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Immunohistochemical Localization of Matrix Metalloproteinases (MMP)
and Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMP) in Tuberculous Pleuritis

Zusammenfassung

Matrixmetalloproteinasen (MMP) und ihre spezifischen Inhibi-
toren (tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMP) wurden
mittels ELISA und Gelatinezymographie in unterschiedlichen
Konzentrationen in Pleurafliissigkeit bei tuberkuléser (TB) Pleu-
ritis nachgewiesen. Zur weiteren Differenzierung wurden MMP
und TIMP durch immunhistochemische Firbungen in Pleura-
bioptaten mit Antikdrpern gegen MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2 mittels der Labelled-Avidin-Biotin
(LAB)-Methode lokalisiert. Immunhistochemische Reaktivitat
fir MMP-1 wurde in epitheloidzelligen Histiozyten, Lang-
hans’schen Riesenzellen, Lymphozyten, Makrophagen, sowie in
Fibroblasten granulomatdser Reaktionen nachgewiesen. MMP-2
fand sich in wenigen epitheloidzelligen Histiozyten, Fibroblasten
und Entziindungszellen. MMP-3 farbte wenige Lymphozyten nur
schwach. MMP-9 fand sich in wenigen Fibroblasten, Epitheloid-
und Entziindungszellen, besonders jedoch in Pleuramesothelzel-
len. Nur wenige Fibroblasten zeigten eine Immunreaktivitat fiir

Abstract

Matrix metalloproteinases (MMP) and tissue inhibitors of metal-
loproteinases (TIMP) have been found by ELISA and gelatine zy-
mography in different concentrations in pleural fluid in tubercu-
lous (TB) pleuritis. For further differentiation MMP and TIMP
were localized in pleural biopsies by immunhistochemical stain-
ing with antibodies directed against MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-9, TIMP-1, and TIMP-2 using the Labelled-Avidin-Biotin
(LAB). Immunohistological reactivity of MMP-1 was found in
epitheloidcellular histiocytes, Langhans’ giant cells, lympho-
cytes, macrophages, as well as in fibroblasts of granulomatous
reactions. MMP-2 was found in a few epitheloid cellular histio-
cytes, fibroblasts, and inflammatory cells. MMP-3 was weakly
positive in a few lymphocytes only. MMP-9 was found in a few
fibroblasts, epitheloid cells, and inflammatory cells, foremost,
however, in pleural mesothial cells. A few fibroblasts only show-
ed immunoreactivity of TIMP-1 and TIMP-2. The observed in-
homogenous staining pattern could be explained by the different
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TIMP-1 und TIMP-2. Die beobachtete Inhomogenitit der Anfar-
bung konnte durch den unterschiedlichen Aktivierungszustand
einzelner Zellverbdnde erkldrbar sein. Schlussfolgernd ist der
immunhistochemische Nachweis von MMP und TIMP in pleura-
len Zellen und Gewebestrukturen Hinweis fiir deren lokale Betei-
ligung an fibrosierenden Reaktionen bei TB-Pleuritis.

Einleitung

Pleuramesothelzellen bilden mit der extrazellularen Matrix (EM)
eine funktionelle Einheit. Die Integritdt der EM wird durch ein
dynamisches Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau kon-
trolliert. Matrixmetalloproteinasen (MMP), eine Familie zinkab-
hdngiger Endoproteasen und ihre endogenen Inhibitoren, die
Ltissue inhibitors of metalloproteinases* (TIMP), spielen dabei
eine entscheidende Rolle. MMP sind nicht nur am Wachstum
und der Differenzierung von Gewebe und am physiologischen
Gewebeumbau beteiligt, sondern auch an pathologischen Pro-
zessen mit Bindegewebsdestruktion wie Osteoarthritis, rheuma-
toider Arthritis oder Infektion [1-3]. Die pathogenetische Be-
deutung unterschiedlicher Freisetzung und Aktivitdt einzelner
MMP und TIMP bei fibrosierenden Lungenerkrankungen, Asthma
bronchiale, chronisch obstruktiver Bronchitis und dem Lungen-
emphysem wird zunehmend erkannt [4 - 9]. Es gibt Hinweise da-
rauf, dass MMP und TIMP in Pleuraergiissen verschiedener Gene-
se eine entscheidende Rolle in der Homdostase des Pleurarau-
mes zukommt und einige von ihnen bei bestimmten Erkrankun-
gen induziert werden [1,10,11]. Bei der tuberkulésen (TB) Pleuri-
tis sind eine lymphogene oder himatogene Streuung oder eine
direkte Pleurainvasion von Tuberkelbakterien an der Ergussent-
stehung beteiligt, dariiber hinaus eine Hypersensitivitatsreakti-
on [12]. Die TB Pleuritis ist ferner durch die Akkumulation von
Subpopulationen inflammatorischer Zellen und proinflammato-
rischer Zytokine am Ort des Krankheitsgeschehens charakteri-
siert [10,13-15]. Zum Heilungsprozess tuberkuloser Ldsionen
gehort die Fibrosierung, die den verkdsenden Fokus in der Lunge
abgrenzt, im Pleuraraum jedoch Ursache einer behinderten
Atemmechanik werden kann [16-18]. Ein gestortes Gleichge-
wicht prokoagulatorischer und fibrinolytischer Faktoren tragt
zur pleuralen Fibrosierung bei [13,18,19]. Kiirzlich berichteten
wir tiber immunreaktiv und gelatinolytisch nachgewiesene Kon-
zentrationen von MMP und TIMP bei tuberkuldser Pleuritis [20].
Ziel der vorliegenden Arbeit ist der immunhistochemische Nach-
weis von MMP und TIMP in Pleuragewebe von TB Pleuritis zur
weiteren Differenzierung ihrer Beteiligung am Krankheitsge-
schehen.

Patienten und Methoden

Pleurabiopsien

Die Studie war durch die Ethikkommissionen genehmigt. Nach
Bestdtigung der Diagnose und vor Beginn der antituberkuldsen
Therapie wurden 21 Patienten mit TB-Pleuritis (5 Frauen, 16
Madnner, Alter 51 £5 Jahre) konsekutiv in die Studie aufgenom-
men. Bei diagnostischer oder therapeutischer Indikation wurde
eine Pleurapunktion und bei unklarer Diagnose zusdtzlich eine
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state of activation of individual cellular units. In conclusion, the
immunohistochemical demonstration of MMP and TIMP in pleu-
ral cells and tissue structures indicates their local involvement in
fibrosing reactions in TB-pleuritis.

Pleurablindbiopsie in Lokalandsthesie mit 10 ml 2% Lidocain un-
ter Verwendung der Nadel nach Cope durchgefiihrt. Die Biopsien
wurden in R6hrchen mit 10% gepuffertem Formalin gelagert. Die
Diagnose der TB basierte auf dem Nachweis eines Lymphozyten
reichen Exsudats, einer granulomatésen Pleuritis in der Pleura-
biopsie in zehn Fillen, dem mikrobiologischen Nachweis in Pleu-
rafliissigkeit oder Sputum in sechs Fdllen und dem Ansprechen
auf die antituberkul6se Therapie in acht Fallen.

Immunbhistologie

Zur Lokalisation von MMP und TIMP in Pleuragewebe wurden
immunhistochemische Fdirbungen mit Antikérpern gegen
MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2 durchge-
fiihrt. Es wurde die Labelled-Avidin-Biotin (LAB)-Methode, wie
zuvor an Paraffinschnitten beschrieben, angewendet [21,22].
Verwendet wurden kommerziell erhdltliche Antikérper (Klon/
Verdiinnung): MMP-1 (41-IE5/1:40), MMP-2 (42-5D11/1:40),
MMP-3 (55-2A4/1:100), MMP-9 (56-2A4/1:20), TIMP-1
(7-6C1/1:20) von der Fa. Oncogene-Science®, Uniondale, USA,
und TIMP-2 (C20/1:80) von der Fa. Santa Cruz Biotechnology®,
Heidelberg. Die Pleurabiopsien wurden nach standardisierter
Methode in Paraffin eingebettet. Nach Anfertigung von Schnitten
wurden diese entwachst und rehydriert. Die Aktivitdt der endo-
genen Peroxidase wurde mit 3 % Wasserstoffperoxid in Methanol
fiir 30 min bei Raumtemperatur blockiert. Die vorbereiteten
Schnitte wurden mit Serum von der Ziege fiir 20 min bedeckt
und mit dem primdren Antikérper inkubiert. Die Schnitte wur-
den in phosphatgepuffertem Kochsalz gewaschen, mit biotiny-
liertem Anti-Maus Immunglobulin G von der Ziege (BioGenex,
San Ramon, USA) fiir 30 min inkubiert und mit Peroxidase-kon-
jugiertem Streptavidin (Dakopatts, DAKO Diagnostica, Hamburg)
bedeckt. Die Peroxidase-Reaktion wurde mit 0,05 % 3,3-Diamino-
benzidin-Tetrahydrochloridldsung fiir acht Minuten als Substrat
durchgefiihrt. Die Schnitte wurden mit Himatoxylin gegenge-
farbt, in mehreren Schritten in Alkohol dehydriert und fixiert.
Positive Kontrollschnitte wurden bei jeder Untersuchung einge-
fiigt, negative Kontrollen wurden durchgefiihrt, indem der pri-
madre Antikérper durch Aszitesfliissigkeit von der Ziege ersetzt
wurde (Sigma, Deisenhofen).

Ergebnisse

Pleurabiopsien waren von 17 Patienten verfiigbar. Bei 10 waren
reprdsentative Areale mit Granulombildung, teils mit zentraler
Verkdsung nachweisbar (Abb.1a, b). Das Verteilungsmuster und
die Intensitdt der Anfirbung sind in Tab.1 dargestellt. Es fand
sich eine unterschiedliche Anzahl von epitheloidzelligen Histio-
zyten, Langhans’schen Riesenzellen und Lymphozyten. Immun-
reaktivitat fiir MMP-1 wurde tiberwiegend in epitheloidzelligen
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Histiozyten, Langhans’schen Riesenzellen und in inflammatori-
schen Zellen, wie Lymphozyten und Makrophagen nachgewie-
sen. Die Fibroblasten der granulomatdsen Reaktionen waren
ebenfalls positiv (Abb.1a). Positivitdt fiir MMP-2 wurde bei we-
nigen epitheloidzelligen Histiozyten, Entziindungszellen und
Fibroblasten nachgewiesen (Abb.1b). MMP-1 und -2 farbten das
Zytoplasma in einem feinkdrnigen Muster, als Hinweis auf eine
mogliche Lokalisation dieser Proteine im endoplasmatischen Re-
tikulum und Golgi-Apparat. MMP-3 farbte nur wenige Lympho-
zyten positiv (ohne Abb.). Eine spezifische Farbung fiir MMP-9
konnte nur in wenigen Epitheloidzellen, Entziindungszellen und
Fibroblasten nachgewiesen werden, eine starke Anfirbung je-
doch in Pleuramesothelzellen (Abb. 1¢, d). Nur wenige Fibroblas-
ten zeigten eine Immunreaktivitat fiir TIMP-1 und TIMP-2 (ohne
Abb.). Verkdsende Areale zeigten keinerlei spezifische Firbung
fiir MMP oder TIMP.

Abb.1a-b: Biopsieprdparate der parieta-
len Pleura bei tuberkuldser Pleuritis. Im-
munhistochemische Farbungen nach der
Labelled-Avidin-Biotin-(LAB)-Methode. a)
Nicht-verkdsende Granulombildung mit Im-
munreaktivitat fiir MMP-1von epitheloidfor-
migen Histiozyten (kleine Pfeile) und Fibro-
blasten (groRe Pfeile). Das Zytoplasma im-
munreaktiver Zellen zeigt eine feinkdrnige
Anfarbung (urspriingliche VergroRerung

x 40). b) Granulombildung mit zentraler
Verkdsung und Immunreaktivitdt fir MMP-2
von Fibroblasten (groRe Pfeile) und einiger
weniger epitheloidférmiger Histiozyten
(kleine Pfeile) mit feinkérniger Anfarbung
des Zytoplasma. Das Nekroseareal zeigt kei-
ne Immunreaktivitat (urspriingliche Vergro-
Rerung x 40). c—d: Pleura parietalis mit Ver-
dickung und Infiltration durch Entziin-
dungszellen und Immunreaktivitat der Me-
sothelzellschicht fiir MMP-9 (groRe Pfeile).
Die iberwiegend monozytdren Entziin-
dungszellen infiltrieren die Mesothelzell-
schicht und das 6dematdse submesotheliale
Bindegewebe und zeigen eine geringere Im-
munreaktivitdt als Mesothelzellen (ur-
spriingliche VergroBerung % 40 und x 100).

Diskussion

Diese Studie zeigt, dass sich MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9,
TIMP-1 und TIMP-2 in unterschiedlicher Intensitdt in pleuralen
Zellen und im Gewebe immunhistochemisch bei TB-Pleuritis lo-
kalisieren lassen. Die beobachtete Inhomogenitdt der Anfirbung
einzelner MMP und TIMP in dieser Studie steht im Einklang mit
immunhistochemischen Untersuchungen verschiedenster Ge-
webe, desgleichen die Anfirbung nur eines Teils gleichartiger
Zellen [3,23]. Dieser Umstand konnte durch den unterschiedli-
chen Aktivierungszustand einzelner Zellverbande erklarbar sein.

MMP-1 zeigte dhnlich wie MMP-2 eine Anfarbung verschiedens-
ter Zellen als Hinweis auf die Beteiligung und Interaktion mehre-
rer Zellarten. So produzieren Subpopulationen von Lymphozyten
MMP-9 und TIMP-1, deren Einfluss wiederum von verschiedenen
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Tab.1 Immunzytologisches Verteilungsmuster von MMP und
TIMP

Histio-  Lang- Lympho- Makro-  Fibro- Meso-

zyten hans’Z.  zyten phagen  blasten  thelien
MMP-1 + + + 2 . B
MMP2 (1) - I C I G B
MMP3 - = *) = = =
MMPS (1) - ©m e +
TIMP-1 - = = = +) =
mP-2 - - - - +) -

Zytokinen verstdrkt oder abgeschwdacht wird [24]. M. tuberculo-
sis und der hauptallergene Zellbestandteil Lipoarabinomannan
stimulieren bei der Lungentuberkulose die Freisetzung von
MMP-9 und verstdrken die Genexpression von MMP-1 und
MMP-9 in Makrophagen [25]. Die vermehrte Produktion und
Sekretion durch lokale Zellen kénnte eine Erkldrung fiir die ho-
hen mittels ELISA bestimmten Konzentrationen von MMP-1 im
pleuralen Kompartiment bei TB-Pleuritis sein [20].

MMP-9 zeigte eine intensive Anfirbung des Pleuraepithels in
dieser Studie. Humane pleurale und peritoneale Mesothelzellen
exprimieren mRNA fiir MMP-1, MMP-2, MMP-9 und TIMP. Deren
Expression ist aufSer fiir MMP-2 durch Phorbolmyristatacetat in-
duzierbar [26]. Bemerkenswert ist die Beobachtung der Autoren,
dass epitheloid geformte Zellen in der Zellkultur sich durch ver-
mehrte MMP-9 und verminderte TIMP-Expression als vermehrt
Matrix abbauend darstellen im Gegensatz zu fibroblastoid ge-
formten Zellen [26]. Diese Beobachtung ldsst vermuten, dass
Mesothelzellen fihig sind, die MMP-9-Produktion infolge einer
Traumatisierung der Serosa zu steigern, wohingegen MMP-2
konstitutiv exprimiert zu sein scheint [26]. Diese Beobachtung
sollte jedoch nicht ohne weiteres auf Tuberkulose iibertragen
werden, obgleich eine Assoziation von epitheloiden Zellen mit
Tuberkulose nahe liegt.

Schlussfolgernd ist der immunhistochemische Nachweis von
MMP und TIMP in pleuralen Zellen und Gewebestrukturen ein
weiterer Hinweis fiir deren lokale Beteiligung an fibrosierenden
Reaktionen im Rahmen der komplexen Pathomechanismen zur
Eindimmung der tuberkulésen Infektion bei TB-Pleuritis. Zum
Beweis der ortsstiandigen Produktion miissten Untersuchungen
auf RNA-Ebene angeschlossen werden.
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