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1.0. Fragestellung und Arbeitshypothese

Die Metastasierung von bdsartigen soliden Tumoren stellt auch nach
Jahrzehnten intensiver Forschung noch immer den limitierenden Faktor des
Uberlebens von Patienten dar, da die meisten Patienten mit einem solchen
Tumorleiden an den Folgen der Metastasierung versterben. Die
Hirnmetastasierung bedeutet dabei die prognostisch ungunstigste Lokalisation
der Metastasen. Daruber hinaus stellen besonders Hirnmetastasen den grofiten
Anteil aller Hirntumoren dar, so dass auf dem Gebiet der Erforschung der
Mechanismen der Hirnmetastasierung noch dringend Forschungs- und
Handlungsbedarf besteht.

Diese Studie mochte die Hirnmetastasierung der drei am haufigsten in das ZNS
metastasierenden Tumoren, dem Mammakarzinom, dem kutanen malignen
Melanom und dem Bronchialkarzinom untersuchen. Grundlage hierfur sollten
zwei immun- und eine lektinhistochemische Untersuchung an den
Primartumoren und deren korrespondierenden Hirnmetastasen sein. Als Marker
wurden CEACAM1, L1 und HPA verwendet, da sie in vorangegangenen Studien
als prognostisch ungunstige und statistisch relevante Marker in den
Primartumoren bei diesen Tumorentitaten entdeckt wurden.

Diese Studie soll nun untersuchen, wie und ob sich das Expressionsmuster der
drei Marker von den Zellen des Primartumors von dem Muster der
Hirnmetastasen unterscheidet oder nicht.

Da diese Marker auch funktionell von Bedeutung sein konnen, konnten die
Ergebnisse dieser Studie auch Grundlage fur therapeutische Ansatze sein, um
darauf aufbauend Mdoglichkeiten fur verbesserte Therapien zu eréffnen, bzw. zu

erweitern.



1.0.1. Einleitung

1.1. Die Metastasierungskaskade

Die Prognose, des an einem malignen Tumor erkrankten Patienten, hangt im
Wesentlichen von der Fahigkeit des Tumors ab, Metastasen bilden zu kdnnen,
da diese nahezu immer die Todesursache darstellen.

Um eine Metastase bilden zu kénnen, muss eine Tumorzelle jeden einzelnen
Schritt der Metastasierungskaskade in der richtigen Reihenfolge durchlaufen und
auch beenden, was nur einem geringen Prozentsatz der Tumorzellen gelingt
(Engers und Gabbert, 2000). Lediglich 0,1 Prozent der sich im Blutstrom
befindenden Tumorzellen sind spater in der Lage, eine Metastase bilden zu
koénnen (Fidler, 1970).

Die Metastasierungskaskade beginnt mit der Losung einer Tumorzelle aus dem
Zellverband eines malignen Primartumors. — Bei diesem Prozess sind die
membranstandigen Zelladhasionsmoleklle von besonderer Bedeutung, da ihre
Modulation einen wichtigen Teil der Ablésung einer Zelle aus dem Primartumor
bedingen kann.

Nachdem die Tumorzelle sich aus dem Gewebeverband gelost hat, muss sie
nun die Basalmembran durchbrechen, um in das Gefal3bett eindringen zu
kénnen. Hier muss sie sich an den in der Blutbahn herrschenden
Strémungsdruck anpassen. Uber den Blutstrom wird die Tumorzelle zu einem
anderen, entfernt liegenden Organ getragen, wo sie sich an das Gefallendothel
anheftet. Durch Extravasation nistet sich die Tumorzelle in ihrem neuen
Wirtsgewebe ein und kann so, durch Proliferation, eine Metastase bilden (Zoller
und Wittig 2003). Sie hat jedoch auch die Moéglichkeit, als ,stille Tumorzelle® viele
Jahre inaktiv zu bleiben. Eine weitere Maoglichkeit besteht darin, dass die
Tumorzelle vor Ort direkt vom Immunsystem eliminiert wird (Engers und
Gabbert, 2000).
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Abb.1: Die Abbildung zeigt die einzelnen Schritte der Metastasierungskaskade, beginnend mit der
Ablésung von Tumorzellen aus ihrem Gewebeverband. Dieser Schritt wird gefolgt von der
Invasion des umliegenden Gewebes und dem Eindringen in das Geféllsystem bei der
hamatogenen Metastasierung. Uberleben die Tumorzellen im GefaRbett, so folgen die Anhaftung
an die Kapillarendothelien und die Extravasation in das fremde Gewebe, wo so eine Metastase
entstehen kann. Mod. nach Alberts et al. (2001) Zéller und Wittig (2004).

1.1.1. Organspezifische Metastasierung

Bereits im vergangenen Jahrtausend beschaftigten sich Pathologen mit der
Frage, warum manche Tumoren mit steter Regelmaligkeit in bestimmte Organe
metastasieren. In einer Studie von 1889 untersuchte S. Paget an 735, an einem
Mammakarzinom verstorbenen Frauen, ob er klaren kdnne, warum Tumorzellen
in einem Gewebe Metastasen bilden, nicht aber in einem anderen (Paget, 1889).
Seine aus diesen Studien abgeleitete ,The Seed and Soil Hypothesis“ besagt,
dass Tumorzellen (the seed) eine spezielle Affinitat zu einem Wirtsgewebe (the
soil) haben muissen, um dort eine Metastase bilden zu koénnen. Einen
experimentellen Beweis dieser These zeigten Hart und Fidler (1980), wo
Tumorzellen einer B16 Melanomzelllinie intravends in den Kreislauf von Mausen

injiziert wurden, welche die Lunge als Ort der Metastasierung bevorzugen, nicht



aber in die Nieren metastasieren. Metastasen bildeten sich in der Lunge, in
ektopem Lungen- und Ovarialgewebe, nicht aber in ebenfalls ekotpem Nieren-
Kontrollgewebe oder gar in den Nieren selbst.

Neben Paget erarbeitete Ewing seine ,Mechanical-Hypothesis®, nach welcher
sich eine Metastase in jedem beliebigen Organ entwickeln konne, wenn die
Tumorzellen durch den Blutstrom in dieses Organ gelangten und es als erste
Filterstation benutzten (Ewing, 1928).

Heute ist anzunehmen, dass diese zwar gegensatzlichen Thesen einander
erganzen (Weiss, 1992). Untersuchungen zur Expression von Zelladhasions-
molekllen legen aber nahe, dass der ,Seed and Soil Hypothesis“ groRRere

Bedeutung zukommt als der ,Mechanical- Hypothesis®.

1.2. Metastasierung und Zelladhasionsmolekiile

1.2.1. Die Adhasionskaskade

Im Rahmen der hamatogenen Metastasierung sind Interaktionen zwischen
Rezeptoren und Liganden fir die Abldésung von Tumorzellen aus dem
Primartumor, und auch fur die Adhasion von Tumorzellen an Gefallendothelien
des Gewebes der Metastasenentstehung, von grundlegender Bedeutung
(Rovensky, 1998; Tuszynski et al., 1997). Ahnlich den Entziindungsprozessen,
wo Leukozyten an aktivierte Gefallendothelien adhéarieren, siehe Abb. 2, sind es
bei der hamatogenen Metastasierung auch Adhasionsmolekile, die diese Zell-
Zell- und Zell-extrazellulare-Matrix- Interaktionen vermitteln.

Die Fahigkeit der Tumorzellen selektiv an Gefalkendothelien bestimmter Organe
adharieren zu kénnen, mag ein Grund fur immer wiederkehrende metastatische
Muster bestimmter Tumoren in definierte Metastasenorgane sein (Biancone et
al., 1996).
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Abb.2: Die Adhasionskaskade: Die zirkulierenden Leukozyten werden durch die Selektine
verlangsamt, so dass sie auf den GefaRendothelien zu rollen beginnen und nun mit Hilfe von
zytokinvermittelter  Aktivierung von Adhasionsmolekilen und deren Liganden sich an
Gefallendothelien binden kénnen. Zaéller und Wittig (2004)

Zu den Hauptgruppen der Zelladhasionsmoleklle zahlen die Selektine, die
Cadherine, die Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie und die Integrine,
welche von Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie auf der Zelloberflache
erkannt werden (Zoller und Wittig, 2004).

1.2.2. Zelladasionsmolekiile

1.2.2.1. Das Zelladhasionsmolekiil CEACAM1

CEACAML, friher auch C-CAM, CD66a oder BGP genannt, ist ein Mitglied der
CEA-Genfamilie des CD66 Clusters hochglykosylierter Adhasionsmolekdle,
welche der Immunglobulin-Superfamilie angehdren. Es vermittelt homo- sowie
heterotypische Bindungen zu anderen Mitgliedern der CEA-Genfamilie
(Thompson et al., 1991).

Die mRNA von CEACAM1 besteht hauptsachlich aus vier mdglichen
Splicevarianten, deren Proteinprodukte aus drei oder vier
immunglobulindhnlichen Ektodomanen und einer kurzen (12-14 Aminosauren)
oder einer langen (72-74 Aminosauren) zytoplasmatischen Domane bestehen
(Schumann et al.,, 2001). CEACAM1 wird von vielen humanen Epithelien
exprimiert; so auch von den Enterozyten der Kolonschleimhaut, dem
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Gangepithel der Brustdruse, den Gallengangsepithelien und dem Epithel der
Gallenblase. Auch das Pankreasgangepithel, die proximalen Tubuluszellen der
Niere, die Prostata, das Plattenepithel des Osophagus und das Endometrium
exprimieren CEACAM1. Daneben wird CEACAML1 von Zellen der myeloischen
Reihe (Prall et al., 1996) und aktivierten Endothelzellen exprimiert. Eine
hochregulierte Expression von CEACAM1 weist normalerweise der invasive
Trophoblast auf (Bamberger et al., 1999).

Die pathologische Uberexpression von CEACAM1 im Adenokarzinom der Lunge
(Laack et al., 2002b; Sienel et al. 2003) und im malignen Melanom (Thies et al.,
2002a) gingen mit einer ungunstigeren Prognose fur den Patienten einher. Im
Gegensatz dazu wird in einigen epithelialen Tumoren CEACAM1 eine
tumorsuppressive Funktion zugeschrieben (Izzy et al., 1999). Eine herabgesetzte
Expression von CEACAM1 fand sich im Mammakarzinom (Riethdorf et al.,
1997), dem kolorektalen Karzinom (Neumaier et al., 1993; Brummer et al., 1995)
und dem Prostatakarzinom (Kleinerman et al., 1995; Luo et al., 1999). Eine
Dysregulation von CEACAML1 ist fir das Endometriumkarzinom beschrieben
worden (Bamberger et al., 1998). Ergun et al. (2000) beschreiben, dass
CEACAML1 bei aktivierten Endothelzellen die Eigenschaft eines angiogenen
Faktors aufweist.

CEACAML gilt als Trager von Lewis (LE) und Sialyl-Lewis (SLE) Saureestern
(Stocks et al., 1990). Diese sLE *_Reste sind wiederum in der Lage, an alle drei
Selektine zu binden (Bendas, 1999).

All diese Beobachtungen lassen vermuten, dass das Zelladhasionsmolekul
CEACAM1 in Abhangigkeit von der Tumorentitat seiner Uuber- und
unterexprimierten Form eine wichtige Rolle im Metastasierungsprozess spielen

konnte.

1.2.2.2. Das Zelladhasionsmolekiil L1 (sialinsdurebindendes Siglec)

Das Zelladhasionsmolekil L1, auch CD171 genannt, ist ein transmembranes
Glykoprotein und gehdrt ebenfalls der Immunglobulin-Superfamilie an (Moos et
al.,, 1988). Es hat ein Molekulargewicht von 200-220kD. Im extrazellularen
Bereich besteht es aus sechs immunglobulindhnlichen Doméanen, gefolgt von

funf fibronectindhnlichen Sequenzen. Es tragt, ahnlich wie P- und L-Selektine,



-11 -

ein L2/HNK1 Kohlenhydratepitop, welches direkt Zell- Zell- und Zell - Substrat
Interaktionen vermitteln kann (Chou et al., 1986). L1 spielt eine wichtige Rolle
bei der axonalen Leitung, dem axonalen Wachstum und der Zellmigration des
sich entwickelnden Nervensystems (Brummendorf et al., 1998; Schachner,
1997). Es reguliert eine Reihe von Zellerkennungsmechanismen im zentralen
und peripheren Nervensystem (Kowitz et al., 1993; Martini, 1994) und vermittelt
homo- sowie heterotypische Zelladhasionen. Neben dem Nervensystem wird L1
auch auf Lymphozyten, Granulozyten und einigen Epithelzellen des Intestinal-
und Urogenitaltraktes exprimiert (Kowitz et al., 1992; Kujat et al., 1995; Thor et
al., 1987). In Uberexprimierter Form befindet es sich auf Tumorzellen von
Melanomen (Thies et al., 2002b; Fogel et al., 2003a), im Ovarial- und
Endometriumkarzinom (Fogel et al, 2003b), in dem klarzelligen
Nierenzellkarzinom (Allroy et al., 2005); bei allen diesen Tumorentitaten zeigt es
eine schlechtere Prognose fur den Patienten an. Auch auf Tumorzellen der

Lunge findet sich L1 in Uberexprimierter Form (Katayama et al., 1997).

1.2.3. Lektine - Helix pomatia Agglutinin

Lektine sind kohlenhydratspezifische, zuckerbindende Proteine oder
Glykoproteine nicht immunologischen Ursprungs, die ubiquitar in der Natur
verbreitet sind (Uhlenbruck, 1979). Einige von ihnen, wie auch das Helix pomatia
Agglutinin, das Lektin der Weinbergschnecke (HPA), besitzen die Eigenschatft,
an Blutgruppen spezifische Zuckerreste auf den Erythrozyten (Glykokalyx) zu
binden. Laut Uhlenbruck ist die Suche nach korpereigenen Lektinen mit Hilfe
markierter  Glykokonjugate flir die Tumorimmunologie sehr wichtig.
Organspezifische Metastasierung kann ebenfalls durch organspezifische Lektine
bedingt sein, indem die Tumorzelle mit ihren neuen, veranderten antigenen
Zuckerstrukturen an einem zuckerspezifischen Lektin einer anderen Organzelle
adhariert und so in der Lage ist, sich umsiedeln zu konnen. Die durch die
maligne Transformation veranderten Zuckerreste auf der Zelloberflache von
Tumorzellen lassen sich gut durch Lektine darstellen.

Nicht nur gesunde Korperzellen, sondern auch Tumorzellen bilden auf ihrer
Zelloberflache Glykokonjugate, Glykoproteine, Ganglioside und Glykopeptide.

Die endstandigen Zuckerreste ragen in den Interzellularraum hinein, wo sie von
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Lektinen Uber ihre Kohlenhyraterkennungsdomane erkannt werden konnen. Auf
diese Weise kénnen Lektine die auf der Zelloberflache vorkommenden und sehr
bedeutsamen Kohlenhydrate durch ihre Bindung charakterisieren. Diese
Lektinbindungsreaktion an einen spezifischen Zuckerrest kann auch an
formalinfixierten histologischen Routinepraparaten durchgefuhrt werden.

Helix pomatia Agglutinin (HPA) bindet an die Zucker N-Azetylgalaktosamin und
N-Azetylglukosamin. HPA-Bindungsstellen an terminalen Kohlenhydratresten
von malignen Tumoren zeigten in verschiedenen klinischen Studien, dass ihre
Expression mit einer schlechteren Prognose fur den Patienten einhergeht. Dies
gilt fir das kolorektale Karzinom (lkeda et al., 1994; Schumacher et al., 1994),
das Mamma- und Magenkarzinom (Brooks und Leathem, 1998; Kakeji et al.,
1991), das Prostatakarzinom (Shirashi et al, 1992), das Adenokarzinom der
Lunge (Laack et al.,, 2002a) und das kutane maligne Melanom (Thies et al.,
2001a).

Neben dem HPA gelten auch andere Lektine als prognostische Marker. So
zeigte Thies et al. (2001b), dass auch die positive Bindung des Mistellektins-I
(Viscum album) im malignen Melanom mit einer schlechteren Prognose des

Patienten einhergeht.

1.3. Hirnmetastasierung

Das Bronchialkarzinom, das Mammakarzinom und das maligne Melanom sind
die drei Primartumoren, welche am haufigsten in das Gehirn metastasieren
(Boogerd et al., 1993). Der Altersgipfel der Hirnmetastasierung liegt um das 60.
Lebensjahr. Patienten, deren Primartumor eine Hirnmetastase gebildet hat,
haben eine sehr schlechte Prognose (Nussbaum et al., 1996; Sampson et al.
1998), 70-90 Prozent versterben an den neurologischen Komplikationen ihrer
Hirnmetastase (Amer et al., 1978). In den vergangenen Jahrzehnten ist die Zahl
der  Patienten mit  Hirnmetastasen  angestiegen, da sich die
Therapiemdglichkeiten des Primartumors und somit auch die Uberlebenszeit mit
der Erkrankung verlangert haben. Durch diese Entwicklung haben sich
Hirnmetastasen zu den haufigsten soliden intrakraniellen Tumoren entwickelt
und stehen in der Haufigkeit noch vor den hirneigenen Tumoren (Patchell, 1991).

Die Mehrzahl der Hirnmetastasen (ca. 80 Prozent) ist supratentoriell gelegen.
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Lediglich 15-17 Prozent befinden sich im Kleinhirn und nur 3-5 Prozent liegen im
Hirnstamm (Mehta et al. 2002).

Tabelle 1: Organursprung von Hirnmetastasen bei 729 Patienten mit einem Primartumor

Tumortyp Anteil der Primartumoren in %
NSCLC 24
SCLC 15
Mamma-Ca 17
Melanom 11
Nierenzell-Ca 6
Gastrointestinales-Ca 6
Zervix-Ca 3
CUP 5
Blasen-Ca 2

Tabelle modifiziert nach Nussbaum et al. (1996)
NSCLC: nichtkleinzellige Bronchialkarzinome, SCLC: kleinzellige Bronchialkarzinome, CUP:

Carcinoma of unknown primary

Die Hirnmetastasen der verschiedenen Primartumoren verhalten sich
histologisch unterschiedlich. - Das maligne Melanom beispielsweise ist ein
Tumor mit einem vielschichtigen Verhaltensmuster. Seine hochmalignen
Tumorzellen kénnen innerhalb kirzester Zeit metastasieren und so zum Tode
des Patienten fuhren, andererseits kann eine Metastase viele Jahre nach
Exzision des Primartumors auftreten (McCarthy et al. 1978). Sogar von totaler
Remission maligner Melanome mit Metastasen wurde berichtet (Avril et al.
1992).

Hirnmetastasen maligner Melanome haben die Eigenschaft, starker zu bluten als
Hirnmetastasen anderer Primartumoren; so sind Hirnblutungen dort haufiger
Todesursache. (Byrne et al, 1983). Anders als Mamma- und
Bronchialkarzinome, die ihre Hirnmetastasen in der Rinden-Mark-Grenze entlang
der Gefalde bilden, bilden Melanome ihre Hirnmetastasen haufiger in der grauen
Substanz (Basalganglien und Kortex) aus (Russell und Rubinstein, 1971). Von
den oben erwahnten am haufigsten zu Hirnmetastasen fuhrenden Hirntumoren
hat das Melanom die groRte Neigung, ins Gehirn zu metastasieren (Sampson et

al. 1998). In einer Studie mit 729 Patienten, welche an einer Hirnmetastase
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litten, zeigten  Nussbaum et al. (1996), dass die Uberlebenszeiten mit
Hirnmetastasen abhangig vom Primartumortyp waren. So betrug die Zeit von der
Diagnosestellung bis zur Prasentation einer Hirnmetastase aller Primartumoren
im Median zwolf Monate, die von Patienten mit einem Mammakarzinom 40
Monate, maligne Melanome metastasierten innerhalb von 31 Monaten, und die
Tumoren eines nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms metastasierten in lediglich
drei Monaten. Die Dauer vom Erscheinen der Hirnmetastase bis zum Eintritt des
Todes zeigte sich homogener mit einer mittleren Dauer von funf Monaten bei

solitaren Hirnmetastasen und drei Monaten bei multiplen Hirnmetastasen.

1.4. Melanom, Mammakarzinom und Bronchialkarzinom

Fir diese Studie wurden die drei Tumorentitdten ausgewahlt, welche am
haufigsten Uber den Weg der hamatogenen Metastasierung in das Gehirn
metastasieren (Nussbaum et al., 1996).

Das maligne Melanom ist ein von der Neuralleiste abstammender hochmaligner
Tumor der Haut und Schleimhaute, welcher im Rahmen der Tumorprogression
die Fahigkeit zum invasiven Wachstum erlangt (Schneeberger et al., 2004;
Clark, 1991). Die Prognose der Patienten hangt von der Eindringtiefe des
Tumors zum Zeitpunkt der Exzision ab (Breslow, 1970).

Immunhistochemische Marker erlauben bis heute keine exakte Unterscheidung
zwischen malignen und benignen Tumoren. Antikdrper gegen das S-100 Protein
und HMB-45-Antikérper werden haufig eingesetzt, jedoch wird das S-100
beispielsweise nicht nur von Melanomen, sondern auch von anderen Zelltypen
und Tumoren exprimiert (Cochran und Wen, 1986). Thies et al. (2001a, 2002a
und 2002b) zeigten, dass die Expression aller fir diese Studie ausgewahlten
Marker, namlich CEACAM1, L1 und HPA, positiv mit der Metastasierung des
malignen Melanoms korreliert ist.

Das Mammakarzinom stellt mit einem Anteil von 23 Prozent den haufigsten
malignen Tumor der Frau dar (Zielinski et al., 2004). Trotz steigender Inzidenz,
die auf eine héhere Lebenserwartung und die Friherkennung zurlckzufihren ist,
sinkt die Mortalitat der an Brustkrebs erkrankten Frauen (Levi et al., 1995).

In 65-80 Prozent findet sich ein invasiv-duktales Karzinom, von den Milchgangen

ausgehend, welches auch als NOS (not otherwise specified) bezeichnet wird.
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Einen Anteil von 10 Prozent hat das Iobular-duktale Karzinom
(Lappchenkarzinom), 3-5 Prozent machen das medullare und das
Kolloidkarzinom aus. Seltene Formen sind das tubulare, das adenozystische und
das papillare Karzinom. Charakteristisch fir das Mammakarzinom ist das
multizentrische Auftreten des Tumors in der betroffenen Brust. Zumeist ist der
Tumor im oberen auf3eren Quadranten lokalisiert, gefolgt vom oberen inneren.
Eine positive Korrelation bezlglich der Metastasierung des Mammakarzinoms
zeigten Brooks und Leathem (1998) fur das Lektin HPA. Fur CEACAM1
hingegen wurde von Riethdorf et al. (1997) gezeigt, dass Mammakarzinome mit
steigendem Malignitatsgrad immer weniger CEACAM1 auf den Tumorzellen
exprimieren. Fur L1 und seine Expression auf Mammakarzinomen liegen in
dieser Form noch keine Daten vor.

Das Bronchialkarzinom ist weltweit die fihrende Todesursache der an Krebs
erkrankten Patienten (Giovino, 2002). Man nimmt an, dass sich die
verschiedenen histologischen Subtypen des Bronchialkarzinoms von einer
pluripotenten Stammzelle ableiten (Carbone, 1997).

Man unterscheidet beim Bronchialkarzinom grob nichtkleinzellige von
kleinzelligen Bronchialkarzinomen. Zu der Gruppe der nichtkleinzelligen
Bronchialkarzinomen gehéren die Plattenepithelkarzinome (30-35 Prozent) und
das Adenokarzinom, welches in den letzten Jahren einen steten Anstieg zeigt
(Auerbach und Garfinkel 1991), dessen Ursache noch nicht geklart ist. 10
Prozent der nichtkleinzelligen Bronchialkarzinome sind grof3zellig-anaplastische
Karzinome. Das kleinzellige Bronchialkarzinom hat einen Anteil von 20-25
Prozent. Seine Aggressivitat zeigt sich in der kurzen Tumorverdopplungszeit von
durchschnittlich 50 Tagen und der Tendenz, frith zu metastasieren, oft schon
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. Das gute anfangliche Ansprechen auf
Zytostatika wird in den meisten Fallen durch die Entwicklung einer
Zytostatikaresistenz gestoppt (Doyle, 1993). Diese Eigenschaften des
kleinzelligen Bronchialkarzinoms erklaren die infauste Prognose der Patienten.
Eine positive Korrelation zwischen der Metastasierung von Adenokarzinomen
der Lunge zeigten Laack et al. (2002a und 2002b) fur die Expression von
CEACAML1 und HPA-Bindungsstellen auf den Tumorzellen. Sienel et al. (2003)

zeigten eine positive Korrelation fur die Tumorprogression von nichtkleinzelligen
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Bronchialkarzinomen, welche eine erhohte Expression von CEACAM1
aufwiesen. Katayama et al. (1997) zeigten, dass humane

Bronchialkarzinomzelllinien auch L1 exprimieren.
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2. Material und Methoden

2.1. Histologisches Untersuchungsgut

Aus einer Liste von ursprunglich 305 Patienten, die an einem Bronchialkarzinom,
einem Melanom oder einem Mammakarzinom erkrankt waren und eine
Hirnmetastase gebildet hatten, welche operativ entfernt oder biopsiert wurde,
wurden in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete Primartumoren und
Hirnmetastasen von 24 Patienten gefunden. Sie waren im Zeitraum zwischen
1992 und 2003 in Kliniken des Universitatskrankenhauses Eppendorf behandelt
worden. Es fanden sich auch Hautmetastasen von malignen Melanomen und
korrespondierende Hirnmetastasen von funf Patienten, welche im Zeitraum von
1990 bis 2003 auch in Kliniken des Universitatskrankenhauses Eppendorf
behandelt worden waren. Alle 29 Paare wurden aus den Archiven der Kliniken
und Institute herausgesucht.

Dabei handelt es sich im Einzelnen um:

Funf Melanome mit korrespondierenden Hirnmetastasen und funf
Hautmetastasen von Melanomen mit korrespondierenden Hirnmetastasen. Diese
stammen aus der Hautklinik und dem Institut fur Neuropathologie.

Sechs Bronchialkarzinome mit korrespondierenden Hirnmetastasen aus dem
Institut fir Pathologie und dem Institut fir Neuropathologie.

13 Mammakarzinome mit korrespondierenden Hirnmetastasen aus dem Institut
fur Oral- und Gynakopathologie und dem Institut flir Neuropathologie.

In die Untersuchung eingeschlossen wurden auch vier Hirnmetastasen (jeweils
zwei von einem Mammakarzinom und Melanom abstammend), deren
Primartumoren leider bei anderen histologischen Untersuchungen verbraucht
worden waren, sowie jeweils ein Mammakarzinom und ein Bronchialkarzinom,
deren korrespondierende Hirnmetastasen auch bei anderen histologischen

Untersuchungen aufgebraucht worden waren.

Tabelle 2: Die in dieser Studie untersuchten Tumorentitaten und ihre Fallzahlen.

Tumorentitat Mammakarzinome | Bronchialkarzinome Melanome

Primartumoren/ Hirnmetastasen 13/15 7/6 5/7/5*

* Zusatzlich untersuchte Hautmetastasen
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Aus den vollstandigen Krankenblattern der nun insgesamt 35 von 305 Patienten,
welche alle bei der Aufnahme in die Klinik ihr schriftliches Einverstandnis zur
wissenschaftlichen Auswertung des histologischen Materials und dessen
Untersuchungsergebnisse gegeben hatten, wurden die histopathologischen
Befunde nachvollzogen. Aulerdem wurden lektin- sowie immunhistochemische
Untersuchungen auf eine  Bindung der Antikorper gegen die
Zelladhasionsmolekile L1 und CEACAML1 sowie dem Lektin HPA durchgefuhrt.

Es wurde einerseits die Immun- bzw. Lektinreaktivitat beurteilt und andererseits
die Ausbreitung dieser Immun- bzw. Lektinreaktivitat iber die Gesamtmasse der
malignen Tumorzellen. Ein Praparat wurde als positiv bewertet, wenn mehr als
funf Prozent der malignen Zellen eine Immun- bzw Lektinreaktivitat zeigten. Die
Einteilung der Immun- und Lektinreaktivitat reichte von schwach (+) Uber mittel
(++) bis zu intensiv (+++) positiv angefarbt. Die Einteilung der Ausbreitung der
Immun- bzw Lektinreaktivitdt wurde in Prozent, bezogen auf die Tumormasse,

>20 Prozent, >50 Prozent oder 100 Prozent angegeben.

2.2, Patientencharakteristika und klinische Befunde

Die Mehrheit der Patienten war weiblich (25 weiblich; 10 mannlich), das
Uberwiegen von Frauen im Untersuchungsgut ist darauf zuriickzufiihren, dass
50 Prozent der untersuchten Tumorpaare Mammakarzinome waren.

Das Alter der Patienten wird zum Zeitpunkt der ersten Tumorexzision angegeben
und liegt zwischen 36 und 68 Jahren, der Median betragt 53 Jahre. Fur die
einzelnen Tumoren liegt der Altersdurchschnitt wie folgt:

Die Melanompatienten waren zwischen 37 und 66 Jahre alt, was einen Median
von 54,8 Jahren ergibt. Die Patienten mit einer Hautmetastase eines malignen
Melanoms waren zwischen 37 und 68 Jahre, was in Median 52,6 Jahre
ausmacht. Die Bronchialkarzinompatienten waren zwischen 40 und 67, die
Patientinnen mit einem Mammakarzinom zwischen 36 und 66 Jahre alt, was
jeweils einen Median von 52,7 und 52 Jahren ausmacht. Die durchschnittliche
Zeit von der operativen Entfernung des Primartumors, beziehungsweise der
Hautmetastase, bis zur Operation der Hirnmetastase war beim Mammakarzinom
2,6 Jahre, beim Melanom 2,8 Jahre, und bei den Hautmetastasen des malignen

Melanoms waren es 2,2 Jahre. Lediglich die Patienten des Bronchialkarzinoms
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entwickelten alle noch im Jahr der Entfernung des Primartumors eine
Hirnmetastase.

Die histopathologischen Befunde der finf Melanome ergaben nach Breslow und
Clark Eindringtiefen von 1,1 mm bis 6,2 mm und Clarklevel von Il bis IV. Als
histologische Subtypen fanden sich zwei maligne Melanome, ein exophytisch
exulzerierendes malignes Melanom, ein akrolentigindses nodulares und ein
superfiziell spreitendes Melanom.

Unter den sieben Bronchialkarzinomen befanden sich drei Adenokarzinome,
zwei Plattenepithelkarzinome, ein  groRzelliges Karzinom und ein
nichtkleinzelliges Karzinom, welches nicht genauer klassifiziert werden konnte.
Die 13 Mammakarzinome setzten sich zusammen aus: neun invasiv-duktalen
Mammakarzinomen, zwei invasiven Adenokarzinomen, einem polymorphzelligen

Mammakarzinom und einem nicht ndher klassifizierten Mammakarzinom.

2.3. Die Anfertigung von Paraffinschnitten

Mit einem Mikrotom wurden funf um dicke Paraffinschnitte aus in Formalin
fixierten und in Paraffin eingebetteten Primartumoren und ihren Hirnmetastasen
angefertigt. Aufgebracht auf silanbeschichtete Objektrager (Histo Bond®,
Marienfeld, Deutschland) wurden diese Uber Nacht in einem Brutschrank bei
37°C getrocknet. Die anschlieBende Entparaffinierung erfolgte in Xylol, und in

einer absteigenden Alkoholreihe wurden die Schnitte rehydriert.

2.4. Lektinhistochemie - Helix pomatia Agglutinin (HPA)
Alle Inkubationen wurden, soweit es nicht anders beschrieben ist, bei

Raumtemperatur in einer feuchten Kammer durchgefuhrt.

2.4.1. Direkte Methode

Die rehydrierten Schnitte wurden 15 Minuten mit 0,1% Trypsin (Sigma, St. Louis,
Missouri, USA), geldst in Lektinpuffer (LP bestehend aus: 50 mM Trizma Base,
150 mM NaCl, 1 mM MaCl (alle Reagenzien: Sigma, Deisenhofen,
Deutschland); pH 7,6), in einem Wasserbad bei 37°C inkubiert. Die Reaktion
wurde unter flieRendem Leitungswasser gestoppt, die Schnitte in LP aquilibriert

(dreimal fanf Minuten) und anschlieBend mit 10 pg/ml biotinyliertem HPA
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(Kohlenhydratspezifitdt: ~ N-Azetylgalaktosamin/N-Azetylglukosamin)  (Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) eine Stunde inkubiert. Nach dreimaligem Spulen in
Trispuffer (TBS: 50 mM Trizma Base (Sigma, Deisenhofen, Deutschland), 150
mM NaCl; pH 7,6), wurden die Schnitte mit einem Avidin-alkalische-
Phosphatase-Komplex (Vectastain, ABC-Kit, Vektor, Burlingame, Kalifornien,
USA) far 30 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurden die Praparate wiederum in
TBS gespult und die Farbreaktion durchgefuhrt: 7,5 ml einer vierprozentigen
Natriumnitrittdsung wurden mit 300 pl Neufuchsin-Stammlésung (5 g Neufuchsin
geldst in 100 ml 2n HCI) vermischt. Anschlieend wurden sofort 30 mg Naphthol-
AS-Bisphosphat in 750 ul DMF gelost und als Substrat fur die alkalische
Phosphatase hinzugegeben. Die Praparate wurden unter Lichtausschluss 20
Minuten in dieser Losung entwickelt. Die Reaktion wurde unter flielliendem
Leitungswasser (10 Minuten) gestoppt. Danach wurden die Praparate in 50
%igem Mayers Hamalaun fur 10 Sekunden gegengefarbt, 10 Minuten unter
flieBRendem Leitungswasser geblaut. AnschlieRend wurden die Praparate in einer
aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und in Xylol inkubiert, um im Anschluss
mit Eukitt (Kindler, Freiburg, Deutschland) eingedeckt zu werden. Mit
Kontrollschnitten wurde auf die gleiche Weise verfahren, nur wurde statt des

biotinyliertem HPA mit reinem Lektinpuffer inkubiert.

2.4.2. Indirekte Methode

FUr das Lektin Helix pomatia Agglutinin (HPA) wurde noch eine zweite, im
weiteren als indirekte Methode (iIHPA) bezeichnete, Farbung durchgefuhrt, um
eventuelle Unterschiede bezlglich des Farbeverhaltens der Hirnmetastasen/der
Methoden untersuchen zu kdénnen. Die rehydrierten Schnitte wurden wieder 15
Minuten mit 0,1% Trypsin (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), geldst in
Lektinpuffer (LP bestehend aus: 50 mM Trizma Base, 150 mM NacCl, 1 mM MgClI
(alle Reagenzien: Sigma, Deisenhofen, Deutschland); pH 7,6), in einem
Wasserbad bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch zweimaliges Waschen
(e fanf Minuten) in Aqua dest. gestoppt. Zur Hemmung der endogenen
Peroxidase verblieben die Schnitte fur 20 Minuten in mit 30 %igem H,0,
versetztem Methanol. Es folgte zweimaliges Waschen fur je funf Minuten in Aqua

dest., danach zweimal finf Minuten in LP. AnschlieRend erfolgte die einstlindige
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Inkubation mit 10 ug/ml nativem, nicht konjugiertem HPA (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland). Nach erneut zweimaligem Waschen fir je finf Minuten wurden die
Schnitte fur 30 Minuten mit 100 pg/ml Schweine- Normalserum inkubiert.
Anschlief3end folgte die Inkubation Uber Nacht, bei 4°C, mit 10 pg/ml Kaninchen
anti-HPA Antikoérper (DAKO, Glostrup, Danemark). Am nachsten Tag wurden die
Schnitte zweimal je funf Minuten in TBS gewaschen und danach fur 30 Minuten
mit einem biotinylierten Schweine-anti-Kanninchen Antikérper (5ug/ml; 1:200)
inkubiert. Anschlielend wurde zweimal finf Minuten mit TBS gespllt. Es folgte
eine 30 mindtige Inkubation mit dem Avidin-Peroxidase-Komplex (Vectastain,
ABC-Kit, Vektor, Burlingame, Kalifornien, USA) mit sich anschlieRendem Spulen
in TBS. Die Farbreaktion fand unter Ausschluss von Licht in folgender Losung
statt: 9 ml TBS mit 60 ul H,0, versetzt, dann wurde 1 ml DAB hinzugefuigt und
die Losung sofort auf die Schnitte fur acht Minuten aufgetragen. Anschliel3end
wurden die Schnitte mit 50% Mayers Hamalaun 10 Sekunden gegengefarbt, wie

oben beschrieben dehydriert und eingedeckt.

2.5. Immunhistochemie

Die folgenden immunhistochemischen Reaktionen wurden, soweit es nicht
anders beschrieben ist, in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur
durchgefuhrt.

2.5.1. Darstellung des Zelladhasionsmolekiils CEACAM1

Der monoklonale Antikorper 4D1/C2 gegen das Zelladhasionsmolekul
CEACAML1 wurde freundlicherweise von Herrn Professor Dr. C.Wagener, Institut
fur Klinische Chemie, Universitatskrankenhaus Eppendorf, zur Verfigung
gestellt.

Dieser Antikorper wurde in ,Antibody Diluent with Background Reducing
Components® (Dako, Carpinteria, Kalifornien, USA) verdinnt (falls nicht anders
vermerkt).

Die rehydrierten Schnitte wurden in 10 mM Zitratpuffer (pH 6,0) in der Mikrowelle
funfmal far je zwei Minuten bei 500 Watt hitzebehandelt. Nach 20 minutigem
Abkuhlen bei Raumtemperatur wurde schrittweise kalter Zitratpuffer

hinzugegeben, bis die Losung Raumtemperatur erreicht hatte. AnschlieRend
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wurden die Schnitte in TBS (pH 7,6) mit 0,1% Tween 20 dreimal funf Minuten
gespult und die unspezifischen Bindungen mit 100 pug/ml (1:10) Kaninchen-
Normalserum (DAKO, Glostrup, Danemark) blockiert. Es folgte eine Inkubation
mit 8 ug/ml des 4D1/C2 Antikérper, Uber Nacht bei 4°C. Am nachsten Tag
wurden die ungebundenen Antikérper durch dreimaliges Waschen in TBS mit
0,1% Tween 20 (letzter Waschgang nur TBS) entfernt und die Schnitte mit
einem biotinyliertem Kaninchen-anti-Maus Antikérper (DAKO, Glostrup,
Danemark) in einer Verdiinnung 1:200 fur 20 Minuten inkubiert. Nach erneutem
dreimaligem Waschen in TBS und 0,1% Tween20 (letzter Waschgang nur in
TBS) fur jeweils funf Minuten, wurden die Schnitte mit einem Avidin-alkalische-
Phosphatase-Komplex 30 Minuten inkubiert und die Enzymreaktion der
alkalischen Phosphatase wie zuvor beschrieben entwickelt. Anschlieend
wurden die Schnitte gegengefarbt, geblaut, mit Crystal Mount (Biomeda, Foster
City, Kalifornien, USA) eingedeckt und bei 70°C getrocknet. Mit Kontrollschnitten
wurde auf die gleiche Weise verfahren, nur wurde die Inkubation mit dem
monoklonalen 4D1/C2 Antikdrper durch eine Inkubation mit reinem Puffer

ersetzt.

2.5.2. Darstellung des Zelladhasionsmolekuls L1

Die zwei monoklonalen Mausantikorper gegen L1 (L1-11A und UJ 127.11)
wurden freundlicherweise von Herrn Professor Dr. P. Altevogt, Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg, zur Verfugung gestellt.

Die rehydrierten Schnitte wurden zur Vorbehandlung in einen EDTA-Puffer (0,37
g EDTA/), pH 8,0 verbracht und dreimal funf Minuten bei 500 Watt in einer
Mikrowelle warmebehandelt. Nach 20 minutigem Abkuhlen bei Raumtemperatur
wurde schrittweise kalter EDTA-Puffer hinzugegeben, bis die Ldsung
Raumtemperatur erreicht hatte. AnschlieRend wurden die Schnitte zweimal flnf
Minuten in TBS gewaschen und danach fur 20 Minuten zur Blockierung der
unspezifischen Bindungen mit einem Ziegen-Normalserum (DAKO, Glostrup,
Danemark), im Verhaltnis 1:10, inkubiert. Es folgte eine Inkubation mit dem
unverdunnten L1-Antikorper (UJ 127.11 und L1-11A) uber Nacht bei 4°C. Am
nachsten Tag wurden die Schnitte dreimal funf Minuten in TBS und 0,1% Tween

20 (letzter Waschgang nur TBS) gewaschen und danach fir 30 Minuten mit
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einem biotinylierten Ziege-anti-Maus Antikérper (DAKO, Glostrup, Danemark),
Verdunnung 1:200, inkubiert. AnschlieRend wurden die Schnitte je dreimal flnf
Minuten in TBS mit 0,1% Tween20 (letzter Waschgang nur in TBS) gewaschen
und mit einem Avidin-alkalische-Phosphatase Komplex fur 30 Minuten inkubiert.
Wie oben beschrieben, folgten die Enzymreaktion, das Gegenfarben, das
Blauen sowie das Eindecken (trocknen bei 70°C) mit Crystal Mount (Biomeda,
Foster City, Kalifornien, USA). Mit Negativkontrollen wurde auf die gleiche Weise
verfahren, nur wurde die Inkubation mit dem monoklonalen Kaninchenantikdrper
gegen L1 durch eine Inkubation durch reinen Puffer ersetzt. Als Positivkontrolle

dienten histologische Schnitte von peripheren Nerven.

2.6. Hamatoxylin-Eosin Farbung

Zur histologischen Beurteilung der Primartumoren und den dazugehdrigen
Hirnmetastasen wurde von allen Paaren je ein Schnitt HE gefarbt.

Die HE-Farbung wurde in einem Farbeautomaten (Varistain, Shandon, Frankfurt,
Deutschland) nach einem Standardprotokoll durchgefihrt. Hierfir wurden die
Schnitte in Xylol entparaffiniert und Uber eine absteigende Alkoholreihe
rehydriert. Anschlielend folgten Inkubationen in destilliertem Wasser fur zwei
Minuten, Hamatoxylin fur eine Minute, destilliertem Wasser flr zwei Minuten,
Leitungswasser fur funf Minuten, Eosin fur drei Minuten und wiederum in
destilliertem fur 30 Sekunden. AbschlieRend wurden die Schnitte Uber eine
aufsteigende Alkoholreihe dehydriert, dreimal fir je funf Minuten in Xylol

belassen und mit Eukitt (Kindler, Freiburg, Deutschland) eingedeckt.
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3. Ergebnisse

3.1. Ubersichtstabellen fiir alle Tumorpaare in den verschiedenen
Farbungen

Die Ubersichtstabellen zeigen alle Tumorpaare, a) fiir den Primartumor und b)
fur die Hirnmetastase, geordnet nach Tumorentitaten, wie sie sich in den
einzelnen Farbungen dargestellt haben.

Diese Tabellen erlauben einen Uberblick, um eine Tendenz (iber das
Farbeverhalten der Tumorentitaten in den einzelnen Farbungen zu erhalten,
aber auch um ein einzelnes Tumorpaar in allen Farbungen Uberblicken zu

konnen.
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Tabelle 3: Mammakarzinome mit korrespondierenden Hirnmetastasen in den

verschiedenen Farbungen

la=Primartumor, 1b=Hirnmetastase, M=mannlich, W=weiblich, Alter zum Zeitpunkt der Entfernung des Primartumors,

m=membranbetont, z=zytoplasmatisch, Inva= Invasionszone, +=schwach, ++=mittelgradig, +++=intensiv, - =negativ

Paare | L1 UJ 127.11 L1-11A CEACAM1 bHPA iHPA

la +100% z - +100% zm ++/+++ 100% zm | +/++ 90% z
1b +100% z - +/++ 100% zm | ++/+++ 100% zm | + 100%

2a + 100% z +50% z +100% z +/+++ 80% zm ++/+++ 100% zm
2b +100% z - +/++100% z +/++ 40% z ++100% z
3a - - - - +/++ 100 zm
3b - - - ++/+++ 100% mz | + 100% z

4a +100% z - +50% z - ++/+++ 50% m
4b +100% z - +50% z - +100% z

5a +/++ 100% z - - ++/+++70%2z ++/+++ 70% z
5b - - - - +50% z

6a +/++ 90% zm - +50% z +/++ 50%z ++/+++ 100% z
6b ++ 100% z +100% z - ++/+++ 90%z ++ 100% z
7a +100% z - - +100% z +/++ 100% z
7b +100% z - + 50%2z + 30%z +/++ 100%2z
8a +50% z - + 100%z +/+++ 40% m +/+++ 40%
8b +/++ 100% z - + 50%z +50% z + 50%z

9a +100% z - +100%z ++/+++ 80%2z +/++ 80%z

9b +/++ 100% z + 100% z + 100%z ++/+++ 80%z + 100%z

10a |+ 100% z - - - + 20%z

10b +100% z - - +/+++ 20%z + 50%z

1l1a +100% z - +50% z +/+++ 50% m +/++ 50%2z
11b +100% z - +100%z +/++ 50%z + 50%z

12a +100% z - + 100%z - -

12b +100% z - +100% z +50% z +50%z

13a +100% z - + 50%z ++/+++ 30%z +/++ 100%z
13b Kein Tumor Kein Tumor Kein Tumor Kein Tumor Kein Tumor
1l4a Kein Tumor Kein Tumor Kein Tumor Kein Tumor Kein Tumor
14b +100% z - +100% z +/+++ 100% m +100% z

15a kein Tumor kein Tumor kein Tumor kein Tumor kein Tumor
15b +100% z - - ++/+++ 80% zm | -

16a Kein Tumor Kein Tumor Kein Tumor Kein Tumor Kein Tumor
16b +/ ++ 100% z m:++ | + 100% z +100% z m:++ | +50% z m:+++ +100% z




Tabelle 4:

verschiedenen Farbungen

Bronchialkarzinome mit
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korrespondierenden

Hirnmetastasen in

den

Paare | L1 UJ 127.11 L1-11A CEACAM1 bHPA iHPA

17a | +++70% z - - - +80% mz
17b +90% z - - ++/+++ 20% m ++ 80% z
18a |- - - - +/++ 90% z
18b +100% z - - ++/+++ 50% z +/++100% z
19a +90% z - - ++/+++ 100% m | +/++ 90% z
19b +100% zm - - ++/+++ 50% m +/++ 90% z
20a - - - ++/+++ 60% mz | ++/+++ 100% z
20b - - - ++50% m ++ 100% z
2la |+ 100% z - +20% z ++/+++ 80% m +100% z
21b + 100% z - - ++/+++ 70% m + 100% z
22a +50% z - - - +100% z
22b +100% z - +/++100% z ++/+++ 30% m +90% z
23a +/++ 100% z - - -

23b Kein Tumor Kein Tumor Kein Tumor Kein Tumor Kein Tumor

Tabelle 5: Melanome mit korrespondierenden Hirnmetastasen in den verschiedenen

Farbungen

Paare | L1 UJ 127.11 L1-11A CEACAM1 bHPA

24a +100% Inva:+++z |- Inva: ++100%z |+ 100% Inva: ++ z -

24b +/++/+++ 100% z | + 60% z +100% z -

25a | +70% m - +80% z +80% z
25b | +100% z - +100% z +30% z
26a +/++ 100% m + 50% mz ++/+++ 80% m -

26b | +100% z - +80% z -

27a - - +100% m -

27b +100% z - ++/+++ 100% m -

28a + 100% z - +50% z -

28b ++/+++ 90% z ++/+++ 50% z ++/+++ 50% z -

29a Kein Tumor Kein Tumor Kein Tumor Kein Tumor
29b | +/++ 100% zm - +100% z -

30a Kein Tumor Kein Tumor Kein Tumor Kein Tumor
30b |+ 100% z - +50% z -
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Tabelle 6: Melanommetastasen mit korrespondierenden Hirnmetastasen in den

verschiedenen Farbungen

Paare | L1 UJ 127.111 L1-11A CEACAM1 bHPA
3la +/++ 50% z Inva:+/++ 30% z | ++ 90% m

31b - - +/+++ 100% mz

32a +/++ 70% z - +90% z

32b +/++ 100% z - ++/+++ 90% z

33a +90% z

33b +/++ 90% z - +100% z
34a + 100% z - ++ 100% z
34b ++90% z - +20% z
35a +100% z +100% z +/++ 30% m
35b ++ 100% z +100% z ++ 100% z
3.2. L1

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen am Zelladhasionsmolekul L1
standen zwei monoklonale Antikorper zur Verfligung, UJ127.11 und dessen

Subklon L1-11A, deren Ergebnisse im Folgenden einzeln aufgefuhrt werden.

3.21.UJ 127.11

Als Positivkontrolle diente der histologische Schnitt eines peripheren Nervs. Er
zeigte eine mittlere (++) bis starke (+++) L1-Immunreaktivitat. Die Ausbreitung
Immunreaktivitat bezogen auf die Tumormasse lag mehrheitlich bei Uber 80

Prozent.

3.2.1.1. Mammakarzinome

Die sieben Mammakarzinome mit den korrespondierenden Hirnmetastasen
zeigten eine schwache (+) zytoplasmatische Immunreaktivitat, sowohl in den
Zellen des Primartumors, als auch in denen der Hirnmetastase, wie die
Ubersichtstabelle 3 zeigt. Zwei Paare zeigten eine Verstarkung der
Immunreaktivitat in den Zellen der Hirnmetastase von schwach (+) in den Zellen
des Primartumors auf mittelgradig (++) in den Zellen der Hirnmetastase. Ein
Paar zeigte im Primartumor, wie in der Hirnmetastase, eine mittelgradige (++)
zytoplasmatische Immunreaktivitdt der Tumorzellen, welche im Primartumor
zusatzlich membranbetont war. Ein Paar zeigte eine schwache (+) bis

mittelgradige (++) Immunreaktivitat in den Zellen des Primartumors, die Zellen



-28-

der korrespondierenden Hirnmetastase waren negativ (-). Von den drei
Hirnmetastasen ohne korrespondierenden Primartumor zeigten jeweils zwei eine
schwache (+) zytoplasmatische Immunreaktivitat und die dritte eine schwache
(+) bis mittelgradige (++) membranbetonte Immunreaktivitat der Tumorzellen. Ein
Primartumor ohne korrespondierende Hirnmetastase zeigte eine schwache (+)
zytoplasmatische Immunreaktivitat, lediglich ein Paar zeigte einheitlich keine
Immunreaktivitat.

Abb. 3: L1 UJ
127.11-Farbung an
einer Hirnmetastase
eines
Mammakarzinoms.
Zu erkennen ist die
einheitlich schwache
(+) zytoplasmatische
Immunreaktivitat der
Tumorzellen in der
Hirnmetastase.

200 pm |

3.2.1.2. Bronchialkarzinome

Vier Bronchialkarzinome mit korrespondierenden Hirnmetastasen zeigten eine
schwache (+) zytoplasmatische Immunreaktivitdt der Zellen des Primartumors
und der Zellen der Hirnmetastasen. Die Zellen einer Hirnmetastase zeigten
zusétzlich eine membranbetonte Immunreaktivitat, was die Ubersichtstabelle 4
zeigt. Ein Paar zeigte einen nicht angefarbten Primartumor, wahrend die Zellen
der Hirnmetastase schwach (+) positiv gefarbt waren. Der Primartumor ohne
korrespondierende Hirnmetastase zeigte eine schwach (+) bis mittelgradige (++)
zytoplasmatische Immunreaktivitat seiner Tumorzellen. Ein Paar zeigte weder in
den Zellen des Primartumors noch in den Zellen der Hirnmetastase eine

Immunreaktivitat.
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3.2.1.3. Melanome

Die Melanome mit korrespondierenden Hirnmetastasen zeigten insgesamt ein

Abb. 4a: L1
UJ127.11-Farbung
eines
Bronchialkarzinoms
vom Typ eines
niedrig differenzierten
Plattenepithel-
karzinoms und
dessen
korrespondierender
Hirnmetastase (Abb.
4b). Der Primartumor
zeigt eine schwache
(+) Immunreaktivitat.

Abb. 4b: In der
Hirnmetastase zeigt
sich  beeindruckend

die zunehmende
Entartung der
Tumorzellen Zu
Riesenzellen.

(gelber Pfeil). Eine
schwache (+)

Immunreaktivitat st
nur in  einzelnen
Tumorzellen Zu
finden.

inhomogenes Muster (siehe Ubersichtstabelle 5). Ein Paar farbte sich einheitlich

in den Zellen des Primartumors und in denen der Hirnmetastase schwach (+) flr

L1 an, und ein weiteres Paar zeigte im Primartumor eine mittelgradige (++)

zytoplasmatische L1 Immunreaktivitat der Tumorzellen, bis hin zu einer starken

(+++) L1 Immunreaktivitdt der Invasionszone und eine mittelgradige (++) L1

Immunreaktivitat der Zellen der Hirnmetastase, welche membranbetont verstarkt
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war. Ein Paar zeigte eine schwache (+) bis mittelgradige (++) membranbetonte
Immunreaktivitat der Zellen im Primartumor, in der Hirnmetastase hingegen fand
sich eine schwache (+) zytoplasmatische Immunreaktivitat der Tumorzellen. Ein
weiteres Paar zeigte im Primartumor eine schwache (+) zytoplasmatische
Immunreaktivitat, welche sich in der Hirnmetastase bis zu einer intensiven (+++)
zytoplasmatischen Immunreaktivitat der Tumorzellen verstarkte. Ein Paar zeigte
keine Immunreaktivitat in den Zellen des Primartumors, daflr jedoch eine
schwache (+) in den Zellen der Hirnmetastase. Eine Hirnmetastase ohne
korrespondierenden Primartumor zeigte eine mittelgradige (++) membranbetonte
Immunreaktivitat ihrer Tumorzellen, eine weitere zeigte eine schwache (+)
Immunreaktivitat.

Bei den Hautmetastasen von Melanomen und den korrespondierenden
Hirnmetastasen zeigte sich folgendes immunhistochemisches Farbungsmuster:
Drei Paare zeigten eine Verstarkung der Immunreaktivitat der Melanomzellen in
der Hirnmetastase von schwach (+) in den Melanomzellen der Hautmetastase
bis mittelgradig (++) in den Zellen der Hirnmetastase. Ein Paar zeigte einheitlich
eine schwache (+) bis mittelgradige zytoplasmatische Immunreaktivitat der
Tumorzellen und ein weiteres zeigte eine schwach (+) bis mittelgradige (++)
Immunreaktivitat in den Melanomzellen der Hautmetastase, jedoch keine (-) in

den Melanomzellen der korrespondierenden Hirnmetastase.
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Abb. 5b

3.2.2. L1-11A

3.2.2.1. Mammakarzinome

Abb. 5a/5b: L1 UJ
127.11-Farbung

eines malignen
Melanoms (Abb. 5a)
und seiner

korrespondierenden
Hirnmetastase (Abb.

5b).

In beiden
Abbildungen kann
man eine
mittelgradige (++) bis
intensive (+++)
Immunreaktivitat
erkennen.

Neun Mammakarzinome und ihre korrespondierenden Hirnmetastasen zeigten

keine Immunreaktivitdt der Tumorzellen gegeniber dem L1-11A Antikorper

(siehe Ubersichtstabelle 3). Ein Paar zeigte in den Zellen des Primartumors eine

schwache (+) zytoplasmatische Immunreaktivitat und keine (-) in der

Hirnmetastase. Zwei Paare zeigten keine (-) Immunreaktivitat in den Zellen des

Primartumors und eine schwache (+) zytoplasmatische in denen der
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korrespondierenden Hirnmetastasen. Von den drei Hirnmetastasen ohne
korrespondierenden Primartumor zeigten zwei keine (-) und die dritte eine
schwache (+) Immunreaktivitat der Tumorzellen. Die Melanomzellen des
Primartumors ohne korrespondierende Hirnmetastase zeigten ebenfalls keine

Immunreaktivitat.

3.2.2.2. Bronchialkarzinome

Alle sechs Bronchialkarzinome und ihre korrespondierenden Hirnmetastasen
zeigten keine Immunreaktivitdt der Tumorzellen gegenuber dem L1-11A-
Antikérper, wie die Ubersichtstabelle 4 zeigt. Lediglich die Zellen des
Primartumors ohne korrespondierende Hirnmetastase zeigten eine schwache (+)
bis mittelgradige (++) zytoplasmatische Immunreaktivitat gegentuber dem L1-
11A- Antikorper.

3.2.2.3. Melanome

Ein Paar von ihnen zeigte eine schwache (+) Immunreaktivitat, welche sich an
der Invasionszone in den Melanomzellen des Primartumors zu einer
mittelgradigen (++) Immunreaktivitat hin verstarkte und die eine schwache (+)
zytoplasmatische Immunreaktivitdt in der Hirnmetastase zeigte. Zwei Paare
waren einheitlich negativ (-). Ein Paar zeigte im Primartumor eine schwache (+)
membranbetonte Immunreaktivitdt der Tumorzellen und in der Hirnmetastase
keine. Ein weiteres Paar zeigte keine (-) Immunreaktivitat in den Melanomzellen
des Primartumors, hingegen in den Melanomzellen der Hirnmetastase eine
mittelgradige (++) bis intensive (+++) zytoplasmatische Immunreaktivitat. Keine
(-) Immunreaktivitat ihrer Tumorzellen zeigten die zwei Hirnmetastasen ohne
korrespondierenden Primartumor.

Von den Hautmetastasen mit ihren korrespondierenden Hirnmetastasen zeigte
ein Paar eine einheitlich schwache (+) Immunreaktivitat der Tumorzellen (siehe
Ubersichtstabelle 6). Ein anderes Paar zeigte eine schwache (+) bis
mittelgradige (++) Immunreaktivitdt in der Hautmetastase und keine (-) in den
Zellen der Hirnmetastase. Drei Paare zeigten einheitlich keine (-)

Immunreaktivitat der Tumorzellen.
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Abb. 6 Abb. 6b

Abb. 6a/b: L1-11A- Farbung eines Melanoms (Abb. 6a) und seiner korrespondierenden
Hirnmetastase (Abb. 6b). Der Primartumor zeigt Tumorzellnester, welche eine schwache (+)
zytoplasmatische Immunreaktivitat zeigen. Lediglich membranbetont stellt sich eine mittelgradige
(++) Immunreaktivitat dar. Die Hirnmetastase (Abb. 6b) zeigt keine Immunreaktivitat.

Abb.
Abb. 7a/b: L1 UJ 127.11-Farbung des in Abb. 6a/b gezeigten Melanoms und seiner
korrespondierenden Hirnmetastase. Die L1 UJ 127.11-Farbung zeigt im Melanom (Abb. 7a) und
korrespondierender Hirnmetastase (Abb. 7b) eine deutlich starkere Immunreaktivitat als in der
L1-11A-Farbung, welche in Abb. 7a membranbetont ist.

3.3. CEACAM1

FUr die immunhistochemischen Untersuchungen stand zur Darstellung des
Zelladhasionsmolekils CEACAM1 der monoklonale Antikérper 4D1/C2 zur
Verfugung.

Das Ausmall der Anfarbung der Tumorzellen bezogen auf die
Gesamttumorzellen lag bei der Halfte der Paare bei bis zu 100 Prozent. Die
andere Halfte lasst sich wiederum in zwei Halften unterteilen, wovon die eine
Halfte ein Ausmal’ von bis zu 50 Prozent zeigte, die andere zeigte ein Ausmal

von mehr als 20 Prozent.
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3.3.1. Mammakarzinome

Funf Mammakarzinome und ihre korrespondierenden Hirnmetastasen zeigten
eine einheitlich schwache (+) zytoplasmatische Immunreaktivitat der Tumorzellen
(siehe Ubersichtstabelle 3). Zwei weitere Paare zeigten ein sehr &hnliches
Farbeverhalten ihrer Tumorzellen, lediglich die Hirnmetastase zeigte neben einer
schwachen (+) auch eine mittelgradige (++) Immunreaktivitat des Zytoplasmas
an, das zweite Paar zeigte eine von der Intensitat her gleiche Immunreaktivitat
der Tumorzellen, jedoch waren Zytoplasma und die Zellmembran angefarbt.
Zwei Paare zeigten komplementares Verhalten. Das eine zeigte eine schwache
(+) zytoplasmatische Immunreaktivitdt in den Primartumorzellen und keine
Immunreaktivitat in den Zellen der Hirnmetastase, das andere eine schwache (+)
zytoplasmatische Immunreaktivitat in  der Hirnmetastase und keine
Immunreaktivitat in den Zellen des Primartumors. Drei Paare zeigten einheitlich
keine (-) Immunreaktivitat der Tumorzellen. Die Zellen der drei Hirnmetastasen
ohne den korrespondierenden Primartumor waren zweimal schwach (+) positiv
angefarbt, davon einmal membranbetont, einmal zytoplasmatisch und einmal
negativ (-). Der Primartumor ohne korrespondierende Hirnmetastase zeigte eine
schwache (+) zytoplasmatische Immunreaktivitdt der  Tumorzellen.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Immunreaktivitat der
Mammakarzinome, sofern sie eine Immunreaktivitat zeigten, schwach (+) positiv
waren, wobei die Immunreaktivitat der Zellen der Hirnmetastasen weitestgehend

der der Primartumorzellen entsprach.

3.3.2. Bronchialkarzinome

Die NSCLC und ihre korrespondierenden Hirnmetastasen zeigten in den Zellen
von vier Paaren keine (-) CEACAM1- Immunreaktivitdt, wie die Ubersichtstabelle
4 zeigt. Ein Paar zeigte eine schwache (+) zytoplasmatische Immunreaktivitat in
vereinzelten Arealen des Primartumors, jedoch keine in denen der
Hirnmetastase. Ein anderes Paar zeigte keine Immunreaktivitat im Primartumor,
hingegen eine schwache (+) bis mittelgradige (++) zytoplasmatische in den
Zellen der Hirnmetastase. Der Primartumor ohne Kkorrespondierende

Hirnmetastase zeigte keine Immunreaktivitat.
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Abb. 8: CEACAMI1-
Farbung eines
Bronchialkarzinoms.
Die groBten Anteile
dieses Primartumors
(Hirnmetastase nicht
abgebildet)  zeigten
keine CEACAM1
Immunreaktivitat.
Nur vereinzelt fanden
sich sehr schwach
(+) positive Areale
(gelber Pfeil).

3.3.3. Melanome

Zwei Melanompaare mit korrespondierenden Hirnmetastasen zeigten eine
einheitlich schwache (+) Immunreaktivitat, welche sich bei den Zellen des einen
Primartumors membranbetont verstarkt mittelgradig (++) anfarbte (siehe
Ubersichtstabelle 5). Der andere Primartumor zeigte eine eher zytoplasmatische
Immunreaktivitat. Bei zwei anderen Paaren verstarkte sich die membranbetonte
Immunreaktivitat von schwach (+) in den Zellen des Primartumors auf intensiv
(+++) in den Zellen der Hirnmetastase. Ein Paar zeigte eine intensive (+++)
membranbetonte Immunreaktivitat der Tumorzellen im Primartumor, jedoch eine
schwache (+) zytoplasmatische in der Hirnmetastase. Eine Hirnmetastase ohne
korrespondierenden Hirntumor zeigte eine schwache (+) Immunreaktivitat der
Melanomzellen, eine andere keine.

Die Zellen der Hautmetastasen von Melanomen und deren korrespondierenden
Hirnmetastasen zeigten sehr unterschiedliche membranbetonte
Immunreaktivitdten. Drei Paare verstarkten die Immunreaktivitdt in den Zellen
der Hirnmetastase von schwach (+) und mittelgradig (++) in der Hautmetastase,
auf intensiv (+++) und einmal auf mittelgradig (++). Ein Paar zeigte keine
Immunreaktivitat in der Hautmetastase und eine schwache (+) zytoplasmatische
in den Zellen der Hirnmetastase. Ein anderes Paar zeigte eine mittelgradige (++)

Immunreaktivitat in der Hautmetastase, jedoch keine in der Hirnmetastase.
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Abb. 9a: CEACAM1-
Farbung eines
malignen Melanoms
(Abb. 9a) und seiner
Hirnmetastase (Abb.
9b) Die vereinzelt,
diffus verteilten
Melanomzellen

zeigen eine sehr

schwache (+)
Immunreaktivitat.

Die gelben Pfeile
zeigen auf

GefaRanschnitte.

Abb. 9b: Die
Hirnmetastase zeigt
ein inhomogenes
Muster der
Immunreaktivitat. Der
untere Teil dieser
Hirnmetastase zeigt
keine
Immunreaktivitat
(gelber Pfeil).

Der obere Teil
(griner Pfeil) zeigt
mittelgradig (++) bis
intensiv (++4)
angefarbte
Tumorareale.

3.4. Analyse des Bindungsverhaltens vom Helix pomatia Agglutinin (HPA)

Insgesamt waren die beiden Lektinfarbungen eindeutig auszuwerten, da
mehrheitlich die Paare eine Anfarbung der Tumorzellen bis zu Gber 80 Prozent
zeigten oder keine Farbung der malignen Zellen vorhanden war.
Hintergrundfarbungen waren, wenn Uberhaupt, nur schwach vorhanden. Die

Negativkontrollen zeigten keine Lektinreaktivitat.
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3.4.1. Biotinyliertes HPA (bHPA)

3.4.1.1. Mammakarzinome

Vier Mammakarzinome mit korrespondierender Hirnmetastase zeigten sowohl in
den Zellen des Primartumors als auch in den Zellen der Hirnmetastasen eine
mittelgradige (++) bis intensive zytoplasmatische (+++) bHPA-Reaktivitat, welche
bei drei Primartumoren auch membranbetont war. Ein Paar zeigte in beiden eine
intensive (+++) bHPA-Reaktivitat, siehe auch Ubersichtstabelle 3. Ein weiteres
Paar zeigte eine gleichermalien schwache (+) zytoplasmatische bHPA-
Reaktivitat in den Zellen des Primartumors und in den Zellen der Hirnmetastase,
ein anderes Paar zeigte eine einheitlich negative (-) bHPA-Reaktivitat in den
Tumorzellen. In den Primartumorzellen eine bis intensive membranbetonte (+++)
bHPA-Reaktivitat und in den Zellen der Hirnmetastase lediglich eine schwache
(+) zytoplasmatische bHPA-Reaktivitat zeigte ein Paar. Drei Primartumoren
zeigten keine DbHPA-Reaktivitat ihrer Tumorzellen, ihre Zellen der
Hirnmetastasen zeigten jedoch eine schwache (+) und eine mittelgradige (++)
zytoplasmatische, in einem Fall eine membranbetonte, bHPA-Reaktivitat. Eine
mittelgradige (++) bis intensive (+++) bHPA-Reaktivitat fand sich in den Zellen
eines Primartumors, die korrespondierende Hirnmetastase hingegen zeigte keine
bHPA-Reaktivitat ihrer Tumorzellen. Die drei Hirnmetastasen ohne
korrespondierenden Primartumor zeigten eine mittelgradige (++) bis intensive
(+++) membranbetonte bHPA-Reaktivitdt der Tumorzellen. Der Primartumor
ohne Hirnmetastase zeigte eine mittelgradige (++) bis intensive (+++)

zytoplasmatische bHPA-Reaktivitat seiner Tumorzellen.
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Abb. 10b

3.4.1.2. Bronchialkarzinome

Abb. 10a/10b:
bHPA-Farbung eines
Mammakarzinoms
(Abb. 10a) mit der
korrespondierenden
Hirnmetastase (Abb.
10b).  Primartumor
und Hirnmetastase
zeigen beide eine
sich Uber die
gesamte
Tumorzellmasse
erstreckende
mittelgradige (++)
und intensive (+++)
bHPA-Reaktivitat.

Drei  Bronchialkarzinome mit korrespondierenden Hirnmetastasen zeigten

einheitlich eine mittelgradige (++) bis intensive (+++), sich zur Zellmembran hin

verstarkende, bHPA-Reaktivitat in den Tumorzellen des Primartumors und der

Hirnmetastase (siehe Ubersichtstabelle 4). Drei Paare zeigten keine bHPA-

Reaktivitat in den Primartumorzellen und eine mittelgradige (++) bis intensive

membranbetonte (+++) in den Zellen der Hirnmetastasen. Der Primartumor ohne

Hirnmetastase zeigte keine (-) bHPA-Reaktivitat seiner Tumorzellen.
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3.4.1.3. Melanome

Vier Melanome mit korrespondierenden Hirnmetastasen zeigten keine bHPA-

Abb. 11a: bHPA-

Farbung eines
Bronchialkarzinoms
und der

korrespondierenden
Hirnmetastase (Abb.
11b). Der
Primartumor zeigt
eine intensive (+++)
bHPA-Reaktivitat.
Deutlich  sind im
umliegenden
Gewebe bereits
Tumornekrosen  zu
erkennen (gelber
Pfeil)

Abb. 11b: Die
Hirnmetastase zeigt
eine schwache (+)
bis intensive (+++)
bHPA-Reaktivitat.
Vereinzelte  Areale
zeigen hingegen
keine
Lektinreaktivitat
(gelber Pfeil)

Reaktivitat (-) der Tumorzellen, ein anderes Paar zeigte eine einheitlich

schwache (+) DbHPA-Reaktivitat seiner

Tumorzellen,

wie auch die

Ubersichtstabelle 5 zeigt. Die zwei Hirnmetastasen ohne korrespondierenden

Primartumor zeigten keine (-) bHPA-Reaktivitat ihnrer Tumorzellen.
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Die Hautmetastasen mit korrespondierenden Hirnmetastasen verhielten sich

sehr einheitlich. Alle funf Paare zeigten keine (-) bHPA-Reaktivitat ihrer

Tumorzellen.

Abb. 12a: DbHPA-
Farbung eines
malignen Melanoms
(Abb. 12a) mit
korrespondierender
Hirnmetastase (Abb.
12b). Die
Melanomzellen des
Primartumors zeigen
keine bHPA-
Reaktivitat. Deutlich
zu sehen sind die
Melanineinlager-
ungen in den
Melanomzellen
(gelber Pfeil).

Abb.12b: Die
korrespondierende
Hirnmetastase zeigt
ebenfalls keine
bHPA-Reaktivitdt. In
den Melanomzellen
kann man eine
Zunahme des
Melaninpigmentes
sehen (gelber Pfeil).
Erythrozyten in
GefaRanschnitten
zeigen ihre gewohnte
Lektinreaktivitdt  bei
Patientin  mit  der
Blutgruppe A (griiner
Pfeil).

3.4.2. Indirekte Methode (iHPA)

Auch die indirekte Methode zeigte eine homogene iHPA-Reaktivitat an, jedoch
farbten sich die Tumoren nicht so intensiv an wie bei der direkten Methode. Da
bei der indirekten Methode die Farbentwicklung durch einen Avidin-Peroxidase-
Komplex und DAB als Chromogen, welches eine braune Farbung ergibt,
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herbeigefuhrt wurde, wurde darauf verzichtet, diese Methode fur die Melanome
und Hautmetastasen inklusive deren Kkorrespondierenden Hirnmetastasen
anzuwenden, da dies schnell zu falsch positiven Ergebnissen durch
Verwechselungen mit dem braunen Melaninpigment der Melanome fuhren

konnte.

3.4.2.1. Mammakarzinome

Sieben Mammakarzinome zeigten eine schwache (+) bis mittelgradige (++)
iIHPA-Reaktivitat der Tumorzellen, zwei von ihnen sogar eine bis intensiv (++)
reichende (siehe Ubersichtstabelle 3). Die sieben korrespondierenden
Hirnmetastasen sanken in ihrer iHPA-Reaktivitat der Tumorzellen einheitlich auf
eine schwache (+) Anfarbung ab. Zwei Paare zeigten eine mittelgradige (++) bis
intensive (+++) iIHPA-Reaktivitat ihrer Tumorzellen im Primartumor und in den
Zellen der korrespondierenden Hirnmetastasen eine mittelgradige (++).
Einheitlich schwach (+) bis mittelgradig (++) zeigten sich die Zellen zweier Paare.
Ein Paar zeigte keine (-) iHPA-Reaktivitat in den Zellen des Primartumors,
hingegen eine schwache (+) in den Tumorzellen der korrespondierenden
Hirnmetastase. Die drei Hirnmetastasen ohne korrespondierenden Primartumor
zeigten zweimal eine schwache (+) und einmal keine iIHPA-Reaktivitat ihrer
Tumorzellen. Der Primartumor ohne korrespondierende Hirnmetastase zeigte

eine schwache (+) bis mittelgradige (++) iHPA-Reaktivitat der Tumorzellen.
: Abb. 13: iHPA-

B ol IS 77 \ Farbung eines
e . : Mammakarzinoms.
Die Tumorzellen
‘ zeigen eine
' " \ S - 3 schwache (+)
& ' A ' zytoplasmatische und
in einigen
‘ - : Abschnitten auch
> ol e % . mittelgradige  (++)

iHPA-Reaktivitat.

100 ym |
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3.4.2.2. Bronchialkarzinome

Die sechs Bronchialkarzinome und ihre korrespondierenden Hirnmetastasen
zeigten alle eine iHPA-Reaktion der Tumorzellen, wie Ubersichtstabelle 4 zeigt.
Funf Paare zeigten eine einheitlich schwache (+) bis mittelgradige (++) iHPA-
Reaktivitat ihrer Tumorzellen. Mittelgradig (++) bis intensiv (+++) stellte sich die
iIHPA-Reaktivitat der Zellen eines Primartumors dar, seine korrespondierende
Hirnmetastase zeigte eine mittelgradige (++) iHPA-Reaktivitat ihrer Tumorzellen.
Der Primartumor ohne korrespondierende Hirnmetastase zeigte keine (-) iIHPA-

Reaktivitat der Tumorzellen.

TR B i 7 ) - TN

Abb. 14a: iHPA-

Farbung eines
Bronchialkarzinoms
(mittelgradig

differenziertes
Plattenepithelkarzinom)
mit korrespondierender
Hirnmetastase.

Die Zellen des
Primartumors  zeigen
ein einheitlich
zytoplasmatisches
Farbemuster von
mittlerer (++) Intensitat.

Abb. 14b: Die
Hirnmetastase zeigt
eine  iHPA-Reaktivitat
der Tumorzellen von
mittlerer (++) bis
intensiver (+++4)
Auspragung. In der
Mitte des Bildes ist eine
Nekrose abgebildet
(gelber Pfeil).
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, festzustellen, ob die Markerexpression in
Primartumoren und Hirnmetastasen gleich ist oder nicht. Als Marker wurden
Glykostrukturen ausgewahlt, die in vorangegangenen Studien positiv mit der
Metastasierung korreliert waren. Problematisch stellte sich grundsatzlich die
Suche nach korrespondierenden Tumorpaaren dar, da aufgrund der infausten
Prognose die Patienten haufig nicht mehr operiert werden konnten, und somit
auch kein histologisches Material zur Verfugung steht. Als ein weiteres
prinzipielles Problem zeigte sich, dass sich die Patienten oft in einem
auswartigen, meist nicht bekannten Krankenhaus operieren liellen, was dazu
fuhrte, dass nur 35 Paare von Primartumoren und deren korrespondierenden
Hirnmetastasen untersucht werden konnten

Die drei Marker CEACAM1, L1 und HPA-Bindungsstellen sollen nun im

Einzelnen diskutiert werden.

41. CEACAM1 und seine maogliche funktionelle Bedeutung fur die
Metastasierung
Die immunhistochemischen Untersuchungen mit dem Zelladhasionsmolekdl
CEACAML1 wurden durchgefihrt, da CEACAM1, wie in verschiedenen Studien
gezeigt, eine wichtige Rolle bei der Tumorprogression spielt. Eine
Immunreaktivitat in den Tumorzellen der Hirnmetastasen koénnte auf die
verschiedenen Rollen des CEACAM1 in den drei untersuchten
Malignomentitdten hinweisen. Da CEACAM1 im Mammakarzinom eine andere
Rolle zu spielen scheint als im malignen Melanom und im Bronchialkarzinom,
mussen hier die einzelnen Tumorentitaten fur CEACAM1 getrennt voneinander
betrachtet werden.
Eine herabgesetzte Expression von CEACAM1 wurde im Mammakarzinom
(Riethorf et al., 1997), im Kolonkarzinom (Neumaier et al., 1993; Brimmer et al.,
1995), im Prostatakarzinom (Kleinerman et al., 1995; Luo et al., 1999) und eine
dysregulierte Expression im Endometriumkarzinom (Bamberger et al., 1998)
beschrieben.
Diese Studie bestatigte im Mammakarzinom die Ergebnisse von Riethdorf et al.

(1997). Dort wurde gezeigt, dass die CEACAMI1-Expression mit steigendem
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Malignitatsgrad sank. Es fand sich in den Primartumoren keine oder allenfalls
schwache (+) zytoplasmatische Immunreaktivitat. Dieses Muster der
Immunreaktivitat setzte sich im Verlauf der hamatogenen Metastasierung in den
Hirnmetastasen fort, bzw. veranderte sich nur marginal. Lediglich zwei
Hirnmetastasen zeigten zu einem geringen Prozentsatz eine mittelgradige (++)
Immunreaktivitat. Tendenziell scheint also der Verlust oder die herabgesetzte
Expression von CEACAM1 im Mammakarzinom bestehen zu bleiben, was die
Rolle des CEACAM1 im Mammakarzinom, namlich an einer frihen Phase der
Tumorentstehung beteiligt zu sein, stitzt.

Huang et al. (1999) zeigten die unterschiedlichen Wirkungsweisen von
CEACAML in einer normalen Epithelzelllinie der Brustdrise (MCF10F) und in
einer Karzinomzelllinie der Brustdrise (MCF7). In der benignen Zelllinie ist
CEACAML ein wichtiges Element der Morphogenese. Wahrend des Wachstums
der epithelialen benignen Zellen in Matrigel (eine kunstliche EZM) formten diese
spharische Azini mit einem zentralen Lumen, via Apoptose der zentral gelegenen
Zellen, und exprimierten CEACAML1 auf der luminalen Oberflache. Wurde nun
die CEACAM1-Expression geblockt, so stoppte auch die Lumenentwicklung. Die
Karzinomzelllinie MCF7 hingegen exprimierte kein CEACAM1 und formte auch
keine Lumina. Induzierte man die CEACAM1-Expression, so bildeten die
malignen Zellen wieder Lumina, wie in einem normalen morphologischen
Programm der Brustdrisenentwicklung. Kirshner et al. (2003) zeigten, dass es
das CEACAM1-4S (die kurze zytoplasmatische Isoform des CEACAM1) ist,
welches nicht nur die vorherrschende Form von CEACAML1 im Brustepithel ist,
sondern auch fur die Formung der Lumina verantwortlich ist.

In den Mammakarzinomen dieser Studie und auch in den korrespondierenden
Hirnmetastasen war CEACAML1 deutlich herabreguliert, ahnlich wie in der MCF7
Linie und in der CEACAM1 geblockten MCF10 Linie. Dieses Ergebnis und auch
die Beobachtungen von Huang et al. (1999) stutzen die These, dass
Mammakarzinome mit verminderter CEACAM1-Expression von besonders hoher
Malignitat sind.

Uber ein Fusionsprotein, CEACAM1-4S-ectoGFP, machten Kirshner et al. (2003)
sichtbar, dass CEACAM1-4S in den ersten Tagen als Zelladhasionsmolekule

zwischen den Zellen agiert und sich spater ein apikales Expressionsmuster von
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CEACAML1-4S in den reiferen Brustdrisenzellen zeigt. Denkbar ware hier auch,
dass CEACAML als Zell-zu Zell- Kontakt bestehen bleibt, jedoch in der reifen
und gesunden Brustdriuse maskiert und somit nicht darstellbar ist.

Die Studien von Kirshner et al. (2003) und Singer et al. (2000) zeigen, dass die
beiden verschiedenen zytoplasmatischen Domanen des CEACAM1, CEACAM1-
4S und CEACAM1-4L, unterschiedliche Wirkungsweisen haben. So ist
CEACAM1-4L beispielsweise in der Lage, in vivo das Wachstum von
verschiedenen Tumorzellen zu unterdricken (Kunath et al, 1995; Luo et al,
1997). Seine tumorsuppressive Eigenschaft wird von der L-Isoform bestimmit,
und wird dort von den phosphorylierbaren Tyrosinresten bestimmt. In diesem Fall
kann CEACAM1 auch als intrazellularer Rezeptor wirken. Die S-Isoform
hingegen ist nur mit der L-Form gemeinsam in der Lage, tumorsuppressiv zu
wirken.

Diese Studien zeigen die tumorsuppressive und morphogenetische
Wirkungsweise des CEACAM1, beziehungsweise die wichtige Rolle von
CEACAML1-4S in der Morphogenese normalen Brustdrisengewebes, vermittelt
Uber Zell-Zell- und Zell-extrazellulare Matrix-Kontakte. Huang et al. (1999)
formulieren weiterhin, dass die herabregulierte Expression von CEACAML in den
MCF7 Zelllinien einen Wachstumsvorteil dieser Zellen in ihrer ECM (hier
Matrigel), gegenuber den nichtmalignen Zellen, bedeuten konnte. Ein ahnlicher
Mechanismus ware auch fur die Metastasierung von Mammakarzinomen in das
Gehirn maoglich.

Welche Mechanismen fur die Metastasierung des Mammakarzinoms
verantwortlich sind, ist bis heute nur in Ansatzen erforscht. So mag die
herabregulierte Expression von CEACAM1 und E-Cadherin (Siitonen et al.,
1996) die Herauslosung der malignen Zellen aus dem festen Epithelverband
initieren, dann mit Hilfe von E-Selektin und dem sLe* die Adhasion der
Tumorzellen am GefalRendothel erleichtert wird, und somit der Anfang der
hamatogenen Metastasierung geschaffen sein kann. In einigen Fallen sind
Tumorzellen in der Lage, Liganden fiir E-Selektine, wie sLe*, zu produzieren und
so befahigt, an einem anderen Ort im menschlichen Koérper adharieren zu

kénnen, um eine Metastase zu bilden (Zetter, 1993). Fur das Mammakarzinom
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jedoch wird die Rolle der Selektine, besonders die des E-Selektin sehr
kontrovers diskutiert (Krause und Turner, 1999).

Wie unterschiedlich die Wirkungsweise von CEACAM1 sein kann, zeigen die
Ergebnisse dieser Studie an den verschiedenen Tumorentitaten. So kdnnte es
sein, dass der Verlust des Zelladhasionsmolekil CEACAM1 die
Tumorentstehung in der Brustdrise durch den Verlust von Zell-zu-Zell-Kontakten
beglnstigt. In den Hirnmetastasen dieser Mammakarzinome scheint der Verlust
des Zelladhasionsmolekils CEACAM1 bestehen zu bleiben, CEACAM1 nahm
seine Funktion als Zelladhasionsmolekul hier nicht mehr auf.

Gegensatzlich scheint es sich im malignen Melanom zu verhalten. Hier bedeutet
die Expression von CEACAM1 ein héheres Mall an Malignitat (Thies et al,
2002a). Thies et al. (2002a) konnten zeigen, dass sich die intensivste
Immunreaktivitat in den Tumorzellen an der Invasionsfront des Tumors befand.
Diese Studie bestatigt diese Beobachtungen und zeigt auch, dass die
CEACAM1-Expression auch verstarkt in den Hirnmetastasen zu finden ist. Diese
Beobachtung lasst vermuten, dass CEACAM1 im malignen Melanom nicht als
Zell-zu Zell-Kontakt der Melanomzellen untereinander dient, sondern verstarkend
bezlglich der Malignitat wirkt.

Die Melanome und ihre korrespondierenden Hirnmetastasen zeigten alle eine
Immunreaktion auf den monoklonalen Antikorper gegen CEACAM1, die sich von
schwach (+) bis intensiv (+++) erstreckte. Tendenziell zeigte sich an der
Invasionsfront des Primartumors eine starkere Immunreaktivitat als im restlichen
Tumorgewebe. Ahnliche Ergebnisse fanden sich auch in den Studien von Thies
et al. (2002a und 2006), wonach eine hochregulierte CEACAM1-Expression im
malignen Melanom hochsignifikant mit einer Metastasierung verknipft ist. In
normalen Melanozyten findet sich nur sehr selten eine Immunreaktivitat
gegenuber dem 4D1/C2 Antikorper (Thies et al., 2002a). Fir Fernmetastasen
und den Sentinel Lymphknoten fanden Thies et al. (2006) ebenfalls eine
hochregulierte Expression von CEACAM1. Das rezidivfreie Intervall und die
Gesamtuberlebenszeit sind bei CEACAM1- positiven Primartumoren signifikant
schlechter als bei CEACAM1- negativen Primartumoren und das Risiko der

Metastasierung funffach erhoht (Thies et a., 2002a)
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Die Ergebnisse dieser Studie zeigen ebenfalls die Tendenz, dass CEACAM1,
wie in den Sentinel Lymphknoten, auch in den Hirnmetastasen von malignen
Melanomen hochreguliert ist. Auch die untersuchten Hautmetastasen zeigten,
wie bei Thies et al. (2006) eine Hochregulation des CEACAML1. Diese Tendenz
und die Ergebnisse von Thies et al. (2002a und 2006) sowie die Ergebnisse von
Ebrahimnejad (2004), die eine deutliche Uberexpression von CEACAM1 an der
Invasionsfront von malignen Melanomen beschreiben, stitzen die Theorie einer
funktionellen Beteiligung des CEACAML1 an der Metastasierung.

Brummer et al. (2001) zeigten, dass sich an der Invasionsfront maligner
Melanome eine erhebliche Konzentration von CEACAM1-4L und dem R3-
Integrin fand, was sie vermuten liel3, dass die beiden Zelladhasionsmolekule dort
kolokalisiert und koexprimiert sind.

Wie gegensatzlich CEACAM1 in den verschiedenen Tumorentitaten wirken
kann, sei an dieser Stelle erwahnt. Im Mammakarzinom ist es lange
zytoplasmatische Domane, CEACAM1-4L, welche fur die tumorsuppressive
Wirkungsweise verantwortlich ist. Im malignen Melanom hingegen ist das
CEACAM1-4L, welches das invasive Wachstum, die Tumorprogression
vorantreibt (Ebrahimnejad et al., 2004). In Epithelzellen der Brustdruse
Ubertragenes CEACAM1-4L flhrte dort zur Apoptose der Zellen (Kirshner et al.,
2003). Ebrahimnejad et al. (2004) spekulierten, dass der tumorsuppressive
Effekt des CEACAM1-4L in manchen Tumoren eventuell auf die so
herangeflhrte gesteigerte Apoptoserate zurlickzufihren sein koénnte. Dies ist
jedoch beispielsweise beim Mammakarzinom fraglich, da dort das CEACAM1-4S
die vorherrschende Form ist, welche im Laufe der Tumorgenese
herunterreguliert wird. Moglicherweise sind es das R3-Integrin und bis heute zum
Teil unentdeckte Interaktionspartner des CEACAM1, welche die vielseitigen, und
zum Teil gegensatzlich erscheinenden, Eigenschaften des CEACAM1-Molekdls
ausmachen.

Die maogliche funktionelle Beteiligung des CEACAM1 an der Metastasierung von
malignen Melanomen findet auch Unterstlitzung durch eine Studie von Lucka et
al. (2004). Dort wurde gezeigt, dass das CEACAM1 auf menschlichen
Granulozyten Trager des sLe* ist. Dies wiederum ist Bindungspartner fiir E-

Selektin, welches von aktivierten Endothelzellen, zum Beispiel wahrend einer
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Entzindungsreaktion, exprimiert wird. In diesem Fall vermittelt es das ,Rolling,
die Verlangsamung der Zellen auf dem Endothel (siehe Abb.2), damit diese
spater durch einen Endothelspalt an den Ort der Entzindung gelangen konnen.
Da auch das CEACAM1 mancher Tumorzellen das sLe® trdgt und manche
Tumorzellen uber die Ausschuttung von beispielsweise dem
Tumornekrosefaktor-o. das Endothel zur Expression von E-Selektinen bringen
kénnen, kdnnte man vermuten, dass Tumorzellen einen sehr ahnlichen Weg wie
die Granulozyten wahrend einer Entzindungsreaktion einschlagen konnten. Eine
Festigung dieser Adhasion konnte eventuell Uber eine gesteigerte Ko-Expression
von CEACAM1 und R3-Integrin (Brummer et al, 2001) mit
Zelladhasionsmolekulen der Immunglobulin-Superfamilie auf den Endothelzellen
erreicht werden. Hier sei jedoch auch erwahnt, dass die Expression von
Selektinbindungsstellen im malignen Melanom in der Vergangenheit strittig
diskutiert wurde (Krause und Turner, 1999) und diese Frage noch nicht endgultig
geklart werden konnte.

Die Ergebnisse der Bronchialkarzinome mit den korrespondierenden
Hirnmetastasen zeigten uberraschenderweise bis auf eine Hirnmetastase keine
Immunreaktivitat auf den 4D1/C2 Antikorper. Dies ist genau gegensatzlich zu
verschiedenen anderen Studien, die alle zeigten, dass CEACAML1 im NSCLC in
hochregulierter Form exprimiert wird und mit einer schlechten Prognose fir den
Patienten bezuglich einer friher eintretenden Metastasierung korreliert ist (Laack
et al., 2002b; Sienel et al., 2003; Luo et al., 2000). Zwei Drittel der von Laack et
al. (2002b) untersuchten Adenokarzinome der Lunge zeigten eine
Immunreaktivitat gegentber dem 4D1/C2 Antikdrper, wobei keine Unterschiede
zwischen lymphogener und hamatogener Metastasierung festzustellen waren.
Gesundes Lungengewebe hingegen zeigt keine Immunreaktivitat (Prall et al.,
1996).

Das Ergebnis dieser Studie lasst so nicht ableiten, dass CEACAM1 im NSCLC
herunterreguliert ist, da die untersuchte Fallzahl zu gering ist, um die Ergebnisse

anderer, deren Fallzahl groRer war, anzweifeln zu dirfen.
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4.2. L1 und seine mogliche funktionelle Beteiligung an der Metastasierung
Die immunhistochemischen Darstellungen des Zelladhasionsmolekils L1
(CD171) wurden an allen drei Tumorentitaten vorgenommen, da L1 eine wichtige
Rolle bei der Metastasierung und der Tumorprogression zugeschrieben wird. Da
L1 verschiedene Funktionen und aktive Formen hat, wurden zur Darstellung zwei
verschiedene monoklonale Antikorper verwendet: UJ 127.11, gegen die
Ektodomane des humanen hamatopoetischen L1 und L1-11A (Subklon des UJ
127.11), welcher gegen die neuronale Form des humanen L1 bindet.

Die zwei Antikorper farbten in der Tendenz ahnliche Strukturen im Gewebe an,
jedoch waren die Intensitaten der Immunreaktivitdt sehr unterschiedlich. UJ
127.11 zeigte mehrheitlich eine Immunreaktivitat, die sich von schwach (+) bis
intensiv (+++) erstreckte. An der Invasionsfront einiger Tumoren war eine starke
Zunahme der Immunreaktivitdt zu beobachten. Die Hirnmetastasen zeigten
zumeist eine mittelgradige (++) Immunreaktivitat, die Hautmetastasen meist eine
schwache (+). Der L1-11A-Antikorper gegen die neuronale Form des L1 zeigte
eine sehr schwache Immunreaktivitat. Lediglich die Tumoren, welche eine
intensive (+++) Immunreaktivitat beim UJ 127.11 gezeigt hatten, zeigten hier
eine mittelgradige (++) oder schwache (+) Immunreaktivitdt und die, die zuvor
eine schwache (+) Immunreaktivitat gezeigt hatten, zeigten hier keine
Immunreaktivitat mehr.

Thies et al. (2002b) zeigten, dass Patienten, deren Melanome eine
Immunreaktivitat gegenuber einem polyklonalen L1-Antikdrper zeigten, eine
statistisch signifikant schlechtere Prognose bezuglich des Metastasierungsrisikos
hatten, als Patienten, deren Melanome L1 negativ waren. Desweiteren zeigten
sie auch, dass normale Melanozyten kein L1 exprimieren, was vermuten lasst,
dass die Neoexpression von L1 an der Metastasierung beteiligt ist. Meier et al.
(2006) zeigten, dass die Uberexpression von L1 in Melanomzellen die
Tumorprogression in frihen Stadien, der radialen Wachstumsphase, vorantreibt
und die L1-Expression mit einer R3-Integrin-Expression Kkorreliert ist.
Desweiteren zeigten sie, dass die Inaktivierung des L1 das Tumorwachstum
drosseln konnte. Die Ergebnisse von Meier et al. (2006) und die von Thies et al.
(2002b und 2006) lassen mit den Ergebnissen dieser Studie die Vermutung zu,

dass L1 funktionell an der Metastasierung beteiligt ist, da eine Expression von L1
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tendenziell in den Hirnmetastasen wiederzufinden ist. Funktionell kdnnte eine
Beteiligung von L1 bei der Adhasion an Gefalkendothelien bei der
Metastasierung eine Rolle spielen, wie Untersuchungen an der Maus zeigen.

Auf Mauseleukozyten detektiertes L1 scheint eine Rolle bei der Adhasion an
Gefalendothelzellen zu spielen (Hubbe et al., 1993). Die Gefallanheftung stellt,
wie zuvor beim CEACAM1 diskutiert, einen entscheidenden Schritt der
Metastasierungskaskade dar, da auf diese Weise die Extravasation ins
Interstitium des Zielorgans der Metastasierung ermaoglicht wird. So kdnnten auch
die Melanomzellen Uber eine Hochregulation des Zelladhasionsmolekuls L1 in
das Gehirn der Patienten gelangen und dort eine Metastase setzen. Beer et al.
(1998) konnten zeigen, dass B16F10 Melanomzellen dazu befahigt sind, L1 von
ihrer Oberflache zu sezernieren, welches in der ECM funktionsfahig bleibt,
wenngleich das L1 kleiner geworden ist, und dort als Substrat fur
integrinabhangige Bindungen zur Adhasion und Migration dient. Experimentell
zeigten dies Linnemann et al. (1989), indem sie eine L1-positive
Melanomzelllinie in Nacktmause intravends injizierten, und diese Mause danach
Lungenmetastasen bildeten. Nach Injektion einer L1-negativen Melanomzelllinie
waren sie nicht befahigt, Lungenmetastasen zu setzen.

Funktionell bedeutsam fur die Metastasierung des malignen Melanoms scheint
auch die Beobachtung zu sein, dass das Zelladhasionsmolekul L1 die Migration
von menschlichen Tumorzellen durch das RGD-bindende avR3-Integrin
unterstutzt (Duczmal et al.,, 1997). av33-Integrin gilt bereits als Promotor flr
Zellbeweglichkeit und Migration (Leavesley et al., 1992). Als Bindungsstelle
hierflr gilt die sechste immunglobulindhnliche Domane des L1. Duczmal et al.
(1997) zeigten weiterhin, dass die Migration der Zellen durch die Anwesenheit
von Antikdrpern gegen das avR3-Integrin unterbunden werden konnte.

Weitaus weniger Untersuchungen bezlglich einer L1-Expression gibt es flr das
Mammakarzinom. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen ein recht homogenes
Muster der L1-Expression dahingehend, dass L1 im Mammakarzinom und den
korrespondierenden Hirnmetastasen tendenziell schwach (+) bis maximal
mittelgradig (++), welches sich dann in der Hirnmetastase zeigte, exprimiert wird
(UJ127.11). Der L1-11A-Antikdrper zeigte lediglich in vier Fallen eine schwache

(+) Immunreaktivitat.
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L1 Ubt seine Funktionen nicht nur als Zelladhasionsmolekul auf Zelloberflachen
aus, es kann auch von der Zelloberflache sezerniert und in der ECM deponiert
werden (Martini und Schachner, 1988; Montgomery et al., 1996). Als
heterotypische Interaktionspartner zwischen L1 und anderen RGD-bindenden
Integrinen wurden wie bereits oben genannt das avR3-Integrin und av31- sowie
obBR1-Integrin beschrieben (Blaess et al.,, 1998; Montgomery et al.,, 1996;
Ruppert et al., 1995)

Gutwein et al. (2000) zeigten, dass die Spaltung des extrazellularen Teils des L1
vom membrangebundenen Teil durch eine Disintegrin Metalloproteinase
(ADAM10) ausgelbt werden kann. Mechtersheimer et al. (2001) postulierten,
dass die durch ADAM10 abgespaltene Ektodomane die Zellmigration auf
Fibronektin und Laminin unterstutzt. Dies zeigten sie anhand der AR positiven
(Androgenrezeptor positiven) Mammakarzinomzelllinie, in welcher die Migration
der Tumorzellen durch autokrine/parakrine Stimulation von loslichem L1 und
avlR5-Integrin geférdert wurde. Sie zeigten, dass das L1-32 Fragment, welches
dem zytoplasmatischen Teil des L1 entspricht, mit der Zellmembran verbunden
bleibt, wahrend sich die Ektodomane loslost. Blockierten sie die Loslosung der
Ektodomane des L1 durch einen Inhibitor der Metalloproteinase, so reduzierte
sich die Migrationsfahigkeit der Tumorzellen. Ebenso konnte die durch L1
erworbene Migrationsfahigkeit von L1-CHO Zellen durch einen monoklonalen
Antikorper gegen avR5-Integrin geblockt werden.

Da in der Studie unter anderem ein L1 Antikérper gegen die Ektodomane (UJ
127.11) des L1 verwendet wurde und diese, wie in der AR Brustkrebszelllinie
gezeigt, dort in die ECM sezerniert wurde, muss die Madglichkeit in Betracht
gezogen werden, dass die schwache (+) Immunreaktivitat gegen den UJ 127.11-
Antikdrper damit zusammenhangen konnte, dass die Ektodomane bereits
sezerniert wurde und sich in der ECM nicht mehr anfarbt. Dies bliebe jedoch
durch weitere Studien zu untersuchen.

Die Bronchialkarzinome und ihre korrespondierenden Hirnmetastasen zeigten
ahnlich wie die Mammakarzinome einheitlich eine schwache (+)
Immunreaktivitat, die sich maximal bis zu einer mittelgradigen (++)
Immunreaktivitat steigerte. Die Tatsache, dass L1 tendenziell im

Bronchialkarzinom und seinen korrespondierenden Hirnmetastasen zu finden ist,
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wird durch eine Studie von Katayama et al. (1997) gestutzt, die zeigten, dass L1
auf menschlichen Bronchialkarzinomzellen exprimiert wird. Dale und Brandtzaeg
(1989) zeigten, dass sich in 97 Prozent der von ihnen untersuchten
Plattenepithelkarzinomen L1 exprimierten. Diese und die eigenen Ergebnisse
konnen vermuten lassen, dass L1 auch bei dieser Tumorentitat eine funktionelle
Rolle spielen konnte. Vielleicht sind es hier auch die Integrine, welche uber
heterotypische Bindungen die Metastasierung unterstitzen, funktionell von
Bedeutung. Hiertber liegen jedoch flr das Bronchialkarzinom noch keine Daten

Vor.

4.3.L1UJ 127.11 vs. L1-11A

Vergleicht man die Ergebnisse der zwei verschiedenen, in dieser Studie
verwendeten, L1-Antikérper, L1 UJ 127.11, welcher dem humanen L1 entspricht
und L1-11A, welcher der humanen neuronalen Form entspricht, so zeigt sich ein
gravierender Unterschied zwischen den Farbeergebnissen. Die meisten
Tumoren, die L1 UJ 127.11 positiv waren, zeigten keine Immunreaktivitat
gegenuber dem L1-11A Antikorper.

Die malignen Melanome und ihre korrespondierenden Hirnmetastasen zeigen
hier jedoch einige Ausnahmen. Tumorpaare, die L1 UJ 127.11 mittelgradig (++)
bis intensiv (+++) positiv waren, zeigten eine schwache (+) bis mittelgradige (++)
Immunreaktivitat gegentber dem L1-11A Antikoérper. Der Antikérper L1 UJ
127.11 bindet L1, welches sich auf menschlichen Tumorzellen befindet, was
auch zu der Vermutung fuhrte, dass L1 eine funktionelle Rolle bei der
Metastasierung spielen koénnte. Da Melanozyten von der Neuralleiste
abstammen und maligne Melanome haufig in das Gehirn metastasieren, ist es
wichtig, den Vergleich zwischen der neuronalen Form des L1 und der
hamatopoetischen Form des L1 anzustellen. Diese Ergebnisse zeigen die
Tendenz, dass der L1 UJ 127.11 Antikorper der sensitivere Antikorper ist, um
maligne Melanomzellen zu detektieren und eine Aussage Uber die Malignitat zu
treffen.

Far  das Mammakarzinom, das Bronchialkarzinom und deren
korrespondierenden Hirnmetastasen gilt die Tendenz, dass keine dieser

Tumorentitaten eine Immunreaktivitat gegentber der neuronalen Form zeigte,
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wobei zu erwahnen sei, dass es sich bei den Bronchialkarzinomen um NSCLC
handelte, welche keine NSE exprimieren. Der L1 UJ 127.11 hingegen zeigte in
den Zellen des Primartumors und denen der Hirnmetastasen eine schwache (+)
bis mittelgradige (++) Immunreaktivitat. Dies liele sich einerseits durch die
Tatsache erklaren, dass die hamatopoetische Form auf diesen Tumorzellen
exprimiert wird, andererseits erklart dies nicht, warum andere Tumorzellen, wie
zum Beispiel die des malignen Melanoms, L1 UJ 127.11 starker exprimieren als
das Mammakarzinom, das Bronchialkarzinom und deren korrespondierenden
Hirnmetastasen.

Ein  Ansatzpunkt  fur  weiterfihrende  Untersuchungen mit  dem
Zelladhasionsmolekul L1 ware das Anfarben des zytoplasmatischen Teils des
L1, da L1 auch sezerniert und in der ECM deponiert werden kann. Denn es ware
denkbar, dass ein Tumor sein L1 in die ECM sezerniert hat, was aufgrund seiner
Loslichkeit nicht nachweisbar ware. Auf der Zelloberflache bliebe dann der
zytoplasmatische Teil des L1 zuruck (Beer et al., 1999). Ob und wie das
sezernierte L1 in der ECM an der Metastasierung beteiligt ist, bliebe dann mit

anderen Methoden zu untersuchen.

4.4. Detektion von Bindungsstellen fiir Helix pomatia Agglutinin (HPA)
4.4.1. Die Funktionalitat der Bindungsstellen des Helix pomatia Agglutinins
Die vorliegenden Untersuchungen flr Bindungsstellen des Helix pomatia
Agglutinins, dem Lektin der Weinbergschnecke, wurden aus zweierlei Grinden
durchgefiihrt. Die Uberexpression fiir Bindungsstellen dieses Lektins wurde in
allen drei Tumorentitdten mit einer schlechten Prognose und einem damit
zusammenhangenden hoheren Risiko einer Metastasierung in Verbindung
gebracht (Brooks und Leathem, 1998; Thies et al., 2001a; Laack et al., 2002a).
Dies lie3 die Vermutung einer funktionellen Beteiligung des HPA an der
Metastasierung zu. Ob sich diese Uberexpression in den korrespondierenden
Hirnmetastasen wiederfindet, soll in dieser Studie untersucht werden.
Desweiteren wurde in der Vergangenheit gezeigt, dass bei der Detektion der
Zuckerreste die Methode der HPA-Farbung eine wichtige Rolle spielt (Brooks et
al., 1996). Daher soll in dieser Studie die direkte, biotinyliertes HPA mit einem

alkalische Phosphatase-System entwickelt, Methode mit der indirekten Methode,
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natives HPA entwickelt mit einem Avidin-Peroxidase-System, miteinander
verglichen werden.

Dass eine Uberexpression von Bindungsstellen des Helix pomatia Agglutinins,
Zuckerspezifitdt N-Azetylgalakosamin und N-Azetylglukosamin, ein zuverlassiger
Marker fur eine schlechte Prognose ist, wurde in der Vergangenheit fir
verschiedene Tumorentitdten belegt. Fur das Helix pomatia Agglutinin gibt es
erste Studien, die sich mit dem Metastasierungsmuster HPA-positiver Tumoren
beschaftigen (Brooks und Leathem, 1998; Konno et al., 2002).

Die Ergebnisse fur das Mammakarzinom, das Bronchialkarzinom und deren
korrespondierenden Hirnmetastasen zeigten grofitenteils homogen eine
mittelgradige (++) bis intensive (+++) Lektinreaktivitat. Es fiel auf, dass ungefahr
die Halfte der Paare eine membranbetonte Lektinreaktivitat zeigte. Die Tendenz
dieser Ergebnisse bestatigt die von Leathem und Brooks (1987) im primaren
Mammakarzinom. Dort zeigten sie, dass HPA-positive Mammakarzinome eine
schlechtere Prognose fur den Patienten bedeuten, da diese schneller
Metastasen setzten als HPA-negative Tumoren. Da die Hirnmetastasen sich
tendenziell sehr ahnlich wie die Primartumoren anfarbten, liegt die Vermutung
nahe, dass die veranderten Zuckerreste auf den Tumorzellen funktionell zur
Metastasierung beitragen konnten.

Die malignen Melanome, die Hautmetastasen und ihre korrespondierenden
Hirnmetastasen zeigten erstaunlicherweise bis auf ein Paar, welches eine
schwache (+) Lektinreaktivitat zeigte, keine Lektinreaktivitat. Dies verwundert, da
Thies et al. (2001a) zeigten, dass HPA-positive Melanome ein 2,6 fach erhdhtes
Metastasierungsrisiko fuir den Patienten bedeuten. 2006 zeigten Thies et al.,
dass sich in 77 Prozent der Fernmetastasen und in 25 Prozent der lymphogenen
Metastasen von malignen Melanomen eine Uberexpression von Bindungsstellen
fur HPA fanden. Diese Beobachtung lie® sie vermuten, dass HPA bindende
Kohlenhydrate eine Rolle bei der hamatogenen Metastasierung spielen konnten.
Die Tendenz dieser Studie kann diese Vermutung aufgrund der nicht
vorhandenen Expression von HPA Bindungsstellen nicht bestatigen.

Dennoch besteht der Verdacht, dass HPA Bindungsstellen eine funktionelle
Bedeutung fUr die Metastasierung haben konnten. Die im Folgenden

beschriebenen Beobachtungen von Valentiner et al. (2005) betreffen sechs
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metastasierende Mammakarzinomzelllinien, die Scid-Mausen subkutan injiziert
wurden. Vier der sechs untersuchten Zelllinien entwickelten Lungenmetastasen,
und drei dieser vier Zelllinien waren HPA-positiv. Dieses Ergebnis zeigt, dass
HPA-positive Zelllinien eine groRere Fahigkeit zur Metastasierung besitzen.
Jedoch zeigt es auch, dass HPA-negative Zelllinien des Mammakarzinoms in der
Lage sind, Metastasen zu bilden. So konnte es sich auch mit Zelllinien des
malignen Melanoms verhalten, dies wirde im Ansatz erklaren, warum die HPA-
negativen Melanome Hirnmetastasen gebildet haben. Desweiteren zeigten
Valentiner et al. (2005) in vitro, dass HPA-positive Mammakarzinomzelllinien
eine funktionelle Rolle bei der Kontaktaufnahme mit dem Gefaliendothel
ausuben. Dies stutzt die zu beobachtende Tendenz dieser Studie, deren
Ergebnisse zeigen, dass fast alle Mammakarzinome und Bronchialkarzinome
mit ihren korrespondierenden Hirnmetastasen eine vermehrte Expression von
HPA- Bindungsstellen zeigten.

Normale Melanozyten zeigen keine Expression von HPA-Bindungsstellen (Thies
et al. 2001a), normales Brustdrisengewebe hingegen zeigt in den apikalen
Anteilen des Gangepithels HPA-Bindungsstellen.

HPA-Bindungsstellen scheinen in Adhasivprozessen eine wichtige Rolle zu
spielen, auch scheint ein wichtiger funktioneller Zusammenhang bei der
Ansiedlung der Tumorzellen im neuen Wirtsgewebe denkbar zu sein, was die
HPA-positiven Hirnmetastasen des Mamma- und Bronchialkarzinoms zeigen.
Dies zeigte auch eine Studie von Konno et al. (2002), in welcher sich zeigte,
dass Patienten, deren kolorektales Karzinom Bindungsstellen fir HPA und auch
fur anti-sLe™ bildeten, die statistisch signifikant schlechteste Prognose von allen
getesteten Glykokonjugaten besallen. Sie zeigten auch, dass eine positive
Korrelation zwischen der Expression von HPA Bindungsstellen und einer
Metastasierung in die Lymphknoten besteht.

Im Gegensatz zu der Tendenz der Ergebnisse dieser Studie, wo jede
Hirnmetastase, deren primares Mammakarzinom HPA-positiv ist, auch HPA-
positiv ist, stehen Beobachtungen von Schumacher et al. (1992). Sie
beobachteten in einer Studie, dass 20 Prozent der Hirnmetastasen von

primaren Mammakarzinomen HPA-negativ waren.
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Auch Brooks und Leathem (1998) flhrten Untersuchungen Uber
Metastasierungsmuster HPA-positiver Mammakarzinome durch. Sie konnten
zeigen, dass alle von ihnen untersuchten primaren Mammakarzinome HPA-
positiv waren und dass sich 79 Prozent der von ihnen untersuchten Metastasen,
unabhangig ihrer Lokalisation, intensiv (+++) durch HPA gefarbt wurden. Auch
die zwei von ihnen untersuchten Hirnmetastasen zeigten eine Immunreaktivitat
auf HPA. Sie beschrieben jedoch auch Tumoren, welche HPA- positiv und -
negativ waren. Diese Beobachtungen konnten auch in dieser Studie gemacht
werden. Diese Tatsache ware eine mogliche Erklarung fur das Phanomen, dass
Hirnmetastasen trotz eines HPA-positiven Primartumors HPA-negativ sein
kénnen. Dazu schreiben Brooks und Leathem (1998), dass es denkbar sei, dass
HPA-negative Tumorzellen aus einem HPA-positiven Tumor metastasieren und
so eine HPA-negative Metastase setzen. Gestlutzt wird diese These durch die
Beobachtungen von Valentiner et al. (2005), da auch sie beobachten konnten,

dass HPA-negative Zellen zur Metastasierung befahigt sein kdnnen.

44.2. Zwei verschiedene Methoden der HPA-Lektinhistochemie im
Vergleich

Die zwei unterschiedlichen Methoden der HPA-Lektinhistochemie wurden
durchgefuhrt, da sich in der Vergangenheit zeigte, dass die Methode der HPA-
Darstellung einen entscheidenden Einfluss auf das Ergebnis hat (Brooks et al.,
1996). In der Vergangenheit wurde kontrovers diskutiert, ob eine Lektinreaktivitat
auf das Helix pomatia Agglutinin tatsachlich im Zusammenhang mit einer
Metastasierung besteht (Walker, 1993). Fur die positive Korrelation einer HPA-
Expression in Verbindung mit einer schlechteren Prognose aufgrund einer
Metastasierung sprachen die Ergebnisse von Leathem und Brooks (1987),
welche zeigten, dass Patienten, welche an einem HPA-positiven
Mammakarzinom erkrankt waren, eine schlechtere Langzeitprognose betreffend
ihrer Uberlebenszeiten hatten und dass diese Tumoren auch schneller
Metastasen setzten als HPA-negative Tumoren. Bestatigende Ergebnisse
lieferten fur das Mammakarzinom Noguchi et al. (1993), Thomas et al. (1993),
Alam et al. (1990) und Fenlon et al. (1987), fur das Magenkarzinom Kakeji et al.
(1991), fur das kolorektale Karzinom lkeda et al. (1994) und Schumacher (1994),
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fir das Osophaguskarzinom Yoshida et al. (1993) und fiir das Prostatakarzinom
Shiraishi et al. (1992). Spater zeigten auch Laack et al. (2002a) und Thies et al.
(2001a) fur das Adenokarzinom der Lunge und fur das maligne Melanom, dass
HPA als ein unabhangiger prognostischer Faktor flr eine schlechtere Prognose
auch fur diese beiden Tumorentitaten angesehen werden kann. Angezweifelt
hatten diese Befunde beim Mammakarzinom Galea et al. (1991) und Gusterson
(1993), da sie die positive Korrelation zwischen HPA-farbenden Tumoren und
einer schlechteren Prognose nicht zeigen konnten. Brooks et al. (1996) zeigten,
dass dies an den verschiedenen Farbetechniken liegen kdnnte, da Gusterson
(1993) und Galea et al. (1991) beide eine direkte Darstellungsweise des HPA,
kovalent an eine Meerettichperoxidase gebunden, genutzt hatten. Brooks et al.
(1996) zeigten an 373 Primartumoren des Mammakarzinoms, dass die
Ergebnisse durchaus von der Methode der HPA-Lektinhistochemie abhangig
waren. Sie zeigten, dass verlassliche prognostische Ergebnisse fur die oben
genannten Tumorentitdten nur zu erzielen waren, wenn man sich der indirekten
Methode, natives HPA und einen anti-HPA-Antikorper verwendend, bediente und
die Farbreaktion durch einen Avidin-Peroxidase-Komplex herbeifihrte. Mit der
Methode von Galea et al. (1991) und Gusterson (1993) waren diese Ergebnisse
nicht befriedigend zu erzielen. Brooks et al. (1996) schreiben in ihrer Studie,
dass die verschiedenen Ergebnisse der zwei angewandten Methoden darauf
zuruckzufuhren sein kdnnten, dass das fur die direkte Methode verwendete HPA
an eine im Vergleich groRere Meerrettichperoxidase gekoppelt war, welches
sterische Interaktionen an den Lektinbindungsstellen, an GalNAc- bzw. GalNAc-
Resten verursachen kdnnte.

Spater zeigten dann Thies et al. (2001a) und Laack et al (2002a), dass sie in
ihren Studien sowohl mit der direkten, als auch mit der indirekten Methode,
vergleichbare Ergebnisse erzielen konnten. Dies zeigt, dass das biotinylierte
HPA deutlich weniger Einfluss auf die Ergebnisse, also auf die Lektinbindung,
hat als an eine Meerrettichperoxidase gekoppeltes. Thies et al. (2001a)
berichten, dass ihre Untersuchungen an malignen Melanomen zeigten, dass die
direkte Methode, unter Verwendung von biotinyliertem HPA, eine etwas hohere
Spezifitdt besal} als die klassische, indirekte Methode. Laack et al. (2002a) und

Thies et al. (2001a) verwendeten jedoch fir die direkte Methode ein biotinyliertes
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HPA, welches kleiner ist als durch eine Meerrettichperoxidase konjugiertes HPA,
welches Gusterson (1993) und Galea et al. (1991) verwendeten. Fur die indirekte
Methode verwendeten sie natives, durch einen Avidin-Biotin-alkalische-
Phosphatase-Komplex dargestellten, HPA. Da jedoch eine grol’e Prozentzahl
der Adenokarzinome der Lunge HPA positiv waren, sowohl in der direkten, als
auch bei der indirekten Methode, geben die Autoren zu bedenken, dass die
Methodik der HPA-Farbung noch weiter und an groReren Fallzahlen erforscht
werden sollte, um genauere Ergebnisse erzielen zu konnen.

Daher wurden in dieser Studie auch beide Methoden angewandt; fur die direkte
Methode das biotinyliertes HPA, dargestellt durch einen Avidin-Biotin-alkalische
Phosphatase-Komplex, und die indirekte Methode, mit nativem HPA und einem
anti-HPA-Antikorper, dargestellt durch einen Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex
sich braun anfarbende Meerettichperoxidase. Da es bei der indirekten Methode,
so wie sie in dieser Studie angewandt wurde, zu Verwechselungen zwischen
dem normalen Melaninpigment und den HPA-positiven Tumorzellen kommen
kénnte, wurde bei den malignen Melanomen, ihren Haut- und Hirnmetastasen
auf diese Farbemethode verzichtet und nur die direkte Methode angewandt. Bei
den Mammakarzinomen zeigten acht von zwolf Paaren ein gleichartiges
Farbeverhalten. Bei den Bronchialkarzinomen waren es drei von funf Paaren.
Den drastischen Unterschied von einem komplett bHPA-negativen
Mammakarzinompaar zu einer schwach (+) bis intensiv (+++) angefarbten iHPA
Anfarbung konnte man in lediglich einem Paar zeigen. Um jedoch statistisch
aussagekraftigere Ergebnisse erzielen zu kdnnen, mussten auch bei diesen
Tumorentitaten und diesen Methoden der HPA Darstellung groRere Fallzahlen
zur Verfugung stehen. Da die verwendeten Tumoren zwar alle aus dem
Universitatskrankenhaus  Eppendorf  stammten, jedoch jedes Institut
verschiedenartige Fixierungs- und Einbettungsmethoden verwenden kénnte, sind
Unterschiede im Farbeverhalten durch Einflisse auf Lektinbindungsstellen, wie
sie von Schumacher et al. (1995) beschrieben wurden, nicht auszuschlieRen.
Dies ist besonders zu beachten, da alle Hirnmetastasen aus einem Institut
stammen, die Primartumoren jedoch aus verschiedenen, den jeweiligen Kliniken
des Universitatskrankenhauses Eppendorf (siehe Kapitel 2.1.) stammen. Ein

weiterer Grund fur die nicht an eine hundertprozentige Gleichheit reichenden
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Ergebnisse kdnnte darin zu suchen sein, dass die Detektionssysteme in dieser
Studie verschieden war. Dabei scheint die von Thies et al. (2001a) und Laack et
al. (2002a) alkalische Phosphatase, wie sie auch in dieser Studie verwendet
wurde, der Meerrettichperoxidase als Detektionssystem Uberlegen zu sein (Thies
et al., 2001a).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das Muster der Markerexpression
eines Primartumors, die durch Immunhistochemie bzw. Lektinhistochemie
erfasst wurde, tendenziell auch in der korrespondierenden Hirnmetastase
wiederzufinden ist.

Dies untermauert die These, dass die Marker CEACAM1, HPA und L1 bei den
untersuchten Tumorentitaten funktionell an der Hirnmetastasierung beteiligt sein

konnten.
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5. Zusammenfassung

Die Metastasierung von Tumoren, wobei insbesondere die Hirnmetastasierung
zu beriicksichtigen ist, stellt oft den limitierenden Faktor fir das Uberleben der
meisten Patienten mit bdsartigen Tumorerkrankungen dar. Deshalb ist es
besonders wichtig, die Metastasierung bei Tumoren vorhersagen zu konnen. Als
Metastasierungsmarker wurden in klinischen Studien die Zelladhasionsmolekule
CEACAML1 und L1 sowie Glykotope, welche von dem zuckerbindenden Lektin
Helix pomatia Agglutinin (HPA) erkannt wurden, identifiziert.

In dieser Studie wurde die Expression dieser Marker an Primartumoren der
Mamma, des Bronchus wund des malignen Melanoms mit ihren
korrespondierenden Hirnmetastasen, verglichen an 35 Fallen, untersucht.

Die Primartumorzellen farbten sich prinzipiell sehr ahnlich wie die Zellen der
Hirnmetastasen. Dies zeigte sich insbesondere bei allen Tumorentitaten in der
L1-Farbung und in der HPA-Farbung, jedoch in unterschiedlichen Intensitaten
zwischen den einzelnen Tumorentitdten. Beim Mammakarzinom und seinen
korrespondierenden Hirnmetastasen zeigte sich fast durchgehend eine
einheitlich schwache (+) Immunreaktivitat gegeniber dem L1-UJ 127.11-
Antikdrper. Die malignen Melanome und ihre korrespondierenden
Hirnmetastasen zeigten mit Ausnahme eines Paares keine Lektinreaktivitat
gegenuber dem HPA. Am wenigsten einheitlich zeigte sie die CEACAM1-
Farbung. Hier variierte das Farbeverhalten zwischen den einzelnen
Tumorentitaten von negativ bis zur intensiven Immunreaktivitat. Auch das
Farbeverhalten zwischen Primartumor und Hirnmetastase zeigte sich
unterschiedlicher zwischen Primartumorzellen und Zellen der Hirnmetastasen als
in den anderen Farbungen.

Da es sich bei den Hirnmetastasen um Fernmetastasen handelt, deutet der
Befund, dass Primartumoren und Hirnmetastasen gleichartig gefarbt sind, darauf
hin, dass die Expression der untersuchten Antigene auch an dem Ort der
Hirnmetastase fur die Etablierung derselben von funktioneller Bedeutung sein

konnten.
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