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Abkurzungsverzeichnis
(soweit im Text nicht anders angegeben)
Abb.: Abbildung
bidest.: bidestilliert
BSA: ,bovine serum albumin® = Kalberserum
Ca: Karzinom
Cdk: cyclinabhangige Proteinkinasen
COX: Cyclooxygenase
DNA: Desoxyribonukleinsaure
EGF: ,epidermal growth factor” = Epidermaler Wachstumsfaktor
f: fortgeschritten
Geschl.: Geschlecht
Grad: Malignitatsgrad
HE: Hamatoxylin-Eosin
IL: Interleukin
IRS: Immunreaktiver Score
kDa: Kilodalton
I: lokalisiert
m: mannlich
methyl.: methyliert
min.: Minuten
MMP: Matrixmetalloproteinasen
MRNA: messenger RNA
MSP: Methylierungsspezifische PCR
n.a.: nicht ausgewertet
NOS: ,not otherwise specified“ = nicht naher bezeichnet
OSS: Knochenmetastase
PCR: ,Polymerase Chain Reaction“ = Polymerasekettenreaktion
RNA: Ribonukleinsaure
SKI: Hautmetastase
Skp: S-Phase-kinase-assoziiertes Protein
TACE: ,TNF-a-converting enzyme“=TNF-a-konvertierendes Enzym
TBS: ,Tris buffered solution® = Tris-Puffer



TGF: “transforming growth factor” = Transformierender Wachstumsfaktor
TIMP: Tissue Inhibitors of Metalloproteinases

TNF: Tumor-Nekrose-Faktor

TNM: Tumorstadium

unmethyl: unmethyliert

w: weiblich

z.B.: zum Beispiel



1. Einleitung

1.1 Der cyclin-abhangige Proteinkinase-Inhibitor p27 ¥

Die unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus werden von Cyclinen und cyclin-
abhangigen Proteinkinasen (Cdk) kontrolliert (Kaldis 2007).

p27%*! ist ein spezifischer Inhibitor der Cdk2 und Cdk4 (Lloyd et al. 1999).

Das p27¥°'-Gen ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 12 (12p13) lokalisiert und
wird wahrend des Zellzyklus konstant exprimiert. Seine Aktivitat wird hauptsachlich
auf Proteinebene reguliert (Hershko und Shapira 2006). Zell-Zell-Kontakt oder
andere extrazellulare antiproliferative Signale fuhren zu einer hdheren Aktivitat des
Proteins (Worm et al. 2000). Eine Phosphorylierung durch unterschiedliche Kinasen,
wie z.B. Scr-Kinase, Lyn-Kinase, Abl-Kinase, flihrt hingegen zu einer Inaktivierung
des Proteins (Kaldis 2007). Zusatzlich bewirken spezifische Enzyme, insbesondere
Ubiqiutin-Ligasen, die Degradation des Proteins (Hershko und Shapira 2006).
Epigenetische Veranderungen, wie z.B. die Methylierung des p27 X*'-Gens,
scheinen eine untergeordnete Rolle zu spielen, wurden bislang allerdings erst fur

wenige Tumore untersucht (Kibel et al. 2001).

Die Bindung von p27¥*" an Cdk2 oder Cdk4 fiihrt zu einem Stopp des Zellzyklus in
der frlhen G1-Phase. Erst nach Abfall der p27 “?'-Konzentration steigt die Aktivitat
der Kinasen an und die Zelle kann in die S-Phase des Zellzyklus eintreten (Lloyd et
al. 1999).

Hohe p27%r'-Level konnten dementsprechend in nicht-proliferierenden,
hochdifferenzierten Geweben, wie Skelettmuskel, Knorpel und in mesenchymalen
Fibroblasten nachgewiesen werden. In Geweben mit hohem Zellumsatz, wie dem
Epithel, wurden dementsprechend niedrige Konzentrationen gefunden (Hershko und
Shapira 2006). Genmanipulierte p27“*'-defiziente Mause zeigten eine erhohte
KorpergroRe, Organomegalie, sie entwickelten Hypophysentumore und
Nebennierenhyperplasien sowie Netzhaut- und Thymusmissbildungen (Lloyd et al.
1999).

Viele Untersuchungen konnten eine erniedrigte p27 KP'-Konzentration in malignen
Tumoren belegen. Insbesondere fur Kolon- und Prostatakarzinome wurde der

Zusammenhang zwischen einer niedrigen p27"*'-Expression und einer



Verschlechterung der Prognose gezeigt (Hershko und Shapira 2006; Yang et al.
1998). Fur diese Patienten wurde daher von den Untersuchern eine
Therapiesteuerung aufgrund der p27 ¥*'-Konzentration gefordert.

Es wurde zudem untersucht, ob in den p27X*'-degradierenden Enzymen neue
Angriffspunkte fur zuklnftige therapeutische Interventionen liegen (Hershko und
Shapira 2006).

1.2 Das proliferationsassoziierte Protein Ki-67

Ki-67 kommt in zwei Isoformen von 320 und 359 kDa vor. Seine Regulation ist eng
mit dem Zellzyklus verbunden. Ki-67 wird ausschlief3lich wahrend der G1, S, G2 und
Mitose-Phase des Zellzyklus exprimiert und ist somit auf proliferierenden Zellen
beschrankt. Wahrend der Interphase liegt Ki-67 vorwiegend im Nucleolus vor, den
es erst nach Aufbrechen der nukledren Membran im Rahmen der Mitose verlasst.
Anhand von Ki-67 als Proliferationsmarker lasst sich auf die Wachstumsfraktion
einer Zellpopulation schlieRen. Auch wenn seine biologische Funktion im Zellzyklus
bislang ungeklart ist, konnte Ki-67 bereits als prognostischer Faktor flr einige
maligne Neoplasien eingesetzt werden (Scholzen und Gerdes 2000).

Ein Zusammenhang zwischen Ki-67-Expression und Krankheitsverlauf wurde bei
Multiplen Myelomen, Weichteilsarkomen, Mamma- und Prostatakarzinomen
nachgewiesen. So konnte bei letzteren Uber die Ki-67-Konzentration im Tumor das
Risiko fur Rezidive und Lymphknotenmetastasen ermittelt werden (De Azambuja et
al 2007; Quinn et al 2005).

Untersuchungen von Kolonkarzinomen zeigten zudem einen linearen Anstieg der
Ki-67 Expression bei steigendem Malignitatsgrad der Tumorzellen (Radovic et al.
2006).

1.3 Matrixmetalloproteinasen (MMP)

Die Modulierung der Extrazellularmatrix spielt eine wichtige Rolle bei zahlreichen
physiologischen Vorgangen wie zum Beispiel dem Wachstum, der Embryonal- und
Organentwicklung oder der Wundheilung. Eine unkontrollierte Lyse und Neubildung
von Basalmembranen und Extrazellularmatrix begunstigt die Entstehung, das
Wachstum und die Metastasierung maligner Tumoren (Ray und Stetler-Stevenson
1994).



Matrixmetalloproteinasen sind eine Familie von Uber 20 Enzymen, die in der Lage
sind, Extrazellularmatrixkomponenten wie Adhasionsmolekuile, Wachstumsfaktoren,
Zytokine und Rezeptoren zu lysieren (Sternlicht und Werb 2001). MMP kénnen in 4
Subklassen unterteilt werden: Gelatinasen (Typ IV-Kollagenasen), Stromelysine,
interstitielle Kollagenasen und die an der Zelloberflache lokalisierten ,membrane
type“- MMP.

Die Regulation der MMP-Expression und -Aktivitat erfolgt auf transkriptioneller,
translationeller und posttranslationeller Ebene (Chirco et al. 2006).

Mutationen, die eine Uberexpression des H-ras-Onkogens bewirken, kénnen zu
einer vermehrten Expression von MMP fuhren, wie fir MMP-1,-3 und -9 gezeigt
wurde (Arbiser et al. 1997). Wachstumsfaktoren, inflammatorische Zytokine wie
Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNF-a) und Interleukin-18 (IL-1p), Extrazellularmatrix-
komponenten, Stressoren wie Sauerstoffradikale, und die Tumorpromotoren
Phorbolester und Concanavalin A koénnen die Transkription von MMP stimulieren
(Belkhiri et al. 1997; Chirco et al. 2006; Ray und Stetler-Stevenson 1994, Ries et al.
1994). Steroide, Retinsaure, der COX-Hemmer Indomethacin und Zytokine wie zum
Beispiel ,transforming growth factor- 3 (TGF-B), Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-6
(IL-6) kdnnen die Transkription hemmen (Pan et al. 2001; Ries et al. 1994).

Auf Proteinebene werden MMP dadurch reguliert, dass sie als inaktive Vorstufen
produziert und erst durch Abspaltung eines Peptides an ihrem N-terminalen Ende in
eine aktive Form uberfuhrt werden (Ray und Stetler-Stevenson 1994).

Dartber hinaus modulieren spezifische Inhibitoren ihre Funktion.

1.4 Gewebsinhibitoren der Matrixmetalloproteinasen (TIMP)

Die naturlichen Inhibitoren der MMP sind die sogenannten ,Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases® (TIMP). TIMP kontrollieren die Aktivitat sezernierter MMP im
Extrazellularraum, indem sie sowohl die aktive Form, als auch die inaktive Form
proMMP binden (Ray und Stetler-Stevenson 1994).

Es werden mittlerweile vier verschiedene, teilweise protease-spezifische TIMP
unterschieden, die durch inverse Zymographie, Western Blot, In-situ-Hybridisierung
und Immunhistochemie dargestellt werden koénnen.

Neben ihrer MMP-inhibitorischen Wirkung zeigen TIMP weitere gewebetypische
Funktionen und stellen wichtige Elemente des ,extracellular signalling network® dar

(Chirco et al. 2006). TIMP-1 und -2 sind Proteine, die das Zellwachstum stimulieren



und anti-apoptotisch wirken konnen (Jiang et al. 2002). Fur TIMP-3 wird zusatzlich
die Rolle eines Tumorsuppressor-Gens diskutiert (Bian et al. 1996).

Die einzelnen TIMP werden unabhangig voneinander, von verschiedenen Genen,
die sich auf unterschiedlichen Chromosomen befinden, kodiert. Sie sind
immunologisch verschieden, verfugen dennoch Uber ahnliche strukturelle
Eigenschaften, wie zum Beispiel 12 Cystein-Reste, die 6 Disulphidbricken
ausbilden. Ebenfalls weisen alle TIMP eine NH2-terminale Domaine auf, die ihnen

ermoglicht, 1:1 an MMP zu binden und diese so zu inaktivieren (Chirco et al. 2006).

1.4.1 TIMP-1

TIMP-1 ist ein 28,5 kDa grof3es Glykoprotein. Faktoren wie Phorbolester und IL-1 3
stimulieren die Expression von TIMP-1, wie auch die der MMP. TGF- 3 und Retinoide
fordern die Expression von TIMP-1, unterdricken aber die von MMP-1. TNF- a zeigt
einen dosisabhangigen Einfluss auf die Regulation von TIMP-1, da es in geringen
Konzentrationen stimulierend, in hoheren aber supprimierend wirkt (Gomez et al.
1997).

Im Rahmen der Tumorgenese spielt TIMP-1 eine Doppelrolle. Neben seiner
klassischen Funktion als MMP-Inhibitor, greift TIMP-1 auch direkt als Mitogen in die
Zellproliferation ein. Eine Uberexpression von TIMP-1 konnte in vielen Tumoren
nachgewiesen werden (dargestellt in Tabelle 1.1). TIMP-1 foérdert die maligne
Transfomation der Zellen, stimuliert das Zellwachstum und wirkt anti-apoptotisch
(Holten-Andersen et al. 2005). Hierbei handelt es sich um eine zusatzliche, von der
MMP-Inhibition unabhangige Funktion, die durch einen TIMP-1 neutralisierenden
Antikorper, nicht aber durch einen synthetischen MMP-Inhibitor antagonisiert
werden kann. Auch strukturelle  Untersuchungen zeigen, dass die
wachstumsfaktorahnliche und anti-apoptotische Funktion unabhangig von der MMP-
inhibierenden Funktion ist. Wahrend Uber die NH . -terminale Domane die MMP-
Bindung hergestellt wird, stellt die C-terminale Domane die Bindung an

Zelloberflachen und andere Proteine her (Chirco et al. 2006).

1.4.2 TIMP-2
TIMP-2 ist ein 21 kDa grof3es nicht-glykosiertes Protein. Im Gegensatz zu TIMP-1,
|asst sich die Transkription des TIMP-2-Gens kaum stimulieren. Nur durch die Gabe

von Steroiden lielRe sich die Synthese von TIMP-2 in Mammakarzinomzellen um



50% vermindern und in uterinen oder zervikalen Fibroblasten steigern (Gomez et al.
1997).

TIMP-2 zeigt eine hohe Affinitat zu Typ-IV-Kollagenasen, insbesondere zu pro-
Gelatinase A (proMMP-2). Auch TIMP-2 greift durch seine MMP-inhibitorische
Funktion, wie auch Uber die Modulation von Wachstumsfaktoren, in den Ablauf des
Zellzyklus ein (Murphy et al. 1993).

In vielen Tumoren spielt TIMP-2, ahnlich TIMP-1, eine wachstumsférdernde Rolle
(siehe Tabelle 1.1).

1.4.3 TIMP-3

TIMP-3 ist ein 24-kDa Protein, das, im Unterschied zu den anderen Inhibitoren, in
den Extrazellularraum sezerniert und dort gebunden wird (Ray und Stetler-
Stevenson 1994).

TIMP-3 wird in zellzyklusabhangiger Weise exprimiert, seine Synthese wird in der
G1-Phase von Signalen, die Mitogenese, Differenzierung und Zellalterung steuern,
hochreguliert (Wick et al. 1994). Die TIMP-3-Expression wird sowohl Uber
Methylierung regulatorischer Gensequenzen als auch Uber Histonacetylierung
epigenetisch  modifiziert (Bachman et al. 1999; Clark et al. 2007).
Wachstumsfaktoren wie ,epidermal growth factor” (EGF) oder TGF- 31 kontrollieren
die transkriptionelle Synthese (Leco et al. 1994).

TIMP-3 wird im Rahmen der Lyse von Extrazellularmatrix freigesetzt und greift
neben seiner MMP-inhibitorischen Funktion auch direkt in Wachstum und
Differenzierung der Zellen ein (Wick et al. 1994). Durch Binden von ,TNF-a-
converting enzyme® (TACE), das fur den Abbau des TNF-oa-Rezeptors
verantwortliche Enzym, férdert TIMP-3 den Zelltod. Die proapoptotische Doméane
des TIMP-3-Proteins konnte, zusammen mit der MMP-inhibitorischen Aktivitat, auf
den drei N-terminalen Schleifen lokalisiert werden (Bond et al. 2000). Beide
Funktionen lassen sich durch Punktmutationen verandern. Derartige Veranderungen
konnten im Zusammenhang mit rheumatischer Arthritis oder auch der Sorsby
Fundus Dystrophie (SDF) beobachtet werden (Woessner 2001). Bei letzterer
induziert exzessiv abgelagertes mutiertes TIMP-3 eine Apoptose retinaler
Ganglienzellen.

Unter Substratmangel konnte in zahlreichen experimentellen Tumoren eine

Uberexpression von TIMP-3 beobachtet werden, die zu einem Wachstumsstopp der



Tumorzellen fuhrte. Dartber hinaus konnte ein vermindertes Tumorwachstum, die
Bildung groRer Zellaggregate in flissigen Nahrmedien und das Einsetzten von
Apoptose, teils auch von Nekrosen, festgestellt werden. Durch Transfektion mit
aktivem TIMP-3 stagnierte so z.B. das Wachstum der humanen
Kolonkarzinomzelllinie DLD-1 (Bian et al. 1996) und der Prostatakarzinomzelllinien
PC-3 und DU-145 (Deng et al. 2006).

In vivo konnte flr einige Tumore eine Herabregulierung der TIMP-3- Expression
durch Genmethylierung beobachtet werden (Bachman et al. 1999). Die
Auswirkungen einer verminderten TIMP-3-Sekretion fur die verschiedenen Tumore

zeigt Tabelle 1.1.

1.4.4 TIMP-4

TIMP-4 ist ein 22 kDa grofRes Protein, das wie die anderen Mitglieder der TIMP-
Familie uber 12 Cystein-Reste verfugt, die Uber Disulphid-Bricken die Struktur des
Proteins bestimmen (Greene et al. 1996).

Uber die Regulation der TIMP-4-Expression existieren bislang keine Daten. Das
Vorkommen von TIMP-4 scheint auf wenige Gewebe beschrankt zu sein, so konnte
eine hohe Konzentration in Herzzellen und eine niedrigere Konzentration in Nieren-,
Pankreas-, Kolon- und Hodenzellen gefunden werden. Kein TIMP-4 konnte z.B. in
gesundem Gewebe von Leber, Gehirn, Lunge und Thymus gefunden werden
(Greene et al. 1996). In fibroblastisch veranderten Lungen konnte TIMP-4 hingegen
nachgewiesen werden (Selman et al. 2000).

TIMP-4 ist der potenteste Gegenspieler von MMP-26 (Lee et al. 2006) und hat wie
TIMP-2 eine besondere Affinitat zu pro-MMP-2 (Bigg et al. 1997). TIMP-4 und MMP-
2 befinden sich in hoher Konzentration in aktivierten Thrombozyten und werden im
Rahmen der Thrombozytenaggregation freigesetzt. TIMP-4 hemmt dabei die MMP-
2-vermittelte Thrombozytenaggregation (Radomski et al. 2002).

In kardialen Fibroblasten verhindert TIMP-4 eine Migration und Invasion von Zellen
und induziert die Apoptose transfomierter Zellen (Mannello und Gazzanelli 2001).
Uberexprimiert, konnte fiir TIMP-4 eine pro-apopotische Wirkung in der humanen
Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-435 beobachtet werden. In vitro reduziert TIMP-
4 sowohl Tumorwachstum, als auch Invasivitat, Metastasierung und Angiogenese
der transfizierten Zellen (Wang et al. 1997). Die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse

auf in vivo bestehende Verhaltnisse wurde bislang noch nicht hinreichend geprift.



1.5 TIMP in humanen Tumoren
TIMP beeinflussen das biologische Verhalten der einzelnen Tumorentitaten

unterschiedlich, Ubersichtlich dargestellt in Tabelle 1.1.

Tabelle 1.1 Literaturibersicht zu Effekten der TIMP auf das Wachstum, die

Invasivitat und die Metastasierung der einzelnen Tumortypen

TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4
gesteigert vermindert
Yoshiji et al. 1998, gesteigert Mylona et al.2006, | o mindert
Mamma . Kotzsch et al. 2005
Garbett et al. 1999, Vizoso et al. 2007 . Wang et al. 1997
Vizoso et al. 2007 gesteigert
Gonzalez et al. 2008
vermindert vermindert . .
Prostata | Lichtinghagen etal. | Still etal. 2000, D‘éﬁrg';dgggfs L‘e’:';?l'lngo%gz,
2002 " Pulukuri et al. 2007 getal '
Harn- Waﬂaerzteetlgle;gOG gesteigert gesteigert
blase Miyata et al. 2004 Grignon et al. 1996 | Wallard et al. 2006 keine Daten
vermindert vermindert .
Hagemann et al. Hagemann et al. vermindert vermindert
3 3) Hagemann et al.
. 2001 ® 2001 3) Hagemann et al.
Niere : : 2001 7, 20019
gesteigert gesteigert Bachman et al. 1999
Bhuvarahamurthy et | Bhuvarahamurthy et
al. 2006 al. 2006
G gesteigliezrgo gesteigert
ouyer etal. 2005, | 11 aq et al. 20009
Thomas et al. 2000 ¥ . vermindert vermindert
Lunge . vermindert ;
vermindert Mino et al. 2007 Wang et al. 1997
. Gouyer et al. 2005
Iniesta et al. 2007,
Hoikkala et al. 2006
gesteigert _ _
Garbett et al. 1999, esteigert vermindert vermindert
Kolon Lu et al. 1991, gestelg Bian etal. 1996, | Hilska et al. 2007

Holten-Andersen et al.

2005

Urbanski et al. 1993

Hilska et al. 2007 °

5)

1) verminderter Nachweis von TIMP-1 im Tumor im Vergleich zu gesundem Gewebe, jedoch kein

Unterschied auf RNA-Ebene
2) hoéhere TIMP-4 Expression in hochgradigen Neoplasien im Vergleich zu gesundem Gewebe,

Abnahme bei weiterem Fortschreiten der Tumorgenese
3) alle TIMP im Tumorgewebe herunterreguliert, im umliegenden Gewebe hochreguliert

4) betrifft insbesondere Adenokarzinome

5) betrifft nur rektale Tumore




1.6 Promotormethylierung und Histonacetylierung als epigenetische
Mechanismen der Genexpressionskontrolle
Die UbermaRige DNA-Methylierung tritt im Bereich von CpG-Inseln auf. Diese
regulatorischen Gensequenzen an der 5 Position der Gene zeichnen sich durch
einen besonders hohen Cytosinphosphat- und Guaningehalt aus und liegen
normalerweise unmethyliert vor. Durch Bindung von Methylgruppen (CH3) an
spezifische Cytosine der DNA kommt es zu einer Stilllegung der entsprechenden
Gene, da die Interaktion mit Transkriptionsfaktoren inhibiert wird und die
Transkription des Gens supprimiert wird. Das Methylierungsmuster wird dabei durch
Methyltransferasen, welche die palindromartige CG-Sequenz im komplementaren
Strang erkennen, weitergegeben.
Im Rahmen der malignen Transformation kénnen epigenetische Alterationen,
insbesondere im Bereich von Tumorsuppressor-Genen und Zellyklus-regulierenden
Proteinen, die gleiche funktionelle Bedeutung erlangen wie strukturelle genetische
Veranderungen (Auerkari 2006).
Ein weiterer epigenetischer Mechanismus, der die Transkription der DNA
unterdruckt, ist die Histondeacetylierung.
Durch Acetylierung werden die positiven Ladungen von Lysylresten der
Histonproteine neutralisiert und damit die Wechselwirkung von Histonproteinen mit
der DNA geschwacht. Dies fuhrt zu einer Lockerung der Chromatinstruktur, die fur
eine Gentranskription essentiell ist. Hierbei spielt insbesondere die Acetylierung der
Histonproteins H-3 und -4 eine wichtige Rolle. Die Entfernung der Acetylgruppen
erfolgt wiederum durch eine Vielzahl spezifischer Histondeacetylasen. Sie bewirken
Uber die raumliche Veranderung der Chromatinstruktur eine transkriptionelle
Repression (Lubbert und Claus 2007).

Beide epigenetischen Mechanismen, DNA-Methylierung und Histondeacetylierung,
wirken somit synergistisch. Insbesondere fir hamatologische Erkrankungen stellen
die epigenetischen Mechanismen therapeutische Zielstrukturen dar. Auch in einer
Vielzahl  solider Tumoren konnten diese Mechanismen der Gen-
Expressionskontrolle fur eine Reihe von Genen gezeigt werden, unter anderem
auch fir TIMP-3 und p27%*" (Kang et al. 2000; Lloyd et al. 1999). Therapeutische

Ansatze hierfur existieren jedoch allenfalls in Anfangen.



2. Ziele der Arbeit

Auf der Basis der bekannten Daten, welche der Expression von p27 “P' und der
Expression von Gewebsinhibitoren der Matrixmetalloproteinasen einen das
Tumorwachstum fordernden oder hemmenden Effekt zuschreiben, sollten folgende
Fragen an Mamma-, Prostata-, Harnblasen-, Nieren-, Lungen- und
Kolonkarzinomen untersucht werden:

1. Wie lasst sich die Expression der Zellzyklus-assoziierten Proteine p27 ' und Ki-
67 in malignen Tumoren im Hinblick auf das Tumorstadium und den Malignitatsgrad
charakterisieren?

2. Wie lasst sich die Expression von TIMP-1, -2 oder TIMP-3 in malignen Tumoren
im Hinblick auf das Tumorstadium und den Malignitatsgrad charakterisieren?

3. Lasst sich ein Zusammenhang zwischen der Expression Zellzyklus-assoziierter
Proteine und der Expression von TIMP-1, -2 oder TIMP-3 nachweisen ?

4. Kann mittels methylierungsspezifischer Polymerasekettenreaktion an
Gewebsproben der oben genannten malignen Tumoren eine Assoziation der
Proteinexpression von p27%"" und TIMP-3 mit dem Methylierungsstatus gefunden

werden?



3. Material und Methoden

3.1 Technische Gerate
Agarose-Gel-Elektrophorese-Kammer
Agargel-Standard; 10x10 cm
Dampfgarer, Multigourmet

Einbetter Leica TP 1020
Elektrophoresekammer und Stromgerat
Gefrierkombination (+4°C/-20°C)
Geldokumentationssystem
Horizontalschuttler
Hybridisierungsofen: Midi Dual 14
Magnetruhrer: lkamag RH

Megafuge 1.0R, Rotoren 2705/1379
Mikrotom: Schlittenmikrotom Typ: HN40
pH-Meter: Typ HI9321

Schuttler: Modell 3016
Spannungsquelle: Modell GPS 200/400

Sterilisatoren: Bioclav 3HD-Dampfsterilisator

Thermo-Cycler: T Gradient
Thermomixer: Modell 5436
Trockensterilisator

Vortex: Genie2: G-560E

Waage: Modell MCI; Typ MD BA 200
Wasserbader: Modell W19

3.2 Glaswaren

Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen

Braun, Kronberg/Taunus
Leica, Wetzlar

Biometra, Gottingen
Bosch, Minchen

Biometra, Gottingen
GFL,Burgwedel

Hybaid, Middlesex/England
Ika-Werke, Oberstaufen
Heraeus Sepatech, Hanau
Reichert-Jung, Heidelberg
HANNA Instruments, Kehl am
Rhein

GFL, Burgwedel
Pharmacia, Freiburg
Schutt, Gottingen
Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Memmert, Schwabach
Bender&Hobein, Zirich/CH
Sartorius, Gottingen

Haake, Karlsruhe

Die benutzten Glaswaren wurden bei 180°C Uber Nacht sterilisiert.

3.3 Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Reagenzien stammen, soweit nicht anders vermerkt, von den

Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Manchen) und Boehringer (Mannheim).
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Puffer und Losungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit Aqua bidest.

angesetzt.

3.3.1 Reagenzien zur Gewebefixation und Einbettung

3-Aminopropyltriethoxy-Silan

Formalin
Paraffin
HOPE-Solution | und Il

Low-melting Paraffin

Sigma-Aldrich, Minchen

Sigma-Aldrich. Minchen

Vogel, GielRen

DCS Innovative Diagnostik Systeme,

Hamburg

DCS Innovative Diagnostik Systeme,

Hamburg

3.3.2 Reagenzien fur die Histologie

Meyers-Hamalaun:

Hamatotoxylin

KAI(SO,4) x 12H,0

NaJO,

Chloralhydrat
Zitronensaure-Monohydrat

Aqua bidest.

3.3.3 Reagenzien fiir die Inmunhistochemie

0,01 M Zitratpuffer, pH 6,0:

TBS-Puffer, pH 7,4:

Eindeckmedium:

Envision-Peroxidase anti-Maus/Kaninchen :

Diaminobenzidine:

19

5049

0,2¢g

50¢g

19

ad 1000 mi

0,1 M Zitronensaure 18 ml
0,1 M Natriumzitrat 82 ml
Aqua bidest. ad 1000 ml
150 mM NaCl 87,79

7,7mM Tris-HCI, pH7,5 1219
Aqua bidest. ad 1000 ml

Eukit, Kindler GmbH, Freiburg

DAKO, Hamburg

DAKO, Hamburg

11



3.4 Vorbereitung der Objekttrager

Um die Haftungseigenschaften der Paraffinschnitte auf den Objekttragern zu
verbessern, wurden die Objekttrager zur Entfettung in Salzsaure getaucht und
anschlielend mit 3-Aminopropyltriethoxy-Silan beschichtet.

Reinigung: 1 Molare HCI

Beschichtung: 2% 3-Aminopropyltriethoxy-Silan in Aceton

3.5 Morphologische Analyse und Gewebspraparation

3.5.1. Formalinfixation und Paraffineinbettung

Die verwendeten Gewebe wurden kurz nach der Entnahme in 4% neutral
gepuffertem Formaldehyd fixiert und mit Hilfe eines automatischen Einbett-Systems

in Paraffin eingebettet.

3.5.2 HOPE-Konservierung und Einbettung in ,,low-melting“ Paraffin

Frische Gewebsblocke mit einer Dicke von maximal 5 mm wurden in HOPE-
Konservierungslosung Gemisch | auf Eis Uber Nacht inkubiert, anschlieiend mit
HOPE-LOsung Gemisch Il in Aceton dehydriert und uber Nacht in low-melting
Paraffin immersiert. Danach wurden die Gewebe in Blocken aus low-melting

Paraffin ausgegossen und bei 4 °C konstant gelagert.

3.6 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zur morphologischen Begutachtung und zur Beurteilung des histopathologischen
Malignitatsgrades  erfolgte  eine  Hamatoxylin-Eosin ~ (HE)-Farbung  der
Schnittpraparate. Zur Kerndarstellung wurden die Schnitte 5 min. in Meyers-
Hamalaun gefarbt und anschlieRend unter flieBendem Leitungswasser geblaut. Die

Gegenfarbung des Zytoplasmas erfolgte durch kurzes Eintauchen in Eosin.

3.7 Immunhistochemie

3.7.1 Vorbereitung der Schnitte

Die histologischen Untersuchungen erfolgten an 2,5 um dicken Schnitten
paraffineingebetteten formalinfixierten Untersuchungsmaterials, die auf
silanbeschichtete Objekttrager aufgezogen wurden. Die Paraffinschnitte wurden
uber Nacht bei 37°C getrocknet und bis zur weiteren Verwendung staubgeschutzt

bei Raumtemperatur archiviert.
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3.7.2 Immunhistochemisches Farbeprotokoll

Die 2,5 ym dicken Paraffinschnitte wurden zunachst 15 min. in Xylol entparaffiniert
und danach in einer absteigenden Ethanolreihe schrittweise rehydriert.

Zur Antigendemaskierung wurden die histologischen Praparate fur die Farbung des
Ki-67-Antigens, von p27¥*" und TIMP-3 je 60 min. in 10 mM Zitratpuffer in einem
Dampfgarer erhitzt. Nach AbkuUhlung auf Raumtemperatur wurden die Schnitte 3
mal 5 min. in TBS gespult. Endogene Peroxidasen wurden 10 min. mit 3% H 0,

blockiert, die Schnitte danach mit Aqua bidest. gespdilt.

Die unspezifische Bindung von Antikérpern wurde durch eine zehnminultige
Inkubation mit 10% ,bovine serum albumin“ (BSA) in einer feuchten Kammer
geblockt. Danach wurden die Schnitte in mit TBS verdinntem Primarantikorper
inkubiert. Die individuellen Farbebedingungen sind in Tabelle 2.1 zusammengefasst.
Die Schnitte wurden nach den einzelnen Inkubationsschritten jeweils 3 mal 5 min. in
TBS gewaschen. Danach wurde das Detektionssystem EnVision ™-Peroxidase
aufgetragen und die Schnitte fir 1 Stunde in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen mit TBS-Puffer wurden die Schnitte in
Diaminobenzidine 20 min. inkubiert. Anschlie®end wurden die Schnitte wieder mit
TBS-Puffer gespllt,

gegengefarbt. Durch eine aufsteigende Alkoholreihe wurden die Praparate

kurz mit Aqua bidest. behandelt und mit Hamalaun

dehydriert, bevor sie mit Eukit® eingedeckt wurden.

Tabelle 2.1 Immunhistochemisches Farbeprotokoll

Antikorper Verdiinnung d(la?I:’ur?r:g?annst?lfgr?)rer Firma
(CIonL"\1n4P7-:I D11) 170 Uber Nacht Bad Soodon
(6171-“1PH 12 1) 170 Uber Nacht St Saoden
TIMP-3 1:708 2 Stunden égcggigzh
(I:Q:_BG';) 1:508 2 Stunden Iml_r; l::gfjer;h’
p27e! 1:50 2 Stunden ngf]';‘;’rg

$ mit Antigendemaskierung
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3.7.3 Immunhistochemische Analyse

Semiquantitative Analyse der TIMP-Expression

Diese wurde mittels eines semiquantitativen immunreaktiven Scores (IRS)
durchgeflhrt.

Die gefarbten Praparate wurden hinsichtlich der Farbeintensitat und Menge positiver
Tumorzellen beurteilt und ein additiver Farbeindex zwischen ,2“ und ,6“ errechnet
(Tabelle 2.2).

Tabelle 2.2 Immunreaktiver Score (IRS)

Menge der positiven

Maximale Farbeintensitat [Tumorzellen mit maximaler| |RS |Expressionshohe
Farbeintensitat

0 0=0 0 0
1 1-10% = 1
° <4 niedrig
2 1-50% = 2
3 >509% =3 > 5 hoch

Quantitative Analyse der Proliferation

Fur die Evaluation des MIB-1-Index (Proliferationsindex) und des p27 “"'-Index
wurden die positiven Zellen in Serienschnitten korrespondierender reprasentativer
Gesichtsfelder in mindestens 500 Tumorzellen ausgezahlt. Die Anzahl der positiven

Zellen ist in Prozent der Gesamtzahl der ausgezahlten Zellen angegeben.

3.8. DNA-Analyse

3.8.1 DNA-Extraktion aus HOPE-konserviertem paraffineingebetteten Gewebe
Hierzu wurden von den archivierten Gewebsblocken HE-gefarbte Schnitte
hergestellt um zu gewahrleisten, dass reprasentatives Untersuchungsmaterial
enthalten war. Danach wurden eine Serie von mindestens 5 Schnitten mit einer
Dicke von 5-10 um unter nukleasefreien Bedingungen angefertigt und die Schnitte

in kleinen sterilen Reaktionsgefallen gesammelt.
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Gemall dem Protokoll der HOPE-Fixation wurden die Schnitte in absolutem
Isopropanol bei 60 °C auf einem Thermomixer 2 mal 20 min. entparaffiniert und zum
Schluss in 100% Ethanol gewaschen.

Darauf erfolgte die Extraktion der DNA nach einem modifiziertem Protokoll mit dem
Allprep DNA/RNA Minikit (Qiagen, Hilden). Hierfur wurden die Schnitte in 600 pl
Lysispuffer RLT Plus lysiert und Uber QlAshredder-Saulen (Qiagen) homogenisiert.
Die weiteren Schritte erfolgten nach dem Protokoll des Herstellers. Letztendlich
wurde die genomische DNA in einem Gesamtvolumen von 100 pl Puffer eluiert und
bei —80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Zur Qualitatsanalyse der extrahierten DNA wurde ein 5 pl Aliquot in eine quantitative
Real-Time PCR mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green (iQ SYBR Green

Supermix, Bio Rad, Minchen) zum Nachweis von }-Globin eingesetzt.

Tabelle 2.3 PCR-Ansatz der Qualitatsanalyse

Ansatz fir PCR Menge
Bio Rad Mastermix 10 i
Sense Primer 0,15 pl
Antisense Primer 0,15 pl
Nucleasefreies H,O 8,7 ul
DNA 1u
Gesamtvolumen 20 pl

Zur Qualitatsanalyse wurden die in Tabelle 2.4 aufgefuhrten Primer verwendet.

Tabelle 2.4 ’-Globin-Primer

R-Globin Sequenz 5°-3
Globin S1 ATGGTGCACCTGACTCCTGAGG
Globin AS2 GCCATCACTAAAGGCACCGAGC

DNA war dann in ausreichender Menge vorhanden, wenn nach maximal 32

Amplifikationszyklen spezifische PCR-Produkte nachweisbar waren.
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3.8.2. Bisulfidmodifikation

Das Prinizp der Bisulphidmodifikation genomischer DNA beruht auf der chemische
Umwandlung nicht-methylierter Cytosin-Basen durch Deaminierung in Uracil-Basen.
Methylierte Cytosin-Basen sind gegenuber dieser chemischen Modifikation stabil.
Somit kdonnen CG-reiche DNA-Abschnitte, sogenannte CpG-Inseln, hinsichtlich
ihres Methylierungsstatus analysiert werden. Die durch die Modifikation
umgewandelten Basen verhalten sich wie Punktmutationen wie das Beispiel in
Tabelle 2.5 verdeutlicht.

Tabelle 2.5 Beispiel einer Bisulfidmodifikation an einem methylierten und einem
unmethylierten DNA-Abschnitt

Original Sequenz nach Bisulfidmodifikation
Unmethylierte DNA N-C-G-N-C-G-N-C-G-N N-U-G-N-U-G-N-U-G-N
Methylierte DNA N-C-G-N-C-G-N-C-G-N N-C-G-N-C-G-N-C-G-N

N = Nukleotid A oder T

Das Epitect Bisulfid Kit basiert auf einem standardisierten Protokoll des Herstellers:
Zunachst erfolgt die bisulfid-vermittelte Umwandlung von unmethylierten Cytosinen
(zu Uracil), die umgewandelte einstrangige DNA wird dann an die Membran der
Epitect Saule gebunden und Uberstande entfernt. Es folgt die Desulfonierung der
membrangebundenen DNA und schlieRBlich  Auswaschen der reinen,

umgewandelten DNA von der Saule in 20 yl Elutionsvolumen.

3.8.3 Methylierungsspezifische PCR

Bisulfidmodifiziete DNA kann dann mittels Sequenzierung, ,single strand
conformation polymorphism“(SSCP)-Analyse oder mittels Restriktion durch
methylierungssensitive Endonukleasen analysiert werden. Die
methylierungsspezifischen PCR (MSP) ist darUber hinaus eine hochsensitive
Methode, die eine orientierende Analyse fir methylierte CG-reiche Sequenzen
darstellt und auf der Affinitat von Primern fur methylierte und nicht-methylierte

Gensequenzen beruht.
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3.8.4 Primer

Das Primerdesign soll im Folgenden am Beispiel von TIMP-3 dargestellt werden:

Im Bereich des 5°- Endes der untranslatierten Region von TIMP-3 (Accession

number AF001361) befindet sich eine ausgedehnte CpG-Insel. Innerhalb dieser

CpG-Insel wurden, in einem circa 190 Basenpaare langen Segment, Primer fur die

MSP gewahilt.

FUr den methylierungsspezifischen forward-Primer wurde die

Sequenz 840 bis 867 gewahlt, fir den methylierungsspezifischen reverse-Primer die

Sequenz 939 bis 954. Fir den forward-Primer der nicht-methylierten Sequenz

wurden die Basen 837 bis 867 und fir den reverse-Primer die Basen 939 bis 958

gewahlt. Die ausgewahlten Primer wurden bereits in vorherigen Studien anderer

Arbeitsgruppen verwendet.

Tabelle 2.6 Zusammenfassung der Primer

TTCGAGTTTTATTATAGATTTTCGC

TTGTTTGAGTTTTATTATAGATTTTTGT

. P . Y Anealing-
Methyliert (57-3") Unmethyliert (5°-3") Temperatur
as CCGAAAACCCCGCCTCG CCCCCAAAAACCCCACCTCA
59°C
1 s |CGTTTCGTTATTTTTTGTTTTCGGTTTC [TTTTGTTTTGTTATTTTTTGTTTTTGGTTTT
as AACCTAAACCAAAAAACCGCG
R1 57°C
s | GGCGTTTAGTTTTTTTAGTAAACGTTT
as GCCGAAAAATTAACTAATCGCG
Lax R2 57°C
NN s | CGAATTTTAGGTTTCGTTTTAGGTTTT
as TATCCGACGAATCAATCTTTAAA AACCCCATCTAACTATCCAACA ) .
R3 methyliert: 55°C

unmethyliert: 57°C

TIMP-3 nach Bachman et al. 1999; p27X*' nach Worm et al. 2000

3.8.5 Protokolle der methylierungsspezifischen PCR

Zur Durchfuhrung der methylierungsspezifischen PCR wurden 2 Ansatze unter

nucleasefreien Bedingungen nach folgender Anleitung pipettiert.
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Tabelle 2.7 PCR-Ansatz der methylierungsspezifischen PCR

Ansatz fir PCR Menge
HotstartTag MM 10 pl
Primer sense 0,5 ul
Primer antisense 0,5 ul
PCR-Wasser 7 ul
Modifizierte DNA 2 ul
Gesamtvolumen 20 pl

Jeder Ansatz durchlief im PCR-Cycler das aufgefuhrte Temperaturprotokoll.

Tabelle 2.8 Cycler-Protokoll

Zeit Temperatur
15 min. Polymeraseaktivierung 95°C
30 sec. Denaturierung 95°C
30 sec. Annealing §
30 sec. Extension 72°C
5 min. Finale Extension 72°C

§ Annealing-Temperaturen siehe Tabelle 2.6

40 Wiederholungen

Die PCR-Produkte wurden durch Gelelektrophorese in einem 2%igen Agarosegel

aufgetrennt und gepruft.

3.9 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit dem automatisierten Computerprogramm

GraphPad Prism, 1999, GraphPad Software Inc., San Diego CA

(www.graphpad.com.) durchgefihrt. Die Art des verwendeten Tests ist jeweils im

Ergebnisteil aufgeflhrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Mammakarzinome

4.1.1 Patienten

Es wurden 23 Patientinnen im Alter zwischen 32 und 91 Jahren (Median 62 Jahre)
untersucht.

Es handelte sich um 17 duktale invasive, 3 lobulare invasive und 3 duktal-lobulare
invasive Mammakarzinome. Zwanzig Tumore waren vom Malignitatsgrad 2 und 3
vom Malignitdtsgrad 3. Finfzehn Karzinome waren Iokalisiert (maximales
Tumorstadium pT3, keine nodalen oder systemischen Metastasen), 8 Karzinome
waren fortgeschritten (Tumorstadium pT4, alle Tumore mit nodalen und
systemischen Metastasen). Insgesamt war bei 21 Patientinnen der
Hormonrezeptorstatus bekannt. Der Ostrogenrezeptor war in 18 Fallen positiv. Von
15 Patientinnen war der Her2/neu-Status bestimmt. Drei Karzinome wiesen einen

Her2/neu-Score von 3+, 2 Falle von 2+ und 1 Fall von 1+ auf.

4.1.2 p27%*'-Expression

Von 18 Patientinnen wurde der nukledre p27%*'-Index quantifiziert, der zwischen
0,8% und 100% variierte (Median 87,1%).

Hinsichtlich des Tumorstadiums waren im Vergleich der 11 lokalisierten Karzinome
mit den 7 fortgeschrittenen Karzinomen keine Unterschiede bezlglich der
Expression von p27¥*" nachweisbar (p>0,05; Mann-Whitney-Test).

Unterschiede zwischen malig differenzierten Karzinomen (G2, n=15) und wenig
differenzierten Karzinomen (G3, n=3) waren bezigliche des p27 "*'-Index nicht
nachweisbar (p>0,05; Mann-Whitney-Test).

Hinsichtlich des Ostrogenrezeptorstatus und Her2/neu-Status fanden sich keine
p27¥*'-Index-Unterschiede (p>0,05; Mann-Whitney-Test).

4.1.3 Ki-67-Expression

Von 18 Patientinnen wurde der nukleare Ki-67-Index quantifiziert, der zwischen
5,1% und 90,3% variierte (Median 20,8%).

Hinsichtlich des Tumorstadiums waren im Vergleich der 11 lokalisierten Karzinome
mit den 7 fortgeschrittenen Karzinomen keine Unterschiede des Ki-67-Index
nachweisbar (p>0,05; Mann-Whitney-Test).
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Unterschiede zwischen malig differenzierten Karzinomen (G2, n=15) und wenig
differenzierten Karzinomen (G3, n=3) waren bezlglich des Ki-67-Index ebenfalls
nicht nachweisbar (p>0,05; Mann-Whitney-Test).

Hinsichtlich des Ostrogenrezeptorstatus und Her2/neu-Status fanden sich gleichfalls
keine Unterschiede (p>0,05; Mann-Whitney-Test).

4.1.4 Expression der TIMP

In 21 Fallen erfolgte eine semiquantitative Analyse von TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-
3. Dreizehn Falle waren lokalisiert, 8 Falle waren fortgeschritten. Hinsichtlich des
Tumorstadiums waren fur die Expressionshohe von TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3
keine Unterschiede nachweisbar (p>0,05; exakter Test nach Fisher).

Unterschiede zwischen malig differenzierten Karzinomen (G2, n=18) und wenig
differenzierten Karzinomen (G3, n=3) waren bezlgliche der TIMP-1, -2 oder -3-
Expression nicht nachweisbar (p>0,05; Chi-Quadrat-Test). Auch hinsichtlich des
Ostrogenrezeptorstatus und Her2/neu-Status fanden sich keine Unterschiede der
Expression der TIMP (p>0,05; Exakter Test nach Fisher) .

4.1.5 Vergleich der Proliferationsaktivitat mit der TIMP-2 und -3-Expression

Da p27*" in der G1-Phase des Zellzyklus dominant exprimiert wird und Ki-67
speziell in der Proliferationsphase, wurde eine mdgliche negative Korrelation
untersucht. Eine negative Korrelation von p27 “*'-Index und Ki-67-Index konnte nicht
nachgewiesen werden (r=0,24; p=0,34; Korrelationskoeffizient nach Spearman).

Da TIMP-2 und TIMP-3 auch in der G1-Phase verstarkt exprimiert und z.T. auch
nuklear transloziert werden, wurde die Assoziation mit dem p27 “P'-Index geprift.
Eine Assoziation der TIMP-2-und TIMP-3-Expression mit der Tumorproliferation war
nicht nachweisbar, da weder eine Korrelation mit dem Ki-67-Index, noch mit dem

p27K*'-Index erkennbar war (p>0,05; Mann-Whitney-Test).

4.2 Prostatakarzinome

4.2.1 Patienten

Es wurden 18 Adenokarzinome der Prostata von Patienten im Alter zwischen 49
und 74 Jahren (Median 63 Jahre) untersucht. Einen Malignitatsgrad (Gleason-
Score) von 7(3+4) oder niedriger wiesen 14 Patienten auf, bei 4 Patienten liel3 sich

ein Score von 7(4+3) oder hoher ermitteln. Es handelt sich um 8 lokalisierte
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(maximales Tumorstadium pT2, ohne nodale oder systemische Metastasen) und 10
fortgeschrittene Tumore (minimales Tumorstadium pT3 und mehr, alle Tumore mit

nodalen oder systemischen Metastasen).

4.2.2 p27%*'-Expression

Von 16 Patienten wurde der nukledre p27X*'-Index quantifiziert, der zwischen 1,4%
und 100% variierte (Median 80,1%).

Hinsichtlich des Tumorstadiums waren im Vergleich von 7 lokalisierten mit 9
fortgeschrittenen Karzinomen keine Unterschiede ihres p27 “P'-Index nachweisbar
(p>0,05; Mann-Whitney-Test).

Unterschiede zwischen 12 Tumoren mit einem Gleason-Score von 7 (3+4) oder
niedriger und 4 Tumoren mit einem Score von 7 (4+3) oder hoher lielen sich

beziglich der p27"*'-Expression nicht feststellen (p>0,05; Mann-Whitney-Test).

4.2.3 Ki-67-Expression

Von 16 Patienten wurde der nukleare Ki-67-Index quantifiziert, der zwischen 1% und
23,7% variierte (Median 5%).

Hinsichtlich des Tumorstadiums waren im Vergleich von 7 lokalisierten mit 9
fortgeschrittenen Karzinomen ebenfalls kein Unterschied des Ki-67-Index
nachweisbar (p>0,05; Mann-Whitney-Test).

Zwischen 12 Tumoren mit einem Gleason Score unter 7 (3+4) und 4 Tumoren mit
einem Score uber 7 (4+3) lieBen sich bezuglich der Ki-67-Expression keine

Unterschiede feststellen (p>0,05; Mann-Whitney-Test).

4.2.4 Expression der TIMP

In allen 18 Fallen erfolgte eine semiquantitative Analyse von TIMP-1, TIMP-2 und
TIMP-3.

Hinsichtlich des Tumorstadiums waren flr die Expressionshéhe von TIMP-1, TIMP-
2 und TIMP-3 keine Unterschiede nachweisbar (p>0,05; Exakter Test nach Fisher).
Auch hinsichtlich des Malignitatsgrades konnten keine Unterschiede zwischen 14
wenig differenzierten und 4 maRig differenzierten Tumoren festgestellt werden
(p>0,05; Exakter Test nach Fisher).
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4.2.5 Vergleich der Proliferationsaktivitat mit der TIMP-2 und -3-Expression

Es konnte keine Korrelation von p27%*'-Index und Ki-67-Index festgestellt werden
(r=0,78; p>0,05; Korrelationskoeffizient nach Spearman). Eine Korrelation von
TIMP-2 oder TIMP-3 konnte weder mit dem p27¥*'-Index, noch mit dem Ki-67-Index

nachgewiesen werden (p>0,05; Mann-Whitney-Test).

4.3. Harnblasenkarzinome

4.3.1 Patienten

Es wurden 7 Urothelkazinome von einer weiblichen Patientin und 6 mannlichen
Patienten im Alter zwischen 58 und 86 Jahren (Median 68 Jahre) untersucht.

Zwei Tumore wurden dem Malignitatsgrad 2 zugeordnet, 5 Tumore dem Grad 3. Es
handelte sich um 3 lokalisierte Karzinome (maximales Tumorstadium pT2, ohne
nodale oder systemische Metastasen) und 4 fortgeschrittene Karzinome

(Tumorstadium pT3 und mehr, alle Tumore mit Metastasen).

4.3.2 p27¥*'-Expression

Von 7 Patienten wurde der nukledre p27“*'-Index bestimmt, der zwischen 0% und
46,8% variierte (Median 8%).

Hinsichtlich des Tumorstadiums war im Vergleich von 3 lokalisierten mit 4
fortgeschrittenen Karzinomen kein Unterschied nachweisbar (p>0,05; Mann-
Whitney-Test).

Unterschiede zwischen 2 maRig differenzierten und 5 wenig differenzierten
Karzinomen waren bezliglich des p27X*'-Index ebenfalls nicht nachweisbar (p>0,05;
Mann-Whitney-Test).

4.3.3 Ki-67-Expression

Von 7 Patienten wurde der nukleare Ki-67-Index quantifiziert, der zwischen 8% und
86,3% variierte (Median 37,6%). Hinsichtlich des Tumorstadiums waren im
Vergleich von 3 lokalisierten mit 4 fortgeschrittenen Karzinomen keine Unterschiede
des Ki-67-Index nachweisbar. (p>0,05; Mann-Whitney-Test).

Unterschiede zwischen 2 maRig differenzierten und 5 wenig differenzierten
Karzinomen waren bezlglich des Ki-67-Index ebenfalls nicht nachweisbar ( p>0,05;
Mann-Whitney-Test).
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4.3.4 Expression der TIMP

In allen 7 Fallen erfolgte eine semiquantitative Auswertung von TIMP-1, TIMP-2 und
TIMP-3.

Eine statistische Auswertung von TIMP-1 hinsichtlich des Tumorstadiums und des
Malignitatsgrades ist nicht moglich, da sowohl fur lokalisierte und fortgeschrittene,
wie auch fur maRig und wenig differenzierte Karzinome eine sehr hohe TIMP-1-
Expression (hoher IR-Score) gemessen wurde.

Fir die Expression von TIMP-2 und TIMP-3 lie® sich kein signifikanter Unterschied
zwischen 3 lokalisierten und 4 fortgeschrittenen Fallen nachweisen (p>0,05; Exakter
Test nach Fisher).

Ebenso lielen sich zwischen 2 malig differenzierten und 5 wenig differenzierten
Karzinomen keine signifikanten Unterschiede beziiglich ihrer Expression von TIMP-
2 und TIMP-3 erkennen (p>0,05; Exakter Test nach Fisher).

4.3.5 Vergleich der Proliferationsaktivitat mit der TIMP-2 und -3-Expression
Eine Korrelation, speziell eine negative Korrelation, von p27 ¥?' und Ki-67 lieR sich
nicht feststellen (r=0,63; p>0,05; Korrelationskoeffizient nach Spearman).

Eine Korrelation von TIMP-2 mit p27%*'" oder mit Ki-67 konnte nicht statistisch
untersucht werden, da die TIMP-2-Expression generell niedrig war.

Fir TIMP-3 besteht keine Korrelation mit p27“*" oder Ki-67 (p>0,05; Mann-Whitney-
Test).

4.4 Nierenzellkarzinome

4.4.1 Patienten

Es wurden Nierenzellkarzinome von 5 weiblichen Patientinnen und 17 mannlichen
Patienten im Alter von 38 bis 75 Jahren (Median 63 Jahre) untersucht.

Es handelte sich um 18 Kklarzellige, 3 papillare und 1 chromophobes
Nierenzellkarzinom. Vier Patienten wiesen einen Malignitatsgrad von 1 auf, 14 einen
Malignitatsgrad von 2, 4 Patienten einen Malignitatsgrad von 3. Sieben Karzinome
waren lokalisiert, (maximales Tumorstadium pT2, das heil3t ohne nodale, ohne
systemische Metastasen), 15 befanden sich in einem fortgeschrittenen Stadium

(das heif’t Tumorstadium pT3 und Tumore mit nodalen oder Organmetastasen).
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4.4.2 p27%*'-Expression

Von 15 Patienten wurde der nukledre p27X*'-Index quantifiziert, der zwischen 6,2%
und 94,2% variierte (Median 30,3%).

Hinsichtlich des Tumorstadiums war im Vergleich von 5 lokalisierten mit 10
fortgeschrittenen Karzinomen kein Unterschied fiir die Expression von p27 K¢
nachweisbar (p>0,05; Mann-Whitney-Test).

Bezlglich des Malignitatsgrades lieR sich ebenfalls kein Unterschied der p27 K°'-

Expression feststellen (p>0,05; Kruskal-Wallis-Test).

4.4.3 Ki-67-Expression

Von 17 Patienten wurde der nukledre Ki-67-Index quantifiziert, der zwischen 1,3%
und 90,6% variierte (Median 5,7%).

Hinsichtlich des Tumorstadiums war im Vergleich von 6 lokalisierten mit 11
fortgeschrittenen Karzinomen kein Unterschied der Expressionshdéhe von Ki-67
nachweisbar (p>0,05; Mann-Whitney-Test).

Ebenso lie sich kein signifikanter Unterschied zwischen 13 mafig und 4 wenig

differenzierten Karzinomen nachweisen (p> 0,05; Kruskal-Wallis-Test).

4.4.4 Expression der TIMP

In allen 22 Fallen erfolgte eine semiquantitative Analyse von TIMP-1, TIMP-2 und
TIMP-3.

Hinsichtlich des Tumorstadiums waren fir die Expressionshohe der einzelnen TIMP
keine Unterschiede zwischen den 7 lokalisierten und den 15 fortgeschrittenen Fallen

festzustellen (p>0,05; Exakter Test nach Fisher).

Darlber hinaus lie3 sich keine Korrelation der TIMP-Expression mit dem

Malignitatsgrad der Tumore nachweisen (p>0,05; Chi-Quadrat-Test).

4.4.5 Vergleich der Proliferationsaktivitat mit der TIMP-2 und -3-Expression
Eine Korrelation von p27%*'-Index und Ki-67-Index konnte nicht festgestellt werden
(r=0,38; p>0,05; Korrelationskoeffizient nach Spearman).

Die statistische Auswertung von TIMP-2 beziiglich der Expressionshéhe von p27 X!
und Ki-67 entfallt, da nur wenige Tumore ein hohes Expressionsniveau (hoher IR-

Score) von TIMP-2 aufwiesen.
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Fir TIMP-3 lieR sich keine Korrelation mit p27 “?' oder Ki-67 nachweisen (p>0,05;
Mann-Whitney-Test).

4.5. Bronchialkarzinome

4.5.1 Patienten

Es wurden eine weibliche Patientin und 8 mannliche Patienten im Alter von 50 bis
78 Jahren (Median 63) untersucht.

Es handelte sich um 8 Plattenepithelkarzinome und 1 broncho-alveolares Karzinom.
Ein Tumor war hochdifferenziert, 6 Tumore maRig differenziert und 2 Tumore wenig
differenziert. Drei Karzinome waren lokalisiert (maximales Tumorstadium pT3, ohne
nodale oder systemische Metastasen), 6 Karzinome waren fortgeschritten

(Tumorstadium pT4, alle Tumore mit nodalen und systemischen Metastasen).

4.5.2 p27%*'-Expression

Von allen 9 Patienten wurde der nukledre p27¥*'-Index quantifiziert, der zwischen
4% und 89,6% (Median 33,4%) variierte.

Hinsichtlich des Tumorstadiums war im Vergleich der 3 lokalisierten Karzinomen mit
den 6 fortgeschrittenen Karzinomen kein Unterschied nachweisbar (p>0,05; Mann-
Whitney-Test).

Eine statistische Auswertung bezliglich des Malignitatsgrades wurde aufgrund der

geringen Fallzahl wenig differenzierter Karzinome nicht durchgefuhrt.

4.5.3 Ki-67-Expression

Von allen 9 Patienten wurde der nukleare Ki-67-Index quantifiziert, der zwischen
5,4% und 83,7% (Median 34,5%) variierte.

Hinsichtlich des Tumorstadiums war kein signifikanter Unterschied bezuglich der

Expression von Ki-67 festzustellen (p>0,05; Mann-Whitney-Test).

4.5.4 Expression der TIMP

In allen 9 Fallen erfolgte jeweils eine Bestimmung der TIMP-1 und TIMP-3-
Expression, in 8 Fallen erfolgte eine Bestimmung der TIMP-2-Expression.

Fur TIMP-2 erfolgte keine statistische Auswertung mdglich, da TIMP-2 generell

niedrig exprimiert war.

25



Fuar TIMP-1 und TIMP-3 lie} sich keine Korrelation von Expressionshéhe und
Tumorstadium feststellen (p>0,05; Exakter Test nach Fisher).

Die Expressionshohe von TIMP-1 korrelierte nicht mit dem Malignitatsgrad der
Tumore (p>0,05; Chi-Quadrat-Test).

Fir die Expression von TIMP-3 liel sich allerdings eine positive Assoziation zum
Malignitatsgrad zeigen (p=0,011; Chi-Quadrat-Test;). Somit korreliert eine hohe

Expression von TIMP-3 mit maRig bis wenig differenzierten Karzinomen.

4.5.5 Vergleich der Proliferationsaktivitat mit der TIMP-2 und -3-Expression
Eine Korrelation von p27%*'-Index und Ki-67-Index konnte nicht festgestellt werden
(r=0,26; p>0,05; Korrelationskoeffizient nach Spearman). Aufgrund zu geringer
Fallzahlen in den einzelnen Gruppen erfolgte keine Auswertung der TIMP-2- und
TIMP-3-Expression bezliglich des p27 “*'- und Ki-67-Index.

4.6. Kolonkarzinome

4.6.1 Patienten

Es wurden 8 Patienten, davon 4 weibliche und 4 mannliche, im Alter von 59 bis 79
Jahren (Median 69) untersucht. Sechs Tumore waren maRig differenziert, 2 Tumore
nur wenig differenziert.

Es handelte sich um 2 lokalisierte (maximales Tumorstadium pT3, ohne nodale oder
systemische Metastasen) und 6 fortgeschrittene (Tumorstadium pT4, alle Tumore

mit nodalen und systemischen Metastasen) Adenokarzinome des Kolons.

4.6.2 p27¥*'-Expression

Von 6 Tumoren erfolgte eine Bestimmung des p27“*'-Index, der zwischen 0 und
92,3% (Median 50,9%) lag. Eine statistische Bewertung des p27 “P'-Index bezliglich
des Tumorstadiums entfallt, da nur ein ausgewerteter Tumor lokalisiert war. Auch

hinsichtlich des Malignitatsgrades war eine Untersuchung nicht maoglich.

4.6.3 Ki-67-Expression
Von 6 Tumoren erfolgte eine Bestimmung des Ki-67-Index, der zwischen 43,1% und
92,9% (Median 71%) lag. Eine statistische Bewertung des Ki-67-Index beziglich

des Tumorstadiums sowie des Malignitatsgrades war ebenfalls nicht moglich.
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4.6.4 Expression der TIMP

In allen 8 Fallen erfolgte jeweils eine Bestimmung der TIMP-1, -2 und -3-
Expression. Auch hier war keine statistische Bewertung moglich, TIMP-1 und -2
waren sowohl bei lokalisierten, als auch bei fortgeschrittenen Karzinomen nur wenig
exprimiert, zudem erwies sich die Fallzahl der lokalisierten Karzinome als zu gering.

Gleiches gilt bezuglich des Malignitatsgrades.

4.6.5 Vergleich der Proliferationsaktivitat mit der TIMP-2 und -3-Expression
Eine Korrelation von p27%*'-Index und Ki-67-Index konnte nicht festgestellt werden
(r=0,143, p>0,05; Korrelationskoeffizient nach Spearman). Aus den unter 4.6.4
genannten Grinden entfiel eine Auswertung der TIMP-2 und TIMP-3-Expression
bezliglich des p27¢*'- und Ki-67-Index.

4.7 Zusammenfassende Analyse der immunhistologischen Untersuchungen
Um zu Uberpriifen, ob unabhangig vom Tumortyp fiir die Parameter p27 “*' oder Ki-
67 eine gemeinsame Beziehung dargestellt werden konnte, wurden die Daten
samtlicher Tumore zusammengefasst:

p27¥P" wurde in hoch bis maRig differenzierten Karzinomen signifikant hoher
exprimiert als in wenig differenzierten Karzinomen (p=0,003; Mann-Whitney-Test).
Dies galt nicht fur den Proliferationsmarker Ki-67 (p>0,05; Mann-Whitney-Test),
dieser zeigt keine Assoziation mit dem Malignitatsgrad.

Fur p27€*" konnte keine Korrelation bezliglich des Tumorstadiums gesehen werden
(p>0,05; Mann-Whitney-Test).

Fur Ki-67 liel3 sich eine Tendenz hinsichtlich des Tumorstadiums beobachten, ein
hdherer Ki-67-Index war hier mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium assoziiert
(p=0,09; Mann-Whitney-Test).

Uber die Gesamtheit aller bearbeiteten Falle konnte eine positive Korrelation von
p27¥*'- und Ki-67-Index gesehen werden (r=0,41, p=0,0005; Korrelationskoeffizient

nach Pearson).
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4.8 Ergebnisse der methylierungsspezifischen PCR (MSP)

4.8.1 Mammakarzinome

Insgesamt wurden 8 Falle mittels methylierungsspezifischer PCR analysiert. Fur
p27€P! zeigte sich in 4 Fallen sowohl ein methyliertes als auch ein unmethyliertes
Gen und in 4 Fallen lediglich ein PCR-Produkt im methylierungsspezifischen
Ansatz. Eine Assoziation mit der immunhistochemischen Signalintensitat von p27 ¥’
lag nicht vor.

Abb. 4.1 Methylierungsspezifische PCR fiir p27 “** an Mammakarzinomen

500 b 500 bp

Rim R2m R3m R3um Rim R2m R3m R3um

m = methyliert; um = unmethyliert

Far TIMP-3 zeigte sich in einem Fall ein unmethyliertes Gen und in 7 Fallen sowohl
ein methyliertes als auch ein unmethyliertes Gen. Insgesamt zeigte sich eine hohe
immunhistochemische Signalintensitat von TIMP-3.

Abb. 4.2 Methylierungsspezifische PCR fur TIMP-3 an Mammakarzinomen

500 bp

weiller Pfeil: methyliertes PCR-Produkt; schwarzer Pfeil: unmethyliertes PCR-Produkt

4.8.2 Prostatakarzinome
Es wurden 6 Falle mittels methylierungsspezifischer PCR analysiert. Fur TIMP-3

zeigte sich in 6 Fallen ein unmethyliertes Gen. Fir p27 X' zeigte sich in 6 Fallen
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sowohl ein methyliertes als auch ein unmethyliertes Gen. Eine Assoziation mit der
immunhistochemischen Signalintensitat von p27 ¥*' lag nicht vor.

Abb. 4.3 Methylierungsspezifische PCR flir p27 “*' an Prostatakarzinomen

500 bp 3 500 bp

m = methyliert; um = unmethyliert

Insgesamt zeigte sich eine hohe immunhistochemische Signalintensitat fur TIMP-3.
Abb. 4.4 Methylierungsspezifische PCR fur TIMP-3 an Prostatakarzinomen

500 bp 500 bp

500 bp

R

m = methyliert; um = unmethyliert; Pfeil= unmethyliertes PCR-Produkt

4.8.3 Harnblasenkarzinome

Insgesamt wurden alle 7 Falle mittels methylierungsspezifischer PCR analysiert.

Fur p27%" zeigte sich in 5 Fallen sowohl ein methyliertes als auch ein
unmethyliertes Gen und in je einem Fall entweder lediglich ein PCR-Produkt im
methylierten bzw. im unmethylierten Ansatz. Eine Assoziation mit der

immunhistochemischen Signalintensitat von p27 X*' lag nicht vor.
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Abb. 4.5 Methylierungsspezifische PCR fiir p27 ¥** an Harnblasenkarzinomen

500 bp 500 bp

"~ RlmR2m R3m R3um #8R 1m R2m R3m R3um Rlm R2m R3m R3um'

m = methyliert; um = unmethyliert

Far TIMP-3 zeigte sich in 5 Fallen ein unmethyliertes Gen, in einem Fall sowohl ein
methyliertes als auch ein unmethyliertes Gen. In 2 Fallen war in beiden Ansatzen
kein PCR-Produkt nachweisbar. Insgesamt zeigte sich eine hohe
immunhistochemische Signalintensitat von TIMP-3.

Abb. 4.6 Methylierungsspezifische PCR fur TIMP-3 an Harnblasenkarzinomen

500 bp

m = methyliert; um = unmethyliert

4.8.4 Nierenzellkarzinome

Insgesamt wurden 7 Falle mittels methylierungsspezifischer PCR analysiert.

Fur p27%" zeigte sich in 6 Fallen sowohl ein methyliertes als auch ein
unmethyliertes Gen und in einem Fall lediglich ein PCR-Produkt im methylierten
Ansatz. Eine Assoziation mit der immunhistochemischen Signalintensitat von p27 ¥’

lag nicht vor.
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Abb. 4.7 Methylierungsspezifische PCR fiir p27 “*' an Nierenzellkarzinomen

500 bp ' 500 bp 500 bp |

—_—
pu—
—_—
—_—
—
—
—_—

—

“ i

Rim R2m R3m R3um Rim R2m R3m R3um

R1im R2m R3m R3um

m = methyliert; um = unmethyliert

Far TIMP-3 zeigte sich in 2 Fallen ausschlieRlich ein methyliertes Gen und in 5
Fallen sowohl ein methyliertes als auch ein unmethyliertes Gen. Insgesamt zeigt
sich eine intermediare immunhistochemische Signalintensitat fur TIMP-3.

Abb. 4.8 Methylierungsspezifische PCR fur TIMP-3 an Nierenzellkarzinomen

500 bp

500 bp 500 bp

um m

m = methyliert; um = unmethyliert

4.8.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der MSP-Analyse

Der Nachweis von methylierten und unmethylierten Gensequenzen gelang mittels
methylierungsspezifischer PCR fir TIMP-3 und p27 “*'. In den meisten Fallen zeigte
sich eine Mischung aus methylierten und unmethylierten Genabschnitten. Ein
Einfluss auf die Proteinexpression liel3 sich jeweils nicht nachweisen. Auch in den
Tumoren, deren Analyse nur PCR-Produkte entweder fur methylierte oder fur
unmethylierte Sequenzen ergab, konnte kein Bezug zur Intensitdt des

immunhistochemischen Signals festgestellt werden.
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5. Diskussion

Wesentliches Ziel der Arbeit war zu klaren, ob die Expression von p27 “*' und TIMP
in unterschiedlichen Tumorentitaten mit unterschiedlicher Tumorproliferation und
Tumorausbreitung assoziiert ist. Weiterhin sollte untersucht werden, ob p27 *' und

TIMP-3 in relevanter Methylierung im Tumorgewebe nachweisbar sind.

p27¢*! ist ein nukledres Protein, das als ein Inhibitor cyclin-abhangiger
Proteinkinasen den Zellzyklus in der G1-Phase blockiert. Demzufolge konnte eine
Suppression der p27XF'-Expression mit einer gesteigerten Proliferationsaktivitat
einhergehen.

Fir Mammakarzinome konnten wir keine Korrelation zwischen der p27 KFi-
Expression und dem Malignitatsgrad als auch zwischen der p27 “*'-Expression und
dem Tumorstadium nachweisen.

Catzavelos et al. (1997) wiesen in Mammakarzinomen eine im Vergleich zum
Normalgewebe reduzierte p27X*'-Expression nach. Erniedrigte Expression von
p27"*" korrelierte nach Tan et al. (1997) mit einer schlechteren Prognose fir
Mammakarzinome.

Fredersdorf et al. (1997) konnten zwar eine negative Korrelation zwischen p27 K°'-
Expression und Zellproliferation in gesunden Geweben bestéatigen, fanden jedoch
groRe Mengen p27¥*" in stark proliferierenden Mammakarzinomen.

Somit bestehen fir p27¥*" in Mammakarzinomen keine einheitlichen
Beobachtungen hinsichtlich einer prognostischen Relevanz.

Auch in Prostatakarzinomen fanden wir keine Assoziation der p27 X*'-Expression
mit dem Tumorstadium oder dem Malignitatsgrad der untersuchten Falle.
Untersuchungen von Cheville et al. (1998) zeigten eine Korrelation von niedriger
p27¥P1-Expression mit einem hoheren Gleason-Score und einem fortgeschrittenen
Stadium von Prostatakarzinomen. Laut Yang et al. (1998) wies eine niedrige p27 *'-
Expression auf eine schlechtere Prognose, Tsihlias et al. (1998) werteten eine
fehlende p27X*'-Expression als Zeichen eines Therapieversagens. Eine Korrelation
zwischen p27Xr'-Expression und praoperativ bestimmten PSA-Werten konnte nicht
belegt werden (Cote et al. 1998).
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Fir Harnblasenkarzinome zeigten unsere Untersuchungen ebenfalls keine
Unterschiede der p27X*'-Expression zwischen niedrig und hochmalignen, wie auch
zwischen fortgeschrittenen und lokalisierten Tumoren.

Diese Befunde bestatigen vorausgegangene Untersuchungen, die ebenfalls zeigen
konnten, dass die Bestimmung von p27X*" allein kein sicherer prognostischer
Marker war (Rosenblatt et al. 2008). loachim (2008) konnten fur Urothelkarzinome
keinen Zusammenhang zwischen der p27%*'-Expression und der Prognose von
Urothelkarzinomen feststellen. Ahnlich unserer Ergebnisse war der Anteil der
p27*1-positiven Tumorzellen insgesamt niedrig, lieR aber keine Rickschliisse auf
Tumorstadium und Malignitatsgrad zu.

Auch fir Nierenzellkarzinome zeigten unsere Ergebnisse keine Korrelation
zwischen p27¥P'-Expression und Tumorstadium oder Malignitatsgrad.

Pertia et al. (2007) konnten zeigen, dass eine verminderte p27 “*'-Expression im
Tumor mit einem erhdhten Malignitatsgrad und einem erhéhtem Tumorstadium
einher ging. Hennenlotter et al. (2008) hingegen konnten im Vergleich von
gesunden Nierengeweben zu Nierenzellkarzinomen eine generell hohere p27 ¥r'-
Expression im Tumor feststellen.

Weitere Untersuchungen bestatigen die heterogenen Ergebnisse der p27 “r'-
Expression in Nierenzellkarzinomen. Durch Gewebearrayanalyse konnten
Merseburger et al. (2007) darstellen, dass eine verminderte p27 *'-Expression am
invasiven Tumorrand zwar mit einer schlechteren Prognose korrelierte, die p27 '-

Expression im Primartumor insgesamt aber keine Aussagekraft besal}.

Fur Bronchialkarzinome konnten wir keine Korrelation zwischen Tumorstadium und
p27*1-Expression feststellen.

In nicht-kleinzelligen Tumoren wurde von Kawana et al. (1998) eine niedrigere
p27¥P1-Expression als im umliegenden gesunden Gewebe beschrieben, die Hohe
der p27%*'-Expression korrelierte in anderen Untersuchungen (Esposito et al. 1997)
zudem mit der Prognose.

In kleinzelligen Tumoren konnten diese Ergebnisse nicht bestatigt werden, hier fand
sich eine generell hdhere p27 *'-Expression als im umliegenden gesunden Gewebe
(Yatabe et al. 1998).

Fir Kolonkarzinome existieren ebenfalls unterschiedliche Beobachtungen.
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Ciaparrone et al. (1998) konnten keinen Unterschied der p27*'-Expression in
gesunder Kolonschleimhaut, hyperplastischen Polypen, und unterschiedlichen

Stadien kolorektaler Karzinome feststellen.

Die Auswertung unserer Untersuchungen zeigt erst im organ-Ubergreifendem
Vergleich aller Tumore, dass p27*" in hoch bis maRig differenzierten Karzinomen
im Vergleich zu wenig differenzierten Karzinomen signifikant héher exprimiert
wurde. Daraus lasst sich schlielen, dass moglicherweise fur die Einzelentitaten zu
geringe Fallzahlen untersucht wurden.

Einen Zusammenhang zwischen p27%*'-Verlust und Tumorstadium konnten wir
darUber hinaus nicht feststellen. Untersuchungen anderer Autoren konnten die
Bedeutung des p27%*'-Verlustes ebenfalls nicht immer bestatigen.

Insgesamt liel? sich kein einheitliches Muster einer Assoziation von hoher p27 '-
Expression und niedriger Proliferationsaktivitat feststellen. Im Gegensatz dazu
wurde Uber eine Assoziation einer hohen p27 X?'-Expression mit einer gesteigerten
Tumorzellproliferation in Mamma- und Kolonkarzinomen (Fredersdorf et al. 1997),
wie auch in Nierenzellkarzinomen (Hennenlotter et al. 2008), kleinzelligen
Bronchialkarzinomen (Yatabe et al. 1998) und malignen Non-Hodgkin-Lymphomen
der B-Zellreihe (Sanchez-Beato et al. 1999) berichtet.

Eine mogliche Erklarung konnte eine verstarkte Expression antagonisierender
Proteinkinasen im Tumor darstellen. Fredersdorf et al. (1997) fanden neben einer
hohen p274*'-Konzentration eine ebenso gesteigerte Proliferation der Proteinkinase
D1. Sanchez-Beato et al. (1999) stellten in Burkitt-Lymphomen neben p27 ¥*' eine
hohe Konzentration von Cyclin D3 fest. Sie vermuteten daher eine mdogliche
Komplexbildung von p27%*'/Cyclin D3, die eine Inaktivierung und nachfolgende
Akkumulation erklaren kdnnte.

Die von Yatabe et al. (1998) gezeigte hohe Proliferationsrate der klein-zelligen
Bronchialkarzinome trotz hoher p27 ¥*'-Expression erklart sich mdglicherweise durch
zusatzliche Mutationen in Tumor-Suppressor-Genen (z.B. Rb und p53) oder eine
Uberexpression von c-myc, wie sie bei diesen Tumoren haufig gesehen wurde
(Lloyd et al. 1999). Diese zusatzlichen genetischen Alterationen scheinen in der

Lage zu sein, den inhibitorischen Effekt von p27 ¥*! zu Gberspielen.
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Uber die Regulation von p27! ist bislang wenig bekannt. Auf Proteinebene konnte
in vitro bereits mehrfach eine Phosphorylierung an verschiedenen Aminosauren
nachgewiesen werden. Inwiefern sich diese Mechanismen in vivo auswirken ist

bislang allerdings unklar (Kaldis 2007).

Der Mechanismus einer epigenetischen Suppression mit Methylierung
regulatorischer Promotor-Sequenzen des p27 K*'-Gens scheint keine herausragende
Bedeutung fiir die p27X*'-Expression zu haben, wie die eigenen Untersuchungen
ergeben haben. In den untersuchten Tumoren war keine bedeutsame
Genmethylierung festzustellen, die einen immunhistochemisch nachweisbaren
Einfluss auf die p27%*'-Proteinexpression ausgelibt hatte.

Diese Ergebnisse decken sich mit Untersuchungen von Kibel et al. (2001), die bei
Prostatakarzinomen lediglich eine sporadische Methylierung des p27 ¥*'-Gens
feststellen konnten, ohne dass eine Verminderung des p27 “*'-Proteins im Zellkern
auftrat.

Das p27%*'-Protein wird hauptsachlich auf Proteineben reguliert und ist von der
mRNA-Menge unabhangig (Auerkari 2006). Somit kommt p27 **! keine Rolle als

Tumor-Suppressor-Gen zu.

Die Regulation auf Proteinebene scheint hauptsachlich tiber den Abbau von p27 X'
zu erfolgen. Berichte Uber Mamma- (Traub et al. 2006) und Kolonkarzinome
(Hershko und Shapira 2006) zeigten einen direkten Zusammenhang zu der Funktion
eines S-Phase kinase-assoziierten Proteins (Skp2). Dieses Protein vermittelt den
Abbau von p27%"" durch das Ubiquitin-System. Seine Konzentration ist
dementsprechend niedrig in der GO- und G1-Phase des Zellzyklus und steigt in der
S-Phase an. Ein niedriger p27%*'-Level, mdglicherweise bedingt durch eine hohe
Skp2-Expression, korrelierte in diesen Untersuchungen mit einer schlechteren

Prognose.
Weitere Komplexbildungen, wie z.B. p27¥*'/Cyclin D3/Cdk6 oder p27**'/Cyclin

D3/Cdk4 sind denkbar (Sanchez-Beato et al. 1999), wurden bislang allerdings kaum

untersucht.

35



Endkoppelte Proliferation, gestorte Maturation und Alterung sowie invasives
Wachstum und Metastasierung sind Charakteristika maligner Tumore.

Ki-67 ist ein proliferationsassoziiertes nukleares Antigen, das in der
Routinediagnostik zur Darstellung proliferierender Zellen genutzt wird.

In Mammakarzinomen konnten von uns keine signifikanten Unterschiede der Ki-67-
Expression fur das Tumorstadium oder den Malignitatsgrad festgestellt werden.
Potemski et al. (2006) konnten sowohl immunhistochemisch als auch mittels PCR-
Analyse eine hohe Ki-67-Expression in Grad 3 Mammakarzinomen feststellen, diese
korrelierte aber wiederum nicht mit dem Tumorstadium, Lymphknotenstatus,
Hormonrezeptorstatus oder der Prognose. Veronese et al. (1993) stellten dar, dass
Tumore mit einer hohen Ki-67-Expression eine hdohere Rezidivrate aufwiesen. In
einer Meta-Analyse von De Azambuja et al. (2007) Uber 46 Studien an
Mammakarzinomen stellte sich ebenfalls eine Korrelation zwischen der Hohe der Ki-
67-Expression und einem kurzerem rezidiv-freien Intervall heraus.

Burcombe et al. (2006) hingegen konnten anhand der Ki-67-Expression zu
bestimmten  Therapiezeitpunkten nicht  zwischen  Therapieerfolg und
Therapieversagen unterscheiden. Der vor, wahrend und nach einer neoadjuvanten
Chemotherapie bestimmte Ki-67-Index korrelierte in dieser Untersuchung nicht mit
dem Apoptoseindex der enthommenen Mammakarzinom-Biopsien. Eine ahnliche
Diskrepanz zwischen Apoptoseindex und Ki-67-Expression konnte von Jalava et al.
(2006) festgestellt werden.

Auch in Prostatakarzinomen bestanden in unserer Untersuchung keine signifikanten
Unterschiede der Ki-67-Expression flr das Tumorstadium oder den Malignitatsgrad.
Nariculam et al. (2008) konnten flir Prostatakarzinome einen deutlichen Anstieg der
Ki-67-Expression im Vergleich zum Normalgewebe beobachten. Innerhalb der
Gruppe der Karzinome korrelierte die Hohe der Expression allerdings nicht mit der
Prognose der Patienten. Zu diesem Ergebnis kam auch Moul (1999), der ebenfalls
keine Korrelation zwischen der Hohe der Ki-67-Expression und dem Auftreten eines
Rezidives nach Prostatektomie feststellen konnte. Aaltomaa et al. (1997 a)
postulierten, dass die Ki-67-Expression nur dann als prognostischer Faktor zu
werten ist, wenn sowohl Tumorstadium und Malignitatsgrad in die Bewertung

miteinbezogen werden.
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In Harnblasenkarzinomen waren in unserer Untersuchung ebenfalls keine
Unterschiede der Ki-67-Expression zwischen niedrig und hochmalignen, wie auch
zwischen fortgeschrittenen und lokalisierten Tumoren nachweisbar.

Santos et al. (2003) zeigten, dass Ki-67 fir die Gruppe der niedrigmalignen
Urothelkarzinome als prognostischer Faktor zu verwerten ist. Die Ubersichtsarbeit
von Rosenblatt et al. (2008) hielt dagegen, dass unabhangig vom Malignitatsgrad
Ki-67 keine Korrelation mit der Prognose aufweist.

Unsere Ergebnisse zeigten ebenfalls keine Unterschiede bezlglich der Ki-67-
Expression in Nierenzellkarzinomen.

Eine Untersuchung von Aaltomaa et al. (1997 b) konnte jedoch eine Korrelation von
Ki-67 mit dem Tumorgrad und der Mitoseaktivitat darstellen. Insbesondere fir
niedrigmalignen Nierenzellkarzinome war Ki-67 ein zuverlassiger prognostischer
Faktor.

In Bronchialkarzinomen bestand in unseren Untersuchungen keine Korrelation
zwischen Tumorstadium, Malignitatsgrad und Ki-67-Expression.

Fur Adenokarzinome der Lunge konnten Demarchi et al. (2000) belegen, dass Ki-
67, allerdings nur in Verbindung mit Tumorstadium und immunhistochemischem
Nachweis von p53, prognostisch relevant war. Auch fur nicht-kleinzellige
Lungenkarzinome gilt Ki-67 allein nicht als unabhangiger prognostischer Faktor, wie
eine Untersuchung von Nguyen et al. (2000) zeigen konnte. Fur kleinzellige
Bronchialkarzinome konnten Paik et al. (2006) zwar in allen Fallen eine
uberdurchschnittlich hohe Ki-67-Expression feststellen, diese stand jedoch in

keinem Zusammenhang mit der Prognose der einzelnen Falle.

Erst im organubergreifendem Vergleich konnten wir eine Assoziation von hohem Ki-
67-Index und fortgeschrittenen Tumorstadium beobachten.

Welche Funktion Ki-67 in proliferierenden Zellen ausubt, ist unklar. Dennoch gilt die
Fraktion der Ki-67 positiven Zellen als prognostisches Kriterium flr viele
Tumorentitaten, auch wenn bislang nicht einheitlich definiert wurde, ab welchem
Farbeindex Zellkerne als ,positiv‘ gewertet werden. Einige Autoren beurteilten erst
einen Farbeindex von mindestens 20% als ,hoch® (Wiesner et al. 2009; Veronese et
al. 1993), andere Untersucher (Cheng et al. 1999) definierten bereits 6% positive
Zellen als einen hohen Farbeindex. Die Farbeintesitat, ab der ein Kern als ,positiv*

gewertet wird, ist ebenfalls durch hohe Inter- und Intraobservervariabilitat
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gekennzeichnet, was unterschiedliche Bewertungen des Ki-67-Index erklaren
konnte.

Ki-67 wird zudem nicht in allen aktiven Zellzyklus-Phasen gleichmaRig exprimiert.
Von Starborg et al. (1996) wurde eine beginnende Expression in der spaten G1-
Phase beobachtet, Du Manoir et al. (1991) konnten einen weiteren Anstieg in der S-
Phase, und spater in der G2-Phase feststellen. Die hdochsten Werte konnten von
beiden Autoren in der Metaphase gesehen werden. Zellen, die sich in der frihen
G1-Phase befinden und noch kein Ki-67 exprimieren, kdnnen so dem Nachweis
entgehen.

Van Oijen et al. (1998) konnten zudem Ki-67 auch in nicht-proliferierenden Zellen
nachweisen, insbesondere wenn diese zusatzlich p53 oder p21 Uberexprimierten.
Osteosarkomzellen, deren DNA-Synthese in dem Ubergang von G1 zu S oder G2
zu M blockiert war, konnten so weiterhin Ki-67 exprimieren.

Anhand von Gliomzellen konnten Couldwell et al. (1995) zeigen, dass die Ki-67-
Expression unter einer zytostatischen Therapie mit Tamoxifen oder Staurosporin
deutlich anstieg. Ki-67 allein ist somit kein zuverlassiger Marker zur Abschatzung

der Proliferationsrate.

Da p27¥*" und Ki-67 somit unterschiedliche Phasen des Zellzyklus charakterisieren
sollen, ware eine negative Korrelation beider Parameter, das heifl3t im Rahmen der
Tumorgenese ein hoher Proliferationsindex bei einem niedrigen p27 “?'-Index zu
erwarten gewesen.

Entgegen diesem theoretischem Ansatz konnten wir weder in der Untersuchung der
einzelnen Tumore, noch in der Gesamtheit aller Falle eine negative Korrelation
darstellen. Stattdessen zeigte sich in der Ubersicht aller Tumore eine geringe
positive Korrelation.

Eine paradoxe positive Korrelation von p27, wie auch p21, mit Ki-67 wurde zuvor
bereits von Cheng et al. (1999) fir kolorektale Karzinome beschrieben. Andere
Autoren (Barbareschi et al. 1996; Yasui et al. 1996) konnten bereits in Mamma- und
Magenkarzinomen eine positive Korrelation von p21 und Ki-67 beobachten.

Weitere Untersuchungen bestatigen ein gemischtes Bild. Tan et al. (1997) konnten
fir Mammakarzinome keine negative Korrelation von Ki-67 und p27 “*' belegen.
Nikoleishvili (2008) et al. stellten hingegen fur Prostatakarzinome eine negative

Korrelation beider Faktoren fest. Kawana et al. (1998) konnten fur nicht-kleinzelligen
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Lungenkarzinome eine schwache, aber signifikante negative Korrelation zwischen
Ki-67 und p27¢*" zeigen, auch wenn beide Marker fir sich genommen nicht mit dem

Malignitatsgrad oder dem Tumorstadium Korrelierten.

Cheng et al. (1999) begrundeten die gemeinsame Hochregulation beider Parameter
im Tumor dadurch, dass p27%*" in fortgeschrittenen Stadien vermehrt inaktiviert und

reaktiv hochreguliert vorliege.

Wir gehen davon aus, dass sich in den von uns untersuchten Tumorgeweben ein
Groldteil der Zellen in der spaten G1-Phase befanden, so dass es zu einer
Uberlappung beider Parameter kam.

Ki-67 wird bereits vor dem Eintritt der Zelle in die S-Phase exprimiert (Scholzen und
Gerdes 2000), wahrend im Zellkern zwar moglicherweise inaktiviertes, aber noch
nicht degradiertes p27¥*" vorliegt (Lloyd et al. 1999). Befinden sich ausreichend
Zellen an diesem Ubergang, lassen beide Parameter keinen Riickschluss mehr auf
Proliferationsarrest oder Proliferation zu und somit keine Rulckschlisse auf die

Aggressivitat des Tumors.

FUr die einzelnen Tumorentitaten konnten wir keinen Zusammenhang zwischen der
Hohe der TIMP-1-Expression und dem Tumorstadium oder dem Malignitatsgrad
feststellen. Fur Harnblasenkarzinome sahen wir generell eine sehr hohe TIMP-1-
Expression, in Kolonkarzinomen war TIMP-1 hingegen generell herabreguliert.

Zhao et al. (1998) konnten anhand von gingivalen Fibroblastenzellen nachweisen,
dass die héchste Konzentration von TIMP-1 im Zellkern wahrend der S-Phase des
Zellzyklus vorlag. Auch von anderen Autoren konnte bereits dargestellt werden,
dass die Uberexpression von TIMP-1 in verschiedenen Tumoren mit einer
schlechteren Prognose assoziiert war (Yoshiji et al. 1998; Zeng et al. 1995).
Insbesondere konnte in Mammakarzinomen eine gemeinsame Uberexpression von
TIMP-1 und des anti-apoptotischen bcl-2-Gens beobachtet werden, die in keinem
Zusammenhang mit einer MMP-Aktivierung stand (Li et al. 1999). Tumore, die
TIMP-1 in héheren Mengen synthetisierten, wurden unempfindlicher gegentber
Signalen, die sonst intrinsisch oder extrinsisch Apoptose induzierten (Chirco et al.
2006).
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Anders stellte sich jedoch die Rolle von TIMP-1 fur die Zellproliferation an sich dar.
TIMP-1 hatte einen wachstumsinhibierenden Effekt auf gesunde Epithelzellen (Fata
et al. 1999). In nicht transformierten Mammaepithelzellen regulierte TIMP-1 das
wachstumsférdernde Cyclin D1 herab und stabilisierte den wachstumshemmenden
Inhibitor p27"*'(Taube et al. 2006).

Wir konnten keinen Zusammenhang zwischen der Hohe der TIMP-2-Expression
und dem Tumorstadium oder dem Malignitatsgrad fiir die einzelnen Tumorentitaten
feststellen. In Kolon- und Bronchialkarzinomen wurde TIMP-2 generell niedrig
exprimiert. Eine signifikante Korrelation von TIMP-2 und p27 “*' oder Ki-67 konnte
nicht dargestellt werden, fir Mammakarzinome sahen wir lediglich eine positive
Assoziation zwischen der Expression von TIMP-2 und p27 ',

TIMP-2 bewirkte durch die Modulation von Wachstumsfaktoren einen
Zellzyklusarrest in der G1-Phase von Endothelzellen und inhibierte so die
Angiogenese (Seo et al. 2003).

Die TIMP-2-vermittelte Stabilisierung von fibrillarem Typ-Kollagen in Melanomzellen
bewirkte in vitro ebenfalls einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase. Dieser Effekt, der
direkt auf der MMP-inhibitorischen Funktion beruhte, ging mit einer erhdhten

Konzentration von p27%*" einher (Henriet et al. 1999).

Eine positive Korrelation zwischen der Hohe der TIMP-3-Expression und dem
Malignitatsgrad konnten unsere Untersuchungen nur fur Bronchialkarzinome
bestatigen. TIMP-3 wurde zwar von allen untersuchten Tumoren exprimiert, die
Expressionshohe variierte ansonsten jedoch stark. Somit liel3 die Expressionshdohe
keine Ruckschlusse auf die Tumorbiologie zu.

Eine positive Korrelation von und TIMP-3 mit p27 “*' konnten wir, ebenso wie eine

negative Korrelation mit Ki-67, nicht belegen.

TIMP-3 wird insbesondere in der Mitte der G1-Phase exprimiert, seine
Konzentration sinkt bereits vor dem Ubergang in die S-Phase des Zellzyklus (Wick
et al. 1994). In vitro konnte nach Transfektion mit TIMP-3 eine Abnahme des
Zellwachstums und der Proliferation beobachtet werden, die Zellen verblieben zu
einem gréReren Anteil in der G1-Phase (Bian et al. 1996). Uber eine Stabilisierung

des p55 TNF-a-Systems kam es darUber hinaus zu einer vermehrten Apoptose
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dieser Zellen (Smith et al. 1997). TIMP-3 wurde daher, ahnlich p27 X*', eine
tumorsupprimierende Funktion zugeschrieben.

Eine hohe Expression von TIMP-3 in Tumoren Korrelierte in einigen Studien mit
einer niedrigeren Malignitatsgraden und einer besseren Prognose (Mylona et al.
2006; Kotzsch et al. 2005; Hilska et al. 2007; Mino et al. 2007). Allerdings fuhrte
auch eine Untersuchung zu einem abweichenden Ergebnis, da von Wallard et al.
(2006) eine Korrelation von hoher TIMP-3-Expression mit einem hdherem

Malignitatsgrad fur Urothelkarzinome festgestellt konnte.

Die Expression von TIMP-3 wird insbesondere von Wachstumsfaktoren induziert,
die durch die MMP-vermittelte Lyse von Extrazellularmatrix freigesetzt werden. Im
Rahmen einer Tumorinvasion ist die Hohe der TIMP-3-Expression damit nicht
verwertbar. Zudem zeigten Untersuchungen an transfizierten Mausen, dass bei
einer massiven Uberexpression von TIMP zwar die pro-apoptotische Funktion im
Vordergrund stand, die in vivo geringeren Konzentrationen aber rasch durch MMP

geblockt wurden (Jiang et al. 2002).

Neben den in vivo vorherrschenden antagonistischen Prozessen, kommt auch das
Mischbild heterogener Tumore zum Tragen. Durch immunhistochemische Farbung
liel sich TIMP-1 auch in interstitiellen Makrophagen, TIMP-2 in teils eingewanderten
Fibroblasten, und TIMP-3 in hoher Konzentration in der elastischen Membran von
BlutgefalRen nachweisen (Selman et al. 2000; Vizoso et al. 2007; Jiang et al. 2002).
Die gezielten Entnahme von Tumorzellen, z.B. durch Lasermikrodissektion, lieferte
andererseits keine Information dber die Interaktion von Tumorzelle und

Extrazellularmatrix.

Wir konnten keinen Zusammenhang zwischen der Regulation der TIMP-3-Protein-
Expression in den von uns untersuchten Tumoren und der Methylierung von CpG-
Inseln, wie sie durch MSP-Analyse erfalt werden kann, feststellen. In nahezu allen
Proben war eine Mischung aus methylieten und unmethylierten Sequenzen
nachweisbar.

In anderen Untersuchungen konnte, insbesondere fiir Osophagus- und
Magenkarzinom-Zelllinien, eine Herabregulation durch vermehrte Methylierung

nachgewiesen werden. Fur hepatozellularen Karzinom- und Cervixkarzinom-
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Zelllinien schien der Methylierungsstatus jedoch keine Bedeutung zu haben (Kang
et al. 2000).
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6. Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war, zu untersuchen, ob die Expression des cyclinabhangigen
Proteinkinaseinhibitors p27“*" und des proliferationsassoziierten Kernproteins Ki-67
mit der Expression von TIMP-1, -2 und -3 assoziiert ist, da diesen Proteinen anti-
und pro-apoptotische Wirkungen neben den MMP-inhibitorischen Wirkungen
zugeschrieben werden. Zusatzlich sollte mittels einer methylierungsspezifischen

PCR an einer Gruppe der untersuchten Tumore geprift werden, ob p27 “*' und
TIMP-3 methyliert vorlagen und ob dies Einfluss auf die Proteinexpression hat.

Far samtliche untersuchte Tumorentitaten konnte keine Beziehung zwischen
- p27€*'-Index und Tumorstadium oder Malignitatsgrad,

- Ki-67-Index und Tumorstadium oder Malignitatsgrad,
- der TIMP-Expression und Tumorstadium oder Malignitatsgrad
nachgewiesen werden.

Dariiber hinaus fand sich keine Assoziation von p27 “P'-Expression, bzw. Ki-67-
Index und der Expression von TIMP-1, -2 und -3. Es konnte lediglich in der
Zusammenfassung aller Tumorentitaten eine Assoziation von einer niedrigen
p27¥P1-Expression mit einem niedrigen Tumordifferenzierungsgrad festgestellt
werden.

Die Untersuchungen der Methylierung der zellzyklus-assoziierten Gene p27 X' und

TIMP-3 ergaben jeweils ein Mischbild von unmethylierten und methylierten
Sequenzen. Somit konnte keine Assoziation mit der Proteinexpression
nachgewiesen werden. Der Grund hierflr ist methodisch; die genetischen Analysen
wurden an Homogenisaten von Schnitten durchgefiihrt, die ein Gemisch an
unterschiedlichen Zelltypen aufwiesen, wogegen die immunhistochemische Analyse
eine Lokalisation in Tumorzellen erlaubte.
Somit muss zusammenfassend gesagt werden, dass an Tumorproben eine
Assoziation von TIMP mit bestimmten Phasen des Zellzyklus nicht nachgewiesen
werden konnte, und dass ein Bezug von Methylierungsstatus und Expression
zellzyklus-assoziierter Proteine gleichfalls nicht mdglich war.

Die Aussagekraft der Untersuchungen wird eingeschrankt durch die relativ kleine
Fallzahl der Proben und die Heterogenitat des Untersuchungsmaterials.

Zukunftige Untersuchungen sollten auf groReren Fallzahlen definierter Tumortypen

oder Tumorsubtypen aufbauen. Die Methylierungsuntersuchungen sollten an durch
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Lasermikrodisssektion aufbereiteten,

werden.

reinen Tumorzellgeweben vorgenommen
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7.2 Prostatakarzinome
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7.2.2 Tabelle: Ergebnisse Prostatakarzinome - PCR
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7.5 Lungenkarzinome
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7.6. Kolonkarzinome

Tabelle: Ergebnisse Kolonkarzinome - Immunhistologie
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7.7 Immunhistochemische Farbungen an Mammakarzinomen

Abbildung 7.1 stellt die immunhistochemischen Farbungen an Mammakarzinomen
entsprechend den in Tabelle 7.1.1 aufgeflihrten Fallen dar.

Abb. 7.1
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7.8 Immunhistochemische Farbungen an Prostatakarzinomen

Abbildung 7.2 stellt die immunhistochemischen Farbungen an Prostatakarzinomen
entsprechend den in Tabelle 7.2.1 aufgeflihrten Fallen dar.

Abb. 7.2
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