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3 Einleitung

Im Bereich der Onkologie konnten in den letzten Jahrzehnten durch ein tieferes Verstindnis der
Pathogenese der Tumorentstehung grof3e Fortschritte erzielt werden. So gelingt es zunehmend,
Malignome friihzeitig zu erkennen und Erfolg versprechende Therapieansitze zu entwickeln, so

dass fiir eine Vielzahl von Neoplasien die Uberlebenszeit der Patienten verlingert werden konnte.

Zur Beurteilung epithelialer Neoplasien dient der Tumormarker E-Cadherin, welcher durch seine
verminderte Expression in hochmalignen Tumoren eine zunehmende Dedifferenzierung des Ge-
webes anzeigt, sowie zugleich die Pathogenese der Tumorprogression veranschaulicht. E-
Cadherin ist ubiquitdr auf der Zelloberflache aller epithelialen Zellen vorhanden und dient dort
der Zelldifferenzierung und der Ausbildung von interzelluldren Zell-Zell-Kontakten. Entartet ein
epitheliales Gewebe, kommt es zu einer Dedifferenzierung der Zellen und zu einer Losung der
interzelluldren Zelladhision. Dieser Prozess wird durch eine verminderte Expression von E-
Cadherin im Tumorgewebe angezeigt. So korreliert die Herunterregulation von E-Cadherin mit

einem hochmalignen Tumorstadium und damit mit einer schlechteren Prognose fiir den Patienten.

Ein dhnlich viel versprechendes Protein, welches sowohl Hinweise fiir die Mechanismen der
Karzinogenese liefert, als auch potenziell als Tumormarker zur Prognoseeinschétzung dienen
kann, wurde im Protein FHL2 gefunden. FHL2 gehort zu der Gruppe der LIM-only Proteine,
welche biochemisch aus mehreren Zinkfingern aufgebaut sind und vielféltige Vorgidnge in der
Zelle regulieren. Dazu gehdren beispielsweise die Kontrolle von Zelldifferenzierung und Wachs-
tum sowie die Formation von Multiproteinkomplexen. Noch ist jedoch das Wissen iiber die Rolle
des LIM-only Proteins FHL?2 liickenhaft. Vermutlich kontrolliert FHL?2 als selektiver Transkrip-
tionskofaktor im Zellnukleus die Umsetzung bestimmter DNA-Abschnitte. In Prostatakarzino-
men konnte eine verstirkte Expression von FHL2 beobachtet werden, so dass FHL2 in seiner
Rolle als selektiver Transkriptionskofaktor einen wichtigen Anteil an der Tumorentstehung haben

konnte.
In der hier vorliegenden Studie wird die Rolle von FHL2 in der Karzinogenese von oralen

Plattenepithelkarzinomen untersucht. Lige auch hier wie bei Prostatakarzinomen eine verstérkte
Expression von FHL2 in stark dedifferenzierten und metastasierten Karzinomen vor, so wire dies
ein wichtiger Hinweis auf die Mechanismen der Karzinomentstehung. Die immunhistochemi-

schen Ergebnisse des FHL2-Proteins werden mit dem etablierten Tumormarker E-Cadherin ver-



glichen, um an diesem ,,Goldstandard* die Rolle von FHL2 in der Karzinogenese von oropharyn-

gealen Plattenepithelkarzinomen zu bewerten.

3.1 Plattenepithelkarzinome der Mundhdohle

3.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Maligne Tumoren des Mundraumes (Hornstein, 1996; AWMF-Leitlinien 2002) haben ihren Ur-
sprung hauptséichlich in der epithelialen Mucosa und entstehen meist auf dem Boden einer pra-

kanzerosen Lision (Leukoplakie).

Intraorale Karzinome umfassen in Europa etwa 4 Prozent aller Karzinome bei Ménnern und 2
Prozent bei Frauen, jedoch zeichnen sich schon seit einigen Jahrzehnten eine deutliche Zunahme
und eine Geschlechtsverschiebung ab. So stieg beispielsweise die Inzidenzrate von 12 auf 15-18
pro 100 000 Personen im letzten Jahrzehnt. Den grofiten Zuwachs hat dabei die Gruppe der Frau-
en erhalten, was sicherlich auf die Ubernahme von bisher typisch ménnlichen Risikofaktoren, wie
starker Zigaretten- oder Alkoholkonsum, zuriickzufiihren ist. Neben der unterschiedlichen Karzi-
nomhaufigkeit bei Madnnern und Frauen lassen sich auch regionale Unterschiede feststellen. Wih-
rend in den westlichen Industriestaaten die Pravalenz bei 2-4 Prozent und die Inzidenz bei 15-
18/100 000 liegt, betriagt der Anteil der Mundhdhlenkarzinome in einigen Staaten Indiens und
Stidostasiens 15-45 Prozent, bei einer Inzidenzrate bis zu 34/100000 z.B. in Bombay.

Kaum eine andere Karzinomart ist in ihrer Atiopathogenese so gut untersucht wie das Mundh&h-
lenkarzinom. Hier gelten die ursédchlichen Risikofaktoren schon seit langem als gesichert. Dabei
ist zu beachten, dass viele dieser Risikofaktoren nicht isoliert fiir sich zu betrachten sind, sondern
dass sie im Sinne einer multifaktoriellen Genese mit anderen Faktoren vergesellschaftet sind. Zu
den wichtigsten Faktoren zdhlen langjahriger Zigarettenabusus, Alkoholismus und eine mangel-
hafte Mundhygiene mit schlechtem Zahn- und Parodontalstatus. Zudem wurde eine erh6hte Kar-
zinomhiufigkeit bei chronischem Eisenmangel (besonders bei postklimakterischen Frauen), all-
gemeiner exo- oder endogenen Mangelerndhrung (Alkoholiker, Patienten mit chronisch-
entziindlichen Magen-Darm-Erkrankungen), sowie bei Allgemeinerkrankungen mit Immunsup-
pression beobachtet. Nach einer externen Radiotherapie der Kopf-Hals-Region zeigte sich ein bis

zwei Jahrzehnte spéter eine erhohte Karzinomhiufigkeit. Ebenso wie bei Genitalkarzinomen
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scheinen auch bei Mundhdhlenkarzinomen humanpathogene Papillomaviren (HPV 11 und HPV
16) eine Rolle zu spielen. Durch Ausschaltung bestimmter Tumorsuppressorgene wie dem p53-
Gen kann eine initiierende Mutation im Genom erfolgen, die dann durch weitere Noxen wie Rau-
chen oder Alkohol verstédrkt wird. Dies flihrt zur Akkumulation multipler genetischer Defekte im

Rahmen einer Mehrschritt-Karzinogenese.

3.1.2 Klinik und Diagnose

Die Klinik des oralen Plattenepithelkarzinoms ist zu Beginn meist diskret und daher kommt es
héufig erst in fortgeschrittenen Stadien zur Diagnosestellung. In frithen Tumorstadien haben die
Patienten meist auBBer einem diffusen rauen Schleimhautgefiihl (“wie Sandpapier”) keinerlei Be-
schwerden. Zum Teil bestehen schmerzlose Ulcera mit derbem Rand oder verrukdse oder ge-
sprenkelte Leukoplakien an den Pradilektionsstellen (untere und hintere Mundhohle). Erst in
fortgeschrittenen Stadien (T3, T4, N1 bis N3, M1) kommt es zu subjektiven Beschwerden des
Patienten, die ihn moglicherweise zum Arztbesuch veranlassen. Mogliche Symptome sind hier
loko-regionire Schmerzen, eingeschriankte Zungenbeweglichkeit sowie Dysphagie bei der Nah-
rungsaufnahme. Eventuell ist auch eine klassische B-Symptomatik mit unklarem Fieber, Nacht-
schweill und Gewichtsverlust vorhanden. Klinisch sind harte und vergroferte regionére Lymph-

knoten feststellbar.

Fiir die Diagnosestellung von Mundhoéhlenkarzinomen ist folgendes Vorgehen sinnvoll und etab-
liert: Anamneseerhebung insbesondere der Risikofaktoren, Inspektion der gesamten Mundhdhle
(besonders griindlich unterer und hinterer Bereich), Palpation suspekter Areale und aller regioné-

ren Lymphknoten sowie ggf. anschliefend bioptisch-histologische Sicherung.

3.1.3 Makroskopische und mikroskopische Klassifikation

Das morphologische Erscheinungsbild von Plattenepithelkarzinomen im Friihstadium ist variabel.
Grundsétzlich wird ein exophytisch-verrukdses von einem endophytisch-infiltrativem Wachstum
unterschieden. Eine genauere Unterteilung findet sich in der deskriptiven Beschreibung des Ma-
lignoms in exophytische (ca. 10 Prozent), ulzero-exophytische (ca. 20 Prozent), primir ulzerdse

(ca. 20 Prozent) und ulzerés-invasive Karzinomformen (ca. 50 Prozent). Hierbei ist jedoch zu
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betonen, dass sich in fortgeschrittenen Stadien (T3, T4) die Merkmale der Karzinomformen im-

mer mehr angleichen.

Beziiglich der Lokalisation kommen Plattenepithelkarzinome (ebenso wie Prikanzerosen) bei
Europdern am hiufigsten in der unteren Hélfte der Mundhéohle vor. So sind etwa 10 Prozent der
intraoralen Karzinome am Zungenriicken lokalisiert, 29 Prozent am Zungenrand, moglicherweise
wegen des stindigen Kontakts mit karidsen Zdhnen, 23 Prozent der Karzinome befinden sich am

Mundboden.

Fiir die mikroskopische Klassifikation ist zum einen die Bestimmung von Wachstums- und Aus-
breitungsstadien (“tumor staging”) anhand der TNM-Klassifikation etabliert, zum anderen wird

der Tumor anhand seiner Pathohistologie (“tumor grading”) bewertet.

Zur Erméglichung einer vergleichbaren Dokumentation der Diagnose und der Therapieergebnisse
von Malignomen wurde von der UICC (Union Internationale Contre le Cancer) (Spiessl et al.,
1985) eine einheitliche Systematik geschaffen. Die TNM-Klassifikation wurde von einem
deutsch-dsterreichischen Arbeitskreis (DOSAK) (Platz et al., 1982) auch fiir die im Kiefer- und
Gesichtsbereich lokalisierten Tumore iibernommen. Diese Stadieneinteilung beruht auf der Beur-
teilung des Primértumors, der regiondren Lymphknoten und mdglicher Fernmetastasen. Die
préatherapeutische Einteilung stiitzt sich dabei auf bildgebende Verfahren wie Rontgen, Ultra-
schall, Computertomographie und Kernspintomographie, welche zugleich zur Operationsplanung

dienen. Die folgende Tabelle 1 gibt einen Uberblick der TNM-Klassifikation oraler Karzinome:

T = Primé&rtumor N = regionale Lymphknoten M = Fernmetastasen

Tx = Primdrtumor nicht beurteilbar | Nx = regionale Lymphknoten nicht beur- | Mx = keine Fernmetastasen

teilbar feststellbar
TO = kein Hinweis auf Primartu- NO = regionale Lymphknoten ohne Me- MO = keine Fernmetastasen
mor tastasen tastbar auBerhalb des Halsbereichs
Tis = Carcinoma in situ N1 = regionale ipsilaterale Lymphknoten | M1 = Fernmetastasen

mit Metastasen

T1 = Tumordurchmesser < 2cm N2 = regionale ipsi- und bilaterale
Lymphknoten
T2 = Tumordurchmesser 2-4 cm N2a = einzelne ipsilaterale Metastase mit

Durchmesser 3-6cm

T3 = Tumordurchmesser > 4cm N2b = multiple ipsilaterale Metastasen
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mit Durchmesser bis 6cm

T4 = Tumorinvasion in benachbar- | N2¢ = bilaterale Metastasen mit Durch-

te Gewebestrukturen messer bis 6cm

N3 = ipsi- und bilaterale Lymphknoten-

metastasen mit Durchmesser > 6cm

Tabelle 1;: TNM-Klassifikation oraler Karzinome

Maligne Tumoren zeigen einen Verlust der zelluldren und geweblichen Ausreifung im Vergleich
zum Ausgangsgewebe, welche als Zellatypien zusammengefasst werden. Diese dienen als dia-
gnostische Kriterien zur Unterscheidung von benignen und malignen tumordsen Verdnderungen

(Boecker et al., 1997). Hierzu gehoren insbesondere:
Zellpolymorphie: Variabilitit von Zellgrofle und —form,
Anisonukleose: Auftreten unterschiedlich groBer Kerne,
Kernpolymorphie: unterschiedliche Kernformen,

Kernhyperchromasie: vergrobertes und stirker anfarbbares Kernchromatin aufgrund eines erh6h-

ten DNA-Gehaltes der Tumorzellkerne,

Mitosefiguren: atypische Kernteilungsfiguren wie z. B. tri- oder tetrapolare Mitosen
Nukleolenvergroferung,

Verschiebung der Kern-Plasma-Relation zugunsten des Kerns,

vermehrte zytoplasmatische Basophilie der Tumorzellen.

Anhand dieser zelluldren Atypien lésst sich der Differenzierungsgrad eines Tumors und folglich
das Grading des Tumors von gut differenziert (G1), maBig differenziert (G2), schlecht differen-
ziert (G3) bis undifferenziert (G4) bestimmen. Innerhalb eines tumordsen Gewebes kann dieser

Differenzierungsgrad jedoch variieren.

Ebenso wie die TNM-Klassifikation trdgt das pathohistologische Grading wesentlich zur Progno-

seeinschitzung bei.

3.1.4 Therapiestrategien

Die Therapie oraler Malignome (Hornstein, 1996; AWMF-Leitlinien, 2000) hingt im Wesentli-

chen vom TNM-Stadium und ihrer Lokalisation ab. Grundsétzlich ist die Totalresektion des Tu-
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mors anzustreben. Bei einer RO-Resektion sind die peripheren Gewebebegrenzungen des Resek-
tats histologisch tumorfrei abgesichert. Die Durchfiihrung einer abgestuften Diagnostik und The-
rapie der Mundhohlenkarzinome anhand der TNM-Klassifikation ist prinzipiell sinnvoll. Aller-
dings weist ein solches Vorgehen auch gewisse Miangel auf. So werden beispielsweise sehr kleine
knocheninfiltrierende Tumore als T4 klassifiziert. Unter diesem Gesichtspunkt ist die besondere
Wichtigkeit einer individuell zugeschnittenen Therapieplanung mit multimodalen Therapiestrate-
gien hervorzuheben. Es hat sich gezeigt, dass ein radio-chemotherapeutisch-chirurgisches Vorge-

hen die Langzeitprognose der Patienten erheblich verbessert (AWMF-Leitlinien, 2000).

Bei frithen Stadien (T1, T2) reicht die operative Entfernung des Tumors mit ausreichendem Si-
cherheitsabstand zum umliegenden Gewebe. Liegt eine tiefere Infiltration, zum Beispiel mit Be-
fall des Knochens vor, muss dieser mitreseziert werden. Bei groer Ausdehnung (T3-4, N1-2) ist
es notig, den Kiefer en bloc zu entfernen, ebenso wie befallene regionidre Lymphknoten. In noch
ausgedehnteren Féllen muss eine radikale ein- oder beidseitige “neck dissection” in Erwigung

gezogen werden.

Nach ausgedehnter Tumorresektion konnen funktionell beeintrdchtigende Defekte entstehen, die
mit Hilfe rekonstruktiver Verfahren verschlossen werden. So konnen Kontinuitétsdefekte al-
loplastisch beispielsweise durch titanhaltige Metallplatten liberbriickt werden. Zur Deckung des
Schleimhautdefekts kann ein Myokutanlappen oder transplantierte Diinndarmmukosa verwendet
werden. Eine ausreichende Deckung und Wundheilung des Priméardefekts ist von grofler Bedeu-
tung fiir das weitere Befinden des Patienten, um Infektionen und andere Komplikationen zu ver-
hindern. In der Folgebehandlung kann ein weiteres chirurgisches Eingreifen notig werden. Ein bis
zwei Jahre nach der Erst-Operation kann eine osteoplastische Rekonstruktion erfolgen, und die
Metallimplantate konnen durch autologen Knochen ersetzt werden. Hierzu eignen sich Knochen-
spangen von der Schidelkalotte, Rippe, Beckenkamm oder Spongiosamaterial, welches in ein an

den Unterkieferstiimpfen befestigtes Metallsieb gefiillt wird.

Auch bei inoperablen Tumoren oder bei Tumorrezidiven kann ein palliatives chirurgisches Vor-
gehen zur Verbesserung der Lebensqualitdt des Patienten beitragen. Meist haben diese Eingriffe

die Aufrechterhaltung wichtiger Funktionen wie Atmung, Stimme und Schlucken zum Ziel.

Neben der chirurgischen Therapie sind die Radio- und Chemotherapie weitere Standbeine eines
multimodalen Therapiekonzepts in der Behandlung von oralen Plattenepithelkarzinomen. Prinzi-

piell wird die Radiotherapie entweder als alleinige Behandlungsmethode oder als zusétzliche
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MaBnahme priaoperativ (neoadjuvant) oder postoperativ (adjuvant) eingesetzt. So kann beispiels-
weise vor chirurgischer Resektion der Tumor durch Bestrahlung (mit oder ohne Chemotherapie)
zunéchst verkleinert und anschlieBend das Restkarzinomgewebe entfernt werden. Die Bestrah-
lung kann mittels interstitieller Radiotherapie (temporére intratumorale Insertion von Tragerrohr-
chen zur Applikation von Radionukliden), externer Hochvolt-Therapie und simultan oder sequen-
tiell kombinierter Radio-Chemotherapie durchgefiihrt werden. Wichtig ist eine griindliche Sanie-
rung der Zédhne vor einer chirurgischen Resektion bei Patienten, die eine Radio- bzw. Chemothe-
rapie erhalten haben. Dies ist notwendig, um die Gefahr einer odontogenen Osteomyelitis im be-

strahlten Knochen und im abwehrgeschwéchten Organismus zu verhindern.

Die alleinige Chemotherapie wird bislang nur innerhalb eines palliativen Therapiekonzepts bei
Patienten mit Metastasen oder bei Tumorrezidiv ohne weitere chirurgische oder strahlentherapeu-
tische Optionen eingesetzt. Folgende Wirkstoffe, die allein oder in Kombination miteinander ein-
gesetzt werden konnen, haben sich als wirksam erwiesen: Cisplatin, Carboplatin, 5-Fluorouracil,
Methotrexat, Cyclophosphamid, Ifosfamid, Vincaalcaloide und Paclitaxel. Die hochsten Remissi-
onsraten zeigen die Kombinations-Chemotherapie mit Cisplatin bzw. Carboplatin und einer 5-
Fluorouracil-Dauerinfusion. Jedoch ist die deutlich hohere Toxizitét einer Polychemotherapie im
Vergleich zu einer Monotherapie abzuwégen. Zur Verhinderung unerwiinschter Nebenwirkungen
kann auf zusétzliche Medikation zuriickgegriffen werden. So kann beispielsweise die myelotoxi-
sche Wirkung (Granulozytopenie) von Carboplatin durch Gabe von Granulozyten-

stimulierendem Wachstumsfaktor (G-CSF) abgemildert oder sogar vermieden werden.

Dariiber hinaus gibt es noch weitere Mdglichkeiten der Supportivtherapie, um die Wundheilung
zu beschleunigen, Schmerzen des Tumorpatienten zu lindern und Nebenwirkungen der Radio-

Chemotherapie (Ubelkeit, Appetitlosigkeit, Brechreiz, Strahlendermatitis) abzumildern.

3.1.5 Prognosefaktoren

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit des Patienten, die posttherapeutisch rezidivfreie Zeit sowie der
allgemeine Verlauf der Tumorerkrankung werden durch bestimmte Prognosefaktoren beeinflusst.
Diese werden in drei Kategorien zur Festlegung der individuellen Prognoseabschétzung einge-

teilt:
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1. Tumorkorrelierte Faktoren wie Tumorgrofle und —lokalisation, Einteilung in die

TNM-Klassifikation sowie pathohistologische Kriterien,

2. Tumorunabhéngige Faktoren, welche sich auf den Patienten beziehen, beispielsweise

Alter, Geschlecht, Allgemeinerkrankungen, Immunstatus,

3. Therapieabhéngige Faktoren, z.B. Zeitpunkt der Diagnosestellung, Wahl des Thera-
pieverfahrens (Radiotherapie, Chemotherapie, chirurgische Resektion), Operationsart,

R-Klassifikation und Rehabilitation.

Einen entscheidenden Schritt zur Tumorentstehung tragt die Aktivierung von zelluldren Onkoge-
nen bzw. die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen bei. Diese Gene, welche physiologisch
eine wichtige Rolle in der Regulation von Zellproliferation und —differenzierung spielen, sind die
Zielscheibe von potenziell malignominduzierenden Noxen. Eine Stérung der physiologischen
Funktion dieser Gene spielt bei der Initiation, Transformation und Progression von Tumoren eine
zentrale Rolle. Eines der bekanntesten Tumorsuppressorgene ist das p53-Gen, welches unter phy-
siologischen Bedingungen die Zellproliferation hemmt. Kommt es zu einer Mutation dieses Gens
durch exogene Noxen, kann hierdurch eine maligne Zelltransformation induziert werden. Mutati-
onen des p53-Gens werden insbesondere in weit fortgeschrittenen Tumoren unterschiedlicher

Herkunft gefunden und verschlechtern die Prognose des Tumortrégers.

Nachdem es zur Tumorinitiation gekommen ist, wird die Prognose des Patienten im Wesentli-
chen durch die Fahigkeit des Tumors zur Groflenzunahme und Invasion bzw. Metastasierung in
andere Korperregionen bestimmt. Das Tumorwachstum ist in hohem Malle von einer tumoreige-
nen Gefaflversorgung abhingig. Durch Sezernierung des Tumor-Angiogenese-Faktors und ande-
ren Wachstumsfaktoren kommt es zu einer Einsprossung von Kapillaren und Fibroblasten. Dies
induziert eine Neubildung von tumoreigenen GefaB3en, welches als Tumorangiogenese bezeichnet
wird. Je besser die Tumorangiogenese mit dem Tumorwachstum Schritt hilt, umso grofer ist die
Wahrscheinlichkeit fiir eine weitere Ausbreitung und Proliferation des Tumors. Besonders hohe
Aussagekraft tiber die Malignitdt des Tumors haben die am Tumorrand erhobenen Zeichen fiir
invasives und destruierendes Wachstum. Durch Auflosung von extrazellulirer Matrix, wie der
Basalmembran, wird dem Tumor die Invasion in angrenzende Gewebestrukturen sowie der An-
schluss an das korpereigene Gefdallsystem ermdglicht. Durch Infiltration von Lymphbahnen sowie
BlutgefaBen ist der erste Schritt der Metastasierungskaskade vollzogen und somit die Prognose

des Patienten deutlich verschlechtert.
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Karzinome der Mundschleimhaut haben abhidngig von ihrer TNM-Klassifikation und den oben
genannten Faktoren eine 5-Jahre-Uberlebensrate von 30 bis 70 Prozent. Bei Karzinomen der
Zunge, des Mundbodens sowie der Kieferhohlen ist die Prognose mit 20 bis 25 Prozent 5-Jahres-
Uberlebensrate am ungiinstigsten. Zeichen einer Nerveninfiltration (Paristhesien im Trigeminus-
versorgungsareal), Befall regiondrer Lymphknoten mit fehlender Verschieblichkeit oder subjekti-

ve Symptome wie Dysphagie verschlechtern die Uberlebenschancen des Patienten.

Engmaschige Nachuntersuchungen nach Abschluss der Therapie sind daher unbedingt erforder-
lich. In den ersten beiden Jahren sind dreimonatige Nachuntersuchungsintervalle empfehlenswert,

welche dann ab dem dritten Jahr auf sechsmonatige Abstéinde verlangert werden konnen.

Eine vollstindige Rehabilitation des Patienten erfordert neben einer optimalen somatischen The-
rapie und engmaschigen Nachuntersuchungen auch die Wiederintegration in das soziale und be-
rufliche Umfeld. Hierfiir konnen rehabilitative MaBBnahmen, psychosoziale Betreuung und die

Anbindung an eine Selbsthilfegruppe forderlich sein.

3.2 Das LIM-only Protein FHL2

3.2.1 LIM-Proteine

FHL2 gehort zu der Gruppe der LIM-Proteine, welche in der Zelle vielfiltige Vorgénge regulie-
ren. Dazu gehoren die Kontrolle der Zelldifferenzierung und des Wachstums. Sie konnen sowohl
mit dem Aktinzytoskelett assoziieren als auch Aufgaben im Bereich der Transkription iiberneh-
men. LIM-Proteine stellen den Kontakt zwischen spezifischen zelluldren Proteinen her, um so die
Formation von Multiproteinkomplexen zu ermdglichen (Bach, 2000; Kadrmas und Beckerle,

2004).

Unter dem Aspekt ihres biomolekularen Aufbaus werden LIM-Proteine in zwei Untergruppen
eingeteilt (Sanchez-Garcia und Rabbits, 1994; Jurata und Gill, 1998). Zum einen gibt es LIM-
only Proteine, welche ausschlieBlich aus LIM-Dominen bestehen. Zum anderen gibt es LIM-plus
Proteine, deren LIM-Doménen mit anderen Strukturen, wie zum Beispiel mit LIM-Kinasen, asso-
ziiert sind.

FHL-Proteine gehdren zu der Untergruppe der LIM-only Proteine, da sie ausschlieBlich aus LIM-

Domaénen aufgebaut sind. LIM-Doménen enthalten die folgende Aminosduresequenz, die reich an
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Cysteinen ist (Chan et al., 1998):
C-X»-C-X{6.23-H-X5-(C/H)-X5-C-X»-C-X{ 5.73-C-X»-(C/H/D)

LIM-Doménen bilden eine doppelte Zinkfingerstruktur, welche jeweils zwei Zinkionen binden
kann und Wechselwirkungen zu anderen Proteinen vermittelt (Bach, 2000; Dawid et al., 1998;
Kadrmas und Beckerle, 2004). FHL-Proteine haben in ihrem strukturellen Aufbau eine gewisse
Besonderheit: Sie enthalten eine ungerade Anzahl von LIM-Doménen, ndmlich Four-and-Half-
LIM-Doménen (FHL). Sie bestehen somit aus vier doppelten und einem einzelnen Zinkfinger
und konnen somit insgesamt 9 Zinkionen binden (Morgan und Madgwick, 1996; Genini et al.,

1997).

3.2.2 FHL-Subtypen

Man unterscheidet mehrere FHL-Subtypen: Dazu gehoren FHL1, FHL2, FHL3, FHL4 und ACT
(activator of CREM in testis), welches in seinem strukturellen Aufbau den FHL-Proteinen gleicht
(Morgan und Whawall, 2000). Das gewebsspezifische Vorkommen von FHL-Proteinen und ACT
ist unterschiedlich. FHL1 zeigt als einziges Protein der FHL-Familie eine relativ ubiquitire Ver-
teilung im menschlichen Gewebe, ist jedoch ebenso wie FHL3 am stérksten in der Skelettmusku-
latur exprimiert (Morgan und Magdwick, 1999). FHL?2 findet sich besonders stark in der Herz-
und Skelettmuskulatur, aulerdem in geringerem Maf3e in den Ovarien, den Hoden, der Prostata
und in anderen endokrinologischen Strukturen (Hypophyse, Nebennierenmark) (Chan et al.,
1998; Fimia et al., 2000; Genini et al., 1997; Kong et al., 2001; Muller et al., 2000; Scholl et al.,
2000; Tanahashi und Tabira, 2000). FHL3 ist ebenfalls stark in der Herz- und Skelettmuskulatur
exprimiert, schwicher in den Ovarien, der Milz und dem Nebennierenmark (Morgan und Madg-
wick, 1999). FHLA4 ist hingegen ausschlieBlich im Hoden (in den Tubuli seminiferi) zu finden,
was eine Rolle dieses Proteins in der Spermatogenese nahe legt (Morgan und Madgwick, 1999).
Das strukturell verwandte ACT-Protein ist ebenfalls nur im Hoden zu finden, aber im Gegensatz
zu FHLA4 tritt es tempordr begrenzt in bestimmten Phasen der Spermatogenese auf (Fimia et al.,

1999; Morgan und Whawell, 2000).
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3.2.3 Genetische Kodierung und Struktur von FHL2

Der genetische Code des FHL2 Gens wurde 1997 entschliisselt und ist auf dem Chromosomenab-
schnitt 2q12-q13 lokalisiert und besteht aus 7 Exons (Chan et al., 1998). Durch Vergleich dieser
Gensequenz mit der Nukleotid Datenbank der Gen-Bank wurde festgestellt, dass FHL2 identisch
mit zwei anderen, bereits bekannten Proteinen ist. Bei dem einen Protein handelt es sich um
SLIM-3 (skeletal muscle LIM-protein 3), welches besonders stark in der in der Skelettmuskulatur
exprimiert wird (Morgan und Madgwick, 1996). Das andere Molekiil mit homologer Struktur zu
FHL2 wird als DRAL (down regulated in rhabdomyosarkoma LIM-protein) bezeichnet (Genini et
al., 1996). Da jedoch FHL2 auch in einer Vielzahl von anderen Geweben exprimiert wird, er-
scheint der Name FHL2, der sich auf die molekularbiochemische Struktur des Proteins bezieht,
sinnvoller als die Bezeichnungen SLIM-3 und DRAL, die ausschnittartig das Vorkommen des

Proteins charakterisieren.

Das FHL2 Gen wird in ein etwa 1,5kb gro3es RNA-Molekiil transkribiert, welches in ein Protein
aus 279 Aminoséuren translatiert wird. Der Vergleich der Aminoséuresequenz zwischen FHL2
und den anderen Proteinen der FHL-Familie einschlieBlich ACT zeigt, dass sich diese nicht nur
in ihrem strukturellen Aufbau, sondern auch in der Abfolge ihrer Gensequenzen gleichen, was
auf eine gemeinsame genetische Abstammung hinweist. So ist menschliches FHL2 zu 47,9%
identisch mit humanem FHL1, zu 51,8% mit humanem FHL3, zu 47,1% mit FHL3 der Maus
sowie zu 58,5% mit ACT (Morgan und Whawell, 2000). Anhand dieser Zahlen wir deutlich, dass
die groBte Ahnlichkeit im Aufbau zwischen den LIM-only Proteinen FHL2 und ACT besteht,

wobei diese Molekiile zum Teil an unterschiedlichen zelluldren Funktionen beteiligt sind.

3.2.4 Zellulare Lokalisation von FHL2

Das LIM-only Protein FHL2 ist an einem weiten Spektrum von zelluldren Vorgéngen beteiligt.
Hierbei spielt seine Lokalisation in der Zelle eine entscheidende Rolle. Auf der einen Seite ist es
an der Zellmembran lokalisiert und iibernimmt dort Aufgaben der Zelladhésion, Zellidentitdt und
Zelldifferenzierung. Zum anderen ist FHL2 im Zellkern zu finden, wo es als Transkriptionskofak-
tor selektiv die Expression bestimmter DNA-Abschnitte stimuliert (Hill und Riley, 2004; Du et
al., 2002; Labalette et al., 2004; Li et al., 2001; Chu et al., 2000).
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Da die Molekularmasse von FHL2 32 kDa betrigt und damit deutlich den Grenzwert von 50 kDa
fiir einen aktiven Transportmechanismus zwischen Zytoplasma und Zellkern unterschreitet, ist es
wahrscheinlich, dass FHL2 durch passive Mechanismen zwischen den Zellkompartimenten pen-
delt. Einige Autoren vertreten die Ansicht, dass das Vorkommen von FHL2 im Zellkern durch
verschiedene Mechanismen beeinflusst werden kann. So stimulieren die Serumkomponenten Ly-
sinphosphatsdure sowie Sphingosin-1-Phosphat die nukledre Translokation von FHL?2 in einer
Rho-GTPase abhédngigen Signalkaskade (Li et al., 2001; Morlon und Sassone-Corsi, 2003; Muller
et al., 2002).

3.2.5 Funktionen von FHL?2 in unterschiedlichen Geweben

FHL2 ist am héufigsten in Herz- und Skelettmuskulatur zu finden, kommt jedoch in unterschied-
lichem Maf3e auch in anderen Geweben vor (Chan et al., 1998; Fimia et al., 2000; Genini et al.,

1997; Kong et al., 2001; Muller et al., 2000; Scholl et al., 2000; Tanahashi und Tabira, 2000):
3.2.5.1 Herz

Da FHL2 in der Embryonalentwicklung in hoher Konzentration im Herzgewebe als auch im sich
entwickelnden Gefdf3system vorhanden ist, lag die Vermutung nahe, dass FHL?2 fiir die Entwick-
lung des kardiovaskuldren Systems von entscheidender Bedeutung sei. Hier zeigte sich jedoch,
dass FHL2-defiziente Mause (FHL2-Null-Méuse) keinerlei Entwicklungsstorung des kardio-
vaskuldren Systems aufwiesen (Chu et al., 2000a, 2000b).

Im adulten kardialen Gewebe scheint FHL?2 einer durch 3-adrenerge Stimulation ausgeldsten Hy-
pertrophie des Herzens entgegenzuwirken. So zeigten FHL2-Null-Méuse im Vergleich zur Kon-
trollgruppe eine iiberschieBende Hypertrophie des Herzens durch 3-adrenerge Stimulation (Kong
et al., 2001). Dariiber hinaus scheint FHL2 die Induzierung einer kardialen Hypertrophie durch
ERK2 in der MAPkinase Signalkaskade zu antagonisieren. So zeigen FHL2-Null-Miuse eine
hohere ERK2-Konzentration als die Kontrollgruppe und damit eine erhohte kardiale Hypertro-
phie (Purcell et al., 2004).

3.2.5.2 Muskulatur

Mehrere Studien belegen eine wichtige Rolle von FHL?2 in zelluldren Vorgéngen von Myozyten.

So bindet FHL2 im zytoplasmatischen Raum von Myoblasten an -Catenin und beeinflusst auf
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diese Weise die Muskelzelldifferenzierung (Martin et al., 2002). Des Weiteren fungiert FHL2 als
Verbindungsmolekiil zwischen Titin und metabolischen Enzymen wie der muskuldren Kreatinin-
kinase, Adenylatzyklase und Phosphofruktokinase, so dass FHL2 auf diese Weise eine Funktion
in der Energieversorgung der Zelle wihrend der Muskelkontraktion erfiillt (Langes et al., 2002).
Eine weitere Funktion von FHL2 in Muskelzellen ist die Wechselwirkung mit Integrinen. So bin-
det FHL2 an zytoplasmatische o~ und B-Integrine und scheint damit an der Umsetzung extrazel-

luldrer Signale in intrazelluldre Mechanismen beteiligt zu sein (Wixler et al., 2000).

3.2.5.3 Knochen

FHL2 wurde neben Myoblasten und Kardiomyozyten auch in hoher Konzentration in menschli-
chen Osteoblasten gefunden. Dabei ist die Expression von FHL2 wihrend der Verwandlung von
Knochenmarkszellen in Osteoblasten um ein Mehrfaches gesteigert. Durch die Wirkung von
Glukokortikoiden, natiirlichen Inhibitoren der Knochenentwicklung, wird die Konzentration von
FHL2 jedoch abgesenkt. Dies lédsst auf eine wesentliche Rolle von FHL2 in der Osteogenese
schlieBen (Chu et al., 2000b; Amaar et al., 2002). Ein weiterer Beleg fiir die Bedeutung von
FHL?2 in der Knochenentwicklung zeigt sich darin, dass FHL2-Null-Mé&use aufgrund der vermin-
derten Aktivitdt von Osteoblasten eine ausgeprigte Osteopenie entwickeln, wiahrend FHL2-
knock-in-Miuse mit einer Uberexpression von FHL2 eine deutlich erhéhte Knochendichte auf-

weisen (Guenther et al., 2005).

3.2.6 FHL2 als Transkriptionskofaktor

Von grofler Bedeutung ist die Funktion von FHL2 im Zellkern, wo es Funktionen im Rahmen
selektiver und gewebsspezifischer Genaktivierung ausiibt. Im Zellkern wirkt FHL2 ebenso wie
ACT als Transkriptionskofaktor und bindet an spezifische nukledre Rezeptoren sowie an

Transkriptionsfaktoren der CREB- und CREM-Familie.

Der bisher bekannte, klassische Weg der Aktivierung dieser Transkriptionsfaktoren besteht in der
Phosphorylierung einer bestimmten Serinsequenz (Ser 133) der Transkriptionsfaktoren
CREB/CREM und der anschlieBenden Wechselwirkung mit dem ubiquitdr vorhandenen
Transkriptionskofaktor CBP (CREB-binding protein) (Chrivia et al., 1993).

Dieser klassische Mechanismus der Genaktivierung ldsst jedoch offen, wie eine selektive Akti-

vierung bestimmter Genabschnitte erzielt wird. Die Frage, wie eine selektive und gewebsspezifi-
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sche Genexpression erreicht wird, war bislang zum grofSten Teil noch ungeklart. Hier liefern die

Untersuchungen der LIM-only Proteine neue Erkenntnisse:

ACT (activator of CREM in testis) bindet in ménnlichen Keimzellen an den Transkriptionsfaktor
CREM und ermoglicht eine vom klassischen Weg der Genexpression unabhidngige Aktivierung.
ACT fungiert als ein gewebsspezifischer Transkriptionskofaktor von CREM, der zeitgleich mit
CREM wihrend der Keimzelldifferenzierung vorhanden ist. Das LIM-only Protein ACT bindet
direkt an Transkriptionsfaktoren der CREM- und CREB-Familie und umgeht auf diese Weise den
klassischen Weg der Phosphorylierung und CBP-Bindung zur Genaktivierung (Fimia et al.,
1998).

Interessanterweise besitzt nicht nur ACT diese Féhigkeit zur selektiven Genaktivierung, sondern
in unterschiedlichem Mafe auch die anderen Mitglieder der LIM-only Proteinfamilie. So kann
beispielsweise FHL2 sowohl an CREM als auch an CREB binden (Fimia et al., 2000). FHL2 ist
das Protein mit der groBten strukturellen Ahnlichkeit zu ACT, jedoch zeigen beide Proteine un-
terschiedliche Aktivierungspotenziale fiir die Transkriptionsfaktoren. FHL2 ist ein starker Akti-
vator von CREB (Johannessen et al., 2004) und nur ein schwacher Aktivator von CREM, wih-

rend sich ACT in seinem Aktivierungspotenzial genau umgekehrt verhilt.

Dieser Sachverhalt ist wahrscheinlich in der unterschiedlichen relativen Anordnung der LIM-
Domaénen begriindet. Experimentelle Deletionen einzelner Abschnitte der LIM-only Proteine ha-
ben gezeigt, dass die einzelnen LIM-Doménen unterschiedlich stark zum Aktivierungspotenzial
beitragen. Der N-Terminus der halben LIM-Doméne ist von essentieller Bedeutung fiir die Funk-
tion der LIM-only Proteine, da seine Deletion in einer reduzierten Funktionsféahigkeit von FHL2
bzw. ACT resultiert. Die alleinige Deletion der dritten LIM-Domine hingegen verringerte nicht
die Funktion von FHL2 als Transkriptionskofaktor (Muller et al., 2002; Yan et al., 2003a), wéh-
rend FHL2-Molekiile nach Ausschaltung der LIM4-Doméne komplett funktionslos waren. Inte-
ressanterweise jedoch bleibt die Funktionsfahigkeit von FHL2 bei gleichzeitiger Deletion der
LIM3- und LIM4-Doméine erhalten, was darauf hindeutet, dass die LIM4-Doméne essentiell
wichtig fiir die Funktion von FHL2 als Transkriptionskofaktor ist, wihrend die LIM3-Doméne
als negativer Regulator fungiert (Yan et al., 2003b).

FHL2 spielt auch eine Rolle als Transkriptionskofaktor in der Regression des Miillerschen Gangs
und damit der weiblichen Geschlechtsorgane in der ménnlichen Geschlechtsentwicklung. Hierbei

interagiert FHL2 mit dem Wilms Tumor Suppressorgen (WT1) und induziert auf diese Weise die
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Bildung des Anti-Miiller-Hormons, welches die Regression des Miillerschen Gangs bewirkt (Du

et al., 2002).

Ein weiterer Beleg fiir die Rolle von LIM-only Proteinen in der selektiven und gewebsspezifi-
schen Genaktivierung ist ihre spezifische Stimulierung von bestimmten nukleéren Steroidrezepto-
ren. FHL2 dient als Ubermittler von extrazelluliren Signalen beispielsweise durch Spinghosin-1-
Phosphat (SPP) in den Zellkern und aktiviert dort in seiner Funktion als Transkriptionskofaktor
selektiv bestimmte Genabschnitte. SPP dockt an die extrazellulire Membran an und aktiviert die
Rho Signalkaskade. Je stirker die Rho-GTPasen aktiviert sind, desto stirker transloziert FHL2
von der Zellmembran in den Zellkern und desto stirker ist seine Wirkung als selektiver

Transkriptionskofaktor (Muller et al., 2002).

Im Zellkern bindet FHL2 spezifisch an bestimmte nukledre Rezeptoren wie den Androgenrezep-
tor in Epithelzellen der Prostata. Hierbei ist bemerkenswert, dass FHL2 ausschlielich Androgen-
rezeptoren stimuliert und keine Wirkung auf andere steroidale Hormonrezeptoren wie beispiels-

weise fiir Gluko- und Mineralokortikoide oder Progesteron hat. FHL2 erho6ht die Transkriptions-

aktivitdt von Androgenrezeptoren selektiv, wenn Agonisten des Androgenrezeptors anwesend
sind. So resultiert eine erhohte Expression von FHL2 in Prostataepithelzellen in einer verstirkten
Sekretion von Probasin, dessen Genkodierung durch den Androgenrezeptor kontrolliert wird
(Muller et al., 2000). Durch das Zusammenwirken von FHL2, CBP/p399 und -Catenin wird die
Transkription bestimmter Genabschnitte durch den Liganden-aktivierten Androgenrezeptor sy-

nergistisch verstérkt (Labalette et al., 2004).

Androgenrezeptoren spielen nicht nur eine wichtige Rolle in der physiologischen Funktion der
Prostata, sondern sind auch entscheidend an der Entwicklung von Prostatakarzinomen beteiligt,
da diese gerade zu Beginn ihres Wachstums androgenabhingig sind (Gregory et al., 1998). In
spateren Stadien verlduft das Tumorwachstum weitgehend androgenunabhingig. Eine mogliche
Erkldrung beruht auf der Annahme, dass diese verdnderte Androgenabhingigkeit durch eine Ver-
dnderung der Transkriptionskofaktoren des Androgenrezeptors hervorgerufen wird (Muller et al.,

2000).

3.2.7 FHL2 in der Karzinogenese

Im gesunden Prostataepithel ist FHL2 an der Zellmembran lokalisiert, hingegen findet sich FHL2
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in Prostatakarzinomgewebe vermehrt im Zellkern. Diese Translokation von FHL?2 in entarteten
Zellen spricht fiir eine Beteiligung des Proteins in seiner Funktion als selektiver Transkripti-
onskofaktor an der Tumorgenese. Einige Studien belegen einen Zusammenhang zwischen einer
verstirkten Expression von FHL2 in Tumorgewebe von Prostatakarzinomen im Vergleich zu
nicht-entartetem Prostatagewebe sowie eine Korrelation zwischen Starke der FHL2-Expression
und Ausmal der Dedifferenzierung der malignen Zellen (Kinoshita et al., 2005; Muller et al.,
2000). Jedoch scheint die vermehrte Expression von FHL2 nicht in allen Zelllinien von Prostata-
karzinomen erhoht zu sein (Nessler-Menardi et al., 2000). Weiterhin ist festzustellen, dass eine
vermehrte Translokation von FHL2 von der Zellmembran zum Zellkern mit einer zunehmenden
Dedifferenzierung des Prostatakarzinomgewebes korreliert. In spaten Tumorstadien finden sich
ein stark erhohte Expression von FHL2 und Rho-GTPasen, welche durch ihre Signalkaskade die
Translokation von FHL?2 in den Zellkern steuern (Muller et al., 2002). Rho-GTPasen sind auch in
anderen Tumorgeweben, wie beispielsweise dem Mammakarzinom, im verstirkten Maf3e vor-

handen, so dass ihre Beteiligung an der Tumorgenese nahe liegt (Fritz et al., 1999).

Des Weiteren zeigte sich eine erhohte Anzahl von mRNA-FHL?2 in Patienten mit einer FAB-M7
Unterform von akuter myeloischer Leukédmie im Vergleich zu anderen Leukdmieformen mit bes-

serer Uberlebensprognose (Ross et al., 2004).

FHL2 war des Weiteren in verstirktem Maf3e in Biopsien von Bronchialkarzinomen exprimiert,
wihrend sich in gesundem Lungengewebe kein FHL2 fand. Interessanterweise korrelierte die
Prognose der an Lungenkrebs erkrankten Patienten signifikant mit der Starke der FHL2-
Expression, so dass Patienten mit starker Immunreaktivitét fiir FHL2 im Tumorgewebe eine ver-
kiirzte Lebenserwartung hatten gegeniiber Patienten mit geringer Immunreaktivitit (Borczuk et

al., 2004; Kong et al., 2001).

Auch in Tumorbiopsaten von Ovarialkarzinomen konnte eine im Vergleich zu gesundem Ovari-

algewebe erhohte Expression von FHL?2 festgestellt werden (Gabriel et al., 2004).

Unterschiedliche Untersuchungsergebnisse gibt es zu der Expressionsrate von FHL2 in Tumor-
gewebe von Mammakarzinomen. In einigen Studien wird ein verringertes Vorkommen von FHL2
mRNA und/oder BRCA1 Mutanten beschrieben, welche die Fahigkeit zur FHL2 induzierten
Transkription verloren haben (Genini et al., 1997; Yan et al., 2003a, 2003b). Jedoch gibt es neue
Forschungsergebnisse, welche eine positive Korrelation zwischen der Expression von FHL2 im

Tumorgewebe und der Uberlebensprognose von Patientinnen mit Brustkrebs beschreiben (Fritz et
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al., 1999; Gabriel et al., 2006).

Neben den oben genannten Malignomen, welche eine deutliche Uberexpression von FHL2 im
Tumorgewebe zeigen, wurde in Rhabdomyosarkomzellen eine Herunterregulierung von FHL2
festgestellt. So ist die Expressionsrate von FHL2 in Tumorzellen von Rhabdomyosarkomen im

Vergleich zu gesunden Myoblasten reduziert (Genini et al., 1997).

3.3 Das Zelladhasionsmolektl E-Cadherin

Zelladhdsionsmolekiile (CAMs) sind ubiquitir auf der Oberfldche von allen Zellen vorhanden.
Sie interagieren entweder mit Molekiilen der extrazelluldren Matrix, oder sie binden an andere
Zelloberflichenrezeptoren und vermitteln auf diese Weise spezifische Zell-Zell-Kontakte. Dabei
dienen diese Zelladhdsionsmolekiile nicht nur dem Erhalt der Zellstruktur, sondern sie fungieren
auch als Signalrezeptoren, die extrazelluldre Signale im Rahmen von Zell-Zell-Kontakten {iber-
mitteln. Auf diese Wiese spielen CAMs eine wichtige Rolle bei verschiedenen Prozessen inner-
halb eines Zellverbandes, wie beispielsweise bei der Zellteilung, Zellmigration und Zelldifferen-
zierung (Barth et al., 1997; Takeichi, 1991).

Eine der wichtigsten Familien von Zelladhdsionsmolekiilen stellt die Gruppe der Cadherine dar,
welche auf der Zelloberfliche lokalisiert sind und den Zusammenhalt des Zellverbandes tiber
Zonula adherens gewéhrleisten (Gumbiner, 1996). Cadherine gehen dabei kalziumabhéngig zum
Grofiteil homophile Verbindungen mit anderen Zelloberflachenrezeptoren ein. Als transmembra-
nose Proteine haben Cadherine grof3e extrazelluldare Doménen, eine singuldres transmembrandses
Segment und eine kurze zytoplasmatische Doméne, welche tiber alpha-, beta- und gamma-
Catenine mit dem intrazelluldren Aktinzytoskelett verbunden ist (Humphries und Newham, 1998;
Lewis et al., 1995; Shapiro et al., 1995). Sdmtliche Cadherine teilen mit einem Molekulargewicht
von etwa 120 kDa (Smith und Pignatelli, 1997) eine gemeinsame Molekularstruktur und einen
gemeinsamen genetischen Ursprung. Bislang bestehen die Gene aller klassischen Cadherine aus
16 Exonen, welche durch 15 Introne unterteilt werden. Als Genort von E-Cadherin wurde
16g22.1 lokalisiert (Berx et al., 1995), P-Cadherin liegt nur 32kb davon entfernt (Bussemakers et
al., 1994).

Aufgrund des unterschiedlichen Vorkommens der groen Gruppe der Cadherine differenziert
man verschiedene Untergruppen. So kommt E-Cadherin ausschlie8lich auf Epithelzellen vor, P-

Cadbherin ist auf Trophoblasten und zu einem geringeren Anteil auch auf Epithelzellen zu finden,
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N-Cadherin ist Bestandteil neuronaler Zellen. Cadherine gehen groftenteils homophile Verbin-
dungen ein, d.h. sie docken an identische Zelladhdsionsmolekiile benachbarter Zellen an. So bin-
det E-Cadherin nur an E-Cadherin, nicht aber an P- oder N-Cadherin (Nose et al., 1988).

Des Weiteren scheint E-Cadherin nicht nur Signalempfénger von extrazelluldren Signalen zur
Regulierung der Zelladhision zu sein, sondern auch als Signalgeber zu fungieren, um Prozesse
wie Zellmigration, Proliferation und Zelldifferenzierung zu steuern (Barth et al., 1997; Hulsken et
al., 1994). Thre entscheidende Rolle bei einer Vielzahl von Zellprozessen macht daher eine stren-
ge Regulation der Cadherine notwendig, um deren zelluldre Stabilitdt zu gewéhrleisten.
Epithelzellen, die chronischen Entziindungsprozessen unterliegen, zeigen weiterhin ein stabiles
Vorkommen von E-Cadherin. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Expression von E-Cadherin
nicht leicht durch duflere Umgebungseinfliisse zu verdndern ist (Shiozaki et al., 1991). Auf der
anderen Seite kommt es hingegen bei einer Vielzahl von malignen Prozessen zu einem Verlust
der durch E-Cadherin vermittelten Zelladhasion (Guilford, 1999; Shiozaki et al., 1991; Smith und
Pignatelli, 1997), so beispielsweise bei hepatozelluldren Karzinomen (Shimoyama und Hirohashi,
1991), Magenkarzinomen (Mayer et al., 1993), Kolonkarzinomen (Kinsella et al., 1993), Prosta-
takarzinomen (Umbas et al., 1994), Mammakarzinomen (Gamallo et al., 1993) und Plattene-
pithelkarzinomen des oberen Gastrointestinaltrakts (William et al., 1998; Shinohara et al., 1998).
Charakteristisch fiir maligne Karzinomzellen sind der Verlust einer differenzierten Epithel-
morphologie, verminderte interzelluldre Adhdsion und damit verbunden eine erhohte zellulére
Motilitiat mit der Gefahr von Metastasenabsiedelungen. Somit geht ein Verlust von E-Cadherin
mit einer Verminderung der interzelluldren Zelladhdsion einher. Viele immunhistochemische
Studien haben gezeigt, dass dabei der Grad der Herunterregulation von E-Cadherin mit dem Grad
der Dedifferenzierung der Malignomzellen korreliert (Guilford, 1999; Shiozaki et al., 1991). In
oralen Plattenepithelkarzinomen ist die Expression von E-Cadherin abhéngig vom Differenzie-
rungsgrad der Tumorzellen. Malignomzellen mit einem geringen Vorkommen von E-Cadherin
zeigen eine hohere Invasivitit in die umgebenden Zellverbande als Malignomzellen mit einem
hoheren Anteil von E-Cadherin (Hoteiya et al., 1999). E-Cadherin korreliert dabei signifikant mit
einer schlechten Prognose beziiglich Uberlebenszeit des Patienten und dem Auftreten von Rezi-

diven (Bankfalvi et al., 2002; Mattijssen et al., 1993).
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3.4 Fragestellung

Wie in der Einleitung ausfiihrlich dargestellt, gibt es deutliche Hinweise darauf, dass FHL2 in
seiner Funktion als selektiver Transkriptionskofaktor an der Karzinomentstehung beteiligt ist.
Eine Korrelation zwischen Dedifferenzierung des Tumorgewebes und einer verstirkten Expressi-
on von FHL2 bzw. Rho-GTPasen konnte bereits fiir Prostatakarzinome und Mammakarzinome
nachgewiesen werden (Fritz et al., 1999; Muller et al., 2002). Somit stellt sich die Frage, ob eine
verstirkte Expression von FHL2 auch in anderen Typen von entarteten Epithelzellen zu beobach-
ten ist. Mit dieser Fragestellung wurden im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit Untersuchun-
gen an Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle durchgefiihrt. Lige auch hier eine verstirkte
Expression von FHL2 in stark dedifferenziertem Tumorgewebe vor, so wiirde dieses Ergebnis die

Hypothese der Beteiligung von FHL2 an der Tumorgenese erhirten.

Daneben soll geklart werden, ob sich aus der Bestimmung der FHL2-Expression im Tumorgewe-
be prognostische Parameter gewinnen lassen. Da es bisher keinen etablierten Tumormarker zur
Verlaufskontrolle und damit zur Prognoseeinschitzung der Plattenepithelkarzinome der Mund-
hohle gibt, konnte FHL?2 als Parameter fiir die zunehmende Dedifferenzierung diese diagnosti-

sche Liicke schlief3en.
Konkret soll diese Studie daher folgende Aspekte untersuchen:

1. Wird FHL2 in Tumorgewebeproben von Patienten mit Tumorprogression (Metasta-
sen/Rezidiv) in hoherem Mal3e exprimiert als in Proben von Patienten ohne Tumorprogression

(d.h. ohne Metastasen/Rezidiv)?

2. Ist es sinnvoll, FHL2 als histopathologischen Prognosefaktor fiir Patienten mit oralen Plattene-

pithelkarzinomen zu verwenden?
3. Ist eine Translokation von FHL2 von der Zellmembran zum Zellkern zu beobachten?

4. Besteht ein reziproker Zusammenhang zwischen der Expression von FHL2 und E-Cadherin in

stark dedifferenzierten Tumorzellen?
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4 Material und Methoden

4.1 Patientenkollektiv

In dieser Studie wurden am Institut fiir Pathologie der Universitidt Bonn die Priparate von 43 Pa-
tienten mit Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle untersucht, welche im Zeitraum von 1985
bis 2001 durch eine chirurgischen Tumorresektion gewonnen worden waren. Die Gewebeproben
wurden in Formalin fixiert und anschlieend in Paraffin eingebettet. Von den 43 Patienten waren
36 Ménner und 7 Frauen, das Durchschnittsalter bei Behandlung betrug 58,3 Jahre.
Im Sinne einer retrospektiven Fall-Kontroll-Studie wurden Patienten mit oralen Plattenepithel-
karzinomen gesucht, die sich nur durch das Merkmal Metastasen- bzw. Rezidivbildung nach Tu-
morresektion voneinander unterschieden. Um eine méglichst grofe Strukturgleichheit zu erzie-
len, wurden die Patienten in einem randomisierten Verfahren ausschlielich aufgrund ihrer TNM-
Klassifikation ausgewihlt. Schematisch stellt sich die Zusammenstellung der Patientenkollektive
folgendermafen dar:
Patienten mit einem oralen Plattenepithelkarzinom nach chirurgischer Resektion:

* Gruppe A umfasst 21 Patienten, die nach erfolgreicher Resektion des Tumors ein

Rezidiv oder eine Metastasenbildung erlitten haben

= Patientengruppe mit Tumorprogression (Tabelle 2),

* Gruppe B umfasst 22 Patienten, die nach erfolgreicher Resektion des Tumors nach

5 Jahren weiterhin rezidiv- und metastasenfrei sind

= Patientengruppe ohne Tumorprogression (Tabelle 3).
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Geburtsjahr| Q / | Lokalisation des TNM - In der Klinik | Alter bei
4 | Oropharynxkarzinoms Klassifika- | behandelt Behand-
tion bis: lung
1 1933 m | Lateraler Oropharynx rechts pT1 N3 MO 2002 69
2 1939 w | Tonsille links pT2 N2b MO 1998 59
3 1942 m | Zungenrand links pT1 N1 MO 1993 51
4 1941 m | Mundboden pT2 NO MO 1998 57
5 1932 m | Zungenunterflache rechts pT1 N5 MO 1985 53
6 1957 w | Zungenrand rechts pT1 N1 MO 2002 45
7 1924 m | Gaumenbbgen pT2 NO MO 1993 69
8 1912 m | Zungenrand links pT2 NO MO 1997 85
9 1928 m | Alveolarkamm rechts pT2 N2 MO 2000 72
10 1953 m | Valecula epiglottica bds. pT2 N3 MO 1997 44
11 1927 m | Lateraler Oropharynx rechts pT1 N3 MO 1998 71
12 1947 m | Vorderer Gaumenbogen rechts pT1 N2c MO 2001 54
13 1943 m | Mundboden rechts pT2 N2c MO 1997 54
14 1959 m | Oropharynx links lateral pT4 N1 MO 2001 42
15 1931 m | Rechts sublingual pT2 NO MO 1999 68
16 1928 m | Zungenrand rechts pT1 NO MO 2000 72
17 1948 m | Zungengrund links pT1 N2 MO 2001 53
18 1958 m | Zunge rechts pT2 NO M1 2001 43
19 1923 w | Zungenrand links pT2 NO MO 2001 78
20 1942 m | Lateraler Oropharynx links pT1 N2 MO 2001 59
21 1938 m | Lateraler Oropharynx rechts pT1 N3 MO 1990 52
mittleres 59,5
Alter

Tabelle 2: Patientengruppe mit Tumorprogression
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Geburtsjahr | @ / & |Lokalisation des TNM - In der Klinik | Alter bei
Oropharynxkarzinoms Klassifika- | behandelt | Behand-
tion bis: lung
1 1963 m Zungenrand rechts pT1 NO MO 1995 32
2 1921 w Mundboden links pT2 NO MO 1994 73
3 1943 w rechter Zungengrund pT1 NO MO 2002 59
4 1936 m Zungenrand links pT2 NO MO 2000 64
5 1930 m Tonsille rechts pT4c NO 1996 66
MO
6 1927 w Zungenrand rechts pT1 NO MO 1992 65
7 1926 m Zungenrand rechts pT2 NO MO 1999 73
8 1944 m linker Zungenrand pT1 NO MO 2001 57
9 1921 m Mitte d. harten Gaumens pT1 NO MO 1992 71
10 1952 m links sublingual pT2 NO MO 2001 49
11 1951 m Zungengrund beidseits pT4 NO MO 1994 43
12 1955 m mittlerer Zungenrand links pT1 NO MO 1994 39
13 1944 m Carcinoma in situ rechts cT1 NO MO 2001 57
sublingual
14 1927 m rechter Zungenrand pT2 NO MO 1992 65
15 1947 w rechter Zungenrand pT1 NO MO 2002 55
16 1947 m Zungenrand rechts pT2 NO MO 2001 54
17 1944 m Zunge rechts pT1 NO MO 1998 54
18 1933 m | sublingual links pT1 NO MO 1998 65
19 1944 m Zungenrand links pT2 NO MO 1990 46
20 1938 m rechter unterer Alveolar- pT2 NO MO 2001 63
kamm
21 1949 m rechter vorderer Mundboden | pT1 NO MO 2002 53
22 1948 m sublingual rechts pT1 NO MO 2001 53
mittleres 57,1
Alter

Tabelle 3: Patientengruppe ohne Tumorprogression
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4.2 Immunhistochemie

Fiir beide in dieser Studie angewandten immunhistochemische Farbungen (FHL2 und E-
Cadherin) wurde die Avidin-Biotin-Methode verwendet. Dieses spezielle Immunperoxidasever-
fahren beruht auf ein dreistufiges System, welches auf der Fahigkeit des Eiweillglykoproteins

Avidin basiert, vier Molekiile des Vitamins Biotin physikalisch zu binden.

Im ersten Schritt bindet ein spezifischer unkonjugierter Primérantikorper an das zu markierende
Epitop. An den Primérantikdrper bindet im zweiten Schritt ein Sekundirantikorper, welcher mit
Biotin konjugiert ist. Im dritten Schritt kommt ein Peroxidase-konjugierter Avidin-Biotin-
Komplex zum Einsatz. Hierbei binden die freien Stellen des Avidins an das Biotin des Sekunda-
rantikorpers. Das Enzym Peroxidase — und damit letztlich das gesuchte Epitop — wird mit dem
Chromogen DAB (3,3Diaminobenzidin) sichtbar gemacht. Die Schnitte werden zwischen jedem
Inkubationsschritt gewaschen. Zuletzt wird der Gewebeschnitt mit Himalaun gegengefirbt, ein-

gedeckt und die Anfarbung unter dem Lichtmikroskop ausgewertet.

Diese immunhistochemischen Farbungen wurden an formalinfixierten, paraffineingebetteten 4pum
dicken Préparaten durchgefiihrt, welche insgesamt 25 Minuten in der Mikrowelle vorbehandelt
wurden, um die Paraffingdngigkeit der Antikorper zu erhohen (Hazelbag et al., 1995; Shi et al.,
1995). Durch die Formalinfixierung und anschlieende Einbettung in Paraffin sind manche Epi-
tope fiir die Antikorper nicht mehr zugénglich. Erst durch den Einsatz der Mikrowelle konnen
viele nicht fixierungsresistente Antigene fiir routinemifig eingesetzte Antikorper wieder erreich-
bar gemacht werden. Somit kann durch die Mikrowellenbehandlung der Préparate eine Antigen-
Demaskierung erreicht werden. Um ein Abschwimmen der Praparate vom Objekttriger wahrend
der Mikrowellenbehandlung zu verhindern, wurden die Préparate {iber Nacht bei einer Tempera-

tur von 60°C getrocknet und ausschlieBlich Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager verwendet.

Da die Mikrowellenvorbehandlung nicht nur das gesuchte Epitop, sondern eine Vielzahl von An-
tigenen demaskiert, entsteht oft eine relativ starke unspezifische Hintergrundfarbung der Pripara-
te. Am erfolgreichsten kann dieser Effekt durch Hinzufiigen einer neutralen Proteinldosung ver-
hindert werden, die vor Zugabe des Primérantikorpers aufgetragen wird. Dieses Protein lagert
sich an stark geladene Kollagen- und Bindegewebselemente der Priparate an und verhindert auf
diese Weise die Adsorption des Primérantikorpers. Am haufigsten wird als Proteinlésung Nor-

malserum (=Non- bzw. Nicht-Immunserum) derselben Spezies verwendet, aus der der Briicken-
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Antikorper stammt. Dies verhindert eine falsch-positive Anfiarbung durch die Bindung des Se-
kundarantikorpers an Komponenten der Proteinlosung. Des Weiteren kann der unerwiinschte
Effekt der unspezifischen Hintergrundfarbung durch Zugabe von 2%-igem Milchpulver zur Puf-

ferlosung bzw. zur Verdiinnungslosung der Antikorper deutlich verringert werden.

Die Bindung zwischen gesuchtem Epitop und Primarantikdrper wird bei der hier verwendeten
Avidin-Biotin-Methode letztendlich durch die Farbung des an den ABC-Komplex gekoppelten
Enzyms Peroxidase durch Chromogen sichtbar gemacht. Diese Substrat-Chromogenreaktion ldsst
keine Unterscheidung zu, ob es sich bei dem nachgewiesenen Enzym um das Enzym handelt, das
durch die Immunreaktion das zelluldre Antigen lokalisiert, oder ob es sich um eine enzymatische
Aktivitdt handelt, die im Priparat schon vor Beginn der Anfarbung vorhanden war. Daher besteht
die Notwendigkeit, solch eine endogene Peroxidaseaktivitit des zu untersuchenden Gewebes vor
Zugabe des Primérantikorpers irreversibel zu hemmen. Daher wurde vor Durchfiihrung der Im-
munperoxidasefdarbung eine Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitét des Gewebes durch

Einstellung der Priparate in ein Methanol-Wasserstoffperoxid-Bad erreicht.

4.2.1 Vorgehen bei der Einzelfarbung von FHL2

1. Préparate liber Nacht bei 60°C trocknen,
2. Absteigende Alkoholreihe zur Entparaffinierung,

3. Hemmung der endogenen Peroxidase, dafiir werden die Schnitte fiir 20 Minuten in ein H,O,-

Methanol-Bad eingestellt,

4. Antigendemaskierung in der Mikrowelle fiir 5x5 Minuten bei 600 Watt in Tris-Puffer, danach
langsames Abkiihlen und Spiilen mit PBS-Pufferlésung,

5. Zur Verhinderung unspezifischer Hintergrundfarbung Bedecken der Schnitte mit Normalserum

in der Verdiinnungsstufe 1:10 mit 2%-iger Milchpulver-Losung fiir 15 Minuten,

6. Inkubation mit dem vom Bonner Institut fiir Pathologie selbst hergestellten polyklonalen Pri-
mérantikorper a-FHL?2 in der Verdiinnungsstufe 1:600 fiir 60 Minuten bei 37°C in einer feuchten

Kammer,

7. Inkubation mit biotinyliertem Sekundérantikrper (goat anti-rabbit, Dako) in der Verdiin-

nungsstufe 1:500 fiir 30 Minuten bei 37°C in einer feuchten Kammer,
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8. Inkubation mit Peroxidase-konjugiertem Avidin-Biotin-Komplex (ABC-Komplex) in der Ver-

diinnungsstufe 1:100 fiir 30 Minuten bei 37°C in einer feuchten Kammer,
9. Farbung der Peroxidase mit dem Chromogen DAB (3,3Diaminobenzidin) fiir 1 Minute,

10. Kerngegenfarbung mit Himalaun nach Mayer (Merck, Darmstadt) fiir 2 Minuten, anschlie-

Bend 5 Minuten Bliuen in Leitungswasser,
11. Aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96%, 100%, Xylol) fiir jeweils 5 Minuten,

12. Eindecken der fertig geférbten Priparate.

4.2.2 Vorgehen bei der Einzelfarbung von E-Cadherin

1. Préparate liber Nacht bei 60°C trocknen,
2. Absteigende Alkoholreihe zur Entparaftinierung,

3. Hemmung der endogenen Peroxidase, dafiir werden die Schnitte fiir 20 Minuten in H,O,-

Methanol-Bad eingestellt,

4. Antigendemaskierung in der Mikrowelle fiir 5x5 Minuten bei 600 Watt in Tris-Puffer, danach
langsames Abkiihlen und Spiilen mit PBS-Pufferlosung,

5. Zur Verhinderung unspezifischer Hintergrundfiarbung Bedecken der Schnitte mit Normalserum

in der Verdiinnungsstufe 1:10 mit 2%-iger Milchpulver-Losung fiir 15 Minuten,

6. Inkubation mit dem monoklonalen Primérantikorper E-Cadherin (Santa Cruz Biotechnology,

Inc) in der Verdiinnungsstufe 1:10 fiir 60 Minuten bei 37°C in einer feuchten Kammer,

7. Inkubation mit biotinyliertem Sekunddrantikdrper (goat anti-mouse, Dako) in der Verdiin-

nungsstufe 1:500 fiir 30 Minuten bei 37°C in einer feuchten Kammer,

8. Inkubation mit Peroxidase-konjugierterm Avidin-Biotin-Komplex (ABC-Komplex) in der

Verdiinnungsstufe 1:100 fiir 30 Minuten bei 37°C in einer feuchten Kammer,
9. Farbung der Peroxidase mit dem Chromogen DAB (3,3Diaminobenzidin) fiir 1 Minute,

10. Kerngegenfarbung mit Himalaun nach Mayer (Merck, Darmstadt) fiir 2 Minuten, anschlie-

Bend 5 Minuten Blduen in Leitungswasser,
11. Aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96%, 100%, Xylol) fiir jeweils 5 Minuten,

12. Eindecken der fertig geférbten Priparate.
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4.2.3 Rezepte

H,0, -Methanol-L&sung:

50ml Methanol + 2ml H,O».

Tris-HCI-Puffer 0,05M:

Stammldsung: 60,57g Tris in 500ml Aqua dest, mit etwa 370ml 1 N HCI auf pH 7,4 einstellen,
Gebrauchslosung: 1:10 mit Aqua dest. verdiinnen.

PBS-Puffer:

40g NaCl + 1g KC1 + 5,82 Na,HPO4 + 1g KH,PO4 in 500ml Aqua dest. 16sen, pH 7,4,
Gebrauchslosung 1:10 verdiinnen.

Milchpulver-Lésung:

2g Magermilchpulver in 100ml PBS-Puffer 16sen.

ABC-Komplex:

Losung A 10ul + Losung B 10ul + PBS 1000pl.

DAB-Farbung:

0,3g Tris-Puffer + 50ml Aqua dest. auf pH 7,6 einstellen, dann 3 DAB-Tabletten dazugeben und

30 Minuten im Dunkeln mixen, kurz vor Gebrauch mit 15ul H,O, aktivieren.

4.3 Mikroskopische Auswertung

Die Ergebnisse wurden sowohl quantitativ (Anteil der reagierenden Zellen) als auch qualitativ

(Intensitit der erreichten immunhistochemischen Reaktion) ausgewertet:
Quantitativer Auswertescore: Prozentualer Anteil der gefarbten Zellen
0-25%; 25-50%; 50-75%; 75-100%.

Quialitativer Auswertescore: Immunhistochemische Farbeintensitat
sehr schwache Reaktion = 0;

schwache Reaktion = 1;

starke Reaktion = 2;
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sehr starke Reaktion = 3.

AnschlieBend wurde das Patientenkollektiv mit Tumorprogression mit dem Patientenkollektiv

ohne Tumorprogression fiir die beiden Parameter FHL2 und E-Cadherin verglichen.

Das Patientenkollektiv ohne Tumorprogression umfasste 22 Patienten, das Patientenkollektiv mit
Tumorprogression wurde von 21 Patienten gebildet. Unterschiede in der Anzahl der Gewebepro-
ben kommen durch Fehlen von nicht-neoplastischem Epithel in der Gewebeprobe bzw. durch

mehrfache Gewebeproben pro Patient zustande.

4.4 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden statistisch mit Hilfe des Cochran-Armitage-Tests beurteilt, welcher auch
als Trend-Test bekannt ist (Sachs, 1992). Dieser Test priift einen Trend fiir eine binomial verteilte
Variable (ja-/nein- Variable) iiber die Stufen einer zweiten kategorialen Variable, in diesem Fall

jeweils immunhistochemische Farbeintensitdt und prozentualer Anteil der gefdrbten Zellen.

Als statistisch signifikante p-Werte wurden p-Werte < 0,05 festgelegt.
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5 Ergebnisse

5.1 Tumorumgebendes, nicht-neoplastisches Epithel

In der Patientengruppe ohne Tumorprogression mit 22 Patienten war in 20 Féllen nicht-
neoplastisches Epithel in der unmittelbaren Tumorumgebung vorhanden. In der Patientengruppe
mit Tumorprogression mit 21 Patienten war bei 17 Gewebeschnitten normales Plattenepithel vor-
handen. Die erzielten Ergebnisse der immunhistochemischen Féarbung fiir FHL2 und E-Cadherin
werden in den Tabellen 4 und 5 veranschaulicht.

FHL2 E-Cadherin
Intensitat 0 1+ 2+ 3+ 0 1+ 2+ 3+

Patientengruppe ohne Tumorprogression (n=20)

prozentual 15% 25% 30% 30% 0% 0% 5% 95%

absolut 3 5 6 6 0 0 1 19

Patientengruppe mit Tumorprogression (n=17)

prozentual 12% 23% 35% 29% 0% 6% 12% 82%

absolut 2 4 6 5 0 1 2 14
p-Wert 0,826 p-Wert 0,174

Epithel: Inmunhistochemische Farbeintensitat

100%-

80%-

Patientenzahl 60%-
in %

40%-

20%-

0% -

0 1+ 2+ 3+
Intensitét der gefarbten Zellen

O FHL2 ohne TP B FHL2 mit TP @ E-Cad ohne TPm E-Cad mit TP

Tabelle und Grafik 4: Epithel - Immunhistochemische Farbeintensitdt; TP: Tumorprogression, E-

Cad: E-Cadherin
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FHL2 E-Cadherin

Prozent 0-25 | 25-50 | 50-75 | 75-100 | 0-25 | 25-50 | 50-75 | 5-100 %
Patientengruppe ohne Tumorprogression (n=20)
prozentual 25% 5% 0% 70% 0% 0% 0% 100%
absolut 5 1 0 14 0 0 0 20
Patientengruppe mit Tumorprogression (n=17)
prozentual 23% 6% 6% 65% 0% 0% 0% 100%
absolut 4 1 1 11 0 0 0 17

p-Wert 0,94 p-Wert nicht sinnvoll

in %

0%

100%:-

80%:-

Patientenzahl 60%-
40% |

20%:-

Epithel: Prozentualer Anteil der gefarbten Zellen

0-25 %

25-50 %
Anteil gefarbter Zellen

50-75 %

75-100 %

O FHL2 ohne TP B FHL2 mit TP @ E-Cad ohne TPm E-Cad mit TP

Tabelle und Grafik 5: Epithel - Prozentualer Anteil der gefarbten Zellen; TP: Tumorprogression,

E-Cad: E-Cadherin

5.1.1 FHL?2

In der Gruppe ohne Tumorprogression farbte sich die gesunde Schleimhaut in 14 der 20 Gewebe-

schnitte zwischen 75% und 100% fiir FHL2 an, in 6 Gewebeschnitten war der prozentuale Anteil

der reagierenden Zellen unter 50%.

Unter qualitativem Aspekt war die Intensitét der erzielten immunhistochemischen Reaktion in 12

der 20 Epithelproben stark oder sehr stark, die iibrigen 8 Proben zeigten eine schwache bis sehr

schwache immunhistochemische Reaktion.
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Im Patientenkollektiv mit Metastasen oder Rezidiv zeigten 12 der 17 Epithelproben eine mehr als
50%-ige Reaktivitdt fiir FHL2, davon 11 mit einer starken oder sehr starken immunhistochemi-
schen Reaktion. In 5 Epithelproben im Patientenkollektiv mit Tumorprogression farbte sich we-
niger als 50% der gesunden Schleimhaut an, in 6 Féllen konnte nur eine schwache bis sehr

schwache immunhistochemische Reaktion erzielt werden.

Zusammenfassend besteht sowohl beziiglich der immunhistochemischen Férbeintensitit als auch
dem prozentualen Anteil der gefdrbten Zellen bei p-Werten von 0,826 bzw. 0,94 kein signifikan-
ter Unterschied der FHL2-Expression zwischen der Patientengruppe ohne bzw. mit Tumorpro-

gression.

5.1.2 E-Cadherin

In der Patientengruppe ohne Tumorprogression wurden mehr als 75% aller Zellen des nicht-
neoplastischen Epithels in sémtlichen 20 Gewebeschnitten flir E-Cadherin angefarbt. Zudem
zeigten alle untersuchten Gewebeproben eine starke bis sehr starke immunhistochemische Reak-

tion.

In der Patientengruppe mit Tumorprogression reagierten ebenfalls alle der 17 Epithelproben mit
mehr als 75% der gesunden Schleimhaut. In 16 dieser Gewebeschnitte wurde eine starke bis sehr
starke Reaktion erzielt, in einer einzelnen Gewebeprobe fiel die Reaktion fiir E-Cadherin nur

schwach aus.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Férbeintensitét bei E-Cadherin keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Patientengruppen mit und ohne Tumorprogression (p-
Wert 0,174), so dass eine Herunterregulierung nicht gezeigt werden konnte. Bei der Beurteilung
des prozentualen Anteils der gefarbten Zellen macht der Cochran-Armitage Trend Test zur Er-
mittlung eines signifikanten Unterschiedes der E-Cadherin Expression statistisch gesehen keinen
Sinn, da bis auf eine einzelne Gewebeprobe in allen untersuchten Schnitten mehr als 75% der

Zellen eine positive Reaktion fiir E-Cadherin zeigten.
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5.2 Primares Plattenepithelkarzinomgewebe

Im Patientenkollektiv ohne Tumorprogression wurden 22 Karzinomgewebe untersucht, wéhrend
in dem Patientenkollektiv mit Metastasen oder Rezidiv 24 Karzinomproben vorhanden waren, da
bei einigen Patienten mehrfache Biopsien aus dem Tumorgewebe entnommen worden waren. Die

Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen an Proben aus primédrem oralem Platten-

epithelkarzinomgewebe werden in den Tabellen 6 und 7 veranschaulicht. Immunhistochemische
Beispiele fiir HE-/FHL2- und E-Cadherin-Férbungen des Plattenepithelkarzinomgewebes sind in
den Abbildungen 1 bis 12 zu sehen.

FHL2 E-Cadherin
Intensitat 0 1+ 2+ 3+ 0 1+ 2+ 3+

Patientengruppe ohne Tumorprogression (n=22)

prozentual 9% 23% 32% 36% 4% 36% 50% 9%

absolut 2 5 7 8 1 8 11 2

Patientengruppe mit Tumorprogression (n=24)

prozentual 21% 12% 42% 25% 0% 37% 37% 25%

absolut 5 3 10 6 0 9 9 6
p-Wert 0,417 p-Wert 0,286

Tumorgewebe: Immunhistochemische Farbeintensitat

50%-

40%-

Patientenzahl 30%-
in %

20%-
10%-

0%-
0 1+ 2+ 3+

Intensitat der gefarbten Zellen

O FHL2 ohne TP B FHL2 mit TP @ E-Cad ohne TPm E-Cad mit TP

Tabelle und Grafik 6: Tumorgewebe — Immunhistochemische Férbeintensitét; TP: Tumorpro-

gression, E-Cad: E-Cadherin
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FHL2 E-Cadherin
Prozent 0-25 | 25-50 | 50-75 | 75-100 | 0-25 | 25-50 | 50-75 | 75-100

Patientengruppe ohne Tumorprogression (n=22)
prozentual 23% | 18% 4% 54% 4% 4% 9% 82%
absolut 5 4 1 12 1 1 2 18

Patientengruppe mit Tumorprogression (n=24)

prozentual 33% 8% 8% 50% 13% 17% 8% 63%
absolut 8 2 2 12 3 4 2 15
p-Wert 0,684 p-Wert 0,106

Tumorgewebe: Prozentualer Anteil der gefarbten Zellen

100%-

80%:-

Patientenzahl 60%-
in %

40%-{

20%:-

0%-

0-25 % 25-50 % 50-75 % 75-100 %
Anteil gefarbter Zellen

O FHL2 ohne TP B FHL2 mit TP @ E-Cad ohne TPH E-Cad mit TP

Tabelle und Grafik 7: Tumorgewebe — Prozentualer Anteil der gefirbten Zellen; TP: Tumorpro-
gression, E-Cad: E-Cadherin

5.2.1FHL?2

Im Patientenkollektiv ohne Tumorprogression war in 13 der 22 Félle das untersuchte Tumorge-
webe zwischen 75% und 100% fiir FHL2 gefarbt. 4 Tumorproben zeigten zwischen 25% und
50% Reaktivitét fiir FHL 2, und fiinfmal betrug die Reaktivitit der Zellen weniger als 25%.

In der Patientengruppe mit Tumorprogression war in 14 der 24 Félle in mehr als 50% der Tumor-
zellen FHL2 exprimiert. Die {ibrigen 10 Tumorproben zeigten entsprechend weniger als 50%

Reaktivitit.

Beziiglich der Intensitdt der immunhistochemischen Reaktion zeigten 15 der 22 Tumorproben in
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der Gruppe ohne Tumorprogression eine starke oder sehr starke Reaktion fiir FHL 2. Bei den
iibrigen 7 Gewebeschnitten war die Reaktion entsprechend nur schwach oder sehr schwach. In-
nerhalb des Patientenkollektivs mit Tumorprogression war in 16 von 24 Fillen eine starke oder
sehr starke immunhistochemische Reaktion fiir FHL2 zu erzielen, wéihrend in 8 Tumorproben nur

eine schwache bis sehr schwache Farbung erreicht wurde.

Zusammenfassend zeigt die statistische Testung auf eine Verdnderung der Expression von FHL2
zwischen der Patientengruppe ohne bzw. mit Tumorprogression keine signifikanten Unterschie-

de. So betragen die p-Werte beziiglich der Farbeintensitit 0,417 und beziiglich des prozentualen

Anteils 0,684 und sind damit nicht signifikant.

5.2.2 E-Cadherin

18 der 22 Fille innerhalb des Patientenkollektivs ohne Tumorprogression zeigten eine mehr als
75%-ige Reaktion fiir E-Cadherin in quantitativer Hinsicht. In 4 Tumorproben war in weniger als
75% der Tumorzellen E-Cadherin exprimiert. Im Patientenkollektiv mit Tumorprogression waren
in 17 der 24 Tumorproben mehr als die Hilfte der Karzinomzellen fiir E-Cadherin geférbt. In 7

Gewebeschnitten war E-Cadherin in weniger als 50% der Karzinomzellen zu finden.

Hinsichtlich der qualitativen Beurteilung ergaben sich folgende Ergebnisse: In der Patientengrup-
pe ohne Tumorprogression zeigten 2 der 22 Tumorproben eine sehr starke immunhistochemische
Reaktion fiir E-Cadherin. In 11 Gewebeschnitten war eine starke Reaktion fiir E-Cadherin zu

erzielen, in 9 Proben eine schwache bis sehr schwache Reaktion.

Innerhalb des Patientenkollektivs mit Tumorprogression war in 15 der 24 Tumorproben E-

Cadherin stark bis sehr stark exprimiert, in den iibrigen 9 Féllen nur schwach.

Die statistische Testung auf eine Verdnderung der Expression von E-Cadherin zwischen der Pati-
entengruppe ohne bzw. mit Tumorprogression zeigt zusammenfassend keine signifikanten Unter-
schiede: Die p-Werte betragen beziiglich der Farbeintensitat 0,286 und beziiglich des prozentua-
len Anteils 0,106.
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Abbildung 1: HE-Féarbung, Tumorgewebe von

Abbildung 4: HE-Farbung, Tumorgewebe von

Patient 1 ohne Tumo ro essmn

Abbildung 2: E-Cadherin-Férbung, Tumorge-

Patlent 2 ohne Tumo prog essmn

Abblldung 5:E- Cadherm Farbung, Tumorge-

webe von Patlent 1 ohne Tumo

Abbildung 3: FHL2-Farbung, Tumorgewebe
von Patient 1 ohne Tumorprogression

webe von Patient 2 ohne Tumo pro

Abbildung 6: FHL2-Farbung, Tumorgewebe
von Patient 2 ohne Tumorprogression
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Abbildung 7: HE-Farbung, Tumorgewebe von | Abbildung 10: HE-Farbung, Tumorgewebe

Patient 3 mit Tumorprogression von Patient 4 mit Tumorprogression
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Abbildung 8: E-Cadherin-Farbung, Tumorge- | Ab
webe von Patient 3 mit T

bildung 11: E-Cadherin-Farbung, Tumor-
rgession ebe von Patient 4 mit Tmo : eo
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Abbildung 9: FHL2-Féarbung, Tumorgewebe Abbildung 12: FHL2-Fiarbung, Tumorgewebe
von Patient 3 mit Tumorprogression von Patient 4 mit Tumorprogression
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5.3 Intraindividuelle Korrelation von Intensitat und prozentualem
Anteil

5.3.1 Tumorumgebendes nicht-neoplastisches Epithel

5.3.1.1 FHL2

Im Patientenkollektiv ohne Tumorprogression war in 12 der 20 Gewebeproben mit nicht-
neoplastischem Epithel eine Expression von FHL2 in tiber 75% der Epithelzellen und zugleich
eine starke bis sehr starke immunhistochemische Reaktion fiir FHL2 zu beobachten. In 2 Gewe-
beproben waren zwar liber 75% der Epithelzellen fiir FHL2 gefarbt, diese zeigten jedoch nur eine
schwache immunhistochemische Reaktion. In 6 der 20 Félle reagierte weniger als die Hilfte der

Epithelzellen mit einer schwachen Reaktion auf FHL 2.

In der Patientengruppe mit Tumorprogression zeigten 10 der 17 Epithelproben eine liber 75%-ige
Reaktivitdt mit zugleich starker bis sehr starker immunhistochemischer Féarbung fiir FHL 2. In 4
Fallen sprachen weniger als 25% der Zellen mit einer schwachen bis sehr schwachen Reaktion
auf FHL2 an. Die iibrigen 3 Gewebeproben verteilten sich im Mittelfeld hinsichtlich des prozen-
tualen Anteils der reagierenden Zellen und der Intensitit der erreichten immunhistochemischen

Reaktion.
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Die Ergebnisse der intraindividuellen Korrelation hinsichtlich Quantitit und Qualitit der immun-

histochemischen Reaktion fiir FHL2 im gesunden Plattenepithel werden in den Tabellen

8 und 9 zusammengefasst.

n=20 0-25 % 25-50% | 50-75% | 75-100 %
0 3
1+ 2 1 2
2+ 6
3+ 6

Tabelle 8: Patienten ohne Tumorprogression; FHL2-Farbung des nicht-neoplastischen Epithels

n=17 0-25 % 25-50% | 50-75% | 75-100 %
0 2
1+ 2 1 1
2+ 1 5
3+ 5

Tabelle 9: Patienten mit Tumorprogression; FHL2-Féarbung des nicht-neoplastischen Epithels

5.3.1.2 E-Cadherin

Innerhalb des Patientenkollektivs ohne Tumorprogression zeigten alle der 20 Gewebeproben eine
starke bis sehr starke immunhistochemische Reaktion fiir E-Cadherin, wobei gleichzeitig der An-

teil der reagierenden Zellen deutlich tiber 75% lag.

In der Patientengruppe mit Metastasen oder Rezidiv war in 16 der 17 Gewebeproben eine starke
bis sehr starke immunhistochemische Reaktion fiir E-Cadherin zu beobachten. Auch hier lag der
Anteil der gefarbten Zellen gleichzeitig liber 75%. In einer Gewebeprobe zeigte sich nur eine
schwache Expression von E-Cadherin, dies jedoch ebenfalls in mehr als 75% der gesunden

Schleimhautepithelzellen.

Diese Resultate der immunhistochemischen Untersuchungen fiir E-Cadherin in gesundem

Schleimhautgewebe werden in den Tabellen 10 und 11 veranschaulicht.



45

n=20 0-25 % 25-50% | 50-75% |75-100 %
0
1+
2+ 1
3+ 19

Tabelle 10: Patienten ohne Tumorprogression; E-Cadherin-Farbung des nicht-neoplastischen Epi-

thels
n=17 0-25% | 25-50% | 50-75% | 75-100 %
0
1+ 1
2+ 2
3+ 14

Tabelle 11: Patienten mit Tumorprogression; E-Cadherin-Farbung des nicht-neoplastischen Epi-

thels

5.3.2 Primares Plattenepithelkarzinomgewebe

5.3.21 FHL2

Bei der Untersuchung des Tumorgewebes der Patientengruppe ohne Tumorprogression war in 13
der 22 Fille eine starke bis sehr starke immunhistochemische Reaktion fiir FHL2 zu verzeichnen,
wobei in diesen Féllen iiber die Hélfte der Tumorzellen geférbt waren. In 2 Gewebeproben rea-

gierten weniger als die Hélfte der Zellen auf FHL 2, dies jedoch mit einer starken bis sehr starken
immunhistochemischen Farbung. Die tlibrigen 7 Félle der Patientengruppe ohne Tumorprogressi-
on zeigten eine schwache bis sehr schwache Expression von FHL2 in weniger als 50% der Karzi-

nomzellen.

Innerhalb des Patientenkollektivs mit Tumorprogression war in 14 der 24 Fille eine starke bis
sehr starke immunhistochemische Reaktion fiir FHL?2 in {iber der Hélfte der Tumorzellen zu ver-
zeichnen. In 2 Fillen reagierten zwischen 25% und 50% der Zellen mit einer starken Reaktion. In

den {ibrigen 8 Tumorproben war FHL2 in weniger als 25% der Karzinomzellen nur schwach bis
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sehr schwach exprimiert.

Die Ergebnisse der Zusammenschau von prozentualem Anteil und Intensitit der immunhistoche-

mischen Reaktion fiir FHL2 im Tumorgewebe werden in den Tabellen 12 und 13 zusammenge-

fasst.
n=22 0-25 % 25-50% | 50-75% | 75-100 %
0 2
1+ 2 3
2+ 1 1 5
3+ 1 7

Tabelle 12: Patienten ohne Tumorprogression; FHL2-Fiarbung des Karzinomgewebes

n=24 0-25 % 25-50% | 50-75% | 75-100 %
0 5
1+ 3
2+ 2 2 7
3+ 5

Tabelle 13: Patienten mit Tumorprogression; FHL2-Farbung des Karzinomgewebes

5.3.2.2 E-Cadherin

In der Patientengruppe ohne Tumorprogression zeigen 13 der 22 Gewebeschnitte eine starke bis
sehr starke Reaktivitét fiir E-Cadherin in mehr als der Hélfte aller Karzinomzellen. In 7 Proben
war E-Cadherin in mehr als der Hélfte der Zellen schwach exprimiert. Nur 2 der 22 Tumorproben
zeigten eine schwache bis sehr schwache immunhistochemische Reaktion fiir E-Cadherin in we-

niger als 50% der Karzinomzellen.

Innerhalb der Patientengruppe mit Tumorprogression war in 13 der 24 Félle eine starke bis sehr
starke Expression von E-Cadherin in mehr als 75% der Tumorzellen zu sehen. In 5 Fillen wurde
nur eine schwache immunhistochemische Reaktion in weniger als 50% der Karzinomzellen er-
zielt. In weiteren 4 Féllen war ebenfalls nur eine schwache immunhistochemische Farbung zu

verzeichnen, dies allerdings in mehr als der Hélfte der vorhandenen Tumorzellen. 2 Gewebe-
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schnitte zeigten eine starke Expression von E-Cadherin in 25-50% der Karzinomzellen.

Diese beobachteten Ergebnisse fiir E-Cadherin im Karzinomgewebe werden in den Tabellen 14

und 15 veranschaulicht.

n=22 0-25 % 25-50% | 50-75 % | 75-100 %
0 1

1+ 1 1 6

2+ 1 10

3+ 2

Tabelle 14: Patienten ohne Tumorprogression; E-Cadherin-Farbung des Karzinomgewebes

n=24 0-25% 25-50% |50-75% | 75-100 %
0

1+ 3 2 2 2

2+ 2 7

3+ 6

Tabelle 15: Patienten mit Tumorprogression; E-Cadherin-Farbung des Karzinomgewebes
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6 Diskussion

Um die Rolle des bisher wenig bekannten Zellmolekiils FHL2 in der Karzinogenese zu bewerten,
haben wir uns fiir E-Cadherin als Vergleichsparameter entschieden. Ein Verlust von E-Cadherin
gilt als etablierter Marker fiir die zunehmende Dedifferenzierung in einer Vielzahl von Karzino-
men und kann somit als ,,Goldstandard* herangezogen werden, um an diesem die potenzielle Re-
levanz des Transkriptionskofaktors FHL?2 fiir die Karzinogenese in oralen Plattenepithelkarzino-

men zu beurteilen.

6.1 Ergebnisse E-Cadherin

Wie in vorausgegangen Studien zeigen auch die Ergebnisse unserer immunhistochemischen Un-
tersuchungen, dass es eine Divergenz zwischen der Expression von E-Cadherin im gesunden tu-

morumgebenden Gewebe und im Karzinomgewebe gibt.

In der gesunden Schleimhaut ist E-Cadherin in beiden Probenkollektiven vollstindig exprimiert.
Im Gegensatz hierzu ist E-Cadherin im Tumorgewebe insbesondere des Patientenkollektivs mit
Tumorprogression vermindert exprimiert. Diese Herunterregulation von E-Cadherin im Tumor-
gewebe wird in den Tabellen iiber den intraindividuellen Vergleich fiir E-Cadherin veranschau-
licht (Tabellen 10-15). Wéhrend in der gesunden Schleimhaut des Patientenkollektivs ohne Tu-
morprogression 100% der Proben eine starke bis sehr starke Reaktion fiir E-Cadherin aufweisen,
sinkt dieser Anteil in den Tumorgewebeproben derselben Gruppe auf nur noch 59%. Einen dhn-
lich starken Verlust von E-Cadherin zeigt der Vergleich zwischen gesundem Epithel und Karzi-
nomgewebe im Patientenkollektiv mit Tumorprogression. Hier sinkt der Anteil von starker bis
sehr starker Reaktion fiir E-Cadherin von 94% im gesunden Epithel auf 62% im Tumorgewebe.
Im Tumorgewebe der Patientengruppe mit Tumorprogression ist E-Cadherin in 11 der 24 Proben
schwach bis sehr schwach und/oder in weniger als 75% der Zellen exprimiert. In drei dieser Ge-
webeproben ist E-Cadherin nur mit einer schwachen Reaktion in weniger als 25% der Karzinom-

zellen vorhanden.

Unsere Ergebnisse stehen damit im Einklang zu einer Vielzahl von bisher durchgefiihrten Studien
(Guilford, 1999; Shiozaki et al., 1991), welche eine Herunterregulation von E-Cadherin in dedif-

ferenziertem Tumorgewebe beschreiben.
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6.2 Ergebnisse FHL?2

Im Gegensatz hierzu ldsst sich fiir die Expression des Transkriptionskofaktors FHL2 eine gering-
fiigige Hochregulation im Vergleich zwischen gesunder Schleimhaut und Tumorgewebe feststel-

len, welche jedoch in unserer Studie nicht im signifikanten Bereich liegt.

Im gesunden Epithel innerhalb der Patientengruppe ohne Tumorprogression war FHL2 in 12 von
20 Proben in iiber 75% der Zellen stark bis sehr stark exprimiert. Die {ibrigen 8 Gewebeproben
zeigten eine schwache bis sehr schwache Reaktion zumeist in weniger als 50% der Zellen. Im
Tumorgewebe der selben Gruppe war in 15 von 22 Proben eine starke bis sehr starke Expression
von FHL2 meist in liber 75% der Zellen zu verzeichnen, wihrend die restlichen 7 Proben mit

weniger als der Hilfte der Zellen schwach bis sehr schwach reagierten.

Zusammenfassend zeigt der Vergleich zwischen gesunder Schleimhaut und Tumorgewebe inner-
halb der Patientengruppe ohne Tumorprogression, dass eine geringgradige Hochregulation von
FHL2 zu verzeichnen ist. Wahrend im gesunden Epithel 60% der Gewebeproben eine starke bis

sehr starke Expression von FHL2 zeigen, so sind es im Tumorgewebe 68% der Gewebeproben.

Unter der Annahme, dass FHL2 eine wichtige Rolle in der Karzinogenese spielt, sollte eine ver-
stiarkte Expression insbesondere in Tumorgewebeproben des Patientenkollektivs mit Tumorpro-
gression erfolgen. Dieser Zusammenhang konnte bereits anhand von Studien an Prostatakarzino-
men nachgewiesen werden (Muller et al., 2000). Allerdings lassen sich diese Ergebnisse in unse-
rer Studie an oralen Plattenepithelkarzinomen nicht reproduzieren, das heif3t, in unserer Studie

konnte keine signifikante Hochregulation von FHL2 gezeigt werden.

In der Patientengruppe mit Metastasen oder Rezidiv war FHL2 im gesunden Epithel in 11 von 17
Proben stark bis sehr stark in zumeist tiber 75% der Zellen exprimiert. Die anderen 6 Gewebe-
proben reagierten nur schwach oder sehr schwach. Im Tumorgewebe ist FHL2 in 16 der 24 Pro-
ben stark bis sehr stark in zumeist mehr als der Hélfte aller Zellen exprimiert. 8 Proben zeigen
eine schwache Reaktion fiir FHL2 in weniger als 25% der Zellen. So zeigt der Vergleich zwi-
schen gesundem Epithel und Tumorgewebe innerhalb des Patientenkollektivs mit Tumorprogres-
sion nur eine minimale Hochregulation von FHL2. In der gesunden Schleimhaut ist FHL2 in
65% der Gewebeproben stark bis sehr stark exprimiert, im Karzinomgewebe desselben Patien-

tenkollektivs reagierten 67% der Gewebeproben stark bis sehr stark fiir FHL2.

Zusammenfassend zeigt sich in unserer Studie keine signifikante Hochregulation von FHL2 in
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Tumorgewebe, weder in dem Patientenkollektiv ohne Tumorprogression noch in dem Patienten-
kollektiv mit Tumorprogression. So gibt es keine bedeutende Diskrepanz zwischen den Patien-
tenkollektiven ohne bzw. mit Tumorprogression hinsichtlich der verstirkten Expression von

FHL2.

Vereinzelt lédsst sich eine Translokation von FHL2 von der Zellmembran in den Zellnukleus fest-
stellen. Beispiele hierzu sind in den Abbildungen Nr. 9 und Nr. 12 zu sehen. Dies konnte auf eine
Beteiligung von FHL2 an der Transkription von tumorforderlichen DNA-Abschnitten hinweisen.
Allerdings sind diese Beobachtungen zu singulér, um daraus generalisierte Schlussfolgerungen

abzuleiten und miissen daher noch an einem groBeren Kollektiv bestitigt werden.

6.3 Zellbiologische Funktionen von FHL2 und E-Cadherin

Aus der Gegeniiberstellung der immunhistochemischen Ergebnisse von E-Cadherin und FHL2

ergibt sich folgende Frage:

Wie ldsst sich die gegenldufige Expression von FHL2 und E-Cadherin im Tumorgewebe erklé-

ren, wenn fiir beide Proteine eine relevante Rolle in der Karzinogenese postuliert wird?

Die Antwort hierzu ist aus den physiologischen Funktionen von E-Cadherin und FHL2 und den

sich daraus fiir die Karzinogenese ergebenden Konsequenzen abzuleiten.

In gesunden Epithelverbinden ist E-Cadherin an der Zelloberfliche lokalisiert und dort entschei-
dend an interzelluldren Vorgédngen der Zelladhdsion, Zellidentitdt und Zelldifferenzierung betei-
ligt (Barth et al., 1997; Gumbiner, 1996; Takeichi, 1991). Neoplastisches Gewebe hingegen
zeichnet sich jedoch gerade durch einen Verlust von Zelldifferenzierung und interzelluldren Ad-
hésion aus. Somit scheint es folgerichtig, dass eine zunehmende Dedifferenzierung und Losung
der interzelluldren Adhésion im Sinne einer Metastasierung mit einer Herunterregulation von E-
Cadherin einhergehen. Dementsprechend gilt E-Cadherin als etablierter Marker fiir einen Verlust
der interzelluldren Zelladhédsion im Rahmen der Karzinogenese. Fiir eine Vielzahl von epithelia-
len Malignomen konnte gezeigt werden, dass eine Herunterregulation von E-Cadherin mit einer
zunehmenden Dedifferenzierung der entarteten Zellen und damit einer schlechteren Prognose fiir

das Uberleben des Patienten korreliert.
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Das LIM-only Protein FHL?2 ist ebenso wie E-Cadherin an der Zellmembran lokalisiert und tiber-
nimmt zum Teil dhnliche Aufgaben. So ist FHL2 im gesunden Gewebe in Prozesse der Zelldiffe-
renzierung und Herstellung von interzelluldren Multiproteinkomplexen involviert (Dawid et al.,
1994; Dawid et al., 1998). Uberdies hinaus ist FHL2 aber nicht nur an der Zellmembran zu fin-
den, sondern kann insbesondere in Karzinomzellen in den Zellnukleus translozieren. Es konnte
gezeigt werden, dass FHL2 dort an der Regulierung von Transkriptionsvorgingen beteiligt ist
(Muller et al., 2002). So fungiert FHL2 als Transkriptionskofaktor, um selektiv die Transkription
bestimmter Gene zu kontrollieren. Daher scheint es vorstellbar, dass FHL2 im Rahmen seiner
physiologischen Funktion als Transkriptionskofaktor verstiarkend auf bestimmte Mechanismen
der Karzinomentwicklung wirkt und beispielsweise die Transkription von tumorforderlichen Ge-

nen unterstiitzt.

Die Translokation von FHL2 in den Zellnukleus wird tiber eine Signalkaskade mittels Rho-
GTPasen gesteuert (Muller et al., 2002), welche verstirkt auch in anderen Tumorgeweben wie

beispielsweise dem Mammakarzinom vorhanden ist (Fritz et al., 1999).

So gibt es eine Vielzahl von Hinweisen, dass FHL2 eine wichtige Rolle in der Tumorgenese von
verschiedenen Karzinomen wie Prostata- oder Mammakarzinomen spielt. Jedoch lassen sich die-
se Ergebnisse einer verstirkten Expression von FHL?2 in dedifferenziertem Tumorgewebe in un-

serer Studie nicht fiir orale Plattenepithelkarzinome bestatigen.

6.4 Hypothesen

Folglich stellt sich die Frage nach moglichen Erklarungen fiir die fehlende Hoherregulierung von
FHL2 in oralen Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zu Prostatakarzinomen bzw. Mammakar-

zinomen. Hierzu sind im Wesentlichen zwei mogliche Ursachen denkbar:

Zum einen sind alle drei Tumorarten (Prostatakarzinom, Mammakarzinom, orales Plattenepithel-
karzinom) epithelialen Ursprungs, jedoch handelt es sich um unterschiedliche Epithelarten. So
handelt es sich bei Prostatakarzinomen um Adenokarzinome, welche aus einschichtigem, kubi-
schen bis hochprismatischen Epithel entstehen. Ebenso konnen Mammakarzinome aus kubischem
Epithel hervorgehen, wiahrend oropharyngeale Karzinome aus mehrschichtigem Plattenepithel

entstehen.
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Zum anderen spielen bei oralen Plattenepithelkarzinomen so genannte ,,Lifestyle-Faktoren® wie
beispielsweise Rauchen, Alkoholkonsum, mangelhafte Mundhygiene eine weitaus groflere Rolle
als bei anderen Tumorentitdten. Demgegeniiber haben bei Prostata- und Mammakarzinomen ge-
netische und hormonelle Faktoren einen gro3eren Anteil im Vergleich zu Umweltfaktoren. So
handelt es sich beispielsweise beim Prostatakarzinom um ein typisches Alterskarzinom. Es gibt
Hinweise darauf, dass 60-70% aller Ménner iiber 80 Jahre betroffen sind. Des Weiteren scheinen
hormonelle Faktoren groen Einfluss auf die Karzinogenese von Prostata- und Mammakarzino-
men zu haben, was auch therapeutisch im Sinne einer Tamoxifen- bzw. Ostrogentherapie genutzt
wird. So liegt die Vermutung nahe, dass eine Hauptursache in der fehlenden Hochregulation von
FHL2 in oropharyngealen Karzinomen im Vergleich zu Prostata- bzw. Mammakarzinomen in der
groBeren &dtiologischen Bedeutung von bestimmten ,,Lifestyle-Faktoren™ gegeniiber hormonellen
bzw. genetischen Faktoren fiir die Karzinogenese liegt. Auch der heterogene epitheliale Ursprung
(kubisches, hochprismatisches Epithel, mehrschichtiges Plattenepithel) der oben genannten Kar-
zinome konnte eine weitere Ursache fiir die differente Expression von FHL2 im Tumorgewebe

sein.

6.5 Schlussfolgerungen

Eine Vielzahl von Studien konnte bislang eine Hoherregulierung von FHL2 in unterschiedlichen
Tumoren wie Prostatakarzinomen, Mammakarzinomen, Ovarialtumoren oder Bronchialkarzino-
men zeigen. In anderen Tumoren, wie beispielsweise dem Rhabdomyosarkom, wurde jedoch eine
verminderte Expression von FHL2 verzeichnet. In den von uns untersuchten Gewebeproben von
oralen Plattenepithelkarzinomen konnte keine signifikante Verdnderung der FHL2-Expression
zwischen gesundem Epithel und maligne entartetem Gewebe festgestellt werden. Wahrend FHL2
in hormonempfindlichen Tumoren wie dem Prostata- oder dem Mammakarzinom an der
Transkription von tumorforderlichen Genen beteiligt ist, scheint es fiir hormonunempfindliche,
durch Noxen hervorgerufene Karzinome wie den oralen Plattenepithelkarzinomen eine unterge-

ordnete Rolle zu spielen.

Um weiteren Aufschluss tiber die Rolle des LIM-only Protein FHL2 in der Karzinogenese zu
erhalten, sind daher weitere Untersuchungen mit einem grof3eren Probenumfang und an unter-

schiedlichen Karzinomentititen notig. Dabei ist es wichtig, Karzinome unterschiedlichen epithe-
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lialen Ursprungs (Plattenepithel, Zylinderepithel, Flimmerepithel etc.) und unterschiedlicher Pa-

thogenese (familidre Belastung, hormonelle Faktoren, exogene Noxen etc.) zu untersuchen.

Des Weiteren muss die Grundlagenforschung iiber die Familie der LIM-only Proteine und dabei
speziell von FHL2 vertieft werden. Fundiertes Wissen iiber die physiologischen Funktionen von
FHL?2 in der gesunden Zelle konnte den Schliissel zum Verstdndnis iiber die Rolle von FHL2 in

der Karzinogenese erbringen.
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7 Zusammenfassung

In neueren Studien wurde eine vermehrte Expression von FHL2 im Sinne einer Hochregulation
beispielsweise bei Prostata- und Mammakarzinomen gezeigt, insbesondere bei einer fortgeschrit-

tenen Dedifferenzierung des Gewebes oder bei bereits metastasierten Karzinomen.

Kontrolliert FHL2 somit als selektiver Transkriptionskofaktor die Umsetzung bestimmter Gene,

welche im Rahmen der Karzinogenese die Tumorprogression fordern?

Um diese Frage zu beantworten und weitere Aufschliisse iiber die Rolle von FHL2 in der Karzi-
nogenese zu erhalten, wurde die Expression von FHL2 in gesunder Schleimhaut und in Plattene-
pithelkarzinomgewebe von Patientenkollektiven ohne bzw. mit Tumorprogression untersucht. Als
Vergleichsparameter diente der Verlust in der Expression von E-Cadherin, welcher als etablierter

Marker fiir die Dedifferenzierung bei einer Vielzahl von Karzinomen gilt.

In unseren Versuchen zeigte sich im Vergleich zu gesunder Schleimhaut nur eine geringfiigige
Hochregulation von FHL2 in dedifferenziertem Tumorgewebe, welche statistisch nicht signifi-
kant war. Hingegen konnte eine verminderte Expression von E-Cadherin in entartetem Gewebe

gezeigt werden.

Eine mogliche Erklarung fiir die ausgebliebene Hochregulation von FHL2 sehen wir zum einen

im heterogenen epithelialen Ursprung der Karzinome (Platten-, Zylinder-, Flimmerepithel), zum
anderen in der differenten hormonellen Empfindlichkeit, sowie der unterschiedlichen Bedeutung
exogener Risikofaktoren wie Nikotinabusus, Alkoholkonsum oder mangelnder Mundhygiene in

der Karzinogenese.

Daher scheint es moglich, dass die Rolle von FHL?2 als Promoter der Tumorprogression auf Kar-
zinome beschrinkt ist, welche vorwiegend auf endogenen Faktoren wie familidrer Belastung und

bestimmten Konstellationen im Hormonhaushalt beruhen.

Die Funktion des LIM-only Proteins FHL2 in der Karzinogenese oraler Plattenepithelkarzinome
kann somit nach dem jetzigen Stand des Wissens nicht endgiiltig geklart werden. Hier sind wei-

terfithrende Studien zur Funktion von FHL?2 an unterschiedlichen Karzinomentitéten notwendig,
insbesondere an Karzinomen unterschiedlichen epithelialen Ursprungs und unterschiedlicher Pa-

thogenese (familidre Belastung, hormonelle Faktoren, exogene Noxen etc.).
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