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Referat

Schilddriisenkarzinome lassen sich in verschiedene histologische Typen einteilen, die sich hin-
sichtlich ihrer Prognose unterscheiden. Der genauen Typisierung kommt daher zur Therapiepla-
nung eine entscheidende Rolle zu. Die histologische Diagnose gestaltet sich jedoch mitunter
duBerst schwierig, da die zytologischen und histologischen Kriterien manchmal iiberlappend
sind. Mithin wire es wiinschenswert, wenn immunhistochemische Untersuchungen zu einer
Verbesserung der Differentialdiagnostik beitragen.

Zielstellung: In der vorliegenden Arbeit wurden drei histologische Typen des Schilddriisenkar-
zinoms dahingehend untersucht, ob sie Unterschiede hinsichtlich des Vorkommens von Mat-
rixmolekiilen in Tumorzellen und Stroma aufweisen.

Methoden: Es wurden Schnittpriparate von 82 Tumoren angefertigt und mittels immunhisto-
chemischer Fiarbung auf das Vorhandensein von Tenascin (TN), Thrombospondin (TSP), Oste-
opontin (OPN), Vitronektin (VN) und Keratansulfat (KS) hin untersucht. Die Gewebeproben
stammten von papilldren (PTC), follikuldren (FTC) und undifferenzierten Schilddriisenkarzi-
nomen (UTC). Dabei wurden die Lokalisation des nachgewiesenen Molekiils (intra-/extra-
zelluldr) und dessen Verteilung (fokal/diffus) ermittelt.

Ergebnisse: Bei allen drei untersuchten Tumorentititen kam OPN héufig in den Tumorzellen
und TN hiufig im Stroma vor. PTC exprimierten dabei signifikant hdufiger OPN in den Zellen
als UTC und signifikant hdufiger TN im Stroma als FTC. Dariiber hinaus enthielten PTC
signifikant hdufiger KS im Stroma als FTC und UTC. In FTC wurde in den Tumorzellen im
Vergleich zu den anderen Karzinomtypen am héufigsten TSP exprimiert, allerdings ohne dass
signifikante Unterschiede bestanden. UTC enthielten signifikant hdufiger TSP im Stroma als die
anderen Tumorentitdten. KS kam nicht im Stroma der UTC vor.

In Abhiédngigkeit vom Karzinomtyp traten bestimmte Kombinationen von Matrixmolekiilen auf,
unter anderem bestand bei PTC und FTC ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Ex-
pression von TSP und TN in den Tumorzellen.

Schlussfolgerungen: Die Analyse des Vorkommens von Matrixbestandteilen in Tumorzellen
und Stroma kann zur histologischen Typisierung von Schilddriisenkarzinomen beitragen. In
PTC und UTC sind typischerweise KS und TSP im Stroma enthalten. PTC lassen sich von FT'C
nur durch die hiufigere Expression von TN im Stroma abgrenzen, aber von UTC auch durch

das hiufigere Vorkommen von OPN in den Tumorzellen.

Halm, Andrea: Vergleichende immunhistochemische Untersuchungen zum Vorkommen von
Matrixbestandteilen in Schilddriisenkarzinomen. Halle/Saale, Univ., Med. Fak., Diss.,
79 Seiten, 2017
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1 Einleitung

Verdnderungen der Schilddriise kommen relativ hiufig vor. Bei ca. einem Drittel der deutschen
Bevolkerung konnen mittels Sonografie der Schilddriise Auffilligkeiten in Form von Knoten
oder einer Struma gefunden werden. Die Hiufigkeit asymptomatischer Schilddriisenknoten iiber
5 mm Durchmesser betrigt 23 %, wobei diese vergleichsweise selten Ausdruck eines malignen
Prozesses sind (Reiners et al., 2003). Da jedoch das Schilddriisenkarzinom erst im fortgeschrit-
tenen Stadium durch Verdringung oder Infiltration der umgebenden Strukturen zu eindeutigen
Symptomen fiihrt, ist es notwendig, Schilddriisenknoten stets sorgfiltig abzukldren (Raue und
Frank-Raue, 2005). Dabei konnen klinische Untersuchung, Sonografie und Szintigrafie aber le-
diglich Hinweise auf ein malignes Geschehen geben oder den Verdacht erhirten. Um die Diag-
nose zu sichern und eine genaue Typisierung vorzunehmen, ist eine histologische Untersuchung
die einzige Mdglichkeit (Pfannenstiel und Saller, 1991). Die verschiedenen Typen des Schild-
driisenkarzinoms unterscheiden sich deutlich in ihrem biologischen Verhalten. Papilldre und fol-
likuldre Schilddriisenkarzinome sind prognostisch giinstig, bevorzugen aber verschiedene
Metastasierungswege. Wihrend PTC hauptsédchlich lymphogen metastasieren, kommen bei FTC
eher Fernmetastasen vor. Das undifferenzierte Schilddriisenkarzinom hingegen gilt gewohnlich
als unheilbar und ist durch eine frithe Ausbreitung gekennzeichnet (Galliano und Frishberg,

2012).
1.1 Einteilung und Epidemiologie der Schilddriisenkarzinome

Bei den malignen Tumoren der Schilddriise handelt es sich iiberwiegend um Karzinome. Diese
lassen sich nach ihren Ursprungszellen in Karzinome, die von den Follikelzellen ausgehen, und
in medulldre Karzinome, die sich von parafollikuldren C-Zellen ableiten, einteilen. Zu den thy-
reozytisch differenzierten Typen gehoren nach dem histologischen Bild papillire, follikulire,
gering differenzierte und undifferenzierte Karzinome (Mann, 2002). Deutlich seltener kommen
Plattenepithelkarzinome, Sarkome, maligne Himangioendotheliome, maligne Lymphome und
Teratome sowie Metastasen extrathyreoidaler Tumoren vor (Pfannenstiel und Saller, 1991).
Nach der Einteilung der WHO konnen Schilddriisenkarzinome in weitere histopathologische
Subtypen untergliedert werden (Tabelle 1).

In Deutschland treten pro Jahr etwa 5000 Neuerkrankungen auf. Papilldre Karzinome sind dabei
der hiufigste histologische Typ und machen 50 % der Fille aus, gefolgt von follikuldren Karzi-
nomen mit 20-30 % und undifferenzierten Karzinomen mit ca. 10 % (Batzler et al., 2008). Die
Gesamtinzidenz und die Haufigkeit der einzelnen Subtypen variiert geografisch. Zusitzlich be-
einflussen Alter und Geschlecht das Vorkommen des Schilddriisenkarzinoms, wobei Frauen
hiufiger betroffen sind als Ménner und die hochsten Inzidenzraten zwischen dem 60. und 70.

Lebensjahr auftreten (Batzler et al. 2008; Scheiden et al., 2006).



Tabelle 1: Einteilung der Schilddriisenkarzinome, nach Eszlinger et al., 2008 und Schmid, 2008

Karzinomtyp

Histopathologische Varianten

Papillires Karzinom

Klassisches PTC

Mikrofollikulédre Variante

Makrofollikulidre Variante

Onkozytische Variante

Klarzellige Variante

Diffus sklerosierende Variante

Solide Variante

Kribriforme Variante

PTC mit fokal insuldrer Komponente

PTC mit Plattenepithel- oder Mukodermoidkarzinom
PTC mit Spindel- und Riesenzellkarzinom
Kombiniertes papilldres und medulldres Karzinom

Papilldres Mikrokarzinom

Follikulidres Karzinom

a) Minimal invasive Variante
Onkozytire Variante

Klarzellige Variante

b) Grob invasive Variante
Onkozytire Variante

Klarzellige Variante

Gering differenziertes Karzinom

Undifferenziertes Karzinom

Variante mit osteoklastiren Riesenzellen
Karzinosarkomvariante
Paucizellulidre Variante

Lymphoepitheliale karzinoméhnliche Variante

Medulléires Karzinom

Die Stadieneinteilung der Schilddriisenkarzinome erfolgt nach der international gebriduchlichen

TNM-Klassifikation der UICC. Entsprechend ihrer 6. Auflage von 2002 inklusive der 2005

erfolgten Modifikationen (Tabelle 2) werden multifokale Tumore zusitzlich mit m bezeichnet,

wobei der grofite Einzeltumor die pT-Kategorie bestimmt. Undifferenzierte (anaplastische)

Karzinome werden generell als Stadium pT4 eingestuft und in intrathyreoidale Neoplasien, die



als chirurgisch resezierbar gelten, und inoperable Karzinome mit extrathyreoidaler Ausbreitung

unterteilt (Schmid et al., 2005). Auch die 7. Auflage der TNM-Klassifikation sieht fiir Schild-

driisenkarzinome eine entsprechende Stadieneinteilung vor (Wittekind und Meyer, 2010). In der

aktuellen 8. Auflage werden undifferenzierte Karzinome allerdings genauso eingestuft wie

differenzierte. Das Stadium pT3b bezieht sich nunmehr auf alle Karzinomtypen und gilt fiir

Tumore jeder Grofe mit einer auf die gerade Halsmuskulatur beschrénkten Infiltration (Tuttle et

al., 2017).

Tabelle 2: 6. Auflage der TNM-Klassifikation der Schilddriisenkarzinome (Schmid et al., 2005)

pT1 a Tumor < 1 cm, auf die Schilddriise beschrinkt
b Tumor 1 bis 2 cm, auf die Schilddriise beschriankt
pT2 Tumor > 2cm bis 4 cm, auf die Schilddriise beschrinkt
pT3 a Tumor >4 cm, auf die Schilddriise beschrinkt
b Alle differenzierten/gering differenzierten Tumoren mit organiiberschreitendem
Wachstum in den M.sternocleidomastoideus und/oder das perithyreoidale Weichge-
webe
pT4 a Tumorausbreitung iiber die Schilddriisenkapsel hinaus mit Invasion der folgenden
Strukturen: subkutanes Weichgewebe, Larynx, Trachea, Osophagus, N.laryngeus
recurrens
b Tumorinvasion in die privertebrale Faszie, mediastinale Gefdl3e, oder Einschluss der
A .carotis
a® nur anaplastisches Karzinom: Tumor (jeder GroBe) auf die Schilddriise begrenzt
b* nur anaplastisches Karzinom: Tumor (jeder Grofie), der iiber die Schilddriisenkapsel
hinauswéchst
pNO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen
pN1 a Metastasen in zervikalen Lymphknoten des Levels VI (pritracheal und paratracheal)
b Metastasen in anderen unilateralen, bilateralen, oder kontralateralen zervikalen
Lymphknoten oder in superioren mediastinalen Lymphknoten
pMoO Keine Fernmetastasen

pM1

Fernmetastasen




1.2 Histologie der Schilddriisenkarzinome

Fiir papilldre Schilddriisenkarzinome (Abbildung 1) ist nach der WHO-Klassifikation das be-
stimmende Charakteristikum ihre typische Kernmorphologie mit vergroflerten ovaldren Kernen,
die einander dachziegelartig iiberlappen. Zusétzlich sind die Kerne aufgehellt (Milchglaskerne)
und besitzen eine unregelméBige Kontur mit Eindellungen, Einkerbungen und Pseudoeinschliis-
sen (Schmid et al., 2005). AuBerdem kénnen Psammomkorper (konzentrisch lamellenartig an-
geordnete Kalziumablagerungen) auftreten (Baloch und LiVolsi, 2002). Hiufig zeigt das PTC
ein multifokales Wachstumsmuster und alle Varianten kommen sowohl gekapselt als auch in-
filtrierend vor. Die Metastasierung erfolgt hauptsédchlich lymphogen, wenngleich invasiv wach-
sende PTC auch himatogen metastasieren konnen (Pfannenstiel et al., 1997).

Das follikuldre Schilddriisenkarzinom (Abbildung 1) hingegen stellt sich in seinem histologi-
schen Wachstumsmuster sehr unterschiedlich dar. Die Ausbildung hochdifferenzierter Follikel
ist genauso moglich wie eher solider Strukturen (Mann, 2002). Das Tumorgewebe setzt sich
aber in der Regel aus kolloidhaltigen Follikeln verschiedener Gréfie zusammen, wobei nebenei-
nander follikulére, trabekuldre und solide Gewebemuster auftreten. Histologisch kann man mi-
nimal invasive von grob invasiven FTC unterscheiden (Kloppel et al., 2004). Sobald aber neben
follikuldren auch papillire Anteile gefunden werden, rechnet man den Tumor den PTC zu
(Pfannenstiel et al., 1997). Aufgrund der groBen Ahnlichkeit gestaltet sich die differentialdiag-
nostische Abgrenzung zwischen follikuldren Adenomen und minimal invasiven FTC oft
schwierig. Letztlich kann nur die Invasion von Gefdflen und Kapsel die Malignitit beweisen (Ito
und Miyauchi, 2009). Auch hier wire eine Verbesserung der Differentialdiagnostik wiin-
schenswert.

Undifferenzierte Schilddriisenkarzinome (Abbildung 1) gelten aufgrund ihres schnellen Wachs-
tums und ihrer frithzeitigen Metastasierung als hochmaligne Tumoren (Pfannenstiel et al.,
1997). Bei der histologischen Untersuchung der UTC treten verschiedene Zelltypen in Erschei-
nung, wie pleomorphe, spindelige und epitheloide Zellen oder Riesenzellen (Schmid, 2008).
Mitunter kann mikroskopisch auch der Eindruck eines Sarkoms oder Lymphoms entstehen
(Schmid et al., 2003). Ausgedehnte nekrotische Areale und Einblutungen innerhalb des Tumors,
eine hohe mitotische Aktivitdt und eine niedrige Apoptoserate sind jedoch gemeinsame Merk-
male aller histologischen Subtypen der UTC (Are und Shaha, 2006). Man nimmt an, dass sie
zum Teil aus differenzierten Schilddriisenkarzinomen hervorgehen, aber auch de novo entstehen
konnen. Bei etwa einem Viertel der Patienten mit UTC finden sich bei der histologischen Ana-
lyse zusitzlich residuelle differenzierte Karzinomanteile (Carcangiu et al., 1984; Mclver et al.,
2001).

Davon abzugrenzen sind gering differenzierte Schilddriisenkarzinome (PDTC), die sowohl his-

tologisch als auch in ihrem klinischen Verhalten zwischen den differenzierten und undifferen-



zierten Karzinomen angesiedelt sind (Sakamoto et al., 1983). Die genauen histologischen Krite-
rien, wonach ein Karzinom der Schilddriise als gering differenziert eingestuft wird, sind jedoch
umstritten (Albores-Saavedra und Carrick, 2004; Schmid, 2008). PDTC konnen morphologisch
sehr unterschiedlich in Erscheinung treten und ein solides, trabekuldres und/oder insuléres
Wachstumsmuster aufweisen, aber auch aus oxyphilen Zellen bestehen oder diese zumindest
enthalten (Volante et al., 2004). Um einen Tumor als PDTC einzuordnen, miissen noch weitere
Bedingungen erfiillt sein. Dazu gehoren der fehlende Nachweis der Kernkriterien des PTC, das

Vorkommen sogenannter ,,convoluted nuclei* (kleine, runde chromatin-reiche Kerne mit ge-

wundener Kernmembran) und/oder eine Mitoserate von mindestens 3/10 HPF und/oder Nekro-

sen (Volante et al., 2007).

S L e . e ha i

Abbildung 1: Schilddriisenkarzinome, HE-Farbung, jeweils 200fach vergrofBert

A papillédres Schilddriisenkarzinom

B follikuldres Schilddriisenkarzinom

C undifferenziertes Schilddriisenkarzinom (epitheloid)

D undifferenziertes Schilddriisenkarzinom (sarkomatoid)



1.3 Bedeutung und Funktion der extrazellularen Matrix
1.3.1 Die extrazellulire Matrix in gesunden Geweben

Als extrazelluldre Matrix bezeichnet man die Gesamtheit der Makromolekiile, die den extrazel-
luldren Raum einnehmen. Sie werden vor allem von den in sie eingebetteten Zellen hergestellt,
die sich je nach Gewebe unterscheiden. Fibro-, Chondro- und Osteoblasten synthetisieren ECM-
Molekiile im Bindegewebe, aber auch Epithel- und Endothelzellen kénnen Matrixmolekiile pro-
duzieren (Hamacher et al., 2004). Die Makromolekiile der ECM lassen sich hauptsichlich in
Faserproteine, Glykosaminoglykane und Proteine, die der Signaliibermittlung dienen, einteilen
(Alberts et al., 1990; Christen und Jaussi, 2005). Die Fahigkeit der Zellen zur Adhésion an die
extrazelluldre Matrix ist Voraussetzung fiir die Organisation des Zytoskeletts und somit der
Morphologie der Zelle. Einerseits stehen die Oberflichenrezeptoren benachbarter Zellen mit-
einander in Kontakt, andererseits binden Zellen direkt an Komponenten der kollagenreichen
extrazelluldren Matrix oder an die Basalmembran. Letztere ist als Sonderform der ECM zu ver-
stehen, die eine Vielzahl von adhésiven Glykoproteinen enthilt und die Grundlage nahezu aller
Epithelgewebe bildet (Gumbiner, 1996). Lange Zeit wurde der ECM allein die Rolle einer
Stiitzsubstanz zugeschrieben, die den Raum zwischen den Zellen ausfiillt und die mechanischen
und strukturellen Eigenschaften der Gewebe bestimmt (Sid et al., 2004). Heute weill man, dass
die Bedeutung der ECM weit dariiber hinausgeht, da sie wesentlichen Einfluss auf intrazellulire
Vorginge ausiibt. Uber die Interaktion mit speziellen Rezeptoren an der Zelloberfliche, den In-
tegrinen, reguliert sie die Genexpression in den Zellen (Gjorevski und Nelson, 2009).

Ob das Wachstum einer Zelle gefordert oder gehemmt wird, héngt u.a. davon ab, wie Ma-
trixmolekiile Zellzyklusmediatoren stimulieren oder inhibieren (Rana et al., 1994; Zhu und
Assoian, 1995; Dike und Ingber, 1996). Die extrazelluldre Matrix ist wesentlich an der Regula-
tion der funktionellen Differenzierung von Zellen beteiligt. Ein Beispiel ist die Differenzierung
von Alveolarepithelzellen vom Typ II in der Lunge, die sich bei Fehlen bestimmter Molekiile in
der umgebenden ECM in Alveolarepithelzellen vom Typ I differenzieren (Leiner et al., 2006).
Auch die Gene, die mit der Apoptose von Zellen assoziiert sind, werden durch die ECM beein-
flusst (Boudreau et al., 1995; Shi et al., 1998).

Die Zusammensetzung der ECM und die exprimierten Integrinrezeptoren unterscheiden sich je
nach Gewebetyp (Boudreau and Jones, 1999). Wann ein bestimmtes Matrixmolekiil von Zellen
exprimiert bzw. dessen Gen transkribiert wird, ist abhéngig von dufleren Faktoren wie dem Zell-
typ oder der Phase des Zellzyklus. Dabei wird mit Hilfe von Transkriptionsfaktoren reguliert, ob
und in welchem Umfang die entsprechenden Gene abgelesen werden. Man unterscheidet allge-
meine Transkriptionsfaktoren, die fiir das Ablesen jedes Gens notwendig sind, und spezifische

Transkriptionsfaktoren, deren Einfluss sich auf bestimmte Gene beschrinkt (Renkawitz und



Leers, 2008). Einer der wichtigsten Regulatoren ist TGF-B, der die Produktion verschiedener
Matrixbestandteile wie Kollagene, Fibronektin, Thrombospondin, Osteopontin und Osteonektin
steigert (Ignotz et al., 1987; Noda und Rodan, 1987; Varga et al., 1987; Penttinen et al., 1988;
Noda et al., 1988; Liau und Chan, 1989).

Um die Zusammensetzung der ECM zu veridndern, muss diese auch abgebaut werden. Der Ab-
bau erfolgt durch vier verschiedene Gruppen von Proteasen, die als Serin/Threonin-, Cystein,
Aspartat- und Metalloproteinasen bezeichnet werden (Woessner, 2004). Die grofite Bedeutung
kommt dabei den Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) zu, bei denen es sich iiberwiegend um
zinkbindende Endopeptidasen handelt. Es wurden die Gene von mindestens 26 MMPs identifi-
ziert (Hamacher et al., 2004), die entsprechend ihrer Substratspezifitiat nochmals in Kollagena-
sen, Stromelysine, Gelatinasen, sogenannte Membrane-Type-MMPs und andere MMPs
unterteilt werden (Woessner, 2004). Die MMPs werden vielfiltig in ihrer Funktion reguliert,
wobei inflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren, Hormone und bestimmte ECM-
Komponenten die Transkription der Proteasen steigern, aber Glukokortikoide und Retinsédure ih-
re Produktion hemmen kénnen (Sternlicht und Werb, 2001). Dariiber hinaus sind endogene In-
hibitoren der MMPs bekannt, die mindestens vier Proteine umfassen und als TIMP (tissue
inhibitor of metalloproteinases) bezeichnet werden (Gomez et al., 1997; Sternlicht und Werb,

2001).
1.3.2 Die extrazellulire Matrix und die Entstehung von Karzinomen

Tumore entstehen in einem vielschichtigen Prozess, der durch genetische Mutationen gekenn-
zeichnet ist, die zu Storungen in der Regulation des Zellzyklus und damit zur unkontrollierten
Zellteilung und -vermehrung fithren. Zu den Charakteristika eines malignen Phinotyps gehoren
die Unabhingigkeit der Zellen von wachstumsregulierenden Faktoren, die Unterdriickung der
Apoptose, die unbegrenzte Zellproliferation, eine verstirkte Angiogenese sowie die Fihigkeit
zur Gewebsinfiltration und Metastasierung (Hanahan und Weinberg, 2000). Dariiber hinaus ist
in malignen Tumoren die Produktion von Matrixmolekiilen erheblich gesteigert (Marsh et al.,
2013).

Die Veridnderungen der Zellphysiologie laufen wihrend der Karzinogenese schrittweise ab und
aus ehemals polarisierten epithelialen Zellen, die an eine Basalmembran gebunden sind, konnen
sich Zellen mit einem mesenchymalen Phinotyp entwickeln. Dieser Prozess wird daher als
epithelial-mesenchymale Transition (EMT) bezeichnet, der auch unter physiologischen Bedin-
gungen ablduft wie bei der Implantation des Embryos, der Organogenese oder auch der Wund-
heilung und Regeneration von Geweben. Im Rahmen der Krebsentstehung konnen Zellen

entweder nur partiell mesenchymale Eigenschaften erwerben oder sich vollstindig in mesen-



chymale Zellen umwandeln, wobei das Potential zur Invasion und Metastasierung mit zuneh-
menden mesenchymalen Eigenschaften der Zellen steigt (Kalluri and Weinberg, 2009).

Die Zusammensetzung der ECM verindert sich wihrend der Karzinogenese deutlich. Dabei
kommt es zu vielfiltigen Wechselwirkungen zwischen epithelialen Tumorzellen, den sie umge-
benden Stromazellen und der extrazellularen Matrix (Bhowmick und Moses, 2005). Die Tumor-
zellen produzieren vermehrt Wachstumsfaktoren wie VEGF, PDGF, EGF und FGF (Mueller
und Fusenig, 2004). Unter dem Einfluss der Wachstumsfaktoren entsteht ein aktiviertes Tumor-
stroma, das u.a. auch sogenannte aktivierte oder tumorassoziierte Fibroblasten (TAF) enthilt.
Diese Zellen produzieren ihrerseits weitere Wachstumsfaktoren und Zytokine, die die Angioge-
nese und das Tumorwachstum steigern sowie die Invasivitiit erhdhen (Allen und Louise Jones,
2011; Marsh et al., 2013). AuBBerdem bilden TAF verstarkt Matrixmolekiile, die wiederum das
Uberleben und die Proliferation der Tumorzellen unterstiitzen. Andererseits synthetisieren sie
Matrix-Metalloproteinasen, die die ECM in der direkten Umgebung der Krebszellen abbauen
und so eine Invasion in das umgebende Gewebe ermdglichen (Bhowmick und Moses, 2005;
Marsh et al., 2013).

Entziindungszellen gehoren ebenfalls zum aktivierten Tumorstroma (Bhowmick und Moses,
2005). Sie geben Zytokine, Wachstumsfaktoren sowie Chemokine ab und produzieren reaktive
Sauerstoffspezies, wodurch sie die Proliferation der Tumorzellen stimulieren, die Apoptose ver-
hindern, die Morphogenese induzieren oder zu DNA-Schiden in den epithelialen Zellen fiihren

(Coussens und Werb, 2002).
14 Bestandteile der extrazelluléiren Matrix

Die Bestandteile der extrazelluldren Matrix kdnnen in vier Gruppen eingeteilt werden, zu denen
Kollagene, Elastine, Proteoglykane und nicht-kollagene Glykoproteine gehoren. Die Kollagene
stellen im Organismus quantitativ die groite Gruppe der Proteine dar (Deutzmann et al., 2007).
Sie sind hauptsédchlicher Bestandteil der Sehnen und Bénder, des Knorpels, der Knochen und
der Haut. Bisher sind 28 verschiedene Kollagene identifiziert worden, die in fibrilldre und nicht-
fibrillare Kollagene unterteilt werden konnen. Sie bestehen jeweils aus drei Polypeptidketten,
die sich zu einer Tripelhelix verbinden (Kadler et al., 2007). Elastin bildet den Kern der elasti-
schen Fasern, der von einem Mantel aus Mikrofibrillen umgeben ist (Kielty et al., 2002). Die
Proteoglykane sind eine sehr heterogene Gruppe von Molekiilen, die durch ihren Kohlenhyd-
ratanteil gegenzeichnet sind. Sie bestehen aus einem Proteingeriist, das mit Glykosaminogly-
kanseitenketten verkniipft ist. Je nach Grundbaustein unterscheidet man Chondroitinsulfat,
Keratansulfat, Dermatansulfat und Hepararansulfat. Wéahrend Kollagene, Elastine und Proteo-
glykane vor allem strukturbildende Eigenschaften aufweisen, regulieren viele nicht-kollagene

Glykoproteine vorrangig Zellfunktionen und Zell-Matrix-Interaktionen (Deutzmann et al.,



2007). Man unterteilt sie in adhésive Proteine einerseits, zu denen Fibronektin, Laminin und
Vitronektin gehoren, und matrizelluldre Proteine anderseits (Murphy-Ullrich, 2001). Letztere
treten mit anderen Matrixproteinen, spezifischen Zelloberflichenrezeptoren (Integrinen),
Wachstumsfaktoren und Zytokinen in Kontakt. Die Wirkungen der matrizelluldren Proteine
konnen zum Teil gegensétzlich sein, da sie hauptsédchlich von ihren jeweiligen Bindungspart-
nern abhidngen (Bornstein, 2009). Zu den matrizelluldren Proteinen gehoren u.a. Tenascin-C,
Thrombospondin-1 und -2, SPARC (secreted protein, acidic and rich in cysteine) und Osteopon-
tin, die zusitzlich zu der kleinen Gruppe der SIBLINGS (small intergrin binding ligands) ge-
rechnet werden (Sangaletti und Colombo, 2008). Sie werden bei der Embryonalentwicklung,
nach Gewebsverletzungen sowie beim Wachstum von Tumoren verstéirkt exprimiert (Bornstein
und Sage, 2002).

Allerdings kann nicht immer klar zwischen rein strukturellen und regulierenden Proteinen un-
terschieden werden, da viele Strukturproteine auch Liganden von Zelloberflichenrezeptoren
sind und so Signalkaskaden aktivieren konnen (Bornstein, 2001). Daher gibt es gewisse Uber-
schneidungen zwischen den einzelnen Gruppen. Zu den wichtigsten adhédsiven Makromolekiilen
gehoren Fibronektin, Vitronektin, Laminin und Entactin, aber auch die fibrilldren Kollagene der
Typen I-1II, V und XI sowie Typ IV in der Basalmembran (Sage und Bornstein, 1991). Diese
Molekiile konnen ebenfalls regulatorische Funktionen aufweisen. Vitronektin unterdriickt z.B.
die Apoptose neutrophiler Granulozyten tiber die Interaktion mit den Integrinuntereinheiten 1,
B3 und B5 (Bae et al., 2012).

Da Tumorzellen die extrazelluldre Matrix direkt beeinflussen, konnen aus der Zusammenset-
zung der ECM auch Riickschliisse auf den funktionellen Zustand der Zellen gezogen werden.
Fiir diese Studie wurden dementsprechend Matrixbestandteile ausgewihlt, fiir die bekannt ist,
dass sie haufig in der ECM von Karzinomen zu finden sind bzw. aufgrund ihrer zellbiologi-
schen Funktionen karzinomspezifische Unterschiede in ihrem Vorkommen in der ECM vermu-
tet werden konnen. Nachfolgend sollen die in dieser Studie untersuchten Matrixmolekiile
Tenascin-C, Thrombospondin-1, Vitronektin, Osteopontin und Keratansulfat niher betrachtet

werden.
1.4.1 Tenascin

In den Bindegeweben der Wirbeltiere wurden vier verschiedene Tenascine nachgewiesen, die
Tenascin-C, -R, -X und -W genannt werden (Chiquet-Ehrismann, 2004). Die Bezeichnungen
beziehen sich zum Teil auf die urspriingliche Nomenklatur der Tenascintypen, die zunichst in
unterschiedlichen Geweben isoliert und nicht als Tenascin identifiziert wurden. Tenascin-C war

anfinglich als Cytotactin bekannt (Grumet et al., 1985; Erickson, 1993), Tenascin-R als Restric-
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tin (Rathjen et al., 1991) und Tenascin-X als Flexilin (Lethias et al., 1996). Tenascin-W wurde
erstmals 1998 im Gewebe des Zebrafisches gefunden (Weber et al., 1998).

Bei Tenascin-C handelt es sich um ein Makromolekiil, das in der monomeren Form bis zu
300 kDa grof3 ist (Jones und Jones, 2000). Strukturell besteht es aus repetitiven EGF-dhnlichen
Abschnitten und ebenfalls repetitiven Fibronektin-Typ-III-homologen Dominen, die wegen ih-
rer Ahnlichkeit zu den Dominen des Fibronektin so bezeichnet werden (Nies et al., 1991). Auf-
grund alternativer Splicingvarianten dieser Fibronektin-Typ-IlI-dhnlichen Dominen auf pri-
mRNA-Niveau variiert die Grof3e der Tenascinmonomere zwischen 180 kDa und 250 kDa (Jo-
nes et al., 1992; Sriramarao und Bourdon, 1993). Die genaue Struktur der Isoformen bestimmt
letztlich den Effekt des Proteins (Adams et al., 2002). Die beiden hidufigsten Formen sind die
,small form* und die ,,large form*, die keines der moglichen Exons bzw. alle Exons der repeti-
tiven FN-III-Domine enthalten. Bei Karzinomen unterschiedlichen Ursprungs wurde im Ver-
gleich zum gesunden Gewebe ein Wechsel der Dominanz von der ,,small“- zur ,large*-Form
nachgewiesen, z.B. bei Karzinomen der Mamma (Borsi et al., 1992), der Mundschleimhaut
(Hindermann et al., 1999) und auch beim kolorektalen Karzinom (Dueck et al., 1999). Beim
Mammakarzinom geht die Umwandlung vom priinvasiven zum invasiven Phinotyp ebenfalls
mit einer verdnderten Expression von Tenascin-C-Isoformen einher (Adams et al., 2002).

Die adhisive Wirkung von Tenascin wird iiber eine Zelladhdsionsdoméne vermittelt,
die die Aminosduresequenz Arginin-Glycin-Asparaginsdure enthilt, die entsprechend dem Ein-
buchstaben-Code fiir Aminoséduren auch als RGD-Sequenz bezeichnet wird (Leahy et al., 1992).
Tenascin-C interagiert durch seine Multidoménenstruktur mit den in die ECM eingebetteten
Zellen und mit anderen Matrixbestandteilen (Mackie und Ramsey, 1996). Durch Wechselbezie-
hungen mit verschiedenen Rezeptoren und alternatives Splicing kdnnen sich die biologischen
Funktionen des Proteins unterscheiden und auch gegensitzlich sein, z.B. kann es die Zellprolife-
ration sowohl stimulieren als auch hemmen (End et al., 1992). Tenascin wurde aber auch als
Molekiil mit antiadhésiven Eigenschaften beschrieben, das nur geringfiigig zur Adhision und
Ausbreitung von Zellen beitrédgt (Lotz et al., 1989; Orend und Chiquet-Ehrismann, 2000). Mog-
liche Bindungspartner sind Integrine wie a2f1, o7B1, a9f1 und avP2 (Orend und Chiquet-
Ehrismann, 2006).

Tenascin wird sowohl unter physiologischen, als auch unter pathologischen Bedingungen pro-
duziert. Beim Embryo wird es stark exprimiert, in erwachsenen Organismen hingegen nur in
sehr geringem Umfang. Wihrend der embryonalen bzw. fetalen Entwicklung bilden vor allem
die Anteile des Mesenchyms Tenascin, die sich in unmittelbarer Nachbarschaft von sich entwi-
ckelndem Epithel befinden. Bei Erwachsenen wird es in solchen Geweben stark exprimiert, in
denen unter physiologischen Bedingungen proliferierende Zellen vorkommen wie z.B. in der
Haut. Wihrend der embryonalen Entwicklung der Niere von Miusen wurde beobachtet, dass

wachsendes Epithelgewebe Faktoren bildet, die die Expression von Tenascin-C fordern (Auf-
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derheide et al., 1987). Dariiber hinaus wird die Tenascin-Produktion im Rahmen reaktiver, ent-
ziindlicher oder neoplastischer Veridnderungen induziert (Erickson und Bourdon, 1989; Talts et
al., 1995). In den meisten soliden malignen Tumoren wird es daher stark exprimiert und soll die
Tumorzellinvasion begiinstigen (Orend und Chiquet-Ehrismann, 2006). Es wurde beispielswei-
se im Stroma des Magenkarzinoms (Ikeda et al., 1995), des Mammakarzinoms (Ishihara et al.,
1995) und des Kolonkarzinoms detektiert (Sakai et al., 1993). In Tumorzellen wurde Tenascin
bereits beim Harnblasenkarzinom (Brunner et al., 2004) und beim Larynxkarzinom (Yoshida et
al., 1999) gefunden.

Die Expression von Tenascin-C wird durch TGF-B erhoht (Pearson et al., 1988; Sakai et al.,
1994). Auch bFGF, TNF-a (Tucker et al., 1993; Rettig et al. 1994), Angiotensin-II (Mackie et
al., 1992; Sharifi et al., 1992), Interleukin-I (McCachren und Lightner, 1992) und andere pro-
und antiinflammatorische Zytokine stimulieren die Tenascin-C-Produktion (Riiegg et al., 1989).
Glukokortikoide hingegen hemmen die Expression, wie in vitro in Fibroblasten und in Kulturen

von Knochenmarksstromazellen nachgewiesen wurde (Ekblom et al., 1993).
1.4.2 Thrombospondin

Zur Familie der Thrombospondine gehoren fiinf Proteine, die in die Subgruppen A (bestehend
aus TSP-1 und -2) und B (bestehend aus TSP-3, -4 und -5) unterteilt werden. Bei den Proteinen
der Subgruppe A handelt es sich um Trimere, wihrend die Proteine der Subgruppe B als Penta-
mere vorliegen (Lawler et al., 1993; Adams, 2001). Ihr Molekulargewicht liegt je nach Subtyp
zwischen 420 und 520 kDa (Sid et al., 2004; Kazerounian et al., 2008).

Thrombospondin-1 war das erste bekannte Thrombospondin und wurde primér in Thrombozy-
ten, spiter auch in anderen Zellen wie Endothelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten und Makro-
phagen gefunden (Jaffe et al., 1983; loachim et al., 2006). Es unterdriickt die Angiogenese,
wodurch das Tumorwachstum gebremst wird. In frithen Tumorstadien wurde nachgewiesen,
dass das umgebende gesunde Gewebe TSP-1 und -2 produziert, um so der Angiogenese des
Tumors entgegen zu wirken (Kazerounian et al., 2008). Zudem gilt TSP-1 als Aktivator von
TGF-B (Young und Murphy-Ullrich, 2004). Dariiber hinaus hemmt es die Adhision (Murphy-
Ullrich und Hook, 1989), die Motilitiat und das Wachstum endothelialer Zellen. Neben inhibito-
rischen sind aber auch stimulierende Effekte auf die Zelladhision und -motilitit bekannt (Tara-
boletti et al., 1990). Die zum Teil gegensitzlichen Wirkungen beruhen darauf, dass
Thrombospondin-1 eine Vielzahl von Bindungsstellen fiir unterschiedliche Liganden besitzt.
Dadurch kann es ebenso wie Tenascin gleichzeitig mit mehreren Rezeptoren eines Zelltyps in-
teragieren und in Abhéngigkeit von der Rezeptorexpression unterschiedliche Effekte hervorru-
fen. Als TSP-1-Rezeptoren wurden unter anderem die Integrine avB3, a3f1, o4dpl, aSP1,

olbB3 und a2B1 sowie CD36 identifiziert (Sid et al., 2004). Binden TSP-1 oder TSP-1- Frag-
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mente an CD36, wird die Apoptose endodethelialer Zellen induziert (Guo et al., 1997; Jimenez
et al., 2000; Nor et al., 2000).

Die Expression von Thrombospondin-1 ist wie bei Tenascin in proliferierenden Zellen gegen-
iiber ruhenden gesteigert (Mumby et al., 1984). Eine starke Expression des Proteins fand sich
daher in verschiedenene Malignomen wie z.B. in den desmoplastischen Anteilen invasiver
Mammakarzinome (Horiguchi et al., 2013), in Pankreaskarzinomen (Kasper et al., 2001) und
Ovarialzellkarzinomen (Alvarez et al., 2001).

Einige Faktoren, die die TSP-Synthese regulieren, sind bereits identifiziert worden. Hepatocyte
growth factor vermindert die Expression von Thrombospondin-1 in PTC (Scarpino et al., 2005).
EGF und TGF-f fordern dagegen seine Synthese in menschlichen Tumorzellen, u.a. der Leber
und des Pankreas (Okamoto et al., 2002). Einflisse auf die TSP-Produktion durch Ostrogene
beim Mammakarzinom (Hyder et al., 2009), durch p53 beim Harnblasenkarzinom (Grossfeld et
al.,, 1997) und die Zelldichte bei Glioblastomen (Naganuma et al., 2003) sind ebenfalls be-
schrieben worden.

Thrombospondin-2 wirkt wie Thrombospondin-1 antiangiogen. Zudem spielt es eine Rolle bei
der Zelladhésion, -migration und -proliferation sowie der Regulation der Matrix-Metallo-
proteinasen (Bornstein 2001). Im Gegensatz zu TSP-1 blockiert TSP-2 allerdings die Aktivie-
rung von TGF-B, da es das Signalmolekiil zwar binden, aber eben nicht aktivieren kann (Daniel
et al., 2009).

Die Funktionen der Thrombospondine der Subgruppe B sind bisher weniger bekannt. Sie unter-
scheiden sich von der Subgruppe A durch das Fehlen der sogenannten Type-1-Repeats, die fiir
deren antiangiogene Wirkung verantwortlich sind. Daher unterdriicken Thrombospondine der
Subgruppe B die Angiogenese wahrscheinlich nicht (Kazerounian et al., 2008). TSP-3-mRNA
wurde in endokrinen und fetalen Geweben sowie in der Muskulatur nachgewiesen (Adolph,
1999). Beim Osteosarkom stimuliert Thrombospondin-3 das Tumorwachstum (Dalla-Torre et
al., 2006). Ein hoher Gehalt an TSP-4-mRNA wurde in der Herz- und Skelettmuskulatur ent-
deckt sowie in menschlichen Endothelzellen und in der GefiBwandmuskulatur zerebraler Gefi-
Be. In Neuronen vermittelt Thrombospondin-4 das Auswachsen von Neuriten und es
akkumuliert an der neuromuskuldren Endplatte (Misenheimer und Mosher, 2005). Nach einer
Studie wird TSP-4 in invasiven lobuldiren Mammakarzinomen stidrker exprimiert als in duktalen
(Korkola et al., 2003). Thrombospondin-5, auch bekannt als kartilaginédres oligomeres Matrix-
protein (COMP), kommt in muskuloskelettalen Geweben vor, stimuliert vermutlich die Prolife-
ration von Chondrozyten (Xu et al., 2007) und wird bei Osteoarthritis verstirkt exprimiert

(Koelling et al., 2006).
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1.4.3 Vitronektin

Das aus 459 Aminosduren bestehende Glykoprotein kommt im Blut und in der extrazelluldren
Matrix vor (Schvartz et al., 1999). Es liegt im Blutkreislauf sowohl als Monomer mit 75 kDa
vor, als auch als Dimer bestehend aus zwei Ketten mit 65 kDa bzw. 10 kDa, die durch eine
Disulfidbriicke verbunden sind (Barnes et al., 1983). Vitronektin vermittelt seine adhisiven Fi-
genschaften ebenfalls liber eine Doméne, die die RGD-Sequenz enthilt (Suzuki et al., 1985).
Auch bei Vitronektin handelt es sich um ein multifunktionelles Protein. Durch die Inter-
aktion mit Integrinen aktiviert es Signalkaskaden und reguliert die Organisation des Zytoske-
letts, wodurch es die Anheftung, Ausbreitung und Migration von Zellen unterstiitzt. Zu den
Bindungspartnern von Vitronektin gehoren die Integrine awvp1, avPB3, avpB5, allbB3, awvf6 und
avP8, mit denen es iiber seine kollagen- und heparinbindenden Doménen kommuniziert (Mere-
dith et al., 1996). Dariiber hinaus trigt Vitronektin auch iiber die Bindung an den Urokinase-
Rezeptor (uPAR) zur Zelladhésion bei. Dieser Mechanismus wird wiederum durch den Plasmi-
nogen-Aktivator-Inhibitor (PAI) gehemmt, der an Vitronektin bindet und damit die Adhésion
iiber uPAR blockiert (Waltz et al., 1997).
Vitronektin ist identisch mit Protein S, das zuerst in Thrombozyten entdeckt wurde. Es fordert
die Blutgerinnung, indem es an Heparin bindet und dieses neutralisiert. Zudem interagiert Vit-
ronektin nicht nur mit PAI, sondern auch mit Plasminogen und Thrombin-Antithrombin-III-
Komplexen (Preissner et al., 1985). Bindet Vitronektin an PAI, wird dieser stabilisiert und seine
Halbwertszeit deutlich verlidngert, wodurch die Fibrinolyse gehemmt wird (Ehrlich et al., 1990).
Vitronektin besitzt auch Funktionen im Immunsystem, z.B. unterdriickt es zytolytische Kom-
plementreaktionen durch Bindung an den Komplementfaktor C5b-7 (Podack et al., 1984). Es
bindet ebenfalls an grampositive und gramnegative Bakterien, wodurch deren Phagozytose
durch Makrophagen erleichtert wird (Chhatwal et al., 1987; Vassallo et al., 2001).
In malignen Tumoren wurde eine gesteigerte Expression bzw. eine Neuexpression von Vitro-
nektin beobachtet, z.B. nimmt bei Astrozytomen die Vitronektinsynthese mit steigendem Ma-
lignitdtsgrad zu, wihrend in gesundem Hirngewebe das Protein nicht exprimiert wird (Gladson
und Cheresh, 1991). Auch Mammakarzinome enthalten im Vergleich zu gesundem Brustgewe-
be deutlich mehr Vitronektin (Aaboe et al., 2003). Im Ovar wird es in gesundem Gewebe und in
hoher differenzierten Karzinomen exprimiert, aber nicht in niedrig differenzierten Karzinomen
(Carreiras et al., 1996). Andere Untersuchungen zeigen hingegen, dass Vitronektin in Ovarial-
zellkarzinomen die Zellproliferation und -motilitét steigert (Hapke et al., 2003; Heyman et al.,
2010). Auch in Gliomen (Gladson et al., 1995) und Mammakarzinomen (Pola et al., 2013) neh-
men unter dem Einfluss von Vitronektin Motilitdt und Invasivitit der Tumorzellen zu. Des Wei-
teren kommt das Protein im Stroma des kolorektalen Karzinoms (Tomasini-Johansson et al.,

1994) und des hepatozelluldren Karzinoms (Jaskiewicz et al., 1993) vor.
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Die Vitronektin-Expression wird durch verschiedene Faktoren reguliert. In Lebertumorzellen
wird die Biosynthese des Proteins durch TGF-8 induziert sowie durch EGF und PDGF stimu-
liert (Koli et al., 1991). Beim Ovarialzellkarzinom induziert die Signalgebung iiber Integrin
avf3 seine Expression (Reuning, 2011), in Maus-Neuroblastom-Zellen der Transkriptionsfaktor

foxa (Shimizu et al., 2002).
1.4.4 Osteopontin

Osteopontin ist ein sdurehaltiges phosphoryliertes Glykoprotein, das aus einer Kette von 264 bis
333 Aminosiduren besteht, darunter, wie bei den zuvor beschriebenen Proteinen, eine RGD-
Sequenz, die iiber die Interaktion mit Integrinen die adhésiven Eigenschaften des Proteins ver-
mittelt (Sodek at al., 2000). Sein Molekulargewicht liegt in Abhingigkeit von posttranslationa-
len Veridnderungen zwischen 41 und 75 kD. Osteopontin kommt in verschiedenen Splicing-
Varianten vor. Bisher sind drei Isoformen bekannt, die als Osteopontin -a, -b und -c bezeichnet
werden und sich in ihrer Dominenstruktur sowie vermutlich auch in ihren Funktionen unter-
scheiden. Wihrend OPN-a aus sieben Exons besteht, fehlt den beiden anderen Varianten jeweils
ein Exon, wobei in OPN-b das fiinfte Exon und in OPN-c das vierte Exon nicht enthalten ist
(Anborgh et al., 2011, Kahles et al., 2014).

Unter physiologischen Bedingungen wird Osteopontin hauptsichlich von Osteoklasten produ-
ziert (Dodds et al., 1995), wurde jedoch z.B. auch im Epithel der Gallenblase, des Diinndarms
und distalen Nierentubulus nachgewiesen (Brown et al., 1992). Zudem ist es in einer Vielzahl
anderer Zellen, Gewebe und Organe zu finden, darunter Chondrozyten, Fibroblasten, T-Zellen,
Skelettmuskulatur, Gehirn, Innenohr, Plazenta und Brustdriisen (Sodek at al., 2000; Kahles et
al., 2014). Im Rahmen der Zelladhdsion interagiert Osteopontin sowohl mit Integrinen, z.B.
avP1, avP3 und awvB5 (Furger el al., 2003), als auch mit CD44 (Chellaiah et al., 2003; Teramo-
to et al., 2005).

Es ist seit Langerem bekannt, dass die maligne Transformation von Zellen mit einer erhohten
OPN-Expression einhergeht (Denhardt und Guo, 1993). Indem Osteopontin die Aktivitdt mat-
rixabbauender Proteine reguliert, z.B. die Expression der Matrix-Metalloproteinase-2 erhoht,
trdgt es zur Tumorinvasion bei (Philip et al., 2001). Osteopontin stimuliert aulerdem die Zella-
dhision, -migration und -proliferation (Denhardt und Guo, 1993). So wurde es bereits in einer
Vielzahl von Malignomen gefunden, darunter in Karzinomen der Mamma (Tuck et al., 1998),
des Kolon (Agrawal et al., 2002) und der Prostata (Hotte et al., 2002) sowie in Osteosarkomen
(Sulzbacher et al., 2002) und multiplen Myelomen (Saeki et al., 2003).

Die Expression von Osteopontin wird unter anderem durch Zytokine, Wachstumsfaktoren und
Hormone reguliert, z.B. steigern Interleukin-1- (Serlin et al., 2006), TGF-B (Noda et al., 1988),
EGF, PDGF (Denhardt und Noda, 1998), Vitamin D3 (Noda et al., 1990; Chang und Prince,
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1993), Vitamin-A (Retinsidure) und Kortikosteroide (Kasugai et al., 1991) die Osteopontin-
Expression. Auch in Zellen mit aktivierten Onkogenen z.B. in ras-transformierten Zellen (Den-
hardt et al., 2003) oder in RET/PTC-transformierten Schilddriisenzellen (Castellone et al., 2004)

zeigte sich eine erhohte Expression von Osteopontin.

1.4.5 Keratansulfat

Das Glykosaminoglykan (GAG) Keratansulfat ist vorwiegend in der Cornea, im Knorpel und im
Gehirn zu finden. Es ist regulidrer Bestandteil von Proteoglykanen, die in der extrazelluldren
Matrix epithelialer und neuraler Gewebe vorkommen. Mégliche keratansulfathaltige Proteogly-
kane sind SLRPs in der interstitiellen Matrix, Aggrecan im Gelenkknorpel sowie zerebrale und
zellassoziierte Proteoglykane. Es tritt in Verbindung mit bestimmten Proteinen auf, die Keratan-
sulfat als posttranslationale Modifikation tragen. Bisher sind mindestens 16 verschiedene Mole-
kiile identifiziert worden, die Keratansulfat enthalten (Funderburgh, 2000; Funderburgh, 2002).
Urspriinglich ging man aufgrund ihrer Lokalisation in der Cornea oder im Knorpel von zwei
Keratansulfattypen aus. Spéter fand man heraus, dass sich nicht nur die Lokalisation, sondern
auch die Bindungsstruktur des Keratansulfats an das Core-Protein des Proteoglykans unter-
scheidet. Drei verschiedene Bindungstypen sind bekannt. Demnach bezieht sich Keratansulfat-I
auf alle Molekiile, die iiber Stickstoffbindungen an Asparaginreste eines Core-Proteins gebun-
den sind, wie z.B. in Lumican, Keratocan und Mimecan in der Cornea. Keratansulfat-II liegt
hingegen im Knorpel vor und korrespondiert iiber Sauerstoffbriickenbindungen mit Serin oder
Threoninresten des Core-Proteins. Hauptsichlich ist es hier als Bestandteil des Proteoglykans
Aggrecan zu finden (Bray et al., 1967; Nieduszynski et al., 1990), wobei etwa 30 KS-Ketten im
reifen Aggrecanmolekiil gebunden sind (Kiani et al., 2002). Keratansulfat-II kann nochmals
eingeteilt werden in Keratansulfat-II A, das im Gelenkknorpel vorkommt, und Keratansulfat-II
B, das in der Trachea und im Nasenseptum enthalten ist. Auch diese weisen strukturelle Unter-
schiede auf, wobei KS-II-A-Molekiile Fucose und Acetylneuraminsédure enthalten, wihrend die-
se Bestandteile in KS-II-B-Molekiilen fehlen (Nieduszynski et al., 1990). Zusétzlich wurde im
Gehirn ein dritter Bindungstyp identifiziert, bei dem das Molekiil iiber eine Sauerstoffbriicken-
bindung zwischen Mannose und Serin an das Core-Protein gebunden ist. In diesem Fall spricht
man von Keratansulfat-III (Krusius et al., 1986).

In der Cornea dient Keratansulfat dem Erhalt einer ausreichenden Hydration, die notwendig fiir
die Transparenz des Gewebes ist (Bettelheim und Plessy, 1975). Dariiber hinaus beeinflusst es
bei der Wundheilung in der Cornea die Motilitidt wandernder Endothelzellen, deren Keratansul-
fatgehalt wihrend der Migration sinkt und danach wieder ansteigt (Fullwood et al., 1996; Da-
vies et al., 1999). Auch als Bestandteil des Proteoglykans Aggrecan im Gelenkknorpel bindet

Keratansulfat Wasser und trigt somit zur besonderen Druckfestigkeit des Gewebes bei (Kiani et
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al., 2002). Zudem ermdoglicht erst die Bindung von Chondroitin- und Keratansulfatketten an das
Core-Protein die Sekretion von Aggrecan in die ECM. Nicht mit GAG-Ketten modifizierte
Core-Proteine werden hingegen nicht in die ECM abgegeben (Kiani et al., 2001). Im Endome-
trium erleichtert Keratansulfat die Invasion des Trophoblasten (Aplin et al., 1998). Bei Patienten
mit Autoimmunarthritis wurde beobachtet, dass es die Entstehung einer Immunantwort im Ge-
lenkknorpel blockiert (Guerassimov et al., 1999).

Im ZNS wurden ebenfalls verschiedene Proteoglykane identifiziert, die Keratansulfat enthalten,
u.a. Claustrin (Burg und Cole, 1994) und Phosphocan-KS (Margolis et al., 1996), die die Adhé-
sion von Nervenzellen und das Wachstum von Axonen hemmen und dadurch auch regulieren
konnen. FEine erhohte Biosynthese von Keratansulfat wurde in einer Studie nach Hirnverletzun-
gen bei Miusen beobachtet (Yin et al.,, 2009). Auch in Astrozytomen ist die Synthese von
Keratansulfat gesteigert (Hayatsu et al., 2008; Kato et al., 2008). Auflerhalb von Cornea, ZNS
und Knorpelgewebes fand sich das Glykosaminoglykan beispielsweise in Zelllinien des Kolon-
karzinoms. Bei hohem Metastasierungspotential der Zellen war Keratansulfat hier hdufiger an
den Zelloberflichenrezeptor CD44 gebunden als bei geringem Metastasierungspotential, da
Keratansulfat die Bindung von CD44 an Hyaluronat blockiert und damit anti-adhésiv wirkt
(Takahashi et al., 1996). An Mausmakrophagen, die einen hochaffinen Rezeptor fiir Lumican
(ein SLRP, das typischerweise KS einhilt) besitzen, wurde ebenfalls ein anti-adhdsiver Effekt
von Keratansulfat nachgewiesen. Solange das Molekiil an Lumican gebunden war, konnte die-
ses in vitro nicht an den Rezeptor der Makrophagen binden. Erst nachdem Keratansulfat ent-
fernt wurde, hefteten sich die Makrophagen an Oberfldchen, die mit Lumican bedeckt waren
(Funderburgh et al., 1997).

Die Biosynthese von Keratansulfat in Geweben variiert in Abhéngigkeit von metabolischen und
pathologischen Verdnderungen sowie wihrend der Embryonalentwicklung. Bei der Wundhei-
lung und in vitro wird typischerweise kein KS produziert. Auch bei Entziindungen in der Cor-
nea wird seine Synthese gehemmt. In kultivierten Keratozyten konnte gezeigt werden, dass die
KS-Synthese durch TGF- gehemmt (Funderburgh et al., 2001) und durch FGF-2 stimuliert
wird (Long et al., 2000). In der oben erwihnten Studie an Miusen mit Hirnverletzungen hinge-
gen steigerte TGF- die Produktion des Glykosaminoglykans (Yin et al., 2009). Wihrend der
embryonalen und fetalen Entwicklung wurde Keratansulfat in den Bereichen nachgewiesen, in
denen Axone wachsen, z.B. im embryonalen Riickenmark der Ratte (Snow et al., 1990) oder bei
neugeborenen Ratten in den Grenzbereichen zwischen verschiedenen funktionellen Einheiten

des Gehirns, z.B. zwischen den Kernen des Thalamus (Geisert und Bidanset, 1993).
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2 Zielstellung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mithilfe einer retrospektiven immunhistochemischen Studie

papilldre, follikuldre und undifferenzierte Schilddriisenkarzinome untersucht.

Folgende Fragestellungen sollten bearbeitet werden:

1. Unterscheiden sich die verschiedenen Schilddriisenkarzinomtypen hinsichtlich des Vor-
kommens von Tenascin-C, Thrombospondin-1, Vitronektin, Osteopontin und Keratansulfat
im Stroma und in den Tumorzellen?

2. Welche Unterschiede bestehen hinsichtlich des Vorkommens der Matrixbestandteile zwi-

schen Stroma und Tumorzellen?
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3 Material und Methodik
3.1 Herkunft der Priiparate

Die untersuchten Priparate entstammten Resektaten aus der chirurgischen Universititsklinik der
Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg (Direktor: Prof. Dr. med. H. Dralle) aus den Jahren
1995 bis 2006. Es standen Priparate von 82 Karzinomen zur Verfiigung, die im Institut fiir Pa-
thologie der MLU Halle-Wittenberg angefertigt, untersucht und befundet wurden. Es erfolgte
die Reklassifizierung der Gewebeproben durch Prof. Dr. med. Hauptmann. Nach Anfertigung
von Schnittpriparaten wurden diese immunhistochemisch angefirbt und lichtmikroskopisch be-
urteilt. Die Ermittlung der Patientendaten erfolgte retrospektiv aus dem Befundsystem (PAS,
Computersystem Paschmann). Eine Ubersicht iiber das Patientenkollektiv geben die Tabellen 3

bis 5 im Anhang. Als Kontrollgewebe wurden Préparate von fiinf Knotenstrumen untersucht.
3.2 Immunhistochemische Farbung
3.2.1 Verwendete Antikorper

Zur immunhistochemischen Fiarbung der Priparate (Abbildung 2) und damit zum Nachweis der

untersuchten Proteine wurden folgende Antikodrper verwendet (Tabelle 6):

Tabelle 6: Verwendete Primérantikorper zur immunhistochemischen Farbung

Primirantikorper Clone [Hersteller |Konzentration (Positivkontrolle

Monoklonal Maus anti- 49 novocastra |1:100 Tonsille, hochendotheliale

human Tenascin-C Venolen und lobulére
Trabeculae

Monoklonal Maus anti- 8A6b [novocastra |1:50 Plazenta, Basalmembran des

human Thrombospondin-1 Synzytiotrophoblasten

Monoklonal Maus anti- (BV2 |Chemicon |1:2000 Hepatozyten

human Vitronektin

Monoklonal Maus anti-  [OP3N |novocastra |{1:50 Gallenblase, Epithel

human Osteopontin

Monoklonal Maus anti-  [5D4  |Seikagaku |1:1000 Cornea, Epithel und Basal-

human Keratansulfat Corporation membran
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3.2.2 Anfertigung und Vorbehandlung der Schnitte

Das Ausgangsmaterial stellten Formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete Gewebe dar. Aus
diesen wurden mit Hilfe eines Mikrotoms 5 pwm dicke Schnitte angefertigt, auf Adhéasiv-Objekt-
triager aufgebracht und anschliefend bei 60 °C im Brutschrank getrocknet. Es folgte die Entpa-
raffinierung der Préparate mittels Xylol und die Rehydratation in einer absteigenden Alkohol-
reihe (96 %, 70 %, 50 %) bis zum Aqua destillata. Danach wurden die Prédparate zur Antigen-
demaskierung vorbehandelt. Die Methoden unterschieden sich hier je nach Antikorper:

1) Die Priparate, die auf das Vorhandensein von Thrombospondin-1 (nachfolgend als Throm-
bospondin oder TSP bezeichnet), Vitronektin und Osteopontin untersucht wurden, erhielten mit
Natriumzitrat bei pH 6 eine Hitzebehandlung im 94°C heilen Wasserbad fiir 30 min, gefolgt
von einer 20-miniitigen Abkiihlzeit.

2) Die zur Detektion von Keratansulfat vorgesehenen Schnitte wurden ebenso im Wasserbad
erhitzt, jedoch bei pH 9.

3) Eine Enzymbehandlung der Priparate wurde zum Nachweis von Tenascin-C (nachfolgend als
Tenascin oder TN bezeichnet) durchgefiihrt. Diese wurden fiir 10 min bei 37C° mit 0,5 %iger
Pronase-E in Tris-Puffer mit HCI und CaCl, vorbehandelt.

3.2.3 Inkubation (Primér- und Sekundarantikorper)

Die immunhistochemische Férbung erfolgte nach der indirekten Avidin-Biotin-Komplex-
methode. Zunéchst wurden die Gewebsschnitte zur Blockierung der endogenen Peroxidase fiir
10 min mit 3 %igem Wasserstoffperoxid versetzt. Nach fiinfminiitigem Spiilen mit PBS erfolgte
die Proteinblockierung mit 100 pl Blocking Solution (Zytochem plus HRP Kit), um falsch posi-
tive Reaktionen zu vermeiden. AnschlieBend wurden die Primérantikorper mit jeweils 100 pl
Antibody Diluent (Zytomed Systems) verdiinnt und die Gewebsschnitte fiir 30 min bei 37°C in-
kubiert. Danach wurden die Préiparate erneut mit PBS gewaschen und dann 15 min mit dem bio-
tinylierten Sekundérantikorper inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS wurde fiir
die Dauer von 15 min der Streptavidin-Biotin-Komplex hinzugegeben. Zum Abschluss erfolgte

die nochmalige Spiilung der Schnitte mit PBS sowie die Zugabe von Pufferlosung.

3.3.4 Firbung (Detektion)

Die Firbung der Prédparate wurde durch Zugabe von Zwei-Komponenten-Farbe erzielt. Dazu
kam ein Amino-Ethyl-Carbazol-Substrat-System (Labvision, Fremont, CA, USA) zum FEinsatz,
das fiir 10 min einwirkte. Nach Spiilen in Wasser wurden abschlieBend die Zellkerne mit Hama-
laun-Blau nach Mayer gegengefirbt und die Schnitte nach Spiilen mit lauwarmem Wasser in

Glycerin-Gelatine eingebettet.
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Abbildung 2: Exemplarische Abbildungen zur Reaktivitit der verwendeten Antikdrper

A Monoklonaler Maus-anti-human Tenascin-C-Antikorper, PTC, 100fach vergroBert
B Monoklonaler Maus-anti-human Thrombospondin-1-Antikorper, PTC, 200fach ver-
groBert

C Monoklonaler Maus-anti- human-Vitronektin-Antikorper, PTC, 100fach vergrofert
D Monoklonaler Maus-anti-human-Osteopontin-Antikorper, FTC, 200fach vergrofert

34 Histologische Auswertung

Die Firbungsintensitit der Tumorzellen und des Stromas im Tumorbereich wurde lichtmikro-
skopisch beurteilt, wobei die Einteilung in die Fiarbegrade ,.keine®, ,,geringe* und ,,starke Fir-
bung® erfolgte. Zusitzlich wurde die Verteilung der gefirbten Zellen bzw. Stromabereiche
untersucht. Waren bis 50 % des Tumorgewebes gefirbt, entsprach dies der Verteilung ,,fokal*,
bei 50 % und mehr der Verteilung ,,diffus. Die Gruppen ,,keine Farbung* und ,,fokal geringe*
Fiarbung wurden zur Gruppe ,.Nachweis negativ, die iibrigen Firbe- und Verteilungsmuster
stark/fokal®, ,,gering/diffus und ,,stark/diffus* zur Gruppe ,,Nachweis positiv** zusammenge-

fasst.
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35 Statistische Auswertung

Die ermittelten Daten wurden mit Hilfe des Statistik-Programms SPSS 20 erfasst und ausgewer-
tet. Die Beobachtungs- und Kollektivdaten wurden mittels diskriptiver Statistik analysiert. Zu-
dem kamen statistische Tests zum Einsatz, wobei ein p-Wert < 0,05 als signifikant galt (wenn
nicht anders angegeben).

Vor dem Vergleich der Mediane des Patientenalters in den Karzinomgruppen wurde zunichst
die Normalverteilung mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test und die Varianzhomogenitit mit dem
Levene-Test iiberpriift (Kohler et al., 2012). Bei Nachweis der Normalverteilung (p > 0,05,
Kolmogorov-Smirnov-Test), aber fehlender Varianzhomogenitit (p = 0,001, Levene-Test) wur-
de fiir die weitere Analyse ein nicht-parametrischer Test, der H-Test nach Kruskal und Wallis,
eingesetzt. Damit war ein Vergleich der mittleren Rénge (Mediane) der drei Patientengruppen
moglich. Um bei signifikantem Ergebnis die Unterschiede genauer zu spezifizieren, wurden an-
schlieBend paarweise Vergleiche der Gruppen mit dem U-Test nach Mann und Whitney durch-
gefiihrt (Weil und Rzany, 2010). Da es sich hier um multiple Tests handelt und damit die
Wabhrscheinlichkeit des Auftretens eines a-Fehlers zunimmt, war eine Anpassung des Signifi-
kanzniveaus mittels Bonferroni-Korrektur notwendig (Weill und Rzany, 2013). Dazu wird a
wird durch die Anzahl der durchgefiihrten paarweisen Vergleiche geteilt. Als signifikant galt
hier dementsprechend ein p-Wert < 0,0167.

Um die Karzinomtypen hinsichtlich des Vorkommens eines Matrixmolekiils zu vergleichen,
wurde der Chi-Quadrat-Unabhiéngigkeitstest angewendet bzw. in den Fillen, in denen die Test-
vorrausetzungen nicht erfiillt waren (in der zugrunde liegenden Kreuztabelle lag in mehr als
20 % der Zellen die erwartete Haufigkeit < 5) der Freeman-Halton-Test, eine Erweiterung des
Exakten Tests nach Fisher fiir k x 2 Kreuztabellen. Der Exakte Test nach Fisher ist nur fiir 2 x 2
Kreuztabellen anwendbar. Bei einem signifikanten Ergebnis erfolgte bei einer Fallzahl von
n< 60 der paarweise Vergleich der Karzinomgruppen mit dem Chi-Quadrat-Unabhéngig-
keitstest mit Kontinuitidtskorrektur (Bortz et al., 2008) bzw. mit dem Exakten Test nach Fisher
(wenn in der zugrunde liegenden Kreuztabelle in mehr als 20 % der Zellen die erwartete Hau-
figkeit < 5 lag). Auch hier wurde das Signifikanzniveau durch die Bonferroni-Korrektur ange-
passt (Weill und Rzany, 2013), so dass ein p-Wert < 0,0167 als signifikant galt.

AuBerdem wurde untersucht, ob innerhalb einer Karzinomgruppe das Vorkommen zweier Ma-

trixmolekiile voneinander abhéngt. Dies erfolgte mit dem Exakten Test nach Fisher.
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4 Ergebnisse
4.1 Auswertung der Kollektivdaten
4.1.1 Geschlechterverteilung

Zum untersuchten Kollektiv gehorten insgesamt 32 ménnliche (39 %) und 50 weibliche (61 %)
Patienten. In allen Karzinomgruppen waren die Geschlechter dhnlich verteilt. Der hochste Frau-
enanteil lag jedoch in der Gruppe der PTC mit 63,3 % vor. Den hochsten Anteil méinnlicher Pa-
tienten wiesen die FTC mit 40,7 % auf (Tabelle 7).

Tabelle 7: Geschlechterverteilung nach Karzinomtypen

Miinnlich Weiblich
Anzahl Prozent Anzahl Prozent
UTC 10 40 % 15 60 %
FTC 11 40,7 % 16 59,3 %
PTC 11 36,7 % 19 63,3 %
Gesamt 32 39 % 50 61 %

4.1.2 Altersverteilung

Die Patienten, von denen die Karzinompriparate stammten, waren zum Diagnosezeitpunkt 7 bis
89 Jahre alt (Mittelwert: 59 Jahre, Median: 62,5 Jahre), meistens aber zwischen 45 und 75 Jahre.
UTC-Patienten wiesen mit 67,6 Jahren den hochsten Altersdurchschnitt auf, PTC-Patienten, zu
denen auch Kinder gehorten, den niedrigsten (49,1 Jahre).

Das Alter der Ménner betrug im Mittel 59,2 Jahre. Davon waren die an einem UTC Erkrankten
mit durchschnittlich 61,7 Jahren am &ltesten, die an einem PTC Erkrankten mit im Mittel 55,2
Jahren am jiingsten. Bei Frauen lag das Durchschnittsalter mit 58,8 Jahren nur geringfiigig unter
dem der Minner, die Karzinomgruppen unterschieden sich bei ihnen jedoch stirker. So waren
UTC-Patientinnen mit im Mittel 71,5 Jahren am altesten, PTC-Patientinnen mit durchschnittlich

44,7 Jahren am jlingsten (Tabelle 8, Abbildung 3).
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Abbildung 3: Altersverteilung der Patienten im Kollektiv

Das mediane Patientenalter unterschied sich signifikant zwischen den Karzinomgruppen
(p < 0,001, Kruskal-Wallis-Test). Der paarweise Vergleich zeigte, dass die Patienten in der
Gruppe der PTC im Median signifikant jiinger waren als in der Gruppe der UTC (p < 0,001,
Mann-Whitney-Test) und der FTC (p = 0,010, Mann-Whitney-Test). Die Mediane des Patien-
tenalters der UTC und FTC unterschieden sich hingegen nicht signifikant (p = 0,140, Mann-
Whitney-Test).

Tabelle 8: Altersverteilung nach Karzinomtypen und Geschlecht

Mittelwert (Jahre) Median (Jahre)
Gesamt Miinner Frauen
UTC 67,6 61,7 71,5 68
FTC 62,4 61 63,6 61,5
PTC 49,1 55,2 44,7 52
Gesamt 59 59,2 58,8 62,5
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4.1.3 Verteilung der TNM-Stadien

Da die untersuchten Karzinompriparate aus den Jahren 1995 bis 2006 stammten, kamen je nach
Diagnosezeitpunkt unterschiedliche Auflagen der TNM-Klassifikation nach UICC zur Anwen-
dung. Um eine Einheitlichkeit der Daten zu gewihrleisten, wurden fiir diese Arbeit die TNM-
Stadien anhand der 6. Auflage der Klassifikation (Tabelle 2) bestimmt.
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Abbildung 4: Verteilung der T-Stadien im Tumorkollektiv

Da UTC anhand dieser Klassifikation stets als pT4 eingestuft werden (Abbildung 4), befand
sich die Mehrheit der Karzinome des Tumorkollektivs im Stadium pT4 (34 %). Am seltensten
lag das Stadium pT2 vor (13,4 %). Die Stadien pT1 und pT3 kamen etwa gleich hiufig vor
(20,7 % bzw. 22 %). Die N- und M-Stadien waren aufler bei den PTC zum Diagnosezeitpunkt
meist unklar. Die Héaufigkeit der TNM-Stadien unterschied sich zwischen den einzelnen

Karzinomtypen (Tabelle 9).



25

Tabelle 9: Verteilung der TNM-Stadien im Tumorkollektiv

UTC FTC PTC
Stadium Hiiufigkeit Hiiufigkeit Hiiufigkeit
absolut relativ absolut relativ absolut relativ
pT1 0 0 % 5 18,5 % 12 40 %
pT2 0 0 % 6 22,2 % 5 16,7 %
T pT3 0 0 % 10 37 % 8 26,7 %
pT4 25 100 % 5 22,2 % 3 10 %
unbekannt 0 0 % 0 0 % 2 6,7 %
NO 6 24 % 6 22,2 % 3 10 %
N N1 6 24 % 5 18,5 % 17 65,7 %
Nx 13 52 % 16 59,3 % 8 26,7 %
unbekannt 0 0 % 0 0 % 2 6,7 %
MO 1 4 % 1 3,7 %
M M1 1 4 % 1 3,7 %
Mx 23 92 % 25 92,6 % 28 93,3 %
unbekannt 0 0 % 0 0 % 2 6,7 %

Alle UTC wurden, wie bereits erwihnt, als Stadium pT4 eingestuft. Lymphknotenmetastasen
waren bei 24 % bekannt, bei 24 % nicht. Bei der Mehrheit der UTC (52 %) lag zum Diagnose-
zeitpunkt jedoch ein unklares N-Stadium vor. Nur in einem Fall waren Fernmetastasen bekannt.
FTC befanden sich am hiufigsten (37 %) im Stadium pT3. Die iibrigen T-Stadien waren mit
18,5 % bzw. 22,2 % etwa gleich hiufig bei diesem Karzinomtyp vertreten. Bei mehr als der
Hilfte der FTC war zum Diagnosezeitpunkt unklar, ob eine lymphogene Metastasierung vor-
liegt. Etwa ein Viertel wies keine Lymphknotenmetastasen auf. Nur bei zwei FTC war eine
Fernmetastasierung bekannt. Die papilldren Karzinome befanden sich zum Diagnosezeitpunkt
am héufigsten im Stadium pT1 (40 %) und zu etwa einem Viertel im Stadium pT3. Nur drei
Fille entsprachen dem Stadium pT4. In der Mehrzahl der PTC (65,7 %) konnten lymphonodale
Metastasen nachgewiesen werden, aber bei etwa einem Viertel war der N-Status unklar. Bei
keinem PTC war zum Diagnosezeitpunkt eine Fermetastasierung gesichert. Bei zwei der PTC
konnten retrospektiv keine Angaben zum TNM-Stadium ermittelt werden.

Demnach lagen im untersuchten Tumorkollektiv FTC am hiufigsten im Stadium pT3 und PTC
am hdufigsten im Stadium pT1 vor. UTC wurden stets als pT4 klassifiziert. Lymphknotenmeta-

stasen waren am hiufigsten bei PTC gesichert. Der M-Status war nur in Einzelféllen bekannt.
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4.2 Vorkommen von Matrixbestandteilen in Strumae nodosae

Zunichst wurden Strumae nodosae (5 Fille) untersucht, um einen allgemeinen Eindruck iiber
das Vorkommen der ausgewidhlten Matrixbestandteile in benignen Verdnderungen der Schild-
driise zu erlangen.

Thrombospondin und Keratansulfat waren in Knotenstrumen nicht nachzuweisen. Tenascin kam
nicht in Thyreozyten vor, jedoch im Stroma in 3 von 5 Fillen (60 %), jeweils fokal verteilt mit
starker Expression. Vitronektin konnte in denselben drei Préparaten im Stroma nachgewiesen
werden, davon in zwei Fillen in diffuser Verteilung. In den Schilddriisenzellen kam Vitronektin

nicht vor. Osteopontin war hingegen in den Zellen eines Priparates enthalten (Tabelle 10).



Tabelle 10: Vorkommen von Matrixbestandteilen in Strumae nodosae
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Gesamtfallzahl n = 5 Nachweis negativ Nachweis positiv
Intensitit keine gering stark
Verteilung fokal diffus fokal diffus
Fallzahl 5 0 0 0 0
Tumorzellen Prozent 100 % 0 % 0 % 0 % 0 %
100 % 0 %
TN
Fallzahl | 2 0 0 3 0
Stroma Prozent | 40 % 0 % 0 % 60 % 0 %
40 % 60 %
Fallzahl | 5 0 0 0 0
Tumorzellen Prozent | 100 % 0 % 0 % 0 % 0 %
100 % 0 %
TSP
Fallzahl | 5 0 0 0 0
Stroma Prozent | 100 % 0 % 0 % 0 % 0 %
100 % 0 %
Fallzahl | 5 0 0 0 0
Tumorzellen Prozent | 100 % 0 % 0 % 0 % 0 %
100 % 0 %
VN
Fallzahl | 1 1 1 1 1
Stroma Prozent | 20 % 20 % 20 % 20 % 20 %
40 % 60 %
Fallzahl | 3 1 1 0 0
Tumorzellen Prozent | 60 % 20 % 20 % 0 % 0 %
80 % 20 %
OPN
Fallzahl | 5 0 0 0 0
Stroma Prozent | 100 % 0 % 0 % 0 % 0 %
100 % 0 %
Fallzahl | 5 0 0 0 0
Tumorzellen FProzent | 100 % 0 % 0 % 0 % 0 %
100 % 0 %
KS
Fallzahl | 5 0 0 0 0
Stroma Prozent | 100 % 0 % 0 % 0 % 0 %
100 % 0 %
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4.3 Vorkommen von Matrixbestandteilen in UTC
4.3.1 Beobachtungsdaten

Die Tumorzellen der UTC enthielten am héufigsten Tenascin (Abbildung 5) und Osteopontin
(Abbildung 7). Osteopontin war hier in 15 von 25 Fillen (60 %) nachweisbar, davon in 11 Fil-
len mit starker Expression, meist in fokaler Verteilung (9 von 11). Tenascin kam in 10 von 25
Fillen (40 %) in den Zellen vor. Auch hier war iiberwiegend fokal eine starke Expression zu
verzeichnen (8 von 10). Etwas weniger hidufig als Tenascin waren Thrombospondin und Vitro-
nektin (Abbildung 6) zu finden, etwa in jedem dritten Préparat intrazelluldr (9 bzw. 8 von 25),
bei Thrombospondin stets, bei Vitronektin meist in fokaler Verteilung. In 7 von 25 Fillen
(28 %) konnten fokal keratansulfathaltige Tumorzellen detektiert werden.

Die Mehrheit der UTC-Priparate enthielten Tenascin im Stroma (22 von 25, 88 %), bei etwa ei-
nem Viertel der Fille diffus verteilt (6 von 25). In 14 von 25 Fillen (56 %) war Thrombospon-
din im Stroma zu finden. Vitronektin kam in 12 von 25 Fillen (48 %) extrazelluldr vor.
Osteopontin war nur in 1 von 25 Fillen (4 %) im Stroma enthalten. Keratansulfat kam dort nicht

vor (Tabelle 11, Abbildung 8).



Abbildung 5: Exemplarische Abbildungen der Tenascin-Expression in UTC

A diffus starke Expression im Stroma, diffus geringe Expression in Tumorzellen,
200fach vergroBert

B diffus starke Expression im Stroma, diffus geringe Expression in Tumorzellen,
200fach vergroBert

Abbildung 6: Exemplarische Abbildungen der Vitronektin-Expression in UTC
A fehlende Expression, 200fach vergrofert
B fokal starke Expression in Tumorzellen, 200fach vergrofert

Abbildung 7: Exemplarische Abbildungen der Osteopontin-Expression in UTC
A fehlende Expression, 200fach vergrofert
B diffus starke Expression in Stroma und Tumorzellen, 200fach vergroBert
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Tabelle 11: Vorkommen von Matrixbestandteilen in UTC
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UTC |Gesamtfallzahl n = 25 Nachweis negativ Nachweis positiv
Intensitit keine gering stark
Verteilung fokal diffus fokal diffus

Fallzahl 9 6 0 8 2
Tumorzellen Prozent 36 % 24 % 0 % 32 % 8 %
60 % 40 %
TN
Fallzahl | O 3 0 16 6
Stroma Prozent | 0 % 12 % 0 % 64 % 24 %
12 % 88 %
Fallzahl | 12 4 0 9 0
Tumorzellen Prozent | 48 % 16 % 0 % 36 % 0 %
64 % 36 %
TSP
Fallzahl | 9 2 1 12 1
Stroma Prozent | 36 % 8 % 4 % 48 % 4 %
44 % 56 %
Fallzahl | 12 5 1 7 0
Tumorzellen Prozent | 48 % 20 % 4 % 28 % 0 %
68 % 32 %
VN
Fallzahl | 12 1 0 12 0
Stroma Prozent | 48 % 4 % 0 % 48 % 0 %
52 % 48 %
Fallzahl | 7 3 4 9 2
Tumorzellen Prozent | 28 % 12 % 16 % 36 % 8 %
40 % 60 %
OPN
Fallzahl | 23 1 0 1 0
Stroma Prozent | 92 % 4 % 0 % 4 % 0 %
96 % 4 %
Fallzahl | 18 0 0 7 0
Tumorzellen Prozent | 72 % 0 % 0 % 28 % 0 %
72 % 28 %
KS
Fallzahl | 24 1 0 0 0
Stroma Prozent | 96 % 4 % 0 % 0 % 0 %
100 % 0 %
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4.3.2 Analyse der Beobachtungsdaten

a) Zusammenhinge zwischen intra- und extrazelluldarem Vorkommen von Matrixbestandteilen

Bei UTC fanden sich keine signifikanten Zusammenhénge zwischen intra- und extrazelluldrem
Vorkommen von Matrixbestandteilen. Tenascin war in 10 Fillen in den Tumorzellen und in 22
im Stroma enthalten, wobei in 10 Fillen das Protein gleichzeitig intrazelluldr und im Stroma
exprimiert wurde (p = 0,250, Exakter Test nach Fisher). Thrombospondin kam in 9 Fillen in
den Tumorzellen und in 14 extrazellulédr vor, gleichzeitig in beiden Lokalisationen in 5 Fillen
(p = 1,000, Exakter Test nach Fisher). Vitronektin war in 9 Prédparaten in den Tumorzellen und
in 12 im Stroma nachzuweisen. Eine paralleles Vorkommen intra- und extrazellulidr lag jedoch
lediglich in 3 Fillen vor (p = 0,673, Exakter Test nach Fisher). Osteopontin wurde bei 15 Fillen
mit Expression in den Tumorzellen nur in einem Fall gleichzeitig im Stroma gefunden, dem
einzigen mit extrazellulirem Nachweis des Proteins (p = 1,000, Exakter Test nach Fisher).

Keratansulfat kam im Stroma nicht vor.

b) Gemeinsames Vorkommen verschiedener Matrixbestandteile in UTC

Auffillig war das gleichzeitige Vorkommen von Tenascin und Osteopontin in den Tumorzellen
(Tabelle 12): In 10 Fillen wurde Tenascin und in 15 Osteopontin intrazelluldr nachgewiesen,
wobei in 9 beide Proteine gleichzeitig in den Zellen enthalten waren. Andererseits fehlte in 15
Préparaten Tenascin und in 10 Osteopontin in den Zellen. Beide Proteine waren in 9 Prédparaten
nicht intrazelluldr zu finden. Dieser Zusammenhang war statistisch signifikant (p =0,018,

Exakter Test nach Fisher).

Tabelle 12: Zusammenhang der intrazelluldren Expression von TN und OPN in UTC

UTC OPN-Nachweis Zellen Exakter Test
- + gesamt nach Fisher
- 9 6 15
TN-Nachweis Zellen
+ 1 9 10 p=0,018
gesamt 10 15 25

- = Nachweis negativ, + = Nachweis positiv

Dariiber hinaus bestanden keine signifikanten Zusammenhinge, auch wenn bestimmte Kombi-
nationen von Matrixbestandteilen jeweils mindestens in etwa einem Drittel der Fille (n = 8) auf-

traten. Gleichzeitig nachgewiesen wurden:
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-OPN in den Tumorzellen (Gesamtzahl positiver Fille: n = 15) und TN im Stroma (n =22) in
14 Fillen (p = 0,543, Exakter Test nach Fisher)

-OPN in den Tumorzellen (n = 15) und TSP im Stroma (n = 14) in 10 Fillen (p = 0,241, Exakter
Test nach Fisher)

-TN in den Tumorzellen (n = 10) und TSP im Stroma (n = 14) in 8 Fillen (p = 0,099, Exakter
Test nach Fisher)

-TSP in den Tumorzellen (n =9) und TN im Stroma (n =22) in 8 Fillen (p = 1,000, Exakter
Test nach Fisher)

-VN in den Tumorzellen (n = 8) und TN im Stroma (n = 22) in 8 Fillen (p = 0,527, Exakter Test
nach Fisher).

Die iibrigen Kombinationen waren in weniger als einem Drittel der Fille zu finden.
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4.4 Vorkommen von Matrixbestandteilen in FTC
4.4.1 Beobachtungsdaten

Osteopontin (Abbildung 12) konnte, auch im Vergleich mit den anderen untersuchten Matrixbe-
standteilen, in den Tumorzellen der FTC am héaufigsten nachgewiesen werden (22 von 27,
81,5 %). Insgesamt 18 Fille zeigten dabei eine diffuse Verteilung der OPN-positiven Zellen,
wobei in 10 Fillen (37 %) eine geringe Expression, in 8 Fillen (29,6 %) eine starke Expression
bestand. Vitronektin (Abbildung 11) war intrazelluldr das zweithdufigste Molekiil und wurde in
11 von 27 Fillen (40,7 %) exprimiert. Jeweils in etwa der Hilfte der Fille zeigte sich hier eine
diffuse bzw. fokale Verteilung der VN-positiven Tumorzellen. Thrombospondin (Abbildung 10)
kam in 10 von 27 Fillen (37 %) intrazelluldr vor, Tenascin (Abbildung 9) in 8 von 27 Fillen
(29,6 %) und Keratansulfat in 5 von 27 Fillen (18,5 %).

Das Stroma der FTC enthielt am hiufigsten Tenascin (18 von 27, 66,7 %), wobei eine starke
Expression in fokaler Verteilung in 15 von 27 Fillen (55,6 %), in diffuser Verteilung in 3 von
27 Fillen (11,1 %) zu finden war. Vitronektin war im Stroma am zweithdufigsten nachweisbar
(14 von 27, 51,9 %), stets in fokaler Verteilung. Keratansulfat kam hier hdufiger vor (8 von 27,
29,6 %) als Thrombospondin (5 von 27, 18,5 %). Osteopontin war im Stroma der FTC mit Aus-

nahme eines Préiparates nicht nachzuweisen (Tabelle 13, Abbildung 13).
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Abbildung 9: Exemplarische Abbildungen der Tenascin-Expression in FTC

A diffus starke Expression im Stroma, diffus geringe Expression in Tumorzellen,
200fach vergroBert

B diffus starke Expression in Tumorzellen, 200fach vergroBert
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Abbildung 10: Exemplarische Abbildungen der Thrombospondin-Expression in FTC
A fehlende Expression, 200fach vergrofert

B fokal geringe Expression in Tumorzellen, 200fach vergrofBert

C fokal starke Expression im Stroma, diffus geringe Expression in Tumorzellen,
200fach vergroBert
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Abbildung 11: Exemplarische Abbildungen der Vitronektin-Expression in FTC
A fokal geringe Expression im Stroma, 200fach vergrofert
B fokal starke Expression in Tumorzellen, 200fach vergrofert

Abbildung 12: Exemplarische Abbildungen der Osteopontin-Expression in FTC
A diffus starke Expression in Tumorzellen, 200fach vergrof3ert
B diffus starke Expression in Tumorzellen, 200fach vergrofiert



Tabelle 13: Vorkommen von Matrixbestandteilen in FTC
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FTC |Gesamtfallzahl n = 27 Nachweis negativ Nachweis positiv
Intensitit keine gering stark
Verteilung fokal diffus fokal diffus

Fallzahl 12 7 6 0 2
Tumorzellen Prozent 44,4 % 25,9 % 22,2 % 0% 7.4 %
70,4 % 29,6 %
TN
Fallzahl | 6 3 0 15 3
Stroma Prozent | 22,2 % 11,1 % 0 % 55,6 % 11,1 %
33,3 % 66,7 %
Fallzahl | 12 5 6 1 3
Tumorzellen Prozent | 44,4 % 18,5 % 22,2 % 3,7 % 11,1 %
63 % 37 %
TSP
Fallzahl | 21 1 0 5 0
Stroma Prozent | 77,8 % 3,7 % 0 % 18,5 % 0 %
81,5 % 18,5 %
Fallzahl | 10 6 4 6 1
Tumorzellen Prozent | 37 % 22,2 % 14,8 % 22,2 % 3,7 %
59,3 % 40,7 %
VN
Fallzahl | 8 5 0 14 0
Stroma Prozent | 29,6 % 18,5 % 0 % 51,9 % 0 %
48,1 % 51,9 %
Fallzahl | 2 3 10 4 8
Tumorzellen Prozent | 7,4 % 11,1 % 37 % 14,8 % 29,6 %
18,5 % 81,5 %
OPN
Fallzahl | 26 0 0 1 0
Stroma Prozent | 96,3 % 0 % 0 % 3,7 % 0 %
96,3 % 3,7 %
Fallzahl | 19 3 1 3 1
Tumorzellen Prozent | 70,4 % 11,1 % 3,7 % 11,1 % 3,7 %
81,5 % 18,5 %
KS
Fallzahl | 17 2 0 8 0
Stroma Prozent | 63 % 7,4 % 0 % 29,6 % 0 %
70,4 % 29,6 %
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Abbildung 13: Vorkommen von Matrixbestandteilen in FTC
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4.4.2 Analyse der Beobachtungsdaten

a) Zusammenhinge zwischen intra- und extrazelluldarem Vorkommen von Matrixbestandteilen

Im Vergleich von intra- und extrazellulirem Vorkommen von Matrixbestandteilen wurde fiir
Keratansulfat ein signifikanter Zusammenhang ermittelt (Tabelle 14): In 5 Fillen kam es in den
Tumorzellen und in 8 im Stroma vor, in 4 sowohl intra- als auch extrazelluldr. Umgekehrt fehlte
Keratansulfat in den Tumorzellen in 22 und im Stroma in 19 Priparaten, wobei es in 18 weder
intra- noch extrazelluldr nachweisbar war (p = 0,017, Exakter Test nach Fisher). Keratansulfat

fehlte also meist in den Tumorzellen und im Stroma.

Tabelle 14: Zusammenhang zwischen intra- und extrazelluldirem Vorkommen von KS in FTC

FTC KS-Nachweis Stroma Exakter Test
- + gesamt nach Fisher
- 18 4 22
KS-Nachweis Zellen
+ 1 4 5 p =0,017
gesamt 19 8 27

- = Nachweis negativ, + = Nachweis positiv

Fiir die librigen Matrixbestandteile ergab sich keine signifikanter Zusammenhang zwischen ih-
rem intra- und extrazelluldren Vorkommen. Tenascin war in 8 Fillen in den Tumorzellen und in
18 im Stroma enthalten, davon in 4 gleichzeitig in beiden Lokalisationen (p = 0,375, Exakter
Test nach Fisher). Thrombospondin war in 10 Féllen intra- und in 5 extrazelluldr nachweisbar,
aber nur in einem gleichzeitig in den Zellen und im Stroma (p = 0,621, Exakter Test nach Fi-
sher). Vitronektin wurde in Tumorzellen in 11 und im Stroma in 14 Préparaten exprimiert, pa-
rallel intra- und extrazellulér in 5 Féllen (p = 0,704, Exakter Test nach Fisher). Osteopontin kam
in 22 Fillen in den Zellen und in einem Fall im Stroma vor, hier aber auch gleichzeitig intrazel-

luldr (p = 1,000, Exakter Test nach Fisher).

b) Gemeinsames Vorkommen verschiedener Matrixbestandteile

Hinsichtlich des Vorkommens verschiedener Matrixbestandteile konnten bei FTC statistisch
signifikante Zusammenhinge ermittelt werden. Es bestand eine Assoziation zwischen dem int-
razelluliren Nachweis von Tenascin und Vitronektin (Tabelle 15): 11 Fille enthielten Vitro-

nektin und 8 Tenascin in den Tumorzellen, wobei in 6 beide Proteine gleichzeitig intrazellulidr
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vorkamen. Tenascin fehlte hingegen in 19 und Vitronektin in 16 Fillen, beide Proteine in 14

Fillen (p = 0,033, Exakter Test nach Fisher).

Tabelle 15: Zusammenhang der intrazelluldren Expression von TN und VN in FTC

FTC VN'NaChWeiS Zellen Exakter Test
- + gesamt nach FiSher
- 14 5 19
TN-Nachweis Zellen
+ 2 6 8 p =0,033
gesamt 16 11 27

- = Nachweis negativ, + = Nachweis positiv

Auch das Vorkommen von Tenascin und Thrombospondin in den Tumorzellen hing bei folliku-
laren Schilddriisenkarzinomen zusammen (Tabelle 16): Bei 8 TN-positiven und 10 TSP-
positiven Priparaten wurden beide Proteine in 7 Fillen parallel in den Tumorzellen exprimiert.
17 Priparate enthielten intrazelluldr kein Thrombospondin und 19 kein Tenascin, wobei in 16

beide Proteine in den Tumorzellen fehlten (p = 0,001, Exakter Test nach Fisher).

Tabelle 16: Zusammenhang der intrazelluldren Expression von TN und TSP in FTC

FTC TSP-Nachweis Zellen Exakter Test
- + gesamt nach Fisher
- 16 3 19
TN-Nachweis Zellen
+ 1 7 8 p =0,001
gesamt 17 10 27

- = Nachweis negativ, + = Nachweis positiv

Weitere statistisch signifikante Zusammenhénge ergaben sich bei FTC nicht. Analog zu den
UTC traten aber bestimmte Kombinationen von Matrixbestandteilen jeweils mindestens in etwa
einem Dirittel der Fille (n = 9) auf. Gleichzeitig nachgewiesen wurden:

-OPN in den Tumorzellen (Gesamtzahl positiver Fille: n =22) und TN im Stroma (n = 18) in
14 Fillen (p = 0,636, Exakter Test nach Fisher)

-TSP in den Tumorzellen (n=10) und OPN in den Tumorzellen (n=22) in 10 Fillen
(p = 0,124, Exakter Test nach Fisher)

-OPN in den Tumorzellen (n = 22) und VN im Stroma (n = 14) in 10 Fillen (p = 0,326, Exakter
Test nach Fisher)

-VN in den Tumorzellen (n = 11) und OPN in den Tumorzellen (n = 22) in 9 Fillen (p = 1,000,
Exakter Test nach Fisher)

Die iibrigen Kombinationen machten jeweils weniger als ein Drittel der Félle aus.



41

4.5 Vorkommen von Matrixbestandteilen in PTC
4.5.1 Beobachtungsdaten

Wie bei den zuvor beschriebenen Karzinomtypen kam Osteopontin (Abbildung 17) am hiufigs-
ten in den Tumorzellen vor (28 von 30, 93,3 %). In 20 von 28 Féllen wurde Osteopontin stark in
den Zellen exprimiert, jeweils in 10 Praparaten fokal bzw. diffus verteilt. Eine Besonderheit der
PTC war im Vergleich zu den anderen Entitdten das hdufigere Vorkommen von Keratansulfat in
den Tumorzellen (14 von 30, 46,7 %), tiberwiegend fokal verteilt mit starker Expression (9 Fil-
le). Vitronektin (Abbildung 16) war hier in 13 von 30 Fillen (43,3%) nachweisbar. Tenascin
(Abbildung 14) und Thrombospondin (Abbildung 15) kamen jeweils bei weniger als einem
Drittel der PTC in den Tumorzellen vor (9 bzw. 6 von 30).

29 von 30 Fillen enthielten Tenascin im Stroma (96,7 %), wobei stets eine starke Expression zu
verzeichnen war. Die TN-postiven Areale waren in 22 Fillen fokal verteilt, in 7 Fillen diffus.
Keratansulfat konnte im Stroma der PTC in 23 von 30 Fillen (76,7 %) nachgewiesen werden,
meist in fokaler Verteilung (17 Fille). Vitronektin kam in weniger als der Hilfte der Fille im
Stroma vor (11 von 30, 36,7 %). Thrombospondin und Osteopontin wurden nur in sehr wenigen
Fillen im Stroma exprimiert, Thrombospondin in 1 von 30 Fillen (3,3 %), Osteopontin in 2 von

30 Fillen (6,7 %; Tabelle 17, Abbildung 18).



Abbildung 14: Exemplarische Abbildungen der Tenascin-Expression in PTC
A diffus starke Expression im Stroma, 200fach vergroBert

B diffus starke Expression in Tumorzellen, 200fach vergroBert

C diffus starke Expression in Stroma und Tumorzellen, 200fach vergroBert
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Abbildung 15: Exemplarische Abbildungen der Thrombospondin-Expression in PTC
A diffus starke Expression in Tumorzellen, 200fach vergrof3ert

B diffus geringe und fokal starke Expression im Stroma, diffus starke Expression in
Tumorzellen, 200fach vergrofert
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Abbildung 16: Exemplarische Abbildungen der Vitronektin-Expression in PTC
A diffus geringe Expression in Tumorzellen, 100fach vergrofert

B diffus starke Expression in Tumorzellen, 200fach vergroBert

C diffus starke Expression in Tumorzellen, 200fach vergréfSert
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Abbildung 17: Exemplarische Abbildungen der Osteopontin-Expression in PTC
A diffus geringe Expression im Stroma, diffus starke Expression in Tumorzellen,
100fach vergroBert

B diffus starke Expression in Tumorzellen, 200fach vergrofiert



Tabelle 17: Vorkommen von Matrixbestandteilen in PTC
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PTC |Gesamtfallzahl n = 30 Nachweis negativ Nachweis positiv
Intensitit keine gering stark
Verteilung fokal diffus fokal diffus

Fallzahl 20 1 5 1 3
Tumorzellen Prozent 66,7 % 3,3 % 16,7 % 3,3 % 10 %
70 % 30 %
TN
Fallzahl | 1 0 0 22 7
Stroma Prozent | 3,3 % 0 % 0 % 73,3 % 23,3 %
3,3 % 96,7 %
Fallzahl | 21 3 5 1 0
Tumorzellen Prozent | 70 % 10 % 16,7 % 3,3 % 0 %
80 % 20 %
TSP
Fallzahl | 26 3 0 1 0
Stroma Prozent | 86,7 % 10 % 0 % 3,3 % 0 %
96,7 % 3,3 %
Fallzahl | 15 2 2 9 2
Tumorzellen Prozent | 50 % 6,7 % 6,7 % 30 % 6,7 %
56,7 % 43,3 %
VN
Fallzahl | 14 5 0 10 1
Stroma Prozent | 46,7 % 16,7 % 0 % 33,3 % 3,3 %
63,3 % 36,7 %
Fallzahl | O 2 8 10 10
Tumorzellen Prozent | 0 % 6,7 % 26,7 % 33,3 % 33,3 %
6,7 % 93,3 %
OPN
Fallzahl | 26 2 0 2 0
Stroma Prozent | 86,7 % 6,7 % 0 % 6,7 % 0 %
93,3 % 6,7 %
Fallzahl | 8 8 3 9 2
Tumorzellen Prozent | 26,7 % 26,7 % 10 % 30 % 6,7 %
53,3 % 46,7 %
KS
Fallzahl | 7 0 1 17 5
Stroma Prozent | 23,3 % 0 % 3,3 % 56,7 % 16,7 %
23,3 % 76,7 %
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Abbildung 18: Vorkommen von Matrixbestandteilen in PTC
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4.5.2 Analyse der Beobachtungsdaten

a) Zusammenhinge zwischen intra- und extrazelluldarem Vorkommen von Matrixbestandteilen

Bei PTC bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem intra- und extrazellulidren
Nachweis eines Matrixbestandteils. Tenascin kam in 9 Priparaten in den Tumorzellen und in 29
im Stroma vor, davon in 9 gleichzeitig in beiden Lokalisationen (p = 1,000, Exakter Test nach
Fisher). Thrombospondin war in 6 Fillen intrazelluldr enthalten, aber nur in einem (dem
einzigen mit extrazellulirem Nachweis) gleichzeitig in den Zellen und im Stroma (p = 0,200,
Exakter Test nach Fisher). Vitronektin lie sich in 13 Préparaten intra- und in 11 extrazelluldr
nachweisen, wovon 7 das Protein gleichzeitig in beiden Lokalisationen enthielten (p = 0,132,
Exakter Test nach Fisher). Osteopontin war in 22 Fillen in den Tumorzellen und in 2 im Stroma
zu finden, wobei es in diesen beiden parallel intra- und extrazelluldr exprimiert wurde
(p = 1,000, Exakter Test nach Fisher). Keratansulfat kam in 14 Fillen intra- und in 23 extrazel-
luldr vor, davon in 12 gleichzeitig in den Tumorzellen und im Stroma (p = 0,399, Exakter Test

nach Fisher).

b) Gemeinsames Vorkommen verschiedener Matrixbestandteile in PTC

Wie schon bei den FTC bestand ein Zusammenhang zwischen der Expression von Tenascin und
Thrombospondin in den Tumorzellen (Tabelle 18): 9 Priparate enthielten TN-positive und 6
TSP-positive Zellen, wobei in 5 beide Proteine gleichzeitig intrazelluldr vorkamen. In 21 Fillen
wurde intrazelluldr kein Tenascin und in 24 kein Thrombospondin nachgewiesen. In 20 Fillen

waren beide Proteine nicht in den Tumorzellen enthalten (p = 0,005, Exakter Test nach Fisher).

Tabelle 18: Zusammenhang der intrazelluldren Expression von TN und TSP in PTC

PTC TSP-Nachweis Zellen Exakter Test
- + gesamt nach Fisher
- 20 1 21
TN-Nachweis Zellen
+ 4 5 9 p = 0,005
gesamt 24 6 30

- = Nachweis negativ, + = Nachweis positiv
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Auch das Vorkommen von Osteopontin in den Tumorzellen und von Tenascin im Stroma war
miteinander assoziiert (Tabelle 19), wenngleich statistische Signifikanz verfehlt wurde. Die
Proteine waren allerdings in fast allen Fillen intra- bzw. extrazelluldr zu finden (in 29 TN im
Stroma, in 28 OPN in den Zellen) und kamen in 28 Fillen gleichzeitig in den genannten Lokali-

sationen vor (p = 0,067, Exakter Test nach Fisher).

Tabelle 19: Zusammenhang der Expression von OPN in den Zellen und TN im Stroma in PTC

PTC TN-Nachweis Stroma Exakter Test
- + gesamt nach Fisher
- 1 1 2
OPN-Nachweis Zellen
+ 0 28 28 p = 0,067
gesamt 1 29 30

- = Nachweis negativ, + = Nachweis positiv

Einen signifikanten Zusammenhang wies das Vorkommen von Thrombospondin in den Tumor-
zellen und Osteopontin im Stroma auf (Tabelle 20). In 6 Fillen enthielten die Zellen
Thrombospondin und in 2 das Stroma Osteopontin. In 2 Fillen waren gleichzeitig beide
Proteine intra- bzw. extrazelluldr nachweisbar. In 29 Fillen fehlte Thrombospondin in den
Zellen und in 28 Osteopontin im Stroma, beide intra- bzw. extrazelluldr in 24 Fillen (p = 0,034,
Exakter Test nach Fisher). Die Proteine wurden somit in den genannten Lokalisationen meist

nicht exprimiert.

Tabelle 20: Zusammenhang der Expression von TSP in den Zellen und OPN im Stroma in PTC

PTC OPN-Nachweis Stroma Exakter Test
- + gesamt nach Fisher
- 24 0 24
TSP-Nachweis Zellen
+ 4 2 6 p = 0,034
gesamt 28 2 30

- = Nachweis negativ, + = Nachweis positiv

Ahnliches gilt fiir den Nachweis von Tenascin in den Tumorzellen und Osteopontin im Stroma
(Tabelle 21), allerdings ohne dass eine statistisch signifikante Korrelation bestand. Tenascin
wurde in 9 Fillen intrazelluldr und Osteopontin in 2 extrazelluldr nachgewiesen, wobei in 2
Fillen gleichzeitig Tenascin in den Zellen und Osteopontin im Stroma enthalten waren. Die
Proteine fehlten intra- bzw. extrazelluldr in 21 bzw. 28 Priparaten, davon in 21 beide in den

genannten Lokalisationen (p = 0,083, Exakter Test nach Fischer).
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Tabelle 21: Zusammenhang der Expression von TN in den Zellen und OPN im Stroma in PTC

PTC OPN-Nachweis Stroma Exakter Test
- + gesamt nach Fisher
- 21 0 21
TN-Nachweis Zellen
+ 7 2 9 p = 0,083
gesamt 28 2 30

- = Nachweis negativ, + = Nachweis positiv

Wie bei den anderen Tumorentidten traten weitere Kombinationen von Matrixbestandteilen in
jeweils mindestens einem Drittel der Fille (n = 10) auf, aber ohne dass signifikante Zusammen-
hiinge bestanden. Gleichzeitig nachgewiesen wurden:

-OPN in den Tumorzellen (Gesamtzahl positiver Fille: n = 28) und KS im Stroma (n = 23) in 21
Fillen (p = 1,000, Exakter Test nach Fischer).

-OPN in den Tumorzellen (n = 28) und KS in den Tumorzellen (n = 14) in 14 Fillen (p = 0,485,
Exakter Test nach Fischer)

-KS in den Tumorzellen (n = 14) und TN im Stroma (n = 29) in 14 Fillen (p = 1,000, Exakter
Test nach Fischer).

-VN in den Tumorzellen (n = 13) und TN im Stroma (n =29) in 13 Fillen (p = 1,000, Exakter
Test nach Fischer)

-VN in den Tumorzellen (n = 13) und OPN in den Tumorzellen (n =28) in 12 Fillen (p = 1,000,
Exakter Test nach Fischer)

-VN in den Tumorzellen (n = 13) und KS im Stroma (n = 23) in 10 Féllen (p = 1,000, Exakter
Test nach Fischer)

-OPN in den Tumorzellen (n = 28) und VN im Stroma (n = 11) in 10 Fillen (p = 1,000, Exakter
Test nach Fischer)

Hier ist zu beachten, dass in nahezu allen Prédparaten Osteopontin in den Tumorzellen und
Tenascin im Stroma vorkamen (28 bzw. 29 von 30 Fillen). Aus diesem Grund lidsst sich im
Vergleich mit den beiden anderen Karzinomtypen in PTC héufiger ein paralleles Vorkommen

von Matrixbestandteilen beobachten.
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4.6 Vergleich des Vorkommens von Matrixbestandteilen in UTC, FTC und PTC

a) Tenascin

Die Haufigkeiten der Tenascin-Expression unterschieden sich nur wenig zwischen den unter-
suchten Karzinomtypen. In UTC war Tenascin in 10 von 25 Fillen (40 %) in den Tumorzellen
enthalten, in FTC in 8 von 27 Fillen (29,6 %) und in PTC in 9 von 30 Fillen (30 %). Statistisch
signifikante Unterschiede konnten hier nicht nachgewiesen werden (p = 0,665, Chi-Quadrat-
Test).

Im Stroma wurde Tenascin in UTC in 22 von 25 Fillen (88 %) exprimiert, in FTC in 18 von 27
Fiéllen (66,7 %) und in PTC in 29 von 30 Fillen (96,7 %). Damit lag die H&ufigkeit des
Tenascin-Vorkommens im Stroma bei allen drei Entitidten deutlich tiber 50 %. In der statisti-
schen Auswertung ergaben sich aber signifikante Unterschiede (p = 0,010, Freeman-Halton-
Test). In den paarweisen Vergleichen der Karzinomgruppen zeigte sich, dass PTC signifikant
hiufiger Tenascin im Stroma enthalten als FTC (p = 0,004, Exakter Test nach Fisher), wéihrend
im Vergleich zu UTC kein signifikanter Unterschied bestand (p = 0,320, Exakter Test nach Fi-
sher). Auch UTC und FTC unterschieden sich hinsichtlich der Tenascin-Expression im Stroma

nicht signifikant (p = 0,135, Chi-Quadrat-Test).

b) Thrombospondin

Thrombospondin kam in UTC in 9 von 25 Fillen (36 %) in den Tumorzellen vor, in FTC in 10
von 27 Fillen (37 %) und in PTC in 6 von 30 Fillen (20 %). Die Héufigkeiten unterschieden
sich nicht signifikant (p = 0,292, Chi-Quadrat-Test).

Im Gegensatz dazu konnten extrazelluldr signifikante Unterschiede ermittelt werden (p < 0,001,
Chi-Quadrat-Test). Bei einer Expression von Thrombospondin im Stroma der UTC in 14 von 25
Fillen (56 %), in FTC in 5 von 27 Fillen (18,5 %) und in PTC in 1 von 30 Fillen (3,3 %) ent-
hielten UTC in den paarweisen Vergleichen signifikant hiufiger Thrombospondin im Stroma als
PTC (p < 0,001, Chi-Quadrat-Test) und FTC (p = 0,012, Chi-Quadrat-Test). Zwischen FTC und
PTC bestand hingegen kein signifikanter Unterschied (p = 0,091, Exakter Test nach Fisher).

¢) Vitronektin

In den Tumorzellen wurde Vitronektin bei UTC in 8 von 25 Féllen (32 %), bei FTC in 11 von
27 Fillen (40,7 %) und bei PTC in 13 von 30 Fillen (43,3 %) nachgewiesen. Die ermittelten
Héufigkeiten unterschieden sich nicht signifikant (p = 0,675, Chi-Quadrat-Test).
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Extrazelluldr kam Vitronektin bei UTC in 12 von 25 Fillen (48 %), bei FTC in 14 von 27 Fillen
(51,9 %) und bei PTC in 11 von 30 Fillen (36,7 %) vor. Auch hier waren keine signifikanten
Unterschiede zwischen den verschiedenen Tumorentititen festzustellen (p=0,486, Chi-

Quadrat-Test).

d) Osteopontin

In den Tumorzellen war Osteopontin bei UTC in 15 von 25 Fillen (60 %), bei FTC in 22 von 27
Fillen (81,5 %) und bei PTC in 28 von 30 Féllen (93,3 %) enthalten. Statistisch wurden in den
Zellen signifikante Unterschiede bei der Osteopontin-Expression nachgewiesen (p = 0,009, Chi-
Quadrat-Test). Im Einzelnen enthielten PTC signifikant hdufiger Osteopontin in den Tumorzel-
len als UTC (p = 0,008, Chi-Quadrat-Test), aber nicht als FTC (p = 0,238, Exakter Test nach
Fisher). Auch zwischen UTC und FTC lag hier kein signifikanter Unterschied vor (p =0,161,
Chi-Quadrat-Test).

Im Stroma wurde Osteopontin bei allen untersuchten Karzinomtypen nur in geringem Umfang
exprimiert, bei UTC in 1 von 25 Fillen (4 %), bei FTC in 1 von 27 Fillen (3,7 %) und bei PTC
in 2 von 30 Fillen (6,7 %). Signifikante Unterschiede bestanden dabei nicht (p = 1,000, Free-

man-Halton-Test).

e) Keratansulfat

In den Tumorzellen kam Keratansulfat bei UTC in 7 von 25 Fillen (28 %), bei FTC in 5 von 27
Fillen (18,5 %) und bei PTC in 14 von 30 Fillen (46,7 %) vor. Statistisch ergab sich hier kein
signifikanter Unterschied zwischen den Tumorentititen (p = 0,066, Chi-Quadrat-Test).

Im Stroma wurde Keratansulfat bei UTC nicht nachgewiesen, bei FTC in 8 von 27 Fillen
(29,6 %) und bei PTC in 23 von 30 Fillen (76,7 %). Diese Unterschiede waren signifikant
(p < 0,001, Chi-Quadrat-Test). In den paarweisen Vergleichen zeigte sich, dass PTC signifikant
hiufiger Keratansulfat im Stroma enthalten als FT'C (p = 0,001, Chi-Quadrat-Test) und UTC
(p < 0,001, Chi-Quadrat-Test) sowie FT'C signifikant hidufiger als UTC (p = 0,004, Exakter Test

nach Fisher).

Einen Uberblick iiber die ermittelten p-Werte im Chi-Quadrat-Unabhingigkeitstest bzw. im
Freeman-Halton-Test gibt Tabelle 22.



Tabelle 22: Vergleich des Vorkommens von Matrixbestandteilen in Schilddriisenkarzinomen
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Protein Lokalisation UTC FTC PTC Chi- Freeman-
(n=25) (n=27) (n=30) Quadrat- Halton-
Test Test
Anzahl
- + - + - +
TN Zellen 15 10 19 8 21 9 p = 0,665
Stroma 3 22 9 18 1 29 p=0,010
TSP Zellen 16 9 17 10 24 6 p=0,292
Stroma 11 14 22 5 29 1 p < 0,001
VN Zellen 17 8 16 11 17 13 p=0,675
Stroma 13 12 13 14 19 11 p=0,486
OPN Zellen 10 15 5 22 2 28 p =0,009
Stroma 24 1 26 1 28 2 p=1,000
KS Zellen 18 7 22 5 16 14 p =0,066
Stroma 25 0 19 8 7 23 p < 0,001

- = Nachweis negativ, + = Nachweis positiv
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4.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Osteopontin kam in den Tumorzellen aller Karzinomtypen am héaufigsten vor, wobei PTC die
meisten positiven Fille aufwiesen. Extrazellulidr konnte Osteopontin hingegen nur in geringem
Umfang oder gar nicht nachgewiesen werden. Tenascin war bei allen Tumorentititen hdufig im
Stroma zu finden, am héufigsten bei PTC. Die Vitronektin-Expression unterschied sich weder in
den Tumorzellen noch im Stroma wesentlich zwischen den Tumortypen.
Typisch fiir UTC war das gegeniiber den anderen Tumorentititen hdufigere Vorkommen von
Thrombospondin im Stroma. Dies war statistisch signifikant. Dariiber hinaus enthielten sie im
Gegensatz zu den anderen Karzinomtypen extrazellulidr kein Keratansulfat. Bei FTC kam im
Vergleich mit den anderen Entitidten Thrombospondin am hiufigsten in den Tumorzellen und
Vitronektin am héufigsten extrazelluldr vor, wenngleich dies statistisch nicht signifikant war.
Keratansulfat kam am héaufigsten in PTC vor, insbesondere im Stroma, wobei hier signifikante
Unterschiede zwischen den Tumortypen bestanden. Zudem enthielten PTC signifikant hdufiger
Osteopontin in den Tumorzellen als UTC und signifikant hdufiger Tenascin im Stroma als FTC.
Bei FTC bestand eine Korrelation zwischen dem intra- und extrazelluldren Vorkommen
von Keratansulfat. Bei FTC und PTC wurden Thrombospondin und Tenascin hiufig gemein-
sam in den Tumorzellen exprimiert. Zusétzlich korrespondierten bei FTC das intrazelluldre
Vorkommen von Tenascin und Vitronektin. Bei UTC bestand ein Zusammenhang zwischen der
Expression von Tenascin und Osteopontin in den Tumorzellen.
Bei allen Karzinomtypen fiel auf, dass Tenascin im Stroma hiufiger vorkam als in den Tumor-
zellen. Dies traf auf Thrombospondin nur bei den UTC zu, wohingegen es in den anderen Kar-
zinomgruppen hiufiger intrazellulir zu finden war. Vitronektin wurde bei UTC und FTC
hiufiger im Stroma exprimiert als intrazellulédr, bei PTC héufiger in den Tumorzellen. Osteo-
pontin war bei allen Entititen deutlich stdrker intrazellulidr vertreten als extrazelluldr. Keratan-
sulfat kam nur bei PTC und FTC héufiger im Stroma vor als in den Tumorzellen und bei UTC

nur in den Tumorzellen.
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5 Diskussion

5.1 Das Patientenkollektiv

Das Risiko, an einem Schilddriisenkarzinom zu erkranken, wird nicht nur durch Umweltfakto-
ren wie die Strahlenexposition, sondern auch durch Alter und Geschlecht beeinflusst. Im unter-
suchten Patientenkollektiv befanden sich deutlich mehr weibliche als minnliche Patienten
(61 % versus 39 %). Dies bestitigt die Ergebnisse grofer epidemiologischer Studien, wenn-
gleich eine geringe Abweichung zu den in der Literatur beschriebenen Daten bestand, wonach
ca. 70 % der Patienten mit Schilddriisenkarzinom Frauen sind (Scheiden et al., 2006; Batzler et
al., 2008; Sprague et al., 2008; Enewold et al., 2009). Es ist zudem bekannt, dass bei Frauen
hiufiger differenzierte Schilddriisenkarzinome auftreten und bei Minnern héaufiger aggressivere
Varianten, d.h. undifferenzierte und medullire Karzinome. Frauen erkranken am haufigsten
zwischen dem 40. und 49. Lebensjahr, Ménner zwischen dem 60. und 69. Lebensjahr (Rahbari
et al., 2010). Im untersuchten Kollektiv waren beide Geschlechter hingegen im Durchschnitt
dhnlich alt (58,8 Jahre versus 59,2 Jahre). In der Gruppe der PTC waren Frauen allerdings im
Mittel etwa 10 Jahre jlinger als Ménner (44,7 Jahre versus 55,2 Jahre), in der Gruppe der UTC
im Mittel etwa 10 Jahre ilter (71,5 Jahre versus 61,7 Jahre). Das Geschlechterverhiltnis lag bei
allen Karzinomtypen bei etwa 3 : 2 (Frauen : Minner).

Verschiedene Studien zeigen, dass papilldre Schilddriisenkarzinome héufiger bei jiingeren und
undifferenzierte hiufiger bei &lteren Patienten auftreten (Hundahl et al., 1998; Hundahl et al.,
2000; Enewold et al., 2009). Dies spiegelt sich auch in den Ergebnissen dieser Arbeit wider, in
der Patienten mit UTC durchschnittlich am iltesten waren und Patienten mit PTC am jiingsten.
Statistisch war bei den papilldren Karzinomen der Median des Patientenalters signifikant niedri-
ger als bei den undifferenzierten und follikulédren.

UTC entsprechen nach der 6. Auflage der TNM-Klassifikation stets dem Stadium pT4. Bei den
differenzierten Karzinomen kamen die Stadien pT1 bis pT3 insgesamt etwa gleich hiufig vor,
PTC lagen aber hédufiger im Stadium pT1, FTC hiufiger im Stadium pT3 vor. Auch andere
Studien gelangen zu dhnlichen Ergebnissen, wobei unter den PTC kleinere Tumorgréen im
Stadium pT1 iiberwiegen, unter den FTC auch Tumoren mittlerer Gré3e im Stadium pT2 oder
pT3 héufiger vorkommen. UTC bilden meist groBere Tumore aus (Hundahl et al., 2000;
Aschebrook-Kilfoy et al., 2011).

5.2 Karzinomspezifische Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix

Die histologischen Typen des Schilddriisenkarzinoms unterscheiden sich deutlich in der Zu-
sammensetzung ihres Stromas und in ihrem biologischen Verhalten. PTC sind Tumore mit des-

moplastischer Stromareaktion (Produktion kollagenreichen Bindegewebes) und der Tendenz zur
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Ausbildung von Lymphknotenmetastasen. FTC hingegen sind normalerweise nicht desmoplas-
tisch und metastasieren bevorzugt himatogen in weiter entfernte Organe. UTC haben eine sehr
variable Morphologie, die zwischen epitheloiden Wachstumsformen ohne wesentliche Stroma-
bildung und stromareichen, sarkomatoiden Tumoren liegt, und die immer eine schnell fort-
schreitende, meist todliche Erkrankung darstellen (Galliano und Frishberg, 2012). Der Differen-
tialdiagnostik der Schilddriisenkarzinome kommt daher eine wichtige Rolle zu. In
verschiedenen Studien wurden bereits karzinomtypische Charakteristika ermittelt. In PTC
kommen gemil einer Studie beispielsweise Cytokeratin-19, Galectin-3 und HBME-1 héaufiger
vor als in follikularen Adenomen und Karzinomen (Saggiorato et al., 2005) oder papilldaren Hy-
perplasien (Casey et al., 2003). Zudem wird CD44 in PTC héufig exprimiert, wihrend CD56
und E-Cadherin nur in geringem Umfang nachweisbar sind (Pazaitou-Panayiotou et al., 2010).
Dennoch kann es weiterhin schwierig oder sehr aufwendig sein, die Karzinome, die ihren Ur-
sprung in den Thyreozyten haben, zu unterscheiden (Albores-Saavedra et al., 2004; Hommell-
Fontaine et al., 2010). Weitere Untersuchungen sind daher notwendig, damit eine leichtere bzw.
effizientere Differentialdiagnostik moglich wird.

Es konnten in dieser Arbeit sowohl Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede zwischen den ver-
schiedenen Schilddriisenkarzinomtypen ermittelt werden. Bei allen drei untersuchten Entitéiten
kam Osteopontin hiufig in den Tumorzellen und Tenascin hiufig im Stroma vor, wobei PTC
jeweils den groBten Anteil positiver Félle aufwiesen. In PTC konnte Keratansulfat in den Tu-
morzellen und im Stroma hédufiger nachgewiesen werden als bei den anderen untersuchten Kar-
zinomtypen. FTC enthielten nach Tenascin am zweithiufigsten Vitronektin im Stroma. In UTC
kam Thrombospondin héufig im Stroma vor, wihrend Keratansulfat dort fehlte.

Tenascin wurde in einer Studie in PTC und medulldren Schilddriisenkarzinomen, jedoch weder
in FTC und UTC noch in normalem Schilddriisengewebe und Knotenstrumen gefunden
(Tseleni-Balafouta et al., 2006). Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit. Die
unterschiedlichen Beobachtungen konnen in erster Linie durch die Verwendung eines anderen
Antikorpers (TN2, Dako M636; Verdiinnung 1:50) in der genannten Studie erkldrbar sein. Auch
die Vorbehandlung der Priparate unterschied sich. Aulerderm wurden deutlich weniger Fille
(n=48) untersucht. Fine andere Studie mit insgesamt 76 Fillen konnte Tenascin hingegen
ebenfalls bei papilldren, follikuldren und undifferenzierten Karzinomen nachweisen, aber nicht
in benignen Verdnderungen der Schilddriise. Das Protein wurde hier - wie in dieser Promotions-
arbeit - vorrangig im Stroma gefunden (Guo et al., 2014).

Thrombospondin war in Strumen nicht nachweisbar. Im Stroma der UTC wurde das Protein
hingegen stark bzw. hdufig exprimiert, wihrend es im Stroma der FTC und PTC sowie in den
Tumorzellen aller Entititen deutlich seltener vorkam. Diese Beobachtungen unterscheiden sich
von den Ergebnissen einer Studie, in der ein hoher Gehalt an Thrombospondin im Stroma der

PTC beschrieben wird und in geringem Umfang auch im Bereich der GefiBle bei Strumen. In
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den Tumorzellen wurde hier kein Thrombospondin gefunden (Patey et al., 1999). Auch in dieser
Studie wurde ein anderer Antikdrper (monoklonaler anti-Thrombospondin-1-Antikorper, Sig-
ma) verwendet, der zudem stéarker verdiinnt war (1:1000), so dass dies in erster Linie der Grund
fiir die unterschiedlichen Ergebnisse sein kann. Die Fallzahl (n=40) ist ebenfalls deutlich gerin-
ger. Beim Urothelkarzinom konnte hingegen die vorwiegende Expression von Thrombospondin
in gut differenzierten Karzinomen gezeigt werden, wobei das Molekiil sowohl im Stroma als
auch in den Tumorzellen vorkam (Ioachim et al., 2006). Beim invasiven Vulvakarzinom ist ei-
ner Studie zufolge eine gesteigerte TSP-1-Expression mit einem fortgeschritten Tumorstadium
assoziiert (Tringler et al., 2005), ebenso beim Leberzell- (Poon et al., 2004) und Gallen-
blasenkarzinom (Ohtani et al., 1999). Im Gegensatz dazu geht beim klarzelligen Nieren-
zellkarzinom ein fortgeschrittenes Tumorstadium mit einer geringen Expression des Proteins
einher (Zubac et al., 2009).

Bei einem Teil der untersuchten Schilddriisenkarzinome kam Thrombospondin, wie oben be-
schrieben, in den Tumorzellen vor, wenngleich sich kein wesentlicher Unterschied zwischen
den differenzierten und den undifferenzierten Karzinomen ergab. Im Stroma war es am hiufigs-
ten in UTC nachweisbar, d.h. in der aggressivsten Form des Schilddriisenkarzinoms, obwohl
Thrombospondin im Allgemeinen die Neovaskularisation und das Wachstum von Tumoren
hemmen soll. Eine mégliche Erkldrung dafiir konnte sein, dass seine Wirkung von den vorhan-
denen Bindungspartnern abhédngt. Dies konnen andere Molekiile in der ECM oder Zelloberfli-
chenrezeptoren sein, die sich je nach Stadium, Invasivitit und Metastasierungsgrad eines
Tumors unterscheiden. Man kann die Wirkung von Thrombospondin-1 in Karzinomen in zwei
Phasen einteilen. In der ersten Phase (Ruhephase) produzieren die Stromazellen gro3e Mengen
des Proteins, das die Neovaskularisation hemmt und das Tumorwachstum kontrolliert. In der
zweiten Phase hingegen wirkt Thrombospondin-1 als Adhésionsprotein und Modulator extrazel-
luldrer Proteasen, um die Invasion des Tumors zu fordern (Kazerounian et al., 2008). Fiir PTC
und FTC gibt es Studien, die belegen, dass Thrombospondin-1 die Zellinvasion steigert (Sid et
al., 2004; Nucera et al., 2010). Fiir UTC liegen solche Studien nicht vor. Dennoch kann man
vermuten, dass moglicherweise gerade die hohere Invasivitdt der UTC die Ursache fiir die ge-
steigerte Expression des Matrixmolekiils im Vergleich zu den weniger invasiven differenzierten
Karzinomen ist. Auch unterschiedliche Integrinrezeptoren in differenzierten und undifferenzier-
ten Schilddriisenkarzinomen konnten einen Einfluss auf die Wirkung von Thrombospondin ha-
ben. Nach einer anderen Studie exprimieren FTC, PTC und UTC zum Teil unterschiedliche
Integrinrezeptoren, wobei die a6-Rezeptor-Untereinheit nur bei UTC gefunden wurde (Hoff-
mann et al., 2005). Fiir diese Untereinheit ist bekannt, dass sie beim Brustkrebs durch die Bin-
dung von Thrombospondin-1 die Zelladhédsion und Tumorzellinvasion steigert (John et al.,

2010). Dies konnte auch auf UTC zutreffen.
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Vitronektin kam sowohl im Stroma der Strumen als auch der malignen Neoplasien vor. Zu dhn-
lichen Ergebnissen gelangt eine immunhistochemische Untersuchung mit 27 Féllen. Vitronektin
wurde hier einerseits in der Mehrzahl der Gewebeproben von follikuldren Adenomen sowie fol-
likuldren und papilldren Karzinomen der Schilddriise gefunden, andererseits auch in den an
Tumorgewebe angrenzenden Bereichen mit normalem und chronisch entziindlich verindertem
Gewebe. Dariiber hinaus wurde es in geringem Umfang in den Zellen des entziindlich verdnder-
ten Gewebes sowie der FTC und PTC nachgewiesen. Insgesamt enthielten follikulidre Karzino-
me und chronisch entziindetes Gewebe aber signifikant mehr Vitronektin als papilldre
Karzinome (Yamakawa et al., 1994). Wir haben hingegen keine signifikanten Unterschiede hin-
sichtlich der Vitronektin-Expression in verschiedenen Schilddriisenkarzinomen gefunden, aller-
dings auch die Verteilung der VN-positiven Gewebsareale in die Beurteilung einbezogen.
AuBerdem kam in der Studie von Yamakawa et al. ein anderer Antikorper (Maus IgG1 Anti-
Vitronectin, Boehringer Mannheim GmbH, 8E6 [LJ8]) zum Einsatz. Vitronektin wurde hier vor
allem im Bereich der subepithelialen und vaskuldren Basalmembran und im Stroma um Tumor-
zellen detektiert, in einem #hnlichen Verteilungsmuster wie die Komplementfaktoren C3d und
C5b-9 (Yamakawa et al., 1994). Es ist bekannt, dass Krebszellen Komplementfaktoren produ-
zieren, um durch autocrine Stimulation ihre Proliferation, Migration und Invasivitit zu fordern.
Andererseits entwickeln sie Mechanismen, um einer komplementvermittelten Zytolyse zu ent-
gehen (Merle et al., 2015). Da Vitronektin einer der Regulationsfaktoren ist, die Zellen vor einer
durch Komplementfaktoren ausgeldsten Lyse schiitzen konnen (Podack et al., 1984; Milis et al.,
1993), konnte dies auch die erhohte Vitronektin-Expression in Schilddriisenkarzinomen erkli-
ren. Eine andere Studie belegt ebenfalls einen Zusammenhang zwischen Komplementaktivie-
rung und Vitronektinexpression in der Schilddriise und weist in chronisch entziindetem Gewebe
das Protein perifollikulir und im Interstitium bei allen untersuchten Fillen mit Morbus Basedow
(n=9) und in einem von zwei Fillen mit Hashimoto-Thyreoiditis nach (Tandon et al., 1994).
Osteopontin war fast ausschlieBlich in den Tumorzellen zu finden und kam am haufigs-
ten in PTC vor, am seltensten in UTC und fehlte in den Zellen der Knotenstrumen. Diese Er-
gebnisse bestitigen auch andere Studien (Guarino et al., 2005; Briese et al., 2010; Kang, 2013;
Ferreira et al., 2016). Die starke Osteopontinexpression in PTC ist wahrscheinlich auf die fiir
diese Tumorentitit typische Aktivierung des RET/PTC-Onkogens zuriickzufiihren (Grieco et
al., 1990), das als einer der stdrksten Induktoren der Osteopontin-Expression gilt (Castellone et
al., 2004). Obwohl in unserer Studie bei allen Tumorentidten Osteopontin hiufig in den Zellen
vorkam (60 % bis 93,3 % der Fille), ergab hier die statistische Analyse, dass PTC das Protein
signifikant hdufiger in den Tumorzellen enthalten als UTC (p = 0,008, Chi-Quadrat-Test). Da
der p-Wert aber lediglich der Wahrscheinlichkeit entspricht, mit der das ermittelte Ergebnis auf-
tritt, wenn die Nullhypothese richtig ist, besteht bei einem Signifikanzniveau von 5 % auch eine

Wabhrscheinlichkeit von 5 %, dass die Nullhypothese abgelehnt wird, obwohl sie richtig ist (Do-
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rey, 2010). Daher ldsst sich von dem statistisch signifikanten Ergebnis allein nicht ableiten, dass
der Osteopontin-Gehalt im Stroma als Merkmal zur Differenzierung der Schilddriisenkarzinome
geeignet ist.

Keratansulfat kommt mehreren Studien zufolge in benignem Schilddriisengewebe nicht vor, ist
aber in PTC héufig nachzuweisen (Ito et al., 1996; Magro et al., 2003; Saggiorato et al., 2005).
Dies stimmt mit den Ergebnissen dieser Arbeit iiberein, wobei PTC in den Zellen und im
Stroma deutlich hdufiger Keratansulfat enthielten als die anderen Tumorentititen. Einerseits ist
Keratansulfat in PTC an Thyreoglobulin und Transferrrin gebunden (Magro et al., 2003). Ande-
rerseits besitzt es eine hohe Affinitit zu CD44, das bei diesem Karzinomtyp stark exprimiert
wird und durch Keratansulfat-Ketten modifiziert sein kann (Takahashi et al., 1996; Pazaitou-
Panayiotou et al., 2010). Die Akkumulation des Molekiils in PTC konnte daher nach Bindung
an CD44 auch das Ergebnis einer verstiarkten Aufnahme in die Matrix sein.

Die bisher beschriebenen Studienergebnisse belegen die unterschiedliche Zusammensetzung der
extrazelluldren Matrix in verschiedenen Typen des Schilddriisenkarzinoms. Es ist somit anzu-
nehmen, dass auch unterschiedliche Faktoren die Synthese der Matrixbestandteile regulieren.
Im Allgemeinen steigern Tumorzellen die Produktion von Wachstumsfaktoren wie VEGEF,
PDGF TGF und FGF (Mueller und Fusenig, 2004), die tumorassoziierte Fibroblasten aktivieren.
Diese produzieren wiederum selbst Matrixmolekiile (Bhowmick und Moses, 2005), Wachs-
tumsfaktoren und Zytokine, die die Angiogenese, das Tumorwachstum und die Tumorinvasion
steigern (Allen und Louise Jones, 2011).

Matrixmolekiile werden zwar hauptsédchlich durch Fibroblasten im Stroma produziert (Marsh et
al., 2013), Osteopontin war in unserer Studie aber fast ausschlieBlich in Tumorzellen zu finden.
Es ist daher unwahrscheinlich, dass Zellen im Stroma das Protein synthetisiert haben. Tenascin
kam hingegen deutlich hdufiger im Stroma vor als in Tumorzellen. Dies spricht eher fiir eine
Expression durch Fibroblasten. Im Allgemeinen konnten jedoch auch die Tumorzellen die
Quelle von Matrixmolekiilen sein, die sie dann nach auflen abgeben. Andererseits konnten von
Zellen im Stroma synthetisierte Matrixbestandteile von den Tumorzellen aufgenommen werden.
Abgesehen von Osteopontin und Tenascin lassen die Daten dieser Arbeit daher keine genauere
Aussage zum Produktionsort der Matrixmolekiile zu. Denkbar wire zudem, dass Thre Synthese
durch unterschiedliche Mediatoren induziert wird und somit unabhiingig voneinander in den
Tumorzellen und im Stroma stattfindet. Moglicherweise liegen intra- und extrazelluldr auch
unterschiedliche Proteinvarianten vor, die durch alternatives Splicing oder durch posttrans-
lationale Modifikationen entstanden sind. Weiterfilhrende Untersuchungen mit geeigneten
Methoden, beispielsweise mittels PCR, konnten hier Aufschluss geben.

In FTC bestand eine signifikante Korrelation zwischen dem Vorkommen von Keratansulfat im
Stroma und in den Tumorzellen. Dies deutet womdglich darauf hin, dass Keratansulfat hier

unter dem Einfluss der gleichen Regulationsfaktoren parallel in den Tumorzellen und den
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Fibroblasten im Stroma produziert wurde. Weitere Korrelationen zeigten sich zwischen ver-
schiedenen Matrixmolekiilen. So weisen unsere Ergebnisse auf eine parallele Regulation der
Tenascin- und Thrombospondin-Expression in den Tumorzellen der PTC und FTC hin. Hier
konnte TGF- eine wichtige Rolle spielen, da es sowohl die Thrombospondin- als auch die
Tenascin-Synthese stimulieren kann (Pearson et al., 1988; Okamoto et al., 2002). Zwei Studien
haben allerdings gezeigt, dass TGF-B nicht nur in differenzierten, sondern auch in undiffe-
renzierten Schilddriisenkarzinomen vorkommt (Jasani et al., 1990; Imamura et al., 1998). Es ist
also anzunehmen, dass weitere Regulationsfaktoren eine Rolle spielen. In Frage kommt bei-
spielsweise Interleukin-6, das in Fibroblasten die Tenascin- und Thrombospondin-Expression
anregt (Kim et al., 2001; Chiquet-Ehrismann, 2004). Dariiber hinaus enthalten nach einer Studie
differenzierte Schilddriisenkarzinome mehr Interleukin-6 als UTC (Basolo et al., 1998). Es
wurde auferdem nachgewiesen, dass das Zytokin die Produktion von TGF-§ anregen kann und
umgekehrt (Zhou et al., 1991; Seong et al., 2009). Beide Signalmolekiile konnten somit
wichtige Regulatoren der Matrixsynthese in PTC und FTC sein.

In FTC bestand des Weiteren ein Zusammenhang zwischen der intrazelluldren Expression von
Tenascin und Vitronektin. Wihrend TGF-f auch die Vitronektin-Synthese steigern kann (Koli
et al., 1991), hat IL-6 jedoch keinen signifikanten Effekt auf den Promotor des humanen
Vitronektingens (Seiffert et al., 1996). Es sind daher wahrscheinlich auch hier noch andere
Mediatoren involviert, die ebenfalls die Vitronektin-Produktion anregen wie EGF oder PDGF
(Koli et al., 1991). Da EGF in einer Studie in vitro auch die Expression von Tenascin-C indu-
ziert (Sakai et al., 1995), konnte dieser Faktor von spezieller Bedeutung in FTC sein. Eine
immunhistochemische Untersuchung belegt zwar eine diffuse Expression von EGF und des
EGF-Rezeptors (EGFR) in Schilddriisenkarzinomen, aber unabhingig vom histologischen
Subtyp (van der Laan et al., 1995). In einer anderen Studie unterschieden sich die Karzinom-
typen jedoch hichsichtlich des Vorkommens von EGF in den Zellkernen. Wahrend die Kerne
follikuldrer Adenome und Karzinome den Wachstumsfaktor und zum Teil auch dessen Rezeptor
enthielten, kamen EGF und EGFR bei papilldren Karzinomen fast nicht in den Zellkernen vor.
Die Rolle, die EGF bei der Wachstumsregulation spielt, unterscheidet sich also moglicherweise
zwischen follikuldren und papilldren Karzinomen (Marti et al., 2001). Dies konnte sich auch auf
die Vitronektin-Expression auswirken.

PTC exprimierten in nahezu allen Féllen gleichzeitig Tenascin im Stroma und Osteopontin in
den Tumorzellen, UTC in rund zwei Fiinftel der Fille Tenascin und Osteopontin gleichzeitig in
den Zellen. Da die Produktion von Osteopontin ebenfalls durch TGF-§ angeregt wird (Noda et
al. 1988; Georges et al, 2010), konnte das Signalmolekiil auch hier relevant sein. In papilldren
Karzinomen konnte zudem IL-6 die Expression des Proteins anregen. In einer Untersuchung

steigerte das Zytokin die Osteopontin-Synthese in Zelllinien des Leberzellkarzinoms. AuB3erdem
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korrelierten in der selben Studie im Blut von 353 Patienten mit hepatozelluldrem Karzinom die
Spiegel von IL-6 und Osteopontin signifikant (Wang et al., 2016). Dariiber hinaus stimuliert
Interleukin-1 die Tenascin- und Osteopontin-Synthese (Chevalier et al., 1996; Serlin et al.,
20006). Insbesondere bei UTC, die entsprechend der oben erwéhnten Studie von Basolo et al.
weniger IL-6 enthalten als die differenzierten Karzinome, konnte dies von Belang sein. Zwei
Studien haben in UTC eine gesteigerte IL-1-Expression nachgewiesen (Yoshida et al., 1994;
Asakawa and Kobayashi, 1999).

53 Evaluation der Methodik

Ziel dieser Arbeit war es Unterschiede zwischen den Tumorentititen zu ermitteln und mogliche
Kriterien zur Verbesserung der histologischen Differentialdiagnostik der Schilddriisenkarzino-
me herauszuarbeiten. Es konnte gezeigt werden, dass entsprechende Unterschiede bestehen,
wobei aber mogliche Fehlerquellen beachtet werden miissen.

Bereits bei der Herstellung der Préparate konnten Fehler auftreten. Von jedem der ausgewéhlten
Karzinome lag ein in Paraffin eingebetteter Gewebsblock vor, von dem jeweils fiinf Schnitte
mit Hilfe eines Mikrotoms angefertigt wurden. Diese Schnitte konnen sich minimal unterschei-
den. Dariiber hinaus sind bei immunhistochemischen Férbungen falsch positive Ergebnisse
nicht auszuschlieBen, deren Ursache in den verwendeten Antikorpern liegen konnte.

Bei der lichtmikroskopischen Beurteilung der Préparate wurde das Verhiltnis der gefirbten Zel-
len bzw. Stromaareale zu den nicht gefirbten Zellen bzw. Arealen semiquantitativ durch zwei
Untersucher (Prof. Dr. Hauptmann, Andrea Halm) bewertet, so dass hier aufgrund einer gewis-
sen Subjektivitit der Einschidtzung eine mogliche Fehlerquelle in Betracht gezogen werden
muss. In einigen Fillen kamen die Untersucher zu unterschiedlichen Urteilen, so dass gemein-
sam ein Ergebnis festgelegt werden musste.

Auch der geringe Stichprobenumfang mindert die Aussagekraft der Untersuchung, da eine Re-
prasentativitit der Félle nicht unbedingt gegeben ist. Der Chi-Quadrat-Unabhingigkeitstest
konnte im Fall der Tenascin- und Osteopontin-Expression im Stroma nicht angewendet werden,
da in beiden Fillen in der dem Test zugrunde liegenden Kreuztabelle in drei Zellen (50 % der
Zellen) die erwartete Hiufigkeit < 5 lag. Damit ist eine der Voraussetzungen des Tests nicht er-
fiillt, die hochstens in 20 % der Zellen eine erwartete Héufigkeit < 5 erlaubt. Aus diesem Grund
wurde hier der Freeman-Halton-Test eingesetzt, der eine Erweiterung des Exakten Tests nach
Fisher fiir k x 2 Kreuztabellen darstellt und zur Analyse bei geringen Fallzahlen an Stelle des
Chi-Quadrat-Unabhingigkeitstests geeignet ist (Bortz et al., 2008).

Beim statistischen Vergleich des Vorkommens von Matrixbestandteilen in den drei Karzinom-
gruppen konnten der Chi-Quadrat-Unabhiéngigkeitstest bzw. der Freeman-Halton-Test bei ei-

nem signifikanten Ergebnis zwar das Vorhandensein von Unterschieden nachweisen, ohne
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jedoch genauer zu spezifizieren, wo diese lagen. Dasselbe galt fiir den H-Test nach Kruskal und
Wallis, der bei Normalverteilung, aber fehlender Varianzhomogenitit als nicht-parametrischer
Test beim Vergleich der Mediane des Patientenalters zum Einsatz kam. Um zu ermitteln, wo
genau die Unterschiede lagen, erfolgten paarweise Vergleiche der Karzinomgruppen. Dazu
wurden zur Untersuchung der Matrixzusammensetzung entweder der Chi-Quadrat-
Unabhingigkeits-Test mit Kontinuititskorrektur oder der Exakte Test nach Fisher verwendet.
Die Kontinuitidtskorrektur war bei einer Fallzahl von n < 60 in den Einzeltests einzusetzen.
Beim Medianvergleich des Patientenalters erfolgten die paarweisen Vergleiche mit dem U-Test
nach Mann und Whitney. Das Signifikanzniveau in diesen Tests musste jeweils mittels Bonfer-
roni-Korrektur angepasst werden, da bei mehrmaligem Testen die Wahrscheinlichkeit eines a-
Fehlers (Nullhypothese ist korrekt, Alternativhypothese wird félschlicherweise angenommen)
deutlich ansteigt. Um dem entgegenzuwirken wird nach der Bonferroni-Korrektur ein Ergebnis
erst dann als signifikant gewertet, wenn der p-Wert kleiner als o/ Anzahl der durchgefiihrten
Tests ist. Nachteilig ist allerdings, dass durch dieses Verfahren die Wahrscheinlichkeit eines [3-
Fehlers erhoht wird, d.h. die Alternativhypothese wire korrekt und die Nullhypothese wiirde
filschlicherweise beibehalten (Weil und Randy, 2013).
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54 Zusammenfassung

Immunhistochemische Analysen konnen zur Differentialdiagnostik von Karzinomen beitragen.
Die Untersuchung der Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix spielt dabei eine wichtige
Rolle.

Die Zielsetzung dieser Arbeit bestand darin festzustellen, ob bei drei verschiedenen Typen des
Schilddriisenkarzinoms Unterschiede im Vorkommen von Tenascin, Thrombospondin, Osteo-
pontin, Vitronektin und Keratansulfat in den Tumorzellen und im Stroma bestehen.

UTC enthielten im Vergleich zu den anderen Karzinomtypen signifikant hdufiger Thrombo-
spondin im Stroma. Keratansulfat kam hingegen dort nicht vor. Vitronektin wurde am héufigs-
ten im Stroma der FTC exprimiert, wenngleich keine signifikanten Unterschiede bestanden.
PTC enthielten signifikant hdufiger Keratansulfat im Stroma als FTC und UTC. Zudem expri-
mierten PTC signifikant hdufiger Osteopontin in den Tumorzellen als UTC und héaufiger
Tenascin im Stroma als FTC. Osteopontin und Tenascin kamen allerdings bei allen untersuchten
Karzinomtypen hiufig in den Tumorzellen bzw. im Stroma vor.

Bestimmte Proteinkombinationen waren charakteristisch fiir einzelne Tumorentititen. Bei FTC
und PTC kamen Thrombospondin und Tenascin hdufig gemeinsam in den Tumorzellen vor. Zu-
satzlich korrespondierten bei FT'C die intrazelluldre Expression von Tenascin und Vitronektin
sowie das intra- und extrazelluldre Vorkommen von Keratansulfat miteinander. Bei PTC hingen
die Expression von Thrombospondin in den Tumorzellen und von Osteopontin im Stroma zu-
sammen. Bei UTC korrelierten die Expression von Tenascin und Osteopontin in den Tumorzel-
len.

Die Ergebnisse bestitigen, dass verschiedene Entititen der Schilddriisenkarzinome sich hin-
sichtlich des Vorkommens von Matrixbestandteilen in Tumorzellen und Stroma unterscheiden.
Wenn allein morphologisch keine sichere Aussage moglich ist, konnen die gewonnenen Er-
kenntnisse daher weitere diagnostische Kriterien liefern und so die Unterscheidung von Schild-

driisenkarzinomen durch immunhistochemische Untersuchungen erleichtern.
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Thesen

Die histologische Differenzierung der Schilddriisenkarzinome wird durch einander zum Teil
iiberlappende histologische und zytologische Kriterien erschwert. Die Differentialdiagnostik

kann durch immunhistochemische Untersuchungen verbessert werden.

Die Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix unterscheidet sich in Abhéngigkeit vom

Tumortyp. Ihre Analyse kann Riickschliisse auf den Tumortyp ermoglichen.

Follikuldre, papillire und undifferenzierte Schilddriisenkarzinome unterscheiden sich hin-
sichtlich des Vorkommens von fiinf Matrixbestandteilen, die typischerweise in Karzinomen

enthalten sind.

Das Stroma der undifferenzierten Schilddriisenkarzinome ist durch die Expression von

Thrombospondin und das Fehlen von Keratansulfat gekennzeichnet.

In papilldren Schilddriisenkarzinomen kommt Keratansulfat hdufiger im Stroma vor als in
den anderen untersuchten histologischen Typen. Zudem enthalten sie Osteopontin héufiger
in den Tumorzellen als undifferenzierte und Tenascin hédufiger im Stroma als follikuldre

Karzinome.

Die Expression von Tenascin in Tumorzellen, von Osteopontin im Stroma sowie von Vitro-
nektin eignet sich nicht als Unterscheidungskriterium zwischen den histologischen Typen

des Schilddriisenkarzinoms.

Differenzierte Schilddriisenkarzinome enthalten Tenascin und Thrombospondin hiufig

gleichzeitig in den Tumorzellen.

Undifferenzierte Schilddriisenkarzinome enthalten Osteopontin und Tenascin hiufig

gleichzeitig in den Tumorzellen.



8 Tabellenanhang

Tabelle 3: Patientenkollektiv UTC
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Fall-Nr. Geschlecht Alter Karzinomtyp TNM-Stadium
1 m 63 UTC pT4, NO, MO
2 W 62 UTC pT4, Nx, Mx
3 w 72 UTC pT4, N1, Mx
4 w 69 UTC pT4, Nx, Mx
5 W 81 UTC pT4, Nx, Mx
6 m 52 UTC pT4, N1, M1
7 w 68 UTC pT4, Nx, Mx
8 w 70 UTC pT4, NO, Mx
9 m 66 UTC pT4, NO, Mx
10 W 85 UTC pT4, Nx, Mx
11 m 55 UTC pT4, Nx, Mx
12 w 79 UTC pT4, N1, Mx
13 w 49 UTC pT4, NO, Mx
14 m 64 UTC pT4, Nx, Mx
15 w 68 UTC pT4, NO, Mx
16 W 69 UTC pT4, Nx, Mx
17 m 65 UTC pT4, N1, Mx
18 m 67 UTC pT4, Nx, Mx
19 m 68 UTC pT4, Nx, Mx
20 w 72 UTC pT4, Nx, Mx
21 w 70 UTC pT4, N1, Mx
22 m 68 UTC pT4, Nx, Mx
23 m 49 UTC pT4, N1, Mx
24 w 89 UTC pT4, NO, Mx
25 W 70 UTC pT4, Nx, Mx




Tabelle 4: Patientenkollektiv FTC
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Fall-Nr. Geschlecht Alter Karzinomtyp TNM-Stadium
26 m 72 FTC pT3, Nx, Mx
27 w 77 FTC pT2, Nx, Mx
28 m 58 FTC pT3, Nx, Mx
29 m 49 FTC pT2, NO, Mx
30 m 60 FTC pT3 ,NO, Mx
31 m 46 FTC pT4, N1, Mx
32 w 61 FTC pT4, Nx, Mx
33 w 60 FTC pT3, Nx, Mx
34 w 48 FTC pT1, Nx, Mx
35 w 74 FTC pT2, Nx, Mx
36 w 79 FTC pT3, Nx, Mx
37 w 59 FTC pT1, Nx, Mx
38 m 74 FTC pT3, Nx, Mx
39 w 46 FTC pT2, Nx, Mx
40 m 68 FTC pT2, Nx, Mx
41 W 74 FTC pT4, Nx, Mx
42 m 50 FTC pT4, N1, Mx
43 w 85 FTC pT3, N1, Mx
44 w 41 FTC pT4, N1, Mx
45 w 40 FTC pT1, NO, Mx
46 w 62 FTC pT3, Nx, Mx
47 m 57 FTC pT3, NO, Mx
48 w 66 FTC pT2, Nx, Mx
49 w 82 FTC pT4, Nx, M1
50 w 63 FTC pT1, NO,MO
51 m 66 FTC pT1, N1, Mx
52 m 71 FTC pT3, NO, Mx




Tabelle 5: Patientenkollektiv PTC

79

Fall-Nr. Geschlecht Alter Karzinomtyp TNM-Stadium
53 w 40 PTC pT1, N1, Mx
54 w 69 PTC pT1, Nx, Mx
55 w 11 PTC pT4, N1, Mx
56 m 60 PTC pT1, Nx, Mx
57 w 52 PTC unbekannt
58 m 56 PTC pT1, Nx, Mx
59 w 81 PTC pT3, N1, Mx
60 m 12 PTC pT2, N1, Mx
61 w 25 PTC pT4, N1, Mx
62 m 58 PTC pT1, N1, Mx
63 m 35 PTC pT2, N1, Mx
64 w 48 PTC pT2, NO, Mx
65 w 7 PTC pT4, N1, Mx
66 w 21 PTC pT3, N1, Mx
67 w 86 PTC pT3, N1, Mx
68 m 64 PTC pT2, N1, Mx
69 w 53 PTC pT3, N1, Mx
70 w 35 PTC pT1, NO, Mx
71 m 67 PTC pT1, Nx, Mx
72 w 57 PTC pT2, Nx., Mx
73 W 42 PTC pT1, Nx, Mx
74 m 51 PTC pT3, N1, Mx
75 w 44 PTC pT1, N1, Mx
76 m 63 PTC unbekannt
77 w 12 PTC pT1, N1, Mx
78 w 63 PTC pT3, Nx, Mx
79 w 61 PTC pT1, Nx, Mx
80 w 43 PTC pT1, NO, Mx
81 m 52 PTC pT3, N1, Mx
82 89 PTC pT3, N1, Mx
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