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Abkürzungsverzeichnis: 
 
 
 

°C Grad Celsius 

g Mikrogramm 

ACC Adenoid zystisches Karzinom  

AWMF Arbeitsgemeinschaft der wissenschaftlichen 

medizinischen Fachgesellschaft 

 

bHPA Methode mit biotinyliertem HPA 

CAM Cell adhesion molecule 

CD44 Cluster designation molecule 44 

CEACAM1 Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion 

molecule 1 

DBA Dolichos biflorus Agglutinin 

DMF Dimethylformamid 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

EGF Epidermal Growth Factor 

ECM Extrazelluläre Matrix 

Gal Galaktose 

GNA Galanthus nivalis Agglutinin 

GalNAc N-Azetylgalaktosamin 

GlucNAc N-Azetylglukosamin 

Gy Gray  

HCl Salzsäure 

HE Hämatoxylin-Eosin 

HPA Helix pomatia Agglutinin 

iHPA Methode Indirekte HPA-Methode 

MAA Maackia amurensis Agglutinin 

min Minute(n) 

ml Milliliter 

mm Millimeter 

mM Millimolar 
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LP Lektinpuffer 

PBS Phosphatpuffer 

pH pH-Wert; potentia hydrogenii 

PHA-L Phaseolus vulgaris  Leukoagglutinin 

SCR Short Consensus repeat 

Siglec Sialinsäurebindendes Lektin 

SNA-I Sambucus nigra Agglutinin I 

TBS Trispuffer 

TNM Tumor-Nodus-Metastase 

UICC Union Internationale Contre Le Cancer (klinische 

Stadieneinteilung) 



 8

 

1 Arbeitshypothese und Fragestellung 
 

 

Das adenoid zystische Karzinom ist ein schwer zu therapierender Tumor der großen 

Speicheldrüsen, da er zu multiplen Rezidiven und zur Metastatsierung neigt und es bisher 

keine überzeugenden kurativen Behandlungsansätze gibt. Außer der histopathologischen 

Einteilung in drei Subtypen gibt es für das Adenoid zystische Karzinom derzeit keine 

prognostischen Indikatoren. Die Unterteilung in histologische Subtypen gibt keinerlei 

Hinweise über die möglichen Mechanismen der Metastasierung bei diesem Tumor. Daher 

ist es zunächst notwendig, die der Metastasierung zugrunde liegenden Mechanismen zu 

verstehen, um auf diesen Grundlagen innovative und rationale Therapieansätze erarbeiten 

zu können. 

Diese Arbeit soll dazu beitragen, den invasiv rezidivierenden und den metastatischen 

Phänotyp der adenoid zystischen Karzinome näher zu charakterisieren und Indikatoren für 

eine Metastasierung zu ermitteln. 

 

Es soll daher untersucht werden: 

 

 Ob die Bindung verschiedener Lektine an Zellen der Primärtumore von adenoid 

zystischen Karzinomen prognostisch relevant ist und somit das Kohlenhydratprofil des 

invasiv-rezidivierenden und des metastatischen Phänotyps des adenoid zystischen 

Karzinoms charakterisiert werden kann. 

 Welche Methoden der Lektin- und Selektinhistohemie am besten geeignet sind, 

das Kohlenhydratprofil der Tumorzellen zu charakterisieren. 

 Ob die Expression von CEACAM1, L1, CD44, P- und E-Selektinbindungsstellen 

einen Zusammenhang mit einer Rezidivbildung oder einer Metastasierung aufweist. 

 Ob das gefundene Kohlenhydratprofil Glykotopen auf den Zelladhäsionsmolekülen 

CEACAM1, L1 und CD44 zugeordnet werden kann. 

 Wie hoch die prognostische Wertigkeit der gefundenen Glykokonjugate im 

Vergleich zu der Einteilung in histologische Subtypen ist. 
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2 Einleitung 
 

2.1. Das adenoid zystische Karzinom 

2.1.1. Ätiologie und Epidemiologie 

Das adenoid zystische Karzinom ist ein bösartiger Tumor, der von proliferierenden 

Epithelzellen und Myoepithelzellen der großen Kopfspeicheldrüsen ausgeht und die 

langsam perineural entlang der Nervfasern wachsen. Billroth beschrieb diesen Tumortyp 

erstmals 1856 und benannte es nach seinem histologischen Erscheinungsbild: Klindroma, 

welches die alte Bezeichung für diesen Tumor war (Chen et al; 2006). 

Zehn Prozent der malignen Tumoren der Glandula parotis und der submandibulären 

Speicheldrüsen sind adenoid zystische Karzinome. Somit ist das Auftreten des adenoid 

zystischen Karzinoms der Speicheldrüsen eine der häufigsten malignen Erkrankungen der 

großen Speicheldrüsen (Chen et al., 2006; Triantafillidou et al., 2006; Teymoortash et al., 

2006). Am häufigsten tritt das adenoid zystische Karzinom in den kleineren 

Kopfspeicheldrüsen (Glandula submandibularis, sublingualis) (31%) auf, wobei 14%, 

bezogen auf den Befall maligner Tumore der großen Speicheldrüsen, auf die 

submandibulären Speicheldrüsen entfallen. In der Glandula parotis ist es nur in 2% der 

Fälle zu finden (Triantafillidou et al., 2006). 

Der Altersgipfel für das Auftreten eines adenoid zystischen Karzinoms ist das fünfte und 

sechste Lebensjahrzehnt. Frauen sind 1,5-fach häufiger betroffen als Männer. 

(Triantafillidou et al., 2006). Unter allen malignen Kopf- und Halstumoren sind jedoch 

lediglich 2-4% adenoid zystische Karzinome der großen Speicheldrüsen. 

 

2.1.2. Histologische Unterteilung 

Histologisch wird das adenoid zystische Karzinom der großen Speicheldrüsen in drei 

Subtypen unterteilt: solid, cribriform und tubulär. Alle drei Subtypen können auch 

nebeneinander in einem Tumor vorkommen. 

Eine Besonderheit des cribriformen Subtyps ist die Ausbildung von Pseudozysten (Toida 

et al., 1985; Gustafsson et al., 1986), welche durch inselartig angeordnete neoplastische 

Epithelzellen entstehen. Die zystisch aussehenden Räume sind keine echten Lumina der 

Ausführungsgänge, sie werden von Tumorzellen umgeben (Ellis et al., 1996). 

Während in den cribriformen und tubulären Tumorarealen sehr selten mitotische Zellkerne 

vorkommen, weisen solide Subtypen eine hohe Mitoserate auf. Nekrosen treten ebenfalls 

meist nur bei soliden Tumoren auf (Nakashima et al., 2006).  
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2.1.3. Prognose 

Im Vergleich zu anderen Karzinomen mit sehr schlechten Überlebensraten weist das 

adenoid zystische Karzinom eine gute Überlebensrate während der ersten fünf Jahre auf. 

Hingegen ist die Überlebensrate nach fünfzehn bis zwanzig Jahren (21% bzw. 9%) 

ausgesprochen schlecht (Friedrich et al., 2003). Die tubuläre und die cribriforme 

Wachstumsform haben eine bessere Prognose als die solide Wachstumsform des adenoid 

zystischen Karzinoms. Die tubuläre Wachstumsform weist die beste Prognose auf 

(Brackrock et al., 2005), wohingegen die solide Wachstumsform die ungünstigste 

Prognose aufweist, da die frühe Metastasierung eine schlechte fünf Jahresüberlebensrate 

bedingt (Darling et al., 2002). 

Desweiteren weisen adenoid zystische Karzinome eine sehr hohe Rezidivrate (51%) auf 

(Brackrock et al., 2005), wobei Rezidive auch noch Jahre nach dem Tumorbefall und 

erfolgter operativer Tumorentfernung mit tumorfreien Resektionsrändern (R0) (Chen et al., 

2006) vorkommen. Daher wird eine lebenslange engmaschige Kontrolle der Patienten 

empfohlen (Sequeiros Santiago et al., 2005). Ein metastasieren in regionale Lymphknoten 

tritt bei adenoid zystischen Karzinomen weniger häufig als bei anderen Karzinomen auf. 

Lungenmetastasen treten bei rund 50% der erkrankten Patienten auf, besonders wenn der 

Primärtumor unzureichend behandelt worden war (Triantafillidou et al., 2006). 

 

2.1.3. Therapieoptionen 

Die Behandlung des adenoid zystischen Karzinoms der Speicheldrüsen ist seit Jahren 

umstritten. Einigung herrscht darüber, dass bei operablem Tumor eine chirurgische 

Tumorentfernung die Therapie der Wahl ist (Friedrich et al., 2003; Triantafillidou et al., 

2006). Hierbei ist von prognostischer Bedeutung, ob der Tumor komplett entfernt werden 

konnte (R0), oder aufgrund eines perineuralen Wachsens des Tumors, Tumorreste nicht 

entfernt werden konnten, um zum Beispiel ummauerte Nerven zu erhalten (R1). Patienten 

mit R1 Resektion haben eine deutlich schlechtere Prognose und erleiden häufiger 

Rezidive und Metastasen.  

Der Nutzen der postoperative Radiotherapie ist hingegen sehr wenig belegt. So rät die 

Arbeitsgemeinschaft der wissenschaftlichen medizinischen Fachgesellschaft (AWMF) in 

ihren Leitlinien zu einer postoperativen Radiotherapie bei adenoid zystischen Karzinomen, 

wenn perineurale Tumorinvasion/- ausbreitung, und/ oder inkomplette oder knapp im 

Gesunden durchgeführte Resektionen vorliegen. Desweiteren ist jedoch die genaue 

Indikation zu einer Strahlentherapie umstritten. Einige Autoren plädieren für die 
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Bestrahlung aller Patienten mit adenoid zystischen Karzinomen nach Resektion (Chen et 

al., 2006; Triantafillidou et al., 2006; Brackrock et al., 2005; Gurney et al., 2005), andere 

hingegen sehen diese Therapie nur für Patienten mit adenoid zystischen Karzinomen vor, 

deren Resektionsränder nicht tumorfrei waren, oder deren Tumor perineural invadierte 

(Umeda et al., 2000; Fordice et al., 1999; Prokopakis et al., 1999). Wiederum andere 

sehen diese Therapie als nicht erfolgsversprechend an (Kokemueller et al., 2004) und 

plädieren für radikale chirurgische Eingriffe im fortgeschrittenen Stadium und keinerlei 

Bestrahlung oder Chemotherapie (Khafif et al., 2005). Auch die Bestrahlungsform wird 

unterschiedlich diskutiert. So variiert sowohl die Dosis von 20 Gy (Brackrock et al.; 2005) 

bis 60 Gy (Chen et al., 2006; Triantafillidou et al., 2006), als auch die Bestrahlungsart, 

Photonen oder Neutronen. Neutronen werden bevorzugt, da sie eine geringere Streubreite 

besitzen und somit die Toxizität für das umgebene Gewebe herabgesetzt werden kann 

(Douglas et al., 2000). Da aber in der Strahlentherapie die meisten Tumoren mit Photonen 

bestrahlt werden und Neutronenbestrahlungsgeräte weltweit sehr selten vorhanden sind 

(Brackrock et al.; 2005; Huber et al., 2001) werden Bestrahlungen meist mit Photonen 

vorgenommen (Chen et al., 2006; Brackrock et al., 2005), obwohl die 

Neutronenbestrahlung die besseren Ergebnisse erzielte (Brackrock et al., 2005; Huber et 

al., 2001; Douglas et al., 2000). Eine standardisierte Chemotherapie gibt es für das 

adenoid zystische Karzinom nicht. 

Insgesamt weist lediglich die Unterteilung des adenoid zystischen Karzinoms in die drei 

histologischen Subtypen ungefähre prognostische Anhaltspunkte auf (Brackrock et al., 

2005; Nakashima et al., 2006). Bis jetzt existieren keinerlei prognostische Marker, welche 

die Aggressivität des Tumors unabhängig vom histologischen Subtypen aufzeigt. Somit 

besteht zurzeit keine Möglichkeit eine individuelle Therapie aufgrund tumorbiologischer 

Kriterien festzulegen. 

Daraus ergibt sich die Dringlichkeit, neue prognostische Marker zu finden, die unabhängig 

vom histologischen Subtyp, die Tumoraktivität (Rezidivneigung, Metastasierungs- 

wahrscheinlicheit) ermittelten und somit die Wahl der Therapie bestimmen könnten. 
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2.2. Die Metastasierungskaskade 

Die Metastasierung von Tumorzellen gleicht einer Kaskade, bei der eine Abfolge von 

Einzelschritten in einer bestimmten Reihenfolge durchlaufen werden muss. Der 

vorangehende Schritt muss jeweils erfolgreich abgeschlossen sein, bevor der nächste 

Schritt beginnen kann (Abbildung 1). Der erste Schritt dieser Metastasierungskaskade 

beinhaltet die Proliferation der Tumorzellen am Ort des Primärtumors. Ist eine bestimmte 

Tumormasse erreicht, bewirken angiogene Faktoren das Einwachsen von Blutgefäßen. 

Vitale Tumorzellen lösen sich dann aus dem Zellverband und dringen in die umgebende 

extrazelluläre Matrix ein. Morphologisch wird ein neuer Schritt sichtbar, wenn die 

Tumorzellen die Basalmembran und das Endothel der Tumorblutgefäße penetrieren und 

somit in den Blutkreislauf gelangen. Im Blutstrom müssen die Tumorzellen zunächst 

überleben, um sich dann an das Gefäßendothel des Zielorgans anzuheften und wiederum 

das Endothel und die darunter liegende Basalmembran durchwandern. Erst wenn die 

Tumorzellen hier lokal proliferieren, entstehen klinisch manifestierte Metastasen (Hart und 

Saini, 1992; Engers und Gabbert, 1998; Hart et al., 1989). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Die Metastasierungkaskade. Die primär entartete Zelle 
wächst zu einer Tumormasse heran (1), die ab einer bestimmten Größe 
angiogene Signale aussendet. Dies führt zum Einsprossen von 
Blutgefäßen (2). Nach Degradation der extrazellulären Matrix und 
Penetration der Basallamina und des Gefäßendothels (3) gelangen die 
Tumorzellen in die Blutbahn (4). Im Blutstrom müssen die Tumorzellen 
überleben, sich an das Endothel am Ort der zukünftigen Metastase 
anheften (5) und wiederum Endothel und Basallamina durchwandern (6) 
und sich im Wirtsgewebe einnisten. Erst nach erfolgter lokaler Proliferation 
resultieren klinisch erkennbare Metastasen (7). (Abbildung angefertigt von 
Frau C. Lück, Zeichnerin des Instituts für Anatomie, Universitätsklinikum 
Hamburg-Eppendorf). 
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Bei all diesen beschriebenen Prozessen kommt es zu Zell-zu-Zell und Zell-zu-Matrix 

Interaktionen zwischen den Tumorzellen einerseits und dem umgebenden Gewebe 

andererseits. Deshalb ist der Aufbau und die Zusammensetzung der Zellmembran, die 

diese Interaktionen vermittelt, von besonderer Bedeutung, da sie bei der Metastasierung 

eine entscheidende Rolle einnimmt.  

 

2.3. Aufbau und Funktion der Zellmembran 

Die Zelloberfläche jeder Zelle eines Säugetieres, maligne Tumorzellen eingeschlossen, 

besteht aus einer Zellmembran, welche aus einer Lipiddoppelschicht besteht. Die 

extrazelluläre Zelloberfläche ist weitgehend mit der Glykokalix bedeckt, welche aus 

Kohlenhydraten besteht (Silbernagel und Despopoulus et al., 2003). Diese Kohlenhydrate 

sind kovalent an Lipide, Proteine und an die Proteincores von Glykosaminglykanen 

gebunden, welche in die Zellmembran integriert sind (Abbildung 2). Die nahezu 

ausschließliche Lokalisation der Zucker an der Zelloberfläche legt die Vermutung nahe, 

dass diese Kohlenhydrate an Zell-zu-Zell und Zell-zu-Matrix Interaktionen beteiligt sind. 

Selektine sind Transmembranproteine von Endothelzellen, als Beispiel dafür seinen die 

Selektine genannt. Wegen ihrer funktionellen Bedeutung ist es wichtig, diese 

Kohlenhydrate zu charakterisieren. Dies kann unter anderem mit Lektinen geschehen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung der Glykokalyx einer eukaryon- 
tischen Zelle. Die Glykokalyx setzt sich aus Oligosacchariden (1) der 
Membranglykoproteine (2), -lipide (3) und der Membranproteoglykane (4) 
zusammen. Die Kohlenhydrate spielen eine wichtige Rolle bei Zell-zu-Zell 
und Zell-zu-Matrix Interaktionen. Abbildung modifiziert nach Alberts et al., 
1994, modifiziert nach Dr. A. Thies 1999. 
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2.4. Charakterisierung der Zuckerreste von Memranglykoproteinen durch Lektine 

Lektine sind Proteine nicht immunologischer Herkunft, die Zellen agglutinieren und/oder 

Glykoproteine präzipitieren können (Pusztai, 1991). Der Name Lektin wurde von Boyd und 

Shapleigh (1954) geprägt, er leitet sich aus dem lateinischen Verb legere ab, welches 

auswählen bedeutet. Lektine verfügen über Kohlenhydaterkennungsdomänen (CRD = 

carbohydrate recognition domains), über die sie nicht-kovalente Bindungen mit den für sie 

spezifischen Kohlenhydraten eingehen können. Durch diese Eigenschaft der Lektine, nur 

an spezifische Kohlenhydrate zu binden, hat die Verwendung von Lektinen Einzug und 

Bedeutung in die Tumorforschnug erhalten, da sie in der Lage sind, Veränderungen der 

Glykokalyx, die während der malignen Transformation auftreten, darstellen zu können. 

Besonders die Bindung des Lektins aus der Weinbergschnecke, Helix pomatia Agglutinin 

(HPA) erwies sich als prognostisch relevant in einer Reihe von malignen Tumoren. In 

histologischen Schnitten band sich dieses Lektin besonders an die Zellen solcher 

Primärtumoren, deren Träger eine schlechte Prognose hatten. Da bei Krebspatienten eine 

schlechte Prognose generell mit einer Metastasierung gleichgesetzt werden kann, kann 

man die Bindung von HPA an Karzinomzellen des Primärtumors als einen Indikator für 

ihre hohe Metastasierungstendenz ansehen. Diese hohe prognostische Relevanz des 

HPA-Bindungsverhaltens konnte bereits bei Mamma- (Leathem und Brooks et al., 1996) 

und Kolonkarzinomen (Schumacher et al., 1994), sowie bei Prostata- (Shirashi et al., 

1992), Magen- (Kakeji et al., 1992) bronchialen Adenokarzinomen (Laak et al., 2002 -a), 

und malignen Melanomen (Thies et al., 2001, 2006) nachgewiesen werden. 

Eine solche positive Assoziation zwischen Lektinbindung und schlechter Prognose konnte 

nicht nur für HPA, sondern auch für eine Reihe weiterer Lektine gezeigt werden. Eine 

Abnahme der SNA-I (Sambucus nigra Agglutinin) Bindung erwies sich als Indikator für ein 

erhöhtes Metastasierungsrisiko bei Prostatakarzinomen (Kosanovic et al., 2005). Zudem 

wurde eine positive Assoziation zwischen einer erhöhten SNA-I und Maackia amurensis 

Agglutinin (MAA) Bindung und dem Auftreten vom Plattenepithelkarzinomen der Lunge 

aufgezeigt (Chovanec et al., 2004). Die Expression von MAA-Bindungsstellen stieg bei 

malignen Prostataveränderungen (Ohyama et al., 2004). 

Die Bindung des Lektins Phaseolus vulgaris (PHA-L) wies bei Mamma- und kolorektalen 

Karzinomen eine prognostische Relevanz auf (Fernandes et al., 1991). Postmitotische, 

sich früh differenzierende Zellen in Plattenepithelkarzinomzellen banden das Lektin 

Dolichos biflorus agglutinin (DBA) (Hrdlickova-Cela et al., 2001), desweiteren konnten 

erste Oberflächenveränderungen im Sinne einer Differenzierung von pluripotenten 
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murinen Stammzellen durch eine erhöhte DBA-Bindung angezeigt werden (Nash et al., 

2007). 

Der Nachweis der prognostischen Relevanz der Veränderungen der terminalen 

Kohlenhydrate der Glykokalix durch die Lektine wirft die Frage nach den dahinter 

stehenden molekularen Mechanismen auf, die bisher nur in Ansätzen geklärt sind (Dwek 

et al., 2001; Brooks et al., 2008).  

 

2.5. Bedeutung der Glykosylierung von Membranproteinen für die Metastasierung 

Grundsätzlich können Membranproteine und -lipide durch Glykosylierung in ihrer Funktion 

modifiziert werden. Bei der Metastasierung sind die membranständigen Zelladhäsions- 

moleküle von besonderer Bedeutung, da ihre Modulation eine wichtige Rolle bei der 

Ablösung metastatischer Tumorzellen vom Primärtumor, bei der Bildung von 

Tumorzellaggregaten im Blutstrom, sowie bei der Anheftung an Gefäßendothelien des 

Zielorgans und bei der Bildung solider Metastasen spielt (Hart und Saini, 1992). Im 

Hinblick auf die Zelladhäsionsmoleküle spielt die Glykosylierung der Membranproteine und 

der Glykolipide eine zweifache funktionelle Rolle. Zum einen kann die Funktion der 

Zelladhäsionsmoleküle durch die Glykosylierung verändert werden. Damit hat die 

Glykosylierung einen direkten Einfluß auf die Funktion eines Zelladhäsionsmoleküls. Als 

Prototyp eines solchen glykosylierten Moleküls kann das CEACAM1 gelten. Zum anderen 

können Zuckerreste auf den Tumorzellen auch als Liganden für zuckerbindende 

Zelladhäsionsmoleküle dienen. Ein solches Molekül stellt das sialinsäurebindende Siglec 

L1 dar. Desweiteren gibt es Zelladhäsionsmoleküle, die Kohlenhydrate binden und somit 

Bindungen mit Liganden anderer Zelloberflächen eingehen. P- und E-Selektine gehören 

zu diesen Molekülen. Andere Adhäsionsmoleküle interagieren mit Bestandteilen der 

extrazellulären Matrix und unterstützen somit die Wanderung von Zellen durch die 

extrazelluläre Matrix (ECM) und die Ansiedlung in bestimmten Gewebskompartimenten. 

Ein solches Molekül ist CD44. 

 

2.5.1. Das Zelladhäsionsmolekül CEACAM1 

CEACAM1 ist ein Mitglied der CEA-Genfamilie des CD66 Clusters hochglykolysierter 

Adhäsionsmoleküle, welche der Immunglobulin-Superfamilie angehören (Thompson et al., 

1991). CEACAM1 besteht zu mind. 35% des Molekulargewichts (160kD) aus 
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Kohlenhydraten dessen Oligosaccharidkette N-glykosidisch mit den Peptidketten verknüpft 

ist (Yamashita et al., 1989; Wagener et al., 1999). 

CEACAM1 ist in vielen humanen Epithelzellen exprimiert (Prall et al., 1996). Im 

Gastrointestinaltrakt, in der Niere, der Zervix uteri, im Endometrium und der Blase ist eine 

CEACAM1 Expression beschrieben worden (Prall et al., 1996). In der myeloischen Reihe 

ist CEACAM1 hauptsächlich auf Granulozyten exprimiert; hingegen konnte auf 

Lymphozyten bisher nur bei T-Zell-Leukämien und auf stimulierten T-Lymphozyten 

CEACAM1 nachgewiesen werden (Haneberg et al., 1994; Kammerer et al., 1998). Bei 

Endothelzellen weist CEACAM1 die Eigenschaften eines angiogenen Faktors auf (Ergün 

et al., 2000), desweiteren wird es stark von invasiven Trophoblasten exprimiert 

(Bamberger et al, 1999). Beim malignen Melanom zeigte sich eine Heraufregulation von 

CEACAM1 als unabhängiger prognostischer Marker für eine Metastasierung (Thies et al., 

b, 2002; Thies et al., 2007). Auch beim Adenokarzinom der Lunge ist die Hochregulation 

von CEACAM1 mit einer schlechten Prognose assoziiert (Laack et al., b, 2002). 

Dagegen wird CEACAM1 in einer Reihe von epithelialen Tumoren eine tumorsuppressive 

Rolle zugeschrieben (Izzi et al., 1999). Beim Mamma- (Riethdorf et al., 1997), kolorektalen 

(Neumaier et al., 1993), sowie beim Prostatakarzinom (Luo et al., 1999) konnte eine 

herunterregulierte Expression von CEACAM1 im Vergleich zu normalen Gewebe gezeigt 

werden. Für das Endometriumkarzinom ist eine Dysregulation von CEACAM1 beschrieben 

worden (Bamberger et al., 1998).  

 

2.5.2. Das Zelladhäsionsmolekül L1 

Das Zelladhäsionsmolekül L1 gehört ebenfalls zu der Immunglobulin-Superfamilie (Moos 

et al., 1988) und reguliert eine Reihe von Zellerkennungsmechanismen im zentralen und 

im peripheren Nervensystem (Kowitz et al., 1993; Martini, 1994). 

L1 vermittelt sowohl homotypische, als auch heterotypische Zelladhäsion (Kadmon et al., 

1990 a, b; Blaess et al., 1998; Grumet et al., 1993; Grumet und Edelman, 1988). Die 

Expression von L1 wurde nicht nur in Nervengewebe, sondern auch in Lymphozyten, 

Granulozyten und Epithelzellen des Intestinal- und Urogenitaltraktes beschrieben (Kowitz 

et al., 1992; Kujat et al., 1995; Thor et al., 1987; Allory et al., 2005; Kaifi et al., 2006). 

Ferner wurde in einer Reihe hochmaligner Tumoren, unter anderem in Osteosarkomen, 

Rhabdomyosarkomen, Retinoblastomen und Bronchialkarzinomen, eine L1-Expression 

beschrieben. Eine signifikante Korrelation zwischen der Heraufregulation von L1 und der 

Metastasierung wurde im kutanen malignen Melanom beschrieben (Thies et al., 2002). 



 17

2.5.3. Die Zelladhäsionsmoleküle P- und E-Selektin 

Selektine sind Zelladhäsionsmoleküle, die Kohlenhydrate binden, und daher zur Gruppe 

der Lektine gehören. Der Begriff Selektin steht für selective lectin-dependent cell adhesion 

molecule. Selektine spielen eine bedeutende Rolle für die Bindung von Leukozyten an das 

Endothel und damit für die Extravasation von Leukozyten bei Entzündungsreaktionen. 

Selektine gehören einer Klasse von Zelloberflächen-Kohlenhydratrezeptoren an, welche 

Bindungen mit Liganden anderer Zelloberflächen bildet. Vor allem Lymphozyten, 

Neutrophile, Monozyten und freien Phagozyten gehen Bindungen über die Selektine ein, 

die auf Endothelzellen exprimiert sind. Selektine besitzen eine extrazelluläre Region 

bestehend aus einem N-terminalen Ca + Lektin-Abschnitt, einem EGF (= epidermal 

growth Faktor) Motiv, einer variablen Anzahl von kurzen sich wiederholenden Einheiten 

(SCR = short Consensus repeats), einem transmembranen Abschnitt und einem 

intrazellulären cytoplasmatischen Ende (Wagener et al., 1999). 

P-Selektine werden nach Stimmulation auf Thrombozyten und Endothelzellen exprimiert 

und vermitteln die Adhäsion von Thrombozyten, Leukozyten und Lymphozyten an 

Endothelzellen sowie an Phagozyten (Wagener et al., 1999). 

Tumorzellen ahmen diesen oben beschriebenen gleichen Mechanismus der Leukozyten 

nach, um aus dem Blutgefäß in die ECM des Wirtsgewebes zu gelangen. Medikamente, 

welche die Expression von E-Selektin im vaskulären Endothel unterbinden und somit eine 

Anheftung der Tumorzellen verhindern, werden bereits erfolgreich bei Patienten mit 

kolorektalem Karzinom eingesetzt (Matsumoto et al., 2002). 

2.5.4. Das Adhäsionsmolekül CD44 

CD44 ist ein Adhäsionsmolekül, welches auf den Oberflächen von Leukozyten, 

Erythrozyten und vielen Epithelien, sowie auf anderen Zellen aus dem Neuroektoderm, 

wie Fibroblasten und glatten Muskelzellen sowie auf Gliazellen und Astrozyten des 

zentralen Nervensystems exprimiert wird (D`Alessandro et al., 1994; Tsukuda und 

Kawano, a, 2005). CD44 vermittelt Zell-zu-Zell- und Zell-zu-Matrix-Kontakte, wobei 

Hyaluronsäure den wichtigsten Ligand darstellt (Wagener et al., 1999). Die Interaktion von 

zellulärem CD44 mit Hyaluronsäure sowie mit anderen Bestandteilen der extrazellulären 

Matrix unterstützt die Migration von Zellen durch die ECM und die Ansiedlung in 

bestimmten Gewebskompartimenten. CD44 reguliert die Bindung von Leukozyten an 

periphere Lymphknoten, sowie die Bindung an mukoide und synoviale Endothelzellen 

(Wagener et al., 1999). 
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Bei oralen Plattenepithelkarzinomzellen, zeigte sich eine signifikante Assoziation zwischen 

der Hochregulation von CD44 und einer schlechten Überlebensrate der Patienten (Kosma 

und Kosunen, 2007). Des Weiteren ist die CD44 Konzentration im Patientenserum ein 

Klassifizierungskriterium bei Kopf- und Halstumoren, je größer die CD44 Konzentration ist, 

desto schlechter ist die Prognose des Patienten (Kawano et al., 2005 - a). Eine 

Herabregulation von CD44 ist hingegen bei der Entstehung von humanem Prostatakrebs 

beobachtet worden, hierbei ist unter anderem die Hyaluronsäure- Bindungsfähigkeit 

reduziert (Miyake et al., 1998). Die Fähigkeit des CD44 Metastasierungen hämatogener 

und solider Knochentumore zu regulieren und somit entscheidenden Einfluss auf 

Ausbildung von skelettalen Mikrometastasen zu haben, wird derzeit diskutiert (Hill et al., 

2006). Da eine Hochregulation der CD44-Expression mit einer erhöhten 

Metastasierungsrate und einer schlechten Prognose assoziiert ist und das Binden von 

CD44 mit spezifischen monoklonalen Antikörpern terminale Veränderungen/ 

Differenzierungen von leukämischen Blasten in einige Subtypen auslösen kann, wird eine 

Therapie für Leukämie diskutiert, in der die CD44 bedingte Differenzierung verhindert 

werden soll (Liu et al., 2006). 

 

2.5.5. Das Urgen Brachyury 

Der Name Brachyury kommt von dem griechischen Wort „brackhus“ welches „kurz“ 

bedeutet und „oura“, welches „Schwanz“ bedeutet. 

Das Brachyurygen kodiert für einen 436 Aminosäuren großen embyonisch nukleären 

Transskriptionsfaktor, welcher entscheidend für die Kontrolle der frühen Formation des 

vertebralen Embryos ist (Kispert et al., 1993). Die Expression des Brachyurygens ist ein 

diagnostischer Bio-Marker für das Chordom, ein seltener maligner primärer 

Knochentumor, der an der Schädelbasis, meist am Clivus Blumenbachii und von Resten 

der Chorda dorsalis, dem Nucleus pulporus des Discus intervertebralis ausgeht. Somit ist 

Brachyury ein entschiedener Regulator der notochordalen Entwicklung und beweist, dass 

Chordome aus Zellen des Notochords entstehen weil nur diese den Brachyury 

Transskriptionsfaktor exprimieren (Vujovic et al.; 2006). 
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3 Material und Methoden 
 

 

3.1. Histologisches Untersuchungsgut 

In Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete Primärtumore des adenoid zystischen 

Karzinoms von 71 Patienten, die im Zeitraum zwischen 1985 und 1996 in der 

Strahlentherapie des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf postoperativ mit 

Neutronen bestrahlt worden waren, wurden initial aus dem Archiv der Strahlentherapie 

herausgesucht. In die Untersuchung wurden nur die Primärtumore aufgenommen, für die 

eine lückenlose Dokumentation der klinischen Nachuntersuchungen vorlag.  

Für 34 adenoid zystischen Karzinome konnte anhand vollständiger Krankenblätter der 

Zeitpunkt der Diagnosestellung, der Operation, sowie das Auftreten von Metastasen und 

Rezidiven, sowie das Versterben der Patienten ermittelt werden. Nur die Daten dieser 34 

adenoid zystischen Karzinome werden im Folgenden berücksichtigt. 37 Fälle des adenoid 

zystischen Karzinoms fielen aus der Untersuchung heraus, da entweder die 

Dokumentation lückenhaft war, oder die Dokumente nicht zur Verfügung gestellt werden 

konnten. 

 

3.2. Patientencharakteristika 

Von den 34 Patienten waren 19 weiblich und 15 männlich. Das Durchschnittsalter betrug 

59,5 Jahre mit einer Altersspanne von 29 bis 76 Jahren. Von den untersuchten adenoid 

zystischen Karzinomen waren jeweils 9 vom tubulären- und 9 vom soliden histologischen 

Subtyp. 15 Patienten wiesen einen cribriformen histologischen Subtyp auf, ein einziges 

adenoid zystisches Karzinom lag in tubulär/cribriformer- Mischform vor. Von den 34 

Patienten starben 17 aufgrund der Tumorerkrankungen, zwei weitere Patienten sind an 

anderen Erkrankungen verstorben. Rezidive traten bei 15 Patienten auf, Metastasen 

wurden bei 12 Patienten dokumentiert. Von den 34 Patienten sind drei an Folgen der 

Metastasierung verstorben, vier an Folgen aggressiv-invasiv wachsenden Rezidiven. 

Neun der Patienten hatten sowohl Rezidive als auch Metastasen. 
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3.3. Anfertigung von Paraffinschnitten 

Von den routinemäßig in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten adenoid 

zystischen Karzinomen wurden 5 m dicke Paraffinschnitte angefertigt. Diese wurden auf 

silanbeschichtete Objektträger (Histo Bond , Marienfeld, Deutschland) aufgebracht und 

über Nacht bei 37°C im Brutschrank getrocknet. Anschließend wurden die Schnitte in Xylol 

entparaffiniert und über eine absteigende Alkoholreihe für die folgenden Färbungen und 

Reaktionen rehydriert. 

 

 

3.4. Lektinhistochemie 

Alle Inkubationen wurden, soweit es nicht anders beschrieben ist, bei Raumtemperatur in 

einer feuchten Kammer durchgeführt. Die rehydrierten Schnitte wurden 15 Minuten mit 

0,1% Trypsin (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), gelöst in Lektinpuffer (LP bestehend aus: 

50 mM Trizma Base, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2 und 1 mM CaCl2 (alle Reagenzien 

Sigma, Deisenhofen, Deutschland); pH 7,6), in einem Wasserbad bei 37°C inkubiert. Die 

Reaktion wurde unter fließendem Leitungswasser gestoppt, die Schnitte in LP äquilibriert 

(dreimal fünf Minuten) und anschließend mit 10 g/ml des jeweiligen biotinylierten Lektins 

eine Stunde inkubiert. An Lektinen wurden DBA, GNA, PHA-L, SNA-I und biotinyliertes 

HPA (alle Sigma, Deisenhofen, Deutschland) sowie MAA (Vektor, Deutschland) 

verwendet. Die Herkunftsspezies, die Abkürzungen und die Zuckerspezifitäten der 

verwendeten Lektine sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Nach dreimaligem Spülen 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) für 30 Minuten inkubiert. 

Anschließend wurden die Präparate wiederum in TBS gespült und die Farbreaktion wie 

folgt durchgeführt: 7,5 ml einer 4%igen Natrumnitritlösung wurden mit 300 l Neufuchsin-

Stammlösung (5 g Neufuchsin in 100 ml 2 n HCl) vermischt. Es wurden sofort 150 ml TBS 

(pH 8,64), versetzt mit 180 l Tween 20 (Sigma, Steinheim, Deutschland) zur 

Unterdrückung der Hintergrundfärbung sowie 60 mg Levamisole (Sigma, Steinheim, 

Deutschland) zur Hemmung der endogenen nicht-intestinalen alkalischen Phosphatase 

zugegeben. Anschließend wurden 30 mg Naphthol-AS-Bisphosphat in 750 l 

Dimethylformamid (DMF) gelöst und als Substrat für die alkalische Phosphatase 

hinzugegeben. Die Präparate wurden in dieser Lösung 20 Minuten unter Lichtausschluß 
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belassen. Die Reaktion wurde unter fließendem Leitungswasser (10 Minuten) gestoppt. 

Abschließend wurden die Präparate in 50%igem Mayers Hämalaun 10 Sekunden 

gegengefärbt, 10 Minuten unter fließendem Leitungswasser gebläut und mit dem 

wasserhaltigen Eindeckmedium Clarion/Chrystal Mount (Biomeda, Foster City, CA, USA) 

eingedeckt. 

In jeder Serie wurde jeweils ein Schnitt eines Falles, der zuvor positiv für das jeweilige 

Lektin war, zur Kontrolle der Intensität der Enzymfarbreaktion mitgefärbt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.1. Indirekte Methode 

Für die Bindung des Lektins HPA wurde noch eine zusätzliche Färbemethode verwendet, 

diese wird im Folgenden als indirekte Methode (iHPA) bezeichnet. Die oben beschriebene 

Methode unter Verwendung des biotinylierten HPA, wird entsprechend als bHPA 

bezeichnet. 

Bis zur Inkubation mit 10 g/ml HPA, wurde mit den Schnitten verfahren, wie oben 

Tabelle 1: Herkunftsspezies, Abkürzungen und Kohlenhydratspezifitäten der verwendeten 
Lektine. 

Herkunftsspezies Abkürzung Kohlenhydratspezifität 

Dolichos biflorus 
Agglutinin 

DBA -D-N Azetylgalaktosamin 

Galanthus nivalis 
agglutinin GNA 

Nicht reduzierte Enden von 
terminalen    D-Mannosylreste 

Helix pomatia 
Agglutinin 

HPA N-Azetylgalaktosamin/N-
Azetylglukosamin 

Maackia amurensis 
Agglutinin 

MAA Sialinsäure ( 2-3 
gebunden) 

Phaseolus vulgaris 
Agglutinin 

PHA-L Kohlenhydrate vom 
komplexen Typ ( 1-6 
glykosidisch verbunden) 

Sambucus nigra 
Agglutinin 

SNA-I Sialinsäure ( 2-6 
verbunden) 
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beschrieben. Statt des biotinylierten HPAs wurde für diese Methode jedoch natürliches 

HPA verwendet. Anschließend wurden die Schnitte dreimal für fünf Minuten in TBS 

gewaschen und mit einem 1:400 verdünnten Kaninchen-anti-HPA Antikörper (DAKO, 

Glostrup, Dänemark) eine Stunde inkubiert. Nach erneutem Waschen in TBS, wurden die 

Schnitte eine Stunde mit einem 1:400 in TBS verdünnten, biotinylierten Schweine-anti-

Kaninchen Antikörper bei Raumtemperatur inkubiert und wiederum in TBS dreimal fünf 

Minuten gespült. Abschließend wurden die Schritte mit dem Avidin-alkalische-

Phosphatase-Komplex 30 Minuten inkubiert, die Enzymreaktion der alkalischen 

Phosphatase wurde entwickelt, die Schnitte gegengefärbt, gebläut und eingedeckt, wie 

oben beschrieben. 

 

 

3.4.2. Zuckerhemmung 

Da das Lektin HPA an zwei Zucker (N-Azetylgalaktosamin(GalNac) und N-

Azetylglukosamin (GlucNac)) bindet, galt es herauszufinden, ob beim adenoid zystischen 

Karzinom HPA an nur einen oder beide Zucker bindet. Daher wurden drei Lösungen mit 

HPA angesetzt, von denen die erste mit einer molearen Konzentration von 200 mM 

GlucNac, die zweite mit 200 mM GalNac und die dritte mit insgesamt 200 mM GlucNac 

und GalNac angesetzt wurde. Somit konnte Lösung I nur Bindungen hemmen, die mit 

GalNac eingegangen wurden, da nur diese Bindungsstellen noch für Bindungen zur 

Verfügung standen. Lösung II konnte nur Bindungen hemmen, die mit GlucNac 

eingegangen wurden, während Lösung III Bindungen von GalNac und GlucNac hemmte. 

Die Lösungen wurden eine Stunde vor Anfang der Lektinfärbung angesetzt und 

viertelstündlich während der Inkubation auf einem Schüttelinkubator (Janke & Kunkel, 

IKA®-Labortechnik, Deutschland) durchmischt, um eine vollständige Bindung zwischen 

Zucker und Lektinbindungsstelle zu ermöglichen. Die Durchführung der Färbung 

entsprach der  direkten Methode, welche oben beschrieben wurde. 

 

 

3.4.3. Darstellen der Bindungsstellen für die P- und E-Selektine 

Die rehydrierten Schnitte wurden dreimal für fünf Minuten in LP gespült. Anschließend 

wurde mit Normalserum aus dem Kaninchen (DAKO, Glostrup, Dänemark) 1:10 in AB-

Solution von DAKO für 30 Minuten inkubiert. Hiernach wurde mit löslichem E-Selektin- (20 
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g/ml) bzw. P-Selektin-Fusionsprotein (8 g/ml) bei 4°C über Nacht inkubiert. Am 

folgenden Tag wurden die Schnitte dreimal für fünf Minuten in TBS gespült um 

anschließend mit einem 1:200 verdünnten Kaninchen-Anti-Human-biolinyliert (DAKO, 

Glostrup, Dänemark) für eine Stunde inkubiert zu werden. Hiernach wurde dreimal für fünf 

Minuten in TBS gewaschen und danach mit einem Avidin-alkalische-Phosphatase-

Komplex (Vectastain, ABC kit, Vektor, Burglingame, Kalifornien, USA) für 30 Minuten 

inkubiert. Die Enzymreaktion der alkalischen Phosphatase wurde entwickelt, die Schnitte 

wurden gegengefärbt, gebläut und eingedeckt, wie oben beschrieben. 

 

 

3.5. Immunhistochemie 

Alle verwendeten Antikörper wurden in “Antibody Diluent with Background Reducing 

Components” (DAKO, Carpinteria, Kalifornien, USA) verdünnt und in einer feuchten 

Kammer bei Raumtemperatur durchgeführt. 

 

 

3.5.1. Darstellen des Zelladhäsionsmoleküls CEACAM1 

Der monoklonale Antikörper 4D1/C2 gegen das Zelladhäsionsmolekül CEACAM1 wurde 

freundlicherweise von Herrn Prof. C. Wagener (Abteilung für Klinische Chemie, 

Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf) zur Verfügung gestellt. 

Der monoklonale Antikörper 4D1/C2 wurde gemäß etablierter Methoden hergestellt, 

aufgereinigt und auf seine Spezifität getestet (Ebrahimnejad et al., 2000). 

Die rehydrierten Schnitte wurden in 10 mM Zitratpuffer (pH 6.0) in der Mikrowelle fünfmal 

für je zwei Minuten bei 500 Watt hitzebehandelt. Nach 20-minütigem Abkühlen bei 

Raumtemperatur wurde schrittweise kalter Zitratpuffer hinzubegeben, bis die Lösung 

Raumtemperatur erreicht hatte. Anschließend wurden die Schnitte in TBS (pH 7,6) dreimal 

fünf Minuten gespült und die unspezifischen Bindungen mit 10% igem Kaninchen-

Normalserum (DAKO, Glostrup, Dänemark) blockiert. Es folgte eine Inkubation mit dem 

1:125 verdünnten 4D1/C2 Antikörper, über Nacht bei 4° C. Je nach Größe des Schnittes 

wurden 100 bis 200 l der Antikörperlösung verwendet. Am nächsten Tag wurden die 

ungebundenen Antikörper durch dreimaliges Waschen in TBS entfernt und die Schnitte mit 

einem biotinylierten Kaninchen-anti-Maus Antikörper (DAKO, Glostrup, Dänemark) in einer 

1:40 Verdünnung für 20 Minuten inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen in TBS 
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für jeweils fünf Minuten, wurden die Schnitte mit einem Avidin-alkalische-Phosphatase-

Komplex 30 Minuten inkubiert und die Enzymreaktion der alkalischen Phosphatase wie 

zuvor beschrieben, entwickelt, wobei hier eine Konzentration des Levamisols von 100 mg 

pro 200 ml vorlag. Abschließend wurden die Schnitte gegengefärbt, gebläut, und mit 

Crystal Mount, (Biomeda, Foster City Kalifornien, USA) eingedeckt. Mit Negativkontrollen 

wurde auf die gleiche Weise verfahren, nur wurde die Inkubation mit dem monoklonalen 

primären Antikörper durch Iso-IgG (Maus IgG2a,  UPC-10; Sigma, Frankfurt, Germany) 

ersetzt. 

 

 

3.5.2. Darstellen des Zelladhäsionsmoleküls L1 

Der monoklonale Kanichenantikörper gegen L1 wurde freundlicherweise von Herrn Prof. 

Dr. P. Altevogt (Institut für Tumorimmunologie, Deutsches Krebsforschungszentrum, 

Heidelberg) zur Verfügung gestellt. 

Zur Immunisierung des Kaninchens wurde ein Fusionsprotein, bestehend aus der 

extrazellulären Domäne von L1 und dem Fc-Fragment von humanem IhH1, verwendet. 

Die Immunisierung erfolgte nach einer etablierten Methode (Rathjen und Schachner, 

1984). Das zur Immunisierung verwendete Fusionsprotein wurde aus transfizierten CHO 

Zellen gewonnen (Chen et al., 1999). Die Antikörper wurden anschließend mittels 

Affinitätschromatogaphie aufgereinigt und die Spezifität im Western Blot und ELISA-

Verfahren bestätigt (Haspel et al., 2000). 

Die rehydrierten Schnitte wurden in EDTA Puffer (pH 8.0) in der Mikrowelle dreimal für je 

fünf Minuten bei 500 Watt hitzebehandelt. Nach 20-minütigem Abkühlen bei 

Raumtemperatur wurde schrittweise kalter EDTA Puffer hinzugegeben, bis die Lösung 

Raumtemperatur erreicht hatte. Anschließend wurden die Schnitte in LP (pH 7.6) dreimal 

fünf Minuten gespült und die unspezifischen Bindungen mit 10%igem Ziegen-

Normalserum (DAKO, Glostrup, Dänemark) blockiert. Es folgte eine Inkubation mit 1:100 

verdünnten L1-11A (unverdünnter Zellüberstand), über Nacht bei 4° C. Je nach Größe des 

Schnittes wurden 100 bis 200 l der Antikörperlösung verwendet. Am nächsten Tag 

wurden die ungebundenen Antikörper durch dreimaliges Waschen in TBS (pH 7.6) entfernt 

und die Schnitte mit einem biotinylierten Ziege-anti-Maus Antikörper (DAKO, Glostrup, 

Dänemark) in einer 1:40 Verdünnung für 40 Minuten inkubiert. Nach erneutem 

dreimaligem Waschen in TBS für jeweils fünf Minuten, wurden die Schnitte mit einem 

Avidin-alkalische-Phosphatase-Komplex 30 Minuten inkubiert und wiederum dreimal fünf 
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Minuten in TBS gewaschen. Anschließen wurde die Enzymreaktion der alkalischen 

Phosphatase mit Naphtol AS Bisphosphat als Substrat und Neufuchsin zur simultanen 

Koppelung sichtbar durchgeführt und die die Präparate gegengefärbt, gebläut und 

eingedeckt, wie oben beschrieben. 

 

 

3.5.3 . Darstellen des Zelladhäsionsmoleküls CD44 

Die rehydrierten Schnitte wurden in 10 mM Zitratpuffer (pH 6.0) in der Mikrowelle fünfmal 

für je zwei Minuten bei 500 Watt hitzebehandelt. Nach 20-minütigem Abkühlen bei 

Raumtemperatur wurde schrittweise kalter Zitratpuffer hinzugegeben, bis die Lösung 

Raumtemperatur erreicht hatte. Anschließend wurden die Schnitte in TBS (pH 7,6) dreimal 

fünf Minuten gespült und die unspezifischen Bindungen mit 10%igem Kaninchen-

Normalserum (DAKO, Glostrup, Dänemark) blockiert. Es folgte eine Inkubation mit dem 

1:25 verdünnten Maus-anti-Human CD44 Antikörper (Pharmingen Art. No,: 550392), über 

Nacht bei 4° C. Je nach Größe des Schnittes wurden 100 bis 200 l der Antikörperlösung 

pipettiert. Am nächsten Tag wurden die ungebundenen Antikörper durch dreimaliges 

Waschen in TBS entfernt und die Schnitte mit einem biotinylierten Kaninchen-anti-Maus 

Antikörper (DAKO, Glostrup, Dänemark) in einer 1:200 Verdünnung für 30 Minuten 

inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen in TBS für jeweils fünf Minuten, wurden 

die Schnitte in einer Lösung aus 20% iger Essigsäure in Methanol für drei Minuten gespült, 

um dann mit einem Avidin-alkalische-Phosphatase-Komplex für 30 Minuten inkubiert zu 

werden. Nach anschließendem dreimaligen Waschen in TBS wurde die Enzymreaktion 

durchgeführt, gegengefärbt, gebläut und eingedeckelt, wie oben beschrieben. 

 

 

3.5.4. Darstellen des Transkriptionsfaktors/ Urgens Brachyury 

Die rehydrierten Schnitte wurden in 10 mM Zitratpuffer (pH 6.0) in der Mikrowelle fünf Mal 

für je zwei Minuten bei 500 Watt hitzebehandelt. Nach 20-minütigem Abkühlen bei 

Raumtemperatur wurde schrittweise kalter Zitratpuffer hinzugegeben, bis die Lösung 

Raumtemperatur erreicht hatte. Anschließend wurden die Schnitte in TBS (pH 7.6) drei 

mal fünf Minuten gespült und unspezifische Bindungen mit 10%igem Kaninchen-
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Normalserum (DAKO, Glostrup, Dänemark) blockiert. Es folgte eine Inkubation mit 1:20 

verdünnten Ziege-anti-human Brachyury Antikörper (R&D Systems Cat. No,: AF2085) 

über Nacht, bei 4° C. Am nächsten Tag wurden die ungebundenen Antikörper durch 

zweimaliges Waschen in TBS + 0,1% BSA (Sigma, Steinheim, Deutschland) und 

einmaligem Waschen in TBS entfernt und die Schnitte mit einem biotinylierten Kaninchen-

anti-Ziege Antikörper (DAKO, Glostrup, Dänemark) in einer 1:200 Verdünnung für eine 

Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem zweimaligen Waschen in TBS + 

0,1% BSA und einmaligem Waschen in TBS für jeweils fünf Minuten, wurden die Schnitte 

mit einem Avidin-alkalische-Posphorthase-Komplex (Vectastain, ABC kit, Vektor, 

Burglingame, Kalifornien, USA) für 30 Minuten inkubiert. Es wurde wiederum zweimal mit 

TBS + 0,1% BSA und einmal mit TBS für je fünf Minuten gespült und die Enzymreaktion 

der alkalischen Phosphatase wurde entwickelt, die Schnitte wurden gegengefärbt, gebläut 

und eingedeckt, wie oben beschrieben. 

 

 

3.6. Histologische Auswertung 

3.6.1. Lektin- und Immunhistochemie 

Die histologischen Schnitte wurden kodiert und ohne die Kenntnis der klinischen Daten der 

dazugehörigen Patienten ausgewertet. Alle Tumorschnitte wurden zweimal mikroskopiert 

und die Ergebnisse miteinander verglichen. Fragliche Tumorschnitte wurden von einem 

zweiten, unabhängigen Untersucher, beurteilt und die Ergebnisse diskutiert. Alle 

histologischen Schnitte wurden mit einem Axioplan Mikroskop (Zeis, Oberkochem, 

Deutschland) ausgewertet. Zur Befunddokumentation wurden einzelne Tumorschnitte mit 

der digitalen Axiocam MRc5 (Zeiss, Oberkochem, Deutschland) fotografiert. Alle 

untersuchten lektin- und immunhistochemischen Schnitte wurden in positive und negative 

Fälle unterteilt. Als negativ galten alle Schnitte, welche eine Farbreaktion in weniger als 

5% der Tumorzellen aufwiesen. Supranukleäre Anfärbung des Golgiapparates durch das 

Lektin HPA wurden ebenfalls als negativ bewertet. Diese Auswertungskriterien wurden in 

mehreren Arbeiten bereits erfolgreich angewandt, wie z. B. beim kolorektalen Karzinom 

(Schumacher et al., 1994), beim malignen Melanom (Thies et al., 2001, 2007). 

Desweiteren wurde eine Farbintensitätsabstufung vorgenommen und die Farbreaktion in 

schwach (+), mittelgradig (++) und intensiv (+++) eingeteilt (Thies et al., 2001, a, b; 2002; 

2007). Weiterhin wurde der prozentuale Anteil der Markerexpression innerhalb des 
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Gesamttumors bewertet und in größer als 80% (> 80%) und kleiner als 80% (< 80%) 

eingeteilt. 

 

3.7.Statistische Auswertungen 

3.7.1. Univariate Analyse 

Für jeden Marker (Antigenexpressionsstatus bzw. Lektinbindungsstatus) wurden Kaplan-

Meier Analysen (Kaplan und Meier, 1958) für den Zeitraum von Diagnose des Karzinoms 

bis zum Rezidiv, der Metastasierung und des Todes erstellt. 

Zudem wurde diese Analysen jeweils mit Abstufungen der Intensität erstellt, in denen 

intensive (+++) Färbungen geringeren Intensitäten gegenüber gestellt wurde, sowie 

Analysen in denen Markerexpression in > 80% der Tumorzellen im Vergleich zu geringer 

Expression auftrat. 

Die Kaplan-Meier Analysen wurden mittels Graph Pad Prism 4.0 (Intuitive Software for 

Science, San Diego, Kalifornien, USA) erstellt; P < 0.05 wurde als statistisch signifikant 

angesehen. 

 

3.7.2. Korrelation der Glykotope 

Die neu gefundenen Marker wurden mittels des Spearman Rang-Korrelationskoeffizient 

(Rko) auf eine Korrelation hin untersucht. Auch für diese Analysen wurde das Programm 

Graph Pad Prism 4.0 (Intuitive Software for Science, San Diego, Kalifornien, USA) 

angewandt und ebenfalls P < 0.05 als statistisch signifikant angesehen. 
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4 Ergebnisse 
 

 

4.1. Subtypen des adenoid zystischen Karzinoms 

Von den 34 untersuchten adenoid zystischen Karzinomen waren 9 vom soliden, 9 vom 

tubulären und 15 vom cribriformen histologischen Subtyp (Abb. 3). Ein adenoid zystisches 

Karzinom lag in tubulär/cribriformer Mischform vor. 
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Abbildung 3: Darstellung der drei histologischen Suptypen des adenoid zystischen 
Karzinoms. Der cribriforme Subtyp (a) wird am häufigsten in unserer Serie 
angetroffen, der solide Subtyp tritt am seltensten auf (c). Am zweithäufigsten tritt der 
tubuläre Subtyp auf (b). Abbildung (d) zeigt ein adenoid zystisches Karzinom vom 
cribriformen Subtyp in direkter Nachbarschaft zu gesundem Drüsengewebe (linke 
Bildhälfte). Vergrößerung 50-fach, (d) 25-fach. 
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4.1.1. Prognostische Wertigkeit der histologischen Subtypen 

Gesamtüberleben 

Kaplan-Meier Analysen für das Gesamtüberleben zeigten für den soliden Subtyp ein 

tendenziell kürzeres Überleben auf, als für den cribriformen und tubulären Subtyp, 

welches jedoch keine statistische Signifikanz erreichte (P = 0,206). Der cribriforme und 

tubuläre Subtyp wiesen kaum unterschiedliche Überlebenszeiträume auf (P = 0,696) (Abb. 

4). 
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Metastasenfreies Überleben 

Die Kaplan-Meier Analysen für das metastasierungsfreie Intervall bezogen auf die beim 

adenoid zystischen Karzinom auftretenden drei Subtypen zeigten eine signifikant (P = 

0,0162) schlechtere Prognose für Patienten, deren adenoid zystischens Karzinom einen 

soliden Subtyp hatten. Bei cribriformen und tubulärem Subtyp zeigten sich nur geringe 

Unterschiede (P = 0,995) bezogen auf die Metastasierungstendenz (Abb. 5). 

 

 

 

 

Abbildung 4: Kaplan-Meier Kurve für das Gesamtüberleben bezogen auf die drei 
histologischen Subtypen des ACCs. Patienten, deren adenoid zystische 
Karzinome vom soliden Subtyp ist, hatten eine tendenziell kürzere Überlebenszeit 
(P = 0,206), als Patienten, deren Tumor cribriforme oder tubuläre Subtypen 
aufwiesen 
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Rezidivfreies Überleben 

Die Kaplan-Meier Kurven zeigten, dass die Stratifizierung nach dem histologischen Subtyp 

keine Aussagekraft über die Länge des rezidivfreien Intervalls (P = 0,507; Abb. 6) hat. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5: Kaplan-Meier Kurven für das metastasenfreie Überleben bezogen auf 
die drei histologischen Subtypen des adenoid zystischen Karzinoms zeigten für 
Patienten mit soliden Subtyps des Tumors eine signifikant (P = 0,0162) kürzeres 
metastasenfreies Überleben auf.  

Abbildung 6: Kaplan-Meier Kurve für das rezidivfreie Überlebensintervall bezogen 
auf die drei histologischen Subtypen des adenoid zystischen Karzinoms, zeigten, 
dass Patienten deren Tumoren den soliden Subtyp ausbildeten tendenziell (P = 
0,507) häufiger Rezidive erlitten, als Patienten deren adenoid zystisches Karzinom 
den cribriformen oder tubulären Subtyp aufweisen. 
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4.2. Pseudozysten des cribriformen Subtyps 

Von den 34 untersuchten adenoid zystischen Karzinomen waren 15 vom cribriformen 

histologischen Subtyp. Der cribriforme Subtyp kann Pseudozysten ausbilden. 12 der 15 

Tumore des cribriformen Subtyps bildeten Pseudozysten aus, in denen mit lektin- und 

immunhistochemischen Färbungen unterschiedlich häufig und intensiv das darin 

befindliche Pseudozystensekret von den Antikörpern bzw. Lektinen gefärbt wurde (Abb. 

7).  
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Abbildung 7: Anfärbung der Sekrete in den Pseudozysten beim adenoid 
zystischen Karzinom. Die Lektine HPA (a), MAA (b) und GNA (c) sowie das 
Zelladhäsionsmolekül CEACAM1(d) stellten sich intensiv (+++) im 
Pseudozystensekret dar. Vergrößerung 100-fach. 
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4.4.1. Auftreten von Pseudozysten im cribriformen Subtyp 

Spezielle Untersuchungen bezüglich der Prognose von Patienten, mit cribriformen 

Primärtumor (15) in Hinblick auf das Gesamtüberleben sowie der Ausbildung von 

Pseudozysten (12) zeigt eine signifikant gute Prognose für Patienten bei der Anwesenheit 

von Pseudozysten auf. 

Patienten, deren Tumore Pseudozysten aufwiesen, zeigten ein signifikant geringeres 

Rezidivrisiko (P = 0,003) auf, als Patienten, deren cribriformer Tumor keine Pseudozysten 

ausbildete (Abb.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Patienten, mit Pseudozystenausbildung im cribriformen Tumor, zeigten ebenso signifikant 

eine längere Zeit der Metastasenfreiheit (P = 0,009). Patienten deren cribriformer Subtyp 

keinerlei Pseudozyten ausbildete, zeigeten ein höhere Tendenz zur Metastasierung auf 

(Abb.9). 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 8: Kaplan- Meier Kurven für das rezidivfreie Überleben in Bezug auf 
die Ausbildung von Pseudozysten beim cribriformen Subtyp des adenoid 
zystischen Karzinoms Patienten, deren Primärtumor vom cribriformen Subtyp 
Pseudozysten ausbildete (PSEU+), zeigte ein signifikant niedrigeres 
Rezidivrisiko (P= 0,003) auf, als Patienten, deren deren cribriformer Subtyp 
keine Pseudozysten ausbildete (PSEU-). 
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Es zeigt sich bei Kaplan-Meier Analysen, das auch in Bezug auf das Gesamtüberleben, 

die Ausbildung von Pseudozysten im cribriformen Subtyp der Tumore eine signifikant 

bessere Prognose (P = 0,004) aufzeigt. Patienten, deren Tumore keine Pseudozysten in 

ihrem cribriformen Subtyp zeigten, wiesen eine bedeutend kürzeres Überleben auf 

(Abb.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: Kaplan-Meier Kurven für das metastasenfreie Überleben in Bezug auf die 
Ausbildung von Pseudozysten in Primärtumoren des adenoid zystischen Karzinoms mit 
cribriformen Subtyp (PSEU+), zeigten eine signifikant bessere Prognose für Patienten auf, 
deren Tumore Pseudozysten ausbildeten (P= 0,009). Patienten, deren Tumore keinerlei 
Pseudozysten (PSEU-) zeigten eine größere Metastasierungsrisiko auf. 

Abbildung 10: Kaplan-Meier Kurven für das Gesamtüberleben in Bezug auf die 
Ausbildung von Pseudozysten im cribriformen Subtyp des adenoid zystischen 
Karzinoms (PSEU+). Patienten deren adenoid zystisches Karzinom Pseudozysten 
ausbildete zeigten ein signifikant längeres Gesamtüberleben (P = 0,004) auf, als 
Patienten, deren cribriforme Tumore keinerlei Pseudozysten (PSEU-) aufwiesen. 
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4.2.2. Lektinbindungsverhalten 

4.2.2.1. HPA 

Bei lektinhistochemischen Färbungen mit dem Lektin HPA in direkter Methode (bHPA) 

wurde HPA in dem Sekret der Pseudozysten von vier cribriformen adenoid zystischen 

karzinomen gebunden (Abb. 11). Kaplan-Meier Analysen für das Bindungsverhalten des 

HPA im Pseudozystensekret bezogen auf das rezidivfreie Intervall, ergaben signifikant (P 

= 0,048) bessere Prognosen für Patienten, deren adenoid zystisches Karzinom HPA in 

ihren Pseudozystensekreten band. Patienten deren Tumor kein HPA im Sekret der 

Pseudozysten band, besitzen ein deutlich höheres Risiko für die Bildung von Rezidiven 

(Abb. 12). 

Statistische Analysen ergaben keinerlei prognostische Relevanz des HPA-Bindungsstatus 

im Pseudozystensekret bezüglich einer Metastasierung oder der Gesamtüberlebenszeit.  
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Abbildung 11: Lektinhistochemische Färbungen mit dem Lektin HPA in biotinylierter 
Form an zwei verschiedenen Primärtumorschnitten des adenoid zystischen 
Karzinoms. Abbildung a zeigt eine intensive (+++) HPA-Bindung im Sekretes der 
Pseudozysten des Tumors, der Tumor an sich zeigt keine Expression. Der Tumor in 
Abbildung b zeigt keinerlei Expression. Vergrößerung 100-fach. 

Abbildung 12: Kaplan-Meier Analysen für das Bindungsverhalten des HPA im 
Pseudozystensekret bezogen auf das rezidivfreie Intervall, ergaben signifikant (P= 
0,048) bessere Prognosen für Patienten, deren adenoid zystisches Karzinom HPA in 
ihren Pseudozystensekreten band. Patienten deren Tumor kein HPA im Sekret der 
Pseudozysten band, besitzen ein deutlich höheres Rezidivierungsrisiko. 
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4.2.2.2. GNA 

Von den untersuchten cribriformen Adenoid zystischen Karzinomen banden sechs Tumore 

GNA im Sekret ihrer Pseudozysten. Kaplan-Meier Analysen für das Bindungsverhalten 

von GNA bezogen auf das Überleben, zeigten eine signifikante Assoziation (P = 0,039) 

zwischen der GNA-Bindung und dem Überleben. Patienten, deren Tumorzellen GNA nicht 

banden, wiesen eine deutlich schlechtere Überlebensrate auf (Abb. 13). 
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Kaplan-Meier Analysen für das Bindungsverhalten von GNA in Pseudozystensekret 

bezogen auf das metastasenfreie Intervall zeigten, dass wenn GNA im Sekret gebunden 

wurde, das metastasenfreie Intervall der Patienten größer war. Patienten deren 

Tumorzellen GNA nicht im Sekret ihrer Pseudozysten banden, wiesen häufiger 

Metastasen des adenoid zystischen Karzinoms auf (Abb. 13). 

 

 

4.2.3. Immunhistochemische Auswertungen 

4.2.3.1. CEACAM1 

Von den untersuchten cribriformen adenoid zystische Karzinomen exprimierten neun der 

Tumore CEACAM1 im Sekret der Pseudozysten (Abb. 14). Kaplan-Meier Analysen für die 

Expression von CEACAM1 im Pseudozystensekret bezogen auf das Überleben zeigte 

eine prognostische Signifikanz zwischen CEACAM1-bindenden Tumoren und CEACAM1 

Abbildung 13: Die Kaplan-Meier Kurven für das Bindungsverhalten von GNA im 
Pseudozystensekret bezogen auf das Überlebensintervall, ergaben signifikant (P = 0,039) 
bessere Prognosen für Patienten, deren adenoid zystisches Karzinom GNA in ihren 
Pseudozystensekret banden. Patienten deren Tumor kein GNA im Sekret der 
Pseudozysten band, verstarben früher. 
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nicht-bindenden Tumoren auf. Patienten, deren Sekret der Pseudozysten CEACAM1 

exprimierte, zeigten ein signifikant (P = 0,036) besseres Überlebensintervall auf, 

Patienten, deren Sekret der Pseudozysten keinerlei CEACAM1 exprimierte, verstarben 

früher (Abb. 15). 
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Kaplan-Meier Analysen für die CEACAM1 Expression im Sekret der Pseudozysten 

bezogen auf das Metastasierungsintervall, ergaben signifikante prognostische 

Übereinstimmungen (P = 0,036) von CEACAM1 Expression im Sekret und der 

Metastasierungsfreiheit des Patienten. Wurde CEACAM1 nicht in dem 

Pseudozystensekret der Tumore exprimiert, metastasierten die Patienten mit diesen 

 

a 
 

b 

Abbildung 14: Immunhistochemische Färbung mit dem Zelladhäsionsmolekül 
CEACAM1 an zwei verschiedenen Tumorschnitten des Primärtumors vom adenoid 
zystischen Karzinom. Abbildung a weist eine intensive (+++) Expression des 
Tumorschleims in Pseudozysten auf, b hingegen zeigt einen Tumorschnitt, des 
cribriformen Subtypes welcher keinerlei Expression zeigt. Vergrößerung 50-fach. 

Abbildung 15: Kaplan-Meier Analysen für den Expressionsstatus des CAMs 
CEACAM1 im Pseudozystensekret bezogen auf das Überlebensintervall, ergaben 
signifikant (P = 0,036) bessere Prognosen für Patienten, deren adenoid zystisches 
Karzinom CEACAM1 exprimierte. Patienten, deren Tumor kein CEACAM1 im Sekret 
der Pseudozysten exprimierte, verstarben füher. 
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Tumoren deutlich häufiger als Patienten mit CEACAM1 exprimierten Pseudozystensekret 

(Abb. 16). 
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Kaplan-Meier Analysen für die Expression von CEACAM1 in dem Sekret der 

Pseudozysten in Bezug auf rezidivfreies Überleben zeigte eine signifkante (P = 0,015) 

Assoziation zwischen der CEACAM1 Expression und einem rezidivfreiem Überleben. 

Wurde CEACAM1 in dem Sekret der Pseudozysten exprimiert, so wiesen diese Patienten 

ein signifikant geringeres Rezidivierungsintervall auf, als Patienten, deren Tumore 

keinerlei CEACAM1 Expression im Sekret ihrer Pseudozysten vorwiesen (Abb. 17). 

0 100 200 300
0

20

40

60

80

100

CEACAM1 -

CEACAM1 +

P=0,015

Zeit [Monaten]

R
e
z
i
d
i
v
f
r
e
i
h

 

 

 

Abbildung 16: Kaplan-Meier Analysen für den Expressionsstatus von CEACAM1 im 
Pseudozystensekret bezogen auf das metastasenfreie Intervall, ergaben signifikant (P = 
0,036) bessere Prognosen für Patienten, deren adenoid zystisches Karzinom CEACAM1 
exprimierte. Patienten deren Tumor kein CEACAM1 im Pseudozystensekret exprimierte, 
besitzen ein deutlich höheres Metastasierungsrisiko. 

Abbildung 17 Die Kaplan-Meier Analysen für den Expressionsstatus von CEACAM1 
im Pseudozystensekret bezogen auf das rezidivfreie Intervall, ergaben signifikant (P = 
0,015) bessere Prognosen für Patienten, deren adenoid zystisches Karzinom 
CEACAM1 exprimierte. Patienten, deren ACC kein CEACAM1 im Pseudozstensekret 
exprimierte, besitzen ein deutlich höheres Rezidivierungsrisiko. 
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4.2.3.2. Brachyury 

Von den untersuchten cribriformen Subtypen exprimierten fünf Brachyury. Kaplan-Meier 

Analysen für die Expression von Brachyury im Sekret der Pseudozysten, bezogen auf das 

Überleben ergaben keinerlei prognostisch signifikante Ergebnisse. Kaplan Meier Analysen 

in Bezug auf die Metastasierungsfreiheit zeigten prognostische Tendenzen (P = 0,235) für 

Brachyury-bindende Tumore auf. Wurde Brachyury im Sekret der Pseudozysten gefunden, 

so war das metastasenfreie Intervall der Patienten größer, als bei Patienten deren 

Tumorzellen Brachyury nicht im Sekret ihrer Pseudozysten exprimierten. 

 

4.3. Lektinbindungsverhalten 

4.3.1. HPA 

Bei der direkten Färbemethode mit dem Lektin HPA (bHPA) wiesen sieben Tumore eine 

membranöse und zytoplasmatische Bindung auf. Davon waren fünf intensiv (+++) HPA-

positiv und ein Fall wies eine HPA-Bindung bei über 80% der Tumorzellen auf (Abb. 18).  

Bei der indirekten Färbemethode mit unkonjugiertem HPA (iHPA) wiesen 16 Tumore eine 

HPA-Bindung auf, wobei acht dieser Tumore eine intensive (+++) Bindung und sieben 

eine HPA-Bindung in über 80% ihrer Tumorzellen zeigten. 

Kaplan-Meier Analysen für iHPA und bHPA zeigten keinerlei signifikante Assoziation 

zwischen der HPA-Bindung und der Überlebensrate (iHPA P = 0,388; bHPA P = 0,992), 

dem Auftreten von Metastasen (iHPA P = 0,741; bHPA P = 0,675) oder einem Rezidiv 

(iHPA P = 0,768; bHPA P = 0,513). Analysen bezogen auf die prozentuale Ausdehnung 

der Lektinbindungen innerhalb des Gesamttumors, ergaben ebenfalls keinerlei 

Unterschiede, bezüglich der Prognose der Patienten. 
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Zuckerhemmung der Lektinfärbung HPA 

Zwei Tumore des adenoid zystischen Karzinoms banden das Lektin HPA, nachdem zuvor 

HPA in N-Azetylglukosamin-Lösung (GlucNac, Lösung I) inkubiert wurde (Abb.19 a, b). Bei 

Färbungen, mit zuvor in Lösung II (GalNac) (Abb. 19 c) beziehungsweise mit Lösung III 

(GalNac/GlucNac) inkubiertem HPA, zeigten sich keinerlei Bindung von HPA an 

Tumorzellen des adenoid zystischen Karzinoms (Abb.19 d). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b a 
Abbildung 18: Lektinhistochemische Färbungen mit dem Lektin HPA an zwei 
verschiedenen Primärtumoren des adenoid zystischen Karzinoms. Abbildung (a) zeigt 
eine starke (+++) HPA-Bindung an das Sekretes in den Pseudozysten des Tumors (*), 
einzelne Tumorzellklone zeigen ebenfalls eine intensive (+++) HPA- Bindung (Pfeile). 
Abbildung (b) zeigt einen HPA negativen Primärtumor. Vergrößerung 100-fach. 

a b 

c d

Abbildung 19: Nach Inkubation des HPA mit GlucNac, zeigte sich, in 2 von 34 Fällen 
eine mittlere bis intensive (++/+++) HPA-Bindung in den Tumorzellen (a,b). Durch die 
Präinkubation des HPA mit GalNac (c), sowie mit GalNac/GlucNac (d) wurde die HPA-
Bindung spezifisch gehemmt. Der leicht rötliche Schleier ist auf Schleimpartikel 
zurückzuführen. Vergrößerungen 100-fach, (a) 50-fach.  
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4.3.2. PHA-L 

Von den 34 Tumoren des adenoid zystischen Karzinoms banden 22 das Lektin PHA-L. 

Davon wiesen 10 der Tumoren eine intensive (+++) Bindung auf und 14 der Tumore 

banden PHA-L an über 80% ihrer Tumorzellen. Die statistische Analyse ergab keinerlei 

prognostische Relevanz des PHA-L-Bindungsstatus bezüglich des Auftretens eines 

Rezidivs (P = 0,962), einer Metastasierung (P = 0,228) oder der Gesamtüberlebenszeit (P 

= 0,935). Auch wenn die prozentuale Ausdehnung der PHA-L-positiven Tumorzellen an 

den Gesamttumorzellen oder die Intensität (+++) der Lektinbindung in die statistischen 

Analysen mit einbezogen wurden, ergab sich für die PHA-L-Bindung keine prognostische 

Wertigkeit. 

 

 

4.3.3. DBA 

Sechs der untersuchten Tumore des adenoid zystischen Karzinoms banden das Lektin 

DBA, wovon fünf intensiv (+++) DBA positiv waren. Keiner der Tumore band DBA in mehr 

als 80% seiner Tumorzellen. Die statistische Analyse ergab keinerlei prognostische 

Relevanz des DBA-Bindungsstatus bezüglich des Auftretens eines Rezidivs (P = 0,462), 

einer Metastasierung (P = 0,685) oder der Gesamtüberlebenszeit (P = 0,484). Auch wenn 

die prozentuale Ausdehnung der DBA-positiven Tumorzellen an den Gesamttumorzellen 

oder die Intensität (+++) der Lektinbindung in die statistischen Analysen mit einbezogen 

wurden, ergab sich für die DBA-Bindung keine prognostische Wertigkeit. 

 

 

4.3.4. GNA 

Das Lektin GNA wurde in den malignen Zellen von 31 der untersuchten Fälle gebunden. 

Davon zeigten 30 eine intensive (+++) GNA-Bindung auf, 20 der Tumore band GNA in 

über 80% seiner Tumorzellen. 

Die statistische Analyse ergab keinerlei prognostische Relevanz des GNA-Bindungsstatus 

bezüglich des Auftretens eines Rezidivs (P = 0,503), einer Metastasierung (P = 0,484) 

oder der Gesamtüberlebenszeit (P = 0,426). Auch wenn die prozentuale Ausdehnung der 

GNA-positiven Tumorzellen an den Gesamttumorzellen oder die Intensität (+++) der 

Lektinbindung in die statistischen Analysen mit einbezogen wurden, ergab sich für die 

GNA-Bindung keine prognostische Wertigkeit. 
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4.3.5. SNA-I 

Von den untersuchten adenoid zystischen Karzinomen banden 14 der Tumore SNA-I. 

Hiervon wiesen 9 eine intensive (+++) SNA-I-Bindung auf, sieben der Tumore band SNA-I 

in über 80% ihrer Tumorzellen. Die statistische Analyse ergab keinerlei prognostische 

Relevanz des SNA-I-Bindungsstatus bezüglich des Auftretens eines Rezidivs (P = 0,682), 

einer Metastasierung (P = 0,291) oder der Gesamtüberlebenszeit (P = 0,488). Auch wenn 

die prozentuale Ausdehnung der SNA-I-positiven Tumorzellen an den Gesamttumorzellen 

oder die Intensität (+++) der Lektinbindung in die statistischen Analysen mit einbezogen 

wurden, ergab sich für die SNA-I-Bindung keine prognostische Wertigkeit. 

 

 

4.3.6. MAA 

14 der untersuchten Tumore banden das Lektin MAA (Abb. 20). Davon wiesen drei eine 

intensive (+++) MAA-Bindung in ihren Tumorzellen auf, ebenfalls drei banden MAA in über 

80% ihrer Tumorzellen. Kaplan-Meier Analysen bezogen auf die prozentuale Ausdehnung 

der MAA-positiven Tumorzellen an den Tumorzellen zeigten für Patienten mit MAA 

positiven (MAA+) adenoid zystischen Karzinomen eine tendenziell schlechtere 

Überlebensrate (P = 0,0556) auf, als Patienten, deren Tumorzellen kein MAA (MAA-) 

banden (Abb. 21). 
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Abbildung 20: Lektinhistochemische Färbungen an Primärtumorschnitten des 
adenoid zystischen Karzinoms mit dem Lektin MAA. Abbildung a zeigt eine mittlere 
bis intensive (++/+++) zytoplasmatischeund membranöse MAA-Bindung. Abbildung b 
zeigt ein MAA-negatives adenoid zystisches Karzinom. Vergrößerung 100-fach.  

b 
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Keinerlei prognostische Relevanz des MAA-Bindungsstatus ergaben die statistischen 

Analysen bezüglich des Auftretens eines Rezidivs (P = 0,802), einer Metastasierung (P = 

0,312) oder der Gesamtüberlebenszeit (P = 0,208). Bei statistischen Analysen bezogen 

auf die die Intensität (+++) der MAA-Lektinbindung zeigte sich keinerlei prognostische 

Wertigkeit. 

 

4.4. Immunhistochemische Auswertungen 

4.4.1. CD44 

Von den untersuchten adenoid zystischen Karzinomen exprimierten 32 der Tumore CD44. 

Davon wiesen 12 Tumore eine intensive (+++) Expression der Tumorzellen auf, 12 

Tumore exprimierten CD44 in über 80% ihrer Tumorzellen. Die statistische Analyse ergab 

keinerlei prognostische Relevanz des CD44-Expressionsstatus bezüglich des Auftretens 

eines Rezidivs (P = 0,752), einer Metastasierung (P = 0,513) oder der 

Gesamtüberlebenszeit (P = 0,529). Auch wenn die prozentuale Ausdehnung der CD44-

positiven Tumorzellen an den Gesamttumorzellen oder die Intensität (+++) der 

Zelladhäsionsbindung in die statistischen Analysen mit einbezogen wurden, ergab sich für 

die CD44-Expression keine prognostische Wertigkeit. 

 

Abbildung 21: Kaplan-Meier Kurven für das Überlebensintervall von Patienten mit MAA 
positiven (MAA+) und MAA negativen (MAA-) adenoid zystischen Karzinomen bezogen auf 
den prozentualen Anteil der MAA-positiven Tumorzellen an den Gesamttumorzellen. 
Patienten, deren Tumorzellen das Lektin MAA in 80% ihren Tumorzellen banden, wiesen 
eine tendenziell schlechtere Überlebensrate auf (P = 0,0556), als Patienten mit Karzinomen, 
deren Tumorzellen MAA in weniger als 80% der Gesamttumormasse banden. 



 43

4.4.2. E-Selektinbindungsstellen 

14 der untersuchten adenoid zystischen Karzinomen wiesen Bindungsstellen für E-

Selektin auf. Hierbei wiesen 10 der Tumore eine intensive (+++) Expression auf und zwei 

der Tumore exprimierten E-Selektinbindungsstellen in mehr als 80% ihrer Tumorzellen. 

Die statistische Analyse ergab keinerlei prognostische Relevanz der E-

Selektinbindungsstellen bezüglich des Auftretens eines Rezidivs (P = 0,846), einer 

Metastasierung (P = 0,354) oder der Gesamtüberlebenszeit (P = 0,925). Auch wenn die 

prozentuale Ausdehnung der E-Selektinbindungsstellen an den Gesamttumorzellen oder 

die Intensität (+++) der Zelladhäsionsbindung in die statistischen Analysen mit einbezogen 

wurden, ergab sich für die E-Selektinbindungsstellen keine prognostische Wertigkeit. 

 

 

4.4.3. P-Selektin - Bindungsstellen 

Die Färbungen mit P-Selektin fielen negativ aus. 

 

 

4.4.4. CEACAM1 

Von den untersuchten Tumoren wurde CEACAM1 in den Tumorzellen von 25 adenoid 

zystischen Karzinomen exprimiert. Davon wiesen neun adenoid zystische Karzinome eine 

intensive (+++) Expression auf und sieben Tumore exprimierten CEACAM1 in über 80% 

ihrer Tumorzellen (Abb. 22). Die Analyse der CEACAM1 Expression bezogen auf das 

Überleben zeigte eine nicht signifikant schlechtere (P = 0,1701) Überlebensrate für 

Patienten auf, deren Tumore CEACAM1 exprimierten, als Patienten, deren Tumoren kein 

CEACAM1 exprimierten (Abb. 23). 
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Analysen der CEACAM1 Expression bezogen auf das Metastasierungsintervall zeigten für 

Patienten, deren Tumorzellen CEACAM1 positiv waren ein tendenziell (P = 0,0897) 

höheres Metastasierungsrisiko auf, als Patienten, deren Tumore CEACAM1 nicht in ihren 

Zellen exprimierten (Abb. 24). 

 

 

 

a b 

Abbildung 22: Immunhistochemische Färbungen an Tumorschnitten primärer adenoid 
zystischer Karzinome. Abbildung a zeigt ein adenoid zystisches Karzinom, dessen 
Zellen CEACAM1 intensiv (+++) zytoplasmatisch als auch membranös exprimierten 
(Abb. a). Abbildung b zeigt ein adenoid zystisches Karzinom in dessen Zellen keinerlei 
CEACAM1 exprimiert wird. Vergrößerung 100-fach. 

 

Abbildung 23: Kaplan-Meier Kurven für das Überlebensinterwall von Patienten mit 
CEACAM1 positiven (CEACAM1+) und CEACAM1 negativen (CEACAM1-) 
adenoid zystischen Karzinomen. Patienten deren Tumore CEACAM1 exprimierten 
zeigten tendenziell (P = 0,1701) schlechtere Überlebensraten auf, als Patienten, 
deren Tumore CEACAM1 nicht exprimierten. 

0 100 200 300
0

20

40

60

80

100

CEACAM1+

CEACAM1-

P=0,17

Zeit [Monaten]

Ü
b
e
r
l
e
b
e
n
 
[



 45

0 100 200 300
0

20

40

60

80

100

CEACAM1+

CEACAM1-

P=0,0897

Zeit [Monaten]M
e
t
a
s
t
a
s
e
n
f
r
e
i
e
s

 

 

 

 

 

 

Die statistische Analyse ergab keinerlei prognostische Relevanz des CEACAM1-

Expressionsstatus bezüglich des Auftretens eines Rezidivs (P = 0,383). Auch wenn die 

prozentuale Ausdehnung der CEACAM1-positiven Tumorzellen an den 

Gesamttumorzellen oder die Intensität (+++) der Zelladhäsionsbindung in die statistischen 

Analysen mit einbezogen wurden, ergab sich für die CEACAM1-Expression keine 

prognostische Wertigkeit. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 24: Kaplan-Meier-Kurven für das metastasenfreie Überleben von 
Patienten mit adenoid zystsichem Karzinom mit CEACAM1 positiven 
(CEACAM1+) und CEACAM1 negativen (CEACAM1-) Karzinomen. Tendenziell 
wiesen Patienten mit CEACAM1 exprimierenden Tumorzellen ein höheres 
Metastasierungsrisiko (P = 0,0897) auf, als Patienten, deren Karzinomzellen 
dieses Molekül nicht exprimierten. 
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4.4.5. L1 

Von den untersuchten adenoid zystischen Karzinomen zeigten 30 eine L1 Expression auf. 

Davon wiesen drei Tumore eine intensive (+++) Expression auf und 16 Tumore 

exprimierten L1 in über 80% ihrer Tumorzellen (Abb. 25). Kaplan-Meier Analysen bezogen 

auf das Überleben zeigten signifikant (P = 0,0217) schlechtere Prognosen für Patienten, 

deren Tumore eine hohe (+++) Intensität der Zelladhäsionsbindung der L1-positiven 

Tumorzellen aufwiesen (Abb.26). 
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a b 

Abbildung 25: Immunhistochemische Färbungen an Tumorschnitten des adenoid 
zystischen Karzinoms mit dem Zelladhäsionsmolekül L1. Einige Karzinome wiesen 
eine mittlere bis intensive (++/+++) Expression des Moleküls in ihren Tumorzellen auf 
(Abb. a), andere zeigten keine Expression (Abb. b). Vergrößerung 100-fach. 

Abbildung 26: Kaplan-Meier Analyse für das Überlebensintervall des adenoid 
zystischen Karzinomes mit Expression des Zelladhäsionsmoleküls L1 (L1+) und 
nicht exprimiertem L1 (L1-). Patienten deren Tumore L1 exprimierten, zeigten 
tendenziell (P = 0,02) eine schlechtere Überlebenesrate auf, als Patienten, 
deren Tumorzellen L1 nicht exprimierten. 
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Die statistische Analyse ergab keinerlei prognostische Relevanz des L1-Expressionsstatus 

bezüglich des Auftretens eines Rezidivs (P = 0,286), oder einer Metastasierung (P = 

0,147). Auch wenn die prozentuale Ausdehnung der L1-positiven Tumorzellen an den 

Gesamttumorzellen in die Analysen mit einbezogen wurden, ergab sich keinerlei 

prognostische Wertigkeit bezüglich Rezidivbildung und Metastasierung. 

 

 

4.4.6. Brachyury  

Alle adenoid zystischen Karzinome exprimierten Brachyury, wobei 24 der Tumore 

Brachyury intensiv (+++) und 19 Tumore Brachyury in mehr als 80% ihrer Tumorzellen 

exprimierten (Abb. 27). Kaplan-Meier Analysen bezogen auf das Auftreten eines Rezidivs 

zeigten signifikant (P = 0,033) schlechtere Prognosen für Patienten auf, deren Tumore 

eine prozentuale Ausdehnung der Brachyury-positiven Tumorzellen (> 80%) aufwiesen 

(Abb. 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b 

Abbildung 27: Immunhistochemische Färbungen an Tumorschnitten des adenoid 
zystischen Karzinoms mit Brachyury. Abbildung A zeigt eine intensive (+++) Expression 
des Moleküls in den Tumorzellen auf (Originalvergrößerung 50-fach). In Abbildung B ist 
ebenfalls eine intensive (+++) Expression des Brachyury-Moleküls zu sehen. 
Vergrößerung 100-fach. 

 

 

b 
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Statistische Analysen ergaben keinerlei prognostische Relevanz des Brachyury-

Expressionsstatus bezüglich des Auftretens eines Rezidivs, einer Metastase oder der 

Gesamtüberlebenszeit. Analysen über die prozentuale Ausdehnung der Brachyury-

positiven Tumorzellen ergaben bezogen auf das Auftreten einer Metastase oder der 

Gesamtüberlebenszeit, keinerlei prognostische Wertigkeit. 

Wenn die Intensität (+++) der Zelladhäsionsbindung der Brachyury-positiven Tumorzellen 

in die statistischen Analysen mit einbezogen wurden, ergab sich für die Brachyury-

Expression keinerlei prognostische Wertigkeit. 

 

 

4.4. Korrelation der gefundenen Marker 

Von 30 L1-positiven Tumoren, waren 14 gleichzeitig MAA-positiv. Die MAA-Bindung zeigte 

keine signifikante Korrelation (P = 0,179; r = 0,174) mit der L1-Expression (siehe 

Diskussion). Auch die weiteren Untersuchungen der Korrelationen der angewandten 

Marker, zeigten keine signifikanten Korrelationen auf.  

 

Abbildung 28: Kaplan-Meier Analyse für das rezidivfreie Überlebensintervall des adenoid 
zystischen Karzinoms bezogen auf die prozentuale Ausdehnung der Brachyury-positiven 
Tumorzellen (Brachyury+) zeigten eine signifikant (P = 0,033) schlechtere Prognose für 
Patienten, deren Tumore in über 80% der Tumorzellen der Gesamttumormasse 
Brachyury-positive Tumorzellen aufwiesen. Patienten deren Tumorzellen Brachyury in 
weniger als 80% der Tumorzellen exprimierten, zeigten eine bessere Prognose auf. 
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5 Diskussion 
 

Ziel dieser Arbeit war es, für das adenoid zystische Karzinom der großen Speicheldrüsen 

neue Marker zu identifizieren, die zum einen eine präzisere Abschätzung des Rezidiv- und 

Metastasierungsrisikos, unabhängig vom TNM-Stadium oder dem histologischen Subtyp, 

ermöglichen und zum anderen funktionell Aufschluss über die Mechanismen der 

Metastasierung geben könnten (sogenannte funktionelle Marker). 

Histopathologisch wird das adenoid zystische Karzinom in drei unterschiedliche Subtypen 

unterteilt, da klinische Untersuchungen zeigten, dass der histologische Subtyp 

prognostische Aussagen zur Rezidivneigung und der Metastasierungstendenz des 

entsprechenden Tumors und darüber hinaus für das Gesamtüberleben des Patienten 

zulässt (Nakashima et al., 2006). Auch das klinische Vorgehen, die Radikalität der 

Operation, die Wahl einer Chemo- oder Strahlentherapie stützt sich weitgehend auf die 

histopathologische Klassifizierung des adenoid zystische Karzinoms (Brackrock et al., 

2005). Der solide Typ weist die höchsten Rezidiv- und Metastasierungsraten auf, gefolgt 

vom cribriformen und tubulären Subtyp (Ellis und Auclair, 1996; Darling et al., 2002; 

Brackrock et al., 2005), wobei weltweit cribriforme adenoid zystische Karzinome am 

häufigsten vorkommen, solide adenoid zystische Karzinome am seltensten (Ellis und 

Auclair, 1996). Die hier untersuchten Fälle des adenoid zystische Karzinom spiegeln 

diesen Anteil der unterschiedlichen Subtypen mit 45,6% cribriformer 27,9% tubulärer und 

26,5% solider Subtypen wider. Die Ergebnisse der Kaplan Meier Analysen für das Rezidiv-

freie Intervall, die Zeit bis zur Metastasierung und das Gesamtüberleben der Patienten für 

jeden der drei Subtypen ergaben, in Kongruenz zu den oben genannten Studien, dass der 

solide Subtyp die höchste Rezidiv- und Metastasierungsrate sowie das kürzeste 

Gesamtüberleben aufwies, gefolgt vom cribriformen - und tubulärem Subtyp. Somit wurde 

in der hier vorgelegten Untersuchung ein klinisch repräsentatives Patienten- und 

Untersuchungsgut analysiert. 

 

5.1. Prognostische und funktionelle Relevanz von Glykokonjugaten 

Um die Abschätzung des Rezidiv- und Metastasierungsrisikos des adenoid zystischen 

Karzinoms zu verbessern und Marker zu ermitteln, die zudem auch funktionell Aufschluss 

über die Mechanismen der Metastasierung des adenoid zystischen Karzinoms geben 

können, wurden immun- und lektinhistochemische Färbungen mit bei anderen 
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Tumorentitäten klinisch etablierten Markern für eine Metastasierung durchgeführt (Thies et 

al., 2001, 2006, 2007; Laak et al., 2002; Kosanovic et al.; Nash et al., 2007; Allory et al., 

2005; Kaifi et al., 2006; Kosma und Kosunen, 2007; Vujovic et al.; 2006). Der 

Expressionsstatus dieser Marker wurde anschließend anhand klinischer Daten auf eine 

Assoziation mit der Rezidivbildung und der Metastasierungsrate der entsprechenden 

Tumore und auf eine Assoziation mit der Länge des Gesamtüberlebens der Patienten 

analysiert. 

 

5.2. Pseudozysten 

Von 15 cribriformen adenoid zystischen Karzinomen bildeten 12 Pseudozysten aus, wie 

sie auch schon von Toida et al., (1985) und Gustafsson et al., (1986) beschrieben wurden. 

Cribriforme Tumoren, die Pseudozysten ausbildeten, wiesen eine bedeutend bessere 

Prognose bezüglich der Ausbildung von Rezidiven (P = 0,003), einer Metastasierung (P = 

0,009) und längerem Überleben der betroffenen Patienten (P = 0,004) auf. Demnach 

scheint allein das Vorhandensein von Pseudozysten mit einer besseren Prognose 

einherzugehen. Betrachtet man dies aus tumorbiologischer Sicht, ist dies dadurch 

begründbar, dass diese Tumore aufgrund ihres höheren Differenzierungsgrades eine 

geringere Malignität aufweisen (Coyne et al., 2004). 

Einige Pseudozysten produzierten Sekret, welches innerhalb des Lumens sichtbar war. 

Immun- und lektinhistochemische Färbungen zeigten eine Expressionen von CEACAM1 

und Brachyury, sowie Bindungen der Lektine HPA, GNA und MAA im Sekret dieser 

Pseudozysten, wobei in diesen Fällen die umgebenden Epithelzellen nicht angefärbt 

waren. Da nicht alle Pseudozysten die CEACAM1 und Brachyury exprimierten und die 

Lektine banden, lässt dies weitere Rückschlüsse auf den Differenzierungsgrad des 

jeweiligen Tumors zu. Hervorzuheben ist hierbei die Tatsache, dass das CEACAM1 im 

Pseudozystensekret exprimiert wurde. Dies ist besonders, da es sich bei CEACAM1 um 

ein glykosyliertes Membranmolekül handelt, welches bisher nur in der Zellmembran 

beschrieben wurde. Eine Ausschleusung von CEACAM1 aus der Zellmembran heraus 

bedarf daher vermutlich einer weiteren Differenzierung des Tumors und geht somit mit 

einer bedeutend geringeren Malignität einher. Die Kaplan Meier Analysen für die 

Expression von CEACAM1 bzw. das Bindungsverhalten der Lektine in dem Sekret der 

Pseudozysten wiesen eine signifikant geringere Rezidivrate (CEACAM1: P = 0,02; GNA: P 

= 0,048), ein längeres metastasenfreies Intervall (CEACAM1: P = 0,04; GNA: P = 0,04) 

und ein längeres Gesamtüberleben (CEACAM1: P = 0,04; GNA: P = 0,04) auf und 
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belegen somit die vorangegangen Thesen.  

Man könnte hierbei die Spezifität der Anfärbungen anzweifeln, so könnte es sich bei den 

Färbungen des Sekretes der Pseudozysten des adenoid zystischen Karzinoms um 

unspezifische Anfärbungen handeln, wie sie bei Nekrosen zu beobachten sind. Die 

Homogenität der Anfärbungen des Sekrets in den Pseudozysten spricht hierbei für eine 

spezifische Bindung, ebenso die strikte Lokalisation in den Lumina der Pseudozysten. 

Desweiteren spricht die gute Prognose der Patienten bezüglich längerer rezidiv- und 

metastasenfreier Intervalle und längerem Überleben bei Anfärbbarkeit des Sekrets gegen 

die These der unspezifischen Anfärbungen, da sonst alle Tumoren angefärbtes Sekret 

aufweisen würden. Da die cribriformen Tumore aufgrund höherer Differenzierung die 

jeweiligen Glykokonjugate selbst sezernieren kann man sie als Differenzierungsmerkmal 

ansehen. 

Desweiteren kann die intensive Färbung des Sekrets der Pseudozysten dem Pathologen 

das Auffinden von Pseudozysten erleichtern und ihm nachfolgend in der Prognose 

spezifischere Abstufungen ermöglichen, welche für die Therapie des jeweiligen Patienten 

berücksichtigt werden kann. 

 

5.3. Das Zelladhäsionsmolekül L1 

Kaplan Meier Analysen zeigten, dass die intensivere (+++) Expression von L1 mit einem 

kürzeren Überleben assoziiert war. Hervorzuheben ist hierbei, dass in die Analysen 

Tumore aller drei histologischen Subtypen eingingen, was darauf hinweist, dass L1 ein 

unabhängiger vom histologischen Subtyp molekularer prognostischer Marker für das 

Gesamtüberleben der Patienten mit einem adenoid zystischen Karzinom ist. Die L1 

Expression war jedoch nicht, wie man erwarten würde, ebenfalls mit Metastasierung oder 

einer Rezidivbildung assoziiert. Dies mag anfangs wiedersprüchlich erscheinen, 

versterben doch bei vielen malignen Tumoren die Patienten an den Folgen einer 

Metastasierung und nicht an dem ursprünglichen Primärtumor (Laak et al., 2002; Thies et 

al., 2002 a, b). Das adenoid zystische Karzinom hingegen zeigt ein enorm aggressives 

Größenwachstum und wächst häufig entlang präformierter Strukturen wie Nerven und 

Blutgefäßen (Friedrich et al., 2003; Garden et al., 1995). Dieses aggressive 

Tumorwachstum kann so zum Beispiel zu einer kompletten Ummauerung der Vena 

jugularis führen, welches zu Abflussstörungen im Drainagegebiet der Vena jugularis und 

nachfolgend zu dem Tod des Patienten führen kann. In diesem Zusammenhang sind 

ebenfalls sogenannte Sinus cavernosus Syndrome beschrieben worden, die nachfolgend 
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zu einer Schädigung von Hirnnerven führen, die durch den Sinus cavernosus 

hindurchziehen, wie zum Beispiel dem Nervus oculomotorius (Yamamoto et al., 1989). 

Häufig kann der Primärtumor des adenoid zystischen Karzinoms auch nicht komplett 

chirurgisch entfernt werden (R1), da das adenoid zystische Karzinom entlang von 

Nervenfasern (zum Beispiel entlang des durch die Glandula parotidea ziehenden, Nervus 

facialis) wächst (Friedrich et al., 2003; Garden et al., 1995) und eine radikale Exzision 

dieses Tumors zu einer starken Einschränkung der Lebensqualität des Patienten führt, 

oder technisch kaum durchführbar ist. Dies erklärt, warum eine L1 Expression mit dem 

Versterben an den Folgen des adenoid zystischen Karzinoms assoziiert sein kann, ohne 

jedoch mit einer Metastasierung oder einer verstärkten Rezidivneigung assoziiert sein 

muss. Patienten, deren adenoid zystische Karzinome eine intensive L1 Expression 

aufweisen, haben demnach, unabhängig der Zuordnung zu einem bestimmten 

histologischen Subtyp, einen extrem aggressiv und destruktiv wachsenden Tumor, 

welches in der Therapieplanung berücksichtigt werden sollte. 

Ein weiterer Grund dafür, dass keine Assoziation zwischen der L1 Expression und einer 

Metastasierung und/ oder Rezidivbildung gefunden wurde, könnte auch in der geringen 

Fallzahl liegen. Betrachtet man die Fallzahl der untersuchten adenoid zystischen 

Karzinome, mag 34 gering erscheinen. Beachten sollte man hierbei aber, dass adenoid 

zystische Karzinome selten vorkommen und in diese Arbeit nur Fälle einbezogen wurden, 

für die eine lückenlose Dokumentation der Krankenblätter vorlag. Verglichen mit 

internationalen Studien erweist sich die untersuchte Zahl von 34 Fällen als durchaus 

repräsentativ für die internationale Literatur; so reichen Studien über adenoid zystische 

Karzinome von einer Fallzahl von vier (Perez et al., 2005) bis hinzu 80 Patienten (Zhang et 

al., 2005). Durchschnittlich sind allerdings Patientenzahlen unter 30 die Regel 

(Triantafillidou et al., 2006; Vékony et al., 2007). 

Um L1 allerdings zukünftig als Standardmarker zu etablieren, müssten prospektive 

Multicenterstudien mit größeren Kohorten durchgeführt werden. Neben seiner 

prognostischen Relevanz, könnte dem Zelladhäsionsmolekül L1 aber auch eine wichtige 

funktionelle Bedeutung für das Wachstum und die Ausbreitung des adenoid zystischen 

Karzinoms zukommen. Neben seiner Funktion als zellmembrangebundenes 

Adhäsionsmolekül kann L1 auch von der Zellmembran sezerniert und in der 

extrazellulären Matrix deponiert werden (Beer et al., 1999; Martini und Schachner, 1988). 

Das sezernierte L1 ist funktionsfähig und unterstützt die Migration (Beer et al. 1999). 

Hieraus lässt sich eine weitere mögliche Rolle von L1 als Matrix-Bestandteil ableiten. 
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Durch die Sekretion von L1 könnten die adenoid zystischen Karzinomzellen ihre 

extrazelluläre Umgebung modifizieren, was für eine L1- vermittelte Tumorzellmotilität von 

Bedeutung im Sinne einer destruktiven Ausbreitung des Primärtumors sein könnte. 

Aufschluss darüber, dass Patienten am adenoid zystischen Karzinom verstarben ohne, 

wie man erwarten würde, Metastasen ausgebildet zu haben, vermag auch die besondere 

Art des Wachstums des adenoid zystischen Karzinoms entlang peripherer Nervfasern 

geben (Friedrich et al., 2003; Triantafillidou et al., 2006). Da periphere Nerven L1 

exprimieren (Miyahara et al., 2001; Gast et al., 2005) könnte man postulieren, dass das 

perineurale Wachstum des adenoid zystischen Karzinoms über homophile Zell-zu-Zell 

Interaktionen zwischen L1-Molekülen der Tumorzellen und L1-Molekülen der 

Nervenfasern stattfindet. Somit dienen die peripheren Nervenbahnen den Tumorzellen als 

Leitschiene für ihr perineural fortschreitendes Wachstum, das durch homophile L1-L1-

Kontakte entlang der präformierten Strukturen zu erklären ist. Starke L1- Expression ist 

demnach nicht nur ein Marker, der aggressiv-invasives Tumorwachstum im adenoid 

zystischen Karzinom aufzeigt, sondern auch ein Indikator für perineurales Wachstum. 

Somit könnten mit Hilfe von L1-Färbungen Rückschlüsse auf die Malignität und die 

Ausbreitungsaktivität des adenoid zystischen Karzinoms gezogen werden, was die 

Radikalität einer Operation mitbestimmen könnte. Weiterführende Studien, in denen diese 

L1 Interaktionen weiter aufgeklärt werden, könnten möglicherweise L1 als Ansatzpunkt in 

der Therapie des adenoid zystischen Karzinoms etablieren. Da diese intensive L1 

Expression ein im Sinne eines „gain of function“ zu verstehen ist, bietet dies attraktive 

Ansätze für neue Therapien.  

L1 könnte zudem das Einwachsen von Tumorblutgefäßen in den Tumor fördern, indem 

weitere heterophile Kontakte zu L1 geknüpft werden, womit L1 Einfluss auf die 

Strukturierung und Versorgung des Tumors hätte. Da die enorme Größenzunahme des 

Tumors eine verstärkte Blutversorgung benötigt und auch das aggressiv-destruktive und 

invasive Wachstum des adenoid zystischen Karzinoms entlang präformierter Strukturen 

vermehrte Versorgung der Tumorzellen benötigt, könnte L1 auch hier eine wichtige Rolle 

spielen. 

 Das von L1 geförderte Einwachsen von Tumorblutgefäßen könnte außerdem in späteren 

Schritten des Metastasierungsprozesses Einfluss haben. Da für L1 zudem eine 

entscheidende funktionelle Beteiligung bei der Extravasation aus Gefäßen beschrieben 

wurde (Thies et al., 2002, 2007), könnte L1 eventuell auch in der Metastasierung des 

adenoid zystischen Karzinoms Einfluss haben. Die Ergebnisse zeigten zwar keine 
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Assoziation zwischen einer vermehrten L1-Expression und einer Metastasierung des 

adenoid zystischen Karzinoms, dies könnte allerdings auch an der Zahl von 35 Fällen 

liegen. Um zu überprüfen, ob die L1 Expression auch mit der Metastasierung assoziiert ist, 

müssten Studien mit größeren Kohorten durchgeführt werden.  

L1 besitzt eine Siglec-Domäne, welche spezifisch -2,3 Sialinsäuren bindet. Da das Lektin 

MAA ebenfalls spezifisch an diesen Zuckerrest bindet, wurde die MAA-Bindung in den 

adenoid zystischen Karzinomen analysiert, um zu überprüfen, ob die -2,3 

Sialinsäurereste als Bindungspartner für L1 fungieren könnten (Kleene et al., 2001). Da 

sich jedoch keine signifikante Korrelation zwischen MAA-Bindung und der L1-Expression 

zeigte, kann eine Adhäsion von L1 über die Siglecdomäne in den Primärtumoren 

ausgeschlossen werden. 

Die Bindung von HPA an Zellen des adenoid zystischen Karzinoms wies keinerlei 

prognostische Signifikanz auf. Die HPA-Positivität (Bindung) war weder mit einer erhöhten 

Rezidivneigung, noch mit einer Metastasierung, noch mit dem Versterben assoziiert, 

wohingegen die HPA Positivität beim malignen Melanom, dem Kolonkarzinom und dem 

Mammakarzinom mit einer nachfolgenden Metastasierung oder dem Versterben der 

Patienten an den Folgen einer Metastasierung hochsignifikant assoziiert war (Thies et al., 

2001, 2006; Schumacher et al., 1994; Leathem und Brooks et al., 1996). Auch die 

Auswertungen des Bindungsverhaltens der Lektine PHA-L, DBA, GNA, SNA-I und MAA 

und die der Expression der Zelladhäsionsmoleküle Brachyury, CD44, P- und E-

Selektinbindungsstellen ergaben keinerlei prognostische Relevanz in Bezug auf 

Rezidivbildung, Metastasierung und dem Überleben. Auch die Expression von CEACAM1 

war weder mit Metastasierung, noch mit Rezidivbildung noch mit Versterben assoziiert. 

Wohingegen bei anderen epithelialen Tumoren, wie beim Kolonkarzinom oder dem 

Ovarialkarzinom eine Herab- oder Dysregulation des CEACAM1 den metastatischen 

Phänotyp charakterisierte (Neumaier et al., 1993; Gast et al., 2005). Diese Befunde 

zeigen, dass die Kohlenhydratzusammensetztung der Glykokalix des metastatischen oder 

des rezidivierenden Phänotyps des adenoid zystischen Karzinoms sich von denen anderer 

Karzinome deutlich unterscheidet.  

Umso erfreulicher ist die Tatsache, dass mit dem Zelladhäsionsmolekül L1 ein spezifischer 

und vom Subtyp des adenoid zystischen Karzinoms unabhängiger, prognostischer Marker 

gefunden wurde, der in weiterführenden Studien neue Erkenntnisse über die 

Mechanismen des Wachstums, der Metastasierung und der Rezidivbildung des adenoid 

zystischen Karzinoms bringen könnte. L1 könnte zudem, da es funktionell am Wachstum 
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des adenoid zystischen Karzinoms beteiligt zu sein scheint, einen Ansatzpunkt in der 

zukünftigen Tumortherapie darstellen. 
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6 Zusammenfassung  
  Das Adenoidzystische Karzinom (ACC) zeichnet sich durch ein stark invasives Wachstum, 

eine ausgeprägte Rezidivneigung und eine hohe Metastasierungsrate aus. Die 

histologische Unterteilung in drei Subtypen ist derzeit der einzige Indikator für den 

Malignitätsgrad des ACCs. Veränderungen in der Glykosylierung von 

Zellmembranproteinen und in der Expression von Zelladhäsionsmolekülen (CAMs) spielen 

bei anderen Tumoren eine bedeutende Rolle bei der Tumorprogression und der 

Metastasierung. Ziel dieser Arbeit war es, neue prognostische Marker für das ACC zu 

identifizieren, die gleichzeitig Aufschluss über die molekularen Mechanismen des 

Tumorwachstums und der Metastasierung des ACCs geben könnten. 

  An 35 primären ACCs unterschiedlichen histologischen Subtyps (tubulär, cribriform, solide) 

wurden terminale Kohlenhydrate anhand der Bindung von sechs Lektinen mit 

unterschiedlicher Kohlenhydratspezifität (DBA, GNA, HPA, MAA, PHA-L, SNA-I) und das 

Expressionsprofil der CAMs CEACAM1, L1, CD44, sowie Brachyury, P- und E-Selektin 

analysiert. Diese Parameter wurden mittels klinischer Daten (Nachbeobachtungszeitraum 

bis zu 11 Jahre) mit dem rezidivfreien Intervall, dem metastasenfreien Intervall, sowie dem 

Gesamtüberleben korreliert.  

  Kaplan-Meier Analysen ergaben eine signifikant positive Assoziation zwischen einer starken 

(+++) L1 Expression (P = 0,02), sowie einer ausgeprägten MAA-Bindung (>80% der 

Tumorzellen; P = 0,05) und dem Versterben am ACC, unabhängig vom histologischen 

Subtyp. Prognostische Marker für eine Metastasierung oder eine Rezidivbildung wurden 

nicht gefunden. Zwölf der 16 cribriformen ACCs bildeten Pseudozysten aus, deren Sekret, 

im Gegensatz zu normalem Drüsensekret, eine intensive (+++) CEACAM1 Expression, 

sowie intensive (+++) HPA und GNA-Bindungen aufzeigte. Tumore, die Pseudozysten 

ausbildeten, wiesen eine signifikant geringere Rezidivneigung (P = 0,0003) und eine 

geringere Metastasierungsrate (P = 0,009) auf und die betroffenen Patienten überlebten 

signifikant länger (P = 0,004). Die CEACAM1 Expression oder die GNA-Bindung im Sekret 

der Pseudozysten war darüber hinaus mit einer geringeren Rezidivrate (CEACAM1: P = 

0,02; GNA: P = 0,048), einem längeren metastasenfreien Intervall (P = 0,04 bzw. P = 0,04) 

und Gesamtüberleben (P = 0,04 bzw. P = 0,04) assoziiert. 

  Zusammenfassend ist die sehr starke L1 Expression ein unabhängiger Marker für 

aggressives Wachstum des ACCs, welches eine fatale Prognose bedingt. L1 scheint 

funktionell am Wachstum des ACCs beteiligt zu sein und könnte somit einen Ansatzpunkt 

für zukünftige Therapien darstellen. 
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