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1.  Einleitung 

  

 

Plattenepithelkarzinome des oberen Aerodigestivtraktes stehen in Europa mit der Häufig-

keit ihres Auftretens an sechster Stelle, wie Crowe et al. [1] darstellen, weit hinter den gro-

ßen Gruppen der Karzinome von Lunge, Brust und Darm. Über 90 % aller maligner Tumo-

ren der oberen Luft- und Speisewege sind Plattenepithelkarzinome, vereinzelt treten undif-

ferenzierte Karzinome, Lymphome, Sarkome oder andere Seltenheiten auf. Zu den Risiko-

faktoren für die Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms im Kopf-Hals-Bereich zählen 

nach Xu et al. [2] in erster Linie Tabakrauch und der regelmäßige Konsum alkoholischer 

Getränke. 

  

Karzinome der oberen Luft- und Speisewege sind in Abhängigkeit vom histologischen 

Grading verschieden aggressiv und infiltrieren umgebende Strukturen je nach Dicke sub-   

epithelialer Schichten verschieden schnell. Die primär angestrebte Therapie besteht in ei-

ner vollständigen operativen Entfernung des Befundes, die bei Bedarf mit einer nachfol-

genden Strahlentherapie kombiniert werden kann, oder aber in einer definitiven Ra-

dio(chemo)therapie. Wie bei anderen malignen Tumoren stellt sich auch bei Plattenepi-

thelkarzinomen des oberen Aerodigestivtraktes die Frage nach eventuellen Mikrometasta-

sen trotz einer auf Grundlage moderner bildgebender Verfahren vermuteten präoperativen 

Metastasenfreiheit. Die Metastasierung erfolgt primär lymphogen entlang der physiologi-

schen Lymphknotenstationen des Halses [3]. Zur hämatogenen Metastasierung kommt es 

dagegen trotz reichlicher Vaskularisation von Kopf und Hals erst in späteren Stadien, dann 

vor allem in die Lunge [4]. Diese Fernmetastasen werden nahezu niemals ohne 

vorausgegangene Lymphknotenmetastasierung beobachtet. 

 

Die Prognose fortgeschrittener Karzinome der oberen Luft- und Speisewege ist trotz ver-

besserter operativer Methoden inklusive einer partiellen oder totalen Halslymphknotenaus-

räumung (Neck dissection) mäßig. Zudem ist sie in hohem Maße von der Lokalisation des 

Primärtumors im Kopf-Hals-Bereich abhängig. Während z.B. die 5-Jahres-Überlebensrate 

eines Patienten mit einem glottischen Larynxkarzinom im Stadium T1 fast 100 % beträgt, 

fällt sie bei einer laryngealen T4-Situation auf unter 50 % ab. Die Prognose eines supra-     

glottischen Larynxkarzinoms ist dagegen noch schlechter: hier beträgt die 5-Jahres-
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Überlebensrate für Patienten mit T1-Karzinomen etwa 70 – 80 %, mit T4-Karzinomen nur 

noch 30 – 40 % [4]. Die Tumorgröße ist allerdings keineswegs der einzige prognostische 

Faktor. So gibt es nicht selten kleine Karzinome mit einer fortgeschrittenen Metastasie-

rung. Hierfür ursächlich angenommen werden Faktoren, die zu einer bereits frühzeitigen 

Metastasierung beitragen. Zu diesen Gewebefaktoren gehören auch Vertreter der Matrix-

Metalloproteinasen. 

 

Matrix-Metalloproteinasen (MMP) bezeichnen eine Familie substratspezifischer Endopep-

tidasen unterschiedlicher Struktur, denen ein ionisiertes Zinkatom im aktiven Zentrum ge-

meinsam ist. Durch Spaltung von Peptidbindungen zur Proteindegeneration fähig, sind sie 

in der Lage, verschiedene Faserstrukturen der Extrazellularmatrix wie Kollagene und   

Elastase abzubauen [5]. Matrix-Metalloproteinasen sind seit etwa 25 Jahren bekannt. 1979 

beschrieben Sopata und Mitarbeiter [6] eine Gelatinase in menschlichen Leukozyten. Selt-

zer et al. [7] spezifizierten zwei Jahre später eine neutrale Gelatin-spezifische Proteinase, 

die menschlichen Fibroblasten entstammte. Die Gelatinase wurde als MMP-2 identifiziert. 

Neben in Leukozyten und Fibroblasten konnte MMP-2 auch in einer Reihe anderer Gewe-

be dargestellt werden, so in Synovialflüssigkeit [8] und in verschiedenen tierischen Gewe-

ben wie Kaninchenknochen [9]. Nakano und Mitarbeiter [10] stellten eine weitere, von 

Fibroblasten der Gingiva produzierte Gelatinase dar, deren Gewicht Johansson et al. [11] 

auf 72 kDa bestimmten. Zuvor hatte die Arbeitsgruppe um Mercer et al. [12] einen Metal-

loproteinaseinhibitor im Synovialfluid von Patienten mit rheumatoider Arthritis entdeckt, 

dessen Struktur von Carmichael et al. [13] beschrieben wurde.   

 

Mittlerweile sind mehr als 20 unterschiedliche Matrix-Metalloproteinasen bekannt [14]. 

Sie werden in verschiedene Unterklassen eingeteilt, wobei die Einteilung anhand einer 

Kombination aus struktureller und Substrathomologie der einzelnen MMPs vorgenommen 

wird [15]. Auf diesen Kriterien basierend werden Kollagenasen, Stromelysine, Gelatina-

sen, Matrilysin und Membran-Typ MMPs (=MT-MMP) unterschieden, wobei mittlerweile 

auch Überschneidungen zwischen den einzelnen Unterklassen gefunden wurden. So kann 

z.B. die Gelatinase MMP-2 analog zu den Kollagenasen der MMP-Familie fibrilläre Kol-

lagene abbauen [16]. Die ersten vier genannten Mitglieder der Familie degradieren als freie 

Enzyme verschiedene Bestandteile der Extrazellularmatrix, wie Kollagene, Laminin und 

Gelatin. MT-MMPs dagegen werden nicht sezerniert, sondern sind membrangebundene 
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Enzyme [17]. Soweit bis jetzt bekannt ist, spielen sie unter anderem eine wichtige Rolle 

bei der Aktivierung latenter MMP-Vorstufen [18] . 

 

Physiologische Antagonisten der MMPs sind die „Tissue Inhibitors of Matrix-Metallo-

proteinases“, TIMPs. Mercer und Mitarbeiter [12] entdeckten 1985 einen Metalloproteina-

seinhibitor im Synovialfluid von Patienten mit rheumatoider Arthritis, dessen Struktur von 

Carmichael [13] beschrieben wurde. Inzwischen sind vier verschiedene TIMPs bekannt, 

die in verschiedensten Geweben und Körperflüssigkeiten nachzuweisen sind und allesamt 

MMP-inhibitorische Aktivität besitzen [19].  

 

Mit ihrer Fähigkeit zum Abbau unterschiedlicher extrazellulärer Faserstrukturen nehmen 

Matrix-Metalloproteinasen an den verschiedensten Umbauprozessen des Gewebes teil. 

Zum einen kann es sich dabei um physiologische Vorgänge handeln, z.B. embryonale und 

fetale Entwicklung [20;14], post-partale Umbauvorgänge [21], altersbedingte Involuti-

onsprozesse [22] oder Wundheilungen [23]. Aber auch bei verschiedenen Krankheiten, die 

mit Modifizierungen von Gewebsstrukturen und Entzündungen einher gehen, lassen sich 

MMPs nachweisen, z.B. in Systemerkrankungen wie rheumatoider Arthritis [24;25], in 

zirrhotischem Lebergewebe [26] und arteriosklerotisch veränderten Gefäßen bei koronarer 

Herzkrankheit [27], bei chronischen Entzündungen [28] oder bei Periodontitis [29]. Von 

besonderer Bedeutung sind Matrix-Metalloproteinasen im Zusammenhang mit malignen 

Tumoren: Matrix-Metalloproteinasen lassen sich in ganz unterschiedlichen Tumoren, wie 

zum Beispiel von Ösophagus [30], Magen [31], Dickdarm [32;33], Pankreas [34], Leber 

[35], Lunge [36;37], Haut [23;38], Genitaltrakt [39] und oberem Aerodigestivtrakt [40] 

nachweisen. Dérrico et al. [41] führen das jeweilige Vorkommen der MMPs auf ihre Fä-

higkeit zum Abbau von Kollagen Typ IV zurück. Die Bedeutung der Degradation von Kol-

lagen Typ IV, einem wichtigen Baustein der Basalmembran, wurde durch Liotta et al. [42] 

und seitdem wiederholt beschrieben, weshalb man Matrix-Metalloproteinasen eine ent-

scheidende Bedeutung in der Ausbreitung maligner Prozesse zuschreibt.  

 

Vor diesem Hintergrund wurden Matrix-Metalloproteinasen in den letzten Jahren in zwei-

erlei Hinsicht untersucht. Zum einen stellt sich die Frage, inwieweit Matrix-

Metalloproteinasen als Angriffsort neuer Chemotherapeutika von Wert sind: Entweder in 

Form synthetischer Inhibitoren der proteolytischen Aktivität von MMPs oder als Inhibito-
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ren der Signaltransduktion, die zur Expression von MMPs in Tumorzellen führt [43;44;45]. 

Der andere Schwerpunkt besteht in einer Evaluation von Matrix-Metalloproteinasen als 

prognostische Faktoren für den Verlauf einer Tumorerkrankung. Verschiedenste Arbeits-

gruppen wiesen auf Zusammenhänge zwischen der Menge an vorhandenen MMPs und 

prognoserelevanten Kriterien hin, so Heissenberg et al. [46] für Plattenepithelkarzinome 

des Hypopharynx, Bianco et al. [47] für Patienten mit Urothelkarzinomen, Airola et al. 

[48] für das maligne Melanom und Herbst et al. [49]  für den nicht-kleinzelligen Lungen-

krebs. Trotz intensiver Forschung auf diesem Gebiet hat sich bis jetzt noch kein abschlie-

ßendes Bild hinsichtlich der Bedeutung von MMPs in malignen Tumoren ergeben, weswe-

gen weitere Untersuchungen zu diesem Thema vonnöten sind.  
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2. Fragestellung 

 

 

Mit Blick auf die eben aufgezeigte Problematik war es das Ziel der vorliegenden Disserta-

tion, folgende Fragen zu beantworten: 

  

• Wird die RNA der Matrix-Metalloproteinasen MMP-2, -7, -9 und –13 und ihrer Anta-

gonisten TIMP-1, -2 und –3 in den betrachteten Proben aus Tumorgewebe und Zellli-

nien exprimiert?  

 

• Wie stellt sich das nachgewiesene Expressionsverhalten bei genauerer Betrachtung dar: 

Ist es möglich, bestimmte, wiederkehrende Muster zu erkennen?  

 

• Welche Korrelationen ergeben sich zwischen den nachgewiesenen Expressionsmustern 

der Primärtumorgröße, dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen zum Diagno-

sezeitpunkt oder dem histologischen Differenzierungsgrad sowie der Lokalisation des 

Primärtumors? 
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3.   Material und Methoden 

  

 

3.1 Gewebe – Proben 

 

Insgesamt wurden 30 Tumorgewebe-Proben von 28 verschiedenen Patienten mit Platten-

epithelkarzinomen der oberen Luft- und Speisewege untersucht. Von diesen Patienten wa-

ren 25 männlich, 3 weiblich; das mittlere Alter betrug 54,8 (+/- 7,96) Jahre, mit einer 

Spannweite zwischen 43 und 68 Jahren. Zum Operationszeitpunkt befand sich die Mehr-

heit der Patienten (n  =  22) in einem fortgeschrittenen Stadium ihrer Erkrankung (T3 oder 

T4). Die Gewebeproben wurden im Rahmen der operativen Therapie an der Klinik für 

Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Philipps-Universität in Marburg zwischen Mai 

1998 und Juli 1999 gewonnen. Eine Chemo- oder Strahlentherapie ging bei keinem der 

Patienten der Operation voraus. In 22 Fällen stammten die Proben von einem operativ ent-

fernten Primärtumor. Sechs Proben wurden aus Metastasen entnommen; drei Proben aus 

Lymphknotenmetastasen, drei aus Metastasen im Weichteilgewebe. In einem Fall handelte 

es sich um eine Lymphknotenmetastase bei CUP-Syndrom (cancer of unknown primary) 

mit unbekanntem Primärtumor, die sich in einem Halslymphknoten des Patienten befand. 

Bei zwei Patienten konnten Gewebeproben sowohl aus dem Primärtumor als auch aus ei-

ner Metastase gewonnen werden. Die histologische Sicherung der Diagnose eines Platten-

epithelkarzinoms sowie die Einteilung anhand des Differenzierungsgrads (G1 - G4) erfolg-

te bei jedem Resektat durch die Pathologische Abteilung des Universitätsklinikums (Leiter 

Prof. Dr. R. Moll). Unmittelbar nach der Entnahme wurden die Proben schockgefroren und 

bei  –80°C bis zur Verwendung gelagert. Die Probengewinnung erfolgte in Übereinstim-

mung mit den Richtlinien der Ethikkommission der Philipps-Universität Marburg.   

 

 

3.2   Zelllinien 

 

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden sieben Plattenepithelkarzinom-Zelllinien ver-

wendet, die der Klinik für Hals-, Nasen- und Ohrenkrankheiten freundlicherweise von T. 

Carey (UM-SCC-27, UM-SCC-3) und R. Grénman (UT-SCC-24A, UT-SCC-24B, UT-
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SCC-19B, UT-SCC-16A, UT-SCC-16B) zur Verfügung gestellt wurden. Desweiteren 

wurde als Kontrolle eine Keratinozyten-Zelllinie gesunder Mundschleimhaut mitgeführt. 

 

 

3.2.1  Zellkultur 

 

Um die notwendigen sterilen Bedingungen in der Anzucht von Zellkulturen zu gewährleis-

ten, wurden alle Arbeiten an einem Reinraum-Arbeitsplatz (Köttermann Uetze, Typ 8581) 

durchgeführt. Alle Übertragungen von Zellen oder Medien erfolgten mit einer Pipettierhil-

fe (Pipetus-Akku, Hirschmann Laborgeräte, Ebersdorf) und sterilen serologischen Einmal-

pipetten (Nalge Nunc, Wiesbaden, Größen 5, 10 und 25 ml). Die Kultur von Tumorzellen 

und Keratinozyten unterscheidet neben dem Anzuchtprotokoll vor allem die Wahl ver-

schiedener Medien, die im Anschluss beschrieben sind.  

  

Tumorzellen 

Das für die Anzucht der Tumorzellen benötigte Medium wurde unter sterilen Bedingungen 

angesetzt (siehe Teil 2.8), mit 0,1 mol NaOH bzw. HCl auf einen pH-Wert von genau 7,40 

titriert und nach sterilem Filtrieren (Bottle Filter Systems, Costar Bodenheim) bei 4°C ge-

lagert. Die in flüssigem Stickstoff gelagerten Zelllinien waren zum Schutz vor dem Gefrie-

ren mit Dimethylsulfoxid 10 % versehen worden, welches vor der Verwendung entfernt 

werden musste. Dazu waren die Zellen im indirekten Wasserbad bei 37°C aufzutauen und 

umzulagern. Die erhaltene Zellsuspension musste mit frischem Kulturmedium auf insge-

samt 10 ml Volumen aufgefüllt und bei 700 U/min für 10 Minuten zentrifugiert werden 

(Medifuge, Heraeus Instruments Hanau). Der Überstand wurde vorsichtig abpipettiert, die 

Zellen mit 5 ml Medium resuspendiert, in die Kulturflaschen ausgesät und weitere 10 ml 

Medium hinzugefügt. Die Zellen wurden nun bei 37°C, 5 % atmosphärischem Kohlendi-

oxid und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank (Begasungsbrutschrank BB 16, Heraeus 

Instruments) inkubiert und regelmäßig unter dem Lichtmikroskop (Telaval 31, Zeiss Jena) 

auf Verunreinigungen, Bakterienbefall und Wachstumsstand kontrolliert. Der Wechsel des 

Nährmediums fand alle drei Tage statt. Bei am Flaschenboden festgewachsenen Zellen 

wurde das alte Medium abgegossen und die Flasche mit 10 ml neuen Mediums wieder ge-

füllt. Schwimmende Zellen mussten durch Zentrifuation vom alten Medium getrennt, in 

neuem Medium resuspendiert und wieder in die Brutflasche gegeben werden.  
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Keratinozyten 

Das serumfreie Keratinozyten-Medium enthielt epidermalen Wachstumsfaktor EGF 5 

ng/ml und Rinderhypophysenextrakt BPE 50 µg/ml; eine prophylaktische Antibiose aus 

500 µl Amphotericin B (250 µg/ml) , 200 µl Mycoplasma Removal Agent MRA und 5 ml 

Penicillin/Streptomycin (10.000 IU / 10.000 µg/ml) wurde nach der Lieferung hinzu gege-

ben. Der Ansatz wurde steril filtriert, in 10 ml Portionen aliquotiert und bis zum weiteren 

Gebrauch bei -80°C aufbewahrt. Zur Kultivierung von Keratinozyten wurde normale Mu-

cosa sofort nach der Resektion noch im OP in eine Petrischale mit DMEM gegeben, mit 

einem Skalpell zerkleinert und bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C gelagert. Nach Ab-

gießen des Mediums wurde die Schleimhaut dreimal mit PBS-Lösung gewaschen und bei 

37°C für 1 h mit Dispase (3 ml á 3 Units/ml) und 7,5 µl Penicillin/Streptomycin behandelt. 

Es erfolgte ein weiterer Waschgang mit PBS-Lösung. Anschließend konnte die Epidermis 

von der Dermis getrennt werden und mit Trypsin-PBS-Lösung (0,05 % Trypsin)  20 – 30 

Minuten lang bei 37°C zur Lyse der epidermalen Zellverbände inkubiert werden. Das Ly-

sat wurde 5 Minuten lang bei 1000 U/min zentrifugiert und der Trypsin-Überstand verwor-

fen. Danach wurde das Lysat zweimal mit FCS 10 % gewaschen, um die Aktivität eventu-

ell verbliebenen Trypsins zu stoppen, und wieder zentrifugiert. Der Überstand wurde er-

neut verworfen und die Zellen im Bodensatz durch Zugabe von 5 ml Keratinozyten-

Medium wieder aufgeschwemmt. Die Zellen konnten nun mitsamt des Nährmediums aus-

plattiert und im Brutschrank inkubiert werden. Der Medium-Wechsel mit Keratinozyten-

Nährmedium erfolgte erst nach fünf Tagen und verlief im übrigen wie bei den Tumorzel-

len. Zur Etablierung einer Zelllinie und zur Anzucht von Zellen in größerer Menge war ein 

Passagieren der Keratinozyten unerlässlich. Dabei wurden die Zellen zunächst wie zur Ern-

te abgelöst und nach der Zentrifugation mit 4 ml Medium resuspendiert. Diese Suspension 

wurde gleichmäßig auf neue Kulturflaschen verteilt. Pro Ansatz kamen noch 2 – 3 ml Me-

dium hinzu, dann wurden die Proben inkubiert. Nach drei Tagen erfolgte eine Kontrolle 

und bei erfolgreichem Anwachsen ein normaler Wechsel des Mediums.   

 

  

3.2.2  Zellernte 

 

Nach durchschnittlich 7 – 10 Tagen (Keratinozyten benötigen länger als Tumorzellen) bil-

deten die Zellen einen dichten Verband am Boden der Kulturflasche. Zur Ernte war zu-

nächst das alte Medium abzugießen, die Zellen mit PBS zu spülen und mit 2 ml 0,05 % 
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Trypsin zu inkubieren. Wenn sich, abhängig von der jeweiligen Kultur, nach 30 – 60 Mi-

nuten alle Zellen vollständig vom Boden abgelöst hatten, wurden 5 – 10 ml Medium als 

„Trypsinstopper“ hinzu gegeben. Die Zellsuspension war jetzt für nachfolgende Untersu-

chungen zu gebrauchen. 

 

  

3.3  RNA-Extraktion aus Gewebe 

 

Vor Extraktion der RNA aus den Proben musste das Gewebe zunächst zerkleinert und ge-

nau abgewogen werden, um die RNA mit Hilfe des Qiagen RNeasy Kits (Qiagen, Hilden) 

gemäß des beigefügten Protokolls von den übrigen Gewebebestandteilen trennen zu kön-

nen. Die Pulverisierung erfolgte per Hand in einem mit flüssigem Stickstoff gekühlten, 

sauberen Mörser. Erst durch die Zugabe von 350 µl (bei weniger als 20 mg Gewebe) bzw. 

600 µl (bei 20 – 30 mg Gewebe) RLT-Puffer taute das Gewebe auf, das bis zu diesem 

Schritt zur Verhinderung einer RNA-Denaturierung durch ubiquitäre RNAsen gefroren 

bleiben musste. Nach Homogenisierung des entstandenen Lysats wurde drei Minuten lang 

bei 15000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert, der Überstand abpipettetiert und diesel-

be Volumeneinheit 70-prozentigen Ethanols zugefügt. 700 µl der Probe inklusiv eventuell 

entstandener Präzipitate wurden in einer „RNeasy mini spin column“ für 15 Sekunden bei 

10000 U/min zentrifugiert und die ausgetretene Flüssigkeit verworfen. Bei mehr als 700 µl 

Lysat wurde dieser Schritt entsprechend wiederholt. Im nächsten Schritt musste 700 µl 

RW1-Puffer auf die RNeasy-Säule pipettiert und wieder für 15 Sekunden bei 10000 U/min 

zentrifugiert werden. Zum Auswaschen der Säule wurde mit 500 µl RPE-Puffer 15 Sekun-

den lang bei 10000 U/min und bei der Wiederholung des Waschvorgangs für zwei Minuten 

bei maximaler Geschwindigkeit (15000 U/min) zentrifugiert. Nach Verwerfen des Eluats 

erfolgte eine vollständige Trocknung der Säule während einer weiteren Minute Zentrifuga-

tion bei Höchstgeschwindigkeit. Die Säule enthielt dann die extrahierte RNA, die mit 50 µl 

RNAse-freien Wassers nach Zugabe von 1 µl RNAse-Inhibitors eluiert wurde. Nach der 

Eluation erfolgte sofort eine photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration im Elu-

at (Photometer: Pharmacia, LKB Ultrospec III), um so die absolute Menge an gewonnener 

RNA berechnen zu können. Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei          –28°C 

gelagert. 
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3.4  Erstellung einer cDNA 

 

Für die reverse Transkription der extrahierten RNA in eine cDNA wurde zunächst ein Ma-

ster-Mix mit Reagenzien aus dem „1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)“ 

(Boehringer Mannheim) erstellt. Das dann zuzufügende Volumen an eluierter RNA musste 

genau 1 µg RNA entsprechen. Steriles, RNAse-freies Wasser in entsprechenden Anteilen 

füllte den Reaktionsansatz auf das notwendige konstante Volumen von 20 µl auf. Die In-

kubation im PCR-Gerät (Hybaid Omni Gene, Nr. 2613) folgte dem Temperatur-Zeit-

Protokoll von Boehringer-Mannheim: 10 min bei 25°C, dann für 60 min bei 42°C. Die 

Denaturierung der Reversen Transkriptase für 5 Minuten bei 99°C war notwendig, um eine 

mögliche Störung späterer Arbeitsschritte durch das Enzym zu verhindern. Nach dem Ab-

kühlen auf 4°C für 5 Minuten konnte die neuentstandene cDNA direkt weiter verwendet 

oder bei 4°C einige Wochen lang aufbewahren werden. 

 

 

3.5  Polymerase-Kettenreaktion 

 

Im Anschluss an die Herstellung der cDNA erfolgte deren Amplifikation in der Polymera-

se-Kettenreaktion mit einem in einer vorausgegangenen Versuchsreihe ausgetesteten Reak-

tionsansatz. Die verwendeten Primer waren zuvor nach Sequenzangaben im Institut für 

Molekularbiologie und Tumorforschung an der Philipps-Universität Marburg synthetisiert 

worden und lagen in einer Konzentration von 0,04 µMol vor. Zu diesem Grundansatz (je-

weils 95,0 µl) kamen immer 5,0 µl der aus den einzelnen Proben gewonnenen cDNA. Ein 

Tropfen reinen Mineralöls als Abdeckung verhinderte ein Verdunsten des Ansatzes wäh-

rend des PCR-Prozesses. Die anschließende cDNA-Amplifikation verlief nach folgendem 

Temperatur- und Zeitprotokoll: Zunächst eine dreiminütige Inkubation der Probe bei 94°C, 

dann folgten 35 Reaktionszyklen, von denen jeder einzelne aus Denaturierung bei 94°C für 

eineinhalb Minuten, Anlagerung bei 58°C für eine Minute und Primer-Verlängerung bei 

72°C für zwei Minuten bestand. Im Anschluß daran wurden nach einer letzten Verlänge-

rungsphase, fünf Minuten bei 72°C, weitere Reaktionen durch Abkühlung auf 4°C ge-

stoppt. Die Probe konnte jetzt bis zur geplanten Verwendung für einige Zeit bei 4°C gela-

gert werden.  
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3.6  Gel-Elektrophorese 

 

Die Identifikation der amplifizierten DNA erfolgte durch elektrophoretische Auftrennung 

der Proben auf einem mit 0,003 % Ethidiumbromid versetzten 2-prozentigen Agarose-Gel 

im Flachbettelektrophoresegerät (Kodak BioMax MP 015). Zur Herstellung der Gele sowie 

zur Elektrophorese war TEA-Puffer in einer definierten Konzentration zu verwenden. Die 

Stammlösung musste dabei zum endgültigen Gebrauch kurz vorher auf ein Fünftel der 

Ausgangskonzentration verdünnt werden. Die Geltaschen wurden mit jeweils 15 µl DNA-

Lösung und 3 µl eines 6-fach Probenpuffers befüllt. Bei jeder Elektrophorese lief als Grö-

ßenstandart 1 µg eines ebenfalls mit 6-fach Puffer gemischten 100 bp DNA-Ladders sowie 

eine Probe mit Aktin-cDNA mit. Die Laufzeit eines Gels betrug 110 Minuten bei einer 

Spannung von 100 Volt. Die einzelnen Banden konnten an verschiedenen Stellen unter 

ultraviolettem Licht sichtbar gemacht und ihre DNA wegen der unterschiedlichen Größe 

verschiedenen MMPs bzw. TIMPs zugeordnet werden; dabei entsprach Aktin 788 bp, 

MMP-2 485 bp, MMP-7 784 bp, MMP-9 638 bp, MMP-13 490 bp, TIMP-1 551 bp, 

TIMP-2 427 bp, TIMP-3  455 bp. Die Fotografie der im UV-Licht aufleuchtenden Banden 

erfolgte mit einer Polaroid-Handkamera, Blende 8, Belichtungszeit 1,5 Sekunden; Ent-

wicklungsdauer 50 – 55 Sekunden. 

 

 

3.7  Auswertung 

 

3.7.1  Allgemeine Hinweise 

 

Die Auswertung der gewonnenen Ergebnisse erfolgte semiquantitativ, d.h. das Signal der 

exprimierten RNA-Menge wurde im Verhältnis zum Signal der jeweils exprimierten beta-

Aktin-RNA betrachtet, weil die Expression der Aktin-kodierenden Gene in Zellen konstant 

bleibt, unabhängig vom Malignitätsgrad des Gewebes. Dabei entspricht die Signalstärke 

der in der untersuchten Probe vorhandenen Aktin-RNA einer willkürlich festgelegten 

Menge von 100 %, das nachgewiesene MMP- (bzw. TIMP-) RNA-Signal beträgt im Ver-

gleich dazu in Prozent  

0     (= nicht nachweisbar),  

25   (= Signal schwach nachweisbar),  

50   (= nachweisbares Signal schwächer als das von Aktin),  
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100 (= MMP- / TIMP-RNA-Signal entspricht etwa Aktin),  

150 ( = Signal stärker) und  

200 (= Signal sehr viel stärker als das von Aktin). 

 

 

3.7.2  Statistische Auswertung 

 

Zur Auswertung wurde das Programm SPSS 11.2  für Windows 98 verwendet. Dabei wur-

den Verteilungshäufigkeiten sowie fragliche Zusammenhänge zwischen den einzelnen Pa-

rametern und deren statistische Signifikanz betrachtet. Eine Untersuchung auf vorhandene 

Korrelationen erfolgte mit dem tau-b-Test nach Kendall und dem rho-Test nach Spearman. 

 

 

3.8  Methodischer Anhang 

 

3.8.1  Reaktionsansätze 

 

Tumorzellmedium 

Zur Herstellung des Mediums für die Tumorzellen einschließlich Antibiose sind: 

   2,38 g   HEPES (Hydroxyethyl-Piperazin-Ethansulfonsäure) 

   0,375 g NaHCO3 

   4,86 g   MEM (Minimal Essential Medium) 

   50 ml    FCS (Fetal Calf Serum) 10% 

   5 ml      L-Glutamin 200 mM 

   5 ml      Penicillin/Steptomycin (10000 IU/ml / 10000 µg/ml) 

   250 µg  Amphotericin B (250 µg/ml)  

   200 µl   Mycoplasma Removal Agent 

mit destilliertem Wasser auf 500 ml Gesamtvolumen aufzufüllen. 

Vor Ansetzen des Mediums muss das Komplementsystem des FCS durch Inkubation bei   

konstant 56°C über 30 Minuten inaktiviert werden.  

 

cDNA-Master-Mix 

   2,0 µl 10X Reaction Buffer: 100 mM Tris, 500 mM KCl; pH 8,3  

4,0 µl Magnesiumchlorid (MgCl2): 25 mM 
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   2,0 µl Desoxynucleotid-Gemisch: je 10 mM dATP, dCTP, dTTP, dGTP 

   2,0 µl Random Primer p(dN)6: 0,04 A260 units/µl (2 µg/µl)  

   1,0 µl RNAse-Inhibitor: 50 units/µl 

   0,7 µl AMV Reverse Transcriptase 

 

PCR-Master-Mix 

   10 µl  PCR 10x ReactionBuffer 

   2,0 µl  Magnesiumchlorid (MgCl2): 2,5 mM  

   2,0 µl  Gelatine 

   je 1 µl  5`- und 3´- Primer 

   0,5 µl  Taq 

   78,5 µl RNAse-freies destilliertes Wasser 

 

Tabelle 1: Basenabfolge der bei der PCR eingesetzten Primer 

 
beta-Aktin S 5`-GAT GAT GAT ATC GCC GCG CTC GTC GTC-3` 
 AS 5`-GTG CCT CAG GGC AGC GGA ACC GCT CA-3` 
   
MMP-2 S 5`-CCA CGT GAC AAG CCC ATG GGG CCC C-3` 
 AS 5`-GCAA GCC TAG CCA GTC GGA TTT GAT G-3` 
   
MMP-7 S 5`-CCT GGC AGC CTG GCC CTG CCG CTG CCT-3` 
 AS 5`-AAT GAA TGG ATG TTC TGC CTG AAG TTT C-3` 
   
MMP-9 S 5`-GGT CCC CCC ACT GCT GGC CCT TCT ACG GCC-3` 
 AS 5`-GTC CTC AGG GCT CTG CAG AAT GTC ATA GGT-3` 
   
MMP-13 S 5`-GAC TTC ACG ATG GCA TTG CTG-3` 
 AS 5`-GCA TCA ACC TGC TGA GGA TGC-3`  
   
TIMP-1 S 5`-TGC ACC TGTT GTC CCA CCC CAC CCA CAG ACG-3` 
 AS 5`-GGC TAT CTG GGA CCG CAG GGA CTG CCA GGT-3` 
   
TIMP-2 S 5`-AAG GAA GTG GAC TCT GGA AAC G-3` 
 AS 5`-TTG ATG CAG GCG AAG AAC TTG G-3` 
   
TIMP-3 S 5`-ATC AAG TCC TGC TAC TAC CTG C-3` 
 AS 5`-TCA TTC TTT CTG GCA TGG CAC C-3` 
   
 
Legende: S = sense; AS = antisense (Leserichtung der Gensequenzen) 

                A = Adenosin; C = Cytosin; G = Guanosin; T = Thymidin 
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TEA – Puffer     

   24,2 g Trisbase         

   5,7 ml Eisessig 

   3,7 g   Natrium-EDTA in einem Liter destilliertem Wasser  

 

6-fach Probenpuffer    

50 %  Glyzerin 

   1 mM EDTA 

   0,4 % Bromphenolblau 

   0,4 % Xylencyanol in destilliertem Wasser 

 

 

3.8.2  Produkte und Chemikalien 

 

1) Zellkultur 

  Amphotericin B 250 µl/ml lyophilized, Seromed, Biochrom KG Berlin 

Gentamycin 10 mg/ml, rekonstituiert mit 5 ml sterilem aqua dest, Seromed, Bio-  

chrom KG 

  Penicillin / Streptomycin 10.000 IU / 10.000 µg/ml, Seromed, Biochrom KG 

Dispase auf der Basis: Bacillus Polymicos I + II Neutrale Protease, Boehringer 

Mannheim 

serumfreies Medium für Keratinozyten, Life-Technologies Paisley Schottland, ent-

hält: Epidermalen Wachstumsfaktor EGF  5 ng/ml 

           Rinderhypophysen-Extrakt BPE  50 µg/ml 

  FCS fetales Kälberserum, auf Mycoplasmen getestet, Seromed, Biochrom KG 

  DMEM Dulbecco`s Modified Eagle`s Medium, BioWhittaker Europe 

  PBS-Lösung, Seromed, Biochrom KG, enthält: 

          6,5 mM Na2HPO4 , 1,5 mM KH2PO4 , 2,5 mM KCl , 140 mM NaCl , pH 7,25  

  MRA mycoplasma removal agent, ICN Biomedicals Meckenheim 

  DMSO, Merck Darmstadt 
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2) RT-PCR 

  RNeasy Kit, Quiagen  

  „1st strand cDNA synthesis kit for RT-PCR (AMV)“, Boehringer Mannheim 

 

 

3) Elektrophorese 

  100 bp DNA-Ladder, New England Biolabs 

 

 

Die übrigen zur Zubereitung der Puffer und bei der Gel-Elektrophorese verwendeten Che-

mikalien wurden alle von Merck, Darmstadt bezogen. 
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4.  Ergebnisse 

 

 

4.1  Expressionsverhalten von MMPs und TIMPs in Tumorgeweben 

 

Die folgende Tabelle gibt einen Überblick über die gesamte MMP- und TIMP-RNA-

Expression in allen untersuchten Tumorgewebeproben (n = 30). 

 

 

 

 

positive 

Proben 

Prozent Mittelwert in 

Prozent 

Standard-

fehler 

Median 

MMP-2 21 70 24,17 3,49 25 

MMP-7 16 53 39,17 10,43 25 

MMP-9 23 77 63,33 10,90 50 

MMP-13 29 97 107,50 10,11 100 

TIMP-1 30 100 100,83 5,42 100 

TIMP-2 30 100 80,00 5,14 100 

TIMP-3 30 100 45,00 2,78 50 

 

Tabelle 2: Statistische Darstellung der Signale von MMPs und TIMPs in der Gesamtheit  

     der untersuchten Tumorgewebeproben 

 

 

Die Übersicht verdeutlicht, dass alle in Frage stehenden MMPs und TIMPs in den unter-

suchten Gewebeproben auf RNA-Niveau vorhanden sind. Allerdings zeigen die einzelnen 

MMPs und TIMPs sowohl in Häufigkeit als auch in Intensität ihrer RNA-Signale Unter-

schiede. Während die TIMPs alle gleich häufig in allen Proben (= 100%) nachweisbar 

sind, unterscheiden sie sich erheblich im Hinblick auf die jeweils tatsächlich vorhandene 

Signalstärke: Der Mittelwert schwankt zwischen 100 % (für TIMP-1) und 45 % (für 

TIMP-3). Noch größere Differenzen finden sich bei den MMPs. Die am häufigsten expri-

mierte MMP ist MMP-13 in 97 % der Proben; zugleich zeigt sie mit ihrem Mittelwert von 

107,5 % auch das stärkste Signal aller MMPs. MMP-9 zeigt den zweithöchsten Mittelwert 

aller MMPs (63,3 %) und ist mit 77 % positiver Proben auch am zweithäufigsten vorhan-
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den. MMP-2 ist zwar in 70 % aller Fälle nachzuweisen, hat aber nur eine durchschnittliche 

Signalstärke von 24,17 %. MMP-7 schließlich wird zwar im Schnitt mit einer Intensität 

von 39,17 % dargestellt, aber nur in 53 % aller Proben. 

 

 

Die graphische Darstellung (Abbildung 1) zeigt die Mittelwerte der Signalintensitäten aller 

betrachteten MMPs und TIMPs in der Gesamtprobenmenge. 
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Abbildung 1:  Mittelwerte der Signalintensitäten S der MMPs und TIMPs in der Gesamt- 

                       probenmenge in Prozent  

 

 

Ein etwas anders gewichtetes Bild ergibt sich bei isolierter Betrachtung der MMP- und 

TIMP-RNA-Signalhäufigkeiten und –intensitäten in den vierundzwanzig untersuchten 

Primärtumorproben (Tabelle 3). 
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 positive 

Proben 

Prozent Mittelwert in 

Prozent 

Standard-

fehler 

Median 

MMP-2 18 75 25,00 3,69 25 

MMP-7 16 67 48,96 12,27 25 

MMP-9 18 75 54,17 11,13 50 

MMP-13 23 96 113,54 11,75 100 

TIMP-1 24 100 101,04 6,81 100 

TIMP-2 24 100 79,17 5,14 100 

TIMP-3 24 100 42,71 2,37 50 

 

Tabelle 3: Statistische Darstellung der Signale von MMPs und TIMPs in der Gruppe der 

     Primärtumoren 

 

 

MMP-13 weist mit 113,54 % den höchsten aller Mittelwerte in der Signalintensität auf. 

MMP-9 ist in drei Vierteln der Proben zu finden; allerdings beträgt der Mittelwert von 

MMP-9 bei der isolierten Betrachtung der Primärtumorgruppe 54,17 %. MMP-7 wird bei 

den Primärtumoren in 67 % der Fälle nachgewiesen. Der Mittelwert liegt bei 49 %. MMP-

2 findet sich nun in 75 % der Fälle, der Mittelwert beträgt 25,00 %. Abbildung 2 zeigt die 

Verteilung der Mittelwerte der Signalintensitäten der untersuchten MMPs und TIMPs. 
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Abbildung 2: Mittelwerte der Signalintensitäten S in Prozent in der Primärtumorgruppe 
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Betrachtet man nun das Verhalten von MMP- und TIMP-Signalen im untersuchten Meta-

stasengewebe allein, verschieben sich die oben beschriebenen Verteilungen zum Teil deut-

lich.  

 

Tabelle 4 fasst Menge und Häufigkeit der nachgewiesenen RNA-Signale von MMPs und 

TIMPs in den Proben, die aus Metastasen stammen (n = 6), zusammen: 

 

 

 

positive 

Proben 

Prozent Mittelwert in 

Prozent 

Standard-

fehler 

Median 

MMP-2 3 50 20,83 10,04 12,50 

MMP-7 0 0 0 0 0 

MMP-9 5 83 100 28,87 100 

MMP-13 6 100 83,33 16,67 75 

TIMP-1 6 100 100 0 100 

TIMP-2 6 100 83,33 16,67 75 

TIMP-3 6 100 54,17 10,04 50 

 

Tabelle 4: Statistische Darstellung der Signale von MMPs und TIMPs in den Metastasen 

 

Auch im untersuchten Metastasengewebe sind Signale der drei TIMPs 1, 2 und 3 in 100 % 

der Fälle nachzuweisen. TIMP-1 ist mit einem Mittelwert von 100 % die am stärksten 

nachgewiesene Inhibitor-RNA; zugleich ist diese Signalstärke sehr konstant – der Stan-

dardfehler beträgt 0. In allen untersuchten Proben lässt sich die gleiche Intensität an TIMP-

1-RNA-Signal zeigen. Der Mittelwert von TIMP-2 liegt mit 83,33 % ähnlich hoch wie in 

der Gruppe der Primärtumoren (79,17 %), und zeigt somit im Signalverhalten wenig Un-

terschied zwischen den beiden Gruppen. Das gleiche gilt in eingeschränktem Maß für 

TIMP-3. 

 

In der Gruppe der Metastasen zeigen die Signale der MMPs eine andere Verteilung als in 

der Gruppe der Primärtumoren. Bei den Metastasen ist MMP-13 zwar immer noch die am 

häufigsten vorhandene MMP (100 % der Proben gegenüber 96 % in Primärtumoren), mit 

einem Mittelwert von 83,33 % gegenüber 113,54 % aber nicht mehr die am stärksten 

exprimierte. In Metastasen ist das stärkste Signal das von MMP-9 (Mittelwert 100 %), wo-
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bei der Standardfehler von 28 auf eine sehr breite Varianz innerhalb der RNA-Menge hin-

weist. MMP-2 läßt sich in der Hälfte der Fälle (50 %) darstellen, der Mittelwert beträgt 

etwa 20 %. Sehr einheitlich ist dagegen das fehlende Signal von MMP-7, das in keiner der 

untersuchten Metastasen nachweisbar ist. Diese Tatsache unterstreicht den zuvor gezeigten 

Unterschied in der Signalhäufigkeit von MMP-7-RNA zwischen der Gesamtmenge und der 

Gruppe der Primärtumoren. Insgesamt ist der Mittelwert der RNA-Signalintensität - bis auf 

die beiden homogenen Fälle TIMP-1 und MMP-7 - mit einem großen Standardfehler be-

haftet, der auf eine starke Schwankungsbreite der jeweiligen Mengen an RNA schließen 

lässt.  

 

 

4.1.1  Muster und Korrelationen von MMP-Expressionen 

 

Feststehende wiederkehrende Expressionsmuster innerhalb der untersuchten MMPs lassen 

sich in den vorliegenden Proben nicht mit letzter Sicherheit aufzeigen. Die Expression von  

RNA einer MMP hängt nicht von anderen MMPs ab. Auch ist die Menge an RNA einer 

MMP unabhängig von der anderer MMPs. Statistisch signifikante Korrelationen zwischen 

einzelnen MMPs konnten weder nach Spearman-rho noch nach Kendall-tau-b dargestellt 

werden. 

 

Demgegenüber treten die drei TIMPs gemeinsam in 100 % aller Tumorproben auf. Die 

Signalintensitäten von TIMP-2 und –3 weisen eine statistisch signifikante positive Korrela-

tion auf: Der Korrelationskoeffizient beträgt nach Kendall-tau-b 0,324  (Signifikanz p = 

0,036), nach Spearman-rho 0,327 (p = 0,039). Ein starkes TIMP-2 Signal geht also mit 

erhöhten Werten für TIMP-3 einher. Für TIMP-1 kann dagegen kein derartiger Zusam-

menhang nachgewiesen werden. 

  

Korrelationen existieren ebenfalls zwischen den RNA-Mengen einzelner TIMPs und 

MMPs. Bei den Primärtumor-Proben allein besteht zwischen MMP-7 und TIMP-2 eine 

signifikante negative Korrelation: Der Korrelationskoeffizient beträgt –0,353 (p = 0,045) 

nach Spearman-rho, bzw. –0,318 (p = 0,045) nach Kendall-tau-b. Geringe Werte an MMP-

7-RNA treten also gemeinsam mit hohen Werten für TIMP-2 auf und umgekehrt. In der 

Gruppe der Metastasen sind die RNA-Mengen von MMP-13 und TIMP-2 durch eine posi-

tive Korrelation miteinander verbunden: Die RNA beider Enzyme wird demnach innerhalb 
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einer Gewebeprobe entweder stark oder schwach exprimiert. Der Korrelationskoeffizient 

liegt bei 0,727 (p = 0,037) nach Kendall-tau-b und 0,850 (p = 0,016) nach Spearman-rho. 

 

Hinweise für weitere möglicherweise bestehende Korrelationen finden sich bei den Primär-

tumoren zwischen MMP-2 und –7, sowie MMP-2 und –9. In beiden Fällen handelt es sich 

um positive Korrelationen mit Koeffizienten von 0,281 (Kendall-tau-b) und 0,299 (Spear-

man-rho), bzw. 0,252 (Kendall-tau-b) und 0,285 (Spearman-rho). Allerdings liegen die 

Werte für p in beiden Fällen knapp über 0,05 (MMP-2 und –7 p = 0,058 (Kendall-tau-b) 

bzw. 0,078 (Spearman-rho) sowie MMP-2 und –9 p = 0,083 (Kendall-tau-b) bzw. 0,089 

(Spearman-rho)), weshalb diese Korrelationen innerhalb der hier betrachteten Datenmenge 

statistisch nicht signifikant sind und nur als Hinweise betrachtet werden können. 

 

 

4.1.2  Korrelationen zwischen MMPs und klinisch-pathologischen Faktoren 

 

Die Frage nach Zusammenhängen zwischen der Menge der exprimierten RNA und tumor-

spezifischen Faktoren wie Primärtumorgröße T, Lymphknotenstatus N und Fernmetasta-

senstatus M sowie histologischem Grading G und dem Alter des Patienten lässt sich wie-

derum mit Hilfe von Korrelationsberechnungen nach Kendall-tau-b und Spearman-rho 

beantworten. Statistisch signifikante Korrelationen finden sich zwischen dem Lymph-

knotenstatus und MMP-13, dem Fernmetastasenstatus und MMP-9, dem Fernmetastasen-

status und dem histologischen Grading des Tumors sowie dem Grading und MMP-13. 

 

Die Korrelation zwischen dem Lymphknotenstatus und der Menge an exprimierter MMP-

13-RNA ist negativ, d.h. mit zunehmender Ausbreitung von metastatisch befallenen 

Lymphknoten sinkt die Menge an MMP-13 ab. Nach Kendall-tau-b beträgt der Korrelati-

onskoeffizient –0,404 (p = 0,016), nach Spearman-rho –0,448 (p = 0,014). Ebenfalls nega-

tiv ist die Korrelation zwischen der Menge an MMP-13-RNA und dem histologischen 

Grading G. Je undifferenzierter der Tumor ist (höheres G-Stadium), desto weniger MMP-

13 wird auf RNA-Niveau exprimiert. Der Koeffizient dieser Korrelation liegt bei –0,291 

mit p = 0,049 (Kendall-tau-b) bzw. –0,333 mit p = 0,048 (Spearman-rho). Die beiden ande-

ren genannten Korrelationen sind positiver Natur. Mit ansteigendem M, also zunehmender 

systemischer Ausbreitung der Tumorerkrankung, nimmt die Menge an nachweisbarer 

MMP-9-RNA ebenfalls zu: Koeffizient 0,341 mit p = 0,025 nach Kendall-tau-b und 0,377 
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mit p = 0,024 nach Spearman-rho. Die letzte Korrelation – Grading G und Fernmetastasen 

M – tritt unabhängig von der Expression von MMP auf. Hier liegt Kendall-tau-b bei 0,361, 

p = 0,034, Spearman-rho bei 0,373, p = 0,033. Mit höherem Grad an histologischer Undif-

ferenziertheit steigt also die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von Fernmetastasen.  

 

Eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Primärtumorgröße T und der RNA-

Menge einer der untersuchten MMPs oder TIMPs ist nicht nachzuweisen. Ein Hinweis auf 

eine eventuell bestehende negative Korrelation findet sich zwar bei TIMP-1: Koeffizienten 

nach Kendall-tau-b –0,239 bzw. nach Spearman-rho –0,263, aber mit p = 0,083 bzw. 0,084 

liegt die Signifikanz über dem statistisch relevanten Wert von 0,05 und ist damit auf die 

untersuchten Proben bezogen nicht signifikant. Die übrigen MMPs und TIMPs, wenn mit 

T korreliert, weisen Signifikanzen von p > 0,1 auf und geben so in diesem Rahmen keinen 

Hinweis auf statistische Zusammenhänge in der Ausprägung dieser Parameter.  

 

 

4.1.3  Tendenzen in der Expression in Abhängigkeit von der Primärtumorgröße T 

 

Eine andere Gewichtung der Ergebnisse gibt eine prozentuale Berechnung durchschnittli-

cher Signalintensitäten für MMPs in den verschiedenen Primärtumorgrößen T, wie in Ta-

belle 5 dargestellt. 

 

durchschnittliche 

Signalstärke in % 

T2 T3 T4 

MMP-2 25 30 20 

MMP-7 81,25 40 45 

MMP-9 37,5 45 70 

MMP-13 100 122,5 110 

TIMP-1 125 97,5 95 

TIMP-2 62,5 85 80 

TIMP-3 50 40 42,5 

 

Tabelle 5: Durchschnittliche Signalintensität Sd der MMPs und TIMPs bei verschiedenen  

     Primärtumorgrößen 
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Bei dieser Betrachtung lassen sich grundsätzliche Tendenzen in den einzelnen Ergebnissen 

aufweisen. Die nur geringe Anzahl von Proben n in den so entstandenen Gruppen macht 

eine detaillierte statistische Berechnung nicht sinnvoll.  

 

Wie aus Tabelle 5 ersichtlich, liegt die durchschnittliche Signalintensität von MMP-2-

RNA in T2-Tumoren bei 25 % und in T3-Tumoren bei 30 %, ist also bei fortgeschrittenem       

T-Stadium stärker. In T4-Tumoren beträgt Sd allerdings nur 20 %. Insgesamt sind die für   

MMP-2 aufzeigbaren Signale auch bei Betrachtung der durchschnittlichen Intensität am 

schwächsten. Für MMP-7 ergibt sich das folgende Bild: Das Signal für diese RNA ist mit 

durchschnittlich 81,25 % in Tumoren im Stadium T2 am stärksten, während es in den hö-

heren T-Stadien deutlich schwächer ist, und zwar 40 % in T3- und 45 % in T4-Tumoren. 

Dagegen nimmt die durchschnittliche Signalintensität Sd für MMP-9-RNA mit einer Zu-

nahme des T-Stadiums ebenfalls zu. Im Stadium T2 beträgt Sd im Schnitt 37,5 %, in T3   

45 % und in T4 70 %. Die Signalintensität für die RNA von MMP-13 ist die stärkste aller 

untersuchten MMPs. Im Stadium T2 beträgt sie 100 %, während sich in T3-Tumoren 

Durchschnittswerte von 122,5 % und in T4-Tumoren von 110 % nachweisen lassen. Ab-

bildung 3 verdeutlicht diese Verteilungen noch einmal.  
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Abbildung 3: Durchschnittliche Signalintensitäten Sd der MMPs bei verschieden Primär- 

          tumorgrößen in Prozent 

 

Die Signalintensitäten der untersuchten TIMPs verhalten sich wie folgt: Sd der TIMP-1-

RNA nimmt mit zunehmendem Tumorstadium ab. In T2-Tumoren beträgt Sd im Schnitt 

125 %, während es in T3-Tumoren auf 97,5 %, in T4-Tumoren dann auf 95 % absinkt. 
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Umgekehrt nimmt Sd für TIMP-2 zu: 62,5 % bei Tumoren im Stadium T2 steigt auf 85 % 

bei T3- und liegt bei 80 % bei T4-Tumoren. Das Signal der TIMP-3-RNA schließlich zeigt 

in T2-Tumoren eine durchschnittliche Intensität von 50 %, in T3-Tumoren von 40 % und 

in T4-Tumoren von 42,5 %. Eine konstante Auf- bzw. Abwärtsbewegung in den Werten 

für Sd lässt sich auch bei dieser Betrachtungsweise nur für MMP-9 bzw. TIMP-1 darstel-

len. Allerdings werden für die übrigen MMPs und TIMPs Trends erkennbar: Sd für MMP-2 

und –13 sowie TIMP-2 nimmt mit Zunahme des T-Stadiums zu, während es für MMP-7 

und TIMP-3 abnimmt (Abbildung 4). 
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Abbildung 4: Durchschnittliche Signalintensitäten Sd der TIMPs bei verschiedenen 

              Primärtumorgrößen in Prozent 

 

 

4.1.4  Expression von MMPs in verschiedenen Tumorlokalisationen 

  

Die Lokalisation des Primärtumors spielt in den vorliegenden Proben für das Expressions-

verhalten von MMPs und TIMPs keine Rolle. Larynx-, Oro- und Hypopharynxtumore un-

terscheiden sich im Hinblick auf die von ihnen exprimierte RNA nur unwesentlich vonein-

ander. Die Verteilung der RNA entspricht in etwa der schon beschriebenen Weise: MMP-

13 ist bei Tumoren aller drei Lokalisationen die am stärksten exprimierte Matrix-

Metalloproteinase mit Mittelwerten über 100 %. MMP-9, -7 und –2 folgen mit geringen 

Variationen in absteigender Reihenfolge. Auffällig sind nur die Larynx-Primärtumore mit 

der außergewöhnlich starken Expression von MMP-7 (Mittelwert 75,0 %) im Vergleich zu 
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den anderen Lokalisationen (Mittelwerte 43,8 % bzw. 46,4 %). TIMP-1 (Mittelwerte um 

100 %) bleibt der am ausgeprägtesten vorhandene Inhibitor, gefolgt von TIMP-2 und –3. 

 

   

4.2  Expression von MMPs in Zelllinien 

 

In den verschiedenen betrachteten Tumorzelllinien lassen sich ebenfalls alle untersuchten 

MMPs und TIMPs nachweisen. Am häufigsten wird MMP-13 (86% der Fälle) exprimiert; 

der Mittelwert liegt bei 64,29 % bzw. der Median bei 50,00 % (Standardabweichung 37,8), 

womit MMP-13 zugleich auch die MMP mit der stärksten Signalintensität ist. Am zweit-

häufigsten findet sich MMP-7 in 71 % der Zelllinien. Hier beträgt der Mittelwert 53,57 % 

bei einer Standardabweichung von 44,32, der Median 25,0 %. MMP-9 und MMP-2 sind in 

je 43 % der Proben nachzuweisen: MMP-9 mit einem Mittelwert von 17,86 % (Standard-

abweichung 18,9), MMP-2 mit einem Mittelwert von 10,71 % bei einer Standardabwei-

chung von 13,36. MMP-2 ist somit die am geringsten exprimierte Matrix-

Metalloproteinase in den untersuchten Zelllinien. TIMP-1 und –2 können in allen Zellli-

nien (= 100 %), TIMP-3 in 86 % nachgewiesen werden. Dabei beträgt der Mittelwert und 

der Median der TIMP-1-Expression 100 % (Standardabweichung 0). TIMP-2 wird im Mit-

tel in einer Stärke von 85,71 % (Standardabweichung 24,4) und einem Median von 100 %, 

TIMP-3 mit einem Mittelwert von 35,71 % (Standardabweichung 19,7) und einem Median 

von 50,0 % exprimiert. 

 

In der Keratinozytenlinie stellt sich MMP-9 als einzige MMP mit einer Signalstärke von 

25 % dar; die übrigen MMPs –2, -7 und –13 können nicht nachgewiesen werden. Dagegen 

sind alle drei TIMPs vorhanden; die Signalstärke von TIMP-1 beträgt 100 %, die von 

TIMP-2 und-3 je 50 %.  

 

Die folgende Tabelle 6 erlaubt einen Überblick über die RNA-Expression von MMP und 

TIMP in den betrachteten Tumorzelllinien (n = 7): 
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 positive 

Proben 

Prozent Mittelwert in 

Prozent 

Standard-

abweich. 

Median 

MMP-2 3 43 10,71 13,36 0 

MMP-7 5 71 53,57 44,32 25 

MMP-9 3 43 17,86 18,90 25 

MMP-13 6 86 64,29 37,80 50 

TIMP-1 7 100 100 0 100 

TIMP-2 7 100 85,71 24,40 100 

TIMP-3 6 86 35,71 19,67 50 

 

Tabelle 6: Statistische Darstellung der Signale von MMPs und TIMPs in Tumorzelllinien. 

 

 

Abbildung 5 veranschaulicht noch einmal die in Tabelle 6 aufgeführten Ergebnisse zum 

Mittelwert der Signalintensitäten S in Prozent von MMPs und TIMPs in Tumorzelllinien. 
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Abbildung 5: Mittelwerte der Signalintensitäten von MMPs und TIMPs in Tumorzelllinien 

 

 

4.2.1 Korrelationen zwischen MMPs und klinisch-pathologischen Parametern der  

         betrachteten Zelllinien 

 

Bestimmte Expressionsmuster im Sinne von Korrelationen zwischen einzelnen Parametern 

finden sich auch bei den betrachteten Zelllinien. So besteht zwischen dem Lymphknoten-
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status des Ursprungsgewebes der Zelllinien und der Menge an exprimierter MMP-13-RNA 

eine negative Korrelation, d.h. mit ansteigendem Tumorbefall von Lymphknoten sinkt die 

Menge an MMP-13-RNA ab. Der Korrelationskoeffizient dieser statistisch signifikanten 

Korrelation beträgt nach Kendall-tau-b –0,653 ( p = 0,047), nach Spearman-rho –0,683    

(p = 0,045). Innerhalb der nachgewiesenen Mengen einzelner MMPs und TIMPs zeigt sich 

zwischen MMP-2 und TIMP-3 eine positive Korrelation: Der Korrelationskoeffizient liegt 

in diesem Fall nach Kendall-tau-b bei 0,694 mit einem Signifikanzniveau p bei 0,038; nach 

Spearman-rho liegt der Koeffizient bei 0,725 mit p bei 0,033.   

 

 

4.3  Gemeinsamkeiten der MMP-Expression zwischen Tumorgewebe und Zelllinien 

 

Anhand der zuvor dargestellten Ergebnisse lassen sich verschiedene Gemeinsamkeiten im 

MMP- und TIMP-Signalverhalten zwischen Tumorgewebe und Zelllinien feststellen: 

 

1) Alle Proben, sowohl primäre Gewebe wie Linien, zeigen Signale für die untersuch-

ten MMPs und TIMPs auf RNA-Ebene. 

2) Die Signaltintensitäten der verschiedenen MMPs schwanken zwischen den einzel-

nen Proben. 

3) MMP-13-RNA ist die am häufigsten darstellbare RNA einer Metalloproteinase. 

Zugleich wird sie auch mengenmäßig am stärksten dargestellt. 

4) Die geringste Menge an nachweisbarer RNA zeigt sich bei MMP-2. 

5) TIMPs sind in Zelllinien wie in Tumorgewebe weitverbreitet vorhanden. RNA von 

TIMP-1 und –2 kann in allen betrachteten Proben dargestellt werden, RNA von 

TIMP-3 in fast allen. Die Menge an TIMP-1-RNA ist jeweils größer als die von 

TIMP-2, die Menge an TIMP-3-RNA ist immer die geringste aller TIMPs. 

6) Eine negative Korrelation zwischen der Signalstärke für MMP-13-RNA und dem 

Lymphknotenstatus N findet sich sowohl in primärem Tumorgewebe wie auch in 

Zelllinien. 

7) Es können Zusammenhänge zwischen MMP- und TIMP-RNA und dem Tumor-

stadium T in der Gruppe der Primärtumoren festgestellt werden.  
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5.  Diskussion 

 

 

5.1  Allgemeine Einführung   

 

5.1.1  Pathophysiologische Grundlagen der Metastasierung 

 

Das Charakteristikum maligner Tumore liegt in ihrer Fähigkeit zur Invasion und Metasta-

sierung. Während sich benigne Tumore beim Wachstum auf das Gebiet ihres ursprüngli-

chen Auftretens beschränken, können maligne Tumore sowohl in sie umgebende Gewebe 

eindringen als auch durch Streuung in entfernten Geweben die Bildung neuer Tochterge-

schwülste verursachen. Dabei ist die Entwicklung von Metastasen für die Mehrzahl der 

durch eine maligne Erkrankung verursachten Todesfälle verantwortlich, entweder direkt 

durch Tumorbesiedelung lebenswichtiger Organe und Beeinträchtigung oder Zerstörung 

ihrer Funktionen, oder durch nicht beherrschbare Komplikationen in der Therapie von me-

tastasierten Tumoren. Wie Kleiner et al. [50]  aufzeigen, präsentieren sich allein in den 

USA ein Drittel aller Tumorpatienten mit bereits vorhandenen Metastasen. Von den übri-

gen entwickeln die Hälfte nach initial erfolgreicher Resektion des Primärtumors im weite-

ren Krankheitsverlauf Metastasen, die eine systemische Therapie erfordern, weil die chi-

rurgische Entfernung nur von palliativem Nutzen ist. Diese Problematik unterstreicht die 

Bedeutung, die einzelnen Schritte der Metastasenentstehung zu verstehen, um so letztend-

lich wirkungsvoller gegen Entstehung, Ausbreitung und Wachstum maligner Erkrankun-

gen therapieren zu können. 

  

Liotta et al. [51] stellen dar, dass die erfolgreiche Bildung neuer Metastasen von vier 

gleichzeitig und kontinuierlich verlaufenden Schritten abhängig ist: 

1) Invasion der epithelialen Tumorzellen in die umgebende Extrazellularmatrix 

(EZM) nach erfolgter Lösung aus dem ursprünglichen Zellverband. 

2) Einbruch durch eine Basalmembran in mikroskopisch kleine Blut- oder Lymphge-

fäße. 

3) Überleben innerhalb des Blut- oder Lymphkreislaufs und Verlassen desselben an 

anderer Stelle, wiederum durch eine Basalmembran. 

4) Tumorzellkolonisation und Angiogenese zur Entstehung einer neuen Metastase. 
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Tumorzellen müssen drei charakteristische, im Modell postulierte Fähigkeiten zur lokalen 

Invasion und systemischen Ausbreitung besitzen, wie Liotta et al. [52] darstellen: die Mög-

lichkeit, Bestandteile der Extrazellularmatrix zu degradieren, sich an Proteine der EZM 

anzuheften und wieder zu lösen, und sich durch kleine Defekte der Matrix hindurch zu 

bewegen. Das angiogenetische Potential von Tumorzellen ist ebenfalls wichtig für den 

Prozess der Metastasierung. Es ist allerdings keine Spezifität maligner Zellen, denn auch 

gutartige Neubildungen können das Wachstum neuer Gefäße induzieren, wie unter ande-

rem das Auftreten von Angiomen zeigt.  

 

Bei der Untersuchung von Tumorzellen im Hinblick auf die genannten Forderungen haben 

eine Vielzahl von Arbeitsgruppen die Bedeutung von MMPs und TIMPs hervorgehoben. 

Dabei spielen die proteolytischen Fähigkeiten der MMPs nicht nur bei der Modifikation 

der EZM eine entscheidende Rolle, sondern zeigen auch Effekte auf die Adhäsion und 

Beweglichkeit von Tumorzellen [53] sowie auf die Modulation Angiogenese-induzierender 

Substanzen wie VEGF [54]. 

 

   

5.1.2  Struktur und Funktion der Matrix-Metalloproteinasen 

 

Martisian et al. [22], Rooprai et al. [55] und andere haben gezeigt, dass allen Matrix–

Metalloproteinasen fünf verschiedene Charakteristika gemeinsam sind: 

 

1)  Jede MMP hat zumindest einen Bestandteil der EZM zum spezifischen Substrat. 

2)  Sie sind aktiv bei physiologischem pH-Wert. 

3)  Das MMP-Molekül muss zur Funktionsfähigkeit zwei Zinkionen enthalten. 

4)  MMPs werden von Chelatbildnern sowie von TIMPs inhibiert. 

5)  Alle MMPs werden als inaktive Pro-Enzyme sezerniert und erfordern extrazellulär Ak-

tivierung. 

 

Auf Protein– und cDNA-Niveau betrachtet weisen MMPs ebenfalls einige strukturelle und 

funktionelle Gemeinsamkeiten auf, die auf einer Reihe von konservierten DNA-Sequenzen 

beruhen. So enthalten alle zur Zeit bekannten MMPs als Pro-Enzyme mindestens drei kon-

stante Domänen: 
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Erstens, als aktives Zentrum, eine hochkonservierte, katalytische Domäne mit der Fähig-

keit zur Bindung von Zinkionen. Dabei handelt es sich um einen etwa 50 bis 55 Aminosäu-

ren langen Proteinanteil, dessen drei Histidine mit drei Bindungsstellen einer aktivierten 

Zinkion-Komplexbindung interagieren [56]. 

  

Zweitens eine Cystein enthaltende Pro-Domäne am amino-terminalen Ende des Proteins, 

die zur Aktivierung des Enzyms abgespalten wird. Im latenten Stadium des Enzyms be-

setzt das Cystein dieser Prodomäne die vierte Bindungsstelle der Zinkion-Komplex-

bindung mit seiner Sulfhydrylgruppe [57]. Während der Aktivierung des Pro-Enzyms muss 

es an einem Punkt zu einer Destabilisierung und Lösung dieser Zink-Schwefel-Brücke 

kommen, worauf im Anschluss die Cystein-enthaltende Sequenz von dem nun aktivierten 

Enzym abgespalten wird. 

  

Die dritte Gemeinsamkeit ist eine hydrophobe Pro-Domäne, die das Signal für die Sekreti-

on des Pro-Enzyms darstellt. Auf dieser dreiteiligen Grundstruktur bauen alle MMPs auf. 

Die kleinste Matrix-Metalloproteinase, MMP-7 (Matrilysin), besteht nur aus diesen drei 

Grundbausteinen. Alle übrigen MMPs besitzen zudem noch eine C-terminale Domäne, die 

Ähnlichkeit mit dem Protein Hemopexin aufweist und über eine sogenannte „hinge region“ 

mit der katalytisch wirkenden Domäne verbunden ist. Sie enthält die Bindungsstelle für 

TIMP und ist darüber hinaus wahrscheinlich auch an der Bindung an Rezeptoren beteiligt. 

Als eigene Unterklasse weisen die MT-MMPs zusätzlich am C-terminalen Ende eine 

Transmembrandomäne zur Verankerung des Proteins an der Zelloberfläche auf. Die Gela-

tinasen MMP-2 und MMP-9 besitzen dagegen beide noch eine Gelatin-bindende Domäne 

innerhalb ihres aktiven Zentrums, MMP-9 außerdem eine Kollagen V-ähnliche Sequenz 

innerhalb der katalytischen Domäne. 

 

 

5.1.3  Struktur und Funktion der Inhibitoren von Matrix-Metalloproteinasen 

 

Die vier Mitglieder der TIMP-Familie werden von vielen verschiedenen Zellen exprimiert 

und finden sich in den meisten Geweben und Körperflüssigkeiten in unterschiedlichem 

Maß [19]. Neben der gemeinsamen namensgebenden Fähigkeit zur MMP-Inhibition besit-

zen sie auch eine Reihe weiterer biologischer Funktionen. Während TIMP–1 und –2 in 
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gelöster Form auftreten, liegt TIMP–3 an die EZM gebunden vor [58]. Wie die MMPs, so 

teilen auch die TIMPs einige strukturelle Gemeinsamkeiten [59;60]. Zunächst besitzen sie 

alle 12 Cysteine in definierten, konservierten Regionen des Gesamtmoleküls, um so sechs 

Disulfidbrücken zu formen. Zweitens haben alle TIMPs am N-terminalen Ende des Prote-

ins eine feststehende Sequenz, VIRAK, die zur MMP-Inhibition notwendig ist. Drittens 

wird bei allen TIMPs eine Leitsequenz aus 29 Aminosäuren abgespalten, um das fertige 

Enzym zu produzieren. 

 

Von allen TIMPs ist TIMP–1 am längsten und daher am besten bekannt. Es ist innerhalb 

des Organismus weit verbreitet und wird von einer Vielzahl an Zellen synthetisiert. Wie 

Carmichael et al. [13] zeigen konnten, besteht das TIMP-Protein aus 148 Aminosäuren 

inklusiv der 12 Cysteine, die die bereits erwähnten Disulfidbrücken formen und das Prote-

in in drei Knoten-ähnliche Strukturen unterteilen [61]. Die MMP-inhibitorische Region 

befindet sich nach Murphy et al. [62] am N-terminalen Ende, und strukturelle Analysen 

bestätigen, dass das C-terminale Ende des Moleküls für seine Funktion als Inhibitor nicht 

notwendig ist [63]. Allerdings hat sich gerade TIMP-1 in den letzten Jahren als multifunk-

tionales Protein mit diversen biologischen Fähigkeiten herausgestellt. So nimmt es unter 

anderem Einfluss auf die Aktivität von Wachstumsfaktoren [64] und auf Veränderungen in 

der Morphologie von Zellen [65], stimuliert die Steroidsynthese in den Gonaden [66] und 

inhibiert die Angiogenese [67]. 

 

TIMP-2 ist etwas kleiner als TIMP-1, 21 kDa im Vergleich zu durchschnittlich 28,5 kDa, 

abhängig vom Glykosylierungsgrad von TIMP-1, und kann ebenfalls in verschiedenen 

Geweben gefunden werden. Die Aminosäuresequenz ist zu 40 % identisch mit der von 

TIMP-1 [68]. Es besitzt ebenfalls sechs Disulfidbrücken an denselben Stellen und hat ein 

N-terminales Ende, das für die Inhibition von MMPs verantwortlich ist. In den meisten 

Situationen hat TIMP–2 eine ähnliche Funktion wie TIMP-1. Wird jedoch die TIMP-2- 

Synthese moduliert, kann das Enzym einen zu TIMP-1 gegenteiligen Effekt aufweisen 

[69]. 

 

TIMP-3 ist ebenfalls 21 kDa groß und wie TIMP-2 unglycolysiert. Nach Pavloff et al. [70] 

teilt es 30 % seiner Aminosäuresequenz mit TIMP-1 und etwa 38 % mit TIMP-2. Im Ge-

gensatz zu den ersten beiden ist es an Strukturen der EZM gebunden. Yang et al. [71] stel-
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len dar, dass TIMP-3 die Ablösung von transformierten Zellen von der EZM fördert und 

morphologische Veränderungen, die mit Zell-Transformation einhergehen, beschleunigt. 

Außerdem wird es mit einer Blockade der G1-Phase des Zell-Zyklus` in der Differenzie-

rung von HL-60 Leukämiezellen assoziiert [72].   

 

 

5.1.4  Regulation von MMPs 

 

Als potente Enzyme mit einem breiten physiologischen Spektrum an Substraten ist es not-

wendig, dass MMPs und TIMPs in ihrer Funktion streng reguliert werden, um einen über-

schießenden Abbau von EZM-Komponenten zu vermeiden. Eine Kontrolle von MMPs und 

TIMPs findet dabei auf mehreren Ebenen von Enzym-Synthese und -Aktivität statt. 

 

 

5.1.4.1  Regulation von Transkription und Translation 

 

Die Expression von MMPs und TIMPs auf RNA-Niveau wird von einer Reihe verschiede-

ner Substanzen reguliert. Dabei ist die Aktivierung der Transkription so komplex, dass sie 

zur Zeit noch nicht vollständig aufgeklärt ist. So kann derselbe Faktor bei den einzelnen 

Mitgliedern der MMP-Familie unterschiedliche Gen-Expression bewirken; zudem ist die 

Art der Expression von der Art des jeweiligen Gewebes abhängig. Toth et al. [73] stellen 

dar, dass Phorbol-Ester eine Gruppe sehr wirkungsvoller Substanzen zur Transkriptions-

Aktivierung sind. Zytokine wie Interleukin-1α, -1β und –8, TGF-1β und TNF können e-

benfalls die Expression von MMPs und TIMPs auf Genniveau induzieren [74]. Wasylyk et 

al. [75] weisen auf die Möglichkeit der Aktivierung von MMP-Expression durch Onkopro-

teine wie c-Ets hin. Als weitere Faktoren mit Expressions-stimulierendem Potential fungie-

ren bFGF [76], EGF [77] und VEGF [78].  

 

Zusätzlich zu den bereits genannten Faktoren spielen einzelne Bestandteile der EZM selber 

eine Rolle in der Regulation der MMP-Transkription. So legen Bafetti et al. [79] den Ein-

fluss von Vitronectin, Haas et al. [80] den von Kollagen und Elastin auf die Expression 

einiger MMPs in Tumorzellen und Fibroblasten dar.  
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Zur Aufrechterhaltung des notwendigen Gleichgewichts zwischen MMPs und TIMPs wird 

die Expression letzterer ebenfalls eng kontrolliert. Dabei nehmen dieselben Faktoren, die 

MMPs regulieren, auch auf TIMPs Einfluss. Overall [81] zeigt, dass Phorbol-Ester und 

Interleukin-1β die Transkription von TIMP-1 in gleichem Maße wie die von MMPs stimu-

lieren. Tumorwachstumsfaktor TGF-1β und Retinoide stimulieren ebenfalls die TIMP-1- 

Produktion, während sie die Expression von MMPs reduzieren [82]. Als weitere TIMP-1- 

Stimulantien können Ganser et al. [83] EGF und Lotz et al. [84] Interleukin-6 identifizie-

ren. Die Arbeitsgruppe um Ito et al. [85] weist nach, dass der Effekt von TNF auf die 

TIMP-1 Produktion von den Menge an TNF abhängig ist: bei niedriger TNF-Konzentra-

tion wird die Produktion von TIMP-1 gefördert, bei steigender Konzentration kommt es zu 

einer Dosis-abhängigen Hemmung. Zu den weiteren Faktoren, die die Expression von 

TIMPs beeinflussen können, zählen unter anderem Dexamethason [69] und verschiedene 

Hormone wie Progestin, Estradiol [86] und LH [87].          

 

 

5.1.4.2  Aktivierung latenter MMPs 

 

Wie eingangs schon beschrieben, werden MMPs mit Ausnahme der membrangebundenen 

MT-MMPs als latente Pro-Enzyme sezerniert. Ihre Aktivierung stellt eine weitere wichtige 

Ebene in der Kontrolle der MMPs dar. Die Inaktivität der Pro-Enzyme wird dabei durch 

die Interaktion zwischen einem Cystein in der Pro-Region und dem Zinkion im aktiven 

Zentrum gewährleistet, weil diese Bindung das aktive Zentrum blockiert. Spaltung der 

Bindung durch Abtrennung der Pro-Region führt folglich zur Aktivierung des Enzyms. Ein 

wichtiger MMP-Aktivator ist Trypsin 2, das sowohl freie Pro-Enzyme als auch Pro-

Enzym-TIMP-1-Komplexe spalten kann [88]. Des weiteren können die Kathepsine G, B 

und L, PMN Elastase und Hypochlorsäure [89] sowie Komponenten des Plasmin/ Plasmi-

nogen-Systems [90] MMPs aktivieren. Zahlreiche Untersuchungen wie die von Sang et al. 

[91] und Crabbe et al. [92] haben gezeigt, dass die einzelnen MMPs zur gegenseitigen Ak-

tivierung fähig sind. MMP-3 und -7 können MMP-2 und -9, die beiden letztgenannten sich 

auch gegenseitig aktivieren. Pro-MMP-2 wird außerdem von MT-MMPs aktiviert. Insge-

samt scheint die Aktivierung von MMP-2 einer engeren Regulation zu unterliegen als die 

der übrigen MMPs. 
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5.1.4.3  Inhibition aktiver MMPs 

 

Die dritte Ebene in der Regulation der MMPs erfolgt durch die Blockade der enzyma-

tischen Aktivität. Neben TIMPs können andere Moleküle wie α2-Makroglobulin MMPs 

hemmen. Allerdings kann α2-Makroglobulin aufgrund seiner Größe von 780 kDa das Ge-

fäßlumen nicht verlassen und nicht in Gewebespalten eindringen. Die sehr viel kleineren 

TIMPs finden sich dagegen weit verbreitet in Geweben und Sekreten. Sie blockieren 

MMPs durch Ausbildung eines nicht-kovalenten Komplexes hoher Affinität im Verhältnis 

1 : 1. Dabei besetzt TIMP mit seinem N-terminalen Ende die vierte und letzte freie Bin-

dungsstelle der Zinkion-Komplexbindung im aktiven Zentrum des MMPs. Darüber hinaus 

können TIMP-1 und –2 auch die Pro-Formen von MMP–2 und –9 an einer zweiten Stelle 

des Proteins binden. Die Blockade durch TIMPs ist besonders wichtig zur Aufrechterhal-

tung eines Gleichgewichts zwischen EZM-Synthese und -Degradation durch MMPs. 

 

 

5.1.5  Beitrag von MMPs zur Progression maligner Tumore  

 

5.1.5.1  Degradation der Extrazellularmatrix 

 

Alle Mitglieder der MMP-Familie können als Proteinasen Komponenten der Extrazellu-

larmatrix abbauen und so physikalische Barrieren für die Ausbreitung maligner Prozesse 

beseitigen. Allerdings ist die EZM keine starre Einheit, die mit Hilfe ihrer Proteine eine 

Art Raumteiler-Funktion inne hat, sondern eine dynamische Matrix, die in ständigem Um-

bau begriffen ist. Die Strukturproteine, Wachstumsfaktoren und latenten Enzyme der Ma-

trix beeinflussen die Zellen, die sie umgibt, sowie die Interaktion der Zellen untereinander. 

Unter physiologischen Bedingungen tragen MMPs durch den Abbau unerwünschter Prote-

ine zur Aufrechterhaltung und Funktionstüchtigkeit der EZM bei. Zerstörung der EZM 

durch Degradation ihrer Strukturproteine ist ein entscheidender Schritt zur Invasion und 

Metastasierung. Von besonderer Bedeutung ist die Fähigkeit einiger MMPs, Basal-

membranen mit ihrem Kollagen IV abzubauen, wie Liotta et al. [42] darstellen. Damit ist 

die Voraussetzung zur erfolgreichen Metastasierung durch Intra- und Extravasation ge-

schaffen.     
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5.1.5.2  MMPs und Angiogenese 

 

In normaler physiologischer Umgebung ist Angiogenese sehr eng kontrolliert und findet 

sich nur in wenigen Situationen wie Wundheilung oder Embryogenese. Für das Wachstum 

maligner Tumore und die Ausbildung von Metastasen ist die Neubildung von Gefäßen 

allerdings unabkömmlich. Folkman [93] zeigt schon 1971 auf, dass Tumore ohne eigene 

Blutversorgung nicht größer als 1 – 2 mm3  werden und die Ausbildung eigener Gefäße für 

das Wachstum von Metastasen notwendig ist. Angiogenese ist ein komplizierter, mehrstu-

figer Prozess, der Freisetzung angiogenetischer Faktoren, Abbau von Gefäß-Basalmem-

branen, Migration und Proliferation endothelialer Zellen, sowie die Formation und Diffe-

renzierung von Mikrogefäßen umfasst. Tumore mit einem höheren Anteil angiogenetischer 

Zellen haben daher ein größeres metastatisches Potential und sind insgesamt aggressiver 

[94]. Die Rolle von MMPs beschränkt sich dabei nicht auf die vielfältigen EZM-

Umbauprozesse, die zur Gefäßneubildung notwendig sind. Sie nehmen auch Einfluss auf 

beteiligte angiogenetische Faktoren wie VEGF und Thrombospondin-1 [54]. 

 

 

5.2  Kritische Betrachtung der verwendeten Methoden 

 

Die verwendeten Gewebeproben stammen alle von Patienten, die wegen ihrer malignen 

Erkrankung in der Hals-, Nasen- und Ohrenklinik operativ behandelt wurden. Bei der 

Auswahl der Patienten wurde auf eine möglichst große Breite in den biologischen Parame-

tern geachtet. So umfasst die Auswahl Proben von Patienten mit unterschiedlichen Tumor-

stadien und Tumorlokalisationen innerhalb des oberen Aerodigestivtraktes, sowie mit ver-

schiedenen histologischen Malignitätsgraden. Die Bedingungen für die Gewinnung der 

Gewebeproben können innerhalb der betrachteten Auswahl als gleich angesehen werden: 

operative Resezierung des Gewebes, dann zügiges Schockfrieren bei –80°C innerhalb von 

30 min nach Entnahme und die weitere Lagerung ebenfalls bei –80°C waren die Grund-

voraussetzung für die mögliche Verwendung der Probe.  

 

Durch die photometrische Bestimmung der Konzentration an gewonnener RNA und Be-

rechnung der unterschiedlichen Volumina an einzusetzendem RNA-Eluat wurden konstan-
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te Ausgangsbedingungen für die nachfolgende RT-PCR garantiert: Die Verwendung von 

genau 1 µg RNA. 

 

RT-PCR ist die Standardmethode zum Nachweis vorhandener RNA. Die Spezifität der 

eingesetzten Primer bedingt eine korrekte Transkription und nachfolgende Synthese nur 

der gesuchten DNA. Eine willkürliche Synthese aller im eingesetzten Eluat vorhandener 

RNA ist ausgeschlossen. Zudem ist die RT-PCR durch die exponentielle Vermehrung vor-

handener RNA eine sehr sensitive Methode zum Aufspüren auch kleinster Mengen an 

RNA. 

 

Mit der Untersuchung von Tumorgewebe auf vorhandene MMP-RNA wird die erste Stufe 

der MMP-Regulation, die Genregulation, betrachtet. RT-PCR kann keine Auskunft darüber 

geben, ob die Transkription der MMP-Gene in gleichem Maße zu einer Translation und 

damit zur Synthese der Enzyme selber führt. Auch kann nichts über die folgenden Ebenen 

der MMP-Regulation ausgesagt werden: die Frage, inwieweit latente Pro-MMPs aktiviert 

und aktivierte Enzyme durch TIMPs gehemmt werden, muss bei einer Betrachtung auf 

RNA-Niveau unbeantwortet bleiben. Im Gegensatz zu histologischen Untersuchungen 

kann die RT-PCR auch nichts über die Verteilung der RNA-Expression innerhalb des Tu-

morzellverbandes aussagen. Sie kann nur Informationen über die insgesamt transkribierte 

RNA in der Gesamtmenge aller betrachteten Tumorzellen liefern.  

 

Eine semiquantitative, auf eine Konstante bezogene Auswertung gibt keine Auskunft über 

exakt vorhandene Mengen, sondern über das grundsätzliche Expressionsverhalten und  

eventuelle Muster. Die Frage nach absoluten Mengen ist in dieser Hinsicht zweitrangig, 

weil ihre Beantwortung keine entscheidend neuen Informationen zum Sachverhalt liefert. 

 

Im ganzen betrachtet handelt es sich bei dieser Versuchsreihe um eine orientierende Unter-

suchung, die die Beantwortung grundlegender Fragestellungen zum Ziel hat. Eine Verall-

gemeinerung der Ergebnisse ist wegen der relativ kleinen Fallzahl nur mit Einschränkun-

gen möglich. Weitere Untersuchungen mit größeren Fallzahlen und ergänzenden Methoden 

sind deshalb vonnöten. 
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5.3  Expression von MMPs und TIMPs in Tumorgeweben 

 

5.3.1  Expression von MMP-2 und MMP-9 unter Berücksichtigung ihrer biologischen 

          Eigenschaften 

 

Die Expression von MMP–2 und –9 ist für Karzinome der oberen Luft- und Speisewege 

sowie für Tumore anderer Lokalisationen bisher am intensivsten untersucht. Auch Gelati-

nase A und B genannt, können sie neben Gelatin und Laminin V die Kollagen-Typen I, IV, 

V und X abbauen, eine Eigenschaft, derentwegen ihnen eine besondere Rolle in der Tu-

morprogression zukommt. 

 

Aufgrund der engen Verwandtschaft von MMP-2 und -9 betrachten viele Arbeitsgruppen 

diese beide MMPs gleichzeitig in ihren Arbeiten. Ein Nachweis von MMP-2 und –9, ent-

weder auf RNA- oder auf Enzym-Niveau, wird in der Mehrheit der Untersuchungen dann 

aber im Einzelnen unterschieden. Korrelationen mit verschiedenen klinischen Parametern 

oder Überlebensraten werden aufgezeigt. Die Ergebnisse und die gezogenen Schlussfolge-

rungen sind bei weitem nicht einheitlich, zudem sind Studien auf RNA-Ebene relativ sel-

ten. Die Mehrheit der Untersuchungen bedient sich immunhistochemischer Verfahren und 

anderer Proteinnachweise. Im Hinblick auf die verschiedenen Stufen der MMP-

Aktivierung und -Regulation sind diese Ergebnisse im Vergleich mit den hier dargestellten 

mit Einschränkungen zu sehen. 

 

In der vorliegenden Untersuchung kann RNA für MMP-2 in 75 % der Primärtumore und 

50 % der Metastasen nachgewiesen werden. Die Expression hängt dabei nicht von der Ex-

pression eines anderen MMPs ab und lässt sich auch nicht statistisch signifikant mit klini-

schen Parametern wie Lymphknoten- oder Metastasenstatus oder dem histologischen Dif-

ferenzierungsgrad korrelieren. Allerdings können Tendenzen für einen Zusammenhang 

zwischen der Menge an MMP-2-RNA und Tumorstadium T sowie der Menge an RNA für 

die MMPs –7 und –9 dargestellt werden. Dabei scheint die Menge an exprimiertem MMP-

2 mit stärker invasiven Tumoren (höheres T-Stadium) zuzunehmen, während es keinen 

Hinweis für einen Zusammenhang mit der Metastasierungsbereitschaft eines Tumors gibt.  

 

MMP-9-RNA wird in 75 % der Primärtumore und 83 % der Metastasen nachgewiesen. 

Neben dem tendenziellen Zusammenhang zwischen der Menge an MMP-2 und –9 lässt 
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sich für MMP-9 auch ein Zusammenhang für die Menge an MMP-9-RNA und dem Tu-

morstadium T feststellen: höhere Tumorstadien exprimieren größere Mengen an MMP-9-

RNA. Eine statistische Korrelation besteht zudem zwischen dem Fernmetastasenstatus M 

und der Menge an MMP-9 – bei vorhandenen Fernmetastasen ist mehr MMP-9-RNA 

nachweisbar. Eine stärkere MMP-9-Expression ist also mit einem höheren Invasions- und 

Metastasierungspotential vergesellschaftet.  

 

Ähnliche Ergebnisse zeigen auch andere Untersuchungen von MMP-2- und -9-RNA auf. 

Magary et al. [95] können in Primärtumoren erhöhte Expressionswerte für MMP-2- und 

MMP-9-RNA darstellen: MMP-9 in 57 %, MMP-2 aber nur in 37% der Proben. Die Ge-

samtzahl von acht Proben lässt allerdings kaum Schlussfolgerungen aus diesen prozentua-

len Werten zu. Ebenfalls auf RNA-Ebene untersuchten Miyajima et al. [96] 27 Tumorpro-

ben aus dem Hypopharynx auf MMP-2 und –9 und können RNA für beide MMPs in allen 

Fällen nachweisen. Zudem weisen sie auf einen Zusammenhang zwischen höheren MMP-

2-Spiegeln und einem höheren Invasions- und Metastasierungspotential sowie einem 

schlechteren Überleben hin. Für MMP-9 scheint danach aber kein solcher Zusammenhang 

zu bestehen. Dennoch wird die Analyse von MMPs von der Arbeitsgruppe als insgesamt 

nützlich für die Therapieplanung und Prognose von Karzinomen des Hypopharynx 

betrachtet. Pacheco et al. [97] berichten über RNA von MMP-9, die in den betrachteten 38 

Plattenepithelkarzinomen der Statistik nach in größeren Mengen vorkommt als in gutarti-

gen Geweben der Umgebung der Tumore. Höhere Mengen an MMP-9-RNA sind dabei mit 

einer höheren Wahrscheinlichkeit für ein Tumorrezidiv im Halsbereich assoziiert.  

 

Die weitaus größere Anzahl an Untersuchungen betrachtet dagegen das Vorkommen von 

MMP-Enzymen, also ihre Expression in Proteinform. Heissenberg et al. [46] werten das 

Auftreten von MMP-9 in Proben aus 39 Hypopharynx-Tumoren als prognostischen Indika-

tor für die Aggressivität eines jeweiligen Tumors sowie für ein erhöhtes Rezidivrisiko. 

Wichtig ist dabei das gleichzeitige Fehlen einer TIMP-1-Expression, worauf im Folgenden 

noch eingegangen werden soll. Ohashi et al. [30] zeigen gesteigerte Expression und Aktivi-

tät von MMP-9 in Ösophagustumoren und stellen einen positiven Zusammenhang mit der 

Invasionstiefe der betrachteten Tumore her. Auf der anderen Seite können Riedel et al. 

[98] keine Korrelation zwischen MMP-9-Mengen und klinisch-pathologischen Charakte-

ristika wie Lokalisation, T- oder N-Stadium oder Grad der histologischen Differenzierung 
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ihrer 52 Gewebeproben aus Plattenepithelkarzinomen der oberen Luft- und Speisewege 

nachweisen. Allerdings stellen sie, wie Heissenberg et al. [46], eine Gemeinsamkeit zwi-

schen MMP-9-Mengen und der Wahrscheinlichkeit für eine schlechtere Prognose fest: 

Höhere MMP-9-Spiegel korrelieren laut Riedel et al. [98] mit einer insgesamt schlechteren 

Überlebensrate der betroffenen Patienten, während Heissenberg et al. [46] sie mit einer 

höheren Rezidivrate korrelieren. 

 

Arbeitsgruppen, die isoliert MMP-2 untersuchen, berichten teilweise übereinstimmende 

Ergebnisse. So schreiben Shima et al. [99] schon 1992 über MMP-2 in Ösophaguskarzi-

nomen und können das Enzym in etwa der Hälfte aller Proben nachweisen. Vor allem kor-

reliert das Auftreten von MMP-2 mit einer Bandbreite an Parametern, so mit dem histolo-

gischen Grad, dem Invasionsgrad des jeweiligen Tumors und dem Lymphknotenstatus. Die 

gezogene Schlussfolgerung besteht nicht nur darin, dass MMP-2 eine wichtig Rolle in der 

Tumorentstehung inne hat, sondern auch in dem Hinweis auf das mögliche Potential von 

MMP-2-Spiegeln zur Evaluation von individuellen Malignitätsgraden. Zu ähnlichen Er-

gebnissen kommen Kusukawa et al. [100] in ihrer Untersuchung von 46 Proben von Pati-

enten mit Karzinomen der Mundhöhle: Primärtumore mit vorhandenen Lymphknotenme-

tastasen exprimieren MMP-2 deutlich stärker als Tumore ohne Metastasen in Lymphkno-

ten. Die Analyse von MMP-2-Spiegeln wird deshalb als Möglichkeit zur Einschätzung des 

jeweiligen malignen Potentials einzelner Plattenepithelkarzinome angesehen. Kawata et al. 

[101] und Kawamata et al. [102] weisen ebenfalls eine signifikant erhöhte MMP-2-

Produktion in Primärtumoren mit Metastasen in Lymphknoten, verglichen mit Tumoren 

ohne Lymphknotenmetastasen, nach. Unabhängig ist nach Kawata et al. [101] die Menge 

an MMP-2 dagegen von der Größe des Primarius selber. Beide Arbeitsgruppen sehen auf-

grund dieser Ergebnisse in MMP-2-Spiegeln eine Möglichkeit zur näheren Charakterisie-

rung einzelner Tumore bezüglich ihrer Bereitschaft zu Invasion und Metastasierung. 

    

In vielen Arbeiten wird für das Auftreten von MMP-2 und -9 zu evaluieren versucht, wel-

che Unterschiede im Expressionsverhalten der beiden Enzyme bestehen. Die Aussagen 

verschiedener Arbeiten sind nicht einheitlich und teilweise kontrovers. Charous et al. [103] 

stellen eine fast homogene Expression von MMP-2 in Tumorgeweben fest, während MMP-

9 eine deutlich stärkere Variabilität aufweist. Ebenso wenig können sie Unterschiede in 

exprimierten MMP-2- und -9-Mengen zwischen Primarius und Metastasen zeigen. Eben-
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falls ein stärkeres Gewicht auf MMP-2 legen Xu et al. [104], die MMP-2 eine insgesamt 

wichtigere Rolle für Tumorinvasion und Metastasierung zuschreiben als MMP-9. Sie zei-

gen, dass die MMP-2-Expression in fortgeschrittenen T-Stadien gesteigert ist, ebenso wie 

bei vorhandenen Metastasen. Eine solch deutliche Korrelation liegt laut Xu et al. [104] für 

MMP-9 nicht vor, deshalb schließen die Autoren, dass MMP-2 die größere Bedeutung ha-

be. Ikebe et al. [105] weisen auch erhöhte MMP-2-Spiegel in stärker invasiven Tumoren 

nach, schreiben aber MMP-9 denselben Zusammenhang zu. Wie Riedel et al. [98] finden 

auch Ikebe et al. [105]  keine Korrelation von MMP-2- oder -9-Spiegeln mit dem Metasta-

sierungsstatus eines Tumors, stehen damit aber im Widerspruch zu Kawata et al. [101], 

Kawamata et al. [102] und Kusukawa et al. [100]. Wie Heissenberg und Kollegen [46] 

folgern allerdings auch Ikebe et al. [105], dass hohe MMP-Spiegel bei niedrigen TIMP-

Spiegeln mit einer stärkeren Bereitschaft zur Metastasierung einhergehen und somit unter 

Umständen Markerfunktionen einnehmen können. Eine Korrelation zwischen erhöhten 

MMP-2- und -9-Expressionen und einer stärkeren Tumorinvasion stellen auch Kurahara et 

al. [106] in ihrer Untersuchung an 96 Proben aus Plattenepithelkarzinomen der Mundhöhle 

dar. Sie kommen im weiteren zu dem Ergebnis, dass höhere MMP-2- und -9-Spiegel statis-

tisch signifikant mit dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen korrelieren. Diese Ergeb-

nisse stehen im Gegensatz zu den von Ikebe et al. [105] und Riedel et al. [98] publizierten 

Resultaten. Ergebnisse ähnlich denen von Kurahara et al. [106] präsentieren Dünne et al. 

[107] mit Korrelationen zwischen den Expressionen von MMP-2 und -9, dem T-Stadium 

und dem Lymphknotenstatus. Die Arbeitsgruppe um Hong et al. [108] wiederum kommt 

im Hinblick auf eine nicht nachweisbare Korrelation zwischen MMP-2-Menge und Me-

tastasierungsstatus zu demselben Ergebnis wie die beiden zuvor genannten Autoren. 

Gleichzeitig zeigt die Untersuchung an 44 Proben aus Plattenepithelkarzinomen der oberen 

Luft- und Speisewege, dass die MMP-9-Expression signifikant mit vorhandener Metasta-

sierung korreliert. Dies steht im Gegensatz zu dem Ergebnis von Ikebe et al. [105]. 

 

Vor dem genannten Hintergrund ist eine abschließende Beurteilung hinsichtlich prognosti-

cher Relevanz und Expressionsverhalten momentan noch nicht möglich. Die in der vorlie-

genden Untersuchung beschriebene Tendenz einer stärkeren Expression von MMP-9 bei 

höheren T-Stadien wird in anderen publizierten Untersuchungen, zum Teil sogar statistisch 

signifikant, bestätigt. Ein nur schwach positiver Zusammenhang zwischen MMP-2-

Spiegeln und T-Stadium wurde in der Literatur so explizit noch nicht beschrieben. Unter 
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Berücksichtigung der biologischen Funktion von MMP-2 und des bereits diskutierten Bei-

trags dieses MMPs im Ausbreitungsprozess eines malignen Tumors ist dieses Ergebnis 

sicherlich überraschend. Es bleibt daher die Frage, ob es eine weitere Facette in der Breite 

der möglichen Expressionsweisen von MMP-2 darstellt, oder ob es sich um ein singuläres, 

eventuell versuchsintern bedingtes Ergebnis handelt. Sicher handelt es sich aber nicht al-

lein um ein durch die Fallzahl bedingtes Resultat, denn auch Gruppen mit ähnlich großen 

Fallzahlen, so Kurahara et al. [106] mit 38 und Shima et al. [99] mit 29 Proben, kommen 

zu anderen Ergebnissen. Sicherlich ist aber in einer kleineren Fallzahl der Ausreißeffekt 

durch einzelne abweichende Ergebnisse größer. 

 

Die im Rahmen dieser Dissertationsarbeit gefundene positive Korrelation von MMP-9 und 

dem Metastasierungsstatus findet sich dagegen recht klar auch bei anderen Autoren, so bei 

Hong et al. [108] oder Xu et al. [104]. Die eindeutige Tendenz zu höheren MMP-9-

Spiegeln in fortgeschrittenen Tumoren und die signifikante Korrelation mit dem Vorhan-

densein von Metastasen lassen, ähnlich wie Hong et al. [108] beschreiben, die Schlussfol-

gerung zu, dass MMP-9 in der Ausbreitung von Plattenepithelkarzinomen der oberen Luft- 

und Speisewege eine wichtigere Rolle spielt als MMP-2.  

 

 

5.3.2  Expression von MMP-13  

 

MMP-13 ist eine Kollagenase, deren Substrate die Kollagentypen I, II, III, VII und X um-

fasst. Sie kann damit viele häufige Bestandteile der EZM im Stroma des Gewebes in der 

Umgebung eines malignen Prozesses abbauen und so zu seiner lokalen Ausdehnung bei-

tragen. Die Fähigkeit zum Abbau von Kollagen IV, einem entscheidenden Bestandteil von 

Basalmembranen, fehlt MMP-13 allerdings. MMP-13 kann somit nicht zu einer Degradati-

on von Basalmembranen im Metastasierungsprozess beitragen. 

 

RNA für MMP-13 kann in den vorliegenden Untersuchungen sowohl in Primärtumoren als 

auch in Metastasen in fast allen Proben nachgewiesen werden. Tendenziell nimmt die 

Menge an MMP-13 mit höherem T-Stadium, also stärkerer Invasion, zu. Zudem besteht 

eine negative Korrelation mit dem Lymphknotenstatus N: Sind Lymphknoten von Tumor-

gewebe befallen, sinkt die Menge an MMP-13-RNA statistisch signifikant ab. 
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Johansson et al. [109] weisen ebenfalls eine weite Verbreitung von MMP-13-RNA in ihren 

Proben nach: 15 von 17 Tumorgeweben sind positiv für MMP-13-RNA, während sich in 

benignen Proben keine MMP-13-RNA nachweisen lässt. Zu demselben Ergebnis kommen 

Gottschlich et al. [110] in ihrer Untersuchung von 36 Tumorbiopsaten mit Hilfe von RT-

PCR: MMP-13-RNA ist in 83,3 % nachweisbar. Benignes Gewebe des Oropharynx zeigt 

dagegen keine MMP-13-RNA. Eine Korrelation zwischen MMP-13-Spiegeln und dem 

Lymphknotenstatus kann nicht nachgewiesen werden. Deshalb sehen Gottschlich et al. 

[110] die Menge an exprimierter MMP-13 auch nicht als prognostischen Marker für die 

Bereitschaft individueller Tumoren zur Metastasierung. Die Arbeitsgruppe um Cazorla et 

al. [111] beschreibt ebenfalls MMP-13-RNA in Tumorgeweben des Larynx, allerdings mit   

57 % positiver Fälle in einem etwas geringeren Ausmaß. Wie bei den Ergebnissen anderer 

Gruppen kann auch hier kein MMP-13 in gutartigen Proben dargestellt werden. Zudem 

berichten Cazorla et al. [111] über eine signifikante Korrelation der Expression mit der 

lokalen Invasion eines Tumors und der Expression von MMP-2. Sie kommen so zu dem 

Ergebnis, dass die Menge an MMP-13-RNA mit höherem T-Stadium zunimmt. Desweite-

ren korrelieren sie den Grad der histologischen Differenzierung eines Tumors mit der 

Menge an exprimiertem MMP-13 und stellen höhere MMP-13-Spiegel in besser differen-

zierten Tumoren, d.h. solchen mit kleinerem G-Stadium, dar. Die Arbeitsgruppe folgert aus 

ihren Ergebnissen, dass MMP-13 in signifikanter Weise zur Progression von Plattenepi-     

thelkarzinomen des Larynx beizutragen scheint. 

 

Ähnliche Ergebnisse zeigen sich in der hier diskutierten Untersuchung: Wie bei Johansson 

et al. [109] oder Gottschlich et al. [110] kann auch hier MMP-13 in der großen Mehrheit 

der betrachteten Proben nachgewiesen werden. In höheren T-Stadien wird tendenziell mehr 

MMP-13 exprimiert, wie Cazorla et al. [111] ebenfalls aufzeigen. Widersprüchlich ist al-

lerdings das Ergebnis einer Korrelation zwischen MMP-13-Mengen und dem Auftreten 

von Metastasen der Lymphknoten: während die vorliegende Untersuchung eine negative 

Korrelation nachweist, verneinen Gottschlich et al. [110] jegliche Korrelation zwischen 

MMP-13 und N. Andere Gruppen betrachten diesen fraglichen Zusammenhang gar nicht. 

Wie in der Arbeit von Cazorla et al. [111] findet sich auch in der vorliegenden Dissertation 

eine größere Menge an MMP-13-RNA in Tumorproben kleinerer G-Stadien, also besser 

differenzierten Tumoren. Sie nimmt mit zunehmender Entdifferenzierung (höhere G-

Stadien) ab. 
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Mit Blick auf diese Ergebnisse ist festzustellen, dass MMP-13 in malignen Tumoren des 

oberen Aerodigestivtraktes eine wichtige Rolle spielt. Dafür spricht sowohl das weitver-

breitete Vorkommen als auch die Tatsache, dass die RNA mit Ausbreitung des Tumorpro-

zesses in stärkerem Maße exprimiert wird. Die Abnahme von MMP-13-RNA in stärker 

undifferenzierten Tumoren lässt den Schluss zu, dass die Information zur Synthese von 

MMP-13 eine Eigenschaft des benignen Ursprungsgewebes ist, die mit zunehmender Ent-

differenzierung verloren zu gehen scheint. Ob es sich dabei allerdings um einen funktionel-

len oder substantiellen Verlust dieser Information handelt, ist nicht zu sagen. Die negative 

Korrelation mit N und der tendenzielle Zusammenhang zwischen höheren MMP-13-RNA-

Mengen und fortgeschrittener lokaler Invasion lässt MMP-13 hiernach als einen möglichen 

zukünftigen Marker für die Ausbreitung einer Tumorerkrankung erscheinen, dem unter 

Umständen sogar prognostische Qualitäten zukommen könnten. Diese Schlussfolgerungen 

liegen insgesamt im Einklang mit vorherigen Arbeiten. Der auffälligste Widerspruch liegt 

in der Bewertung von MMP-13-Spiegeln und ihrer möglichen Korrelation zu N und damit 

letztendlich in ihren prognostischen Möglichkeiten. Da die bisher erbrachten Ergebnisse 

eben nicht einheitlich in diese Richtung zeigen und sich zum Teil sogar widersprechen, 

sind weitere Studien in dieser Hinsicht notwendig, um einen eventuellen prognostischen 

Wert von MMP-13-RNA-Mengen in Karzinomen der oberen Luft- und Speisewege zu 

evaluieren.    

 

 

5.3.3  Expression von MMP-7 mit Blick auf charakeristische Fähigkeiten 

 

MMP-7, Matrilysin, wird der Gruppe der Stromelysin-ähnlichen MMPs zugerechnet. Zu 

seinen Substraten zählen Gelatine und Fibronektin sowie Pro-MMP-1. MMP-7 ist somit, 

wie zwei weitere Stromelysine (MMP-3 und-10), ein Teil des Kontroll- und Aktivierungs-

mechanismus` für MMP-1, eine interstitielle Kollagenase. Es trägt sowohl direkt als auch 

indirekt zum Abbau von EZM-Bestandteilen bei, kann aber wie MMP-13 ebenfalls kein 

Kollagen IV zerstören und also nicht zur Überwindung von Basalmembranen, einem ent-

scheidenden Schritt zur Metastasierung, beitragen. 

 

In der hier diskutierten Untersuchung lässt sich MMP-7-RNA in der Mehrheit (67 %) der 

Primärtumoren nachweisen. Interessanterweise exprimiert keine der untersuchten Metasta-

sen MMP-7-RNA. Korrelationen mit Tumorstadium, Lymphknoten- oder Metastasenstatus 
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oder dem Grad der histologischen Differenzierung liegen nicht vor. Es besteht aber die 

Tendenz zur Abnahme der MMP-7-Menge in höheren Tumorstadien, weiter fortgeschritte-

ne Tumoren produzieren also insgesamt weniger MMP-7 als lokal begrenzte. 

  

MMP-7 ist bisher relativ wenig erforscht. Huachuan et al. [112] beschreiben MMP-7 im 

Magenkarzinom und weisen eine größere Expression im Tumorgewebe nach, verglichen 

mit benignen Proben aus angrenzenden Regionen. Dabei korreliert die MMP-7-Expression 

positiv mit Tumorgröße, Invasionstiefe, Metastasenstatus und TNM-Stadium, während 

kein Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad oder dem Wachstumsmuster des je-

weiligen Karzinoms besteht. Huachuan et al. [112] folgern, dass eine gesteigerte Expressi-

on von MMP-7 eine wichtige Rolle in der Entstehung des Magenkarzinoms spielt und e-

ventuell als biologischer Marker für seine Verhaltensweise fungieren kann. Diese Ergeb-

nisse sind allerdings wegen der Verschiedenheit der betrachteten Tumore nicht direkt mit 

der vorliegenden Untersuchung zu vergleichen. Zumal betrachten Huachuan et al. [112] 

MMP-7 auf Proteinniveau, so dass ihre Ergebnisse nicht direkt auf die RNA-Expression 

der vorliegenden Dissertationsergebnisse übertragbar sind. Yamamoto et al. [113] be-

schreiben MMP-7 in Ösophaguskarzinomen auf Proteinniveau und weisen MMP-7 in 49 % 

der Fälle nach. Das Auftreten von MMP-7 korreliert dabei mit Tumortiefe, fortgeschritte-

nen Tumorstadien und Rezidivrate im ersten Jahr nach der Operation, weshalb ihm ein 

prädiktiver Wert für das krankheitsfreie und allgemeine Überleben zugesprochen wird. 

Außerdem postuliert die Gruppe um Yamamoto et al. [113] eine fragliche Schlüsselrolle 

für MMP-7 in der Progression des Ösophaguskarzinoms. Ohashi et al. [30] betrachten, 

ebenfalls in Ösophaguskarzinomen, MMP-7 neben anderen MMPs wiederum auf Ebene 

der Enzyme. In 148 Proben stellen sie eine erhöhte Expression von MMP-7 in Karzinom-

geweben dar, wobei die Menge an MMP-7 positiv mit der Invasionstiefe des Tumors und 

dem T-Stadium korreliert. Yamashita et al. [114] stellen die Expression von MMP-7 in 

Ösophaguskarzinomen auf RNA-Niveau dar. In 65 % der Proben finden sich erhöhte Wer-

te für MMP-7-RNA in Tumoren, verglichen mit gutartigen Geweben. Zudem lassen sich 

höhere Werte für MMP-7-RNA ebenfalls mit einem häufigeren Auftreten von Lymphkno-

tenmetastasen in Verbindung bringen, weshalb auch Yamashita et al. [114] die Möglich-

keit einer prognostischen Rolle für MMP-7-Expressionswerte sehen. Ebenfalls die RNA-

Expression von MMP-7 betreffen die Ergebnisse von Pacheco et al. [97] in ihrer Untersu-

chung von Plattenepithelkarzinomen der oberen Luft- und Speisewege. Auch diese Gruppe 
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weist auf eine stärkere Expression von MMP-7-RNA in malignem Gewebe hin, kann aller-

dings keinen Zusammenhang mit pathologisch-klinischen Eigenschaften der jeweiligen 

Tumore aufzeigen. MMP-7 ist demnach auch in der Entwicklung von Karzinomen der obe-

ren Luft- und Speisewege ein in seiner Wertigkeit noch nicht abschließend geklärter Fak-

tor: Eine prognostische Bedeutung scheint ihm aber, soweit bis jetzt beurteilbar, nicht zu-

zukommen. 

 

Publizierte Ergebnisse zu MMP-7 in Karzinomen des oberen Aerodigestivtraktes sind sel-

ten. Der mehrheitliche Nachweis von MMP-7 in den verschiedenen Studien spricht für 

einen Beitrag von MMP-7 in der Entwicklung von Karzinomen der Luft- und Speisewege. 

Ein einheitlicher Zusammenhang zwischen exprimierten Mengen und verschiedenen Tu-

mor-Parametern ist nicht durchgängig nachweisbar. Daher kann, im Gegensatz zu Karzi-

nomen von Magen und Ösophagus, zur Zeit noch nicht von einer möglichen prognosti-

schen Rolle für MMP-7 bei Karzinomen der oberen Luft- und Speisewege ausgegangen 

werden. 

 

 

5.3.4  Expression von TIMPs  

 

Das Expressionsverhalten von TIMPs in Karzinomen der oberen Luft- und Speisewege 

wird, wenn untersucht, in den meisten Fällen zusammen mit dem von MMPs beschrieben. 

Arbeiten, die TIMPs allein betrachten, sind relativ selten. 

 

Von allen TIMPs ist die Expression von TIMP-1 in Plattenepithelkarzinomen am besten 

untersucht. Gottschlich et al. [110] beschreiben in ihrer Arbeit eine TIMP-1-Expression in 

fast allen (94 %) Proben. Auch Charous et al. [103] können TIMP-1 in der großen Mehr-

heit der betrachteten Proben nachweisen, stellen jedoch zugleich keinen Unterschied in den 

exprimierten TIMP-1-Mengen zwischen Primärtumoren und Metastasen fest. Die Arbeits-

gruppe um Ikebe et al. [105] dagegen zeigt auf, dass Primärtumore mit erfolgter Metasta-

sierung geringere Spiegel für TIMP-1-RNA besitzen als solche ohne Metastasen. Es kann 

dabei auch ein Zusammenhang zwischen hohen MMP- und niedrigen TIMP-1-Spiegeln in 

Primärtumoren hergestellt werden. Dieses Expressionsverhalten korreliert laut Ikebe et al. 

[105] mit einem hohen Metastasierungspotential der jeweiligen Tumore. 
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Eine detailliertere Betrachtung von TIMP-1 und -2 erfolgt durch Heissenberg et al. [46]. 

Sie weisen TIMP-1 in fast allen von ihnen untersuchten Primärtumoren nach. Dabei findet 

sich im Schnitt weniger TIMP-1 als TIMP-2. In den Proben von Patienten, bei denen im 

weiteren Verlauf ein Rezidiv auftrat, ist dagegen kein TIMP-1, aber fast immer TIMP-2 

nachweisbar. Die gesamte Gruppe der Primärtumore exprimiert nur in einigen wenigen 

Proben MMP-9. In Rezidivtumoren können Heissenberg et al. [46] in keinem Fall TIMP-1 

nachweisen. Sie folgern, dass ein Fehlen von TIMP-1 (besonders im Zusammenhang mit 

nachweisbarem MMP-9) eine höhere Aggressivität des einzelnen Tumors indiziert. 

 

Gegenteiliges stellen Kurahara et al. [106] dar. Primärtumore mit vorhandenen Metastasen 

weisen deutlich höhere Spiegel für TIMP-1 auf als nicht metastasierte Tumore. Zugleich 

bleiben die Spiegel für TIMP-2 unbeeinflusst von einer eventuell erfolgten Metastasierung. 

Die Gruppe schließt daraus, dass für eine erfolgreiche Streuung von Metastasen erhöhte 

MMP-Expression wichtiger ist als die Senkung inhibitorischer Faktoren.  

 

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation weisen ein Auftreten von TIMP-1 in allen 

untersuchten Proben nach. Im Hinblick auf die komplexe biologische Funktion von TIMP-

1, die sich bei weitem nicht auf die Inhibition von MMPs beschränkt, ist die weite Verbrei-

tung des Enzyms auch in höheren Tumorstadien, wo Inhibition von MMPs offensichtlich 

nicht mehr erfolgreich gewährleistet wird, verständlich. Außerdem zeigt TIMP-1 von allen 

TIMPs Spiegel mit den höchsten Durchschnittswerten. Während die weite Verbreitung der 

TIMPs mit anderen Ergebnissen übereinstimmt, zeigen sich bezüglich der exprimierten 

Mengen Unterschiede auf. In der hier betrachteten Versuchsreihe ist TIMP-1 im Schnitt 

stärker als TIMP-2 exprimiert, während Heissenberg et al. [46] ein genau gegenteiliges 

Ergebnis beschreiben. Wie bei Charous et al. [103] kann auch bei der vorliegenden Disser-

tation kein Unterschied in der TIMP-1-Expression von Primärtumoren und Metastasen 

nachgewiesen werden. Es findet sich allerdings eine Tendenz zu niedrigeren TIMP-1-

Spiegeln in Tumoren fortgeschrittener T-Stadien, was Überlegung hinsichtlich eines prog-

nostischen Wertes nachweisbar niedrigerer TIMP-1-Spiegel unterstützt. 

 

Auch TIMP-2 ist in allen Proben nachweisbar, die Mengen sind aber geringer als die von 

TIMP-1 und nehmen mit Ausbreitung des Tumors, also höherem T-Stadium, tendenziell 

zu. Interessanterweise besteht eine negative Korrelation zwischen TIMP-2- und MMP-7- 
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Spiegeln, die bisher von keiner anderen Arbeitsgruppe beschrieben wird. Hohe TIMP-2- 

Mengen gehen mit niedriger bis nicht vorhandener Expression von MMP-7 einher. Es ist 

daher zu überlegen, ob MMP-7 spezifisch durch TIMP-2 inhibiert wird. Weiterhin korre-

liert die Menge an nachweisbarer TIMP-2-RNA positiv mit der von TIMP-3, was in dieser 

Form noch nicht beschrieben ist. Ob diese Tatsache allerdings in gemeinsam bevorzugten 

Substraten zur Inhibition begründet ist oder in biologischen Interaktionen dieser beiden 

TIMPs, durch gleiche Regulationsmechanismen oder noch unbekannte Faktoren zustande 

kommt, ist momentan nicht mit letzter Sicherheit zu sagen. TIMP-2 und vor allem TIMP-3 

sind bisher nur spärlich untersucht, so dass umfassendere Aussagen zu diesen beiden 

TIMPs nur begrenzt zu treffen sind. Die im Rahmen der vorliegenden Untersuchung ge-

wonnenen Ergebnisse weisen aber auf eine ebenfalls nicht unbedeutende Rolle dieser 

TIMPs hin. 

 

 

5.3.5  Expression von MMPs und TIMPs in Abhängigkeit von der Tumorlokalisation  

 

Die Frage nach einer Abhängigkeit zwischen MMPs und dem Ort des Auftretens des Pri-

märtumors im oberen Aerodigestivtrakt ist unter Berücksichtigung anatomischer Verhält-

nisse der Region zu verstehen. So hat, durch die unterschiedlichen Größenverhältnisse be-

dingt, ein maligner Prozess im Larynx weniger EZM zu durchwandern als ein solcher in 

manchen Bereichen des Oro- oder Hypopharynx, bevor er in benachbarte Strukturen ein-

bricht und damit in ein höheres Tumorstadium eintritt. Dementsprechend stellt sich die 

Frage, ob zum Beispiel Larynxkarzinome im Vergleich mit anderen Plattenepithelkarzi-

nomen der oberen Luft- und Speisewege geringere Mengen an MMPs in gleichen Primär-

tumor- oder Metastasierungsstadien aufweisen. 

 

In der vorliegenden Dissertation ist eine Abhängigkeit der MMP- oder TIMP-Expression 

von der Lokalisation des Primärtumors nicht nachweisbar. Ebenso bestehen keine festen 

Expressionsmuster, die über das Maß von Korrelationen einzelner MMPs und TIMPs mit-

einander hinausgehen. Auffällig ist nur die starke Expression von MMP-7 in Larynx-

Primärtumoren, verglichen mit anderen Lokalisationen. 

 

 

 



 54

5.3.6  Auftreten vorhandener Muster in der Expression 

  

Arbeiten, die sich mit diesem Aspekt der Expression in Plattenepithelkarzinomen befassen, 

sind selten. Riedel et al. [98] erwähnen, dass sich kein Hinweis auf einen Zusammenhang 

zwischen MMP-9-Expression und der Lokalisation des Tumors nachweisen lässt. Xu et al. 

[104] können höhere TIMP-1-Werte in Larynx- als in Pharynxkarzinomen feststellen. Eine 

sehr umfassende Untersuchung multipler MMPs wurde von O-Charoenrat et al. [115] pub-

liziert. Keinerlei Korrelation besteht dabei zwischen einem der MMPs und der Tumorloka-

lisation. Zusammenhänge bestehen dagegen zwischen den Mengen exprimierter MMP-1, -

9 und TIMP-1 und einem fortgeschrittenen Tumorstadium, sowie weiterhin zwischen der 

Expression von MMP-2, -7, -9 und -11 und dem Lymphknotenstatus der einzelnen Tumo-

re. Im einzelnen lassen sich diese Ergebnisse den bereits angestellten Überlegungen zur 

Expression der jeweiligen MMPs zuordnen, ebenso die Folgerung ob der besonderen Be-

deutung von MMP-Überexpression in Plattenepithelkarzinomen der oberen Luft- und 

Speisewege. Sicherlich beinhalten diese wie alle anderen betrachteten Korrelationen ein 

Muster im Sinne einer bestimmten Expressionsweise unter bestimmten Bedingungen. Die 

Breite der von O-Charoenrat et al. [115] angestellten Untersuchung lässt dabei erste Ansät-

ze im Sinne solcher Expressionsmuster erkennen: So zeigen sich zum Beispiel in Tumoren 

mit befallenen Lymphknoten wie erwähnt erhöhte Expressionswerte für mehrere MMPs. 

Echte Muster aber, bei denen immer gleiche Verhältnisse von exprimierten MMP-Mengen 

bei gleichen Tumorparametern darstellbar sind, können noch nicht nachgewiesen werden. 

Dabei ist dieser Aspekt im Hinblick auf die eingangs erwähnten Interaktionen und gegen-

seitigen Aktivierungen von MMPs untereinander nicht nur interessant, sondern auch 

durchaus annehmbar. Weiterführende, ähnlich breit angelegte Arbeiten sind wünschens-

wert, um mehr über die Interaktionen der einzelnen MMPs in malignen Prozessen zu erfah-

ren. 

 

 

5.4  Expression von MMPs und TIMPs in Zelllinien          

 

Die Expression der einzelnen MMPs und TIMPs in den hier betrachteten Zelllinien ist 

nicht wesentlich verschieden von der in den Tumorproben. Alle in Frage kommenden 

MMPs und TIMPs werden exprimiert, wobei MMP-13 am häufigsten, MMP-7 noch in der 
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Mehrheit der Fälle nachweisbar ist. Die Menge an exprimierter MMP-9-RNA ist deutlich 

geringer als in Tumorgeweben, während MMP-2 auch in den Gewebeproben die MMP mit 

der geringsten Expression ist. Die TIMP-Expression stellt sich ebenfalls ähnlich wie die in 

Tumorgeweben dar: TIMP-1 wird am stärksten exprimiert und ist in allen Zelllinien vor-

handen, darauf folgen TIMP-2 und -3 entsprechend. 

 

In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der untersuchten Tumorgewebe besteht in den 

untersuchten Zelllinien eine negative Korrelation zwischen MMP-13-RNA-Spiegeln und 

dem Lymphknotenstatus. Zusätzlich zeigt sich eine Korrelation zwischen MMP-2- und 

TIMP-3-RNA-Spiegeln, die zuvor nicht in den Tumorgeweben nachweisbar war. 

 

Verschiedene Untersuchungen zeigen die Bedeutung einer Interaktion zwischen Tumorzel-

len und umgebenden Fibroblasten, so unter anderem Dalberg et al. [116] und Sun et al. 

[117]. Sutinen et al. [118] weisen in einer umfassenderen Untersuchung darauf hin, dass 

die Expression von MMPs und TIMPs in nicht geringem Maß durch Zellen des Tu-

morstromas geschieht und die gegenseitige Beeinflussung von Tumorzellen und ihrem 

Stroma eine wichtige Rolle spielt. Arbeiten mit Tumorzelllinien können in diesem Zu-

sammenhang Klarheit bringen, inwieweit nicht-maligne Zellen oder der Kontakt mit ihnen 

für die Expression von MMPs und TIMPs innerhalb eines malignen Prozesses von Bedeu-

tung ist. Auch Lengyel et al. [119] weisen nach, dass Zellen des Stromas, besonders 

Fibroblasten, eine Rolle in der Regulation der MMP-9-Expression zukommt: Tumorzellli-

nien exprimieren nach Zugabe von Proteinen aus Fibroblasten größere Mengen von MMP-

9; außerdem finden sich in Randgebieten von Tumoren, nahe der Grenze zum Stroma, e-

benfalls größere MMP-9-Mengen. Dagegen stellen Pyke et al. [120] dar, dass MMP-9 

hauptsächlich von Tumorzellen selber exprimiert wird und in nur geringem Maße von der 

Stroma-Interaktion abhängig ist. 

 

Die in dieser Untersuchung dargestellte, geringere MMP-9-Produktion von Zelllinien ver-

glichen mit Spiegeln in Tumorgeweben weist damit auf die von Sutinen et al. [118] und 

Lengyel et al. [119] aufgezeigte, die MMP-9-Expression mitregulierende Interaktion zwi-

schen Tumorzellen und Stroma hin. Ähnliche Hinweise für eine mögliche Beteiligung ein-

zelner Stromafaktoren an der Regulation anderer MMPs und TIMPs sind dagegen nicht 

überzeugend darstellbar. Ob MMP-7, das in Zelllinien deutlich stärker exprimiert wird als 
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in Tumorgeweben, durch Bestandteile des gesamten Tumors in seiner Expression gehemmt 

wird und deswegen in Zelllinien in größeren Mengen vorhanden ist, lässt sich aufgrund 

diese Ergebnisse nicht mit Sicherheit feststellen.        

 

MMP-13 kann, wie in der vorliegenden Dissertationsschrift, auch von Johansson et al. 

[109] in der Mehrheit der untersuchten Plattenepithelkarzinom-Zelllinien dargestellt wer-

den, was die Bedeutung von MMP-13 für die Progression von Plattenepithelkarzinomen 

der oberen Luft- und Speisewege unterstreicht. Dabei scheint MMP-13 von den Tumorzel-

len selber und unabhängig von Bestandteilen des Stromas exprimiert zu werden. Die Ähn-

lichkeit der TIMP-Expression in Zelllinien verglichen mit der in Tumorgewebe lässt die 

Annahme zu, dass die Expression von TIMPs wie die von MMP-13 von den Tumorzellen 

selber reguliert wird und keiner bedeutenden Einflussnahme durch Stroma-Faktoren unter-

liegt. 

 

Die Expression von MMPs und TIMPs in der Keratinozyten-Zelllinie entspricht insgesamt 

den Erwartungen an das Verhalten benigner Zellen aufgrund der biologischen Funktion 

von MMPs. Außer geringer Mengen MMP-9 werden keine MMPs exprimiert. Da in ge-

sunden Epithelzellen keine Notwendigkeit zum ständigen Abbau von EZM besteht, werden 

auch keine MMPs in größeren Menge synthetisiert. TIMPs sind vorhanden und weisen 

damit wieder auf die Bandbreite an biologischen Funktionen von TIMPs neben der Inhibi-

tion von MMPs hin.      

 

 

5.5  Prognostische Eignung von MMPs und Therapieansätze 

 

Bei der Betrachtung der verschiedenen MMPs und TIMPs wurde bereits mehrfach die Fra-

ge nach der Möglichkeit der Verwendung von nachgewiesener MMP-Expression und ihren 

Spiegeln angesprochen. Es ist eines der Ziele der vielfältigen Untersuchungen, einen prog-

nostischen Marker für Karzinome der oberen Luft- und Speisewege zu gewinnen und so 

Aussagen über das Invasions- und Metastasierungspotential des einzelnen Tumors treffen 

zu können. MMPs sind dabei auf Grund ihrer bis jetzt bekannten Funktion und ihres Bei-

trags zur malignen Ausbreitung ins Blickfeld gerückt. Bis heute ist es allerdings noch nicht 

gelungen, einen prognostisch relevanten MMP-Marker zu etablieren, auch wenn die Er-

gebnisse einzelner Arbeitsgruppen in diese Richtung zu weisen scheinen. Nachweisbare 
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Korrelationen zwischen MMP-Spiegeln und klinisch-pathologischen Tumorparametern 

wie Lymphknotenstatus N oder Fernmetastasenstatus M, die in dieser wie in anderen er-

wähnten Arbeiten dargestellt werden, lassen dabei den Schluss zu, dass MMPs als Marker 

an Bedeutung gewinnen könnten. Leider sind die Ergebnisse auch für die am besten unter-

suchten MMPs -2 und -9 noch derart uneinheitlich, dass prognostische Aussagen auf dieser 

Basis nicht zu treffen sind. Die Pathologie der Tumorprogression und Metastasierung so-

wie der spezielle Beitrag von MMPs, deren Interaktionen untereinander und mit Zellen und 

Faktoren der Umgebung sind noch nicht hinreichend bekannt, um die zum Teil wider-

sprüchlichen Ergebnisse umfassend erklären zu können. 

 

Neben der Frage nach prognostischen Qualitäten von MMPs werden die Erkenntnisse auch 

für die Entwicklung von Chemotherapeutika verwendet. Dabei besteht die Überlegung 

darin, dass eine erfolgreiche Blockade Matrix- und Basalmembran-degradierender Enzy-

me, eben der MMPs, die Ausbreitung und Metastasierung eines malignen Tumors ein-

dämmen könnte. Verschiedene Arbeitsgruppen haben sich mit der Synthese solcher Sub-

stanzen beschäftigt. So stellen Katori et al. [121] dar, dass die Administration von MMI-

166, eines synthetischen selektiven Hemmstoffes für MMP-2 und -9, in vivo Tumorwachs-

tum durch Senkung von MMP-Produktion und -Aktivität sowie der Inhibition von Angio-

genese reduziert. Marimastat, BB 2516, ein MMP-Inhibitor mit breitem Spektrum, führt zu 

einer Wachstumsinhibition von Plattenepithelkarzinom-Zelllinien, wie O-Charoenrat et al. 

[122] darlegen. Diese Inhibition ist dabei auf eine Blockade autokriner      Signale zurück-

zuführen. Zudem erhöht Marimastat die Zytotoxizität von Cisplatin in vitro wie in vivo.    
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6. Zusammenfassung 

  

Plattenepithelkarzinome des oberen Aerodigestivtraktes stehen in Europa an sechster Stelle 

in der Häufigkeit ihres Auftretens und weisen in fortgeschrittenen Stadien trotz moderner 

Behandlungsmethoden eine relativ geringe 5-Jahres-Überlebensrate auf. Diese ist vor al-

lem auf die hohe, in der Regel lymphogene Metastasierungsfrequenz zurückzuführen. Um 

bereits präoperativ das Risiko einer möglichen Metastasierung und die Aggressivität des 

Tumorwachstums einschätzen zu können, zielen die Bemühungen verschiedener Arbeits-

gruppen auf die Etablierung molekularer Marker hin. Besonderes Interesse gilt hierbei seit 

einigen Jahren der Gruppe der Matrix-Metalloproteinasen.   

 

Matrix-Metalloproteinasen bezeichnen eine Familie substratspezifischer Endopeptidasen, 

denen ein Zinkionen-Komplex im aktiven Zentrum gemeinsam ist. Alle Mitglieder der 

Familie können, neben anderen biologischen Funktionen, Bestandteile der Extrazellular-

matrix abbauen. Die Regulation dieser Enzyme verläuft auf verschiedenen Ebenen, unter 

anderem durch spezifische Inhibitoren der aktiven Enzyme, TIMPs. Aufgrund ihrer Fähig-

keiten kommen Matrix-Metalloproteinasen und ihren Inhibitoren eine tragende Rolle in 

verschiedenen physiologischen und pathologischen Prozessen zu, so auch in der Ausbrei-

tung und Metastasierung maligner Tumore. Von besonderer Bedeutung ist dabei die Über-

windung von Basalmembranen zur Metastasierung. Die MMPs -2 und -9 sind in der Lage, 

neben anderen Substraten das in Basalmembranen auftretende Kollagen IV abzubauen. 

Diese Fähigkeit besitzen die übrigen MMPs nicht. 

 

Auf diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Dissertation die RNA-Expression von 

MMP-2, -7, -9 und -13, sowie von TIMP-1, -2 und -3 in Plattenepithelkarzinomen des obe-

ren Aerodigestivtraktes sowie in Plattenepithelkarzinom-Zelllinien untersucht. RNA aus 30 

Gewebeproben und sieben Zelllinien wurde extrahiert, mit Hilfe von RT-PCR und Gel-

Elektrophorese dargestellt, die Ergebnisse semiquantivativ erfasst und statistisch 

ausgewertet.  

 

MMP- und TIMP-RNA war sowohl in den Gewebeproben als auch in den Zelllinien 

nachweisbar. Von den MMPs war MMP-13 am häufigsten und stärksten nachweisbar, 

MMP-2 am schwächsten. Die drei TIMPs konnten in allen Fällen nachgewiesen werden. 
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Statistisch signifikante Korrelationen fanden sich zwischen MMP-13 und dem Lymphkno-

tenstatus, MMP-13 und TIMP-2, sowie MMP-9 und dem Fernmetatsasenstatus. Des weite-

ren ergaben sich Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen stärkeren Signalen für 

MMP-2 und -9 und einem fortgeschrittenen Tumorstadium. Der Nachweis der betrachteten 

RNA in den Zelllinien war dem der Gewebeproben ähnlich; allerdings waren die Signale 

für die jeweilige RNA insgesamt schwächer. Korrelationen von MMP-Signalen mit Pri-

märtumor-Lokalisationen ließen sich nicht aufweisen, ebenso wenig kongruente Muster 

innerhalb der MMP-Signale.  

 

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation zusammenfassend lässt sich eine Rolle der 

untersuchten MMPs und TIMPs für das Invasions- und Metastasierungsverhalten von Kar-

zinomen der oberen Luft- und Speisewege annehmen. Der Nachweis von MMP-RNA-

Signalen geht jedoch nicht zwingend mit einer entsprechenden Proteinbildung einher, so 

dass das prognostische Potential einer erhöhten RNA-Expression zum gegenwärtigen Zeit-

punkt noch nicht abschließend geklärt ist.  
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8.  Anhang 

 

Ergebnistabellen 

 

Die hier im Anschluss dargestellten Tabellen zeigen die Werte der semiqantivativ ausge-

werteten originalen Ergebnisaufnahmen der Versuchsreihen, sowie die in den Untersu-

chungen verwendeten klinisch-pathologischen Parameter der Patienten, von denen die je-

weiligen Tumorproben stammen.   

 

 

Tabelle 7: semiquantitativ berechnete Signalstärken der exprimierten MMP- und  

     TIMP-RNA in allen untersuchten Tumorgewebeproben 

 

 MMP-2 MMP-7 MMP-9 MMP-13 TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 

1 20 20 0 100 150 100 50 

2 5 100 100 25 150 50 25 

3 25 150 50 150 100 50 50 

4 0 50 0 100 100 50 25 

5 0 0 150 100 100 150 100 

6 25 0 100 50 100 50 50 

7 0 0 100 50 100 50 25 

8 50 0 50 200 150 100 50 

9 25 0 50 150 100 100 50 

10 50 0 200 150 100 100 50 

11 0 0 50 50 100 100 50 

12 0 0 0 50 100 50 50 

13 50 100 50 100 100 100 50 

14 50 0 50 100 100 50 25 

15 25 25 25 50 100 100 25 

16 25 25 100 200 100 50 50 

17 50 200 50 25 50 100 50 

18 0 0 0 150 150 100 25 

19 25 50 25 200 25 50 25 
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20 25 200 0 100 100 50 50 

21 25 25 50 150 100 50 50 

22 50 0 200 0 50 100 50 

23 25 50 50 50 100 50 25 

24 0 25 50 100 50 50 25 

25 0 0 200 150 150 100 50 

26 25 50 0 100 100 100 50 

27 25 50 100 200 100 100 50 

28 25 50 50 100 100 100 25 

29 0 0 0 150 100 100 50 

30 50 0 50 100 100 100 50 

 

 

 

 

Tabelle 8: Klinisch-pathologische Parameter der Patienten, von denen die jeweiligen  

     Tumorgewebeproben stammen 

 

 Gesch. Alter T N M G Lok. 

1 m 58 2 2 0 2 Hypopharynx 

2 m 64 2 2 1 3 Larynx 

3 m 57 2 0 0 2 Oropharynx 

4 m 64 2 0 0 3 Hypopharynx 

5 m 43 2 0 1 3 Metastase 

6 m 61 3 3 0 2 Metastase 

7 m 68 3 0 1 3 Metastase 

8 m 53 3 0 0 2 Oropharynx 

9 m 44 3 2 0 2 Hypopharynx 

10 m 44 3 2 0 3 Metastase 

11 m 55 3 2 0 3 Hypopharynx 

12 m 55 3 2 0 4 Metastase 

13 m 56 3 2 0 3 Larynx 

14 m 61 3 2 0 2 Oropharynx 
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15 m 48 3 2 0 2 Hypopharynx 

16 m 64 3 0 0 2 Hypopharynx 

17 m 45 3 2 0 3 Hypopharynx 

18 m 43 3 0 0 2 Oropharynx 

19 m 67 3 0 0 2 Larynx 

20 w 47 4 0 0 2 Oropharynx 

21 m 59 4 2 0 2 Hypopharynx 

22 m 68 4 2 0 2 Oropharynx 

23 w 55 4 2 x 3 Oropharynx 

24 m 57 4 2 0 1 Oropharynx 

25 m 51 4 2 0 2 Hypopharynx 

26 w 61 4 2 0 2 Hypopharynx 

27 m 50 4 2 0 2 Hypopharynx 

28 m 49 4 0 0 3 Larynx 

29 m 43 4 2 0 3 Hypopharynx 

30 m 53 x 2 0 x CUP 
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Tabelle 9: Signalstärken der exprimierten MMP- und TIMP-RNA in den untersuchten  

     Zelllinien 
 
 
 

 MMP-2 MMP-7 MMP-9 MMP-13 TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 

Kera. 0 0 25 0 150 100 50 

1 25 100 0 100 100 50 50 

2 25 100 0 50 100 100 50 

3 25 100 25 100 100 100 50 

4 0 25 25 100 100 100 25 

5 0 25 25 0 100 50 25 

6 0 0 0 50 100 100 50 

7 0 25 50 50 100 100 0 

 

 

 

 

Tabelle 10: klinisch-pathologische Parameter der Ursprungsgewebe der betrachteten    

           Tumorzelllinien 

 

 

 Klass. Gesch. Alter T N M G Lok. 

1 UT SCC 24 B m 41 2 0 0 2 Metastase 

2 UT SCC 16 B  w 77 3 1 0 3 Metastase 

3 UT SCC 24 A  m 41 2 0 0 2 Oropharynx 

4 UT SCC 19 B m 44 4 0 0 2 Larynx 

5 UT SCC 16 A  w 77 3 1 0 3 Oropharynx 

6 UM SCC 3 w 73 1 0 0 2 Nasopharynx 

7 UM SCC 27 m 62 1 0 0 2 Oropharynx 
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Abkürzungsverzeichnis 

 

bp    =  Basenpaar 

BPE    =  bovine pituitary extract  

                            Rinderhypophysenextrakt 

cDNA   =  complementory desoxyribonuleic acid 

                            komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

DMEM  =  Dulbeco`s minimal essential medium  

                            Dulbeco`s minimal-essentielles Medium 

EDTA   =  ethylene diamine tetraacetic acid  

                            Ethylendiamintetraessigsäure 

EGF    =  epidermal growth factor 

                            epidermaler Wachstumsfaktor 

EZM    =  Extrazellularmatrix 

FGF    =  fibroblast growth factor  

    Fibroblastenwachstumsfaktor 

FCS    =  fetal calf serum 

                            fetales Kälberserum 

h    =  hora  

IU    =  international unit  

                            Internationale Einheit 

kDa    =  kilo Dalton 

M    =  Mol pro Liter 

MEM    =  minimal essential medium 

MMP    =  Matrix-Metalloproteinase 

MRA    =  mycoplasma removal agent  

                            Mycoplasmen-entfernende Substanz 

n    =  Anzahl 

p    =  Korrelationskoeffizient 

PBS    =  phosphate buffered saline,  

    Phosphat-gepufferte Natriumchloridlösung 

RNA    =  ribonuleic acid,  

                            Ribonukleinsäure 
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RT-PCR   =  reverse transcriptase polymerase chain-reaction 

                            Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion 

S    =  Signalstärke 

Sd  =  durchschnittliche Signalstärke 

TEA    =  Tris-EDTA-Eisessig-Puffer 

TIMP    =  tissue inhibitor of matrix-metalloproteinase,  

                            Gewebeinhibitor der Matrix-Metalloproteinase 

TGF    =  tumor growth factor,  

                            Tumorwachstumsfaktor 

TNF    =  Tumornekrosefaktor 

U/min   =  Umdrehungen pro Minute 

UM    =  University of Michigan 

UT    =  University of Turku 

UV-Licht   =  Ultraviolettes Licht 

V    =  Volt 

VEGF   =  vascular endothelial growth factor  

                            Gefäßendothelwachstumsfaktor 
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