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1. Einleitung
Einfiihrung

Klinik und Pathologie der Epulis gigantocellularis

Epuliden sind gutartige Geschwillste, die der Gingiva halbkugelig oder
pilzférmig aufsitzen. Es handelt sich bei ihnen nicht um echte, autonom
wachsende Tumoren, sondern vielmehr um reaktive Hyperplasien im Sinne
einer reaktiven Gewebsproliferation auf entzlndlicher aber auch auf nicht
entzindlicher Basis. Es besteht eine Beziehung zum gingivo-parodontalen
Gewebe.

Die Epulis tritt am haufigsten zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr auf und das
weibliche Geschlecht scheint im Verhaltnis 3:1 bevorzugt zu sein.

Sie kommt meist im Bereich der vorderen Zéahne und haufiger im Unterkiefer als
im Oberkiefer vor.

Histopathologisch lassen sich drei Formen der Epulis differenzieren: die Epulis
granulomatosa, bestehend aus Granulationsgewebe, die Epulis fibrosa,
gekennzeichnet durch kollagenfaserreiches Bindegewebe und die Epulis
gigantocellularis, ein zellreiches Granulom mit zahlreichen Riesenzellen mit
resorptiver Funktion. Wahrend die Epulis fibrosa und die Epulis granulomatosa
typischerweise gut begrenzte Gewebsproliferationen sind, zeigt die Epulis
gigantocellularis meist eine unscharfe Begrenzung. Des Weiteren zeigt sie eine
ausgepragte Rezidivneigung. Histologisch ist die Epulis gigantocellularis
charakterisiert durch ein feines kollagenes Bindegewebsnetz, zahlreiche
BlutgefaBe und viele mehrkernige Riesenzellen. Es kommt oft zu Blutungen, als
Zeichen alterer Blutungen lassen sich reichlich Hamosiderinablagerungen
nachweisen. Die mehrkernigen Riesenzellen &hneln teilweise Osteoklasten und
in der Tiefe der Verdnderung kommt es haufig zu einer Erosion der
benachbarten Kortikalis des Kieferknochens in Form ausgedehnter Lasionen.
Es ist bisher aber fir die meisten Lasionen mit ausgedehnten lokalen
Osteolysen ungeklart, welche Zelltypen der Lasion und welche Faktoren neben
den Proteasen den Prozess des Knochenabbaus regulieren.

In neueren Studien konnte belegt werden, dass bei Riesenzelltumoren des
Knochens eine erhdhte Expression der Proteasen Cathepsin K, Cathepsin L
und MMP9 vorliegt. Allerdings wurde lediglich fur die Protease Cathepsin K
auch eine erhéhte Enzymaktivitat nachgewiesen. Die Protease Cathepsin K
wurde ausschlieBlich in so genannten ,osteoclast-like“ Riesenzellen gefunden.



Dies lasst vermuten, dass die Protease Cathepsin K maBgeblich fir den
Prozess der Osteolyse verantwortlich ist.

Dies wiederum lieB vermuten, dass bei der Epulis gigantocellularis, einem
Weichgewebstumor, der h&ufig mit einer Osteolyse einhergeht ebenfalls ein
Zusammenhang zwischen der Protease Cathepsin K Expression in ,osteoclast-
like“ Riesenzellen und dem AusmafB der Osteolyse besteht.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, welche Zelltypen und welche
Proteasen im Falle der Epulis gigantocellularis bei ausgedehnten Lasionen im
Kieferknochen fiir die Osteolyse verantwortlich sind.

Um dies zu klaren wurden Riesenzell-Lasionen aus dem Knochen (Kiefer) und
vergleichend aus dem Weichgewebe (Sehnenscheide) hinsichtlich ihres
Protease-Expressionsprofils und der zelluldren Zusammensetzung untersucht.

Das Protease-Expressionsprofil wurde immunhistologisch an 54 Riesenzell-
Lasionen hinsichtlich der Expression von Cathepsine K, L und S und der Matrix-
Metalloproteinase MMP9 erstellt.

Die ausgewahlten Enzyme spielen eine wichtige Rolle in denjenigen
pathologischen Prozessen, die mit Gewebedestruktion verbunden sind.
Cathepsin K, L und S gehdéren zur Gruppe der lysosomalen Cysteinproteasen,
und sie sind von wesentlicher Bedeutung beim Umbau zellularer und extra-
zellularer Proteine.

Biochemie und Funktion der untersuchten Proteasen

Cathepsin K ist eine potente Kollagenase, die primar von Osteoklasten
exprimiert wird. Sie wurde 1995 erstmals beschrieben. Sie ist verantwortlich fr
die Degradation der Kollagenmatrix des Knochens und somit an der Resorption
von Knochensubstanz beteiligt. Das Enzym spaltet Kollagen Typ1, Typ 2 und
Osteonectin. Ein Mangel an Cathepsin K verursacht die ungeordnete Knochen-
sklerosierung bei der Erkrankung Pyknodysostosis (Motyckova, 2002).

Cathepsin L ist, verglichen mit anderen lysosomalen Cysteinproteasen, die am
wenigsten stabile. Untersuchungen ergaben, dass es von Tumorzelllinien
sezerniert wird und damit bei der Zerstdérung der Basalmembran, der Gewebe-
invasion und der Metastasenentstehung eine Rolle spielen kann (Yamaguchi et
al., 1990). Damit ist Cathepsin L durch seine Kollagenase- und Elastase-
Aktivitat nicht unwesentlich an Erkrankungen wie dem Lungenemphysem
beteiligt (Mason et al., 1986).



Cathepsin S ist hoch exprimiert in der Milz und in spezialisierten antigen-
prasentierenden Zellen wie B-Lymphozyten, Makrophagen und anderen Klasse-
[I-positiven Zellen (Shi et al., 1992, Morton et al., 1995). Aufgrund dieser Zell-
und Organverteilung ist zu vermuten, dass Cathepsin S nicht am allgemeinen
Proteinumsatz einer Zelle beteiligt ist, sondern vielmehr eine spezifischere
Funktion ausubt.

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind endogene Proteinasen mit der Fahigkeit
extrazellulare Matrix einschlieBlich der Basalmembran aufzuspalten. MMPs
gehéren zu einer Gruppe von Enzymen, die an einer Vielzahl von physio-
logischen und pathologischen Prozessen beteiligt sind und zum Um- und Abbau
von Gewebe fuhren. Bei physiologischen Prozessen wie der Gewebsneu-
bildung und dem Wachstum, einschlieBlich Zellabbau bzw. Zellerneuerung, ist
die Funktion dieser Enzyme von wesentlicher Bedeutung fiir den Organismus.
Aber auch bei pathologischen Veranderungen spielen die katalytischen
Aktivitaten der MMPs und deren Regulierung eine wichtige Rolle.

MMPs bilden eine Gruppe von zinkhaltigen Endopeptidasen, sie umfassen 15
Enzyme, die entsprechend ihrer bevorzugten Substratspezifitdt und Struktur in
Subklassen eingeteilt werden, MMP9 gehért zu der Subklasse der Gelatinasen.
Es ist, wie auch MMP2 direkt an der Degradation der Basalmembran beteiligt.



Des Weiteren wurden immunhistologische Untersuchungen mit den Antikérpern
CD 68, CD 51, M-CSF, und RANK an Tissue-Micro-Array durchgefiihrt. Die
immunhistologischen Untersuchungen mit den Antikérpern gegen CD 68 und
CD 51 ermdglichten eine Charakterisierung der Zellen.

Zelltypisierung

CD 68 ist ein verlasslicher Monozyten/Makrophagen Marker. Das Antigen
entspricht einem mit Lysosomen assoziierten Zytoplasmaprotein.

Dieser Antikdérper erkennt das humane CD 68 Zelloberflachen Antigen, ein
110kD Glykoprotein, das primar von Makrophagen und Monozyten exprimiert
wird. Zellulare Lokalisation ist das Zytoplasma.

Die Expression des Vitronectinrezeptor (CD 51) stellt ein Charakteristikum ftr
den reifen Osteoklasten dar. Dieser, auch als CD 51 oder Integrin alpha-V
bekannte Rezeptor, gehért zu der Familie von Rezeptoren, die eine ARG-Gly-
Asp Sequenz ihres Liganden zu erkennen vermégen. Des Weiteren ist er in der
Lage, mit verschiedenen, in unterschiedlichen Geweben vorkommenden Unter-
einheiten (B1-, B5-, B6-, B8-Integrine) Heterodimere zu bilden. Die Funktion
dieses Rezeptors, der auBer auf Osteoklasten auch auf Monozyten und
mesothelialen Zellen exprimiert wird, wird mit vielen Entwicklungsprozessen in
Zusammenhang gebracht. Im Rahmen der Osteoklastenfunktion ist die
wichtigste Funktion dieses Rezeptors die Vermittlung der Zell-Substrat-
Interaktion zwischen Osteoklast und Knochen.



Biochemie und Funktion der Zytokine M-CSF und RANK

Zum Nachweis von Osteoklasten-induzierenden Faktoren wurden immunhisto-
logische Untersuchungen mit den Antikérpern gegen M-CSF und RANK durch-
gefuhrt.

Der humane monoklonale Antikérper RANK zielt auf den Rezeptor fir den ent-
sprechenden Liganden (RANKL) ab, der fir die Stimulierung der Osteoklasten
von Bedeutung ist. Der sogenannte ,Receptor Activator of Nuclear Factor
Kappa B (RANK) fungiert als Signallbertrager von Osteoblasten zu Osteo-
klasten. Der RANK Ligand bindet an seinen auf der Oberflache von Préosteo-
klasten lokalisierten Rezeptor, wandelt Praosteoklasten in Osteoklasten um und
erhéht damit die Anzahl der fir die Knochenresorption verantwortlichen Zellen.
RANK stellt demzufolge einen Mediator fir den Knochenabbau dar.

Abbildung 1: Das RANKL/ RANK/
Osteoprotegerin-System.

Der Osteoblast steuert mit Hilfe der
Botenstoffe RANKL (RANK-ligand),
RANK (,,receptor-activator of
NFkB“), OPG (Osteoprotegerin) und
M-CSF (,,macrophage colonystimu-
lating factor“) die Reifung und
Aktivitat der Osteoklasten. M-CSF,
welches durch die Ausschiittung
von Parathormon (PTH) vermehrt
sezerniert wird, bindet an den
Rezeptor c-fms auf Osteoklasten-
vorlauferzellen und regt diese zur
Proliferation an. Eine verminderte
Produktion des RANKL-Antago-
nisten OPG und eine gleichzeitige
verstarkte Bildung von RANKL, fithren zu einer vermehrten Bildung von reifen,
multinukledren Osteoklasten, die eine Birstensaummembran ausbilden, Séaure
sezernieren und hierdurch Knochen resorbieren. (aus: Kornak et al. 2003. Deutsches
Arzteblatt 19, A1258-A1268).

Der ,Macrophage Colony Stimulating Factor* (M-CSF) ist der frlheste bekannte
Faktor im Verlauf der osteoklastaren Differenzierung. Dieser hamatopoetische
Wachstumsfaktor ist ein Produkt stimulierter Osteoblasten bzw. Stromazellen.
Er wird sowohl in I8slicher, als auch in membrangebundener Form exprimiert.
Sein Rezeptor, die CSF 1 Rezeptor Kinase, wird sowohl von den mono-
nukledren Vorlauferzellen, als auch von den terminalen Osteoklasten
exprimiert. Dies zeigt, dass M-CSF sowohl im Rahmen der Osteoklastogenese,
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als auch in der Osteoklastenfunktion eine Bedeutung hat. Das Glykoprotein M-
CSF wird in der Proliferations- und Differenzierungsphase der Osteoklasten
bendtigt.

Gleichzeitig wurde der Faktor als wichtiger Mediator im Rahmen der
Entzindungsreaktion identifiziert, da er die Freisetzung von proinflamma-
torischen Zytokinen aus Makrophagen regulieren kann.
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Histologie

Epulis gigantocellularis

Histologisch ist die Epulis gigantocellularis, auch peripheres Riesenzell-
granulom genannt, charakterisiert durch ein feines kollagenes Binde-
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gewebsnetz, zahlreiche  Blut-
gefaBe wund viele mehrkernige
Riesenzellen. Es kommt oft zu
Blutungen, als Zeichen Aalterer
Blutungen lassen sich reichlich
Hamosiderinablagerungen nach-
weisen (Abbildung 2).

Abbildung 2: Epulis gigantocellularis
HE-Farbung (Fall- Nr. 6)



Zentrales Riesenzellgranulom

Der histologische Aufbau des zentralen Riesenzellgranulom (Abbildung 3)
entspricht dem der Epulis gigantocellularis, die Unterscheidung bezieht sich auf
die unterschiedliche topografische Lokalisation. Vom klinischen Verhalten her
lassen sich sehr ,aggressive® und ,nicht aggressive” Verlaufsformen unter-
scheiden. Bei den ,nicht aggressiven® Lasionen handelt es sich typischerweise
um asymptomatische, umschriebene Osteolysen, meist Zufallsbefunde. Im

13

Gegensatz dazu manifestieren

. formen  durch ein  rasches

expansives Wachstum mit teil-
weise umfangreicher Arrosion des
kortikalen Knochens und auch
Resorptionen benachbarter Zahn-
wurzeln (Kruse-Losler et al. 2006).

Abbildung 3: Zentrales Riesenzell-
granulom HE-Farbung (Fall- Nr. 51)



Riesenzelltumor der Sehnenscheide

Der Riesenzelltumor der Sehnenscheide ist ein knotiger Tumor, der vom
Weichgewebe der Sehnenscheide oder der Synovialis ausgeht. Haufig
betroffen sind Finger- oder Zehengelenke.

Histologisch handelt es sich um eine Mischung aus undifferenzierten,
spindeligen, mesenchymalen Zellen, Riesenzellen vom Osteoklastentyp und
Schaumzellen (Abbildung 4). Sie
kénnen in unterschiedlichen
Graden fibrosieren und enthalten
zum Teil reichlich Eisenpigment.
Sie werden zu den Granulations-
geschwidlsten gerechnet und ent-
stehen als Uberschussbildung,
meist  reaktiv, infolge rezidi-
vierender Mikrotraumen.

Abbildung 4: Riesenzelltumor der
Sehnenscheide HE-Farbung (Fall-
Nr.45)
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Riesenzelltumor

Der Riesenzelltumor des Knochens besteht aus fibrohistozytarem Gewebe, das
wahrscheinlich der neoplastische Bestandteil des Tumors ist (Abbildung 5). Den
NES T WY RIS T g anderen Bestandteil bilden  viel-
kernige osteoklastare Riesen-
zellen, die als reaktiver Bestand-
teil gewertet werden und durch
Zytokinwirkung aus Monozyten im
Tumor entstehen.

Abbildung 5: Riesenzelltumor HE-
Farbung (Fall- Nr. 21)
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Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob es sich bei der
Osteolyse, von der das Krankheitsbild der Epulis gigantocellularis haufig
begleitet wird, um ein Epiphdnomen handelt oder ob sie Bestandteil eines
spezifischen Krankheitsbildes ist und welche Faktoren hierflr verantwortlich
sind.

Um diese Frage zu klaren wurden vergleichende immunhistologische
Untersuchung zur zellularen Zusammensetzung von Riesenzell-Lasionen des
Kieferknochens, der Sehnenscheide und der Speicheldriisen durchgefiihrt.
Ferner wurde die Expression von osteolytisch wirkenden Enzymen und
regulatorischen Faktoren ebenfalls immunhistologisch dargestellt. AbschlieBend
wurden die experimentellen Ergebnisse im Zusammenhang mit den klinischen
Daten analysiert.
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2. Material

Patientenkollektiv

Es wurden 54 Riesenzell-Lasionen aus den Archiven des Institutes fur
Oralpathologie des Universitatskrankenhauses Hamburg-Eppendorf zur
Verflugung gestellt (s. Tabelle 1). Das untersuchte Gewebsmaterial stammt aus
einem Zeitraum von 1973 bis 2005. Die Gewebsproben wurden den Patienten
teilweise in der Mund-Kiefer-Gesichts-Chirurgie des UKE entnommen und
teilweise wurden Proben von auBerhalb eingeschickt. Der dlteste Patient war
zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme 91 Jahre alt, und der jingste Patient war
7 Jahre alt. 27 Patienten waren mannlichen und 27 Patienten waren weiblichen
Geschlechtes. Untersucht wurden Riesenzell-Lasionen, die durch einen
Pathologen des Institutes flr Pathologie befundet und bei denen folgende
Diagnosen gestellt wurden: Epulis gigantocellularis, peripheres oder zentrales
Riesenzellgranulom, Riesenzelltumor, Riesenzelltumor der Sehnenscheide.

Gerate und Verbrauchsmaterialien

Mikrotom: Jung Histoslide 2000
PH-Meter CG 820: Schott
Magnetrihrer: IKAMAG RCT
Analysenwaage: Mettler

Mikrowelle

Warmeschrank: Heraeus

Inkubationskammer ( feuchte Kammer)

ReaktionsgefaBe: Eppendorf
Pippettenspitzen: Eppendorf
SuperFrost/ Plus Objekttrager: Glaswarenfabrik Karl Hecht KG
Deckglaser Glaswarenfabrik Karl Hecht KG
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Tabelle 1: Diaghose, Geschlecht, Alter des Patientenkollektivs

Fall- Nr. Diagnose Geschlecht  |Alter in Jahren
1 Epulis gigantocellularis mannlich 9
2 Epulis gigantocellularis weiblich 77
3 Epulis gigantocellularis mannlich 39
4 Epulis gigantocellularis mannlich 70
5 Epulis gigantocellularis mannlich 60
6 Epulis gigantocellularis weiblich 91
7 Epulis gigantocellularis mannlich 8
8 Epulis gigantocellularis mannlich 59
9 Epulis gigantocellularis mannlich 59
10 Epulis gigantocellularis mannlich 67
11 Epulis gigantocellularis weiblich 61
12 Epulis gigantocellularis weiblich 38
13 peripheres Riesenzellgranulom ménnlich 37
14 peripheres Riesenzellgranulom mannlich 43
15 peripheres Riesenzellgranulom weiblich 47
16 peripheres Riesenzellgranulom ménnlich 44
17 peripheres Riesenzellgranulom mannlich 54
18 peripheres Riesenzellgranulom ménnlich 54
19 peripheres Riesenzellgranulom weiblich 52
20 peripheres Riesenzellgranulom weiblich 9
21 Riesenzelltumor weiblich 40
22 Riesenzelltumor maénnlich 41
23 Riesenzelltumor mannlich 8
24 Riesenzelltumor der Sehnenscheide weiblich 34
25 Riesenzelltumor der Sehnenscheide mannlich 47
26 Riesenzelltumor der Sehnenscheide ménnlich 46
27 Riesenzelltumor der Sehnenscheide ménnlich 56
28 Riesenzelltumor der Sehnenscheide mannlich 35
29 Riesenzelltumor der Sehnenscheide ménnlich 63
30 Riesenzelltumor der Sehnenscheide mannlich unbekannt
31 Riesenzelltumor der Sehnenscheide ménnlich 53
32 Riesenzelltumor der Sehnenscheide mannlich 8
33 Riesenzelltumor der Sehnenscheide ménnlich 9
34 Riesenzelltumor der Sehnenscheide weiblich 43
35 Riesenzelltumor der Sehnenscheide weiblich 72
36 Riesenzelltumor der Sehnenscheide weiblich 38
37 Riesenzelltumor der Sehnenscheide weiblich 61
38 Riesenzelltumor der Sehnenscheide weiblich 35
39 Riesenzelltumor der Sehnenscheide weiblich 46
40 Riesenzelltumor der Sehnenscheide weiblich 66
41 Riesenzelltumor der Sehnenscheide weiblich 78
42 Riesenzelltumor der Sehnenscheide weiblich 60
43 Riesenzelltumor der Sehnenscheide weiblich 59
44 Riesenzelltumor der Sehnenscheide weiblich 36
45 Riesenzelltumor der Sehnenscheide weiblich 69
46 Riesenzelltumor der Speicheldriise mannlich 31
47 Riesenzelltumor der Speicheldriise mannlich 56
48 zentrales Riesenzellgranulom weiblich 69
49 zentrales Riesenzellgranulom weiblich 24
50 zentrales Riesenzellgranulom weiblich 7
51 zentrales Riesenzellgranulom mannlich 52
52 zentrales Riesenzellgranulom weiblich 13
53 zentrales Riesenzellgranulom weiblich 75
54 zentrales Riesenzellgranulom weiblich 33
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Reagenzien:

FOr die Untersuchungen wurden folgende Reagenzien und Chemikalien
verwendet:

ABC-Kit Peroxidase Mouse IgG Vectastain:  Vector Lab. Inc., USA.
ABC-Kit Peroxidase Goat IgG Vectastain: Vector Lab. Inc., USA.

DAB-Kit Peroxidase Substrate: Vector Lab. Inc.,USA., Kat. SK-
4100
Eukitt: Kindler GmbH-Freiburg

Verwendete Primar- und Sekundarantikorper:

Primarantikérper |Spezies Verdinnung |Hersteller
(2% BSA)
Cathepsin K Ziege 1:750 Santa Cruz Biotech. USA
(N-20) Best. Nr.: SC-6507
Cathepsin S Ziege 1:500 Santa Cruz Biotech. USA
(M-19) Best. Nr.: SC-6505
Cathepsin L Ziege 1:750 Santa Cruz Biotech., USA
(S-20) Best. Nr.: SC-6500
MMP9 Maus 1:1000 Celbiochem., EMD
Clone: 56-2A4 Bioscience, Inc. Merck
KgaA, Darmstadt,
Deutschland
Best. Nr.: Ab-3
RANK Ziege 1:20 R&D Systems Minneapolis,
USA
Best. Nr.: AF 683
M-CSF Ziege 1:1000 Santa Cruz Biotech.,, USA
Best. Nr.:SC-1324
CcDhe8 Maus 1:500 Serotec, Disseldorf,
Clone: 514H12 Deutschland
Best. Nr.: SM1718
CD 51 Maus 1:200 Novocastra Lab. Newcastle,
Clone: CJ0O UK
Best. Nr.:.NCL-CD51

BSA=Bovines Serum Albumin
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Sekundarantikorper |Verdiinnung (1xPBS) Hersteller

Anti-Goat 1:200 Vector

Anti-mouse 1:200 Vector

PBS=Phosphate buffered saline
Verwendete Losungen fiir immunhistochemische Untersuchung:

10x PBS:

14,3 g Di-Kaliumhydrogenphosphat ( KzHPOy)
2,5 g Kaliumhydrogenphosphat (K2PQO,)

85 g Natriumchlorid

auf 1000 ml Aqua dest.

pH 7,2-7,4

2% BSA: (Bovines Serum Albumin)
1 g BSA auf 50ml 1x PBS

Methanol-Blockade:
200 ml Methanol
10 ml Wasserstoffperoxid

Mikrowellen-Puffer, Citratpuffer:
8,2 mM CgHgO; H-O

1,8 mM Na3zCgHs07 2H,0O

pH 6,0

10x TEC:

2,59 Tris

5 g EDTA

3,2 g Tri-Na-Citrat

auf 1000 ml Aqua dest.
pH 7,8

1mM EDTA
0,372 g auf 1000 ml Aqua dest.
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3. Methode

Von allen 54, in Paraffin eingebetteten, riesenzellhaltigen Lasionen wurden 4-
6 um dicke Paraffinschnitte am Mikrotom hergestellt.

Diese Paraffinschnitte wurden jeweils zum Nachweis der Expression der
Proteasen Cathepsin K, L und S und MMP9 genutzt.

Zusatzlich wurde aus ausgesuchten Blocken ein Tissue-Micro-Array (TMA)
hergestellt (Simon und Sauter, 2003), d.h. es wurden Proben aus
reprasentativen Gebieten des jeweiligen Gewebes herausgestanzt und auf
einen neuen Block aufgebracht. Von diesem neuen Block wurden Schnitte fiir
den Nachweis der CD 68, M-CSF, RANK und CD 51 Expression angefertigt.
Diese Methode ermdglichte eine Inkubation aller Proben unter gleichen
Bedingungen.

Immunhistochemie

Die immunhistochemische Nachweismethode erfolgte unter Verwendung der
ABC-Kits mouse IgG und goat IgG (Vector Laboratories).

Das Prinzip dieser Methode beruht auf der hohen Bindungsaffinitat von Avidin,
einem HuhnereiweiB-Glykoprotein, zu Biotin (Vitamin H). Der AB-Komplex
besteht aus Avidin und einem biotinylierten Enzym, in diesem Fall einer Peroxi-
dase. Dieser Komplex wird Uber einen biotinylierten Sekundéarantikérper an den
Primarantikdrper gebunden, der wiederum gegen das zu untersuchende
Antigen gerichtet ist. Die Antigen-Antikdrper-Reaktion wird durch eine Enzym-
Substratreaktion sichtbar gemacht. Durch Zugabe von Diaminobenzidin
(Peroxidase-Substrat-Kit DAB) entsteht ein braunes Préazipitat, welches das
Antigen spezifisch nachweist.

Herstellung der Paraffinschnitte

Es wurden 4-6 um dicke Paraffinschnitte am Mikrotom hergestellt. Die Schnitte
wurden in einem handwarmen Wasserbad gestreckt und auf APES (3-
Aminopropyltriethoxysilan)-beschichtete Objekttrager (SuperFrost Plus) aufge-
zogen. AnschlieBend lieB man sie Uber Nacht im Warmeschrank bei 60°C
ablaufen.
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Entparaffinierung

Die Schnitte wurden in Xylol (1x 5 Min. und 1x 10 Min.) entparaffiniert und
anschlieBend durch die absteigende Ethanolreihe bis zum 96%igen Ethanol
gefihrt.

Methanolblockade

Zur Hemmung von endogener Peroxidase im Gewebe wurden die Objekttrager
fir 10 Minuten in ein Gemisch aus Methanol (200 ml) und Wasserstoffperoxid
(10 ml) getaucht. AnschlieBend wurden sie in Aqua dest. gespult.

Mikrowellenvorbehandlung

Zur Demaskierung antigener Epitope wurde eine Vorbehandlung der Schnitte
vorgenommen. Hierflir wurden die Schnitte in mikrowellengeeignete Plastik-
gefaBe Uberfuhrt, die mit Citratpuffer bzw. mit TEC (CD 68) oder mit EDTA
(CD 51) gefillt waren und 20 Minuten sprudelnd in der Mikrowelle gekocht. Um
ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern, wurde der beim Kochen
entstehende Flissigkeitsverlust durch Nachflllen von Aqua dest. ausgeglichen.
Die Schnitte wurden auf Raumtemperatur abgeklhlt und kurz in Aqua dest.
gespult.

Normalserum

Die Schnitte wurden 2x 5 Minuten in 1x PBS gespllt. AnschlieBend folgte eine
20-mindtige Inkubation mit verdiinntem Normalserum (NS)

15 pl Normalserum (aus dem Peroxidase Goat IgG / ABC-Kit)

1 ml1x PBS

Nachdem das Normalserum abgekippt war, wurden etwa 100 pl des in 2% BSA
verdinnten Primarantikérpers auf jeden Schnitt pipettiert.

Inkubation mit dem Primérantikérper

Die entsprechenden Verdinnungen der jeweiligen Primarantikérper kbnnen der
Tabelle enthommen werden.

Die Schnitte wurden in einer feuchten Kammer bei 4°C lGber Nacht inkubiert.
AnschlieBend wurden die Schnitte 3x 5 Minuten in 1x PBS gespiilt.
Inkubation mit dem Sekundérantikérper

Die Inkubation mit dem Sekundéarantikdrper (aus dem Peroxidase Goat IgG /
ABC-Kit bzw. aus dem Peroxidase mouse IgG / ABC-Kit) erfolgte in einer
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Verdinnung in 1x PBS fir 30 Minuten in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur.

5 ul sekundéarer Antikérper

5 ul Normalserum

1 ml1x PBS

Nach der Inkubation wurden die Schnitte 3x 5 Min. in 1x PBS gesplilt.

Inkubation mit dem Tertidrantikérper (Avidin-Biotin-Komplex)

Sekundarantikérper und Avidin-Biotin-Komplex wurden zeitgleich angesetzt,
weil diese Lésung 30 Min. bei Raumtemperatur stehen muss.

Nachdem die Schnitte 3x 5 Min. in 1x PBS gespilt wurden, erfolgte die
Inkubation mit etwa 100 pl der Tertiarantikérper-Losung pro Schnitt fiir 30 Min.
in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur.

AnschlieBend wurden die Schnitte 3x 5 Min. in 1x PBS gespiilt.

Farbreaktion mit der Diaminobenzidin-Férbelésung

Die DAB-L6sung wurde nach den Angaben des Herstellers angesetzt. Die
Schnitte wurden in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur 10 Min. mit der
DAB-Lésung inkubiert. Wahrend der Reaktion wird ein braunes Prazipitat
gebildet, das im Lichtmikroskop sichtbar ist und die Lokalisation des Antigens in
der Zelle spezifisch nachweist. AnschlieBend wurden die Schnitte in Aqua dest.
gespult.

Gegenféarbung
Die Schnitte wurden fir 1 Min. in eine Hamalaun-Lésung getaucht und
anschlieBend 5 Min. unter flieBendem Leitungswasser geblaut.

Dehydrierung

Die Schnitte wurden durch die aufsteigende Alkoholreihe (von 80% Uber 96%
bis zum 100% Ethanol) geflhrt und dann in Xylol Gberfihrt und mit Eukitt
eingedeckelt.
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4. Ergebnisse

Untersucht wurden 54 Riesenzell-Lasionen mit den Diagnosen: Epulis giganto-
cellularis / peripheres Riesenzellgranulom (zusammen 20 Falle), zentrales
Riesenzellgranulom (7 Félle), Riesenzelltumor (5 Falle) und Riesenzelltumor
der Sehnenscheide (22 Falle).

Auswertung der Immunhistologie

Zur Auswertung wurden die 54 Gewebsproben in drei Gruppen eingeteilt:
1. Immunhistologie an GroBschnitten (Cathepsin K, L, S und MMP9),

2. Immunhistologie an TMAs ( CD 68, CD 51, M-CSF und RANK)

3. Klinische Parameter.

Die groBte Gruppe umfasst alle 54 Gewebeproben, bei denen an GroBschnitten
die immunhistologischen Untersuchungen zur Expression von Cathepsin K, L, S
und MMP9 durchgefiihrt wurden.

Eine weitere Gruppe besteht aus 17 ausgesuchten Gewebsproben, die fir die
Herstellung eines Tissue-Micro-Arrays (TMA) verwendet wurden. An den TMAs
wurden immunhistologische Untersuchungen mit den Antikérpern CD 68 und
CD 51 zur Charakterisierung der Zellen und der Antikérper M-CSF und RANK
zum Nachweis von Osteoklasten-aktivierenden Faktoren durchgefihrt.

FOr eine dritte Gruppe, bestehend aus 10 Fallen, war eine Auswertung
klinischer Parameter méglich. Hierzu wurden die Rdntgenbilder (Panorama-
schichtaufnahmen) hinsichtlich einer Osteolyse des Kieferknochens und deren
GréBe im Bereich der aufgetretenen Riesenzell-Lasion ausgewertet.

Die Auswertung der immunhistologischen Untersuchungen erfolgte lichtmikro-
skopisch nach semiquantitativen Gesichtspunkten.

Es wurde jeweils die Auspragung der Farbung in den mehrkernigen und
mononukledren Makrophagen in jeweils 10 Gesichtsfeldern bei 40-facher
VergréBerung beurteilt.

+ = schwach positiv
++ = mittelstark positiv
+++ = stark positiv

- = negativ
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Auswertung des immunhistologischen Nachweises von CD 68,
CD 51, M-CSF und RANK (Abbildung 6 und Abbildung 7)

Die immunhistologischen Untersuchungen mit den Antikdrpern CD 68,
CD 51, M-CSF und RANK erfolgten an Schnitten von einem Tissue-
Micro-Array. Hierbei wurden die Gewebsstanzen der 17 Proben
gleichzeitig und damit unter gleichen Bedingungen inkubiert. Die
Diagnosen verteilten sich wie folgt auf die 17 Gewebeproben:

Epulis gig. und peripheres Rzg. : 4 Falle
Zentrales Rzg. : 2 Falle
Riesenzelltumor : 3 Falle

Riesenzelltumor der Sehnenscheide : 8 Falle

Die  Auswertung der immunhistologischen  Untersuchung erfolgte
lichtmikroskopisch nach semiquantitativen Gesichtspunkten.

+ = schwach positiv
++ = mittelstark positiv
++ = stark positiv
- = negativ

CD 68

Die Auswertung der CD 68 Immunhistologie ergab eine positive Expression in
den Riesenzellen sowie den mononuklearen Makrophagen aller 17 Falle. Wobei
alle Félle eine starke Expression zeigten.
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Abbildung 6: Verteilung der M-CSF Expression beziiglich der Diagnosen.

Bis auf eine schwache M-CSF Expression der Riesenzellen des zentralen Rzg. konnte
Uberwiegend eine mittlere Expression nachgewiesen werden. Es lag bei keiner Diagnose
eine starke Expression vor.

M-CSF

Die Auswertung der M-CSF Immunbhistologie ergab eine positive Expression in
den Riesenzellen in 16 von 17 Fallen (eine Gewebsstanze war nicht vor-
handen). Dabei zeigte kein Fall eine starke Expression.

Die Epulis gig. / peripheres Rzg. zeigten ausschlieBlich eine mittlere
Expression. Das zentrale Rzg. zeigte in einem Fall eine schwache Expression.

Der Riesenzelltumor zeigte in zwei Fallen eine mittelstarke Expression und in
einem Fall eine schwache Expression.

Der Riesenzelltumor der Sehnenscheide zeigte grdéBtenteils eine mittelstarke
Expression und nur in einem Fall eine schwache Expression.

Zusétzlich konnten bei allen Diagnosen M-CSF positive mononukledre Zellen
nachgewiesen werden.
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Abbildung 7: Verteilung der RANK Expression beziiglich der Diagnosen.

Die Riesenzellen aller Diagnosen zeigten gréBtenteils eine schwache RANK Expression.

RANK

Die Auswertung der RANK Immunhistologie ergab eine positive Expression in
den Riesenzellen in allen 17 Fallen, wobei kein Fall eine starke Expression
zeigte.

Die Epulis gig. / peripherer Rzt. zeigten gréBtenteils eine schwache Expression,
ein Fall zeigte eine mittelstarke Expression.

Das zentrale Rzg. zeigte in einem Fall eine schwache Expression und in einem
Fall eine mittelstarke Expression.

Unter den Riesenzelltumoren traten ein Fall mit mittlerer und zwei Falle mit
schwacher Expression auf. Bei den Riesenzelltumoren der Sehnenscheide
zeigte sich gréBtenteils eine schwache Expression, zwei Falle zeigen eine
mittelstarke Expression.

CD 51

Die Auswertung der CD 51 Immunhistologie zum Nachweis der osteoklastaren
Eigenschaften der Riesenzellen in den unterschiedlichen L&sionen ergab in
allen 17 Fallen eine positive Expression, wobei alle Félle eine starke Expression
zeigten.
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Auswertung der Immunhistologie der Cathepsine K, L, S und MMP9
(Abbildung 8 bis Abbildung 10)
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Abbildung 8: Verteilung der Cathepsin K-Expression bzgl. d. Diagnosen.

Eine starke Cathepsin K-Expression der Riesenzellen konnte bei allen Diagnosen
nachgewiesen werden, insbesondere bei der Gruppe Epulis gig. / peripheres Rzg. (85%).

Cathepsin K

Die Auswertung der Cathepsin K Expression ergab eine positive Expression in
den Riesenzellen in 53 von 54 Féllen. Epulis gig. / peripheres Rzg. zeigten in
85% der Falle eine starke Expression. Zu 15% zeigte sich eine mittelstarke
Expression. Eine schwache Expression kam nicht vor.

Das zentrale Riesenzellgranulom zeigte eine eher gleichmaBige Verteilung der
Expression: eine starke Expression lag in 57% der Falle vor, aber es gab auch
einen Anteil mit mittlerer Expression (28,6%) sowie einen mit schwacher
Expression (14,3%).

Bei den Riesenzelltumoren zeigten 60% eine starke Expression und 40% eine
mittelstarke. Eine schwache Auspragung kam nicht vor.

Die Riesenzelltumoren der Sehnenscheide zeigten wie das periphere
Riesenzellgranulom / Epulis gigantocellularis eine starke Expression (68,2%).
Einige Félle zeigten aber auch eine mittelstarke Expression (18%) oder eine
schwache Expression (9,1% der Falle). In dieser Gruppe war ein negativer
Befund.
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Cathepsin L
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Abbildung 9: Verteilung der Cathepsin L-Expression bzgl. d. Diagnosen.

Die Gruppe Epulis gig. / peripheres Rzg. zeigte liberwiegend eine mittlere Cathepsin L-
Expression der Riesenzellen, wahrend die (brigen Diagnhosen groéBtenteils eine
schwache Expression zeigten. Es kamen bei allen Diagnosen Cathepsin L positive
mononukleére Zellen vor.

Cathepsin L

Die Auswertung der Cathepsin L Expression ergab in allen 54 Féllen eine
positive Expression in den Riesenzellen.

Die Gruppe der Epulis gig. / peripheres Rzg. zeigte groBtenteils eine mittlere
(65%) oder eine schwache Expression (35%).

Beim zentralen Riesenzellgranulom war die Verteilung umgekehrt. Hier zeigte
der groBte Teil eher eine schwache Expression (85,7%) wahrend der kleinere
Teil eine mittlere Expression (14,3%) aufwies.

Die Riesenzelltumoren zeigten in 60% der Félle eine schwache Expression,
hatten aber auch einen Anteil von 40% mit mittlerer Expression.

Die Riesenzelltumoren der Sehnenscheide zeigten eine relativ gleichmaBige
Verteilung der Expression: 40,9% zeigten eine mittlere und 54,5% eine
schwache Expression. Eine starke Expression kam lediglich in einem Fall aus
der Gruppe der Riesenzelltumoren der Sehnenscheide vor.

Zusatzlich konnten bei allen Diagnosen Cathepsin L positive mononukleére
Zellen nachgewiesen werden.
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Cathepsin S

In den Riesenzellen aller 54 Falle konnte keine Expression von Cathepsin S
nachgewiesen werden.

Allerdings zeigten sich bei den Riesenzelltumoren der Sehnenscheide
Ansammlungen von positiven mononuklearen Zellen, clusterartig die negativen
Riesenzellen umgebend.

Bei den dbrigen Diagnosen zeigten sich ebenfalls positive mononukleére
Zellen, welche allerdings diffus verteilt waren.

MMP9
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Abbildung 10: Verteilung der MMP9-Expression beziiglich der Diagnosen.

Wahrend die Riesenzellen bei Epulis gig. / peripheres Rzg., zentrales Rzg. und
Riesenzelltumor der Sehnenscheide liberwiegend eine starke MMP9-Expression zeigten,
wurde fir den Riesenzelltumor gréBtenteils eine mittlere Expression nachgewiesen.

MMP9

Die Auswertung der MMP9 Immunhistologie ergab eine positive Expression in
den Riesenzellen in 51 von 54 Fallen.

Die Gruppe der Epulis gig. / peripheres Rzg. zeigte grdBtenteils eine starke
Expression (55%). Daneben gab es eine mittlere Expression in 30% und eine
schwache Expression in 10% der Félle. In dieser Gruppe kam ein negativer Fall
VOor.

Das zentrale Riesenzellgranulom zeigte hinsichtlich der MMP9 Expression eine
relativ gleichmaBige Verteilung, wobei der gréBte Teil eine starke Expression
zeigte (42,9%), jeweils 28,6% zeigten eine mittlere, bzw. eine schwache
Expression.
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Die Riesenzelltumoren zeigten Uberwiegend eine mittlere Expression (60%).
40% zeigten eine starke Expression. Eine schwache bzw. eine fehlende
Expression kam nicht vor.

Die Riesenzelltumoren der Sehnenscheide zeigten gréBtenteils eine starke
Expression (72,7%) mit nur einem geringen Anteil (18,2%) mit mittlerer
Expression. Ein Fall zeigte eine schwache Expression und ein Fall war negativ.
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Auswertung der klinischen Parameter

Hierzu wurden die Panoramaschichtaufnahmen von 10 Féllen nach folgenden

Kriterien ausgewertet (Tabelle 2):

Existenz von Osteolyseherden im Kieferknochen im Bereich der
Riesenzell-Lasion

GrdBe der radiologisch darstellbaren Osteolyseherden

Korrelation mit der Cathepsin-Expression

Tabelle 2: Klinische Parameter.

Réntgen- Cath.|Cath.|Cath. S| MMP9
Lokali- Fall- Réntgenbefund:
Diagnose* . Regio Alter befund: 9 . K L
sation* Nr. regio
Osteolyse In Rz.In Rz.| InRz. | in Rz.

regio

46,aufsteigender
Zentrales Ast regio F.
Riesenzell- UK regio 46 52 51 [Ja mandibulae von |2 1 negativ |2
granulom der linea obliqua

bis zum

Kieferwinkel
Zentrales regio 46 apikal,
Riesenzell- UK regio 46 75 53 [a Zustand nach 1 1 negativ |1
granulom WSR
Zentrales
Riesenzell- (UK regio 46-47 33 54 |Ja regio 48-45 3 1 negativ (3
granulom
Riesenzell-  [iefer- Kieferwinkel re
tumor winkel unbekannt 8 23 |Ja klein, mulden- 3 1 negativ (3

extraoral formig

Epulis
giganto- ? unbekannt 9 1 |nein unbekannt 3 1 negativ |1
cellularis
Epulis
giganto- UK regio 45 67 10 |nein unbekannt 3 1 negativ |2
cellularis
Epulis
giganto- OK regio 11-12 60 5 |nein unbekannt 3 2 negativ |1
cellularis
peripheres
Riesenzell-  |OK regio 21-22 43 14 |nein unbekannt 3 2 negativ (3
granulom
peripheres
Riesenzell- (UK regio 35-37 69 48 |nein unbekannt 3 1 negativ (3
granulom
Zentrales regio 33-34 mit
Riesenzell- (UK regio 33-34 13 52 |Ja Verdrangung der2 1 negativ |2
granulom Zahnwurzeln
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Panoramaschichtaufnahmen lagen bei 10 Féllen vor. Bei 5 Féllen war die
Diagnose Epulis gigantocellularis / peripheres Rzg. gestellt worden. Bei diesen
Fallen war réntgenologisch keine Osteolyse nachweisbar. Allerdings zeigten
alle Falle eine starke Cathepsin K Expression.

Bei der Gruppe Epulis gig. / peripheres Rzg. konnte bei der immun-
histologischen Untersuchung der GroBschnitte in 85% der Félle eine starke
Cathepsin K Expression nachgewiesen werden.

Bei 4 Fallen war die Diagnose zentrales Riesenzellgranulom gestellt worden.
Diese Falle zeigten alle eine Osteolyse mit unterschiedlicher Auspragung. Die
Cathepsin K Expression war ebenfalls unterschiedlich ausgepréagt, sie reichte
von schwach positiv bis stark positiv.

Bei einem Fall war die Diagnose Riesenzelltumor gestellt worden, er zeigte eine
kleinflachige Osteolyse bei starker Cathepsin K Expression.
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Immunhistochemische Abbildungen

Immunhistologie der Cathepsine K, L, S und MMP9 (Abbildung 11
bis Abbildung 18)

Cathepsin K

Abbildung 11: Cathepsin K positive Riesenzellen einer Epulis gigantocellularis bei 10-
facher VergréBerung

Abbildung 12: Cathepsin K:
Zytoplasmatisch angefarbte mehr-
kernige Riesenzellen einer Epulis
gigantocellularis bei 40-facher
VergréBerung




Cathepsin L

Abbildung 13: Cathepsin L positive Riesenzellen einer Epulis gigantocellularis bei 20-
facher VergréBerung

Abbildung 14: Schwach Cathepsin L positive Riesenzelle einer Epulis gigantocellularis
bei 40-facher VergréBerung
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Cathepsin S

Abbildung 15: Cathepsin S negative Riesenzellen und Cathepsin S positive
mononukleére Zellen einer Epulis gig. bei 10-facher VergréBerung

Abbildung 16: Cathepsin S negative Riesenzellen einer Epulis gigantocellularis bei 20-
facher VergréBerung. Vereinzelt Cathepsin S positive mononukleéare Zellen.
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MMP9

Abbildung 17: MMP9 positive Riesenzellen einer Epulis gigantocellularis bei 10-facher
VergréBerung

Abbildung 18: MMP9 positive Riesenzellen einer Epulis gigantocellularis bei 20-facher
VergréBerung

37



Immunhistologie von CD 68, CD 51, M-CSF und RANK
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Schwache RANK-Expression der CD 51-positive Riesenzellen mit
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Abbildung 19: Immunhistologie von CD 68, CD 51, M-CSF und RANK
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5. Diskussion

Im Verlauf einer Epulis gigantocellularis treten ahnlich wie bei anderen
tumordsen riesenzelligen Lasionen (zentrales Riesenzellgranulom, Riesen-
zeltumoren) haufig Osteolyseherde auf.

Aufgrund neuerer Studien an Riesenzelltumoren des Knochens liegt die
Vermutung nahe, dass Cathepsine ursachlich sind flr das Auftreten von
Osteolysen. Weiterhin scheinen auch die zelluldre Zusammensetzung des
Tumors sowie die Lokalisation des Tumors von Bedeutung zu sein.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, nachzuweisen, welche Proteasen und
welche Zelltypen flr die Osteolyse bei einigen Fallen der Epulis giganto-
cellularis verantwortlich sind, und inwieweit die Osteolyse flir das Krankheitsbild
spezifisch ist.

Um zu bestimmen, von welchen Zellen welche Proteasen und in welchem Maf
exprimiert werden, wurden die zur Makrophagen-Reihe gehdrenden Zellen der
Lasionen Uber ihre spezifischen Oberflachenmarker charakterisiert.

Um Rackschlisse auf die Funktion machen zu kénnen, wurde der osteoklastére
Charakter der Riesenzellen abschlieBend Uber spezifische Rezeptoren
(Vitronectin-Rezeptor= CD 51) und Zytokine nachgewiesen.

Die Cathepsine K, L, und S sind von wesentlicher Bedeutung fir den Umbau
von zellularen und extrazellularen Proteinen. Es handelt sich bei diesen
Enzymen um lysosomalen Cysteinproteasen, die eine wichtige Rolle bei allen
pathologischen Prozessen, die mit Gewebedestruktion verbunden sind, spielen.

In dieser Studie ergaben die immunhistologischen Untersuchungen, dass
Cathepsin K in den meisten der untersuchten Félle ausschlieBlich in den
mehrkernigen Riesenzellen exprimiert wird. Es handelt sich Uberwiegend um
eine starke Expression. Mit Ausnahme eines Riesenzelltumors der
Sehnenscheide, der einen negativen Befund zeigte, zeigten alle untersuchten
riesenzellhaltigen Lasionen dasselbe Reaktionsmuster. Insbesondere in der
Gruppe Epulis gig. / peripheres Rzg. zeigten 85% der Falle eine starke
Cathepsin K Expression in den Riesenzellen, wahrend die Ubrigen 15% dieser
Gruppe eine mittlere Expression zeigten. Die Auswertung der Réntgenbilder in
dieser Gruppe (5 Félle) ergab trotz starker Cathepsin K Expression klinisch in
keinem Fall eine Osteolyse des Kieferknochens.
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Cathepsin L wurde in allen untersuchten Lasionen sowohl in mononuklearen
Zellen als auch Riesenzellen exprimiert. Bei den Epuliden gig. / peripheres Rzg.
lag in der Mehrzahl der Félle eine mittlere Cathepsin L Expression vor. Bei allen
anderen riesenzellhaltigen L&sionen (Riesenzelltumor, zentrales Rzg. und
Riesenzelltumor der Sehnenscheide) waren ebenfalls neben den Riesenzellen
mit gréBtenteils schwacher Expression die mononuklearen Zellen positiv fur
Cathepsin L.

Eine Cathepsin S Expression wurde bei allen untersuchten L&sionen aus-
schlieBlich in mononuklearen Zellen gefunden.

Eine starke MMP9 Expression zeigten die Riesenzellen der Epulis gig. /
peripheres Rzg., der zentralen Rzg. und der Riesenzelltumoren der
Sehnenscheide. In den Riesenzelltumoren anderer Lokalisation konnte in den
Riesenzellen meistens eine mittlere Expression nachgewiesen.

Verschiedene Untersuchungen belegen eine Cathepsin K Expression speziell in
Osteoklasten und einen direkten Zusammenhang zum Auftreten einer
Knochenresorption. So konnte durch kompetitive RT-PCR (Ishibashi et al.,
2001) und in-situ-Hybridisierung (Drake et al., 1996) eine starke Cathepsin K
m-RNA Expression selektiv in Osteoklasten nachgewiesen werden. Littlewood-
Evans et al. (1997) konnten diesen Befund durch weitere immunhistologische
Untersuchungen und in situ Hybridisierung belegen. Allerdings fanden sie eine
Cathepsin K Expression ebenfalls in mononuklearen Zellen, die demnach
vermutlich osteoklastére Progenitorzellen darstellen. Wahrend die Cathepsin K
Expression unabhangig von pathologischen Veranderungen und anatomischer
Lokalisation auf mehrkernige Riesenzellen und Epitheloidzellen begrenzt ist,
kommt Cathepsin K in normalen Makrophagen nicht vor (Bihling et al., 2001).
Auch Lindemann et al. (2004) konnten immunhistologisch speziell in Riesenzell-
tumoren des Knochens eine erhéhte Cathepsin K Expression ausschlieBlich in
sosteoclast-like“ Riesenzellen nachweisen und machten Cathepsin K
maBgeblich fir die Osteolyse beim Riesenzelltumor verantwortlich.

Der lysosomalen Cysteinprotease Cathepsin K kommt eine Schllisselrolle bei
der Regulation der Knochenresorption zu. So konnte einerseits gezeigt werden,
dass die Knochenresorption mit der Expression von Cathepsin K korreliert
(Littlewood-Evans et al., 1997; Saneshige et al., 1995; Kahudo et al., 1997;
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Mano et al.,, 1996). Andererseits konnte auch gezeigt werden, dass die
Knochenresorption bei Abwesenheit von Cathepsin K beeintrachtigt ist (Inui et
al., 1997; Gelb et al., 1996).

Als Substrat fir das aktivierte Cathepsin K wurden von Bossard et al. (1996) in
der Knochenmatrix die Proteine Osteonectin und die Collagene identifiziert.
Eine Studie von Zaidi et al. (2001) zeigte, dass Cathepsin K und MMP9 in der
Lage sind, sowohl Collagen Typ |, als auch Collagen Typ Il zu spalten.

Far die Degradierung von Collagenen im menschlichen kortikalen Knochen
machen Ganero et al. (1998) einzig die Aktivierung von Cathepsin K
verantwortlich und postuliert, dass keine weiteren Enzyme fir den Prozess der
Osteolyse notwendig sind.

Die Rolle der Cathepsine L und S bei der Knochenresorption ist unklar, obwohl
diese Proteasen lange im Verdacht standen, ebenfalls an dem Prozess der
Knochenresorption wesentlich beteiligt zu sein. Dieser Verdacht konnte nicht
bestatigt werden. Im Gegenteil, es konnte durch mehrere Studien
nachgewiesen werden, dass die Zugabe spezifischer Inhibitoren flir Cathepsin
L die Osteoklasten-induzierte Knochenresorption nicht stért (James et al.,
2001). Cathepsin L kommt somit im Vergleich zu Cathepsin K bei der
Knochenresorption eine untergeordnete Rolle zu (Ishibashi et al., 2001).

Die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) im Allgemeinen, darunter MMP9 speziell
(Schoedel et al., 1996) wurden mit dem lokal aggressiven Verhalten von
Riesenzelltumoren in Verbindung gebracht. Allerdings ist weiter unklar, ob diese
Proteasen direkt fur die Osteolyse verantwortlich sind.

Entsprechend der vorliegenden Ergebnissen konnte auch von Lindeman et al.,
(2004) gezeigt werden, dass sowohl MMP9, Cathepsin K und auch Cathepsin L
in Riesenzelltumoren des Knochens exprimiert werden.

Neben der Expression der jeweiligen Proteasen ist auch deren
Aktivitdtszustand von zentraler Bedeutung.

Mit Hilfe von spezifischen Protease-Aktivitdtsassays konnte nachgewiesen
werden, dass lediglich Cathepsin K eine hohe Aktivitat besitzt, wahrend MMP9
zu 98% als inaktives Proenzym vorliegt und ihm in der Form nur eine
untergeordnete Rolle bei der Osteolyse zukommt. Die Aktivitdt der Protease

41



Cathepsin K ist pH-Wert abhangig, sie braucht ein saures Milieu, um ihre
proteolytische Wirkung entfalten zu kénnen (Blair et al.1989, Baron et al.1988,
Vaananen 1990, Hall et al.1996). Dieses saure Milieu schaffen lonen- und
Protonenpumpen im Bereich der ,ruffle borders® der Osteoklasten erst, wenn
sich diese an der Knochenoberflache angeheftet haben. Ist ein Anheften der
Osteoklasten an die Knochenoberflache nicht méglich, so kénnen die
osteolytischen Proteasen nicht aktiv werden (Dodds et al.2001). Ist Cathepsin K
nicht aktiv, so kann auch MMP9 nicht wirksam werden. Dies kénnte erklaren,
warum sowohl Cathepsin K, als auch MMP9 zwar in allen Lasionen meist stark
exprimiert wurde, aber trotzdem keine Osteolyse zu beobachten war. Versuche
an Zelllinien (aus Riesenzelltumoren) zum osteolytischen Potenzial von mono-
nukledren Zellen ergaben auch fir Cathepsin L- positive mononukleare Zellen,
dass diese keine osteolytische Aktivitat besitzen und damit nicht an der
Knochenresorption beteiligt sind (Lindeman et al., 2004).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass eine starke Cathepsin K
Expression in ,osteoclast like* Riesenzellen nicht zwingend zur Osteolyse des
Knochens fihrt. Untersuchungen an Riesenzelltumoren des Knochens haben
dagegen gezeigt, dass bei diesen Tumoren Cathepsin K die wichtigste
Protease ist, die ausschlieBlich von den ,osteoclast-like“ Riesenzellen
exprimiert wird und maBgeblich fir die Osteolyse des Knochens verantwortlich
ist (Lindeman et al., 2004). Eine Erklarung fir diese anscheinend wider-
spriichlichen Ergebnisse kdnnte sein, dass Cathepsin K nicht als reifes (mature)
sondern als Procathepsin K vorliegt.

Ein weiterer Aspekt kénnte die Lokalisation der Riesenzellen sein, d.h. die
Entfernung zum angrenzenden Knochen. Zur Quantifizierung von Cathepsin K
in Abhangigkeit von der Lokalisierung wurde zytochemisch die Aktivitat in
Osteoklasten von Riesenzelltumoren des Knochens und in menschlichem
Knochen bestimmt. Diese Untersuchungen haben gezeigt, dass Osteoklasten,
die entfernt vom Knochen liegen zwar einen hohen Anteil an Cathepsin K
MRNA und -Protein exprimieren, der Uberwiegende Anteil des Cathepsin Ks in
diesen Zellen aber in einer inaktiven, so genannten zymogenen Form vorliegt
(Dodds et al., 2001). Im Gegensatz dazu enthalten Osteoklasten, die sich naher
am Knochen befinden, reifes und damit aktives Cathepsin K. Dodds et al.
(2001) konnten darUber hinaus zeigen, dass die in vivo Aktivierung von
Cathepsin K vor Beginn der Knochenresorption intrazellular erfolgt, um
anschlieBend in die Resorptionslakune sezerniert zu werden.
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Folglich kénnte die topografische Lage der Epulis gig. zum angrenzenden
Knochen maBgeblich daflir verantwortlich sein, ob in dieser Lasion Cathepsin K
in den ,osteoclast-like“ Riesenzellen in aktiver Form oder als Proenzym vorliegt.
Dies wirde erklaren, warum nicht in jedem Fall das Krankheitsbild der Epulis
gig. durch eine Osteolyse gekennzeichnet ist.

Liu et al. (2003) untersuchten verschiedenen Riesenzell-Lasionen des Kiefers
mit immunhistologischen Methoden hinsichtlich einer Cathepsin K Expression.
Sie kamen zu dem Ergebnis, dass die mehrkernigen Riesenzellen in peripheren
und zentralen Riesenzellgranulomen des Kiefers den charakteristischen
Phanotyp von Osteoklasten zeigen. In Riesenzellen des Cholesteatoms, einer
Lasion, die typischerweise eine progressive Knochenerosion am umgebenden
Knochen zeigt, konnten Hansen et al. (2001b) eine erhéhte Cathepsin K
mRNA- und Protein-Expression nachweisen. Weiterhin wiesen sie in
Riesenzellen eines Riesenzelltumors der Sehnenscheide eine erhdhte
Cathepsin K Expression nach und postulierten daraufhin eine nahe
Verwandtschaft dieser Riesenzellen zu Osteoklasten (Hansen et al., 2001a).
Aber auch bei zahlreichen anderen Erkrankungen mit invasivem Charakter
wurde eine starke Cathepsin K Expression in ,osteoclast-like” Riesenzellen
gefunden; so auch in einem Riesenzell-reichen Karzinom des Pankreas
(Hansen et al., 2002). Im Falle eines anaplastischen Schilddriisenkarzinom
ergab sich ein Zusammenhang zwischen der erhdhten Cathepsin K Expression
in den ,osteoclast-like* Riesenzellen und dem invasiven Charakter des Tumors
sowie der Fahigkeit, die knorpelige Trachea zu destruieren (Gaumann et al.,
2001).

Erganzend konnten Drake et al. (1996) entsprechend der vorliegenden
Ergebnisse anhand von in situ Hybridisierungen zeigen, dass Osteoklasten
nicht oder nur schwach Cathepsin S und L mRNA exprimieren. Demgegeniber
konnten Lindeman et al. (2004) anhand von mRNA Profilen nachweisen, dass
die Cathepsine K und L sowie MMP9 die bevorzugt exprimierten Kollagenasen
in den Riesenzelltumoren des Knochens sind und lediglich Cathepsin L in
mononukledren Zellen positiv. war. Die Ergebnisse der vorliegenden
Untersuchungen ergaben unabhangig von der Diagnose eine Cathepsin S-
Expression ausschlieBlich in mononukledren Zellen und eine Cathepsin K-
Expression ausschlieBlich in Riesenzellen wahrend Cathepsin L sowohl in
Riesenzellen als auch in mononuklearen Zellen exprimiert wird.
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Kennzeichnend fir reife Osteoklasten ist die Expression des Vitronectin-
rezeptors, der die Zell-Substrat-Interaktion zwischen Osteoklasten und dem
Knochen vermittelt. Hierbei ist der Rezeptor lediglich fir die Funktion der
Osteoklasten von Bedeutung, nicht aber, wie urspringlich vermutet, fir die
finale Versiegelung der Osteoklasten nach Anheftung an die mineralisierte
Knochenoberflache (Lakkakorpi et al., 1991). Die immunhistologischen
Untersuchungen bestatigten durch den Nachweis einer starken CD51-
Expression den ,osteoclast-like“-Charakter der Riesenzellen in allen unter-
suchten Lasionen.

MaBgeblich fur die Funktion der Riesenzellen in den L&asionen ist nicht nur ihr
Enzymspektrum, sondern auch der Aktivierungszustand der Zellen, der u.a.
Uber Osteoklasten-induzierende Faktoren wie RANKL und M-CSF und deren
Rezeptoren RANK bzw. c-fms reguliert wird. Bei RANKL und M-CSF handelt es
sich um Zytokine, die laut Literaturdaten auch an der Osteoklastogenese
beteiligt sind (Atkins et al., 2000; Romas et al., 2000; Suda et al., 1995; Li et al.,
2000). Der immunhistologische Nachweis von RANK und M-CSF sollte u.a.
dazu beitragen zu klaren, inwieweit in den beteiligten Riesenzellen die
Osteoklasten-spezifischen Eigenschaften aktiviert sind.

RANK und M-CSF lieBen sich bei allen untersuchten Lasionen in den
Riesenzellen nachweisen, wobei RANK Uberwiegend nur schwach exprimiert
war, wahrend M-CSF (berwiegend eine mittlere Expression zeigte. Zusétzlich
konnte M-CSF in mononukledren Zellen nachgewiesen werden.

RANKL gilt als Mediator fir den Knochenabbau. Dieses Zytokin fungiert als
interzellularer SignalUbertrager von Osteoblasten zu Osteoklasten. RANK ist
der Rezeptor auf den Osteoklasten, und in Gegenwart von M-CSF stimuliert
RANKL die Differenzierung aus Monozyten/Makrophagen Uber Osteoklasten-
Vorlauferzellen hin zu reifen Osteoklasten (Kobayashi et al., 2000).

M-CSF ist ein Wachstumsfaktor, der sowohl im Rahmen der
Entzindungsreaktion, als auch im Verlauf der osteoklastaren Differenzierung
von Bedeutung ist.

Das Fehlen von Osteoklasten in op/op Osteopetrosemausen ist eine Folge
mangelnder bzw. fehlerhafter M-CSF Synthese (Yoshida et al., 1990).

Der positive Nachweis von RANK und M-CSF in allen in dieser Studie
untersuchten Lasionen lasst ebenfalls vermuten, dass RANK und RANKL in
Verbindung mit M-CSF eine wichtige Rolle bei der Osteolyse in den
untersuchten Lasionen spielen. Die schwache Expression von RANK bei der
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Mehrzahl der Epuliden gig. kann ein Grund fir die fehlende Osteolyse sein.
Yoshida et al. (2003) fanden in Riesezelltumoren der Sehnenscheide eine
RANKL- und M-CSF Expression sowohl in Riesenzellen als auch in
mononukledren Zellen. Sie vermuteten daraufhin, dass die Riesenzellen
ebenfalls, durch das Sezernieren dieser Faktoren, zur Osteoklasten-
differenzierung beitragen. Dies steht im Gegensatz zu der gangigen Meinung,
M-CSF wirde lediglich durch Osteoblasten exprimiert. Auch in dieser Studie
konnte eine M-CSF Expression durch die Riesenzellen nachgewiesen werden.
Morgan et al. (2005) konnten zeigen, dass die Osteoklasten in Riesenzell-
tumoren des Knochens RANKL mRNA und Protein starker exprimieren als die
umgebenden Stromazellen. Urspriinglich war man davon ausgegangen, dass
neoplastische Stromazellen RANKL exprimieren und normale Monozyten in
Osteoklasten umwandelten, die dann fir die kndcherne Destruktion
verantwortlich waren (Atkins et al., 2000). Demgegeniber schrieben Tsurukai et
al. (2000) der RANKL Expression in Osteoblasten eine wichtige Rolle zu. Sie
vermuten, dass Osteoklastenvorlauferzellen bereits im kndéchernen Milieu
vorhanden sind und die Geschwindigkeit der Differenzierung zu Osteoklasten
Uber osteotropische Faktoren reguliert wird.

Der immunhistologische Nachweis der osteolytisch wirkenden Enzyme und die
immunhistologischen Untersuchungen zur Charakterisierung der Riesenzellen
zeigen, dass alle untersuchten Riesenzell-Lasionen (Epulis gigantocellularis,
peripheres Riesenzellgranulom, zentrales Riesenzellgranulom, Riesenzelltumor
und Riesenzelltumor der Sehnenscheide) auf zellularer Ebene die
Voraussetzungen fir einen Osteoklasten-vermittelten Knochenabbau besitzen.

Die Riesenzellen exprimieren neben osteolytisch wirkenden Proteasen auch
osteoklasten-aktivierende Zytokine, die in den Knochenstoffwechsel regulierend
eingreifen kénnen.

Weitere Untersuchungen an Epuliden gig. mit klinisch nachweisbaren
Osteolyseherden sind erforderlich, um die Vermutung einer lokalisations-
abhangigen Enzym- und Osteoklasten-Aktivierung zu verifizieren.
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Zusammenfassung

Bei der Epulis gigantocellularis handelt es sich um einen Weichgewebstumor,
welcher der Gingiva halbkugelig aufsitzt. Im darunter liegenden Knochen
kommen haufig ausgedehnte Osteolysen vor. Um zu klaren, ob die zellulare
Zusammensetzung dieser Lasion und das Expressionsprofil der am Prozess
der Osteolyse beteiligten Proteasen dem anderer Riesenzell-Lasionen
entspricht, oder ob fir dieses Krankheitsbild spezifische Veranderungen
vorliegen, wurden vergleichende immunhistologische Untersuchungen an 54
Riesenzell-Lasionen des Kiefers (n=30), der Sehnenscheide (n=22) und der
Speicheldriisen (n=2) vorgenommen.

Um die beteiligten Zellen nd&her zu charakterisieren und zu klaren, ob die
Riesenzellen osteoklastenspezifische oder —ahnliche Merkmale aufweisen,
wurden an Tissue-Micro-Arrays immunhistologische Untersuchungen mit den
Antikérpern CD 68, CD 51, RANK und M-CSF durchgeftihrt.

Die Riesenzellen lieBen sich in allen untersuchten Lasionen Uber die Marker
CD 68 (Makrophagen/Monozyten) und CD 51  (Vitronectin-Rezeptor,
Osteoklasten-spezifischer Marker) identifizieren.

Die Osteoklastendifferenzierungs- und —aktivierungsfaktoren RANK und M-CSF
konnten in allen untersuchten Lasionen nachgewiesen werden. Epuliden, bei
denen eine fehlende Osteolyse durch den klinischen Befund belegt werden
konnte, fielen durch eine mittlere Expression von M-CSF in den Riesenzellen
und in den Stromazellen auf, wahrend RANK von den mono- und multi-
nuklearen CD 68 positiven Zellen nur schwach exprimiert wurde.

Zum Nachweis der Proteasen, die an der Osteolyse beteiligt sind, wurden
immunhistologische Untersuchungen mit Antikérpern gegen Cathepsin K, L, S
und der Metalloproteinase 9 (MMP9) durchgefihrt.

Cathepsin K lieB sich in den Riesenzellen aller untersuchten Riesenzell-
Lasionen nachweisen. Hier konnte bei den Epuliden (Epulis gigantocellularis /
peripheres Riesenzellgranulom), fur die klinische Befunde vorlagen, trotz
besonders stark ausgepragter Expression, réntgenologisch keine Osteolyse
nachgewiesen werden. Die Matrix-Metalloproteinase MMP9 konnte erwartungs-
gemaB in den Riesenzellen aller Riesenzell-Lasionen nachgewiesen werden.
Cathepsin S kam lediglich in mononukledren CD 68 positiven Zellen vor,
wohingegen Cathepsin L sowohl in mononukledren als auch in mehrkernigen
Riesenzellen nachweisbar war.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die zellulare Zusammensetzung der
untersuchten L&sionen gleich ist, und dass die Riesenzellen dieselben
osteolytisch wirkenden Proteasen enthalten und 2z.T. auch Zytokine
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exprimieren, die an der Regulation des Knochenstoffwechsels beteiligt sind.
Damit weisen die Riesenzellen aller untersuchten Lasionen osteoklasten-
spezifische Merkmale auf und besitzen folglich alle Vorraussetzungen,
Knochenmatrix abzubauen.

Ursache flir die fehlende Osteolyse bei einigen Epuliden kann einerseits die
topografische Lage der Lasion sein, da mehreren Studien zufolge trotz
nachweisbarer Enzymexpression, nur diejenigen Osteoklasten reifes”
Cathepsin K exprimieren, die sich nahe am Knochen befinden. Fir die
Differenzierung von mononukledren Zellen zu reifen Osteoklasten ist ein
Zusammenwirken von Ligandenbindung und Stimulation durch M-CSF
erforderlich, so dass andererseits auch, trotz nachweisbarem M-CSF, eine
verminderte Anzahl von Bindungsstellen, wie die geringe Expression von RANK
zeigt, eine fehlende oder reduzierte Osteolyse begriinden kann.
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