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Arbeitshypothese und Fragestellung

Arbeitshypothese und Fragestellung

ALCAM/CD166 (Activated Ileukocyte cell adhesion molecule/ Cluster of
differentiation 166) ist ein Transmembranprotein, welches relativ homogen in der
Membran vom Prostataepithel exprimiert wird. Es wird vermutet, dass ALCAM an
der physiologischen Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Interaktionen in zahlreichen

Organen beteiligt ist.

Zurzeit wird die Rolle von ALCAM im Tumorgeschehen untersucht. Es gibt bereits
Studien zu der Expression von ALCAM bei malignen Melanomen, Mamma-
karzinomen, kolorektalen Karzinomen, Blasenkarzinomen und beim Plattenepithel-

karzinom.

Uber die Expression im Prostatakarzinom ist bekannt, dass eine Anderung der
Expression stattfindet, wobei die prognostische Relevanz kontrovers diskutiert

wird.

Diese Arbeit soll untersuchen, ob eine abweichende Expression von ALCAM im
Prostatakarzinom eine Bedeutung flr die Diagnostik hat und somit als unab-

hangiger prognostischer Marker eingesetzt werden kann.

Alle bisherigen Erkenntnisse basieren nur auf relativ kleinen Patientenkollektiven.
Dem Institut flr Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf stehen
jedoch uber 3000 Prostatektomiepraparate zur Verfugung, von denen die meisten
klinische Verlaufsdaten aufweisen. Dieses Prostatakarzinomgewebe wird immun-
histologisch auf die Expression von ALCAM hin untersucht, damit klinische und

prognostische Aussagen getroffen werden kdnnen.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie des Prostatakarzinoms

Das Prostatakarzinom liegt mit 20% an erster Stelle der jahrlich registrierten
Krebsneuerkrankungen des Mannes. Dies entspricht einer Anzahl von 49000
neuen Prostatakarzinomen pro Jahr. Die Inzidenzzahlen haben sich somit inner-
halb von etwa 8 Jahren fast verdoppelt. Ursachlich fur dieses Phanomen sind eine
immer besser werdende Diagnostik, zunehmendes Patientenalter und eine brei-

tere zur Verfligung stehende Datenbasis.

Als positiv zu verzeichnen ist eine nicht gestiegene, sondern uber die Jahre
konstant gebliebene Mortalitatsrate von 10%. Damit liegt das Prostatakarzinom an
dritter Stelle der krebsbedingten Todesursachen, hinter dem Bronchialkarzinom
(26%) und dem kolorektalen Karzinom (12,4%).

Eine deutliche Verbesserung ist auch in der relativen-5-Jahres-Uberlebensrate zu

erkennen, die zurzeit zwischen 83 und 94% liegt [1,2]. (Quellen beziehen sich auf alle

oben genannten Zahlen.)
1.2 Atiologie des Prostatakarzinoms

Obwohl die Karzinogenese Gegenstand intensiver Nachforschungen ist, konnte
sie fur das Prostatakarzinom noch nicht hinreichend geklart werden. Dennoch gibt

es einige Faktoren, die die Entstehung begunstigen [3].

Der wohl wichtigste Risikofaktor ist das steigende Lebensalter. Drei Viertel aller
Prostatakarzinome treten bei Mannern auf, die 65 Jahre und alter sind [4], wobei
das mittlere Erkrankungsalter bei 70 Jahren liegt [2]. Es konnte in Studien gezeigt
werden, dass Manner mit 75 bis 79 Jahren ein annahrend 130fach hoheres Risiko
haben an Prostatakrebs zu erkranken als Manner im Alter zwischen 45 und 49

Jahren [3].

Auch ethnografische Ursachen spielen bei der Entstehung eines Prostata-

karzinoms eine Rolle. So wird fir schwarze US-Amerikaner die hochste Inzidenz-
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rate weltweit verzeichnet. Sie haben ein 2mal so hohes Risiko ein Karzinom zu
entwickeln als die weilke Bevdlkerung. In Japan und China beispielsweise liegt die
Rate der Krankheitsfalle auf einem sehr niedrigen Niveau. Immigrieren diese
Bevolkerungsgruppen jedoch in risikoreichere Lander, wie beispielsweise die
USA, so steigt auch unter ihnen die Inzidenzrate; was wiederum die Frage
aufwirft, ob neben ethnografischen Ursachen auch die Erndhrung und die

Lebensweise von Bedeutung sind [4,5].

Eine weitere wichtige Ursache fir die Karzinogenese ist die genetische
Pradisposition. Es konnte gezeigt werden, dass etwa 9% der Prostatakarzinome
hereditar bedingt sind. Das Risiko an einem Prostatakarzinom zu erkranken, wenn
ein Verwandter 1. oder 2. Grades betroffen ist, steigt um das 2fache. AuRerdem
bricht die Krankheit bei diesen Personen oft schon zu einem friheren Zeitpunkt

aus [5,6].

Ebenfalls eine Rolle spielt der Testosteronspiegel, denn dieser beglnstigt das
Wachstum manifester Karzinome, da die Tumorzellen scheinbar auf die
Stimulation durch Androgene angewiesen sind. Ob allerdings die Entstehung des
Prostatakarzinoms hormonabhangig ist, wurde noch nicht hinreichend untersucht
und ist fraglich [3]. Es konnte allerdings in Studien ermittelt werden, dass Manner,
die zu einem frihen Zeitpunkt kastriert wurden, kaum an einem Prostatakarzinom

erkrankten [4].

1.3 Pathologie des Prostatakarzinoms

Das Prostatakarzinom ist zu 95% ein Adenokarzinom, welches von trans-
formierten Stammzellen aus der Basalzellschicht abstammt. Es ist zu 70% in der
peripheren Zone, zu 25% in der Transitionalzone und zu 5% zentral lokalisiert. In

mehr als 85% der Falle entsteht der Tumor multizentrisch [7,8].

Die prostatische intraepitheliale Neoplasie ist charakterisiert durch eine
beginnende Auflésung der Zellarchitektur mit Destruktionen der Basalzellschicht
und stellt somit eine wichtige Progression zum invasiven Karzinom dar. Auch
finden sich bei Vorstufen des Prostatakarzinoms zellulare Atypien und prominente,

singulare Nukleolen mit zunehmend exzentrischer Lagerung [7,9].
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Wichtige Kriterien flr die Diagnose des Prostatakarzinoms sind irregulére,
invasive Wachstumsmuster, Verhalten der Zellen zum Stroma, entzindliche
Begleitreaktion, Kernplasmarelation und Nukleolen- und Mitosehaufigkeit. Diese
Charakteristika der Tumorzellen werden auch bei der Tumordifferenzierung

verwendet und stellen das Grading dar [9,10].

Das Grading des Tumors ist ein wichtiger Prognosefaktor und hat das Ziel eine
Korrelation zu den klinischen Verlaufswerten aufzuzeigen. Auch wenn die
Reproduzierbarkeit des Gradings nicht perfekt ist, so ist es momentan doch einer
der aussagekraftigsten prognostischen Faktoren, welcher signifikant mit Uber-

leben und Krankheitsverlauf in Zusammenhang steht [11].

Das sogenannte Gleason-Grading hat sich international durchgesetzt und wird
vom National Cancer Institute in den USA empfohlen. Es beurteilt den Differen-
zierungsgrad der Tumorzellen auf einer Skala von 1 bis 5, wobei 1 fur sehr gut
differenziertes und 5 flr niedrig differenziertes Gewebe steht (siehe Tabelle 1).
Die meisten Tumore wachsen jedoch multifokal und deshalb wird das primare und
sekundare Wachstumsmuster gleichwertig addiert, so dass ein Score von 2 bis 10

entsteht. [3,8,12].

Tabelle 1: Histologisches Wachstumsmuster des Prostatakarzinoms [8,12]

Muster 1 Sehr gut differenzierte, dicht gepackte, kleine
uniforme Drisen in umschriebenen Haufen.

Muster 2 Ahnlich wie Muster 1 mit bereits maRiggradigen
Unterschieden in Gré3e und Form der Drisen.
Es finden sich starkere Atypien in den einzelnen
Zellen. Die Krebsherde sind jedoch umschrie-
bener oder lockerer angeordnet.

Muster 3 Die UnregelmaRigkeiten hinsichtlich Gré63e und
Form der Driisen haben zugenommen. Schmale
Drisen und einzelne Tumorzellen wachsen
infiltrierend aus umschriebenen Herden heraus.

Muster 4 Hier handelt es sich um groRRe helle Zellen, die
diffus wachsen, aber noch eine glandulare
Differenzierung aufweisen kdénnen.
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Muster 5 Diese Karzinome entsprechen niedrig differen-
zierten Formen, die ein solides oder diffuses
Wachstum mit geringer oder fehlender Differen-
zierung der Driisen aufweisen.

1.4 Diagnostik des Prostatakarzinoms

Die digital rektale Untersuchung (DRU) gilt als Basisuntersuchung in der Prostata-
karzinomdiagnostik. Einem erfahrenen Urologen ist es danach maoglich eine
Verdachtsdiagnose zu stellen. Als verdachtig gelten harte, knotige Bezirke der
Prostata, jedoch kommen ursachlich auch gutartige Erkrankungen fur solch einen
positiven Tastbefund in Betracht [13]. Der Nachteil dieser Methode ist allerdings,
dass Tumore der Transitionalzone im vorderen Bereich der Prostata Ubersehen
und Veranderungen der Prostata erst in einem fortgeschrittenen Stadium erkannt
werden, was dazu fuhrt, dass etwa 32% der Karzinome auch von erfahrenen
Urologen bei dieser Untersuchungsmethode uUbersehen werden. Trotz dieser
Unsicherheiten stellt die DRU eine wichtige Basisuntersuchung dar und wird als

Vorsorge jedem Mann ab dem 45. Lebensjahr empfohlen.

Zur genaueren Bestimmung der GroRe des Tumors und zur Lokalisation ist die
transrektale Ultraschalluntersuchung (TRUS) geeignet. Ein entscheidender Nach-
teil hierbei ist jedoch die fehlende Sensitivitat fur Tumore, die ein geringes Vo-

lumen aufweisen [14].

Die Bestimmung des prostataspezifischen Antigens (PSA) hat als erster routine-
maldig angewandter Tumormarker vor allem Bedeutung in der Tumornachsorge.
Als diagnostisches Mittel in der Fruherkennung von Prostatakarzinomen ist das
PSA momentan umstritten, da es zwar als organspezifisch, nicht aber als tumor-
spezifisch gilt. Grundsatzlich galt ein Wert von Uber 4 ng/ml als verdachtig und
abklarungsbedurftig. Allerdings wurden in jungster Zeit neue altersspezifische
Grenzen festgelegt, um eine PSA-Wert Erhdhung noch besser einschatzen zu

kénnen und dem Risiko einer Uberdiagnostik zu entgehen [4,15,16].

Die Diagnose Prostatakarzinom kann ausschliefdlich nach dem Nachweis von

Karzinomzellen im Prostatagewebe gestellt werden. Dazu werden Gewebeproben

9
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mittels ultraschallgesteuerter Biopsie entnommen. Es handelt sich dabei um eine
Sextantenbiopsie, bei der jeweils 3 Gewebestanzen aus Apex, Mitte und Basis
beider Prostatalappen enthommen und danach histologisch untersucht werden
kénnen. Momentan werden bereits vielerorts standardmallig 8-fach Biopsien

entnommen, um die Trefferquote nochmals zu erhéhen [14,17].
1.5 Therapieoptionen beim Prostatakarzinom

Bei der Behandlung des Prostatakarzinoms gibt es kein einheitliches Therapie-
konzept. Jeder Patient bendtigt eine individuelle Planung, wobei Tumoraus-
dehnung, Tumorstadium, Lymphknotenbefall, eventuell vorhandene Fernmetas-

tasen und der Allgemeinzustand des Patienten bertcksichtigt werden muss.

In Deutschland wird das Tumorstaging nach dem TNM-Schema der UICC (Union
International contre le Cancer) durchgefuhrt, das sich auf die Ausbreitung des
Tumors in Bezug auf die anatomischen Grenzen bezieht. Fir die Bestimmung der
T-, N- und M-Kategorien ist stets eine klinische Untersuchung, die Durchflihrung
von biochemischen Tests, bildgebende Verfahren, eine Endoskopie und eine

Skelettuntersuchung notwendig [18].

Tabelle 2: TNM Klassifikation [19]

TNM Erklarung

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden

T0 Kein Anhalt fiir Primartumor

T Klinisch inapparenter Tumor, weder tastbar

noch in bildgebendem Verfahren sichtbar

T1a Inzidentes Karzinom in weniger als 5% des
resezierten Gewebes

T1b Inzidentes Karzinom in mehr als 5% des
resezierten Gewebes

T1c Tumor durch Nadelbiopsie identifiziert
T2 Tumor auf Prostata begrenzt
T2a Tumor infiltriert die Halfte eines Prostatalappens

10
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T2b Tumor in Uber der Halfte eines Prostatalappens
T2c Tumor befallt beide Lappen

T3 Tumor durchbricht die Prostatakapsel

T3a Uni- und bilaterale extrakapsulare Ausdehnung
T3b Tumor infiltriert Samenblase

T4 Tumor infiltriert benachbarte Strukturen auRer

den Samenblasen

Nx Regionale Lymphknoten wurden nicht unter-
sucht

NO Kein Anhalt fir regionare Lymphknoten-
metastasen

N1 Regiondre Lymphknotenmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

M1a Nichtregionare Lymphknotenmetastasen

M1b Knochenmetastasen

M1c Fernmetastasen anderer Lokalisation

Das Tumorvolumen beim Prostatakarzinom korreliert in besonderem Malde mit der
Aggressivitat des Tumors. Es steht im Zusammenhang mit Gleason-Grad, dem
chirurgischen Resektionsrand, dem pT-Status und dem Progressionsrisiko. Erst
ab einem Tumorvolumen von 0,5 cm?® wird von einem klinisch manifesten Pros-
tatakarzinom gesprochen, das als therapiebedurftig angesehen wird, da man
davon ausgeht, dass kleine Tumore bis 0,2 cm® noch keine Metastasierungs-
fahigkeit besitzen [20].

Das lokalisierte Prostatakarzinom (T+-T2, No, Mp) gilt allgemein als kurabel und die
radikale Prostatektomie stellt die Methode der Wahl dar. Voraussetzung flr eine
Operation ist aber ein guter Allgemeinzustand und aufgrund des langsamen
Wachstumsverhaltens des Prostatakarzinoms, eine Lebenserwartung des

Patienten von mindestens 10-15 Jahren. Ist die Entfernung des gesamten Tumors

11
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wahrend der Operation moglich, so wird die Prognose als gunstig eingeschatzt.
Die Langzeitiberlebensrate kann zwischen 80 und 90% liegen und die intra-

operative Mortalitat liegt unter 1% [21, 22, 23].

Eine alternative Therapieoption ist die Strahlentherapie, die ebenfalls ein kuratives
Behandlungsziel bei lokal begrenzten Prostatakarzinomen verfolgt. Es konnte
gezeigt werden, dass die Brachytherapie bei den Niedrigrisikogruppen bereits
ahnliche Ergebnisse erreichen konnte wie die radikale Prostatektomie. Au3erdem
ist die Bestrahlung insbesondere ein Therapiekonzept flr Patienten ab dem 70.
Lebensjahr, fir Menschen mit einem erhdhten Risiko bei einer Operation und flr
solche, die einen chirurgischen Eingriff ablehnen. Ebenfalls Anwendung findet die
Strahlentherapie in Fallen von Tumorpersistenz nach radikaler Prostatektomie und
langsam ansteigendem PSA-Wert nach einer Operation. Liegt bereits ein fort-
geschrittenes Tumorstadium vor, so ist die Strahlentherapie lediglich als palliativer

Therapieansatz zu betrachten [23, 24].

Bei der Therapieentscheidung eines fortgeschrittenen Prostatakarzinoms steht vor

allem die Verbesserung der Lebensqualitat des Patienten im Vordergrund.

Als weitere Therapieoption steht die Hormonbehandlung zur Verfligung. Dabei
erfolgt durch die Gabe von LHRH-Analoga oder Antiandrogenen eine chemische
Kastration, wobei der Testosteronspiegel auf Werte unter 5% sinkt. Da das
Prostatakarzinom in 80% der Falle eine Hormonsensibilitat aufweist, erfolgt meist
eine Hemmung der Tumorproliferation und somit eine Befundverbesserung. Diese
Therapieform ist allerdings eine rein palliative Behandlung, da die Wirkung des

Hormonentzugs in der Regel nach einigen Jahren nachlasst.

Ein weiterer palliativer Therapieansatz ist die Chemotherapie, die lange als wenig
wirksam galt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Ansprechrate bei circa
20% liegt und gerade bei einem Tumorrezidiv oder nach versagender Hormon-

therapie von einer Chemotherapie profitiert werden kann [25].

12
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1.6 Prognosefaktoren beim Prostatakarzinom unter besonderer

Beriicksichtigung des Zelladhasionsmolekiils ALCAM

In der Tumortherapie wird es immer wichtiger, ein individuelles Therapiekonzept
fur jeden einzelnen Patienten erstellen zu kdnnen. Besonders beim Prostata-
karzinom sucht man nach Wegen, die aggressiv wachsenden und daher lebens-
bedrohlichen Formen maoglichst frih diagnostizieren zu kénnen. Wichtige Progno-
sefaktoren sind zum jetzigen Zeitpunkt die Bestimmung des PSA-Wertes pra- und
postoperativ, die bildgebende Diagnostik und die digital rektale Untersuchung.
Nach einer radikalen Prostatektomie werden flr die Prognose das Grading, das

Tumorvolumen und die Tumorausdehnung berutcksichtigt [11].

Neben den allgemein etablierten Prognosefaktoren wird in der Literatur auch
immer wieder Uber neue molekulare Tumormarker diskutiert, die eine frihe
Prognose ermdglichen kdnnten [26] und eine Aussage Uber Krankheitsverlauf und
mdglichen Krankheitsausbruch treffen [11] oder neue therapeutische Zielstrukturen

identifizieren konnten [2].

Eine Schlusselrolle nehmen dabei die Zelladhdasionsmolekile ein. Die Zell-
adhasion ist ein wichtiger Prozess bei der Differenzierung und Etablierung von
Gewebearchitektur. Bereits bei einer Neoplasie ist die normale Gewebearchitektur
gestort [27] und auch die Anhaufung von Tumorzellen muss Uber adhasive
Mechanismen verfigen. Bei der Metastasierung, bei der Tumorzellen ins
umliegende Gewebe, ins Blutsystem oder in das Lymphsystem auswandern,
werden wahrscheinlich Expressionsmuster von Adhasionsmolekulen moduliert,
um so die Absonderung vom Primartumor zu ermoglichen. Es wird demnach
vermutet, dass verschiedene Arten der Adhasion in unterschiedlichen Tumor-

stadien von Nutzen sein kdnnten [27].

Ein besonderes Augenmerk soll in dieser Arbeit auf das Molekll Activated
leukocyte cell adhesion molecule (ALCAM/CD166) gelegt werden, welches zu der
Immunglobulin Superfamilie (IgSF) gehoért. Gemeinsam ist dieser Gruppe die
Immunglobulin-Domane (Ig-Doméne), die aus zwei beta-Faltblattstrukturen mit
antiparallelen beta-Strangen besteht. Innerhalb der beta-Strange wechseln sich

hydrophobe und hydrophile Aminosauren ab. Die hydrophilen Aminosauren liegen

13
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dabei aullen und die hydrophoben Aminosauren sind nach innen gerichtet, sie
halten Uber hydrophobe Wechselwirkungen die beiden Faltblatter zusammen [28].
Oft werden die beiden Faltblatter zusatzlich durch Disulfidbricken stabilisiert [27,
30]. Die Ig-Domanen sind in der Lage inter- und intrazellulare Wechselwirkungen

einzugehen [30].

Die Moleklule dieser Untergruppe der Zelladhasionsmolekile ubernehmen
Aufgaben wie Antigenerkennung, Komplementbildung, Signallbertragung und

Ca?*-unabhangige zelluldre Adhasion.

Das Molekil ALCAM gehdrt zu einer kleinen Untergruppe der Immunglobulin
Superfamilie, die 2 Amino-terminale variable (v)-Typ lg-Domanen und 3 konstante
(c)-Typ lg-Domanen hat [31]. Insgesamt ist ALCAM aus 5 extrazellularen
Domanen, einer Transmembranregion und einem kurzen zytoplasmatischen
Auslaufer aufgebaut [29]. Das Molekulargewicht betragt 65 kDa und steigt nach der
N-Glykolisierung auf 110 kDa an [32,33]. Das Gen fur ALCAM ist auf dem langen
Arm des Chromosoms 3 (3913.1-913.2) lokalisiert [34].

Die homophile Bindung von ALCAM wird durch das Aktin-Zytoskelett reguliert,
wohingegen an der heterotypischen Adhasion der Rezeptor CD6 beteiligt ist [29].
Die Amino-terminale Ig-Domane ist die exakte Bindungsstelle fur die ALCAM-
ALCAM Adhasion [35].

ALCAM ist ein Zelladhasionsmolekul, welches in epithelialen Zellen von vielen
Organen exprimiert wird. Die Aufgaben dieses Molekils sind sehr vielfaltig. Unter
anderem ist ALCAM an der Angiogenese, der Hamatopoese, der Neurogenese,
der Embryogenese und der Immunantwort beteiligt [31]. Auch bei der Vaskulo-
genese und der Entzindungsreaktion spielt ALCAM eine Rolle [35]. ALCAM wird
vor allem in Zellen exprimiert, die an dynamischen Wachstumsprozessen beteiligt
sind. Es wird vermutet, dass ALCAM die Zellbeweglichkeit fordert [35].

Abweichungen in der Expression von ALCAM wurden in verschiedensten
Tumortypen festgestellt. Auch im Prostatakarzinom wird ALCAM exprimiert.
Welche Rolle es dort spielt ist bislang noch nicht hinreichend geklart, denn auch

im gesunden Epithel der Prostata ist ALCAM aufzufinden.

14
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Ziel dieser Studie soll es sein ALCAM als potentiellen

Prognosemarker im Prostatakarzinom zu untersuchen.

molekularen

15
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2 Material und Methoden
2.1 Patienten

Fur diese Arbeit stand Material von 3261 Patienten zur Verfigung, die zwischen
1992 und 2005 am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf in der Abteilung flr
Urologie radikal prostatektomiert wurden. Bei den verwendeten Proben handelte
es sich stets um in Paraffin fixierte Prostatektomiepraparate aus dem Archiv des
Instituts flr Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf. Fir diese
Praparate stand eine anonymisierte Datenbank zur Verfigung. Diese beinhaltete
klinische und pathologische TNM Kilassifikationen, praoperative PSA-Werte
(ng/ml), Gleason-Grad, in manchen Fallen das Tumorvolumen (cm?®), positiven
oder negativen Randstatus und zum Teil postoperative Daten zum Krankheits-

verlauf, sowie Auftreten eines PSA-Rezidivs.

Follow-up Daten waren verfugbar fur 2385 Patienten, wobei sich die Nach-

beobachtungszeit zwischen einem und 144 Monaten bewegte.

Keiner der Patienten bekam eine neoadjuvante oder adjuvante Therapie. Eine
erganzende Behandlung wurde nur im Falle eines biochemischen Rezidivs
durchgefuihrt. Bei allen Patienten wurde im ersten Jahr postoperativ der PSA-Wert
vierteljahrlich, im zweiten Jahr halbjahrlich und nach dem dritten Jahr jahrlich
gemessen. Betrug der postoperative PSA-Wert 0,1 ng/ml oder mehr, so wurde

dies als ein biochemisches Rezidiv gewertet.
2.2 Gewebeproben

Die formalin-fixierten Gewebeproben aus der Datenbank wurden sorgfaltig auf das
Vorhandensein von Tumorgewebe geprift und der Tumorherd wurde auf den
Schnitten markiert, um nur aus den sorgfaltig ausgewahlten Arealen Proben fir

den TMA (Tissue-Microarray) anzufertigen.
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2.3 Tissue-Microarray (TMA)

Die Gewebearray Technik macht es madglich bis zu 1000 verschiedene Gewebe-
proben auf einem einzigen Objekttrager unter standardisierten Bedingungen zu
untersuchen und stellt somit einen wichtigen Fortschritt in der Tumorforschung dar

[36]. Die Funktionsweise des Tumorarray-Verfahrens ist in Abbildung 1 dargestellt.

Die ausgewahlten Gewebeproben dieser Studie wurden nun zur Herstellung eines

TMA eingesetzt.

Zuerst wurden die Bohrungen der Empfangerblocke aus reinem Paraffin
durchgefuhrt. Dann wurden mit Hilfe einer Nadel Gewebezylinder mit einem
Durchmesser von 0,6 mm aus dem Donorblock entnommen (Abb.1(A), Abb.2) und
in den Empfangerblock transferiert (Abb.1(B)). Insgesamt wurden 129-522 Gewe-
beproben auf einen Empfangerblock platziert (Abb.2) und auf sechs Quadranten
(A-F) verteilt. Die Quadranten A-D enthielten Prostatakarzinomgewebe und fur die
Quadranten E und F wurde Kontrollgewebe ausgewahlt. Das Kontrollgewebe
diente stets der Uberpriifung der Farbequalitadt und der Kontrolle der Antikdrper-

spezifitat [37].

Um eine bessere Orientierung bei der Arbeit zu haben wurde ein Koordinaten-

system zum Einbetten der Proben verwendet.

Die insgesamt 3261 Proben der Prostatakarzinome wurden auf 7 TMA Blocke

verteilt, die wiederum jeweils 129-522 Tumorproben enthielten.

Die neu hergestellten Paraffinblocke wurden am Mikrotom geschnitten und
konnten auf einen Objekttrager Ubertragen und fixiert werden (Abb.1(C,D)). Im

Anschluss war es moglich die Farbung mit einem Antikdrper durchzufthren.
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Abbildung 1: Funktionsweise des Tumorarray-Verfahrens [38]
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2.4 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ermdoglicht den Nachweis bzw. die Visualisierung von im
Gewebe vorhandenen Proteinen. Die Methode beruht auf einer Antikorper-
Antigen-Reaktion, bei der es das Ziel ist, den Antikorper mit einem Erkennungs-
system zu koppeln, so dass er im Praparat sichtbar wird. Die Bindung sollte

madglichst spezifisch und stark sein.

Denn es gibt viele Faktoren, die die Immunreaktion beeinflussen und damit die
Ergebnisse entscheidend verandern konnen. Dazu gehoren: die Temperatur, die
Vorbehandlungs- und Einbettungsmethode, die Inkubationszeit, die Fixationsart

und das Reaktionsmilieu [39].

Aulerdem ist die optimale Verdinnung des Antikérpers von sehr grol3er Bedeu-

tung fur die Ergebnisse [40].

In dieser Studie wurden frisch geschnittene TMA Sektionen an einem Tag in
einem einzigen Experiment gefarbt. Flur die Vorbehandlung wurden die Proben im
Autoclaven erhitzt und mit einem Citrat-Puffer bei einem pH-Wert von 7,8 fir funf

Minuten behandelt.

Fur die Immunfarbung von ALCAM wurde ein monoklonaler Antikorper genutzt
(Klon: MOG/07, Novocastra, Newcastle, UK).

Die Farbung von ALCAM wurde in einer Testreihe von 100 Prostatakarzinomen
und 50 Proben von benignen Prostatahyperplasien mit einer Antikorper-
Verdunnung von 1:2700 ermittelt. Diese Konzentration wurde als optimal flr die
Studie angesehen, da in diesem Fall signifikante Unterschiede in der Farbe-
intensitat sichtbar wurden. Innerhalb dieser Testreihe zeigten nur 29 von 81
Tumorproben eine starke Membranfarbung, wohingegen bei einer Verdlinnung

von 1:450, 78 von 81 Proben eine starke Farbung aufwiesen.

Um die immunologische Farbung sichtbar zu machen wurde das Envision System

(DAKO; Glostrup; Danemark) genutzt.
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In dieser Studie wurden Farbungen der Membran und des Zytoplasmas getrennt
voneinander beurteilt. Zur Bewertung der Membranfarbung wurden Gewebe, bei
denen eine Membranexpression von ALCAM bekannt ist, als positive Gewebe-

kontrolle genutzt und Lymphozyten der Tonsillen als Negativkontrolle einbezogen.

2.5 Bewertung des Tumorgewebes

Fur jeden Gewebespot wurde der prozentuale Anteil der Tumorzellen geschatzt
und die Farbintensitat (0,1+,2+,3+) dokumentiert. Daraus wurde nach folgendem

Schema ein Score entwickelt, der in Tabelle 3 dargestellt ist.

Tabelle 3: Bewertungskriterien fir ALCAM entsprechend ihrer Farbintensitat und

dem prozentualen Anteil positiv gefarbter Tumorzellen.

Beurteilung der Farbung Expression (Score)

0 = keine Farbung negativ
= weniger als 1% der Tumorzellen
1+ <70% der Tumorzellen schwach
2+ < 30% der Tumorzellen
1+ > 70% der Tumorzellen moderat
2+ > 30% der Tumorzellen
< 70% der Tumorzellen
3+ = 30% der Tumorzellen
2+ > 70% der Tumorzellen stark

3+ > 30% der Tumorzellen
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2.6 Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der JMP Software (SAS
Institute, Cary, NC) und die (Kontingenz-)Tabellen wurden mit dem chi2-Test

berechnet.

Die Uberlebenskurven wurden mittels Kaplan-Meier-Kurven dargestellt und mit

dem Longrantest verglichen.

Die Cox-Regression wurde genutzt, um die unabhangige Aussagekraft von
praoperativem PSA-Wert, pT-Status, Gleason-Grad, pN-Kategorie, chirurgischem
Resektionsrand und ALCAM in Bezug auf ein PSA-Rezidiv nach radikaler

Prostatektomie berechnen zu konnen.
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3 Ergebnisse
3.1 Auswertbarkeit

Es waren insgesamt 2390 (73,3%) der 3261 Tumorproben des TMA im Rahmen
dieser Arbeit erfolgreich auswertbar. In 821 (26,7%) Fallen waren keine Gewebe-
proben zu finden oder es waren keine Tumorzellen im Gewebespot ausfindig zu

machen.
3.2 Expression von ALCAM im Prostatakarzinom

In dieser Studie wurden vor Beginn der Auswertung der Ergebnisse verschiedene
Antikorper-Verdunnungen getestet, um so eine optimale Farbung und
Abgrenzbarkeit der unterschiedlichen Expressionsmuster zu erreichen. Daflr
wurde ein Test-TMA, der 100 Prostatakarzinome und 50 benigne Prostata-

hyperplasien umfasste, genutzt.

Bei einer Verdiunnung des Antikorpers von 1:450 zeigte benignes Prostataepithel
in 95,5% (42/44) eine Farbung der Membran an. Wahlte man allerdings eine
Verdlinnung von 1:2700 so zeigten nur 84,1% (37/44) ein ALCAM positives
Ergebnis. In dieser starkeren Verdinnung waren meist schwache bis moderate
Farbungen des benignen Prostataepithels zu finden und im Vergleich zu den
meisten invasiven Prostatakarzinomen wurde die Farbung stets als schwacher

dokumentiert.

Im weiteren Verlauf dieser Studie wurde dann mit der Verdinnung 1:2700 gear-
beitet, weil so Unterschiede im Expressionsmuster von ALCAM optimal zu er-
kennen waren. Abbildung 3 verdeutlicht die verschiedenen Verdunnungsstadien

des Test-TMA nochmals.
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1:450 1:1050 1:2700

Abbildung 3: Abbildung unterschiedlicher Farbungen von ALCAM in nicht
entartetem Prostataepithel (a-c) und im Prostatakarzinom (d-i) in verschiedenen
Antikérper-Verdiinnungen.

a-c. Das gesunde Prostatagewebe (No) zeigt eine konstante, starke Fé&rbung,
wohingegen das Tumorgewebe verschiedene Féarbeintensitéten in den verschie-
denen Verdiinnungsstadien zeigt.

d-i: Die Auswirkung der Verdiinnung auf die Farbung: Der gleiche Spot (d-f) zeigt
unterschiedliche Férbeintensitdten bei verschiedenen Verdiinnungen. Im Gegen-
satz dazu zeigt der Spot (g-i) stets eine gleichméllige starke Férbung ganz
unabhéngig von der Verdinnung.
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ALCAM war in dieser Studie stets dominierend in der Membran zu finden. Auch
wenn zytoplasmatische Farbungen auftraten, so waren diese immer mit einer
noch starkeren Farbung der Membran verbunden (P<0,0001). Lediglich in 72 von
1392 Tumorproben, die eine zytoplasmatische Farbung hatten, konnte keine

Farbung der Membran nachgewiesen werden.

Tabelle 4: Vergleich zwischen ALCAM Farbung in der Membran und im

Zytoplasma
Zytoplasmatische Farbung von ALCAM
Negativn Schwach Moderat Stark n
n(%) n(%) n(%) n(%)
Membrandse Negativ 645 268 56 8 977
Farbung von (66,1) (27,4) (5,7) (0,8)
ALCAM
Schwach 72 384 468 392 1316
(5,5) (29,2) (35,5) (29,8)
Moderat O 1 6 67 74
(0) (1,4) (8,1) (90,5)
Stark 0 0 0 2 2
(0) (0) (0) (100)
n 717 653 530 469 2369
P<0,0001

ALCAM konnte in 1663 (69,6%) von 2390 auswertbaren Fallen immunhistologisch

in der Membran nachgewiesen werden.

Eine schwache Farbung wurde in 659 (27,6%) der Proben festgestellt. 531
(22,2%) der Tumorproben wiesen eine moderate und 473 (19,8%) eine starke
Farbung der Membran auf. Es konnte bewiesen werden, dass eine starke ALCAM

Expression mit einem gunstigen Tumor-Phanotyp assoziiert ist.

Signifikante Zusammenhange mit dem pT-Stadium (p=0.0015), der pN-Kategorie
(p=0.0008) und dem praoperativen PSA-Wert (p=0.0057) wurden ebenfalls nach-
gewiesen. Wohingegen keine Korrelation mit dem Gleason-Grad (p=0.1812) und

dem chirurgischen Resektionsrand (p=0.4899) zu bestehen scheint.
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Die Beziehung der ALCAM Expression zum Tumorstadium, Gleason-Grad,

chirurgischen Resektionsrand, der pN-Kategorie und dem praoperativen PSA-
Wert wird in Tabelle 5 verdeutlicht.

Tabelle 5: Beziehung der Expression von ALCAM zum Tumorstadium, Gleason-

Grad, chirurgischem Resektionsrand, zur pN-Kategorie und zum praoperativen

PSA-Wert (ng/ml)
ALCAM Expression (Membran)
Variable N N Negativ Schwach Moderat  Stark p-
des (auswert- % % % % Wert
TMA bar)

Tumore 3261 2390 30,4 27,6 22,2 19,8

(Gesamt-

anzahl)
Tumor- pT2 2080 1447 28,5 26,9 24 1 20,5 0,0015
stadium

pT3 981 783 32,8 30,1 18,7 18,4

pT4 42 34 471 32,3 14,7 5,9
Gleason- <3+3 1426 962 29,4 26,4 23,8 20,4 0,1812
Grad

3+4 1311 1009 30,1 29,7 20,9 19,3

4+3 313 250 32,0 28,4 22,4 17,2

24+4 55 45 44 4 28,9 8,9 17,8
pN- pNO 1544 1197 30,5 29,9 20,5 19,1 0,0008
Kategorie

pN1 96 80 51,2 26,2 8,8 13,8
Pra- <4 513 336 27,7 28,3 247 19,3 0,0057
operativer
PSA-Wert
(ng/ml)

4-10 1673 1209 27,7 28,6 23,8 19,9

10-20 641 499 34,9 27,3 17,6 20,2

>20 225 183 38,8 27,9 20,2 13,1
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Chirurgi- Negativ 2475 1782 30,3 27,9 22,7 19,1 0,4899
scher
Resek-
tionsrand
Positiv 627 481 30,1 29,1 19,8 21,0

3.3 Follow-up Daten

Von den auswertbaren 2390 Gewebeproben waren von 1746 Patienten Follow-up
Daten verfugbar. Es wurde der Krankheitsverlauf nach erfolgter Prostatektomie
zwischen einem und 144 Monaten dokumentiert. Klinische und pathologische
Charakteristika sowie das Vorkommen eines biochemischen Rezidivs sind von

insgesamt 3261 Patienten in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Klinische und pathologische Charakteristika sowie biochemische
Rezidivrate (BCR) von 3261 Patienten.

Anzahl Patienten (%)*

Charakteristika Studienkohorte auf TMA BCR innerhalb der
(n=3261) Kategorien (n=2385)

Nachbehandlung (in -

Monaten)

Mittelwert 34,9 -

Media 30,5

Alter (in Jahren)

<50 83 13 (15,7)
50-60 998 157(15,7)
60-70 1807 315(17,4)
>70 175 46(26,3)
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PSA-Wert vor Behandlung
(ng/ml)

<4 513 48(9,4)
4-10 1673 200(12,0)
10-20 641 163(25,4)
>20 225 113(50,2)
Tumorstadium (AJCC**)

pT2 2080 129(6,2)
pT3a 609 171(28,1)
pT3b 372 200(53,8)
pT4 42 38(90,5)
Gleason-Grad

<3+3 1426 66(4,6)
3+4 1311 263(20,1)
4+3 313 172(55,0)
>4+4 55 37(67,3)
pN-Kategorie 1156

pNO 1544 369(23,9)
pN1 96 73(76,0)
pNx 1457 94(6,5)
Chirurgischer

Resektionsrand

Negativ 2475 328(13,3)
Postitiv 627 209(33,3)

*Aufgrund fehlender Daten wird in den einzelnen Kategorien nicht immer die

Gesamtanzahl von 3261 erreicht.

*American Joint Committee on Cancer
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In dieser Studie konnte ein signifikanter Zusammenhang (p<0,0001) von Gleason-
Grad, pT-Stadium und der Anwesenheit von positivem operativen Randschnitt zu

einem PSA-Rezidiv nachgewiesen werden. (siehe Abb.4a-c)

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass eine starke Expression von ALCAM
signifikant mit einem geringeren Risiko eines biochemischen Rezidivs assoziiert ist
(p=0,0067). (Siehe Abb. 4d, Abb.5)
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(c) Chirurgischer Resektionsrand
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(d) ALCAM Immunfarbung der Membran
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Abbildung 4: Einfluss von klinisch-pathologischen Merkmalen und der Expression
von ALCAM auf das PSA-Rezidiv. (a) pT-Kategorie, (b) Gleason-Grad, (c)
Chirurgischer Resektionsrand,(d) Immunhistologische Farbung von ALCAM
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Abbildung 5: Beziehung zwischen der Expression von ALCAM und dem pT-
Status(A) und dem BCR (B).

3.4 Multivariate Analyse

Die Multivariat-Analyse zeigte, dass ein fortgeschrittener pT-Status (p< 0,0001),
hoher Gleason-Grad (p<0,0001), hoher praoperativer PSA-Wert (p=0,0067) und
positiver Randstatus (p 0,0001) als unabhangige Pradiktoren fur ein PSA Rezidiv
fungieren kénnen. Eine unabhangige Prognoserelevanz von ALCAM (p=0,0813)

konnte in dieser Arbeit nicht gezeigt werden.
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4 Diskussion

4.1 Methodische Aspekte

4.1.1 Besonderheiten des Prostatakarzinoms

Bereits die Diagnostik des Prostatakarzinoms gestaltet sich schwierig, denn bei
der routinemaflig ab dem 45. Lebensjahr empfohlenen digital rektalen Unter-
suchung werden bis zu 32% der Karzinome nicht erkannt. Auch Tumore der
Transitionalzone im vorderen Bereich der Prostata konnen Ubersehen werden und
meist werden Veranderungen der Prostata erst in einem fortgeschrittenen Stadium
erkannt [14]. So kommt es dazu, dass bis zu 50% der Karzinome, die durch die
digital rektale Untersuchung entdeckt werden nicht mehr heilbar sind, da sie sich

bereits in einem weit fortgeschrittenen Stadium befinden [2].

Auch durch die transrektale Sonographie kénnen nur bis zu 40% der klinisch
manifesten Karzinome visualisiert werden, da diese Untersuchungsmethode eine
fehlende Sensitivitat fur Tumore mit geringem Volumen hat [4,14]. Nach den
genannten Untersuchungen wird lediglich eine Verdachtsdiagnose geauldert. Die
endgultige Diagnose Prostatakarzinom kann erst durch den Nachweis von
Tumorzellen aus ultraschallgesteuerten Stanzbiopsien gestellt werden. Doch auch
bei Biopsieproben stimmt die Tumorklassifikation in 60% der Falle nicht mit der
des Prostatektomiepraparates uberein, denn das multifokale Wachstumsverhalten
des Prostatakarzinoms macht die Auswertung der Biopsieproben schwierig und so
kommt es in 30% der Falle zu einem Undergrading [9]. Es besteht stets die Gefahr,
dass die Proben nicht reprasentativ fur den gesamten Tumor sind [11]. Verdeutlicht
man sich diese Problematik, so werden prognostische Marker von immer dring-
licherer Bedeutung fur die Diagnostik, da sie die Fahigkeit haben, bereits sehr

kleine Tumore im Fruhstadium zu erkennen [26].

Ein weiteres stets bestehendes Problem beim Arbeiten mit Karzinomgewebe ist
die begrenzt zur Verfligung stehende Probenanzahl und die vielerorts unzu-

reichende Archivierung. Oftmals fehlen auch dokumentierte klinisch-pathologische
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Daten und ein Langzeit-Follow-up, um eine Korrelation von moglichen mole-

kularen Markern zur Langzeitprognose herstellen zu konnen [26,42].

Eine weitere Besonderheit des Prostatakarzinoms ist seine unvorhersehbare
Prognose. Deshalb sucht man mit Nachdruck nach Wegen, um aggressiv
wachsende und damit lebensbedrohliche Formen des Prostatakarzinoms
identifizieren zu kénnen. Wichtig ist es, neue Prognosemarker zu etablieren, die

eine bessere Diagnostik ermoglichen.

4.1.2 Tissue-Microarray

Die Tissue-Microarray Technik ermoglicht die gleichzeitige Expressionsanalyse
zehntausender Gene und tausender Proteine mit Hilfe der Immunhistochemie
(IHC), der RNA-in-situ-Hybridisierung (RNA-ISH) oder der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) in einem einzigen Experiment und bietet auRerdem die

Maoglichkeit der in situ Analyse von Zielstrukturen [36,37].

Diese Methode bietet viele Vorteile gegenuber der herkdmmlichen Gewebe-
analyse, die arbeitsintensiv und langsam ist und vor allem groRe Mengen an

kostbarem Gewebematerial bendtigt [37,43].

Von groRem Nutzen bei dieser Technik ist die maximale Anzahl an Proben, die
aufgrund des kleinen Durchmessers von 0,6 mm des Stanzenzylinders aus jedem
Donorblock gewonnen werden kann. Dadurch kann das wertvolle, sehr begrenzt

zu Verfugung stehende Material an Tumorproben maximal genutzt werden [36].

Andererseits ist dieser grof3e Vorteil im Hinblick auf die Reprasentativitat dieses
0,6 mm messenden Spots flr das gesamte Gewebe auch als Nachteil zu betrach-
ten. Besonders beim multifokal wachsenden Prostatakarzinom birgt diese Tat-
sache die Gefahr, dass sich keine Tumorzellen in der Probe nachweisen lassen,
sondern sich nur gesundes Prostatagewebe finden lasst. Auch Kristiansen et al.
[41] beschreiben diese Problematik beim Prostatakarzinom und empfehlen deshalb

eine sehr sorgfaltige Auswahl und Markierung des Gewebes flir den TMA.

Ein weiterer grolier Vorteil dieser Technik ist die Standardisierung einer ange-

wandten Methode, da alle Proben auf einem Block unter véllig identischen
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Bedingungen in einem einzigen Experiment behandelt werden konnen [37,43]. Das
wiederum bedeutet: identische Inkubationszeit, Temperatur, Antikorperver-
dinnung, Pufferlésung und gleiche Schichtstarke der histologischen Schnitt-
praparate. All diese Parameter sind Faktoren, die die Immunreaktion beeinflussen

und somit standardisiert werden sollten, damit Ergebnisse vergleichbar sind [40].

Durch die gleichzeitige Analyse in einem einzigen Experiment ergeben sich

aullerdem eine grolRe Zeitersparnis und eine Minimierung der Kosten [36].

Schlussendlich kann man also sagen, dass die Tissue-Microarray Technik die
Methode der Wahl bei der Auswertung grof3er Tumorkollektive darstellt und eine

Standardisierung von Versuchsprotokollen endlich mdglich macht.

4.1.3 Antikorper-Verdiinnungen

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass ALCAM in fast allen Prostata-
karzinomen exprimiert wird. Unterschiede in der Expression konnten allerdings
erst bei einer bestimmten Verdinnung des Antikorpers festgestellt werden.
Deshalb wurden verschiedene Testreinen mit unterschiedlichen Verdinnungen
durchgefuhrt. Die Konzentration eines Antikérpers wird dann als optimal
angesehen, wenn interzellulare Unterschiede in der Farbeintensitat sichtbar

werden [40].

Bei einer Verdinnung des Antikorpers von 1:450 waren fast alle Tumorpraparate
und auch das benigne Prostataepithel (95,5%) positiv, wohingegen bei einer
Verdlnnung von 1:2700 der Anteil der positiven Proben auf 70% reduziert werden
konnte. Auch das gesunde Prostataepithel zeigte bei dieser Verdunnung in nur
84,1% eine Expression von ALCAM. Die Farbung konnte mit meist moderaten und
schwachen Farbungen im Vergleich zum invasiven Prostatakarzinom somit stets

als schwacher dokumentiert werden.

In der Literatur konnte lediglich eine Studie gefunden werden, in der eine genaue
Angabe zur Antikorperverdinnung gemacht wurde. Diese Forschungsgruppe
arbeitete mit einer Verdinnung von 1:200 [44]. Die veranderten Ergebnisse bei
unterschiedlichen Konzentrationen zeigen sehr deutlich, wie wichtig immun-

histologische Protokolle sind, denn weitere Verdinnungen hatten die Anzahl an
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ALCAM positiven Tumoren weiter reduziert. Aulerdem ist in diesem
Zusammenhang darauf hinzuweisen, dass andere Studien zu voéllig anderen
Ergebnissen kommen koénnen, denn Richtlinien flr immunhistologische Protokolle
fehlen im Moment noch vollkommen. Es ist deshalb nicht verwunderlich, dass

abweichende Ergebnisse flr dieselben Biomarker bestehen.
4.2 ALCAM beim Prostatakarzinom und verschiedenen Tumortypen
4.2.1 Lokalisation von ALCAM

Nicht nur die prognostische Relevanz, sondern auch die genaue Lokalisation von

ALCAM wird in vorangehenden Studien kontrovers diskutiert.

Einige Autoren machen deutlich, dass eine ansteigende Expression von ALCAM in
der Membran einen signifikanten Zusammenhang mit dem Lymphknotenstatus
und dem Tumorgrad im Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle aufweist. Der
Lymphknotenstatus wiederum korreliert mit der 5-Jahres-Uberlebensrate und
somit steigt bei hoher Expression von ALCAM in der Membran das Risiko eines

frihen Todes [45].

Auch im Plattenepithelkarzinom des Osophagus spielt die Lokalisation von
ALCAM in der Membran eine entscheidende Rolle. Denn ein Anstieg von ALCAM
in der Membran wurde in der Dysplasie beobachtet. Diese Erkenntnis ist von
groBer Bedeutung, denn es ist das erste Mal, dass eine Uberexpression von
ALCAM in einem pramalignen Stadium beschrieben wird. Dies bedeutet, der
Anstieg von ALCAM konnte ein Ereignis in der Transformation zum Platten-
epithelkarzinom sein. Im Allgemeinen wird die Uberexpression von ALCAM im
Plattenepithelkarzinom des Osophagus mit vermehrter Tumorinvasivitat, Lymph-
knotenmetastasen und spatem klinischem Stadium, also einem aggressiven

Tumorverhalten assoziiert [46].

Mezzanzanica et al. [47], die sich mit der subzellularen Lokalisation von ALCAM im
Ovarialkarzinom beschaftigt haben, fanden heraus, dass eine verminderte
Expression von ALCAM in der Membran und ein Anstieg von ALCAM im
Zytoplasma mit einem ungunstigen Krankheitsverlauf verbunden sind. In

vorangehenden Studien konnte durch diese Forschungsgruppe gezeigt werden,
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dass ALCAM aktiv an der Zellmembran internalisiert und somit reduziert werden
kann. Dies konnte von Bedeutung sein bei der Umgestaltung von Zellkontakten
oder auch beim Loslésen von malignen Zellen vom Primartumor. Die Autoren
stellen die Hypothese auf, dass die Umsiedlung von der Membran zum
Zytoplasma die Zell-Zell Verbindung mindert und somit die Migration von malignen
Zellen fordert. Die Lokalisation von ALCAM als Prognosemarker konnte somit
helfen, die Patienten zu identifizieren, die von einer engmaschigeren Nachsorge

oder alternativen Therapiemdglichkeiten profitieren kdnnten [47].

Das Molekul Tiam1 (T-Lymphoma invasion and metastasis 1) wird in metasta-
sierenden Melanomzellen Uberexprimiert und ist ebenfalls in der Lage die Loka-
lisation von ALCAM zu beeinflussen. Dabei wurden die Zell-Zell-Kontakte
verstarkt, ALCAM also zur Zellmembran umgelagert und somit wurde der

Zellbeweglichkeit und der Invasion von Zellen entgegengearbeitet [48].

Auch beim kolorektalen Karzinom werden verschiedene Lokalisationen von
ALCAM beschrieben. Eine Expression von ALCAM in der Membran korreliert bei
diesem Tumortyp signifikant mit verkirzter Lebenszeit. Im Adenom, welches als
Vorlauferlasion betrachtet wird, ist eine zytoplasmatische Expression von ALCAM

Zu verzeichnen [49].

Im Harnblasenkarzinom zeigt sich ein Zusammenhang zwischen positiver ALCAM
Expression und einer ebenfalls veranderten Expression von alpha-Catenin und,

oder E-Cadherin [50].

Diese Tatsache verdeutlicht ein Phanomen, welches auch beim Prostatakarzinom
beschrieben wird. Die Aufrechterhaltung von einem differenzierten Phanotyp von
Epithelzellen ist abhangig von einem funktionierenden E-Cadherin-Catenin-
Komplex und offensichtlich auch von anderen Adhasionsmolektlen, denn es gibt
eine Korrelation zwischen Cadherin vermittelter Adhasion und dem Expressions-
muster von ALCAM in Prostatakarzinomzellen. Denn fehlt die alpha-Catenin Ex-
pression und ist somit die E-Cadherin vermittelte Zelladhasion gestort, so befindet
sich ALCAM im Zytoplasma. Die intrazellulare Lokalisation von ALCAM ist somit
abhangig von der Expression von alpha-Catenin. Alpha-Catenin spielt also eine
Rolle in der ALCAM vermittelten Adhasion [51].
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Kristiansen et al. [41] beschrieben in ihrer Studie, dass im gesunden Epithel der
Prostata ALCAM vor allem in der Membran und nur schwach im Zytoplasma
exprimiert wird. Deshalb wird eine Beteiligung von ALCAM an der physiologischen
Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten vermutet. Dieselbe Forschungsgruppe
fand heraus, dass nicht nur die Uberexpression von ALCAM, sondern auch die
Lokalisation von grofer Bedeutung ist. Die steigende Expression von ALCAM im
Zytoplasma war assoziiert mit verkurzter Zeit zu einem PSA-Rezidiv. In der Studie
wurden die Uberexpression von ALCAM im Zytoplasma und CD24 als Marker-
kombination genutzt und konnten so als unabhangige prognostische Faktoren fur

ein PSA-Rezidiv fungieren.

In der vorliegenden Studie wurden die zytoplasmatische Expression und die
Expression von ALCAM in der Membran unabhangig voneinander analysiert. Die
zytoplasmatische Konzentration von ALCAM Kkorrelierte in den meisten Fallen mit
derjenigen in der Membran und hatte deshalb keine unabhangige Aussagekraft.
Nur eine kleine Anzahl an Proben zeigte eine schwache Expression von ALCAM
im Zytoplasma, bei Abwesenheit von ALCAM in der Membran. Da diese
Tumorproben keinerlei klinische oder phanotypische Besonderheiten aufwiesen,
kann nicht von einer grof3en unabhangigen Aussagekraft von der Expression von

ALCAM im Zytoplasma ausgegangen werden.
4.2.2 Veranderte Expressionsmuster von ALCAM in verschiedenen Tumoren

Abweichungen von ALCAM wurden in den verschiedensten Tumoren festgestellt.
Die genaue Rolle, die ALCAM jedoch dabei spielt konnte noch nicht zufrieden
stellend geklart werden [31]. Man ist sich einig daruber, dass die Expression von
ALCAM vor allem auf Zellen beschrankt ist, die in dynamische Wachstums-
prozesse und Migration involviert sind [29]. Es wird demnach spekuliert, ob ALCAM
eventuell die Zellbeweglichkeit férdern kdnnte und an der Zelldifferenzierung und

Migration beteiligt ist [35].

Uber die Bedeutung von ALCAM bei neoplastischen Prozessen, aufgrund seiner
Fahigkeit zur heterophilen und homophilen Adhasion, wird ebenfalls spekuliert.
Fest steht, dass Adhasionsprozesse bei der Interaktion zwischen Tumorzellen und

normalen Zellen und das dynamische Zusammenspiel zwischen mobilen Tumor-
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zellen und ihrer Umgebung bei der Metastasierung eine wichtige Rolle spielen und
die Expression von ALCAM in verschiedenen Tumorentwicklungsstadien variiert.
Auch die Bindung von ALCAM an T-Zellen kénnte ein Mechanismus sein, um das

Immunsystem bei der Metastasierung zu umgehen [52].

Die Expression von ALCAM ist in einigen Tumoren erhoht, in anderen hingegen
vermindert. Die Auswirkungen sind allerdings in den verschiedenen Tumoren

vollig unterschiedlich.

Im malignen Melanom zum Beispiel korreliert eine hohe Expression von ALCAM
mit der vertikalen Wachstumsphase (Clark-Level lll, 1V, V) und einer hohen
Kapazitat zu metastasieren, wohingegen in den meisten Navi und in allen Clark-

Level | und Il Lasionen keine ALCAM Expression zu verzeichnen ist [53].

Van Kampen et al. [54] stellten in einer Studie eine verkirzte ALCAM Variante vor,
der die Fahigkeit zur Adhasion fehlte. Dadurch verringerte sich die Zusammen-
lagerung und es wurde eine erhohte Zellbeweglichkeit provoziert. Daraus konnte
geschlussfolgert werden, dass die schrittweise Modulation von ALCAM zum
Ubergang vom primaren Tumorwachstum zur Gewebeinvasion und Metas-
tasierungsprozessen fihren konnte [54]. Auch in vielen anderen Tumoren, wie
beispielsweise dem Harnblasenkarzinom, geht eine erhdhte Expression von
ALCAM mit einer schlechten Prognose einher [50]. Im kolorektalen Karzinom
korreliert ein hoher ALCAM Wert ebenfalls mit einer frihen malignen Trans-
formation. Ein Zusammenhang zwischen Patientenalter, Tumor-Grad, Tumor-

Stage und Lymphknoten-Status konnte nicht festgestellt werden [49].

Auch im Plattenepithelkarzinom des Osophagus ist ein hoher ALCAM Wert mit
spatem klinischen Stadium, fortgeschrittener Tumorinvasivitat und Lymphknoten-
metastasen assoziiert. Da ALCAM bei diesem Tumor bereits in der Dysplasie
exprimiert wird, kdnnte es hier als prognostischer Marker fur eine frihe Diagnose

fungieren [46].

Beim Mammakarzinom weisen einige Studien darauf hin, dass eine reduzierte
Expression von ALCAM ein prognostischer Indikator fur eine schlechte Prognose

ist [55]. Wohingegen andere Studien hohe ALCAM Werte im Zytoplasma im
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Zusammenhang mit verkUrzter Rezidiv-freier Zeit sehen [56] und wiederum andere
Forschungsgruppen die Uberexpression von ALCAM in Tumoren, die Estrogen-

rezeptor-negativ sind, mit aggressivem Tumorwachstum assoziieren [57].

In fast allen Prostatakarzinomen wird ALCAM exprimiert, dort wird allerdings eine

steigende Expression im Zusammenhang mit einer gunstigen Prognose gesehen.
4.2.3 Ergebnisse dieser Studie

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass es beim Prostatakarzinom einen
signifikanten Zusammenhang zwischen der Expression von ALCAM, dem

pT-Status, der pN-Kategorie und dem praopeartiven PSA-Wert gibt.

Es konnte keine Korrelation mit dem chirurgischen Resektionsrand und dem
Gleason-Grad nachgewiesen werden. Auch Kristiansen et al. [41] war es nicht
madglich eine simple Korrelation zwischen der Expression von ALCAM und dem
histologisch definiertem malignen Potential, wie es beispielsweise im malignen
Melanom beschrieben wird festzustellen [53]. Jene Forschungsgruppe konnte
jedoch auch keine Assoziation von ALCAM Expression zum pT-Status

herausfinden [41].

Eine weitere Erkenntnis der vorliegenden Arbeit ist der signifikante
Zusammenhang zwischen starker Expression von ALCAM und einem geringen
Risiko zu einem biochemischen Rezidiv. Ebenfalls besteht in diesem Fall eine

Assoziation zu einem gunstigen Tumorphanotyp.

Auch andere Studien beweisen, dass eine starke Expression von ALCAM mit
einer gunstigen Prognose des Tumors einhergeht. Daruber hinaus wird
verdeutlicht, dass eine niedrige Expression auch signifikant mit einem hohen

Gleason-Grad verbunden ist [33,41].

Eine unabhangige Prognoserelevanz von ALCAM konnte in dieser Studie nicht
bewiesen werden. Es ist jedoch nicht auszuschlie®en, dass mogliche Marker-

kombinationen in der Zukunft dies ermoéglichen kdnnten.
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Kristiansen et al. [44] haben bereits nachgewiesen, dass eine hohe zyto-
plasmatische Expression von ALCAM in Kombination mit dem Marker CD24 als

unabhangiger prognostischer Marker fluir ein PSA-Rezidiv fungieren kann.

Es wird von immer groRerer Bedeutung fir die Forschung sein, mogliche
Tumormarker aufzufinden und ihre Prognosefahigkeit an grol’en Patienten-
kollektiven zu testen, damit zuklnftig die Erkennung von Tumoren im Fruhstadium

moglich und ihr malignes Potential besser einschatzbar wird.

4.2.4 Bedeutung der Ergebnisse fiir die Praxis

Die Identifikation von Zielstrukturen an der Zelloberflache und das Entwickeln von
neuen Behandlungsstrategien ist ein wichtiges Ziel der Forschung, besonders bei
der hormonresistenten Form des Prostatakarzinoms. Insbesondere Tumor
assoziierte Zelloberflachenmarker sind von unschatzbarem Wert fur die
Entwicklung von neuen Therapieformen [58]. Das Protein ALCAM kdnnte als
Zielstruktur beim Prostatakarzinom dienen, denn aus dieser Studie geht hervor,
dass ALCAM im Prostatakarzinom exprimiert wird. Seine reichlich vorhandene
Prasenz im Prostataepithel macht ALCAM zu einem attraktiven Zelloberflachen-

protein fur die gezielte Tumortherapie.

Liu et al. [58] identifizierten bereits den Antikérper H3Ig1, der ALCAM als Antigen
bindet. Antikorper konnen schnell durch rezeptorvermittelte Endozytose in die
Zielzellen eindringen und so spezifische Last in die Tumorzellen transportieren.

Auf diese Weise kann ein gezielter intrazellularer Transport ermdglicht werden [58].

Fur die gezielte Tumortherapie ist jedoch eine Kombination aus Tumor-
erkennungssystem und zytotoxischer Funktion in der Zielzelle in einer gemein-

samen therapeutischen Einheit notig.

Die Forschungsgruppe, die bereits den Antikorper zu ALCAM entdeckte, hat
ebenfalls Immunliposomen entwickelt, die den Antikérper nutzen, um liposomale
Medikamente in die Prostatakarzinomzellen zu transportieren. Um selektiv
Tumorzellen zu vernichten, werden klein-molekulare Therapeutika eingesetzt. Vor
allem liposomale Nanokarrier stellen dabei einen der effektivsten und am besten

charakterisierten Transporter dar [59].
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Ein vollkommen anderer Therapieansatz konnte die bewusste Anderung der
Funktion von ALCAM sein. Eine Forschungsgruppe stellte die Variante sALCAM
vor, die interzellulare ALCAM-Netzwerke oder Clustering verhindert. Die Folge war
eine verminderte Komplexitat der =zellularen Antworten und somit eine
verminderte Zell-Zell-Interaktion. Daraus konnte ein therapeutischer Nutzen
entstehen [31]. Oder aber sALCAM stellt den initialen Schritt zur Metastasierung
dar, indem ALCAM vermittelte Adhasion inhibiert wird [35]. Daraus wirde sich als
Umkehrschluss ergeben, dass eine ALCAM-Variante mit verstarkter Fahigkeit zur
Adhasion eventuell eine Metastasierung verhindern konnte und dadurch eine

gezielte Tumortherapie darstellen wurde.

In Zukunft wird sicherlich immer 6fter ein grofRer therapeutischer Nutzen von
Zelloberflachenproteinen ausgehen, auch wenn diese Therapieformen noch

eingehender untersucht und entwickelt werden mussen.
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5 Zusammenfassung

Das Adhasionsmoleklil ALCAM (CD166) ist ein Transmembranprotein und gehort
zur Immunglobulin Superfamilie. Momentan wird die Rolle von ALCAM im Tumor-
geschehen untersucht. Es zeigen sich unterschiedliche Expressionsmuster von

ALCAM in verschiedenen Tumoren.

Ziel dieser Arbeit war es die Expression von ALCAM im Prostatakarzinom zu
untersuchen, um mehr Uber die Pravalenz und die klinische Signifikanz des
Molekuls zu erfahren. Es stand fur diese Studie ein einmaliges Patientenkollektiv
von 3261 Prostatektomiepraparaten des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf zur Verfigung. Insgesamt waren 2390 Gewebeproben immun-
histologisch im TMA-Format auswertbar, von denen 1746 klinische Verlaufsdaten
aufwiesen. Eine Farbung der Membran wurde in 1663 (69,6%) der Falle
verzeichnet. Eine hohe Expression von ALCAM stand in signifikantem
Zusammenhang mit gunstigen Tumormerkmalen (pT:P=0,00015; pN:P=0,0008;
praoperativer PSA-Wert: P=0,0057) und einem geringeren Risiko eines
biochemischen Rezidivs (P=0,0067). Die zytoplasmatische Lokalisation von
ALCAM stand stets im Zusammenhang mit einer Farbung der Membran. Die
kleine Anzahl an Tumoren, die nur eine zytoplasmatische Farbung aufwiesen,
lieRen keine Besonderheiten in Bezug auf klinischen Ausbruch oder Tumor-

phanotyp erkennen.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit geht somit hervor, dass ALCAM fast immer im
Prostatakarzinom exprimiert wird und dass eine verminderte Expression von

ALCAM zu einem aggressiven Verhalten von Tumorzellen fihren kénnte.

Die reichlich vorhandene Prasenz von ALCAM im Prostatakarzinomepithel macht

es zu einem attraktiven Zelloberflachenprotein fur die gezielte Tumortherapie.
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6 Abkirzungsverzeichnis

AJCC

ALCAM

CD166

DRU

FISH

HE

IgSF

Ig-Domane

IHC

LHRH

PSA

Tiam1

TMA

TNM

TRUS

UICC

American Joint Committee on Cancer

Activated leukocyte cell adhesion molecule

Cluster of differentiation 166

Digital rektale Untersuchung

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Hematoxylin und Eosin

Immunglobulin Superfamilie

Immunglobulin-Domane

Immunhistochemie

Anzahl

Luteinisierendes-Hormon-Releasing-Hormon

prostataspezifisches Antigen

T-Lymphoma and metastasis 1

Tissue-Microarray

Tumor-Nodulus-Metastase- (Klassifikation) der UICC

Transrektale Ultraschalluntersuchung

Union International contre le Cancer
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