3-3'-Sonde keine eindeutig zuzuordnenden und
weiterfUhrenden Ergebnisse erreicht werden, und so entschied man sich fur die

TIMP-3-Variant-Sonde, die gute Resultate lieferte.
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TIMP-3-mRNA

kb 0 1 2 3 4 5 6
‘- | | | | | | | - ¢
& | BB T : 3
1189 1824
cds I polyA-S.
TIMP-3 V. (445 b) TIMP-3 3 (495 b)
Primer 1: Fo: 1450-1475 Primer 2: Fo: 4519-4544
Re: 1895-1872 Re: 5014-4991

Abb. 4: Konstruktion und Lokalisation der TIMP-3-mRNA-Sonden.
Die Sonde TIMP-3-Variant ist 445 b lang und liegt hauptsachlich in der
codierenden Sequenz, die zweite Sonde TIMP-3-3’ ist etwas grofer (495
b) und befindet sich am 3’-Ende der mRNA von TIMP-3.

5.2.1.1. DNA-Amplifikation uber Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ist eine Methode, um definierte DNA-Fragmente
logarithmisch zu amplifizieren.
Die PCR lauft in drei Schritten ab, die fur jede DNA-Synthese nétig sind:

1. Denaturierung der Ausgangs-DNA (Template) in Einzelstrange

2. Annealing: Bindung von Oligonukleotid-Primern an beide Einzelstrange

3. Elongation: Synthese der DNA, ausgehend von den gebundenen Primern.
Als Template wurde cDNA verwendet, die aus humanen HNSCC-Linien (UM SCC
14 C (TIMP-3) und UM SCC 22 A (MMP-9)) gewonnen wurde. Das dNTP-Set
wurde von 100 mM je Nukleotid auf 10 mM verdinnt (dNTP-Mix).

PCR-dNTP-Mix: je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
10x PCR-Puffer: 800 mM Tris/HCI, pH 8,9
200 mM (NH4)2S04
50 mM MgCI2
Taq DNA Polymerase (2,5 U/ul)
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In jeder PCR wurden zwei Kontrollen mitgefuhrt, um Kontaminationen
auszuschlie3en. Es wurde jeweils eine Probe ohne Template und eine Probe ohne

Primer angesetzt. In beiden Kontrollen darf kein PCR-Fragment entstehen.

PCR-Procedere:
- Denaturierung 4 Minuten bei 94°C, danach folgten 34 Zyklen a

- Denaturierung 1 Minute bei 94°C
- Hybridisierung der Strange (Annealing) 1 Minute bei 63,9°C
- Verlangern der Strange (Elongation) 1 Minute bei 72°C

5.2.1.2. Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Grofde und Analyse der
PCR-Produkte wurden Agarosegele verwendet. Die Agarosekonzentration betrug
1 % (wl/v). Die erforderliche Agarosemenge wurde in TBE-Puffer aufgekocht und
nach dem Abkuhlen auf etwa 55°C mit Ethidiumbromid (Endkonzentration: 0,5
ug/ml) versetzt. Die Losung wurde in einen Geltrager gegossen und bei
Raumtemperatur abgekuhlt. Das erstarrte Gel wurde in eine mit TBE-Puffer
gefullte Elektrophoresekammer Uberfuhrt, die Proben mit Probenpuffer
(Bromphenolblau, Glycin; Sigma) versetzt und neben einem Marker (Marker 14,
Roche) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit einer Spannung von 5 V/cm
durchgefuhrt. Durch das in die DNA interkalierte Ethidiumbromid wurden die DNA-

Fragmente unter UV-Licht als Banden sichtbar.

5.2.1.3. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Es wurde der Qiaquick-Gel-Extractions-Kit mit den zugehorigen Puffern der Firma
Qiagen verwendet.

Das DNA-Fragment wurde unter UV-Licht auf einem Transilluminator mit einem
scharfen, sterilen Skalpell aus dem Agarosegel augeschnitten. Das Gelstick
wurde in einem durchsichtigen Tube gewogen. Dann wurde 1 ml Puffer QG

(Lysepuffer; pH = 7,5) pro Tube dazugegeben. AnschlielRend wurden die Tubes 10
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min bei 50°C inkubiert. Nachdem sich das Gelstuck vollstandig gelost hatte, wurde
die Farbe der entstandenen LOsung kontrolliert (sie sollte gelb sein wie Puffer
QG), denn eine effiziente Adsorption der DNA an die QlAquick-Membran wird nur
bei einem pH von 7,5 erreicht. Dem Mix wurden 100ul/100mg Agarosestickchen
Isopropanol hinzugeflgt. Dieser Schritt erhoht die Ausbeute von DNA-Fragmenten
<500 bp und > 4kb. Das gesamte Volumen wurde auf eine QlAquick-Saule, die in
ein zugehoriges 2 ml Zentrifugenrohrchen gesetzt wurde, gegeben und bei 13000
rom zentrifugiert. Danach wurden 0,5 ml Puffer QG zugefugt und zentrifugiert.
Dieser Schritt sollte alle Reste der Agarose I6sen und entfernen. Anschlie3end
wurde die DNA 1 min mit 700 ul Puffer PE (enthalt Ethanol) gewaschen. Der
Durchfluss wurde verworfen und die QIAquick-Saule 1 min zentrifugiert (> 10000 x
g bzw. 13000 rpm). Die QIAquick-Saule wurde in ein neues Rohrchen gesetzt. Um
die DNA aus dem Filter zu waschen, wurden 30 ul Puffer EB (10 mM Tris-Cl, pH
8,5) in die Mitte der Saule gebracht und 1 min bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. Die effiziente Ausbeute ist pH abhangig, die maximale Ausbeute

erreicht man bei einem pH zwischen 7,0 und 8,5.

5.2.1.4. Transformation kompetenter Zellen

200 wl kompetente Zellen (Escherichia coli DH 5a) wurden auf Eis aufgetaut und
mit 1 ug Vektor-DNA bzw. einem Ligationsansatz gemischt. Nach 20 minutiger
Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock von 30 sec bei 42°C. Nach weiteren 2
min auf Eis wurden 250 ul SOC-Medium zugegeben und der Ansatz wurde 60 min
bei 37°C  unter  Schutteln inkubiert. AnschlieBend wurden 30 ul des
Transformationsansatzes auf einer LB-Ampicillin-Agarplatte, die 50-100 ug/ml
Ampicillin und je 40ul IPTG / X-Gal enthielt, ausplattiert und GUber Nacht bei 37°C
inkubiert. Mit den erhaltenen Kolonien wurden 5 ml LB-Medium, das 200 ug/mi

Ampicillin enthielt, angeimpft.
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5.2.1.5. Mini- und Maxi-Praparation (nach Qiagen und Sigma)

Die abzentrifugierten E. coli-Zellen wurden mit 200 ul Suspensionspuffer, dem
zuvor RNAse A (Boehringer) zugefugt worden war, resuspendiert und
anschlieBend zentrifugiert. Danach wurden 250 ul Puffer P 2 (Lysepuffer)
zugegeben und fur maximal 5 min vorsichtig geschwenkt. Nach Zugabe von Puffer
N3 (Stopppuffer) und maRigem Schutteln wurde die Losung trib. Die Losung
wurde 10 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und so noch
vorhandene Zellreste absedimentiert. Der Uberstand wurde abgehoben und fir
weitere fur 30 - 60 Sekunden zentrifugiert. AnschlieRend wurden 0,5 ml Puffer PB
dazugegeben und erneut bei 8000 Umdrehungen zentrifugiert. Die DNA wurde
dadurch an die Filter-Matrix gebunden. Die QlAprep-Saule wurde danach mit 0,75
ml Puffer PE (Ethanol-Puffer) gewaschen und fur 30 - 60 sec zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die S3ule fir weitere 2 min bei 10000
Umdrehungen zentrifugiert, um Uberreste des Waschpuffers zu entfernen.

Die Saule wurde in ein neues steriles Zentrifugenrohrchen gestellt und 50 ul Puffer
EB (Elutionspuffer, 10 mM Tris-ClI, pH 8,5) in die Mitte der Membran gegeben. Es

folgte eine Inkubation von 1 min und anschlieRend eine einmindtige Zentrifugation.

5.2.1.6. Konzentrationsbestimmung von DNA

Photometrische Analyse:

Die photometrische Messung von DNA erfolgte bei 260 nm in einer Quarzkuvette
gegen TE bzw. Aqua dest. im Biophotometer von Eppendorf. Eine OD 260 von 1

entspricht einer Konzentration von 50 ug / ml doppelstrangiger DNA.

5.2.1.7. Restriktionsverdau mit EcoR |
Zur Verifizierung des einklonierten PCR-Produkts im Vektor pCR®II-TOPO® und

zur Bestimmung der InsertgroRe wurde eine Restriktionsanalyse mit dem

Restriktions-enzym EcoR | durchgefuhrt.
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Pro isoliertem Plasmid wurde folgender Restriktionsansatz gemacht:
1 wl 10x Eco-Puffer
1 wl Restriktionsendonuklease EcoR1
5 ul Plasmid-DNA
3 ul Aqua dest.

Der Ansatz wurde mindestens 1 h bei 37°C inkubiert. Die Analyse des
Restriktionsverdaus erfogte mit einem Aliquot im 1% -TBE-Gel. Als
Reaktionspuffer wurde der EcoRI Puffer des New England Biolabs (NEB) Puffer
Systems verwendet. Diese Puffer werden vom Hersteller als 10x konzentrierte

Stammldsungen zusammen mit den Enzymen geliefert.

5.2.1.8. Sequenzierung von Plasmid-DNA

Um die Orientierung des Inserts zu bestimmen, wurde eine Sequenzierung der
Plasmid-DNA durchgefuhrt.
Der Sequenzierungsansatz setzte sich wie folgt zusammen (aus ABI PRISM Big-
Dye-Terminator-Kit der Firma Applied Biosystems):

2 ul Big-Dye Terminator Sequenzierungspuffer

4 ul Big-Dye Ready Reaction Premix (mit Fluoreszenz)

4 ul Primer (forward M 13 Primer)

3 ul Plasmid-DNA (zuletzt)

7 ul Aqua dest.

Es folgte eine PCR mit 25 Zyklen: 94°C - 30 sec, 50°C - 15 sec, 60°C - 4 min.
AnschlieRend wurden zu 20 ul PCR-Produkt 80 ul 75%-iger Isopropanol gegeben,
der Ansatz wurde gut gemischt und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach 20 min Zentrifugation bei 13000 rpm wurde das Pellet mit weiteren 250 ul
75%-igem Isopropanol gewaschen. Es folgte eine erneute Zentrifugation bei
13000 rpm fur 5 min. Anschliel3end wurde das Pellet im Thermoblock 10 min bei
37°C getrocknet.
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5.2.1.9. Linearisierung des Plasmids

Die Enzyme, die zur Linearisierung der Plasmide eingesetzt werden, durfen die
Vektoren nur einmal und so nahe wie moglich am Insert spalten. Unter keinen
Umstanden durfen die Enzyme das Insert selbst spalten.

Es wurden pro Plasmid 2 Spaltungsansatze pipettiert, um ,Antisense“ und
~>ense“-Sonden generieren zu konnen:

80 ul Plasmid

10 wl BamH I-Puffer (fur BamH I), NEB-Puffer 2 (fur Xho | und Spe 1))

1 ul BSA (Bovines Serum Albumin)

4 ul Aqua dest.

5 ul Restriktionsenzym (BamH I, Xho |, Spe |)

Die Reaktionsansatze wurden 4-5 Stunden bei 37°C inkubiert.

5.2.1.10. Aufreinigung der linearisierten Template-DNA

Durch Zugabe von 100 ul Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol (25/24 /1 (v/ v/
v)) wurde das gespaltene Plasmid von Proteinen gereinigt. Dazu wurden die
Proben 5 min bei 7500 rpm zentrifugiert. Danach wurden 80 ul der wassrigen
Phase in ein neues Eppendorf-Réhrchen Uberfuhrt. Das linearisierte Plasmid
wurde danach gefallt.
Dazu wurde folgende Fallungsreaktion angesetzt:

100 pl Plasmid

10 ul 3 M NaCl (pH 6)

220 ul 100% Ethanol (eiskalt)

Die Prazipitation erfolgte fur mind. 1 h bei -80°C. Nach Zentrifugieren bei 12000

rom fur 30 min wurde das Pellet mit 70%-igem Alkohol (-20°C) gewaschen,
getrocknet und anschlieend in 15 ul DEPC-Wasser gelost.
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5.2.1.11. In-vitro-Transkription des gespaltenen Plasmids

Die Transkription der gespaltenen Plasmide wurde mit folgenden RNA-
Polymerasen durchgefuhrt:
- BamH | / Spe | zur Herstellung der antisense-Sonde

- Xho | zur Herstellung der sense-Sonde

Die zu transkribiernde DNA wurde in die Polylinkerregion geeigneter
Transkriptionsvektoren (pCR®II-TOPO®, 4.0 kb) kloniert, welche Promotoren flr
Sp6- / T7-RNA-Polymerasen enthielten. In einer Standard-Reaktion konnen, aus-
gehend von 1 ug linearisierter Plasmid-DNA mit einem Insert von ca. 1 kb, etwa 10

ug DIG-markierte RNA synthetisiert werden.

Es wurde folgender DIG-RNA-labeling-Mix angesetzt:
1 ug Plasmid-DNA
2 yl NTP-labeling-Mix
2 yl Transkriptionspuffer
12 pl Aqua dest. (ad 20 pl)
1 I RNAse Inhibitor
2 ul Sp6/T7-Polymerase (zuletzt)

Nach leichtem Schitteln (Polymerasen sind sehr empfindlich gegen

mechanischen Stress!) wurde der Ansatz fur 2 h bei 37°C inkubiert.

Die Template-DNA wurde durch Zugabe von 2 ul DNAse1 und Inkubation fir 15
min bei 37° C entfernt. AnschlieRend wurde die Reaktion mit 2,5 yl 0,2 M EDTA
(pH 8) gestoppt. Die markierte RNA wurde dann mit 2,5 pl 4 M LiClI (Litiumchlorid)
und 75 pl EtOH (100%, eiskalt) tUber Nacht bei -20°C gefallt. Die RNA wurde dann
fur 30 min bei 4°C und 12000 g abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 500 pl EtOH
(70%, -20°C) gewaschen und bei Raumtemperatur 15 min getrocknet.
AnschlieRend wurde das Pellet in 100 yl DEPC-Wasser, dem 1 pl RNAse-Inhibitor

zugesetzt war, gelost.
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5.2.1.12. Alkalische Hydrolyse

Die alkalische Hydrolyse ist erst bei Proben, die grofRer als 300 bp sind,
notwendig.
GrofRen der RNA-Sonden: - MMP-9 = 384 bp

- TIMP-3 Variant = 445 bp

- TIMP-3 3’ =494 bp

Man erechnet die genaue Inkubationszeit der alkalischen Hydrolyse anhand
folgender Gleichung: t = (Lo - Li)/(K X Lo X L¢)
wobei: t = Zeit in min
Lo = Startlange der RNA-Probe (kb)
Ls= 0,2 kb (gewunschte Fragmentlange)
k =0,11 kb/min
MMP-9: t = (0,384 - 0,2)/(0,11 x 0,384 x 0,2) = 21,78 min
TIMP-3 Variant: t = (0,445 - 0,2)/(0,11 x 0,445 x 0,2) = 25,03 min
TIMP-3 3:t=(0,494 - 0,2)/(0,11 x 0,494 x 0,2) = 27,05 min

Die alkalische Hydrolyse wurde bei 60°C fur die errechnete Zeit im Thermoblock
durchgefuhrt. Es wurde folgender Ansatz zur alkalischen Hydrolyse gemacht:

150 pl der Probe

+ 60 pl 200 mM NaCOs (1,06 g/50 ml in DEPC)

+ 90 pl 200 mM NaHCOs3 (0,84 g/50 ml in DEPC)

5.2.1.13 Alkohol-Fallung

Zum Abstoppen der Reaktion und zur Fallung der RNA wurden dem
Hydrolyseansatz folgende Kompenenten hinzugefugt:

15yl 10%-ige Essigsaure

33 ul 3 M Na-Acetat (pH = 6,0)

3 ul t-RNA (10 mg/ml)

3,6 ul 1 M MgCl,

900 pl 100 % Ethanol (-20°C)
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Nach vorsichtigem Mischen erfolgte die Fallung der hydrolysierten RNA Uber
Nacht bei -20°C. Die geféallte RNA wurde bei 12000 g und -4°C fir 15 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und das Pellet mit 500 pl 70%
Ethanol (-20°C) gespdilt. Nach erneutem Abpipettieren des Uberstandes wurde
das Pellet 30 min luftgetrocknet. Danach wurde es in 100 ul DEPC-Wasser gelost,
auf 10 Tubes a 10 pl aufgeteilt und bei -80°C gelagert.

5.2.1.14 Quantifizierung der Markierungseffizienz

Die DIG-markierte Kontroll-RNA (ursprungliche Konzentration: 100 ng / yl) wurde
auf 10 ng / pl verdinnt, indem man zu 2 pl DIG-markierter Kontroll-RNA 18 ul
RNA-Verdunnungspuffer hinzugab. Es wurde eine Verdiunnungsreihe nach

folgendem Verdunnungsschema durchgefihrt:

Tab. 14: Verdinnungsschema der DIG-markierten Kontroll-RNA (In situ-

Hybridisierung)

Tube | RNA von Tube | RNA-Verdiinnungs-| insgesamte End-
puffer (ul) Verdiinnung Konzentration
L(T1 (von Tube1)
T1 - - - keine 10 ng/pl
T2 1 T1 9 1:10 1 ng/ul
T3 1 T2 45 1:100 100 pg/ul
T4 1 T3 45 1:1000 10 pg/yl
T5 1 T4 45 1:10* 1 pg/ul
T6 1 T5 45 1:10° 0,1 pg/ul
T7 1 T6 45 1:10° 0,01 pg/ul

Es wurde je 1 ul von jeder Verdunnungsstufe (T1 - T7) und 1 pl der Kontroll-RNA
auf einen schmalen Streifen einer Nylon-Membran (Hybond +, Amershan, Braun-
schweig), einer GroRe von ungefahr 8 x 12 cm, aufgetragen. Durch UV-Licht

wurde die RNA an die Nylon-Membran gebunden (Crosslinking). Anschlielend
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wurde sie 10 min bei Raumtemperatur getrocknet. Die Membran wurde in eine
Schale mit 100 ml Puffer 1 (100 ml pro 100 cm?) gelegt und fiir 5 min unter
Schutteln inkubiert.

Puffer-1 = 10 ml 10 x Stamml6sung/100 ml DEPC-Wasser
10x Stammlosung: 1 M Maleinsaure
1,5 M NaCl
pH=7,5

Puffer-1 wurde verworfen, und die Membran wurde fir 30 min in Puffer 2 inkubiert.
Puffer-2 = 1% Blockierungsreagenz in 1x Puffer-1

10% Blockierungsreagenz: 10% (w/v) in Puffer-1, schwer |8slich

(I6st sich bei 50°C unter Ruhren)

Die Losung wurde autoklaviert und bei 4°C aufbewahrt.

Danach wurde die Membran fur 30 min in 10 ml Antikorper-Losung inkubiert.

AntikOrper-Losung:

Anti-DIG-Alkalische Phosphatase (Roche, vor Gebrauch kurz anzentrifugieren)
wurde 1:10000 in Puffer-2 verdunnt, wie fur die NBT / BCIP-Detektion empfohlen
(1 plfar 10 ml, 2,5 yl far 25 ml). Die Antikorper-Losung muss jedes Mal frisch kurz

vor Gebrauch angesetzt werden.

Die Membran wurde 2 mal 15 min mit je 10 ml Puffer-1 gewaschen. Anschlielend
wurde die Membran 2 - 5 min in 10 ml Puffer-3 aquilibriert (nicht langer, da der

alkalische pH sonst eventuell die Bindung behindern wirde).

Puffer-3: 3 ml 1 M Tris-HCL (pH 9,5)
1 ml 3 M NaCl
ad 30 ml mit DEPC-Wasser auffillen

Es wurden dann 200 pl der fertigen NBT / BCIP-Lésung zu 10 ml Puffer-3

gegeben. Diese Substratlosung muss frisch hergestellt und unter Lichtabschluss

aufbewahrt werden. Die Membran wurde zur Entwicklung fur 15 min bis 2 h in der
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Substratlosung im Dunkeln inkubiert. Wahrend der Farbentwicklung wurde die
Schale mit der Nylonmembran nicht geschuttelt. Sobald die Punkte in
ausreichender Intensitat auf der Membran erschienen, wurde die Reaktion
gestoppt, indem die Membran fir 5 min mit DEPC-Wasser gewaschen wurde.
Anschlielend wurde sie luftgetrocknet. Die Intensitaten der Punkte der
Verdinnung der neu hergestellten Sonde wurden mit denen der Kontroll-RNA

verglichen, und daraus die RNA-Konzentration der Sonde abgeschatzt.

5.2.2. In Situ-Hybridisierung

Nukleinsauren (NS) werden schon seit einiger Zeit als Sonden zur Untersuchung

biologischen Materials eingesetzt.

Man unterscheidet dabei 2 Hauptkategorien von Nukleinsaure-Assays:

a) flissigkeitsbasierend

b) an festen Oberflachen bzw. Objekttragern, diese kdnnen wiederum unterteilt
werden in:
- die sog. In situ-Hybridisierung (ISH, an Zellen oder Geweben)
- die Hybridisierung auf synthetischen Oberflachen, z. B. Filtern, Membranen

(sog. Blots).

Bei der ISH werden die Nukleinsauren in situ, d. h. in der Zelle, am Ort ihres
naturlichen Vorkommens, nachgewiesen. Der grol3e Vorteil der Methode besteht
darin, dass sie eine Lokalisation und Zuordnung der hybridisierenden Sonde in der
Zelle oder im Gewebe erlaubt. Ein wesentlicher Nachteil der Methode ist jedoch,
dass mit der Erhaltung der Morphologie und Struktur der Zellen auch eine
eingeschrankte Zuganglichkeit der Nukleinsauren verbunden ist, die den
Nachweis erschwert. Ublicherweise sind die meisten Gewebe, die fir die ISH
verwendet werden, formalinfixiert und in Paraffin eingebettet. Um die Gewebe flur
die Hybridisierung der Sonden zuganglich zu machen, erfolgt normalerweise eine
proteolytische Vorbehandlung und / oder eine Vorbehandlung mit Hitze. Ein

wesentlicher Faktor bei der Auswahl der Sonde und des Detektionssystems ist die
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Komplexitat der Probe. Je komplexer eine Probe ist, desto wahrscheinlicher ist
das Auftreten einer unspezifischen Hybridisierung.
Man kann das Problem der Komplexitat bei der ISH auf 2 Wegen |osen:
a) durch Vorbehandlung des Probenmaterials:
- chemische oder enzymatische Vorbehandlung des Gewebes, um einen Tell
der unerwunschten NS zu entfernen.
- Vermeidung stark denaturierender Bedingungen zur Minimierung der Kreuz-
hybridisierung.
b) durch die richtige Wahl der Sonde:
- Sensitivitat, Spezifitat, Zusammensetzung (DNA, RNA, PNA), Lange der

Sonde, Arten der Sondenmarkierung.

5.2.2.1. RNA-In Situ-Hybridisierung

Hierbei werden RNA-Sonden verwendet, die bereits einzelstrangig vorliegen (es
ist also zu Beginn keine Denaturierung noétig) und an DNA-Sequenzen (im
Vergleich mit ihnrem analogen DNA-Gegenstick) besser hybridisieren und dadurch
stabilere Hybride bilden.

Einer der wichtigsten Nachteile von RNA-Sonden ist ihre natirliche Instabilitat.
RNAsen sind fast Uberall zu finden und sehr schwer zu inaktivieren. Dies erfordert

eine spezielle Gewebeasservierung und -vorbehandlung.

5.2.2.2. Vorbehandlung

Es wurden ausschlielBlich Materialien verwendet, die bei 200°C 4 - 5 h

hitzebehandelt worden waren.

5.2.2.3. Vorbereitung der Paraffinschnitte

Ca. 5 pm dicke Paraffinschnitte wurden auf Superfrost Plus®-Objekttrager

(Menzel-Glaser) in DEPC-Wasser aufgezogen. Von jedem Fall sollten pro Sonde
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mindestens 2 Schnitte vorliegen. Die Schnitte wurden in einen Glastrager sortiert
(ein separater Trager fur jede Sonde). Dann wurden die Schnitte bei 50°C
mindestens 1 Stunde vorbehandelt.

Die Paraffinschnitte wurden dann 2 x 10 min in Xylol entparaffiniert und durch eine
absteigende Alkoholreihe (100 %, 95 %, 80 %, 30 % Ethanol), in DEPC-Wasser
angesetzt) rehydriert. Anschlielend wurden die Schnitte in DEPC-Wasser fur 5
min gespult. Zur Extraktion von Proteinen und partiellen Hydrolyse wurden die
Schnitte mit 0,2 N HCL fur 20 min bei Raumtemperatur behandelt.

Die Permeabilisierung erfolgte durch Zugabe von Detergentien. Die Schnitte
wurden hierfir bei Raumtemperatur 15 min mit 0,3 % TritonX-100 inkubiert.
Danach wurden die Objekttrager in Proteinase-K-Puffer bei 37°C fur 30 min im
Wasserbad inkubiert. Darauf folgte der Verdau von Proteinen, z.B. Histonen,
durch Proteinase K in Proteinase-K-Puffer bei 37°C fur 30 min im Wasserbad
unter Schutteln. Es wurden 40 pl / Kuvette (80 ml) Proteinase K (5 pg / ml)
hinzugegeben. Die Reaktion wurde in 0,2 % eiskaltem Glycin fur 1 min
abgestoppt.

Die Post-Fixierung erfolgte in 0,4 % eiskalter Paraformaldehyd-L6sung fur 5 min
unter dem Abzug. AnschlieRend wurden die Schnitte mit DEPC-Wasser fur 5 min
gewaschen. Die Schnitte wurden in 0,1 M Acetylierungspuffer fur 3 min aquilibriert,
bevor sie mit 1 ml Acetanhydrid / 200 ml Acetylierungspuffer fir 10 min inkubiert
wurden. Es folgte ein Waschschritt mit 2x SCC / DEPC fur 5 min. Danach wurden
die Schnitte fir mind. 1 h bei 50°C im Hybridisierungsofen getrocknet.

5.2.2.4. Pra-Hybridisierung

Die Pra-Hybridisierung erfolgte zur Reduktion des unspezifischen Hintergrundes.
Es wurde der Pra-Hybridisierungs-Mix angesetzt, wobei die Lachssperma-DNA
vor Gebrauch fut 5 min auf 95°C erhitzt wurde. Zur Herstellung der feuchten
Kammern wurden Papierstreifen, die mit DEPC-Wasser getrankt wurden,
verwendet. Pro Schnitt wurden 150 pl Pra-Hybridisierungs-Mix auf einen
Objekttrager pipettiert und vollstandig auf dem Gewebeschnitt verteilt. Die feuchte
Kammer mit den Schnitten wurde mit Parafilm umschlossen und fir 2 - 3 h bei
52°C inkubiert.
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5.2.2.5. Hybridisierung

Nach Abkippen der Pra-Hybridisierungs-Losung wurden 25 ul Hybridisierungs-Mix
mit 10 ng (0,5 - 1 ul) Sonde (,Antisense“/ ,Sense®) auf jeden Schnitt pipettiert, mit
Cover-Medium (Deckglaschen) abgedeckt. Die Objekttrager wurden in die feuchte
Kammer gelegt, mit Parafilm umschlossen. Die Hybridisierung erfolgte Uber Nacht
bei 52°C.

5.2.2.6. Waschen

Nach Entfernen der Deckglaschen wurden die Schnitte in eine Kuvette sortiert und
mit 2x SCC / DEPC bei Raumtemperatur fir 15 min gewaschen. Anschlie3end
wurden sie im Waschpuffer bei 60°C fur 10 min gewaschen.

Darauf folgte ein Verdau mit RNAse (100 pul RNAse in 200 ml RNAse-Puffer) fur
30 min bei 37°C unter leichtem Schutteln, um einzelstrangige, nicht-hybridisierte
RNA zu entfernen. Die Schnitte wurden dann fur weitere 30 min in RNAse-Puffer
(ohne RNAse) belassen. Danach wurden sie fur 3 min in 2x SCC bei
Raumtemperatur, fir 15 min in 0,1x SCC bei 52°C und fur weitere 10 min in 0,1x

SCC bei Raumtemperatur gewaschen.

5.2.2.7. Detektion

Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur fur 5 min in Detektionspuffer-1
gewaschen. Nach dem Abtropfen wurden die Schnitte in die feuchte Kammer
sortiert und mit normalem Schafserum (20 % in Detektionspuffer-1 verdinnt, 150
gl / Schnitt) fur 30 min inkubiert. Nach erneutem Waschen in Detektionspuffer-1 fur
5 min wurden die Schnitte mit Schaf-Anti-DIG-AP (Roche; 1:5000 verdunnt in
Detektionspuffer-1 + 1 % Schafserum + 0,3 % TritonX-100, je 100 yl / Schnitt) far
2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten 2 weitere Waschschritte in
Detektionspuffer-1 fur je 15 min. Die Schnitte wurden in Detektionspuffer-2 (pH =
9,5) fur 15 min aquilibriert.

71



Danach wurden die Schnitte in die feuchte Kammer sortiert und mit 200 pl
Detektionslosung pro Objekttrager im Dunkeln inkubiert (bis zu 3 Tage, wobei die
Detektionslosung pro Tag 2 x erneuert wurde). Jeder Objekttrager wurde nach
Farbentwicklung gepruft (Farbumschlag gelb — violett, Vergleich mit
Positivkontrolle notwendig) und bei ausreichender Farbentwicklung in
Detektionspuffer-3 (= Stopp-Puffer) fur 10 min bei Raumtemperatur abgestoppt.
Die Zellkerne wurden mit Fast Nuclear Red (vor Gebrauch filtrieren) 5 min
gegengefarbt. Anschlielend wurden die Schnitte in DEPC-Wasser gewaschen.
Die Dehydratation erfolgte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (30 %, 80 %, 96 %,
100 %) fur je 2-5 min und 2 x Xylol fur je 10 min. Abschliefend wurden die
Schnitte mit Entellan® o. Eukitt® (O. Kindler GmbH; Freiburg) eingedeckt.

5.2.3. Immunhistochemie

5.2.3.1. ABC-Methode

Die meisten der heute verwendeten immunhistochemischen Farbemethoden
basieren auf der hohen Affinitat von Avidin (Huhnereiweiss) bzw. Streptavidin
(Streptomyces avidinii) zu Biotin (Vitamin). Wegen der Neigung von Avidin
aufgrund seines isoelektrischen Punktes bei physiologischem pH an
lectinahnliche, negativ geladene Gewebebestandteile zu binden, wird es heute

vielfach durch Streptavidin ersetzt.

Bei der ABC-Methode (Avidin-Biotin-Complex) bzw. SABC-Methode (Streptavidin-
Biotin-Complex) wird zuerst das zu untersuchende Gewebe mit einem
unkonjungierten Primarantikorper inkubiert. Als zweiten Schritt wird ein
biotinylierter Sekundarantikdrper dazugegeben, darauf folgt dann der Streptavidin-
Biotin-Enzymkomplex. Als letzte Stufe wird eine Substrat-Chromogenldsung
dazugegeben. Meerrettichperoxidase und alkalische Phosphatase sind die

gebrauchlichsten Enzymmarker.
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Abb. 5: SABC-Methode der Immunhistochemie (abgeandert nach: Handbuch
Immunchemische Farbemethoden, 3. Auflage, DakoCytomation) .
Bei der SABC-Methode reagiert der Streptavidin-Biotin-Enzym-komplex

mit dem biotinylierten Sekundarantikorper.

5.2.3.2. Genaue Versuchsbeschreibung

1. Entparaffinierung:

Die Formalin-fixierten und in Paraffin-eingebetteten Gewebe wurden bei 60°C 1 - 4
h vorbehandelt. AnschlieRend wurden sie in Xylol entparaffiniert (2 x 10 min). Die
Rehydrierung erfolgte durch eine absteigende Alkoholreihe (100 %, 96 %, 80 %,
30 %, je 1 min). Die Objekttrager wurden mit Aqua dest. fir 2 min gut gespdilt.

2. Hitzevorbehandlung:

Die Schnitte wurden in Plastikkivetten sortiert und bei einer Temperatur von
125°C und einem Druck von >20 bar 5 min in 1x Citratpuffer (DAKO) im
Dampfkochtopf (Biocare Medical; Decloaking chamber) gekocht. Dafur wurden
400-500 ml Aqua dest. in den Topf gefullt. Nach dem Kochen wurden die Schnitte

fur 15 min in Citratpuffer zum Abkuhlen stehengelassen.
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3. Waschen:

Nach dem Abkuhlen wurden die Schnitte fur 5 min in 1x TBST-Puffer gewaschen.

4. Zugabe des Primar-Antikorpers:
Der  monoklonale  Anti-MMP-9-Antikorper  (AK)  wurde 1:1000 in
Verduinnungsmedium (Dako, Antibody Diluent, S 2022) verdunnt. Die feuchte

Kammer wurde mit Papierstreifen ausgelegt und mit Aqua dest. durchtrankt. Auf
jeden Objekttrager wurden 200 pl der Antikdrper-Losung pipettiert, und der
Gewebeschnitt wurde mit einer sterilen Pipettenspitze vollstandig mit der Losung
bedeckt. Die Schnitte wurden Uber Nacht bei + 4°C mit dem Primar-Antikdrper

inkubiert.

5. Inkubation mit biotinyliertem Sekundar-Antikorper:
Nach Entfernen des Primar-AK wurden die Schnitte 3 mal mit 1x TBST-Puffer fir

je 5 min gewaschen. Nach Zugabe von je 2 Tropfen der Loésung-A (= link,

biotinylated secundary antibody, Brickenantikorper, ein biotinylierter Ziege-anti-
Maus/anti-Kaninchen-Antikorper), gekoppelt mit Biotin (= Vitamin)) aus dem DAKO
ChemMate Detektion Kit (#K 5001) wurden die Objekttrager fir 10 min in der

feuchten Kammer inkubiert.

6. Blockierung der endogenen Peroxidase:
Es folgten 3 weitere Waschschritte mit 1x TBST-Puffer fur je 5 Minuten. Nach

Zugabe von 200 yl DAKO ChemMate Peroxidase-Blockierungs-Losung, erfolgte

eine Inkubation fir 5 min bei Raumtemperatur.

7. Zugabe von Streptavidin-Peroxidase:

Die Schnitte wurden erneut 3 mal mit 1x TBST-Puffer fur je 5 min gewaschen.
Nach Zugabe von je 2 Tropfen LOosung-B (= Streptavidin-Peroxidase-Losung,
Streptavidin-konjugierte Meerrettich-Peroxidase, gebrauchsfertig aus dem DAKO
ChemMate Detektion Kit) auf jeden Objekitrager erfolgte eine Inkubation fur 10

min bei Raumtemperatur.
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8. Zugabe von DAB-Substrat:

Nach weitern 3 Waschschritten in 1x TBST-Losung fur je 5 min wurde das

Substrat 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) auf die Schnitte gegeben. Dazu wurde vor
Gebrauch Losung-C (= Substrat) im Verhaltnis von 1 : 50 in Loésung D (=
Substratlosung, aus dem DAKO ChemMate Detektion Kit) verdinnt. Es wurden
200 pl des verdunnten Substrats auf jeden Objekttrager gegeben und es erfolgte

eine Inkubation fur 10 min bei Raumtemperatur.

9. Gegenfarbung mit Hdmalaun (MERCK):

Anschlieliend wurde kurz (2 - 5 min) mit Aqua dest. gespult. Die Schnitte wurden

in einen Glasschlitten sortiert und in Hamalaun gegengefarbt (ca. 2 Sekunden).
Nach der Farbung wurden die Objektrager 2 min in Aqua dest. gewaschen und
unter Leitungswasser 2-5 min geblaut. Das Blauen diente zum Vernetzen der
Salze mit Hamalaun, wodurch ein Dunkelfarben der Zellkerne erreicht wurde.
Nach dem Blauen wurden die Schnitte erneut kurz (ca. 2 Sekunden) mit Aqua
dest. gespult.

Die Dehydratation erfolgte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (30 %, 80 %, 96 %,
je 2 min, 100 % je 5 min) und Xylol (2 x 10 min). Abschlielend wurden die
Objekttrager mit Entellan o. Eukitt eingedeckt.

5.3. Auswertung

5.3.1. Auswertungskriterien,

semiquantitative mikroskopische Auswertung

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte am Hellfeld-Mikroskop. Alle hybridisierten
Praparate wurden bei 40-facher Vergrosserung beurteilt. Dabei wurden sowohl die
Expressionsmenge (Anzahl der positiven Zellen) als auch die Expressionsstarke
(Signalintensitat) von TIMP-1, -2, -3 und MMP-9 der einzelnen Tumorpraparate

untersucht und miteinander verglichen.
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Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Score’s (in Anlehnung an Remmele et al.
1987).

Die Intensitat der Expression wurde in vier verschiedenen Intensitaten angegeben:
keine Expression (0), schwache Expression (1), mittelstarke Expression (2) und
starke Expression (3).

Der Anteil der exprimierenden Zellen in Bezug zur Gesamtzahl der Zellpopulation
wurde folgendermalden erfasst:

0 - 9% exprimierende Zellen (1); 10 - 50% exprimierende Zellen (2); 50 - 80%

exprimierende Zellen (3); 80 - 100% exprimierende Zellen (4).

Beide Werte (Intensitat der Expression und Anteil der exprimierenden Zellen)
wurden miteinander multipliziert. Die ermittelten Werte (zwischen 0 und 12),
wurden in 4 Gruppen zusammengefasst:

0 = keine Expression

1 (1 - 3) = schwache Expression

2 (4 - 8) = mittelstarke Expression

3 (9 - 12) = starke Expression

Auch die Verteilungsmuster sowohl im einzelnen Praparat als auch der dies-
bezlgliche Vergleich untereinander waren Gegenstand dieser Untersuchungen.
Die Analyse erfolgte separat fur folgende Zellarten/-gruppen:

. Tumorzellen zentral und peripher (auf die Tumorzellnester/-strange bezogen)
. peritumorale Stromazellen

. Plattenepithelzellen der angrenzenden tumorfreien Schleimhaut

. korrespondierende Stromazellen der angrenzenden tumorfreien Schleimhaut
. dysplastische Plattenepithelzellen der angrenzenden Schleimhaut

. korrespondierende Stromazellen der Dysplasie

~N OO OB~ WN -

. intratumorale Endothelzellen

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden dann mit den vorhandenen

klinischen Daten verglichen.

76



5.3.2. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Programm SPSS fur
Windows. Dabei wurden die Verteilungshaufigkeiten sowie fragliche Zusammen-
hange zwischen den einzelnen Parametern und deren statistische Signifikanz
betrachtet. Die Untersuchung auf vorhandene Korrelationen erfolgte mit dem Chi-

Quadrat-Test nach Pearson und dem exakten Test nach Fischer.

Chi-Quadrat-Test:

Mit dem Chi-Quadrat-Test untersucht man Verteilungseigenschaften einer

statistischen Grundgesamtheit.

Soll festgestellt werden, ob zwischen dem nominalen Merkmal A mit r
Merkmalsauspragungen und dem nominalen Merkmal B mit s
Merkmalsauspragungen ein Zusammenhang besteht, kann bei ausreichend
grossen Stichprobenumfangen der Chi-Quadrat-Test angewendet werden. P-

Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.

Test nach Fisher:

Der Exakte Test nach Fisher ist ein Signifikanztest auf Unabhangigkeit in der
Kontingenztafel, welcher auch bei einer geringen Anzahl an Beobachtungen
zuverlassige Resultate liefert.

Im Anwendungsbereich entspricht er dem Chi-Quadrat-Test.

5.3.3. Auswertung der Expression von MMP-9 und TIMP-1, -2, -3 in

Bezug auf klinisch-pathologische Faktoren

Von 125 Plattenepithelkarzinomen stand Paraffinmaterial zur Verfigung. Bei 114
dieser Tumoren war das Tumorstadium bekannt (43 x T1-Stadium, 35 x T2-
Stadium, 12 x T3-Stadium, 24 x T4-Stadium). Angaben zum Differenzierungsgrad
lagen bei 120 Tumoren vor (14 x G1, 78 x G2, 28 x G3). Angaben zum
Lymphknotenstatus waren bei 95 Tumorpatienten verfugbar (61 Lymphknoten-
negative Tumoren, 34 Lymphknoten-positive Tumoren). Die meisten Falle fielen in

die Altersgruppe 3 (> 60 Jahre; 64 von 125 Fallen), ahnlich der natirlichen
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Altersverteilung von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region. Auch
beziiglich des Geschlechts zeigten sich Ahnlichkeiten mit der natirlichen
Geschlechterverteilung dieser Tumoren: 79 von 125 Fallen waren mannlich, 42
von 125 Fallen waren weiblich. Lokalisiert waren die meisten Falle in der
Mundhohle (91 von 125 Fallen), ein kleineres Kollektiv entstammte dem
Oropharynx (16 von 125 Fallen), Tumoren aus dem Hypopharynx oder Larynx
waren selten. In wenigen Fallen konnte keine genaue Lokalisation zugeordnet
werden. Die meisten der Tumoren waren verhornte Plattenepithelkarzinome (76
von 125), ca. 1/3 der Falle zeigte keine Verhornung (45 von 125). Tabelle s.
Anhang.

An dem Paraffinmaterial dieser Plattenepithelkarzinome wurde die mRNA von
MMP-9 und TIMP-1, -2, -3 Uber RNA-in-situ-Hybridisierung (RISH) nachgewiesen.
Die Expression von MMP-9 konnte auch immunhistochemisch untersucht werden,
da ein geeigneter Antikorper zur Detektion zur Verfugung stand. Gleichzeitig
wurden die metastasierten Lymphknoten auf diese Parameter untersucht.

Zudem wurde anhand der statistischen Auswertungen versucht, herauszufinden,
ob und welchen Einfluss die Expression von MMP-9 und TIMP-1, -2, -3 auf die

Rezidiv- und Uberlebensrate hat.
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VI. Ergebnisse

6.1. MMP-9-Expression

6.1.1. Expressionsmuster von MMP-9
6.1.1.1. Expressionsmuster von MMP-9-mRNA in der in situ-Hybridisierung

MMP-9-mRNA wurde vor allem in Tumorzellen (Tu) an der Invasionsfront, aber
auch im Tumorstroma (Str) exprimiert. Das Tumorstroma konnte hierbei als ein
wesentlicher Syntheseort von MMP-9-mRNA identifiziert werden, in seltenen
Fallen zeigte sich eine hohe Expression im Stroma bei MMP-9-negativem Tumor
(Abb. 6, H).

Am haufigsten wurde MMP-9-mRNA jedoch an der Invasionsfront des Tumors
beobachtet (Abb. 6, A-F). Zudem zeigte sich eine vermehrte MMP-9-mRNA-
Expression auch in einzelnen Tumorzapfen in der Peripherie (Abb. 6, E, Pfeil). In
der Tumormitte wurde MMP-9-mRNA seltener und weniger stark exprimiert.

Des Weiteren konnte eine Expression von MMP-9-mRNA auch in tumornahen

Leukozyten (L) und Endothelzellen nachgewiesen werden.
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VI. Ergebnisse 80

Abb. 6: A-H: Nachweis von MMP-9-mRNA im Tumor und Stroma mittels in
situ-Hybridisierung. Dunkelblau: MMP-9-spezifische Signale, Rot:

Nuclear Fast Red-Zellkern-Gegenfarbung.

Selten zeigte sich eine Expression von MMP-9-mRNA im morphologisch normal
erscheinenden Plattenepithel (PE) und dysplastischen Epithel (Dys). Man konnte
jedoch eine Tendenz zur Zunahme der Expression an MMP-9-mRNA analog zur

Epithel-Dysplasie-Karzinom-Sequenz erkennen:
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Wahrend MMP-9-mRNA im morphologisch normal erscheinenden, tumornahen
Plattenepithel in nur 18 % der Falle exprimiert wurde, war die MMP-9-mRNA im
dysplastischen Epithel in bereits 24 % der Falle nachweisbar. Im Karzinom nahm
die Expression von MMP-9-mRNA dann deutlich zu (> 45 %).

Tab. 15: Darstellung der MMP-9-Expression in Abhangigkeit von der
Lokalisation in den durch RNA-in-situ-Hybridisierung untersuchten

Gewebeproben

MMP-9-mRNA-Expression (ISH)

Lokalisation 0 1 2 3 Anzahl
Normales PE 79 (82%) | 15 (16%) 2 (2%) 0 (0%) n=96

Dysplasie 31(76%) | 10 (24%) 0 (0%) 0 (0%) n=41

Tumor-Peripherie 65 (54%) | 42 (35%) 10 (8%) 4 (3%) n=121
Tumor-Mitte 114 (94%) 5 (4%) 2 (2%) 0 (0%) n=121
Tumor-Stroma 70 (58%) | 34 (28%) 10 (8%) 7 (6%) n=121
Tumor-Endothel 105 (87%) | 13 (11%) 3 (2%) 0 (0%) n=121

1% 1%

Onormales PE

W Dysplasie
ETumor Peripherie
34% ETumor Mitte

ETumorstroma

B Endothel tumorstindiger
Gefasse

5%

Abb. 7: Graphische Darstellung der MMP-9-mRNA-Expression in
verschiedenen Geweben (In situ-Hybridisierung) (zu Tab. 15). Die
Prozentzahlen geben anteilmallig den Wert der MMP-9-mRNA-

Expression (Score 1-3 zusammen-gefasst) im jeweiligen Gewebe an.
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6.1.1.2. Expressionsmuster von MMP-9-Protein in der Inmunhistochemie

Da fur den Nachweis von MMP-9-Protein ein geeigneter Antikorper fur die
Immunhistochemie zur Verfugung stand, konnte zusatzlich zur mRNA auch das
Protein nachgewiesen werden. Insgesamt lie® sich MMP-9-Protein in der
Immunhistochemie haufiger nachweisen als MMP-9-mRNA durch in situ-
Hybridisierung.

MMP-9-Protein wurde vor allem im Tumor (Tu), hier sowohl in der Tumormitte
(Abb. 8, Bild A-C) als auch an der Invasionsfront (Abb. 8, D-G) detektiert. Im
Gegensatz zur MMP-9-mRNA konnte das Protein auch haufig in der Tumormitte
nachgewiesen werden. Auch in der Immunhistochemie zeigte sich eine vermehrte
MMP-9-Expression in einzelnen Tumorzapfen in der Peripherie (Abb. 8, G, Pfeil).
In seltenen Fallen zeigte sich eine hohe Expression von MMP-9-Protein im Stroma
bei MMP-9-negativem Tumor (Abb. 8, H-J).

Mittels Immunhistochemie konnte zudem eine MMP-9-Expression in Leukozyten

(L) sowie im tumornahen Endothel beobachtet werden (Abb. 8, H).
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Abb. 8: A-H: Nachweis von MMP-9-Protein im Tumor und Stroma mittels
Immunhistochemie. Braun: MMP-9-Immunreaktivitat, Blau: Hamalaun-

Gegenfarbung.

Auffallig war auch, dass MMP-9-Protein bereits vereinzelt im morphologisch
unauffallig erscheinenden Plattenepithel (PE) sowie in Uber der Halfte der Falle im

dysplastischen Epithel (Dys) nachgewiesen werden konnte (Abb. 9, A, B).
Auch im tumornahen Endothel wurde das Protein mittels Immunhistochemie

haufiger detektiert als die fir MMP-9 kodierende mRNA mittels in situ-
Hybridisierung.
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Abb. 9: A,B: Nachweis von MMP-9-Protein in verschiedenen Zelltypen /

Geweben mittels Immunhistochemie. Braun: MMP-9-Immunreaktivitat,

Blau: Hamalaun-Gegenfarbung.

Die folgende Tabelle und das Diagramm geben einen Uberblick tber die MMP-9-

Expression in verschiedenen Geweben.

Tab. 16: Darstellung des Nachweises von MMP-9-Protein in Abhéangigkeit

von der Lokalisation in den mittels Immunhistochemie untersuchten

Gewebeproben
MMP-9-Protein-Nachweis (IHC)
Lokalisation 0 1 2 3 Anzahl
Normales PE 84 (90%) 9 (10%) 0 (0%) 0 (0%) n=93
Dysplasie 19 (46%) | 19 (46%) 3 (7%) 0 (0%) n=41
Tumor-Peripherie 47 (39%) | 52 (44%) | 20 (17%) 0 (0%) n=119
Tumor-Mitte 76 (64%) | 30(25%) | 13 (11%) 0 (0%) n=119
Tumor-Stroma 40 (34%) | 58 (49%) | 17 (14%) 4 (3%) n=119
Tumor-Endothel 76 (64%) | 37 (31%) 6 (5%) 0 (0%) n=119
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Onormales PE
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Abb.10: Graphische Darstellung der MMP-9-Protein-Expression in
verschiedenen Geweben (Immunhistochemie) (zu Tab. 16). Die
Prozentzahlen geben anteilmalig den Wert der MMP-9-Expression

(Score 1-3 zusammengefasst) im jeweiligen Gewebe an.

6.1.2. MMP-9-Expression im Vergleich mit klinisch-pathologischen
Faktoren

Die folgenden Tabellen geben einen Uberblick ber die MMP-9-Expression im

Vergleich mit den klinisch pathologischen Faktoren.

Tab. 17-19: Zusammenfassung der Ergebnisse der MMP-9-mRNA-
Expression (In situ- Hybridisierung). p < 0.05 wurde als signifikant

angesehen.
Tab. 20-22: Zusammenfassung der Ergebnisse der MMP-9-Protein-

Expression (Immunhistochemie). p < 0.05 wurde als signifikant

angesehen.
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Tabelle 17: Vergleich der MMP-9-mRNA-Expression (negativ vs. positiv) mit

86

klinisch pathologischen Faktoren. Negativ =
= Expression von MMP-9-m-RNA (Grad 1-3

MMP-9-m-RNA; Positiv

zusammengefasst)

Klinisch- n | MMP-9 mRNA Tumor Peripherie
pathologische und Mitte
Faltoren negativ positiv p <0.05 |
(0) (1,2, 3)

Tumorstadium n.s.
pT1 40 25 15 0,205
pT2 33 18 15
pT3 10 5
pT4 23 15
Total 106 56 50
pT1 +pT2 71 42 29 0,047 |
pT3 + pT4 36 14 22
Total 107 56 51
Grading n.s.
G1 14 7 7 0,758 |
G2 73 38 35
G3 25 15 10
Total 112 60 52
Tumortyp n.s.
verhornend 70 35 35 0,416 |
nicht verhornend 36 21 15
Total 106 56 50
LK-Status n.s. |
pNO 57 31 26
pN1/2 33 14 19
Total 90 45 45
Fernmetastasen 0,077 |
status 57 33 24
MO 13 4 9
M1 70 37 33
Total
Rezidivstatus n.s.
RO 34 18 16 0,471
R1 14 9 5
Total 48 27 21
Alter n.s.
<60J. 44 22 22 0,655
>60J. 70 38 32
Total 114 60 54
Geschlecht n.s.
mannlich 73 39 34 0,821
weiblich 41 21 20
Total 114 60 54

keine Expression von

MMP-9 mRNA Stroma |

negativ positiv p <0.05 |

(0) (1, 2, 3)

n.s.
22 18 0,767
17 16
7 3
12 11
58 48
37 34 n.s.
22 14 0,377
59 36

n.s.
6 8 0,438
42 31
16 9
64 48

n.s.
40 30 0,668
19 17
59 47

n.s. |
32 25
17 16
49 41

n.s.
28 29 0,759
7 6
35 35

n.s.
18 16 0,791
8 6
26 22

n.s.
24 20 0,566
42 28
66 48

n.s.
44 29 0,492
22 19
66 48




Tabelle 18: Vergleich der MMP-9-mRNA-Expression (negativ/schwach positiv vs.
massig bis stark positiv) mit klinisch pathologischen Faktoren.
Negativ/schwach positiv = keine bzw. nur sehr schwache Expression
von MMP-9-m-RNA (Grad 0+1); stark = mittelstarke bis starke
Expression von MMP-9-m-RNA (Grad 2+3)

Klinisch- g MMP-9 mRNA Tumor MMP-9 mRNA Stroma |
pathologische Peripherie und Mitte
Faktoren negativ / stark p negativ / stark p <0.05 |
s;:l(l::)c 2, 3) <0.05 s;:l(l::)c 2, 3)

Tumorstadium n.s. n.s.
pT1 40 37 3 0,225 33 7 0,777
pT2 33 29 4 28 5
pT3 10 10 0 9 1
pT4 23 18 5 21 2
Total 106 94 12 91 15
pT1+pT2 71 65 6 n.s. 59 12 n.s.
pT3 + pT4 36 30 6 0,203 | 33 3 0,228
Total 107 95 12 92 15
Grading n.s. n.s.
G1 14 12 2 0,167 | 12 2 0,972
G2 73 68 5 63 10
G3 25 20 5 22 3
Total 112 100 12 97 15
Tumortyp M n.s.
verhornend 70 59 11 59 11 0,520
nicht verhornend 36 35 1 32
Total 106 94 12 91 15
LK-Status M n.s. |
pNO 57 50 7 52 5
pN1/2 33 28 5 26
Total 90 78 12 78 12
Fernmetastasen- M n.s.
status 57 52 5 47 10 0,643 |
MO 13 9 4 10 3
M1 70 61 9 57 13
Total
Rezidivstatus n.s. n.s.
RO 34 30 4 0,810 | 30 4 0,389
R1 14 12 2 11
Total 48 62 6 41
Alter n.s. n.s.
<60J. 44 38 6 0,727 | 37 7 0,491
>60J. 70 62 8 62
Total 114 100 14 99 15
Geschlecht ﬂ n.s.
mannlich 73 63 10 0,538 66 7 0,133 |
weiblich 41 37 4 33 8
Total 114 100 14 99 15
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Tabelle 19: Vergleich der MMP-9-mRNA-Expression Grad 0-3 mit Klinisch
pathologischen Faktoren. Grad 0 = Negativ = keine Expression von MMP-9-
m-RNA, Grad 1 = schwache Expression von MMP-9-mRNA, Grad 2 =

mittelstarke Expression von MMP-9-mRNA, Grad 3 = starke Expression von

MMP-9-m-RNA

Klinisch- ﬂ MMP-9 Tumor mRNA Peripherie MMP-9 mRNA Stroma |

pathologische und Mitte

Faktoren ﬂ ﬂ A ﬂ <0.05 | ﬂ A ﬂ ﬂ <0.05|
Tumorstadium n.s. n.s.
pT1 40 25 12 3 0 22 11 5 12
pT2 33 18 11 3 1 17 11 4 9
pT3 10 5 5 0 0 7 2 0 0
pT4 23 8 10 4 1 12 0 2
Total 106 56| 38| 10| 2| 58| 33| 9| 23
pT1 +pT2 71 42 23 5 1 n.s. | 37 22 9 3 n.s. |
pT3 + pT4 36 14 16 5 1 22 11 0 3 0,131
Total 107] 56| 39| 10| 2| 59| 33| 9| 6
Grading n.s. | n.s. |
G1 14 7 5 1 1 6 6 1 1
G2 73 38 30 4 1 42 21 7 3
G3 25 15 5 0 16 1 2
Total 12| 60| 40| 10| 2| 64] 33| 9| 6
Tumortyp n.s. | n.s.
verhornend (1) 70 35| 24 9 2 40 19 8 3 0,321 |
nicht verhornend (2) 36 21 14 1 0 19 13 1 3
Total 106] 56| 38| 10| 2| 59| 32| 9| 6
LK-Status n.s. | n.s. |
pNO (1) 57 31 19 6 1 32 20 3 2
pN1/2 (2) 33 14 14 3 2 17 3 4
Total 90| 45| 33| 9| 3] 49| 29| 6] 6
Fernmetastasen- n.s. | n.s. |
status 57| 33| 19| 4| 1 28| 19| 7| 3
MO 13| 4| 5| 4| o 7| 3| 1] 2
oM o] a7 24f 8] 1] 35] 22| 8] 5
Total
Rezidivstatus n.s. n.s. |
RO 34 18 12 4 0 0,642 18] 12 4 0
R1 14 3 2 0 8 3 1 2
Total a8 | 27| 15| 6| o] 26| 15| 5] 2
Alter n.s. n.s.
<60J. 22 16 5 1 0,945 24 13 5 2 0,727
>60J. 38| 24 6 2 42 20 4 4
Total 60| 40| 11| 3 66| 33| 9| 6
Geschlecht n.s. n.s.
mannlich (1) 73 39| 24 9 1 0,385 44 22 3 4 0,262
weiblich (2) 41 21 16 2 2 22 11 6 2
Total 114] 60| 40| 11| 3| 66| 33| 9] 6
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Tabelle 20: Vergleich der MMP-9-Protein-Expression (negativ vs. positiv) mit klinisch
pathologischen Faktoren. Negativ = keine Expression von MMP-9-Protein;

Positiv = Expression von MMP-9-Protein (Grad 1-3 zusammengefasst)

Klinisch- g MMP-9 Protein Tumor MMP-9 Protein Stroma |
pathologische Peripherie
Faktoren und Mitte
negativ positiv p <0.05 | negativ positiv p <0.05 |
(0) (1,2, 3) (0) (1,2, 3)
Tumorstadium n.s. n.s.
pT1 40 12 28 0,716 15 25 0.196
pT2 32 13 19 12 21
pT3 10 3 7 3 7
pT4 22 6 16 3 20
Total 104 34 70 33 73 n=106
pT1 +pT2 70 24 46 n.s. 27 44 0,051
pT3 + pT4 35 10 25 0,555 7 29
Total 105 34 71 34 73 n=107
Grading n.s. n.s.
G1 14 4 10 0,939 4 10 0,729
G2 73 24 49 26 47
G3 23 7 16 7 18
Total 110 35 75 37 75 n=112
Tumortyp 0,043 | n.s.
verhornend 68 17 51 24 46
nicht verhornend 36 16 20 11 25
Total 104 33 71 35 71 n=106
LK-Status n.s. | n.s.
pNO 55 19 36 20 37
pN1/2 33 8 25 11 22
Total 88 27 61 31 59 n=90
Fernmetastasen- n.s. n.s.
status 56 20 36 0,156 | 24 33 0,452
cMo 13 2 11 4 9
M1 69 22 47 28 42 n=70
Total
Rezidivstatus n.s. n.s.
RO 32 13 19 0,754 15 19 0,591
R1 14 5 9 5 9
Total 46 18 28 20 28 n=48
Alter n.s. n.s.
<60J. 43 15 28 0,512 17 27 0,341
>60J. 69 20 49 21 49
Total 112 35 77 38 76 n=114
Geschlecht n.s. n.s.
mannlich 71 26 45 0,107 | 23 50 0,581
weiblich 41 9 32 15 26
Total 112 35 77 38 76
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Tabelle 21: Vergleich der MMP-9-Protein-Expression (negativ/schwach positiv vs.
massig/stark  positiv) mit klinisch pathologischen Faktoren.
Negativ/schwach = keine bzw. nur sehr schwache Expression von
MMP-9-Protein (Grad 0+1); stark = mittelstarke bis starke Expression
von MMP-9-Protein (Grad 2+3)

Klinisch- g MMP-9 Protein Tumor | MMP-9 Protein Stroma |
pathologische Peripherie und Mitte
Faktoren negativ / stark p <0.05 | negativ / stark p <0.05 |
sc:\(ma)ch (2, 3) sc:\(ma)ch (2, 3)
Tumorstadium n.s. n.s.
pT1 40 36 4 0,240 34 6 0,210
pT2 32 27 5 29 4
pT3 10 7 3 6 4
pT4 22 16 6 18 5
Total 104 86 18 87 19 n=106
pT1+pT2 70 62 8 0,012 | 62 9 0,053
pT3 + pT4 35 24 11 26 10
Total 105 86 19 88 19 n=107
Grading n.s. n.s.
G1 14 12 2 0.838 11 3 0,205
G2 73 58 15 63 10
G3 23 19 4 18 7
Total 110 89 21 92 20 n=112
Tumortyp n.s. | n.s
verhornend 68 53 15 0,169 58 12 0,770
nicht verhornend 36 32 4 29 7
Total 104 85 19 87 19 n=112
LK-Status n.s. | n.s.
pNO 55 44 11 49
pN1/2 33 29 4 26
Total 88 73 15 75 15 n=90
Fernmetastasen- n.s. n.s.
status 56 48 8 0,158 47 10 0,852
cMO0 13 9 4 11 2
cM1 69 57 12 58 12 n=70
Total
Rezidivstatus n.s. n.s.
RO 32 27 5 0,633 29 5 0,263
R1 14 11 3 10
Total 46 38 8 39 9
Alter n.s. n.s.
<60J. 43 36 7 0,479 37 7 0,583
>60J. 69 54 15 56 14
Total 112 90 22 93 21 n=114
Geschlecht n.s. n.s.
mannlich 71 56 15 0,603 60 13 0,822
weiblich 41 34 7 33 8
Total 112 90 22 93 21 n=114
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Tabelle 22: Vergleich der MMP-9-Protein-Expression Grad 0-3 mit klinisch
pathologischen Faktoren. Grad 0 = Negativ = keine Expression von MMP-9-
Protein, Grad 1 = schwache Expression von MMP-9-Protein, Grad 2 =
mittelstarke Expression von MMP-9-Protein, Grad 3 = starke Expression von
MMP-9-Protein

Klinisch- ﬂ MMP-9 Tumor Protein Peripherie MMP-9 Protein Stroma |
pathologische und Mitte

Faktoren ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ <0.05 | ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ <0.05 |
Tumorstadium n.s n.s.
pT1 40 12| 24 4 0 0,452 151 19 5 1
pT2 32 131 14 5 0 121 17 2 1
pT3 10 3 4 3 0 3 3 4 0
pT4 22 6 10 6 0 3 15 2 2
Total 104 34| 52| 18| o] 33| 54| 13| af |
pT1+pT2 70 241 38 8 0 0,042 271 35 7 1 0,084
pT3 + pT4 35 10| 14 M 0 19 6 3
Total 105| 34| 52| 19| o] 34 54| 13| 4f |
Grading n.s. n.s.
G1 14 4 8 2 0 0,952 | 4 7 2 1
G2 73 241 34| 15 0 26| 37 9 1
G3 23 7 12 4 0 7 11 3 2
Total 10| 35| 54| 21| o] 7] 5] 14| 4]
Tumortyp 0,096 | n.s.
verhornend (1) 68 171 36| 15 0 241 34 7 3 0,781
nicht verhornend (2) 36 16| 16 4 0 11 18 6 1
Total 104 33| 52| 19| 0| 35| s2| 13| 4f |
LK-Status n.s. | n.s.
pNO (1) 55 191 25| M 0 201 29 5 1
pN1/2 (2) 33 8 21 4 0 11 15 6 1
Total e8| 27| 46| 15| o] 3] 44| 1] 2]
Fernmetastasen- n.s. n.s.
status 56| 20| 28| 8| o 0218 | 24| 23| 8| 1
MO 13| 2| 7| 4| o 71 2| o
oM 69| 22| 35| 12| o] 28] 30| 0] 4]
Total
Rezidivstatus n.s. n.s. |
RO 32 131 14 5 0 0,882 151 14 3 0
R1 14 5 3 0 5] 5 3 1
Total 16| 18] 20| 8| 0 20| 19| 6| 1]
Alter n.s. n.s.
<60J. 43 151 21 7 0 0,705 17| 20 5 1 0,751
>60J. 69 20| 34| 15 0 21 35 10 3
Total 12| 35| 55| 22| 0| 38| 5] 15| 4]
Geschlecht n.s. n.s.
mannlich (1) 71 26| 30| 15 0 0,145 231 37 8 3 0,711
weiblich (2) 41 9 25 7 0 15| 18 7 1
Total 12| 35| 55| 22| o] 38| 5] 15| 4
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6.1.2.1. MMP-9-Expression im Vergleich mit dem Tumorstadium (T1-4)

Eine signifikante Korrelation zwischen der Expression von MMP-9-mRNA im
Tumor bzw. im Tumor umgebenden Stroma und dem Tumorstadium konnte nicht
nachgewiesen werden.

Allerdings zeigte sich eine signifikante Korrelation der Expression von MMP-9-
MRNA in Tumorzellen mit dem Tumorstadium in spateren Tumorstadien (p =
0,047). Wahrend in den frihen T-Stadien T1+T2 fast zwei Drittel der Falle MMP-9-
negativ waren (T1 + T2: 59 % negativ, 41 % positiv), konnte in den spateren
Stadien T3+T4 in mehr als der Halfte der Falle eine MMP-9-mRNA-Expression

nachgewiesen werden (T3 + T4: 39 % negativ, 61 % positiv).

Mittels Immunhistochemie konnte das Protein MMP-9 bereits in frihen
Tumorstadien vermehrt im Tumor sowohl an der Invasionsfront als auch in
Tumormitte nachgewiesen werden (T1+T2: 66 % positiv, T3+T4: 71 % positiv). Es
bestand eine signifikante Korrelation zwischen der Expression von MMP-9 Protein
im Tumor und dem Tumorstadium (p = 0,042). Zudem konnte eine signifikante
Korrelation bezuglich der Signalintensitat (Starke der Expression Grad 1-3) des
MMP-9-Proteins im Tumor und dem Tumorstadium nachgewiesen werden (p =
0,012).

In den Stromazellen, die den Tumor umgeben, scheint eine fruhe Expression von
MMP-9-mRNA und MMP-9-Protein stattzufinden, da sowohl die mRNA als auch
das Protein bereits in fruihen Tumorstadien haufig nachgewiesen werden konnten.
In den spateren Tumorstadien konnte mittels in situ Hybridisierung keine
Steigerung der Expression von MMP-9-mRNA nachgewiesen werden, es zeigte
sich in spaten Stadien sogar eine geringere MMP-9 Expression (T1 + T2: 52 %
negativ, 48 % positiv, T3 + T4: 61 % negativ, 39 % positiv). Bezuglich der
Expression von MMP-9-mRNA im Stroma und dem Tumorstadium konnte keine

signifikante Korrelation nachgewiesen werden.

In der Immunhistochemie zeigte sich allerdings eine Tendenz zu einer vermehrten

Expression von MMP-9 Protein im Stroma in spaten Tumorstadien (p = 0,084).
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Wahrend in den frihen Tumorstadien T1+T2 63 % der Falle MMP-9-Protein-
positiv waren, konnte in den spaten Stadien T3+T4 in 83 % der Falle MMP-9
Protein nachgewiesen werden. Hier ergab sich laut Definition zwar keine
signifikante Korrelation (p = 0,051), jedoch lieBen die oben angefuhrten Zahlen
eine deutliche Tendenz zu einer Zunahme der Expression von MMP-9-Protein in
fortgeschrittenen Tumoren erkennen.

Auch bezuglich der Signalintensitat (Expressionsstarke Grad 1-3) bestand eine
deutliche Tendenz zur starkeren Expression von MMP-9 Protein in spaten
Tumorstadien (p = 0,053).

Sowohl die Anzahl MMP-9-positiver Falle als auch die Expressionsstarke erwiesen

sich in spateren gegenuber friheren Tumorstadien als erhoht.

6.1.2.2. MMP-9-Expression im Vergleich mit dem Differenzierungsgrad

Die Expression von MMP-9-mRNA korrelierte weder im Tumor noch im Stroma
signifikant mit dem Differenzierungsgrad (s. Tabellen). Auch in der
Immunhistochemie zeigte sich kein Zusammenhang im Sinne einer signifikanten
Korrelation oder Tendenz zwischen der Expression von MMP-9-Protein im Tumor

bzw. Stroma und dem Grading.

6.1.2.3. MMP-9-Expression im Vergleich zum Tumortyp (verhornend / nicht-

verhornend)

Es ergab sich zwischen der Expression von MMP-9-mRNA im Tumor keine
signifikante Korrelation zum Tumortyp (verhornende und nicht verhornende
Plattenepithel-karzinome).

Bei den verhornten Plattenepithelkarzinomen konnte jedoch haufiger eine
Expression der MMP-9-mRNA im Tumor nachgewiesen werden als bei den
Plattenepithel-karzinomen ohne Verhornung (verhornend: 50 % negativ, 50 %
positiv; nicht verhornend: 58 % negativ, 42 % positiv).

In Bezug auf die Signalintensitat (Starke der Expression Grad 1-3) von MMP-9-

mRNA im Tumor zeigte sich eine signifikante Korrelation (p = 0,047): wahrend bei
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den verhornten Plattenepithelkarzinomen in 16 % eine starke Expression von
MMP-9 nachgewiesen werden konnte, waren es bei den nicht-verhornten

Karzinomen lediglich 3 % der Falle mit starker Expression.

Mittels Immunhistochemie ergab sich eine signifikante Korrelation zwischen der
Expression von MMP-9-Protein im Tumor und dem Tumortyp (p = 0,043).
Wahrend bei verhornten Plattenepithelkarzinomen 3/4 aller Falle positiv waren,
zeigten bei den unverhornten Karzinomen lediglich die Halfte der Falle eine
Expression von MMP-9-Protein (verhornend: 25 % negativ, 75 % positiv, nicht

verhornend: 45 % negativ, 55 % positiv).

Im Stroma gab es bezuglich der Expression von MMP-9-mRNA und —Protein
keine wesentlichen Unterschiede in Plattenepithelkarzinomen mit bzw. ohne
Verhornung. Hier konnte sowohl in der in situ Hybridisierung als auch in der
Immunhistochemie keine signifikante Korrelation oder Tendenz zur Korrelation

nachgewiesen werden.

6.1.2.4. MMP-9-Expression im Vergleich mit dem Lymphknotenstatus

Es ergab sich keine signifikante Korrelation zwischen der Expression von MMP-9-
MRNA oder -Protein im Tumor bzw. Stroma und dem Lymphknotenstatus.

Sowohl im Tumor als auch im Stroma konnte in der Halfte der Falle eine MMP-9-
Expression nachgewiesen werden. Hier zeigte sich kein wesentlicher Unterschied

zwischen lymphogen metastasierten und nicht metastasierten Tumoren.

6.1.2.5. MMP-9-Expression im Vergleich mit dem Fernmetastasenstatus

Zwischen der MMP-9-mRNA-Expression im Tumor und dem
Fernmetastasenstatus ergab sich eine Tendenz zur Korrelation (p = 0,077). Bei
den bereits metastasierten Tumoren zeigten 69 % der Falle eine Expression von
MMP-9-mRNA, 31 % davon erwiesen sich als stark positiv. In der Gruppe der

nicht metastasierten Tumoren konnte in lediglich 42 % der Falle eine Expression
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von MMP-9-mRNA nachgewiesen werden, wovon 9 % eine starke Expression
zeigten. Bezuglich der Signalintensitat (Starke der Expression Grad 1-3) bestand

eine statistisch signifikante Korelation (p = 0,033).

Immunhistochemisch konnte keine signifikante Korrelation zwischen der
Expression von MMP-9 Protein und dem Fernmetastasenstatus nachgewiesen
werden. Es zeigte sich jedoch eine deutliche Steigerung der Expression von MMP-
9 Protein in metastasierten Fallen (MO: 36 % negativ, 64 % positiv, M1: 15 %
negativ, 85 % positiv). Auch bestand eine Zunahme der Expressionsstarke bei
metastasierten Tumoren (MO 86 % negativ / schwach positiv, 14 % stark positiv,

M1: 69 % negativ / schwach positiv, 31% stark positiv).

Im Stroma konnten keine wesentlichen Unterschiede zwischen der MMP-9-mRNA-
Expression in metastasierten und nicht metastasierten Karzinomen nachgewiesen
werden, die Halfte der Falle zeigte jeweils eine Expression von MMP-9, in einem
Viertel der Falle bestand eine starke MMP-9-Expression.

Immunhistochemisch zeigte sich eine etwas hohere MMP-9-Expression im Stroma
, auch hier konnten jedoch keine signifikanten Korrelationen oder wesentliche
Unterschiede bezuglich des Metastasenstatus aufgezeigt werden (MO: 41%
negativ, 59 % positiv (18 % stark positiv), M1: 31 % negativ, 69 % positiv (15 %

stark positiv).

6.1.2.6. MMP-9-Expression im Vergleich mit dem rezidivfreien Uberleben

Zwischen der Expression von MMP-9 und dem Rezidivstatus konnte weder in der
in situ Hybridisierung noch in der Immunhistochemie eine signifikante Korrelation
oder Tendenz zur Korrelation nachgewiesen werden.

In der in situ-Hybridisierung sah man in den Tumoren ohne Rezidiv eine hohere
Expression der Metalloprotease (RO: 53 % negativ, 47 % positiv (12 % stark
positiv); R1: 64 % negativ, 36 % positiv (14 % stark positiv)).

Immunhistochemisch zeigte sich eine diskrete Zunahme der Expressionsstarke
von MMP-9 in Tumoren mit Rezidiven (RO: 41 % negativ, 59 % positiv (12 % stark
positiv), R1: 36 % negativ, 64 % positiv (14 % stark positiv)).
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Im Stroma zeigten sich in der in situ Hybridisierung und Immunhistochemie keine
wesentlichen Unterschiede beziglich der MMP-9-Expression in rezidivierenden
und nicht rezidivierenden Tumoren, in jeweils der Halfte der Falle wurde MMP-9-
MRNA nachgewiesen. In Tumoren mit Rezidiv konnte jedoch eine Zunahme der
Starke der Expression beobachtet werden (RO: ISH: 12 % stark positiv, IHC: 15 %
stark positiv; R1: ISH: 21 % stark positiv, IHC: 29 % stark positiv).

6.1.2.7. MMP-9-Expression im Vergleich mit weiteren klinisch-

pathologischen Faktoren

Im Vergleich zwischen der Expression von MMP-9 und klinisch-pathologischen
Faktoren wie Geschlecht, Alter, frihere Tumoren, Vorerkrankungen (System-
erkrankungen, Erkrankungen der Lunge, Nikotinabusus, Konsum von Alkohol),
Lokalisation der Tumoren sowie erfolgter Radio- bzw. Chemotherapie konnten
weder mittels in situ-Hybridisierung noch mittels Immunhistochemie eine

eindeutige Tendenzen oder signifikante Korrelationen nachgewiesen werden.

6.2. TIMP-1-Expression

6.2.1.Expressionsmuster von TIMP-1-mRNA in der in situ-

Hybridisierung

Im morphologisch normal erscheinenden Plattenepithel (PE) konnte TIMP1-mRNA
nur selten nachgewiesen werden, meist auch nur mit geringer Signalintensitat. Im
dysplastischen Epithel (Dys) zeigte sich bereits in Uber einem Drittel der Falle eine
Expression von TIMP-1-mRNA.

In 30 % der Tumoren konnte eine Expression von TIMP-1-mRNA in Tumorzellen
an der Invasionsfront des Tumors nachgewiesen werden (Abb. 11, Bild D-H, Pfeil);
allerdings wurde TIMP-1-mRNA nie in der Tumormitte exprimiert. TIMP-1-mRNA

wurde sehr viel starker im Stroma (Str) als im Tumor (Tu) exprimiert.
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VI. Ergebnisse

Die Mehrzahl aller untersuchten Falle war im Tumorstroma positiv (79 %). Haufig

zeigte sich eine starke Expression von TIMP-1-mRNA im Stroma bei TIMP-1-

negativem Tumor (Abb. 11, A-C, Pfeil).
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Abb.11: A-J: Nachweis von TIMP-1-mRNA im Tumor und Stroma mittels in
situ-Hybridisierung. Dunkelblau: TIMP-1-spezifische Signale, Rot:

Nuclear Fast Red-Gegenfarbung.

Die folgende Tabelle und das Diagramm geben einen Uberblick der TIMP-1-

MRNA-Expression in verschiedenen Geweben.

Tab. 23: Darstellung der TIMP-1-Expression in Abhangigkeit von der
Lokalisation in den mittels RNA-in situ-Hybridisierung untersuchten

Gewebeproben
TIMP-1-mRNA-Expression
Lokalisation 0 1 2 3
PE 82 (85%) 13 (14%) 1(1%) 0 (0%) n=96
Dysplasie 25 (61%) 14 (34%) 2 (5%) 0 (0%) n=41
Tumor-Peripherie 85 (70%) 31 (26%) 5 (4%) 0 (0%) n=121
Tumor-Mitte 121 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) n=121
Tumor-Stroma 26 (21%) 44 (36%) | 33 (27%) | 18 (15%) n=121
Tumor-Endothel 93 (77%) 21 (17%) 6 (5%) 1(1%) n=121
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Abb. 12: Graphische Darstellung der TIMP-1-mRNA-Expression in
verschiedenen Geweben (in situ-Hybridisierung) (zu Tab. 24). Die
Prozentzahlen geben anteilmalig den Wert der TIMP-1-Expression

(Score 1-3 zusammengefasst) im jeweiligen Gewebe an.

6.2.2. Expression von TIMP-1 im Vergleich mit klinisch-pathologischen

Faktoren

Die folgenden Tabellen geben einen Uberblick der TIMP-1-mRNA-Expression im

Vergleich mit den klinisch pathologischen Faktoren.

Tab. 24-26: Zusammenfassung der Ergebnisse d. TIMP-1-mRNA-Expression

In-situ-Hybridisierung). p < 0.05 wurde als signifikant angesehen.
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Tabelle 24: Vergleich der TIMP-1-mRNA-Expression (negativ vs. positiv) mit
klinisch-pathologischen Faktoren. Negativ = keine Expression von
TIMP-1-m-RNA,; Positiv = Expression von TIMP-1-m-RNA (Grad 1-3 )

Klinisch- g TIMP-1 mRNA Tumor TIMP-1 mRNA Stroma |
pathologische (Peripherie u. Mitte)
Faktoren negativ positiv p <0.05 | negativ positiv p <0.05 |
(0) (1,2, 3) (0) (1,2, 3)

Tumorstadium n.s. n.s.
pT1 40 26 14 0,896 13 27 0,241 |
pT2 33 24 9 5 28
pT3 10 7 3 1 9
pT4 23 15 8 5 18
Total 106 72 34 24 82
pT1 +pT2 71 48 23 n.s. 18 53 n.s.
pT3 + pT4 36 24 12 0,922 6 30 0,309
Total 107 72 35 24 83
Grading n.s. n.s.
G1 14 10 4 0,808 2 12 0,698
G2 73 48 25 18 55
G3 25 18 7 6 19
Total 112 76 36 26 86
Tumortyp n.s. n.s.
verhornend 70 46 24 0,699 | 13 57 0,163 |
nicht verhornend 36 25 11 11 25
Total 106 71 35 24 82
LK-Status n.s. | n.s. |
pNO 57 38 19 18 39
pN1/2 33 23 10 3 30
Total 90 61 29 21 69
Fernmetastasen- n.s. n.s.
status 57 37 20 0,210 14 43 0910
MO 13 6 7 3 10
M1 70 43 27 17 53
Total
Rezidivstatus n.s. n.s.
RO 34 27 7 0,948 | 12 22 0,346 |
R1 14 11 3 3 11
Total 48 38 10 15 33
Alter n.s. n.s.
<60J. 44 30 14 0,965 8 36 0,351
>60J. _70 | 48 22 18 52
Total 78 36 26 88
Geschlecht n.s. n.s.
mannlich (1) 73 52 21 0,389 17 56 0,870
weiblich (2) 41 26 15 9 32
Total 114 78 36 26 88
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Tabelle 25:

Vergleich der

TIMP-1-mRNA-Expression

Klinisch- n TIMP-1 mRNA Tumor
pathologische (Peripherie u. Mitte)
Faktoren negativ stark
(0)/ positiv
sewech| 23 |

)]

Tumorstadium

pT1 40 39 1

pT2 33 31 2

pT3 10 10 0

pT4 23 21 2

Total 106 101 5

pT1 +pT2 71 68 3

pT3 + pT4 36 34 2

Total 107 102 5

Grading

G1 14 14 0

G2 73 70 3

G3 25 23 2

Total 112 107 5

Tumortyp

verhornend 70 66 4

nicht verhornend 36 35 1

Total 106 101 5

LK-Status

pNO 57 54 3

pN1/2 33 32 1

Total 90 86 4

Fernmetastasen-

status 57 55 2

cMo 13 11 2

cM1 70 66

Total

Rezidivstatus

RO 34 33 1

R1 14 14 0

Total 48 47 1

Alter

<60J. 44 42

>60J. 70 67

Total 114 109

Geschlecht

mannlich 73 70 3

weiblich 41 39 2

Total 114 109

p<0.05 |

n.s
0,758

FE

n.s
0,499

I

n.s.
0,947

n.s.
0,848

(negativ/ischwach positiv vs.
massig/stark positiv) mit klinisch pathologischen Faktoren. Negativ/schwach
keine bzw. schwache Expression von TIMP-1-m-RNA (Grad 0+1)
stark = mittelstarke bis starke Expression vonTIMP-1-m-RNA (Grad 2+3)

TIMP-1 mRNA Stroma |

negativ stark
(0)/ positiv
schwach (2, 3)
positiv
)]
29 11
16 17
6 4
11 12
62 44
45 26
18 18
63 44
7 7
48 25
11 14
66 46
42 28
19 17
61 45
34 23
18 15
52 38
34 23
8 5
42 28
24 10
7 7
31 17
25 19
42 28
67 47
43 30
24 17
67 41

p <0.05 |
n.s.
0,128

n.s.
0,184

n.s.
0,124

n.s.
0,476

n.s.
0,900

n.s.
0,175

n.s.
0,737

n.s.
0,969
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Tabelle 26:

102

Vergleich der TIMP-1-mRNA-Expression Grad 0-3 mit klinisch
pathologischen Faktoren. Grad 0 = Negativ = keine Expression von TIMP-1-
m-RNA, Grad 1 = schwache Expression von TIMP-1-mRNA, Grad 2 =
mittelstarke Expression von  TIMP-1-mRNA, Grad 3 = starke Expression
von TIMP-1-m-RNA

Klinisch- _n_| TIMP-1 Tumor (Peripherie und | TIMP-1 Stroma |

pathologische Mitte)

Faktoren ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ <0.05 | ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ <0.05 |
Tumorstadium n.s. | 0,068 |
pT1 40 281 11 1 0 131 16 4
pT2 33 25 6 2 0 11 15 2
pT3 10 7 3 0 0 1 5 3
pT4 23 15 6 2 0 5 5
Total 106] 75| 26| 5| o] 24| 38| 30| 14
pT1+pT2 71 51 17 3 0 n.s. 18| 27| 20 6 n.s.
pT3 + pT4 36 241 10 2 0 0.852 | 6 121 10 8 0,220
Total 107] 75| 27| 5| 0] 24| 39| 30| 14
Grading n.s. | n.s.

G1 14 12 2 0 0 2 5 6 1 0,273
G2 73 491 21 3 0 18] 30| 17 8

G3 25 18 2 0 6 8 6

Total 12| 79| 28| 5| o] 26| 40| 31 15
Tumortyp n.s | n.s.
verhornend (1) 70 48| 18 4 0 13| 29| 20 8 0,208 |
nicht verhornend (2) 36 26 1 0 11 8 11 6

Total 106 74| 27| 5| o] 24| 37| 31 14]
LK-Status n.s. | n.s. |
pNO (1) 57 40| 14 3 0 18] 16| 15 8

pN1/2 (2) 33 23 1 0 3 151 11 4

Total | 63| 23] 4| o] 21| 31| 26| 12,
Fernmetastasen- n.s. | n.s.
status 57| 39| 16| 2| o 14| 20| 17| 6| _0934
Mo 13 2| o 3| 5| 3| 2

oM 0] 46| 20| 4] o] 7] 25| 20] 8]

Total

Rezidivstatus n.s | n.s |
RO 34 27 6 1 0 121 12] 10 0

R1 14 11 3 0 0 3 4 5 2

Total 48| 38| of 1| o 5] 6] 15| 2

Alter n.s. n.s.
<60J. (1) 44 31 11 2 0 0,993 8 171 13 6 0,809
=/>60J. (2) 70 50 17 3 0 18] 24| 18] 10

Total 14| 81| 28| 5| o] 26| 41| 31| 18]
Geschlecht n.s. n.s.
mannlich (1) 73 53| 17 3 0 0,888 171 26| 20| 10 0,997
weiblich (2) 41 281 11 2 0 151 11 6

Total 14| 81| 28] 5| _0 | 26| 41| 31| _16]




6.2.2.1. TIMP-1-Expression in Abhangigkeit vom Tumorstadium

Die TIMP-1-mRNA-Expression korrelierte nicht signifikant mit dem Tumorstadium.
Im Tumor konnte TIMP-1-mRNA in einem Drittel der Falle nachgewiesen werden,
es zeigte sich hierbei kein Unterschied zwischen der Expression von TIMP-1 in
frihen und spaten Tumorstadien.

Im Stroma konnte eine Zunahme der Expression von TIMP-1 in spateren
Tumorstadien nachgewiesen werden (T1 + T2: 75 % positiv; T3 + T4: 83 %
positiv). Hierbei zeigte sich auch eine deutlich starkere Expression von TIMP-1 in
fortgeschrittenen Tumoren (T1 + T2: 37 % stark positiv, T3 + T4: 50 % stark

positiv).

6.2.2.2. Expression von TIMP-1 im Vergleich mit dem Differenzierungsgrad

Die  TIMP-1-mRNA-Expression  korrelierte  nicht  signifikant mit dem
Differenzierungs-grad der Tumoren. Es konnten keine wesentlichen Unterschiede
bezlglich der Expressionsstarke von TIMP-1 in Abhangigkeit vom Grading

aufgezeigt werden.

6.2.2.3. TIMP-1-Expression im Vergleich mit dem Tumortyp (verhornend /

nicht-verhornend)

Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen der TIMP-1-mRNA-Expression
in den Tumor- oder Stromazellen und dem Verhornungsgrad nachgewiesen

werden.

Es zeigte sich jedoch sowohl im Tumor als auch im Stroma von verhornenden
Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zu nicht verhornendenden Karzinomen
eine etwas hohere Expression von TIMP-1 (Tumor: verhornend: 34 % im Tumor
positiv, 6 % stark positiv, nicht-verhornend: 31 % positiv, 3 % stark positiv; Stroma:
verhornend: 81 % positiv, 40 % stark positiv, nicht-verhornend: 69 % positiv, 47 %

stark positiv).
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6.2.2.4. Expression von TIMP-1 im Vergleich mit dem Lymphknotenstatus

Es konnte weder im Tumor noch im Stroma eine signifikante Korrelation der TIMP-

1-mRNA-Expression mit dem Lymphknotenstatus nachgewiesen werden.

Bezuglich der Expression von TIMP-1 im Tumor konnten keine wesentlichen
Unterschiede zwischen lymphogen metastasierten und nicht metastasierten
Karzinomen festgestellt werden. Im Stroma sah man allerdings eine deutliche
Zunahme der Expression von TIMP-1 bei metastasierten Tumoren.

Bei den Karzinomen ohne Lymphknotenmetastasen (NO) zeigten 33 % eine TIMP-
1-mRNA-Expression im Tumor (5 % stark positiv); im Stroma hingegen konnte in
68 % eine TIMP-1-Expression nachgwiesen werden (40 % stark positiv).

Bei den bereits lymphogen metastasierten Karzinomen (N1) wurde in 30 % eine
TIMP-1-Expression im Tumor (3 % stark positiv) und in 91 % der Falle im Stroma

nachgewiesen (45 % stark positiv).

6.2.2.5. TIMP-1-Expression im Vergleich mit dem Fernmetastasenstatus

Beim Vergleich zwischen der TIMP-1-mRNA-Expression und dem

Fernmetastasen-status konnte keine signifikante Korrelation aufgezeigt werden.

Es zeigte sich allerdings eine vermehrte Expression von TIMP-1 im Tumor bei
metastasierten Karzinomen (MO: 35 % positiv, 3 % stark positiv; M1: 54 % positiv,
15 % stark positiv). Im Stroma zeigte sich eine insgesamt hohere Expression von
TIMP-1, es konnten jedoch keine wesentlichen Unterschiede im Bezug auf den
Metastasenstatus nachgewiesen werden (MO: 75 positiv, 40 % stark positiv; M1:

77 positiv, 38 % stark positiv).

6.2.2.6. TIMP-1-Expression im Vergleich mit dem rezidivfreien Uberleben

Eine signifikante Korrelation konnte nicht aufgezeigt werden. Im Tumor konnte
sowohl bei Tumoren mit Rezidiv als auch bei Tumoren ohne Rezidiv eine TIMP-1-

Expression in 21 % der Falle aufgezeigt werden. Im Stroma war eine vermehrte
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Expression in rezidivierenden Tumoren nachzuweisen, hier zeigte sich auch eine
deutlich starkere Expression (RO: 65 % positiv, 29 % stark positiv; R1: 79 %
positiv, 50 % stark positiv).

6.2.2.7. TIMP-1-Expression im Vergleich mit weiteren klinisch-pathologischen

Faktoren

Im Vergleich zwischen der Expression von TIMP-1-mRNA und klinisch-
pathologischen  Faktoren wie  Geschlecht, Alter, frUhere  Tumoren,
Vorerkrankungen (System-erkrankungen, Erkrankungen der Lunge, Konsum von
Alkohol), Lokalisation der Tumoren sowie erfolgter Radio- bzw. Chemotherapie
konnten weder eine eindeutige Tendenzen noch signifikante Korrelationen
nachgewiesen werden.

Im Hinblick auf den Nikotinabusus zeigte sich allerdings eine signifikante
Korrelation (p = 0,038). Hier konnte bei Nichtrauchern eine Zunahme der
Expressionsstarke von TIMP-1 aufgezeigt werden (Nichtraucher: 60 % positiv;

Raucher: 33 % positiv).

6.3. TIMP-2-Expression

6.3.1. Expressionsmuster von TIMP-2-mRNA in der In situ-

Hybridisierung

TIMP-2-mRNA wurde sehr viel haufiger im Tumorstroma (Str) (Abb. 13, A-B, Pfeil)
als im Tumor (Tu) (Abb. 13, E und G, Pfeil) exprimiert.

Im Gegensatz zu TIMP-1- konnte TIMP-2-mRNA jedoch auch in wenigen Fallen in
der Tumormitte nachgewiesen werden, vorrangig jedoch an der Invasionsfront.
Endothelzellen tumorstandiger Gefalle exprimierten TIMP-2-mRNA selten (Abb.
13, H). Es zeigte sich jedoch auch eine Expression im Plattenepithel (31 %) sowie

im dysplastischen Epithel (42 %).
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Abb. 13: A-H: Nachweis von TIMP-2-mRNA im Tumor und Stroma mittels in

situ-Hybridisierung. Dunkelblau: TIMP-2-spezifische Signale, Rot:
Nuclear Fast Red-Gegenfarbung.

Die folgende Tabelle und das Diagramm geben einen Uberblick der TIMP-2-

mMRNA-Expression in verschiedenen Geweben.

Tab. 27: Darstellung der TIMP-2-Expression in Abhangigkeit von der
Lokalisation in den mittels RNA-in situ-Hybridisierung
untersuchten Gewebeproben

TIMP-2-mRNA-Expression

Lokalisation 0 1 2 3

PE 66 (69%) | 24 (25%) 6 (6%) 0 (0%) n=96
Dysplasie 24 (59%) 9 (22%) 8 (20%) 0 (0%) n=41
Tumor Peripherie 85 (70%) | 28 (21%) 8 (1%) 0 (0%) n=121
Tumor Mitte 116 (96%) 3 (2%) 2 (2%) 0 (0%) n=121
Stroma Tumor 51 (42%) | 45(37%) | 16 (13%) 9 (7%) n=121
Endothel Tumor 106 (88%) 3 (11%) 2 (2%) 0 (0%) n=121

107



V1. Ergebnisse 108

9%
17%

Onormales PE
ODysplasie

10% OTumor Peripherie
OTumor Mitte

40%

ETumorstroma

B Endothel tumorstdndiger
Gefasse

3%

Abb. 14: Graphische Darstellung der TIMP-2-mRNA-Expression in
verschiedenen Geweben (in situ-Hybridisierung) (zu Tab. 32). Die
Prozentzahlen geben anteilmalig den Wert der TIMP-2-Expression

(Score 1-3 zusammengefasst) im jeweiligen Gewebe an.

6.3.2. Expression von TIMP-2 im Vergleich mit klinisch-pathologischen

Faktoren

Die folgenden Tabellen geben einen Uberblick tiber die TIMP-2-mRNA-Expression

im Vergleich mit den klinisch pathologischen Faktoren.
Tab. 28-30: Zusammenfassung der Ergebnisse der TIMP-2-mRNA-

Expression (In situ-Hybridisierung); p < 0.05 wurde als signifikant

angesehen.
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Tabelle 28: Vergleich der TIMP-2-mRNA-Expression (negativ vs. positiv) mit
klinisch pathologischen Faktoren. Negativ = keine Expression von
TIMP-2-m-RNA,; Positiv = Expression von TIMP-2-m-RNA (Grad 1-3)

Klinisch- g TIMP-2- mRNA Tumor TIMP-2- mRNA Stroma |
pathologische Peripherie
Faktoren und Mitte
negativ positiv p <0.05 | negativ positiv p <0.05 |
(U] (1,23) (U] (1,23)

Tumorstadium n.s. n.s.
pT1 40 25 15 0,747 18 22 0,972 |
pT2 33 24 9 14 19
pT3 10 7 3 4 6
pT4 23 14 9 9 14
Total 106 70 36 45 61
pT1+pT2 71 48 23 n.s. 31 40 n.s.
pT3 + pT4 36 23 13 0,701 14 22 0,637
Total 107 71 36 45 62
Grading n.s. n.s.
G1 14 8 6 0,623 5 9 0,171
G2 73 50 23 29 44
G3 25 18 7 15 10
Total 112 76 36 49 63
Tumortyp n.s. | n.s. |
verhornend 70 45 25 0,595 28 42 0,476
nicht verhornend 36 25 11 17 19
Total 106 70 36 45 61
LK-Status n.s. | n.s. |
pNO 57 38 19 25 32
pN1/2 33 22 11 12 21
Total 90 60 30 37 53
Fernmetastasen- 0,015 | n.s.
status 57 42 15 19 38 0,384
cMo 13 5 8 6 7
M1 70 47 23 25 45
Total
Rezidivstatus n.s. n.s.
RO 34 24 10 0,369 | 15 19 0,710
R1 14 8 6 7 7
Total 48 32 16 22 26
Alter 0.035 | n.s.
<60J. 44 25 19 19 25 0.973
>60J. 70 53 17 30 40
Total 114 78 36 49 65
Geschlecht 0,097 n.s.
mannlich 73 46 27 32 41 0,806
weiblich 41 32 9 17 24
Total 114 78 36 49 65
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Tabelle 29:
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Vergleich der

TIMP-2-mRNA-Expression

massig/stark positiv) mit klinisch pathologischen Faktoren. Negativ/schwach

TIMP-2- mRNA Tumor |

(negativ/ischwach positiv  vs.

= keine bzw. nur sehr schwache Expression von TIMP-2-m-RNA (Grad 0+1);
stark = mittelstarke bis starke Expression vonTIMP-2-m-RNA (Grad 2+3).

TIMP-2- mRNA Stroma |

Klinisch- _n |
pathologische Peripherie und Mitte
Faktoren negativ/ stark
sc:\(ma)ch _(23) |
Tumorstadium
pT1 40 36 4
pT2 33 31 2
pT3 10 9 1
pT4 23 22 1
Total 106 98 8
pT1 +pT2 71 65 6
pT3 + pT4 36 34 2
Total 107 99 8
Grading
G1 14 12 2
G2 73 68 5
G3 25 24 1
Total 112 104 8
Tumortyp
verhornend 70 64 6
nicht verhornend 36 34 2
Total 106 98
LK-Status
pNO 57 52 5
pN1/2 33 31 2
Total 90 83
Fernmetastasen-
status 57 51 6
MO 13 12 1
M1 70 63 7
Total
Rezidivstatus
RO 34 32 2
R1 14 13 1
Total 48 45 3
Alter
<60J. 44 40 4
>60J. 70 66 4
Total 114 106 8
Geschlecht
mannlich 73 68
weiblich 41 38
Total 114 106

E<°-°5| negativ/ stark
sc:\(ma)ch (2,3 |
n.s. |
34 6
28 5
8 2
18 5
88 18
n.s. 61 10
0,591 28 9
89 19
n.s.
0,482 11 3
59 14
22 3
92 20
n.s. |
0,578 56 14
30 6
86 20
n.s. |
49 8
24 9
73 17
n.s.
0,759 45 13
11 2
56 15
n.s. |
31 3
13 2
44
n.s.
0,492 35 9
59 12
94 21
n.s.
0,925 62 11
32 10
94 21

p <0.05 |

n.s.
0,891

n.s.
0,185

n.s.
0673

n.s.
0,678

n.s.
0,575

n.s.
0,631

n.s.
0,632

n.s.
0,243




Tabelle 30: Vergleich der TIMP-2-mRNA-Expression Grad 0 bis 3 mit
keine TIMP-2-mRNA-

pathologischen Faktoren.

Expression, Grad 1

mittelstarke TIMP-2-mRNA-Expression, Grad 3 = starke TIMP-2-

Expression
Klinisch- n |
pathologische
Faktoren
Tumorstadium
pT1 40
pT2 33
pT3 10
pT4 23
Total 106
pT1+pT2 71
pT3 + pT4 36
Total 107
Grading
G1 14
G2 73
G3 25
Total 112
Tumortyp
verhornend (1) 70
nicht verhornend (2) 36
Total 106
LK-Status
pNO (1) 57
pN1/2 (2) 33
Total 90
Fernmetastasen-
status 57
cMO 13
cM1 70
Total
Rezidivstatus
RO 34
R1 14
Total 48
Alter
<60J. 44
>60J. 70
Total 114
Geschlecht
mannlich (1) 73
weiblich (2) 41
Total 114

Grad O

TIMP-2- Tumor mRNA Peripherie

negativ

und Mitte

27

25
7

14

73
51
23
74

52
18
79

46
27
73

40
22
62

44

27
54
1]

48
33

81
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n.s.
0,430

n.s.
0,829

n.s
0,612

n.s

:

0,018

t

n.s

n.s.
0,194

n.s.
0,167

schwache TIMP-2-mRNA-Expression,

klinisch

Grad 2 =

MRNA-

TIMP-2- mRNA Stroma |
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6.3.2.1. TIMP-2-Expression in Abhangigkeit vom Tumorstadium

Hinsichtlich der Expression von TIMP-2-mRNA in den Tumorzellen zeigte sich

keine statistisch signifikante Korrelation mit dem Tumorstadium.

Es konnte lediglich eine diskrete Zunahme der Expression von TIMP-2 im Tumor
in spateren Tumorstadien nachgewiesen werden (T1 + T2: 32 % positiv, 8 % stark
positiv; T3 + T4: 36 % positiv, 5 % stark positiv).

Auch bezuglich der Expression von TIMP-2-mRNA im umgebenden Tumorstroma
zeigte sich keine signifikante Korrelation zum Tumorstadium. Auch hier zeigte sich
eine diskrete Zunahme der Expressionsmenge/-starke von TIMP-2 im Stroma bei
fortgeschrittenen Tumoren (T1 + T2: 56 % positiv, 14 % stark positiv; T3 + T4: 61
% positiv, 25 % stark positiv).

6.3.2.2. TIMP-2-Expression im Vergleich mit dem Differenzierungsgrad

Hinsichtlich des Gradings konnte keine signifikante Korrelation mit der Expression
von TIMP-2-mRNA in den Tumor- oder Stromazellen nachgewiesen werden.

Es zeigte sich jedoch eine starkere Expression von TIMP-2 in gut differenzierten
Tumoren, sowohl im Tumor als auch im Stroma (Tumor: G1 43 % positiv (14 %
stark positiv), G2: 32 % positiv (7 % stark positiv), G3: 28 % positiv (4 % stark
positiv); Stroma: G1: 64 % positiv (21 % stark positiv), G2: 60 % positiv (19 %
stark positiv), G3: 40 % positiv (12 % stark positiv)).

6.3.2.3. TIMP-2-Expression im Vergleich mit dem Tumortyp (verhornend /

nicht-verhornend)

Auch zwischen der Hohe der TIMP-2-mRNA-Expression und dem Tumortyp
(verhornend / nicht verhornend) konnte keine signifikante Korrelation gefunden
werden. Es zeigte sich jedoch eine etwas starkere Expression von TIMP-2 sowohl
im Tumor als auch im Stroma in verhornenden Plattenepithelkarzinomen (Tumor:

verhornend: Tumor: 36 % positiv (8 % stark positiv), nicht verhornend: 31 %

112



positiv (5 % stark positiv); Stroma: verhornend: 60 % positiv (20 % stark positiv);

nicht-verhornend: 53 % positiv (17 % stark positiv)).

6.3.2.4. TIMP-2-Expression im Vergleich mit dem Lymphknotenstatus

Zwischen der Expression von TIMP-2-mRNA und dem Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen wurde keine signifikante Korrelation beobachtet.

Sowohl bei lymphogen metastasierten als auch lymphogen nicht metastasierten
Tumoren wurde TIMP-2 in einem Drittel der Falle im Tumor exprimiert, auch
bezlglich der Starke der Expression zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede
(NO: 33 % positiv (9 % stark positiv); N1: 33 % positiv (6 % stark positiv)). Im
Stroma zeigte sich eine TIMP-2 Expression in Uber der Halfte der Falle mit einer
Zunahme der Expressionsstarke in lymphogen metastasierten Karzinomen (NO:
56 % positiv (14 % stark positiv); N1: 58 % positiv (27 % stark positiv)).

6.3.2.5. TIMP-2-Expression im Vergleich mit dem Fernmetastasenstatus

Hier wurde eine signifikante Korrelation zwischen dem Fernmetastasenstatus und
der Expressionsmenge von TIMP-2-mRNA in Tumorzellen nachgewiesen (p =
0,015).

Bei den nicht-metastasierten Tumoren zeigten lediglich 26 % eine Expression von
TIMP-2 im Tumor, 11 % waren stark positiv. Bei den Tumoren mit bereits
nachzuweisender Metastasierung sah man eine deutliche Zunahme der TIMP-2
Expression in den Tumorzellen: 62 % waren TIMP-2-positiv, 8 % waren stark
positiv.

Im Stroma konnte keine signifikante Korrelation gefunden werden. Hier zeigte sich
sowohl bei metastasierten als auch bei nicht metastasierten Tumoren eine hohe
Expression von TIMP-2, wobei in Fallen ohne Fernmetastasen eine starkere
Expression zu sehen war (MO: 67 % positiv, 23 % stark positiv; M1: 54 % positiv,
15 % stark positiv).
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6.3.2.6. TIMP-2-Expression im Vergleich mit dem rezidivfreien Uberleben

Es konnte weder im Tumor noch im Stroma eine signifikante Korrelation zwischen
der Expression von TIMP-2-mRNA und dem Rezidivstatus nachgewiesen werden.
Es zeigte sich allerdings eine vermehrte Expression von TIMP-2 bei
rezidivierenden Karzinomen (RO: 29 % positiv, R1: 43 % positiv), in selten Fallen
zeigte sich dabei eine starke Expression (RO: 6 % stark positiv, R1: 7 % stark
positiv).

Im Stroma zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede der TIMP-2 Expression

in Bezug auf den Rezidivstatus (R0O: 56 % positiv; R1: 50 % positiv).

6.3.2.7. TIMP-2-Expression im Vergleich mit weiteren klinisch-

pathologischen Faktoren

Hier zeigte sich eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Expression
von TIMP-2 in den Tumorzellen und dem Alter (p = 0,035). Bei Patienten unter 60
Jahre zeigte sich eine TIMP-2 Expression in 43 % der Falle, 9 % waren stark
positiv. Bei Patienten Uber 60 Jahre zeigte sich eine TIMP-2 Expression in
lediglich 24 % der Falle, 6 % waren stark positiv.

Im Stroma gab es keine wesentlichen Unterschiede der TIMP-2 Expression in
Bezug auf das Alter (< 60 Jahre: 56 % positiv, 20 % stark positiv; > 60 Jahre: 57 %

positiv, 17 % stark positiv).

Im Vergleich der Expression von TIMP-2 mit dem Geschlecht konnte keine
signifikante Korrelation nachgewiesen werden, es zeigte sich jedoch eine Tendenz
zur vermehrten Expression von TIMP-2 im Tumor bei mannlichen Patienten
(mannlich: 37 % positiv; weiblich: 22 % positiv). Im Stroma zeigten sich keine
wesentlichen Unterschiede der TIMP-2 Expression in Bezug auf das Geschlecht

(mannlich: 56 % positiv; weiblich 58 % positiv).
Im Vergleich zwischen der Expression von TIMP-2 und klinisch-pathologischen

Faktoren wie fruhere Tumoren, Vorerkrankungen (Systemerkrankungen,

Erkrankungen der Lunge, Nikotinabusus, Konsum von Alkohol), Lokalisation der
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Tumoren sowie erfolgter Radio- bzw. Chemotherapie konnten weder im Tumor
noch in dem den Tumor umgebenden Stroma eine eindeutige Tendenz oder

signifikante Korrelationen nachgewiesen werden.

6.4. TIMP-3-Expression

6.4.1. Expressionsmuster von TIMP-3-mRNA in der in situ-

Hybridisierung

Im Gegensatz zu TIMP-1 zeigte sich auch eine starke TIMP-3-mRNA-Expression
im Tumor, sowohl in Tumormitte (Abb. 15, A, B, D) als auch an der Invasionsfront
(Abb. 15, B, C, E). Auch in einzelnen Tumorzapfen in der Peripherie konnte TIMP-
3-mRNA detektiert werden (Abb. 15, F, Pfeil).

Am haufigsten wurde TIMP-3-mRNA jedoch, wie auch TIMP-1 und TIMP-2, im

tumornahen Stroma (Str) nachgewiesen (Abb. 15, H-L), in einigen Fallen bestand

zeitgleich eine Expression von TIMP-3-mRNA an der Invasionsfront des Tumors
(Abb. 15, F, H). Einige Falle zeigten auch im tumornahen Endothel eine TIMP-3-
MRNA-Expression.
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Abb. 15: A-L: Nachweis von TIMP-3-mRNA im Tumor und Stroma mittels in

situ-Hybridisierung. Dunkelblau: TIMP-3-spezifische Signale, Rot:

R LA™ % -

Nuclear Fast Red-Gegenfarbung.

Es zeigte sich eine teilweise starke TIMP-3-mRNA-Expression bereits im
morphologisch normal erscheinenden Plattenepithel (PE) sowie zunehmend im
dysplastischen Epithel (Dys) meist am Ubergang zum Tumorgewebe (Abb. 16, A-
C). Eine vermehrte TIMP-3-mRNA-Expression wurde zudem in einzelnen

Tumorzapfen (Tu) sowie im Tumor umgebenden Stroma (Str) nahe der
Invasionsfront beobachtet (Abb. 16, D, Pfeil).
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Abb. 16: Nachweis von TIMP-3-mRNA in verschiedenen Zelltypen mittels in
situ-Hybridisierung. Dunkelblau: TIMP-3-spezifische Signale, Rot:

Nuclear Fast Red-Gegenfarbung.

Die folgende Tabelle und das Diagramm geben einen Uberblick tiber die TIMP-3-

MRNA-Expression in verschiedenen Geweben.

Tab. 31: Darstellung der TIMP-3-Expression in Abhdngigkeit von der
Lokalisation in den mittels RNA - in situ-Hybridisierung

untersuchten Gewebeproben

TIMP-3-mRNA-Expression

Lokalisation 0 1 2 3

PE 83 (86%) | 12 (13%) 1(1%) 0 (0%) n=96
Dysplasie 27 (66%) | 10 (24%) 4 (9%) 0 (0%) n=41
Tumor-Peripherie 87 (72%) | 28 (23%) 6 (1%) 0 (0%) n=121
Tumor-Mitte 113 (93%) 4 (3%) 2 (2%) 2 (2%) n=121
Tumor-Stroma 45 (37%) | 45(37%) | 17 (14%) | 14 (12%) n=121
Tumor-Endothel 95 (79%) | 21 (17%) 5 (4%) 0 (0%) n=121
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Abb. 17: Graphische Darstellung der TIMP-3-mRNA-Expression in
verschiedenen Geweben (in situ-Hybridisierung) (zu Tab. 40). Die
Prozentzahlen geben anteilmalig den Wert der TIMP-3-Expression

(Score 1-3 zusammengefasst) im jeweiligen Gewebe an.

6.4.2. Expression von TIMP-3 im Vergleich mit klinisch-pathologischen

Faktoren

Die folgenden Tabellen geben einen Uberblick tiber die TIMP-3-mRNA-Expression

im Vergleich mit den klinisch pathologischen Faktoren.

Tab. 32-34:Zusammenfassung der Ergebnisse der TIMP-3-mRNA-Expression

(In-situ-Hybridisierung)); p < 0.05 wurde als signifikant angesehen.

119



Tabelle 32: Vergleich der TIMP-3-mRNA-Expression (negativ vs. positiv) mit
klinisch-pathologischen Faktoren. Negativ = keine Expression von
TIMP-3-m-RNA; Positiv = Expression von TIMP-3-m-RNA (Grad 1-3

zusammengefasst)
Klinisch- g TIMP-3- mRNA Tumor TIMP-3- mRNA Stroma |
pathologische Peripherie
Faktoren und Mitte
negativ positiv p <0.05 | negativ positiv p <0.05 |
(0) (1,2, 3) (0) (1,2, 3)

Tumorstadium n.s. n.s.
pT1 40 27 13 0,510 14 26 0,201 |
pT2 33 27 6 18 15
pT3 10 8 2 3 7
pT4 23 16 7 7 16
Total 106 78 28 42 64
pT1+pT2 71 53 18 n.s. 31 40 n.s.
pT3 + pT4 36 25 11 0,567 11 25 0,190
Total 107 78 29 42 65
Grading n.s. n.s.
G1 14 9 5 0,504 8 6 0,237
G2 73 56 17 25 48
G3 25 17 8 11 14
Total 112 82 30 44 68
Tumortyp n.s. | n.s. |
verhornend 70 47 23 0,147 30 40 0,695
nicht verhornend 36 29 7 14 22
Total 106 76 30 44 62
LK-Status n.s. | n.s. |
pNO 57 43 14 26 31
pN1/2 33 20 13 7 26
Total 90 63 27 33 58
Fernmetastasen- n.s. n.s.
status 57 43 14 0,910 21 36 0,259
cMo 13 10 3 7 6
cM1 70 53 17 28 42
Total
Rezidivstatus n.s. n.s.
RO 34 24 10 0,570 | 21 13 0,100 |
R1 14 11 3 5 9
Total 48 35 13 26 22
Alter n.s. n.s.
<60J. 44 33 11 0,563 | 17 27 0,994 |
>60J. 70 49 21 27 43
Total 114 82 32 44 70
Geschlecht n.s. n.s.
mannlich 73 56 17 0,129 32 41 0,125
weiblich 41 26 15 12 29
Total 114 82 32 44 70
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Tabelle 33: Vergleich der TIMP-3-mRNA-Expression (negativ/schwach positiv vs.
massig/stark  positiv) mit klinisch  pathologischen Faktoren.
Negativ/schwach = keine/schwache Expression von TIMP-3-m-RNA

(Grad 0+1); stark = mittelstarke bis starke Expression vonTIMP-3-m-RNA

(Grad 2+3)
Klinisch- _n | TIMP-3- mRNA Tumor | TIMP-3- mRNA Stroma |
pathologische Peripherie und Mitte
Faktoren negativ/ stark p <0.05 | negativ/ stark p <0.05 |
sc:\(ma)ch (2,3 | sc:\(ma)ch (23
Tumorstadium n.s. | n.s.
pT1 40 38 2 30 10 0,242
pT2 33 31 2 29
pT3 10 10 0 8
pT4 23 21 2 15 8
Total 106 100 6 82 24
pT1+pT2 71 67 4 n.s. 57 14 n.s.
pT3 + pT4 36 33 3 0,594 | 25 11 0,211 |
Total 107 100 7 82 25
Grading n.s. | 0,098 |
G1 14 12 2 14 0
G2 73 69 4 54 19
G3 25 24 1 19 6
Total 112 105 7 87 25
Tumortyp n.s. n.s.
verhornend 70 65 5 0,755 | 55 15 0,925 |
nicht verhornend 36 34 2 28 8
Total 106 99 7 83 23
LK-Status n.s. | n.s. |
pNO 57 53 4 45 12
pN1/2 33 31 2 24 9
Total 90 84 6 69 21
Fernmetastasen- n.s. | n.s.
status 57 54 3 40 17 0,291
MO 13 12 1 11 2
M1 70 66 4 51 19
Total
Rezidivstatus n.s. | n.s.
RO 34 33 1 28 6 0,397
R1 14 13 1 10
Total 48 46 2 38 10
Alter n.s. n.s.
<60J. 44 42 2 0,413 30 14 0,105
>60J. 70 64 6 57 13
Total 114 106 8 87 27
Geschlecht n.s. n.s.
mannlich 73 69 4 0,391 53 20 0,213
weiblich 41 37 4 34 7
Total 114 106 8 87 27
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Tabelle 34: Vergleich der TIMP-3-mRNA-Expression Grad 0-3 mit klinisch

pathologischen Faktoren. Grad 0 = Negativ = keine Expression von

122

Klinisch- n |
pathologische
Faktoren
Tumorstadium
pT1 40
pT2 33
pT3 10
pT4 23
Total 106
pT1+pT2 71
pT3 + pT4 36
Total 107
Grading
G1 14
G2 73
G3 25
Total 112
Tumortyp
verhornend (1) 70
nicht verhornend (2) 36
Total 106
LK-Status
pNO (1) 57
pN1/2 (2) 33
Total 90
Fernmetastasen-
status 57
cMO 13
cM1 70
Total
Rezidivstatus
RO 34
R1 14
Total 48
Alter
<60J. 44
>60J. 70
Total 114
Geschlecht
mannlich (1) 73
weiblich (2) 41
Total 114

TIMP-3-m-RNA, Grad 1 =
Grad 2 = mittelstarke Expression von TIMP-3-mRNA, Grad 3 = starke
Expression von TIMP-3-m-RNA
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6.4.2.1. TIMP-3-Expression im Vergleich mit dem Tumorstadium

Bezlglich der TIMP-3-mRNA-Expression im Tumor sowie im Stroma konnte keine
signifikante Korrelation nachgewiesen werden. Es zeigte sich jedoch sowohl im
Tumor als auch im Stroma eine Zunahme der Expressionsstarke in spateren
Tumorstadien (T1 + T2: 25 % positiv, 6 % stark positiv; T3 + T4: 31 % positiv, 8 %
stark positiv; Stroma: T1 + T2: 56 % positiv, 20 % stark positiv, T3 + T4: 69 %
positiv, 31 % stark positiv).

6.4.2.2. TIMP-3-Expression im Vergleich mit dem Differenzierungsgrad

Hinsichtlich des Gradings konnte keine signifikante Korrelation bezuglich der
Expression von TIMP-3-mRNA in den Tumorzellen und im Stroma nachgewiesen
werden.

Im Tumor zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede bezuglich der
Expressionsmenge von TIMP-3 im Hinblick auf das Grading, es zeigte sich
lediglich eine etwas starkere Expression in den gut differenzierten Tumoren (G1:
36 % positiv, 14 % stark positiv; G2: 23 % positiv, 5 % stark positiv; G3: 32 %
positiv 4 % stark positiv).

Im Stroma konnte eine Tendenz (p = 0,098) zur starkeren Expression von TIMP-3
in schlechter differenzierten Tumoren nachgewiesen werden (G1: 43 % positiv, 0
% stark positiv; G2: 66 % positiv, 26 % stark positiv; G3: 56 % positiv, 24 % stark

positiv). Eine statistisch signifikante Korrelation bestand jedoch nicht.

6.4.2.3. TIMP-3-Expression im Vergleich mit dem Tumortyp (verhornend /

nicht-verhornend)

Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen der Expression von TIMP-3 und
dem Tumortyp nachgewiesen werden.

Es zeigte sich eine vermehrte Expression von TIMP-3 im Tumor bei verhornenden
Karinomen (verhornend: 33 % positiv, 7 % stark positiv; nicht verhornend: 19 %

positiv, 5 % stark positiv). Im Stroma konnte kein Unterschied bezuglich der
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Expression von TIMP-3 in verhornenden und nicht-verhornenden Karzinomen
nachgewiesen werden (verhornend: 57 % positiv, 21 % stark positiv; nicht

verhornend: 61 % positiv, 22 % stark positiv).

6.4.2.4. TIMP-3-Expression im Vergleich mit dem Lymphknotenstatus

Es konnte keine signifikante Korrelation bezuglich der Expression von TIMP-3 und
dem Lymphknotenstatus nachgewiesen werden.

Es zeigte sich jedoch eine deutliche Zunahme der TIMP-3-Expression bei
lymphogen metastasierten Tumoren: sowohl im Tumor als auch im Stroma wurde
TIMP-3-mRNA haufiger bei Lymphknoten-positiven Fallen als bei Lymphknoten-
negativen Fallen exprimiert (NO: Tumor: 25 % positiv, Stroma: 54 % positiv; N1:
Tumor 39 % positiv, Stroma: 79 % positiv). Bezuglich der Starke der Expression

von TIMP-3 gab es hier keine wesentlichen Unterschiede.

6.4.2.5. TIMP-3-Expression im Vergleich mit dem Fernmetastasenstatus

Es konnte weder eine signifikante Korrelation noch eine Tendenz bezuglich der
Expression von TIMP-3-mRNA und dem Fernmetastasenstatus nachgewiesen
werden.

Im Tumor zeigten sich bezuglich der Expressionsmenge und -—starke keine
wesentlichen Unterschiede, sowohl bei metastasierten als auch bei nicht
metastasierten Fallen konnte in einem Viertel der Falle eine TIMP-3 Expression
nachgewiesen werden, nur wenige Falle waren dabei stark positiv (MO: 25 %
positiv, 5 % stark positiv; M1: 23 % positiv, 7 % stark positiv). Im Stroma zeigte
sich eine starkere Expression von TIMP-3 bei nicht metatasierten Tumoren (MO:
63 % positiv, 30 % stark positiv; M1: 46 % positiv, 15 % stark positiv).
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6.4.2.6. TIMP-3-Expression im Vergleich mit dem rezidivfreien Uberleben

Die Korrelation zwischen der Expression von TIMP-3-mRNA und der Rezidivrate
zeigte keine signifikanten Ergebnisse.

Im Tumor konnten keine wesentlichen Unterschiede zwischen der Expression von
TIMP-3 und dem Rezidivstatus aufgezeigt werden (RO: 29 % positiv, 3 % stark
positiv; R1: 21 % positiv, 7 % stark positiv). Im Stroma zeigte sich hingegen eine
Zunahme der Expressionsmenge und -starke von TIMP-3-mRNA in
rezidivierenden Karzinomen (RO: 38 % positiv, 18 % stark positiv; R1: 64 %

positiv, 29 % stark positiv). Eine signifikante Korrelation bestand jedoch nicht.

6.4.2.7. TIMP-3-Expression im Vergleich mit weiteren klinisch-

pathologischen Faktoren

Es zeigte sich jedoch eine Tendenz zur Korrelation zwischen der Expression von
TIMP-3 im Stroma und dem Geschlecht (p = 0,066). Hier zeigte sich eine
vermehrte Expression von TIMP-3 in Tumoren von Patienten weiblichen
Geschlechts (mannlich: 56 % positiv, weiblich 71 % positiv). Eine signifikante

Korrelation bestand nicht.

Im Vergleich zwischen der Expression von TIMP-3-mRNA und klinisch-
pathologischen Faktoren wie Alter, fruhere Tumoren, Vorerkrankungen
(Systemerkrankungen, Erkrankungen der Lunge, Nikotinabusus, Konsum von
Alkohol), Lokalisation der Tumoren sowie erfolgter Radio- bzw. Chemotherapie
konnten weder im Tumor noch in dem den Tumor umgebenden Stroma eine

eindeutige Tendenzen oder signifikante Korrelationen nachgewiesen werden.
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6.5. Vergleich von MMP-9 und TIMP-1, -2, -3 untereinander

6.5.1. Vergleich der MMP-9-Signale in der in situ-Hybridisierung und

Immunhistochemie

Die MMP-9-mRNA wurde von allen untersuchten Sonden in der in situ-
Hybridisierung am seltensten nachgewiesen (70% der Falle MMP-9-mRNA
positiv). Das MMP-9-Protein konnte mittels Immunhistochemie haufiger
nachgewiesen werden: 86 % der Falle waren positiv.

Im Vergleich von MMP-9-Signalen in der in situ-Hybridisierung und der
Immunhistochemie konnte in 66 % der Falle sowohl die mRNA als auch das
Protein von MMP-9 jeweils im gleichen Tumorgewebeschnitt nachgewiesen
werden. 10% der Falle waren sowohl in der in situ-Hybridisierung als auch in der
Immunhistochemie bezuglich MMP-9 negativ. In 52 % der Falle zeigte sich im
gleichen Gewebeschnitt eine sehr starke Expression der MMP-9-mRNA in der in

situ-Hybridisierung und des MMP-9-Proteins in der Immunhistochemie.

Im dysplastischen Epithel sowie im Tumorgewebe wurde MMP-9 sowohl mittels in
situ Hybridisierung als auch mittels Immunhistochemie vor allem an der

Invasionsfront des Tumors nachgewiesen (Abb. 18, A-B, Pfeil).

Im Vergleich zwischen dem MMP-9-Nachweis im Tumor einerseits mittels in situ
Hybridisierung, andererseits mittels Immunhistochemie zeigte sich eine
ubereinstimmende Positivitat bzgl. MMP-9-mRNA und MMP-9-Protein in 60 %
aller positiven Falle. Es liegt hier eine signifikante Korrelation (p < 0,0001) vor.

Auch im Stroma zeigte sich eine eindeutige Ubereinstimmung zwischen der
Expression von MMP-9-mRNA und MMP-9-Protein in der Uberwiegenden Anzahl
der Falle (61 % aller Falle, 47 % aller positiven Falle). Auch hier lag eine

statistisch signifikante Korrelation vor (p = 0,001).
Bezuglich der Starke der Expression (Intensitat) zeigten sich hier jedoch keine

statistisch signifikanten Ubereinstimmungen (p = 0,113). Lediglich 16 % der Falle

stimmten hinsichtlich der Signalintensitat Grad 1-3 Uberein.
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Abb. 18: Vergleich der MMP-9-Signale von ISH (Syntheseort) und IHC
(Wirkungsort) in verschiedenen Zelltypen.

(PE),

Tumorzellen (Tu), Tumorstroma (Str).

A: Expression von MMP-9-mRNA (ISH):

spezifische Signale, Rot: Nuclear Fast Red-Gegenfarbung.

Gewebe:

Plattenepithel

B: Nachweis von

MMP-9-Protein

(IHC):

Immunreaktivitat, Blau: Hamalaun-Gegenfarbung.

dysplastisches

Dunkelblau:

Epithel

(Dys),

MMP-9-

MMP-9-

Tab. 35: Vergleich und Korrelation des Synthese- und Wirkungsortes von

MMP-9 in den Tumorzellen (Nachweis von MMP-9-Signhalen mittels

in situ-Hybridisierung (ISH) und Immunhistochemie (IHC)). Es liegt

eine signifikante Korrelation zwischen der

des Proteins von MMP-9 vor (p < 0,0001).

Expression der mRNA und

MMP-9 Tumor (IHC)
MMP-9 Tumor (ISH) 0 1 2 3 p
0 32 24 6 0 n.s.
1 3 29 9 0
2 2 2 6 0
3 0 1 3 0
MMP-9 Tumor (IHC)

MMP-9 Tumor (ISH) negativ positiv p
negativ 32 30 <0,0001
positiv 5 50

MMP-9 Tumor (IHC)
MMP-9 Tumor (ISH) | negativ/schwach positiv stark positiv p
negativ/schwach
positiv 88 15 <0,0001
positiv 5 9
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Tab.36: Vergleich und Korrelation des Synthese- und Wirkungsortes von
MMP-9 im Stroma (Nachweis von MMP-9-Signalen mittels in situ-
Hybridisierung (ISH) und Immunhistochemie (IHC)). Es liegt eine
signifikante Korrelation zwischen der Expression der mRNA und des
Proteins von MMP-9 vor (p=0,001).

MMP-9 Stroma (IHC)
MMP-9 Stroma (ISH) 0 1 2 3 p
0 33 27 7 3 n.s.
1 3 24 5 0
2 4 3 1 1
3 1 2 3 0
MMP-9 Stroma (IHC)

MMP-9 Stroma (ISH) negativ positiv p
negativ 33 38 0,001
positiv 8 40

MMP-9 Stroma (IHC)
MMP-9 Stroma (ISH) | negativ/schwach positiv stark positiv p
negativ/schwach
positiv 87 17 n.s.
stark positiv 10 5 0,113

6.5.2. Expressionsmuster von MMP-9 und TIMP-1, -2, -3 in

Primartumoren

Sowohl MMP-9 als auch TIMP-1, -2, -3 konnten in den untersuchten
Gewebeproben auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden. Allerdings zeigten die
einzelnen Gene hinsichtlich der Expressionsstarke und -intensitat ihrer mRNA-

Signale Unterschiede.
Die folgende Ubersicht verdeutlicht, dass TIMP-1-mRNA von allen mittels in situ-

Hybridisierung untersuchten Transkripten am haufigsten und auch in der

Signalintensitat am starksten nachzuweisen war.
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Tab. 37: Darstellung der Expression von MMP-9 und TIMP-1, -2, -3 in den

untersuchten Gewebeproben der Primartumoren.

Expression in den Primartumoren (n=125)

Positive | Prozent 1 2 3

Proben
MMP-9 (ISH) 88/125 70 % 54/125 (43 %) | 22/125 (18 %) | 12/125 (10 %)
MMP-9 (IHC) | 107/125 86 % 63/125 (50 %) | 39/125 (31 %) 5/125 (4 %)
TIMP-1 104/125 83 % 51/125 (41 %) | 34/125 (27 %) | 19/125 (15 %)
TIMP-2 96/125 77 % 57/125 (46 %) | 30/125 (24 %) 9/125 (7 %)
TIMP-3 91/125 73 % 53/125 (42 %) | 24/125 (19 %) | 14/125 (11 %)

Um die Beziehung zwischen MMP-9 und den Inhibitoren TIMP-1, -2, und -3 zu
verstehen, wurde nicht nur jede RNA-Sonde einzeln ausgewertet, sondern auch
gleiche bzw. ahnliche sowie inverse Expressionsmuster zwischen jeweils 2

Sonden untersucht.

TIMP-1 und MMP-9 waren in 43 % der Falle in ihrem Expressionsmuster ahnlich.
In 40% zeigte sich in jedoch ein inverses Verhaltnis von TIMP-1 und MMP-9;
dabei ging eine hohe Expression von MMP-9 mit einer geringen bzw. fehlenden

Expression von TIMP-1 einher - und umgekehrt.

Sowohl TIMP-3 als auch MMP-9 konnten in 35 % der Falle in hoher
Expressionsstarke nachgewiesen werden. In 43 % zeigte sich eine inverse
Beziehung: Bei hohen MMP-9-Spiegeln war wenig bzw. kein TIMP-3
nachweisbar, wohingegen bei hohen TIMP-3-Spiegeln die MMP-9-mRNA-

Expression deutlich reduziert war.

6.5.3. Expressionsmuster von MMP-9 und TIMP-1, -2, -3 in

Lymphknotenmetastasen

In den Lymphknotenmetastasen konnte TIMP-1mRNA in 80 % der Falle und damit

bezlglich der Signalstarke am haufigsten von allen untersuchten Sonden

nachgewiesen werden.
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In 50 % der Falle konnte im gleichen Gewebeschnitt sowohl von MMP-9-mRNA
als auch TIMP-1-mRNA eine starke Expression nachgewiesen werden. In 25 %
dieser Falle zeigte sich ein inverses Verhaltnis zwischen der Expression von
MMP-9mRNA und TIMP-1-mRNA.

Eine gleichzeitig vorhandene Expression von MMP-9-mRNA und TIMP-2-mRNA
ergab sich in nur 45 % der Falle. In 20 % dieser Falle zeigte sich ein inverses

Verhaltnis bei der Expression.

In 55 % der Falle konnte im gleichen Gewebeschnitt sowohl eine Expression von
MMP-9-mRNA als auch TIMP-3-mRNA nachgewiesen werden. Ein inverses
Verhaltnis zwischen der Expression von MMP-9-mRNA und TIMP-3-mRNA mit
hoher TIMP-3-Expression bei geringer MMP-9-Expression - und umgekehrt - lag in
lediglich 20 % der Falle vor.

In den Lymphknotenmetastasen zeigten sich bezuglich des Nachweises von
MMP-9 zwischen der in situ-Hybridisierung und der Immunhistochemie nur

geringe Unterschiede. In beiden Methoden wurde MMP-9 zu 70 % nachgewiesen.

Tab. 38: Darstellung der Expression von MMP-9 und TIMP-1, -2, -3 in den
untersuchten Gewebeproben bei lymphogen metastasierten

Tumoren.

Expression in Tumoren m|t Lymphknotenmetastasen (n=20)

Positive Prozent 1 2 3
Proben
MMP-9 (ISH) 14/20 70 % 9/20 (45 %) 2/20 (10 %) 3/20 (15 %)
MMP-9 (IHC) 14/20 70 % 9/20 (45 %) 5/20 (25 %) 0/20 (0 %)
TIMP-1 16/20 80 % 10/20 (50 %) | 5/20 (25 %) 1/20 (5 %)
TIMP-2 13/20 65 % 8/20 (40 %) 5/20 (25 %) 0/20 (0 %)
TIMP-3 15/20 75 % 8/20 (40 %) 5/20 (25 %) 2/20 (10 %)
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VI. Ergebnisse 131

6.5.4. Vergleich der Expression von MMP-9 und TIMP-1, -2, -3

In der folgenden Abbildung (Abb. 19, A-D) ist die Expression von MMP-9 und
TIMP-1, -2, -3 im jeweils gleichen Gewebeschnitt nebeneinander dargestellt.

YW 0 BN REEEER T !
Abb. 19: Vergleich der mRNA-Expression von MMP-9, TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 in verschiedenen Zelltypen mittels in situ-Hybridisierung.
Dunkelblau: spezifische Signale, Rot: Nuclear Fast Red-Gegenfarbung.
Gewebe: Plattenepithel (PE), dysplastisches Epithel (Dys), Tumorzellen
(Tu), Tumorstroma (Str). A: Expression von MMP-9; B: Expression von
TIMP-1; C: Expression von TIMP-2; D: Expression von TIMP-3.

Es lassen sich hier bereits wichtige Aussagen fur jede mRNA treffen:

- MMP-9 konnte vor allem im dysplastischen Epithel (Dys) und an der
Invasionsfront des Tumors (Tu) nachgewiesen werden (Abb. 19, A).

- Eine vermehrte TIMP-1-Expression wurde meist im Tumor umgebenden Stroma
(Str) nahe der Invasionsfront beobachtet (Abb. 19, B).
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- Auch TIMP-2-mRNA wurde mit Abstand am haufigsten im tumornahen Stroma
(Str) beobachtet, es zeigte sich jedoch auch eine Expression im dysplastischen
Epithel (Pfeil) und Tumor (Abb. 19, C).

- Eine vermehrte TIMP-3-mRNA-Expression wurde sowohl im den Tumor
umgebenden Stroma nahe der Invasionsfront (Str) als auch im dysplastischen
Epithel (Dys) und Tumor (Tu) nachgewiesen (Abb. 19, D).

6.5.4.1. Vergleich der Expressionsmuster von MMP-9 und TIMP-1

Zwischen der Expression von MMP-9-mRNA und TIMP-1mRNA in den
Tumorzellen konnte eine signifikante Korrelation (p = 0,005) nachgewiesen
werden. 35 % der Falle waren sowohl MMP-9-mRNA als auch TIMP-1-mRNA-
positiv.

Zwischen der Expression von MMP-9-mRNA und TIMP-1-mRNA im Tumorstroma
wurde keine signifikante Korrelation nachgewiesen. Hier gab es zum Teil
erhebliche Unterschiede in der Expression der einzelnen mRNAs. Auffallend war
eine hohe Expression von TIMP-1-mRNA (76%) bei einer deutlich geringeren
Expression von MMP-9-mRNA (40 %).

Tab. 39: Vergleich und Korrelation zwischen der Expression von MMP-9 und
TIMP-1 in den Tumorzellen. Es besteht eine signifikante Korrelation
zwischen der Expression von MMP-9 und TIMP-1 in den Tumorzellen

(negativ vs. positiv, p = 0,005).

TIMP-1 Tumor
MMP-9 Tumor (ISH) 0 1 2 3 p
0 53 10 0 0 n.s.
1 22 15 4 0
2 8 2 1 0
3 3 1 0 0
TIMP-1 Tumor
MMP-9 Tumor (ISH) negativ positiv p
negativ 51 12 0,005
positiv 32 24
TIMP-1 Tumor
MMP-9 Tumor (ISH) | negativ/schwach positiv stark positiv p
negativ/schwach
positiv 100 4 n.s.
stark positiv 14 1
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Tab. 40: Vergleich und Korrelation zwischen der Expression von MMP-9 und
TIMP-1 im Tumorstroma. Es konnte keine signifikante Korrelation
nachgewiesen werden (p = 0,097). Auffallend ist jedoch eine erhdhte
Expression von TIMP-1 (76 %) gegenuber MMP-9 (40 %) im Stroma.

TIMP-1 Stroma
MMP-9 Stroma (ISH) 0 1 2 3 p
0 18 26 19 8 n.s.
1 8 13 6 6
2 2 3 4 0
3 0 1 2 3
TIMP-1 Stroma
MMP-9 Stroma (ISH) negativ positiv p
negativ 18 53 n.s.
positiv 10 38 0,569
TIMP-1 Stroma
MMP-9 Stroma (ISH) | negativ/schwach positiv stark positiv p
negativ/schwach
positiv 65 39 0,097
stark positiv 6 9

6.5.4.2. Vergleich der Expressionsmuster von MMP-9 und TIMP-2

Zwischen der Expression von MMP-9-mRNA und TIMP-2-mRNA in den
Tumorzellen konnte eine statistisch signifikante Korrelation nachgewiesen werden
(p = 0,005).

Hier zeigte sich eine Ubereinstimmung des Expressionsmusters von MMP-9-
MRNA und TIMP-2-mRNA in 35 % der Falle. 65 % der positiven Falle waren nur
bezlglich einer mRNA positiv, meist war das MMP-9-mRNA.

Beim Vergleich von MMP-9-mRNA und TIMP-2-mRNA im Tumorstroma zeigte
sich ebenfalls eine signifikante Korrelation (p=0,007).

Das Expressionsverhalten stimmte in 43 % der positiven Falle Uberein. Hier
zeigte sich, wie auch schon bei dem Vergleich zwischen der Expression von
MMP-9-mRNA und TIMP-1-mRNA, eine deutlich hdhere Expression des Inhibitors

im Stroma im Gegensatz zur Expression im Tumor selbst.
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Tab. 41: Vergleich und Korrelation zwischen der Expression von MMP-9 und

TIMP-2 in den Tumorzellen. Es konnte eine signifikante Korrelation

zwischen der Expression von MMP-9 und TIMP-2 nachgewiesen werden

(negativ vs. positiv, p = 0,005).

TIMP-2 Tumor
MMP-9 Tumor (ISH) 0 1 2 3 p
0 53 3 0 n.s.
1 23 14 4 0
2 7 4 0 0
3 3 0 1 0
TIMP-2 Tumor
MMP-9 Tumor (ISH) negativ positiv p
negativ 51 12
positiv 32 24 0,005
TIMP-2 Tumor
MMP-9 Tumor (ISH) | negativ/schwach positiv stark positiv p
negativ/schwach
positiv 97 7 0,993
stark positiv 14 1

Tab. 42:

Vergleich und Korrelation zwischen der Expression von MMP-9

und TIMP-2 im Tumorstroma. Es konnte eine signifikante Korrelation

zwischen der Expression von MMP-9 und TIMP-2 nachgewiesen
werden (p = 0,007).

TIMP-2 Stroma

MMP-9 Stroma (ISH) 0 1 2 3 p
0 37 17 11 6 n.s.
1 8 20 3 2
2 4 5 0 0
3 1 2 2 1
TIMP-2 Stroma
MMP-9 Stroma (ISH) negativ positiv p
negativ 37 34 0,007
positiv 13 35
TIMP-2 Stroma
MMP-9 Stroma (ISH) | negativ/schwach positiv stark positiv p
negativ/schwach
positiv 85 19 0,872
stark positiv 12 3
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6.5.4.3. Vergleich der Expressionsmuster von MMP-9 und TIMP-3

Zwischen der Expression von MMP-9-mRNA und TIMP-3-mRNA in den
Tumorzellen konnte eine statistisch signifikante Korrelation nachgewiesen werden
(p = 0,001). 37 % der positiven Falle waren sowohl bezuglich MMP-9 als auch
TIMP-3 positiv. Insgesamt zeigte sich jedoch eine deutlich hdhere Expression von
MMP-9-mRNA im Tumor. Bezlglich der Signalintensitat (Expressionsstarke Grad
1-3) konnte keine statistisch signifikante Korrelation nachgewiesen werden, es

bestand jedoch eine deutliche Tendenz zur Korrelation (p = 0,051).

Im Stroma hingegen konnte keine signifikante Korrelation zwischen der
Expression von MMP-9-mRNA und TIMP-3-mRNA nachgewiesen werden.
Lediglich 33 % der positiven Falle im Stroma stimmten zwischen MMP-9 und
TIMP-3 Uberein. Hier zeigte sich jedoch im Gegensatz zur Expression im Tumor
eine deutlich hohere und starkere Expression von TIMP-3-mRNA im Vergleich zu
MMP-9-mRNA-Expression.

Tab. 43: Vergleich und Korrelation zwischen der Expression von MMP-9 und
TIMP-3 in den Tumorzellen. Es konnte eine signifikante Korrelation

zwischen der Expression von MMP-9 und TIMP-3 nachgewiesen werden

(p = 0,001).
TIMP-3 Tumor
MMP-9 Tumor (ISH) 0 1 2 3 p
0 54 8 1 0 n.s.
1 23 13 3 2
2 7 2 2 0
3 2 1 1 0
TIMP-3 Tumor
MMP-9 Tumor (ISH) negativ positiv p
negativ 54 9 0,001
positiv 32 24
TIMP-3 Tumor
MMP-9 Tumor (ISH) | negativ/schwach positiv stark positiv p
negativ/schwach
positiv 98 6 0,051
stark positiv 12 3
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Tab. 44: Vergleich und Korrelation zwischen der Expression von MMP-9 und
TIMP-3 im Tumorstroma. Es konnte keine signifikante Korrelation

nachgewiesen werden.

TIMP-3 Stroma
MMP-9 Stroma (ISH) 0 1 2 3 p
0 27 25 11 8 n.s.
1 14 15 1 3
2 4 3 1 1
3 0 2 3 1
TIMP-3 Stroma
MMP-9 Stroma (ISH) negativ positiv p
negativ 27 44 0,954
positiv 18 30
TIMP-3 Stroma
MMP-9 Stroma (ISH) | schwach positiv / negativ stark positiv p
schwach positiv /
negativ 81 23 0,131
stark positiv 9 6

6.5.4.4. Vergleich der Expressionsmuster von TIMP-1 und TIMP-3

Bezulglich der Expression von TIMP-1-mRNA und TIMP-3-mRNA im Tumor konnte
keine statistisch signifikante Korrelation aufgezeigt werden, es bestand jedoch
eine deutliche Tendenz zur Korrelation (p = 0,073). TIMP-1-mRNA und TIMP-3-
MRNA wurden in den Tumorzellen mit gleicher Haufigkeit exprimiert, 25 % der

positiven Falle waren sowohl TIMP-1- als auch TIMP-3-positiv.

Im Tumorstroma ergab sich eine signifikante Korrelation zwischen der Expression
von TIMP-1-mRNA und TIMP-3-mRNA (p = 0,016). Beide Gene zeigten eine
starke Expression im Stroma, in 60 % der positiven Falle konnte sowohl eine
Expression von TIMP-1mRNA als auch TIMP-3-mRNA nachgewiesen werden.
Auch bezuglich der Signalintensitat (Starke der Expression Grad 1-3) zeigte sich

eine deutliche Tendenz zur Korrelation (p = 0,061).
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Tab. 45: Vergleich und Korrelation zwischen der Expression von TIMP-1 und

TIMP-3 in den Tumorzellen. Es konnte keine signifikante Korrelation

nachgewiesen werden (p = 0,073).

TIMP-3 Tumor
TIMP-1 Tumor 0 1 2 3 p
0 67 15 4 0 n.s.
1 18 8 2 0
2 1 1 1 2
3 0 0 0
TIMP-3 Tumor
TIMP-1 Tumor negativ positiv p
negativ 64 19 0,073
positiv 22 14
TIMP-3 Tumor
TIMP-1 Tumor negativ/schwach positiv stark positiv p
negativ/schwach
positiv 108 6 n.s.
stark positiv 2 3

Tab. 46: Vergleich und Korrelation zwischen der Expression von TIMP-1 und

TIMP-3 im Tumorstroma. Es konnte eine signifikante Korrelation

zwischen der Expression von TIMP-1 und TIMP-3 nachgewiesen werden

(p = 0,016).

TIMP-3 Stroma

TIMP-1 Stroma 0 1 2 3 p
0 16 2 1 n.s.
1 16 17 7 3 0,138
2 10 10 4 7
3 3 9 3 2
TIMP-3 Stroma
TIMP-1 Stroma negativ positiv p
negativ 16 12 0,016
positiv 29 62
TIMP-3 Stroma
TIMP-1 Stroma negativ/schwach positiv stark positiv p
negativ/schwach
positiv 58 13 0,061
stark positiv 32 16
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VIl. Diskussion

7.1. Expression von MMPs und TIMPs in Tumorgeweben

In wissenschaftlichen Arbeiten wurde immer wieder die Frage aufgeworfen, in
welchen Zellen innerhalb des Tumors MMPs und TIMPs eigentlich synthetisiert
werden. Mittlerweile weil® man durch viele Forschungsarbeiten, dass nicht nur die
Tumorzellen selbst die Matrix-Metalloproteinasen und ihre Inhibitoren zur
Verfugung stellen, sondern sie auch die umgebenden Stromazellen zur
Expression der Enzyme stimulieren konnen. Gerade MMP-9 ist bereits in anderen
Arbeiten sowohl in Tumorzellen als auch in Zellen des Tumorstromas u. a. auch
in Makrophagen und Endothelzellen nachgewiesen worden. Die Expression von
Enzymen der MMP- und / oder TIMP-Familie in Kopf-Hals-Tumoren sowie ihre
Funktion und Wirkung auf das Gewebe bzw. untereinander ist haufig untersucht
worden. Jedoch sind Korrelationen der Expression dieser Enzyme mit klinisch-
pathologischen Charakteristika bzw. Merkmalen immer noch kontrovers
(Katayama A et al., 2004).

Durch ihre zusatzliche Eigenschaft, neben Gelatin, Laminin V und anderen
Matrixbestandteilen, auch Kollagen Typ IV, den Hauptbestandteil der
Basalmembran, abzubauen, wird MMP-9 immer wieder eine bedeutende Rolle bei
der Tumorprogression zugeschrieben. Daher ist MMP-9 haufig Mittelpunkt
weiterer Untersuchungen der Matrix-Metalloproteinasen und ihrer Funktion in der
Tumortherapie. Korrelationen mit verschiedenen klinischen Parametern oder
Uberlebensraten  wurden bereits aufgezeigt. Die  Ergebnisse  und

Schlussfolgerungen waren jedoch bei weitem nicht einheitlich.

7.2. MMP-9

In der vorliegenden Dissertation konnten MMP-9-Transkripte in 70 % der
Primartumoren und in 70 % der Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werden.
Das MMP-9-Protein konnte mittels Immunhistochemie in den Primartumoren sogar

zu 86 % nachgewiesen werden.
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Anhnliche Ergebnisse zeigten auch andere Untersuchungen zu MMP-9 auf.
Miyajima Y et al., konnten bei 27 Hypopharynxtumoren in allen Proben MMP-9 auf
RNA-Ebene nachweisen. Magary SP et al. konnten in Primartumoren erhohte
Expressionswerte fur MMP-9-RNA in 57 % der Proben darstellen; die Gesamtzahl
von 8 Proben lasst allerdings kaum relevante Schlussfolgerungen zu. Pacheco
MM et al. untersuchten 38 Plattenepithelkarzinome und beschrieben groRere
Mengen an m-RNA von MMP-9 in den Tumoren als in gutartigen Geweben in der
Umgebung der Tumoren; hohere Mengen an MMP-9-m-RNA waren dabei mit
einer hoheren Wahrscheinlichkeit fur ein Rezidiv des Tumors im Halsbereich

assoziiert.

7.2.1. Verteilungsmuster von MMP-9

Oft untersucht und immer wieder ahnlich beschrieben wurden das Expressions-
muster und die Verteilung von MMP-9 in den verschiedenen Zelltypen:

Danach soll MMP-9 vorwiegend in Karzinomzellen, angrenzenden Stromazellen,
Entzindungszellen (Makrophagen, Neutrophile, Lymphozyten) und Endothelzellen
exprimiert werden (Thomas GT et al., 1999). Diese Ergebnisse konnten in der
vorliegenden Arbeit bestatigt werden: es zeigte sich eine deutlich erhdhte
Expression von MMP-9 in den Tumorzellen, vor allem an der Invasionsfront,
teilweise auch in der Tumormitte. Auch in den tumornahen Fibroblasten und z. T.
auch in Endothelzellen wurde MMP-9 vermehrt exprimiert.

Geringe Expression zeigte sich im morphologisch normal erscheinenden und
dysplastischen Plattenepithel. Man konnte jedoch eine Tendenz zur Zunahme an
MMP-9 analog zur Epithel-Dysplasie-Karzinom-Sequenz erkennen: Wahrend
MMP-9 im morphologisch normal erscheinenden, tumornahen Plattenepithel in nur
18 % der Falle exprimiert wurde, war die Metalloproteinase im dysplastischen
Epithel in bereits 24 % der Falle nachweisbar. Im Karzinom nahm die Expression
von MMP-9 zu (> 45 %).

Mittels Immunhistochemie konnte das Enzym haufiger und dabei auch mit einer
meist starkeren Signalintensitat nachgewiesen werden. Hier zeigte sich eine
ahnliche Verteilung bezuglich der verschiedenen Zelltypen mit dem haufigsten

Nachweis von MMP-9 an der Invasionsfront. Dabei konnte gezeigt werden, dass
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MMP-9 in Uber der Halfte der Falle auch bereits im dysplastischen Epithel

nachgewiesen werden kann.

7.2.2. MMP-9-Expression im Vergleich mit klinisch-pathologischen

Faktoren

Die MMP-9-Expression korrelierte in anderen Studien v. a. mit fortgeschrittenen
Tumorstadien. Hohere Tumorstadien exprimierten demnach groRere Mengen an
MMP-9-mRNA, wodurch ein Zusammenhang zwischen MMP-9-Expression und
starkerer Tumorinvasion postuliert wurde. Ohashi K et al., zeigten eine gesteigerte
Expression und Aktivitit von MMP-9 in Osophagustumoren und stellten einen
positiven Zusammenhang mit der Invasionstiefe der betrachteten Tumoren her.
lkebe T et al. wiesen durch ihre Untersuchungen erhohte MMP-9-Spiegel in
starker invasiven Tumoren nach. Eine Korrelation zwischen einer erhhten MMP-
9-Expression und einer starkeren Tumorinvasion stellten auch Kurahara S et al. in
der Untersuchung von 96 Proben von Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle
fest.

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels in situ-Hybridisierung und
Immunhistochemie eine signifikante Korrelation zwischen der Expression von
MMP-9 und dem Vergleich von frihem (T1 & T2) sowie spaten Tumorstadium (T3
& T4) im Tumorgewebe nachgewiesen werden. Ebenso konnte eine signifikante
Korrelation im Stroma mittels Immunhistochemie zwischen der Expression von
MMP-9 und dem Vergleich von frihem (T1 & T2) sowie spaten Tumorstadium (T3
& T4) nachgewiesen werden. Hierbei konnte stets eine deutlich erhdhte
Expression von MMP-9 in fortgeschrittenen Stadien verzeichnet werden. Diese
Daten deuten somit in die gleiche Richtung wie die 0.g. Ergebnisse von Ohashi K

et al., lkebe T et al. und Kurahara S et al.

Eine signifikante Korrelation zwischen der MMP-9 Konzentration und dem
Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen konnte weder durch den m-RNA-
Nachweis mittels in situ-Hybridisierung noch durch den Protein-Nachweis in der
Immunhistochemie aufgezeigt werden. Bei Patienten ohne

Lymphknotenmetastasen waren mehr als die Halfte aller Falle MMP-9-negativ.
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Bei Patienten mit Lymphknotenmetastasen konnte man in etwas mehr als der
Halfte aller Falle im Tumor MMP-9 nachweisen.

Ob dies als Hinweis auf die Rolle von MMP-9 bezuglich der Invasivitat und
Metastasierungstendenz von Tumoren gewertet werden kann, ist fraglich.
Katayama A et al., 2004; Kurahara S et al., 1999; Dunne AA et al. sahen einen
Zusammenhang zwischen MMP-9-Expression und dem Lymphknotenstatus.
Katayama et al. untersuchten 53 japanische Patienten mit oropharyngealen
Plattenepithelkarzinomen. Patienten mit Lymphknotenmetastasen und/oder
Fernmetastasen zeigten signifikant hohere Expressionen von MMP-9 und TIMP-2
als nicht metastasierte Patienten. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass sowohl MMP-
9 als auch TIMP-2 einen pradiktiven Wert bezuglich Tumormetastasierung und
Uberlebensrate haben. Auch Diinne et al. konnten in ihren Untersuchungen an
105 Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren eine signifikante Korrelation zwischen dem
Auftreten von MMP-9 und dem positiven Lymphknotenstatus nachweisen und
damit die Bedeutung von MMP-9 bezlglich dem Metastasierungsverhalten
unterstutzen.

Diese Ergebnisse stehen jedoch im Gegensatz zu den von lkebe T et al. und
Riedel F et al. publizierten Resultaten. |kebe et al. untersuchten die MMP-9-
Expression an 57 Proben aus oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen. Dabei
wiesen sie MMP-9 vermehrt in invasiven Karzinomen nach, jedoch fand sich keine
Korrelation bezuglich der Metastasierung in die Lymphknoten. Das
Metastasierungspotential ist nach ihren Ergebnissen nicht von der Gelatinase-
Aktivitat von MMP-9 abhangig, sondern vielmehr von dem ungleichen Verhaltnis
zwischen Metalloproteinase und Inhibitor, d. h. hohe MMP-Level und niedrige
TIMP-Level gehen mit einer hohen Metastasierungsrate einher. Auch Riedel et al.
konnten in ihren Versuchen an 52 HNSCC keine Korrelation zwischen MMP-9 und
Lymphknotenstatus finden, jedoch propagierten sie einen Zusammenhang

zwischen MMP-9 und einer schlechten Uberlebensrate.

Im Zusammenhang mit dem Metastasierungsverhalten von Tumoren wurde
gerade MMP-9 in der Literatur sehr haufig beschrieben. Immer wieder fanden
Forschergruppen Korrelationen zwischen von MMP-9-Expression und dem
Metastasenstatus und schrieben MMP-9 dadurch einen prognostischen Wert zu.

Hong SD et al. zeigten in einer Untersuchung an 44 Proben aus
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Plattenepithelkarzinomen der oberen Luft- und Speisewege eine signifikante
Korrelation zwischen MMP-9-Expression und einer vorhandenen Metastasierung.
Ebenso konnten Kawata R et al. Kawamata H et al. Kusukawa J et al. sowie Xu
YP et al. in ihren Arbeiten einen Zusammenhang zwischen MMP-9-Spiegeln und
dem Metastasenstatus bestatigen. Und wie bereits oben beschrieben kamen auch
Katayama A et al.,, 2004 in ihren Versuchen zu &ahnlichen Ergebnissen und
belegten einen Zusammenhang sowohl zwischen MMP-9 und lymphogenen
Metastasen als auch zwischen MMP-9 und dem Fernmetastasenstatus.

lkebe T et al. sahen eine Erhdhung der MMP-9-Level bei metastasierten Fallen
nur im Zusammenhang mit einem niedrigen TIMP-1-Level. lhren Ergebnissen
zufolge sind die Invasivitat und das Metastasierungsverhalten von dem
Ungleichgewicht zwischen Metalloproteinase und ihrem Inhibitor abhangig.

Riedel F et al. untersuchten Blut von Patienten mit oralen/oropharyngealen
Plattenepithelkarzinomen und konnten zeigen, dass die MMP-9-Konzentration bei
metastasierten Fallen im Serum hoher war als bei Fallen ohne Metastasen. Auf
der anderen Seite konnten Riedel F et al., keine Korrelation zwischen MMP-9-
Mengen und klinisch-pathologischen Charakteristika wie Lokalisation, T- und N-
Stadium oder Grad der histologischen Differenzierung ihrer 52 Gewebeproben aus
Plattenepithel-karzinomen der oberen Luft- und Speisewege nachweisen.
Allerdings stellten sie wie Heissenberg MC et al. eine Gemeinsamkeit zwischen
MMP-9-Mengen und der Wahrscheinlichkeit fur eine schlechtere Prognose fest.
Hohere MMP-9-Spiegel korrelierten laut Riedel F et al. mit einer insgesamt
schlechteren Uberlebensrate der betroffenen Patienten, wahrend sie gemaR

Heissenberg MC et al. mit einer hdheren Rezidivrate korrelierten.

In der vorliegenden Dissertation konnte eine signifikante Korrelation zwischen von
MMP-9-Expression (Signalintensitat) in den Tumorzellen und dem Vorhandensein
von Fernmetastasen in der in situ-Hybridisierung nachgewiesen werden. Es
konnte eine deutlich vermehrte MMP-9-Expression in metastasierten Tumoren
nachgewiesen werden. Mittels Immunhistochemie konnten keine eindeutige
Tendenz zur vermehrten MMP-9-Expression in Tumoren mit Fernmetastasen
aufgezeigt werden.

Dadurch, dass es bei Tumoren der Kopf-Hals-Region selten und meist erst spat zu

Fernmetastasen kommt, stand in dieser Arbeit jedoch nur ein kleines Kollektiv von
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Tumoren mit bereits erfolgter Fernmetastasierung zur Verfugung. Daher lasst sich
trotz Signifikanz die Rolle von MMP-9 bezlglich dem Metastasierungs-potential
nicht mit Sicherheit festlegen, die hier vorgelegten Ergebnisse unterstitzen jedoch
die Hinweise auf eine Rolle von MMP-9 im Rahmen der Metastasierung eines
HNSCC.

7.2.3. Vergleich von MMP-9 und TIMP-1, -2, -3: Ist das Verhaltnis
zwischen Metalloproteinase und Inhibitor prognostisch

entscheidend?

In verschiedenen Arbeiten wurde ein Zusammenhang zwischen dem Verhaltnis
von MMP-9 und TIMP-1 hinsichtlich des Metastasierungsverhaltens beschrieben.
Danach sollte bei hohen MMP-9- und niedrigen TIMP-1-Spiegeln ein starkeres
Potential zur Metastasierung bestehen.

lkebe T et al. und Heissenberg MC et al. beschrieben in ihren Arbeiten das
Verhaltnis von Matrix-Metalloproteinase und Inhibitor und folgerten sogar daraus,
dass das Verhaltnis MMP-9 zu TIMP-1 unter Umstanden eine Markerfunktion
haben konnte.

In der vorliegenden Arbeit lie} sich eine signifikante Korrelation zwischen der
Expression von MMP-9-mRNA und TIMP-1-mRNA im Tumor nachweisen (p =
0,005). Dabei wurde MMP-9 weitaus haufiger und starker in den Tumorzellen
nachgewiesen als TIMP-1. Auffallend war jedoch auch die hohe Expression von
TIMP-1 im Stroma (insgesamt 82 positive Falle) bei einer deutlich geringeren
Expression von MMP-9 (insgesamt 48 positive Falle). Dies kdnnte als ein Hinweis
fur einen Kompensationsmechanismus zum Ausgleich der erhhten MMP-9-Level

im Tumor und der damit steigenden Invasionsfahigkeit gedeutet werden.

Trotz der insgesamt hohen Ubereinstimmungsrate zwischen MMP-9 und TIMP-1
zeigten sich jedoch in 65 % nur einseitig positive Falle, die nur bezuglich der
Expression eines Transkriptes positiv waren. In 43 % der Falle konnte ein
ahnliches Verteilungsmuster, in 40 % der Falle ein inverses Verteilungsmuster

aufgezeigt werden. Vor diesem Hintergrund stellt sich hier die oben aufgeworfene

143



Frage, ob und wie TIMP-1 genau in der ihm zugeschriebenen Inhibitor Funktion

wirkt.

Ebenfalls konnte eine signifikante Korrelation zwischen der Expression von MMP-
9-mRNA und TIMP-2-mRNA sowohl im Tumor als auch im Stroma nachgewiesen
werden (p=0,005). Auch hier bestand ein ahnliches Verteilungsverhaltnis: wahrend
die Metalloproteinase vor allem im Tumor exprimiert wurde, war der Inhibitor fast

ausschlief3lich im Stroma zu finden.

Auch bezuglich MMP-9 und TIMP-3 zeigten sich in diesen Untersuchungen eine
statistisch signifikante Korrelation (p = 0,001) und ein ahnliches Verhaltnis, wie bei
MMP-9 und TIMP-1 bzw. TIMP-2 bereits beschrieben: MMP-9 war v. a. im Tumor

uberexprimiert, TIMP-3 hingegen im Stroma.

Das spezielle Verteilungsmuster sowie die inversen Korrelationen zwischen MMP-
9 und den Inhibitoren TIMP-1, -2, -3 kdnnten ein Hinweis auf die eindammende
Funktion der TIMPs sein, das Groflenwachstum und Invasionspotential der (MMP-

9-Uberexprimierenden) Tumoren zu kontrollieren.

7.2.4. MMP-9: Ein prognostischer Faktor im Hinblick auf Uberlebens-

rate und Rezidiv?

MMP-9 wurde haufig als prognostischer Indikator fur die Aggressivitat eines
jeweiligen Tumors sowie fur ein erhdhtes Rezidivrisiko beschrieben. Auch
Heissenberg MC et al., brachten das Auftreten von MMP-9 in 39 Hypopharynx-
Tumoren mit einem hoheren Rezidivrisiko in Verbindung. Wichtig dabei war das
gleichzeitige Fehlen von TIMP-1.

In der vorliegenden Arbeit konnte keine signifikante Korrelation zwischen MMP-9-
Expression und dem Rezidivrisiko bzw. der rezidivfreien Zeit gefunden werden.
Jedoch war sowohl im Tumor als auch im Stroma eine Tendenz zu héheren MMP-
9-Spiegeln bei rezidivierenden Tumoren zu verzeichnen. Ob und in wieweit die
Menge an MMP-9 bezuglich des Rezidivrisikos eine Rolle spielt, kann in dieser

Arbeit nicht unbedingt beantwortet werden. Sicher ist jedoch, dass die hohe
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Rezidivrate bei Tumoren der Kopf-Hals-Region aufgrund der schlechten
chirurgischen Therapiemodglichkeiten wohl eines der grofdten Probleme dieser
Tumoren darstellt. Sinnvoller, als die Rezidive genauer zu untersuchen, scheint
es, frihzeitig bessere Therapieoptionen zu finden, um dem hohen Rezidivrisiko

vorzubeugen.

Oft wurde MMP-9 zudem als ein prognostischer Faktor beschrieben. So soll
MMP-9 mit einer schlechten Uberlebensrate korrelieren: Patienten mit oralen
Karzinomen, die eine erhohte MMP-2 und MMP-9-Aktivitat zeigten, hatten nach
Behandlung eine kiirzere krankheitsfreie Uberlebenszeit als Patienten mit
gelatinasefreien Tumoren (Yorioka CW et al. 2002). Katayama A et al. 2004,
konnten diese Ergebnisse bestatigen. Sie zeigten, dass eine starke MMP-9-
Expression mit einer signifikant kiirzeren Uberlebensrate korrelierte. Mehr jedoch
als MMP-9 sahen sie TIMP-2 als unabhangigsten Faktor fur eine schlechte
Prognose bereits in frihen Stadien der HNSCC.

In den fur diese Arbeit untersuchten Fallen konnte keine signifikante Korrelation
zwischen der Menge und Starke von MMP-9 und der rezidivireien Uberlebenszeit
nachgewiesen werden. Ob und inwieweit MMP-9 dadurch als prediktiver Wert fur
prognostische Aussagen beziiglich Metastasierungspotential und/oder Uber-
lebensrate angesehen werden kann, ist anhand diesen Untersuchungen nicht
sicher festzulegen. Jedoch scheint die Metalloprotease eine wesentliche Rolle im
Hinblick auf die Prognose der Tumoren zu spielen, entweder bezuglich der
Aggressivitat, Invasionsverhalten, Metastasierungspotential oder  des

Rezidivrisikos.

7.3. TIMP-1

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation zeigen TIMP-1-Expression in 83 %
der untersuchten Primartumoren und 80 % der Lymphknotenmetastasen. Dabei
wurde TIMP-1m-RNA von allen untersuchten Enzymen am haufigsten und am
starksten nachgewiesen. Wie bei Charous SJ et al. konnte auch in der
vorliegenden Dissertation kein Unterschied in der TIMP-1-Expression zwischen

Primartumoren und Metastasen nachgewiesen werden.
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Wahrend die weite Verbreitung der TIMPs mit den Ergebnissen anderer Autoren
Ubereinstimmte, zeigten sich bezuglich der Expressionshaufigkeit und -menge der
TIMPs Unterschiede auf. In der hier vorgestellten Versuchsreihe wurde TIMP-1 im
Schnitt starker als TIMP-2 und TIMP-3 exprimiert, wahrend Heissenberg MC et al.

ein gegenteiliges Ergebnis beschrieben.

7.3.1. Verteilungsmuster von TIMP-1

In der vorliegenden Arbeit verhielt sich TIMP-1 bezuglich der Expression in
Geweben unterschiedlichen Malignitatsgrades ahnlich wie MMP-9. Sowohl die
Expression von MMP-9-mRNA als auch von TIMP-1-mRNA konnte bereits im
morphologisch normal erscheinenden Plattenepithel nachgewiesen werden und
nahm im dysplastischen Epithel und im Tumorgewebe analog der Epithel-
Dysplasie-Karzinom-Sequenz stetig zu. Das deutet darauf hin, dass mit einer
erhohten Expression von MMPs im Rahmen der Tumorentstehung und
Tumorprogression auch eine Hochregulation der TIMPs einhergeht. Eine
statistische Signifikanz konnte nicht abgeleitet werden, jedoch weisen die
Ergebnisse eine deutliche Tendenz in diese Richtung auf.

Gerade bei der Expression von TIMP-1 in den Tumorzellen war besonders
auffallig, dass TIMP-1 in allen 125 Fallen nur an der Invasionsfront des Tumors
nachgewiesen werden konnte. Mit Abstand am haufigsten und am starksten wurde
TIMP-1 allerdings im Tumorstroma exprimiert.

Eine vermehrte TIMP-1-Expression im Stroma bei fortgeschrittenen Tumoren
kénnte einerseits zur Inhibition der Uberexpression von MMPs (z. B. hier MMP-9)
in spaten Tumorstadien eine Rolle spielen, andererseits ware dies auch im
Rahmen einer unterstitzenden Funktion von TIMP-1 im Invasionsverhalten zu

erklaren.

7.3.2. TIMP-1 im Zusammenhang mit der Metastasierung

Ikebe T et al. konnten durch ihre Untersuchungen zeigen, dass Primartumoren mit
erfolgter Metastasierung geringere Spiegel fur TIMP-1-m-RNA aufwiesen als

Tumoren ohne Metastasen. Es konnte dabei auch ein Zusammenhang zwischen
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hohen MMP- und niedrigen TIMP-1-Spiegeln in Primartumoren hergestellt werden,
was wiederum mit einem hohen Metastasierungspotential der jeweiligen Tumoren
korrelierte.

Kurahara S et al. kamen zu einem gegenteiligen Ergebnis. Sie untersuchten die
Expression von MMPs und TIMPs in Tumoren der Kopf-Hals-Region und konnten
dabei unter anderem zeigen, dass Primartumoren mit vorhandenen Metastasen
deutlich héhere Spiegel von TIMP-1 aufwiesen als nicht-metastasierte Tumoren.

In der vorliegenden Arbeit konnte dieses Resultat bestatigt werden. TIMP-1 wurde
im Stroma von lymphogen metastasierten Tumoren sowie im Tumor Dbei
Fernmetastasen deutlich starker exprimiert. Es konnte jedoch keine signifikante
Korrelation der Expression von TIMP-1-mRNA mit dem Lymphknoten-

/Fernmetastasenstatus nachgewiesen werden.

7.3.3. Welche Rolle spielt TIMP-1 in Bezug auf die Tumorinvasion und

-aggressivitat?

TIMP-1 wurde schon in anderen Arbeiten eine bedeutende Rolle bezuglich des
Invasionsverhaltens zugeschrieben. (Culhaci N et al. Rhee JS et al.)

Culhaci N et al. untersuchten TIMP-1 in 78 Plattenepithelkarzinomen der Kopf-
Hals-Region und konnten nachweisen, dass eine erhdhte Expression von TIMP-1
statistisch signifikant mit einer gesteigerten Tumorinvasivitat einherging.

Rhee JS et al. konnten anhand von Tierversuchen mit Mausmodellen nachweisen,
dass TIMP-1 die Tumorentstehung von Plattenepithelkarzinomen fordert, indem es
die Keratinozyten zur Hyperproliferation anregt und das Auftreten von
chromosomalen Aberrationen in pramalignen Zellen und dadurch auch das Risiko
der Entartung, verstarkt. In einigen Studien konnte sogar gezeigt werden, dass
erhohte TIMP-1-Level in verschiedenen Tumoren (z. B. Kolorektale Tumoren,
Lymphome, Mamma-karzinome) mit Tumorprogression und einem schlechten
Krankheitsverlauf / Prognose einhergehen (Murashige M et al. 1996; Curran S und
Murray Gl, 1999; Schrohl AS et al. 2003).

Eine detaillierte Betrachtung von TIMP-1 erfolgte auch durch Heissenberg MC et
al.. Sie wiesen TIMP-1 in fast allen von ihnen untersuchten Primartumoren nach.

In den Proben von Patienten, bei denen im weiteren Verlauf ein Rezidiv auftrat,
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konnte TIMP-1 allerdings in keinem Fall nachgewiesen werden, ebenso nicht in
den Rezidivtumoren. Heissenberg MC et al. folgerten daraus, dass ein Fehlen von
TIMP-1 (besonders im Zusammenhang mit nachweisbarer Expression von MMP-
9) eine héhere Aggressivitat der einzelnen Tumoren indiziert, was die Uberlegung
hinsichtlich eines prognostischen Wertes niedriger TIMP-1-Spiegel nachweisbar

unterstutzt.

Daher stellt sich immer mehr die Frage, welche Funktion TIMP-1 im Rahmen der
Tumorgenese und -ausbreitung tatsachlich zugeschrieben werden soll.
Ruokolainen H et al. beschrieben TIMP-1 sowohl im Plasma als auch im
Tumorgewebe als pradiktiven Marker fur den klinischen Verlauf und Streuung des
Tumors (Ruokolainen H et al. 2005). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Pradhan-
Palikhe et al.. Sie beschrieben die TIMP-1-Konzentration im Plasma als Marker fur
die Uberlebensrate (Pradhan-Palikhe et al. 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurde keine signifikante Korrelation zwischen TIMP-1-
Expression und einer rezidivfreien Uberlebenszeit gefunden. Es konnte jedoch,
wie bereits in anderen Arbeiten beschrieben, eine hohere Expression von TIMP-1
in prognostisch schlechteren bzw. rezidivierenden Tumoren v. a. im Stroma
aufgezeigt werden. In wieweit diese Uberexpression im Rahmen der inhibierenden
Wirkung auf MMPs und so zur Eindammung des Invasionsverhaltens des Tumors,
oder im Rahmen einer prokanzerogenen Funktion von TIMP-1, wie sie bereits
durch Rhee et al. beschrieben wurde, stattfindet, kann nicht abschlieRend
beantwortet werden. Ob diese Tendenz wegweisend ist und welche Funktion
TIMP-1 im Rahmen der ebenfalls vermehrten Expression und bezuglich der

Prognose letztendlich zu spielen scheint, ist hieraus jedoch nicht ersichtlich.

Im Hinblick auf die komplexe biologische Funktion von TIMP-1, die sich bei weitem
nicht auf die Inhibition von MMPs beschrankt, ist die weite Verbreitung des
Enzyms auch in hoheren Tumorstadien, wo eine Inhibition von MMPs
offensichtlich nicht mehr gewahrleistet wird, verstandlich. Die genaue Funktion der
Uberexpression von TIMP-1 in fortgeschrittenen Tumorstadien ist jedoch weiterhin

fraglich.
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Zusammengefasst inhibiert TIMP-1 zwar die gelatinolytische Aktivitdt im
Tumorstroma und wirkt auf die Stabilisierung von Kollagenfibrillen, jedoch scheint
es nicht zu einer Hemmung des Uberganges von einer Dysplasie in ein Karzinom
und auch nicht zu einer Hemmung der Entwicklung von Metastasen zu kommen.
Ob sich seine Funktion je nach Tumorstadium andert, ist bisher noch nicht
vollstandig geklart. Es konnte jedoch durchaus sein, dass TIMP-1 in fruhen
Stadien der Tumorerkrankung die epitheliale Kanzerogenese fordert, wahrend es
in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien die Aktivitat der MMPs inhibiert und die
extrazellulare Matrix stabilisiert, ohne sich auf die Streuung von Metastasen
auszuwirken (Rhee JS et al. 2004). Wenn TIMP-1 die MMP-Aktivitat allerdings so
effektiv inhibiert, wie bereits beschrieben, warum ist dann eine verstarkte TIMP-1-
Expression fordernd fur die Tumorgenese? Rhee et al. kamen in ihren
Untersuchungen zu dem Schluss, dass TIMP-1 in der Tumorgenese eindeutig
eine prokanzerogene Rolle spielt. Je nach Stadium und Konzentration verhalt es
sich jedoch funktionell unterschiedlich: z. B. stabilisiert es in frihen Stadien das
Tumorstroma, wahrend es in spaten Stadien zu einer Steigerung des
Entartungsrisikos fuhrt. Das konnte auch die Tatsache bedingen, dass bei
Tumorerkrankungen im Spatstadium eine Therapie mit TIMP-1 oder ahnlichen
Inhibitoren der Matrix-Metalloproteinasen klinisch nur einen begrenzten Erfolg
zeigt (Whittaker M et al. 1999; Hidalgo M und Eckhardt SG 2001; Zucker S et al.
2000; Coussens LMB et al. 2002).

7.4. TIMP-2

TIMP-2 wurde weitgehend im Tumorstroma exprimiert. Im Gegensatz zu TIMP-1
konnte TIMP-2 auch in wenigen Fallen in der Tumormitte nachgewiesen werden,
vorrangig jedoch auch an der Invasionsfront. Auffallig war die Expression im
normal erscheinenden Plattenepithel und im dysplastischen Epithel. Hier zeigte
sich eine deutlich hohere Expression von TIMP-2 im Gegensatz zu TIMP-1 im
morphologisch gesunden Plattenepithel wie auch im dysplastischen Epithel.
Bezlglich TIMP-2 konnte keine signifikante Korrelation mit dem Tumorstadium

gefunden werden.
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7.4.1. TIMP-2: Marker fur Aggressivitat und Metastasierungspotential

einesTumors und Indikator fur eine schlechte Prognose?

In den Tumoren mit Lymphknotenmetastasen war TIMP-2 lediglich in 65 % der
Falle nachweisbar, am seltensten und am schwachsten von allen TIMPs.
Katayama A et al. zeigte eine Korrelation zwischen TIMP-2 und dem
Lymphknotenstatus. Dieses konnte in der vorliegenden Arbeit nicht nachvollzogen

werden.

Im Zusammenhang mit dem Fernmetastasenstatus ergab sich eine signifikante
Korrelation. Es zeigte sich eine deutliche Expressionssteigerung von TIMP-2-
mMRNA in Tumorzellen bei metastasierten Tumoren. Im Stroma konnte keine
signifikante Korrelation nachgewiesen werden. Es fand sich allerdings eine
Tendenz bezuglich einer inversen Beziehung im Hinblick auf die Expression von
TIMP-2 im Stroma. Hier konnte gerade in nicht-metastasierten Tumoren TIMP-2-
mRNA in groReren Mengen nachgewiesen werden als in Tumoren mit erfolgter
Fernmetastasierung. In wieweit sich die Funktion von TIMP-2 im Tumor von der im
Stroma unterscheidet und warum TIMP-2 bezlglich des Metastasenstatus und der
Lokalisation so unterschiedlich exprimiert wird, ist aufgrund der vorliegenden
Daten nicht zu beantworten. Ein Grund konnte eine unterschiedliche Funktion in
metastasierten und nicht-metastasierten Tumoren sein, z. B. der Versuch die
Ausbreitung und Invasion des Tumors in frihen Stadien vom Stroma her
einzuda@mmen, wohingegen in spateren metastasierten Stadien der Angriffspunkt

in das Zentrum des Tumor verlegt wird.

Katayama A et al. zeigten in einem Versuch, in dem sie bei 53 Patienten in einem
frbhen Tumorstadium u. a. TIMP-2 immunhistochemisch nachwiesen, ein
ahnliches Ergebnis. Patienten, die regionale Lymphknotenmetastasen oder
hamatogene Fernmetastasen entwickelten, zeigten signifikant hohere
Expressionswerte von TIMP-2 als Patienten ohne Tumormetastasen. Die stark
erhohten TIMP-2-Werte Kkorrelierten auch mit einer schlechten Prognose/
Uberlebensrate. Katayama A et al. folgerten somit, TIMP-2 habe einen pradiktiven

Wert sowohl fur die Entwicklung von Tumormetastasen als auch fir die
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Uberlebensrate. TIMP-2 sei dabei sogar der unabhangigste Faktor fir eine
schlechte Prognose in frihen Stadien der Plattenepithelkarzinome.

Zu einem ahnlichen Resultat kamen Yoshizaki T et al., die die Expression von
TIMP-2 in 51 Tumorgeweben von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der
Zunge immunhistochemisch untersuchten und die Ergebnisse mit klinischen
Faktoren korrelierten. Die TIMP-2-Expression korrelierte signifikant mit dem
Wiederauftreten eines lokalen Rezidivs bzw. Fernmetastasen. Yoshizaki T et al.
schrieben aufgrund der Ergebnisse TIMP-2 einen wichtigen prognostischen Wert
bei Zungenkarzinomen zu.

Auch Ruokolainen H et al. sahen in einer Serie von 74 Patientien TIMP-2 in
Tumorproben als Marker fur die Aggressivitat des Tumors und als Indikator fur

eine spatere lymphogene oder hamatogene Metastasierung.

Dies steht im Gegensatz zu der Arbeit von Gorogh et al., sie folgerten aus ihren
Resultaten an 10 HNSCC und 48 Plattenepithelkarzinomen der Larynxregion
(LSCC) dass TIMP-1 und TIMP-2 die Tumorausbreitung bei LSCC hemmen
(Gorogh et al. 2005).

In der vorliegenden Arbeit konnte ahnlich den oben beschriebenen Ergebnissen
eine vermehrte Expression von TIMP-2 in spaten Tumorstadien sowie in
hamatogen metastasierten und rezidivierenden Tumoren nachgewiesen werden.
Eine signifikante Korrelation ergab sich allerdings nicht.

Warum TIMP-2 gerade in Tumoren mit schlechter Prognose vermehrt nach-
weisbar ist, kénnte verschiedene Griinde haben: einerseits kénnte durch die Uber-
expression des Inhibitors ein weiteres Fortschreiten verhindert werden, anderer-
seits konnte damit TIMP-2 auch eine Markerfunktion fur eine schlechte Prognose

besitzen.

Bisher gibt es nur wenige Studien, die TIMP-2 im Zusammenhang mit dem
Metastasierungsverhalten von Tumoren sowie den prognostischen Wert von
TIMP-2 untersucht haben. Kanayama et al. konnten nachweisen, dass hohe
mMmRNA-Level von TIMP-2 mit einer schlechten Prognose bei Blasenkarzinomen

assoziiert sind. Kikuchi et al. untersuchten kolorektale Tumoren und fanden eine
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positive Korrelation zwischen einer erhdohten Expression von TIMP-2 und der

Metastasierung in die Lymphknoten.

Andererseits wird in der Literatur jedoch auch immer wieder eine prognostisch
gunstige Funktion von TIMP-2 im Rahmen der Tumorgenese und Metastasierung
beschrieben: Kawamata H et al. konnten eindrucklich zeigen, dass die
Transfektion von TIMP-2 in stark metastasierende LMC19-Zelllinien deren
Metastasierungspotential reduzieren konnte (Kawamata H et al., 1995). In einem
ahnlichen Versuch wurde eine humane Melanomzelllinie mit TIMP-2-cDNA
transfiziert und anschlielend SCID-Mausen subkutan transplantiert. TIMP-2
bewirkte ein langsameres Wachstum der Primartumoren, die Inzidenz von
Lymphknoten- und Lungenmetastasen blieb jedoch ebenso wie die Anzahl der
Lungenmetastasen unbeeinflusst. Ahnliche Ergebnisse konnten auch McNally et
al. zeigen. Sie wiesen einen moglichen positiven Nutzen einer Kombination von
Radiotherapie mit ad-TIMP-2 Gentherapie nach (McNally et al. 2009). TIMP-2
bedingt demnach ein langsameres Wachstum der Primartumoren und eine

Reduktion des Metastasierungspotentials.

Ob die Hochregulation der Expression von TIMP-2 zu einer Reduktion des
Metastasierungspotentials fuhren soll, oder ob TIMP-2 in spaten Tumorstadien
eher progressiv wirkt und das Metastasierungspotential somit verstarkt, kann

durch die vorliegenden Versuchsergebnisse nicht eindeutig beantwortet werden.

7.5. TIMP-3

Es wurde gezeigt, dass TIMP-3 ein spezifischer Inhibitor der proteolytischen
Aktivitat der MMPs und ADAMs ist (Amour A et al. 2000; Amour A et al. 1998;
Baker AH et al. 2002; Kornfeld et al. 2011). Generell Ubt TIMP-3 seine Funktion,
die Inhibition der proteolytischen Aktivitat, an der Tumorinvasionsfront von
infiltrativen HNSCC aus, um eine tumorbedingte Degradierung der extrazellularen
Matrix zu verhindern. Ein weiterer wesentlicher Wirkungsort von TIMP-3 ist das
tumorumgebende Stroma, wo [6sliche Proteasen die extrazellulare Matrix

aufspalten und EZM-gebundene Faktoren, welche die Tumorzellmigration und -
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invasion ermdglichen, freisetzen. Eine ausgewogene Balance zwischen
proteolytischen Enzymen (z. B. MMPs) und ihren Inhibitoren (z. B. TIMPs) scheint
daher fur die Tumorinvasion und -ausbreitung von grofer Bedeutung zu sein
(Cruz-Munoz W et al. 2006; Kurahara S et al. 1999; Wu ZS et al. 2008).

Gerade TIMP-3 ist bisher nur sparlich untersucht, so dass generelle Aussagen
dazu nur begrenzt zu treffen sind. Die im Rahmen der vorliegenden
Untersuchungen gewonnenen Ergebnisse weisen aber auf eine ebenfalls nicht

unbedeutende Rolle dieses Inhibitors hin.

7.5.1. Verteilungsmuster von TIMP-3

In den untersuchten Tumoren der Kopf-Hals-Region wurde TIMP-3 v. a. in den
den Tumor umgebenden Stromazellen exprimiert, in einigen Fallen auch in
Tumorzellen an der Invasionsfront, selten, jedoch z. T. auch sehr stark, in der
Tumormitte oder in einzelnen Tumorzapfen.

Ein ahnliches Verteilungsmuster der Expression fand sich auch in anderen
Studien. Airola K et al. konnten TIMP-3-mRNA sowohl in randstandigen
Tumorzellen von infiltrativ wachsenden Basaliomen als auch in umgebenden
Stromazellen von Plattenepithelkarzinomen der Haut nachweisen, jedoch fand
sich keine Expression in benignen Tumoren. Auch in anderen Tumoren, wie z. B.
Kolonkarzinomen oder intraduktalen Mammakarzinomen, konnte TIMP-3 in den
umgebenden Stromazellen nachgewiesen werden, nicht jedoch in den
Tumorzellen. Auffallig dabei war, dass in beiden Tumorentitaten die Expression
von TIMP-3 ko-lokalisiert war mit der Expression von TIMP-1 (Airola K et al. 1998).
Bei Miyazaki T et al. konnte TIMP-3 v. a. in oberflachlichen Bereichen des Tumors
nachgewiesen werden, wahrend die Expression in tieferen Bereichen deutlich
reduziert war. Auffallig war zudem, dass TIMP-3 in keinem der Falle an der
Invasionsfront gefunden werden konnte. Powe DG et al. kamen zu ahnlichen
Ergebnissen. Sie konnten zeigen, dass sich die TIMP-3-Expression am invasiven
Rand wenig- bzw. undifferenzierter Adenokarzinome des menschlichen Kolons
deutlich verringert.

In allen genannten Studien wurde TIMP-3 hauptsachlich im den Tumor

umgebenden Stroma nachgewiesen. Bezuglich der Expression im Tumor ist
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bisher noch kein einheitliches Muster beschrieben. Welche Funktion TIMP-3 in der

Umgebung der Invasionsfront bzw. im Tumor spielt, ist daher noch unklar.

7.5.2. TIMP-3 im Vergleich mit klinisch-pathologischen Faktoren

In der vorliegenden Arbeit konnte zwischen der m-RNA-Expression von TIMP-3
und den untersuchten klinisch pathologischen Faktoren keine signifikante
Korrelation nachgewiesen werden. Es bestand jedoch eine deutliche Zunahme der
TIMP-3-Expression in spateren Tumorstadien sowie eine Tendenz zur vermehrten
Expression in G2/G3 Tumoren.

Die in dieser Arbeit gefundene Hochregulation von TIMP-3 in fortgeschrittenen
Tumorstadien bzw. aggressiveren Kopf-Hals-Tumoren steht im Kontrast zu den
Ergebnissen von Worsham MJ et al., die die Tumorsuppressorfunktion von TIMP-
3 haufig durch eine Promotor-Hypermethylierung wahrend der Tumorprogression
von HNSCC stillgelegt sahen.

Im Gegensatz zu Worsham haben Miyazaki T et al. in ihren Untersuchungen
ebenfalls Hinweise auf eine Rolle von TIMP-3 in der Tumorprogression erhalten.
Miyazaki T et al. untersuchten die Expression von TIMP-3 in
Plattenepithelkarzinomen des Osophagus in Bezug zu klinisch-pathologischen
Faktoren und konnten dabei zeigen, dass eine erniedrigte TIMP-3-Expression
signifikant mit der Invasionstiefe, dem infiltrativen Wachstumsmuster, dem
Erkrankungsstadium und der Zahl an Lymphknotenmetastasen korrelierte.

Powe DG et al. kamen zu ahnlichen Ergebnissen. Sie konnten nachweisen, dass
sich die TIMP-3-Expression am invasiven Rand wenig- bzw. undifferenzierter
Adenokarzinome des menschlichen Kolons deutlich verringert. Sie folgerten
daraus, dass ein regionaler Verlust an TIMP-3 zu einer erhdhten Invasivitat der
Tumoren beitragen kann.

Anhnliche Resultate zeigten Arbeiten an verschiedenen Tumoren, die eine erhéhte
TIMP-3-Expression im Zusammenhang mit einer guten Prognose bei Patienten mit
Kolonkarzinom, duktalem Mammakarzinom sowie Adenokarzinom des Pankreas
beschrieben (Bai YX et al. 2007; Lui EL et al. 2005; Fendrich V et al. 2005).
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7.5.3. TIMP-3 und seine Funktion: prognostisch glinstig?

Ob ein TIMP-3-Verlust die Aggressivitat und das Invasionsverhalten des Tumors
steigert, oder gerade eine Hochregulierung von TIMP-3 in metastasierten
Tumoren zur Eindammung stattfindet, ist fraglich.

Signifikante Korrelationen zwischen der Menge an TIMP-3 und dem Rezidivrisiko
konnten in der vorliegenden Arbeit nicht gefunden werden. Es zeigte sich jedoch
eine deutliche Tendenz zu einer vermehrten Expression von TIMP-3 im Stroma
von rezidivierenden Karzinomen. Bezlglich des Metastasierungsverhaltens
verhielt sich TIMP-3 unterschiedlich: Bei lymphogen metastasierten Tumoren
konnte eine deutliche Zunahme der TIMP-3-Expression verzeichnet werden. Im
Hinblick auf den Fernmetastasenstatus wurde jedoch TIMP-3 vermehrt in MO-
Tumoren nachgewiesen.

Miyazaki T et al. kamen zu teilweise anderen Ergebnissen. Sie konnten
nachweisen, dass Patienten mit TIMP-3-positiven Tumoren signifikant hohere
Uberlebensraten hatten als Patienten mit TIMP-3-negativen Tumoren. Sie kamen
so zu dem Schluss, dass die Expression von TIMP-3 zu einer besseren Prognose
fuhrt. Sie folgerten daraus, das Vorhandensein von TIMP-3 sei ungunstig fur das
Uberleben von Tumorzellen, was wiederum zur Folge hat, dass Tumorzellen von
héherem Malignitatsgrad (mehr invasive und weniger apoptotische Zellen) kein
TIMP-3 exprimieren (Miyazaki T et al. 2004; Baker AH et al. 1999). Das weise
daraufhin, dass TIMP-3 bei der Unterdruckung der Invasivitdt von Tumorzellen
eine grolRe Rolle spielen und somit zu neuen therapeutischen Ansatzen fuhren

konnte.

Zu bedenken bezlglich den oben aufgefuhrten Ergebnissen von Miyazaki et al. ist,
dass die vermehrte Expression von TIMP-3 in rezidivierenden Karzinomen bzw.
Tumoren mit schlechter Prognose in der vorliegenden Arbeit ausschlie8lich im
Stroma gefunden wurde. Welche Funktion TIMP-3 hier hat und ob die
Interpretationen von Miyazaki et al. auch in Bezug auf diese Ergebnisse
anzuwenden sind, ist nicht mit Sicherheit zu beantworten. Denkbar ist jedoch eine
Uberexpression von TIMP-3 im Stroma zur Einddmmung aggressiver Karzinome,
wahrend die Tumorzellen kein TIMP-3 mehr exprimieren. Die genauen

Beziehungen zwischen der Expression von TIMP-3 und klinischen Merkmalen, wie
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z. B. Tumorinvasivitat, Metastasierung und Prognose, sind jedoch immer noch
unzureichend, um die generelle Wirkungsweise des Enzyms genauer zu

beschreiben.

7.6. Auftreten vorhandener Muster von MMP-9 sowie TIMP-1, -2,

und -3 im jeweiligen Expressionsverhalten

Arbeiten, die ein derart groBes Spektrum an Tumoren mit unterschiedlichen
klinischen Stadien einerseits sowie eine Bandbreite der Enzyme aus der Familie
der Metalloproteasen und deren Inhibitoren andererseits auf vorhandene
Expressionsmuster untersuchen, sind selten. Eine sehr umfassende
Untersuchung multipler MMPs und TIMPs wurde von O-Charoenrat et al.
publiziert. Keine Korrelation bestand dabei zwischen den MMPs und der
Tumorlokalisation. Zusammenhange bestehen dagegen zwischen den Mengen
exprimierter MMP-1, -9 und TIMP-1 und einem fortgeschrittenen Tumorstadium,
sowie weiterhin zwischen der Expression von MMP-2, -7, -9 und -11 und dem
Lymphknotenstatus der einzelnen Tumoren.

In der vorliegenden Arbeit konnten Zusammenhange zwischen der Expression von
MMP-9 sowie den Inhibitoren TIMP-2 und TIMP-3 und fortgeschrittenen
Tumorstadien aufgezeigt werden. Bezlglich dem Auftreten von lymphogenen
und/oder hamatogenen Metastasen konnte eine deutliche Zunahme der
Expression von MMP-9 sowie den Inhibitoren TIMP-1, -2 und -3 nachgewiesen
werden. Bei rezidivierenden Tumoren waren sowohl MMP-9 als auch TIMP-1, -2
und -3 Uberexprimiert.

Trotz der z. T. unterschiedlichen Ergebnisse bezuglich der Expression und dem
Verhalten der MMPs und TIMPs geht man heute davon aus, dass die
Uberexpression in malignen Tumoren und die Korrelationen mit diversen klinisch-
pathologischen Faktoren auf ein bestimmtes Muster im Sinne einer bestimmten
Expressionsweise unter bestimmten Bedingungen zurickzufuhren sind. Die Breite
der von O-Charoenrat et al. angestellten Untersuchungen lasst dabei erste
Ansatze im Sinne solcher Expressionsmuster erkennen: So zeigen sich z. B. in
Tumoren mit befallenen Lymphknoten wie erwahnt erhdhte Expressionswerte fur
mehrere MMPs.
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Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen im Vergleich zu bereits
publizierten Studien Uber MMPs wund TIMPs ahnliche Muster fir das
Expressionsverhalten sowie Funktion und Auswirkung auf den klinischen Verlaufs
erkennen. Das Metastasierungspotential sowie die prognostisch ungunstige Rolle
von MMP-9 kann durch diese Ergebnisse bestatigt werden. Die gleichzeitige
Hochregulation der Inhibitoren ist jedoch in ihrer Funktion noch unklar; sie
scheinen jedoch trotz der vermehrten Expression in prognostisch ungunstigen
Tumoren eher eine eindammende und inhibierende Rolle zu spielen, da sie
vermehrt im tumorumgebenden Stroma agieren und im Tumor selbst nur selten
nachweisbar sind. Wiederkehrende, klinisch relevante Muster, bei denen immer
gleiche Verhaltnisse von exprimierten MMP- und TIMP-Mengen sowie ein
bestimmtes Verhaltnis zwischen MMP und Inhibitor bei gleichen Tumorparametern
darstellbar sind, konnten bisher noch nicht nachgewiesen werden. Dabei ist dieser
Aspekt im Hinblick auf die Eingangs erwahnten pathophysiologisch
nachgewiesenen Funktionen sowie Interaktionen von MMPs und TIMPs bezuglich
Tumorprogression und Metastasierung nicht nur interessant, sondern auch
durchaus annehmbar. Weiterfuhrende, &hnlich breit angelegte Arbeiten sind
daher winschenswert mit dem Ziel, die Funktion und Interaktion der MMPs und
ihrer Inhibitoren in malignen Prozessen genau zu beschreiben, um neue

Therapieansatzpunkte und eventuelle prognostische Marker zu finden.

7.7. Prognostische Eignung von MMP-9 und TIMP-1, -2, -3 ?

Eines der Ziele der vielfaltigen Untersuchungen war, Aussagen Uber das
Invasions- und Metastasierungspotential des einzelnen Tumors treffen zu kdnnen
sowie durch neue Therapieoptionen eine bessere Prognose zu erreichen. Die
Metalloproteasen und ihre Inhibitoren sind dabei aufgrund ihrer bis jetzt bekannten
Funktionen und ihres Beitrags zur malignen Ausbreitung ins Blickfeld geruckt.
Bisher ist es jedoch noch nicht gelungen, prognostisch relevante Marker zu
etablieren, auch wenn die Ergebnisse mehrerer Studien in diese Richtung zu
weisen scheinen (Pradhan-Palikhe et al. 2010; Ruokolainen H 2006; Ruokolainen
H 2005).
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Nachweisbare Korrelationen / Tendenzen zwischen MMPs und / oder TIMPs und
klinisch-pathologischen Faktoren wie Lymphknotenstatus N (TIMP-1 und TIMP-3)
oder Fernmetastasenstatus M (MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2), die in dieser wie in
anderen Arbeiten dargestellt werden konnten, lassen dabei den Schluss zu, dass
diese Enzyme als Marker an Bedeutung gewinnen konnten. Zudem spielt das
Verhaltnis zwischen Metalloprotease und Inhibitoren eine wohl nicht zu
unterschatzende Rolle bezuglich des Rezidivverhaltens und Metastasierungs-
potentials; ein Uberwiegen der Metalloprotease wiirde dabei einen aggressiveren
Krankheitsverlauf bedingen (Gohji K et al. 1996 u. 1998; Ruokolainen H 2006).

In vielen menschlichen Tumoren korrelierte jedoch auch eine erhohte mRNA-
Expression der TIMPs mit Malignitat und schlechtem klinischen Verlauf (Curran S
und Murray Gl 1999; Rhee JS et al. 2004, Ruokolainen H 2005 und 2006; Kornfeld
et al. 2011). Hohe TIMP-Levels waren somit zwar mit Tumorprogression und
schlechter Prognose assoziiert, wurden sie jedoch nicht bedingen (Egeblad M und
Werb Z 2002).

In einigen experimentellen Studien scheinen TIMPs jedoch auch die
Tumorprogression zu begunstigen. Leider sind die Ergebnisse, wie auch die
Resultate bereits publizierter Studien noch derart uneinheitlich, dass
prognostische Aussagen zu diesem Zeitpunkt nicht zu treffen sind. Die Pathologie
der Tumorprogression und Metastasierung sowie der spezielle Beitrag von MMPs
und TIMPs, deren Interaktionen untereinander sowie mit Zellen und Faktoren der
Umgebung sind noch nicht hinreichend bekannt, um die z. T. widersprichlichen
Ergebnisse umfassend erklaren zu konnen. Einen Ansatz zu diesem Verstandnis
hat Stokes et al. geliefert. Sie beschrieben die Wirkung von Degradom
Komponenten im Umfeld von HNSCC (Stokes et al. 2010).

7.8. MMP-Inhibitoren als Therapieansatz?

Neben der Frage nach prognostischen Markern fur Plattenepithelkarzinome der
Kopf-Hals-Region ist ein weiteres wichtiges Ziel der genauen Untersuchung von
MMPs und TIMPs die Entwicklung neuer spezifischer Therapieformen. Dabei
bestent die Uberlegung darin, dass eine erfolgreiche Blockade der

Matrixmetalloproteasen die Tumorprogression und Metastasierung eindammen

158



konnte. Verschiedene Arbeitsgruppen haben sich bereits mit der Synthese
spezifischer Inhibitoren beschaftigt. Katori et al. konnten zeigen, dass MMI-166,
ein synthetischer Inhibitor von MMP-2 und -9 das Tumorwachstum durch
Hemmung der Metalloproteasen sowie der Angiogenese in vivo reduzieren kann.
O-Charoenrat et al. verwendeten Marimastat, BB 2516, ein MMP-Inhibitor mit
breitem Spektrum, und konnten eine Wachstumshemmung bei Zelllinien von

Plattenepithelkarzinomen nachweisen.

Viele MMP-Inhibitoren (MMPI), wie z. B. Marimastat, Prinomastat (AG 3340) und
Bay 12-9566, die in Mausmodellen gunstige Effekte auf die Tumoreindammung
gezeigt hatten, konnten allerdings in den klinischen Studien gerade bei Patienten
mit fortgeschrittener Tumorerkrankung nicht den gewilnschten Erfolg zeigen
(Zucker S et al. 2000). Es folgten weitere Studien an fortgeschrittenen Karzinomen
und der Einsatz der MMPI in der Tumortherapie musste erneut Uberdacht werden.
Anstelle MMPI zur Behandlung von inoperablen Tumoren zu verwenden, sollten
sie laut Egeblad M und Werb Z als praventive Medikamente eingesetzt werden.
Gerade Patienten mit einer genetischen Veranlagung zu bestimmten Tumoren
oder Patienten nach Resektion des Primartumors ohne Nachweis von Metastasen
konnten von der Behandlung mit MMP-Inhibitoren profitieren (Egeblad M und
Werb Z 2002). McNally beschrieb einen Ansatz mittels Gentherapie und
Radiotherapie der zumindest im Tierversuch positive Resultate versprach
(McNally et al. 2009).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeitdeuten darauf hin, dass MMPs und TIMPs
nicht nur gute Ziele fur eine antineoplastische Therapie darstellen, sondern auch
klinischen Nutzen bei der Identifizierung von Subgruppen von Patienten mit einem
erhohten Rezidivrisiko zeigen und somit als Marker der Aggressivitat von Tumoren
fungieren konnen (Grignon DJ et al. 1996; Kleiner DE und Stetler-Stevenson WG
1999; Ruokolainen et al. 2005 und 2006)). Um die TIMPs oder andere spezifische
Inhibitoren in der Tumortherapie effizient einzusetzen, fehlt momentan jedoch ein
einheitliches Expressionsmuster und ein genaues Verstandnis bezuglich der

Wirkung auf Tumorprogression und Metastasierung.
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Vill. Zusammenfassung

In der Kopf-Hals-Region sind mehr als 90 % aller malignen Tumoren Platten-
epithelkarzinome. An der insgesamt schlechten Prognose dieser Tumoren, die v.
a. vom primaren Tumorstadium, vom lokalen Invasionsverhalten und von der
Metastasierung abhangig ist, hat sich trotz moderner Behandlungsmethoden in
den letzten Jahren wenig geandert. Um bereits praoperativ die Aggressivitat des
Tumorwachstums und das Risiko einer moglichen Metastasierung einzuschatzen,
richten sich die Bemuhungen verschiedener Arbeitsgruppen auf die Etablierung
molekularer Marker.

Fur die mRNA-Detektion wurde die RNA/RNA-in situ-Hybridisierung eingesetzt.
Der Proteinnachweis erfolgte Uber Immunhistochemie mit Hilfe monoklonaler
Antikorper.

Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Dissertation die m-RNA-
Expression von MMP-9 und TIMP-1, -2, -3 sowie die Proteinexpression von MMP-
9 an 120 Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region untersucht.

Von allen mittels in situ-Hybridisierung untersuchten Transkripten konnte von
TIMP-1-mRNA am haufigsten nachgewiesen werden (TIMP-1 83 %, TIMP-2 77 %,
TIMP-3 73 %, MMP-9 70 %).

MMP-9 wurde am haufigsten und starksten im Tumor an der Invasionsfront
nachgewiesen. Zudem zeigte sich eine vermehrte Expression auch im
Tumorstroma, in tumornahen Leukozyten und Endothelzellen, deutlich weniger
dagegen im morphologisch normal erscheinenden und dysplastischen
Plattenepithel.

TIMP-1 wurde v. a. im Stroma in unmittelbarer Umgebung zum Tumor, z. T. auch
an der Invasionsfront des Tumors exprimiert, es ergab sich kein Nachweis von
TIMP-1 in der Tumormitte. In Uber 1/3 der Falle konnte eine Expression von TIMP-
1 bereits im dysplastischen Epithel nachgewiesen werden.

TIMP-2 wurde ebenfalls v. a. im Tumorstroma detektiert. Auffallig war die
Expression im normal erscheinenden Plattenepithel u. dysplastischen Epithel, hier
bestand eine deutlich hohere Expression von TIMP-2 im Gegensatz zu TIMP-1.
TIMP-3 wurde ebenfalls v. a. im Tumorstroma exprimiert. In wenigen Fallen
konnte TIMP-3 auch in der Tumormitte, z. T. mit sehr starker Signalintensitat,

detektiert werden, vorrangig jedoch auch an der Invasionsfront des Tumors.
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Die Expression von MMP-9 korrelierte signifikant mit dem Tumorstadium, dem
Grad der Verhornung (Tumortyp) sowie dem Fernmetastasenstatus. Zudem
bestand eine Tendenz zur erhohten Expression von MMP-9 bei lymphogen
metastasierten Tumoren sowie Tumoren mit schlechter Prognose.

Im Vergleich von TIMP-1-mRNA Expression mit klinisch pathologischen Faktoren
ergaben sich keine signifikanten Korrelationen. Jedoch zeigte sich eine Zunahme
der Expression bei lymphogen metastasierten Tumoren (> 90 % der Falle waren
TIMP-1-positiv). Zudem ergaben sich Hinweise auf einen maodglichen
Zusammenhang zwischen TIMP-1 und dem Fernmetastasenstatus M sowie eine
Tendenz zu héheren TIMP-1 Level bei prognostisch ungunstigen Tumoren.

Die TIMP-2-Expression korrelierte mit dem Fernmetastasenstatus (p = 0,015).
Weitere relevante Korrelationen bzw. Tendenzen ergaben sich zwischen der
TIMP-2-Expression und dem Alter (p = 0,035) sowie dem Geschlecht (p = 0,097).
Bei Vergleich zwischen der Expression von TIMP-3 und klinisch pathologischen
Faktoren ergab sich keine signifikante Korrelation. Es bestand allerdings eine
Tendenz zur Expressionssteigerung in spateren Tumorstadien sowie bei schlecht

differenzierten Tumoren.

Im Vergleich der MMP-9-Signale von in situ-Hybridisierung und Immunhistochemie
konnte sowohl in den Tumorzellen als auch im Stroma eine signifikante Korrelation
zwischen der Expression der m-RNA und dem Nachweis des Proteins MMP-9
aufgezeigt werden.

Ebenso zeigten sich signifikante Korrelationen zwischen:

- der Expression von MMP-9 und TIMP-1 sowohl in den Tumorzellen (p = 0,005)
als auch im Tumorstroma (p = 0,007),

- der Expression von MMP-9 und TIMP-2 in den Tumorzellen (p = 0,005),

- der Expression von MMP-9 und TIMP-3 in den Tumorzellen (p = 0,001),

- der Expression im Tumorstroma von TIMP-1 und TIMP-3 (p = 0,016).

Sowohl MMP-9 als auch TIMP-1, -2 und -3 waren bei fortgeschrittenen bzw.

metastasierten Tumoren deutlich erhoht und konnen daher Hinweise fir das

Verhalten dieser Tumoren geben und als Indikatoren der Prognose dienen.
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