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Zielstellung 1

1. ZIELSTELLUNG

Uber prognostische Gradingmethoden beim Prostatakarzinom gibt es zurzeit keinen
allgemeinen Konsens, zudem ist die prognostische Aussagekraft der bisher
angewandten Methoden fiir die Uberlebenswahrscheinlichkeit gering. Wie bei anderen
h&ufigen malignen Tumoren auch, ist die Tumormetastasierung beim Prostatakarzinom
zumeist die zum Tode fiihrende Manifestation der Erkrankung. Daher ist es notwendig,
die der Metastasierung zugrunde liegenden Mechanismen zu verstehen, um aus diesen
Erkenntnissen auf neue Therapieansétze schlieRen zu kénnen. Diese Arbeit soll dazu
beitragen, den metastatischen Phanotyp des Prostatakarzinoms néher zu charakterisieren

und mogliche Fruhindikatoren fiir eine Metastasierung zu ermitteln.

Folgende Fragen sollen in der vorliegenden Studie beantwortet werden:

1. Besteht fir das Prostatakarzinom eine Korrelation zwischen der histochemischen
Bindung verschiedener tierischer und pflanzlicher Lektine und dessen Prognose?

2. Besteht fir das Prostatakarzinom eine  Korrelation  zwischen  der
immunhistochemischen Bindung des monoklonalen Antikérpers 4D1/C2 und dessen
Prognose?

3. Bestehen Zusammenhénge zwischen Ligandenexpressionsmuster der untersuchten
Gewebe einerseits, und den Tumorcharakteristika wie Staging, Grading,
Metastasierung und PSA-Wert andererseits?

4. Sind diese Unterschiede zur Differenzierung verschiedener Tumorstadien
verwertbar?

5. Lassen sich neue prognostische Faktoren hinsichtlich der Uberlebenszeit der

Patienten aus diesen histochemischen Daten ableiten?
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2. EINLEITUNG

2.1 Das Prostatakarzinom

2.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Prostatakarzinom ist der hdufigste maligne Tumor des Urogenitaltraktes des
Mannes, der Haufigkeitsgipfel seiner Diagnosestellung liegt in der 7. und 8.
Lebensdekade. Uber 50% der Patienten mit diagnostiziertem Prostatakarzinom
versterben innerhalb von 10 Jahren an diesem Karzinom [Tomschi, 1992]. Dabei zeigt
die Inzidenz des Prostatakarzinoms starke rassische Unterschiede. Sie ist besonders
niedrig bei Angehorigen der gelben Rasse und besonders hoch bei den in den USA
lebenden Schwarzen (siehe Tabelle 1).

Rassenzugehorigkeit Morbiditat pro 100.000 EW
Kaukasier in Deutschland 28,5
WeilRe Bevolkerung in den USA 41
Schwarze Bevolkerung in den USA 72
Japaner 3,4

Tabelle 1: Morbiditat des klinisch manifesten Prostatakarzinoms in Abhangigkeit von
der Rasse [nach Bocking und Riede 1995]

Sowohl Morbiditat als auch Mortalitat des Prostatakarzinoms zeigen in den letzten 10

Jahren  eine  ansteigende  Tendenz. Folgende  Manifestationsformen  des

Prostatakarzinoms lassen sich nach Weingéartner und Riedmiller [1998] unterscheiden:
latentes Prostatakarzinom: Diese sind klinisch nicht manifest, symptomlos und
werden nur zufallig anldsslich einer Autopsie entdeckt. Thre Haufigkeit ist mit ca.
40% der Uber 50j&hrigen und 50% der tber 80j&hrigen Méanner erschreckend hoch.
Histologisch handelt es sich um meist hoch differenzierte, niedrig maligne Tumoren.
inzidentielles Prostatakarzinom: Tumoren, die zufallig histologisch entdeckt werden,
wie in etwa 15% der wegen benigner Prostatahyperplasie durchgefihrten
transurethralen Resektionen. Histologisch zumeist hoch differenzierte Tumoren mit

niedrigem Malignitatsgrad.
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klinisch manifestes Prostatakarzinom: rektal palpabler Tumor, mit oder ohne
klinische Symptome. Histologisch handelt es sich meist um wenig differenzierte
Tumoren mit hohem Malignitatsgrad. Metastasen kénnen bereits vorliegen.

okkultes Prostatakarzinom: Primdrmanifestation des Tumors durch Metastasen, die
anhand histologischer Untersuchungen als Prostatakarzinom identifiziert werden,

ohne dass in der Prostata selbst der Primartumor aufféallig geworden ware.

Die Pravalenz des Prostatakarzinoms (“Latentes Prostatakarzinom™) ist um ein
Vielfaches hoher als die Inzidenz und steigt ebenso wie dieses mit zunehmendem
Lebensalter an. Autopsiestudien zeigen, dass latente Prostatakarzinome bei etwa 30 bis
40% aller symptomlosen Manner Uber 50 Jahre nachweisbar sind [Stamey et al., 1982].
Fir einen 50j&hrigen Mann mit latentem Prostatakarzinom betrégt das Risiko, dass das
Karzinom zu einem spéateren Zeitpunkt Kklinisch manifest wird, ungefédhr 9,5%. Das
Risiko, am Prostatakarzinom zu sterben liegt bei circa 2,9% [Scardino et al., 1992]. Der
groRe Unterschied zwischen Inzidenz und Prdvalenz ist fir das Prostatakarzinom
einzigartig und sonst bei keinem anderen humanen Malignom zu finden. Im Gegensatz
zur Inzidenzrate, die regionale und ethnische Unterschiede aufweist, ist die Pravalenz
bei allen VVélkergruppen und Regionen nahezu gleich hoch.

Atiologisch ist Uber das Prostatakarzinom wenig bekannt. Die Entdeckung von
Steroidhormonrezeptoren im Prostatakarzinom laRt jedoch vermuten, dass Hormone bei
der Entstehung des Tumors eine Rolle spielen. Der EinfluB von Hormonen auf das
Wachstumsverhalten wird auch klinisch genutzt, wie zum Beispiel bei der erfolgreichen
Behandlung des Karzinoms durch kontrasexuelle Therapieformen. Ein weiterer Hinweis
auf hormonelle Einflisse ergibt sich aus der Tatsache, dass tierexperimentell
Prostatakarzinome durch die Verabreichung von mannlichen Hormonen induziert
werden konnten [Klocker et al., 1994]. Epidemiologische und klinische Studien lassen
jedoch vermuten, dafll neben den hormonellen Faktoren auch andere Faktoren wie
fettreiche Erndhrung, Umwelteinflisse und genetische Disposition eine Rolle spielen
[Tumorzentrum Heidelberg/Mannheim, 1998]. Die Heritabilitat des Prostatakarzinoms
ist groBer als beim  Mammakarzinom, maéannliche  Verwandte von
Mammakarzinompatientinnen haben ebenfalls ein erhohtes Prostatakarzinomrisiko
[Steinberg et al., 1990].
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Molekularpathologisch spielen bei der Prostatakarzinogenese folgende Faktoren
zusammen: a) Uberexpression des Proliferationsfaktors c-myc; b) Uberexpression des
fur den Epithelwachstumsfaktor-Rezeptor kodierenden c-erbB-2, welches durch
Androgene heraufreguliert wird; c) Allelverluste auf den Chromosomen 5q, 79, 8p, 10q,
13q, 16q, 17p wund 179 mit Beschadigung von Tumorsuppressor- und
Differenzierungsgenen [Cher et al., 1996]; d) Pradispositionsgene mit Suszeptibilitét fir
das Prostatakarzinom (HPC1) auf Chromosom 1 (1g24-25 und 1g42.12-43) [Smith et
al., 1996; Berthon et al., 1998]; e) Verdnderungen der Zytoskelettproteine mit

Sekretionsstérung (z. B. saure Prostataphosphatase) werden ebenfalls vermutet.

2.1.2 Tumorlokalisation und Tumorausbreitung

Die kastaniengrofie Vorsteherdriise (=Prostata) des gesunden Mannes miindet in die
Urethra und umschliet den Harnblasengrund. Die Drise laBt sich von auBen nach
innen in folgende drei Zonen gliedern: Aul’enzone (periphere Zone, PZ) --> Innenzone

(zentrale Zone, ZZ) --> periurethrale Mantelzone (Ubergangszone) (siehe Abbildung 1).

Blasen- {
wand

fibromuskulares Stroma

Ubergangszone

Zentrale Zone

Abb.1: Zonale Gliederung der Prostata [nach Rutishauser und Gasser, 2002]

Diese Einteilung der Drise in verschiedene Regionen ist fur das Prostatakazinom von
Bedeutung, da die unterschiedlichen Anteile verschieden haufig Sitz der
Prostatakarzinome sind. Die klinisch tastbaren Karzinome entstehen fast ausnahmslos in
der PZ, die inzidentiellen (= zuféllig histologisch entdeckten Karzinome), meist durch

TUR diagnostizierten, hingegen in der ZZ. Karzinome der PZ sind aggressiver als die
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der ZZ, allerdings kdnnen letztere schneller die prostatische Urethra und den Blasenhals
infiltrieren. Im Bereich der Basis (zentrale Zone nach McNeal) entstehen Karzinome
aulerst selten (< 4%). Prostatakarzinome entstehen zudem meist multizentrisch (4 bis 5
separate Herde) [Mostofi et al., 1993].

Histologisch handelt es sich bei 97% aller Prostatamalignome um Adenokarzinome.
Diese bilden verschiedene Wachstumsmuster und kommen entweder in Form eines
1) hochdifferenzierten glanduldren, 2) wenig differenzierten glandulédren, 3)
kribriformen, 4) soliden oder 5) endometrioiden Karzinoms vor (5 Malignitatsgrade)
[Mostofi et al., 1993, Schmidt et al., 1994]. Dabei haben die hochdifferenzierten
glandul&ren eine niedrige, die soliden Prostatakarzinome eine hohe Malignitéat. Bei den
meisten  Prostatakarzinomen findet man mehrere dieser Wachstumsmuster
nebeneinander (= pluriforme Karzinome). Sowohl im histologischen Schnitt als auch
am zytologischen Ausstrichpréparat ist eine dreistufige Malignitatsgradierung moglich.
Der Tumor wird immer nach dem am wenigsten differenzierten Anteil benannt.
Histologische Sonderformen des Prostatakarzinoms sind das Transitionalzellkarzinom,
das Plattenepithelkarzinom, das schleimbildende Karzinom und das neuroendokrine

Karzinom (siehe Tabelle 2).

I. Uniforme Karzinome

1. Gewohnliche Karzinome 2. Ungewohnliche Karzinome
a) Adenokarzinom a) Ubergangszellkarzinom
1) mikroglandular b) Plattenepithelkarzinom
i) makroglandul&r c) Schleimbildendes Karzinom
i) kribriform 1) papilléres
iv) solide i) zystadenoides
v) endometrioid iii) Siegelringzellkarzinom

d) Neuroendokrines (kleinzelliges
anaplastisches Karzinom

3. Undifferenzierte (nichtklassifizierbare) Karzinome

I1. Pluriforme Karzinome

1. Kombination verschiedener Subtypen des gewdhnlichen Karzinoms
2. Kombination von 1 und 2

Tabelle 2: Histologische Klassifikation des Prostatakarzinoms [Modifizierte WHO-
Klassifikation, 1994]
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2.1.3 Tumorstaging

Pathologische Vergleichsuntersuchungen an Praparaten radikaler Prostatektomien
zeigten, dass die Tumorausbreitung zundchst intraprostatisch in der duf3eren und
mittleren Organzone (pT2) erfolgt. Der periurethrale, innere Driisenbereich wird erst
gegen Ende der intraprostatischen Ausbreitung infiltriert. Erst in diesem
fortgeschrittenen Stadium kommt es deshalb zur Harnwegsobstruktion mit Behinderung
der Miktion. Dieses Symptom ist somit fur eine Frihdiagnose untauglich. Zu einer
Invasion der Kapsel kann es schon in einem friheren Stadium des Tumors kommen,
was prognostisch nicht von Bedeutung ist, da die Kapsel eine gewisse anatomische
Barriere darstellt. Erst in einem spéteren Stadium erfolgt eine Kapselpenetration mit
Infiltration von Samenblase und Blasenboden. Dies bedeutet eine signifikante
Verschlechterung der Prognose [Helpap und Weissbach 1984]. Die lymphogene
Metastasierung erfolgt primar zu den internen iliakalen, spater zu den extrapelvinen und
retroperitonealen Lymphknoten. Typische Lokalisationen fiir Fernmetastasen sind

Lendenwirbelséule, Femur, Becken, Brustwirbelsaule und Rippen [Fischer et al., 1997].
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Zum Staging hat sich das TNM-System, welches auch von der UICC Ubernommen

wurde, bewahrt [Hermanek et al., 1993].

T beschreibt die GrolRe des Primadrtumors, N gibt die Zahl und die Lokalisation der

befallenen Lymphknoten an,

M beschreibt Auftreten und Lokalisation von

Fernmetastasen.
X Primértumor kann nicht beurteilt werden
T0 Kein Anhalt fur Primartumor
T1 Klinisch nicht erkennbarer Tumor, der weder tastbar noch in bildgebenden Verfahren
sichtbar ist
T1a [Tumor zufélliger histologischer Befund ("incidental carcinoma™) in 5% oder weniger des
resezierten Gewebes
T1b |Tumor zufalliger histologischer Befund (“incidental carcinoma™) in mehr als 5% des
resezierten Gewebes
T1lc |Tumor mittels Nadelbiopsie diagnostiziert (z. B. wegen PSA-Erhéhung)
T2 Tumor auf die Prostata begrenzt
T2a |Tumor beféllt eine Halfte eines Lappens oder weniger
T2b | Tumor beféllt mehr als die Halfte eines Lappens, aber nicht beide Lappen
T2c |Tumor befallt beide Lappen
T3 Tumor breitet sich durch die Prostatakapsel hindurch in extrakapsuléres Gewebe aus
T3a |Extraprostatische Ausbreitung, einseitig oder beidseitig
T3b |Tumor infiltriert die Samenblase
T4 Tumor ist fixiert oder infiltriert andere benachbarte Strukturen als Samenblasen
Tumor infiltriert Blasenhals, Sphincter externus und/oder Rektum
Tumor infiltriert Levatormuskel und/oder ist an Beckenwand fixiert
NX Regionére Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine Lymphknotenmetastasen
N1 Metastasen in solitirem Lymphknoten, 2 cm oder weniger in grofiter Ausdehnung
N2 Metastase(n) in solitirem Lymphknoten mehr als 2 cm aber nicht mehr als 5 cm in groBter
Ausdehnung
N3 Metastasen in Lymphknoten, mehr als 5 cm in groBter Ausdehnung
MX Organmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO Keine Organmetastasen
M1 Organmetastasen / Knochenmetastasen
Mla [Metastasen in nicht-regiondren Lymphknoten
M1b |Metastasen im Knochen
Mlc [|Metastasen an anderen Stellen des Kérpers

Tabelle 3: TNM-Klassifikation bei Prostatakarzinom (nach UICC, 6. Aufl. 2002)
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2.1.4 Tumorgrading

Fur die Beurteilung des Malignitatsgrades beim Prostatakarzinom existieren derzeit
mehrere Gradingmethoden. Fest steht jedoch, dass alle gangigen Methoden schwer
reproduzierbar und mit einer hohen inter- und intra-observer-Fehlerrate behaftet sind
[Mostofi, Sesterhenn, Davis et al., 1993]. Die prognostische Aussagekraft aller
Methoden ist fir die Rezidivfreiheit gut, fir die Uberlebenswahrscheinlichkeit aber
gering. Selbst das 1966 entworfene Grading nach Gleason ist eine fehlbare Methode
[Gallee et al., 1990], stellt jedoch nach Verfeinerungen [Gleason 1977, Mellinger 1977]
sowie nach Uberarbeitung durch die ISUP-Konferenz 2005 das akzeptierteste Grading-
System weltweit dar [Epstein et al., 2005]. Die Einteilung nach Gleason umfasst 5
Grade, wobei Grad 1 die am besten differenzierten Tumoren und Grad 5 die am
schlechtesten differenzierten Tumoren beschreibt. Der Gleason-Score wird aus den

beiden vorherrschenden Wachstumsmustern gebildet.

Gleason 1: Umschriebene Knoten dicht gepackter jedoch
einzelner, einheitlicher, runder bis ovaler, mittelgroRer Acini.

Gleason 2: Die Driusen sind ahnlich dem Muster 1, jedoch
lockerer angeordnet, nicht ganz so einheitlich, aber immer noch
umschrieben. Am Rande des Tumors ist minimale Infiltration in
das umgebende Stroma mdglich.

Gleason 3: Separierte Driisenpakete, typischerweise kleiner als im
Muster 1 & 2. Die Drisen variieren erheblich in GréRe und
Gestalt. Der Tumor infiltriert das umliegende Prostatagewebe.
Glatt begrenzte kleine kribriforme Tumorknétchen sind zu finden.

Gleason 4: Verschmolzene, schlecht abgrenzbare, mikroacinére
Driisen mit durftig geformten Lumina. Grof3e kribriforme Driisen
mit unregelméliger Begrenzung sowie hypernephromatoide
Zellen (groRe, klare Tumorzellen) finden sich.

Gleason 5: Die glanduldre Differenzierung ist im Wesentlichen
aufgehoben. Die Tumoren bestehen aus dichten Nestern, Strangen
oder einzelnen Zellen mit zentralen Nekrosen.

Abb. 2: Modifiziertes Gleason-Score-System der ISUP-Konferenz 2005

Eine ebenfalls gut reproduzierbare (90% Ubereinstimmung) und international
anerkannte Methode ist das histologische Grading des deutschen Arbeitskreises
"Prostatakarzinom" [Helpap, 1989]. Jedoch auch bei Anwendung gut reproduzierbarer

Methoden ist eine Ubereinstimmung zwischen Beurteilung der Biopsie und des
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endglltigen Resektates bestenfalls in 35% der Falle gegeben. Eine ganze Reihe
zusatzlicher prognostischer Merkmale kénnen derzeit nur mit groRem zeitlichem und
technischem Aufwand bestimmt werden. So zum Beispiel:
Das Tumorvolumen, welches entweder mit bildgebenden Verfahren oder
morphometrisch bestimmt wird (beide Methoden sind allerdings sehr ungenau).
Karzinome mit einem Vol < 4 ml haben eine gute, solche mit Vol > 12 ml eine
besonders schlechte Prognose [Mostofi et al., 1993].
DNA-Zytometrie: Diploide Karzinome haben eine allgemein bessere Prognose als
aneuploide. Die Ploidie ist ein unabhangiger prognostisch-therapeutischer Parameter
bei adjuvanter Hormontherapie [Zincke et al., 1992]
Neoangiogenese: Histologisch werden in der Umgebung des Karzinoms GeféRe
ausgezéhlt. Die Anzahl der GefaRe pro Flacheneinheit ist ein unabhéngiger und sehr
zuverlassiger Parameter der Tumorprogression. Stark vaskularisierte Karzinome

neigen zur Progression und Metastasierung [Weidner et al., 1993].

2.2  Metastasierungsablaufe

Die Metastasierung erfolgt lymphogen in iliakale, retroperitoneale und paraaortale
Lymphknoten, hdmatogen vor allem retrograd tber den prévertebralen Venenplexus in
Wirbelsdule, Femur und Beckenknochen, fernen auch in Leber und Lunge. 90 % der
Knochenmetastasen sind vom osteoblastischem Typ [Fitzpatrick und Krane, 1989].

Wie bei anderen hdufigen malignen Tumoren auch, ist die Tumormetastasierung beim
Prostatakarzinom die zum Tode flihrende Manifestation der Erkrankung. Die
Tumormetastasierung gleicht einer Kaskade, bei welcher jeweils ein Schritt in genau
definierter Reihenfolge von einem weiteren Schritt gefolgt wird, bis es schliellich zur
klinisch manifesten Metastase kommt. Der erste Schritt dieser Metastasierungskaskade
beginnt mit der Proliferation des malignen Klons am Ort des Primums. Ist eine
bestimmte Tumormasse erreicht, bewirken angiogene Faktoren das Einwachsen von
BlutgefaRen. Vitale Tumorzellen I6sen sich dann aus dem Zellverband und dringen in
die umgebende extrazellulare Matrix ein. Im Folgenden penetrieren diese Tumorzellen
die Basalmembran und das Endothel der Tumorblutgefde und gelangen in den
Blutkreislauf. Eine erfolgreiche Metastasierung erfolgt dann, wenn die Tumorzellen im

Blutstrom Uberleben, sich an das GefaRendothel des Zielorgans anheften und dieses
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und die darunter liegende Basalmembran durchwandern. Kommt es zur Einnistung und
Proliferation der Tumorzellen im Gewebe des Zielorgans entsteht eine Kklinisch
manifeste Metastase [Hart und Saini 1992, Engers und Gabbert 1998, Hart et al., 1989].
Grundlage dieser beschriebenen Prozesse sind Zell-zu-Zell und Zell-zu-Matrix
Interaktionen zwischen den Tumorzellen einerseits und dem umgebenden Gewebe
andererseits. Deshalb spielen der Aufbau und die Zusammensetzung der Zellmembran,

die diese Interaktionen vermittelt, bei der Metastasierung eine entscheidende Rolle.

2.3 Aufbau und Funktion der Zellmembran

Séugetierzellen, maligne Tumorzellen eingeschlossen, tragen auf ihrer Zelloberflache
eine Glykokalix, welche aus Kohlenhydraten besteht. Diese Kohlenhydrate sind
kovalent an Lipide, Proteine und an die Proteincores von Glykosaminoglykanen
gebunden, welche in die Zellmembran integriert sind. Die nahezu ausschlielliche
Lokalisation der Zucker an der Zelloberflache legt die Vermutung nahe, dass diese
Kohlehydrate an Zell-zu-Zell und Zell-zu-Matrix Interaktionen beteiligt sind und eine
Reihe von wichtigen biologischen Prozessen, darunter die Anheftung von Krebszellen
im Gewebe wahrend der Aussaat von bdsartigen Tumoren im Korper, sowie die

Haftung von Mikroorganismen an der Oberflache von Haut und Schleimh&uten

vermitteln.
Eohlehvdratgruppe
der Proteine Rohlehvdrat
ohlehydratgruppe
Eohlehydratgrupps der Glvkolipide
der Glvkoproteine Glykoprotein

Extrazelluldroberflachs
é§=Phospho—
44 lipid

: -Aminosaure

Ezﬂohi@hydrat
kette

Zytoplasmaunterfliche

transmembranose
Proteine

Abb.3: Aufbau der Zellmembran [nach Wolfe, 1993]
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2.4  Charakterisierung der Zuckerreste von Membranglykokonjugaten durch
Lektine

Die auf der Zelloberflache vorkommenden und funktionell bedeutsamen Kohlenhydrate
kdnnen durch das Bindungsverhalten von Lektinen charakterisiert werden. Lektine sind
Proteine oder Glykoproteine, die sich an Zuckermolekule binden, ohne diese chemisch
zu verandern. Lektine sind nicht immunologischer Herkunft, und kdnnen Zellen
agglutinieren und/oder Glykoproteine prazipitieren. Der Name Lektin leitet sich aus
dem Lateinischem legere (auswahlen, sortieren) ab und wurde von Boyd und Shapleigh
[1954] gepragt. Lektine verfugen Uber Kohlenhydraterkennungsdoméanen (CRDs =
carbohydrate recognition domains), tber die sie nicht-kovalente Bindungen mit den fir
sie spezifischen Kohlenhydraten eingehen kodnnen. Diese Eigenschaft der Lektine,
definierte Kohlenhydrate zu binden, hat Bedeutung in der Tumorforschung gewonnen.
Trotz gewisser Unsicherheiten bezuglich ihrer chemischen Charakterisierung werden
Lektine in den letzten Jahrzehnten in steigendem Umfang in der medizinischen
Grundlagenforschung eingesetzt. Sie eignen sich, um bestimmte Zelltypen oder
Zellfragmente (z. B. Membrantypen) zu charakterisieren, Zellen in verschiedenen
Entwicklungsstadien zu erkennen, normale von Tumorzellen zu unterscheiden, die
verschiedenen Phasen des Zellzyklus zu markieren und verschiedene Zelltypen
affinitdtschromatographisch voneinander zu trennen. Durch die Anwendung von
Lektinen konnten die mit der malignen Transformation einhergehenden Veranderungen
der Zelloberflachenkohlenhydrate charakterisiert werden. Hierbei erwies sich vor allem
das Lektin aus der Weinbergschnecke, Helix pomatia Agglutinin (HPA), als guter
prognostischer Indikator bei verschiedenen malignen Erkrankungen. So konnte in einer
Reihe von Untersuchungen eine positive Assoziation zwischen der Bindung von HPA
an Primartumorzellen des kolorektalen Karzinoms [lkeda et al., 1994; Schumacher et
al.,, 1994], des Prostatakarzinoms [Shiraishi et al., 1992], des Mammakarzinoms
[Leathem und Brooks, 1987], des bronchialen Adenokarzinoms [Laack et al., 2002],
sowie des Magenkarzinoms [Kakeji et al., 1991] und einer schlechten Prognose fur die
erkrankten Patienten gezeigt werden. Eine solche positive Assoziation zwischen
Lektinbindung und schlechter Prognose konnte nicht nur fir HPA, sondern auch fur
eine Reihe weiterer Lektine aufgezeigt werden. Fir Sambucus nigra Agglutinin (SNA-I)

und Maackia amurensis Agglutinin (MAA) zum Beispiel konnte ein Zusammenhang
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zwischen Bindungsverhalten an den Primartumor von kolorektalen Karzinomen und der
Prognose gezeigt werden [Vierbuchen, Fruechtnicht, Brackrock et al., 1995]. Die
Bindung des Lektins Phaseolus vulgaris Agglutinin (PHA-L) wies bei Mamma- und
kolorektalen Karzinomen eine prognostische Relevanz auf [Fernandes et al., 1991]. Aus
der européischen Mistel (Viscum albus) wurden drei verschiedene Lektine (ML-I,-I11.-
I11) isoliert, die jeweils eine unterschiedliche Kohlenhydratspezifitat aufweisen. In einer
Untersuchung an Mammakarzinomen konnte gezeigt werden, dass Patientinnen, deren
Tumoren ML-IlI-positiv waren, ein signifikant Kkirzeres rezidivfreies Intervall
aufweisen als Patientinnen mit ML-IlI-negativen Primartumoren. [Al-Alousi et al.,
1990]. Der Nachweis der prognostischen Relevanz der Veranderungen der terminalen
Kohlenhydrate wirft die Frage nach den dahinter stehenden molekularen Mechanismen
auf, die bisher allerdings nur in Ansatzen geklart sind [Dwek et al., 2001].

In allen Fallen kann der Nachweis der so entstandenen Konjugate durch Markierung des
Lektins mit Biotinresten gefiihrt werden, die dann (ber eine Avidin-Biotin-Reaktion
sichtbar gemacht werden. Eine weitere Methode um die Trager der Glykostrukturen
eines Gewebes darzustellen, besteht neben der Lektinhistochemie in der

Immunhistochemie.

2.5 Bedeutung der Glykosylierung von Membranproteinen fir die

Metastasierung

Grundsétzlich konnen Membranproteine und -lipide durch Glykosylierung in ihrer
Funktion modifiziert werden. Bei der Metastasierung sind die membranstandigen
Zelladhasionsmolekile von besonderer Bedeutung, da ihre Modulation eine wichtige
Rolle bei der Ablésung metastatischer Tumorzellen vom Primé&rtumor, bei der Bildung
von Tumorzellaggregaten im Blutstrom, sowie bei der Anheftung an Gefdlendothelien
des Zielorgans und bei der Bildung solider Metastasen spielt [Hart und Saini, 1992]. Im
Hinblick auf die Zelladhdsionsmolekiile spielt die Glykosylierung der Membranproteine
und der Glykolipide eine bedeutsame Rolle. So kann die Funktion der
Zelladh&sionsmolekiile durch die Glykosylierung verandert werden. Damit hat die
Glykosylierung einen direkten Einfluss auf die Funktion eines Zelladhdsionsmolekiils.
Als Prototyp eines solchen glykosylierten Molekils kann das CEACAML1, friher auch
CD66a oder BGP genannt, gelten.
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2.5.1 Das Zelladhasionsmolekil CEACAM1

CEACAML1 ist ein Mitglied der CEA-Genfamilie des CD66 Clusters hochglykosylierter
Adhasionsmolekiile, die ihrerseits der Immunglobulin-Superfamilie angehoren
[Thompson et al., 1991]. Mindestens 35% des Molekulargewichtes von CEACAM1
(160 kD) wird durch die Glykosylierung bestimmt [Yoshimoto et al., 1989].
CEACAML1 weist ein breites Expressionsspektrum in humanen Epithelzellen auf. Seine
Expression ist im Gastrointestinaltrakt, in der Niere, der Zervix uteri, im Endometrium
und der Blase beschrieben worden [Prall et al., 1996]. In der myeloischen Reihe wird
CEACAML1 hauptséchlich auf Granulozyten exprimiert, auf Lymphozyten konnte es
bisher nur bei T-Zell-Leukdmien und auf stimulierten T-Lymphozyten nachgewiesen
werden [Hanenberg et al., 1994; Kammerer et al., 1998]. Weiterhin wird CEACAM1
stark von invasiven Trophoblasten exprimiert [Bamberger et al., 1999] und weist bei
Endothelzellen die Eigenschaft eines angiogenen Faktors auf [Ergin et al., 2000]. In
einer Reihe von epithelialen Tumoren wird CEACAML1 hingegen eine tumorsuppressive
Rolle zugeschrieben [lzzi et al., 1999]. Eine herunterregulierte Expression von
CEACAM1 konnte beim Mammakarzinom [Riethdorf et al., 1997], beim kolorektalen
Karzinom [Neumaier el al., 1993], sowie beim Prostatakarzinom [Luo et al., 1999]
aufgezeigt werden. Eine Dysregulation von CEACAM1 st fiur das
Endometriumkarzinom beschrieben worden [Bamberger et al., 1998].
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1  Untersuchungsmaterial

Das Pathologische Institut des Universitatskrankenhauses Hamburg-Eppendorf
verwahrt nach deren Staging und Grading in Paraffin eingebettete Bldocke von
Prostatakarzinomen. Der Klinik fur Urologie des Universitatskrankenhauses Hamburg-
Eppendorf liegen Daten der klinischer Voruntersuchung sowie Nachuntersuchung tber
einen Zeitraum von 10 Jahren, oder bis zum Zeitpunkt des Versterbens der betroffenen
Patienten vor. Aus diesen Blocken wurden fur Voruntersuchungen mit verschiedenen
Lektinen und Antikorpern zundchst 10 und fur die Hauptuntersuchung insgesamt 129
Blocke fur die Lektine SNA-I, LCA und UEA-I und insgesamt 157 Blocke fur die
Lektine HPA und anti-HPA (siehe Tabelle 3) sowie fur den Antikérper 4D1/C2 fiir
lektinhistochemische und immunhistochemische Nachweise aufgearbeitet und geférbt.
Fur funf der untersuchten Préparate lagen im Pathologischen Institut keine
vollstdndigen Daten zu Nachuntersuchungen vor, womit demnach 124 bzw. 152
Tumoren fur die Auswertung zur Verfligung standen, welche alle von unterschiedlichen
Patienten stammten. Fur diese Prostatakarzinome konnte anhand vollstandiger
Krankenblatter der jeweiligen Patienten das Patientenalter beim Zeitpunkt der
Operation, der praoperative PSA Wert, das Karzinomvolumen, das Volumen an niedrig
differenziertem Tumor (Gleason 4), der Gleason-Score der Biopsie vor Operation, der
postoperative Gleason-Score am Prostatektomiepréparat, das pathologische Stadium des
Prostatektomiepréparates, der Lymphknotenstatus sowie das Auftreten von Metastasen

ermittelt und daraufhin mit der Lektin- und Antikdrperexpression verglichen werden.

3.2 Voruntersuchung

Es wurden zunédchst zehn Prostatakarzinome, finf mit guter und finf mit schlechter
Prognose, lektinhistochemisch mit den Lektinen LOA, ConA, LCA, UEA-I, MAA,
GNA, SNA-I, HHA, PHA-L, HPA und anti-HPA sowie immunhistochemisch mit dem
Antikorper Mab 4D1/C2 gegen CAECAML1 und einem AntikOrper gegen den Zucker
Sialyl-Lewis-X gefarbt. Eine lichtmikroskopische Auswertung sollte zeigen, ob sich

Unterschiede im Bindungsverhalten der einzelnen Lektine und Antikdrper in
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Abhéangigkeit von der Tumorprognose und Metastasierungsrate andeutungsweise
erkennen lassen. Unterschiedliche Bindungsintensitat zwischen Tumoren mit guter und
Tumoren mit schlechter Prognose zeigte sich fur die Lektine LCA, UEA-I, SNA-I, HPA
und anti-HPA sowie den Antikorper 4D1/C2, worauf diese zur Hauptuntersuchung von
insgesamt 124 Praparaten ausgewahlt wurden. Nach Auswertung dieser 124 Féarbungen
liel sich fir die Lektine HPA und anti-HPA sowie fiir den Antikérper 4D1/C2 kein
richtungsweisendes Ergebnis erkennen, so dass hierflir weitere 28 Farbungen
angefertigt wurden und somit fir HPA, a-HPA und 4D1/C2 152 Farbungen zur

Auswertung zur Verfiigung standen.

Herkunftsspezies Lektin (Abkulrzung) Zuckerspezifitat
Helix pomatia Helix pomatia- Agglutinin N-Azetylgalaktosamin /N-
(Weinbergschnecke) (HPA) Azetylglukosamin
Sambucus nigra Sambucus nigra-Agglutinin )
Neuraminsaure
(Schwarzer Holunder) (SNA-I)
Lens culinaris Lens culinaris-Agglutinin alpha-D-Glukose /alpha-D-
(Linse) (LCA) Mannose
Ulex europaeus Ulex europaeus- Agglutinin
) alpha-L-Fukose
(Stechginster) (UEA-I)

Tabelle 4: Herkunft und Kohlehydratspezifitat der verwendeten Lektine

3.3  Aufarbeitung des Untersuchungsmaterials

Fir die lektin- und immunhistochemischen Untersuchungen wurden histologische
Schnitte mit einer Dicke von 6 pum angefertigt. Diese Schnitte wurden auf
Adhisivobjekttrager (Histobond, Firma Marienfeld, Bad Mergentheim, Deutschland)
aufgebracht. Eine Vielzahl der Préparate war so groB, dass entsprechend groRere
Objekttrager mit Silan selbst beschichtet werden mufiten, da Histobond Objekttrager in
UbergroRen nicht kauflich zu erwerben sind. Die Trocknung der Schnitte erfolgte in
einem Brutschrank bei 37° C (iber Nacht.
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Im Anschluss daran wurden die Schnitte fir zwei mal 5 min im Xylolbad (Xylol-Ersatz
XEM-200, Vogel GmbH & Co KG, GieRen) geschwenkt und in einer absteigender
Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert (siehe Tabelle 1). Somit standen die Schnitte

fur die folgenden Farbungen und Reaktionen bereit.

Schritt Ethanol Zeit
1 100 % 3 min
2 100 % 5 min
3 96 % 5 min
4 70 % 5 min
5 50 % 5 min
6 Agqua dest. 2 min

Tabelle 5: Entparaffinierung der Schnitte in absteigender Ethanolreihe

Zur lichtmikroskopischen Auswertung der lektin- und immunhistochemisch gefarbten
Schnitte ist eine kontrastreiche Farbung der Gewebe erforderlich. Aus diesem Grund
wurde die Gegenfarbung (Kernfarbungen) der Préparate mit Mayers Hamalaun
/Eisenhamatoxylin durchgefiihrt, welche die Zellkerne unter Verstarkung des Kontrastes

zwischen Drisenanteilen und Bindegewebe blau farbte.

34 Lektinhistochemische Nachweismethode mit HPA, SNA-I, LCA und UEA-I

Die Weiterbehandlung der Schnitte erfolgte nach dem Protokoll fur Lektinhistochemie
mit alkalischer Phosphatase (alle Lektine stammen von der Fa. Sigma, Dreisenhofen,
Deutschland):

Vorbehandlung der Praparate mit 0,1% Trypsin (Sigma, St. Louis, Missouri, USA)

(0,1 g Trypsin/100 ml Lektinpuffer) im Wasserbad bei 37° C fiir 15 min

Stoppen der Reaktion in flieBend kalten Leitungswasser fur 10 min

Spulen in Lektinpuffer fir 2 x 5 min

Inkubation mit Lektin-Biotin (Verdiinnung 10 pg Lektin/ 1 ml Puffer) in feuchter

Kammer bei Raumtemperatur flr 1 Stunde
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Ansetzen des Alkalischen Phosphatase konjugiertem Avidin-Biotin-Komplexes
(Vectastain, ABC-AP kit, Vektor, Burlingame, Kalifornien, USA)

20 pl Reagenz A in 5 ml Puffer + 20 pl Reagenz B (30 min vor Gebrauch ansetzen)
Spulen der Schnitte in Lektinpuffer fir 3 x 5 min

Inkubation mit dem Alkalischen Phosphatase konjugiertem Avidin-Biotin-Komplex
fur 30 min

Spulen in Lektinpuffer fir 3 x 5 min

Entwicklung der Alkalischen Phosphatase im Dunkeln (Ansatz der Reagenzien erst
unmittelbar vorher) fur 30 min

Spulen der Schnitte in flieBendem Leitungswasser fir 5 min

Gegenfarbung mit Mayer’s Hamalaun (1:1 in Aqua dest.) fiir 15 Sek

Blauen der Schnitte durch Spilen in flieRendem Wasser flir 5 min

Objekttrager um Praparat herum trocken tupfen und 2-3 Tropfen wasserhaltiges
Einschlumittel Crystal Mount (Fa. Biomeda, Foster City, Kalifornien, USA) auf

dem Schnitt verteilen

Trocknen bei 70° C fur 15 min

Eindeckeln der abgekihlten Objekttrager mit Clarion (Fa. Biomeda, Foster City,
Kalifornien, USA)

fur 10 Liter mMol

Trizma Base 60,57 ¢ 50
NaCl 87,09 g 150
MgCl, 2,032 g 1
CaCl, 1,01 g 1

HCl 2n bispH 7,6 | ~200 ml

Tabelle 6: Zusammensetzung des Lektinpuffers
(Reagenzien der Fa. Sigma, Dreisenhofen, Deutschland)
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35 Indirekte lektinhistochemische Nachweismethode mit anti-HPA

Die Weiterbehandlung der Schnitte erfolgte hiefir nach dem Protokoll fir

Lektinhistochemie nach der indirekten Methode:
Vorbehandlung der Praparate mit Protease XXIV (Sigma, St. Louis, Missouri, USA)
(40 mg/ 100 ml Puffer) bei 37° C fir 15 min
Stoppen der Reaktion in flieRend kalten Leitungswasser fuir 10 min
Spulen in Lektinpuffer fur 2 x 5 min
Hemmung der endogenen Peroxidase mit 3% H,0, in Methanol fir 20 min
Spulen in Lektinpuffer fir 2 x 5 min
Inkubation mit nativem HPA (Verdinnung 1:100) in feuchter Kammer beli
Raumtemperatur fur 1 Stunde
Spulen der Schnitte in Lektinpuffer fiir 3 x 5 min
Abdecken der Schnitte mit Schweine-Normalserum (Verdinnung 1:5) fiir 30 min
Nach AbgielRen des Serums Inkubation der Schnitte mit anti-HPA (Verdiinnung
1:200) Uber Nacht
Spulen in Lektinpuffer fur 3 x 5 min
Inkubation mit Schwein-Anti-Kaninchen-Ig (Verdinnung 1:200) fur 30 min
Ansetzen des Peroxidase konjugierten Avidin-Biotin-Komplexes (Vectastain, ABC-
Elite kit, Vektor, Burlingame, Kalifornien, USA)
20 pl Reagenz A in 5 ml Puffer + 20 pl Reagenz B (30 min vor Gebrauch ansetzen)
Spulen der Schnitte in Lektinpuffer fir 3 x 5 min
Behandlung der Schnitte mit dem Peroxidase konjugiertem Avidin-Biotin-Komplex
fur 30 min
Spulen der Schnitte in Lektinpuffer fir 2 x 5 min
Darstellen der Peroxidase mit DAB (0,5 mg/ 1 ml Puffer + 6 pl H,O,) fir 10 min
Spulen in destilliertem Wasser fur 5 min
Gegenfarbung mit Mayer’s Hamalaun (1:1 in Aqua dest.) fiir 15 Sek
Blauen der Schnitte durch Spulen in flieBendem Wasser fur 5 min
Dehydrieren der Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe
Eindeckeln der Objekttrager mit Eukit (Fa. Kindler, Freiburg, Deutschland)
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3.6 Immunhistochemische  Nachweismethode mit dem  monoklonalen
Antikorper 4D1/C2

Eine Methode um die Proteine der Glykostrukturen eines Gewebes darzustellen, besteht
in der Immunhistochemie. Zu diesem Zwecke wurde der in Mausen gezichtete
monoklonale Antikdrper 4D1/C2 gegen das Zelladhésionsmolekil CEACAM1
verwendet. Dieser Antikodrper wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. C. Wagener
aus der Abteilung fur Klinische Chemie am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
zur Verfligung gestellt. Der mononukleare Antikorper 4D1/C2 wurde gemal etablierter
Methoden hergestellt, aufgereinigt und auf seine Spezifitit hin getestet [Ebrahimnejad
et al., 2000].

Die Weiterbehandlung der Schnitte erfolgte nach dem Protokoll fur Immunhistochemie:
Vorbehandlung mit Protease XXIV (Fa. Sigma, St. Louis, Missouri, USA)
(40 mg/ 100 ml Trispuffer) im Wasserbad bei 37° C fir 10 min
Spulen in Trispuffer fir 3 x 5 min
Hemmung der endogenen Peroxidase mit 0,3% H,O, Methanol fir 20 min
(2 ml 30% H,0,/ 100 ml Methanol)

Spulen in Trispuffer fir 3 x 5 min

Blockieren unspezifischer Bindungen durch Inkubation mit Kaninchen-
Normalserum (Verdinnung 1:10) fir 30 min in feuchter Kammer

Durch Schrégstellung der Schnitte das Serum ablaufen lassen

Inkubation mit monoklonalem Antikdrper 4D1/C2 (8 pg/ 1 ml Dako-Reagenz) in
feuchter Kammer bei 4° C im Kuhlschrank tiber Nacht

Am néchsten Tag: Spllen der Schnitte in Trispuffer flir 3 x 5 min

Inkubation mit sekunddarem Antikérper (biotinyliert, Kaninchen-Anti-Maus,
Verdinnung 1:40) fur 20 min

Ansetzen des Peroxidase konjugierten Avidin-Biotin-Komplexes (Vectastain, ABC-
Elite kit, Vektor, Burlingame, Kalifornien, USA)

20 pl Reagenz A in 5 ml Puffer + 20 pl Reagenz B (30 min vor Gebrauch ansetzen)
Spulen in Trispuffer fur 3 x 5 min

Inkubation mit dem Peroxidase konjugiertem Avidin-Biotin-Komplex fiir 20 min
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Spulen in Trispuffer fur 3 x 5 min

Darstellung der Peroxidase mit DAB fiir 10 min:

1 ml DAB als Stammlésung (5 mg/ 1 ml) + 9 ml Trispuffer + 60 pl H,O,
Spulen in H,O dest. zum Abstoppen der Farbreaktion fur 5 min
Gegenfarbung mit Mayer’s Hamalaun (1:1 in Aqua dest.) fiir 15 Sek
Blauen der Schnitte durch Spilen in flieRendem Wasser flir 5 min
Dehydrieren in aufsteigender Ethanolreihe (siehe Tabelle 8)

Eindeckeln der Schnitte mit Eukitt (Fa. Kindler, Freiburg, Deutschland)

fur 10 Liter mMol

Trizma Base Sigma 60,57 ¢ 50
NaCl 87,09 g 150

HCI 2n bis pH 7,6 ~200 ml

Tabelle 7: Zusammensetzung des Trispuffers fir die Immunhistochemie

(Reagenzien der Fa. Sigma, Dreisenhofen, Deutschland)

Schritt Ethanol Zeit
1 70 % 15 Sek
2 96 % 30 Sek
3 96 % 30 Sek
4 100 % 5 min
5 100 % 5 min
6 Xylol 5 min
7 Xylol 5 min

Tabelle 8: Dehydrieren der Schnitte in der aufsteigenden Ethanolreihe



Material und Methoden 21

3.7  Hamatoxylin-Eosin Farbung

Die histologische Beurteilung der Prostatatumoren beziglich ihrer Differenzierung
(Grading nach Gleason) und die Bestimmung des Karzinomvolumens erfolgten an
H&matoxylin-Eosin gefarbten Schnitten (HE-Farbung). Diese wurde in einem
Farbeautomaten (Varistain, Shandon, Frankfurt, Deutschland) nach einem
Standardprotokoll durchgefiihrt. Die in Xylol entparaffinierten und Uber eine
absteigende Alkoholreihe rehydrierten Schnitte wurden fiir drei Minuten in
Héamatoxylin und nach Spulen in destilliertem Wasser fir ebenfalls drei Minuten in
Eosin inkubiert. Nach Spilung in destilliertem Wasser wurden die Schnitte Gber eine
aufsteigende Alkoholreihe dehydriert, abschlieBend in Xylol gespiilt und mit Eukit
(Kindler, Freiburg, Deutschland) eingedeckelt.

3.8 Kontrollen

Schnitte fur positive und negative Kontrollen wurden gemeinsam mit den zu
untersuchenden Prédparaten mitgefiihrt, um die Zuverlassigkeit der Ergebnisse in jeder
Serie zu sichern. In den vorliegenden MeRreihen dienten in vorherigen Serien als sicher
lektin-positiv ermittelte Schnitte als Positivkontrolle, als Negativkontrolle wurden
Prostataschnitte verwendet, bei denen anstatt des Primarantikorpers oder Lektins der
Verdunnungspuffer TBS hinzugegeben wurde. Da alle verwendeten Prostatakarzinom-
Praparate aus derselben Klinik stammten, sind Einflusse auf die Lektinbindungsstellen
durch verschiedenartige Fixierungs- und Einbettungsmethoden, wie sie zuvor von

Schumacher et al. [1995] beschrieben worden sind, weitestgehend zu vernachlassigen.

3.9  Auswertung der Farbungen, Datenerfassung und Datenbearbeitung

Die histologische Auswertung der einzelnen Prostatatumoren wurde ohne Kenntnis der
klinischen Daten der jeweiligen Patienten durchgefiuhrt. Zur Kontrolle der
Reproduzierbarkeit wurden alle Auswertungen zweimal, unabhéngig voneinander
vorgenommen und die Ergebnisse miteinander verglichen. Kam es zu Abweichungen
zwischen erster und zweiter Beurteilung wurden die fraglichen Praparate von einem
zweiten, unabhangigen Untersucher beurteilt, die Ergebnisse diskutiert und ein Konsens

erzielt. Die lektin- und immunhistochemisch geférbten Schnitte wurden unter einem
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Axioplan Fotomikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) ausgewertet. Zur
Befunddokumentation wurden die Praparate mit einem Farbfilm (Ektachrome 64T,
Kodak, Stuttgart, Deutschland) fotografiert. Die entwickelten Dia-Bilder wurden
gescannt und mittels Bildverarbeitungssoftware (Adobe Photo-Shop) verarbeitet.

Die untersuchten Prostatakarzinome wurden flr jede Lektin- bzw. Antikdérperfarbung
mit negativ bewertet, wenn weniger als 5% der Karzinomzellen eine deutliche
Farbreaktion zeigten. Farbreaktionen des Bindegewebes sowie Anfarbungen von
Blutgefalien, Erythrozyten oder supranukledre Anfarbungen des Golgiapparates wurden
ebenfalls als negativ bewertet. Als positiv gewertet wurden diejenigen Prostatatumoren,
die eine deutliche Farbreaktion von mehr als 5% der malignen Zellen aufwiesen.
Innerhalb der positiv bewerteten Gruppe erfolgte eine Abstufung der Farbintensitat von
schwach (+), Uber mittelgradig (++) bis intensiv (+++). Diese Auswertungskriterien
wurden in Anlehnung an mehrere vorangegangene Arbeiten zur Lektin- und
Immunhistochemie wie zum Beispiel beim kolorektalem Karzinom [Schumacher et al.,
1994], beim Mammakarzinom [Leathem et al., 1985] und beim Melanom [Thies 2002]
gewadhlt.

3.10 Statistische Auswertung

3.10.1 Univariate Analyse

Fur jeden Marker (Lektinbindung bzw. Antigenexpression) wurden Kaplan-Meier
Kurven fur das Patientenalter beim Zeitpunkt der Operation, fiir den praoperativen PSA
Wert, fur das Karzinomvolumen und das Volumen an niedrig differenziertem Tumor
(Gleason 4), fir den Gleason-Score der Biopsie vor Operation sowie den postoperativ
erhobenen Gleason-Score am Prostatektomiepraparat, weiterhin flir das pathologische
Stadium des Prostatektomiepraparates, fir den Lymphknotenstatus und letztlich fiir das
Auftreten von Metastasen erstellt. Die Signifikanz einer Assoziation zwischen
Lektinbindung oder Antigenexpression und den oben genannten Daten wurde mit Hilfe
des Logrank Tests ermittelt. Als statistisch signifikant wurden Werte von P < 0,05
angesehen. Die Kaplan-Meier Analysen und die Logrank Tests wurden mittels Graph
Pad Prism 2.0 (Intuitive Software for Science, San Diego, Kalifornien, USA) auf einem

IBM-kompatiblen Personal Computer erstellt.
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3.10.2 Multivariate Analyse

Die Unabhéngigkeit als prognostischer Marker der aus der univariaten Analyse als
signifikant hervorgegangenen Metastasierungsmarker wurde anschlieend in einem
multivariaten Cox Regressionsmodell zusammen mit dem Tumorstadium als
Indikatorvariable Uberpriuft. Als statistisch signifikant galten Werte von P < 0,05. In
einer weiterfihrenden Analyse wurden die jeweils untersuchten Lektin- und
Antikorperbindungsprofile, das Patientenalter beim Zeitpunkt der Operation, der
préoperative PSA Wert, das Karzinomvolumen, das VVolumen an niedrig differenziertem
Tumor (Gleason 4), der Gleason-Score der Biopsie vor Operation sowie der
postoperativ erhobene Gleason-Score am Prostatektomiepraparat, das pathologische
Stadium des Prostatektomiepraparates sowie der Lymphknotenstatus in ein
multivariates Cox Regressionsmodell aufgenommen und bezglich ihrer prognostischen
Wertigkeit, ihrer Unabhéngigkeit (bezogen auf alle Marker) und ihre Interaktionen
untersucht. Als statistisch signifikant wurden Werte von P < 0,05 angesehen. Diese
Analysen wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Prof. Dr. Jurgen Berger aus dem
Institut flr Medizinische Biometrie und Epidemiologie am Universitatsklinikum

Hamburg-Eppendorf durchgefuhrt.

3.10.3 Korrelation der Metastasierungsmarker

Die Metastasierungsmarker wurden mittels des Spearman Rang-
Korrelationskoeffizienten (Rko) auf eine Korrelation hin untersucht. Diese Analysen
wurden mit dem Programm Graph Pad Prism 2.0 (Intuitive Software for Science, San
Diego, Kalifornien, USA) durchgefiihrt. Als statistisch signifikant wurde ein Wert von
P < 0,05 angesehen.
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4. ERGEBNISSE

4.1  Auswertung des Lektin-Bindungsverhaltens

Lichtmikroskopisch waren die Lektinfarbungen insgesamt eindeutig auszuwerten, da
entweder der Gberwiegende Tumoranteil angefarbt (positiv), oder aber keine Anfarbung
der maligner Zellen zu verzeichnen war (negativ). Hintergrundfarbungen waren bei den
Lektinen LCA und UEA-I deutlicher ausgeprégt als bei den Lektine HPA, a-HPA und
SNA-I, behinderten jedoch auch hier nicht die Beurteilung des Tumors. Die
Negativkontrollen wiesen keine Anfarbung auf. Mitgefiihrte Kontrollschnitte zeigten in

der Regel keine Schwankung der Farbintensitat zwischen verschiedenen Farbeserien.

4.1.1 Biotinyliertes HPA (direkte Methode)

Die HPA (gefarbten Prostatapraparate zeigten ein sehr homogenes HPA-
Bindungsverhalten. Im einzelnen Prostatakarzinom waren die Tumorzellnester entweder
zum Uberwiegenden Teil gefarbt (> 80%) oder sie waren ungefarbt (siehe Abbildung 4).
Die Férbeintensitdt der Tumoranteile innerhalb eines Karzinoms war dabei konstant,
wohingegen zwischen den verschiedenen Préparaten Unterschiede in der Férbeintensitat
von niedrig- (+), mittel- (++) oder hochgradig (+++) verzeichnet wurden. Die
Lektinfarbung von 152 Praparaten mit HPA ergab 34 positiv gefarbte und 118 nicht

geféarbte Karzinome.

Abb. 4: HPA-Farbung an Prostatakarzinomen. Innerhalb eines Tumors zeigte sich die Anfarbung der
malignen Zellen sehr homogen entweder negativ (links) oder positiv (rechts). Im linken Bild
zeigte das Endothel der BlutgefaRe eine positive Farbreaktion (Pfeile), diese Anfarbung konnte
als interne positive Kontrolle dienen.
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Unter den HPA gefarbten Prostatakarzinomen (n=34) trat bei 16 Patienten ein Rezidiv
auf, was 47,06 Prozent des Patientengutes entspricht. Aus dem Patientengut mit nicht
HPA angeféarbten Karzinomen (n=118) erlitten 39 ein Rezidiv, was einem Prozentsatz
von 33,05 % entspricht.

Kaplan-Meier Analyse der Bindung des biotinylierten HPA

Patienten mit HPA gefarbten Prostatakarzinomen hatten tendenziell eine etwas
schlechtere Prognose als Patienten mit nicht HPA gefarbter Karzinomen, was statistisch
jedoch nicht signifikant war. Der Logrank Test fur den Vergleich der Kaplan-Meier
Kurven des biotinylierten HPA zeigte keine signifikanten Unterschiede beziglich des
Rezidivrisikos zwischen Patienten, deren Prostatakarzinome entweder HPA-positiv oder
HPA-negativ waren. Aus den Kaplan-Meier Kurven fir das HPA-Bindungsprofil
gemeinsam mit dem Tumorvolumen als kombinierte Variable ergaben sich durch die
Kombination dieser beiden Variablen keine verbesserten Aussagen Uber das
Metastasierungsrisiko im Vergleich zur Prognose aufgrund des Tumorvolumens allein
(siehe Abbildung 5).

Multivariate Cox Regressionsanalyse der HPA-Bindung
Die multivariate Cox Regressionsanalyse unter Einschluss des HPA-Bindungsstatus und
des Tumorstadiums ergab, dass die Bindung von HPA an Tumorzellen der

Prostatakarzinome nicht mit dem jeweiligen Tumorstadium korreliert.
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Abb. 5: Kaplan-Meier Kurven fir das rezidivfreie Intervall von Patienten mit HPA-positiven (p) und
HPA-negativen (n) primaren Prostatakarzinomen. Anhand des HPA-Bindungsverhaltens war
keine Unterscheidung beziiglich des Rezidivrisikos zwischen den einzelnen Patienten mdglich.
Log Rank 3.55 1 .0595



Ergebnisse 27

4.1.2 Natives HPA (indirekte Methode)

Auch bei der indirekten Farbemethode mittels anti-HPA zeigte sich ein homogenes
Lektinbindungsverhalten. Innerhalb eines Prostatakarzinoms war entweder die Mehrheit
der Tumorzellen gefarbt (> 80%), oder es fand sich keine Anfarbung der Tumorzellen
(< 5%). Die Intensitat der Farbung variierte &hnlich der Anfarbung mit HPA von
schwach (+) Uber mittel (++) bis intensiv (+++). Die Lektinfarbung von 152 Praparaten

mit anti-HPA ergab 99 gefarbte und 53 nicht gefarbte Karzinome.

= B T ket v L

4 B / i} P ) g
e P S Yrel 3 L o 'f."‘?‘u L -t

g o e " g «
X ST 3 Ao : ol 1'. \ "."W -,-'"i -y 1|
2 o e A S o 0 | g 3 P p J P “"lﬁ-;
: A 3y i N\ ! S : AT B
: R g A n "" il ”\}M T, . \
.‘ .p.-‘f . My X et . ‘-‘

- Fi { o e ST R (! = e & - Bl
oA G VRS ARl se, iy
ST N T T OSSO i )
) 1 fa wll 4 , § W F = i
B D G Mot ™ st ® G
e (g e o -‘? O Lo .v-.--"-.h‘\-? o e ¥V . SR

o 3 = o SAF 2 A A ; ¥ R e R
{_h.‘-. : ,"'-'_-?w o ¥ - A ' Y ‘i‘ ﬂ-ﬁ"! :‘ '.‘."' f‘“'” i : 4"’#
~ e i L b bl e LR TR0 -

Abb. 6: Die anti-HPA-Farbung maligner Zellen innerhalb eines Prostatakarzinoms zeigte sich sehr
homogen, entweder negativ (links) oder positiv (rechts). Im linken Bild zeigte das Endothel der
Blutgefdlle eine positive Farbreaktion (Pfeil), diese Anfarbung konnte als interne positive
Kontrolle dienen.

In der Gruppe der anti-HPA gefarbten Prostatakarzinomen (n=99) fand sich bei 32
Patienten ein Rezidiv, was 32,32 Prozent des Patientengutes entspricht. Aus dem
Patientengut mit nicht anti-HPA gefarbten Karzinomen (n=53) erlitten 23 ein Rezidiv,

was einem Prozentsatz von 43,40 % entspricht.

Kaplan-Meier Analyse der Bindung des nativen HPA

Der Logrank Test fur den Vergleich der Kaplan-Meier Kurven des nativen HPA zeigte
keine signifikanten Unterschiede beziiglich des Rezidivrisikos zwischen Patienten,
deren Prostatakarzinome entweder anti-HPA-positiv oder aber anti-HPA-negativ waren.
Aus den Kaplan-Meier Kurven fur das anti-HPA-Bindungsprofil gemeinsam mit dem
Tumorvolumen als kombinierte Variable ergaben sich durch die Kombination dieser
beiden Variablen keine verbesserten Aussagen Uber das Metastasierungsrisiko

gegeniber der Prognose aufgrund der TumorgroRe allein (siehe Abbildung 7).
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Multivariate Cox Regressionsanalyse der anti-HPA-Bindung

Die multivariate Cox Regressionsanalyse unter Einschluss des anti-HPA-
Bindungsstatus und des Tumorstadiums ergab, dass die Bindung von anti-HPA an
Tumorzellen der Prostatakarzinome mit deutlich besseren Gleason-scores am

Prostatektomiepraparat korrelieren.
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Abb. 7: Kaplan-Meier Kurven fir das rezidivfreie Intervall von Patienten mit anti-HP A-positiven (p) und
anti-HPA-negativen ~ (n)  primédren  Prostatakarzinomen.  Anhand des anti-HPA-
Bindungsverhaltens war keine Unterscheidung bezlglich des Rezidivrisikos zwischen den
einzelnen Patienten moglich.

Log Rank 2.32 1 .1280
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4.1.3 SNA-I

Die SNA-I-Farbung der Prostatapraparate zeigte ein ebenso homogenes
Bindungsmuster wie das zuvor beschriebene HPA. Im einzelnen Préparat farbten sich
die Tumorzellnester entweder zum Grofiteil (> 80%) oder aber gar nicht (< 5%) an
(siehe Abbildung 8). Die Féarbeintensitat der Tumoranteile innerhalb eines Karzinoms
war dabei konstant, entweder niedrig- (+), mittel- (++) oder hochgradig (+++). In der

SNA-I-Lektinfarbung von 124 Praparaten fanden sich 90 gefarbte und 34 nicht gefarbte

Karzinome.

Abb. 8: Die SNA-Anfarbung maligner Zellen innerhalb eines Prostatakarzinoms zeigte sich sehr
homogen, entweder negativ (links) oder positiv (rechts).

Unter den SNA-I gefarbten Prostatakarzinomen (n=90) trat bei 30 Patienten ein Rezidiv
auf, was einem Anteil von 33,33 Prozent des Patientengutes entspricht. Aus dem
Patientengut mit nicht SNA-I geférbten Karzinomen (n=34) trat in 17 Fallen ein Rezidiv

auf, was einem Prozentsatz von 50 Prozent entspricht.

Kaplan-Meier Analyse der SNA-I-Bindung

Patienten mit SNA-I gefarbten Prostatakarzinomen hatten tendenziell eine etwas bessere
Prognose als Patienten mit nicht SNA-I gefarbten Karzinomen, was statistisch jedoch
nicht signifikant war. Der Logrank Test fur den Vergleich der Kaplan-Meier Kurven der
SNA-I-Bindung zeigte keine signifikanten Unterschiede beziiglich des Rezidivrisikos
zwischen Patienten, deren Prostatakarzinome entweder SNA-I-positiv oder aber SNA-
I-negativ waren. Aus den Kaplan-Meier Kurven fir das SNA-I-Bindungsprofil
gemeinsam mit dem Tumorvolumen als kombinierte Variable ergaben sich durch die

Kombination dieser beiden Variablen keine verbesserten Aussagen Uber das
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Metastasierungsrisiko im Vergleich zur Prognose aufgrund des Tumorvolumens allein
(siehe Abbildung 9).

Multivariate Cox Regressionsanalyse der SNA-I-Bindung

Die multivariate Cox Regressionsanalyse unter Einschluss des SNA-I-Bindungsstatus
und des Tumorstadiums ergab, dass die Bindung von SNA-I an Tumorzellen der
Prostatakarzinome mit deutlich besseren Gleason-scores am Prostatektomiepraparat

assoziiert sind.
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Abb. 9: Kaplan-Meier Kurven fir das rezidivfreie Intervall von Patienten mit SNA-I gefarbten (p) und
SNA-I ungefarbten (n) Prostatakarzinomen. Anhand des SNA-I-Bindungsmusters war keine
Differenzierung beziiglich des Rezidivrisikos zwischen den einzelnen Patienten moglich.

Log Rank 3.29 1 .0698
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414 LCA

Die LCA-Farbung der Prostatapraparate zeigte ein ebenso homogenes Bindungsmuster
wie die zuvor beschriebenen Lektine. Im einzelnen Prdparat féarbten sich die
Tumorzellnester entweder zum Groldteil (> 80%) oder aber gar nicht (< 5%) an (siehe
Abbildung 10). Die Farbeintensitat der Tumoranteile innerhalb eines Karzinoms war
dabei konstant, entweder niedrig- (+), mittel- (++) oder hochgradig (+++). In der LCA-

Lektinfarbung von 124 Préparaten fanden sich 71 gefarbte und 53 nicht gefarbte

Karzinome.

Abb. 10: LCA-Farbung an Prostatakarzinomen. Innerhalb eines Tumors war die Anfarbung der
malignen Zellen sehr homogen, entweder negativ (links) oder positiv (rechts). Das umgebende
Bindegewebe zeigte regelhaft eine positive Farbreaktion (Sterne).

Unter den LCA geférbten Prostatakarzinomen (n=71) trat bei 24 Patienten ein Rezidiv
auf, was 33,80 Prozent des Patientengutes entspricht. Aus der Gruppe mit nicht LCA
gefarbten Karzinomen (n=53) erlitten 23 ein Rezidiv, was einem Anteil von 43,40

Prozent entspricht.

Kaplan-Meier Analyse der LCA-Bindung

Der Logrank Test fir den Vergleich der Kaplan-Meier Kurven des LCA zeigte keine
signifikanten Unterschiede beziiglich des Rezidivrisikos zwischen Patienten, deren
Prostatakarzinome entweder LCA-positiv oder aber LCA-negativ waren. Aus den
Kaplan-Meier Kurven fur das LCA-Bindungsprofil gemeinsam mit dem Tumorvolumen
als kombinierte Variable ergaben sich durch die Kombination dieser beiden Variablen
keine verbesserten Aussagen Uber das Metastasierungsrisiko im Vergleich zur Prognose

aufgrund des Tumorvolumens allein (siehe Abbildung 11).
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Multivariate Cox Regressionsanalyse der LCA-Bindung
Die multivariate Cox Regressionsanalyse unter Einschluss des LCA-Bindungsstatus und
des Tumorstadiums ergab, dass die Bindung von LCA an Tumorzellen der

Prostatakarzinome nicht in Korrelation zum Tumorstadium steht.
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Abb. 11: Kaplan-Meier Kurven fiir das rezidivfreie Intervall von Patienten mit LCA-positiven (p) und
LCA-negativen (n) priméren Prostatakarzinomen. Anhand des LCA-Bindungsverhaltens war
keine Unterscheidung beziiglich des Rezidivrisikos zwischen den einzelnen Patienten mdglich.
Log Rank 1.01 1 .3156
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415 UEA-I

Die UEA-I-Farbung der Prostatapraparate zeigte ein ebenso homogenes
Bindungsmuster wie all die zuvor beschriebenen Lektine. Im einzelnen Praparat farbten
sich die Tumorzellnester entweder zum Grof3teil (> 80%) oder aber gar nicht (< 5%) an
(siehe Abbildung 12). Die Férbeintensitdt der Tumoranteile innerhalb eines jeden
Karzinoms war dabei homogen, entweder niedrig- (+), mittel- (++) oder hochgradig

(+++). In der UEA-I-Farbung von 124 Praparaten fanden sich 44 positiv gefarbte und

80 nicht angefarbte Karzinome.

Abb. 12: UEA-I-Farbung. Innerhalb der Prostatakarzinome zeigte sich die Anfarbung der malignen
Zellen sehr homogen entweder negativ (links) oder positiv (rechts). Im linken Bild zeigte das
Endothel der Blutgefale sowie die sich darin befindenden Erythrozyten eine positive
Farbreaktion (Pfeile).

Unter den UEA-I gefarbten Prostatakarzinomen (n=44) trat bei 15 Patienten ein Rezidiv
auf, was 34,09 Prozent des Patientengutes entspricht. Aus dem Patientengut mit nicht
UEA-| gefarbten Karzinomen (n=80) erlitten 32 Patienten ein Rezidiv, was einem

Prozentsatz von 40 % entspricht.

Kaplan-Meier Analyse der UEA-I-Bindung

Der Logrank Test fir den Vergleich der Kaplan-Meier Kurven des UEA-I zeigte keine
signifikanten Unterschiede bezliglich des Rezidivrisikos zwischen Patienten, deren
Prostatakarzinome entweder UEA-I gefarbt oder aber nicht UEA-I gefarbt waren. Aus
den Kaplan-Meier Kurven des UEA-I-Bindungsprofils gemeinsam mit dem
Tumorvolumen als kombinierte Variable ergaben sich durch die Kombination dieser
beiden Variablen keine verbesserten Aussagen (ber das Metastasierungsrisiko im

Vergleich zur Prognose aufgrund des Tumorvolumens allein (siehe Abbildung 13).
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Multivariate Cox Regressionsanalyse der UEA-I-Bindung
Die multivariate Cox Regressionsanalyse unter Einschluss des UEA-I-Bindungsstatus
und des Tumorstadiums ergab, dass die Bindung von UEA-I an Tumorzellen der

Prostatakarzinome nicht mit dem jeweiligen Tumorstadium assoziiert ist.
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Abb. 13: Kaplan-Meier Kurven fiir das rezidivfreie Intervall von Patienten mit UEA-1-positiven (p) und
UEA-I-negativen (n) primaren Prostatakarzinomen. Anhand des UEA-I-Bindungsverhaltens
war keine Unterscheidung beziiglich des Rezidivrisikos zwischen den einzelnen Patienten
maglich.

Log Rank .09 1 .7614
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4.2. Auswertung des Bindungsverhaltens des Antikérpers 4D1/C2

Auch die lichtmikroskopische Auswertung des Bindungsverhaltens des Antikorpers
4D1/C2 war insgesamt eindeutig zu treffen. Die Tumoranteile farbten sich entweder zu
tber 80% (als positiv gewertet), oder aber zu weniger als 5% (als negativ gewertet) an
(siehe Abbildung 14). Die Intensitat der Anfarbung von Tumoranteilen innerhalb eines
jeden Karzinoms war dabei homogen, entweder niedrig- (+), mittel- (++) oder
hochgradig (+++). Die Negativkontrollen wiesen keine Anférbung auf. Mitgefuhrte
Kontrollschnitte zeigten in der Regel keine Schwankung der Farbintensitat zwischen
verschiedenen Férbeserien. In der 4D1/C2-Farbung von 152 Praparaten fanden sich 41

positiv geféarbte und 111 nicht angefarbte Karzinome.

Abb. 14: CEACAM1-Farbung an Prostatakarzinomen. Innerhalb eines Tumors zeigte sich die 4D1/C2-
Antikorper-Markierung der malignen Zellen sehr homogen entweder negativ (links) oder
positiv (rechts). Im linken Bild zeigte das Endothel der Blutgefalie eine positive Farbreaktion
(Pfeil), diese Anfarbung konnte als interne positive Kontrolle dienen.

Innerhalb der 4D1/C2-positiv markierten Prostatakarzinome (n=41) trat bei 8 Patienten
ein Rezidiv auf. Dies entspricht einem Prozentsatz von 19,51 % des Patientengutes. Aus
dem Patientengut mit nicht 4D1/C2 geférbten Karzinomen (n=111) erlitten 47 ein

Rezidiv, was einem Prozentsatz von 42,34 % entspricht.

Kaplan-Meier Analyse der 4D1/C2-Bindung

Patienten mit 4D1/C2-positiv markierten Prostatakarzinomen hatten tendenziell eine
etwas bessere Prognose als Patienten mit nicht 4D1/C2 markierten Karzinomen, was
statistisch jedoch nicht signifikant war. Der Logrank Test fiir den Vergleich der Kaplan-
Meier Kurven des Antikorpers 4D1/C2 zeigte keine signifikanten Unterschiede

bezuglich des Rezidivrisikos zwischen Patienten, deren Prostatakarzinome entweder
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4D1/C2-positiv oder aber nicht 4D1/C2 markiert waren. Aus den Kaplan-Meier Kurven
fir das 4D1/C2-Bindungsprofil gemeinsam mit dem Tumorvolumen als kombinierte
Variable ergaben sich durch die Kombination dieser beiden Variablen keine
verbesserten Aussagen Uber das Metastasierungsrisiko im Vergleich zur Prognose

aufgrund des Tumorvolumens allein (siehe Abbildung 15).

Multivariate Cox Regressionsanalyse der 4D1/C2-Bindung
Die multivariate Cox Regressionsanalyse unter Einschluss des 4D1/C2-Bindungsstatus
und des Tumorstadiums ergab, dass die Bindung von 4D1/C2 an Tumorzellen der

Prostatakarzinome nicht mit dem jeweiligen Tumorstadium assoziiert ist.
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S. DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit wurde unternommen, um mdgliche neue Marker zur
Abschéatzung der Prognose beim Prostatakarzinom zu identifizieren, da aussagekraftige
und konsensfahige histochemische Marker zur Prognose beim Prostatakarzinom fehlen.
Momentan stellt das Grading-System nach Gleason das gebrauchlichste Grading-
System dar. Weitere prognostische Gradingmethoden wie zum Beispiel die
Bestimmung des Tumorvolumens, DNA-Zytometrie oder Neoangiogenese werfen
hingegen noch immer Streitigkeiten im Konsens auf, da sie sich als schwer
reproduzierbar herausgestellt haben und mit einer hohen inter- und intra-observer-
Fehlerrate behaftet sind. Daher ist es wichtig, neue Marker mit hoher diagnostischer
Signifikanz zu identifizieren, die zukinftig einen mdoglichen therapeutischen Ansatz

erlauben.

5.1  Bedeutung des Lektinbindungsverhaltens

Untersuchungen von Geweben auf vorhandene Saccharidstrukturen durch
zuckerbindende Proteine, sogenannte Lektine, die per definitionem keine enzymatische
Aktivitat besitzen und keine Antikorper sind, verheien moéglichen diagnostischen und
therapeutischen Nutzen und sind bereits bei einer Reihe anderer Tumoren erfolgreich
angewendet worden.

Die vorliegenden Untersuchungen zum Bindungsverhalten bestimmter Lektine wurden
durchgefiihrt, um einen moglichen Zusammenhang zwischen dem Bindungsverhalten
der Lektine an Prostatakarzinomzellen und dem Metastasierungsverhalten der
jeweiligen Prostatakarzinome aufzuzeigen. Durch lektinhistochemische
Untersuchungen anderer Tumoren konnte bereits gezeigt werden, dass positive
Korrelationen zwischen dem Lektinbindungsverhalten und dem
Metastasierungsverhalten und damit der Prognose verschiedener Tumoren bestehen. So
zum Beispiel ist HPA mit seiner N-Acetylgalaktosamin-Spezifitat ein sehr nitzlicher
prognostischer Indikator beim Kolonkarzinom [Schumacher et al., 1994], darlber
hinaus beim Mammakarzinom [Leathem und Brooks 1987, Brooks und Leathem 1991]
sowie auch beim Magenkarzinom [Kakeji et al., 1991]. Fiur PHA-L, welches eine

Bindungsspezifitat fir R1-6-Oligosaccaride aufweist, konnte eine positive Korrelation
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zwischen der Lektinbindung und dem Metastasierungsverhalten beim Kolon- und
Mammakarzinom aufgezeigt werden [Fernandes et al., 1991].

In bereits vorausgegangenen Untersuchungen zum Lektinbindungsverhalten des
Prostatakarzinoms konnte gezeigt werden, das Patienten mit positiver HPA-Expression
eine hohere Metastasierungsrate und damit eine schlechtere Prognose haben als
Patienten mit negativer HPA-Expression [Shiraishi et al., 1992].

Die Gruppe um Shiraishi untersuchte in der 1992 veréffentlichten Studie allerdings eine
deutlich geringere Fallzahl von Prostatakarzinompatienten als in der hier vorliegenden
Arbeit untersucht wurde. Darlber hinaus begriindet nicht allein nur die gréf3ere Fallzahl,
sondern auch der umfangreiche und gut dokumentierte Nachbeobachtungszeitraum
beziglich des Patientenalters, des PSA-Wertes, des Karzinomvolumens, des Gleason-
Scores, des Lymphknotenstatus sowie des Auftretens von Metastasen eine stdrkere
Aussagekraft der hier vorliegenden Arbeit.

So wurde die jeweilige Expression (high oder low) der finf verwendeten Lektine mit
dem Alter der Patienten beim Zeitpunkt der Operation, dem préoperativem PSA Wert,
dem Karzinomvolumen, dem Volumen an niedrig differenziertem Tumor (Gleason 4),
dem Gleason-Score der Biopsie vor Operation, dem postoperativem Gleason-Score am
Prostatektomieprédparat, dem pathologischem Stadium des Prostatektomiepréaparates,
dem Lymphknotenstatus sowie dem Auftreten von Metastasen verglichen. Die meisten
dieser Korrelationen waren nicht signifikant.

Patienten mit HPA positiv geféarbten Prostatakarzinomen hatten tendenziell eine etwas
schlechtere Prognose als Patienten mit nicht HPA geféarbten Karzinomen.

Patienten mit SNA-I positiv gefarbten Prostatakarzinomen hingegen hatten tendenziell
eine etwas bessere Prognose als Patienten mit nicht SNA-I gefarbten Karzinomen.
Diese Feststellung zeigte jedoch keine statistische Signifikanz in den Kaplan-Meier-
Kurven. Die multivariate Cox Regressionsanalyse unter Einschluss des Lektin-
Bindungsstatus und des Tumorstadiums zeigte, dass die Bindung von anti-HPA sowie
die Bindung von SNA-I an Tumorzellen der Prostatakarzinome mit deutlich besseren
Gleason-scores am Prostatektomiepraparat korrelieren.

Eine zuverldssige Abschédtzung des Metastasierungsrisikos eines Prostatakarzinoms
anhand seiner positiven oder negativen Lektinbindung (bezogen auf die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Lektine) ist also nicht méglich. Durch diese Resultate

konnte gezeigt werden, dass die lektinbindenden Glykostrukturen vom Kolon- und
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Mammakarzinom sich von denen des Prostatakarzinoms unterscheiden. Diese
Ergebnisse machen  wiederholt  die  feinen Unterschiede in der
Kohlenhydratzusammensetzung der Glykokalyx verschiedener Tumoren, welche bei
Zell-zu-Zell-Interaktionen und damit unter Umstanden beim Metastasierungsverhalten

eine funktionelle Rolle spielen, deutlich.

5.2  Bedeutung des Zelladhdsionsmolekiils CEACAML1

Durch immunhistochemische Untersuchungen anderer Tumoren im Hinblick auf die
Expression des Zelladhdsionsmolekiils CEACAML1 konnte bereits gezeigt werden, dass
positive Korrelationen zwischen einer Expression und dem Metastasierungsverhalten
und damit der Prognose verschiedener Tumoren bestehen. So zum Beispiel ist die
CEACAML1-Expression ein sehr nitzlicher prognostischer Indikator beim malignen
Melanom. Bei dieser Entitdt konnte gezeigt werden, dass die Expression des Zell-
Adhésions-Molekils CEACAM1 auf dem Primar-Tumor in enger Verbindung mit einer
spateren Entwicklung von Metastasen steht. Diese Erkenntnis deutet auf die
moglicherweise bedeutsame Rolle von CEACAML1 bei der Entstehung von Metastasen
[Thies et al., 2002]. Auch beim Adenokarzinom der Lunge konnte gezeigt werden, dass
die Expression von CEACAML einen unabh&ngigen prognostischen Faktor innerhalb
des Patientengutes darstellt und damit eine Unterscheidung der Patienten mit
Lungentumoren in je eine Hoch-Risiko-Gruppe und eine Niedrig-Risiko-Gruppe
ermoglicht [Laack et al., 2002].

In der vorliegenden Untersuchung wurde das CEACAM1 mit dem monoklonalen
Antikorper 4D1/C2 nachgewiesen, welcher auch in den Untersuchungen von Thies et al.
[2002] und Laack et al. [2002] verwendet wurde; zudem wurde das gleiche
Nachweisverfahren wie in den beiden zitierten Untersuchungen angewandt. Somit
konnen methodisch bedingte Unterschiede als Ursache fur die von der vorliegenden
Untersuchung abweichenden Ergebnissen weitestgehend ausgeschlossen werden. In der
vorliegenden Untersuchung hatten Patienten mit 4D1/C2-positiv.  markierten
Prostatakarzinomen tendenziell eine etwas bessere Prognose als Patienten mit nicht
4D1/C2 markierten Karzinomen, was statistisch jedoch nicht relevant war. Damit gilt
fir die CEACAML1 Expression die gleiche Schlussfolgerung wie fiir die Ergebnisse der

Lektinhistochemie, namlich dass die bei anderen Tumorentititen erfolgreich
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angewendeten Marker nicht auf das Prostatakarzinom zu Ubertragen sind. Klinisch
aussagekraftige  prognostische Marker fir das biologische Verhalten des

Prostatakarzinoms zu finden bleibt weiterhin eine Herausforderung.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die GroRe und das Stadium des Primartumors gelten beim Prostatakarzinom derzeit als
die zuverlassigsten Indikatoren fiir eine Metastasierung. Aus diesen beiden Kriterien
lassen sich jedoch nicht die weiterfiihrenden Mechanismen der Metastasierung ableiten.
Da durch Untersuchungen anderer Tumorentitidten bekannt ist, dass Kohlehydratreste
der Glykokalyx maligner Zellen eine wichtige funktionelle Rolle bei der Metastasierung
spielen, wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene Glykane des
Prostatakarzinoms auf ihre prognostische Wertigkeit hin untersucht.

Terminale Kohlehydrate des priméren Prostatakarzinoms wurden an 152 Préparaten
durch das Bindungsprofil der Lektine HPA mit zwei verschiedenen Methoden und an
124 Préparaten durch das Bindungsprofil der Lektine SNA-I, LCA und UEA-I mit
jeweils unterschiedlicher Kohlehydratspezifitat charakterisiert. Darliber hinaus wurde
an 152 Praparaten das Bindungsprofil des Antikorpers 4D1/C2, der sich an das
glykosylierte Zelladh&sionsmolekil CEACAML1 bindet, untersucht. Die so ermittelten
Bindungseigenschaften wurden mit den klinischen Daten der Prostatakarzinompatienten
uber einen Nachbeobachtungszeitraum von bis zu 10 Jahren korreliert.

Kaplan-Meier Kurven fur das rezidivfreie Intervall zeigten weder fur die verwendeten
Lektine noch fiir den Antikorper signifikante Assoziationen zur Metastasierung.

Diese Erkenntnisse verweisen auf grundlegende Unterschiede in der Rolle von
Kohlenhydraten der Glykokalyx der Prostatakarzinomzellen und derer von anderen
Tumorentitaten. Wahrend bei Mamma- und Kolonkarzinom, beim Adenokarzinom der
Lunge und beim malignen Melanom Kohlenhydratreste der Tumorzellen einen
prognostischen Marker darstellen, war diese beim Prostatakarzinom nicht der Fall. Das
Prostatakarzinom verhéalt sich in Bezug auf die hier untersuchten Marker - wie
allerdings bei vielen anderen Markern auch - anders als eine Vielzahl anderer

Tumorentitaten. Die Suche nach neuen Markern muss also weiterhin fortgesetzt werden.
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