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2. Einleitung

1 Zusammenfassung

Trotz intensiver BemUhungen um Fortschritte in der Diagnostik und Therapie
des oralen Plattenepithelkarzinoms (OSCC) sind die Heilungsaussichten nach
wie vor unbefriedigend. Wesentlich fir die Suche nach neuen diagnostischen
und therapeutischen Targets ist ein Verstandnis der Tumor-Stroma-Wechsel-
wirkung in der Invasionsfront. Neben der Aktivierung verschiedener Zelltypen
kommt es hier zu einem Umbau der extrazellularen Matrix (EZM) mit Herausbil-
dung eines embryonalen Matrixmilieus. Eine zentrale Rolle spielt hierbei die de
novo Synthese onkofetaler Varianten der Adhéasionsproteine Fibronektin, Lami-
nin und Tenascin. Tenascin-C (Tn-C) ist als Modulator der zellularen Adhésion
bekannt und kann aufgrund alternativen SpleiBens der neun konsekutiven
Fibronektin-Typ-Ill-Repeats A1/A2/A3/A4/B/AD2/AD1/C/D in verschiedenen Iso-
formen exprimiert werden. Unter den dabei entstehenden Isoformen sind vor
allem die wenig gespleiBten Tn-C-Varianten (Tn-C.) von besonderem Interesse,
da sie vorwiegend im Rahmen von Gewebsumbauprozessen auftreten. Tn-C.
konnte als typischer Bestandteil der provisorischen EZM in der Invasionsfront
verschiedener Karzinom-Entitadten definiert werden — Untersuchungen flr das
OSCC sind allerdings selten.

Ziel der vorliegenden Promotion war eine Untersuchung der differentiellen Ex-
pression von Tn-C-SpleiBdomanen im OSCC mit mdglicher diagnostischer oder
therapeutischer Signifikanz. Dazu wurden Praparate hyperplastischer und dys-
plastischer Mundschleimhaut sowie oraler Plattenepithelkarzinome unterschied-
lichen Malignitatsgrades (G1-G3) einer immunhistochemischen Untersuchung
unter Verwendung monoklonaler und rekombinanter Antikdrper gegen die Tn-C-
SpleiBdomanen A1, A1/A4, B, C und D sowie gegen gesamt-Tn-C zugeflihrt. Es
erfolgte eine qualitative und semiquantitative Bewertung der immunhistochemi-
schen Ergebnisse und eine Korrelation zum Malignitats-Grading. AnschlieBend
wurde mittels RT-PCR unter Verwendung SpleiBingdoméanen-spezifischer Pri-
merkombinationen an zehn ausgewahlten Fallen (3xG1, 4xG2 und 3xG3) die
mMRNA-Expression Uberprift und mit der Proteindeposition verglichen.

Die immunhistochemische Untersuchung der Doméanenverteilung von Tn-C er-

brachte innerhalb der ausgewerteten Préparate und Malignitdtsgrade keine
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qualitativen Unterschiede. Wahrend die Tn-C-Lokalisationen in den Fallen hy-
perplastischer Mundschleimhaut nur auf die Basalmembran beschrankt waren,
konnte mit Ubergang zu den Karzinomen eine stetige Zunahme der stromalen
als auch der zytoplasmatischen Deposition verzeichnet werden. Bei den
schlecht differenzierten Tumoren waren die stromalen Markierungen wieder
ricklaufig. Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb der Gradingstufen
bzw. eine differentielle Expression von Tn-C-SpleiBdoméanen mit Bezug zu tu-
morbiologischen Parametern konnten nicht belegt werden. Der Nachweis der C-
Domaéne, mit Hilfe eines rekombinanten Antikérpers (G-11), gelang in der Im-
munhistochemie lediglich in zwei Fallen, wahrend sie sich in der RT-PCR
durchgangig darstellte.

Bei der Betrachtung der RT-PCR-Resultate war erkennbar, dass die mRNA der
Domanen A1-B unabhangig vom Malignitatsgrad immer exprimiert werden. Im
Bereich der B- bis D-Doméane zeigte sich eine deutlich groBere Variabilitat bei
der Expression von Tn-C-SpleiBdoméanen mit zum Teil paralleler Existenz ver-
schiedener Tn-C-SpleiBvarianten. Weiterhin waren bei zwei Primerkombinatio-
nen zusatzliche Amplifikationsprodukte sichtbar, die keinen der bisher bekann-
ten Domanen entsprachen. Die Existenz bisher unbekannter Doménen von Tn-
C wird postuliert. Desweiteren war eine Tendenz der verstarkten Expression der
AD2-Domaéne in schlecht differenzierten Karzinomen feststellbar.

In der Zusammenfassung zeigt sich, dass die neoplastische Transformation und
Tumorprogression im OSCC mit einer Zunahme der Expression wenig
gespleiBter onkofetaler Tn-C-Varianten verbunden ist. Eine differentielle Ex-
pression von Tn-C-SpleiBdomanen in Korrelation zum Malignitatsgrad bzw. mit
Bezug zu histologischen Parametern der Invasivitdt war mittels Immunhisto-
chemie und doméanenspezifischer Antikérper fir das OSCC nicht zu belegen.
RT-PCR-Untersuchungen offenbaren eine gréBere Variabilitdt in der mRNA-
Expression der Doméanen B bis D. Die molekulare Basis und tumorbiologische

Bedeutung dieses Phanomens ist gegenwartig ungeklart.
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2 Einleitung

2.1 Das orale Plattenepithelkarzinom

2.1.1 Epidemiologie und Atiologie

In den letzten Jahren haben die Tumoren der Mund-, Kiefer- und Gesichtsre-
gion stark an Haufigkeit zugenommen. Das Plattenepithel der Mundhéhle ge-
hort mit Gber 90% zu den haufigsten malignen Neubildungen in diesem Bereich.
Weltweit ist mit einer Neuerkrankungsrate von 220.000 Fallen pro Jahr bei der
mannlichen Bevdlkerung (5% aller Krebserkrankungen) und 90.000 Neuerkran-
kungen innerhalb der weiblichen Population (2% aller Krebserkrankungen) zu
rechnen (Parkin et al. 1999).

Das zentrale Tumorregister des Deutsch-Osterreichisch-Schweizerischen Ar-
beitskreises (DOSAK) kann aufgrund einer unbekannten Dunkelziffer keine zu-
verlassigen Angaben Uber die Inzidenz verschiedener Tumorentitaten liefern.
Jedoch kann festgestellt werden, dass die Inzidenzraten fir das orale Platten-
epithelkarzinom (OSCC) weltweit variieren, von zum Beispiel 2 - 4% in den USA
bis zu 50% in einigen asiatischen Landern (Tab.1). In Deutschland geht man
von einer Inzidenzrate von 10,4 Fallen fir Manner und 1,8 Fallen fir Frauen
aus.

Nach vielen Jahren der Abnahme ist in den letzten zwei bis drei Jahrzehnten in
vielen industriellen Landern, besonders in Sid- und Osteuropa, ein Anstieg der
Inzidenz bzw. der Mortalitat fir Karzinome des Oropharynx und der Mundhéhle
zu verzeichnen. Als Ursache hierfir werden vorallem der steigende Alkohol-
und Tabakkonsum als auch der Einfluss didtischer Faktoren, sowie eine chroni-
sche Entziindung mit dem Herpes-simplex-Virus (HSV) und dem humanen Pa-
pillomavirus (HPV) diskutiert. Insbesondere die HPV-Typen 16 und 18 werden
dabei als karzinogen angesehen. Es wurde nachgewiesen, dass polyklonale
Infektionen mit High-risk- und Low-risk-HPV-Typen innerhalb oraler Lasionen
mit einer hohen Inzidenz einhergehen und dass es somit sehr wahrscheinlich
ist, dass das karzinogene Potential eines einzelnen Virustypen in Zusammen-
hang mit der Exposition gegeniber anderen Karzinogenen angesehen werden
muss (Balaram et al. 1995).
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Dagegen ist Uber die Inzidenz des oralen Karzinoms auBerhalb Europas relativ
wenig bekannt. So kénnte in den stidamerikanischen Landern das Betelnuss-
kauen oder méglicherweise auch Mangelernadhrung eine wichtige Rolle bei der
Entstehung dieser Malignome spielen.

Der kausale Zusammenhang zwischen Tabakkonsum und Kopf-Hals-Tumoren
wurde bereits 1956 beschrieben (Wynder et al. 1956). Damit verwundert es
nicht, dass die Pravalenz von Tabakkonsum innerhalb von Patienten mit Karzi-
nomen des Kopf- und Halsbereiches ungeféahr 80-90% betragt (Schottenfeld et
al. 1992; Spitz et al.1994).

Tabelle1. Geschéatzte Anzahl der Neuerkrankungen (Tausend) nach Lokalisation, Ge-
schlecht und geografischer Region, 1985 (n. Parkin et al. 1993)

Region Mundhéhle Larynx
Manner Frauen Manner Frauen

Westafrika 1,5 1,4 0,5 0,1
Sidamerika 12,9 3,7 7,3 0,9
Nordamerika 21,4 9,4 11,5 2,4
Ostasien (China) 37,9 26,7 11,6 4,8
Slidasien (inkl.Indien) 90,5 52,4 26,7 4,5
Westeuropa 16,1 4,3 8,5 0,8
Australien/Neuseeland 1,6 0,6 0,6 0,1

2.1.2 Klinische Symptomatik

Leider ist die Friherkennung der Mundhéhlenkarzinome auch weiterhin sehr
schlecht, sodass bei klinisch manifesten Symptomen in der Regel bereits fort-
geschrittene Stadien der Tumorerkrankung vorliegen. Einen nicht unwesentli-
chen Beitrag dazu leisten auch die Medien, in denen das Karzinom der Mund-
héhle als Thema deutlich unterreprasentiert ist. So verwundert es nicht, dass
eine Sensibilisierung der Bevoélkerung im Hinblick auf die Erkennung von friihen
Veranderungen innerhalb der Mundhdhle ausbleibt. Die haufigste pramaligne
Veranderung der Mundschleimhaut ist die Leukoplakie. Sie tritt bei Rauchern
etwa sechsmal haufiger auf als bei Nichtrauchern. lhre maligne Transformation

variiert und liegt zwischen 0 und 20% (Reichart 2000). Nichtraucher mit Leu-
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koplakien haben ein deutlich héheres Risiko zur malignen Transformation. Be-
deutsam ist auch die Tatsache, dass die Mehrzahl der Mundhdhlenkarzinome
aus normal erscheinender Schleimhaut hervorgeht. So sind klinische Sympto-
me in frihen Erkrankungsstadien oft uncharakteristisch und fihren selten zu
einem Arztbesuch. Die Mehrzahl der Patienten stellt sich in fortgeschrittenen
Stadien (Ill und 1V) vor. Neben allgemeinen tumorbedingten Symptomen, wie
Leistungsknick und Gewichtsverlust, kénnen auch spezifische lokale Symptome
auftreten, zum Beispiel Schleimhautulzerationen, durch Tumorzerfall bedingten
Foetor ex ore oder eine ausgepragte Dysphagie bei infiltrativem Tumorwachs-
tum. Klinisch finden sich bei Diagnosestellung in 50% bereits Lymphknotenme-
tastasen, die sich bei Palpation als derbe, haufig kaum gegen die Umgebung
abgrenzbare solitdre bzw. multiple Lymphknoten darstellen. lhr Vorhandensein
ist mit der GréBe des Primartumors einer der wichtigsten prognostischen Fakto-
ren, der die 5-Jahres-Uberlebensrate wesentlich beeinflusst. So sinkt diese bei-
spielsweise von 86% ohne Hinweis auf Metastasierung auf 44% bei Patienten,
bei denen ein Befall der Halslymphknoten festgestellt wurde.

2.1.3 Praoperative Diagnostik

Die klinische Einteilung der Mundhéhlen- und Oropharynxkarzinome erfolgt an-
hand der TNM-Klassifikation bzw. der UICC-Stadieneinteilung. Die prognosti-
sche Aussageféhigkeit dieser beiden Systeme ist allerdings unzureichend, so-
dass eine rein deskriptive Verwendung im Vordergrund steht. Zunachst erfolgt
eine Basisdiagnostik zu der ein klinischer Untersuchungsbefund mit Labor
(Blutbild, Gerinnung, Nieren- und Leberfunktion, Elektrolyte, Blutzucker) ebenso
gehdrt wie eine erste apparative Diagnostik mit Elektrokardiogramm (EKG),
Réntgen Thorax, ggf. einer Computertomografie (CT) vom Thorax, ggf. Bron-
choskopie mit Biopsie/Lavage und einer Lungenfuntktionsprifung/Blutgas-
analyse vor der Operation. Daran schlieBen sich speziellere Verfahren an, die
beispielsweise die Sonografie des Halses, ggf. CT/MRT (Magnetresonanzto-
mografie) der Primartumorrregion und der Halsweichteile, eine sogenannte
Panendoskopie mit Biospie und ggf. eine Angiografie der HalsgefaBe z.B. bei
geplanter neck dissection (operatives Verfahren) beinhaltet.
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2.1.4 Therapeutische Optionen

Als klassische Therapie bedient man sich beim oralen Plattenepithelkarzinom
der operativen, radiologischen oder kombiniert chirurgisch-radiologischen Be-
handlung. Dabei hangt das therapeutische Vorgehen sowohl vom Ausgangsbe-
fund des Tumors als auch von den individuellen Gegebenheiten jedes Patienten
ab. Wenn mdglich, strebt man immer die operative und damit einzig kurative
Therapie an.

Bei der operativen Therapie existieren im Wesentlichen zwei Konzepte, die
durch die Ausdehnung, die Lokalisation und die Biologie des Tumors bestimmt
werden. Es handelt sich dabei zum einen um das kurative und zum anderen um
das palliative Behandlungskonzept. Wahrend bei dem kurativen Therapieansatz
die RO-Resektion und damit die vollstandige Entfernung der Tumormasse mit
angestrebter Heilung des Patienten im Vordergrund steht, zielt das palliative
Konzept vor allem auf eine Verbesserung der Lebensqualitat ab, wenn eine
Heilung nicht mehr mdglich erscheint.

Alternativ zur operativen Therapie besteht die Mdglichkeit, die Patienten einer
Bestrahlung zu unterziehen. Dies kann sowohl in einem frihen Tumorstadium
als auch im Rahmen eines multimodalen Therapiekonzeptes pra- bzw. postope-
rativ erfolgen (Eckardt et al. 2002).

Als dritte Behandlungssaule steht fiir die Therapie des OSCC auch die Chemo-
therapie zur Verfligung. Da unter alleiniger chemotherapeutischer Behandlung
keine befriedigenden Behandlungsresultate fur Plattenepithelkarzinome erreicht
werden konnten, ist diese immer in ein multimodales Therapiekonzept integriert.
Dabei sind insgesamt vier Strategien mdglich: 1. die palliative Chemotherapie,
2. die adjuvante Chemotherapie, 3. die neoadjuvante Chemotherapie und 4. die
kombinierte Radio-Chemotherapie. Aufgrund der oft starken Nebenwirkungen,
die eine systemische zytostatische Therapie mit sich bringt, wuchs zunehmend
das Interesse an einer lokalen Bekdmpfung von Kopf-Hals-Tumoren. Eine sol-
che lokalisierte Therapiemdglichkeit besteht in der regionalen Chemotherapie.
Besonders in Situationen der Inoperabiltédt scheint der Einsatz einer intraarte-
riellen Chemotherapie als palliative MaBnahme sinnvoll. Experimentelle Thera-
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pieansatze beruhen auf dem Einsatz von Tumor gerichteten Antikérpern als
Trager fir pharmakologisch wirksame Substanzen.

Insbesondere flr individualisierte und zielgerichtete Therapiestrategien (targe-
ted therapy) sind detaillierte Kenntnisse zu molekularen Prognosemarkern und
moglichen therapeutischen zellularen Zielstrukturen von entscheidender Bedeu-
tung. Weiterhin ist bekannt, dass bestimmte individuelle biochemische Signatu-
ren des Tumors (z.B. Aktivierung bestimmter Signalwege) Einfluss auf das An-
sprechen auf Radio- und Chemotherapie hat. Im Folgenden soll ein Uberblick

Uber potentielle Prognosemarker fiir das OSCC gegeben werden.

2.1.5 Prognosemarker fiir das OSCC

Insbesondere auf der Basis zellbiologischer und molekularpathologischer Un-
tersuchungen konnten in den letzten Jahren eine Reihe von zellularen Marker-
molekilen mit potentieller prognostischer Bedeutung identifiziert und klassifi-
ziert werden (Schliephake 2003), die in vier Gruppen eingeteilt werden kdénnen:
1. Tumorwachstums-assoziierte Marker, 2. Proteine der Tumorsupression (Im-
munantwort und Apoptose), 3. Angiogenesemarker und 4. Tumorinvasionsmar-
ker.

In der Gruppe 1 scheint sich AQNOR (argyrophylic nuclear organizer-region as-
sociated proteins) als einziger signifikanter Parameter hinsichtlich prognosti-
scher Kriterien in der Mehrzahl der Studien zu bestatigen. AQNOR soll in Ver-
bindung mit anderen Proteinen stehen, die fir die RNA-Transkription essentiell
sind und einen Indikator fUr proliferierende Zellen darstellen (Bankfalvi et al.
2000). Desweiteren konnte sowohl fir EGF-R (epithelial growth factor receptor)
als auch fiir Skp2 (S-phase kinase-interacting protein 2) (Kudo et al. 2001) ein
Bezug entweder zu Prognose (Skp2 und EGF-R) oder zum Turmorstadium
(EGF-R) (lbrahim et al. 1997; Werkmeister et al. 2000; Xia et al. 1997, 1999)
hergestellt werden. Der GroBteil der anderen Markerproteine dieser Gruppe ist
durch die Interaktion mit Proteinen des Zellzyklus und Apoptoseinhibitoren am
ehesten mit Karzinogese und Progression des OSCC assoziiert (z.B. Telome-
rase, Hitzeschockprotein 27 (HSP) bwz. HSP70, Ki 67 und MIB).
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In der zweiten Gruppe (Tumorsupression durch Immunantwort und Apoptose)
war wiederholt das Tumorsuppressorprotein p53 der Mittelpunkt vieler Studien
(Scully et al. 2000). Darin ergaben sich vielfach Hinweise Uber dessen Rolle
beziglich der Tumorentstehung beim oralen Plattenepithelkarzinom, allerdings
scheint p53 allein kein valider Parameter im Hinblick auf die Prognose zu sein.
Neben p53 existieren weitere Marker, die entweder als dessen Kofaktoren (Bax;
geringe Expression wurde mit einer schlechten Prognose korreliert; Xie et al.
1999) oder Mediatoren der Apoptose (Fas und FasL (Fas-Ligand)) fungieren
und deren Einfluss auf den Krankheitsverlauf als signifikant eingeschéatzt wurde
(Schliephake 2003). Weiterhin scheinen immunologische Mechanismen Ein-
fluss auf den individuellen Krankheitsverlauf zu nehmen. So konnte gezeigt
werden, dass zum Beispiel inkomplette T-Zell-Rezeptorproteinketten und eine
Reduktion der intratumoralen S100* DCs (DC = dendritic cells = Antigenprasen-
tierende Zellen; S100 = Oberflachenmarker) signifikant mit einer schlechteren
Prognose korrelieren (Wei et al. 1998; Reichert et al. 2001).

In den letzten flnf Jahren ist auch das Thema der Angiogenese (Gruppe 3) ver-
starkt in den Mittelpunkt wissenschaftlichen Interesses geraten. Dabei wurde
z.B. der Einfluss von VEGF auf das Tumorwachstum und GefaBneubildung un-
tersucht, der sich, nach Ausbleiben einer signifikanten Relation zwischen VEGF
Expression und TumorgefaBdichte (= ,microvessel density* = MVD), als fraglich
herausstellte, obwohl VEGF die Expression proangiogenetischer Zytokine wie
Interleukin 8 erhdéht (Nor et al. 2001). Im Gegensatz dazu konnten allerdings
Lopez-Graniel und Mitarbeiter (2001) die MVD als unabhangigen Prognosefak-
tor im Sinne einer Korrelation zum Wiederauftreten des Tumors, gefolgt von
Lymphknotenmetastasen und TumorgréBe nachweisen.

Zur vierten Gruppe an Markern, die die Tumorinvasion beinhaltet, gehéren so-
wohl Adhéasionsmolekile wie die Familie der Integrine und Cadherine als auch
matrixdegradierende Enzyme wie die Matrixmetalloproteinasen (MMPs). Die
Rolle der Integrine erschlieBt sich bis zum heutigen Zeitpunkt nicht vollstandig.
Sicher ist aber, dass Interaktionen mit Metalloproteinasen bestehen (z.B. wird
die Expression von MMP-9 von avf36 induziert) und nach Binden an Fibronektin

damit méglicherweise die Tumorinvasion verstarkt wird.




2. Einleitung

Matrixmetalloproteinasen sind ihrerseits beim Remodelling der EZM beteiligt
und kdnnen in zwei Gruppen eingeteilt werden: zum einen in MMPs, die in den
Extrazellularraum sezerniert werden und zum anderen in Transmembranmole-
kule, welche an der Zelloberflache lokalisiert sind (= MT-MMPs = membrane
type MMPs). Zudem wurde fir maligne Zellen die Fahigkeit nachgewiesen,
MMPs stromaler Zellen zu benutzen (besonders MMP2), dadurch die Basal-
membran zu zerstéren und das interstitielle Stroma zu degradieren, was die
Tumorinvasion und die Metastasierung erleichtert. Eine Korrelation von Tumor-
stadium und Expression von MMPs im OSCC konnte dabei bestatigt werden
(Ikebe et al. 1999; Hong et al. 2000).

Bei den Cadherinen handelt es sich um integrale Membranproteine, die wie die
Integrine zur Gruppe der Adhasionsmolekile gehéren und mit intrazellular bin-
denden Proteinen wie B- und y-Cateninen Komplexe bilden. lhre Expression
soll umgekehrt proportional mit dem Differenzierungsgrad eines Tumors in Be-
ziehung stehen (Lo Muzio et al.1999; Sakaki et al. 1999).

Zur Risikoabschatzung fir das Auftreten zervikaler Lymphknotenmetastasen
beim oralen Plattenepithelkarzinom haben Nagata und Mitarbeiter (2003) ihrer-
seits eine Reihe von Biomarkern vorgeschlagen, die vor allem MMP-1 und In-
tegrin-alpha-3 beinhalten.

Wie gezeigt, existiert bereits eine Vielzahl an molekularen Markern, bei denen
moglicherweise eher die histopathologische Verteilung als deren Quantitat im
Tumor von biologischer Bedeutung zu sein scheint. Da es sich bei der Tumor-
genese ebenso wie bei der Progression von Karzinomen um ein multifaktoriel-
les molekulares Geschehen handelt, kann mdglicherweise auch nur das Zu-
sammenspiel der einzelnen sogenannten Prognosemarker Uber den Verlauf
einer Krankheit entscheiden. Trotz zahlreicher Bemihungen haben molekulare
Marker bisher noch nicht den Weg in die klinische Routine gefunden, sodass
bislang die T-, N-, pN- und R-Klassifikation nach der Tumorresektion sowie das
Erreichen einer kompletten Remission nach Chemotherapie die wichtigsten
prognostischen Faktoren bleiben.
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2.2 Die Extrazellulare Matrix

Der oben geschilderte Zusammenhang von Prognose, Struktur der Invasions-
front und Umbau der extrazellularen Matrix 1&sst einzelne Matrixmolekule in den
Mittelpunkt des tumorbiologischen Interesses ricken.

Die Extrazellulare Matrix an sich ist die Gesamtheit der Makromolekiile, die sich
auBerhalb der Plasmamembran von Zellen und Geweben befinden und von
tierischen Zellen in den Interzellularraum sezerniert werden. Man findet eine
Extrazellulare Matrix grundséatzlich in allen vier Grundgewebetypen, also glei-
chermaBen in Epithel-, Muskel-, Nerven-, Binde- und Stiitzgewebe. Allerdings
ist sie besonders im Binde- und Stiitzgewebe bestimmend fiir die Eigenschaften
der jeweiligen Gewebeart.

Die Extrazellulare Matrix ist nicht nur eine statische Fixierungsmdglichkeit fur
Zellen, sondern stellt vielmehr ein FlieBgleichgewicht dar, in dem sich Zellen
und die Komponenten der EZM wechselseitg beeinflussen. So resultieren Zell-
adhasion, Zellmigration, Zellproliferation, sowie der Aufbau, Umbau und Abbau
von Gewebe aus diesem Zusammenspiel. Die Bestandteile der EZM werden
von Zellen zum einen synthetisiert und sezerniert, aber auch ebenso abgebaut,
was extra- und intrazellular geschehen kann. Darlber hinaus regulieren be-
stimmte Komponenten durch Bindung an Zellrezeptoren die Expression von
Genen in den Zellen. So kénnen beispielsweise Moleklle, die als strukturge-
bende Proteine vorliegen, unter anderen Bedingungen als Botenstoffe fungie-
ren.

Makroskopische Beispiele fur die EZM sind die mineralisierte Matrix des Kno-
chens, genauso wie die druckelastische Substanz des Knorpels oder die straf-
fen Fasern der Sehnen. Auch mikroskopisch ist die EZM allgegenwartig, so wird
fast jedes Gewebe durch sie zusammengehalten. Sei es eine Muskelfaser oder
Fettzelle, die von retikudren Fasern umsponnen werden oder das Epithel, wel-
ches einer Basalmembran aufsitzt, beides sind Bestandteile der EZM.

Aus den oben dargelegten Eigenschaften der EZM resultieren Formgebung,
Wassergehalt, Elastitizat und Zugfestigkeit von Geweben und Organen ebenso
wie deren Cytokinreservoir, Signaltransduktionen oder Verankerung und Polari-
tatsvorgabe fir Zellen. Damit spielt die EZM auch eine wesentliche Rolle bei
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der Beeinflussung von Wundheilungsprozessen oder bei der Filterleistung der
Niere, die erst durch spezielle Basalmembranen mdglich wird.

Die EZM unterliegt im Rahmen gewebsmodulierender Prozesse einem Umbau,
der vornehmlich durch sogenannte Matrix Metalloproteinasen (MMPs) erfolgt,
von denen bislang tber 20 Subtypen identifiziert wurden, welche unterschiedli-
che Substratspezifitaiten aufweisen. Diese Zink-haltigen Enzyme werden ent-
weder in die EZM durch entsprechende Zellen sezerniert oder befinden sich
bereits an der Zellmembran (MT-MMP, membrane type MMP), wobei jedoch
das katalytische Zentrum des Enzyms in den extrazellularen Raum ragt. Die
MMPs besitzen vielfaltige biologische Bedeutungen, so ist zum Beispiel be-
kannt, dass Tumorgewebe, die MMP-2, MMP-9 und MMP-14 sezernieren, be-
sonders zur Metastasierung neigen, da diese exprimierten MMPs den Abbau
von Basalmembranen und zugleich den Aufbau tumoreigener BlutgefaBe unter-
stutzen.

Korrespondierend zu den MMPs existieren die so genannten tissue inhibitors of
matrix metalloproteinases (TIMP). Durch spezifische Bindung an das katalyti-
sche Zentrum der MMPs hemmen diese Proteine deren Aktivitat. Dadurch kann
der Ab- und Umbau des Gewebes durch MMPs moduliert werden. Bislang ist
die Existenz von 4 verschiedenen TIMPs bekannt. Sie werden als lésliche Pro-
teine in die EZM durch entsprechende Zellen sezerniert. Dabei bildet TIMP-3
eine Ausnahme. Dieses Protein wird in der EZM vornehmlich an Heparansulfat-
Proteoglykane gebunden und dauerhaft in der EZM sequestriert (z.B. in der
Bruch-Membran des Auges)

2.2.1 Bestandteile der EZM

Die EZM besteht aus einer Vielzahl an verschiedenen Proteinen und Glykopro-
teinen bzw. bestimmten Polysacchariden. Es werden zwei Hauptklassen unter-
schieden: 1. die Glykosaminoglykane (GAG), welche zu den Polysacchariden
gezahlt werden und zumeist an Proteine gebunden als Proteoglykane vorliegen
und 2. die Faserproteine, die man wiederum a) in Strukturproteine (z.B: Kolla-
gen und Elastin) und b) in Adh&sionsproteine unterteilen kann.

Aus der Vielfalt und den Interaktionen von Proteinen, Glykosaminoglykanen und
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Proteoglykanen ergeben sich die spezifischen Eigenschaften der EZM. Im Fol-
genden soll die Gruppe der Adhéasionsproteine naher beschrieben werden.

2.2.2 Adhasionsproteine

Die zu den fibrillaren Matrixproteinen zahlenden Adhé&sionsproteine vermitteln
die Interaktion von Zellen mit dem extrazellularen Millieu. Wichitge Vertreter von
Adhasionsproteinen sind Tenascine, Laminin und Fibronektin. Laminin stellt ein
makromolekulares nichtkollagenes Glykoprotein der extrazellularen Matrix dar,
dass dank seiner Bindungsfahigkeit an Integrine zu zahlreichen Zell-Matrix-
Interaktionen beféhigt ist, was sowohl im Zuge der Embryonalentwicklung als
auch bei der Gewebshomdostase zur Geltung kommt. Laminin ist ein heterotri-
meres Protein, das aus drei Ketten (a, B und y) besteht, deren Austausch zu
verschiedenen Isoformen fihrt. Bisher wurden 15 dieser Varianten in der Litera-
tur beschrieben. Die Expression der Lamininisoformen ist im Wesentlichen von
der Differenzierungsrichtung und der Zellreife eines Gewebes abhangig, so wird
beispielsweise Laminin-2 vorwiegend in den Basalmembranen von Nerven oder
Skelettmuskel nachgewiesen, wahrend Laminin-5 regelm&Big in epithelialen
Basalmembranen gefunden wird. Dabei kommt der letzteren Isoform insofern
eine besondere Bedeutung zu, als dass der Verlust ihres Rezeptors (a6p4) in
der Invasionszone des OSCC signifikant mit dessen Malignitatsgrad korreliert
(Kosmehl et al.1995).

Waéhrend Laminin bevorzugt in der Basallamina und der Basalmembran expri-
miert wird, ist Fibronektin ein eher ubiquitar vorkommendes Glykoprotein. Durch
alternatives SpleiBen dieses Proteins oder posttranslationale Modifikation ent-
stehen zwei grundsatzlich unterschiedliche Formen, zum einen die I6sliche nie-
dermolekuare Form, die in Blut und anderen Korperflissigkeiten zu finden ist,
und zum anderen die unldsliche, héhermolekulare Variante, die auch als zellu-
lares Fibronektin bezeichnet wird und einen Teil der EZM darstellt. Bestimmte
SpleiB- bzw. Glykosylierungsvarianten von Fibronektin werden nur in der Emb-
ryonalphase bzw. im Rahmen des tumorassoziierten Remodellings der EZM
exprimiert und werden deshalb auch als onkofetale Fibronektine bezeichnet.

So gut wie alle Zellen besitzen Rezeptoren, mit denen sie mit den Adhasions-
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proteinen der EZM in Kontakt treten kdnnen. Die wesentlichen Rezeptoren, die
fur die Zelladhasion von Bedeutung sind, stellen die Integrine dar. Hierbei er-
kennen die Alpha- und Beta-Untereinheiten des Integrins stets gemeinsam eine
entsprechende Aminosaure-Bindungssequenz im Proteinanteil der EZM-
Komponenten. Die wohl bekannsteste Erkennungssequenz, die auf Matrixprote-
inen durch die Integrine zur Zellbindung genutzt wird, ist die RGD-Sequenz (Ar-
ginin-Glycin-Aspartat). Darlber hinaus sind eine Vielzahl von weiteren Zellbin-
dungssequenzen in der EZM identifiziert worden. Ebenso konnten auch diverse
Alpha- und Beta-Integrine, die weitere spezifische Zellbindungen an EZM-

Komponenten vermitteln, beschrieben werden.

2.3 Tumorassoziierte Modulation der extrazellularen Matrix

Infiltratives Wachstum gilt als ein wesentliches Kriterium fir maligne Erkrankun-
gen. Damit dieser ProzeB3 mdglich wird, sind verschiedene Schritte auf moleku-
larer Ebene notwendig. So missen zunachst Zellkontakte geldst, die EZM de-
gradiert, parallel dazu eine provisorische Matrix geschaffen, sowie die Migration
der Tumorzellen ermdglicht werden.

Bei der Aufldsung der Zell-Zell-Kontakte steht der Verlust der interzellularen
Haftstrukturen im Vordergrund. Hierbei spielen der Funktionszustand bzw. das
Vorhandensein des Bindungsproteins Cadherin oder auch der Fleckdesmoso-
men eine wichtige Rolle. Da die Vermittlung von Zell-Matrix-Adhasion vor allem
durch die Integrine Gbernommen wird, schlagen sich Veranderungen in deren
Expression auch in unterschiedlichen Verhaltensweisen/Eigenschaften von
Karzinomen nieder (Aplin et al. 1996; Knox et al.1994). Im oralen Plattene-
pithelkarzinom wurde von Kosmehl und Mitarbeitern (1995) beispielsweise ein
Verlust von Integrinrezeptoren in der tiefen Invasionszone gezeigt, der in zent-
ralen Tumoranteilen nicht nachgewiesen werden konnte. Weitere Anderungen
der Verteilungsmuster von Integrinen im OSCC sind von Thomas und Mitarbei-
tern beschrieben worden (1997). Darlber hinaus werden wahrend der malignen
Transformation auch die Expressionsmuster der Adhasionsmolekile der einzel-
nen Gewebe verandert. Da diese Expressionsmuster haufig mit der Graduie-

rung bestimmter Tumore korrelieren, kénnen oftmals sogar Rlckschlisse auf
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das Metastasierungsrisiko und Invasionsverhalten der Karzinome gezogen
werden (Terpe und Bdcker 1997).

Eine weitere Voraussetzung fir die Infiltration in ein Gewebe ist der enzymati-
sche Abbau der vorbestehenden Matrixstruktur. Als bedeutender Bestandteil
der extrazellularen Matrix spielt hierbei die Basalmembran im Hinblick auf die
Tumorentwicklung eine zentrale Rolle und stellt fir den ProzeB der Invasion
zunachst eine wichtige Barriere dar, indem sie eine nattrliche Grenze zwischen
Epithel, dem darunterliegenden Bindegewebe und dem GefaBendothel schafft.
Das Durchbrechen der Basalmembran wird durch das Mobilisieren und Hoch-
regulieren spezieller Proteinasen, vorallem den Matrixmetalloproteinasen
(MMPs), der Urokinase, den Cathepsinen oder auch den Hyaluronidasen, még-
lich. Diese Enzyme werden von den Tumorzellen selbst, aber auch von
Fibroblasten, den Entzindungszellen oder den endothelialen Zellen, welche
den Tumor umgeben, synthetisiert und sind ihrerseits in der Lage, die Basal-
membran zu degradieren und somit das Invadieren der Tumorzellen zu erleich-
tern. Die MMPs sind je nach Subtyp in der Lage, sowohl Bestandteile der Ba-
salmembran, als auch des Interstitiums, wie Kollagene oder Fibronektin, sowie
Adhasionsproteine, wie Cadherine und Integrine, proteolytisch abzubauen (Ray
and Stetler-Stevenson 1995). Unter physiologischen Verhaltnissen kénnen die-
se Matrixmetalloproteasen unspezifisch durch das a2-Makroglobulin und spezi-
fisch durch sogenannte TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) ge-
hemmt werden. Die Degradation setzt weitere Molekile und Fragmente der
Matrixkomponente frei, die durch ihre Aktivitat das Tumorzellwachstum, die Me-
tastasierung und die Angiogenese fordern. Zu diesen Faktoren gehdrt unter
anderem auch das Laminin, das Tenascin, das Kollagen IV und verschiedene
Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel TGF(, deren Gehalt oder Form/Typ vom
Entwicklungsstand und dem Gewebetyp abhangig sind. Viele Wachstumsfakto-
ren sind in der Basalmembran fest eingelagert oder liegen in inaktiver Form vor,
die dann durch die Auflésung dieser Matrix entweder freigesetzt oder aktiviert
werden und somit beispielsweise den ProzeB der GefaBneufomierung férdern
kénnen. Der Verlust oder das Remodelling der Basalmembran sowie das Auflé-
sen von Zell-Zell-Kontakten sind flr das Erreichen von BlutgefaBen und damit

auch far die Verbreitung von Tumorzellen eine unentbehrliche Voraussetzung.
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Die zur Migration notwendigen Interaktionen zwischen Tumorzellen und der
extrazellularen Matrix erfolgen gewdhnlich Uber die Integrine-Rezeptoren.
Parallel zur Auflésung vorbestehender Strukturen der EZM findet deren Neu-
synthese statt, die mit der Schaffung eines migrationsférdernden Milieus ver-
bunden ist. Diese neuentstandene und tumortypische Matrix unterscheidet sich
in ihrem Informationsgehalt und ihrer biochemischen Zusammsetzung deutlich
von der vorbestehenden und wird auch als provisorische extrazellulare Matrix
bezeichnet (pEZM). Sie stellt eine Art Leitschiene fir die Tumorinvasion dar und
kann als Voraussetzung fir tumordse Migration, Differenzierung und Proliferati-
on verstanden werden. Im Gegensatz zur vorhergehenden Matrix weist die
PEZM eine erhéhte Sensitivitat gegentiber matrixdegradierenden Enzymen und
einen hohen Gehalt an onkofetalen Isoformen von Proteinen wie Tenascin oder
Fibronektin auf (Siri et al. 1995). Diese Eigenschaften kénnen ursachlich mit der
hohen Variabilitat der involvierten Matrixproteine erklart werden. Posttranslatio-
nale Modifikationen (Adams and Watt 1993; Matsuura et al. 1989), alternatives
SpleiBen (beispielsweise von Tenascin und Fibronektin) (Bell et al.1999; Borsi
et al. 1994) und ein alternativer Kettenzusammenbau bei mehrkettigen Protei-
nen (Laminin) fihrt zu Proteinisoformen, die in Molekulfamilien zusammenge-
fasst werden kénnen (Kosmehl et al. 1996; Mandel et al.1994).

Ein weiteres Kriterium der Malignitat ist die Fahigkeit der Tumore, Tochterge-
schwilste zu bilden. Wahrend des Vorganges der Metastasierung treffen die
Tumorzellen dabei auf unterschiedliche Arten von Matrizes, an die sie sich
durch die Verwendung verschiedenster Rezeptoren und Proteasen dennoch
hervorragend anpassen kénnen. Generell sind Proteasen und Wachstumsfakto-
ren regelmaBig mit der Beweglichkeit der malignen Zellen assoziiert. Darlber
hinaus sind Tumorzellen durch eine erstaunliche Plastizitat in der Lage, die
Gewebsmatrix amébenartig zu durchqueren. Zudem ist Metastasierung nicht
nur durch den Einbruch in das GefaBsystem mdglich, sondern gelingt zum Bei-
spiel auch durch das Entlangwandern der Tumorzellen an der AuBenseite von
GefaBen, vergleichbar mit der Migration der Gliome entlang der Nervenfasern.
Bei der Etablierung einer Tochtergeschwulst spielt nach der Absiedlung der
einzelnen Tumorzellen in das Blut- und/oder Lymphsystem, die Adhasion an
Matrixstrukturen des Zielorgans eine weitere bedeutende Rolle. Diese wird tber
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vielfaltige Anheftungsproteine, zu denen Tenascin ebenso gehdért wie Laminin,
realisiert. Einen wesentlichen Beitrag leisten auch hier wiederum die Integrine.

2.4 Tenascin

2.4.1 Die Tenascinfamilie

Das Wort Tenascin lasst sich von zwei lateinischen Begriffen ableiten, dies ist
zum einen ,enere” (lat. halten) und zum anderen ,nasci“ (lat. geboren werden),
beide geben erste Hinweise auf die Rolle, die dieses vielfaltige Protein spielt,
denn es ist sowohl in Sehnen (haltende Funktion) als auch in embryonalen Ge-
webe (im weitesten Sinne geboren werden) zu finden.

Tenascin gehért zu einer Gruppe von oligomeren Glykoproteinen, die in der
extrazellularen Matrix von vertebraten Organismen gefunden werden. Vor etwa
20 Jahren gehorte Tenascin-C zu den ersten Proteinen, fir die eine adhasi-
onsmodulierende Rolle nachgewiesen werden konnte — es antagonisiert insbe-
sondere die Bindung von Zellen an Fibronektin (Chiquet-Ehrismann et al. 1988).
Tenascin-C moduliert desweiteren auch Zell-Matrix-Interaktionen, vermittelt den
Zustand von Matrixbindungen, die einerseits die Motilitat férdern sowie gleich-
zeitig auch andere Zellfunktionen beeinflussen. Wie bereits in der Einleitung
beschrieben, spielt Tenascin nicht nur eine Rolle bei embryonalen Entwick-
lungsprozessen, sondern ist auch wahrend physiologischer Vorgange wie der
Wundheilung oder pathologischer Prozesse wie Tumorgenese zugegen (Mac-
kie et al. 1999). Seine physiologische Rolle beinhaltet mesenchymal-epitheliale
Interaktionen wahrend des Gewebsremodellings sowie der Differenzierung des
Darms, der Niere und der Brustdriise. Uberdies spielt Tenascin eine entschei-
dende Rolle bei der Verbreitung, Adhasion und Proliferation von Zellen (Fischer
et al. 1997). Die Expression von Tenascin-C variiert in den verschiedenen Ge-
webearten in Abhangigkeit vom Entwicklungsstand des jeweiligen Organismus.
Unter unterschiedlichen pathologischen Bedingungen kann sich diese Expres-
sion abrupt verandern. Zu diesen Bedingungen gehéren Tumore (kolorektales
Karzinom, Kolonadenom, OSCC) ebenso wie verschiedene entziindliche Er-
krankungen wie z.B. die interstitielle Pneumonie oder die Kolitis (Erickson&
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Bourdon, 1989; Kaarteenaho-Wiik et al. 1996; McCachren&Lightner, 1992;
Riedl et al. 1992; Soini et al. 1993). Wahrend Tenascin in normalem Skelett-
muskel nicht exprimiert wird (auBer in der Nahe von BlutgeféaBen), erhéht sich
dessen Expression beispielsweise an Stellen, wo eine erhdhte mechanische
Belastung erfolgt (Chiquet-Ehrismann, 1995; Jones&Jones, 2000).

AuBer Tenascin-C sind bisher noch vier weitere Mitglieder der Tenascin-Familie
bekannt: Tenascin-R, welches in Oligodendrozyten erscheint, Tenascin-W, das
bei der Wanderung neuraler Zellen eine Rolle spielt, Tenascin-X, welches mit
dem Ehler-Danlos-Syndrom im Zusammenhang steht und Tenascin-Y, welches
ebenfalls im Bindegewebe exprimiert wird. Von diesen Isoformen ist teilweise
eine Koexistenz mit Tenascin-C in einigen Geweben beschrieben worden. Zum
Beispiel ist Tenascin-X ebenso wie Tn-C in der Dermis, dem Herz, in den glat-
ten Muskelzellen der GefaBe oder auch im Nierengewebe nachweisbar (Hase-
gawa et al. 1997). Gleiches qilt fur Tenascin-Y, welches ebenfalls in Zellen der
Lunge, der Haut oder auch der Niere zu finden ist (Hagios et al. 1999). Obwohl
sich die Expressionen der verschiedenen Tenascinisoformen haufig Gberlap-
pen, erscheinen sie aber auch zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten.
So erscheinen Tenascin-C und Tenascin-R, die beide im Entwicklungsprozess
von Gliazellen im ZNS (zentrales Nervensytem) involviert sind, jeweils zu ver-

schiedenen Zeitpunkten (Jones et al.2000).

2.4.2 Struktur von Tenascin-C

Humanes Tenascin-C ist ein groBes Glykoprotein, das aus sechs Untereinhei-
ten besteht, die Uber Disulfidbricken miteinander verbunden sind. Jede Unter-
einheit setzt sich ihrerseits aus drei Struktureinheiten zusammen: 14,5 EGF-like
repeats, 17 dem Fibronectin Ill &hnliche repeats und ein C-terminales Ende,
das Ahnlichkeit mit den B und y Ketten des humanen Fibrinogen hat. Als Multi-
doméanenmolekil unterliegt auch Tenascin dem alternativen SpleiBen, wodurch
eine unterschiedliche Expression der dabei entstehenden Tn-lsoformen nach-
gewiesen werden konnte (Carnemolla et al. 1989, 1999, Borsi et al. 1992). Das
SpleiBen kann im Bereich von neun Fibronectin Typ - Il -Repeats (A1- D, siehe

Abb.1) erfolgen, wodurch die Bildung von mindestens neun verschiedenen Te-
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nascinvarianten mdglich ist (Mighell et al. 1997). Quantitativ kénnen mittels
Westernblot zunachst zwei Hauptisoformen von Tenascin-C unterschieden
werden, zum einen die héhermolekulare, ungespleite Form (Tn-C., 280 kDa)
und zum anderen die niedermolekulare, gespleite Form (Tn-Cs,190 kDa). Bei-
de unterscheiden sich in ihrem Depositionsmuster, in der biologischen Funktion
und ihrem Rezeptorbindungsverhalten voneinander. Die hdhermolekulare Form
(Tn-CL) wird bevorzugt bei der Zellmigration, der Proliferation oder dem Ge-
websremodelling wahrend des Vorganges tumoréser Entartung (Borsi et al.
1992), im Zuge der embryonalen Entwicklung (auch in fetalen Membranen an
sich) (Prieto et al. 1990) sowie zum Beispiel bei blasenbildenden Erkrankungen
der Haut (Schenk et al.1995) exprimiert. Desweiteren ist es mit einer erhéhten
Mitoserate und dem Verlust fokaler Adhasionen in Geweben assoziiert. Im Ge-
gensatz dazu ist die niedermolekulare Form eher in stabilen Matrizes wie zum

Beispiel Sehnen oder Knorpel zu finden.

H2N”WWOOOOO1 2([3fals A1A2||A3||A4B :?2":11\1 clofe |7 s|‘COOH

‘ Fibrinogen-like sequence O EGF-like repeats

‘ terminal knob |:| Fibronectin-like repeats

Abbildungi: Proteinstruktur von Tn-C. Grau unterlegt stellen sich diejenigen Fn-
Repeats dar, innerhalb welcher der Vorgang des alternativen SpleiBens mdglich ist
(A1- bis D-Doméne).

2.4.3 Gewebeverteilung und Funktion von Tenascin-C und seinen Varian-
ten

Tenascin-C als Glykoprotein der EZM wird vor allem in den Geweben expri-
miert, in denen ein struktureller Umbau stattfindet. Dies lasst sich anhand seiner
Eigenschaften als Adhasionsmolekil, in Verbindung mit den Integrinen, und
Wachstumsfaktor, bedingt durch homologe Doméanen zu Fibrinogen, Fibronek-
tin und EGF, leicht nachvollziehen. Dadurch spielt es eine Schllsselrolle als
Modulator zellularer Adhasionen und ist mit dem Vorgang des Gewebsremodel-
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lings sowohl in physiologischen als auch pathologischen Prozessen assoziiert.
Da es besonders in Gebieten mit einem verstarkten Zellumsatz und Zellwande-
rung reprasentiert ist, gelang beispielsweise der Nachweis von Tenascin-C in
Gebieten chronischer Entziindung, im Bereich von heilenden Wunden, hy-
perproliverativen Erkrankungen oder auch im Zusammenhang mit maligner
Transformation und Invasion (Chiquet-Ehrismannn (1995); Mackie et al. 1987;
Borsi et al. 1992; Crossin 1996; Latijnhouwers et al. 1996; Chuong and Chen
1991). Zudem wird angenommen, dass Tenascin-C morphogenetische Ereig-
nisse wie Zellproliferation, Zellmigration und gewebsspezifische Genexpression
vermittelt. Auch wahrend der normalen Embryogenese ist eine erhéhte Expres-
sion von Tenascin- C zum Beispiel im sich entwickelnden Nervensystem oder in
der Umgebung epithelial- mesenchymaler Interaktionen in Organen zu ver-
zeichnen (Jones et al. 2000). In verschiedenen adulten Geweben, wie zum Bei-
spiel Haut oder Mundschleimhaut oder zentrales Nervensystem, findet sich eine
eher restriktive Verteilung von Tenascin-C und dort bevorzugt im papillaren
Bindegewebe nahe der Basalmembran (Crossin 1996; Lukinmaa et al. 1996;
Erickson and Bourdon, 1989).

Tenascin-C unterliegt wie Fibronektin dem Vorgang des alternativen SpleiBens.
Dies wurde erstmalig in den 80er Jahren vermutet, als Gulcher und seine Mitar-
beiter in menschlichen Zellen unterschiedliche mRNA-Species idendifizierten
(Gulcher et al. 1989).

Um nun die Gewebsverteilung der einzelnen SpleiBvarianten besser charakteri-
sieren zu koénnen, stehen eine Vielzahl domanenspezifischer Antikérper zur
Verfugung (Balza et al. 1993). Die dabei quantitativ am haufigsten auftretenden
Isoformen Tn-C. und Tn-Cs sind hierbei am besten beschrieben worden (Borsi
et al. 1992; Carnemolla et al. 1999). Wahrend die ,kleine” gespleifite Form (Tn-
Cs) auch in normalem reifen Gewebe wie Sehne oder Knorpel nachgewiesen
werden kann (Chiquet-Ehrismann et al. 1991), findet man die ,groBe“ un-
gespleiBte Form Uberwiegend in provisorischen extrazellularen Matrizes von im
Umbau befindlichen Geweben, wie es beispielsweise bei der Regeneration, der
Entzindung oder auch der Tumorgenese der Fall ist (Murphy-Ullrich et al. 1991;
Prieto et al. 1990; Tucker et al. 1994). Diese spezifischen Verteilungsmuster

werden verstandlich, wenn man sich die unterschiedlichen Eigenschaften bei-
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der Isoformen verdeutlicht. So verschafft Tn-C_ der extrazellularen Matrix durch
eine deutlich héhere Sensitivitat gegenlber matrixdegradierenden Enzymen die
fir migratorische Prozesse notwendige Flexibilitat. Dagegen ist Tn-Cs in der
Lage wesentlich fester an Fibronektin zu binden als Tn-C,, was ihr starker ad-
hasive Fahigkeiten und somit auch stabilisierende Eigenschaften verleiht
(Chung et al. 1995). Interessant ist auch die unterschiedliche Empfindlichkeit
der zwei Isoformen gegenlber der Matrixmetalloproteinasen. Wéahrend die
-Kleine® Isoform vor allem von MMP7 gespalten wird, sind es fur die ,groBe* Iso-
form MMP2, MMP3 und MMP7. Dagegen wurde von Siri und Mitarbeitern
(1995) eine Resistenz der ,groBen” Tenascin-C-Isoform gegeniber MMP9 an-
gegeben.

2.4.4 Tenascin-C in Tumoren

Tenascin-C ist sowohl in mesenchymalen Tumoren als auch in Karzinomen zu
finden. Zu diesen Tumoren gehdéren z.B. Gliome (v.a. Glioma multiforme),
Fibrosarkome, Osteosarkome, Wilmstumore, Mammakarzinome und Plattene-
pithelkarzinome (Bourdon et al. 1983; Chiquet-Ehrismann et al. 1986; Mackie et
al. 1987; Lightner et al. 1989). Dabei konnte gezeigt werden, dass Tenascin-C
eine signifikante Rolle bei der Zellverbreitung, der Zellproliferation und bei der
Moduation von Adhasionsvorgangen spielt (Fischer et al. 1997).

Da Tenascin-C die Tumorgenese in vielerlei Hinsicht beeinflusst, ist es auch im
Rahmen anderer maligner Erkrankungen in den Mittelpunkt wissenschaftlicher
Untersuchungen getreten. So wurden tumorassoziierte Veranderungen bei der
Expression von Tenascin-C wie zum Beispiel alternatives SpleiBen, de novo
Expression und Degradation an einer Vielzahl von Tumoren jenseits des oralen
Plattenepithelkarzinoms untersucht. Dabei konnten beispielsweise Veranderun-
gen der Tn-C-Expression als prognostische Parameter fiir kolorektale Karzino-
me (Emoto et al. 2001), fir das Magenkarzinom (Wiksten et al. 2003), fiir Oste-
osarkome (Tanaka et al. 2000) und fir zervikale Lasionen (Buyukbayram und
Arslan 2002) beschrieben werden.

Im Gegensatz zu allgemeinen Untersuchungen beziglich unterschiedlicher Ver-

teilungsmuster von Tenascin-C in verschiedenen Malignomen, sind die Betrach-
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tungen der differentiellen Expression von Tenascin-C-SpleiBvarianten eher sel-
ten. Dennoch lassen derartige allgemeine Untersuchungen auf entitatstypische
und invasionsabhangige SpleiBingmuster schlieBen. Beispiele hierfir waren die
wissenschaftlichen Arbeiten von Mighell et al. (1997) zum oralen Plattenepithel-
karzinom, die Arbeit von Vollmer et al. (1997) zum Endometriumkarzinom oder
auch der Beitrag von Adams et al. (2002) zum Mammakarzinom. Adams et al.
(2002) konnte in seiner Arbeit nachweisen, dass die Tenascin-C-Isoformen,
welche die B-Domane enthalten, sehr stark mit dem Auftreten des invasiven
Mammakarzinoms assoziiert sind. Desweiteren wurde gezeigt, dass die Ex-
pression von Tenascin-C an der Invasionsfront des frihen Mammakarzinoms
mit einem erhéhten Risiko einer Fernmetastasierung in Verbindung steht (Jah-
kola et al. 1996).

FUr das orale Plattenepithelkarzinom existieren bislang nur wenige Informatio-
nen zur differentiellen Expression von unterschiedlichen Tenascin-C-SpleiB3-

varianten und deren tumorbiologischer Bedeutung.
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Zielstellung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Uberpriifung der Hypothese, dass
SpleiBvarianten von Tenascin-C im oralen Plattenepithelkarzinom diffentiell
exprimiert werden und damit einen diagnostischen bzw. prognostischen Beitrag
leisten kénnen. Dazu erfolgte eine umfassende Analyse der histologischen Ver-
teilung und der mRNA-Expression von Tenascin-C-SpleiBingdoméanen in oralen
Plattenepithelkarzinomen unterschiedlichen Malignitatsgrades mittels Immun-
histochemie und RT-PCR.

Im Einzelnen waren folgende Fragen zu beantworten:

e Lassen sich Uber Doméanen-spezifische Antikdrper tumorbiologisch rele-

vante Depositionsmuster von Tn-C-SpleiBingvarianten definieren?

e Gibt es eine differentielle Expression der mRNA von Tn-C-SpleiBing-
domanen im OSCC und reflektiert diese die immunhistochemischen Er-
gebnisse?

e Gibt es Korrelationen der Expressions- bzw. Depositionsmuster von Tn-
C-SpleiBingdoméanen zum Malignitatsgrading der Karzinome?
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3 Material und Methoden

3.1 Gewebematerial

Die 36 in dieser Arbeit untersuchten Operationspréaparate oraler Plattenepithel-
karzinome (OSCC) unterschiedlichen Malignitatsgrades sowie der hyperplasti-
schen und dysplastischen Mundschleimhaut sind in Tabelle 2 zusammenge-
fasst. Das Gewebematerial stammt aus dem Eingangsgut des Institutes fiir Pa-
thologie der Friedrich-Schiller-Universitat Jena und wurde aus diagnostischer
oder therapeutischer Indikation operativ entfernt. Ein positives Votum der Ethik-
kommission ist vorhanden. Das mittlere Alter der Patienten betrug rund 62,5
Jahre (in einer Altersspanne von 39 bis 89 Jahren). Auch die Geschlechterver-
teilung geht mit der derzeitig verfigbaren Datenlage insoweit konform, als dass
wesentlich mehr Manner als Frauen an Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches er-
kranken (Hausamen JE, 2003, Curriculum M-K-G, Band lll, Berlin, Quintessenz-
Verlag). In den hier vorliegenden Fallen oraler Plattenepithelkarzinome belauft
sich die Zahl der Manner auf 22 und die Zahl der Frauen auf 5. (In Westeuropa
erkranken etwa 16,1% der Manner und ca. 4,3% der Frauen an einem Tumor
im Bereich der Mundhéhle bzw. 8,5% der Manner und 0,8% der Frauen an ei-

nem Tumor im Bereich des Kehlkopfes.)

3.1.1 Paraffineinbettung und konventionelle Histologie

Nach der operativen Entferung des Gewebematerials, erfolgte die Fixierung in
einer 5%-igen gepufferten Formaldehydlésung fir 24h, der sich die Einbettung
in Paraffin (Histosec-Pastillen 56-58C, Merck, Deutschland) im Einbettautoma-
ten (Hypercentre, Shandon, Deutschland) anschloss. Um die histologische Be-
wertung moglich zu machen, wurde eine HE-Farbung (Hamalaun-Eosin-
Farbung) zur besseren Kern-Plasma-Differenzierung durchgefihrt. Von den
eingebetteten Proben wurden je 4 um dicke Paraffinschnitte hergestellt (Rotati-
onsmikrotom RM2045, Leica, Deutschland), die im nachsten Schritt bei einer
Temperatur von 60°C fir 6h im Trockenschrank (Medax, Deutschland) getrock-

net wurden. Die Entparaffinierung vollzog sich in folgenden Schritten: Xylol
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3x15 min, Aceton 4x2 min, Aceton/Aqua dest. (2:1) 2 min, Aqua dest./Aceton

(2:1) 2 min und Spulen in Aqua dest.

Tabelle 2. Darstellung der einzelnen untersuchten Fallprédparate mit jeweiligem histo-
pathologischen Befund sowie bei den Karzinomfallen die zusatzliche Gradingeinteilung
(G1-G3). (MSH: Mundschleimhaut, Ca: Karzinom, n. bek.: nicht bekannt)

Fall Befund Grading |

Orale MSH | Hyperplasie m. Akanthose u.ger. Entzliindg.

Orale MSH | Hyperplasie m. ger. Entziindg.

Orale MSH | Hyperplasie mit Parakeratose

Orale MSH | Hyperplasie m. ger. Entziindg.

Orale MSH | Hyperplasie m. ger. Entziindg.

Orale MSH | Hyperplasie m. Parakeratose u. ger. Entzlindg.

Orale MSH | Hyperplasie

Orale MSH | Dyspalsie

Orale MSH | Dysplasie
fokal invasives, gering verhornendes Plattenepithel-Ca

Ca (Mundboden) G1
invasives verhornendes Plattenepithel-Ca (Wangen-

Ca?2 schleimhaut) G1

Ca3 Uberwiegend gut diff. invasives PE-Ca G1

Ca4 gut diff.gering verhornendes PE-Ca (Lippe) G1

Cab Rezidiv eines PE-Ca G1
orales Plattenepithelkarzinom (seitlicher Mundboden, sub-

Cab lingual) G1-G2

Ca7 méaBig diff.verhornendes PE-Ca (Unterkiefer) G1-G2

Cas8 verhorntes PE-Ca G1-G2
gering bis mittelgradig diff.,gering verhornendes PE-Ca

Ca9 (sublingual) G1-G2

Ca 10 sehr gering verhornendes PE-Ca G2

Ca 11 ma&Big diff. verhornendes PE-Ca (Unterkiefer) G2

Cai2 verhornendes PE-Ca (Gaumen) G2

Ca 13 maBig diff.gering verhornendes PE-Ca (Zunge/Mundboden) | G2

Ca 14 gering verhornendes PE-Ca (Uvula) G2

Ca 15 gut-maBig diff. fokal verhornendes PE-Ca (Zunge) G2

Ca 16 papillares Plattenepithel-Ca der Zunge (Zunge) G2

Cai7 maBig diff.gering verhornendes PE-Ca (Zunge) G2

Ca 18 méBig verhornendes PE-Ca (Mundboden) G2

Ca19 verhornendes PE-Ca (Processus alveolaris) G2-G3

Ca 20 Infiltrate eines gut-schlecht diff. PE-Ca G2-G3

Ca 21 verbreitertes PE-Ca (Zunge) G2-G3

Ca 22 verhornendes PE-Ca (Mundboden) G2-G3

Ca 283 umfangreich verhornendes PE-Ca G2-G3
Plattenepitheltumor m. mittel-hochgradiger Dysplasie

Ca?24 (Mundboden) G2-G3

Ca 25 verhornendes PE-Ca (Unterlippe) G2-G3

Ca 26 gering diff. PE-Ca (Mundboden) G3

Ca 27 verhornendes, schlecht diff. Plattenepithel-Ca (Unterlippe) | G3
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An die 20-minltige Kernfarbung in Hamalaun nach Meyer schloss sich nach
Spilen in destilliertem Wasser das Blauen der Kerne fir 10 min unter flieBen-
dem Wasser an. In einem weiteren Schritt erfolgte die Farbung der Schnitte in
alkoholischer Eosin-Y-Lésung (Sigma-Aldrich, Deutschland) fir 3 min. Danach
wurden die Préaparate in 70%-igem Ethanol fir 2x1-5 min gespdult, Uber eine
aufsteigende Alkoholreihe in Xylol Uberfihrt und in Neutralbalsam (Dr. Holl-
born&Séhne, Deutschland) eingebettet. Die Sicherung der klinischen Diagnose
erfolgte mit der Hilfe konventioneller Histologie durch lichtmikroskopische Be-

wertung.

3.1.2 Kryokonservierung

Unmittelbar nach der Entnahme des Gewebematerials erfolgte dessen Uberfiih-
rung in sterile Hanks' Salzlésung bei einer Temperatur von 4°C. Die 5x5x5 mm
groBen Proben wurden in stickstoffgekihltem flissigen Propan schockgefroren
und bei einer Temperatur von -70°C steril gelagert (Tiefkiihltruhe UF85-460T,
Colora Messtechnik, Deutschland). Zuvor erfolgte die Vorbehandlung der Pro-
ben in Tissue-Tek (Sakura, Niederlande), um eine gefrierbedingte Schrumpfung
des Gewebes zu verhindern.

3.1.3 TNM-Klassifikation der Mundhoéhlenkarzinome

Die Einteilung der oralen Plattenepithelkarzinome bezlglich TNM-Klassifikation
und dem histopathologischen Grading erfolgte in Anlehnung an die gultigen Kri-
terien nach der UICC (Wittekind et al. 2003).

Primartumor (T)

X Prim&rtumor nicht untersucht

T0 kein Hinweis auf Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor < 2cm im géBten Durchmesser

T2 Tumor > 2cm,aber < 4cm im gréBten Durchmesser

T3 Tumor > 4cm im gréBten Durchmesser

T4 Tumor infiltriert Nachbarstrukturen (Knochen, Haut, Muskulatur)
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Regiondre Lymphknoten (N)

NX Regionare Lymphknoten nicht untersucht

NO keine regiondaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase in einem ipsilateralen Lymhknoten, < 3cm, im gréBten
Durchmesser

N2 Metastase in einem ipsilateralen Lymphknoten, >3cm, aber < 6cm im

gréBten Durchmesser; oder in multiplen ipsilateralen Lymphknoten,
keine > 6¢cm im gréBten Durchmesser; oder

N2a Metastasen in einem ipsilateralen Lymphknoten, > 3cm aber
<6cm

N2b Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, keiner

> 6Ccm

N2c Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten,
keiner > 6cm

N3 Metastase in einem Lymphknoten > 6¢cm im gréBten Durchmesser

Metastasen (M)

MX Vorkommen von Fernmetastasen nicht untersucht
MO kein Hinweis auf Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen vorhanden

Histopathologisches Grading

Gx Bestimmung des Differenzierungsgrades ist nicht méglich
G1 gut differenziert
G2 maBig differenziert

G3/G4 schlecht differenziert/undifferenziert

Zusétzlich zum Gradingmodell der UICC (TNM-Klassifikation) existiert noch ein
weiteres Gradingsystem, welches von Anneroth und Mitarbeitern (1984) einge-
fihrt und im Jahre 1989 und 1992 von Bryne und Mitarbeitern modifiziert wurde.
Dieses alternative Klassifikationsmodell bericksichtigt im Wesentlichen die Be-
urteilung der Invasionsfront, deren Struktur eine hohe prognostische Signifikanz
besitzt. Folgende Parameter werden dabei im Einzelnen bewertet:
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- Keratinisierungsgrad
- Zellkernpolymorphie
- Anzahl der Mitosen

- Invasionsmodus

- Invasionsstadium

- Lymphozyteninfiltration

Aufgrund der tumorbiologischen Bedeutung der Invasionsfront wurde bei der
Auswertung der immunhistochemischen Markierungen unserer Praparate be-
sonderes Augenmerk auf die Tumorrandbezirke gelegt.

3.2 Immunhistochemie

Die Analyse der histologischen Verteilung von Tenascin-SpleiBvarianten erfolg-
te Uber eine immunhistochemische Erfassung von Tn-C-SpleiBdoméanen unter
Verwendung der in Tabelle 3 aufgefihrten Doménen-spezifischen monoklona-
len und rekombinanten Antikérper.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten Antikérper und deren Verdiinnung in
der Immunhistochemie

Klon Doméne | Verdiinnung Quelle Referenz
BC2 A1/A4 1:20 Zellkulturiberstand Balza et al 1993
L. Borsi, Genua
BC3 B 1:5000 Chemicon Balza et al 1993
BC4 N-term. 1:20 Zellkulturberstand Balza et al 1993
L. Borsi, Genua
F16 Al 15 rekombinant, biotinyliert
(0,01mg/ml) D. Neri, Zirich
G11 C 1:20 rekombinant, biotinyliert
(0,01mg/ml) D.Neri, Zirich
D11 D 1:10 rekombinant, biotinyliert
(0,02mg/ml) D. Neri, Zirich
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3.2.1 Indirekte Streptavidin-Biotin-Methode zum Nachweis der Bindung
monoklonaler anti-Tenascin-C-Antikérper

Nachdem die ca. 8 mm dicken Gefrierschnitte bei Raumtemperatur fiir 10 min in
Aceton fixiert wurden, erfolgte nach kurzem Lufttrocknen (ca. 10 min) die SpU-
lung mit Tris-gepufferter Kochsalzlésung (TBS). Die priméren Antikérper BC2,
BC3, BC4 wurden zuvor mit Antikérper-Verdinner (Zymed Laboratories inc.,
USA) verdlinnt (siehe Tab 3). Um eine unspezifische Interaktion von endoge-
nem Biotin mit dem Detektionssystem zu unterbinden, wurden die Schnitte mit
dem DAKO® Biotin Blocking System (DakoCytomation, Hamburg, Deutschland)
entsprechend Herstellerangaben vorbehandelt. Nach einer Inkubation der Ge-
frierschnitte mit den Primarantikbrpern Uber Nacht im Kihlraum (4°C), schilof
sich die Detektion der gebundenen Antikdrper mittels DakoChemMate™ Detec-
tion Kit (Alkaline Phophatase/RED, Rabbit/Mouse) nach Angaben des Herstel-
lers (DakoCytomation, Hamburg, Deutschland) an. Dazu wurden die Schnitte
zuerst mit dem ChemMate™Link/Biotinylated Secondary Antibodies 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Es schloB sich die ebenfalls 30-mindtige Inkubation
mit ChemMate™Streptavidin Alkaline Phosphatase an, wiederum bei Raum-
temperatur. Zwischen den Inkubationen erfolgte die Spltlung mit TBS. Zur Visu-
alisierung der Reaktion diente ChemMate™Chromogen RED, wobei die endo-
gene alkalische Phosphatase zuvor mit Levamisol blockiert werden musste.
Eine grindliche Spllung der Schnitte zunachst mit Leitungswasser und an-
schlieBend mit Aqua dest. schloB sich an. Zur Kerndarstellung wurde zum
AbschluB mit Hamatoxylin nach Mayer gegengefarbt, wiederum mit Wasser

gespult, geblaut und danach mit Glycerol/Gelatine eingedeckt.

3.2.2 Nachweis der Bindung humaner rekombinanter Antikérper

Die biotinylierten rekombinanten Antikérper G11, F16 und D11 wurden dan-
kenswerter Weise von Professor Dario Neri (ETH Zirich, Institut fir Pharma-
zeutische Wissenschaften) zur Verfligung gestellt. Es handelt sich dabei um
mittels Phagendisplaytechnik hergestellte scFv-Fragmente. Die Verdiinnung auf
die Arbeitskonzentration erfolgte auch hier mit der Antikérperver-
dinnungslésung (ZYMED Laboratories inc., USA) laut Tabelle 3. Im Gegensatz
zu den monoklonalen Antikérpern erfolgte jedoch die Detektion der gebundenen
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Antikdrperkomplexe mittels des StreptABComplex/AP (DakoCytomation, Ham-
burg, Deutschland). Danach wurde erneut mit der Entwicklungslésung des Da-
koChemMate™ Detection Kit wie oben beschrieben weiterverfahren. Zur Ver-
meidung einer Interaktion des Detektionssystems mit endogenem Biotin erfolgte
auch bei diesen Antikdrpern eine Vorbehandlung der Schnitte mit dem DAKO®
Biotin Blocking System (DakoCytomation, Hamburg, Deutschland). Als Negativ-
kontrolle wurden die rekombinanten Antikérper durch Nichtimmun-Serum er-

setzt.

3.2.3 Lichtmikroskopische Auswertung

Die Auswertung der Ergebnisse und fotografische Dokumentation der histologi-
schen, sowie immunhistochemischen Praparate erfolgte lichtmikroskopisch.
Dabei wurde das Lichtmikroskop Axioskop 2 der Firma Zeiss, Deutschland, mit
den ObjektvergréBerungen x10 und x20 verwendet. Die fotografische Doku-
mentation der Ergebnisse erfolgte mit dem Bilddokumentationssystem AxioVisi-
on 3.0 unter Verwendung einer digitalen Kamera AxioCam HRC (alle Kompo-
nenten von der Firma Carl Zeiss Vision GmbH, Deutschland).

3.2.4 Semiquantitative Bewertung der immunhistochemischen Ver-
teilungsmuster von Tenascin-C

Die semiquantitative Bewertung der immunhistochemischen Verteilungsmuster
von Tenascin-C in den verschiedenen histologischen Praparaten erfolgte mit

Hilfe folgenden Schemas:

Tabelle 4 Bewertungsscore der immunhistochemischen Markierung und dazugehdrige
semiquantitative Bedeutung

Score Semiquantitative Bewertung |

keine Markierung

+ auf Basalmembran begrenzt

Basalmembran und geringe
Stromadeposition

++

mittelgradige Stromadepositi-
+++ on mit Fokussierung auf die
Tumorrander

Stroma Uberwiegend (s) oder

T komplett (k) positiv
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3.2.5 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von Kreuztabellen und dem Chi-
Quadrat-Test nach Pearson unter Verwendung der Software SPSS 12.0. Dabei
wurden das histologische Grading als Gruppenvariable definiert und Korrelatio-
nen zu den verschiedenen Expressions- und Depositionsmuster von Tenascin-

C untersucht. Dabei galt eine Fehlerwahrscheinlichkeit von kleiner 5% (p<0.05).

3.3 RT-PCR

3.3.1. RNA-Extraktion aus kryokonservierten Gewebeproben

3.3.1.1. Homogenisierung des Gewebematerials aus Gefrierschnitten
Von 9 ausgewahlten Karzinomen wurden jeweils 10 Kryostatschnitte in ein
1,5ml Eppendorfréhrchen Uberflhrt und im AnschluB daran mit 350ul RLT-Lyse-
Puffer (QIAGEN GmbH, 400ul RLT auf 4pl B- Mercaptoethanol, Bestandteil des
RNeasy Mini-Kits, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) versetzt. Das Gewebe-
material wurde mit Hilfe eines Mikropistills (Eppendorf Deutschland) homogeni-
siert. Um einen mdglichst hohen AufschluB des Gewebes zu ermdéglichen, wur-
den die Proben bei -75°C Uber Nacht eingefroren und nachfolgend far 10 min
bei 37°C inkubiert. Im AnschluB daran wurde das Material auf eine Qiashred-
der-Saule (in einem 2ml Sammelréhrchen, QIAGEN GmbH, Hilden, Deutsch-
land) Uberflhrt und 2min bei 1400rpm zentrifugiert. Das dabei entstandene Ly-
sat wurde daraufhin in ein RNAse-freies Tube pipettiert.

3.3.1.2. RNA-Extraktion

Die Extraktion der total-RNA (tRNA) aus den Gewebelysaten erfolgte unter der
Verwendung des RNeasy Mini-Kits (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland). Den
Lysaten wurde dazu 350ul 70%-iges Ethanol zugesetzt und durch wiederholtes
Pipettieren vermischt. 700ul dieses Gemisches wurden auf die Rneasy mini
spin column gegeben und fir 15 sec bei 10000 rpm zentrifugiert. Die RNA blieb
dabei an der Saulenmatrix haften. Im AnschluB daran wurden die Saulen mit
350ul RW1-Puffer gewaschen (1min Zentrifugation). Auf diesen Schritt folgte,
unter der Verwendung des Protokolls und der Komponenten des RNase Free
DNase-Sets (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland), ein On Column-DNase-
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Verdau. Dazu wurden 10ul der DNase Stammldsung auf 70ul RDD-Puffer ge-
geben, auf die Saule aufgetragen und 15 min inkubiert. Danach wurden 350ul
des RW1-Puffers auf die Saule gegeben und anschlieBend bei 10000rpm
zentrifugiert. Es folgte eine zweimalige Spulung mit 500ul RPE-Puffer, in deren
AnschluB3 die Elution der tRNA mit 50pl RNase-freiem Wasser erfolgte (1-2min
Inkubation bei Raumtemperatur und Abzentrifugieren). Die Proben wurden da-
nach bei -80°C gelagert. Die Qualitdt und Quantitat der isolierten RNA wurde
nachfolgend mit Hilfe einer B-Aktin-Kontroll-RT-PCR Uberprift.

3.3.2. RT-PCR

Die mRNA der Tenascin-C-SpleiBdoméanen wurde unter der Verwendung des
OneStep RT-PCR-Kits (QIAGEN GmbH) mittels single-tube-RT-PCR amplifi-
ziert. Die Basensequenz der Primer und die Lage bzw. GroBe mdglicher Ampli-
fikate sind in Tabelle 6 und Abbildung 2 dargestellt. Eine Abschatzung der
Quantitat und Qualitat der extrahierten mRNA erfolgte Uber eine Kontroll-RT-
PCR fiir das house keeping Gen B-Aktin. Tabelle 5 gibt einen Uberblick iiber die

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes.

Tabelle 5
Uberblick Uber die bei der RT-PCR verwendeten Komponenten sowie deren Volumina
und Endkonzentrationen.

Komponenten Volumen/Reaktion Endkonzentration
RNase-freies Wasser 31ul
5xQIAGEN OneStep RT-
PCR Buffer 10,0pl 1x
dNTP Mix 2,0ul 400uM von jedem dNTP
Primer A 1,5ul 0,6uM
Primer B 1,5ul 0,6uM
QIAGEN OneStep RT-PCR
Enzym Mix 2,0ul
tRNA 2,0ul
Totales Volumen 50,0ul
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Die RT-PCR erfolgte fir alle Primerkombinationen unter identischen Bedingun-

gen:
1 Zyklus 50 °C 30 min.
95 °C 15 min.
40 Zyklen 94 °C 1 min.
57 °C 1 min. (Tn-C) 54 °C 1 min. (B-Aktin)
72 °C 1 min.
1 Zyklus 72 °C 10 min

3.3.3. Agarose-Gel-Eletropherese

Die PCR-Fragmente wurden durch Elektrophorese in 2 %-igem Agarosegel in
TAE-Puffer (3.4) bei 80V unter Sichtkontrolle aufgetrennt. Dabei wurden jeweils
10 ul des PCR-Ansatzes mit 2ul 6x-Puffer versetzt und in die Geltaschen ein-
gebracht. Eine 100 bp-DNA-Leiter (Advanced Biotechnologies Ltd., GroBbritan-
nien) wurde als Ladngenstandard mitgeflhrt.

3.3.4. Primer

Tabelle 6
Basensequenz und Lokalisation der bei der RT-PCR verwendeten Primer flr Tenascin-
C und B-Aktin.

Primer Sequenz Lokalisation Referenz

T1 AGGCAGACACAAGAGCAAGC HSTNAS3 Mighell et al. 1997
3484-3503

T2 AAGGCATCCACTGAACAAGC HSTNAS3 Mighell et al. 1997
3515-3534

T3 ACTCAGGACTTCAGCACAAC HSTNASS3 Mighell et al. 1997
4028-4047

T4 AAGAGGCTCACAATCTCACG HSTNASS Mighell et al. 1997
4203-4222

T5 CTGGGAGATTTAGCCGTGTC HSTNASS Mighell et al. 1997
4361-4379

T6 GCTACCCCCTAGTACTGATTTTATTGTCTA |HSTNAS3 Mighell et al. 1997
4804-4833

T7 ACCAAAGCCACAGTTGGGCA HUMTEN Mighell et al. 1997
3-22

32




3. Material und Methoden

T8 CATTGGCTATGAGGTTATGG HSTNAS3 Mighell et al. 1997
5089-5108

T9 CTGGTCTGAGTCTTGGTTCCGTCC HSTNAS3 Mighell et al. 1997
5584-5607

T10 TTTCCAGTGGCTCAGACTGC HSTNAS3 Mighell et al. 1997
5290-5309

T11 GCTGTCAAAGGCATTCTCCGATGCC HSTNAS3 Mighell et al. 1997
4963-4987

T12 TGTAATGACAAAGGCAGTGA HUMTEN Mighell et al. 1997
256-276

T13 AGGAGAGATTGAAGCTCTCG HSTNAS3 Mighell et al. 1997
4666-4685

T14 CTCAGACACGGCTAAATCTC HSTNAS3 Mighell et al. 1997
4365-4384

T15 TGAGATTGTGAGCCTCTTCC HSTNAS3 Mighell et al. 1997
42014220

T16 GCTGCCTCTACTGTGTCAGC HSTNAS3 Mighell et al. 1997
3916-3936

T25F TGAACAAAATCACAGCCCAG HSTNAS3 Bell et al. 1999
6495-6514

T27R CAGTGGAACCAGTTAACGCC HSTNAS3 Bell et al. 1999
6808-6827

B-Aktin 1 | CCTTCCTTCCTGGGCATG NM_001101 Qiagen GmbH
862-880

B-Aktin 2 | GAGCAATGATCTTGATCTTC NM_001101 Qiagen GmbH
1048-1067
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Abb.2 In dieser Abbildung kommt der Teil von Tenascin-C, zur Darstellung, der dem
Vorgang des alternativen SpleiBens unterliegt. Aufgezeigt sind die Reihenfolge der
Domanen dieses Abschnittes sowie die jeweiligen Ansatzstellen der im Rahmen dieser
Promotion verwendeten Primerkombinationen und die GréBe mdglicher resultierender
Amplifikate.
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3.4. Verzeichnis fir verwendete Puffer-,Farb-und Fixierungssysteme

Konventionelle Histologie
5% PBS-gepufferte Formaldehydlésung
5% (w/v) Formaldehyd in PBS bei 60°C Iésen
PBS (Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung)
8 g NaCl
0,2 g KClI
1,15 g NaoHPO4x2H,0O
0,2 g KH2PO4
ad 1000 ml Aqua dest.
Hamalaun nach Meyer
2,5 g Hamatoxylin
0,5 g Natriumjodat
125 g Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat
125 g Chloralhydrat
2,5 g Zitronensaure
auf 2500 ml Aqua dest. 14 Tage reifen lassen

Antikorper-Verdiinnerlésung

ist zur Verdinnung primérer als auch sekundarer Antikbrper geeignet
PBS (pH 7,4)

BSA

0,05%NaNs3;

DakoChemMate™

Kit-Bestandteile/ Reagenzien:

ChemMate ™Link, Biotinylated Secondary Antibodies
ChemMate ™Streptavidin Alkaline Phosphatase (AP)
ChemMate™Chromogen RED 1, 2, 3
ChemMate™AP Substrate Buffer

ChemMate ™Levamisole
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DakoCytomation
Streptavidin
1ml Streptavidin
0,01 mol/L Phosphatpuffer
0,15 mol/L NaCl
15 mmol/L NaN3
pH 7,2
Biotinylierte Alkaline Phosphatase

1ml aus Intestinalschleimhaut des Kalbs gewonnene biotinylierte al-

kalische Phosphatase
0,05 mol/L Tris/HCI
0,1 mol/L Na/Cl

1 mmol/L MgCl,

0,1 mmol/L ZnCl,

15 mmol/L NaN3

pH 7,2

Agarose-Gel-Elektrophorese
50x TAE-Puffer

2 M TRIS Base

0,1 M EDTA

1 M Essigsaure
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4. Ergebnisse

4.1. Immunhistochemische Expressionsanalyse der Tenascin-C-SpleiB-
domanen
Mit Hilfe der Immunhistochemie und unter Verwendung domanenspezifischer,
rekombinanter und monoklonaler Antikdrper, konnte die Gewebsverteilung der
einzelnen SpleiBdoménen von Tenascin-C im oralen Plattenepithelkarzinom
analysiert und anschlieBend ausgewertet werden. Die qualitative Bewertung
erfolgte im Vergleich zu hyperplastischem, dysplastischem oralen Gewebe bzw.
,nhormalen” Epithelarealen aus dem Tumorrandbereich. Im Folgenden sollen die
Farbemuster der einzelnen doméanenspezifischen Antikérper in den verschiede-

nen Gewebegruppen beschreibend dargestellt werden.

4.2. Beschreibung der immunhistochemischen Markierungsmuster

Zur Beschreibung der immunhistochemischen Verteilungsmuster wurde die Re-
aktivitdt der monoklonalen Antikérper BC-2, BC-3 und BC-4, sowie der rekom-
binanten Antikérper F-16, D-11 und G-11 an Gefrierschnitten von insgesamt 36
Fallen in Abhangigkeit von deren Grading lichtmikroskopisch bewertet. Dabei
sollte gezeigt werden, ob sich in Abhangigkeit vom Malignitatsgrad eine diffe-
rente histologische Verteilung mdglicher unterschiedlicher TenascinspleiBvari-
anten nachweisen lasst. Betrachtet wurden dabei 7 Hyperplasiepraparate, 2
Dysplasiepraparate sowie 9 gut differenzierte (G1 und G1-G2 fir die statisti-
sche Bewertung zusamengefasst zu G1), 9 maBig differenzierte (G2) und 9
schlecht differenzierte (G2-G3 bzw. G3 fir die statistische Bewertung zusa-

mengefasst zu G3) orale Plattenepithelkarzinome.

4.2.1. Immunhistochemisches Verteilungsmuster von Tenascin-C-
SpleiBdomanen in oralen Hyperplasien

Bei der hyperplastischen oralen Mundschleimhaut kénnen bereits mit den mo-

noklonalen Antikérpern deutliche Depositionen von Tenascin-C nachgewiesen

werden. Diese beschranken sich jedoch vorwiegend auf die Region der Basal-

membran sowie des direkt angrenzenden Bindegewebes. Zunachst sollen die

monoklonalen Antikérper BC-2, BC-3 und BC-4 mit ihren Markierungsmustern

37



4. Ergebnisse

besprochen werden. Bei der Betrachtung der einzelnen Antikérper fallt auf,
dass die Markierung durch BC-2, der die A1/A4-Doméane des Tn-C, detektiert,
um ein Vielfaches ausgepragter ausféllt, als vergleichsweise durch BC-3, wel-
cher die B-Domane der groBen ungespleiBten Variante von Tenascin markiert
und zumeist ein zarteres und strukturierteres Markierungsmuster hervorruft.
Damit stellen sich im histologischen Praparat sowohl die Basalmembran als
auch die stromale Deposition von Tenascin-C quantitativ und qualitativ besser
dar, werden aber beispielsweise Drisen und GeféBe oftmals gar nicht oder nur
sehr sparlich angefarbt. Eine noch starkere Markierung als bei BC-2 erfolgt
durch den Antikérper BC-4, der sdmtliche Tenascinvarianten erkennt und mar-
kiert und dadurch ein noch unselektiveres Verteilungsmuster des betrachteten
Matrixproteins liefert als BC-2. So werden durch BC-4 auch oftmals die Basal-
membranen von GefaBen vollstandig markiert, die z.B. mittels BC-3 nur licken-
haft dargestellt werden. Es zeigt sich dariber hinaus eine ausgepragte stromale
Verteilung der durch BC-4 erkannten Tenascinvarianten.

Auch die rekombinanten Antikérper F-16 (dieser markiert die A1-Domé&ne von
Tn-Cy), D-11 (markiert die D-Domane) und G-11 (markiert die C-Domane) wei-
sen Unterschiede beziglich ihres Markierungsmusters auf. Wahrend F-16 die
Basalmembran der hyperplastischen Mundschleimhaut nur fokal und in relativ
geringer Intensitat markiert sowie oftmals nur eine vereinzelte Anfarbungen im
Stroma aufweist, kommt es bei D-11 wieder zu einer leichten Intensivierung der
Markierung. Der Antikérper D11 zeigt zudem eine Bindung an Basalmembranen
um GefaBe und Drisen. Dennoch weisen die Basalmembranen bei beiden An-
tikérpern (F-16 und D-11) nur eine inkomplette Markierung auf, sodass es in
keinem der betrachteten Hyperplasiepraparate zu einer vollstandigen Darstel-
lung dieser kommen konnte. Im Falle von G-11 war kein Nachweis einer Mar-
kierung moglich.

Insgesamt bleibt die Markierung des Stromas bei allen Antikérpern in den hy-
perplastischen Praparaten sehr beschrankt. Meist kommt es zu einer Depositi-
on in unmitteloarer Nahe der Basalmembran oder zu einer fokalen Anreiche-
rung im tieferen Bindegewebe. Abbildung 3 gibt einen Uberblick (iber die in der

hyperplastischen Mundschleimhaut erzielten Markierungsmuster.

38



4. Ergebnisse

G h

Abb. 3. Immunhistochemische Verteilungsmuster von Tn-C-SpleiBdoménen in der hy-
perplastischer Mundschleimhaut; Abbildung (a) zeigt die lichtmikroskopische Darstel-
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lung der hyperplastischen Mundschleimhaut mit einer deutlichen Verbreiterung des
Epithels im HE-Praparat. Die Negativkontrolle zur Immunhistochemie ist in der folgen-
den Abbildung (b) dargestellt. Unter der Verwendung des monoklonalen Antikérpers
BC-2 (c), Markierung der A1/A4-Doméne von Tn-C,) wird das fir die Hyperplasie typi-
sche Markierungsmuster mit Fokus auf die Basalmembran und nur geringer Stromade-
position sichtbar. Im Falle von BC-3 (d), welcher die B-Doméne detektiert, ist die Mar-
kierung ausschlieBlich auf die Basalmembran beschrankt und zeigt keine GefaBdetek-
tion, wohingegen BC-4 (e) durch die Detektion sdmtlicher Tenascinvarianten eine deut-
lich massivere Markierung der Basalmembran und des angrenzenden Stromas, ein-
schlieBlich enthaltener BlutgefaBe, hervorruft. Durch die rekombinanten Antikérper F-
16 (A1-doméanenspezifisch) und G-11 (C-doméanenspezifisch) werden nur geringe bzw.
keine (f und h) Markierungen und durch D-11 (D-Domane, g) eine ahnlich geringe An-
farbung wie in (d), jedoch mit einer verminderten Betonung der Basalmembran, erzielt.

4.2.2. Immunhistochemisches Verteilungsmuster von Tenascin-C-
SpleiBdomanen in dysplastischer Mundschleimhaut

Die Verteilungsmuster der Antikdrper bei den Dysplasiepraparaten waren ins-
gesamt nahezu identisch mit denjenigen, welche flr die hyperplastischen Papa-
rate bereits vorgestellt wurden. So weisen die Antikérper BC-2 und BC-3 auch
in diesen Fallen eine selektivere Darstellung von Tenascin-C auf als beispiels-
weise BC-4, der von den monoklonalen Antikérpern das Gewebe quantitativ am
starksten markiert. Insgesamt findet sich bei den dysplastischen Praparaten
allerdings eine Tenascin-C-Expression, die sich nicht nur auf die Basal-
membran beschrankt, sondern auch schon das subepitheliale Bindegewebe mit
einschlieBt (siehe Abb.4 (e)). Interessant war die Tatsache, dass bei der Ver-
wendung des Antikérpers F-16 und auch bei D-11 nur sehr schwache Depositi-
onen innerhalb der Basalmembran und des Stromas auftraten und vor allem die
Ubergangszone von ,normalem* Epithel in Dysplasie markiert wurde. Zusétzlich
treten in den dysplastischen Praparaten jetzt auch vermehrt zytoplasmatische
Depositionen auf, die sich vor allem im Bereich der basalen Keratinozyten und
vorwiegend durch die monoklonalen Antikérper (BC-2, BC-3 und BC-4) nach-
weisen lassen. Wie bei den hyperplastischen Praparaten konnten auch hier
durch den rekombinanten Antikérper G-11 keine Markierungsmuster nachge-
wiesen werden. Abbildung 4 gibt einen Uberblick tiber die in der dysplastischen

Mundschleimhaut erzielten Markierungsmuster.
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Abb.4. Darstellung immunhistochemischer Depositionsmuster von Tn-C-SpleiBdoma-
nen in dysplastischer Mundschleimhaut. Abb. (a) zeigt das HE-Praparat mit deutlich
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erkennbaren Schichtungsstérungen, Zellpolymorphien und Mitosefiguren innerhalb des
Epithels. Die darauffolgende Abbildung (b) stellt wiederum die Negativkontrolle ohne
jegliche Farbung dar. Abbildung (c) zeigt das immunhistochemische Markierungsmus-
ter unter Verwendung des monoklonalen Antikérpers BC-2, der die A1/A4-Domane der
groBen ungespleiBten Tenascinvariante (Tn-Cy) markiert und in dieser Praparateserie
besonders eine Anreicherung im Bereich der Ubergangszone von hyperplastischer in
dysplastische Mundschleimhaut zeigt. In der darauffolgenden Abbildung (d) kommt
durch den Antikérper BC-3 die B-Doméne von Tenascin-C zur Darstellung. Auch in
diesem Bild vor allem in beschriebener Ubergangszone und angrenzendem Stroma mit
allerdings deutlich geringer Intensitat und Ausdehnung als in Abbildung c. Die Darstel-
lung aller Varianten von Tn-C durch den monoklonalen Antikérper BC-4 (Abb. e) er-
reicht auch in den Dysplasiepraparaten die intensivste und ausgedehnteste Markie-
rung. Die Markierung durch die rekombinanten Antikérper F16, (f, markiert die A1-
Domane) und D-11 (g, markiert die D-Doméane) beschrénken sich auf zarte Depositio-
nen im Bereich der Basalmembran bzw. zeigen im Falle von G-11 (h, markiert die C-
Domane) erneut keine Markierung.

4.2.3. Verteilungsmuster von Tenascin-C-SpleiBdoménen in gut differen-
zierten oralen Plattenepithelkarzinomen

Wie in den ersten beiden beschriebenene Fallgruppen konnten auch bei den
gut differenzierten Karzinomen keine auffallenden Unterschiede in der Vertei-
lung der TenascinspleiBvarianten festgestellt werden. So waren auch bei den
gut differenzierten Tumoren die Tenascin-C-Expressionen sowohl im Bereich
der Basalmembran als auch im angrenzenden Bindegewebe nachweisbar. Zu
verzeichnen ist eine generelle Zunahme der stromalen Deposition und fokalen
zytoplasmatischen Markierungen einzelner Tumorzellen, die auch hier bei der
Verwendung des BC-4 Antikdrpers am deutlichsten wurde. Klare Tumor-asso-
ziilerte Anderungen der Markierungsmuster im Vergleich zu hyperplastischer
und dysplastischer Mundschleimhaut lassen sich allerdings nicht aufzeigen. In
der Mehrzahl der Falle war die Markierung der subepithelialen Basalmembran
durch den D-11 Antikérper deutlicher und der Nachweis der stromalen Deposi-
tion geringer als durch F-16. Zusatzlich ergab sich interessanterweise in einigen
Fallen durch D-11 eine &hnlich starke oder teilweise sogar eine ausgepragtere
Markierung als sie durch Verwendung des monoklonalen Antikérpers BC-3 er-
zielt werden konnte (Abb.5 (d BC-3) und (g D-11)). Auch bei den gut differen-
zierten Tumoren war der Nachweis der C-Doméane durch den rekombinanten
Antikérper G-11 negativ. Abbildung 5 gibt einen Uberblick tiber die beschriebe-

nen Markierungsmuster in gut differenzierten Plattenepithelkarzinomen.
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Abb.5 Darstellung der immunhistochemischen Verteilungsmuster von Tn-C-SpleiBdo-
ménen in gut differenzierten oralen Plattenepithelkarzinomen. Zunéchst erneut mit der
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Darstellung des HE-Praparates in Abbildung (a) und der Negativkontrolle in Abbildung
(b). Durch die Verwendung des A1/A4-doméanenspezifischen Antikérpers BC-2, kommt
es in Abbildung (c) in diesem Fall zur vorwiegenden Darstellung des Tumorstromas.
Die folgende Abbildung (d) zeigt das immunhistochemische Verteilungsmuster unter
der Verwendung des B-domanenspezifischen Antikrpers BC-3, dessen Intensitét sich
sichtlich vom vorherigen Préaparat unterscheidet. Auch bei den gut differenzierten Kar-
zinomen ist die Darstellung aller Tenascin-C-Varianten durch den Antikérper BC-4
(Abb. e) am starksten ausgepragt. In Abbildung (f) wird die A1-Doméane von Tn-C.
durch den rekombinanten Antikérper F-16 dargestellt. Dieser zeigt ein dem in Abbil-
dung (d) bereits erwahnten Antikérper BC-3 dhnliches Farbeverhalten. Darauffolgend
wird durch D-11 die D-Doméne in Abbildung (g) dargestellt. Wie bei den Hyperplasien
und den Dysplasien wurde auch bei den gut differenzierten Karzinomen durch den re-
kombinanten Antikérper G-11, der die C-Doméane von Tn-C_ markieren soll, keine De-
tektion erreicht (Abb.h).

4.2.4. Inmunhistochemisches Verteilungsmuster von Tenascin-SpleiB-
domanen in maBig differenzierten oralen Plattenepithelkarzinomen

Auch in der Gruppe der maBig differenzierten Karzinome zeigen sich keine vél-
lig neuen Aspekte. Die Tendenz, dass der D-11 Antikérper sowohl das Stroma
als auch die subepitheliale Basalmembran deutlicher markiert als F-16, bleibt
hier ebenso bestehen wie die Feststellung, dass die durch BC-4 detektierten
Tenascinvarianten stets am starksten in den Praparaten vertreten sind. Die ten-
denziell deutlichere Markierung durch den rekombinanten Antikérper D-11, im
Vergleich zu F-16, war bei den G2-Tumoren noch ausgepragter als in der
Gruppe der gut differenzierten Karzinome, wo zwar die Mehrzahl der Falle die-
ser Tendenz folgten, aber auch einige Praparate ein gegenteiliges Verhalten
zeigten. Ebenso wie bei den G1-Tumoren, gab es auch bei den maBig differen-
zierten Karzinomen Falle, die diesem Trend nicht folgten (siehe Abb.6 hier zeigt
F-16 eine deutlichere Markierung (f) als D-11 (g)). Auch bei den maBig differen-
zierten Tumoren konnte eine weitere Zunahme der stromalen Deposition ver-
zeichnet werden, sodass es in wenigen Féllen zur kompletten und in der Mehr-
zahl wenigstens zu einer maBig bis starken Markierung des Stromas durch den
monoklonalen Antikérper BC-4 kam. Auch die zellularen Depositionen waren in
dieser Gruppe quantitativ stéarker ausgepragt als bei den gut differenzierten ora-
len Plattenepithelkarzinomen. Der bei den gut differenzierten Karzinomen neu
aufgefallene Aspekt, dass der rekombinante Antikbrper D-11 teilweise eine ahn-
liche oder gar starkere Markierung hervorruft als BC-3, wird bei den maBig diffe-

renzierten Tumoren weiter bestatigt.
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In einem einzigen Fall kam es zu einer interstitiellen Positivitat durch den re-
kombinanten Antikdrper G-11 (sieche Abb.h). Abbildung 5 gibt einen Uberblick
Uber die Tenascin-C-Markierungsmuster in maBig differenzierten oralen Platten-

epithelkarzinomen.
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Abb.6. Die Darstellung der immunhistochemischen Verteilungsmuster von Tn-C-
SpleiBdoméanen im maBig differenzierten oralen Plattenepithelkarzinom zeigt in Abbil-
dung (a) wiederum den HE-Schnitt und in der nachfolgenden Abbildung die Negativ-
kontrolle desselben Falles (b). Abbildung (c) zeigt die Verteilung der A1/A4-Doméne
des Tn-C, durch die Verwendung des monoklonalen Antikérpers BC-2. Erkennbar wird
eine ausgepragte stromale Deposition, die eine deutliche Zunahme im Vergleich zu
den gut differenzierten Tumoren oder auch den dysplastischen Praparaten zeigt. Dar-
auf folgt in Abbildung (d) die Darstellung der B-Domé&ne der groBen ungespleiBten
Form des Tenascin-C unter der Verwendung von BC-3. Hier werden vor allem die Ba-
salmembranen sichtbar, die in der vorherigen Abbildung kaum differenzierbar waren,
jedoch wird das Stroma durch BC-3 auch bei den méaBig differenzierten Karzinomen
weniger markiert als beispielsweise durch BC-2. In Abbildung (e) werden abermals alle
moglichen Tenascinvarianten durch den monoklonalen Antikérper BC-4 dargestellt.
Dabei kommt es in diesem Praparat zu einer ahnlich starken Markierung wie in Abbil-
dung ¢ durch BC-2 mit Betonung der stromalen Komponente. In Abbildung (f) erfolgt
die Darstellung der A1-Doméne von Tn-C. durch Nutzung des rekombinanten Antikor-
pers F-16. Die nachfolgende Abbildung (g) zeigt das spezifische Verteilungsmuster der
D-Doméne, das durch die Verwendung des rekombinanten Antikérpers D-11 erzielt
wird und in einer méBigen Deposition des Stromas und einer deutlichen Markierung
der Basalmembranen zeigt. Die letzte Abbildung (h) zeigt die insgesamt nur in zwei
Fallen (1x G2 und 1x G3) nachgewiesene inerstitielle Positivitadt durch den rekombinan-
ten Antikdrper G-11.

4.2.5. Inmunhistochemisches Verteilungsmuster von Tenascin-C-SpleiB-
domanen in schlecht differenzierten Plattenepithelkarzinomen
Insgesamt zeigen die schlecht differenzierten oralen Karzinome tendenziell
wieder eine etwas verminderte stromale Deposition im Vergleich zu den maBig
differenzierten Tumoren. Gleiches gilt fir die zytoplasmatischen Depositionen,
die in dieser Gruppe zahlenmaBig ebenfalls abnehmen. Allerdings bleiben auch
bei den G3-Tumoren die ,Markierungsrangfolgen® der zuvor beschriebenen
Karzinome im GroBen und Ganzen erhalten, sodass der monoklonale Antikor-
per BC-4 stets ein starkeres Markierungsverhalten aufweist als BC-2 und dieser
Antikérper dabei wiederum eine noch intensivere Markierung erzielt als BC-3.
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Flr die rekombinanten Antikérper D-11 und F-16 bedeutet das, dass auch in
der Gruppe der schlecht differenzierten Karzinome die Tendenz der deutliche-
ren Markierung durch D-11 im Vergleich zu F-16 erhalten bleibt (Rangfolge der
Markierungsintensitaten: BC-4>BC-2>BC-3 und D-11>F-16). Der in der Bildtafel
dargestellte Fall folgt nicht dieser Tendenz, sondern zeigt eine etwas ausge-
pragtere stromale Markierung durch F-16 als durch D-11.

Zudem gab es auch in dieser Gruppe einen Einzelfall, der positiv auf den re-
kombinanten Antikérper G-11 reagierte und eine interstitielle Markierung auf-
wies (wurde nicht in der Bildtafel dargestellt). Flr alle anderen Falle konnte kei-
ne Positivitat bei diesem Antikérper nachgewiesen werden.

Eine Korrelation zwischen dem Grad der Entziindung und einer Veranderung
der Depositionsmuster konnte in keinem der betrachteten Falle und Gruppen
bestatigt werden. Abbildung 5 gibt einen Uberblick Gber die Tenascin-C-
Markierungsmuster in schlecht differenzierten oralen Plattenepithelkarzinomen.
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Abb.7. Darstellung der immunhistochemischen Verteilungsmuster von Tn-C-
SpleiBdomanen im schlecht differenzierten Plattenepithelkarzinom. In den ersten bei-
den Abbildungen erfolgt die Darstellung des HE-Schnittes (a) und der Negativkontrolle
(b). In den nachsten drei Abbildungen werden die domanenspezifischen Verteilungs-
muster der monoklonalen Antikérper BC-2 (c; A1/A4-Doméane von Tn-C,), BC-3 (d; B-
Doméane von Tn-C,) und BC-4 (Abb. e; samtliche Tenascinvarianten) dargestellt. Ins-
gesamt fallt eine Abnahme der stromalen Depositionen im Vergleich zu den maBig
differenzierten Karzinomen auf. Wahrend BC-4 (e) auch in den G3-Tumoren die aus-
gepragteste Markierung erzielt, erreicht BC-3 (d) lediglich ein geringes Depositions-
muster, das dem des Antikdrpers D-11 (g) sehr dhnlich ist. So werden etwaige Basal-
membranen nur vereinzelt und unvollstandig dargestellt und eine stromale Markierung
ist fast nicht nachweisbar. Es folgen die immunhistochemischen Verteilungsmuster der
rekombinanten Antikérper. Zunachst kommt die A1-Domé&ne unter der Verwendung
von F-16 in Abbildung (f) zur Darstellung. Als vorletzte Abbildung folgt das spezifische
Markierungsmuster der D-Doméane durch den Antikérper D-11 in Abbildung (g), das nur
sehr schwache Markierungen aufweist, die sich vorwiegend auf die lickenhafte Dar-
stellung der Basalmembran beziehen. Zuletzt wird in Abbildung (h) die C-Doméane
durch G-11 dargestellt, die im aufgezeigten Fall allerdings keine Positivitat aufweist.

4.3. Semiquantitative Bewertung der Tenascin-C -Deposition

Die semiquantitative Bewertung erfolgte mittels des in Material und Methoden
aufgezeigten Schemas. Dabei sollte untersucht werden, ob es bei den ver-
schiedenen Malignitatsgraden der betrachteten Karzinome Unterschiede in der

Expression mdglicher existierender SpleiBvarianten des Tenascinmolekiils gibt.
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Far alle Falle wurde jeder der verwendeten Antikdrper einzeln lichtmikrosko-
pisch betrachtet und bewertet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammenge-
faBt.

In der unten aufgeflhrten Tabelle wird deutlich, dass sich die Depositions-
muster innerhalb der betrachteten Fallgruppen nicht wesentlich unterscheiden.
Wie bereits in der immunhistochemischen Auswertung angedeutet, werden
durch die monoklonalen Antikérper (BC-2, BC-3 und BC-4) die starksten Mar-
kierungen erzielt, wobei sich BC-2 (A1/A4-Doméne) und BC-4 (Gesamt-Tena-
scin) im Markierungsmuster zwar prinzipiell dhneln, BC-4 jedoch stets eine
ausgepragtere Deposition aufweist.

Finden sich bei den Hyperplasien vorwiegend Depositionen im Bereich der Ba-
salmembran und mit geringer Auspragung des unmittelbar angrenzenden Stro-
mas, so nehmen die stromalen Markierungen in der Tendenz mit ansteigendem
Malignitatsgrad zunachst zu, um dann im Fall der schlecht differenzierten Tu-
moren wieder eine Regredienz zu zeigen. Eine statistische Signifikanz dieser
Unterschiede konnte jedoch nicht belegt werden. Dies bedeutet letztendlich,
dass sich die Auspragung bestimmter TenascinspleiBvarianten, in Abhangigkeit
vom Malignitatsgrad, nicht verandert.
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Tabelle 7 Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse der semiquantitativen Bewertung der

immunhistochemischen Markierungen unter Verwendung der domanenspezifischen

Tenascin-C-Antikérper. Die verschiedenartige farbige Unterlegung der Falle spiegelt

die Zusammenstellung der Gradinggruppen bei der Statistik wider. Zum verwendeten

Scoringsystem siehe Punkt 3.2.4.

Fall | Grading BC-2 BC-3 BC-4 F-16 D11 G11
1 | Hyperplasie ++ + ++ - - -
2 | Hyperplasie ++ + +44+ + + -
3 |Hyperplasie| ++++s +++ ++++8 ++ +++ -
4 | Hyperplasie +++ ++ +++ + ++ -
5 |Hyperplasie ++ ++ +++ + ++ -
6 |Hyperplasie| ++++s +++ ++++S ++ +++ -
7 | Hyperplasie ++ + +4+ - + -
] Dysplasie +++ + +++ - + .
9 Dysplasie ++ ++ ++ - - -

19 G2 ++ ++ +++ + ++ =
20 G2 +++ ++ +++ ++ ++(>F16) -
21 G2 ++++S +++ ++++k ++ +++ -
22 G2 +++ +++ ++++S ++ +++ =
23 G2 ++++k ++ ++++K +++ +++ ++Interstit.
24 G2 +++ ++ ++++S + ++ =
25 G2 +++ ++ ++++k ++ ++ -
26 G2 ++++S +++ ++++S ++ +++ -
27 G2 +++ ++ ++++S ++ ++(>F16) -
28 G2-G3 +++ ++ ++++S ++ +++ ++Interstit.
29 G2-G3 ++ + +++ = = =
30 G2-G3 ++++S +++ ++++k +++ ++ -
31 G2-G3 +++ ++ ++++S +++ ++ -
32 G2-G3 +++ ++ ++++S ++ ++(>F16) -
33 G2-G3 ++ ++ +++ ++ ++(>F16) -
34 G2-G3 ++++S +++ ++++S ++ +++ -
35 G3 ++ + +++ ++ + -
36 G3 +++ ++ ++++S ++ +++ -
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Die Mittelwerte und Standardabweichungen flr die untersuchten Antikérper sind
im Folgenden graphisch dargestellt.

5 5
4,5 4,5
4 4
3,5 3,5
3 3
25 25
2 2
1,5 1,5
1 1
0,5 0,5
0 0
Hyp. Dysp. Gt (€2 G3

Abb.8 Graphische Darstellung der Mittelwerte (blauer Balken) und Standardabwei-
chungen (schwarzer Balken) fir den monoklonalen Antikérper BC-2. Dabei galt fir die
Hyperplasie eine Fallzahl von n=7, fir die Dysplasie eine Fallzahl von n=2 und fir G1-
G3 jeweils eine Fallzahl von n=9. Die Fallzahlen bleiben fur die folgenden Abbildungen
identisch.
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3,5 35
3 3
25 25
2 2
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1 1
0,5 0,5
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Hyp. Dysp. Gt (€2 G3

Abb.9. Graphische Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen fir den
monoklonalen Antikérper BC-3.
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Abb.10 Graphische Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen fir den

monoklonalen Antikérper BC-4.
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Abb.11 Graphische Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen fiir den

rekombinanten Antikérper F-16.
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Abb.12 Graphische Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen fir den

rekombinanten Antikérper D-11.
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Abb.13 Graphische Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichung fir den re-

kombinanten Antikérper G-11.
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Nachfolgend erfolgt die tabellarische Darstellung der statistischen Signifikanzen
der einzelnen Antikérper bezogen auf die verschiedenen Malignitatsgrade. Die
Praparate dysplastischer Mundschleimhaut wurden in die Betrachtung nicht mit
eingeschlossen, da ihre Fallzahl mit n=2 zu gering und damit eine statistisch
verwertbare Aussage nicht mdglich war.

Bei der statistischen Auswertung mittels einfacher Kreuztabellen sowie unter
Zuhilfenahme des Chi-Quadrat-Testes nach Pearson bestétigt sich der bereits
in der immunhistochemischen Auswertung erkennbare Trend, dass sich die
immunhistochemischen Expressionslevels der unterschiedlichen SpleiBdoma-
nen innerhalb der verschiedenen Malignitatsgrade nicht wesentlich voneinander
unterscheiden. Zwar differieren (wie bei der semiquantitativen Auswertung be-
reits beschrieben) die Markierungsmuster der einzelnen Antikérper innerhalb
eines Falles voneinander; statistisch signifikante Unterschiede Uber alle Falle
insgesamt betrachtet im Vergleich der Gradingstufen konnten nicht belegt wer-
den (alle p-Werte > 0.05). Einzig bei der globalen Betrachtung aller Falle und
aller Antikérper zusammen fallen statistisch signifikante Werte auf. Diese betref-
fen den monoklonalen Antikérper BC-4 mit einem p-Wert von 0.025 und den
rekombinanten Antikdrper F-16 mit einem p-Wert von 0.017. Dies lasst die Aus-
sage zu, dass es Unterschiede bei der Auspragung von gesamt-Tenascin-C
(Antikérper BC-4) bzw. der A1-SpleiBing-Doméne (Antikdrper F-16) innerhalb
aller betrachteten Falle gibt. Wie sich diese Unterschiede allerdings manifestie-
ren oder ob ein Zusammenhang zum Grading existiert, lasst sich hiervon jedoch
nicht ableiten. Somit werden auch durch die statistische Auswertung die im-
munhistochemischen Ergebnisse sowie die Resultate der RT-PCR untermauert.

Tabelle 8 p-Werte der semiquantitativen Auswertung der immunhistochemischen
Markierung der A1/A4-Domane (Antikdrper BC-2) fur die einzelnen Gradingklassen
(G1-G3) (Chi®-Test).

BC-2 Hyperplasie G1 G2 G3
Hyperplasie | - 0.205 0.139 0.462
G1 0.205 - 1.0 0.436
G2 0.139 1.0 - 0.689
G3 0.462 0.436 0.689 -
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Tabelle 9 p-Werte der semiquantitativen Auswertung der immunhistochemischen
Markierung der B-Doméne (Antikérper BC-3) fur die einzelnen Gradingklassen (G1-G3)
mittels Chi*-Test.

BC-3 Hyperplasie | G1 G2 G3
Hyperplasie | - 0.126 0.137 0.572
G1 0.126 - 1.0 0.361
G2 0.137 1.0 - 0.620
G3 0.572 0.361 0.620 -

Tabelle 10 p-Werte der semiquantitativen Auswertung der immunhistochemischen
Markierung samtlicher Tenascin-C-SpleiBvarianten (Antikdrper BC-4) fir die einzelnen
Gradingklassen (G1-G3) mittels Chi*-Test

BC-4 Hyperplasie | G1 G2 G3
Hyperplasie | - 0.053 0.126 0.212
G1 0.053 - 1.0 0.576
G2 0.126 1.0 - 1.0
G3 0.212 0.576 1.0 -

Tabelle 11 p-Werte der semiquantitativen Auswertung der immunhistochemischen
Markierung der A1-Doméne (Antikérper F-16) fir die einzelnen Gradingklassen(G1-
G3) (Chi®-Test).

F-16 Hyperplasie | G1 G2 G3
Hyperplasie | - 0.099 0.198 0.071
G1 0.099 - 1.0 1.0
G2 0.198 0.576 - 0.576
G3 0.071 1.0 0.576 -

Tabelle 12 p-Werte der semiquantitativen Auswertung der immunhisochemischen
Markierung der D-Doméne (Antikérper D-11) fir die einzelnen Gradingklassen (G1-G3)
mittels Chi*-Test.

D-11 Hyperplasie | G1 G2 G3
Hyperplasie | - 0.198 0.282 0.895
G1 0.198 - 1.0 0.793
G2 0.282 1.0 - 1.0
G3 0.895 0.793 1.0 -

Tabelle 13 p-Werte der semiquantitativen Auswertung der immunhistochemischen
Markierung der C-Domane (Antikérper G-11) fur die einzelnen Gradingklassen (G1-G3)
mittels Chi*-Test.

G-11 Hyperplasie | G1 G2 G3
Hyperplasie | - - 1.0 1.0
G1 - - 1.0 1.0
G2 1.0 1.0 - 1.0
G3 1.0 1.0 1.0 -
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Tabelle 14 p-Werte der semiquantitativen Auswertung der immunhistochemischen
Markierung aller Doméanen und aller Gradingklassen mittels Chi2-Test.

Antikérper | BC-2 BC-3 BC-4 F-16 D-11 G-11

p-Wert 0.475 0.275 0.025 0.017 0.176 1.0

4.4. Resultate der RT-PCR

Nach der Extraktion von total-RNA aus zehn ausgewahlten oralen Plattene-
pithelkarzinomen unterschiedlichen Malignitatsgrades (3xG1, 4xG2 und 3xG3)
wurden diese der RT-PCR fir B-Aktin, Gesamt-Tenascin-C und Tenascin-C-
SpleiBdomanen zugeflihrt und deren Ergebnis anschlieBend mit Hilfe der Gel-
Elekiropherese ausgewertet. Dabei sollten die verschiedenen mdglichen Te-
nascin-C-SpleiBdomanen bei unterschiedlich differenzierten oralen Plattene-
pithelkarzinomen nachgewiesen werden.

In den nachfolgenden Abbildungen sind die Resultate fir alle ausgewéahlten
Primerkombinationen und Tumorfalle fotografisch dargestellt. Dabei kommt auf
der linken Seite der Abbildungen jeweils die Basenpaarstandardleiter zur Dar-
stellung, gefolgt von den zehn Amplifikationsprodukten der jeweiligen Tumorfal-
le sowie als letzte Bande die Negativkontrolle der RT-PCR unter Verwendung
von Wasser. Zunachst wurde eine Kontroll-PCR mit B-actin in 1.000-facher Ver-
dinnung der totalRNA hergestellt (Abb.14 (a)). B-actin stellt ein sogenanntes
Housekeepinggen dar und ist somit in allen Zellen vorhanden, sodass seine
Banden als semiquantitativer Vergleichswert zu den anderen PCR-Ergebnissen
herangezogen werden kdnnen. Ebenso wie die darauffolgende Darstellung von
Gesamt-Tenascin-C (Abb.14 (b) in 5.000-facher Verdiinnung der totalRNA), das
samtliche Tenascin-C-SpleiBvarianten erfaBt und somit auch als Bezugswert fir
die nachfolgenden PCR-Produkte gelten kann. Da bei den Referenz-RT-PCRs
(B-aktin und gesamt-Tenascin-C) fur alle zehn Tumorfélle eine etwa gleiche
Bandenstarke nachweisbar ist, erscheint es sehr wahrscheinlich, dass Unter-
schiede in den spleiBdoméanenspezifischen RT-PCRs tatsachliche Expressi-
onsunterschiede innerhalb der verschiedenen Malignitatsgruppen reprasentie-
ren und nicht mdglicherweise auf unterschiedliche Mengen an zu amplifizieren-

der RNA in den untersuchten Proben zurlickzufiihren sind.
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Bei der Betrachtung der spleiBdoméanenspezifischen PCRs fallt insgesamt auf,
dass sich die Amplifikationsprodukte innerhalo der verschiedenen Maligni-
tatsgrade nicht auffallend voneinander unterscheiden, sondern in der Regel
identische Banden in gleichartiger Intensitat und Lokalisation abgebildet wer-
den. Soweit dabei der experimentelle Ansatz eine derartige Aussage zulasst,
wird deutlich, dass die SpleiBdoméanen A1, A2, A3, A4 und B in allen zehn Kar-
zinomen immer exprimiert werden und deren Expression ebenfalls unabhangig
vom Malignitatsgrad des jeweiligen Tumorfalles ist (Abbildung 14 Primerkombi-
nationen T1-T16 (c) bis T4-T13 (f)). Somit kann man sagen, dass das RT-PCR
Screening in diesem Bereich von Tenascin-C. in der Regel immer alle hier
moglichen Doméanen erfasst. Eine Ausnahme stellt die Primerkombination T3-
T14 dar (Abbildung 14 (e)), bei der zusatzlich bei 85bp in allen zehn Fallen an-
deutungsweise ein weiteres PCR-Produkt zu sehen ist. Diese Bande reprasen-
tiert eine SpleiBingvariante, bei der die A3-Doméne fehlt.

Im Gegensatz dazu kann man im Bereich der B- bis D-Doméane von Tenascin-
C.L (Abbildung 14 Primerkombination T5-T12 (g) und Abbildung 15 Primerkom-
binationen T6-T12 (h) bis T7-T11 (l)) eine gr6Bere Variabiltat in der Expression
der einzelnen SpleiBingdomanen feststellen. Dazu zahlt unter anderem auch
die parallele Existenz von Tenascin-C-SpleiBvarianten, die von den Primerkom-
binationen T5-T12 (Abbildung 14 (g)) bis T7-T10 (Abbildung 15 (k)) erfasst wer-
den. In diesem Bereich wird insbesondere eine differentielle Expression der
AD1-, AD2-, C- und D-Domane deutlich.

Unsere Aussagen stltzen sich auf folgende PCR-Befunde: In Abbildung 15 wird
beispielsweise bei der Primerkombination T7-T10 (k) bei 419 Basenpaaren flr
den zehnten Tumorfall keine Bande dargestellt (419bp entsprache der SpleiB3-
doméanenkombination: AD1-D). Allerdings erscheint bei einer GréBe von 692
Basenpaaren fur diesen Fall wieder ein Amplifikationsprodukt (entspricht der
SpleiBdomanenkombination: AD1-C-D), was ein Beispiel fir eine differentielle
Auspragung spezieller Doméanen in diesem Bereich von Tn-Cy ist. Auch bei der
Primerkombination T5-T12 in Abbildung 14 (g) wird diese Aussage unterstitzt,
da sich hier bei 1076 Basenpaaren (entspricht der SpleiBdomanenkombination:
A4-B-AD2-AD1) auch nur in 6 von 10 Fallen ein PCR-Produkt darstellen lasst
(was bedeutet, dass nicht alle Tumore die B- und gleichzeitig die AD2-Domaéane
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enthalten). Diese 6 Falle entstammen unterschiedlichen Malignitatsgradgrup-
pen, sodass kein Zusammenhang mit der Expression dieser Doméanenkombina-
tion und dem Malignitatsgrad des Karzinoms hergestellt werden kann. Auch bei
der Primerkombination T6-T12 (Abbildung 15 (h)) wird nur in sieben von zehn
Tumorfallen RNA bei 637 Basenpaaren amplifziert, was der SpleiBdoméanen-
kombination B-AD2-AD1 entspricht. Dies ist ebenfalls ein Indiz fur die differen-
tielle Expression bestimmter Doménen. Auch bei diesem Beispiel existiert kein
Zusammenhang mit dem Malignitatsgrad der betreffenden Tumorfalle. Interes-
santerweise treten bei dieser Primerkombination (T6-T12, Abbildung 15 (h))
auch Banden bei etwa 900 Basenpaaren auf, die allerdings keiner der bisher
bekannten Domanenkombination entsprechen. Aufgrund einer relativ stabilen
GrdBe von ca. 270 Basenpaaren je SpleiBdomane sollte bei diesem Produkt die
Existenz einer bislang unbekannten Doméne im Bereich des von dieser Primer-
kombination erfassten Molekiilabschnittes von Tenascin-C in Betracht gezogen
werden. Ebenso wie bei T6-T12 treten auch bei der Primerkombination T5-T12
(Abbildung 14 (g)) Banden auf, die keiner bekannten Domanenstruktur entspre-
chen. Diese befinden sich aber in diesem Fall auBerhalb der Standardleiter und
kénnen in ihrer GroBe somit nur schwer abgeschatzt werden. Zuséatzlich schei-
nen innerhalb der Tumorfélle auch Unterschiede beziiglich der Expression die-
ser Doménen eine Rolle zu spielen, da sich die Banden qualitativ voneinander
unterscheiden. Fir eine genaue Definition der Domanenstruktur in diesem Be-
reich bedarf es Sequenzierungsanalysen, die Gegenstand weiterfiihrender Un-
tersuchungen sein sollten.

Desweiteren existieren auch Primerkombinationen, bei denen man sich nicht
mit eindeutiger Sicherheit auf die enthaltene Domanenstruktur festlegen kann,
da sich die mdglichen Amplifikationsprodukte hier nur um wenige Basenpaare
(bp) voneinander unterscheiden. So zum Beispiel bei der Primerkombination
T5-T12 (Abbildung 14 (g)), wo rechnerisch bei 793bp bzw. bei 803bp PCR-
Produkte zu erwarten sind, welche entweder den Einschluf3 der B-Domane oder
der AD2-Doméane von Tn-C_ reprasentieren. Im Gel ist in diesem Bereich nur
eine Bande zu erkennen, sodass es sich entweder um die eine oder um die an-
dere Doméane handeln muss. Eine genaue Zuordnung ist aber aufgrund der zu

geringen Basenpaardifferenz zwischen beiden mdglichen Produkten und der
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schlechten Auflésung der Stanardleiter nicht méglich. Daher kann ein exaktes
Festlegen auf die enthaltene Doméane (B oder AD2) im Rahmen dieser Arbeit
nicht erfolgen. Ahnlich wie eben beschrieben, verhalt es sich auch bei der Pri-
merkombination T6-T11 (Abbildung 15 (i)) wo bei 456bp bzw. bei 459bp folgen-
de Doméanenkombinationen méglich sind: B-AD2-C oder B-AD1-C (auch in die-
sem Fall ist nur eine Bande sichtbar, wodurch auch hier nur eine Domé&nen-
kombination mdéglich wird) oder bei der Primerkombination T6-T10 (Abbildung
15 (j)) bei 506 bzw. 509 Basenpaaren, die den EinschluB der C- oder der AD1-
Doméne wahrscheinlich machen. Auch hier kommt nur eine Bande im Agaro-
segel zur Darstellung, die entweder bei 506bp oder bei 509bp zu sehen ist. Wie
bereits erwahnt, ist ein genaues Festlegen auf die tatsachliche Domanenstruk-
tur nicht méglich. Auch hier ist eine genauere Aussage Uber die tatsachlichen
Doméanenkombinationen in diesem Bereich von Tenascin nur mit Hilfe von Se-
quenzierungsexperimenten maoglich.

In der Zusammenfassung der RT-PCR Screeningexperimente ergibt sich eine
relative Konstanz der Expression aller SpleiBdoméanen im Bereich der Doméanen
A1-B. Im Bereich der SpleiBdomanen B bis D zeigt sich eine gréBere Variabilitat
moglicher Tn-C-SpleiBvarianten, wobei jedoch eine Korrelation zum Maligni-
tatsgrad der untersuchten Tumoren nicht zu verzeichnen ist. Allerdings lasst
sich eine Tendenz in Richtung verstarkter Expression der AD2-Domaéane bei
schlechter differenzierten oralen Plattenepithelkarzinomen beobachten. Zusatz-
lich auftretende, der bekannten Doméanensequenz im Bereich B bis C nicht zu-
zuordnende, Amplifikationsprodukte flihren zu der Annahme einer weiteren,

bislang nicht bekannten Domane in diesem Bereich.

4.5. Vergleich der immunhistochemischen und der RT-PCR Resultate

Beim Vergleich der Ergebnisse der Immunhistochemie und der Resultate der
RT-PCR fallt auf, dass sich diese nicht wesentlich voneinander unterscheiden
und insgesamt die RT-PCR die Ergebnisse der Immunhistochemie bestatigen.
Dementsprechend bestatigen sich auch bei der RT-PCR die Hinweise, dass
sich die Doméanenstrukturen der verschiedenen méglichen SpleiBvarianten von
Tenascin-C. innerhalb der unterschiedlichen Malignitatsgrade der oralen Plat-

tenepithelkarzinome nicht voneinander unterscheiden. Fir fast alle immunhisto-
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chemisch nachgewiesenen Domanen konnte auch ein entsprechendes
Transkript in der PCR nachgewiesen werden. So reprasentiert der monoklonale
Antikdrper BC-2 in der Immunhistochemie die A1/A4-Doméane, BC-3 die B-
Domane, BC-4 das Gesamt-Tenascin, die rekombinanten Antikérper F-16 die
A1-Doméane und D-11 die D-Domane. Allerdings findet sich trotz Vorhanden-
seins eines MRNA-Transkriptes in der RT-PCR flr die C-Domane (sie wird im-
munhistochemisch durch den rekombinanten Antikdrper G-11 reprasentiert),
kein immunhistochemisches Korrelat - der Antikérper G-11 war lediglich in zwei
Tumorfallen positiv.

Weiterhin wurden auch die semiquantitativen Unterschiede in der immunhisto-
chemischen Verteilung der unterschiedlichen SpleiBdomé&nen nicht durch die
RT-PCR-Resultate reflektiert. Hier wurden séamtliche Banden in ahnlicher Inten-
sitat und Breite im Agarosegel dargestellt, was eine gleichartige Expression der
SpleiBdoméanen in den Fallen unterschiedlichen Malignitatsgrades impliziert.
Wirkliche Expressionsunterschiede auf mRNA Ebene kdnnen allerdings nur im
Rahmen einer quantitativen real-time-RT-PCR-Analyse nachgewiesen werden,
da bei dieser Form der PCR die einzelnen Amplifikationszyklen in Zahl und
Dauer genau definiert sind und somit Unterschiede bei den Amplifikaten im
Vergleich zu house keeping-Genen exakt vergleichbar werden.
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IxG1 4xG2 IxG3

a) 201 bp
B-Aktin
b) 332bp (Gesamt-Tn)
T25F-T27R
©) 453 bp (5-A1-A2)
d) 737bp (5-A1-A2-A3)
T1T15
357bp (A2-A3-Ad)
€)
85bp (A2-Ad)
T3-T14
f 483bp (A3-A4-B)
T4-T13
Nicht definiert
) 1076bp (A4-B-AD2-AD1)
d

793/803bp (A4-B{AD2)-AD1)

Abbildung 14 Elektrophoretische Auswertung der b-Aktin und Gesamt-Tenascin-C
RT-PCRs sowie der SpleiBdoméanen-spezifischen RT-PCRs fir Tenascin-C. Unter den
jeweiligen Abbildungen befinden sich die entsprechenden Primerkombinationen sowie
rechtsseitig die zugehdrige GréBenangabe der resultierenden Amplifikationsprodukte
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3xG1 4xG2 InG3

ca. 900bp

h) 637bp (B-AD2-AD1)

J6dbp (B-AD1)

4561469bp (B-AD2{AD1)-C)

183bp (B-C)

T6-T11

506/509bp (B-AD1{C)-D)
D
233bp (B-D)

692bp (AD1-C-D)

k)
419bp (AD1-D)

TZ-T10

370bp (AD1-C)

—

TZ-T11

Abbildung 15 Elektrophoretische Auswertung der SpleiBdoméanen-spezifischen RT-
PCRs fir Tenascin-C. Unter den jeweiligen Abbildungen befinden sich die entspre-
chenden Primerkombinationen sowie rechtsseitig die zugehérige GréBenangabe der
resultierenden Amplifikationsprodukte
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5. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Promotion erfolgte eine umfassende Analyse der
histologischen Verteilungsmuster verschiedener Tenascin-C-SpleiBdomanen im
oralen Plattenepithelkarzinom. Dabei sollte vor allem die Frage geklart werden,
ob es eine Korrelation zwischen der Verteilung mdglicher spezifischer Splei-
Bingvarianten von Tenascin-C und dem Grading der untersuchten Karzinome
gibt.

Tenascin-C gehért zu einer Gruppe von oligomeren Glykoproteinen, die Zell-
Matrix-Interaktionen vermitteln, motilitatsférdernd agieren und in Prozesse der
embryonalen Entwicklung ebenso integriert sind wie in physiologische (Wund-
heilung) oder pathologische Vorgange (Tumorgenese, Mackie et al. 1999). Sei-
ne physiologische Rolle reicht von mesenchymal-epithelialen Interaktionen
wahrend des Gewebsremodellings Uber die Modulation von Adhasion und Proli-
feration verschiedener Zellarten (Fischer et al. 1997) bis zum Beeinflussen
wichtiger Signalwege (z.B. bei der Tumorentwicklung; Orend et al. 2006).
Strukturell besteht Tenascin-C aus 6 Monomeren (Hexabrachion = 6-armig) mit
einem Molekulargewicht von 180-250 kDa, die an ihrem N-terminalen Ende
uber Disulfidbriicken verbunden sind. Jede Untereinheit besteht aus 4 Haupt-
bestandteilen: eine kugelférmige N-terminale Domane, 14,5 EGF-ahnliche Wie-
derholungen, 9 Fibronektin Typ Il &hnliche Wiederholungen und dem Carboxyl-
Rest, welcher Homologien zu der kugelférmigen Doméane der B- und y-Kette
von Fibrinogen aufweist (Gulcher et al. 1991). Bisher wurden insgesamt vier
Tenascin-Gene charakterisiert (Tenascin C, R, X und W), von denen Tenascin-
C allerdings die bestuntersuchteste Variante darstellt (Chiquet-Ehrismann and
Tucker, 2004). Durch den Vorgang des alternativen SpleiBens innerhalb der 9
Fibronektin Typ Il &hnlichen Wiederholungen bei humanem Tenascin, kbnnen
durch das Enthalten oder Fehlen bestimmter Doméanen (A1-D) verschiedene
SpleiBvarianten von Tenascin-C entstehen. Nach Haufigkeit und Vorkommen
lassen sich dabei zunachst zwei Hauptformen von Tenascin-C unterscheiden.
Zum einen die ,kleine“ (= small) Variante Tenascin-Cs und zum anderen die
,groBe“ (= large) Variante Tenascin-C.. Tenascin-C_ ist vor allem mit fetalen
Membranen (McParland and Bell, 1998; McParland et al. 1998), erhéhter Mito-
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serate, Zellmigration, Wundheilung und Tumorgenese assoziiert. Desweiteren
kann es auch bei der Verminderung von fokalen Adhasionsvorgangen nachge-
wiesen werden. Die ,kleine®, gespleiBBte Variante Tn-Cs wird dagegen Uberwie-
gend in stabilen Matrizes wie zum Beispiel Sehnen oder Knorpel, aber auch in
Situationen wie aktivem Gewebsremodelling z.B. Neubildungen oder in der
Entwicklungsphase, exprimiert (Bell et al. 1999).

Ein Anliegen dieser Promotion war es, die differentielle Expression von Tenas-
cin-C-SpleiBdomanen im oralen Plattenepithelkarzinom nachzuweisen, da wis-
senschaftliche Arbeiten speziell zu diesem Gebiet bisher nur in sehr geringem
Umfang zur Verfigung stehen und Tenascin-C mdéglicherweise eine wichtige
Rolle bei der Tumorprogression und der Metastasierung spielt. Der Nachweis
der verschiedenen SpleiBdomanen sollte dabei zum einen immunhistochemisch
mit Hilfe domanenspezifischer Antikérper (monoklonal und rekombinant) und
zum anderen mittels RT-PCR erfolgen.

5.1. Immunhistochemische Expression von Tenascin-C-SpleiBdoménen
im OSCC
Bei Betrachtung der immunhistochemischen Expression der einzelnen Tenas-
cin-C-SpleiBdomanen im oralen Plattenepithelkarzinom lassen sich ingesamt
fir alle untersuchten Félle keine signifikanten Unterschiede bezlglich deren
Verteilung feststellen. Wahrend sich in normaler Mundschleimhaut die Vertei-
lung von Tenascin-C auf die Strukturen der Basalmembran beschrankt und sich
hier zumeist als dinne Linie mit einzelnen Kaliberschwankungen darstellt
(Shrestra et al. 1994; Mori et al. 1996; Hindermann et al. 1999), kommt es be-
reits in den Praparaten hyperplastischer Mundschleimhaut zu einer zusatzlichen
Ansammlung geringerer Mengen von Tenascin-C im subepithelialen Bindege-
webe. Desweiteren lasst sich ausgehend von den Praparaten dysplastischer
Mundschleimhaut bis hin zu den maBig differenzierten Karzinomen ebenfalls
eine Zunahme der stromalen Verbreitung von Tenascin-C bei allen doménen-
spezifischen Antikérpern verzeichnen (die schlecht differenzierten Karzinome
zeigten bereits einen leichten Rickgang der stromalen Depositionen von Tn-C).
Auch Ramos und Mitarbeiter (1997 und 1998) konnten mit steigendem Dyspla-
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siegrad eine charakteristische Zunahme der Tenascin-Expression feststellen.
Allerdings kann man in keinem der bei uns untersuchten Félle eine fir den Ma-
lignitdtsgrad spezifische und damit differentielle Expression einer bestimmten
Tenascin-C-Domane nachweisen. Somit gehen unsere Ergebnisse letztendlich
mit denen anderer wissenschaftlicher Arbeiten bezlglich der Immunhistochemie
fir Tn-C konform. Allerdings konnten wir bei unseren Praparaten keinen Zu-
sammenhang von Entziindungsgrad und der Tenascinexpression, wie bei Tiitta
und Mitarbeitern beschrieben, nachweisen. Auch das von Herold-Mende und
Mitarbeitern (1999) beschriebene abrupte Abbrechen der Tenascindepositionen
an der Tumorgrenze konnte von uns nicht bestatigt werden, was aber zum Teil
daran liegen kdnnte, dass bei den von uns untersuchten Praparaten tberwie-
gend Tumorgewebe ohne angrenzendes Epithel vorlag. Wahrend sich Tn-C
vorwiegend im Tumorstroma detektieren lasst, zeigt sich eine tendenzielle Zu-
nahme der zytoplasmatischen Positivitdt der Tumorzellen selbst (bis zu den
maBig differenzierten Karzinomen). Diese Markierungen haben diagnostische
Bedeutung. So konnten Driemel und Mitarbeiter 2007a,b) zeigen, dass Tn-C ein
Indikator flr atypische Zellen in oralen Bilrstenbiopsien ist.

Einen interessanten Aspekt bezliglich der Expression von Tenascin-C_ im
OSCC wahrend der Tumorentwicklung konnten Franz und Mitarbeiter (2007)
darstellen. Sie wiesen mit Hilfe der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie ei-
ne signifikante Korrelation zwischen dem Ausmaf der Tn-C.-Anordnung in re-
organisierten Strukturen der Basalmembran und dem Malignitatsgrad von ora-
len Plattenepithelkarzinomen nach. Sie konnten in normaler Mundschleimhaut
ebenfalls keine Tenascin-C-Depositionen nachweisen, wohingegen in Prapara-
ten hyperplastischer Schleimhaut bereits subepitheliale Markierungen sichtbar
waren. Da der Malignitdtsgrad Faktoren wie die Tumorzellenddifferenzierung
und invasive Eigenschaften eines Tumors widergibt, kénnte der erhéhte Tn-C-
Gehalt damit auch fir tumorbiologische Verhaltensweisen relevant sein, was in
Zukunft aber noch genauer geprift werden sollte (Franz et al. 2007).

Anders als zur differentiellen Expression von Tenascin-C-SpleiBvarianten, wo
Mighell et al. (1997) mit der ersten Arbeit auf diesem Gebiet einen bedeutenden
Beitrag leisteten, existieren bereits einige Studien, die sich mit Tenascin-C und
Karzinomen im Kopf-Hals-Bereich allgemein befasst haben. So haben bei-

65



5. Diskussion

spielsweise Herold-Mende und Mitarbeiter (1999) auch untersucht, ob es einen
Zusammenhang zwischen der Expression von Tenascin-C und der Tumorproli-
feration bzw. dem TNM-Stadium von Tumoren im Kopf-Hals-Bereich gibt. Hier-
bei konnte allerdings nur eine selektive Expression innerhalb der Karzinome
nachgewiesen werden, ein Zusammenhang zwischen TNM-Klassifikation und
Tenascinexpression war nicht belegbar. Desweiteren haben Pauli und Mitarbei-
ter (2002) mittels ELISA zeigen kénnen, dass sich bei Patienten mit einer Rezi-
diverkrankung oder mit einem weit fortgeschrittenem Kopf-Hals-Tumor, signifi-
kant erhéhte Serumspiegel von Tenascin-C nachweisen lassen, dieser Um-
stand Tenascin-C aber nur bedingt als klinischen Verlaufsparameter zulésst.
Atula und Mitarbeiter (2003) konnten ebenfalls keinen Zusammenhang zwi-
schen Tn-C-Expression und spezifischen Chararkteristiken oraler und pharyn-
gealer Plattenepithelkarzinome und den Eigenschaften der Patienten herstellen.
Auch sie konnten Tenascin nicht als signifikanten Prognosefaktor fiir das Uber-
leben bei derartigen Tumoren bestétigen. Somit erscheint es ingesamt schwie-
rig, die exakte Rolle von Tenascin-C im OSCC zu definieren. In der Regel wur-
de zudem bei den benannten Arbeiten nur Gesamt-Tenascin-C untersucht und
nicht im Einzelnen auf mégliche Unterschiede bei der differentiellen Expression
von Tenascin-C-SpleiBvarianten eingegangen. Deshalb haben wir durch die
Verwendung verschiedener domanenspezifischer Antikérper versucht zu zei-
gen, ob sich mit steigendem Malignititsgrad eine Anderung in der Tenascin-C-
Expression nachweisen lasst und ob diese mit speziellen Tenascin-C-
SpleiBvarianten einhergeht.

5.2. Expression von Tenascin-C und Tenascin-C-SpleiBdoménen in wei-
teren Tumorentitaten- ein Vergleich
Im Gegensatz zum oralen Plattenepithelkarzinom, konnte fir einige andere
Tumorentitdten ein Zusammenhang von klinischen Parametern und der Ex-
pression von Tenascin-C gezeigt werden. Dies gilt beispielsweise flir das kolo-
rektale Karzinom, das zervikale Karzinom, das Mammakarzinom und das Kar-
zinom der Papilla Vateri, wo die Tenascin-C-Expression signifikant mit der
Prognose der betreffenden Patienten korreliert (Juuti et al. 2004). Juuti und Mit-

arbeiter konnten dabei gleichzeitig nachweisen, dass es im Pankreaskarzinom
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zwar zu einem erhdéhten Gehalt an Tenascin-C kommt, dieser allerdings nicht in
allen Fallen reprasentativ war und somit Tn-C hierflr nicht als Prognosefaktor
postulierbar ist. Ried!| et al. wiesen schon 1992 einen deutlich erhéhten Tenas-
cin-C-Gehalt in kolorektalen Karzinomen (im Gegensatz zur normalen Dick-
darmschleimhaut und der Schleimhaut in kolorektalen Adenomen) nach, der die
Assoziation der Tenacin-C-Induktion mit einer malignen Erkrankung reflektierte.
Im Jahre 2007 wiesen Takeda et al. Tn-C_ als signifikanten Biomarker fir das
kolorektale Karzinom nach. Sie stellten eine deutliche Signifikanz zwischen dem
Plasmaspiegel von Tn-C_ und Lymphknoten-Metastasen (Lk-MTS) sowie dem
TNM-Staging fest. Die Sensitivitdt von Tn-C. war dabei deutlich héher als bei
den Ublichen Tumormarkern wie CEA und CA19-9, denn es zeigte sich eine
signifikante Korrelation zwischen operativer Kurabilitdt und Fehlen von Tn-C
(Takeda et al. 2007). Derartige Nachweise gelangen fir das orale Plattene-
pithelkarzinom bisher noch nicht.

Flr das Magenkarzinom konnten Wiksten und Mitarbeiter (2003) keine signifi-
kante Korrelation zwischen der Auspragung der Tenascinexpression und dem
Lymphknotenstatus, Fernmetastasen, der Laurén- oder Borrmannklassifikation,
dem Geschlecht oder der TumorgréBe nachweisen. Dennoch schien die Te-
nascin-C-Expression dabei mit dem tumorassoziierten Uberleben korreliert zu
sein (vermehrtes Auftreten von Tenascin-C mit einer guten Prognose beschrie-
ben Wiksten und Mitarbeiter 2003), brachte aber keine zusatzliche prognosti-
sche Information. Dass die Tenascin-C-Expression nicht mit der Invasionstiefe,
den Lymphknotenmetastasen oder der Prognose korreliert, beschrieben 1995
Ikeda und Mitarbeiter. Sie fUhrten Tenascin-C maximal als stromalen Marker
zur frihen Detektion von Magenkrebs an.

Im Falle von Gliomen und Astrozytomen wurde nachgewiesen, dass eine starke
Tenascin-C-Expression mit einem héheren Tumorgrading und stérkerer Neo-
vaskularisation einhergeht (Herold-Mende et al. 2002; Zagzag et al 1995; Higu-
chi et al. 1993). Zudem war eine erhéhte Tenascin-C-Expression in Gliomen mit
einer schlechten Prognose vergesellschaftet (Orend et al. 2006).

Eine Korrelation von Tumorneovaskularisation und Tn-C-Expression konnte fir

die von uns untersuchten oralen Plattenepithelkarzinome nicht nachgewiesen
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werden. Hier war die quantitative Verteilung von Tenascin-C Uber alle Gra-
dingstufen relativ gleichmaBig.

Flar das Mammakarzinom konnte die Expression von Tenascin-C in der Invasi-
onszone als Vorhersagewert fir ein Lokal- bzw. ein Fernrezidiv bestimmt wer-
den (Jahkola et al. 1998; Ishihara et al. 1995; Tsunoda et al. 2003). Dabei sollte
insgesamt die Verteilung und die Lage der Tenascin-C-Synthese eine gréBere
Rolle spielen als das Vorhandensein von Tn-C an sich. Ishihara et al. beschrie-
ben bereits 1995 eine erhdéhte Frequenz von Lymphknotenmetastasen bei Pati-
entinnen, bei denen Tenascin-C im Zytoplasma der Tumorzellen nachgewiesen
wurde. Zudem wiesen sie ein kiirzeres Uberlebensintervall fiir die Patienten mit
Tenascin-C-positiven Karzinomzellen nach.

Leprini et al. (1994) stellten insgesamt eine im Vergleich zum jeweiligen Tumor-
ursprungsgewebe generelle Uberexpression der ,groBen“ Tenascin-C-lsoform
im entsprechend resultierenden malignen Prozef3 fest. Auch fir das Schilddr(-
sen-Ca wiesen Tseleni et al. (2006) vor allem Tn-C_ als vorherrschende Tenas-
cin-C-SpleiBvariante nach (Ausnahme: das medullare Schilddriisen-Ca). In den
zuvor genannten Tumorbeispielen und Studien wurde in der Mehrzahl der Falle
auf die ,groBe“ SpleiBvariante von Tenascin-C (Tn-C.) bzw. die ,groBe“ und
,Kleine“ (Tn-Cg) SpleiBvariante eingegangen. Darlberhinaus existieren auch
Untersuchungen, die sich im Speziellen mit einzelnen Doméanen oder SpleiBva-
rianten (Uber Tn-C_ und Tn-Cgs hinaus) beschéftigt haben, sodass im Folgenden
noch einmal auf diese Studien eingegangen werden soll.

Zu solchen Untersuchungen zahlt z.B. die Arbeit von Adams et al. (2002), in der
gezeigt werden konnte, dass die Tenascin-C-lsoformen, welche die B-Domane
enthielten, sehr stark mit dem Auftreten des invasiven Mammakarzinoms asso-
ziiert waren. Berndt und Mitarbeiter konnten (2006) im Rahmen von Studien am
Urothelkarzinom der Blase immunhistochemisch zeigen, dass Tenascinvarian-
ten, die die A1-, B- und/oder D-Doméne enthielten, eine deutlich verstarkte Ex-
pression in invasiven Karzinomen, TumorgeféaBen sowie betroffenem Muskel-
gewebe aufwiesen. Gleichzeitig konnte von ihnen eine relative Stabilitat im Be-
reich der A1-A3-Doméne innerhalb der verschiedenen Karzinome belegt wer-
den, was mit unseren Ergebnissen im OSCC weitestgehend Ubereinstimmt.
Auch das relative rare Auftreten der AD-1- und C-Doméane wies Parallelen zu
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unseren Ergebnissen auf. Carnemolla et al. (1999) beschrieb in diesem Zu-
sammenhang auch ein eher restriktives Auftreten der C-Domaéane (bei Gli-
oblastomen), sowie ein generelles Fehlen dieser Tenascindomane in normalem
adulten Gewebe sowie in Karzinomen der Mamma, der Lunge, des Magens, in
Meningiomen oder auch niedrigmalignen Astrozytomen. Im Gegensatz dazu
konnte eine Zunahme der C-Doméanen-Expression in hochmalignen Astrozyto-
men vor allem in der Nahe vaskularer Strukturen und proliferierender Zellen
nachgewiesen werden (Carnemolla et al. 1999). Da wir die C-Doméane mittels
des G-11-Antikdrpers auch nur in lediglich zwei Fallen nachweisen konnten,
kénnen wir die Aussage von Carnemolla und Mitarbeitern (1999) bezliglich der
restriktiven Verteilung der C-Domane flr das orale Plattenepithelkarzinom be-
statigen. Im Gegensatz dazu konnten von Lukowicz und Mitarbeiter (2007), mit
Hilfe des G-11-Antikérpers, die C-Domane gehauft in murinen atheroskleroti-
schen Plaques ex vivo darstellen. Unterschiede in der Reaktivitat der verwende-
ten Antikérper kénnen neben einer moglichen Spezies-Spezifitdt auch durch
eine eingeschrankte Sensitivitat nach Biotinylierung des von uns verwendeten
rekombinanten Antikérpers begriindet sein.

Interessant ist auch die Tatsache, dass die Tenascin-C-Expression in einigen
Tumoren mit deren malignem Verhalten korreliert. Dies trifft z.B. fir das Kolon-
karzinom, das Mammakarzinom, das Prostatakarzinom, Fibrosarkome, Bron-
chialkarzinome, Melanome und Gliome zu (Chiquet-Ehrismann et al. 1991; Sa-
ge & Bornstein, 1991; Erickson & Bourdon, 1989). Warum Tenascin-C in eini-
gen Tumoren mit einer guten und zu anderen Teil aber mit einer schlechten
Prognose korreliert, konnte bislang noch nicht endguiltig geklart werden.
Zusammenfassend kann man festhalten, dass sich die biologische Signifikanz
von Tenascin-C bzw. Tenascin-C-SpleiBvarianten in den einzelnen Tumorenti-
taten z.T. erheblich voneinander unterscheiden. Demnach kann man davon
ausgehen, dass die verschiedenen Funktionen dieses Matrixproteins nicht un-
wesentlich von Faktoren wie der Differenzierung des Ursprungsgewebes, der
Tumorart aber auch mit dem Grad der Tumorzelldedifferenzierung und weiterer
Parameter beeinflusst werden. Zudem stellt Tenascin-C einen allgemeinen Pa-
rameter dar, der bei jeglichen Prozessen zugegen ist, die mit Gewebsremodel-
ling einhergehen, wodurch dessen Nachweis mittels Immunhistochemie nicht
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zwingend tumorspezifisch sein muss und eine Differenzierung zu Phanomenen

wie z.B. der entziindlichen Infiltration in der Histologie schwierig ist.

5.3. Expression von Tenascin-C in benignen Lasionen

Wie bereits zu Anfang erlautert, existiert eine erhéhte Expression von Tenascin-
C nicht nur in malignen Prozessen, sondern auch in benignen Veranderungen
verschiedener Gewebe. Dazu gehdéren beispielsweise auch Veranderungen in
der Lunge wie bei der idiopathischen Lungenfibrose, der Sarkoidose und dem
Asthma (Kaarteenaho-Wiik et al. 1998) oder auch bei der Kolitis (Ried! et al.
1992), der Myelofibrose (Soini et al. 1993) oder der Synovitis (McCachren &
Lightner et al.1992). Bei Untersuchungen der chronischen Hepatitis C haben EI-
Karef und Mitarbeiter (2007) festgestellt, dass ,,groBe“ Tenascin-SpleiBvarianten
in der normalen Leber nicht auftreten, sondern erst ein Merkmal chronischer
Hepatitiden sind und dort mdglicherweise eine wichtige Rolle bei der Fibrose
dieses Organs spielen. Da Tn-C im Rahmen chronischer Entziindungen in ver-
schiedensten Gewebearten nachweisbar war, erscheint auch die Tatsache inte-
ressant, dass Tenascin-C die adhasiven Eigenschaften von Monozyten, B und
T-Zellen alteriert (Ruegg et al. 1989) und befahigt ist, die T-Zell-Aktivierung zu
inhibieren. Dabei konnte man belegen, dass zwei bestimmte Doméanen von Tn-
C (A1- und die A2-Domaéne) als ,minimale Region“ notwendig sind um T-Zellen
zu supprimieren. Eine maximale Inhibition bendtigt auBerdem die A3-Domane
(in vitro) Puente Navazo et al. (2001). Die funktionelle Rolle von Tenascin-C im
Rahmen der Entziindungsregulation ist bislang allerdings nicht vollstéandig ver-
standen.

Ebenso wie bei dem oralen Plattenepithelkarzinom konnten in unterschiedlichen
dermalen Lasionen (von Psoriasis bis epidermale Tumoren) mittels verschiede-
ner Antikdrper (sowohl Ak, die alle Tn-C-Isoformen binden als auch Ak, die auf
spezielle Domanen reagieren) keine voneinander abweichenden Verteilungs-
muster nachgewiesen werden (Latijnhouwers et al. 2000). Bezlglich der diffe-
rentiellen Expression von Tenascin-C-SpleiBdomanen haben Wallner und Mit-
arbeiter (2002) nachweisen kénnen, dass glatte Muskelzellen nach dem invasi-
ven Eingriff der Ballonkatheterisierung vorwiegend die Tn-C-lsoformen expri-
mieren, welche die A1- und A2-Repeats enthalten.
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Zusammenfassend kann man festhalten, dass sich die biologische Signifikanz
von Tenascin-C bzw. Tenascin-C-SpleiBvarianten in den einzelnen Tumorenti-
taten z.T. erheblich voneinander unterscheiden. Demnach kann man davon
ausgehen, dass die verschiedenen Funktionen dieses Matrixproteins nicht un-
wesentlich von Faktoren wie der Differenzierung des Ursprungsgewebes, der
Tumorart aber auch mit dem Grad der Tumorzelldedifferenzierung (und womdg-
lich noch einigen anderen Parametern) beeinflusst werden. Zudem stellt Tenas-
cin-C einen allgemeinen Parameter dar, der bei jeglichen Prozessen zugegen
ist, die mit Gewebsremodelling einhergehen, wodurch dessen Nachweis in der
Immunhistochemie nicht nur tumorspezifisch sein muss und damit der Methode

insgesamt Grenzen gesetzt sind.

5.4. Die immunhistochemische Expression von Tenascin-C-SpleiB-
varianten im OSCC- Korrelation zum Grading und madgliche bio-
logische Bedeutung

Wie im vorangehenden Text bereits erwéhnt, 1&sst sich in den von uns unter-

suchten Fallen keine eindeutige Zuordnung von bestimmten Tenascin-C-

SpleiBdomanen zu einem entsprechenden Malignitatsgrad feststellen, denn die

verschiedenen Domanen waren Uber alle Falle in &hnlicher Weise vertreten.

Dabei wurden die durch die monoklonalen Antikérper markierten Domé&nen-

kombinationen am starksten hervorgehoben (BC-4: markiert alle mdglichen Te-

nascin-C-Varianten; BC-2: markiert Tenascin-C-Varianten, die die Doméanen

A1-A4 enthalten). Wie schon bei Hindermann und Mitarbeitern (1999) beschrie-

ben, konnten Uber die verschiedenen Gradingstufen keinerlei Unterschiede bei

dem Verteilungsmuster dieser doménenspezifischen Antikérper (BC-2 und BC-

4) im OSCC festgestellt werden.

Die B-Doméane (BC-3) konnte zwar auch in allen Prdparaten nachgewiesen

werden, allerdings in deutlich geringerer Intensitat im Vergleich zu den beiden

anderen monoklonalen Antikérpern BC-4 und BC-2. Wie auch Carnemolla und

Mitarbeiter bereits 1999 in Glioblastomen festgestellt haben, kommt die C-

Domaéane von Tn-C., die bei uns durch den rekombinanten Antikérper G-11 er-

faBt wurde, auch im oralen Plattenepithelkarzinom eher restriktiv zur Darstel-

lung. Fir eine gewebsspezifische Expression der C-Doméane spricht auch der
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Befund von von Lukowicz et al. (2007), die mittels des Antikérpers G-11 die C-
Domaéne von Tenascin-C in atherosklerotischen Plaques, allerdings von Mau-
sen, nachgewiesen haben. Eine besondere Bedeutung wurde der C-Domane
auch im Rahmen neuronaler Aussprossung in vitro beigemessen (Liu et al.
2005), was sich allerdings nicht mit der Aussage von Meiners et al. (1999)
deckt, die die A-D-Domane in diesem Zusammenhang nannten.
Tenascin-C-Varianten, die die A1-Doméane enthielten (dargestellt durch den
rekombinanten Antikérper F-16) und Tenascin-C-Varianten, welche die D-
Domane beinhalteten (Antikérper D-11), konnten in etwa gleichem Ausmaf
nachgewiesen werden, wobei die D-Domane tendenziell etwas stéarker vertreten
war als die A1-Domane. Wie bereits zu Anfang angedeutet, kénnen somit auch
Resultate wie von Dueck und Mitarbeitern (1999), die eine erhéhte Fraktion von
der A1-A4-Domane im kolorektalen Karzinom mit Relation zum Tumorstaging
nachwiesen, nicht flir das orale Plattenepithelkarzinom beschrieben werden.
Innerhalb der verschiedenen Gradingstufen konnten insgesamt lediglich quanti-
tative Unterschiede nachgewiesen werden, die sich in einer vermehrten stroma-
len und zytoplasmatischen Tenascin-C-Expression widerspiegeln. Dies ist aus-
gehend von den Praparaten hyperplastischer Mundschleimhaut bis zu den Kar-
zinomen mit maBiger Differenzierung belegbar. In den schlecht differenzierten
Tumoren konnte bereits wieder eine Abnahme der stromalen Deposition festge-
stellt werden. Die beschriebenen Unterschiede lassen sich aber nicht auf ein-
zelne bestimmte Domanen der gespleiBten Tenascinvariante (Tn-C.) zurlick-
fihren, sodass es keine Préferenz einer speziellen SpleiBvariante zu einem
bestimmten Malignitatsgrad gibt.

Dass das AusmaB der immunhistochemischen Verteilung von Tn-C._ im oralen
Plattenepithelkarzinom nicht mit dessen Mailgnitatsgrad oder der Art der Invasi-
on korreliert, wurde auch von den Kollegen Hindermann und Mitarbeitern (1999)
beschrieben und steht im Einklang mit unseren Ergebnissen. Allerdings haben
sie einen Zusammenhang zwischen der Anzahl von Tn-C_. mRNA-synthetisie-
renden Tumorzellen und deren Verteilungsmuster mit dem Malignitatsgrad ora-
ler Plattenepihelkarzinome hergestellen kénnen.

Da sich keine malignitatsgradspezifischen Verteilungsmuster der einzelnen
Domanen im OSCC aufzeigen lassen, fallt auch eine Aussage dartiber schwer,
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ob bestimmte SpleiBvarianten von Tenascin-C auch verschiedene Aufgaben
beim Prozess der malignen Entartung Gbernehmen. Sicher ist, dass Tenascin-C
ein Marker fur den Gewebsumbau darstellt und dass sich dieser Umstand vor
allem in der epithelial-mesenchymalen Kontaktzone sowie bei der Reorganisa-
tion der Basalmembran bei allen Pozessen manifestiert, die mit Geweberemo-
delling einhergehen. Dies wird durch die Resultate von Franz und Mitarbeitern
(2007) unterstltzt, die mittels Laser Scanning Mikroskopie erstmalig eine signi-
fikante Korrelation von Tn-C_-Depositionen in der reorganisierten Basalmem-
bran von oralen Plattenepithelkarzinomen und deren Malignitatsgrad nachwei-
sen konnten. Dabei muss man davon ausgehen, dass mit Hilfe der Laser Scan-
ning Technologie, basierend auf Immunfluoreszenzmarkierungen, semiquantita-
tiv Substrukturen der extrazellularen Matrix erfasst werden kénnen. Insofern ist
zu vermuten, dass die biologische Bedeutung der differentiellen Expression und
Depositionen von Tenascin-C und seiner SpleiBvarianten vom Ort der Depositi-
on im Tumor abhéangig ist. Diese Aussage wird durch die Tatsache unterstitzt,
dass die betrachteten Regionen bei Franz et al. (2007) und unseren Tumorpra-
paraten verschieden waren. So wurde bei Franz und Mitarbeitern der Schwer-
punkt auf die direkte Tumor-Stroma-Interaktionszone (reorganisierte Basal-
membran) gelegt, wahrend wir hauptsachlich das Tumorstroma in der nahen
Invasionszone der oralen Plattenepithelkarzinome untersucht haben. Da sich
unsere Ergebnisse somit vorwiegend auf die stromale Verteilung der einzelnen
Tenascin-C-SpleiBdomanen beziehen, werden mdglicherweise auch Unter-
schiede zu Aussagen der Korrelation zum Malignitatsgrad erklarbar, denn die
tumorbiologische Bedeutung von Tn-C mag innerhalb des Stromas von Karzi-
nomen eine andere sein als in der reorganisierten Basalmembran. Zahlreiche
Parallelen von Tumorstroma und dem Stroma heilender Wunden wurden in an-
deren Studien bereits aufgeftihrt (Ramos et al. 1997). Da Tenascin-C in man-
nigfaltige morphogenetische Ereignisse wie Zellmigration, Zellproliferation und
gewebsspezifische Genexpression integriert ist (Ramos et al. 1997; Orend et al.
2006), muss man davon ausgehen, dass die von uns detektierten Tenascin-C-
Depositionen auch eher in allgemeine Prozesse wie Stromaumbau, Fibro-
blastenaktivierung und Myofibroblastenentwicklung involviert sind und keinen
spezifischen Vorgang der Tumorentwicklung/-progression darstellen. Zudem
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wird die Tenascin-C-Expression auch durch Faktoren wie Hypoxie (Gebb et al.
2003) und mechanischen Stress (Chiquet-Ehrismann et al. 2004; Sarasa-
Renedo et al. 2005) induziert, die ebenfalls im Tumorgewebe eine Rolle spielen
kénnen. Da nach unseren Erkenntnissen bisher keine Daten Uber eine differen-
tielle Expression von Tenascin-C-SpleiBdomanen bei der Wundheilung existie-
ren, kbnnten damit auch unsere Ergebnisse der Uberwiegend einheitlichen Ex-
pression von Tn-C innerhalb der verschiedenen Malignitatsstufen der unter-
suchten OSCCs erklart werden.

Hinzu kommt, dass bei einer hohen Sensitivitat enzymbasierter Nachweisme-
thoden in der Immunhistochemie im Gegensatz zu Immunfluoreszenzmarkie-
rungen eine echte quantitative Bewertung der Ergebnisse nur eingeschrankt
moglich ist. Die Farbintensitat korreliert hier nicht mit der Quantitat des detek-
tierten Proteins, sondern ist auf enzymatische Prozesse zurickzuflihren, die bei
entsprechender Zeitspanne auch ,mehr“ Farbe bilden). Zudem tragt auch der
Faktor der Subjektivitat bei Bewertungsprozessen in der Immunhistochemie zur

Verminderung der Spezifitat dieser Methodik bei.

5.5. RT-PCR-Analyse der differentiellen Expression der Tenascin-C-
SpleiBdomanen

Bei der Betrachtung der differentiellen Expression der Tenascin-C-SpleiB-
domanen mit Hilfe der RT-PCR anhand von 10 Tumorfallen (3x G1, 4x G2 und
3x G3) bot sich insgesamt ein dhnliches Bild wie in der zuvor beschriebenen
Immunhistochemie. Um qualitative Unterschiede bezlglich verschiedener Do-
manenkombinationen beurteilen zu kénnen, wurden zunachst zwei Referenz-
RT-PCR durchgefihrt (B-aktin und Gesamt-Tenascin). Da in beiden PCR die
Amplifikationsprodukte in vergleichbarer Quantitat dargestellt wurden, kann da-
von ausgegangen werden, dass in allen zehn Tumorféllen auch der gleiche Ge-
halt an mRNA zu finden ist und somit sichtbare Unterschiede in der Banden-
starke der Tenascin-C-Domanen PCRs Hinweise auf ,reale Unterschiede in
der Doméanenstruktur geben.

Bei der Auswertung der PCRs fand sich im Bereich der A1-B-Doméane zunéachst
eine relativ hohe Stabilitat, d.h. es wurden bei dem PCR-Screening in diesem
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Abschnitt von Tenascin-C immer alle méglichen Doméanen erfasst. Unterschie-
de innerhalb der verschiedenen Malignitatsgruppen zeigten sich hier nicht. Eine
Ausnahme bildete die Primerkombination T3-T14, bei der bei 85bp ein zusatzli-
ches Amplifikat sichtbar war und bei dem in allen zehn untersuchten Tumorfal-
len die A3-Doméne fehlte.

Im Abschnitt der B- bis D-Domane herrschte eine gréBere Variabilitat beziglich
der Expression einzelner Doméanen, was sich teilweise in der parallelen Exis-
tenz verschiedener Tenascin-SpleiBvarianten widerspiegelte. Aufféllig war hier
beispielsweise, dass nicht alle Tumore gleichzeitig B- und die AD-2-Doméne
enthielten (Primerkombination T5-T12). Die Tenascin-C-SpleiBvarianten, wel-
che die AD-2-Domaéne enthielten, kamen insgesamt nur sehr schwach zur Dar-
stellung, sodass davon ausgegangen werden kann, dass diese Varianten in
ihrer Anzahl im oralen Plattenepithel auch nur sehr spéarlich zu finden sind. Die-
se Aussage machten bereits 1997 Mighell und Mitarbeiter, die die AD-2-
Domane ebenfalls als sehr restriktiv in ihrem Vorkommen im OSCC beschrie-
ben. Insgesamt stellten wir aber die Tendenz zur verstérkten Expression der
AD-2-Domane in Richtung schlechter differenzierter Karzinome fest. Eine ver-
gleichbare differenzierte tumorspezifische Expression von Domé&nen des Ab-
schnittes B-D konnte auch fir andere Tumorentitdten beschrieben werden
(Orend und Chiquet-Ehrismann 2006). So war beispielsweise die Expression
der B- und D-Domane spezifisch flr das duktale in situ Karzinom der Mamma
(Adams et al. 2002), wahrend die AD1-Domane vermehrt im duktalen Mamma-
Ca und Melanom vorkam (Derr 1997). Fir das Astrozytom wiesen Carnemolla
und Mitarbeiter (1999) eine vermehrte Expression der C-Doméane von Tenascin-
C nach.

Widersprlchlich zu den Ergebnissen der Immunhistochemie war das konse-
quente Auftreten der C-Domane bzw. der Tenascinvarianten, die diese Domane
enthielten. Mégliche Ursachen fur diese Diskrepanz werden unter Punkt 5.5.
genauer diskutiert.

Interessanterweise fanden wir bei zwei Primerkombinationen (T5-T12 und T6-
T12) zusatzliche Banden, die keinen bisher bekannten Domanenkombinationen
entsprachen. Aufgrund der stabilen GroBe des Amplifikates von etwa 270bp
(bei der Primerkombination T6-T12) ist die Existenz einer bisher unbekannten
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Domane in diesem Bereich von Tenascin-C zu vermuten. Bei der Primerkombi-
nation T5-T12 kann die GréBe des ,neuen“ PCR-Produktes allerdings nur sehr
schlecht abgeschatzt werden, da die Banden auBerhalb der Standardleiter lie-
gen. Zusatzlich fanden sich qualitative Unterschiede in der Bandenstarke in
diesem Bereich, die auf wirkliche Differenzen bei der Doméanenexpression hin-
weisen kénnten. Da der Methode insofern Grenzen gesetzt sind, als dass sie
durch die ausgewahlten Primerkombinationen immer nur bestimmte Abschnitte
von Tenascin-C, erfasst und die Auflésung der Standardleiter nur begrenzt ist,
war es uns bei drei Primerkombinationen nicht méglich (T5-T12, T6-T11 und
T6-T10), die genaue Domanenstruktur zu erfassen. Zu diesem Zwecke sind
spezielle Sequenzierungsanalysen nétig um die exakten Doméanenstrukturen zu
beschreiben, die im Rahmen dieser Promotion allerdings nicht angefertigt wur-

den.

5.6. Vergleichende Analyse der mRNA-Expression und der immunhisto-
chemischen Verteilung der Tenascin-C-SpleiBdomanen
Unser Ziel war es, zunachst Uber domanenspezifische Antikérper tumorbiolo-
gisch relevante Depositionsmuster von Tenascin-C-SpleiBvarianten im oralen
Plattenepithelkarzinom zu erfassen. Dazu wurden zuerst die immunhistochemi-
schen Verteilungsmuster der einzelnen Tenascindomanen, die durch sechs An-
tikbrper detektiert wurden (3x monoklonal, 3x rekombinant), semiquantitativ be-
wertet und anschlieBend ausgewertet. Dabei zeigten sich keine auffalligen Un-
terschiede innerhalb der verschiedenen Malignitatsklassen. Um die immun-
histochemischen Ergebnisse (weiter) zu objektivieren, fertigten wir zusatzlich
von 10 reprasentativen Karzinomfallen und ausgewahlten Primerkombinationen
Polymerasekettenreaktionen zum Nachweis der mRNA-Expression der SpleiB-
domanen an. Dabei bestétigte sich weitestgehend das Resultat der Immun-
histochemie, allerdings zeigte die PCR auch neue Aspekte auf, wie z.B. die
oben erwahnten méglichen zusétzlichen SpleiBdomanen von Tenascin-C. Wi-
derspruchlich zu unseren immunhistochemischen Ergebnissen war das konse-
quente Auftreten der mRNA der C-Domaéne, bei der uns der Proteinnachweis
mittels rekombinantem Antikérper in nur zwei Féllen gelang. Mégliche Ursachen
fr diese Inkongruenz kénnten in der Spezifitdt des Antikdrpers selbst bzw. in
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einer gewebsspezifischen Modulation der antigenen Determinanten begrindet
sein. Der verwendete C-Doménenantikdrper ist bereits in mehreren Studien
beschrieben. Von Lukowicz et al. (2007) wiesen die C-Doméne mit dem glei-
chen Antikérper z.B. in atherosklerotischen Plaques von M&usen nach. Da der
Nachweis in unterschiedlichen Spezies erfolgte, kbnnte man annehmen, dass
dies auch einen Grund flr den fehlgeschlagenen Doméanennachweis in unse-
rem Untersuchungsmaterial darstellen wirde. Da sich aber die Aminosaurese-
quenz von Tenascin-C in Mensch und Maus in 99,9% &hnelt, scheint dies eher
unwahrscheinlich zu sein.

Ein weiterer moéglicher Grund flr die Diskrepanz der Ergebnisse in PCR und
Immunhistochemie kann auch darin liegen, dass die mRNA-Expression, die
mittels PCR nachgewiesen wird, nicht unbedingt indikativ flir eine tatsachliche
Tn-C-Proteinsynthese ist. Somit muss man zwischen Proteinexpression (Im-
munhistochemie) und mRNA-Synthese (in situ Hybridisierung bzw. hier RT-
PCR) unterscheiden. Die sichtbaren Amplifikate, welche in der RT-PCR die Se-
quenz der C-Domaéne enthielten, kénnten Zwischenprodukte darstellen, die
durch den Vorgang des alternativen SpleiBens entstanden sind und zum Zeit-
punkt der Experimente erfasst wurden. Diese Zwischenprodukte stellen aber
keine fertigen Proteine dar, sodass sie in der Immunhistochemie méglicherwei-
se nicht sichtbar waren.

Zudem erkennen Antikdrper stets nur eine bestimmte Konformation von Pro-
teinepitopen, die in unserem Fall im Wesentlichen von der dreidimensionalen
Struktur der Tenascin-C-SpleiBregionen bestimmt werden. Da sich durch das
SpleiBen die Abfolge der Doméanen andert, ist ein Einfluss auf die dreidimensio-
nale Struktur der verbliebenen Domanen mdglich. Es ist durchaus denkbar,
dass der rekombinante Antikbrper G11 eine spezielle Konformation der C-
Doméne erkennt, die nicht in jeder C-Doméanen-enthaltenden SpleiBvariante
realisiert wird. Somit kénnten scheinbare gewebstypspezifische Unterschiede in
der Proteinexpression der C-Domane auftreten.

Die bei der genaueren Analyse der Ergebnisse der PCR-Experimente nach-
weisbare tendenzielle Zunahme der AD-2-Domane lieB sich aufgrund eines feh-
lenden Antikdrpers gegen diese Doméne immunhistochemisch nicht bestatigen.
Insgesamt wurde diese Doméne jedoch von anderen Kollegen bisher als eher
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restriktiv in ihrer Verteilung im OSCC angegeben (Mighell et al.1997), sodass
Untersuchungen folgen sollten, die sich mit diesem Umstand noch einmal naher
befassen.

Insgesamt sind beiden Untersuchungsmethoden (RT-PCR und Immunhisto-
chemie) in ihrer Aussagefahigkeit insoweit Grenzen gesetzt, als dass beispiels-
weise bei der PCR durch die Auswahl bestimmter Primerkombinationen immer
nur Abschnitte des Tenascinmolekills erfasst werden. Ahnliches gilt auch fiir die
Immunhistochemie, wo durch die ausgewahlten Antikdrper zwar einzelne Do-
manen nachgewiesen werden, diese Domanen sich aber in den verschiedens-
ten Tenascinvarianten befinden kénnen, sodass keine Aussage dariber getrof-
fen werden kann, welche Tenacinvariante letztlich im Untersuchungsgewebe

vorliegt.

6. Schlussfolgerungen

Zusammenfassend kann man festhalten, dass die maligne Transformation und
Tumorprogression im oralen Plattenepithelkarzinom generell mit einer Zunahme
der Expression und Deposition wenig gespleiBter Tenascin-C-Varianten ver-
bunden ist. Sowohl in den immunhistochemischen Untersuchungen als auch in
den RT-PCR-Experimenten zum Nachweis einzelner SpleiBdoméanen lassen
sich keine grundsatzlichen Unterschiede in der histologischen Verteilung mit
Bezug zu Kriterien der Invasivitat bzw. zum Malignitatsgrad der betrachteten
Tumorfélle zeigen. Vor allem in der Immunhistochemie wichen die Ergebnisse
bei allen betrachteten Féllen kaum voneinander ab — Tenascin-C und seine

SpleiBdoméanen waren in allen Karzinomen ausgepragt vorhanden.

Die Verwendung Domanen-spezifischer Antikérper erbrachte darlber hinaus
keine selektive, tumorspezifische Markierung, sodass das Auftreten tumorasso-
Ziierter SpleiBingvarianten von Tenascin-C im OSCC nicht zu erwarten ist. Ahn-
liche Verteilungsmuster konnten auch in Gebieten mit Entziindungen oder phy-
siologischen Umbauvorgéngen detektiert werden. Da das Matrixmolekil Tenas-
cin-C teilweise in pramalignen als auch malignen Prozessen ein &hnliches Ex-

pressionsverhalten zeigt, scheint es kein geeigneter Marker zur Erfassung der
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Dignitat oraler Lasionen zu sein. Andererseits zeigte sich mit Hilfe der Laser
Scanning Mikroskopie eine deutliche Korrelation von Tenascin-C Depositionen
in restrukturierten Basalmembranen und dem Malignitatsgrad oraler Karzinome
(Franz et al. 2007), die unter Verwendung von Immunhistochemie und RT-PCR
fir die allgemeine Stromadeposition nicht nachweisbar war. Es ist zu erwarten,
dass moderne Untersuchungsmethoden und die Fokussierung auf spezielle
Strukturen der Matrixreorganisation im Tumorstroma in Zukunft neue Ergebnis-

se bringen werden.

Neben der allgemeinen Positivitdt von Tenascin-C. im Tumorstroma im Rah-
men der malignen Transformation zeigte sich eine Anfarbung von GefaBstruktu-
ren mittels der verwendeten domanenspezifischen Antikdrper. Therapeutische
und diagnostische Ansatze auf der Grundlage eines Antikdrper-basierten Ge-
faB- Targettings, wie sie bisher zum Beispiel schon in der Tumortherapie bei
Glioblastomen und Lymphomen bestehen (radiomarkierte Antikdrper gegen die
A1- und D-Doméne von Tenascin-C), kénnen somit auch fir das OSCC in Be-

tracht gezogen werden.

Die Ergebnisse der RT-PCR ergaben weitere tumorbiologisch interessante As-
pekte. Insbesondere im Bereich der B- bis D-Doméanen war eine erhdhte Varia-
bilitat der Domanenexpression zu erkennen. Dies spiegelte sich in der paralle-
len Existenz verschieden groBer Amplifikate und damit unterschiedlicher Te-
nascin-SpleiBvarianten wider. Hier zeigte sich insbesondere, dass nicht alle
Tumore gleichzeitig die B- und die AD-2-Doméane enthielten. Insgesamt war die
AD-2 relativ sparlich vertreten, was mit bisher veréffentlichten Ergebnissen an-
derer Autoren Ubereinstimmt. Zudem zeigte sich eine tendenzielle Zunahme der
Expression der AD-2-Domane bei Tumoren mit héherem Malignitatsgrad. Die-
ser Umstand muss Gegenstand weiterfiihrender Untersuchungen sein. Das
Auftreten unerwarteter Amplifikate, die keinen bisher beschriebenen Doméanen
im untersuchten Bereich von Tenascin-C zugeordnet werden konnten, legte den
Verdacht auf bislang nichtbeschriebene SpleiBingdomanen nahe. Die Natur

dieser Amplifikate muss mittels Sequenzierungsanalyse abgeklart werden.
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Trotz zahlreicher Untersuchungen zu Tenascin-C im oralen Plattenepithelkarzi-
nom ist die differentielle Expression seiner SpleiBvarianten noch immer nicht
vollstandig verstanden und die exakte Aufgabe im Prozess der Tumorentwick-
lung noch nicht abschlieBend geklart. Eine Aussage Uber den Zusammenhang
der Auspragung von Tn-C und seiner SpleiBvarianten und dem tumorbiologi-
schem Verhalten im OSCC war bislang nur eingeschrankt moglich, da die meis-
ten der bereits publizierten Untersuchungen Antikdrper gegen die gesamte Te-
nascin-C-Fraktion verwendeten und damit keine differentielle Betrachtung ein-
zelner SpleiBingdomanen/-varianten erfolgte. Hier besitzen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit Neuigkeitswert. Da in anderen Tumorentitaten der Nach-
weis von spezifischen SpleiBdomanen mit diagnostischer und therapeutischer
Signifikanz bereits erfolgreich war sollten derartige Bemihungen auch fir das
orale Plattenepithelkarzinom fortgesetzt werden. Verbesserte Antikérper oder
Antikérper gegen weitere SpleiBdomanen (z.B. AD2) sollten hier neue Perspek-

tiven ero6ffnen.
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