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Arbeitshypothese und Fragestellung

1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Orale/oropharyngeale Karzinome sind zu Uber 90% Plattenepithelkarzinome,
deren insgesamt schlechte Prognose vom primaren Tumorstadium abhangt.
Wie bei anderen malignen Tumoren wird nach zusétzlichen Markern gesucht,
die eine genauere Charakterisierung des Tumorverhaltens, insbesondere des
Metastasierungspotentials ermdglichen.

Maligne Tumoren verfigen Uuber die Fahigkeit, angrenzendes normales
Gewebe zu infiltrieren und sich in anderen Geweben und Organen abzusiedeln.
Durch Interaktion mit der extrazellularen Matrix (EZM) kann es zur Migration
maligner Zellen kommen. Matrixmetalloproteinasen wie MMP-1, -2 und -3 sind
in der Lage, EZM-Komponenten abzubauen. Sie werden durch bestimmte
assoziierte Faktoren, z.B. das Glykoprotein Emmprin (Extracellular matrix
metalloproteinase inducer), stimuliert, mit denen sie in den komplexen,
mehrstufigen Prozess der Invasion und Metastasierung eingebunden sind.
MMPs und Emmprin spielen deshalb bei der Tumorprogression eine wichtige
Rolle.

Arbeitshypothese:

In oralen/oropharyngealen Karzinomen und deren Metastasen werden MMP-1,
-2 und —3 sowie Emmprin exprimiert. Es gibt eine Abhangigkeit der Expression
von Klinisch pathologischen Parametern wie pT-Stadium, pN-Stadium oder
Differenzierungsgrad. Das angrenzende tumorfreie Gewebe zeigt keine oder
eine schwéachere Expression.

Im Rahmen dieser Hypothese wurden orale/oropharyngeale Karzinome,
angrenzende tumorfreie Schleimhaut mit und ohne Dysplasien des
plattenepithelialen Deckepithels sowie Lymphknoten mit und ohne Metastasen
hinsichtlich der Expression von EMMPRIN, MMP-1, -2 und -3 mittels
Immunhistochemie und RNA-RNA-in situ-Hybridisierung untersucht, um
folgende Fragen zu klaren:

1. Lasst sich eine Expression von EMMPRIN, MMP-1, -2 und -3 in
oralen/oropharyngealen Karzinomen, angrenzenden Schleimhauten und
Lymphknoten/Metastasen nachweisen?

2. Welche Zellen zeigen eine Expression?

3. Gibt es Unterschiede in der Expression in Abhangigkeit von klinischen

und/oder pathologischen Parametern?



Einleitung

2. Einleitung

Das orale/oropharyngeale Karzinom ist die sechsthaufigste
Karzinomerkrankung weltweit, von der Manner etwa doppelt so haufig betroffen
sind wie Frauen (Hoffmann et al. 1998). Es handelt sich um einen von der
Mund- bzw. Rachenschleimhaut ausgehenden Tumor mit einer vergleichsweise
schlechten Prognose. In den letzten 20 Jahren hat sich trotz verbesserter
Operationsmoglichkeiten nichts an dieser Tatsache geandert. Bisher weil3 man
noch zu wenig Uber die genauen Vorgange der Tumorentstehung,
Tumorinvasion, Tumorzelldissemination und Bildung von Metastasen. Neben
der klinischen Befundung und pathologischen Begutachtung der Tumoren, die
Grundlage fur die Therapie und Prognoseabschatzung sind, gibt es bisher noch
keine zusatzlichen etablierten Faktoren auf molekularer Ebene, mit deren Hilfe
die Therapieplanung verfeinert und eine genauere Prognoseabschatzung
abgeleitet werden kénnten.

90% der oralen/oropharyngealen Karzinome sind Plattenepithelkarzinome
(PEK) (Hoffmann et al. 1998). In Deutschland erkranken jahrlich etwa 7800
Manner und 2600 Frauen daran. Das entspricht insgesamt einem Anteil von
3,6% an allen bosartigen Neubildungen bei Mannern (ohne sonstigen
Hautkrebs) und einem Anteil von 1,3% bei Frauen. Fir Manner besteht damit
ein etwa dreimal gréReres Risiko am oralen/oropharyngealen Karzinom zu
erkranken als fur Frauen (Bertz et al. 2006).

Die Inzidenz der Krebserkrankungen des Mund- und Rachenraumes hatte vor
allem bei Mannern in Deutschland in den 70er und 80er Jahren erheblich
zugenommen, und danach in den 90er Jahren fir beide Geschlechter wieder
etwas abgenommen. In Deutschland liegt die Inzidenz im Vergleich zum
europaischen Ausland im mittleren Bereich. Das mittlere Erkrankungsalter liegt
fur Manner bei 61 Jahren, fir Frauen bei 69 Jahren. Die mittlere relative 5-
Jahres-Uberlebensrate fiir die zusammen betrachteten Lokalisationen der
Mundhohle und des Rachens fallt fir Manner mit 46% deutlich schlechter aus
als fur Frauen mit 60%. Es besteht eine Abh&ngigkeit von der Lokalisation des
Primartumors: Bei Lippenkarzinomen z.B. betragt dieser Wert bei Mannern tber
90%, bei Rachenkarzinomen hingegen zwischen 20 und 30% (Bertz et al.
2006).
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Zu den wichtigsten Risikofaktoren zahlen ein erhdhter Alkoholkonsum
(insbesondere hochprozentige Spirituosen) und das Zigarettenrauchen. In der
Mundhdhle wird die Krebsentstehung auch durch Zigarren-, Pfeifenrauchen
sowie Schnupf- und Kautabak gefordert (Winn et al. 1981, Cullen et al. 1986).
Fir einen Starkraucher unter 46 Jahren besteht ein 20faches Risiko, fur einen
starken Trinker ein 5faches und fir eine Kombination aus beidem ein 50faches
Risiko, am oralen/oropharyngealen Karzinom zu erkranken (Rodriguez et al.
2004).

Klinisch auf3ert sich die Tumorerkrankung in der Regel in Form von wunden,
nicht verheilenden Stellen (Erosionen und Ulzera), die an Gréf3e zunehmen. Im
Frihstadium treten vor allem Leuko- oder Erythroplakien auf, die nicht abheilen.
Mit zunehmender Tumorgrof3e kann es in Abhangigkeit von der Lokalisation zu
einem Fremdkorpergefiihl, kloRiger Sprache, Atmungsbehinderung, Anderung
des Prothesensitzes, Knochenauftreibung und auch zu Schluckbeschwerden
kommen (Bier 1991, Bier 1998). Da diese Tumorart haufig bei alkoholkranken
Menschen auftritt, die nicht regelmafig arztlich oder zahnérztlich betreut
werden, werden die Tumoren oft viel zu spat diagnostiziert.

Nach der Diagnosestellung bzw. -sicherung durch eine Biopsie wird
therapeutisch eine mdglichst vollstdndige Tumor-Entfernung angestrebt. Die
Radikalitat der Operation wird durch den mdglichen Verlust an Lebensqualitat
infolge Verstimmelung eingeschrankt, der insbesondere bei Ausrdumung der
Halslymphknoten (Neck dissection) und ausgedehnteren Tumorresektionen
(z.B. Kieferresektion) unvermeidlich ist. Kombinationen aus Operation und
Bestrahlung, eventuell auch Chemotherapie werden in fortgeschrittenen
Stadien eingesetzt. Bei palliativem Ansatz wird auch ganz auf eine radikale
Operation zugunsten der Strahlentherapie verzichtet (Friedrich RE et al. 1997,
Schon et al. 1999).

Trotz der therapeutischen Moglichkeiten haben sich die Uberlebensraten bei
dieser Tumorart nicht verbessert. Uberdies besteht insbesondere aufgrund der
Lokalisation ein negativer Einfluss auf die Lebensqualitdt der Patienten. Lange
Behandlungszeitraume in Verbindung mit interdisziplinarer medizinischer
Betreuung Uben nicht zuletzt einen erheblichen finanziellen Druck auf die

Krankenhduser und Kostentrager aus (Hunter et al. 2005).
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Besondere Bedeutung kommt deshalb der Pravention sowie der frihzeitigen
Erkennung und Diagnosestellung zu. Besonders aggressive Formen
oraler/oropharyngealer Karzinome und entsprechender Vorstadien gilt es zu
identifizieren, zu charakterisieren und gezielt zu behandeln.

Weil die derzeitig verfigbaren klinischen und histopathologischen Mdglichkeiten
begrenzt sind, ist man auf der Suche nach Tumormarkern, mit denen z.B.
besonders aggressiv wachsende Tumoren selektiert werden kénnen. Darlber
hinaus ist es unabdingbar, das Verstandnis der Tumorgenese weiter zu
verbessern. Dazu gehort, die tumorbiologischen Vorgédnge nicht nur im
Tumorepithel und im peritumordsen Stroma, sondern auch im benachbarten
dysplastischen und normalen Epithel und im jeweils angrenzenden Stroma
besser zu verstehen.

Haupteigenschaften eines malignen Tumors sind Invasion und Metastasierung.
Bei diesen Prozessen spielt die Interaktion der Tumorzellen mit der
extrazellularen Matrix (EZM) eine entscheidende Rolle. Verschiedene
Enzymgruppen, wie zum Beispiel Cathepsine, Serinproteasen und Matrix-
Metalloproteasen (MMPSs) sind in diese aulRerst komplexen Vorgange involviert.
Die EZM gewabhrleistet die Adhasion von Zellen und Ubertragt Signale mithilfe
von Zell-Oberflachen-Adhéasionsrezeptoren. Sie enthalt Kollagen, Glykoproteine
ohne Kollagenanteil und Proteoglykane. Andere EZM-Molekiile, wie Tenascin,
Fibronectin und unterschiedliche Isoformen von Laminin wurden in
Tumorgewebe gefunden und kdnnen wahrscheinlich das Tumorwachstum
stimulieren. Die Basalmembran ist eine spezialisierte EZM und trennt die
Epithelzellen vom darunterliegenden Stroma. Sie stellt damit eine ,Barriere” dar,
auf der sich normalerweise das Epithel regeneriert und differenziert. Auch
fehldifferenzierte (dysplastische) Epithelzellen werden durch die Basalmembran
im Epithelverband gehalten (z.B. Carcinoma in situ).

Kollagenmolekile besitzen drei a-Ketten, die eine Tripelhelix-Struktur bilden
(Olsen u. Ninorniya 1999). Fibrillare Kollagene (Typ |, IlI, 1ll, V and Xl) bilden
Fibrillen und beeinflussen Zellfunktionen, indem sie mit Integrinen interagieren.
Kollagene der Basalmembran (Typ IV) sind in der Lage, Netzwerke zu bilden.
Zellen treten mithilfe von Integrinen, Lamininen und Heparansulfat-
Proteoglykanen in Wechselwirkung mit Kollagen Typ IV. Es gibt aul3erdem noch

einige andere Gruppen von Kollagenen, z.B. die Transmembran-Kollagene.
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Gelatine ist durch Kollagenasen verdautes denaturiertes Kollagen. Zu den
Glykoproteinen gehdren Laminine, die - aus a-, B- und y-Ketten bestehend -
heterotrimere Moleklle bilden. Sie befinden sich in erster Linie in
Basalmembranen, wo sie unter anderem mit Kollagen Typ IV Netzwerke bilden.
Laminine beeinflussen Zellfunktionen durch Bindung zu Integrinen und Non-
Integrin-Rezeptoren (Sasiki u. Timpl 1999). Fibronectine sind dimere
Glykoproteine, die sich in der EZM und im Blut befinden. Sie bilden Fibrillen und
beeinflussen Zellmorphologie, -adhasion, -migration und -differenzierung, indem
sie an Integrine binden.

Proteoglykane bestehen aus posttranslational modifizierten
Glykosaminoglykanketten wie Heparan, Keratan und Chondroitinsulfat.
Perlecan ist das haufigste Heparansulfat-Proteoglykan der Basalmembran und
kommt aul3erdem im Tumorstroma vor (Egeblad u. Werb 2002).

Viele Komponenten der EZM sind Substrate der Matrix-Metalloproteasen. Die
Familie der Matrix-Metalloproteasen besteht aus Endopeptidasen, die an ein
Zink-lon gebunden sind (Egeblad et al. 2004). Man kann sie je nach Struktur
unter acht unterschiedlichen Gruppen subsummieren; zu drei von ihnen
gehoren die membrangebundenen MMPs (MT-MMPs), zu den anderen funf
Gruppen die sezernierten MMPs. Kovalent gebunden befinden sich die MT-
MMPs an der Zellmembran. Es handelt sich dabei um den wahrscheinlich
haufigsten Weg, MMP-Aktivitdt an die Zellmembran zu binden. Die sezernierten
MMPs kénnen allerdings auch an der Zelloberflache lokalisiert sein, entweder
durch die Bindung an Integrinen (Brooks et al. 1996) oder an CD44 (Yu Q u.
Starnenkovic 1999, Yu W-H et al. 2002) oder durch Wechselwirkung mit
Zelloberflachen-assoziierten Heparansulfatproteoglykanen, Kollagen Typ IV
oder Emmprin (s.u.) (Sternlicht u. Werb 2001).

Die MMPs werden als inaktive Enzyme, Zymogene (pro-MMPSs), synthetisiert
und kénnen durch Spaltung aktiviert werden. lhre Aktivitat wird durch endogene
Inhibitoren reguliert, zu denen a2-Makroglobulin (Sottrup-Jensen u. Birkedal-
Hansen 1989) und die gewebesténdigen Inhibitoren (TIMP: tissue inhibitors of
metalloproteinases) (Edwards 2001) gehéren. Viele Erkenntnisse uber den
Beitrag der MMPs zur Tumorprogression stammen aus Tierversuchen. In
Transplantationsassays (Xenograft-Experimenten) konnte gezeigt werden, dass

relativ gutartige Tumorzellen bdsartige Eigenschaften annehmen, wenn die
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MMP-Expression erhéht wird. Im Gegensatz dazu nimmt die Aggressivitat von
Tumorzellen ab, wenn die Expression bzw. die Aktivitat von MMPs reduziert ist
(Coussens u. Werb 1996).

MMPs werden in fast jedem menschlichen Tumor vermehrt gebildet und ihre
Expression geht oft mit niedrigen Uberlebensraten einher. Wahrend einige
MMPs (z.B. MMP-7) von Tumorzellen exprimiert werden, werden andere (z.B.
MMP-2 und -9) hauptsachlich von Zellen der EZM synthetisiert, wozu
Fibroblasten, Myofibroblasten und Abwehrzellen gehdren. Wahrscheinlich
stimulieren Tumorzellen durch Sekretion von Interleukinen, Interferonen,
Wachstumsfaktoren und Emmprin die Zellen der EZM, MMPs zu synthetisieren
(Sternlicht u. Werb 2001).

MMPs konnen durch Steigerung des Tumorzellwachstums, der Migration, der
Invasion, der Metastasierung und der Angiogenese die Tumorprogression
fordern. Das geschieht durch Spaltung verschiedener Substratgruppen, zu
denen nicht nur Strukturkomponenten der EZM gehbéren, sondern auch
Wachstumsfaktoren bindende Proteine (Vecchi et al. 1998), Vorgangermolekile
(Prékursoren) von Wachstumsfaktoren, Rezeptor-Tyrosinkinasen,
Zelladhasionsmolekile (Kajita et al. 2001) und andere Proteinasen.

Mehrere synthetische MMP-Inhibitoren werden in klinischen Tests (Trials)
untersucht. Obgleich von einigen ermutigenden Resultaten berichtet wurde,
sind einige Trials vorzeitig abgebrochen worden, weil kein Erfolg zu erkennen
war bzw. zu starke Nebenwirkungen beobachtet wurden. Die klinischen Trials
wurden bisher auf die Patienten mit fortgeschrittenem Krankheitsstadium
beschrankt. Ergebnisse aus Tierversuchen legen jedoch die Vermutung nahe,
dass die Nutzung von MMP-Inhibitoren auch im Frihstadium (in Kombination
mit konventioneller Therapie) oder als pra- und postoperative Behandlung zur
Verhinderung einer operationsbedingten Tumorzellstreuung eingesetzt werden
konnte (Egeblad u. Werb 2002).

MMP-1 ist in der Lage, fibrillares Kollagen abzubauen. Das wurde u.a. bei der
Zellinvasion von Tumorzellen und Endothelzellen in  Kollagengels
nachgewiesen (Fisher et al. 1994, Benbow et al. 1999). In
oralen/oropharyngealen Karzinomen wurde MMP-1 starker exprimiert als in der

normalen oralen Mukosa. Dieses konnte in verschiedenen Studien
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nachgewiesen werden (Sutinen et al. 1998, O-Charoenrat et al. 2001, Jordan et
al. 2004, Baker et al. 2005).

MMP-2 spaltet Kollagen Typ IV, einen Bestandteil der Basalmembran, sowie
weitere Komponenten der EZM. Die Expression sowie die gelatinolytische
Aktivitatt von MMP-2 wurden in oralen/oropharyngealen Karzinomen im
Vergleich zur normalen Mukosa erhdht nachgewiesen (Kawamata et al. 1998,
Sutinen et al. 1998, Imanishi et al. 2000, Shimada et al. 2000, Tokumaru et al.
2000, O-Charoenrat et al. 2001, Yorioka et al. 2002, Robinson et al. 2003, Tsai
et al. 2003, Jordan et al. 2004, Baker et al. 2005, Gao et al. 2005, Patel et al.
2005, Tang ZG et al. 2005). Weil MMP-2 auf3erdem in Tumorzellen bereits
metastasierter Tumoren starker exprimiert wurde gegentber Tumorzellen nicht
metastasierter Tumoren (Kusukawa et al. 1995, Gohiji et al. 1998, Kawamata et
al. 1998, Dietz et al. 1999), spielt MMP-2 wahrscheinlich eine besondere Rolle
in Bezug auf die Invasion oraler Karzinome (Muller et al. 1991, Kusukawa et al.
1992, lkebe et al. 1999). Dies untermauert auch die Hypothese, dass MMP-2-
Expression mit einem aggressiveren Tumorwachstum und einer schlechteren
Prognose von oralen/oropharyngealen Karzinomen korreliert (Miyajima et al.
1995, Kawamata et al. 1997, Kawamata et al. 1998, Tokumaru et al. 2000).

Die Matrix-Metalloproteinase MMP-3, die Bestandteile des Zytoskeletts bzw.
der EZM wie z.B. das Zelladhaddionsmolekil E-Cadherin spaltet, wurde in
Verbindung mit dem Tumorstadium, dem Invasionspotenzial und der Inzidenz
von regionalen LK-Metastasen oraler Plattenepithelkarzinome gebracht (Muller
et al. 1993, Kusukawa et al. 1996). MMP-3-Expression wurde signifikant héher
in oralen/oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen gegentuber der normalen
Mukosa nachgewiesen (Birkedal-Hansen et al. 2000, O-Charoenrat et al. 2001,
Baker et al. 2005).

Emmprin (extracellular matrix metalloproteinase inducer; CD147; basigin) ist ein
haufig vorkommendes Zelloberflachen-Glykoprotein, das zur Klasse der
Immunglobuline gehort. Auf der Oberflache von bdsartigen Tumorzellen ist es
stark angereichert. Emmprin spielt in vielen physiologischen und
pathologischen Stoffwechselvorgédngen eine Rolle. Eine Hauptfunktion hat es
bei der Stimulierung der Synthese einiger MMPs sowohl in Fibroblasten des
Stromas und in Endothelzellen als auch in Tumorzellen selbst.

Membranassoziierte Kofaktoren wie Caveolin-l und Annexin-ll sind in die
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komplexen Vorgange der Regulation der Aktivitdit von Emmprin einbezogen.
Auch wenn die genauen Regulationsmechanismen, mit denen Emmprin
zahlreiche Ph&dnomene steuert, noch nicht umfassend erforscht sind, kann man
davon ausgehen, dass Emmprin ein wichtiger Mediator in der
Tumorprogression ist (Yan et al. 2005). Emmprin steuert zum Teil die
Wechselwirkung zwischen Tumorzellen und Stromazellen (Tang Y et al. 2004)
und spielt hochstwahrscheinlich eine zentrale Rolle beim Vorgang der
Metastasierung (Pantel u. Brakenhoff 2004, Reimers et al. 2004). In zahlreichen
Studien konnte nachgewiesen werden, dass es die Synthese vieler MMPs in
Fibroblasten stimulieren kann: MMP-1, -2, -3, -9, -14, -15, pro MMP-2-
Aktivatoren, MT1- und MT2-MMP (Kataoka et al. 1993, Guo et al. 1997, Lim et
al. 1998, Bordador et al. 2000, Sameshima et al. 2000, Kanekura et al. 2002,
Tang Y et al. 2004, Rosenthal et al. 2005). In zwei Studien wurde
nachgewiesen, dass in oralen/oropharyngealen Karzinomen Emmprin starker
exprimiert wurde als in der normalen Schleimhaut (Bordador et al. 2000,
Vigneswaran et al. 2006).

Die prognostische Aussagekraft des Expressionsmusters der Proteine MMP-1, -
2, -3 und Emmprin sowie der Kklinisch pathologischen Parameter wie
Tumorstadium und Differenzierungsgrad ist bislang unbefriedigend. Die
Aggressivitat oraler/oropharyngealer Karzinome Ilasst sich nicht genau
vorhersagen. Es lassen sich mithilfe der bereits veroffentlichten Studien noch
keine eindeutigen Gesetzmaligkeiten in Bezug auf die Expression dieser
Proteine und das Tumorverhalten darstellen. Ein besseres Verstandnis der
Tumorbiologie insbesondere der Bedeutung der MMPs und assoziierten
Faktoren ist notwendig.

In verschiedenen Studien wurde eine erhéhte Expression von MMP-1, -2, -3
und Emmprin in oralen/oropharyngealen Karzinomen nachgewiesen. Auch in
oralen dysplastischen Epithelien sowie in LK-Metastasen konnten erhéhte
Expressionswerte festgestellt werden. Deshalb ist anzunehmen, dass diese
Proteine eine Rolle bei der Invasion und Metastasierung dieser Karzinome
spielen.

Bisher wurden die Gewebe in der Regel getrennt voneinander untersucht, so
dass z.B. das Tumorepithel mit einem Referenzgewebe (normales Epithel)

verglichen wurde, nicht aber gleichzeitig mit dysplastischen Epithelzellen,
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Lymphknoten und dem angrenzenden Stroma. Es gibt keine Studie, in der
gleichermalRen das Tumorepithel, das benachbarte dysplastische und normale
Epithel, die LK-Metastasen, tumorfreie Lymphknoten sowie das jeweils
angrenzende Stroma hinsichtlich dieser Proteine analysiert wurden.

Die Methoden, die in den bisherigen Studien angewandt wurden, sind zudem
sehr unterschiedlich. Unter anderem wurden die RT-PCR (reverse transcription-
polymerase chain reaction), ELISA (enzyme linked immunosorbent assay),
Western Blotting, Northern Blotting, Zellkulturversuche und Zymographie
angewandt. Nur in wenigen Studien wurden in situ-Methoden wie die
Immunhistochemie (IHC) und die in situ-Hybridisierung (ISH) benutzt, mit denen
es moglich ist, die Expression der Proteine in den verschiedenen Zellen zu
analysieren. Mit diesen Methoden lasst sich die Expression nicht nur auf
Proteinebene (IHC), sondern auch auf mRNA-Ebene (ISH) in den Praparaten
der Patientenfélle darstellen.

Um die Expression der Proteine MMP-1, -2, -3 und Emmprin in den Préparaten
(in situ) zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit sowohl die IHC als auch die ISH
benutzt. Dabei wurden die Karzinomanteile, die angrenzende Schleimhaut mit
Dysplasien, die angrenzende tumorfreie Schleimhaut sowie LK-Metastasen und
tumorfreie Lymphknoten hinsichtlich dieser Proteine analysiert. Die Expression
wurde zusatzlich in Bezug auf eine mogliche Abhangigkeit von klinisch
pathologischen Parametern (Tumorstadium und Differenzierungsgrad)

untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

Das Untersuchungsgut stammt von 89 Patienten mit einem
oralen/oropharyngealen Karzinom. Es umfasst archiviertes formalinfixiertes und
in Paraffinblocken eingebettetes Gewebe und die routinemalig angefertigten
zugehdrigen Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Schnittpraparate. Die Patienten
wurden in der Klinik und Poliklinik far Zahn-, Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie oder in der Klinik und Poliklinik fir Hals-, Nasen- und
Ohrenheilkunde des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf in den Jahren
1997-2003 operiert. Bei den Operationen wurden die Primartumoren und zum
Teil auch Lymphknoten der Halsregion entfernt. Im ehemaligen Institut far
Oralpathologie wurden die pathologischen Begutachtungen durchgefiihrt. Die
klinischen Daten zum Untersuchungsgut stammen von den klinischen
Untersuchungsantragen. Jeder untersuchte Fall wurde anhand der archivierten
Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Schnittpraparate nochmals begutachtet und
hinsichtlich Tumortyp, Differenzierungsgrad und Tumorstadium reevaluiert.

Die klinischen Daten (Geschlecht, Alter, pN-Stadium) der 89 Patienten sind in
der Tabelle 1 aufgefuhrt. Das Altersmittel betrug 61,7 Jahre.

Tabelle1: Untersuchungsmaterial mit klinischen Angaben und
Lymphknotenstatus
Anzahl

Insgesamt 89
Geschlecht *

Weiblich 36

Mannlich 52
Alter *

< 50 Jahre 15

50-60 Jahre 24

> 60 Jahre 49
pN-Stadium **

pNO 54
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2 pN1 23

*- von einem Fall nicht bekannt

**-von 12 Fallen nicht bekannt

3.2. Methoden
3.2.1. Immunhistochemische Analyse

Bei allen Primartumoren (89 Falle) und LK-Metastasen (19 Falle) wurde mittels
Immunhistochemie (IHC) die Expression der Proteasen MMP-1 und Emmprin

analysiert.

3.2.1.1. Anfertiqung der Paraffinschnitte

In Ublicher Weise wurden 4-5 pm dicke Schnitte angefertigt und auf

beschichteten (3-Aminopropyltriethoxysilan) Glasobjekttragern (Superfrost-Plus,
MENZEL) aufgebracht.
Pro Fall wurden vier Schnitte bendtigt (2 Schnitte fur Antikdrper; je ein Schnitt

fur eine Negativkontrolle und eine Isotyp-Kontrolle).

3.2.1.2. Imnmunhistochemische Reaktion

Die immunhistochemische Reaktion erfolgte mit dem Envision-Kit der Firma
Dako. Benutzt wurden ein Emmprin-Antikérper und ein MMP-1-Antikorper zur
Detektion dieser Proteine.

Far die Negativkontrollen wurde der primare Antikorper weggelassen. Die
Isotyp-Kontrolle (Mops 21) wurde durchgefuhrt, um nachzuweisen, dass der
sekundare Antikdrper nur an den primaren Antikérper und nicht an den Kontroll-
Antikérper bindet. Sowohl die benutzten Antikdrper als auch der Kontroll-
Antikorper sind monoklonale Antikorper. Der Mops-Antikdrper wurde in der
gleichen IgG-Konzentrationn eingesetzt wie der Primar-Antikorper. Die Isotyp-

Kontrollen waren negativ.

3.2.1.3. Versuchsdurchfiihrung
1. Teil

Paraffinschnitte wurden bei ca. 80°C im Brutschrank gebacken (30 min)

10 min in Xylol 1 gespdlt; 10 min in Xylol 2 gespult
5 min in Ethanol (100%) gespuilt; in Ethanol (100%) gespult
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- in Ethanol (96%) gespult; in Ethanol (96%) gespult

- 10 min in 200ml Methanol mit 10 ml 30%Wasserstoffperoxid (frisch
ansetzen) gespuilt

- Bei Nachweis von Emmprin: 20 min in 1xCitratpuffer gekocht (Mikrowelle
wurde benutzt; zwischendurch wurde mit kochendem Puffer die Klvette
wieder aufgefullt)

- Bei Nachweis von MMP-1: 15 min Protease 1 (100 pl/Schnitt) bei 37°C in
feuchter Kammer

- in Aqua dest. gespuilt

- 10 min Avidin (auf den Objekttrager getropft, feuchte Kammer)

- 10 min Biotin (auf den Objekttrager getropft, feuchte Kammer)

- Zweimal 5 min in TBST gespuilt

- Antikoérper wurden aufgetragen (100 pl/Schnitt, Emmprin: 1:2000 ; MMP-
1: 1:200 mit Verdiinnungsmedium verdinnt) und bei 4°C Uber Nacht in
feuchter Kammer inkubiert

2. Teil (darauf folgender Tag)

- 3x5 min in TBST gewaschen

- 10 min Lésung 1 (Sekundarantikorper; 1-2 Tropfen/Schnitt) in feuchter
Kammer

- 3x5min in TBST gewaschen

- 10 min DAB (1:50 verdunnt) in feuchter Kammer

- 2 sec. in aqua dest. gespult

- Gegenfarben mit Hamalaun (3 sec.); 5 min in Leitungswasser gespult

- Aufsteigende Alkoholreihe; Xylol

- Schnitte wurden eingedeckelt

3.2.1.4. Losungen, Puffer und Reagenzien

Envision-Kit: ChemMate ™Envision ™ DetectionKit ;
Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse; Dako Cytomation,
Hamburg

Citratpuffer 1x(DAKO)

Protease 1 (VENTANA)

Avidin (DAKO)

Biotin (DAKO)
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TBST-Puffer (DAKO)

Verdinnungsmedium (DAKO)

Lésung 1 (DAKO)

DAB (DAKO)

Hamalaun-Farbebad

Xylol; FLUKA

Ethanol, 100%, 96%; WALTER CMP GmbH & Co.
Methanol

Wasserstoffperoxid (30%)

Aqua dest.

Antikdrper Emmprin; clone, HIMG, Isotyp: IgG1, RDI,
Flanders, NJ, USA

Antikdrper MMP-1; (Ab-1) Clone 41-1E5, Isotyp: IgG2a,
Oncogene Res Products, Cambridge, MA, USA
Mops-21; SIGMA, Deisenhofen

Kunststoff zum Eindeckeln

3.2.1.5. Gerate und Materialien

Brutschrank

Mikrowelle

Feuchte Kammer

Mikrotom

Objekttrager (Superfrost-Plus, MENZEL)

3.2.2. nicht-radioaktive RNA-RNA-in situ-Hybridisierung (ISH)

Fir den Nachweis von mRNA (kodierende Gene der Proteasen MMP-1, MMP-2
und MMP-3) wurden Primartumoren (31 Falle), LK-Metastasen (14) und
tumorfreie LK (17 Falle) mit nicht radioaktiver RNA-RNA-in situ-Hybridisierung
(ISH) untersucht.

3.2.2.1. Plasmide fiur die Herstellung der Ribosonden

Alle Plasmide, die zur Herstellung der Ribosonden verwendet wurden, wurden
von Prof. Dr. Hermann Herbst (Berlin) zur Verfigung gestellt und sind bei

Brummer et al. (1999) beschrieben.
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MMP-1
Ein 735 bp-Sstl-EcoRI-Fragment wurde aus pCllasel (Whitham et al. 1986) in
pGEM1 (Promega Biotech, Madison, Wis., USA) subkloniert.

MMP-2
Ein 1,3 kb-EcoRI-Bglll-Fragment wurde aus pK121 (Huthala et al. 1990) in
pGEM1 subkloniert.

MMP-3
Ein 0,6 kb EcoRI-Hindlll-Fragment wurde aus pTR1 (Matrisian et al. 1985) in
pGEM1 subkloniert.

FUr die Linearisierung der Plasmide wurden die Enzyme EcoRI und Hindlll

benutzt.

Far alle Plasmide traf zu:

,2Antisense“-Sonde: Linearisierung mit EcoRlI
Transkription mit SP6-RNA-Polymerase

,oense‘-Sonde: Linearisierung mit Hindlll

Transkription mit T7-RNA-Polymerase

3.2.2.2. Anfertiqung der Paraffinschnitte

In Ublicher Weise wurden 4-5 pm dicke Schnitte angefertigt und auf

beschichteten (3-Aminopropyltriethoxysilan) Glasobjekttragern (Superfrost-Plus,
MENZEL) aufgebracht.

Pro Fall wurden sechs Schnitte angefertigt: zwei Schnitte (Antisense, Sense)
pro Sonde (MMP-1,-2,-3).

3.2.2.3. Markierung der Sonden
Es wurde die RNA-Markierung mit Digoxigenin-UTP durch in vitro-Transkription

mit SP-6 oder T7-Polymerase durchgeflhrt.

Prinzip:
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Markierte RNA-Proben wurden durch in vitro-Transkiption von DNA, die jenseits
des SP6- oder T7-Promotors kloniert wurde, mit Hilfe der SP6- oder T7-RNA-
Polymerasen unter Benutzung von Dig-UTP synthetisiert. 1ug lineare
.1emplate“-DNA wurde zur Transkription eingesetzt, die Ausbeute an Dig-
markierter RNA betrug ca. 10ug. Die eingesetzte DNA sollte durch

Phenol/Chloroform-Behandlung und Alkoholfallung gereinigt worden sein.

- Auf Eis wurden folgende Komponenten im Eppendorfgefaf
zusammenpipettiert:
o 1 ug DNA
0 2 pl NTP-Markierungsmix (Gefal} 7)
o 2 ul 10x Transkriptionspuffer (Gefald 8), aufgefullt auf 18 pl mit
sterilisiertem aqua bidest.
0 2 ul SP6- (Gefalt 11) oder T7-Polymerase zugegeben (Gefal} 12)
- 1 ul RNase-Inhibitor (Gefal 10) zugegeben
- kurz zentrifugiert und fur 120 min bei 37°C inkubiert
- Wenn erforderlich, konnte die Template-DNA durch direkte Zugabe von 2
Ml DNase | (RNase-frei) — Gefald 9 — und Inkubation fir 15 min bei 37°C
entfernt werden.
- 2 ul EDTA-L6sung (0,2 M; pH 8,0) zugegeben, um die Reaktion zu
stoppen
- markierte RNA wurde mit 2,5ul LiCl (4 M) und 75 pl eiskaltem Ethanol
gefallt und gut gemischt
- wurde mindestens 30 min bei —80°C oder 120 min bei —20°C gefallt
- bei 12000 g wurde abzentrifugiert, 15 min bei 4°C, Pellet mit 50yl kaltem
70%igen Ethanol gewaschen und unter Vakuum getrocknet
- Pelletin 100 pl DEPC-Wasser (0,1%) durch Inkubation fur 30 min bei
37°C geldst (1 yl RNase-Inhibitor, Gefald 10, konnte zugegeben werden)
- Alkalische Hydrolyse: Dauer der Hydrolyse musste zunachst berechnet
werden: t = (Lo-Lf)/(K* Lo*Lf)
Lf=0,2 kb
K=0,11 kb/min
Lo = starting length of probe RNA (in kb)

t =time in min
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100 pl Probe + 60 ul Na2Co?*(200mM) + 40ul NaHCO? (200mM) bei 60°C
im Heizblock

- Hydrolyse wurde abgestoppt mit: 10ul 10% Essigsaure, 22ul Na-Acetat
(3M, pH 6,0), 2ul tRNA (10mg/ml); 2,4ul MgCI? (1M); 600ul kaltes
Ethanol abs.
mind. 60 min bei —80°C oder uber Nacht bei —20°C

- 15 min bei 4°C zentrifugiert

- mit 70% Ethanol gewaschen

- Pellet wurde getrocknet

- In DEPC-Wasser geldst (100ul)

3.2.2.4. Vorbehandlung der Praparate

Es mussten bei der RNA-in situ-Hybridisierung fur samtliche Arbeitsschritte bis
zur Hybridisierung speziell vorbereitete Materialien und Gefalle benutzt werden,
damit die unhybridisierte RNA nicht durch RNasen zerstort werden konnte.
Hierfur wurden samtliche Glasbehalter bei 250°C drei Stunden gebacken. Das
aqua bidest. wurde mit DEPC versetzt (1ml auf 1l) und anschliel3end
autoklaviert. Alle Losungen des ersten Tages wurden mit diesem Wasser
angesetzt.

Die Vorbehandlung der Praparate (1. Tag) diente auf der einen Seite der
Verhinderung unspezifischer Hybridisierung der Sonde mit anderen Sequenzen
als der Zielsequenz. Auf der anderen Seite sollten unspezifische
Wechselwirkungen mit Proteinen und anderen Zellbestandteilen, die an die
Sonde binden konnten, verhindert werden. Des Weiteren wurde das Eindringen
der Sonde und des Nachweisreagenzes erleichtert und die Zielsequenzen

wurden stabilisiert. Im Einzelnen wurden folgende Arbeitsschritte durchgefihrt:

3.2.2.5. Hybridisierung
1.Teil

- Es wurde an einem Arbeitsplatz gearbeitet, an dem nicht mit RNase

gearbeitet werden durfte!
- Die mit ,Antisense” und ,Sense” beschrifteten Schnitte wurden in
Klvetten sortiert und bei 60°C 30 min getrocknet.

- Schnitte wurden in Xylol entparaffiniert (2x10 min)

16



Material und Methoden

Absteigende Alkoholreihe: je 2 min in 100%-, 95%-, 80%-Ethanol
(angesetzt in DEPC-Aqua dest.)

5 min in DEPC-Wasser gespuilt

20 min bei Raumtemperatur in 0,2 N HCL

15 min bei RT in 0,3 % Triton X 100 (mit PBS angesetzt, brauchte etwas
Zeit, bis es sich gelost hatte)

30 min bei 37°C in Proteinase-K-Puffer (Schuttler-Wasserbad)

30 min bei 37°C in Proteinase-K-Puffer mit Proteinase K (5ug/ml)
(Schuttler-Wasserbad)

1 min in eiskaltem 0,2% Glycin (mit DEPC-Wasser angesetzt)
abgestoppt

5 min in eiskalter 3%-Paraformaldehyd-Ldsung postfixiert (am Vortag
angesetzt)

5 min bei RT in DEPC-Wasser

3 min bei RT in 0,1 M Acetylierungspuffer aquilibriert

10 min bei RT in 0,1 M Acetylierungspuffer mit Acetanhydrid (0,5%ig)
acetyliert

5 min bei RT in 2xSSC

Schnitte 60 min bei 50°C getrocknet
(Hybridisierungsofen/Warmeschrank)

mit 100 um/Schnitt Prahybridisierungsmix fur 150 min bei 52°C
prahybridisiert (SS-DNA wurde vor Gebrauch fir 5 min auf 95°C erhitzt;
danach auf Eis abgekunhlt)

29 ul Hybridmix mit 1 yl Dig-Sonde auf jeden Schnitt pipettiert, mit
Cover-Medium (Deckglaschen) abgedeckt und in feuchter Kammer Uber
Nacht bei 52°C inkubiert

2. Teil (darauffolgender Tag)

Schnitte wurden 15 min bei RT in 2xSSC gewaschen (Deckglaschen
entfernt)

10 min bei 60°C in Hybridisierungspuffer gewaschen

30 min bei 37°C in RNase-Puffer mit RNase (0,05%ig) gewaschen
30 min bei 37°C in RNase-Puffer onne RNase gewaschen

3 min bei RT in 2xSSC gewaschen
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- 15 min bei 52°C in 0,1xSSC gewaschen

- 10 min bei RT in 0,1xSSC aquilibriert

- 5 min bei RT in Puffer 1 gewaschen

- 30 min bei RT mit normales Schafserum (20% in Puffer 1 verdunnt) in
feuchter Kammer abgeblockt

- Schnitte kurz in Puffer 1 gewaschen

- 120 min bei RT mit Sheep-Anti-Dig-AP inkubiert

- 2x 15 min bei RT in Puffer 1 gewaschen (Schuttler)

- 15 min bei RT in Puffer 2 gewaschen (Schttler)

- Schnitte in feuchte Kammer und mit Detektionsldsung Uber Nacht
inkubiert (an dunklem Ort gelagert)

- Je nach Farbintensitat wurde Detektionslosung erneuert und weitere 3-5
Stunden inkubiert

- 10 min bei RT Farbentwicklung mit Puffer 3 abgestoppt

- 10 min bei RT mit filtriertem Nuclear Fast Red gegengefarbt

- 2-3xfur 7 min in aqua dest. gespult

- Schnitte in aufsteigende Alkoholreihe gespuilt

- Schnitte zweimal in Xylol gespdlt

- Eingedeckelt

3.2.2.6. Losungen, Puffer und Reagenzien

Acetylierungspuffer; 0,1 M: 6,65 ml Triethanolamin auf 500 ml DEPC-Wasser,
pH 8 mit 37% HCL eingestellt

Denhardt's; 100x: 2g Ficoll, 2g PVP, 2 g Bovines Serum Albumin ad 200 ml
DEPC-Wasser

DEPC-Wasser: Aqua bidest mit DEPC (Diethyl-Pyrocarbonat) versehen (1mi
DEPC auf 1 1); wenn sich DEPC aufgel6st hatte, wurde autoklaviert
Detektionslosung: 10 ml Puffer 2; 30 pl 0,3% TritonX-100; 200ul BCIP/NBT

Formamid, deionisiert: 100 ml Formamid, 6 g Mixed Bed Resin, 3 g Chelex 100;
wurde zweimal durch Papierfilter filtriert

Hybridisierungsmix: 20 mM Tris; 0,3 M NaCl; 1 mM EDTA ; 100 mM DTT; 10%
Dextransulfat in 50% deion. Formamid; 1x Denhardt's; 100ug/ml Poly A; 500
Mg/ml SS-DNA; 500 ug/ml t-RNA; Aqua bidest.
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Hybridisierungspuffer: 0,3 M NaCl; 50% Formamid; 20mM Tris (7,5); 1mM
EDTA; 10mM DTT; Aqua bidest.

Nuclear Fast Red Counterstain; VECTOR

Paraformaldehydlésung; 3%: 6 g PFA in 200 ml PBS/DEPC wurde auf 60°C
erwarmt, dann Zugabe von 6 Tropfen 1M NaOH bis das PFA geldst war, auf 4°
C abkuhlen gelassen und dann den pH-Wert mit 2N HCL auf 7,4 eingestellt;
wurde lichtgeschutzt aufbewahrt

Proteinase K-Puffer: 100 mM Tris (7,4); 50 mM EDTA; DEPC-Wasser
Pra-Hybridisierungsmix: 20 mM Tris (7,4); 0,3 M NaCl; 1mM EDTA; 100 mM
DTT; 50% deion. Formamid; 1% Denhardt’'s; 100 ug/ml Poly A; 500 pug/ml SS-
DNA; 500 ug/ml t-RNA, Aqua bidest.

Poly A; 10mg/ml

RNase-Puffer: 0,5 M NaCl; 10mM Tris(pH 7,5); TmM EDTA; Aqua bidest.

Puffer 1(pH 7,5): 0,1 M Tris (7,4); 0,15 M NaCl; Aqua bidest.

Puffer 2(pH 9,5): 0,1M Tris (7,4) ;0,1 M NaCl ; 50mM MgCI; Aqua bidest.

Puffer 3(pH 7,5): 10mM Tris (7,4), 1mM EDTA; Aqua bidest.

SSC; 20x

t-RNA, 20 mg/ml

Acetanhydrid; MERCK

Anti-Dig-AP;#10932 ROCHE; Digoxigenin-RNA labeling Kit; BOEHRINGER
Aqua bidest.

Aqua dest.

BCIP, 50 mg/ml; BOEHRINGER

Chelex

DEPC (Diethyl Pyrocarbonate) SIGMA

Dextransulfat

DTT, 1M ; SIGMA

EDTA; MERCK

Ethanol 100%, 95%, 80%; Walter CMP GmbH u. Co

Ficoll, AMERSHAM BIOSCIENCES

Formamid, deionisiert (fir Hybrid.puffer wurde gereinigtes Formamid benutzt);
SIGMA

Glycin; ROTH

19



Material und Methoden

HCI, 1N; MERCK

HCI, 2N; MERCK

HCI, 37%ig; MERCK

Kunststoff zum Eindeckeln, Entellan; MERCK
Levamisole, 400 mg/ml; SIGMA

MgCl; FLUKA

Mixed Bed Resin

NaCl, J.T.BAKER

NaOH, 1M; MERCK

NBT, 100 mg/ml; BOEHRINGER

Nuclear Fast Red Counterstain, VECTOR
Paraformaldehyd; MERCK

Poly A; BOEHRINGER; # 108626
Proteinase K (SIGMA),10mg/ml
RNA-Polymerase, 50 U/ul; BOEHRINGER/ROCHE
Rnase; BOEHRINGER/ROCHE
Schafserum, normal; DAKO; # x0503
SS-DNA; INVITROGEN; #15632-011
Triethanolamin; SIGMA

Tris; SIGMA

Triton X 100; SIGMA

t-RNA, BOEHRINGER; #109495

Xylol; FLUKA

3.2.2.7. Gerate und Materialien
Superfrostobjekttrager (MENZEL)
Gebackene Kuvetten, Erlenmeierkolben, Mel3becher, MelRzylinder,

Deckglaschen
Schittler Wasserbad

3.3. semiquantitative mikroskopische Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Score’s (in Anlehnung an Remmele et
al. 1987).
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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 folgendermalien erfasst: 0-9% exprimierende Zellen (1);
10-50% exprimierende Zellen (2); 50,1-80% exprimierende Zellen (3); 80,1-
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 3 Gruppen zusammengefasst:

1 (1-3) = schwache Expression

2 (4-8) = mittelstarke Expression

3 (9-12) = starke Expression

0 = keine Expression

Die Analyse erfolgte separat fur folgende Zellarten/-gruppen:

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

2. peritumorale Stromazellen

3. Plattenepithelzellen der angrenzenden tumorfreien Schleimhaut

4. korrespondierende Stromazellen der angrenzenden tumorfreien
Schleimhaut

5. dysplastische Plattenepithelzellen der angrenzenden Schleimhaut

6. korrespondierende Stromazellen der Dysplasie

3.4. Statistische Auswertung

Unterstutzt wurde der statistische Teil der Arbeit von dem Computerprogramm
SPSS und einem Statistiker des Instituts fUr medizinische Biometrie und
Epidemiologie des Universitatsklinikums Eppendorf (Dr. Bubenheim).

Bevor die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung sowie die klinisch
pathologischen Parameter zur statistischen Auswertung herangezogen werden
konnten, wurden alle Daten so umgeschrieben, dass ausschliel3lich absolute
Zahlen in den Dateien zur Verfigung standen. Es wurde eine Verschlisselung

vorgenommen, bei der Daten, wie z.B. G1, G2 und G3 (Differenzierungsgrad) in
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absolute Zahlen (1, 2 und 3) umgeschrieben wurden. Diese Verschlisselung
war fur die Berechnungen des Statistikprogramms notwendig.

Dadurch konnten die Daten zur Expression (MMP-1, -2 und Emmprin) mit allen
vorliegenden klinisch pathologischen Parametern (pT-Stadium, pN-Stadium,
Differenzierungsgrad, Alter, Geschlecht) korreliert werden. AuRerdem konnten
Ergebnisdaten verschiedener Zellarten/-gruppen (s.0.) untereinander korreliert
werden (siehe Ergebnisteil). MMP-3 wurde bei der Statistik nicht bertcksichtigt,
weil fast keine Expression nachgewiesen werden konnte (siehe Ergebnisteil).

In Absprache mit dem Institut fir medizinische Biometrie und Epidemiologie
wurde bei der statistischen Auswertung jeweils eine Kreuztabelle erstellt, in der
ein moglicher Zusammenhang zweier Faktoren ubersichtlich dargestellt wurde.
Um die einzelnen Gruppen in einer Kreuztabelle zu vergrofiern, wurden zum
Teil Parameter zusammengefasst. Beispielsweise wurden die Tumorstadien
pT1 und pT2 sowie pT3 und pT4 zu jeweils einem Parameter
zusammengefasst. Auflerdem wurden auch zum Teil die Score-Werte 1 und 2
sowie 3 und 4 zu jeweils einem Wert vereinigt. Zusatzlich wurde fir jede
Korrelation der exakte Test nach Fisher durchgefuhrt. Um von einem
signifikanten Zusammenhang sprechen zu koénnen, durfte dieser Testwert

hochstens p< 0,04 betragen.
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4. Ergebnisse

4.1. Untersuchungsgut mit klinischen und morphologischen Daten

Es wurden 89 orale/oropharyngeale Karzinome von 36 weiblichen und 52
mannlichen Patienten untersucht. Von einem Patienten konnte das Geschlecht
retrospektiv anhand der zur Verfugung stehenden Unterlagen nicht ermittelt
werden.

Bei allen 89 Fallen wurde ein Plattenepithelkarzinom (PEK) diagnostiziert
(Tabelle 2). Von 85 Fallen stand paraffineingebettetes Gewebe vom
Primartumor fur die Untersuchungen zur Verfugung. Es gab 67 Falle, bei denen
neben dem Primartumor auch angrenzende tumorfreie Schleimhaut untersucht
werden konnte, und 34 Falle mit angrenzender Schleimhaut mit Dysplasien. Bei
vier Fallen konnten nur LK-Metastasen (3 Falle) bzw. tumorfreie Lymphknoten
(1 Fall) untersucht werden.

Die klinischen und morphologischen Daten sind in der Tabelle 2 aufgefthrt. Von
den 89 Patienten sind jeweils das Alter, das Geschlecht, die Lokalisation des
Primartumors, das pTNM-Stadium und der Differenzierungsgrad in der Tabelle
vermerkt. Zusatzlich ist aufgefuhrt, welche Gewebeart untersucht wurde, und ob

LK-Metastasen oder tumorfreie Lymphknoten analysiert wurden.

Tabelle 2: Untersuchungsgut mit klinischen und morphologischen Daten

Lymph-
angrenz. Gewebe knoten
Platten- normales
Ifd. epithel | Platten- Keine
Nr. |Alter|Geschl Lokalisation PTNM | G |PEK |Dysplas.| epithel | Met.| Met.
Keine genaue
1|75 Q |Angabe pN1 2|1 X X
2 | 54 4 |Zunge, Mundboden |* 2| X X
3|55 4 |Mundboden pT3NO | 2 | X
4 | 67 Q  |Mundboden pT3NO | 2 | X X X
Zunge, unterer
5|65 Q  |Alveolarfortsatz pT3NO | 2 | X X
6 | 54 4 |Zunge, Mundboden | * 2| X X
Mundboden, unterer
7 | 84 Q  |Alveolarfortsatz pT3N1 |2 | X X X
Unterer
8| * 4 |Alveolarfortsatz pT3NO | 2 | X X X
9 | 64 Q |Maxilla, Pharynxlat. [pT3NO | 2 | X X X
10 | 57 4 |Lippe pTINO | 2 | X X
11| 65 Q  |Mundboden pTINO | 2 | X
12| 65 4 |Zunge pT3NO | 2 | X X
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13| 55 Q |Retromolarregion pN1 2| X
Mundboden, unterer
Alveolarfortsatz,
14 | 67 4 |Wangenschleimhaut |pT3 3| X X
15| 67 & |Maxilla, Gaumen pT2N1 | 3 | X
16 | 60 4  |Zunge pT2NO | 2 | X X X
17| 60 4 |Zunge pTINO | 3 | X X X
Keine genaue
18 | 59 4 |Angabe pT3NO | 2 | X
19| 77 *  |Mundboden pTINO | 3| X X
20 | 55 4 |Mundboden pTINO | 2 | X X X
21| 56 Q  |Mundboden pT2NO | 2 | X X X
Keine genaue
22 | 61 Q |Angabe pT2N1 | 2 | **
Keine genaue
23 | 58 4 |Angabe pTINO | 2 | X X X
24 | 78 & |Maxilla, Gaumen pT2NO | 2 | X X
25| 83 Q |Wangenschleimhaut pTINO | 2 | X
26 | 88 Q  |Maxilla, Gaumen pTINO | 2 | X
27 | 57 4 |Zunge pNO 2| X X X
28 | 53 4 |Zunge pN1 2| X X
29 | 64 & |Mundboden pT2NO | 2 | X
Keine genaue
30 | 53 Q |Angabe pTIN1 |2 | X X
31| 75 Q |Maxilla, Gaumen * 3| X
32| 49 4 |Mundboden pN1 2| X X X
33| 48 Q  |Mundboden pT3NO | 2 | X X
Unterer
Alveolarfortsatz,
34| 65 4 |Retromolarregion pTIN1 |3 | X X X
35| 67 4 |Zunge pNO 2| X X X
36| * Q  |Zunge pTIN1 | 1] X X
37| * Qe |* pN1 11 X
38 | 49 4  |Zunge pTIN1 |2 | X X X
39| 73 4 |Mundboden pTINO | 2 | X X X
40 | 45 4 |Zunge pT3N1 |2 | X X X
41176 Qe |* pTINO | 1| X X X
Keine genaue
42 | 51 Q |Angabe pT2 2| X X X
43| 62 4 |Zunge, Mundboden [pT2NO | 3 | X X X
Mundboden,
44| * 4 |Wangenschleimhaut [pT2N1 |1 | X X
45| 53 4 |Wangenschleimhaut [pTINO | 2 | **
Keine genaue
46 | 53 Q |Angabe pT1 2| X X X
Keine genaue
47 | 62 ?Q  |Angabe pTINO | 1 | X X
Maxilla, Zunge,
48| * 4 |Pharynx pT2N0 | 2 | X X X
49 | 52 4 |Mundboden pT2NO | 3 | X X
50| * 4 |Mundboden pT2NO | 1| X X
Keine genaue
51| 56 & |Angabe pT3NO | 3 | X X X
52 | 33 4 |Zunge pT2NO | 1 | X X X
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Keine genaue
53 | 68 4 |Angabe pT2NO | 3 | X X
54| * 4 |Mundboden pTINO | 2 | ** X
Keine genaue
55| * 4 |Angabe pTINO | 2 | X X
56 | 63 4 |Zunge pT2NO | 2 | X X
Unterer
Alveolarfortsatz,
57| 76 Q  |Zungengrund pTINO | 2 | X X
Keine genaue
58 | 65 Q |Angabe pT2NO | 2 | X X
Keine genaue
59 | 68 4 |Angabe pT3N1 |2 | X X
60 | 64 4 |Mundboden pTINO | 2 | X X
Keine genaue
61| * 4 |Angabe pT2NO0 | 2 | X
Keine genaue
62 | 64 4 |Angabe pTINT1 [ 2 | X X
Keine genaue
63| * 4 |Angabe pT3N1 | 2 | X X
Keine genaue
64 | 67 Q  |Angabe pT2N1 |3 | X X
65| 44 4 |Zunge, Mundboden [pT3N1 |2 | X X
66 | 54 Q |Zunge pT1 2| X X
67 | 63 Q |Maxilla, Gaumen pT2NO | 2 | X X
Zunge,
68 | 47 4 |Retromolarregion pTINO | 2 | X X
69 | 54 Q |Zunge pTINO | 2 | X X
70 | 64 4 |Maxilla, Gaumen pTINO | 2 | X X
71| 65 4 |Mundboden pT3NO | 2 | X
Keine genaue
72| 45 Q |Angabe pTINO | 2 | X X
73| 55 Q  |Mundboden pTINO | 2 | X X
74| 78 Q |Maxilla, Gaumen pT1 11 X X
Keine genaue
75| 58 4 |Angabe * 11 X
76| 72 Q |Wangenschleimhaut pTINO | 2 | X X
77| 81 Q  |Mundboden pTINO | 2 | X X
Keine genaue
78 | 72 Q |Angabe pNO 3| X
Unterer
Alveolarfortsatz,
79178 Q  |Mundboden pT2NO | 1| X X
Keine genaue
80 | 65 ?  |Angabe pTINO | 3 | X X
81| 75 Q  |Maxilla, Gaumen pT1 11 X
82| 78 3 |* pN1 i
Keine genaue
83| 76 Q  |Angabe pT2N1 |1 | X X
Keine genaue
84 | 49 4 |Angabe pT2NO | 2 | X X
85| 42 4  |Zunge pT2N1 |2 | X X
86| 75 4 |Zunge pT3 21 X X
87|75 4 |Zunge pT3N1 |2 | X X
88 | 53 4 |Zunge pT2 3| X X
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Keine genaue
89 | 61 & JAngabe pT3NO | 2 | X X X

* - Daten nicht vorhanden
**: keine Anteile des Primartumors im Schnitt vorhanden

G: Differenzierungsgrad; Geschl.: Geschlecht; Met.: Metastase
Das pT-Stadium, der Differenzierungsgrad und die Lokalisation der
Primartumoren der 89 Falle sind zusatzlich in der Tabelle 2.1 Ubersichtlich und

zusammengefasst dargestellt.

Tabelle 2.1: Tumorstadium, Differenzierungsgrad und Tumorlokalisation

pT-Stadium* Anzahl
pT1 32
pT2 24
pT3+pT4 19

Grading/Differenzierungsgrad**

G1 12
G2 62
G3 14

Lokalisation***

Zunge 17
Mundboden 17
Maxilla/Gaumen 8
Zunge und Mundboden 4
Wangenschleimhaut 3
Lippe 1
Retromolarregion 1
Unterer Alveolarfortsatz 1
Ohne genaue Angabe 24
gebietubergreifend 10

*-von 14 Fallen nicht bekannt
**- von einem Fall nicht bekannt

***- von 3 Fallen nicht bekannt
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4.2. Expression der Matrix-Metalloproteinase-1 (MMP-1, interstitielle

Kollagenase)

Die MMP-1-Expression wurde immunhistochemisch und mit der in situ-
Hybridisierung nachgewiesen. Die Ergebnisse der 89 untersuchten Falle sind in
Tabelle 2.2 ersichtlich. In den Fallen, wo kein Ergebnis notiert ist, fehlte das
jeweilige Gewebe im Schnitt (Zellverlust) bzw. wurde das Gewebe hinsichtlich
dieses Proteins nicht untersucht.

Tabelle 2.2: MMP-1-Expression

MMP-1; IHC MMP-1; ISH
Karzinom|Dyspl. |n.Epith.| LK-Met. | Karzin. |Dysplasie| n.Epith. | LK-Met. [tumorfr. LK
FallNr.|TZ | SZ |DZ|SZ|EZ|SZ|TZ| SZ |TZ|SZ|DZ | SZ |EZ|SZ |TZ|SZ| TZ | SZ

1 110 111

2 1 1 2 |1

3 2| 2

4 1 1 1111

5 211 110

6 1 1 111

7 2| 2 110

8 1 1 (111111

9 112 (22111

10 212 |11

11 11 2

12 11 2 112

13 2| 2 2 |1 111

14 1 1 111

15 0] 1

16 112 (21122

17 211 12][1]2]1

18 1 1

19 1 1 111

20 211 12][1][1]1

21 1 1 (111111

22 11 2

23 1 1 1212111

24 1 1 111

25 1 1

26 1 1

27 211 |2[1]0]O0

28 1 1 111

29 1 1

30 1 1 211111 1

31 0| 1

32 212 (1]2|2]|2]|2]| 1

33 1 1 (111

34 1 1 1[1{]0j0J0O 1] 1

35 0 [1]0]J0]O
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88 1 1 110
89 2 1 111
TZ: Tumorzellen

SZ: Stromazellen

DZ: Dysplasiezellen

EZ: Epithelzellen

Score 3: starke Reaktion; Score 2: mittelstarke Reaktion; Score 1: schwache
Reaktion; Score 0: keine Reaktion

n. Epithel: normales Epithel; LK-Met.: LK-Metastase; tumorfr. LK: tumorfreier
Lymphknoten

4.2.1. Immunhistochemische Analyse

Bei 84 Fallen wurde die MMP-1-Expression in den Primartumoren
immunhistochemisch ermittelt. In 19 Fallen konnten auch
Lymphknotenmetastasen, in 37 Fallen angrenzendes dysplastisches
Plattenepithel und in 67 Fallen angrenzendes normales Plattenepithel
untersucht werden. Die mikroskopische Auswertung erfolgte getrennt fur die
Tumorzellen, dysplastischen Epithelzellen und Plattenepithelzellen sowie flur die

jeweils angrenzenden Stromazellen (Tabelle 3).

Tabelle 3: Immunhistochemischer Nachweis von MMP-1 in
Plattenepithelkarzinomen, LK-Metastasen und angrenzendem

normalen/dysplastischen Plattenepithel

Immunhisto- |Plattenepithel Plattenepithel-| normales
chem. Reaktion| -karzinom LK-Met. dysplasie |Plattenepithel
Score TZ Sz | Tz | sz Dz Sz PEZ | SZ
3 0 0 0 0 0 0 0 0
2 28 15 3 2 9 4 11 5
1 52 64 | 10 | 11 24 26 46 41
0 4 5 6 6 4 7 10 21
Total 84 84 | 19 | 19 37 37 67 67

TZ: Tumorzellen

SZ: Stromazellen

DZ: Dysplasiezellen
PEZ: Plattenepithelzellen
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Score 3: starke Reaktion; Score 2: mittelstarke Reaktion; Score 1: schwache

Reaktion; Score 0: keine Reaktion

4.2.1.1. MMP-1-Expression in den Plattenepithelkarzinomen

In 80 von 84 Fallen (95%) war eine MMP-1-Expression in den Tumorzellen
nachweisbar. Bei 52 Fallen (62%) wurde MMP-1 schwach und bei 28 Fallen
(33%) mittelstark exprimiert. Bei vier Fallen (5%) wurde keine MMP-1-
Expression nachgewiesen. Eine starke Expression fand sich in keinem Fall.
Ferner wurde MMP-1 bei 79 von 84 Fallen (94%) in den peritumoralen
Stromazellen exprimiert. 64 Falle (76%) zeigten eine schwache, 15 Falle (18%)
eine mittelstarke und 5 Falle (6%) keine Expression in den Stromazellen. Damit
wurde MMP-1 in fast allen Fallen sowohl in den Tumorzellen als auch in den

Stromazellen exprimiert (Tabelle 3).
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Abb. 1: MMP—-T:Exp‘ression (IHC) éines Pléttenef)ithelkarzinoms mit Markiérung

der Expression (braun) in Fibroblasten === und in Tumorzellen —J»

Vergleich der MMP-1-Expression von Tumorzellen und Stromazellen:

76 Falle (93%) mit einer Expression in den Stromazellen wiesen auch eine
Expression in den Tumorzellen auf. Von diesen Fallen wiesen 51 Falle (62%)
jeweils dieselbe Starke der Expression auf. In 21 Fallen (26%) fiel die

Expression in den Tumorzellen um eine Score-Stufe starker aus als in den
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Stromazellen und in 8 Fallen (10%) um eine Score-Stufe geringer. Insgesamt
war die Expression in den Stromazellen etwas schwacher als in den

Tumorzellen (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Vergleich der MMP-1-Expression in den Tumor- und Stromazellen

SZ
Score 0 1 2
TZ 0 2 2 0
1 2 43 6
2 0 19 8
Total 82 4 64 14

TZ: Tumorzellen

SZ: Stromazellen

Score 3: starke Reaktion; Score 2: mittelstarke Reaktion; Score 1: schwache
Reaktion; Score 0: keine Reaktion

Exakter Wert nach Fisher: p = 0,009

Vergleich der MMP-1-Expression im Karzinom, in der angrenzenden

tumorfreien Schleimhaut sowie in der Schleimhaut mit Dysplasien:

Bei 21 Fallen (33%) wurde in den Tumorzellen eine starkere Expression
nachgewiesen als in den Epithelzellen der normalen Schleimhaut. Ebenso
wurde MMP-1 bei etwa einem Drittel der Falle in den Tumorzellen starker
exprimiert als in den dysplastischen Epithelzellen.

In allen Fallen, bei denen eine Expression in den Dysplasiezellen (33 Falle)
bzw. Epithelzellen (54 Falle) nachweisbar war, wurde ebenfalls eine Expression
in den Tumorzellen nachgewiesen. Dagegen wurde in einigen Fallen eine
Expression in den Karzinomzellen aber keine Expression in den dysplastischen
Epithelzellen (3 Falle) bzw. normalen Epithelzellen (7 Falle) nachgewiesen
(Tabelle 3.2). Fur den Vergleich konnten nur die Falle herangezogen werden,
bei denen in den jeweiligen Geweben eine Expression (Score: 2, 1 oder 0)

nachgewiesen wurde (Tabelle 2.2).
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Tabelle 3.2: Immunhistochemischer Nachweis der MMP-1-Expression im
Karzinom sowie in der angrenzenden tumorfreien Schleimhaut und der

Schleimhaut mit Dysplasien

tumorfreie Schleimhaut | Schleimhaut mit Dysplasien
Score 0 1 2 0 1 2
Karzinom 0 2/3 0/7 0/1 1/2 0/0 0/0
1 5/16 | 29/32 | 6/1 3/4 13/22 4/2
2 2/2 14/5 5/3 0/1 10/4 6/1

(erste Zahl: Anzahl der Falle, bei denen epithelial differenzierte Zellen
verglichen wurden; zweite Zahl: Anzahl der Falle, bei denen Stromazellen

verglichen wurden)

MMP-1-Expression und pT-Stadium

Auch wenn die Starke der MMP-1-Expression in den Tumorzellen mit dem pT-
Stadium nicht signifikant korrelierte, konnte dennoch eine Tendenz gezeigt
werden. In den fortgeschritteneren Tumoren (pT2/pT3) wurde eine etwas
starkere MMP-1-Expression nachgewiesen als in den kleineren Tumoren (pT1).
So gab es in der Gruppe der pT2- oder pT3-Tumoren prozentual etwas mehr
Falle mit mittlerer bzw. starker Expression von MMP-1 (15 Falle, 36%) als in der
Gruppe der pT1-Tumoren (9 Falle, 28%) (Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3: pT-Stadium und MMP-1-Expression in den Tumorzellen

MMP-1- Score, TZ
0 oder 1 2 oder 3
pT1 23 9
pT2 od.
pT3 27 15
Total=74 50 24

TZ: Tumorzellen
Score 3: starke Reaktion; Score 2: mittelstarke Reaktion; Score 1: schwache

Reaktion; Score 0: keine Reaktion

Zwischen der MMP-1-Expression in den peritumoralen Stromazellen und dem

pT-Stadium konnte hingegen kein Zusammenhang gezeigt werden. In der
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Gruppe der pT2- oder pT3-Tumoren gab es prozentual etwa genau so viele
Falle mit mittlerer bzw. starker Expression wie in der Gruppe der pT1-Tumoren.
Hier wurde MMP-1 unabhangig von der Tumorgrofde in den Stromazellen

exprimiert (Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4: pT-Stadium und MMP-1-Expression in den Stromazellen

MMP-1- Score, SZ
0 oder 1 2 oder 3
pT1 27 5
pT2 od.
pT3 33 7
Total=72 60 12

SZ: Stromazellen
Score 3: starke Reaktion; Score 2: mittelstarke Reaktion; Score 1: schwache

Reaktion; Score 0: keine Reaktion

MMP-1-Expression und Differenzierungsgrad

Es fand sich keine Abhangigkeit zwischen der MMP-1-Expression und dem

Differenzierungsgrad (Tabelle 3.5).

Tabelle 3.5: Differenzierungsgrad und MMP-1-Expression in den Tumorzellen

MMP-1- Score, TZ
0 oder 1 2 oder 3
G1 7 4
G2 oder
G3 49 24
Total=84 56 28

TZ: Tumorzellen
Score 3: starke Reaktion; Score 2: mittelstarke Reaktion; Score 1: schwache

Reaktion; Score 0: keine Reaktion

MMP-1-Expression und N-Stadium

Eine signifikante Beziehung zwischen dem N-Stadium und der MMP-1-

Expression konnte nicht nachgewiesen werden.
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4.2.1.2. MMP-1-Expression in den Lymphknotenmetastasen

19 LK-Metastasen wurden hinsichtlich der MMP-1-Expression untersucht. In
den Tumorzellen wiesen 10 Falle (53%) eine schwache, 3 Falle (16%) eine
mittelstarke und 6 Falle (32%) keine Expression auf.

In den Stromazellen nahe der LK-Metastasen wurde bei 11 Fallen (58%) eine
schwache, bei 2 Fallen (11%) eine mittelstarke und bei 6 Fallen (32%) keine
Expression ermittelt. Bei mehr als der Halfte der Falle konnte sowohl in den
Tumorzellen als auch in den Stromazellen eine Expression aufgezeigt werden.
Zwischen der Expression in den Tumorzellen und der Expression in den
Stromazellen gab es nahezu keinen Unterschied (Tabelle 3). Ferner wurde

MMP-1 hier schwacher exprimiert als in den Plattenepithelkarzinomen.

4.2.1.3. MMP-1-Expression in der angrenzenden Schleimhaut mit
Dysplasien

Bei 37 Fallen wurde die angrenzende Schleimhaut mit den dysplastischen
Plattenepithelzellen untersucht. 24 Falle (65%) wiesen in den dysplastischen
Epithelzellen eine schwache, 9 Falle (24%) eine mittelstarke und 4 Falle (11%)
keine MMP-1-Expression auf. In den subepithelialen Stromazellen konnte in 26
Fallen (70%) eine schwache, in 4 Fallen (11%) eine mittelstarke und in 7 Fallen
(19%) keine Expression ermittelt werden (Tabelle 3).

Im Vergleich zu den Plattenepithelkarzinomen wurde MMP-1 in den
dysplastischen Epithelzellen und in den subepithelialen Stromazellen etwas

schwacher exprimiert.

Vergleich der dysplastischen Plattenepithelzellen mit den Stromazellen:

30 Falle (81%) mit einer Expression in den Stromazellen wiesen auch eine
Expression in den dysplastischen Epithelzellen auf, wobei bei 21 Fallen (57%)
dieselbe Starke der Expression zu verzeichnen war.

In 10 Fallen (27%) fiel die Expression in den dysplastischen Epithelzellen um
eine Score-Stufe starker aus als in den Stromazellen, in 2 Fallen (5%) um eine
Stufe niedriger. Insgesamt wurde MMP-1 in den dysplastischen Epithelzellen

etwas starker exprimiert als in den umliegenden Stromazellen (Tabelle 3.6).
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Tabelle 3.6: MMP-1-Expression in den dysplastischen Epithelzellen und

Stromazellen

SZ
Score 0 1 2
Dz 0 4 0 0
1 3 19 2
2 0 7 2
Total 37 7 26 4

SZ: Stromazellen

DZ: Dysplasiezellen

Score 3: starke Reaktion; Score 2: mittelstarke Reaktion; Score 1: schwache
Reaktion; Score 0: keine Reaktion

Exakter Wert nach Fisher: p = 0,002

4.2.1.4. MMP-1-Expression in der angrenzenden tumorfreien Schleimhaut
In 67 Fallen fand sich in Nachbarschaft der Karzinome normales Plattenepithel.
46 Falle (69%) wiesen in den Plattenepithelzellen eine schwache, 11 Falle
(16%) eine mittelstarke und 10 Falle (15%) keine MMP-1-Expression auf. In den
subepithelialen Stromazellen wurden in 41 Fallen (61%) eine schwache, in 5
Fallen (7%) eine mittelstarke und in 21 Fallen (31%) keine Expression ermittelt
(Tabelle 3).

Im Vergleich zu den Tumorzellen bzw. Stromazellen der

Plattenepitheldysplasien wurde MMP-1 hier etwas schwacher exprimiert.

Vergleich der MMP-1-Expression von Plattenepithelzellen und Stromazellen:

46 Falle (69%) mit einer Expression in den Stromazellen wiesen auch eine
Expression in den Plattenepithelzellen auf, wobei bei 36 Fallen (54%) dieselbe
Starke der Expression zu verzeichnen war.

Bei 19 Fallen (28%) fiel die Expression in den Plattenepithelzellen um eine
Score-Stufe starker aus als in den Stromazellen, bei 2 Fallen (3%) um eine
Stufe niedriger. Damit fiel die Expression in den Stromazellen geringer aus als
in den Plattenepithelzellen (Tabelle 3.7).
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Tabelle 3.7: MMP-1-Expression in den Epithelzellen und Stromazellen

SZ
Score 0 1 2
PEZ 0 10 0 0
1 11 33 2
2 0 8 3
Total 67 21 41 5

SZ: Stromazellen

PEZ: Plattenepithelzellen

Score 3: starke Reaktion; Score 2: mittelstarke Reaktion; Score 1: schwache
Reaktion; Score 0: keine Reaktion

Exakter Wert nach Fisher: p = 0,000

4.2.1.5. Zusammenfassende Analyse der MMP-1-Expression in den
untersuchten Geweben

Bei vergleichender Betrachtung der MMP-1-Expression in der Sequenz
»=angrenzende tumorfreie Schleimhaut - Schleimhaut mit Dysplasie - Karzinom*
wurde bei 23 Fallen (33%) in den epithelial differenzierten Zellen eine
zunehmende, bei 41 Fallen (59%) eine gleich bleibende und bei 6 Fallen (9%)
eine abfallende MMP-1-Expression nachgewiesen. In den korrespondierenden
Stromazellen konnte eine vergleichbare Expression nachgewiesen werden.
Betrachtet man fur die epithelial differenzierten Zellen nur die Sequenz
,2angrenzende tumorfreie Schleimhaut - Schleimhaut mit Dysplasie” lag bei 11
Fallen (33%) ein Anstieg der Expression vor und in der Sequenz ,Schleimhaut
mit Dysplasie - Karzinom*“ bei 12 Fallen (34%). Ein Anstieg der Expression
konnte demnach nicht haufiger von der Dysplasie zum Karzinom als von der
normalen Schleimhaut zur Dysplasie nachgewiesen werden (Tabelle 3.8).

Bei den Fallen, wo tumorfreie Lymphknoten vorlagen, wurden mehr Falle (7
Falle, 54%) mit ansteigender Expression (angrenzende tumorfreie Schleimhaut
- Schleimhaut mit Dysplasie - Karzinom) nachgewiesen als bei den Fallen, wo
LK-Metastasen vorlagen (4 Falle, 25%). Bei den Fallen mit LK-Metastasen
wurde MMP-1 bei 3 Fallen in den Epithelzellen und bei 3 Fallen in den
Tumorzellen mit mittlerer Starke exprimiert. Dagegen wurde MMP-1 bei den

Fallen ohne LK-Metastasen nur bei einem Fall in den Epithelzellen, daflr aber
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bei 7 Fallen in den Tumorzellen mit mittelstarker Expression nachgewiesen.
Dadurch kommt der starkere Expressionsanstieg bei den Fallen ohne LK-
Metastase zustande (Tabelle 3.8). Insgesamt konnten fur den Vergleich nur die
Falle herangezogen werden, bei denen in den jeweiligen Geweben eine

Expression (Score: 3, 2, 1 oder 0) nachgewiesen wurde (Tabelle 2.2).

Tabelle 3.8: Vergleich der MMP-1-Expression (IHC) in der Sequenz
»-angrenzende tumorfreie Schleimhaut (SH) - Schleimhaut mit Dysplasie (Dyspl.)

- Karzinom“ sowie ,Karzinom — LK-Metastasen*

N Expression
Protein/Methode Sequenz Total | steigend | gleichbleibend | sinkend
MMP-1 SH - Dyspl. — Karz. 70/68 B8/23 41/43 6/2
IHC (alle Falle)

SH - Dysplasie 33/33 11/8 17/22 5/3

Dysplasie - Karzinom 35/34 12/8 19/24 4/2

SH - Dyspl. - Karzinom | 16/16 4/4 9/10 3/2

(Falle mit LK-Met.)

SH - Dyspl. - Karzinom | 13/12 7/4 6/8 0/0

(Falle mit tumorfr.LKs)

Karzinom - LK-Met. 19/17 3/2 9/8 717

N: Anzahl der Falle mit Veranderung der Expression (mindestens eine Score-

Stufe; erste Zahl: epithelial differenzierte Zellen, zweite Zahl: Stromazellen)

4.2.2. RNA-RNA-in situ-Hybridisierung

Bei 26 Fallen wurde die MMP-1-Expression in den Primartumoren mithilfe nicht-
radioaktiver in situ-Hybridisierung ermittelt. In 13 Fallen konnten auch
Lymphnotenmetastasen, in 15 Fallen tumorfreie Lymphknoten, in 11 Fallen
angrenzendes dysplastisches Plattenepithel und in 23 Fallen angrenzendes
normales Plattenepithel untersucht werden. Die mikroskopische Auswertung
erfolgte getrennt fir die Tumorzellen, dysplastischen Epithelzellen und
Plattenepithelzellen sowie fir die jeweils angrenzenden Stromazellen (Tabelle
4).

Tabelle 4: Nachweis von MMP-1-Transkripten in Plattenepithelkarzinomen,
Lymphknoten/Metastasen und angrenzendem  normalen/dysplastischen

Plattenepithel mithilfe der in situ-Hybridisierung
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Plattenepithel- Tumorfreie |Plattenepithel-| normales
ISH karzinom |LK-Met.|Lymphknoten| dysplasie |Plattenepithel

Score| TZ SZ |TZ2|SZ| TZ SZ DZ SZ PEZ | SZ
3 0 0 110 0 0 0 0 0 0
2 7 4 2|0 0 0 1 0 0 2
1 14 13 3|4 1 1 3 1 2 2
0 5 9 719 14 13 7 10 20 19

Total | 26 26 |13[13]| 15 14 11 11 22 23

TZ: Tumorzellen

SZ: Stromazellen

DZ: Dysplasiezellen

PEZ: Plattenepithelzellen

Score 3: starke Signale; Score 2: mittelstarke Signale; Score 1: schwache

Signale; Score 0: keine Signale

4.2.2.1. MMP-1-Transkripte in den Plattenepithelkarzinomen

In 21 von 26 Fallen (81%) waren MMP-1-Transkripte in den Tumorzellen
nachweisbar. Bei 14 Fallen (54%) wurde MMP-1 schwach, bei 7 Fallen (27%)
mittelstark und bei 5 Fallen (19%) nicht exprimiert. In den peritumoralen
Stromazellen wurden in 13 Fallen (50%) schwache, in 4 Fallen (15%)
mittelstarke und in 9 Fallen (35%) keine Transkripte ermittelt (Tabelle 4).

Im Vergleich mit der Expression, die mit der immunhistochemischen Methode

ermittelt wurde, wurde MMP-1 hier etwas schwacher exprimiert.

Abb. 2: MMP-1-mRNA-Expression (ISH) eines Plattenepithelkarzinoms mit

Signalen (lila) Uber peripheren Karzinomzellen eines Tumorzellnests
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Abb. 3: MMP-1-mRNA- Expression (ISH) eines Platteneplthelkarzmoms mit
Signalen (blau) Uber Fibroblasten === und Tumorzellen —»

Vergleich der Falle mit LK-Metastasen und der Falle mit tumorfreien

Lymphknoten

Bei den Fallen mit LK-Metastasen konnte im peritumordsen Stroma von 4
Fallen (36%) eine mittelstarke Expression nachgewiesen werden. Dagegen
wurde bei den Fallen mit tumorfreien Lymphknoten bei keinem der 15 Falle in
den peritumordsen Stromazellen eine mittelstarke Expression ermittelt (Tabelle
2.2).

Vergleich der MMP-1-Signale in Tumorzellen und Stromazellen:

Tabelle 4.1: MMP-1-Expression in den Tumorzellen und Stromazellen

SZ
Score 0 1 2
TZ 0 4 0 1
1 5 8 1
2 0 5 2
Total 26 9 13 4

TZ: Tumorzellen

SZ: Stromazellen
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Score 3: starke Signale; Score 2: mittelstarke Signale; Score 1: schwache
Signale; Score 0: keine Signale
Exakter Wert nach Fisher: p = 0,012

16 Falle (62%) mit einer Expression in den Stromazellen wiesen auch eine
Expression in den Tumorzellen auf, wobei bei 10 Fallen (38%) dieselbe Starke
der Expression zu verzeichnen war.

In 10 Fallen (38%) fiel die Expression in den Tumorzellen um eine Score-Stufe
starker aus als in den Stromazellen, bei einem Fall (4%) um eine Stufe
schwacher. Damit fiel die Expression in den Stromazellen geringer aus als in

den Tumorzellen (Tabelle 4.1).

Vergleich der MMP-1-Transkripte im Karzinom, in der angrenzenden

tumorfreien Schleimhaut sowie in der Schleimhaut mit Dysplasien:

Bei 16 Fallen (76%) wurde in den Tumorzellen eine starkere Expression
nachgewiesen als in den normalen Epithelzellen. Im Vergleich mit den
dysplastischen Epithelzellen wurde in den Tumorzellen bei 6 Fallen (55%) eine
starkere Expression nachgewiesen.

In den normalen Epithelzellen wurde nur bei 2 Fallen (10%) und in den
dysplastischen Epithelzellen wurde nur bei 4 Fallen (36%) Uberhaupt eine
Expression nachgewiesen. In den Tumorzellen wurde MMP-1 dagegen in den
meisten Fallen (25 Falle, 78%) exprimiert (Tabelle 4.2). Fir den Vergleich
konnten nur die Falle herangezogen werden, bei denen in den jeweiligen
Geweben eine Expression (Score:2, 1 oder 0) nachgewiesen wurde (Tabelle
2.2).

Tabelle 4.2: MMP-1-mRNA-Nachweis im Karzinom sowie in der angrenzenden

tumorfreien Schleimhaut und der Schleimhaut mit Dysplasien

tumorfreie Schleimhaut | Schleimhaut mit Dysplasien
Score 0 1 2 0 1 2
Karzinom 0 5/8 0/0 0/0 2/3 0/0 0/0
1 10/8 0/2 0/0 4/6 2/1 0/0
2 4/2 2/0 0/2 1/1 1/0 1/0
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(erste Zahl: Anzahl der Falle, bei denen epithelial differenzierte Zellen
verglichen wurden; zweite Zahl: Anzahl der Falle, bei denen Stromazellen

verglichen wurden)

Vergleich der MMP-1-Transkripte in den Tumorzellen (ISH) mit der Emmprin-

Expression in den Tumorzellen (IHC):

In den MMP-1 positiven Fallen wurde Emmprin in den Tumorzellen bei 50% der
Falle (6 Falle) stark, bei 5 Fallen (42%) mittelstark und bei einem Fall (8%)
schwach exprimiert (Tabelle 4.3). Bei den MMP-1 negativen Fallen wurde
Emmprin nur in einem Fall (14%) stark und bei 6 Fallen (86%) mittelstark
exprimiert. Eine starke Emmprin-Expression wurde also deutlich haufiger bei

den MMP-1 positiven Fallen nachgewiesen.

Tabelle 4.3: Vergleich der MMP-1-Transkripte in den Tumorzellen mit der

Emmprin-Expression in den Tumorzellen

Emmprin, TZ, IHC
Score 1 2 3
MMP-1 0 0 6 1
TZ 1 1 1 3
ISH 2 0 4 3

TZ: Tumorzellen

Mit der in situ-Hybridisierung konnten keine signifikanten Zusammenhange der
MMP-1-Expression mit dem pT-Stadium, dem Differenzierungsgrad und dem N-

Stadium aufgezeigt werden.

4.2.2.2. MMP-1-Transkripte in den Lymphknotenmetastasen

In 6 von 13 Fallen (46%) waren MMP-1-Transkripte in den Tumorzellen der LK-
Metastasen nachweisbar. Bei 3 Fallen (23%) wurde MMP-1 schwach, bei 2
Fallen (15%) mittelstark, bei einem Fall (8%) stark und bei 7 Fallen (54%) nicht
exprimiert. In den angrenzenden Stromazellen wurden von 13 Fallen bei 4
Fallen (31%) schwache und bei 9 Fallen (69%) keine Transkripte ermittelt
(Tabelle 4).
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Abb. 4: MMP-1-mRNA-Expression (ISH) einer LK-Metastase mit Signalen (lila)
dber Tumorzellen =——p»

Damit wurde MMP-1 bei verhaltnismallig weniger Fallen in den LK-Metastasen
als in den Plattenepithelkarzinomen exprimiert. Im Einzelfall wurden jedoch
starkere Signale in den Metastasen gegenlber den Plattenepithelkarzinomen
nachgewiesen.

Im Vergleich mit der Expression, die mit der immunhistochemischen Methode
ermittelt wurde, wurde MMP-1 hier in verhaltnismaRig weniger LK-Metastasen

exprimiert, im Einzelfall jedoch mit einer starkeren Expression.

4.2.2.3. MMP-1-Transkripte in den tumorfreien Lymphknoten

In einem von 15 Fallen (7%) waren MMP-1-Transkripte in den tumorfreien
Lymphknoten nachweisbar. Bei den ubrigen 14 Fallen (93%) wurden keine
Transkripte ermittelt. In den angrenzenden Stromazellen wurde von 14 Fallen
nur bei einem Fall (7%) eine schwache Expression festgestellt (Tabelle 4).

Die tumorfreien Lymphknoten wiesen also praktisch keine Signale auf.
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4.2.2.4. MMP-1-Transkripte in der angrenzenden Schleimhaut mit
Dysplasien

In 4 von 11 Fallen (36%) waren MMP-1-Transkripte in den dysplastischen
Plattenepithelzellen nachweisbar. Bei 3 Fallen (27%) wurde MMP-1 schwach,
bei einem Fall (9%) mittelstark und bei 7 Fallen (64%) nicht exprimiert. In den
subepithelialen Stromazellen wurden von 11 Fallen nur bei einem Fall (9%)
schwache Transkripte ermittelt (Tabelle 4).

Die Expression war deutlich geringer im Vergleich zu den
Plattenepithelkarzinomen. AuRerdem wurde hier mit der in situ-Hybridisierung
eine  deutlich  schwachere Expression ermittelt als mit  der

immunhistochemischen Methode.

4.2.2.5. MMP-1-Transkripte in der angrenzenden tumorfreien Schleimhaut
In 2 von 22 Fallen (9%) waren MMP-1-Transkripte in den Plattenepithelzellen
der normalen Plattenepithelien nachweisbar. In den beiden Fallen wurde MMP-
1 schwach exprimiert. In den subepithelialen Stromazellen wurden von 23
Fallen in 2 Fallen (9%) schwache und in weiteren 2 Fallen (9%) mittelstarke
Transkripte ermittelt (Tabelle 4).

Die Expression war deutlich geringer im Vergleich zu den
Plattenepitheldysplasien. AuRerdem wurde hier mit der in situ-Hybridisierung
eine deutlich schwachere Expression ermittelt  als mit  der

immunhistochemischen Methode.

Vergleich der Falle mit LK-Metastasen und der Falle mit tumorfreien

Lymphknoten

Im Stroma des normalen Epithels wurde bei 3 Fallen (30%) (Falle mit LK-
Metastasen) eine mittelstarke bzw. schwache Expression nachgewiesen. Unter
den Fallen ohne LK-Metastasen wurde nur bei einem Fall (8%) im Stroma des

normalen Epithels eine Expression ermittelt (Tabelle 2.2).

4.2.2.6. Zusammenfassende Analyse der MMP-1-Transkripte in den

untersuchten Geweben

Bei vergleichender Betrachtung der MMP-1-Expression in der Sequenz

»-angrenzende tumorfreie Schleimhaut — Schleimhaut mit Dysplasie — Karzinom*

wurde bei 18 Fallen (78%) in den epithelial differenzierten Zellen und in den
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korrespondierenden Stromazellen bei 10 Fallen (42%) eine zunehmende MMP-
1-Expression nachgewiesen. Damit wurde ein deutlicher Unterschied zwischen
dem Expressionsanstieg, der mit der IHC und dem, der hier mit der ISH
ermittelt wurde, nachgewiesen. Mit der IHC wurde nur bei 33% der Falle ein
Anstieg der Expression nachgewiesen. Betrachtet man fir die epithelial
differenzierten Zellen nur die Sequenz ,angrenzende tumorfreie Schleimhaut —
Schleimhaut mit Dysplasie“ lag bei 4 Fallen (36%) ein Anstieg der Expression
vor und in der Sequenz ,Schleimhaut mit Dysplasie — Karzinom® bei 6 Fallen
(55%) (Tabelle 4.4).

Tabelle 4.4: Vergleich der MMP-1-Transkripte in der Sequenz ,angrenzende
tumorfreie Schleimhaut (SH) - Schleimhaut mit Dysplasie (Dyspl.) - Karzinom®

sowie ,Karzinom — LK-Metastasen® und ,Karzinom — tumorfreie Lymphknoten®

N Expression
Protein/Methode Sequenz Total | steigend | gleichbleibend | sinkend
MMP-1 SH - Dyspl. - Karzinom | 23/24 fi810 5/14 0/0
ISH (alle Falle)

SH - Dysplasie 1111 4/0 711 0/0

Dysplasie - Karzinom 1111 6/7 5/4 0/0

SH - Dyspl. - Karzinom | 9/10 5/4 4/6 0/0

(Falle mit LK-Met.)

SH - Dyspl. - Karzinom | 13/13 12/6 1/7 0/0

(Falle mit tumorfr.LKs)

Karzinom - LK-Met. 9/10 2/0 3/5 4/5

Karzinom - tumorfr. LKs| 14/14 0/0 1/6 13/8

N: Anzahl der Falle mit Veranderung der Expression (mindestens eine Score-

Stufe; erste Zahl: epithelial differenzierte Zellen, zweite Zahl: Stromazellen)

Eine Steigerung der Expression von MMP-1-mRNA findet hier also haufiger von
der Dysplasie zum Karzinom als von der angrenzenden tumorfreien
Schleimhaut zur Dysplasie statt. Mit der IHC konnte dieser Unterschied nicht
nachgewiesen werden (s.0.). Bei den Fallen, wo tumorfreie Lymphknoten
vorlagen, wurden mehr Falle (12 Falle, 92%) mit ansteigender Expression
(angrenzende tumorfreie Schleimhaut — Schleimhaut mit Dysplasie - Karzinom)
nachgewiesen als bei den Fallen, wo LK-Metastasen vorlagen (5 Falle, 56%)
(Tabelle 4.4). Ein Grund dafur war, dass es bei den Fallen mit tumorfreien
Lymphknoten 9 Falle (69%) gab, bei denen die Expression von 0 auf 1 (Score)

anstieg. Ein anderer Grund war, dass es unter den Fallen mit LK-Metastasen 4
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Falle (44%) gab, bei denen die epithelial differenzierten Zellen keine Expression
aufwiesen (Tabelle 4.4). Insgesamt konnten fur den Vergleich nur die Falle
herangezogen werden, bei denen in den jeweiligen Geweben eine Expression

(Score: 3, 2, 1 oder 0) nachgewiesen wurde (Tabelle 2.2).

4.3. Expression der Matrix-Metalloproteinase-2 (MMP-2, Gelatinase A)

Die MMP-2-Expression wurde mit der in situ-Hybridisierung nachgewiesen. Die
Ergebnisse der untersuchten Félle sind in Tabelle 4.5 ersichtlich. In den Fallen,
wo kein Ergebnis notiert ist, fehlte das jeweilige Gewebe im Schnitt (Zellverlust)

bzw. wurde das Gewebe hinsichtlich dieses Proteins nicht untersucht.

Tabelle 4.5: MMP-2-Expression

MMP-2; ISH
tumorfr. tumorfr.

Karzin. | Dyspl. | n.Epith. | LK-Met. LK Karzin. | Dyspl. n.Epith. LK-Met. LK
IIII? TZ|SZ|DZ|SZ |EZ|SZ|TZ|SZ|TZ|SZ IIII? TZ|SZ|DZ|SZ| EZ |SZ|TZ | SZ | TZ | SZ
1 46
2 47
3 48 0|1 0|0 0 0 0 0
4 49
5 50 1 1 0 0 0
6 51 1 1
7 52
8 53 0/2]0]0 0 1 0 0
9 54
10 55 0| 2 0 1 0 0
11 56
12 57 11201
13 1 2 1 2 58
14 59 0/3]0]0O 0 2
15 60
16 61 0| 2 0 0
17 62 0| 2 0 2 1 2
18 63 0| 2 0 0 1
19 64 0| 2 0 0 2
20 65 0|3 0 2 2
21 66
22 67 0| 2 0 2 0 0
23 68
24 69 0|1 0 0 0 0
25 70
26 71 0
27 72 2 0 1 0 0
28 73
29 74
30 75
31 76
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32 77

33 78

34 79

35 80

36 00 0|0 81

37 0|0 82

38 212]0]0]J0O0[1]2]2 83 112 1 1 0 0
39 0121071 010 010 84

40 Oj|1]0]0]JO0O]O]O]O 85 0 0
41 86

42 87

43 0|]2]0]0]O0]O 0|0 88

44 0|1 0O[1]07]0 89

45 11210711 00 00

TZ: Tumorzellen

SZ: Stromazellen

DZ: Dysplasiezellen

EZ: Epithelzellen

Score 3: starke Reaktion; Score 2: mittelstarke Reaktion; Score 1: schwache
Reaktion; Score 0: keine Reaktion

n. Epithel: normales Epithel; LK-Met.: LK-Metastase; tumorfr. LK: tumorfreier
Lymphknoten

4.3.1. RNA-RNA-in situ-Hybridisierung
Tabelle 5: Nachweis von MMP-2-Transkripten in Plattenepithelkarzinomen,

Lymphknoten/Metastasen und  angrenzendem  normalen/dysplastischen

Plattenepithel mithilfe der in situ-Hybridisierung

Plattenepithel- Tumorfreie |Plattenepithel-| normales
ISH karzinom LK-Met. Lymphknoten| dysplasie |Plattenepithel

Score| TZ SZ |12 |SZ2| TZ SZ DZ SZ PEZ | SZ

3 0 2 0] 0 0 0 0 0 0 0
2 1 16 2 | 8 0 1 0 0 0 4
1 6 7 2 [ 1 0 0 1 4 0 5
0 18 1 9 | 5 s 14 9 6 22 13

Total | 25 26 13 | 14 s 15 10 10 22 22

TZ: Tumorzellen

SZ: Stromazellen

DZ: Dysplasiezellen
PEZ: Plattenepithelzellen
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Score 3: starke Signale; Score 2: mittelstarke Signale; Score 1: schwache

Signale; Score 0: keine Signale

Bei 26 Fallen wurde die MMP-2-Expression in den Primartumoren mithilfe nicht-
radioaktiver in situ-Hybridisierung ermittelt. In 14 Fallen konnten auch
Lymphknotenmetastasen, in 15 Fallen tumorfreie Lymphknoten, in 10 Fallen
angrenzendes dysplastisches Plattenepithel und in 22 Fallen angrenzendes
normales Plattenepithel untersucht werden. Die mikroskopische Auswertung
erfolgte getrennt fir die Tumorzellen, dysplastischen Epithelzellen und
Plattenepithelzellen sowie fir die jeweils angrenzenden Stromazellen (Tabelle
5).

4.3.1.1. MMP-2-Transkripte in den Plattenepithelkarzinomen

In 7 von 25 Fallen (28%) waren MMP-2-Transkripte in den Tumorzellen
nachweisbar. Bei 6 Fallen (24%) wurde MMP-2 schwach, bei einem Fall (4%)
mittelstark und bei 18 Fallen (72%) nicht exprimiert. In den peritumoralen
Stromazellen wurden von 26 Fallen bei 7 Fallen (27%) schwache, bei 16 Fallen
(62%) mittelstarke, bei 2 Fallen (8%) starke und bei einem Fall (4%) keine
Transkripte ermittelt (Tabelle 5). Die Expression war in den Stromazellen

deutlich starker als in den Tumorzellen.

&4

3 3

Abb. 5: MMP-2-mRNA-Expression (ISH) eines Plattenepithelkarzinoms mit
Signalen (blau) Uber Fibroblasten ---J»
Keine Signale iber den Tumorzellen —§»
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Vergleich der MMP-2-Expression im peritumordsen Stroma und im Stroma der

LK-Metastasen

Bei den Fallen (8 Falle, 73%), bei denen im peritumordsen Stroma eine mittlere
bzw. starke Expression nachgewiesen wurde, wurde im Stroma der jeweiligen
LK-Metastase eine schwache bzw. mittelstarke Expression ermittelt. Dagegen
wurde in den Fallen (3 Falle, 27%), wo keine bzw. schwache Transkripte im
peritumordsen Stroma nachgewiesen wurden, im Stroma der LK-Metastasen

auch keine Expression nachgewiesen (Tabelle 4.5).

Vergleich der MMP-2-Transkripte im Karzinom, in der angrenzenden

tumorfreien Schleimhaut sowie in der Schleimhaut mit Dysplasien:

Bei 19 Fallen (86%) wurde im Stroma des Karzinoms eine hohere Expression
nachgewiesen als im Stroma der normalen Schleimhaut. Im Vergleich mit dem
Stroma des dysplastischen Epithels wurde im Stroma des Karzinoms bei allen
10 Fallen eine starkere Expression nachgewiesen.

Nur bei 10 Fallen (31%) konnte Uberhaupt eine Expression in den Tumorzellen
nachgewiesen werden. Unter diesen Fallen wies ein Fall auch eine Expression
in den dysplastischen Epithelzellen auf (Tabelle 6). Fir den Vergleich konnten
nur die Falle herangezogen werden, bei denen in den jeweiligen Geweben eine

Expression (Score: 3, 2, 1 oder 0) nachgewiesen wurde (Tabelle 4.5).

Tabelle 6: MMP-2-mRNA-Nachweis im Karzinom sowie in der angrenzenden

tumorfreien Schleimhaut und der Schleimhaut mit Dysplasien

Tumorfreie Schleimhaut (SH) | SH mit Dysplasien
Score 0 1 2 0 1
Karzinom 0 15/0 0/0 0/0 6/0 0/0
1 5/6 0/1 0/0 2/2 1/0
2 117 0/4 0/2 1/3 0/4
3 0/0 0/0 0/2 0/1 0/0

(erste Zahl: Anzahl der Falle, bei denen epithelial differenzierte Zellen
verglichen wurden; zweite Zahl: Anzahl der Falle, bei denen Stromazellen

verglichen wurden)
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Bei den Expressionswerten konnten keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich des pT-Stadiums, des Differenzierungsgrads und des N-Stadiums

ermittelt werden.

4.3.1.2. MMP-2-Transkripte in den Lymphknotenmetastasen

In 4 von 13 Fallen (31%) waren MMP-2-Transkripte in den Tumorzellen der LK-
Metastasen nachweisbar. Bei 2 Fallen (15%) wurde MMP-2 schwach, bei
weiteren 2 Fallen (15%) mittelstark und bei 9 Fallen (69%) nicht exprimiert. In
den angrenzenden Stromazellen wurden von 14 Fallen bei einem Fall (7%)
schwache, bei 8 Fallen (57%) mittelstarke und bei 5 Fallen (36%) keine
Transkripte ermittelt (Tabelle 5). Wie bei den Plattenepithelkarzinomen wurde
MMP-2 auch hier bei den LK-Metastasen in den angrenzenden Stromazellen

wesentlich starker exprimiert als in den Tumorzellen.

Vergleich der MMP-2-Signale im Stroma der LK-Metastasen und im Stroma der

Plattenepithelkarzinome:

Die Starke der MMP-2-Expression in den LK-Metastasen verhielt sich bei dieser

Patientengruppe analog zur MMP-2-Expression in den
Plattenepithelkarzinomen. Bei den Fallen, wo die Expression im Stroma nahe
dem Karzinom mittelstark bzw. stark ausfiel, war die Expression im Stroma der
LK-Metastasen in dieser Patientengruppe auch mittelstark bzw. stark (Tabelle
7).

Tabelle 7: MMP-2-Expression in den peritumorosen Stromazellen und in den

Stromazellen nahe den LK-Metastasen

LK-Metastase, SZ

Score O oder1 | 2 oder3
Sz 0 oder 1 3 0
2 oder 3 1 7
Total 11 4 7

SZ: Stromazellen

Score 3: starke Signale; Score 2: mittelstarke Signale; Score 1: schwache

Signale; Score 0: keine Signale
Exakter Wert nach Fisher: p = 0,024
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4.3.1.3. MMP-2-Transkripte in den tumorfreien Lymphknoten

In keinem Fall (von 15 Fallen) konnten MMP-2-Transkripte in den tumorfreien
Lymphknoten nachgewiesen werden. In den angrenzenden Stromazellen wurde
von 15 Fallen nur bei einem Fall (7%) eine mittelstarke Expression festgestellt.
Die tumorfreien Lymphknoten wiesen also praktisch keine Signale auf (Tabelle
5).

4.3.1.4. MMP-2-Transkripte in der angrenzenden Schleimhaut mit
Dysplasien

In einem von 10 Fallen (10%) waren MMP-2-Transkripte in den dysplastischen
Plattenepithelzellen nachweisbar. In den Ubrigen 9 Fallen (90%) wurde keine
Expression festgestellt. In den subepithelialen Stromazellen wurden von 10
Fallen bei 4 Fallen (40%) schwache Transkripte ermittelt (Tabelle 5).

Auch hier wurde in den subepithelialen Stromazellen eine starkere Expression
nachgewiesen als in den Tumorzellen. Im Vergleich zu den

Plattenepithelkarzinomen fiel die Expression deutlich schwacher aus.

4.3.1.5. MMP-2-Transkripte in der angrenzenden tumorfreien Schleimhaut
In keinem von 22 Fallen waren MMP-2-Transkripte in den Plattenepithelzellen
der normalen Plattenepithelien nachweisbar. In den subepithelialen
Stromazellen wurden von 22 Fallen bei 5 Féllen (23%) schwache und bei 4
Fallen (18%) mittelstarke Transkripte ermittelt (Tabelle 5).

Die Expression in den subepithelialen Stromazellen fiel wesentlich starker aus
als in den Plattenepithelzellen, wo keine Expression ausgemacht wurde. Im
Vergleich zu den Plattenepitheldysplasien wiesen die Stromazellen nahe der

tumorfreien Schleimhaut sogar eine etwas starkere Expression auf.

Vergleich der Falle mit LK-Metastasen und der Falle mit tumorfreien

Lymphknoten

Bei den Fallen mit LK-Metastasen konnte im Stroma des normalen Epithels von
3 Fallen (33%) eine mittelstarke Expression nachgewiesen werden. Unter den
Fallen mit tumorfreien Lymphknoten gab es dagegen nur einen Fall (8%), bei
dem eine mittlere Expression im Stroma des normalen Epithels ermittelt wurde
(Tabelle 4.5).
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4.3.1.6. Zusammenfassende Analyse der MMP-2-Expression in den
untersuchten Geweben

Bei vergleichender Betrachtung der MMP-2-Expression in der Sequenz
»-angrenzende tumorfreie Schleimhaut - Schleimhaut mit Dysplasie - Karzinom*
wurde bei 20 Fallen (91%) in den Stromazellen eine zunehmende MMP-2-
Expression nachgewiesen. In den Epithel-, Dysplasie- und Karzinomzellen
wurde nur in 6 Fallen (29%) eine ansteigende und in den ubrigen 15 Fallen
(71%) eine gleichbleibende Expression festgestellt. Betrachtet man fur die
Stromazellen nur die Sequenz ,angrenzende tumorfreie Schleimhaut -
Schleimhaut mit Dysplasie® lag bei 5 Fallen (45%) ein Anstieg der Expression
vor und in der Sequenz ,Schleimhaut mit Dysplasie - Karzinom® bei 10 Fallen
(100%). Ein Anstieg der Expression in den Stromazellen konnte demnach
haufiger von der Dysplasie zum Karzinom als von der normalen Schleimhaut
zur Dysplasie nachgewiesen werden.

Im Vergleich der Falle mit und ohne LK-Metastasen gab es keine
nennenswerten Unterschiede (Tabelle 8). Insgesamt konnten fur den Vergleich
nur die Falle herangezogen werden, bei denen in den jeweiligen Geweben eine

Expression (Score: 3, 2, 1 oder 0) nachgewiesen wurde (Tabelle 4.5).

Tabelle 8: Vergleich der MMP-2-Transkripte in der Sequenz ,angrenzende
tumorfreie Schleimhaut (SH) - Schleimhaut mit Dysplasie (Dyspl.) - Karzinom*

sowie ,Karzinom — LK-Metastasen® und ,Karzinom — tumorfreie Lymphknoten®

N Expression
Protein/Methode Sequenz Total | steigend | gleichbleibend | sinkend
MMP-2 SH - Dyspl. - Karzinom | 21/22 |  6/B@ 15/2 0/0
ISH (alle Falle)

SH - Dysplasie 11/11 1/5 10/3 0/3

Dysplasie - Karzinom 10/10 3/10 7/0 0/0

SH - Dyspl. - Karzinom | 9/9 217 7/2 0/0

(Falle mit LK-Met.)

SH - Dyspl. - Karzinom | 12/13 4/12 8/1 0/0

(Falle mit tumorfr.LKs)

Karzinom - LK-Met. 9/10 1/0 6/4 2/6

Karzinom - tumorfr. LKs| 14/15 0/0 101 4/14

N: Anzahl der Falle mit Veranderung der Expression (mindestens eine Score-

Stufe; erste Zahl: epithelial differenzierte Zellen, zweite Zahl: Stromazellen)
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4.4. Expression der Matrix-Metalloproteinase-3 (MMP-3, Stromelysin-1)
RNA-RNA-in situ-Hybridisierung

Bei 32 Fallen wurde die MMP-3-Expression in den Primartumoren mithilfe nicht-

radioaktiver in situ-Hybridisierung ermittelt. In 25 Fallen konnten auch
Lymphnotenmetastasen, in 10 Fallen angrenzendes dysplastisches
Plattenepithel und in 22 Fallen angrenzendes normales Plattenepithel
untersucht werden. Die mikroskopische Auswertung erfolgte getrennt fur die
Tumorzellen, dysplastischen Epithelzellen und Plattenepithelzellen sowie flur die

jeweils angrenzenden Stromazellen (Tabelle 9).

Tabelle 9: Nachweis von MMP-3-Transkripten in Plattenepithelkarzinomen,
Lymphknoten/Metastasen und  angrenzendem  normalen/dysplastischen

Plattenepithel mithilfe der in situ-Hybridisierung

Plattenepithel- Plattenepithel- normales
ISH karzinom Lymphknoten dysplasie Plattenepithel

Score| TZ SZ TZ SZ DZ SZ PEZ SZ
3 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
1 3 2 0 0 0 0 0 0
0 29 30 25 25 10 10 22 22
Total | 32 32 25 25 10 10 22 22

TZ: Tumorzellen

SZ: Stromazellen

DZ: Dysplasiezellen

PEZ: Plattenepithelzellen

Score 3: starke Signale; Score 2: mittelstarke Signale; Score 1: schwache

Signale; Score 0: keine Signale

Bei 32 Patienten wurden die Plattenepithelkarzinome hinsichtlich der MMP-3-
Expression untersucht. Nur in drei Fallen (9%) kam es in den Tumorzellen der
Plattenepithelkarzinome zu einer schwachen Expression. In den peritumoralen
Stromazellen wurde bei 2 Fallen (6%) eine schwache Expression

nachgewiesen. In allen Gbrigen Fallen konnten keine Signale ermittelt werden.
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Sowohl in den LK-Metastasen als auch in den tumorfreien Lymphknoten sowie
in den Plattenepitheldysplasien und den normalen Plattenepithelien wurden

keine Transkripte von MMP-3 nachgewiesen (Tabelle 9).

45. Expression von Emmprin (extracellular matrix metalloproteinase
inducer, CD 147)

Die Emmprin-Expression wurde immunhistochemisch nachgewiesen. Die

Ergebnisse der 89 untersuchten Falle sind in Tabelle 10 ersichtlich. In den
Fallen, wo kein Ergebnis notiert ist, fehlte das jeweilige Gewebe im Schnitt
(Zellverlust) bzw. wurde das Gewebe hinsichtlich dieses Proteins nicht
untersucht.

Tabelle 10: Emmprin-Expression

Emmprin; IHC

Karzinom | Dysplasie | n.Epithel | LK-Met Karzin. Dyspl. | n.Epith. | LK-Met
Ifd. Ifd.
Nr | TZ | SZ | DZ | SZ |EZ| SZ | TZ |SZ| Nr | TZ |SZ| DZ | SZ |EZ |SZ |TZ|SZ
1 2 1 3|12 |46 | 2 | 2] 2 2 1111
2 2 1 2 1 47 | 2 | 2 2 11
3 3 2 48 | 2 | 1 2 112 ]2
4 1 1 1 1 1 0 49 | 2 | 1 2 |1
5 2 2 1 0 50 | 3 |1 2 |1
6 2 1 31 1 51 2 |1 2 2 122
7 2 1 211 52 | 2 | 1 1 01210
8 2 1 3 2 |2 1 53 | 2 | 1 2 1121
9 2 1 2 2 1210 54 2 |1
10 | 3 2 3 2 55 | 3 |1 2 |1
11 1 2 5 | 2 |1 2 1
12 | 2 1 2 1 57 | 1 1 1 1 111
13 | 3 2 58 | 2 | 1 111
14 | 2 2 1 1 59 | 2 | 2 111111
15 | 2 2 60 | 1 1 3 1 2 |1
16 | 2 1 2 2 |3 2 61 3 |11
17 | 2 1 2 1 31 1 62 | 3 | 1 212122
18 | 2 2 63 | 2 | 2 212121
19 | 2 2 2 1 64 | 2 |1 212131
20 | 2 1 2 1 2 1 65 | 2 |1 211121
21 2 1 3 1 2] 2 66 | 1 1 111
22 2 111672 |1 0|1
23 | 2 2 2 2 |2 1 68 | 3 | 2 2 | 2
24 | 3 2 2 1 69 | 2 |1 110
25 | 8 2 7012 |1 2 |1
26 | 2 2 71 2 |2
27 | 2 1 2 2 2] 0 72 | 2 |1 2 |2
28 | 1 1 3| 2 7312 | 2] 2 2 12 |2
29 | 0 2 74 | 2 | 2] 3 1 2 |1
30 | 2 2 2 1 111175 1
31 2 1 76 | 2 |1 2 2 1211
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32 | 3 2 2 2 |2 2 3 (1|77 1 2 |1 212

33 | 2 1 1 1 7812 |1

34 | 2 1 2 2 |2 1 1 117912 |1 1 1 110

35 | 2 1 3 1 2 1 80 | 2 |2 ] 2 1 212

36 | 2 1 2 1 2 81

37 | 2 1 2 | 1] 82

38 | 2 1 2 1 2 1 2 1118 |32 2 2 1211122
39 | 2 2 2 2 |2 1 84 | 2 | 2 111121
40 | 3 1 2 2 |2 2 2 1118 | 2|2 111121
41 3 2 3 2 |2 1 86 | 2 | 1 2 |1

42 | 2 1 1 1 2 1 87 | 3 |2 2121012
43 | 2 1 3 2 |2 1 88 | 3 |2 3 12

44 | 2 2 2 1 2 89 | 2 |2 2 1121

45

TZ: Tumorzellen

SZ: Stromazellen

DZ: Dysplasiezellen

EZ: Epithelzellen

Score 3: starke Reaktion; Score 2: mittelstarke Reaktion; Score 1: schwache
Reaktion; Score 0: keine Reaktion

n. Epithel: normales Epithel; LK-Met.: LK-Metastase; tumorfr. LK: tumorfreier
Lymphknoten

4.5.1. Immunhistochemische Analyse
Tabelle  11:  Immunhistochemischer = Nachweis von  Emmprin in

Plattenepithelkarzinomen, LK-Metastasen und angrenzendem

normalen/dysplastischen Plattenepithel

Immunhistochem. | Plattenepithel- Plattenepithel- normales

Reaktion karzinom LK-Met. dysplasie Plattenepithel
Score TZ SZ |TZ2|SzZ| Dz Sz PEZ Sz

3 16 0 310 8 0 5 0

2 60 34 12| 4 20 17 50 17

1 6 50 3 113 6 16 12 44

0 1 0 110 0 1 1 7

Total 83 84 19|17 | 34 34 68 68

TZ: Tumorzellen
SZ: Stromazellen

DZ: Dysplasiezellen
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PEZ: Plattenepithelzellen
Score 3: starke Reaktion; Score 2: mittelstarke Reaktion; Score 1: schwache

Reaktion; Score 0: keine Reaktion

Bei 84 Fallen wurde die Emmprin-Expression in den Primartumoren
immunhistochemisch ermittelt. In 19 Fallen konnten auch
Lymphknotenmetastasen, in 34 Fallen angrenzendes dysplastisches
Plattenepithel und in 68 Fallen angrenzendes normales Plattenepithel
untersucht werden. Die mikroskopische Auswertung erfolgte getrennt fur die
Tumorzellen, dysplastischen Epithelzellen und Plattenepithelzellen sowie flir die

jeweils angrenzenden Stromazellen (Tabelle 11).

4.5.1.1. Emmprin-Expression in den Plattenepithelkarzinomen

In 82 von 83 Fallen (99%) war eine Emmprin-Expression in den Tumorzellen
nachweisbar. Bei 6 Fallen (7%) wurde Emmprin schwach, bei 60 Fallen (72%)
mittelstark und bei 16 Fallen (19%) stark exprimiert. Bei 1 Fall (1%) wurde keine
Emmprin-Expression nachgewiesen. Ferner wurde Emmprin bei allen 84
untersuchten Fallen in den peritumoralen Stromazellen exprimiert. 50 Falle
(60%) hatten eine schwache und 34 Falle (40%) eine mittelstarke Expression.
Damit wurde Emmoprin in fast allen Fallen sowohl in den Tumorzellen als auch
in den Stromazellen exprimiert. Insgesamt war die Expression in den

Stromazellen deutlich schwacher als in den Tumorzellen (Tabelle 11).

Vergleich der Emmprin-Expression im Karzinom, in der angrenzenden

tumorfreien Schleimhaut sowie in der Schleimhaut mit Dysplasien:

Bei 20 Fallen (30%) wurde in den Tumorzellen eine starkere Expression
nachgewiesen als in den normalen Epithelzellen. Im Vergleich mit den
dysplastischen Epithelzellen wurde bei 7 Fallen (21%) eine hohere Expression
in den Tumorzellen nachgewiesen. Es gab nur einen Fall, bei dem in den
normalen Epithelzellen keine Expression nachgewiesen wurde. Bei allen Fallen
wurde sowohl in den Tumorzellen als auch in den Dysplasiezellen eine
Expression nachgewiesen (Tabelle 12). Fur den Vergleich konnten nur die Falle
herangezogen werden, bei denen in den jeweiligen Geweben eine Expression

(Score: 3, 2, 1 oder 0) nachgewiesen wurde (Tabelle 10).
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Tabelle 12: Immunhistochemischer Nachweis der Emmprin-Expression im
Karzinom sowie in der angrenzenden tumorfreien Schleimhaut und der

Schleimhaut mit Dysplasien

tumorfreie Schleimhaut | Schleimhaut mit Dysplasien
Score | O 1 2 3 1 2 3
Karzinom 1 0/6 | 3/27 | 1/10 | 1/0 2/13 0/9 1/0
2 11 | 9/16 | 38/7 | 3/0 4/3 17/8 5/0
3 0/0 | 0/0 | 10/0 | 1/0 0/0 3/0 2/0

(erste Zahl: Anzahl der Falle, bei denen epithelial differenzierte Zellen
verglichen wurden; zweite Zahl: Anzahl der Falle, bei denen Stromazellen

verglichen wurden)

i WM
L

Abb. 6 Emmprln Expresswn (IHC) elnes Platteneplthelkarzmoms m|t
Markierung der Expression (braun) in Fibroblasten =««§» und Tumorzellen
(membrandse Reaktion) =

Bei den Expressionswerten konnten keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich des pT-Stadiums, des Differenzierungsgrads und des N-Stadiums

ermittelt werden.

4.5.1.2. Emmprin-Expression in den Lymphknotenmetastasen
In 18 von 19 Fallen (95%) war eine Emmprin-Expression in den Tumorzellen

der LK-Metastasen nachweisbar. In den Tumorzellen wiesen 3 Falle (16%) eine
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schwache, 12 Falle (63%) eine mittelstarke, 3 Falle (16%) eine starke und 1 Fall

(5%) keine Expression auf.

T v

! oy o
Abb. 7: Emmprin-Expression (IHC) einer LK-Metastase mit membrandser

Expression (braun) in den Tumorzellen —J»

In den Stromazellen angrenzend an die LK-Metastasen wurde von 17 Fallen bei
13 Fallen (76%) eine schwache und bei 4 Fallen (24%) eine mittelstarke
Expression ermittelt (Tabelle 11). Hier wurde Emmprin in den Tumorzellen auch
wesentlich starker exprimiert als in den umliegenden Stromazellen. Die
Expression war auferdem in den LK-Metastasen schwacher als in den
Plattenepithelkarzinomen.

45.1.3. Emmprin-Expression in der angrenzenden Schleimhaut mit
Dysplasien

In allen Fallen (34) wurde Emmprin in den dysplastischen Plattenepithelzellen
exprimiert: 6 Falle (18%) wiesen in diesen Zellen eine schwache, 20 Falle
(59%) eine mittelstarke und 8 Falle (24%) eine starke Emmprin-Expression auf.
In den subepithelialen Stromazellen wurde von 34 untersuchten Fallen bei 33
Fallen eine Expression verzeichnet. Bei 16 Fallen (47%) wurde eine schwache,
bei 17 Fallen (50%) eine mittelstarke und bei 1 Fall (3%) keine Expression

ermittelt (Tabelle 11). Emmprin wurde also in den Stromazellen deutlich
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schwacher exprimiert als in den dysplastischen Epithelzellen. Die Starke der
Expression war insgesamt vergleichbar mit der in den

Plattenepithelkarzinomen.

4.5.1.4. Emmprin-Expression in der angrenzenden tumorfreien
Schleimhaut

In 67 von 68 Fallen (99%) war eine Emmprin-Expression in den
Plattenepithelzellen der tumorfreien Schleimhaut nachweisbar. 12 Falle (18%)
wiesen in den Plattenepithelzellen eine schwache, 50 Falle (74%) eine
mittelstarke, 5 Falle (7%) eine starke und 1 Fall (1%) keine Emmprin-
Expression auf. In den subepithelialen Stromazellen wurden von 68 Fallen in 44
Fallen (65%) eine schwache, in 17 Fallen (25%) eine mittelstarke und in 7
Fallen (10%) keine Expression ermittelt (Tabelle 11).

Damit fiel die Expression in den Stromazellen geringer aus als in den
Plattenepithelzellen. Insgesamt war die Expression in der tumorfreien

Schleimhaut geringer als in den Plattenepitheldysplasien.

Vergleich der Expression von Emmprin und MMP-1 im Stroma

Bei 47 Fallen (72%) waren sowohl die Expression von Emmprin als auch die
von MMP-1 in den subepithelialen Stromazellen des normalen Plattenepithels
schwach. Unter den Fallen, die eine mittelstarke bzw. starke Expression von
Emmprin aufwiesen (17 Falle), konnten 4 Falle (24%) beobachtet werden, die
auch eine mittelstarke bzw. starke Expression von MMP-1 aufwiesen. In der
Gruppe der Falle mit erhdhter Emmprin-Expression gab es also prozentual
mehr Falle mit erhdhter MMP-1-Expression als in der Gruppe mit schwacher

Emmprin-Expression (Tabelle 13).

Tabelle 13: Expression von Emmprin und MMP-1 im Stroma

MMP-1- Score, SZ

Ooder1 | 2 oder3

Emmprin-| O oder 1 47 1
Score, SZ| 2 oder 3 13 4
Total 65 60 S)

SZ: Stromazellen
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Score 3: starke Reaktion; Score 2: mittelstarke Reaktion; Score 1: schwache
Reaktion; Score 0: keine Reaktion
Exakter Wert nach Fisher: p = 0,015

In den normalen Plattenepithelzellen konnte dagegen kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Emmprin- und der MMP-1-Expression

nachgewiesen werden.

4.5.1.5. Zusammenfassende Analyse der Emmprin-Expression in den
untersuchten Geweben

Bei vergleichender Betrachtung der Emmprin-Expression in der Sequenz
,<angrenzende tumorfreie Schleimhaut - Schleimhaut mit Dysplasie - Karzinom*
wurde bei 23 Fallen (34%) in den epithelial differenzierten Zellen und in den
korrespondierenden Stromazellen bei 26 Fallen (38%) eine zunehmende
Emmprin-Expression nachgewiesen. Betrachtet man flr die epithelial
differenzierten Zellen nur die Sequenz ,angrenzende tumorfreie Schleimhaut -
Schleimhaut mit Dysplasie“ lag bei 9 Fallen (28%) ein Anstieg der Expression
vor und in der Sequenz ,Schleimhaut mit Dysplasie - Karzinom® bei 7 Fallen
(21%).

Tabelle 14: Vergleich der Emmprin-Expression in der Sequenz ,angrenzende
tumorfreie Schleimhaut (SH) - Schleimhaut mit Dysplasie (Dyspl.) - Karzinom®

sowie ,Karzinom — LK-Metastasen®

N Expression
Protein/Methode Sequenz Total | steigend | gleichbleibend | sinkend
Emmprin SH - Dyspl. - Karzinom | 68/68 23/26 42/34 3/8
IHC (alle Falle)

SH - Dysplasie 32/32 9/13 20/16 3/3

Dysplasie - Karzinom 34/34 7/3 20/20 711

SH - Dyspl. - Karzinom | 17/17 8/6 9/8 0/3

(Falle mit LK-Met.)

SH - Dyspl. - Karzinom | 12/12 5/2 717 0/3

(Falle mit tumorfr.LKs)

Karzinom - LK-Met. 18/17 2/2 8/9 8/6

N: Anzahl der Falle mit Veranderung der Expression (mindestens eine Score-

Stufe; erste Zahl: epithelial differenzierte Zellen, zweite Zahl: Stromazellen)
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Im Vergleich der Falle mit und ohne LK-Metastasen gab es keine
nennenswerten Unterschiede (Tabelle 14). Insgesamt konnten fur den
Vergleich nur die Falle herangezogen werden, bei denen in den jeweiligen
Geweben eine Expression (Score: 3, 2, 1 oder 0) nachgewiesen wurde (Tabelle
10).
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der Matrix-Metalloproteinasen-
1, -2 und -3 (MMP-1, -2, -3) sowie die Expression von Emmprin (extracellular
matrixmetalloproteinase inducer) in oralen/oropharyngealen
Plattenepithelkarzinomen, in der benachbarten Schleimhaut mit und ohne
Dysplasien sowie in LK-Metastasen und tumorfreien Lymphknoten untersucht.
Es wurden an Paraffinschnitten zum mRNA-Nachweis mittels in situ-
Hybridisierung (ISH) DIG-markierte MMP-1, -2 und —3 —Sonden eingesetzt und
fur den immunhistochemischen Antigen-Nachweis Antikorper gegen MMP-1
und Emmprin benutzt, um die Expressionsmuster zu ermitteln. Weiterhin sollte
festgestellt werden, ob die Expressionsstarke und das Expressionsmuster im
Zusammenhang mit klinisch pathologischen Parametern stehen.
Orale/oropharyngeale Karzinome metastasieren in erster Linie auf
lymphatischem Wege. Das geschieht unabhangig vom T-Stadium, vom
Differenzierungsgrad oder anderen Parametern (Werner et al. 2002). Um eine
genauere Prognose flr diese Karzinome geben zu kdnnen, ist ein besseres
Verstandnis der Tumorbiologie dieser Tumorart notwendig. In der
Tumorforschung werden seit langem Mutationen in Tumorzellen untersucht, in
denen entweder Onkogene wirksam sind oder Tumorsuppressorgene
ausgeschaltet wurden (Friedrich et al. 1997, Riethdorf S et al. 1997, Riethdorf S
et al. 1998, Friedrich et al. 2000, Egeblad u. Werb 2002). Viele Studien
befassen sich gleichzeitig mit den Wechselwirkungen von Tumor und Stroma in
allen Phasen der Tumorprogression. Diese Wechselwirkungen beruhen auf
dem Zusammenspiel zwischen den vorhandenen Zellen (epithelial differenzierte
Zellen, Stromazellen) und der umgebenden extrazellularen Matrix (EZM). Im
Stroma befinden sich unter anderem Fibroblasten, Endothelzellen und
Abwehrzellen (Lymphozyten, Makrophagen etc.), die mit Tumorzellen in
Wechselwirkung treten kénnen, das Tumorgewebe infiltrieren und/oder von
Tumorzellen stimuliert werden kdnnen, frei I6sliche und gebundene Faktoren zu
exprimieren. Solche Faktoren sind wiederum fur die Stimulierung des
Tumorwachstums, der Tumorangiogenese und der Metastasierung
verantwortlich (Yan et al. 2005).

Durch die Tumorzell-Stroma-Wechselwirkungen kommt es zu

zellphysiologischen Alterationen, in deren Zusammenspiel malignes Wachstum
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ermdglicht wird. Dazu zahlen z.B. Eigenversorgung mit Wachstumssignalen/-
faktoren, Unempfindlichkeit gegenuber inhibierenden Signalen, Umgehen der
Apoptose, ungebremstes Replikationspotenzial, andauernde Angiogenese,
Gewebeinvasion und Metastasierung (Hanahan u. Weinberg 2000).

Beim Prozess der Invasion und Metastasierung kommt es zunachst zur
Anheftung von transformierten Keratinozyten an die Basalmembran und zur
Auflosung derselben unter anderem durch Matrix-Metalloproteinasen (MMP-2, -
9). Das gelingt durch die Schaffung einer tumorperizellularen Umgebung, in der
MMPs und andere Proteasen konzentriert werden. Daruber hinaus kdnnen
andere EZM-Komponenten abgebaut werden, was eine Voraussetzung flr die
Migration der Tumorzellen ist (Basbaum u. Werb 1996, Chen 1996, Werb 1997,
Duffy 1998). Neben den MMPs spielen Serinproteasen (z.B. Furin) eine
wichtige Rolle in der proteolytischen Kaskade des Matrixabbaus. Sie aktivieren
beispielsweise MMPs (Egeblad u. Werb 2002). Auch Plasmin hat eine grof3e
Substratspezifitat und kann latente Formen anderer proteolytischer Enzyme
aktivieren (Crowley et al. 1993, Schmitt et al. 1997, Brunner et al. 1999, Look u.
Foekens 1999). Ferner ist das Urokinase Plasminogenaktivatorsystem in der
Lage, verschiedene Proteine der EZM (z.B. Fibronektin) direkt abzubauen und
eine Form der Kollagenase IV zu aktivieren. Wenn der Tumor durch sein
Wachstum eine Grolde erreicht, bei der die Versorgung durch Nahrstoffe nicht
mehr gewabhrleistet ist, kommt es zur Bildung neuer Blutgefalle (Angiogenese)
(Riethdorf L et al. 1999, Riethdorf L et al. 2001).

Bilden sich entfernte Metastasen, dann missen Tumorzellen nicht nur das
mechanische Trauma durch den Blut-/Lymphfluss Uberleben, sondern sich auch
der potenziellen Immunreaktion des Wirtsorganismus entziehen. Uberdies
mussen sie an das Endothel eines Blut-/Lymphgefales binden und wieder die
Basalmembran Uberwinden. Im dortigen interstitiellen Parenchym (z.B.
Lymphknoten) erfolgt dann das Tumorwachstum unter Bedingungen, die sich
von denen des Ursprungsgewebes unterscheiden kénnen (Liotta et al. 1986,
Stetler-Stevenson et al. 1993, MacDougall u. Matrisian 1995, Woudhouse et al.
1997, Werb et al. 1997, Cazorla et al. 1998, Kurahara et al. 1999). Mit einem
gesteigerten Metastasierungsverhalten werden auch bestimmte
Membranproteine in Verbindung gebracht, wie das Intercellular Adhesion

Molecule-1 (ICAM-1) und das CD44-Protein sowie die Aktivierung bestimmter
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Wachstumsfaktoren (Hepatocyte growth factor; Johnson et al. 1989, Gunthert et
al. 1991, Mars et al. 1993, Mayer et al. 1993). Die Migration der Tumorzellen
wird aullerdem durch die ,down“-Regulation der Expression desmosomaler
Adhasionsmoleklle (E-Cadherin, Plakoglobulin) erleichtert, wodurch die
Adhasion epithelialer Zellen verloren geht (Valles et al. 1990, Birchmeier et al.
1992, Valles et al. 1992, Mayer et al. 1993, Peifer 1993, Pantel et al. 1998).
Eine weitere Forderung der Invasion von Tumorzellen geschieht durch die
Expression von Motilitatsfaktoren (Scatter Factor, Transforming Growth Factor,
u.a.; Stoker u. Gherardi 1991, Birchmeier u. Birchmeier 1993, Stetler-Stevenson
et al. 1993, Nekarda et al. 1994).

5.1. Matrix-Metalloproteinase-1 (MMP-1)

Matrix-Metalloproteinase-1 (interstitielle Kollagenase) ist in der Lage, fibrillares

Kollagen abzubauen. Diese Eigenschaft wurde bei Versuchen nachgewiesen,
bei denen Endothel- und Tumorzellen mithilfe von MMP-1 in Kollagengels
invadierten (Fisher et al. 1994, Benbow et al. 1999). Es handelt sich um eine
Funktion, die fur die Invasion von Tumorzellen durch die Basalmembran in die
interstitielle Matrix, fur die Angiogenese und fir das Tumorzellwachstum
notwendig ist (Liotta et al. 1991, Chambers u. Matrisian 1997, Shapiro 1998).
Stimuliert wird die MMP-1-Synthese in Fibroblasten und Endothelzellen u.a.
durch Emmprin (Biswas et al. 1995, Guo et al. 1997, Lim et al. 1998). Dieses
Molekul bindet MMP-1 auch an die Tumorzelloberflache (Guo et al. 2000), was
den Invasionsprozess erleichtert. Aullerdem stimulieren die Zytokine IL-6
(soluble IL-6 receptor), HGF (hepatocyte growth factor) und TNF-a
(Tumornekrosefaktor-a) Tumorzellen oraler/oropharyngealer
Plattenepithelkarzinome zur Synthese von MMP-1 (Sundelin et al. 2005).

Die vorliegenden Patientenfalle wurden hinsichtlich der MMP-1-Expression
sowohl mit der Immunhistochemie (IHC) als auch mit der in situ-Hybridisierung
(ISH) untersucht. Immunhistochemisch wurden 89 Falle untersucht, von denen
19 Falle eine LK-Metastase aufwiesen. Mit der in situ-Hybridisierung wurden 31
Falle, von denen 14 Falle eine LK-Metastase und 17 Falle tumorfreie
Lymphknoten aufwiesen, untersucht. Damit wurde die Expression sowohl auf

Proteinebene (IHC) als auch auf Transkriptionsebene (ISH) analysiert.
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Stimulation und Funktion von MMP-1
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A: IL-6, HGF, TNF-a, TAT-2 und Emmprin stimulieren die MMP-1-Synthese u.a.

in Fibroblasten

B: MMP-1 degradiert Bestandteile der EZM, insbesondere fibrillares Kollagen

(IL-6: Interleukin-6, HGF: Hepatocyte-growth-factor, TNF-a: Tumor necrosis factor-a;
TAT-2: Tumor associated trypsin-2; E: Emmprin; EZM: Extrazellulare Matrix)

Sowohl mit der IHC als auch mit der ISH wurde MMP-1 am starksten in den
Tumorzellen der Plattenepithelkarzinome nachgewiesen. Eine geringere
Expression wurde in den benachbarten dysplastischen Epithelzellen und eine
noch geringere Expression im benachbarten normalen Epithel festgestellt. In
den vorliegenden Fallen wurde MMP-1 also sowohl als mRNA-Molekul als auch
als Protein mit abnehmender Starke im Tumorepithel, im dysplastischen und
normalen Epithel exprimiert. Im Gegensatz zur ISH wurden mit der IHC
allerdings geringere Unterschiede zwischen Tumor, dysplastischem Epithel und
normalem Epithel nachgewiesen. Mit der IHC wurde etwa genauso haufig ein
Anstieg der Expression vom normalen Epithel zur Dysplasie (11 Falle, 33%) wie
von der Dysplasie zum Tumorgewebe (12 Falle, 34%) ermittelt. Aufgrund
dieses Ergebnisses lasst sich keine Tendenz erkennen, in welchen Zellen es zu
einer Anschaltung der Expression kommt.

Mit der ISH konnten deutlichere Unterschiede nachgewiesen werden. Die

Expression im normalen Epithel unterschied sich zwar nur gering von der
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schwachen Expression im dysplastischen Epithel. Im Tumorepithel konnte aber
eine deutlich starkere Expression gezeigt werden. Im jeweiligen Stroma wurde
eine ahnliche Expression festgestellt, insgesamt aber etwas schwacher als in
den epithelial differenzierten Zellen. Es wurden mehr Falle nachgewiesen, bei
denen die Expression von der Dysplasie zum Tumor (6 Falle, 55%) als vom
normalen Epithel zur Dysplasie (4 Falle, 36%) anstieg. Insgesamt nahm die
Expression vom normalen Epithel Uber das dysplastische Epithel zum
Tumorepithel sogar bei 18 Fallen (78%) zu.

Die eigenen Ergebnisse, besonders die der ISH, legen die Vermutung nahe,
dass die MMP-1-Expression in erster Linie im Tumorepithel bzw. im
peritumorosen  Stroma angeschaltet wird. Die Ursache fur den
Expressionsanstieg im Tumorgewebe ist aber noch nicht bekannt. Insgesamt
wurde in den eigenen Untersuchungen ein sehr heterogenes
Expressionsmuster nachgewiesen. Es traten gro3e Expressionsunterschiede
zwischen den einzelnen Fallen auf. Daher ist es kaum mdglich, eine
quantitative Analyse durchzufuhren, um Tendenzen oder sogar signifikante
Korrelationen darzustellen. Auf der anderen Seite lassen sich mit den
durchgefuihrten in situ-Methoden (IHC und ISH) qualitative Unterschiede
aufzeigen, die mit anderen Methoden (z.B. microarrays) nicht dargestellt
werden kdnnen.

Immunhistochemisch wurde in den Tumorzellen bei 80 Fallen (95%) und in den
peritumordsen Stromazellen bei 79 Fallen (94%) eine schwache bzw.
mittelstarke Expression nachgewiesen. Mit der ISH konnte in den Tumorzellen
bei 21 Fallen (81%) und in den Stromazellen bei 17 Fallen (65%) eine
schwache bzw. mittelstarke Expression festgestellt werden.

In einigen Fallen konnte mit der ISH ein Unterschied zwischen den Fallen mit
LK-Metastase und denen ohne LK-Metastase aufgezeigt werden. Bei den
Fallen mit LK-Metastasen wurde im peritumorésen Stroma bei 4 Fallen (36%)
die vergleichsweise starkste Expression (mittelstark) nachgewiesen. Dagegen
wurde bei den Fallen mit tumorfreien Lymphknoten bei keinem der 15 Falle in
den peritumordsen Stromazellen eine mittelstarke Expression ermittelt. Dieses
Ergebnis zeigt eine Tendenz auf, wonach die Expression von einigen Fallen, wo
LK-Metastasen vorliegen, starker ist gegentber den Fallen, wo keine LK-

Metastasen vorliegen.
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Von einer im Vergleich zur normalen Mukosa erhohten MMP-1-Expression in
oralen/oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen wurde auch in verschiedenen
Studien berichtet. Sutinen et al. 1998 wiesen MMP-1-Transkripte (ISH) in
Fibroblasten nahe des Tumorepithels, jedoch nicht in Tumorzellen nach.
Immunhistochemisch konnten sie MMP-1 sowohl in Tumor- als auch in
Stromazellen nachweisen. Das untersuchte Patientenkollektiv war mit 10 Fallen
allerdings verhaltnismaRig klein. O-Charoenrat et al. 2001 und Baker et al. 2005
wiesen mit anderen Methoden (RT-PCR (reverse transcription-polymerase
chain reaction), Western Blotting, ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay)) eine erhdhte Expression in den Karzinomen nach. In einer weiteren
Studie konnte gezeigt werden, dass MMP-1 in 30% der untersuchten
Primartumorzellen exprimiert wurde (lto et al. 2003). Diese Ergebnisse
bestatigen die eigenen mit der Ausnahme, dass Sutinen et al. 1998 keine MMP-
1-Transkripte in den Tumorzellen nachweisen konnten. Die erhdhte MMP-1-
Expression verstarkt das Invasionspotenzial der Plattenepithelkarzinome. In
einer immunhistochemischen Studie mit 96 Fallen oraler Karzinome konnten
Kurahara et al. 1999 diesen Zusammenhang zwischen erhdhter Expression und
der Invasion/Metastasierung von Tumorzellen sowie dem Abbau der EZM
nachweisen.

Immunhistochemisch wurde sowohl in den dysplastischen Epithelzellen (33
Falle, 89%) als auch in den angrenzenden Stromazellen (30 Falle, 81%) eine
geringere Expression nachgewiesen als in den Tumorzellen. Mit der ISH konnte
in den dysplastischen Epithelzellen bei wenigen Fallen (4 Falle, 36%) eine
schwache Expression festgestellt werden. In den Stromazellen wurde eine so
schwache Expression ermittelt, dass sie vernachlassigt werden kann. Jordan et
al. 2004 wiesen MMP-1-Expression mit der IHC und der RT-PCR im
Tumorepithel sowie im dysplastischen Epithel nach. Bei 24 von 34 Fallen (71%)
stellten sie im dysplastischen Epithel eine erhdhte Expression fest. Sie konnten
auBerdem mehr MMP-1-Transkripte im Tumorepithel als in den Dysplasien
nachweisen, was in der eigenen Arbeit auch bestatigt werden konnte. Sutinen
et al. 1998 wiesen im Gegensatz zu den eigenen Ergebnissen Transkripte in
Fibroblasten einiger Falle nach; eine immunhistochemische Untersuchung

fuhrten sie hier jedoch nicht durch. Zusatzlich berichteten Jordan et al. 2004,
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dass die Expression in Dysplasien, die spater zu Karzinomen entarteten, hoher
war als die Expression in Dysplasien, die nicht entarteten.

Immunhistochemisch wurde sowohl in den normalen Epithelzellen (57 Falle,
85%) als auch in den angrenzenden Stromazellen (46 Falle, 69%) eine
geringere Expression nachgewiesen als in den dysplastischen Epithelzellen. Mit
der ISH konnte in den Epithelzellen bei sehr wenigen Fallen (2 Falle, 9%) eine
schwache Expression festgestellt werden. In den Stromazellen wurde nur bei
wenigen Fallen (4 Falle, 17%) eine Expression ermittelt.

In der Literatur gibt es keine Untersuchungen zur MMP-1-Expression im
normalen Plattenepithel angrenzend an orale/oropharyngeale
Plattenepithelkarzinome. Das normale Plattenepithel wurde u.a. von O-
Charoenrat et al. 2001 als Referenzgewebe genannt. Auch Sutinen et al. 1998
konnten im normalen Plattenepithel keine Expression (ISH) nachweisen.

Im Stroma des normalen Epithels wurde in den eigenen Untersuchungen bei 3
Fallen (30%) (Falle mit LK-Metastasen) eine mittelstarke bzw. schwache
Expression nachgewiesen. Unter den Fallen ohne LK-Metastasen wurde nur bei
einem Fall (8%) im Stroma des normalen Epithels eine Expression (schwach)
ermittelt. In einigen Fallen, wo auch LK-Metastasen vorlagen, wurde im Stroma
des normalen Epithels eine vergleichsweise hohere Expression nachgewiesen.
Immunhistochemisch wurde die MMP-1-Expression in den LK-Metastasen bei
13 Fallen (68%) sowohl in den Tumor- als auch in den Stromazellen exprimiert.
Mit der ISH wurde MMP-1-mRNA bei 6 Fallen (46%) in den Tumorzellen und
bei 4 Fallen (31%) in den Stromazellen nachgewiesen.

In den eigenen Untersuchungen wurde MMP-1 als Protein in den LK-
Metastasen schwacher als im Plattenepithelkarzinom, in den
Plattenepitheldysplasien sowie in den normalen Plattenepithelien exprimiert. In
den Tumorzellen bzw. Stromazellen der LK-Metastasen wurde also die
geringste Expression von MMP-1 als Protein nachgewiesen. MMP-1-mRNA
wurde dagegen in den LK-Metastasen starker exprimiert als im dysplastischen
Epithel.

Sutinen et al. (1998) berichteten in einer immunhistochemischen Untersuchung
von einer MMP-1-Expression in Stromazellen und einigen Tumorzellen in LK-
Metastasen. MMP-1-mRNA konnten sie aber nur in einigen Fibroblasten nahe

den LK-Metastasen nachweisen.
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Es stellt sich die Frage, warum im eigenen Material einerseits die Transkripte
von MMP-1 in den LK-Metastasen starker nachgewiesen wurden als in den
Plattenepitheldysplasien und den normalen Plattenepithelien, und warum
andererseits MMP-1 als Protein in den LK-Metastasen schwacher exprimiert
wurde als in den Plattenepitheldysplasien und normalen Plattenepithelien. Die
Konzentration an MMP-1 in den verschiedenen Geweben verschiebt sich nach
der Proteinbiosynthese moglicherweise durch starkere oder schwachere
Bindung an die Zellen. Emmprin ist fur die Bindung von MMP-1 an Tumorzellen
mitverantwortlich (Guo et al. 2000). Da Emmprin in den LK-Metastasen am
schwachsten exprimiert wurde (s.u.), kénnte dies ein Grund daflr sein, dass
MMP-1 (Protein) hier vergleichsweise nicht so stark gebunden bzw. exprimiert
wurde.

In den tumorfreien Lymphknoten wurde eine sehr geringe Expression
nachgewiesen. Sie kann daher vernachlassigt werden.

In allen Geweben wurde mit der IHC eine deutlich starkere Expression
nachgewiesen als mit der ISH. Auch wenn ein direkter Vergleich der
Ergebnisse, die mit unterschiedlichen Methoden erhoben wurden, schwierig ist,
konnte der bereits oben angeflihrte Aspekt eine Ursache flr die Diskrepanz
sein. Die Bindung von MMP-1 an Tumorzellen durch Molekule wie z.B.
Emmprin verandert maoglicherweise die Expression. So ist es mdglich, dass
MMP-1 (Protein) unabhangig vom Syntheseort an Zellen gebunden wird (Guo
et al. 2000). Dieses wirde eine Erklarung dafir liefern, dass die MMP-1-
Expression (IHC) starker auftrat als die mRNA-Expression. Darlber hinaus
muss beachtet werden, dass die graduelle Unterscheidung bei der
mikroskopischen Auswertung der IHC deutlich schwieriger vorzunehmen ist als
bei der ISH. Die Auswertung der Expression ist folglich von subjektiv
beeinflussten Parametern abhangig. Da diese Fehlerquelle nicht vernachlassigt
werden kann, ist es hier schwierig, die Ursache dafur zu finden, dass MMP-1
mit der IHC starker exprimiert wird als mit der ISH.

In samtlichen Geweben wurde in den Tumorzellen, dysplastischen bzw.
normalen Epithelzellen eine starkere Expression nachgewiesen als in den
jeweils angrenzenden Stromazellen. In den Tumorzellen wurde MMP-1 gleich
stark bzw. etwas starker exprimiert als in den peritumorésen Stromazellen. In

mehreren Studien wurde jedoch gezeigt, dass MMPs in der Regel von
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peritumordsen Stromazellen und weniger von Tumorzellen selbst synthetisiert
werden (Gray et al. 1992, Poulsom et al. 1992, Ralfkiaer et al. 1992, Sasaguri
et al. 1992, MacDougall et al. 1995, Heppner et al. 1996, Johnsen et al. 1998).
Die Frage ist daher, warum im eigenen Untersuchungsmaterial MMP-1 auch in
den Tumorzellen exprimiert wurde und teilweise sogar starker als in den
Stromazellen. Bei 51 Fallen (62%) wurde MMP-1 als Protein sowohl in Tumor-
als auch in Stromazellen gleich stark exprimiert, bei 21 Fallen (26%) fiel die
Expression in den Tumorzellen um eine Score-Stufe starker, bei 8 Fallen (10%)
um eine Score-Stufe geringer aus als in den Stromazellen. Auch die mMRNA-
Expression wurde in den Tumorzellen gleich stark bzw. starker nachgewiesen
als in den Stromazellen. Dabei konzentrierten sich die Transkripte im
Tumorepithel in der basalen Zellschicht. Eine Erklarung fur die starkere
Expression konnte eine tatsachlich starkere Synthese von MMP-1 in den
Tumorzellen oraler/oropharyngealer Plattenepithelkarzinome sein. Eine zweite
Erklarung ware die Bindung von MMP-1 an Tumorzellen, nachdem MMP-1
synthetisiert worden ist. Das Glykoprotein Emmprin bindet MMP-1 an
Tumorzellen (Guo et al. 2000). Da im eigenen Untersuchungsmaterial Emmprin
starker in den Tumorzellen als in den peritumorésen Stromazellen exprimiert
wurde (s.u.), ist dies moglicherweise auch ein Grund dafur, dass MMP-1 in
Tumorzellen starker nachgewiesen wurde.

MMP-1 wurde in den dysplastischen Epithelzellen etwas starker exprimiert als
in den umliegenden Stromazellen. Auch hier kdonnte der Grund dafir eine
starkere Synthese von MMP-1 in den dysplastischen Epithelzellen gegenuber
den umliegenden Stromazellen sein. Emmprin  wurde im eigenen
Untersuchungsmaterial in den Dysplasiezellen starker exprimiert als in den
Stromazellen (s.u.). Ob MMP-1 durch Emmprin auch starker an Dysplasiezellen
gebunden wird, wie es Guo et al. 2000 fur die Tumorzellen zeigen konnten,
wurde bisher noch nicht nachgewiesen.

Es konnte kein aussagekraftiger und signifikanter Zusammenhang hinsichtlich
der MMP-1-Expression und klinisch pathologischen Parametern dargestellt
werden. Dennoch gab es Ergebnisse, bei denen eine mdogliche Tendenz in
Bezug auf klinisch pathologische Parameter zu erkennen war.

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der MMP-1-Expression (IHC) in den

Karzinomzellen und dem pT-Stadium konnte zwar nicht gezeigt werden. Es gab
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aber in der Gruppe der Falle mit hdherem pT-Stadium (pT2/pT3) mehr Falle mit
starkerer MMP-1-Expression (15 Falle, 36%) als in der Gruppe der Falle mit
pT1-Stadium (9 Falle, 28%). Dieses Ergebnis deckt sich mit den Ergebnissen
von O-Charoenrat et al. 2001, die einen signifikanten Zusammenhang zwischen
der MMP-1-Expression und dem T-Stadium ermittelten. In gré3eren Tumoren
(T3/T4) konnte er eine starkere Expression nachweisen als in kleineren
Tumoren (T1/T2).

5.2. Matrix-Metalloproteinase-2 (MMP-2)

MMP-2 (Gelatinase A) wurde als zweite Matrix-Metalloprotease entdeckt. Sie

spielt wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Tumorprogression
oraler/oropharyngealer Plattenepithelkarzinome (Imanishi et al. 2000). Sie ist in
der Lage, Kollagen Typ IV, einen Hauptbestandteil der Basalmembran, sowie
andere Komponenten der EZM abzubauen (Salo et al. 1982, Salo et al. 1983,
Sorsa et al. 2004). Deswegen konnte das Vorkommen der Protease ein
Indikator fur den Grad der Invasion und Metastasierung sein (Kawata et al.
2002). MMP-2, -9 und —14 regulieren direkt die Angiogenese. Bei Verminderung
der MMP-2-Expression kommt es zur Abschwachung der Angiogenese (Fang et
al. 2000). Bei der Aktivierung von MMP-2 bindet TIMP-2 ein MT1-MMP-Molekul
an seinem Aminoende und proMMP-2 an seinem Carboxylende. Ein
angrenzendes, nicht inhibiertes MT1-MMP-Molekil kann nun das gebundene
proMMP-2 spalten. Dazu wird ein bereits aktiviertes MMP-2-Molekll bendtigt
(Deryugina et al. 2001). Zusatzlich wurde auch ein TIMP-2 unabhangiger
Aktivierungsweg beschrieben (Morrison et al. 2001). Sowohl MMP-2 als auch
MMP-9 und -14 sind an der Invadopodia, einem Membranvorspung, an dem
aktiver Abbau der EZM stattfindet, lokalisiert (Nakahara et al. 1997).

Die Synthese von MMP-2 wird durch verschiedene Proteine reguliert. TAT-2
(tumor associated trypsin-2) ist eine Initial-Aktivator-Serinprotease, die
Proteasen wie z.B. Kollagenasen (MMP-1), Gelatinasen (MMP-2) und
Stromelysin-1 (MMP-3) stark aktivieren kann (Sorsa et al. 1997, Moilanen et al.
2003). Thrombospondin stimuliert die MMP-2 und —9-Expression (Taraboletti et
al. 2000). Die Spaltung von Lamimin-5 durch MMP-2 und —14 deckt eine cryptic
site dieses Molekuls auf, die die Zellmotilitat und die Migration triggert. Dieser

Vorgang stellt einen ersten Schritt zur Invasion dar (Giannelli et al. 1997,
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Koshikawa et al. 2000, Xu et al. 2001). MMP-2-Aktivitdt wird durch
Proteinkinase C vermindert (Tsai et al. 2003).

Stimulation und Funktion von MMP-2

‘ \ Fibroblast
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(Basalmembran)
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A: MT1-MMP, Thrombospondin, TAT-2 und Emmprin stimulieren die MMP-2-Synthese
in Fibroblasten

B: MMP-2 degradiert Bestandteile der EZM, insbesondere Kollagen Typ IV
(MT1-MMP: membrane type1-matrix metalloprotease; T: Thrombospondin;

TAT-2: Tumor associated trypsin-2; E: Emmprin; EZM: Extrazellulare Matrix)

MT1-MMP wurde ursprunglich als Aktivator von MMP-2 identifiziert. TIMP-2
wurde als Inhibitor von MMP-2 und MT1-MMP beschrieben. Jedoch ist TIMP-2
auch fur zellvermittelte MMP-2-Aktivierung erforderlich. Der Beitrag von TIMP-2
zur Tumorinvasion wird daher kontrovers diskutiert (Yoshizaki et al. 2002).
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) stimulierte
dosisabhangig die Synthese von proMMP-2 in zwei unterschiedlichen oralen
Plattenepithelkarzinom-Zelllinien. GM-CSF fuhrte zu erhdhten mRNA-Levels
von MMP-2 in beiden untersuchten Zelllinien (Tomita et al. 2000). In zwei
weiteren oralen Plattenepithelkarzinom-Zelllinien supprimierte ein selektiver
Cox-2-Inhibitor (NS-398) und ein Cox-2 antisense Oligonucleotid (Cox-2 AS) die
Sekretion und Expression von MMP-2 sowie die Sekretion von CD44 auf der
Oberflache in beiden Zelllinien (Kinugasa et al. 2004). Endostatin ist ein
antiangiogenesewirksames, 20 kDa grolkes Proteinfragment, das vom

hemidesmosomalen Typ 18 Kollagen abgeleitet ist (O'Reilly et al. 1997). Es
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verringert zum einen das Wachstum von Endothelien und reduziert zum
anderen die Tumorzellaktivitat, indem es die Aktivierung von MMP-2, -9 und -13
inhibiert. In einer weiteren Studie verhinderte Endostatin die Fragmentation von
proMMP-2, was die katalytische Aktivitat reduzierte. Endostatin blockiert die
Aktivierung und Funktion von bestimmten tumorassoziierten proMMPs wie
proMMP-2 (Nyberg et al. 2003).

In der Literatur wurde von Zusammenhangen zwischen der Expression und
dem biologischen Tumorverhalten berichtet. Robinson et al. 2003 zeigten, dass
Zellen, die hohe MMP-2-Level aufweisen, den hdchsten Invasionsgrad bei der
Durchdringung von Matrigel besitzen im Vergleich mit Zellen, die niedrige bzw.
variable MMP-2-Level aufweisen. Ferner wurde von einer signifikanten
Beziehung zwischen der erhohten MMP-2-Expression und dem Invasions- und
Metastasierungsverhalten sowie dem Abbau von EZM berichtet (Kurahara et al.
1999). Liu et al. (2004) konnten zudem zeigen, dass MMP-2 an der
Invasionsfront mit groRerer Signifikanz exprimiert wurde als im Zentrum der
oralen Plattenepithelkarzinome.

Tumorpatienten mit erhdhten MMP-2-Werten haben eine kirzere
krankheitsfreie Uberlebensrate als Patienten mit niedrigerer MMP-2-Expression
(Sorsa et al. 2004). Die erhohte MMP-2-Expression ist nach Ruokolainen et al.
2006 ein prognostischer Faktor fir verkirzte Uberlebensraten bei
Plattenepithelkarzinomen. Die rezidivfreie 5-Jahres-Uberlebensrate betrug
demnach bei Patienten mit stark erhdhter MMP-2-Expression 42%. Bei
Patienten ohne Expression bzw. mit schwacher Expression betrug sie 61%.
Zusatzlich zeigten Ruokolainen et al. 2006 einen Zusammenhang auf zwischen
der MMP-2-Expression und einem spateren LK-Befall. Dem gegenulber steht
allerdings auch die Publikation von Hong et al. 2000, in der keine Assoziation
zwischen der MMP-2-Expression und dem Metastasierungsprozess gezeigt

werden konnte.

Von den vorliegenden Fallen wurden mit der in situ-Hybridisierung (ISH) 31
Falle hinsichtlich der MMP-2-Expression untersucht. Unter den 31 untersuchten
Fallen gab es 14 Falle, bei denen eine LK-Metastase vorlag und 17 Falle, bei

denen die untersuchten Lymphknoten tumorfrei waren.
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In den eigenen Untersuchungen wurde MMP-2-mRNA deutlich starker in den
Stromazellen nachgewiesen als in den Tumorzellen, den dysplastischen und
den normalen Epithelzellen sowie den LK-Metastasen bzw. tumorfreien
Lymphknoten. Im Stroma der LK-Metastasen wurde eine schwachere
Expression als in den peritumordésen Stromazellen ermittelt. In den
Stromazellen, die an die dysplastischen und normalen Epithelzellen angrenzen,
wurde eine noch schwachere Expression festgestellt. Jedoch wurden in den
Stromazellen des normalen Epithels etwas starkere Signale nachgewiesen als
im Stroma des dysplastischen Epithels. Die tumorfreien Lymphknoten waren
praktisch frei von MMP-2-Transkripten.

MMP-2-Transkripte konnten also vor allem im Stroma, besonders im
peritumordsen Stroma ermittelt werden. In den Tumorzellen wurde deutlich
seltener eine Expression aufgezeigt. Dennoch kdnnte die Expression in den
Tumorzellen in Bezug auf das Metastasierungsverhalten eine Rolle spielen.
Insgesamt ist die Ursache des Expressionsanstiegs im Tumor bzw. Stroma des
Tumors noch unbekannt.

Betrachtet man das Stroma des normalen Epithels und das Stroma des
dysplastischen Epithels wurde bei 5 Fallen (45%) eine ansteigende Expression
nachgewiesen. Vom Stroma der Dysplasie zum peritumordsen Stroma wurde
bei allen Fallen (10) ein Anstieg der Expression nachgewiesen. Ein Anstieg der
Expression konnte also eher vom Stroma der Dysplasie zum peritumordsen
Stroma beobachtet werden als vom Stroma des normalen Epithels zum Stroma
der Schleimhaut mit Dysplasien. Die Expression im Stroma des normalen
Epithels, der Dysplasie und des Karzinoms stieg im Verlauf bei 91% der Falle
um mindestens eine Score-Stufe an. Dieses verdeutlicht zusatzlich die
Zunahme der Expression zum Tumor hin.

In den Tumorzellen wurde nur bei 7 Fallen (28%) eine zumeist schwache MMP-
2-mRNA-Expression festgestellt. Einer dieser Falle wies auch in den
dysplastischen Epithelzellen eine Expression auf. Im Stroma der
Plattenepithelkarzinome konnte dagegen in fast allen Fallen (25 Falle, 96%)
eine Expression ermittelt werden, die meistens mittelstark (62%) aber z.T. auch
schwach (27%) oder stark (8%) ausfiel.

In verschiedenen Publikationen wurde die Expression von MMP-2 in

oralen/oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen beschrieben. So wurde eine
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signifikant héhere MMP-2-mRNA-Expression in Plattenepithelkarzinomen
verglichen mit dem Normalgewebe nachgewiesen (Imanishi et al. 2000, O-
Charoenrat et al. 2001, Jordan et al. 2004, Tang ZG et al. 2005). O-Charoenrat
et al. 2001 wiesen mit der RT-PCR bei 54 Fallen eine signifikant hdhere MMP-
2-Expression nach. Unter diesen 54 Fallen waren allerdings 25 Falle, bei denen
der Tumor im Hypopharynx bzw. Larynx lokalisiert war. Auch Ito et al. 2003
zeigten, dass MMP-2-mRNA in 30% der Primartumorfalle exprimiert wurde.
Dariber hinaus wurde gezeigt, dass in oralen/oropharyngealen
Plattenepithelkarzinomen auch eine erhdhte MMP-2-Protein-Aktivitat im
Vergleich zum umliegenden Normalgewebe vorliegt (Shimada et al. 2000,
Tokumaru et al. 2000, O-Charoenrat et al. 2001, Yorioka et al. 2002, Robinson
et al. 2003, Tsai et al. 2003, Baker et al. 2005, Gao et al. 2005, Patel et al.
2005). Patel et al. 2005 wiesen mit der Gelatine-Zymographie bei 39 Fallen eine
erhohte MMP-2-Aktivitat nach.

Sowohl im eigenen Untersuchungsmaterial als auch in Experimenten anderer
Forschungsgruppen konnten in oralen/oropharyngealen
Plattenepithelkarzinomen demnach deutlich hdhere Expressionswerte
festgestellt werden. Hierdurch wird die These untermauert, dass MMP-2 eine
wichtige Rolle bei der Invasion und Metastasierung dieser Tumorart spielt.

Mit der ISH wurde in den dysplastischen Epithelzellen bei einem Fall (10%) eine
schwache Expression nachgewiesen. Im angrenzenden Stroma konnten bei 4
Fallen (40%) schwache Signale entdeckt werden. Von einer Expression (MMP-
2-mRNA) in einigen Fibroblasten unterhalb der Basalmembran der Dysplasie
berichteten Sutinen et al. 1998 bei 2 von 6 Fallen. Jordan et al. 2004 konnten
dagegen MMP-2-mRNA in Dysplasiezellen und MMP-2 als Protein in Dysplasie-
und Stromazellen nachweisen.

In den normalen Epithelzellen konnten mit der ISH keine Signale gefunden
werden. Im angrenzenden Stroma wurden aber bei 9 Fallen (41%) sowohl
schwache als auch mittelstarke Signale ermittelt. Bei den Fallen mit LK-
Metastasen konnte im Stroma des normalen Epithels von 3 Fallen (33%) eine
mittelstarke Expression nachgewiesen werden. Unter den Fallen mit
tumorfreien Lymphknoten gab es dagegen nur einen Fall (8%), bei dem eine
mittlere Expression im Stroma des normalen Epithels ermittelt wurde. Diese

Tendenz wirde fur eine starkere Anschaltung der Expression bei den Fallen mit
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LK-Metastasen sprechen. Weder in den normalen Epithelzellen noch im
angrenzenden Stroma wurde bisher in anderen Studien eine Expression
nachgewiesen.

In den LK-Metastasen wurden in den Tumorzellen bei 4 Fallen (31%) sowohl
schwache als auch mittlere Signale nachgewiesen. Bei 9 Fallen (64%) wurde
MMP-2-mRNA im angrenzenden Stroma zumeist mittelstark und am Rand
(Kapsel) des Lymphknotens lokalisiert exprimiert. Damit war die Expression
schwacher als in den nicht metastasierten Tumorzellen bzw. in den
peritumordsen Stromazellen. O-Charoenrat et al. 2001 stellten fest, dass
sowohl MMP-2-mRNA als auch MMP-2-Aktivitat in LK-Metastasen starker
nachgewiesen wurden als im normalen Epithel. Sutinen et al. 1998 zeigten
Transkripte im Stroma und MMP-2 (Protein) in Tumorzellen der LK-Metastasen
auf.

In den vorliegenden Fallen konnte weiterhin gezeigt werden: Je mehr Falle eine
erhohte Expression im peritumorésen Stroma aufwiesen, desto mehr Falle
wiesen auch im Stroma der LK-Metastasen eine erhdohte Expression auf. Auch
wenn es sich nicht um einen signifikanten Zusammenhang handelt, zeigte sich
doch die Tendenz, dass eine erhdhte Expression im peritumorésen Stroma mit
einer erhohten Expression im Stroma der LK-Metastasen einhergehen konnte.
Weder in den Zellen der tumorfreien Lymphknoten noch in den angrenzenden
Stromazellen konnte eine aussagekraftige Expression nachgewiesen werden.
Auch wenn es dazu bisher noch keine weiteren Untersuchungen gegeben hat,
scheinen MMP-2-Transkripte in diesen Lymphknoten nicht synthetisiert zu
werden.

In unseren Untersuchungen wurde MMP-2-mRNA vor allem in peritumordsen
Stromazellen aber auch in Tumorzellen exprimiert. Verschiedene Studien
haben unterschiedliche Aussagen zum Ort der MMP-2-Expression gemacht. Liu
et al. 2001 wiesen nach, dass MMP-2-mRNA sowohl von Tumor- als auch von
Stromazellen in oralen/oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen exprimiert
wurde. Weiterhin berichteten Kawata et al. 2002, dass MMP-2 (Protein) vor
allem in Tumorzellen exprimiert wurde. In einer Brustkrebs-Untersuchung
konnte die Expression von MMP-2-mRNA in Stromazellen nachgewiesen
werden. Das MMP-2-Protein wurde allerdings sowohl auf Stroma- als auch auf

Tumorzellmembranen detektiert. MMPs, die von Stromazellen sezerniert
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wurden, kdnnen demnach zur Tumorzellmembran gebracht werden (Polette et
al. 1994). Lokalisiert ist das Enzym in oralen/oropharyngealen
Plattenepithelkarzinomen innerhalb eines MMP-2/TIMP-2/MT1-MMP-
Komplexes an der Zellmembran der Tumorzelle (Thomas et al. 1999, Sorsa et
al. 2004). Auch Sutinen et al. 1998 konnten MMP-2-mRNA in Fibroblasten aber
nicht in Karzinomzellen nachweisen. MMP-2 (Protein) wiesen sie aber sowohl
im Stroma als auch in der peripheren Zellschicht neoplastischer Inseln nach.
Betrachtet man die eigenen Ergebnisse sowie die der genannten Studien
werden MMP-2-Transkripte sowie MMP-2 (Protein) sowohl in Tumorzellen als
auch in peritumordsen Stromazellen exprimiert. In den meisten Fallen scheint
dabei allerdings die Expression von mRNA in den Stromazellen einerseits und
die MMP-2-Protein-Expression in den Tumorzellen andererseits stattzufinden.
Nachdem MMP-2-mRNA vor allem in den Stromazellen synthetisiert worden ist,
wird es mdglicherweise in einem spateren Schritt als Protein vor allem an
Tumorzellen gebunden. Auch in den dysplastischen Epithelzellen scheint diese
Abfolge die haufigste zu sein. In den eigenen Untersuchungen konnten in
einigen Fallen im angrenzenden Stroma der dysplastischen Epithelzellen MMP-
2-Signale ermittelt werden. In den dysplastischen Epithelzellen war die
Expression sehr schwach. Sutinen et al. 1998 konnten ebenfalls nur in den
Stromazellen Transkripte feststellen. Jordan et al. 2004 wiesen Transkripte in
den Dysplasiezellen sowie MMP-2 als Protein sowohl in den Dysplasiezellen als
auch den angrenzenden Stromazellen nach.

In den eigenen Analysen konnten Transkripte vor allem in den perinodularen
Stromazellen der LK-Metastasen und weniger in den LK-Metastasen selber
nachgewiesen werden. Nur O-Charoenrat et al. 2001 wiesen in den LK-
Metastasen MMP-2 (Protein) nach. Es ist demnach sehr schwer, aufgrund der
geringen Datenmenge eine Tendenz bei der MMP-2-Expression in LK-
Metastasen und dem angrenzenden Stroma auszumachen. In den normalen
Epithelzellen wurde bisher in keiner Studie von einer Expression berichtet. Die
eigenen Ergebnisse — eine schwache bzw. mittlere mMRNA-Expression in den
angrenzenden Stromazellen weniger Falle — lassen vermuten, dass MMP-2
zunachst als Transkript in den Stromazellen vorhanden ist, bevor mogliche
Signale zu einem eventuell spateren Zeitpunkt in den Epithelzellen

nachgewiesen werden konnen.
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Hinsichtlich einer Korrelation der MMP-2-Expression mit klinisch pathologischen
Parametern gibt es in der Literatur unterschiedliche Daten. Ein Zusammenhang
zwischen der MMP-2-Expression und dem T-Stadium wurde in verschiedenen
Studien beschrieben (Dunne et al. 2003, Do et al. 2004, Gao et al. 2005). MMP-
2 wurde z.B. in T3- oder T4-Tumoren signifikant starker exprimiert als in T1-
oder T2-Tumoren (Kato et al. 2005). Auf der anderen Seite konnten Kawata et
al. 2002 keinen Zusammenhang zwischen der MMP-2-Expression und dem T-
Stadium aufzeigen. In den eigenen Untersuchungen konnten wir ebenfalls
keinen signifikanten Zusammenhang entdecken.

Auch in Bezug auf den Differenzierungsgrad gibt es in der Literatur
verschiedene Aussagen. Gao et al. 2005 konnten in seinen Untersuchungen
(40 Falle, Immunhistochemie, RT-PCR) einen Zusammenhang zwischen der
MMP-2-Expression und dem Differenzierungsgrad aufzeigen. Tang ZG et al.
2005 und O-Charoenrat et al. 2001 konnten dagegen keinen Zusammenhang
darstellen. Mit dem eigenen Untersuchungsmaterial konnte ebenfalls keine
Assoziation aufgezeigt werden.

Es ist auRerdem sehr wichtig, Parameter zur frihzeitigen Erkennung von
Metastasen zu finden. Werner et al. 2002 berichteten von einer Untersuchung,
bei der 25% der Patienten, bei denen keine LK-Metastasen klinisch erkennbar
waren, Mikrometastasen hatten. Ein Zusammenhang zwischen der MMP-2-
Expression und dem N-Stadium ist mehrfach beschrieben worden. In mehreren
Studien wurde gezeigt, dass MMP-2 héher exprimiert wurde, wenn eine LK-
Metastase vorlag (Shimada et al. 2000, Tokumaru et al. 2000, Liu et al. 2001,
O-Charoenrat et al. 2001, Kawata et al. 2002, Dunne et al. 2003, Liu et al.
2004, Do et al. 2004, Gao et al. 2005, Kato et al. 2005, Patel et al. 2005, de
Vicente et al. 2005). In den eigenen Untersuchungen konnte jedoch kein
Zusammenhang dargestellt werden.

Anderen Studien zufolge wurde MMP-2 in Tumorzellen bereits metastasierter
Tumoren starker exprimiert als in Tumorzellen nicht metastasierter Tumoren.
Deshalb wird MMP-2 eine besondere Funktion bei der Invasion des Tumors
zugeschrieben (Kusukawa et al. 1995, Gohji et al. 1998, Kawamata et al. 1998,
Dietz et al. 1999). Daraus ergibt sich die Hypothese, dass MMP-2 in
oralen/oropharyngealen Karzinomen mit aggressivem Tumorwachstum und

schlechter Prognose korelliert (Miyajima et al. 1995, Kawamata et al. 1997,
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Kawamata et al. 1998, Tokumaru et al. 2000). Hierin kdnnte ein Ansatzpunkt

liegen, eine sicherere Prognose bezuglich der Tumorprogression zu stellen.

5.3. Matrix-Metalloproteinase-3 (MMP-3)
MMP-3 (Stromelysin) spaltet Bestandteile des Zytoskeletts bzw. der EZM wie

z.B. das Zelladhasionsmolekul E-Cadherin. Dadurch wird die Zell-Zell-
Adhasionsfunktion unterdrickt, was die Tumorprogression begunstigt.
Weiterhin erhdht Beta6 (Untereinheit des alpha v beta6 Fibronektin Rezeptors)
die Zellmotilitdt und das Zellwachstum in oralen/oropharyngealen
Plattenepithelkarzinomen, verringert die Anordnung von Fibronektinmatrix und
stimuliert die Expression und Aktivierung von MMP-3 (Ramos et al. 2002).

Von den vorliegenden Fallen wurden mit der ISH 31 Falle hinsichtlich der MMP-
3-Expression untersucht. Unter den 31 untersuchten Fallen gab es 14 Falle, bei
denen eine LK-Metastase vorlag und 17 Falle, bei denen die untersuchten
Lymphknoten tumorfrei waren.

Insgesamt konnte nur eine sehr geringe Expression ermittelt werden. Nur in
sehr wenigen Fallen wurden im Plattenepithelkarzinom (3 Falle, 9%) und im
peritumordésen Stroma (2 Falle, 6%) Transkripte festgestellt. Bei den Ubrigen
Fallen konnte keine Expression nachgewiesen werden. Im normalen Epithel, in
der Dysplasie, in den LK-Metastasen, in den tumorfreien Lymphknoten sowie in
den jeweils angrenzenden Stromazellen wurde MMP-3 nicht exprimiert.

Auch wenn im eigenen Untersuchungsmaterial kaum Transkripte nachgewiesen
werden konnten, wurde in anderen Studien MMP-3 in oralen/oropharyngealen
Plattenepithelkarzinomen signifikant hoher exprimiert im Vergleich zu der
normalen Mukosa (O-Charoenrat et al. 2001, Baker et al. 2005). Birkedal-
Hansen et al. 2000 wiesen mit der RT-PCR MMP-3 in 20 (100%)
Patientenfallen nach. Auch Kusukawa et al. 1996 konnten bei 37 von 65 Fallen
(57%) MMP-3 immunhistochemisch in oralen/oropharyngealen Karzinomen
feststellen.

In den eigenen Untersuchungen gab es keine Ergebnisse, mit denen eine
statistische Auswertung hatte durchgefihrt werden konnen. Nur in sehr
wenigen Fallen kam es zu einer Expression (s.0.). Insofern konnte auch kein
Zusammenhang zwischen der MMP-3-Expression und klinisch pathologischen

Parametern dargestellt werden.
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Stimulation und Funktion von MMP-3

Fibroblast

.—@» @> ‘ —> Abbau der EZM
®

EZ Spaltung von EZ ’

E-Cadherin

©

A: Beta 6 stimuliert die MMP-3-Synthese in Fibroblasten

B: MMP-3 degradiert Bestandteile der EZM

C: MMP-3 spaltet u.a. Bestandteile des Zytoskeletts (E-Cadherin) und
hebt damit die Zelladh&sion auf

(Beta 6: Untereinheit des alpha v beta 6 Fibronektin Rezeptors;

EZM: Extrazellulare Matrix; EZ: Epithelzelle)

Von einer Beziehung zwischen der MMP-3-Expression und dem N-Stadium
berichteten Nagata et al. 2003. MMP-3 wurde starker in oralen/oropharyngealen
Plattenepithelkarzinomen exprimiert, bei denen eine LK-Metastase vorlag, im
Vergleich mit Karzinomen ohne LK-Metastasen. Auch in anderen Studien wurde
MMP-3 nicht nur in Verbindung mit dem N-Stadium, sondern auch mit dem
Tumorstadium und dem Invasionspotenzial gebracht (Muller et al. 1993,
Kusukawa et al. 1996). Ferner wurde von einer Korrelation zwischen der MMP-
3-Expression und dem T-Stadium sowie der Invasionstiefe berichtet (Kusukawa
et al. 1995). Ein Zusammenhang zwischen der MMP-3-Expression und dem
Differenzierungsgrad konnte aber nicht aufgezeigt werden (O-Charoenrat et al.
2001).

Da die eigenen Ergebnisse diesbezuglich nicht aussagekraftig genug waren,
konnten Ergebnisse anderer Studien weder bestatigt noch in Frage gestellt

werden.
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5.4. Emmprin

Unabhangig voneinander entdeckten verschiedene Labore Emmprin (CD147)
und benannten das Glykoprotein unterschiedlich: Basigin, HT7, OX-47, M6,
Neurothelin (Miyauchi et al. 1990, Seulberger et al. 1990, Fossum et al. 1991,
Kasinrerk et al. 1992, Schlosshauer et al. 1995). Das 58 kDa grole
Oberflachenglykoprotein  gehort  zur  Immunglobulinfamilie  und  konnte
ursprunglich aus der Plasmamembran von Tumorzellen isoliert werden (Biswas
et al. 1995). In der Regel wird Emmprin von Tumorzellen gebildet, wohingegen
MMPs von Stromazellen synthetisiert werden (Tang Y et al. 2004). Transkripte
von Emmprin wurden jedoch auch in Stromazellen von Ovarial- und
Mammakarzinomen detektiert (Dalberg et al. 2000, Davidson et al. 2003).
Emmprin ist an zahlreichen physiologischen Korperfunktionen beteiligt: Es
nimmt an immunologischen Zellinteraktionen teil (Koch et al. 1999, Cho et al.
2001), wirkt als Prozessvermittler bei Virusinteraktionen (Pushkarsky et al.
2001), vermittelt Zell-Zell-Interaktionen bei der Entwicklung des Nervensystems
(Fadool wu. Linser 1993), ist mitverantwortlich fur die Entwicklung und
Aufrechterhaltung der Blut-/Hirnschranke (Schlosshauer 1993, Sameshima et
al. 2003) und spielt eine wichtige Rolle bei der Fortpflanzung (Spermatogenese
und Befruchtung) (Igakura et al. 1998, Kuno et al. 1998).

Emmprin ist aullerdem an vielen pathophysiologischen und tumorbiologischen
Funktionen beteiligt. Emmprin erleichtert die Tumorzellmoatilitat durch seine anti-
adhasions- und motilitdtsverstarkenden Eigenschaften (Bordador et al. 2000).
Es spielt hochstwahrscheinlich eine zentrale Rolle beim Vorgang der
Metastasierung: Emmprin konnte bei den meisten Brustkrebsmikrometastasen,
die aus dem Knochenmark isoliert werden konnten, ohne dass eine Metastase
bekannt war, auf der Zelloberfliche nachgewiesen werden (Pantel u.
Brakenhoff 2004, Reimers et al. 2004).

Weiterhin steuert es - wenigstens zum Teil - die Wechselwirkung zwischen
Tumorzellen und Stromazellen (Tang Y et al. 2004). Humane
Brustkrebszelllinien (MDA-MB-436), die zur erhéhten Emmprin-Expression
gezuchtet wurden, teilen sich schneller und besitzen ein erhohtes
Invasionspotenzial (Zucker et al. 2001). Die Funktion von Emmprin ist eng an

seinen Glykosylierungszustand gekoppelt: Nur stark glykosylierte Molekule sind
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in der Lage, MMP-Synthese zu stimulieren (Guo et al. 1997, Sun u. Hemler
2001).

Emmprin ist fur die Stimulation der MMP-Synthese mitverantwortlich.
Transfektionierte Zellen oraler/oropharyngealer Karzinome, die vermehrt
Emmprin bilden, stimulieren die MMP-Expression von co-kultivierten
Fibroblasten, was fur die Tumorzellinvasion wichtig ist (Rosenthal et al. 2005).
Emmprin kann die Synthese vieler MMPs in Fibroblasten stimulieren: MMP-1, -
2, -3, -9, -14, -15, pro MMP-2-Aktivatoren, MT1- und MT2-MMP (Kataoka et al.
1993, Guo et al. 1997, Lim et al. 1998, Bordador et al. 2000, Sameshima et al.
2000, Kanekura et al. 2002, Tang Y et al. 2004). Auch stimuliert Emmprin die
MMP-Synthese in Endothelzellen. Diesen Einfluss auf die Angiogenese
bestatigte die Studie von Tang ZG et al. 2005, die zeigen konnte, dass
Emmprin aus Tumorzellen die Wechselwirkung von Tumor und Stroma
beeinflusst, indem es die VEGF- und die MMP-Expression stimuliert. Die
offensichtliche Folge der emmprinabhangigen MMP-2-Stimulation ist auRerdem
die MMP-2 abhangige Tumorzellinvasion (Sun u. Hemler 2001).

In Tumoren stimuliert Emmprin héchstwahrscheinlich die Expression von MMPs
in Stromazellen und Endothelzellen aber auch in Tumorzellen. Das geschieht
durch homophile Wechselwirkung zwischen Emmprinmolekilen und
benachbarten Zellen (Yan et al. 2005). Freies Emmprin Ubt seine Wirkung
parakrin auf Stromazellen aus, die sich in angrenzenden aber auch in
entfernteren Geweben befinden. Dadurch wird die Expression von MMPs und
auch die von Emmprin stimuliert (Autostimulation), was einen Beitrag zur
Angiogenese, zum Tumorwachstum und zur Metastasierung darstellt. Diese
Autostimulation wurde in der Studie nachgewiesen, bei der die Kultivierung von
Emmprin positiven Tumorzellen zusammen mit Fibroblasten zu einer
Stimulierung der Emmprin-, MMP-2- und MMP-9-Synthese fuhrte. Die Synthese
war emmprinabhangig. Damit konnte gezeigt werden, dass Emmprin seine
eigene Expression fordert. Zusatzlich fuhrt eine erhdhte MMP-Expression im
Tumorgewebe zur Spaltung von membranassoziiertem Emmprin und setzt es
dadurch frei. Dazu wurde ein Modell konstruiert, bei dem Emmprin einerseits
sich selbst durch einen Positiv-Feedback-Mechanismus Uber seinen

Gegenrezeptor in Fibroblasten kontrolliert und wo andererseits freies Emmprin
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einen Einfluss auf die Emmprin-Expression in den Fibroblasten ausubt (Tang Y
et al. 2004).

Emmprin
Tumor-Stroma Interaktionen (in Anlehnung an Tang Y et al. 2004)

©
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A: Emmprin wird u.a. von Tumorzellen synthetisiert

B: freies Emmprin bindet an Fibroblasten

C: Emmprin stimuliert die MMP-Synthese in Fibroblasten

D: MMP spaltet gebundenes Emmprin von Tumorzelle ab

E: MMP baut EZM ab

(E: Emmprin; MMP: Matrix-Metalloproteinase, EZM: Extrazellulare Matrix)

Zu den potenziellen Regulatoren, die Emmprin und sein MMP-
Aktivierungspotenzial beeinflussen, gehoéren u.a. Wachstumsfaktoren und
Hormone, der Grad der Glykosylierung und Membranabschnirung (membrane
shedding) (Gabison et al. 2005).

Der Mechanismus, der der Emmprinregulation zugrunde liegt, ist noch nicht
vollstandig geklart. Allerdings haben die meisten malignen wie benignen
Tumore, die haufig Emmprin synthetisieren, sehr oft erhohte EGFR-Werte
(epithelial  growth  factor receptor). Das trift auch far orale
Plattenepithelkarzinome zu (Bei 2001, Eriksen 2004, Vlachtsis 2005).

Eine weitere Glykosylierung und damit eine MMP-Induktion verhindert Caveolin-
1 (Tumorsuppressorprotein, integrales Membranprotein), indem es an schwach
glykosyliertes Emmprin andockt (Tang W u. Hemler 2004, Tang Y et al. 2004).
Funktionsblockierende  Antikorper  gegen Emmprin  verhindern in

Plattenepithelkarzinomen signifikant die Zellmigration an Tenascin-C und

82



Diskussion

Fibronektin genauso wie die Invasion durch eine rekonstruierte Basalmembran
(Bordador et al. 2000).

Die vorliegenden Patientenfalle wurden hinsichtlich der Emmprin-Expression
mit der Immunhistochemie (IHC) untersucht. Es wurden 89 Falle untersucht,
von denen 19 Falle eine LK-Metastase aufwiesen. In den folgenden Geweben
wurde Emmprin im eigenen Untersuchungsmaterial mit abnehmender Starke
exprimiert: Plattenepithelkarzinom, Plattenepitheldysplasie, normales
Plattenepithel und LK-Metastasen. Emmprin  wurde jeweils in den
Zellmembranen exprimiert. Dabei wurde gezeigt, dass die Expression innerhalb
des Epithels in der Basalzellschicht jeweils starker war als im Bereich der
Intermediar-/Superfizialzellen. In den letztgenannten Zellen wurde besonders im
Tumorepithel eine starke Expression nachgewiesen, wahrend im normalen
Epithel in erster Linie die Basalzellschicht die starkste Expression zeigte.
Bordador et al. (2000) wiesen nach, dass Emmprin in der Zellmembran in der
ganzen Lasion oraler/oropharyngealer Plattenepithelkarzinome exprimiert
wurde. Ein Anstieg der Expression vom normalen Epithel Uber die
dysplastischen Epithelzellen zum Tumorepithel lieR sich im eigenen
Untersuchungsgut insgesamt kaum feststellen. Nur etwa ein Drittel der Falle
(23) wiesen eine ansteigende Expression auf. Weiterhin wurde nur bei 20
Fallen (30%) in den Tumorzellen eine starkere Expression nachgewiesen als in
den normalen Epithelzellen. Der Unterschied zwischen Tumorepithel und
dysplastischem Epithel war noch geringer. Gerade einmal bei 7 Fallen (21%)
wurde im Tumorepithel eine starkere Expression nachgewiesen. Es konnte aber
die Tendenz gezeigt werden, das Emmprin bei den Fallen besonders stark in
den Tumorzellen exprimiert wurde, bei denen auch MMP-1 in den Tumorzellen
exprimiert wurde. Wahrend dieses fur eine gegenseitige Verstarkung der beiden
Proteine spricht, scheint Emmprin insgesamt nur ein Faktor unter vielen
anderen zu sein. Emmprin wurde zwar mit erhdhter Expression nachgewiesen,
jedoch waren quantitativ keine gro3en Unterschiede in den verschiedenen
Geweben zu erkennen. Auch in vielen anderen untersuchten Tumoren wurde
Emmprin erhoht exprimiert (Riethdorf S et al. 2006). Daher scheint Emmprin als
Marker in oralen/oropharyngealen Tumoren nicht aussagekraftiger zu sein als in

anderen Tumoren.

83



Diskussion

Emmprin wurde bei fast allen Fallen (82 Falle, 99%) in den Tumorzellen sowie
in den angrenzenden Stromazellen (84 Falle, 100%) nachgewiesen. Zum
gleichen Ergebnis kamen auch verschiedene Studien, die zeigen konnten, dass
Emmprin in Tumorepithelzellen verschiedener Tumorarten starker exprimiert
wurde als in normalen Epithelzellen (Ellis et al. 1989, Muraoka et al. 1993,
Polette et al. 1997, van den Oord et al. 1997, Kanekura et al. 2002). Auch
Bordador et al. 2000 wiesen u.a. mit der IHC erhdhte Expressionswerte von
Emmprin in oralen/oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen nach. Die
Ergebnisse ermittelten sie anhand von jeweils 6 Fallen mit
Plattenepithelkarzinomen bzw. normaler Mukosa. Laut dieser Studie erleichtert
Emmprin die Tumorzellmotilitat und vermittelt die Tenascin-C-Matrix Deposition.
Auch Vigneswaran et al. 2006 zeigten, dass die Emmprin-Expression in
primaren und metastasierten Tumorzellen deutlich hdher ist verglichen mit der
Expression in normalen Epithelzellen. Die Karzinomzellen zeigen eine starke
Zelloberflachenexpression von Emmprin.

Die Expression von Emmprin wurde im eigenen Untersuchungsmaterial in den
Karzinomzellen starker nachgewiesen als in den peritumordsen Stromazellen.
Wie oben bereits erwahnt, beschrieben auch Tang Y et al. 2004, dass Emmprin
in den meisten Fallen in Tumorzellen starker exprimiert wird als in den
benachbarten Stromazellen.

Zusatzlich zu den vergleichbaren Ergebnissen in anderen Studien, konnte
aullerdem eine hohere Expression im peritumordsen Stroma verglichen mit
dem Stroma des normalen Epithels ermittelt werden.

In den dysplastischen Epithelzellen konnte in allen Fallen (34) eine etwa gleich
starke Emmprin-Expression wie in den Karzinomzellen nachgewiesen werden.
Auch Vigneswaran et al. 2006 konnten zeigen, dass die Emmprin-Expression in
pramalignen Zellen starker ist als in normalen Epithelzellen. Daher vermuteten
sie, dass die Emmprin-Expression eine Rolle in der frihen Tumorentwicklung
spielt. Ferner stellten sie fest, dass in pramalignen Zellen und in
Plattenepithelkarzinomen sowohl hoch als auch niedrig glykosylierte Formen
von Emmprin vorliegen. Die Freisetzung von Emmprin erfolgt ihren
Untersuchungen nach aber nur von Karzinomzellen und nicht von pramalignen

Zellen.
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Diskussion

In den normalen Epithelzellen wurde Emmprin in fast allen Fallen (67 Falle,
99%) exprimiert. Es wurde aber eine etwas schwachere Expression als in den
Plattenepithelkarzinomen und den Plattenepitheldysplasien nachgewiesen.
Dieses Ergebnis entspricht den Resultaten der bereits genannten Studien (Ellis
et al. 1989, Muraoka et al. 1993, Polette et al. 1997, van den Oord et al. 1997,
Kanekura et al. 2002, Vigneswaran et al. 2006).

Die Expression war im Stroma in den meisten Fallen (47 Falle, 72%) zwar
schwach, dennoch konnte bei einigen Fallen eine mittelstarke Expression
nachgewiesen werden. Unter den Fallen mit mittelstarker Emmprin-Expression
(17 Falle) in den Stromazellen des normalen Epithels gab es mehr Falle (4
Falle, 24%) mit erhohter MMP-1-Expression (mittelstark/stark) (IHC) ebenfalls
im Stroma des normalen Epithels im Vergleich zu den Fallen mit schwacher
bzw. ohne Emmprin-Expression (1 Fall, 2%). Im Stroma der normalen
Schleimhaut konnte also eine leichte Tendenz ausgemacht werden: Je mehr
Falle mit erhdhter Emmprin-Expression auftraten, desto mehr Falle traten auch
mit erhohter MMP-1-Expression auf. Eine Gesetzmaligkeit lasst sich hieraus
jedoch noch nicht ableiten. Immerhin lasst sich aber aufgrund dieses
Ergebnisses vermuten, dass Emmprin die Synthese von MMP-1 stimuliert
(Biswas 1995, Guo 1997, Lim 1998).

Emmprin wurde zwar in fast allen LK-Metastasen (18 Falle, 95%) exprimiert, es
wurde aber eine schwachere Expression als im normalen Plattenepithel
nachgewiesen. Vigneswaran et al. 2006 berichteten dagegen neben einer
starken Emmprin-Expression in den Karzinomzellen der Primartumoren auch
von einer starken Expression in den metastasierten Karzinomzellen. Ebenso
wiesen sie in metastasierten Karzinomzellen eine erhohte Expression im
Vergleich zu normalen Epithelzellen nach. Daher vermuteten sie, dass die
erhohte Emmprin-Expression eine Rolle in der fruhen Tumorentwicklung spielt.

Aufgrund der eigenen Ergebnisse kann diese Vermutung nicht gestitzt werden.
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Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Die Fahigkeit von Tumoren, das umliegende Gewebe zu infiltrieren und
Metastasen zu bilden, ist ein Merkmal malignen Zellwachstums. Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) nehmen beim Prozess der Invasion und
Metastasierung wahrscheinlich eine Schlusselrolle ein. Die Expression der
MMPs wird zum Teil durch das Glykoprotein Emmprin (extracellular matrix
metalloproteinase inducer) stimuliert. In oralen/oropharyngealen Karzinomen
konnte in verschiedenen Studien eine erhdhte Expression dieser Proteine
nachgewiesen werden. Vergleichende Analysen unter Einbeziehung der
angrenzenden Schleimhaut und Lymphknoten mit und ohne Metastasen fehlen
jedoch. Von insgesamt 89 Fallen mit oralen/oropharyngealen Karzinomen
wurde daher die Expression von MMP-1, -2, -3 und EMMPRIN mittels
Immunhistochemie (IHC) und RNA-RNA-in situ-Hybridisierung (ISH) in den
oben genannten Geweben untersucht. MMP-1 konnte sowohl mit der IHC als
auch mit der ISH in epithelial differenzierten Zellen (besonders Tumorzellen)
und in  Stromazellen nachgewiesen werden. Wahrend mit der
immunhistochemischen Methode eine etwas starkere Expression ermittelt
wurde, zeigte sich insgesamt ein sehr heterogenes Expressionsmuster. Da die
MMP-1-Transkripte (ISH) fast nur im Karzinom nachgewiesen wurden, wird die
Expression hier vermutlich angeschaltet. MMP-2-Transkripte wurden vor allem
im peritumordsen Stroma, zum Teil aber auch im Stroma der LK-Metastasen
nachgewiesen. Auch hier konnte kein einheitliches Expressionsmuster ermittelt
werden, jedoch bei fast allen Fallen eine Zunahme der Expression von der
tumorfreien Schleimhaut zum Karzinom hin. MMP-3 wurde nur in wenigen
Karzinomen exprimiert. Emmprin wurde sowohl in den epithelial differenzierten
Zellen als auch in den Stromazellen haufig stark exprimiert. In nur 34% der
Falle konnte ein Anstieg der Expression von der tumorfreien Schleimhaut tber
die Schleimhaut mit Dysplasien zum Karzinom nachgewiesen werden.
Bezuglich einer Abhangigkeit von klinisch und/oder pathologischen Parametern

wurden bei keinem Protein signifikante Unterschiede in der Expression ermittelt.

Eine wichtige Aufgabe fiur die Zukunft ist es, die Erforschung des
Tumorverhaltens beziglich des Einflusses dieser Proteine wie auch anderer

Marker zu intensivieren.
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