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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das orale Plattenepithelkarzinom (OSCC) ist der haufigste maligne Tumor der
Mundhohle. Die aktuell zur Verfigung stehenden Therapieoptionen zeigen nur
unzureichende Erfolge, so dass die Suche nach neuen therapeutischen
Ansatzen von hohem klinischem Interesse ist. Die im Rahmen der
Tumorinvasion stattfindende Reorganisation der extrazellularen Matrix
(stromales  Remodelling) ist mit einer Reexpression onkofetaler
Matrixproteinvarianten  verbunden. Laminine als bedeutende Gruppe
nichtkollagener Glykoproteine der extrazellularen Matrix (ECM) existieren in 16
verschiedenen Isoformen, welche durch alternativen Zusammenbau der
unterschiedlichen a, f und y — Ketten entstehen. Im OSCC kommt es zu
deutlichen Veranderungen in der Expression der Lamininisoformen verglichen
mit normaler Mundschleimhaut insbesondere in epithelialen Tumorzellen und in
Basalmembranstrukturen. Hierbei besteht eine klare Assoziation zum malignen
Potential des Tumors. Die Bedeutung der Expression und extrazellularen
Deposition einzelner Lamininketten fur die stromale Reorganisation im Bereich
der Tumorinvasionszone und Prozesse der Angiogenese ist aktuell nicht
hinreichend verstanden. Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb eine
detaillierte qualitative und semiquantitative Analyse der Expression und
extrazellularen Deposition der funktionell bedeutsamen Lamininketten a2, a3,
o4, ad5, B2, B3 und y2 im Stroma und in der Umgebung neu gebildeter
Tumorgefalde der Invasionsfront des OSCC im Vergleich zu normaler und
hyperplastischer = Mundschleimhaut. Fur die Untersuchungen stand
kryokonserviertes Gewebematerial von 41 oralen Plattenepithelkarzinomen
unterschiedlichen Malignitatsgrades (9xG1, 24xG2, 8xG3), 2 Praparaten
normaler und 11 Praparaten hyperplastischer Mundschleimhaut zur Verfiagung.
Es erfolgten semiquantitative  immunhistochemische  Analysen der
Lamininketten sowie von a—glattmuskularem Aktin (aSMA). Die Ergebnisse
wurden auf ihre Beziehungen zu Malignitatsgrad und Ausmaly der aSMA-
Positivitat Uberpruft. Die Detektion der GefalRpositivitat fur die Lamininketten o3,

o4, a5 und y2 erfolgte durch Immunfluoreszenzdoppelmarkierung mit dem
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Endothelzellmarker CD 31. Zur Beleuchtung der Frage nach dem Syntheseort
bestimmter Lamininketten wurde eine Mikrodissektion zur Isolierung von
Tumor— und Stromaarealen mit anschlieBender RT-PCR durchgefuhrt. Im
Ergebnis der durchgefiuhrten Untersuchungen zeigt sich fur die Laminin — a2 —
kette eine signifikante Abnahme ihrer stromalen Depositionen mit steigendem
Malignitatsgrad. Fur die stromalen Depositionen der Lamininketten a3, a4, a5,
B2, B3 und y2 sowie fur die stromale aSMA-Positivitdt konnte eine klare
Zunahme mit steigendem Malignitatsgrad beobachtet werden. Das Ausmal} der
stromalen Depositionen fur die Lamininketten o3, a4, B3 und y2 zeigt eine
deutliche positive Korrelation zur stromalen aSMA-Positivitat. Im Hinblick auf
die Gefalpositivitat konnte flr die Lamininkette a3 eine signifikante Abnahme
mit steigendem Malignitatsgrad dargestellt werden. Nach RT-PCR fir die
Lamininketten o3, a4, a5 und y2 konnte in den durch Mikrodissektion isolierten
Gewebeproben von Tumor— und Stromaarealen innerhalb der Invasionsfront
eines reprasentativen OSCC—-Praparates (G2) eine mRNA-Expression sowohl
im Tumor als auch im Stroma der Invasionsfront demonstriert werden. Die
Progression des OSCC ist mit einer Steigerung der stromalen Expression und
Deposition verschiedener Lamininketten im Rahmen der Aktivierung des
Karzinomstromas und der Myofibroblastenkonversion verbunden. Das Laminin—
Matrix—-Remodelling leistet moglicherweise einen Beitrag zur Formierung eines
migrationsfordernden Tumorstromas. Die stromalen Depositionen der Laminin —
a3 — Kkette konnen als Phanomen der frihen Fibroblastenaktivierung
interpretiert werden, eine Abnahme dieser Lamininkette in vaskularen
Strukturen ist mit einem steigenden Malignitatsgrad assoziiert. Fur die Laminin
— a4 — kette zeigt sich eine malignitatsgradabhangige Modifikation der
epithelialen Basalmembran und eine stromale Deposition als Ausdruck einer
zunehmenden Stromaaktivierung. Daruber hinaus ist diese Lamininkette als
dignitatsunabhangiger Marker endothelialer Basalmembranen vorzuschlagen.
Die vaskulare Detektierbarkeit der Laminin — y2 — kette scheint ein initiales
Phanomen der Neoangiogenese im OSCC darzustellen. Auch das
Stromakompartiment ist an einer aktiven Synthese der Lamininketten a3, a4,

a5 und y2 im Bereich der Tumorinvasionsfront des OSCC beteiligt.
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2 Einleitung

2.1. Das orale Plattenepithelkarzinom (OSCC)

Das orale Plattenepithelkarzinom ist der am haufigsten vorkommende boésartige
Tumor der Mundhohle. Das Plattenepithel ist histologisch am eosinophilen
Zytoplasma in der Tumorinvasionsfront zu erkennen und zeigt oft eine
Verhornung. Hochdifferenzierte Formen bilden zwiebelschalenférmige
Hornkugeln. Bezogen auf die Gesamtheit der malignen Tumoren stellt diese
Tumorentitat mit etwa 5% jedoch nur einen geringen Anteil dar. Dennoch
zahlen orale Tumoren zu den 20 haufigsten Krebstodesursachen in
Deutschland (Jordan and Daley 1997). Manner erkranken deutlich haufiger am
OSCC als Frauen, eine besondere Prasenz zeigt sich im 6. und 7.
Lebensjahrzehnt. In den letzten Jahren stieg die Inzidenz weiterhin an.
Insbesondere bei jungeren Mannern tritt diese Form der tumordsen Erkrankung
gehaufter auf (Blot et al. 1994). Es gibt deutliche Unterschiede im Hinblick auf
die Inzidenz des OSCC zwischen den europaischen Industrielandern und den
USA auf der einen, und entwicklungsschwacheren Staaten auf der anderen
Seite, wo ein signifikant vermehrtes Auftreten der Erkrankung beschrieben ist
(Jovanovic et al. 1993; Weir et al. 1987). Am haufigsten kommt das orale
Plattenepithelkarzinom im sidasiatischen Raum, vor allem in China, Indien und
auf der Arabischen Halbinsel vor. Dies wird unter anderem mit dem Kauen der
Betelnuss erklart, welches als einer der Risikofaktoren bekannt ist. Getrocknete
Schalen der Nuss, sowie getrocknete und frische Betelnlsse werden in diesen
Regionen zum Kauen genutzt, was zusammen mit auffalligen Mundlasionen
pathogenetische Veranderungen wie eine orale submukose Fibrose zur Folge
haben kann. Auch der Genuss von Shammah, einem traditionell arabischen
Tabak, zeigt eine signifikante Assoziation mit dysplastischen Veranderungen
der Mundschleimhaut, welche dosisabhangig zu sein scheint (Kok et al. 2007;
Scheifele et al. 2007). Weitere nachgewiesene Risikofaktoren sind der Alkohol—
und Tabakkonsum (Miller et al. 1974). Vor allem bei der Kombination beider
Faktoren entsteht ein mindestens zweifach hoheres Risiko einer malignen

Entartung. Sowohl die Menge als auch das Konsumieren mehrerer Tabakarten
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potenzieren die Wirkung auf die Schleimhaut der Mundhdhle (Howaldt et al.
2000). Eine genetische Komponente ist nicht ausgeschlossen, aber
unvollstandig geklart. Es werden auch virale Infektionen mit Subtypen des
humanen Papillomavirus als tumorinduzierender Faktor diskutiert (Tsantoulis et
al. 2007). Im Rahmen einer Autoimmunerkrankung mit T — Lymphozytendefekt
zeigt sich durch Besiedlung von Candida albicans eine chronische Mukositis
(Schleimhautentziindung) und weitere Veranderungen bis zum OSCC
(Rautemaa et al. 2007). Oft beschrieben sind Zahnfleischentzindungen,
Kariesvorkommen und unzureichende Mund - wund Zahnpflege als
begunstigende EinflussgroRen fur die Entstehung des OSCC. Dabei spielt der
Speichel und dessen mikrobiologische Flora eine wichtige Rolle, so entstehen
zum Beispiel bei Auftreten von Streptococcus viridans und S. salivarius durch
enzymatischen Abbau vermehrt Acetaldehyde, welche prokanzerogen wirken
konnen (Kurkivuori et al. 2007). Meist ist das orale Plattenepithelkarzinom an
der Unterlippe, im Bereich des Zahnfleisches des Unterkiefers oder am
Mundboden lokalisiert. Eine vergleichsweise gute Prognose zeigt sich bei
jungeren Betroffenen, die Tumordifferenzierung ist dahingehend von geringerer
Bedeutung. Als prognostisch entscheidend konnte das Stadium der Erkrankung
zum Zeitpunkt der Diagnose identifiziert werden (Oliver et al. 1996). Momentan
liegt die 5— Jahresuberlebensrate bei etwa 50% (Howaldt et al. 2000).

Die Therapie des OSCC besteht aus chirurgischen, radiologischen und
chemotherapeutischen MaRnahmen. Anzustreben ist jedoch besonders die
vollstandige sowohl makroskopisch als auch mikroskopische Resektion des
Tumors. Im Bereich der Mundhohle ist dieses Vorgehen durch Lokalisation und
Ausbreitung des Tumors meist nicht moglich. Deswegen werden verschiedene
Therapiekonzepte in  Kombination angewendet: die neoadjuvante
Chemotherapie vor und nach Resektion, Radiotherapie pra —und postoperativ
und Immunotherapie (DOSAK 1995). Ein zufriedenstellendes Therapiekonzept
ist bis heute nicht gefunden. Auch die Uberlebensraten haben sich in den
letzten zwanzig Jahren nur unwesentlich verbessert (Platz 1986).

Als Prakanzerosen des OSCC gelten die Leukoplakie und Erythroplakie, wobei
die Erythroplakie weitaus seltener vorkommt. Die Leukoplakie ist mit einem

weillen, nicht wegwischbaren Saum der Mundschleimhaut beschrieben.
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Histologische Charakteristika sind Hyperkeratosen in Verbindung mit
Epithelhyperplasien. Bei der Erythroplakie zeigt sich eine meist hochgradige
Dysplasie des Epithels. Weiterhin ist das Risiko der Entartung hier wesentlich
hoher (Burkhardt 1996; Thorup et al. 1998).

Aufgrund der beschriebenen limitierten Response des OSCC auf die aktuell zur
Verfligung stehenden Therapieoptionen, ist die Suche nach neuen
therapeutischen Ansatzen dringend erforderlich. Die im Rahmen der
Tumorinvasion stattfindende Reorganisation der extrazellularen Matrix
(stromales Remodelling, siehe folgende Kapitel) ist mit einer Reexpression
onkofetaler Proteinvarianten verbunden. Die genaue Analyse dieser
Veranderungen im Tumorgewebe kann grundlegende Erkenntnisse zur
Entwicklung innovativer Therapiestrategien, wie z.B. der AntikOrper—basierten
Medikamentenapplikation, hervorbringen. Aus diesem Grund soll in der
folgenden Arbeit Uber die detaillierte Untersuchung der stromalen
Veranderungen von Lamininketten mit funktioneller Bedeutung fur die

Tumorbiologie berichtet werden.

2.2. Die extrazellulare Matrix (ECM)

2.2.1. Definition und Aufbau

Die extrazellulare Matrix organisiert sich als ein die Zellen umgebendes
Netzwerk im Interzellularraum und ist ein bedeutender Teil des Gewebes. Sie
bestimmt biophysikalische Eigenschaften und steuert biophysiologische
Ablaufe. Je nach Eigenschaft und Funktion eines Gewebes unterscheiden sich
chemische Zusammensetzung, Struktur und Funktion der ECM. Die Matrix und
deren Bestandteile werden von Mesenchymzellen synthetisiert. An der
Produktion von Basalmembranbestandteilen sind auch Epithel- und
Endothelzellen beteiligt. Die wasserhaltige Grundsubstanz und die
Faserproteine sind die Hauptkomponenten der extrazellularen Matrix. Die
Grundsubstanz  setzt sich unter anderem aus Proteoglykanen,
Plasmaproteinen, Hyaluronsdure zusammen. Die Funktion ist ahnlich einer
semipermeablen Membran und zeigt Filtereigenschaften auf. Die

Grundsubstanz ist von besonderer Bedeutung fir den Ablauf von
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Diffusionsvorgangen. So ist sie durchlassig fur Substanzen wie Nahrstoffe,
Wachstumsfaktoren oder Abbauprodukte des Zellstoffwechsels, jedoch nicht fir
Makromolekule und andere korpuskulare Bestandteile. Die Faserproteine
bestehen aus fibrillaren Polypeptiden, die die Grundsubstanz gerUstartig
durchziehen. Dazu gehoren Elastin und Kollagene als strukturgebende Proteine
auf der einen und Adhasionsmoleklle, wie Laminine, Fibronektin oder die
Tenascine auf der anderen Seite. Die Faserproteine sind in Struktureinheiten
untergliedert. Fibronektin und Tenascin wurden in den vergangenen Jahren
intensiv untersucht und haben eine regulierende Bedeutung fur Adhasion und
Migration von  Zellen bei  physiologischen und  pathologischen
Gewebsumbauprozessen wie Wundheilung oder Karzinogenese (Borsi et al.
1992; Beaulieu 1997; Carnemola et al. 1999).

2.2.2 Funktion und Bedeutung

Die extrazellulare Matrix (ECM) reguliert vielseitige biologische Ablaufe wie
Differenzierung, Organogenese und Regeneration. Genauer benotigen Zellen
die ECM als Leitschiene zur Migration und sie dient der Adharenz in Geweben.
Aulerdem gilt die extrazellulare Matrix auch als Stitzeinrichtung und beteiligt
sich an der Struktur der jeweiligen Zellverbande. Die umfangreichen Aufgaben
konnen durch eine organisierte Struktur gewahrleistet werden. Die ECM ist am
Informationsfluss zwischen einzelnen Zellen in Bezug zu deren Umgebung
beteiligt und hat somit eine Bedeutung fir die Regulation der Zellfunktionen
(Schwarzbauer and Sechler 1999). Die Matrix ist als Strukturgerist definiert,
aber in dieser Funktion keineswegs als statisch zu verstehen. Sie ist durch
verschiedene Ablaufe wie Abbau, Neubildung und Umbau variabel gestaltet. In
der Embryogenese reguliert die extrazellulare Matrix Uber Zell-Zell-Kontakte
die wechselseitige Beeinflussung verschiedener Zelltypen. So kdénnen die
Entwicklung neuer Zellpopulationen und strukturelle Veranderungen, welche
eine Voraussetzung fur die Reifung von Geweben sind, verwirklicht werden. In
diesem Zusammenhang wurde eine Vielzahl regulatorisch aktiver
Matrixproteine beschrieben (Kosmehl et al. 1996).

Diese Prozesse finden nicht nur in unreifem Gewebe sondern auch im adulten

Organismus statt. Hier zeichnen sich die sogenannten Zell — Matrix —
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Interaktionen  durch  regulierende  Beeinflussung von  Proliferation
(Gewebevermehrung) und Differenzierung (Spezialisierung) aus (Bissell et al.
1982). Die extrazellulare Matrix gestaltet sich bei vollstandig differenzierten
Zellen eines reifen Gewebes in einer komplexeren Form (Kosmehl et al. 1996),
ubernimmt aber auch hier einerseits Schutz- und Stutzfunktionen und bildet die
Epithelbarriere und stellt andererseits die Grundlage fur die Migration von
Zellen im Gewebe dar. Die Interaktion zwischen Zellen und ECM erfolgt im
Wesentlichen Uber spezifische Rezeptoren auf der Zelloberflache. Diese
sogenannten Integrine sind heterodimere Glykoproteine, welche aus einer o —
und einer B — Untereinheit bestehen. Die Untereinheiten sind nicht-kovalent
miteinander verbunden (Ruoslahti 1991). Insgesamt sind 18 o — und 8 B —
Untereinheiten bekannt, die durch unterschiedliche Zusammensetzung
zahlreiche Integrin—Varianten hervorbringen (Sheppard 1998). Die Rezeptoren
sind Uber eine zytoplasmatische Domane mit Aktin — oder Intermediarfilamente
verbunden. Zu den Aufgaben dieser Transmembranrezeptoren zahlen die
Anbindung des Zytoskeletts an umgebende Zellen und die Verankerung der
Zellen. AuRerdem besitzen Integrine eine Bindungsfahigkeit fur die
beschriebenen Adhasionsproteine, zum Beispiel Kollagene, Fibronektine und
Laminine, wodurch Signale der ECM in die Zelle hinein vermittelt werden
kdnnen (Roskelley et al. 1994).

2.2.3. Basalmembran

Die Basalmembran (BM) besitzt eine besondere Bedeutung als spezialisierte
Organisationsform der ECM. Diese dichte, etwa 50-100 nm dicke Struktur
erscheint im Lichtmikroskop als Membran und grenzt alle Epithelien,
Endothelien und auch Gliazellverbande gegeniber dem bindegewebigen
Stroma ab. Auch bei Fett— und Muskelzellen kommt eine Basalmembran vor,
die die Zellen nach auf3en umgibt. Im Allgemeinen besteht die Basalmembran
aus verschiedenen Kollagen — Typen, Lamininen, Proteoglykanen und Kalzium
— bindenden Proteinen sowie einigen Anheftungsproteinen. Nur im
elektronenmikroskopischen Bild kénnen mehrere Schichten unterschieden
werden: eine direkt an der Zytoplasmamembran der Basalzellen angrenzende

Lamina rara, eine etwas dicker erscheinende Lamina densa und eine auflere

10



Einleitung

Lamina fibroreticularis, welche an das umgebende Stroma grenzt. Die Lamina
fibroreticularis stellt ein Geflecht aus Kollagenfibrillen dar, die als retikulare
Fasern erscheinen. Diese Zone =zeigt sich an unterschiedlichen Orten
vielgestaltig (Ghadially 1997). Zu Beginn der Embryogenese ist die
Basalmembran an Zellphanotypisierung und Ausbildung von Gewebsstrukturen
mitwirkend. Als Diffusionsbarriere hat die Basalmembran auch Aufgaben
mechanischer Art. Da die Basalmembran aus Proteoglykanen besteht, tragt die
Struktur Negativladungen, womit andere negativ geladene Makromolekile
zurlckgehalten werden. Aufierdem ist sie an komplexen Prozessen wie
Wundheilung und Regeneration beteiligt (Engvall 1995; Timpl 1996).

Der Basalmembran gehoéren zwei wesentliche Strukturen an, die jeweils eine
Art dreidimensionales Netz ergeben. Dies sind zum einen das Kollagen Typ IV
— Netz, dessen Molekule untereinander kovalent verbunden sind, zum anderen
das Laminin — Netz, welches von Molekul zu Molekdl nicht — kovalent verknupft
ist. Der Zusammenhalt beider Netze wird durch Proteine wie Nidogen/Entactin
gewahrleistet. Das Kollagen Typ IV — Netz ist in seiner Grundstruktur als stabil
beschrieben, wobei das Laminin — Netz als eher dynamisch und flexibel gilt.
Weitere Bestandteile kommen neben den schon beschriebenen Proteinen in
der Basalmembran vor, z.B. Heparansulfatproteoglykane oder Kollagen Typ
XV (Engvall 1995; Timpl 1996). Die Funktionen der Basalmembran wurden
bereits genannt, jedoch soll ihre Aufgabe bei der Verbindung von Basalzellen
zur ECM erklart werden. Diese Verknupfung wird durch bestimmte Zell — Matrix
— Kontakt — Strukturen, die Hemidesmosomen, verwirklicht. Hemidesmosomen
sind transmembrands lokalisierte Multiproteinkomplexe der epithelialen
Basalzellen, die zusammen mit den Ankerfilamenten der Basalmembran den
epithelialen Adhasionskomplex bilden. Zu den Ankerfilamenten gehoért als
wichtiges Strukturprotein das Laminin 332 (LM 332, LM 5) (Tosios et al. 1998).
Ein bekannter Baustein der Hemidesmosomen ist das Integrin o634 (Carter et
al. 1990; Downer et al. 1993). Das beschriebene Integrin kann LM 332
erkennen und ist somit bedeutend fur die Interaktion zwischen Epithelzellen und
extrazellularer Matrix (Baker et al. 1996). Damit findet eine SignalUbertragung
von der Matrix ins Zellinnere statt, die dem Laminin als funktionellen

Glykoprotein zugeschrieben werden kann. Die Basalmembran hat des Weiteren
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Einfluss auf das Zellverhalten, indem sie Reparations— und
Regenerationsvorgange moduliert und Anheftung einer Zelle, Migration,
Zellneubildung und Differenzierung sowie den Apoptosevorgang bestimmt
(Haralson 1993; Hynes 1987; Relan and Schuger 1999).

2.2.4. Tumorinvasion: Tumorzellmobilisierung, Matrixdegradation und

Neusynthese einer provisorischen extrazellularen Matrix (pECM)

Die Tumorinvasion — auch infiltratives Wachstum - ist eine wichtige
Voraussetzung flr die Fahigkeit eines malignen Tumors, Metastasen zu bilden.
In einem ersten Schritt missen epitheliale Tumorzellen die unter dem Epithel
gelegenen Basalmembranstrukturen durchbrechen, um sich dann im darunter
liegenden Bindegewebe destruierend auszubreiten. Im Rahmen dieses
Vorganges kann es nun zu einem Eindringen in Blut— oder Lymphgefalie
kommen, was eine hamatogene und/oder lymphogene Metastasierung zur
Folge haben kann. Die Invasionsfront ist der Bereich im Gewebe, an dem
invadierende Tumorzellen und extrazellulare Matrixstrukturen aufeinander
treffen und miteinander in Interaktion treten. Dies lasst sich in mehrere Schritte
gliedern, wobei die Zerstérung interzellularer Kontakte und der Abbau der
vorbestehenden extrazellularen Matrix sowie Ersatz dieser durch eine
sogenannte provisorische Matrix als vorbereitend fur die Fahigkeit zur aktiven
Tumorzellbewegung anzusehen sind.

Im ersten Schritt der Losldsung von Tumorzellen aus dem Tumorzellverband
spielt der Verlust von interzellularen Haftstrukturen eine wichtige Rolle. So
kommt es uber eine verminderte Expression des interzellularen epithelialen
Bindungsproteins E—Cadherin zur Aufldsung der Zonulae adhaerentes und
auch der Fasciae adherentes. Diese Expressionsverminderung hat ihre
Ursache entweder in einem entsprechenden Allelverlust oder einer Mutation.
Auch Uber den Phosphorylierungszustand des E—Cadherin—Molekuls, welcher
uber Protein—Tyrosin—Kinasen reguliert werden kann, ist eine Beeinflussung
dieser Zell-Zell-Kontakte mdglich. Nicht nur Interaktionen zwischen Zellen
sondern auch sogenannte Zell-Matrix—Adhasionen werden im Rahmen der
Tumorinvasion verandert. Hierbei sind vor allem die sogenannten Integrine von

Bedeutung, welche in Karzinomen eine deutliche veranderte Expression
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verglichen mit den jeweiligen gesunden Ausgangsgeweben zeigen (Meyer und
Hart 1998) und dadurch nicht nur die Zellgestalt modifizieren kbnnen sondern
auch Prozesse wie Zelladhasion und —beweglichkeit beeinflussen. Fur das
orale Plattenepithelkarzinom wurden die Anderungen in der Integrinexpression
im Vergleich zur normalen, gesunden Mundschleimhaut im Detail untersucht
(Kosmehl et al. 1995; Thomas et al. 1997).

Parallel dazu missen vorbestehenden extrazellulare Matrixstrukturen aufgelost
und durch die sogenannte provisorische Matrix ersetzt werden, damit
Tumorzellen in das im Bereich der Invasionsfront angrenzende Bindegewebe
eindringen kénnen. Das Auflésen von extrazellularen Matrixstrukturen erfolgt
durch eine enzymatische Degradation, welche im Wesentlichen durch in
Tumor— oder auch Stromazellen gebildete Proteasen realisiert wird (Pyke et al.
1992; Davidson et al. 1999). Als wichtige Vertreter solcher eiweillabbauenden
Enzyme sind neben Hyaluronidasen, Proteoglykanasen, Kathepsinen oder der
Urokinase vor allem die zink—abhangigen Matrixmetalloproteasen (MMPs) zu
nennen. Diese kdnnen in sezernierter Form vorliegen oder aber auch als MMPs
vom Membrantyp in der Zellmembran verankert sein (MT-MMPs) (Thomas et
al. 1999). Als Substrate der MMPs sind — je nach Subtyp der Protease —
Komponenten von Basalmembran oder interstitiellem Raum anzufihren. Dies
sind z.B. Kollagene (Kollagenasen), Laminine und Fibronektine, aber auch Zell-
Zell-Kontakt vermittelnde Molekule wie Cadherine oder verschiedene Integrine
(Kahari and Saarialho-Kere 1997; Ray and Stetler-Stevenson 1995).
Matrixmetalloproteasen existieren initial als inaktive Proenzyme. Die Aktivierung
erfolgt durch andere Proteasen, sogenannten Aktivatoren, oder durch
autokatalytische = Vorgange. Auch eine  Aktivitatsregulation  durch
Enzymhemmung spielt eine wichtige Rolle. Diese wird insbesondere durch die
sogenannten tissue inhibitors of MMPs (TIMPs), von denen mehrere Isoformen
bekannt sind, realisiert, indem sie in der Lage sind, relativ spezifisch
verschiedene MMP-Typen zu hemmen. Auf diese Weise kann enzymatischer
Eiweisabbau gehemmt werden, wodurch invasiven/infiltrativen Vorgangen
entgegengewirkt werden kann. Aktuell sind 4 TIMP-Typen bekannt, welche
entsprechend TIMP-1 bis —4 genannt werden (Powell and Matrisian 1996).

MMPs und TIMPs sowie andere Proteasen, welche bei der Tumorinvasion eine
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Rolle spielen, sind sowohl unter pathologischen Bedingungen als auch bei
verschiedensten physiologischen Prozessen des Gewebeumbaus von
wesentlicher Bedeutung. Hier sind Vorgange wie Wundheilung oder
Entzindung sowie verschiedene Formen degenerativer Erkrankungen
beispielhaft zu nennen (Seiki et al. 1999). Die Bedeutung der MMPs fur die
Tumorentwicklung konnte in zahlreichen Untersuchungen an verschiedenen
Tumorentitaten, unter anderem auch fiur das orale Plattenepithelkarzinom
(OSCC), dadurch belegt werden, dass die Expression verschiedener MMP-
Subtypen zum Grad der Metastasierung und auch zum invasiven Potential
positiv korreliert (Kleiner and Stetler-Stevenson 1999; Powell et al. 1993; Gilles
et al. 1996; Kurahara et al. 1999). Der Beitrag zu Invasivitat und
Metastasierungspotential im OSCC wird dabei unter anderem durch die
Fahigkeit der MMPs zur proteolytischen Degradation von Bestandteilen der
epithelialen Basalmembran realisiert. Damit ist es gerechtfertigt, den MMPs
eine nicht unerhebliche Bedeutung im Rahmen dieser Prozesse zuzuschreiben
(Harada et al. 1994; Kosmehl et al. 1995).

Nach dem oder parallel zum Abbau der extrazellularen Matrix im Rahmen der
Tumorentwicklung findet eine Neubildung einer sogenannten provisorischen
ECM (pECM) statt. Diese zeigt supportive Eigenschaften bei der
Tumorprogression. Ein wichtiges Zielkriterium hierbei ist die Unterstltzung der
Tumorzellmigration. Die provisorische ECM, welche als spezifisch fur einen
bestimmten Tumor angesehen werden kann, weist demzufolge eine veranderte
molekulare und supramolekulare Struktur und damit andere funktionelle
Eigenschaften mit Migrations— und damit Invasionsférderndem biochemischem
Informationsgehalt auf. Darlber hinaus ist die pECM bedeutend fur
Differenzierung und Proliferation von Tumorzellen. In diesem Zusammenhang
wurde auch die Bezeichnung der ,Leitschiene fur die Tumorinvasion“ gepragt.
Bezuglich ihrer Zusammensetzung weist die pECM Ahnlichkeiten mit der ECM
in embryonalen Geweben sowie Geweben, welche sich in Regeneration oder
Wachstum befinden, auf (Nicolo et al. 1990; Siri et al. 1995). Die in ihr
befindlichen Proteinvarianten werden deshalb auch als onkofetal bezeichnet.
Besonders flr die wichtigen Adhasionsproteine Fibronektin und Tenascin sind

solche onkofetalen Isoformen zahlreich beschrieben (Kosmehl et al. 1999; Siri
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et al. 1991; Ramos et al. 1997). Ein wesentliches Unterscheidungskriterium
zwischen der pECM, an deren Synthese neben Tumorzellen auch Fibro— und
Myofibroblasten des Stromas beteiligt sind, und der ,physiologischen“ ECM ist
die hohere Empfindlichkeit der onkofetalen Proteinisoformen gegenuber dem
proteolytischen Abbau durch MMPs (Siri et al. 1995). An der Invasionsfront sind
diese zur Degradation fahigen Enzyme hochkonzentriert (Bernstein and Liotta
1994; Ruoslahti and Reed 1994), woraus sich nach Abbau der vorbestehenden
Matrix eine besondere Interaktionsfahigkeit zwischen Tumorzelle und
Stromazelle sowie der pECM ergibt. Die Charakteristika der pECM lassen sich
durch die hohe Anzahl funktionell variabler Matrixproteine erklaren. Dazu
zahlen erstens das Vorkommen von Proteinisoformen in Molekulfamilien wie
z.B. bei der Lamininfamilie oder der Fibronektinfamilie (Kosmehl et al. 1996;
Mandel et al. 1994), zweitens das alternative Spleilen der pra — RNA von
Molekulen wie Fibronektin oder Tenascin (Bell et al. 1999; Borsi et al. 1994)
und drittens posttranslationale Modifikationen wie z. B. die Glykosylierung von
Lamininen oder Fibronektin (Adams and Watt 1993; Matsuura et al. 1989).

Extrazellulares Matrixremodelling findet nun sowohl im Tumor, als auch im
Stromakompartiment statt. Wahrend es zum stromalen Remodelling der
zellularen Adhasionsproteine Fibronektin  und Tenascin—-C umfassende
Untersuchungen gibt, ist bislang das Laminin—-Remodelling im Stroma der
Invasionszone des OSCC nur ansatzweise untersucht. Wie bereits beschrieben
besitzen Laminine eine hohe funktionelle Diversitat als strukturgebende
Faktoren auf der einen und biologisch aktive Molekile mit Beteiligung an der
Signaltransduktion (EGF-like domains) auf der anderen Seite. Deshalb ist die
genaue Kenntnis auch des stromalen Laminin—Remodelling z.B. aufgrund

seiner potentiellen Bedeutung als therapeutisches target von hoher Bedeutung.

2.3 Laminine

2.3.1. Isoformen - die Lamininfamilie

Laminine stellen eine Gruppe makromolekularer, nicht — kollagener
Glykoproteinen dar, welche an der architektonischen Gestaltung der

Basalmembran beteiligt sind. Laminine wurden erstmals 1979 von der
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Arbeitsgruppe um Timpl aus einem Maus — EHS — Tumor isoliert. Der Aufbau
der Laminine gleicht einem kreuzférmigen Heterotrimer und besteht aus einer
schweren o — Kette, 400 kDa, und zwei leichten Ketten mit jeweils 130 bis 200
kDa, die als B— und y— Kette bezeichnet werden (Timpl et al. 1979). Timpl und
Brown unterschieden 1994 insgesamt 7 verschiedene Lamininisoformen und
machten daran die multifunktionale Familie der Makromolekdle fest (Timpl and
Brown 1994). Neben Kollagenen sind Laminine die quantitativ bedeutsamen
Glykoproteine der extrazellularen Matrix. Sie spielen eine wesentliche Rolle fur
die Struktur der Basalmembranen und bei der Zell-Matrix—Interaktion durch ihre
Ligandenrolle an Integrinrezeptoren. Dies ist von besonderer Bedeutung im
Rahmen der Embryonalentwicklung und auch fur die Aufrechterhaltung der
Gewebshomoostase (Timpl and Brown 1994). 1993 erfolgte die erstmalige
Bezeichung der Laminine als Molekulfamilie durch Tryggvason und Mitarbeiter
(Tryggvason 1993). Nach derzeitigen Erkenntnisstand existieren 5 a—, 3 f— und
3 y— Ketten (Miner and Yurchenco 2004), woraus sich eine Heterogenitat ergibt,
die durch verschiedene Kombinationen der Einzelketten 16 Isoformen
entstehen lasst (Aumailley and Krieg 1996; Engvall and Wewer 1996). In
Basallaminae kommen diese ubiquitar vor. Jede einzelne Lamininkette wird
durch homologe Gene mit distinktem Expressionsmuster kodiert (Ruegg 1996).
Nachdem das erstbeschriebene Laminin individuell EHS — Laminin genannt
wurde (Timpl et al. 1979), begannen Burgeson und Mitarbeiter 1994 eine
systematische Nomenklatur einzufiihren (Burgeson et al. 1994). Die Auflistung
der Lamininisoformen erfolgte nach jeweiliger Entdeckung und wurde
fortlaufend von Laminin — 1 bis — 15 erweitert (Libby et al. 2000; Relan and
Schuger 1999). Die Lamininmolekile wurden mit den jeweiligen Ketten als
arabische Ziffern aufgelistet (Burgeson et al. 1994). Heute entspricht die
Bezeichnung der Isoformen der Zusammensetzung der Lamininketten in Form
einer dreistelligen arabischen Ziffer (Aumailley et al. 2005). Die nach verkurzter
Nomenklatur von Aumalley zum Beispiel bei Laminin 1 — LM 111 lautet und
damit aus den Ketten a1, B1 und y1 besteht. Das Lamininmolekll weist
innermolekulare Verbindung durch Disulfidbricken auf und zeigt eine o

helixartige Struktur zwischen der schweren o — Kette und den beiden leichten
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—und y— Ketten (Ekblom, Lonai and Talts 2003; Miner and Yurchenco 2004).
Jede Lamininkette ist aus einem langen und kurzen Arm zusammengesetzt.
Dabei sind die Ketten untereinander am helikalen Bereich der langen Arme
verknlUpft. Die MolekllgroRe der Laminine liegt zwischen 400 — 900 kDa.
Tabelle 1 gibt eine Ubersicht Uber die aktuell bekannten Lamininisoformen
einschlieBlich deren Komposition sowie entsprechender Synonyme (Aumailley
et al. 2005).

Laminine — Laminine —bisherige
aktuelle Ketten Bezeichnunaen
Nomenklatur g9
LM 111 a1B1y1 Laminin — 1, EHS — Laminin
LM 211 o2B1y1 Laminin — 2, Merosin
LM 121 al1B2y1 Laminin — 3, s — Laminin
LM 221 a2B2y1 Laminin — 4, s — Merosin
Laminin — 5 (5A),
LM 332 (3A32) .3AB3y2 Kalinin/Nicein/EpiIiérin)/Ladsin
LM 332 (3B32) o3BB3y2 Laminin — 5 (5B), k — Laminin
LM 311 a3B1y1 Laminin — 6, ks — Laminin
LM 321 a3p2y1 Laminin — 7
LM 411 o4p1y1 Laminin — 8
LM 421 a4p2y1 Laminin — 9
LM 511 a5B1y1 Laminin — 10
LM 521 a5B2y1 Laminin — 11
LM 213 a2pB1y3 Laminin — 12
LM 323 a3p2y3 Laminin — 13
LM 423 a4p2y3 Laminin — 14
LM 522 a5p2y2
LM 523 a5p2y3 Laminin — 15

Tabelle 1: Lamininisoformen mit aktueller und bisheriger Nomenklatur (modifiziert nach
Aumailley et al. 2005)

2.3.2. Die Lamininketten a2, a3, a4, a5

Das heterotrimere Glykoprotein Laminin in der extrazellularen Matrix setzt sich
aus verschiedenen Kombinationen von a, B und y — Ketten zusammen. Die
Laminin — o — ketten haben im Vergleich zu den B— und y—Ketten eine hohere

Molekulgrofie. Die o — Ketten setzen sich aus einem langen Arm mit C —
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terminalem Ende und einem kurzen Arm mit N — terminalem Ende zusammen.
Das C — terminale Ende ist zur Interaktion mit Zellrezeptoren, z.B. Integrinen,
fahig. Am kurzen Arm kénnen ebenfalls Verbindungen mit Integrinrezeptoren
eingegangen werden, jedoch steht die Polymerisation von Molekulen im
Vordergrund. Der kurze Arm der o — Ketten setzt sich aus EGF — ahnlichen
Tandem-Domanen (LEa, LEb, LEc) und globularen Domanen (LN, L4a, L4b)
zusammen. Zum langen Arm der Kette gehoren die o helikale Spirale und
globulare Domanen bestehend aus 5 sich wiederholenden Sequenzen (LG 1 —
5) (Patarroyo, Tryggvason and Virtanen 2002).

Die Laminin — a2 — kette wurde in den Lamininen 211 (LM 2), 221 (LM 4) und
213 (LM 12) nachgewiesen. Hauptsachlich lasst sich diese Kette im
neuromuskularen System, in der Basalmembran des Sarkolemms in
Myofibrillen und an neuromuskularen Kontakten lokalisieren. Als Funktion gilt im
Besonderen die Aufrechterhaltung der Integritat der Muskelzellstruktur. Die
Lamininmolekile 211 (LM 2) und 221 (LM 4) werden von Muskelzellen
exprimiert (Brandenberger et al. 1996). Bei humanen Erkrankungen wie der
kongenitalen Muskeldystrophie A1 (CMDA 1) finden sich Ursachen in
Verandernungen des Lamininmolekuls (Helbling-Leclerc et al. 1995). Dagegen
wird das Lamininmolekul 213 (LM 12) in Nierenkapillaren und — arteriolen sowie
in Leydig—Zellen des Hodens synthetisiert (livanainen, Morita and Tryggvason
1999). Bei Analysen zur Expression von Lamininketten im fetalen oralen
Gewebe zeigt sich die a2 — Kette in der Basalmembran, in adultem gesunden
Gewebe lasst sich diese Kette nicht nachweisen. Im oralen
Plattenepithelkarzinom kommt die a2 — Kette nur fokal vor (Kosmehl et al.
1999).

Die Laminin — a3 — kette stellt sich in den Isoformen der Laminine 332 (LM 5A
und 5B), 311 (LM 6), 321 (LM 7) und 323 (LM 13) dar. In der Haut (Rousselle et
al. 1991) und sowohl in Plazenta als auch in Brustdrisen (Doliana et al. 1997)
lasst sich das Lamininmolekul 3A32 (LM 5A) nachweisen, tragt zur Formierung
von Hemidesmosomen bei und unterstutzt die zellulare Migration. Deshalb
treten bei Storungen dieser Kette und damit des epithelialen

Adhasionskomplexes subepitheliale blasenbildende Dermatosen auf. Die
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Autoimmunitat gegen Bestandteile des Laminin 3A32 (5A) 16st das vernarbende
Pemphigoid aus. Genetische Veranderungen mit dem Verlust von Laminin
3A32 (5A) verursachen die schon pranatal diagnostizierbare Epidermolysis
bullosa Herlitz (Haas et al. 2001). Die Expression des Lamininmolekuls 3B32
(LM 5B) findet in Haut, Uterus und Lunge statt (Doliana et al. 1997). Die
funktionelle Bedeutung ist hierflir noch nicht hinreichend geklart. Laminin 311
(LM 6) und Laminin 321 (LM 7) kommen in Haut und Amnion vor (Marinkovich
et al. 1992; Champliaud et al. 1996). Mit Hilfe des Laminin 332 (LM 5) tragen
diese Lamininmolekule zur Assemblierung der extrazellularen Matrix bei.
SchlieBlich hat das Lamininmolekul 323 (LM 13) im Hippocampus die Aufgabe
der synaptischen Organisation (Egles et al. 2007). Die a3 — Kette kann im
fetalen und adulten gesunden Gewebe und auch im hyperplastischen Epithel
sowie im oralen Plattenepithelkarzinom detektiert werden. Im Tumor zeigen sich
fokale Briche in der Basalmembran und eine Zunahme der Detektierbarkeit im
Stroma (Kosmehl et al. 1999).

Die a4 — Kette kann den Lamininmolekulen 411 (LM 8), 421 (LM 9) und 423
(LM 14) zugeordnet werden. Die beiden erstgenannten koénnen in
GefalRendothelzellen, peripheren Nerven und Muskelfibrillen nachgewiesen
werden. Weiterhin spielen sie eine Rolle bei der Entwicklung von
Skelettmuskelzellen (Thyboll et al. 2002) und kdnnen in weilden Blutzellen
(Wondimu et al. 2004) detektiert werden. Die Migration der neutrophilen
Granulozyten und die Endothelentwicklung werden durch Laminin 411 (LM 8)
funktionell unterstitzt. Dagegen zeigt sich das Lamininmolekil 423 (LM 14) in
Bereichen der Retina (Libby et al. 2000) und des Hippocampus (Egles et al.
2007). Durch diese Isoform gelingt eine synaptische Organisation.

Die Lamininmolekule 511 (LM 10), 521 (LM 11) und 523 (LM 15) beeinhalten
die a5 — Kette. Dabei wird Laminin 511 (LM 10) von epithelialen und vaskularen
Geweben exprimiert. Die Laminine 10 und 11 kommen auch in der Plazenta vor
(Champliaud et al. 2000). In neuromuskularen Geweben und in renalen
Glomeruli wurde das Molekul 521 (LM 11) gefunden (Miner and Patton 1999).
Funktionell spielt Laminin 511 (LM 10) eine Rolle bei der Ausbildung von

Haaren und in der Embryogenese im Zusammenwirken mit der a1 — Kette.
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Laminin 523 (LM 15) stellt sich in Retina und ZNS dar und hilft bei synaptischer
Organisation (Libby et al. 2000). Kosmehl und Mitarbeiter haben die a5 — Kette
in fetaler und adulter Mundschleimhaut nachgewiesen. Auch bei
hyperplastischer Veranderung und im oralen Plattenepithelkarzinom Iasst sich
diese Lamininkette im Bereich der Basalmembran detektieren (Kosmehl et al.

1999). Abbildung 1 zeigt die Molekulstruktur der beschriebenen Laminin — o —

ketten.
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Abbildung 1: Domanenstrukturen der o — Ketten (modifiziert nach Tzu and Marinkovich
2008) — kurze Kette mit stabformigen EGF — ahnlichen Tandems (LEa, LEb, LEc) und
globuldren Domanen (LN, L4a, L4b, LF); lange Kette mit o helikaler Spirale (LCC), globulare
Domanen mit 5 Wiederholungen (LG 1-5) am C — terminalem Ende; Pfeile bezeichnen Stellen

des Processing

2.3.3. Die Lamininketten B2, B3 und y2

Zu den kleinen Ketten des Lamininmolekuls gehoren die  — Ketten. Diese sind
aus charakteristischen Bausteinen wie der 3 — knob Domane mit coiled — coiled

Struktur zusammengesetzt. Bisher sind 3 verschiedene B — Ketten beschrieben
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wurden, die sich durch Anderungen in strukturellen Doménen unterscheiden
(Patarroyo et al. 2002). Die a — und B — Ketten sind fur das helixartige
Aussehen des Lamininmolekul zustandig. Im Jahr 1989 zeigten Hunter und
Mitarbeiter erstmals die B2 — Kette als Homologon der Laminin — 31 — kette.
Beide p — Ketten weisen auf dem kurzen Arm EGF — like — tandems (LEa, LEb)
und globulare Domanen (LN) auf. Eine Expression der B2 — Kette in der
Basalmembran im synaptischen Spalt der neuromuskularen Endplatte wurde
gezeigt. Bekannt wurde die 2 — Kette im sogenannten s — Laminin und hat ein
Molekulargewicht von ca. 190 kDa (Hunter et al. 1989). Nachgewiesen wurde
die B2 — Kette im Laminin 121 (LM 3), 221 (LM 4), 321 (LM 7), 421 (LM 9), 521
(LM 11), 323 (LM 13), in beiden Isoformen des Laminin 14 (LM 423 und 522)
und in 523 (LM 15). AulRerdem konnte diese Kette in der neuromuskularen
Endplatte der Skelettmuskulatur, in neuronalen Basallaminae (Perineurium), in
Nierenglomeruli und glatten Muskelzellen in Gefallen gefunden werden (Sanes
and Chiu 1983; Hunter et al. 1989). Exprimiert wird die 2 — Kette daruber
hinaus in Lungenalveolen, im Amniom und im zentralen Nervensystem auf
(Hunter et al. 1992; Wewer et al. 1995; Champliaud et al. 1996; Virtanen et al.
1996). Durch immunhistochemische Methoden zeigte sich eine Expression der
B2 — Kette in der embryonalen Basalmembran des Sarkolemms und weiter im
adulten Skelettmuskelgewebe. Das Auftreten im frihen embryonalen Stadium
weist auf die Bedeutung fur Differenzierungsprozesse hin (Libby et al. 1996).
Aulerdem zeigte sich ein entwicklungsbedingter Wechsel durch eine begrenzte
Verteilung und dem Verlust der 2 — Kette in Muskelzellen, bei proliferativen
Prozessen im adulten Gewebe jedoch die Reexpression der 2 — Kette (Vogel
et al. 1991).

Die B3 — Kette unterscheidet sich gegenuber den bereits beschriebenen Ketten
der B — Gruppe. Sie ist als bislang kurzeste Bauweise einer Lamininkette
bekannt und besteht neben der coiled — coiled Struktur (LB) hauptsachlich aus
einer globularen Doméane (LN) (Patarroyo et al. 2002). Auch die Laminin — 3 —
kette ist wesentlicher Bestandteil der Isoformen 3A32 und 3B32 (LM 5A und
5B). In anderen Isoformen wird diese B — Untereinheit nicht exprimiert, sodass

diese Kette spezifisch fur das Lamininmolekul anzusehen ist. Hauptsachlich in
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der Haut (Rousselle et al. 1991), in der Placenta und den Brustdrisen scheint
insbesondere die Lamininisoform 3A32 lokalisiert zu sein (Doliana et al. 1997).
Das Laminin 3B32 ist vor allem in Haut, Uterus und Lunge nachgewiesen
wurden (Doliana et al. 1997). Vermutlich funktioniert die B3 — Untereinheit wie
bereits erwahnt zur Formation der Hemidesmosomen und zellularen Migration.
Im Bezug auf das orale Plattenepithel kann sowohl im gesunden fetalen als
auch im adulten Gewebe die Expression der 33 — Kette festgestellt werden. Bei
hyperplastischen Veranderungen und im Karzinom ist dieser Subtyp
nachweislich vorhanden, vor allem im Zytoplasma der Tumorzellen mit
Betonung der Invasionsfront (Kosmehl et al. 1999).

Die zum Lamininmolekul gehorende y — Kette zahlt zu den leichten Ketten.
Funktionell ist diese in Interaktionen mit Molekulen der extrazellularen Matrix
involviert (Gersdorff et al. 2005). Nach heutigen Erkenntnissen existieren
nachweislich 3 verschiedene Isoformen der y — Kette. Das Molekul, welches aus
einem kurzen und einem langen Arm zusammengesetzt ist, besitzt spezifische
Domanen. Der kurze Arm der y — Kette besteht aus aneinander gefugten
Domaénen wie EGF — like tandems (LEa, LEb) sowie globular domains (LN, L4).
Der lange Arm umfasst eine a helikale Spirale (LCC) (Patarroyo et al. 2002).
Durch Prozessieren der y — Kette entsteht ein sogenanntes DIl — Fragment,
das die Zellmotilitat beeinflusst (Koshikawa et al. 2005; Veitch et al. 2003). Die
untersuchte y2 — Kette ist als Bestandteil von Laminin 3A32 und 3B32 (LM 5A
und B) sowie von Laminin 522 bekannt. Wie bereits beschrieben wird das
Lamininmolekll hauptsachlich in der Haut exprimiert (Rousselle et al. 1991;
Doliana et al. 1997). Die Funktion der y2 — Kette ergibt sich aus ihrer Fahigkeit
zur Bindung an Kollagen VII, Nidogen und Fibulin (Sasaki et al. 2001;
Schneider et al. 2007). Der Vorgang des proteolytischen Processing bei
Lamininketten wurde zahlreich untersucht. Die humane y2 — Kette (165 kDa)
wird unter anderem durch bone morphogenetic protein 1 (BMP — 1) in eine 105
kDa Lamininkette prozessiert (Veitch et al. 2003). Auch andere Enzyme wie die
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) sind an der strukturellen Modifikation der y2 —
Kette beteiligt. Die membranstandige Proteinase MT1 — MMP ist befahigt, 105
kDa und 85 kDa Fragmente der y2 — Kette zu schaffen (Koshikawa et al. 2005).
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In verschiedenen humanen epithelialen Tumoren der Lunge, des Kolons und
der Schleimhaute zeigt sich eine vermehrte Expression der Laminin — y2 — kette
(Kainulainen et al. 1997; Maatta et al. 1999; Ono et al. 1999; Pyke et al. 1995;
Yamamoto et al. 2001). Die Expression der Kette korreliert mit Invasivitat und
Prognose des Tumors (Noel et al. 2005). Im oralen Plattenepithelkarzinom zeigt
sich eine Detektierbarkeit um die Tumorzellnester im Bereich der
Basalmembran. Sowohl im gesunden als auch im hyperplastischen oralen
Gewebe lasst sich die y2 — Kette nachweisen (Kosmehl et al. 1999). Abbildung

2 zeigt die Molekulstruktur der Laminin —3— und —y — ketten.

LN LEa LF LEb LCC
e COX O 7
2,
p S ENVAN T ANVAN
LEa L4 LEb LCC
'
e oW oo

Abbildung 2: Domaénenstrukturen der Bund y — Ketten (modifiziert nach Tzu and
Marinkovich 2008) — kurze Kette mit stabformigen EGF — ahnlichen Tandems (LEa, LEb) und
globularen Domanen (LN, L4, LF); lange Kette mit o helikaler Spirale (LCC) bei p — Ketten
charakteristisch mit coiled — coiled Struktur, auch p — knob Domane am C — terminalem Ende;

Pfeile bezeichnen Stellen des Processing

2.3.4. Bedeutung der Tumor — Stroma — Interaktion fiir die Herausbildung

des invasiven Tumorzellphanotyps / Metastasierung

Im Rahmen der Tumorentwicklung kommt unter anderem der Reorganisation
der extrazellularen Matrix, dem sogenannten stromalen Remodelling, eine

besondere Bedeutung zu. Dieser Prozess ist Voraussetzung fur wichtige
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malignitatstypische Tumoreigenschaften wie Invasivitat und Metastasierung des
OSCC (Hwang et al. 2008). Zum stromalen Remodelling gehdrt insbesondere
die Aktivierung von Fibroblasten bzw. Myofibroblasten zu sogenannten ,cancer
associated fibroblasts“ (CAF). Diese zeigen deutlich veranderte zellbiologische
Eigenschaften gegenliber normalen Fibroblasten auf (Casey et al. 2008) und
sind in der Lage mit Tumorzellen Uber bestimmte Zytokine wie HGF (hepatocyte
growth factor) oder SDF-1 (stromal derived growth factor 1) in Wechselwirkung
zu treten. Durch den Einfluss von CAF wird das Invasivitatspotential von
Tumorzellen unterstitzt (Daly et al. 2008). Ein weiterer wichtiger
Wachstumsfaktor in  diesem  Zusammenhang ist TGF-p1. In
Mammakarzinomzellen konnte nachgewiesen werden, dass TGF-B1 die
Entwicklung von CAFs induziert und die Invasionsrate in den entsprechenden
Zellkulturen erhoht. Begleitet davon war eine deutlich gesteigerte Expression
wichtiger migrationsférdernder extrazellularer Matrixproteine wie z.B.
Fibronektin oder Laminin (Casey et al. 2008). Aktivierte Fibroblasten beteiligen
sich ebenfalls am Aufbau einer tumorassoziierten onkofetalen extrazellularen
Matrix. Sie sind sowohl in der Lage matrixdegradierende Proteasen,
sogenannte MMPs (Matrixmetalloproteasen), zu synthetisieren, die den Abbau
vorbestehender Matrixstrukturen verwirklichen. Charakteristisch fur diese
onkofetalen Matrices ist die Reexpression onkofetaker Isoformen von zellularen
Adhasionsproteinen wie Fibronektin, z.B. dem [lICS—de—novo-glykosylierten
Fibrinektin oder dem ED-B*—Fibronektin, oder auch von Tenascin-C, wie z.B.
den grofRen, ungespleiten Isoformen (Tn—C.) (Kosmehl et al. 1996; Kosmehl
et al. 1999; Franz et al. 2006; Richter et al. 2008). Fibroblasten sind neben der
Synthese solcher onkofetalen Proteinisoformen, vorallem auch eine
entscheidende Voraussetzung fur deren extrazellulare Strukturorganisation
(Sottile and Hocking 2002; Schwarzbauer and Sechler 1999).

Nach Aktivierung von Fibroblasten und der Generierung von CAFs spielt auch
die Neubildung von Tumorgefalen zur Versorgung des Tumorgewebes mit
entsprechenden Nahrstoffen eine maligebende Rolle fur den Invasionsprozess
(Harada et al. 2007). Fur das Osophaguskarzinom konnte in diesem

Zusammenhang TGF—B1 — aktivierten Fibroblasten eine wesentliche Bedeutung
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fur die Tumorangiogenese zugeschrieben werden (Noma et al. 2008). Folgend
nach Fibroblastenaktivierung und Gefallneubildung ist ein dritter Prozess mit
Bedeutung fur die Tumorentwicklung zu nennen: die sogenannte Epithelial —
Mesenchymale Transition (EMT). Die EMT spielt eine wichtige Rolle im
Rahmen der Embryonalentwicklung des Menschen und tritt in der Adoleszenz
bei verschiedenen pathologischen Zustanden wie der Fibrose oder Karzinogese
erneut in Erscheinung (lwano et al. 2002; Kang et al. 2004). Die drei
aufgefuhrten Mechanismen stehen in engem Wechselspiel und unterstutzen
dadurch die Tumorinvasion und —progression. Die extrazellulare Matrix (ECM),
welche die an der Tumorinvasion beteiligten Zellen umgibt, unterscheidet sich,
wie bereits beschrieben, deutlich von der normalen ECM adulter Gewebe.
Neben Kollagenen, Fibronektin oder Tenascin sind vorallem die am Aufbau der
Basalmembran beteiligten Laminine von groRer Bedeutung (Miner et al. 2008).
Vorkommen und grundsatzliche Bedeutung der verschiedenen Isoformen wurde
bereits in den vorangehenden Kapiteln erlautert. Kosmehl und Mitarbeiter
prasentierten eine detaillierte Analyse der Verteilung bestimmter wichtiger
Lamininketten im OSCC im Vergleich zu normaler und fetaler oraler Mukosa: In
der Basalmembran des fetalen Epithels kdnnen die Lamininketten a2, o3, a5,
B1, B2, B3, y1 und y2 detektiert werden. Im Gegensatz dazu finden sich die
Ketten a2 und B2 nicht in der Basalmembran adulter Mundschleimhaut. Im Falle
von hyperplastischer oder dysplastischer Mundschleimhaut als auch im OSCC
kommt es dann aber zu einer deutlichen Reexpression dieser beiden Ketten
(Kosmehl et al. 1999). Fir die Lamininisoform LM 332 konnte ein zum
Malignitatsgrad korrelierender Verlust in Basalmembranstrukturen gezeigt
werden (Haas et al. 2001). Dieses Molekul ist wichtiger Bestandteil der
Ankerfilamente, welche die Basalmembran mit den Hemidesmosomen der Zelle
verbinden (Rousselle et al. 1991; Masunaga et al. 1996). Bei Prozessen des
Gewebsumbaus wie z.B. Wundheilung oder Karzinogenese kommt es zu einer
Anderung des Funktionszustandes von einem adhé&sionsférdernden hin zu
einem migrationsférdernden Molekul (Tani et al. 1997). In Bereichen der
Invasionsfront epithelialer Tumore konnte flir verschiedene Karzinome eine

vermehrte Expression des LM 332 nachgewiesen werden. Insbesondere
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dessen y2 — Kette wurde eine migrationsfordernde Rolle zugeschrieben. Neben
dem Verlust des Molekuls aus der Basalmembran und einer vermehrten
Expression in invadierenden Tumorzellen konnte vor allem fur dessen a3 und
y2 — Ketten eine vermehrte extrazellulare Deposition im Stroma der
Invasionszone beobachtet werden (Kosmehl et al. 1999; Franz et al. 2006). Das
Ausmally dieser Depositionen korreliert zu morphologischen Kriterien der
Invasionsfront und zum Malignitatsgrad. Deswegen wurde die Hypothese auf
einer LM 332 — Matrix basierenden Zellinvasion aufgestellt (Kosmehl et al.
1999). Demgegenuber gibt es zur Mehrheit der bekannten, im OSCC als
bedeutend beschriebenen, Lamininketten bis heute keine ausfuhrlichen Daten
zur qualitativen und quantitativen Verteilung im Stroma der Invasionfront.
Aulerdem ist ihre Bedeutung fir die tumorassoziierte Gefalineubildung im
OSCC aktuell nicht hinreichend untersucht.

2.4. Zielstellung

Die Tumor-Stroma-Interaktion und das stromaassoziierte Matrixremodelling
haben entscheidenden Einfluss auf migratorische Eigenschaften der
Tumorzellen. Aus diesem Grund kommt einer Analyse der Komposition der
onkofetalen ECM im Bereich der Tumorinvasionsfront eine besondere klinisch-
praktische Bedeutung zu. Neben der Tumordiagnostik konnte auch ein
pradiktiver Beitrag zur Abschatzung der Individualprognose geleistet werden.
Bislang existieren nur wenige Daten zur Reorganisation der stromalen und
endothelialen Lamininmatrix im OSCC.

Deshalb ist das Ziel der vorliegenden Arbeit eine umfassende qualitative und
semiquantitative  immunhistoschemische Analyse der Verteilung der
Lamininketten a2, a3, a4, a5, 2, B3 und y2 im Stroma und in der Umgebung
neu gebildeter Tumorgefalle der OSCC - Invasionsfront im Vergleich zu
normaler und hyperplastischer Mundschleimhaut.

Um die Rolle der stromalen Lamininketten—Deposition fur das tumorbiologische
Verhalten und fir den Invasionsprozess zu beleuchten, erfolgt eine Korrelation
des semiquantitativ bewerteten Ausmales der Depositionen im Stroma und um

Gefalistrukturen zum Malignitatsgrad des Tumors.
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Mittels Immunfluoreszenzdoppelmarkierungen fur CD31 und die Lamininketten
a3, o4, ab5 und y2 soll eine Bewertung der Tumorgefal3heterogenitat beziglich
des Einbaues von unterschiedlichen Lamininen in die vaskulare Basalmembran
herausgearbeitet werden.

In  Abhangigkeit von den immunhistochemischen Resultaten soll eine
Mikrodissektion zur Isolierung von Tumor- und Stromaarealen mit
nachfolgender mRNA-Expressionsanalyse durch RT-PCR flr einzelne
Lamininketten durchgefuhrt werden, um den Syntheseort stromaler

Laminindepositionen zu definieren.
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3 Material und Methoden

3.1. Gewebematerial

3.1.1. Asservierung der Gewebeproben

Es standen flr die immunhistochemischen Farbungen humane Gewebeproben
von normaler, hyperplastischer Mundschleimhaut sowie von oralen
Plattenepithelkarzinomen (OSCC) unterschiedlicher Malignitat (Gradingstufen
G1, G2 und G3 nach WHO — Tumorklassifikation, Barnes et al. 2005) und
Lokalisation zur VerfiUgung. Diese wurden aus diagnostischer bzw.
therapeutischer Indikation operativ entfernt und aus dem Eingangsgut des
Institutes fur Pathologie des Universitatsklinikums Jena zur Verfugung gestellt.
Ein positives Votum der Ethikkommission der Friedrich — Schiller — Universitat
liegt vor. Tabelle 2 gibt eine Ubersicht tiber die in der vorliegenden Arbeit

untersuchten Praparate (Tabelle 2).

Falinr. Diagnose Lokalisation Grading
1 MSH MSH normal /
submukdse Fibrose
2 MSH MSH normal
3 MSH MSH Hyperplasie
4 MSH MSH Hyperplasie
5 MSH MSH Hyperplasie
6 MSH MSH Hyperplasie
7 MSH MSH Hyperplasie
8 MSH MSH Hyperplasie
9 MSH Zunge Hyperplasie
10 MSH MSH Hyperplasie
11 MSH MSH Hyperplasie
12 MSH Mundwinkel Hyperplasie
13 MSH MSH Hyperplasie / SIN
14 OSCC Zunge 1
15 OSCC Zunge 1
16 0scC Mundboden 1
17 0scC Mundboden 1
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18 OSCC Mundboden 1
19 OoscC Lippe 1
20 0ScC Backe 1
21 OSCC Zunge 1
22 OSscC Lippe 1
23 0OSCC Mundboden 2
24 OoSsccC Mundboden 2
25 0scC Mundboden 2
26 0scC Mundboden 2
27 OSCC Mundwinkel 2
28 0scC Processus alveolaris / Mandibula 2
29 0scC Mundboden 2
30 0scC Processus alveolaris / Mandibula 2
31 OSsccC MSH 2
32 0OSsCC Backenzahnfleisch 2
33 0OSsCC Zunge 2
34 0OSsCC Backe 2
35 0OSsCC Processus alveolaris / Mandibula 2
36 0OSCC Mundboden 2
37 OSCC Processus alveolaris / Mandibula 2
38 OoscC Zunge 2
39 0OSCC Mundboden 2
40 0oscC Lippe 2
41 OSsccC Mundboden 2
42 OoSsccC Mundboden 2
43 0OSCC Mundboden 2
44 0OSCC Processus alveolaris / Mandibula 2
45 OosccC MSH 2
46 OosccC MSH 2
47 OSCC Zunge 3
48 OSCC Zunge 3
49 OosccC MSH 3
50 0scC Mundboden 3
51 OosccC MSH 3
52 OSsccC MSH 3
53 0OSsCC Mundboden 3
54 0OSsCC Zunge 3
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Tabelle 2: Fallaufstellung der untersuchten Praparate der normalen sowie hyperplastischen
Mundschleimhaut (MSH) und orales Plattenepithelkarzinom (OSCC)

3.1.2. Konventionelle Histologie am Paraffinmaterial

Operativ gewonnenes Gewebematerial wurde in einer 5%igen gepufferten
Formaldehydlosung fur 24 Stunden fixiert und danach in Paraffin eingebettet
(Histosec—Pastillen 56-58C, Merck, Deutschland, Einbettautomat Hypercentre,
Shandon, Deutschland). Zur Erstellung der histologischen Diagnose wurde eine
HE — Farbung (Hamalaun-Eosin-Farbung) zur Kern — Plasma — Differenzierung
an 4 pm dicken Paraffinschnitten (Rotationsmikrotom RM2045, Leica,
Deutschland) durchgefuhrt. Die Entparaffinierung erfolgte in mehreren
Schritten: Xylol 3x15 Minuten, Aceton 4x2 Minuten, Aceton/Aqua dest. (2:1) 2
Minuten, Aqua dest./Aceton (2:1) 2 Minuten und Spllen in Aqua dest..
AnschlieRend wurde die Kernfarbung in Hamalaun nach Meyer fir 20 Minuten
durchgefuhrt, nach Spulen in Aqua dest. erfolgte das Blauen der Zellkerne unter
Leitungswasser (fliefend) fur 10 Minuten. Danach wurden die Schnitte in
alkoholischer Eosin—Y-Losung (Sigma-Aldrich, Deutschland) fir 3 Minuten
gefarbt. Es schloss sich eine Spulung der Schnitte in 70%igem Ethanol fir 2 x
1-5 Minuten an. Uber eine aufsteigende Alkoholreihe wurden die Schnitte in
Xylol Uberfihrt und in Neutralbalsam (Dr. Hollborn&Sohne, Deutschland)
eingebettet. Die Diagnosestellung erfolgte durch lichtmikroskopische Bewertung

der konventionellen Histologie der Praparate durch einen Pathologen.

3.1.3. Kryokonservierung des Gewebematerials

Nach der operativen Entfernung des Gewebs wurde dieses umgehend in sterile
Hanks’ — Salzlosung mit einer Temperatur von 4°C Uberfuhrt. Unmittelbar
danach erfolgte die Teilung der Operationspraparate in 5x5x5 mm grofe
Proben und anschlieBend die Vorbehandlung in Tissue — Tek (Sakura,
Niederlande), um eine gefrierbedingte Gewebeschrumpfung zu verhindern.
Danach wurden die Proben in stickstoffgekihltem flissigem Propan
schockgefroren. Die Lagerung unter sterilen Bedingungen erfolgte bei einer
Temperatur von -70°C (Tiefkuhltruhe UF85-460T, Colora Messtechnik,
Deutschland).
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3.2. Immunhistochemie

3.2.1. Immunhistochemischer Nachweis der verschiedenen Lamininketten
fur die Lichtmikroskopie unter Verwendung der indirekten Streptavidin —
Biotin — Methode

Die Gefrierschnitte der oralen Plattenepithelkarzinome mit unterschiedlichen
Malignitatsgraden sowie normaler und hyperplastischer Mundschleimhaut
wurden mit Aceton bei Raumtemperatur fur 8 Minuten fixiert. Die Schnitte
wurden nach kurzem Lufttrocknen mit Tris-gepufferter Kochsalzlésung (TBS)
gespult. Die einzelnen monoklonalen Primarantikbrper gegen die
verschiedenen Lamininketten (siehe Tabelle 3) wurden mit deren jeweiligen
Antikorper — Verduinnungslosungen entsprechend der Tabelle verdinnt. Zur
Inhibierung der unspezifischen Interaktion des Detektionssystem mit
endogenem Biotin wurden die Schnitte mit dem DAKO® Biotin Blocking System
(DakoCytomation, Hamburg, Deutschland) entsprechend den Angaben des
Herstellers vorbehandelt. Pro Schnitt wurden 100 ul Antikorperldsung pipettiert.
In der Feuchtkammer inkubierten die Schnitte bei Raumtemperatur flr eine
Stunde. Danach folgte die Spulung mit TBS. Fir die Detektion des
Primérantikdrpers kam das DakoReal™-  Detektionskit (Alkaline
Phosphatase/RED, Rabbit/Mouse) zur Anwendung. Zunachst wurde pro Schnitt
ein Tropfen Losung aus Bottle A (ChemMate™Link / Biotinylated Secondary
Antibodies) zugegeben und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
einem weiteren Waschvorgang mit TBS folgte die Inkubation mit einem Tropfen
aus Bottle B (ChemMate™Streptavidin Alkaline Phosphatase) fir 30 Minuten
bei Raumtemperatur. Die Entwicklungslésung (ChemMate™ Chromogen RED)
bestehend aus Entwicklungspuffer (Bottle F), einem Tropfen Levamisol, zur
Blockade der endogenen alkalischen Phosphatase (Bottle G), sowie den
Chromogenen (Bottle C, D und E) wurde auf die Schnitte gegeben. Es folgte die
Inkubation fir 7 Minuten in der Feuchtkammer bei Raumtemperatur. Die
Schnitte wurden danach mit Leitungswasser und Aqua dest. gespdult. Weiterhin
wurden die Schnitte fur 1 Minute mit Hamatoxylin — Farbeldsung versetzt. Zum

Blauen der Zellkerne wurden die Schnitte unter laufendem Leitungswasser
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gespult. Nach Spulen mit Aqua dest. erfolgte das Eindecken der Praparate mit
Glycerin/Gelatine. In Tabelle 3 findet sich eine Ubersicht Uber die in dieser
Arbeit verwendeten Primarantikdrper einschlieRlich der entsprechenden

Verdinnungen (Tabelle 3).

Verdiinnung
Antigen Subtyp | Klon Referenz
IHC IF
LM - a2 IgG1 5H2 1: 50000 - Engvall et al. 1990
LM -a3 1gG1 BM165 | 1:3000 | 1:3000 Rousselle et al. 1991
LM - o4 1gG1 FC10 1: 500 1: 300 Petajaniemi et al. 2002
LM - a5 1gG1 4C7 1: 750 1: 150 Tiger et al. 1997
LM -2 lgG1 C4 1: 200 - Sanes and Chiu 1983
LM -3 1gG1 6F12 1: 400 - Marinkovich et al. 1992
LM —vy2 lgG1 D4B5 | 1:3000 | 1:100 Mizushima et al. 1998
aSMA IgG2a 1A4 1: 750 - Skalli et al. 1986
CD 31 1gG1 JC70A | 1:200 1:20 Parums et al.1990

Tabelle 3: Primarantikorper gegen die untersuchten Lamininketten a2, a3, a4, a5, p2, 3 und

y2 sowie aSMA und CD31; (IHC = Immunhistochemie; IF = Immunfluoreszenz)

3.2.2. Lichtmikroskopische Bewertung der histologischen und

immunhistochemischen Praparate

Die Analyse der immunhistochemischen Praparate erfolgte lichtmikroskopisch
unter Verwendung des Mikroskops Axiophot der Firma Carl Zeiss (Deutschland)
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mit verschiedenen ObjektvergrolRerungen (5x, 10x, 20x, 40x). Die
Fotodokumentation erfolgte mit Hilfe desselben Mikroskops unter Verwendung
der Software Axiovision Release 3.6.2.. Bewertet wurden fur die verschiedenen
immunhistochemisch markierten Lamininketten (detektiert mit den Antikorpern
der Tabelle 3) in normaler und hyperplastischer Mundschleimhaut sowie oralen
Plattenepithelkarzinomen unterschiedlicher Malignitat die Markierung der
Basalmembran, die zytoplasmatische Positivitat in den Tumorzellen der
Invasionsfront, die extrazellularen Depositionen im Stroma der Invasonszone
und die Detektierbarkeit in Gefal3strukturen und deren Umgebung.

Die semiquantitative Bewertung der stromalen Markierungen fir die
verschiedenen Lamininketten sowie der stromalen aSMA — Positivitat erfolgte

entsprechend der in Tabelle 4 dargestellten Scoring — Systeme (Tabelle 4).

Score 0 1 2 3
einige Areale
. Stroma
. keine stromale | wenige stromale ausgepragter . )
Lamininketten ) . Uberwiegend
Markierung Markierungen stromaler )
. markiert
Markierungen
. . partiell o
keine aSMA wenige aSMA . Uberwiegend
aSMA ausgepragte N
Markierung pos. Areale . aSMA positiv
Markierung

Tabelle 4: Semiquantitative Bewertungskriterien zur Auswertung der stromalen Depositionen

fur die verschiedenen Lamininketten sowie der aSMA — Positivitat im Stroma

3.2.3. Statistik — semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen

Ergebnisse

Eine Korrelation der Ergebnisse der semiquantitativen Bewertung der stromalen
Lamininkettendepositionen sowie des Ausmales aSMA—positiver Zellen im
Stroma der Invasionsfront (siehe oben beschriebenes Scoring — System,
Tabelle 4) erfolgte zum Malignitatsgrad und zur aSMA — Expression. Innerhalb
der jeweils zu vergleichenden Gruppen wurde der Mittelwert aus den
semiquantitativen Einzelbewertungen der Praparate gebildet und mit der

entsprecheden Standardabweichung graphisch dargestellt. Die statistische
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Signifikanz der Ergebnisse wurde mittels Kruskall — Wallis — Test
(nichtparametrischer Test zum Vergleich von mehr als zwei Stichproben) unter

Verwendung der Software SPSS 13 (Microsoft) Uberpruft.

3.2.4. Inmunfluoreszenzdoppelmarkierungen der Lamininketten a3, a4, a5

und y2 mit dem Endothelzellmarker CD 31

Um das Verhaltnis der fur die verschiedenen Lamininketten positiven Gefale
zur Gesamtanzahl der vorhandenen Tumorgefal3e zu untersuchen, erfolgte die
Etablierung eines Immunfluoreszenzdoppelmarkierungsprotokolls fir die
Lamininketten a3, a4, a5 und y2 in Kombination mit dem Endothelzellmarker
CD31 an ausgewahlten Fallen von normaler (Fallnr. 1, 2) und hyperplastischer
(Fallnr. 6, 8) Mundschleimhaut, gut differenzierten (G1) (Fallnr. 14, 18 ,20),
mafig differenzierten (G2) (Fallnr. 23, 29, 43) sowie schlecht differenzierten
(G3) (Falinr. 48, 52 ,54) oralen Plattenepithelkarzinomen (OSCC). Bevor die
verwendeten Gewebeschnitte mit den jeweiligen Maus — Primarantikérpern
(siehe Tabelle 3) inkubiert wurden, erfolgte ein Waschen mit Tris/Tween fur 10
Minuten. Anchlie3end wurden die Schnitte mit dem jeweiligen Primarantikorper
uber Nacht im Kuhlraum bei 4°C inkubiert. Nach Waschen mit Tris/Tween
konnte am folgenden Tag Sekundarantikérper in einer Verdinnung von 1:200
zugegeben werden. Dieser entspricht einem Cy3 — konjugierten Ziege — anti —
Maus — Immunglobulin (Dianova, Hamburg, Germany). Die Inkubationszeit
dieses Sekundarantikdrpers betrug 45 Minuten. Nach einem weiteren
Waschvorgang mit Tris/Tween wurde der biotinylierte Primarantikdrper gegen
CD 31 in der Verdunnung 1:20 zugegeben und fur 45 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Biotinylierung dieses Antikorpers erfolgte unter Verwendung des
Animal Research Kit (Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Germany)
entsprechend der Anweisungen des Herstellers. Die Detektion dieses
Antikorpers wurde durch eine Inkubation mit FITC — konjugiertem Streptavidin
fur 45 Minuten bei Raumtemperatur unter Verdunklung mdglich (Dako

Deutschland GmbH, Hamburg, Germany).
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3.2.5. Analyse der Inmunfluoreszenzdoppelmarkierungen mittels

konfokaler Laser Scanning — Mikroskopie

Die Auswertung der Immunfluoreszenzmarkierungen erfolgte mittels konfokaler
Laser Scanning — Mikroskopie unter Einsatz des Laser Scanning Mikroskops
LSM 510 der Firma Carl Zeiss (Zeiss, Jena, Deutschland). Durch Verwendung
spezieller Laser/Filter — Kombinationen wurden Mehrkanalbilder aufgenommen
und Uberlagert. Ein Argon(488nm) — und ein HeNe(543nm) — Laser wurden mit
den Lichtfiltern BP 505-530 und LP 560 kombiniert. Die Fluoreszenzemissionen
wurden simultan detektiert und ein 2 — Kanal — Bild generiert. Hierbei stellt
Kanal 1 die rote Fluoreszenz des Fluorochroms Cy3 und Kanal 2 die grune
Fluoreszenz des Fluorochroms FITC dar (Manders et al. 1992). Die
entsprechenden Pixelinformationen der beiden Kanale koénnen kombiniert
werden und so ist die Detektion Uberlappender Signale moglich (gelbe
Mischfarbe). Ein méglicherweise auftretendes Signallbersprechen (,crosstalk®)
wurde durch Verwendung des sogenannten Multitracking — Verfahrens
minimiert, wobei die Definition von Beleuchtungsparametern und
Detektionseinstellungen fur einen Farbstoff als sogenannte Tracks erfolgt.
Mehrere dieser Tracks werden gespeichert und konnen dann bei der
Generierung von Multifluoreszenzbildern automatisch nacheinander ausgefuhrt

werden, wodurch die Farbstoffe selektiv angeregt und detektiert werden.

3.2.6. Statistik — semiquantitative Auswertung der Ergebnisse der

Immunfluoreszenzdoppelmarkierung

Die Immunfluoreszenzdoppelmarkierung der Lamininketten a3, a4, a5 und y2 in
Kombination mit CD31 an den 13 ausgewahlten Fallen (siehe 3.2.4.) wurde
unter Nutzung des Laser Scanning Mikroskops LSM 510 (Zeiss, Jena,
Deutschland) anhand dreier reprasentativer Gesichtsfelder im Bereich der
Invasionsfront im Praparat analysiert. Dabei wurde der Anteil der fur die
jeweilige Lamininkette positiven Gefalle an der Gesamtheit der detektierbaren
Gefalstrukturen bestimmt und ein entsprechender Mittelwert fur jeden Fall und
jede zu vergleichende Gruppe berechnet. Die Uberpriifung auf statistische
Signifikanz der Unterschiede in der Gefal3positivitat erfolgte mittels Kruskall —

Wallis — Test unter Verwendung der Software SPSS Version 13 (Microsoft).
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3.3. RT-PCR
3.3.1. Mikrodissektion

Das Gewebematerial fur die zur Mikrodissektion bereitgestellten Tumor — und
Stromazellen stammen aus einem G2 — OSCC-Praparat (Fallnummer 26).
Mithilfe des Mikrotom — Kryostaten HM 560 (Firma Micron, Deutschland)
wurden 6 Schnitte des Tumorpraparates hergestellt und auf UV — sterilisierte,
membranbeschichtete Objekttrager Uberfuhrt. Diese wurden fir 1 Minute in
absolutem Ethanol fixiert. Die anschlieRende Rehydrierung erfolgte durch
Schwenken in einer absteigenden Ethanol — DEPC — Wasser — Reihe (95% —
70% — 50% — Ethanol — DEPC — Wasser). Fur 15 Sekunden wurde mit
Hamatoxylin nach Mayer gefarbt und durch 30 Sekunden Spulen mit
Leitungswasser die Zellkerne geblaut. Nach der Farbung mit Eosin schlief3t sich
eine Dehydrierung mit aufsteigender Ethanolreihe (50% — 70% — 95%) an. Der
Farbeprozess endet mit dem Schwenken in Xylol fir 1 Minute. Dem
Herausschneiden der jeweils 5000 Stroma — und Tumorzellen durch das Laser
— Mikrodissektionsgerat (Firma P.A.L.M. Microlaser Technologies GmbH,

Deutschland) geht eine Lufttrocknung fir 10 Minuten voraus.

3.3.2. RNA - Extraktion mittels RNeasy Microkit
Die mikrodissezierten Schnittareale wurden in 350 ul RLT-Puffer/i3-

Mercaptoethanol aufgenommen. Es folgte dann die RNA — Extraktion aus den
gewonnenen Zellen mittels RNeasy Microkit entsprechend dem Protokoll des
Herstellers (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland). Dazu wurden die Proben
mit 5 pl einer carrier RNA Losung (4 ng/pl) versetzt. Die Herstellung der carrier
RNA Arbeitslosung erfolgte durch Zugabe von 5 ul stock solution (310 ng/ul) auf
34 ul RLT — Puffer. Daraus wurden 6 ul enthommen und zu 54 ul RLT — Puffer
gegeben. Zum Lysat wurden dann 350 ul 70%iges Ethanol hinzugegeben und
dies durch Pipettieren vermischt. Die Probe wurde auf einen RNeasy MinElute
Spin Column gegeben, welche in ein 2 ml tube Uberfuhrt wurde. Anschlie3end
folgte die Zentrifugation bei 10000 rpm flr 30 Sekunden. Hierdurch bindet die
vorhandene RNA an die RNeasy — Saulenmatrix, die danach mit 350 ul RW1 —

Puffer gewaschen wurde. Ein Zwischenschritt beinhaltete die Vorbereitung der
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DNase. Hierzu wurden 70 ul RDD — Puffer und 10 pul DNase je Ansatz
hergestellt. Von dieser DNase kommen 80 ul auf die Saulenmatrix, die fir 15
Minuten bei 37°C inkubierte. Danach erfolgte die Zugabe von 350 ul RW1 —
Puffer und die Zentrifugation mit 10000 rpm fur 15 Sekunden. Nach Verwerfen
des Zentrifugates erfolgte die Gabe von 500 ul RPE — Puffer auf die Saule und
eine Zentrifugation mit 10000 rpm fur 2 Minuten. Das entstandene Zentrifugat
wurde verworfen und nochmals fur 5 Minuten bei 10000 rpm zentrifugiert. Die
Elution der gebundenen RNA erfolgte mit 14 ul RNase freiem Wasser (1 Minute
Inkubation auf der Saulenmatrix, dann Zentrifugation bei 10000 rpm). Die
Proben wurden bei —80°C eingefroren. Vor Weiterverwendung der RNA —
Proben erfolgte eine Uberprifung der RNA — Qualitdt mittels Agilent
Bioanalyzer 2100. Hier wurde unter Verwendung des Agilent RNA 6000 Pico
Assays (Agilent Technologies, Deutschland) auf dem RNA 6000 Pico Chip eine
miniaturisierte Elektrophorese mit Fluoreszenzdetektion durchgefihrt, die eine

qualifizierte Beurteilung der RNA — Qualitat ermdglicht.

3.3.3. RT-PCR
Mit der single tube RT — PCR (QIAGEN OneStep RT-PCR Kit) wurde die

mRNA fir die Lamininketten a3, a4, a5 und y2 sowie B-Aktin als House —

Keeping — Gen nachgewiesen. Tabelle 5 gibt Auskunft Uber die verwendeten
Primer (Tabelle 5).

Annealing—
Primer Sequenz Referenz
Temperatur
a3/F 5°-CCC GGT CAA AGT CAA CTG CA-3
58 °C Akutsu et al. 2005
a3 /R 5-GGC GTT GCC ATA GTA GCC CT-3
od/F 5-AAG TCC GTC CCA GAA GCA-3 )
57 °C Hager et al. 2005
od /R 5-CCA AGC GTG GTG TCA GTA G-3
a5/ F 5-CAG CTC CTG AGG ACT GAA GTG-Z )
57 °C Hager et al. 2005
ad/R 5-CCACTG AAG TTG TAAATG GTG C-3
v2/F 5’-AAA GCC ACG TTG AGT CAG CC-3
57 °C Giannelli et al. 2005
v2/R 5°-TCT TCC ACC TGA AAG GAC TG-3

p—Aktin F (1) 5'-CCT TCC TTC CTG GGC ATG-3'

54 °C QIAGEN, Germany
p—Aktin R (2)| 5-GAG CAATGATCT TGATCT TC-3'
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Tabelle 5: In der RT — PCR verwendete Primer fir die Lamininketten a3, a4, o5 und y2 sowie

fur p—Aktin

Fir die RT — PCR wurden fur jeden Ansatz 48 ul Mastermix (Tabelle 6) und 2 pl
der entsprechenden RNA bzw. 2 pl H,O fir die Wasser—Negativkontrolle
pipettiert. Unter Verwendung des PCR — Automaten Advanced Primus 25
(Peqlab) erfolgte die PCR—Analyse.

Komponente Volumen je 50 pl Ansatz Endkonzentration
RNase—freies H,O 31 ul variabel
5xPuffer 10 1x
dNTP’s 2,0 ul 400 uM fir jedes dNTP

Primer F 1,5 ul 0,6 uM
Primer R 1,5 ul 0,6 uM
Enzym 2,0 ul -
PCR — Programm: 1 Zyklus 50 °C 30 min
95 °C 15 min
40 Zyklen 94 °C 1 min
jew. Annealing—-Temp. 1 min (siehe Tab. 5)
72 °C 1 min
1 Zyklus 72 °C 10 min

Tabelle 6: RT-PCR-Mastermix und PCR-Bedingungen fur den Nachweis der mRNA fir die

Lamininketten

3.3.4. Agarose—Gel-Elektrophorese

Die PCR-Fragmente wurden durch Elektrophorese in 2%igem Agarosegel in
TAE—Puffer (3.5.5) bei 80 V unter Sichtkontrolle aufgetrennt. Es wurden 2 ul
6x—Puffer mit 10 yl PCR—-Ansatz versetzt und in die Geltaschen Uberflhrt. Eine
100 bp—DNA-Leiter (Advanced Biotechnologies Ltd., GroRbritannien) wurde als
Standard mitgefuhrt.
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3.4. Verzeichnis der verwendeten Puffer und Losungen

3.4.1. Konventionelle Histologie

Hamalaun nach Mayer
0,5 g Hamatoxylin
0,1 g Natriumjodat
25 g Aluminiumkaliumsulfat—-Dodecahydrat
25 g Chloralhydrat
0,5 g Zitronensaure

auf 500 ml Aqua dest. 14 Tage reifen lassen

Eosin

Eosin Fertiglosung der Firma SIGMA

3.4.3. Puffer und Losungen fiir das DAKO ChemMate™Detektionskit

primarer Antikdrper in der entsprechenden Verdinnung (Tabelle 3)
sekundarer biotinylierter Antikorper
Chromogensubstrat (Neufuchsin) ,CHROM" bestehend aus:
AP-Substrat (Streptavidin + alkalische Phosphatase)
Chromogen Red 1
Chromogen Red 2
Chromogen Red 3

Levamisol (zur Blockierung endogener alkalischer Phosphatasen)

3.4.4. Puffer und Losungen fiir das Animal Research Kit (ARK, Dako)

Primarer Antikorper: siehe Tabelle 3

Peroxidase — Block:

Biotinylierungsreagenz: modifiziertes biotinyliertes anti-Maus-Ig

Blockierungslésung: normales Mausserum

Streptavidin — FITC: FITC (Chromogen) — markiertes Streptavidin
Verwendung der Substanzen entsprechend Protokoll des Herstellers
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3.4.5. Gele und Puffer fiir die Agarose-Gelelektrophorese

50 x TAE—Puffer
2 M TRIS Base
0,1 M EDTA
1 M Essigsaure
2% Agarose—Gel
5 g Agarose
250 ml 1 x TAE—Puffer

TBS—Puffer 0,05M
6,059 Tris/Base
8,76 g NaCl
800 ml Aqua dest.

pH 7,5 adjustieren, dann auf 11 Aqua dest. auffillen

TBS—Tween 0,1%
0,1% Tween20 in TBS (0,05M) I6sen
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4 Ergebnisse

4.1. Immunhistochemische Analyse der stromalen
Depositionsmuster der Lamininketten a2, a3, a4, a5, 2, B3 und
12

Die immunhistochemische Analyse der stromalen Depositionsmuster der
verschiedenen Lamininketten erfolgte unter Verwendung der in Tabelle 3
genannten Antikorper nach oben beschriebenem Protokoll. Um die
histomorphologischen Unterschiede der stromalen Lamininketten—Deposition in
der Tumorinvasionsfront des oralen Plattenepithelkarzinoms zu untersuchen,
wurden Karzinome verschiedenen Malignitatsgrades im Vergleich zu normaler
und hyperplastischer Mundschleimhaut in die Analyse einbezogen. Es wurden
im Einzelnen die Basalmembranmarkierung, die stromale Deposition und die
Markierung tumorassoziierter Gefalstrukturen der Tumorinvasionsfront

qualitativ (und partiell semiquantitativ) bewertet.

4.1.1. Expressions- und Verteilungsmuster in der normalen
Mundschleimhaut

Im histologischen Praparat der gesunden Mundschleimhaut zeigt die Laminin—
o2—-kette eine deutliche raumliche Assoziation zu Nerven— und
Muskelstrukturen. Im Bereich der Basalmembran lasst sich die a2—Kette
hingegen nicht detektieren (Abb. 3 a). In der submukdsen Fibrose, die als
Prakanzerose gilt, sind eine diskontinuierliche Anfarbung der Basalmembran
und eine schwache Deposition um Gefallstrukturen zu beobachten.

Der Antikorper gegen die Laminin—a3—kette zeigt eine deutliche, kontinuierliche
Markierung der Basalmembranregion sowie eine scharf umschriebene
Dekoration von Gefalstrukturen in der gesunden Mundschleimhaut (Abb. 3 b).
Demgegenulber lasst sich die Laminin—a4—kette in der Basalmembran nicht
nachweisen, markiert aber insbesondere muskelassoziiert auftretende
Mikrogefal3strukturen (Abb.3 c). Fir die Laminin—a5—kette kann eine deutliche

Detektierbarkeit sowohl in der Basalmembranregion, als auch in
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Gefalstrukturen beobachtet werden (Abb. 3 d). Fur alle untersuchten Laminin—
o—ketten zeigen sich keine extrazellularen Depositionen im subepithelialen
Stroma (Abb.3 a—d).
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Abbildung 3:
Immunhistochemische Verteilung der Laminin — a - ketten in der normalen

Mundschleimhaut

Vergleichende Analyse der Verteilung der Lamininketten a2 (a), a3 (b), a4 (c) und o5 (d) in der
Basalmembran, im Bereich von Gefalistrukturen und im subepithelialen Bindegewebe
(Mal3stabbalken = 200 pm)

Die Laminin—p2—kette zeigt eine Anfarbbarkeit im Bereich von Gefalstrukturen,
die Basalmembran und das subepitheliale Bindegewebe dagegen sind nicht
markiert. Eine Ausnahme stellt das Praparat einer fibrosen Prakanzerose mit

einer deutlichen Markierung der Basalmembran dar (Abb.4 a). Different hierzu
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lasst sich fur die Laminin—f3—kette eine Markierung basal gelegener
Keratinozyten beobachten, eine kontinuierliche Basalmembranmarkierung oder
eine extrazellulare Deposition im Stroma besteht nicht (Abb.4 b und c). Klare
Verteilungsmuster kommen unter Verwendung des Antikdrpers gegen die
Laminin—y2—kette zur Darstellung. Die Basalmembran ist kontinuierlich und
deutlich angefarbt, Stroma oder Gefalistrukturen bleiben in der gesunden
Mundschleimhaut negativ. Vereinzelt kommen subepitheliale Zellen mit einer

zytoplasmatischen Positivitat fur diese Lamininkette vor (Abb. 4 d).
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Abbildung 4:

Immunhistochemische Verteilung der Lamininketten 2, 3 und y2 in der normalen
Mundschleimhaut

Vergleichende Analyse der Verteilung der Lamininketten B2 (a), 3 (b), B3 (c, x 100) und y2 (d)
in der Basalmembran, im Bereich von Gefalstrukturen und im subepithelialen Bindegewebe
(MaRstabbalken = 200 um)
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4.1.2. Expressions- und Verteilungsmuster in der hyperplastischen
Mundschleimhaut

Im Gegensatz zur normalen Mundschleimhaut zeigt sich in der
hyperplastischen Mundschleimhaut immunhistochemisch eine diskontinuierliche
Anfarbbarkeit der Basalmembran fur die Laminin—o2—-kette sowie eine
gelegentliche zarte Stromapositivitat. Im Bereich von Nerven— und
Muskelstrukturen stellen sich fiur diese Kette ahnliche Expressions— und
Depositionsmuster wie in der normalen Mundschleimhaut dar (Abb. 5a). Die
Laminin—a3—kette lasst sich in der Basalmembran und im Bereich von
Gefalstrukturen, insbesondere in groReren und muskelassoziierten Gefalen,
detektieren (Abb. 5b). Auch die Laminin—ad4—kette kann in Gefalstrukturen
angefarbt werden. Es heben sich aber bei der Detektion der ad4—Kette im
Gegensatz zur a3—-Kette vornehmlich kleinere Gefalde strukturell hervor. Die
Markierung der a4—Kette in der Basalmembran stellt sich nur punktuell oder in
Regionen des Ubergangs von hyperplastischer zu dysplastischer
Mundschleimhaut dar (Abb. 5c). Die Lamininkette o5 ist in der Hyperplasie
sowohl in Basalmembran- als auch in Gefalistrukturen vertreten. Eine stromale
Deposition ist hier nicht erkennbar (Abb. 5d).
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Abbildung 5:

Immunhistochemische Verteilung der Laminin — a — ketten in der hyperplastischen
Mundschleimhaut

Vergleichende Analyse der Verteilung der Lamininketten a2 (a), a3 (b), a4 (c) und o5 (d) in der
Basalmembran, im Bereich von Gefafistrukturen und im subepithelialen Bindegewebe
(MalRstabbalken = 200 um)

Fir die Laminin—p2—kette nimmt die immunhistochemische Detektierbarkeit
grundsatzlich mit dem Grad der Hyperplasie zu und es zeigen sich
diskontinuierliche Markierungen der Basalmembranen. Im Besonderen stellen
sich epithelnahe Gefaldstrukturen dar (Abb. 6a). Bezuglich der Laminin—3—
kette ergibt die vergleichende Analyse der immunhistochemischen
Detektierbarkeit keine signifikanten Unterschiede zwischen normaler
Mundschleimhaut und Hyperplasie: die B3—Kette lasst sich in basalen und

mittelstandigen Keratinozyten darstellen (Abb. 6b). Auch die Laminin—y2—kette
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ist, wie bereits fur die normale Mundschleimhaut beschrieben, in der
Basalmembran zu detektieren, in Gefalstrukturen oder im Stroma finden sich

keine Markierungen (Abb. 6¢).
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Abbildung 6:

Immunhistochemische Verteilung der Lamininketten 2, B3 wund y2 in der
hyperplastischen Mundschleimhaut

Vergleichende Analyse der Verteilung der Lamininketten B2 (a), B3 (b) und y2 (c) in der
Basalmembran, im Bereich von Gefalistrukturen und im subepithelialen Bindegewebe
(Mal3stabbalken = 200 pm)

4.1.3. Expressions- und Verteilungsmuster im oralen
Plattenepithelkarzinom (OSCC) - vergleichende Analyse verschiedener

Malignitatsgrade

Entsprechend dem Malignitatsgrading fur orale Plattenepithelkarzinome nach

Bryne wurden die in dieser Arbeit untersuchten Tumorpraparate den
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Gradingstufen G1 (gut differenziert), G2 (maRig differenziert) und G3 (schlecht
differenziert) zugeordnet. Es erfolgte dann die vergleichende immunhisto-
chemische Analyse der Expressions— und Depositionsmuster der

verschiedenen Lamininketten.

4.1.3.1 Expressions— und Verteilungsmuster in gut differenzierten oralen

Plattenepithelkarzinomen (G1)

In oralen Plattenepithelkarzinomen einer guten Differenzierung zeigt sich fur die
Laminin—a2—kette wiederum eine charakteristische Deposition in Assoziation zu
Nerven— und Muskelstrukturen sowie eine partielle Reexpression im Bereich
der Basalmembran, wie sie bereits in der Hyperplasie / Dysplasie in geringerer
Intensitat zu beobachten war (Abb. 7a). In einigen der bewerteten Praparate
lasst sich eine raumliche Assoziation dieser Basalmembranmarkierungen zu
Anhaufungen von Entzundungszellen detektieren. Die Laminin—a3—kette farbt
wiederum Basalmembran— und Gefalstrukturen an. Die
Basalmembranmarkierungen in G1-Tumoren sind Uberwiegend kontinuierlich.
Es fallt weiterhin auf, dass in Arealen mit geringem infiltrativen Wachstum eine
gering vorhandene stromale Deposition der a3—Kette vorliegt. Mit Zunahme des
infiltrativen Wachstums lasst sich auch eine deutlich vermehrte vor allem
partielle Stromadeposition dieser Kette detektieren (Abb. 7b). Die Laminin—a4—
kette markiert sehr intensiv vaskulare Strukturen und ist somit ein deutlicher
GefalBmarker in gut differrenzierten oralen Plattenepithelkarzinomen. Es zeigt
sich darUber hinaus eine beginnende partielle Reexpression in
Basalmembranstrukturen und stromalen Arealen (Abb. 7c). Die Laminin—o5—
kette markiert ohne wesentliche Unterschiede zur normalen und
hyperplastischen / dysplastischen Mundschleimhaut auch im Karzinom
Basalmembran— und Gefal3strukturen. Gelegentlich ist eine schwache stromale
Deposition zu erkennen, welches teilweise entzindungsassoziiert in
Erscheinung tritt (Abb. 7d).
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Abbildung 7:

Immunhistochemische Verteilung der Laminin — o — ketten in in gut differenzierten (G1)
oralen Plattenepithelkarzinomen (OSCC)

Vergleichende Analyse der Verteilung der Lamininketten a2 (a), a3 (b), a4 (c) und a5 (d) in der
Basalmembran, im Bereich von Gefalstrukturen und im subepithelialen Bindegewebe
(MaRstabbalken = 100 um)

In Tumorgewebe mit hohem Differenzierungsgrad (G1) sind bei Betrachtung der
Markierungen fur die Laminin—f2—kette erste Veranderungen im Vergleich zu
normaler bzw. hyperplastischer Mundschleimhaut zu beobachten. Neben den
beschriebenen Gefallmarkierungen zeigt sich im G1-Tumor eine stromale
Deposition, welche wiederum in raumlicher Assoziation zu Entzindungszellen
zu detektieren ist. Weiterhin lasst sich gelegentliche eine diskontinuierliche
Anfarbbarkeit der Basalmembran beobachten (Abb. 8a). Die Laminin—33—kette

farbt sich sehr deutlich im Zytoplasma der Tumorzellen an, wohingegen fur
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diese Kette keine stromale Deposition zu sehen ist. Wie bereits fur normale und
hyperplastische Mundschleimhaut beschrieben, lasst sich die p3-Kette in
gleicher Weise besonders in basalen Keratinozyten darstellen, eine
Basalmembranmarkierung findet sich nicht (Abb. 8b). Der Antikdrper gegen die
Laminin—y2—kette bringt eine intensive kontinuierliche
Basalmembranmarkierung zur Darstellung. Weiterhin fallt eine deutliche
stromale Deposition mit besonderer Auspragung in perivaskularen Arealen auf,
wodurch die tumorassoziiert neu gebildeten Gefal3strukturen hervorgehoben
werden. Die Anzahl der vorhandenen tumorassoziierten Gefalke scheint mit
dem Ausmal} der Stromadeposition der y2—Kette in Beziehung zu stehen (Abb.
8c).
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Abbildung 8:
Immunhistochemische Verteilung der Lamininketten p2, f3 und y2 in gut differenzierten
(G1) oralen Plattenepithelkarzinomen (OSCC)
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Vergleichende Analyse der Verteilung der Lamininketten B2 (a), B3 (b) und y2 (c) in der
Basalmembran, im Bereich von Gefal3strukturen und im subepithelialen Bindegewebe
(Mal3stabbalken = 100 pm)

4.1.3.2 Expressions— und Verteilungsmuster in maRig differenzierten (G2)

oralen Plattenepithelkarzinomen

Auch in maRig differenzierten (G2) oralen Plattenepithelkarzinomen zeigen sich
bei Betrachtung der Markierungen fur die Laminin—a2—kette die bereits
beschriebenen Nerven— und Muskelstrukturen. Dartuber hinaus werden, wenn
vorhanden, Speicheldrisen markiert. Die Basalmembran ist nicht grundsatzlich
erkennbar, nur selten lassen sich diskontinuierlich Basalmembranstrukturen
abgrenzen. Auch eine geringflgige stromale Deposition ist eher selten zu
detektieren (Abb. 9a). Die Laminin—a3—kette kann in G2-Tumoren meist
kontinuierlich in der Basalmembran nachgewiesen werden. AuRerdem findet
sich regelmaRig eine stromale Deposition, welche sich jedoch in ihrem Ausmalf
erheblich unterscheidet (Abb. 9b). Im Vergleich zu G1-Tumoren zeigt sich in
G2-Tumoren eine deutliche Zunahme der Basalmembranmarkierungen bei
Detektion der Laminin—a4—kette, welche sowohl kontinuierlich als auch
diskontinuierlich zur Darstellung kommen. Auch die stromale Deposition der
ad—Kette ist hier deutlich starker ausgepragt als in G1-Tumoren. Unverandert
ist eine starke Markierung von Gefa3strukturen zu erkennen (Abb. 9c). Die
Laminin—a5—kette ist in G2—Tumoren sehr deutlich in rAumlicher Assoziation zu
Gefalstrukturen zu detektieren. Es findet sich weiterhin eher eine geringflgig
ausgepragte stromale Deposition. Im G2-Karzinom, besonders in der
Tumorinvasionsfront sind erste fokale Verluste oder diskontinuierliche

Anfarbungen der Basalmembran zu beobachten. (Abb. 9d).
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Abbildung 9:

Immunhistochemische Verteilung der Laminin — o — ketten in méaRig differenzierten (G2)

oralen Plattenepithelkarzinomen (OSCC)

Vergleichende Analyse der Verteilung der Lamininketten a2 (a), a3 (b), a4 (c) und a5 (d) in der
Basalmembran, im Bereich von Gefal3strukturen und im subepithelialen Bindegewebe
(Maf3stabbalken = 100 pm)

Unter Verwendung des Antikdrpers gegen die Laminin—2—kette zeigt sich in
G2-Tumoren eine nur minimale Anfarbbarkeit der Basalmembran. In tumordsen
Arealen nimmt die Anfarbbarkeit der Basalmembran ab, auflerdem sind
vermehrt diskontinuierliche Abschnitte zu finden. Eine zarte stromale Deposition
ist festzustellen. Verglichen mit G1—Tumoren stellen sich eine Abnahme der
Basalmembranmarkierungen im Tumor und eine geringflgig vermehrte

Stromadeposition dar. Fur die p2—Kette fallen aber Unterschiede bezuglich der
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Darstellung von Gefalstrukturen zwischen den unterschiedlich differenzierten
Tumoren auf (Abb. 10a).

Bei Markierung der p3-Kette lasst sich wiederholt eine zytoplasmatische
Positivitat basaler Keratinozyten erkennen. Gelegentlich ist eine stromale
Deposition vorhanden, die weder charakteristisch Entzindungs— noch
Invasionsfront—assoziiert erscheint. Es sind keine Markierungen der
Basalmembran und der Gefale zu verzeichnen (Abb. 10b). Die Laminin—y2—
kette ist in G2-Tumoren verglichen mit normaler und hyperplastischer
Mundschleimhaut bzw. mit G1-Tumoren erstmals im Zytoplasma der
Tumorzellen zu detektieren. Weiterhin findet sich eine deutliche stromale

Deposition und Basalmembranmarkierung mit quantitativer Zunahme verglichen

mit G1-Tumoren, eine distinkte Gefallmarkierung kann nicht beobachtet
werden (Abb. 10c).
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Abbildung 10:

Immunhistochemische Verteilung der Lamininketten 2, B3 und y2 in maRig
differenzierten (G2) oralen Plattenepithelkarzinomen (OSCC)

Vergleichende Analyse der Verteilung der Lamininketten B2 (a), B3 (b) und y2 (c) in der
Basalmembran, im Bereich von Gefalistrukturen und im subepithelialen Bindegewebe
(Maf3stabbalken = 100 pym)
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Abbildung 11:

Gefalipositivitat fir (a) die Laminin — a3 — kette und (b) die Laminin — y2 — kette in der
Invasionsfront eines oralen Plattenepithelkarzinoms G2 mit hamangischer Karzinose (Pfeil)
(Maf3stabbalken = 100 pm)

4.1.3.3 Expressions— und Verteilungsmuster in schlecht differenzierten (G3)

oralen Plattenepithelkarzinomen

Bei Detektion der Laminin —a2 —kette in G3—Tumoren fallt eine Markierung von
muskularen und nervalen Strukturen auf. Im Vergleich mit anderen
Gradingstufen ist keine stromale Deposition festzustellen sowie keine
Dekoration der Basalmembran nachzuweisen. (Abb. 12a). Der Antikérper
gegen die Laminin—a3—kette zeigt eine oft diskontinuierliche Darstellung der
Basalmembranregion und eine reichliche Markierung des subepithelialen
Stromas. AuRerdem ist eine schwache und unscharfe Verdichtung um
vaskulare Strukturen zu bemerken. Mit zunehmender Malignitat des Tumors
zeigt sich eine zunehmende Diskontinuitat der Basalmembranmarkierung (Abb.

12b). Bei der Analyse der Laminin—a4—kette fallt auf, dass insbesondere grol3e
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Gefalistrukturen im Tumor in raumlicher Assoziation zur Invasionsfront markiert
sind. Im Stroma und den tumorassoziierten Basalmembranstrukturen zeigt sich
eine deutliche Positivitat fur die a4—Kette mit Intensitatszunahme im Vergleich
zu Tumoren eines niedrigeren Malignitatsgrades und insbesondere zur
normalen und hyperplastischen Mundschleimhaut (Abb. 12c). Die Laminin—o5—
kette zeigt eine diskrete und unregelmalige stromale Deposition. Es lassen
sich daruber hinaus mit dem Antikorper gegen die ob5—Kette vereinzelt
Gefalstrukturen anfarben. Besonders bei dissiminierten Wachstum zeigen sich
weiterhin Basalmembranverluste. In undifferenzierten Tumoren fehlt eine
Basalmembranstruktur vollig oder stellt sich allenfalls noch diskontinuierlich dar
(Abb. 12d).
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Abbildung 12:
Immunhistochemische Verteilung der Laminin — o — ketten in schlecht differenzierten
(G3) oralen Plattenepithelkarzinomen (OSCC)

54



Ergebnisse

Vergleichende Analyse der Verteilung der Lamininketten a2 (a), a3 (b), a4 (c) und o5 (d) in der
Basalmembran, im Bereich von Gefal3strukturen und im subepithelialen Bindegewebe
(Mal3stabbalken = 100 pm)

Die Markierungen der Laminin—p2—kette zeigen kein einheitliches Bild bezogen
auf Basalmembran— und stromale Strukturen. Meist fehlt die vollstandige
Anfarbung der Basalmembran um die Tumorzellen, ansonsten stellen sich
diskontinuierliche Basalmembranregionen dar. Somit zeigt sich eine negative
Tendenz bezuglich des Ausmalies der Basalmembranmarkierungen vom gut
differenzierten zum undifferenzierten Tumor. Weiterhin ist eine Zunahme der
stromalen Depositionen zu beobachten. An wenigen Gefalistrukturen ist eine
intensive Anfarbbarkeit der B2-Kette zu erkennen. Eine Zunahme der
Markierungsintensitat fur diese Kette zwischen den Gradingstufen ist somit
nicht zu beobachten (Abb. 13a). Die Laminin—33—kette Iasst sich im Zytoplasma
der Tumorzellen und besonders wiederum in den basalen Keratinozyten
detektieren, was als typisch flr diese Lamininkette zu betrachten ist.
Gefalstrukturen, das subepitheliale Stroma und Basalmembranregionen lassen
sich hingegen nicht oder allenfalls sporadisch anfarben (Abb. 13b). Die
Laminin—y2—kette kann sehr deutlich in Basalmembranstrukturen beobachtet
werden, auch Depositionen im Stroma zeigen sich in mittlerer bis starker
Intensitat. Eine deutliche Gefallmarkierung findet sich nicht, nur gelegentlich
fallen Deposition in Assoziation zu Gefalstrukturen ohne klare Abgrenzbarkeit
auf. Besonders in der Tumorinvasionszone kann diese Kette im Zytoplasma der
Tumorzellen detektiert werden. Insgesamt zeigen sich somit fur die Laminin—
y2—kette ahnliche Strukturmuster bezogen auf stromale Depositionen in oralen
Plattenepithelkarzinomen ohne deutliche qualitative Unterschiede zwischen den
verschiedenen Malignitatsgraden, die sich aber dennoch deutlich von normaler

Mundschleimhaut und Hyperplasie abgrenzbar zeigen (Abb. 13c).
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Abbildung 13:

Immunhistochemische Verteilung der Lamininketten B2, B3 und y2 in schlecht

differenzierten (G3) oralen Plattenepithelkarzinomen (OSCC)

Vergleichende Analyse der Verteilung der Lamininketten B2 (a), 3 (b) und y2 (c) in der
Basalmembran, im Bereich von Gefalistrukturen und im subepithelialen Bindegewebe
(Maf3stabbalken = 100 pym)
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4.2. Quantitative Analyse der immunhistochemischen
Ergebnisse stromaler Depositionen zu neoplastischer
Transformation und Tumorprogression sowie aSMA

Die folgenden Auswertungen, die mithilfe der im Kapitel 3 (3.3.2.) genannten
statistischen Methode erfolgten, zeigen die stromalen Depositionen der
jeweiligen Lamininketten in unterschiedlichen Gewebeproben im Vergleich von
normaler und hyperplastischer Mundschleimhaut und stark bis wenig
differenzierten (G1 bis G3) oralen Plattenepithelkarzinomen auf.

Die Markierungen des Stromas bei der Laminin — a2 — kette sind sowohl bei
normaler als auch bei hyperpastischer Mundschleimhaut teilweise vorhanden.
Jedoch nimmt mit zunehmender Malignitat des OSCC (G1 bis G3) die
Stromamarkierung ab (Abb. 14a). Dabei sind die Veranderungen der
Expression der Laminin — a2 - kette im Bezug auf neoplastische
Transformation und Tumorprogression mit einem p — Wert von 0,004 statistisch
signifikant. Bei Betrachtung der Stromamarkierung der Laminin — a3 — kette
zeigen die quantitativen Auspragungen zu maligner Transformation und
Tumorprogression ebenfalls eine statistische Signifikanz (p — Wert von < 0,001).
Hier ist eine steigende Tendenz der stromalen Depositionen zum
Malignitatsgrad des Tumors auffallig (Abb. 14b). Das Ausmall der
Stromadeposition gegenuber neoplasticher Transformation und
Tumorprogression ist besonders bei Markierung der Lamininkette a4 deutlich
(Abb. 14c). Der p — Wert von < 0,001 bestatigt die statistische Signifikanz. Fur
die quantitativen Veranderungen der Expression der Lamininkette a5 kann eine
weitere Signifikanz (p — Wert von 0,001) festgestellt werden. Je maligner der

Tumor umso ausgepragter stellt sich die stromale Deposition dar (Abb. 14d).
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Abbildung 14:

Quantifizierung der stromalen Lamininketten—Depositionen fiir neoplastische
Transformation und Tumorprogression: Vergleich von normaler und hyperplastischer
Mundschleimhaut sowie unterschiedlich differenzierten oralen Plattenepitelkarzinomen
(OScCC)

(@) a2, (b) a3, (c) a4 und (d) a5

Aulerdem wurden in die semiquantitative Auswertung folgende Lamininketten
mit einbezogen. Eine stromale Darstellung der 2 — Kette kommt in normaler
und hyperplastischer Mundschleimhaut nicht bzw. kaum vor. Bei Ausbildung
eines Tumors und Zunahme des Gradings zeigen sich ansteigende
Stromamarkierungen. Mit einem p — Wert von < 0,001 korrliert das Auftreten der
Lamininkette B2 mit neoplastischer Transformation und Tumorprogression und
ist damit statistisch signifikant (Abb. 15a). Eine statistische Signifikanz ist
ebenfalls bei den stromalen Depositionen der Laminin — B3 — kette aufzufihren
(p — Wert von 0,036). Jedoch steigen die Auspragungen im Tumor mit dem
Grading geringflugiger an als bei der eben genannten (Abb. 15b). Auch der
deutliche Anstieg der stromalen Depositionen der Laminin — y2 — kette im
Tumorgewebe, gegentiber gesunden Proben, ist statistisch signifikant (p — Wert

von £ 0,001). Darlber hinaus nimmt die Stromamarkierung innerhalb des
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Gradings und insbesondere zwischen G2 — und G3 — Tumoren (Score 2 und 3
siehe Tabelle 4) zu (Abb. 15c¢).
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Abbildung 15:

Quantifizierung der stromalen Lamininketten—Depositionen fiir neoplastische
Transformation und Tumorprogression: Vergleich von normaler und hyperplastischer
Mundschleimhaut sowie unterschiedlich differenzierten oralen Plattenepitelkarzinomen
(OSCC)

(a) B2, (b) B3 und (c) y2

Fir eine nachfolgende Untersuchung der stromalen Lamininkettenexpression in
Beziehung zur Stromaaktivierung erfolgte eine semiquantitative Bewertung der
Expression von o — glattmuskularem Aktin (aSMA) in den Praparaten. Die
Kriterien der Scores zur Bewertung von aSMA sind im Kapitel Material und
Methoden (siehe Tabelle 4) ersichtlich (Score 0 bis 3). Es fallt auf, dass die
Markierungen von aSMA im hyperplastischen Gewebe selten auftreten und im
Tumor zunehmen. Die vorhandenen Auspragungen in der normalen

Mundschleimhaut sind mdglicherweise auf die in einem Praparat vorkommende
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fibrose Prakanzerose zurtckzufuhren (Abb. 16). Trotzdem ist eine statistische

Signifikanz mit einem p — Wert von 0,004 gegeben.
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Abbildung 16:
Quantifizierung der stromalen Deposition von aSMA fiir neoplastische Transformation
und Tumorprogression: Vergleich von normaler und hyperplastischer Mundschleimhaut

sowie unterschiedlich differenzierten oralen Plattenepitelkarzinomen (OSCC)

Nach Aufteilung der in der Tabelle 2 aufgefuhrten Falle in die Scoregruppen fur
aSMA ergaben sich folgende Ergebnisse. Es konnten 15 Praparate
unterschieden werden, die keine Markierungen von aSMA zeigten, 17 mit
wenigen stromalen Markierungen, 14 mit einigen Arealen ausgepragter
stromaler Markierungen und 8 Proben, die eine Uberwiegende oaSMA-
Markierung des Stromas aufwiesen. In dieser Einteilung wurden die jeweiligen
Lamininketten bezlglich ihres Auftretens mit aSMA zusammenhangend
betrachtet.

Die quantitativen Auspragungen der Laminin — a2 — kette differenzierten sich im
Bezug auf aSMA untereinander kaum. Es ist keine statistische Signifikanz (p —
Wert von 0,097) vorhanden (Abb. 17a). Eine Signifikanz mit einem p — Wert von
< 0,001 kann bei der Gegenuberstellung von aSMA — Markierungen und dem
Vorkommen von Lamininkette a3 gezeigt werden. Je intensiver aSMA —
Markierungen auftreten umso gehaufter konnte die Kette a3 im Stroma

detektiert werden (Abb. 17b). Auch zwischen den stromalen Markierungen der
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Laminin — a4 — kette und den aSMA — Markierungen konnten Zusammenhange
hergestellt werden. Eine deutlich ansteigende Tendenz ist mit Zunahe der
Expression von aSMA zu verzeichnen und ist mit dem p — Wert < 0,001
statistisch signifikant (Abb. 17c). Markierungen der Laminin — a5 — kette lie3en
sich in Bezug auf aSMA besonders im Bewertungsscore 0 (siehe Tabelle 4)
eher selten nachweisen. Danach nahmen sowohl stromale Depositionen der
Lamininkette a5 als auch die Expression von aSMA zu. Eine Prufung auf
statistische Signifikanz ergab einen p — Wert von 0,05 (Abb. 17d).
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Abbildung 17:

Quantifizierung der stromalen Deposition durch Gegeniiberstellung der jeweilig
beteiligten Lamininketten und aSMA
(a) a2, (b) a3, (c) a4 und (d) ab

Neben den ausgewahlten Laminin — o — ketten wurden zuletzt die f2 —, B3 —und
v2— Kette auf den Zusammenhang zu aSMA Uberpruft. Dabei zeigte sich, dass
die Gewebeschnitte ohne aSMA positive Areale auch nur selten stromale
Expressionen der Laminin — B2 - kette darstellten. Mit zunehmender

Markierung von aSMA konnten vermehrt Stromamarkierungen der 2 — Kette
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nachgewiesen werden. Hier besteht eine statistische Signifikanz mit dem p —
Wert 0,001 (Abb. 18a). Zudem konnte bei der Expression der 3 — Kette wie bei
der Markierung von aSMA ein tendenzieller Anstieg verzeichnet werden.
Demnach wurden in aSMA negativen Schnitten fast keine stromalen
Depositionen der B3 — Kette dargestellt. Erst bei ausgepragter Markierung von
aSMA (Score 2 bis 3) nahm auch die Stromaexspression der Laminin — 3 —
kette zu. Diese Gegenuberstellung ist mit einem p — Wert von 0,024 signifikant
(Abb. 18b). Ebenso bei der Betrachtung der y2 — Kette fallt auf, dass bei
Praparaten ohne jeglichen Nachweis von aSMA kaum stromale Depositionen
der Kette vorkommen. Dann steigt die Markierung von aSMA positiven Arealen
genauso an wie die stromalen Depositionen der Lamininkette y2 (Abb. 18c),

wobei eine statistische Signifikanz vorliegt (p — Wert von 0,026).
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Abbildung 18:
Quantifizierung der stromalen Deposition durch Gegeniiberstellung der jeweilig

beteiligten Lamininketten und aSMA
(a) B2, (b) B3 und (c) y2
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Lamininkette / neoplastische
Transformation und p — Wert / Signifikanz

Tumorprogression

a2 0,004
a3 < 0,001
ad < 0,001
a5 0,001

p2 < 0,001
72 < 0,001
B3 0,036

aSMA / neoplastische
Transformation und 0,004

Tumorprogression

Lamininkette / aSMA

02 0,097
a3 < 0,001
ol < 0,001
o 0,05

p2 0,001

72 0,026
B3 0,024

Tabelle 5: Uberblick iiber die semiquantitativen Auswertungen

Gegenuberstellung des Vorkommens der jeweiligen Lamininketten bezogen auf neoplastische
Transformation und Tumorprogression, des Vorkommens von oSMA bezogen auf
neoplastische Transformation und Tumorprogression sowie der Markierungen der
Lamininketten zum Ausmall der aSMA — Positivitdt mit entsprechender Auffiihrung der p —

Werte (Signifikanz)
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4.3. Quantitative Analyse der Immunfluoreszenz —
doppelmarkierung mit CD 31 und den Lamininketten a3, a4, a5
und y2

Anhand ausgesuchter Falle von normaler (Fallnr. 1, 2) und hyperplastischer
(Fallnr. 6, 8) Mundschleimhaut, gut differenzierten (G1) (Fallnr. 14, 18 ,20),
mafig differenzierten (G2) (Fallnr. 23, 29, 43) sowie schlecht differenzierten
(G3) (Fallnr. 48, 52 ,54) oralen Plattenepithelkarzinomen (OSCC) wurde eine
Immunfluoreszenzdoppelmarkierung nach beschriebenem Protokoll
durchgefuhrt. Dazu sollten die Lamininketten a3, a4, a5 und y2 mit CD 31 als
gefalspezifischen Antikdrper vergleichend betrachtet werden, um einen
moglichen Zusammenhang zwischen Tumorgefallen allgemein und Gefalien
mit Positivitat fur die aufgefuhrten Laminine zu untersuchen. Zur Auswertung
wurden jeweils drei Gesichtsfelder der erfolgten
Immunfluoreszenzdoppelmarkierung ausgewahlt und nach der Darstellung
sowohl der Tumorgefalle als auch Lamininketten — positiver Gefalle
quantifiziert. Daraus ergaben sich nachfolgende Ergebnisse.

Bei Betrachtung der Gefalpositivitat der Laminin — a3 — kette kann eine
abnehmende Tendenz mit zunehmendem Malignitatsgrad festgestellt werden
(Abb. 19a). Es konnte insbesondere in normaler und hyperplastischer
Mundschleimhaut die a3 — Kette in GefalRen nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 20 Bild a). Dagegen verringerten sich die Gefalmarkierungen im
Tumorgewebe (siehe Abb. 20 Bild b und c). Bei dieser Betrachtung fallt mit
einem p — Wert von 0,042 eine statistische Signifikanz auf.

Die Auspragungen der a4 — Kette in Tumorgefal3en erscheint unabhangig vom
Malignitatsgrad der Gewebeproben ungefahr gleich (siehe Abb. 20 Bild d bis f).
Es kann keine statistische Signifikanz festgestellt werden (p — Wert von 0,246)
(Abb. 19b).

Differenziertere Bemerkungen sind bei Auswertung der Gefal3positivitat der
Laminin — a5 — kette notwendig (Abb. 19c). Zu Beginn ergab sich eine intensive
Markierung der a5 — Kette in den Gefal’en in normaler und hyperplastischer
Mundschleimhaut (siehe Abb. 20 Bild g). Weiterhin konnte die Lamininkette a5
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in G1 — Tumoren dargestellt werden (siehe Abb. 20 Bild h), diese nahm jedoch
quantitativ gegenuber dem gesunden Gewebe ab. Die Tendenz fuhrte in den
G2 — Tumoren fort. Bei schlecht differenzierten Tumoren (G3) konnte ein
Anstieg der Gefallimarkierungen gezeigt werden (siehe Abb. 20 Bild i). Es ist
auch bei statistischer Auswertung der a5 — Kette keine Signifikanz nachweisbar
(p — Wert von 0,101).

Zur Gefalpositivitat der Laminin — y2 — kette fallt auf, dass kein Nachweis in
normaler Mundschleimhaut moglich war (siehe Abb. 20 Bild j). Jedoch stieg die
GefaBmarkierung im hyperplastischen Gewebe und im noch stark
differenzierten Tumorgewebe (G1) an (siehe Abb. 20 Bild k). Im malRig bzw.
schlecht differenzierten Tumorgewebe (G2 und G3) des OSCC nahmen die
Expressionen der Lamininkette y2 im Gefald wieder ab (siehe Abb. 20 Bild I). Mit
einem p — Wert von 0,12 stellt sich keine statistische Signifikanz heraus (Abb.
19d).
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Abbildung 19:
Anteile Lamininketten — positiver GefaRe an der Gesamtheit aller GefdaBe im Tumor
(a) CD31/a3, (b) CD 31/04, (c) CD 31/a5 und (d) CD 312
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Abbildung 20:

Immunfluoreszenzdoppelmarkierungen fiir CD 31 und den Lamininketten a3, a4, a5 und
v2 in normaler / hyperplastischer Mundschleimhaut und im OSCC unterschiedlichen

Malignitatsgrades:
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a = a3 — Kette in normaler MSH, b = a3 — Kette im G1 — Tumor, ¢ = a3 — Kette im G3 — Tumor ;
d = o4 — Kette in normaler MSH, e = a4 — Kette im G1 — Tumor, f = a4 — Kette im G3 — Tumor;
g = a5 — Kette in normaler MSH, h = a5 — Kette im G1 — Tumor, i = a5 — Kette im G3 — Tumor;
j=v2 — Kette in normaler MSH, k = y2 — Kette im G1 — Tumor, | = y2 — Kette im G3 — Tumor

4.4. Mikrodissektion und RT — PCR der Lamininketten a3, a4, a5
und y2

Abgeleitet aus den immunhistochemischen Untersuchungen lasst sich eine
besondere tumorbiologische Bedeutung der Lamininketten a3, a4, o5 und y2
fur Invasion und Progression des OSCC vermuten. Nach Analyse der
entsprechenden stromalen Depositionsmuster ergibt sich die Frage nach dem
Syntheseort dieser Lamininketten. Zur weiteren Bearbeitung dieser
Fragestellung fuhrten wir an einem reprasentativen Fall (OSCC G2, Falinr. 26)
eine Mikrodissektion zur Isolierung von Tumor— und Stromaarealen in Bereich
der Invasionsfront durch. Nach RNA — Extraktion aus dem so gewonnenen
Gewebematerial wurde mittels RT-PCR die mRNA - Expression fur die
Lamininketten a3, a4, o5 und y2 in Tumor — versus Stromaregionen untersucht.
Es zeigt sich, dass fur alle Ketten sowohl im Tumor als auch im Stroma eine

deutliche mRNA — Expression nachzuweisen ist (Abb. 21).

205 bp p-actin
230 bp LNHa3
326 bp LNead
230 bp LNe5
313 bp LNy2
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Abbildung 21:

Nachweis der mRNA — Expression der Lamininketten a3 (LN a3), a4 (LN a4), a5 (LN a5) und
v2 (LN vy2) sowie des House — keeping — Gens pB—Aktin durch RT-PCR an Gewebematerial von

durch Mikrodissektion isolierten Tumor— und Stromaarealen der OSCC - Invasionsfront
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Analyse der stromalen Depositionen
ausgewabhlter Lamininketten im oralen Plattenepithelkarzinom unterschiedlicher
Malignitat im Vergleich zu normaler und hyperplastischer Mundschleimhaut. In
bisherigen Analysen gab es diese differenzierte Fokussierung auf das
Stromakompartiment der Invasionszone oraler Karzinome nicht. Hingegen
stehen hinreichend Daten zur zytoplasmatischen Akkumulation sowie zur
Basalmembranpositivitat im Bereich der OSCC-Invasionsfront zur Verfigung
(Kosmehl et al. 1999, Haas et al. 2001, Franz et al. 2007).

5.1. Stromale Detektierbarkeit der Laminin—a2—-kette im Rahmen der
malignen Transformation oraler Mundschleimhaut ohne Beziehung zu
Invasivitat und Malignitat des OSCC

Die Laminin — a2 — kette ist Bestandteil der Isoformen 211 (LM 2), 221 (LM 4)
und 213 (LM 12) und kann vornehmlich in neuromuskularen Strukturen
nachgewiesen werden mit der Hauptfunktion der Aufrechterhaltung der
strukturellen Muskelzellintegritat (Brandenberger et al. 1996). Die funktionelle
Bedeutung in der gesunden Mundschleimhaut sowie in oralen Karzinomen ist
bislang nicht hinreichend geklart. Nachdem die Laminin — a2 — kette in fetalen
oralen Gewebsstrukturen exprimiert wird und in der gesunden adulten
Mundschleimhaut nicht detektiert werden kann, kommt es im Rahmen der
Karzinogenese des OSCC zu einer Re—Expression in der Basalmembranregion
(Kosmehl et al. 1999). Daten zum Verhalten stromaler Depositionen dieser
Kette lagen bislang nicht vor. In der vorliegenden Arbeit erfolgte die qualitative
Betrachtung der immunhistochemischen Verteilung der Lamininkette a2 im
Stroma der Invasionsfront des OSCC im Vergleich zu gesunden
Gewebeproben. Es zeigt sich keine Markierung im Stroma der normalen
Mundschleimhaut. Dagegen erscheint eine gelegentliche zarte Markierung im
Stroma der veranderten hyperplastischen Mundschleimhaut. Im tumordsen
Gewebe, insbesondere in G2 — Tumoren (maRig differenzierten Tumoren),
lassen sich nur selten stromale Depositionen detektieren, welche sich zu

entzindlicher Infiltration assoziiert zeigen und somit auf einen
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inflammatorischen  Hintergrund  schlieBen lassen. Keine stromalen
Markierungen koénnen in G3-Karzinomen dargestellt werden. In der
quantitativen stromalen Auswertung féallt im normalen Gewebe eine
Detektierbarkeit auf. Die Ursache kann in der vorliegenden fibrosen
Prakanzerose, welche in einem Praparat vorliegt, begriindet sein. Das stromale
Vorkommen wurde in hyperplastischen Proben und gut differenzierten
Karzinomen hauptsachlich als ,teilweise markiert* (Score 1 siehe Tabelle 4)
beschrieben. Aufgrund dieses Erscheinungsbildes kann die stromale Laminin —
o2 — kette als ein Marker fur neoplastische Veranderungen diskutiert werden.
Dann nimmt die Markierung im maRig und schlecht differenzierten Tumor (G2)
ab, in G3—Tumoren ist ein Nachweis nicht mehr mdglich. Demgegenuber
konnten Vitolo und Mitarbeiter in supraglottischen Tumoren eine Expression der
Laminin — a2 — kette in Assoziation zu stromalen und parenchymalen Gefallen
detektieren. Laminin — a2 — ketten — positive Gefalte wurden nur im Stroma
beobachtet (Vitolo et al. 2001). Tumoren kdnnen die Eigenschaft der Invasivitat
entwickeln. Die durch die Tumorzellen produzierten Wachstumsfaktoren
(hauptsachlich TGF — B1) sind in der Lage, die Umwandlung stromaler
Fibroblasten zu aSMA — positiven Fibroblasten hervorzurufen. Deswegen gilt
die aSMA — Positivitat als ein Mal fur stromale Aktivierung im Tumor. Dieser
Prozess wird auch als desmoplastische Stromareaktion bezeichnet. aSMA —
positive Fibroblasten kdnnen onkofetale Matrixproteine und somit ein
tumorsupportives Stroma synthetisieren. Aufgrund dieser Zusammenhange
wurden in dieser Arbeit auf immunhistochemischer Basis qualitative
Auswertungen bezlglich des Gradings oraler Plattenepithelkarzinomfalle und
deren aSMA - Positivitat vorgenommen. Hinsichtlich des
Entdifferenzierungsgrades und damit der zunehmenden Malignitat des OSCC
steigt der Nachweis der aSMA — Positivitat signifikant an. Allerdings zeigen sich
selten stromale Markierungen der Laminin — a2 — kette und damit keine
Korrelation zur aSMA — Expression im OSCC. Schon in fibros veranderten
Lasionen wie der noduldren Palmarfiboromatose (Mb. Dupuytren) konnten

Berndt und Mitarbeiter aSMA — positive Zellen nachweisen. Hierbei handelte es
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sich um aktive Knoten der Palmarfibromatose. Die aSMA — positiven Zellen
konnten weiterhin als Myofibroblasten identifiziert werden (Berndt et al. 1994).

Die nodulare Palmarfibromatose ist eine tumordse Proliferation von
Fibroblasten. Zu Beginn der Krankheit tritt die Proliferation durch
Myofibroblasten in den Vordergrund. Dann verliert sich die proliferative Phase
durch ein Absinken der Myofibroblastentatigkeit und es entstehen
aponeurotische Narben mit einer irreversiblen Kontraktur. Die proliferativen
Knoten zeigen Depositionen von Fibronektin. Die extrazellulare Matrix um die
Aponeurose setzt sich aus Komponenten wie Fibronektin, Laminin — 1 — kette
und Laminin — y1 — kette, Tenascin und Kollagen IV zusammen. In einigen
Zellen konnten die a2 — und a5 — Ketten nachgewiesen werden. Die B2 —
Lamininkette wurde in einer Mehrzahl von aponeurotischen Fibroblasten
gefunden (Kosmehl et al. 1995). Somit ist die Reexpression der a2 — Kette
sowohl in der noduldren Palmarfiboromatose als auch im OSCC nicht als

auffalliges Strukturphanomen zu identifizieren.

5.2. Deutliche Zunahme der Stromadepositionen der Laminin—a3—kette in

der Invasionsfront des OSCC mit Assoziation zu Invasivitat und Malignitat

Bisher konnte die Laminin — a3 — kette in den Isoformen 332 (LM 5A und 5B),
311 (LM 6), 321 (LM 7) und 323 (LM 13) gezeigt werden. Dabei kdnnen den
Isoformen des Laminin 5, LM 5A und 5B, unterschiedliche Organe bzw.
Gewebe zugeordnet werden. In Brustdrisen und in der Plazenta kann LM 5A
gezeigt werden und funktioniert als Bestandteil der Hemidesmosomen und
bildet eine Leitschiene flr die zellulare Migration (Rousselle et al. 1991; Doliana
et al. 1997). Die Variante des LM 5B stellt sich in Uterus und Lunge dar, wobei
keine funktionelle Bedeutung geklart ist (Doliana et al. 1997). Alle Isoformen der
Lamininkette a3 sind in der Haut detektiert worden (Rousselle et al. 1991;
Doliana et al. 1997; Marinkovich et al. 1992; Champliaud et al. 1996). In dieser
Arbeit konnte die Laminin — o3 — kette im Stroma der normalen und
hyperplastischen Mundschleimhaut nicht bzw. selten sporadisch sowohl

qualitativ  mittels Immunhistochemie als auch semiquantitativ durch
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Immunfluoreszenz detektiert werden. In G1 — Tumoren treten stromale
Depositionen vor allem in Arealen mit infiltrativen Wachstum auf.
Unterschiedlich stark zeigen sich die stromalen Markierungen noch in G2 —
Tumoren, aber bei Proben von G3 — Tumoren sind kontinuierlich intensive
Markierungen im Stroma vorhanden. Diese Tendenz konnte mit quantitativer
Methode bestatigt werden. Hier kann das Vorhandensein als auch die Starke
der Auspragung auf ein neoplastisches Geschehen hindeuten. Eine Korrelation
der stromalen a3 — Ketten — Expression zum Ausmal der aSMA — Positivitat
konnte von uns nicht gezeigt werden. Sowohl in Fallen geringer Auspragung
der aSMA Positivitat als auch in solchen mit hoher Auspragung zeigt sich ein
nahezu konstant hohes Detektionsniveau fir die a3-Kette. Dies spricht dafir,
dass es mit dem Beginn der Stromaaktivierung zu einer gesteigerten
Expression und stromalen Deposition dieser Kette kommt, welche dann aber
mit zunehmendem Aktivitatsgrad nicht weiter zunimmt. Aus diesem Grund wird
hier ein Phanomen der frihen Fibroblastenaktivierung postuliert. Im fetalen und
adulten gesunden oralen Gewebe sowie im hyperplastischen Gewebe konnten
Kosmehl und Mitarbeiter die a3 — Kette in der Basalmembran anfarben. Im
OSCC verhalt sich die Lamininkette o3 ahnlich wie im gesunden und
hyperplastischen Gewebe. Mit Zunahme der Invasivitat und damit Malignitat
wiesen Kosmehl und Mitarbeiter bereits vermehrt fokale Briche in der
Basalmembran, eine Zunahme der Anfarbbarkeit des Zytoplasmas der
Tumorzellen und stromale Markierungen nach und postulierten einen Beitrag
zum Prozess der Tumorinvasion (Kosmehl et al. 1999). Die Invasion im OSCC
orientiert sich laut Kosmehl und Mitarbeitern an der Matrix des Laminin 332 (LM
5).

Das stromale Kompartment zeigt eine deutliche Expression des onkofetalen
Fibronektins. Nielsen und Mitarbeiter konnten die steigende Expression des
glykosilierten onkofetalen Fibronektins in invasiven oralen Tumoren darstellen.
Weiterhin reflektiert die Konzentration von Kollagen die Invasivitat oraler
Tumore. Aulerdem lassen sich an dem vorherrschenden stromalen Umfeld
Aussagen zur Progression der oralen Tumoren treffen. Verschiedene auf das

Tumorstroma bezogene Ereignisse wie die GefalRneubildung, die
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Fibroblastenaktivierung, die Differenzierung der Myofibroblasten und das
Auftreten spezifischer Stromaproteine z.B. Fibronektin und Laminin 332 (LM 5)
stellen bekannte stromale Veranderungen im Tumor dar (Nielsen et al. 2008).
Dies wird durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit im Sinne einer klaren
Zunahme stromaler o3 - Positivitat mit steigendem Malignitatsgrading
unterstutzt. Hierzu passend wiesen Tani und Mitarbeiter eine Zellmigration
durch die Prasenz von HGF (hepatocyte growth factor) nach, wodurch sich die
migratorische Aktivitdt im Tumor verstarkte. Durch die Behandlung mit
Herbimycin A und Antikdrpern gegen Integrin a3/p1 und Laminin — a3 — kette
konnte die Zellmigration im Pankreastumor blockiert werden. In humanen
Pankreastumoren zeigte sich eine Expression von Laminin 111 (LM 1) und
Laminin 332 (LM 5). Aullerdem wurde innerhalb der Studie eine stromale
Reaktivierung des LM 332 (LM 5) in humanen Tumorzellen des Pankreas
dargestellt (Tani et al. 1997).

Akashi und Mitarbeitern wiesen auf die Expression der Laminin — a3 — kette im
nicht — kleinzelligem Bronchialkarzinom hin. Fragmentierung und vollige
Abwesenheit der a3 — Kette im nicht — kleinzelligen Bronchialkarzinom sind
deutlicher zu beobachten als bei der Lamininkette o5. Die reduzierte
Expression dieser o — Ketten im Bronchialkarzinom tragt zur Fragmentierung
der Basalmembran bei und erleichtert die Proliferation der Stromaanteile, die
eine wesentliche Rolle bei der malignen Zellinvasion spielen (Akashi et al.
2001).

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Zunahme der stromalen
Depositionen der Laminin — a3 — kette mit steigendem Malignitatsgrad und
zunehmender aSMA—Positivitat des Stromas ist auch vor dem Hintergrund der
tumorbiologischen Bedeutung der Prozessierung dieser Kette mit daraus
folgenden funktionell unterschiedlichen prozessierten Varianten zu betrachten.
Es ist bekannt, dass die Protease BMP-1 (bone morphogenetic protein 1) an
der Prozessierung der a3 — Kette wesentlich beteiligt ist (Amano et al. 2000).
Die unprozessierte Kette mit einer MolekulgroBe von 190 kd wirkt
migrationsfordernd, der prozessierten Form mit einer GroRe von 160 kd wurde

eine zelladhasionsfordernde Funktion zugeschrieben (Goldfinger et al. 1998;
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Hirosaki et al. 2000). Vor diesem Hintergrund scheint die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit beschriebene stromale Deposition mit den entsprechenden
Korrelationen tumorbiologisch bedeutend fir den Invasionsprozess zu sein. Fur
die Laminin — y2 — Kette, ebenso wie die a3 — Kette ein Bestandteil des Laminin
332, wurden im Stroma der Invasionszone des OSCC raumliche Assoziationen
zu BMP-1 und MT1-MMP (membrane type matrix metalloproteinase 1)
nachgewiesen, was fur eine Beteiligung dieser beiden Proteasen auch an der
Prozessierung der a3 — Kette mit den daraus folgenden Funktionsdnderungen
spricht (Franz et al. 2007).

5.3. Deutliche Zunahme der Stromadepositionen der Laminin—a4—kette in

der Invasionsfront des OSCC mit Assoziation zu Invasivitat und Malignitat

Zurzeit sind folgende Lamininisoformen mit der a4 — Kette als Bestandteil
bekannt: 411 (LM 8), 421 (LM 9) und 423 (LM 14). Diese kommen vor allem in
Muskelzellen, peripheren Nervenzellen und in Endothelzellen vor (Thyboll et al.
2002) und tragen zur Endothelentwicklung bei (Libby et al. 2000). Aul3erdem
treten die Isoformen weiterhin in Leukozyten (Wondimu et al. 2004), in der
Retina (Libby et al. 2000) und im Hippocampus des Gehirns auf und sorgen hier
fur eine synaptische Organisation (Egles et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit
zeigt sich fur die Laminin — a4 — kette eine zunehmende Tendenz stromaler
Positivitat mit maligner Transformation des oralen Epithels. Mit zunehmender
Malignitat des OSCC wurden vermehrt stromale Markierungen detektiert.
Besonders stark ausgepragt erscheint die Stromamarkierung der a4 — Kette in
G3 — Tumoren. Damit konnte auch die immunhistochemische Intensitat der
Laminin — a4 — kette auf ein Tumorgeschehen hinweisen bzw. mit dessen
Fortschreiten zunehmen. Interessanterweise ist in der semiquantitativen
Bewertung eine statistisch signifikante positive Assoziation der a4 — Ketten —
Positivitat im Stroma des OSCC mit zunehmendem Aktivitdtsgrad, also
vermehrter Detektierbarkeit aSMA — positiver Zellen im Stroma, zu beobachten.
Dies spricht fur eine Synthese dieser Lamininkette durch fibroblastare Zellen mit

Zunahme im Rahmen einer vermehrten Myofibroblastenaktivierung im Bereich
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der Tumor—Stroma—Interaktionszone und es kann von einem Phanomen der
Myofibroblastenkonversion gesprochen werden. Einhergehend mit diesen
Ergebnissen wurde bereits in Lungentumoren eine Synthese dieser Kette durch
fibroblastare Zellen nachgewiesen (Pierce et al. 1998). Weiterhin konnte in den
immunhistochemischen Darstellungen eine Reexpression der
Basalmembranstrukturen im OSCC gezeigt werden. In normaler
Mundschleimhaut konnten keine positiv. markierten Basalmembranen
ausgemacht werden, erst bei hyperplastischen Veranderungen im Gewebe
wurden punktuelle Anfarbungen in der Basalmembran dargestellt. Je
undifferenzierter der Tumor umso starker fiel die Expression der Laminin — a4 —
kette in der Basalmembran auf. Durch Pierce und Mitarbeiter konnten
Endothelzellen, Adipozyten und alveolare Fibroblasten als Syntheseort der
Laminin — a4 — kette ausgemacht werden (Pierce et al. 1998). In nachfolgenden
Studien wurde festgestellt, dass in Lymphozyten, Monozyten und aus humanen
Blutzellen abstammende neoplastische Zellen die Lamininisoform 411 (LM 8)
produziert wird (Pedraza et al. 2000). Bestatigungen dieser Erkenntnisse
lieferten die Beobachtungen von Petajaniemi sowie Pierce und Mitarbeitern, die
in mesenchymalen Zellen wie Endothelzellen, Blutzellen, glatten Muskelzellen
und Fibroblasten eine Synthese der Laminin — a4 — kette nachweisen konnten
(Pierce et al. 1998; Petajaniemi et al. 2002). Es konnte weiterhin eine
Expression der a4 — Kette durch Zytokine und angiogenetisch wirkenden
Steroiden festgestellt werden (cytokine — activated endothelia) (Frieser et al.
1997; Sixt et al. 2001). Durch die Uberexpression der Laminin — a4 — kette
zeigte sich eine unterstitzende Funktion in der Angiogenese und eine
Korrelation zu Malignitat sowie Invasivitat in humanen Gliomen (Ljubimova et al.
2001; Li et al. 2006).

Die immunhistochemische Detektion zeigt vielgestaltige Verteilungsmuster der
o4 — Kette. So kommt sie in mesodermalem Gewebe im Bereich der
Basalmembranen des Endothels und auch im Bereich epithelialer
Basalmembranstrukturen von Epidermis und drusenhaltigen Geweben im
Verdauungstrakt vor. Weitere Ergebnisse zeigten in der frihen fetalen

Entwicklungsphase eine mogliche Detektion der o4 - Kette in der
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Basalmembran der Skelettmuskulatur, die zum Ende der fetalen Periode nur
noch schwach nachgewiesen werden konnten. Es stellten sich im fetalen
Skelettmuskel Kolokalisationen mit der Laminin — a2 — kette heraus. Aul3erdem
konnte in muskularen Arterien, Arteriolen und Venen in fetaler als auch adulter
Niere die Laminin — a4 — kette ausgemacht werden. Die Produktion der Laminin
— o4 — kette wurde in humanen Endothelzellen nachgewiesen (Petajaniemi et
al. 2002). Nachgewiesen wurden Funktionen im Zusammenhang mit der
,Formation“ des Endothels und bei der Invasion von Tumorzellen. Weiter
konnte diese Kette immunhistochemisch in vaskularen Strukturen und im
Stroma renaler Tumoren beobachtet werden. An Tumorzellen des
Nierenzellkarzinoms wurde eine migrationsférdernde Leistung durch die
Laminin — a4 — kette festgestellt. Eine de — adhasive Funktion der a4 — Kette
spielt eine Rolle bei Abtrennung und Invasion renaler Karzinomzellen. Zellen
des Nierenzellkarzinoms stellen ein Produktionsort der a4 — Kette dar und ihre
migrations— und invasionsférdernde Wirkung konnte am Modell dieser
Tumorentitat nachgewiesen werden (Vainionpaa et al. 2007).

Durch Regulierung von Genen, die sowohl EGF — Rezeptoren als auch die a4 —
Kette des Laminins codieren, zeigt sich eine Uberexpression der Laminin — a4 —
kette im Glioblastom und Astrozytom. Die Veranderungen in der Expression
lassen keine Assoziationen zum Malignitatsgrad der Tumoren zu. Jedoch kann
die Uberexpression der Laminin — a4 — kette als bedeutend fir die im Gliom
auftretende Vaskularisierung und damit fur die Tumorentwicklung angesehen
werden (Ljubimova et al. 2001). Takkunen und Mitarbeiter stellten die
Hypothese auf, dass die Expression der Laminine in der Basalmembran durch
die Epithelial — Mesenchymale — Transition (EMT) reguliert wird. Der Vorgang
der EMT soll au3erdem durch den Transkriptionsfaktor Snail bestimmt sein. Fur
das OSCC konnte im Zellkulturmodell gezeigt werden, dass in Snail —
transfizierten Zellen als Modell einer vollstandigen EMT ein Expressionsverlust
von Laminin 511 und die Neoexpression der mRNA der Laminin — a4 — kette
einhergehend mit der Synthese des Laminin 411 zu beobachten ist. Snail —
transfizierte Zellen adherieren stark an Laminin 511 und Fibronektin, jedoch nur

minimal an Laminin 411. Im Gegensatz dazu inhibiert Laminin 411 die

75



Diskussion

Zelladhasion an andere extrazellulare Matrixproteine. Darauf basierend liel3
sich schlussfolgern, dass die EMT einen Expressions — switch von Laminin 511
zu Laminin 411 induziert, welcher moéglicherweise direkt Uber Snail reguliert
wird und dass Laminin 411 potentiell zum invasiven Verhalten von Tumorzellen
beitragen kann (Takkunen et al. 2008).

Zusammenfassend lasst sich nach Diskussion der in der vorliegenden Arbeit
dargestellten Ergebnisse zur Laminin — a4 — kette mit den Daten aus der
Literatur eine Bedeutung der stromalen Depostionen sowie der zunehmenden
Positivitat in  Basalmembransttrukturten mit steigender Malignitat eine
besondere tumorbiologische Bedeutung fur den Invasionsprozess des OSCC

postulieren.

5.4. Diskrete stromale Depositionen der Laminin—a5-kette im OSCC mit

steigendem Malignitatsgrading

Die Lamininkette a5 konnte in den Isoformen 511 (LM 10), 521 (LM 11) und
523 (LM 15) nachgewiesen werden. In den unterschiedlichsten Geweben wurde
die a5 — Kette beobachtet, u.a. in vaskularen Strukturen, in der Plazenta
(Champliaud et al. 2000), in neuromuskularen Geweben, in Nierenglomeruli
(Miner and Patton 1999) sowie in den Haaren (Libby et al. 2000). Die
Arbeitsgruppe um Libby detektierten die Lamininisoform 523 (LM 15) auch in
Retina und Arealen des ZNS, dabei tragen die Lamininmolekule zur
synaptischen Organisation bei (Libby et al. 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit Idsst sich im normalen oralen Gewebe und in
hyperplastischer Mundschleimhaut die Laminin — a5 — kette im Stroma nicht
detektieren. Auch im G1 — Tumor kbénnen nur geringfugig stromale
Markierungen gezeigt werden. Diskret und unregelmalig auftretenden
Depositionen im Stroma stellen sich im G3 — Tumor dar. Trotz geringerer
Intensitat der stromalen Deposition der a5 — Kette nimmt der Nachweis im
Tumor mit grof3erer Malignitat zu. Die quantitative Beleuchtung der a5 — Kette
unterstutzt die beschriebenen Charakteristika der Reexpression im gesunden

und tumordsen Gewebe. Da die Auspragungen der Lamininkette o5 im
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Tumorstroma eher zart gegenuber anderen Lamininketten auftreten, sollte
dieser Marker bezlglich seiner tumorbiologischen Bedeutung nicht isoliert
sondern nur im Verein mit Expressions— bzw. Depositionsmustern anderer
Laminine bewertet werden. Eine signifikante Korrelation der stromalen
Depositionen zum Ausmaly der aSMA — Positivitat im OSCC zeigt sich in der
vorliegenden Arbeit nicht, so dass diese Lamininkette nicht als reprasentativ fur
das stromale Aktivitdtsniveau im Rahmen der OSCC - Invasion betrachtet
werden kann. Kosmehl und Mitarbeiter fanden fur die a5 — Kette heraus, dass
diese in fetalem und adultem oralen Gewebe in der Basalmembran detektiert
werden konnte. Bei verandertem hyperplastischen Gewebe und maligner
Transformation zum OSCC erschien die Basalmembran positiv fir die a5 —
Kette (Kosmehl et al. 1999). Weitere Einzelheiten zum Verhalten der Laminin —
ad — kette im Tumorstroma sind bislang nicht bekannt. Untersuchungen von
Akashi und Mitarbeitern befassten sich mit der Expression von weiteren
Laminin — o - ketten im nicht — kleinzelligem Bronchialkarzinom. Im
Allgemeinen kann die a5 — Kette in der Peripherie wesentlich, aber in Arealen
der alveolaren Schadigung diskontinuierlich bzw. bei Fibroblastenproliferation in

Adenokarzinomen gar nicht gezeigt werden (Akashi et al. 2001).

5.5. Neuauftreten stromaler Depositionen der Laminin—p2-kette im
Rahmen der malignen Transformation des oralen Epithels zum OSCC mit

klarer Assoziation zu steigender Malignitiat des Tumors

Die B2 — Kette, auch bekannt als s — Laminin, konnte als ein Homologon der 31
— Kette beschrieben werden. Die Laminin — 32 — kette kommt in den Isoformen
Laminin 121 (LM 3), 221 (LM 4), 321 (LM 7), 421 (LM 9), 521 (LM 11), 323 (LM
13), in beiden Isoformen des Laminin 14 (LM 423 und 522) und in 523 (LM 15)
vor. Zuerst wurde diese Lamininkette in der Basalmembran im synaptischen
Spalt der neuromuskularen Endplatte beobachtet (Hunter et al. 1989). Ebenfalls
dargestellt wurde die p2 — Kette im Skelettmuskel, im Perineurium, in
Nierenglomeruli und in Gefalmuskelzellen (Sanes and Chiu 1983; Hunter et al.

1989). Weitere Nachweise erfolgten auch in Lungenalveolen, im Amniom und
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im ZNS (Hunter et al. 1992; Wewer et al. 1995; Champliaud et al. 1996;
Virtanen et al. 1996).

Eine immunhistochemische Detektierbarkeit der Laminin — B2 — kette ist im
Stroma der normalen und hyperplastischen Mundschleimhaut nicht mdglich.
Deutliche Veranderungen dazu sind beginnende stromale Markierungen im gut
differenzierten Tumor (G1) mit haufiger raumlicher Assoziation zu
Entzindungszellen. In Gewebeproben von G2 — Tumoren finden sich vermehrt
eine stromale Positivitat gegentber G1 — Tumoren. Bei hohem Malignitatsgrad
(G3) steigt die Markierung im Stroma weiterhin an. Ein doch nennenswerter
Anstieg von hyperplastischem oralem Gewebe gegenuber Gewebe aus G1 —
Tumoren stellt sich bei quantitativer Auswertung dar. Weiter verhalt sich die
Quantitatszunahme zum G2 — Tumor geringer ausgepragt als jene zu G3 —
Tumoren hin. Bezuglich der Beziehung der stromalen Deposition der 32 — Kette
zur aSMA—Positivitat des Stromas konnte in der vorliegenden Arbeit eine
signifikante positive Assoziation nachgewiesen werden, was fir eine vermehrte
Synthese und extrazellulare Matrixorganisation mit steigendem Ausmald der
stromalen Aktivierung spricht. Untersuchungen zur stromalen Beteiligung im
oralen Plattenepithelkarzinom liegen zur 32 — Kette bislang nicht vor. In fetalem
oralem Gewebe konnte die 32 — Kette in der Basalmembran gezeigt werden.
Auch in Basalmembranen hyperplastisch veranderten Geweben wurde die
Laminin — B2 — kette dargestellt sowie in den Basalmembranstrukturen des
OSCC (Kosmehl et al. 1999). Bei fehlender Nachweisbarkeit im Stroma der
gesunden Mundschleimhaut und der bekannten Bedeutung der Lamininkette 2
im embryonalen Stadium und damit im Rahmen von Differenzierungsprozessen
(Libby et al. 1996) scheint die stromale Reexpression einen Teilprozess der
tumorassoziierten Reorganisation einer onkofetalen Matrix darzustellen.
Anhnliche Befunde wurden von Vogel und Mitarbeitern an einem Modell des
Rhabdomyosarkoms beschrieben (Vogel et al. 1991).

Da die Lamininkette B2 als ein haufiger Bestandteil vieler Lamininisoformen gilt
und somit ein weites organ— und entitdtsubergreifendes Verteilungsspektrum
aufweist, sind qualitative und quantitative Unterschiede bzgl. ihrer spezifischen

Aussagekraft flr die Tumorbiologie des OSCC jedoch kritisch zu betrachten.
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Unterschiedliche Vorkommen deuten auf die Vielfaltigkeit des Auftretens der
Lamininkette B2 hin. Somit lasst sich schlussfolgern, dass die in jedem Fall
deutliche, zu Grading und stromaler Aktivierung Kkorrelierende, stromale
Positivitat  dieser Lamininkette im  Zusammenhang mit anderen
Markermolekuilen als ein tumorinvasionsassoziiertes Phanomen im OSCC

betrachtet werden kann.

5.6. Stromale Depositionen der Laminin—33—kette sind ein seltenes
Phanomen in der Tumorinvasionsfront des OSCC ohne Korrelation zu

steigender Malignitat

Die Laminin — B3 — kette besitzt den nach heutigem Kenntnisstand kirzesten
Aufbau einer Lamininkette (Patarroyo et al. 2002). Sie stellt einen Baustein der
Lamininisoformen 3A32 und 3B32 (LM 5A und 5B) dar. Deswegen gilt aktuell
die B3 — Kette als spezifisch fir die genannte Isoform. In der Haut, in der
Plazenta und im Brustdrisengewebe wurde die Isoform LM 5A nachgewiesen
(Rousselle et al. 1991; Doliana et al. 1997). Die Isoform LM 5B ist in Haut,
Lunge sowie Uterus lokalisierbar (Doliana et al. 1997). Funktionell Ubernimmt
diese Untereinheit des Laminins hauptsachlich die Formation der
Hemidesmosomen und ist beteiligt an der Regulation von Zellmigration
(Rousselle et al. 1991; Doliana et al. 1997).

Fur die Lamininkette B3 konnte keine stromale Deposition im normalen oralen
Gewebe gezeigt werden. Auch in der hyperplastischen Mundschleimhaut fehlt
der Nachweis fur Stromamarkierungen. In G1 — Tumoren tauchen stromale
Markierungen eher sporadisch, in G2 — Tumoren gelegentlich auf. Tumoren mit
hohem Malignitatsgrad, also G3, zeigen ebenfalls kaum positiv detektiertes
Stroma. Quantitativ unterscheiden sich manche Proben untereinander sehr. Die
Stromaanfarbung erscheint jedoch weder entzindungsassoziiert noch in
Assoziation mit der Invasionsfront. Deswegen sollte das Vorkommen der 3 —
Kette als unspezifisch trotz tendenziellem Anstieg gewertet werden. Nur in
wenigen Gewebeproben stellten sich teilweise bis punktuell ausgepragte

Markierungen im Stroma (Score 1 siehe Tabelle 4) dar. Fur die 3 — Kette ist
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wie beschrieben die Lamininisoform 332 (LM 5) spezifisch. In anderen
Lamininen wird diese B — Untereinheit nicht exprimmiert, sodass auch hier die
Aussagen fur die Isoform LM 332 (LM 5) sprechen. Immunhistochemisch
konnte in dieser Arbeit keine direkte Detektierung der Basalmembran in
normalem und hyperplastischem oralen Gewebe sowie in allen
Differenzierungsgraden eines OSCC gezeigt werden. Hier stellten sich
insbesondere basale Keratinozyten dar. Zum Tumorstroma liegen keine
Aussagen vor. Wie auch fur die B2 — Kette beschrieben, konnten in der
vorliegenden Arbeit eine vermehrte stromale Reexpression mit zunehmendem
Ausmald der aSMA—Positivitat nachgewiesen werden.

Untersuchungen zum oralen Plattenepithel und dessen maligner Entartung
zeigen eine konstante Markierung im Bereich der Basalmembran ohne
Veranderungen in normaler versus neoplastischer Mukosa sowie ohne
Veranderungen mit steigendem Malignitatsgrad (Kosmehl et al. 1999).
Untersuchungen zum stromalen Vorkommen dieser Kette in der normalen
Mundschleimhaut sowie im OSCC liegen nicht vor. Die von uns nachgewiesene
stromale Positivitat mit Assoziation zu steigendem Malignitatsgrading wurde
bisher nicht untersucht. Aus diesem Grunde konnen wir aufgrund der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Untersuchung der stromalen Deposition
dieser Kette im Bereich der Tumorinvasionsfront des OSCC als zusatzlichen
Marker der Tumorinvasivitat vorschlagen. Die Basalmembranmarkierungen
hingegen tragen hierzu aufgrund der Kenntnis fehlender Veranderungen nicht
bei (Kosmehl et al. 1999).

5.7. Stromale Depositionen der Laminin—y2—kette als Marker der malignen
Transformation des oralen Epithels: deutliche Zunahme mit steigender
Malignitat

Die Laminin — y2 — kette gehdrt zu den leichten Ketten und ist eine der drei
bisher bekannten Isoformen der y — Kette (Gersdorff et al. 2005). Momentan ist
die Laminin — y2 — kette in den Lamininisoformen 332 (LM 5A und LM 5B) und

522 enthalten und ist wie bereits beschrieben funktionell fir die Bindung an
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Kollagen VII, Nidogen und Fibulin verantwortlich (Sasaki et al. 2001; Schneider
et al. 2007). Nachweise dieser Kette wurden hauptsachlich in der Haut gefuhrt
(Rousselle et al. 1991; Doliana et al. 1997). Durch das proteolytische
Processing existieren verschieden grof3e Laminin — y — ketten, z.B. eine 105
kDa schwere y2 — Kette, die durch das Prozessieren durch BMP — 1 entsteht
(Veitch et al. 2003). Andere Enzyme wie die Matrixmetalloproteinasen kénnen
an den Strukturveranderungen beteiligt sein. Das unter dem Begriff MT1 — MMP
deklarierte Enzym schafft zwei Fragmente der y2 — Kette (Koshikawa et al.
2005). Sowohl in humanen epithelialen Tumoren der Lunge, des Kolons als
auch der Schleimhaute konnte eine gesteigerte Expression der y2 — Kette
dargestellt werden. AuRerdem wurde herausgefunden, dass die Invasivitat des
Tumors mit der Expression der y2 — Kette korreliert (Kainulainen et al. 1997;
Maatta et al. 1999; Ono et al. 1999; Pyke et al. 1995; Yamamoto et al. 2001;
Noel et al. 2005).

Eine Detektion der Laminin — y2 — Kkette im Stroma normaler und
hyperplastischer Mundschleimhaut ist nicht moglich. Das Erscheinungsbild
andert sich rapide mit dem Auftreten eines neoplastischen Geschehens.
Deutliche stromale Depositionen finden sich bereits im stark differenzierten
Tumor (G1), die Depositionen zeigen dabei eine Betonung der Stromaregionen
um tumorassoziierte Gefale. Die Intensitat der stromalen Markierungen nimmt
in G2 — Tumoren weiter zu. Hauptsachlich in G3 — Tumoren zeigen sich die
Markierungen im Stroma von mittlerer bis starker Auspragung (Score 2 und 3
siehe Tabelle 4). In der quantitativen Auswertung lassen sich die genannten
Kriterien verdeutlichen. Hier wird, sobald Tumorgewebe vorliegt, ein enormer
Anstieg der Expression der stromalen Deposition der y2 — Kette ersichtlich.
Zwischen der Intensitat der stromalen Markierung von G1 — Tumoren zu G2 —
Tumoren zeigen sich kaum Unterschiede. Eine erhebliche Zunahme der
Stromamarkierungen lasst sich bei den G3 — Tumoren beobachten. Daher
reflektiert das Ausmal’ der stromalen Detektierbarkeit der Laminin — y2 — kette
im OSCC den Grad der Malignitat und damit Invasivitat. Deswegen kénnen wir
die Laminin—y2—ketten — Deposition im Stroma als Marker der Invasivitat

beschreiben. Dies bestatigt Vorarbeiten zur Bedeutung der Laminin—y2—kette im
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OSCC, welche ihr eine wichtige Rolle im Rahmen der Tumorzellinvasion, als
sogenannte Leitschiene der Invasion, zuschrieben, siehe auch Beschreibungen
der Laminin — a3 — kette (Kosmehl et al. 1996; Kosmehl et al. 1999, Franz et al.
2006, Franz et al. 2007). Kosmehl und Mitarbeiter betrachteten die Expression
der y2 — Kette im fetalen und adulten gesunden oralen Gewebe mit dem OSCC.
Im adultem Gewebe kommt die y2 - Kette nur im Bereich von
Basalmembranstrukturen, nicht im Stroma, vor. Erst in hyperplastischen
Geweben beginnt eine stromale Reexpression dieser Kette (Kosmehl et al.
1999). Diese Erkenntnisse konnten auch in der vorliegenden Arbeit reproduziert
werden. Von Franz und Mitarbeitern wurde gezeigt, dass die y2 — Kette des
Laminins 332 (LM 5) bandférmige Kolokalisationen mit Tenascin C (L) in
Basalmembranstrukturen um Tumorzellcluster fern von der Invasionsfront in gut
differenzierten Tumorarealen des OSCC detektiert werden konnten. Unterhalb
der rupturierten Basalmembran der Invasionszone zeigten sich eher selten
Kolokalisationen beider Molekule, sondern nur punktformige Ko — Depositionen.
Somit konnte die Protein — Protein — Interaktion der Laminin — y2 — kette mit
grolem ungespleildten Tenascin-C als tumorbiologisch bedeutendem
Adhasionsmolekil in verschiedenen Stadien des Invasionsprozesses
nachgewiesen werden (Franz et al. 2006).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Beziehungen der stromalen
Detektierbarkeit der y2 — Kette zur aSMA—Positivitat zeigt deutlich stromale
Depositionen in Bereichen stromaler Aktivierung von Fibroblasten. Fir die
Synthese von Laminin 332 wurden bisher ausschliel3lich epitheliale Zellen
verantwortlich gemacht (Ono et al. 1999; Kagesato et al. 2001). Einhergehend
mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wurden spotférmige stromale
Depositionen des LM 332 in von der Basalmembran entfernten Regionen
nachgewiesen. Diese Depositionen zeigten sich insbesondere in der Umgebung
von mesenchymalen Zellen und Gefal3strukturen der Invasionsfront. Nicht nur
in Tumorzellen sondern auch in mesenchymalen Zellen konnte eine Expression
der y2 — Kette beobachtet werden. Der Ursprung dieser Zellen ist aktuell noch
unklar, es kann sich zum einen um aktivierte Fibroblasten (CAFs) handeln oder

aber um ursprunglich epitheliale Zellen, welchen den Vorgang der EMT
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durchlaufen haben. Eine raumliche Assoziation zu TGF — 31 sowie MT1 — MMP
mit stromalen Laminin 332 (LM5) konnte bestatigt werden (Franz et al. 2007). In
gut differenzierten Adenokarzinomen der Lunge detektierten Kagesato und
Mitarbeiter die y2 — Kette des LM 332 (LM5) entlang der kontinuierlich
erscheinenden Basalmembran. Diese Basalmembranstrukturen waren ebenfalls
positiv fir die a3 — und B3 — Kette des LM 332 (LM 5). Unabhangig von der
Differenzierung des Adenokarzinoms farbte sich bei Betrachtung der y2 — Kette
das Zytoplasma der Tumorzellen nur teilweise an ohne jeglichen Beweis der
Koexpression von der a3 — und B3 — Kette. Die y2 — Kette erscheint in
invadierenden Tumorzellen innerhalb des Stromas prominent. Damit konnte die
v2 — Kette ein wichtiger Hinweis zur Progression von Adenokarzinomen der

Lunge sein (Kagesato et al. 2001)

5.8. GefaBpositivitat ausgewahlter Lamininketten im Stroma der
Tumorinvasionszone des OSCC: Quantitative Unterschiede in

Abhangigkeit von der Malignitat

Bezuglich der stromalen Deposition der Lamininketten zeigten sich in den
qualitativen und semiquantitativen Analysen von normaler und hyperplastischer
Mundschleimhaut im  Vergleich zu oralen Plattenepithelkarzinomen
unterschiedlicher Malignitat deutliche Differenzen. Eine positive korrelative
Beziehung konnte hierbei mit besonderer Deutlichkeit fur die Lamininketten a3,
o4, ad5 und y2 mit haufiger raumlicher Assoziation zu Tumorgefal’en gezeigt
werden. Aus diesem Grunde erfolgte die semiquantitative Analyse der
Gefalpositivitat fur diese Ketten an ausgewahlten Fallen mittels
Immunfluoreszenzdoppelmarkierungen nach dem oben beschriebenen
Protokoll (siehe 3.2.4.).

Die tumorbiologische Relevanz dieser Untersuchungen wird durch bekannte
Daten zur Bedeutung bestimmter Lamininketten fur Angiogeneseprozesse
unterstitzt. So konnte generell flr eine spezifische Peptidsequenz (SIKVAV)
innerhalb der Laminin — o — ketten eine bedeutende Rolle fur die Induktion der

Angiogenese sowohl in vitro als auch in vivo Uber eine Interaktion mit
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Endothelzellen nachgewiesen werden. Somit lasst sich auf eine Bedeutung fur
die im Rahmen von Gewebeumbauprozessen induzierte Neoangiogenese
ableiten. Dies gilt sowohl fir physiologische (Gewebeverletzung) als auch flr
pathologische (Tumorwachstum) Gewebsumbauprozesse (Grant et al. 1992).

In einer Untersuchung von Vitolo und Mitarbeitern wurde die Laminin — a2 —
kette und Vorgange der Angiogenese im Zusammenhang beleuchtet. Hierzu
wurden unterschiedliche Karzinompraparate, u.a. aus supraglottischen
Tumoren sowie Lungen — und Brustkarzinome analysiert. Unabhangig vom
Tumortyp und der neu ausgebildeten Vaskularisierung konnte eine Expression
der Lamininkette o2 in der Basalmembran nur weniger Gefalle beobachtet
werden. In Zellkulturen wiesen Vitolo und Mitarbeiter in jungen Endothelzellen
die a2 — Kette nach. Somit kann diese Kette als Marker der frihen
Angiogenese diskutiert werden (Vitolo et al. 2001). In den Untersuchungen im
Rahmen der vorliegenden Dissertation zeigte die Laminin — a2 — Kette keine
klar erkennbare raumliche Assoziationen zu Gefaldstrukturen und auch keine
Assoziation bezuglich des Ausmalies stromaler Depositionen zu
Malignitatsgrad oder stromaler Aktivierung (aSMA — Positivitat). Aus diesem
Grunde und aufgrund der beschriebenen Daten aus der Literatur fuhrten wir fur
diese Lamininkette im OSCC keine detaillierten Untersuchungen zur
Quantifizierung der Gefal3positivitat durch.

In der semiquantitativen Bewertung zeigen sich in  normaler und
hyperplastischer Mundschleimhaut nahezu alle CD31-positiven Strukturen
auch positiv fur die a3 — Kette. Hier sind insbesondere grof3e und
muskelassoziierte Gefalde angefarbt. Der Anteil a3—positiver Strukturen an der
Gesamtheit der Uber CD31 detektierbaren Gefale nimmt in G1 — Tumoren
vergleichen mit normaler/hyperplastischer Mundschleimhaut deutlich ab. Mittels
Laser scanning Mikroskop lasst sich nur gering eine vaskulare Positivitat
erfassen. In G2 — Tumoren sind dann nahezu keine a3—positiven Gefalte mehr
zu beobachten, bei G3 — Tumoren nimmt die Anzahl dann wieder unwesentlich
zu. In diesem Zusammenhang ist zu erwahnen, dass immunhistochemische
Analysen durch Kariya und Mitarbeiter eine Kolokalisation der beiden Varianten
des Laminin 332 enthaltenden a3 — Kette (LM 5A = 3A32 und LM 5B = 3B32) in

84



Diskussion

der epithelialen Basalmembran von Haut, Osophagus, Brustdriisen und Lunge
zeigen konnten. In der Basalmembran aller Gefalle farbte sich die a3B — Kette
positiv, aber fur die a3A — Kette blieben diese Areale negativ. Die a3B — Kette
konnte jedoch kaum in GefalRen von Hauttumoren detektiert werden. Somit
scheint die Expression der a3B — Kette auf vaskulare Basalmembranen in
normalem Gewebe fokussiert zu sein (Kariya et al. 2008). Dies ist
ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen einer Detektierbarkeit der a3 — Kette
in der normalen oralen Mukosa mit einem Verlust im OSCC mit steigender
Malignitat. Eine Unterscheidung bezlglich der oben beschriebenen Isoformen
der a3 — Kette erfolgte im Rahmen unserer Untersuchungen nicht.

Die Laminin — o4 — kette stellte sich in den Analysen im Rahmen der
vorliegenden Dissertation immunhistochemisch in normaler  und
hyperplastischer Mundschleimhaut scharf umschrieben in Gefal3strukturen dar.
AulRerdem farbt sich die a4 — Kette in allen Differenzierungsgraden des OSCC
in vaskularen Strukturen in nahezu gleicher Intensitat unabhangig von der
Gradingstufe an. In Assoziation zur Invasionsfront sind hauptsachlich grof3e
Gefalle markiert. Daher ist die a4 — Kette nicht als tumorspezifisch anzusehen.
Analysen mithilfe der Immunfluoreszenzdoppelmarkierung bestatigen diese
Erkenntnisse. Aktuelle Daten schrieben der a4 — Kette eine regulatorische
Funktion fir das biologische Verhalten von Endothelzellen in vitro und
Angiogeneseprozesse in vivo Uber eine Rezeptorligandinteraktion mit
spezifischen Integrinsubtypen zu (Gonzalez et al. 2002). Im Tumor wurde ein
Einfluss der Laminin — a4 — kette auf Vaskularisierungsprozesse aufgrund ihres
Vorkommens in Gefal3strukturen postuliert. So konnte immunhistochemisch der
Nachweis von vaskularen Strukturen im Nierenzellkarzinom erbracht werden
(Vainionpaa et al. 2007). Zuvor hatten bereits Petajaniemi und Mitarbeiter in
muskularen Arterien sowie Arteriolen und in venosen GefalRabschnitten der
fetalen (unreifen) und adulten (reifen) Niere die a4 — Kette nachgewiesen.
AulBerdem zeigten sich humane Endothelzellen als Syntheseort der Laminin —
o4 — kette (Petgjaniemi et al. 2002). Schon Pierce und Mitarbeiter stellten
Endothelzellen als Syntheseort dieses Moleklls fest (Pierce at al. 1998). Zwar

konnten in Geweben von Gliomen keine Veranderungen in der Expression der
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Laminin — o4 — kette bezuglich der Malignitat gezeigt werden, jedoch besteht
ein Zusammenhang zwischen der neu ausgebildeten Vaskularisierung und
einer Uberexpression der a4 — Kette. Dies ist fir die Tumorentwicklung
bedeutend (Ljubimova et al. 2001). Aus den von uns erhobenen Daten l|asst
sich vor dem Hintergrund der aktuell vorliegenden Literaturdaten
schlussfolgern, dass es sich bei der Laminin — a4 — kette um einen
charakteristischen Bestandteil der GefalRbasalmembran sowohl in normaler
oraler Mukosa als auch im OSCC zu handeln scheint. Damit kann eine
funktionelle Bedeutung fur Angiogeneseprozesse im Allgemeinen ohne
spezifische Assoziation zu neoplastischen Prozessen postuliert werden, d.h.
auch im Rahmen physiologischer, mit Gefalbildung einhergehender Prozesse
schein dieses Molekil von Bedeutung zu sein. Aufgrund der guten
Reproduzierbarkeit der Positivitat der o4 — Kette in der vaskularen
Basalmembran scheint diese als entsprechendes Markermolekul geeignet zu
sein.

Eine deutliche immunhistochemische Detektierbarkeit der Laminin — a5 — kette
zeigte sich in Gefaldstrukturen der normalen und hyperplastischen
Mundschleimhaut, dies konnte durch Immunfluoreszenzdoppelmarkierungen
bestatigt werden. Wesentliche Unterschiede innerhalb der verschiedenen
Differenzierungsgrade des OSCC fallen in der immunhistochemischen
Auswertung nicht auf. Bei semiquantitativer Auswertung zeigt in hoher
differenzierten oralen Tumoren eine abnehmende vaskulare Positivitat
verglichen mit normaler Mundschleimhaut. Jedoch nehmen
Doppelmarkierungen in Gefal3strukturen im G3 — Tumor wieder zu. Daten zur
Gefalpositivitat der Laminin — a5 — kette in Karzinomen liegen aktuell nicht vor,
so dass aufgrund der in der vorliegenden Dissertation erhobenen
Beobachtungen eine relative Konstanz der GefalRmarkierungen zwischen
normaler und neoplastischer Mundschleimhaut festzustellen ist und die a5 —
Kette somit auch als GefalRmarker diskutiert werden kann. Die Schwankungen
bezlglich der Anzahl positiv markierter Gefalde zwischen verschiedenen

Tumormalignitatsgraden (siehe oben) weist dieses Molekll allerdings im
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Vergleich zur a4 — Kette als weniger geeignet zur generellen Gefalddetektion im
OSCC aus.

Negativ zeigen sich Gefal3strukturen bei Detektion der Laminin — y2 — kette in
normaler Mundschleimhaut. Auch in der hyperplastischen Mundschleimhaut
kdnnen kaum vaskulare Strukturen immunhistochemisch beobachtet werden.
Im G1 — Tumor lassen sich tumorassoziierte Gefalle darstellen, wobei stromale
Depositionen um die GefalRe auffallen und die Gefal3strukturen hervorheben.
Durch  Immunfluoreszenzdoppelmarkierungen  kdnnen die  vaskularen
Markierungen im niedrig malignen OSCC auch quantitativ hervorgehoben
werden. Nur noch wenige der CD31—positiven Gefalistrukturen zeigen eine
Positivitat fur die Laminin — y2 — kette in Gewebeproben von G2 — und G3 —
Tumoren des OSCC. Die Gefalpositivitat der Laminin — y2 — kette scheint somit
im Gegensatz zu den Ketten o4 und o5 kein Phanomen der
Basalmembranmarkierung sondern eher Resultat einer perivaskularen
stromalen Akkumulation des Molekuls zu sein. Diese Depositionsmuster stellen
sich spotférmig dar. Ahnliche Phanomene wurden bereits von Franz und
Mitarbeitern im Sinne einer basalmembranfernen spotférmigen Deposition der
v2 — Kette des Laminin — 332 um vaskulare Strukturen beschrieben (Franz et al.
2007). Aufgrund der vermehrten Gefal3positivitat dieser Lamininkette in G1-
Tumoren und Abnahme mit steigendem Malignitatsgrad kann eine initiale Rolle
fur die Induktion von Neoangiogenese bei der neoplastischen Transformation
diskutiert werden. Hier bedarf es weiterer Untersuchungen insbesondere zur
funktionellen Bedeutung der perivaskularen Stromadepositionen dieses

Molekuls im OSCC und anderen Karzinomentitaten.

5.9. Eine Synthese der Lamininketten a3, a4, a5 und y2 findet sowohl in

Tumor- als auch in Stromaarealen der Invasionsfront statt

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen fur die Lamininketten a3, a4, a5
und y2 deutliche Veranderungen bezluglich Qualitdt und Quantitat ihrer
stromalen Depositionen sowie ihrer GefalBmarkierungen mit steigendem

Malignitatsgrad im OSCC. Dies lasst, wie bereits erortert, auf eine biologische
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Bedeutung fur Invasivitat und Progression des Tumors sowie fur
Angiogeneseprozesse vermuten. Durch Mikrodissektion zur Isolierung von
Tumor — und Stromaarealen konnten wir durch RT-PCR Analyse eine mRNA —
Expression sowohl im Tumor als auch im Stroma nachweisen.

Fiar die Lamininkette a4 wurde eine Synthese sowohl durch Epithelzellen als
auch Fibroblasten nachgewiesen (Pierce et al. 1998; Petajaniemi et al. 2002).
Dies steht im Einklang mit unseren Daten einer Synthese im Tumor und im
Stroma. Zum zellularen Ursprung der a5 — Kette gibt es aktuell keine
umfangreichen Untersuchungen. Auch wenn eine Synthese in Fibroblasten
moglich zu seien scheint, sind epitheliale Tumorzellen z.B. im Falle des
Lungenkarzinoms als hauptsachlicher Syntheseort nachzuweisen (Pierce et al.
1998). Von besonderem Interesse scheint die Frage nach dem Syntheseort flr
die Lamininketten a3 und y2 als Bestandteile von LM 332 (LM 5) zu sein.
Dieses wichtige Matrixmolekul, zum einen als Bestandteil der Basalmembran,
zum anderen als prainvasives stromales Strukturphanomen in der
Invasionsfront im OSCC, wurde Uber lange Zeit als Produkt ausschlief3lich
epithelialer Zellen verstanden (Katayama and Sekiguchi 2004). Im Jahre 2004
wiesen Elkhal und Mitarbeiter eine Rolle von Fibroblasten, nicht fur die
Synthese, aber zumindest flr die stromale Deposition mit der daraus
resultierenden tumorbiolgischen Bedeutung nach (Elkhal et al. 2004). In der
vorliegenden Arbeit konnte eine mMRNA — Expression fur die Lamininketten o3
und y2 sowohl in Tumor — als auch in Stromaarealen (isoliert durch
Mikrodissektion im Bereich der OSCC - Invasionsfront) gezeigt werden. Die per
Mikrodissektion isolierten Stromaareale kdnnen einzelne Tumorzellen (Konzept
der Tumorzelleinzelinvasion) als Quelle der entsprechenden mRNA enthalten.
Es gibt aber durchaus Hinweise auf eine Synthese durch Zellen mit einem
mesenchymalen Phanotyp / fibroblastare Zellen (immunhistochemische
Positivitat far Vimentin) im Bereich der OSCC - Invasionsfront. So konnten
Franz und Mitarbeiter durch In — Situ — Hybridisierung in solchen Zellen eine
MRNA — Expression der Laminin — y2 — kette nachweisen (Franz et al. 2007).
Bezlglich des Ursprungs dieser Zellen lassen sich zwei Hypothesen

diskutieren. Zum einen kann es sich hierbei um aktivierte Fibro — /

88



Diskussion

Myofibroblasten, zum anderen aber auch um durch epithelial — mesenchymale
Transition (EMT) umgewandelte Tumorzellen handeln (Franz et al. 2009).
Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass der zellulare Ursprungsort
der untersuchten Lamininketten aktuell nicht eindeutig zu definieren ist.
Dennoch kann von einer bedeutenden Rolle des Stromakompartiments im
Rahmen des invasionsassoziierten Laminin — ECM — Remodelling in der OSCC
— Invasionsfront ausgegangen werden.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass sich der zellulare Ursprung der
von uns untersuchten Lamininketten sowohl im Tumor als auch im Stroma
befindet. Somit kann ein aktiver Beitrag des aktivierten Stromas an der
Formierung einer Migrations— und Vaskularisierungsfordernden Lamininmatrix

postuliert werden.
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6 Schlussfolgerungen

Der Prozess der Tumorinvasion im OSCC ist neben einer Remodellierung der
Basalmembranregion mit einem deutlichen Laminin—Matrix—-Remodelling im

Karzinomstroma verbunden.

Dieses Remodelling ist insbesondere gekennzeichnet durch eine Zunahme der
stromalen Depositionen der Lamininketten o3, a4, o5, B2, B3 und y2 mit

zunehmendem Malignitatsgrad.

Dabei zeigt sich fur das stromale Remodelling der Laminin — a4 — kette eine
malignitatsgradabhangige Modifikation der epithelialen Basalmembran. Dies
kann auf eventuelle Phanomene einer Epithelial — Mesenchymalen Transition

basaler Keratinozyten hinweisen.

Die stromalen Depositionen der Laminin — a3 — kette zeigen einen deutlichen
quantitativen Anstieg im Rahmen der neoplastischen Transformation oraler
Mukosa. Im OSCC findet sich keine weitere Zunahme mit steigender stromaler
Aktivierung, so dass es sich hierbei um ein Phanomen der frihen
Fibroblastenaktivierung unabhangig von deren Phanotypkonversion handeln

kann.

Die stromalen Depositionen der Laminin — a4 — kette zeigen einen quantitativen
Anstieg mit zunehmender stromaler Aktivierung im OSCC. Somit kann dieses

Phanomen als Ausdruck der Myofibroblastenkonversion interpretiert werden.

Bezuglich der vaskularen Basalmembran ist eine Abnahme der Detektierbarkeit

der Laminin — a3 — kette als karzinomassoziiertes Phanomen zu beobachten.

Die Laminin — a4 — kette kann als Marker der endothelialen Basalmembran
unabhangig von der Dignitat des Gewebes (Mundschleimhaut / OSCC)

vorgeschlagen werden. Unabhangig vom Malignitatsgrad sind alle CD31 —

90



Schlussfolgerungen

positiven Gefal3strukturen durch eine Laminin — a4 — positive Basalmembran

gekennzeichnet.

Die vaskulare Detektierbarkeit der Laminin — y2 — kette in hyperplastischer
Mundschleimhaut und gut differenzierten Tumoren mit Abnahme mit
steigendem Malignitatsgrad lasst sie als initiales Phanomen der

Neoangiogenese im OSCC erscheinen.

Synthese und stromale Depositionen der Lamininketten a3, a4, o5 und y2 sind
eine aktive Leistung der stromaler Zellen im Bereich der Tumorinvasionsfront
des OSCC.
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