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1 Einleitung

1.1 Das Adenokarzinom der Prostata

1.1.1 Epidemiologie

Das Adenokarzinom der Prostata ist die haufigste bosartige Erkrankung bei Méannern in
Deutschland. Sechsundzwanzig % aller neu diagnostizierten Malignome fallen darunter und
10% aller Krebssterbefille sind dadurch verursacht.® Laut Robert-Koch-Institut und der
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister erkrankten im Jahr 2006 in Deutschland
60 120 Méanner an einem Prostatakarzinom, fiir 2010 war ein Anstieg auf 64 370 prognos-
tiziert.! Die Diagnosehiufigkeit der jihrlich neu aufgetretenen Prostatakrebserkrankungen
ist seit 1980 kontinuierlich (insgesamt um iiber 200%) gestiegen,' zum einen Folge der de-
mographischen Entwicklung, zum anderen auf verbesserte Fritherkennungsmafinahmen und
elektive Diagnostik zuriickzufiithren. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate, die zwischen 1984
und 1998 noch bei 82% lag, hat sich in den letzten Jahren deutlich erhéht und erreicht Werte
um die 90%.! Hier darf man ebenfalls einen Effekt der Fritherkennungsmafnahmen unter-
stellen, da sich die Sterberate (Todesfille pro 100 000 Patienten) in den letzten 30 Jahren
kaum oder nur geringfiigig veréindert hat. Im Jahre 2006 starben in Deutschland 11 577
Patienten an den Folgen eines Prostatakarzinoms.! Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei
etwa 69 Jahren und entspricht ungefdhr dem fiir Krebserkrankungen insgesamt, wobei die

Krankheit bei den meisten Betroffenen nicht vor dem 50. Lebensjahr auftritt.!
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1.1.2 Stadieneinteilung und Klassifikation

In der Klinik findet die Stadieneinteilung nach der TNM-Klassifikation? Anwendung. T steht
dabei fiir die Tumorgréfe und -ausbreitung, Begrenzung des Tumors auf die Prostata oder
Befall von Nachbarstrukturen, und wird in der Regel mittels digital-rektalem Tastbefund
und transrektalem Ultraschall ermittelt. N gibt Auskunft iiber regionidre Lymphknotenme-
tastasen und M iiber Fernmetastasen, beispielsweise in nichtregionidre Lymphknoten oder
Knochen. Die Stadien TINOMO und T2NOMO werden als ,,lokal begrenztes Prostatakarzi-
nom“ und die Stadien T3NOMO und T4NOMO als ,,lokal fortgeschrittenes Prostatakarzinom®
zusammengefasst. Sofern also weder Lymphknoten- noch Fernmetastasen vorhanden sind,
befindet sich die Krankheit im ,lokalen Stadium®. Jeder Tumor mit Lymphknoten- (N1)
und/oder Fernmetastasen (M1) wird dagegen als ,fortgeschrittenes bzw. metastasiertes

Prostatakarzinom“ bezeichnet.

Histopathologisch handelt es sich bei malignen Prozessen der Prostata in iiber 95%
der Fille um Adenokarzinome. Meist ist ein Nebeneinander verschiedener Wachstumsfor-
men (gut, mittelgradig oder schlecht differenziert; glandulér, kribriform oder solide) zu
finden, wobei die Einteilung beim histopathologischen Grading nach Sommerkamp und
Bocking® dem am wenigsten differenzierten Anteil folgt: G1 bezeichnet ein gut differenzier-
tes, noch sehr gewebeidhnliches Tumorwachstum, G2 ein mittelgradig differenziertes und
G3 ein schlecht differenziertes Tumorwachstum, das kaum mehr Ahnlichkeiten zum ur-
spriinglichen Gewebe hat. Analog dazu hat sich international der Gleason-Score*® durch-
gesetzt, wobei jeweils das am haufigsten und am zweithdufigsten vorkommende glandulére
Wachstumsmuster mit Punkten von 1 (gut differenziert) bis 5 (schlecht differenziert) be-
wertet und die Summe der Zahlenwerte, z.B. 24+2=4, gebildet wird. Es entsprechen die
Scores von 2 bis 4 Grad 1, von 5 bis 7a (34+4) Grad 2 und von 7b (4+43) bis 10 Grad 3. Das

histopathologische Grading ist wichtig fiir Therapie und Prognose des Prostatakarzinoms.
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1.1.3 Diagnose und Therapie

Die Deutsche Gesellschaft fiir Urologie gibt Leitlinien mit evidenzbasierten Empfehlungen
zur Fritherkennung, Diagnose und Therapie der verschiedenen Stadien des Prostatakarzi-

noms heraus,® auf die sich der folgende Abschnitt hauptsichlich bezieht.

Die Primérdiagnostik des Prostatakarzinoms umfasst die digital-rektale Untersuchung
(DRU) und den transrektalen Ultraschall. Bei Verdacht auf einen malignen Prozess in
der Prostata wird eine Stanzbiopsie mit folgender anatomisch-pathologischer Begutach-
tung durchgefiihrt. Die Bestimmung des prostata-spezifischen Antigens PSA ist nicht stan-
dardméfig vorgesehen, kann aber bei Verdacht auf einen malignen Prozess zur Therapie-
planung und -kontrolle erfolgen.® Das Staging erfolgt risikoadaptiert, d.h. das Karzinom
wird nach bestimmten Kriterien in eine Risikogruppe eingeordnet, woran sich das weitere
Vorgehen orientiert. So kann eine Skelettszintigraphie zur Detektion von Knochenmetasta-

sen angezeigt sein oder eine MRT zur Bewertung der Lymphknotenstationen.®

Die Therapie des Prostatakarzinoms beinhaltet je nach Risikoprofil des Tumors grund-
séitzlich verschiedene Konzepte. Sogenanntes ,, Watchful Waiting*, also Zuwarten ohne In-
tervention, kommt bei Patienten mit eingeschrinkter Lebenserwartung durch hoheres Al-
ter oder das Vorhandensein von Komorbiditédt infrage. Die ,, Active-Surveillance“-Strategie
soll unter genauer Uberwachung des Krankheitsverlaufes die rechtzeitige Einleitung einer
kurativen Behandlung moglichst lange aufschieben. Die kurative Therapie des Prostatakar-
zinoms ist grundsétzlich nur im lokalen Stadium moglich, bei metastasierten Tumoren wird

palliativ behandelt.®

Das operative Standardverfahren bei lokal begrenztem (Stadium T1 und T2) und lo-
kal fortgeschrittenem (T3 und T4) Prostatakarzinom ist die radikale Prostatektomie, bei
der mit der Prostata auch die Samenbldschen und teilweise die drainierenden Lymphkno-

ten entfernt werden.® Zusitzlich zu den bekannten Operations- und Narkoserisiken wie
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Blutung oder Verletzung umliegender Organe kénnen weitere unerwiinschte Folgeerschei-
nungen auftreten. Durch operationsbedingte Nervenldsionen tritt in ca. 75% der Félle eine
erektile Dysfunktion auf.” Ferner bilden sich in 5-20% der Fille Lymphozelen, die durch
Kompression venoser Gefiafie das Thromboserisiko erhohen, in 5-10% der Fille kommt es

zu Stressinkontinenz und in 3-5% der Fille bilden sich Anastomosenstrikturen.”

Die perkutane Radiotherapie mittels Linearbeschleuniger mit Strahlendosen von durch-
schnittlich 70 bis 72 Gy wird ebenfalls als Primértherapie bei lokalem Stadium angewendet.®
Radiotherapie wird auch bei fortgeschrittenem bzw. metastasierendem Prostatakarzinom
oder Tumorrezidiven eingesetzt, um das Fortschreiten der Krankheit einzuddmmen und
Symptome zu lindern. Besonders bei Knochenmetastasen lédsst sich dadurch eine Verbes-
serung der Lebensqualitét erreichen. Durch die hohe Strahlenbelastung kommt es jedoch
héufig zu Nebenwirkungen wie beispielsweise Verdauungsstorungen und Diarrhoen. Die
erektile Dysfunktion durch strahlenbedingte Nervenlidsionen stellt ein mit 40-70% haufig
auftretendes Problem dar. Seltener kommt es als Folge der Bestrahlung zu bleibenden
Schidigungen des Urogenitaltraktes (Strahlenzystitis 3-5%) und des Gastrointestinaltraktes
(Proktitis 1-3%) sowie zu Dysfunktion der Sphinkteren.” Eine Moglichkeit der Verringerung
der systemischen Strahlenbelastung stellt die Brachytherapie dar, bei der niederenergetische
radioaktive '*Tod- oder '“*Palladium-Partikel (sogenannte Seeds) gewebenah oder direkt

in die Prostata appliziert werden.

Weitere Behandlungsmdoglichkeiten bestehen in der antiandrogenen Therapie (operative
Orchiektomie, medikamentése Behandlung mit Ostrogenen oder LHRH-Blockade, periphere
Androgenblockade und 5-Alpha-Reduktase-Hemmer) und der Chemotherapie.® Durch an-
tiandrogene Hormontherapie bei testosteronabhédngigen Karzinomen kann der Krankheits-
verlauf verlangsamt werden. Da im Laufe der Zeit jedoch eine Hormonresistenz auftritt,
wird diese Therapie nur in Verbindung mit anderen Methoden eingesetzt. Als Nebenwir-

kungen sind hierbei wiederum erektile Dysfunktion und verringerte Libido zu nennen. Die
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Chemotherapie mit Zytostatika (u.a. Docetaxel) ist wegen ihrer Nebenwirkungen eine oft
erst im spaten Behandlungsverlauf bei metastasierenden Tumoren eingesetzte Moglichkeit

der (palliativen) Prostatakarzinombehandlung. "8

Insgesamt ist die Aussicht auf Heilung durch Anwendung einer oder mehrerer kombinier-
ter Therapieformen bei lokal begrenzten Tumoren mit ca. 90% relativ gut. Karzinome, die
benachbartes Gewebe infiltrieren, haben im Gegensatz dazu nur eine Heilungsquote von
ca. 50%.Y Bei metastasierter Erkrankung besteht keine kurative Option mehr, allerdings
stirbt ein nicht unerheblicher Teil der Patienten mit metastasiertem Prostatakarzinom ei-

nes nattirlichen Todes.

1.2 Neoangiogenese - Neubildung von BlutgefiBen

Als Angiogenese wird ganz allgemein die Bildung von Blutgefidflen bezeichnet. Man un-
terscheidet zwischen zwei grundsitzlich verschiedenen Gefifibildungsmechanismen.!® Die
Vaskulogenese beschreibt die Neubildung von Gefidflen aus endothelialen Vorlduferzellen
bei der Ausbildung des Gefiaflsystems in der Embryonalzeit. Die Neoangiogenese bezeichnet
die Bildung von Gefédflen aus bereits vorhandenen Geféastrukturen im adulten Organismus
und spielt sich insbesondere bei Entziindungsvorgéingen, Prozessen der Wundheilung und
im weiblichen Reproduktionszyklus ab, kommt ansonsten jedoch physiologischerweise nur
sehr selten vor. Vielmehr ist die Neoangiogenese ein Merkmal verschiedener pathologischer
Vorgéange, wie der altersbedingten Maculadegeneration, Psoriasis, rheumatoider Arthritis
und malignen Tumoren.!! Besonders maligne Neoplasien sind auf ein eigenes, sich besténdig
erweiterndes Gefdafinetz angewiesen, um ab einer bestimmten Grofle ihr Wachstum aufrecht
zu erhalten.'? Die Tumorgefie imponieren dabei durch ungeordnetes, gewundenes Wachs-
tum und Uneinheitlichkeit in Durchmesser und Wanddicke, intervaskulére Verbindungen
(Shunts) und diskontinuierliche oder fehlende Basalmembranen.'®'* Tm Rahmen der Neo-

angiogenesevorgéinge werden bestimmte Markerproteine gebildet, welche sich eignen, die
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neugebildeten Geféfle gezielt zu erkennen.

Auf der Suche nach neuen Therapieformen gegen maligne Krebserkrankungen konzen-
triert man sich auf Wirkstoffe, die gezielt tumorspezifische Strukturen - und hier bieten
sich Neoangiogenese-assoziierte Markermolekiile an - angreifen und somit theoretisch keine
Nebenwirkungen auf andere (proliferierende) Zellen haben.!®1® Zusitzlich zur Verringe-
rung der systemischen Wirkungen sprechen folgende Vorteile fiir diesen Ansatz: Erstens
sind Gefaflendothelzellen und die Extrazelluldrmatrix neu gebildeter Blutgeféfie im Tu-
morgewebe im Gegensatz zu den Tumorzellen selbst gut iiber den Blutweg erreichbar und
zweitens werden sie von normalen Zellen (im Gegensatz zu Tumorzellen) exprimiert, sind ge-
netisch stabil und bilden somit weniger Resistenzmechanismen gegeniiber Tumortherapien
aus.!” Mithilfe von spezifischen Antikérpern, die gegen Neoangiogenese-assoziierte Marker-
molekiile gerichtet sind, konnten nun Anti-Tumor-Wirkstoffe direkt zum Tumor gebracht
werden und dort entweder die Durchblutung des Tumorgewebes und damit die Erndhrungs-
grundlage der Tumorzellen storen oder die Tumorzellen direkt angreifen. Da sich die an-
giogenetischen Markermolekiile nicht auf den Tumorzellen selbst, sondern auf tumornahen
gesunden Zellen befinden, wird der Aufbau eines Selektionsdruckes gegen die Tumorzellen
und somit ein im Laufe der Behandlung mit den entsprechenden Antikérpern auftretender

Antigenverlust vermieden.

1.3 ED-B: Die Extradomane B des Fibronektins

1.3.1 Marker der Neoangiogenese

Die Extradoméne B (ED-B) des Fibronektins ist neben dem VEGF-/VEGF-Rezeptor-
Komplex, den Integrinen aV32 und aV(35, Endoglin CD105, CD44 u.a. ein wichtiges
Element der extrazellularen Matrix neugebildeter Gefafistrukturen und stellt somit einen
Marker der Neoangiogenese dar.!® ED-B wird durch alternatives Spleifien in Fibronektin

eingebaut. Das entstandene ED-B-Fibronektin (ED-B-FN) ist mit angiogeneseaktiven Pro-

10
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zessen wie Entziindung und Wundheilung und dem weiblichen Reproduktionszyklus asso-
ziiert.1® Zardi et al.?® beschrieben 1987 erstmals die 91 Aminosduren lange Extradomine
B des Fibronektins. Die Struktur des ED-B wurde 1999 von Fattorusso et al.?* mit Hil-
fe von NMR-Spektroskopie beschrieben. Sie unterscheidet sich génzlich von den anderen
Unterstrukturen des Fibronektins und weist verschiedene Sequenz-Muster auf, die sich zur
Targetierung eignen. Aulerdem scheint die Extradoméne B mafigeblich an der Struktur des
Fibronektins als Ganzes beteiligt zu sein. Abbildung 1.1 zeigt das ED-B-Fibronektin mit

den sich wiederholenden Modulen Typ I, IT und IIT und den Extradoménen A und B.

Cryptic binding site of BC-1

ann Blndlng site of scFy L19
"“F[l[lﬂl][l[l“l] IRRRERE I l R A0E R SRRl
SS
Ry
Malm: assembly Coliagen e“s Hepaln Fibrin
S. Aureus Gelatne Heparin DINA,
Heparin DNA Chondroitin sulfde
DiNA 3
Fbrin Matrix assembly
[l Type | module I Extradomain B
. Type Il module A Extradomain A

D Type Il module

Abbildung 1.1: Strukturmodell des humanen ED-B-Fibronektins. Das ED-B-FN ist aus drei
sich wiederholenden Modulen aufgebaut (Typ I, Typ II, Typ III). ED-A,
ED-B und ITICS koénnen durch alternatives Spleiflen eingebaut werden. Ab-
bildung aus Menrad und Menssen 2005.%7

1.3.2 Expression im Tumorgewebe

122

Im Jahre 1996 wiesen Pujuguet et al.** erstmals die Expression von ED-B in Kolorektalkar-

zinomen nach. In den folgenden Jahren wurde ED-B auch in Tumorbiopsaten von Patienten

11
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23 6

mit Hauttumoren,?® im Mammakarzinom,?* intrakraniellem Meningeom,? Glioblastom,?
HNO-Karzinomen,?"-%:2 Pankreas- und hepatozellulirem Karzinom,*° nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinom?®' und hématologischen Neoplasien (u.a. dem Hodgkin-Lymphom)3? nach-

gewiesen.

1.3.3 Antikorper, die gezielt mit ED-B interagieren

Um ED-B fiir das zielgerichtete Aufsuchen von Tumoren sowohl in der Diagnostik als auch
in der Therapie nutzen zu kénnen, wurden verschiedene ED-B-spezifische Antikoérper ent-
wickelt. Eine Schwierigkeit bereitet die Tatsache, dass Antikorper, die direkt gegen ED-B
gerichtet sind, nicht mittels Hybridomtechnologie z.B. in Madusen hergestellt werden konnen,
weil das Immunsystem von M&ausen das hochkonservierte ED-B nicht als fremdes Antigen

erkennt.!8

Bevor dieses Problem mithilfe der Phage Display-Technik gelost wurde, verwendeten Cas-
tellani et al.! einen Antikérper, BC1, der nicht direkt gegen ED-B gerichtet war, sondern
gegen eine angrenzende Struktur auf dem Fibronektin-Molekiil. Diese wird nur durch die
Integration der Extradoméne B in das Fibronektinmolekiil freigelegt und damit zugénglich.
Der monoklonale murine Anti-ED-B-Antikérper BC1 weist zwar eine hohe Tumorselek-
tivitdt auf und interagiert hochspezifisch mit humanem ED-B, reagiert jedoch nicht mit
ED-B in Maus und Huhn. Daher ist die Verwendung von BC1 im Tiermodell limitiert. Die
Herstellung mittels Hybridomtechnologie bringt weitere Limitationen mit sich, da eine sog.

humane Anti-Mausantikérper-Reaktion (HAMA-Reaktion) induziert wird.!

Pini et al.3® entwickelten 1998 mittels Phage-Display-Technologie den humanen An-
tikorper L19 gegen ED-B. Es wurden verschiedene Formate hergestellt, die sich hinsichtlich
Bindungsaffinitiit, Ladungseigenschaften, Grole etc. unterscheiden:3* Viti et al.?® beispiels-
weise beschrieben einen Vorteil der dimeren (scFv), Form des L19 gegeniiber der monome-

ren Form in Bezug auf Anreicherung in Tumorgefifien. Weitere Variationen des L19 sind

12
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das L19-SIP (small immuno protein), bestehend aus der variablen Kette des L.19 und einer
Chelatbildungsdoméne, und L19-IgG1. MX1 ist ein ED-B-spezifischer monoklonaler muri-
ner IgG2a-Antikorper (unverdffentlichte Ergebnisse von Andreas Menrad, 2005). Sauer et
al.3? wiesen nach, dass MX1 und L19 vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich der Reaktion
mit ED-B liefern. MX1 weist im Vergleich zu L19 jedoch eine verbesserte Bindungsaffinitét
in immunhistologischen Farbungen auf und wird in der vorliegenden Arbeit angewendet.

Mehrere Forschungsansétze befassen sich mit der Mdoglichkeit, zytotoxische Wirkstoffe,
die wegen dieser Eigenschaft systemisch nicht in therapeutischen Dosen gegeben werden
kénnen, mithilfe des tumor-selektiven Antikorpers 119 direkt in die Ndhe von Tumorzellen
zu bringen. Die Behandlung mit Zytokinen wie Interleukin(IL)-23¢ und IL-12,%7 die eine
Immunreaktion auslosen, und TNFa,*® das die Apoptose in Tumorzellen einleiten kann,
erzielt bessere Ergebnisse mit weniger Nebenwirkungen, wenn die Wirkstoffe an L19 ge-
koppelt verabreicht werden und so hauptsédchlich in unmittelbarer Ndhe der Tumorzellen
wirken. Mit Immunkonjugaten behandelte Tumore zeigen eine deutlich starkere Immunre-
aktion als jene der unbehandelten Kontrollgruppe, sodass ihr Wachstum stark verringert

werden kann.36:37:38

1.4 Photodynamische Therapie PDT

1.4.1 Geschichte und Entwicklung

Die Photodynamische Therapie (PDT) stellt eine Moglichkeit dar, den spezifischen An-
griffspunkt ED-B auf Tumorgeféfien zu nutzen. Das Wirkprinzip beruht auf der Zerstérung
von Gewebe durch intrazelluldre Oxidationsvorgéange, welche durch Bestrahlung und Akti-

vierung bestimmter photosensitiver Substanzen ausgeldst werden.3?

Erste Versuche der Tumorbehandlung mittels lokaler Eosinapplikation und darauffolgen-
der Lichtexposition wurden bereits 1907 durch Jesionek und von Tappeiner durchgefiihrt.*?

Im Jahre 1975 beschrieben Dougherty et al.#! erstmals die erfolgreiche Mammakarzinom-

13



1 Einleitung

behandlung im Tiermodell durch die Kombination von Hamatoporphyrinapplikation und
Rotlichtbestrahlung; 1978 folgte die erste gréfiere Studie zum klinischen Einsatz der PDT,*2
welche die Grundlage fiir weitere Forschung und Entwicklung auf dem Gebiet bildete. 1993
wurde dann erstmals mit Zulassung des Photosensitizers Porfimer-Natrium (Photofrin®)) in

Kanada der klinische Einsatz der Photodynamischen Therapie bei Blasenkrebs ermdglicht.?

1.4.2 Wirkmechanismus und Effektivitat

Eine photosensitive Substanz wird oral, lokal oder intravenos appliziert und das zu behan-
delnde Gewebe nach einer gewissen Verteilungszeit im Organismus mit Licht einer definier-
ten Wellenldnge bestrahlt. Nun laufen verschiedene Prozesse in der Zelle ab, wobei man
zwei Reaktionstypen unterscheidet. Die Absorption von Licht erhoht das Energieniveau
des Photosensitizers vom Grundzustand in den angeregten Zustand. In Anwesenheit von
Sauerstoff konnen sich nun durch Energietransfer auf umgebende Molekiile freie Radikale
bilden (Typ-I-Reaktion). Als Typ-II-Reaktion wird sowohl die direkte Energieiibertragung
vom Photosensitizer auf ein Sauerstoffmolekiil mit Bildung des hochreaktiven, sehr kurz-
lebigen ,singlet oxygen“*? bezeichnet, als auch die Oxidation des Photosensitizers unter
Bildung von Superoxidanionen.** Diese freien Radikale und Sauerstoffintermediate fiihren
zu einer Schiadigung der Zelle u.a. durch Denaturierung von Proteinen (Enzymen), Permea-

bilitdtsdnderungen in Membranen und Strukturverdnderungen in der DNA.

Zur ersten Generation der Photosensitizer gehéren Hamatoporphyrin, das Hamatopor-
phyrinderivat HpD (Photofrin I) und die Reinform Porfimer-Natrium (Photofrin II, Pho-
tofrin®)), von denen nur letztere zur Behandlung von Patienten zugelassen ist. Porfimer-
Natrium weist eine relativ geringe tumorselektive Anreicherung und demzufolge eine enge
therapeutische Breite auf.*® Als wichtigste Nebenwirkung bei Anwendung gegen jegliche
Karzinomarten beschreiben Wagnieres et al.“® eine bis zu zwo6lf Wochen anhaltende erhhte
Photosensibilitat der Haut. Die Photosensitizer der zweiten Generation zeichnen sich durch

eine vergleichsweise hohere Tumorselektivitdt und eine geringere kutane Photosensibili-
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sierung aus.?” 5-Aminolidvulinsiure ALA (Levulan®), zugelassen 1999, hat durch seine
hydrophilen Eigenschaften den Nachteil, Zellmembranen nur schwer passieren zu konnen.
Die 2001 zugelassene Weiterentwicklung Methylester-ALA (Metvix®)) hat dieses Problem
nicht mehr. Der neueste Photosensitizer auf dem Markt, mTHPC (Temoporfin, Foscan®)),

t3° und photodynamische Potenz als seine Vorginger auf und

weist eine hohere Aktivita
ermoglicht eine etwas groflere Eindringtiefe der Lichtstrahlen, da mTHPC mit Licht ei-
ner groBeren Wellenlédnge aktiviert werden kann. Sowohl bei ALA als auch bei Methyl-ALA
und mTHPC wird von einer teilweise mehrere Tage andauernden Photosensibilitéit der Haut
nach der Behandlung berichtet.??*® Allen bislang genutzten Photosensitizern ist gemein,
dass das zur Aktivierung bendtigte Licht bestimmter Wellenléngen (meist um die 600nm)

bis zu 10mm ins Gewebe eindringen kann.*?

Die Effektivitat der PDT ist nicht unbedingt von der Konzentration des Photosensitizers
im Tumor zum Zeitpunkt der Bestrahlung abhéngig. Vielmehr gibt es einen Zusammen-
hang zwischen Effektivitdt der PDT und Plasmakonzentration des Photosensitizers zum

40,50

Zeitpunkt der Bestrahlung, was darauf hinweist, dass der Effekt der PDT von einer

suffizienten Nachschublage des Photosensitizers abhéngig ist.

1.4.3 Anwendungsgebiete

Die photodynamische Therapie erscheint besonders fiir die Behandlung von Hauttumo-
ren geeignet und ist derzeit u.a. in Europa zur Behandlung der aktinischen Keratose, des
superfiziellen, basozelluldren Karzinoms und des Plattenepithelkarzinoms der Haut (Mor-
bus Bowen) zugelassen,® 52 wobei es Hinweise gibt, dass z.B. die PDT mit Methyl-ALA ein
besseres dsthetisches Ergebnis und weniger Nebenwirkungen aufweist als konventionelle Be-
handlungsmethoden.?® Die Hauptnebenwirkung der PDT ist die bereits erwihnte stark aus-
geprigte, bei einigen Substanzen bis zu mehrere Wochen anhaltende Photosensitivitiat der
Haut, weil das Spektrum des Sonnenlichts die Aktivierungsfrequenzen des jeweiligen Pho-

tosensitizers ebenfalls beinhaltet.*? Bei kleinen oberflichlichen HNO-Karzinomen im frithen
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Stadium hat sich diese Behandlungsform teilweise als ebenso effektiv erwiesen wie Radiothe-
rapie oder operative Verfahren.”® Bei Osophaguskarzinom und Barrett-Osophagus gibt es
zwar erfolgversprechende Ansitze zur Behandlung mit PDT, die Uberlegenheit gegeniiber
anderen Methoden ist jedoch noch nicht gesichert, was unter anderem mit unerwiinschten
Wirkungen wie Stenosen und héufigem Auftreten von Rezidiven zusammenhéngt. Auch
beim Blasenkarzinom hat sich die photodynamische Therapie hauptséchlich wegen hoher

Rezidivraten bisher nicht durchgesetzt.’!

Die Anwendung der PDT beim Prostatakarzinom wird schon seit den 1980er Jahren er-
forscht.®* Im Jahre 2002 wurde die erste klinische Studie an Patienten mit Lokalrezidiv
eines Prostatakarzinoms verdffentlicht, die vielversprechende Ergebnisse zeigte.®® Derzeit
laufen diverse Phase-1I-Studien zur Kléarung der offenen Fragen beziiglich Sicherheit und

Effektivitit dieser Therapie.®®

Keine Erfahrungen gibt es bisher jedoch mit einer antikorper-vermittelten, gezielten Pho-
todynamischen Therapie des Prostatakarzinoms. Moglich wére hier - analog zu den Experi-
menten mit an L.19 gekoppelten Zytokinen - die Kopplung von Photosensitizern an den An-
tikorper L19 gegen ED-B, wie bereits durch mehrere Arbeitsgruppen beschrieben. Birchler
et al.>” konnten im Tiermodell zeigen, dass L19-PDT den gezielten Verschluss von Gefifien
okulédrer Neovaskulatur vermittelt und die Apoptose der umliegenden Endothelzellen un-
terstiitzt. Fabbrini et al.’® setzten L19-PDT gegen subkutane Hauttumore bei Ratten ein
und konnten ein Sistieren des Tumorwachstums feststellen. Palumbo et al.?® beschrieben
an F9-Teratokarzinom und A431-Epitheloidzellkarzinom im Mausmodell den kompletten
Untergang des Tumorgewebes nach Behandlung mit L19-PDT. Im Gegensatz zu der al-
leinigen Gabe von an L19 gekoppelten Antitumorsubstanzen, die trotz gezielter Reaktion
mit dem Karzinomgewebe dennoch auch systemisch wirken kénnen, ist mit der L19-PDT
eine doppelte Selektion moglich, da die eigentliche Angriffsreaktion nur dort stattfindet, wo

Licht zur Aktivierung eingestrahlt wird. Falls sich die Vermutung bestétigt, dass auch das
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Adenokarzinom der Prostata, wie viele andere solide Tumore, in relevantem Mafle den Neo-
angiogenesemarker ED-B exprimiert, ¢ffnen sich moglichweise neue Wege in der Therapie

dieser malignen Erkrankung.

1.5 Fragestellung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die systematische Untersuchung und Charakterisie-
rung der Expression des Neoangiogenesemarkers ED-B beim Adenokarzinom der Prostata
und tumorbefallenen Lymphknoten mithilfe immunhistochemischer Farbungen und konfo-
kaler Immunfluoreszenzmikroskopie. Besonderes Augenmerk wird dabei auf den Vergleich
mit normalem Prostatagewebe und benigner Prostatahyperplasie gerichtet. Die gewonnenen
Erkenntnisse sollen weitere Uberlegungen zur Nutzbarkeit des ED-B als spezifischem Mar-
ker fiir maligne Prozesse ermdglichen und einen Beitrag zur Diskussion um neue Optionen

in Therapie und Diagnostik des Prostatakarzinoms leisten.

17
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2.1 Ubersicht iiber verwendete Reagenzien

TBS-Puffer mit Tween 20 (TBST)

pH=7,5

6,85g Tris-HCL
0,9g Tris-Base

1ml Tween 20

mit H,O dest. ad 11

EDTA-L6sung 0,5M

pH=8,0

186,1g EDTA
mit HyO dest. ad 11
NaOH bis pH=8.0

Citratpuffer 10mM

pH=6,0

2,1g Citrat
mit HyO dest. ad 11
NaOH bis pH=6,0

Hamalaun nach Mayer

1,0g Hamatoxylin
0,2g Natriumiodat
50,0g Kalialaun
50,0g Chloralhydrat
1,0g Citrat

mit HyO dest. ad 11
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2.2 Auswahl der Gewebeproben

Das in Paraffin eingebettete Gewebematerial wurde vom pathologischen Institut der Cha-
rité, Universitdtsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, bereitgestellt. Nachdem aus
den Datenbanken eine Vorauswahl erfolgte, wurden histologisch und morphologisch geeig-
nete Priaparate herausgesucht. Fiir die Praparate mit Adenokarzinom der Prostata wurde
der Gleason-Score erhoben und anschlieSend der korrelierende Grad nach Sommerkamp und
Bocking ermittelt. Es wurden 8 Prostatektomiepréparate mit gut differenziertem Adenokar-
zinom Grad 1 (G1), 25 Pridparate mit mittelgradig differenziertem Adenokarzinom Grad 2
(G2), 35 Préparate mit schlecht differenziertem Adenokarzinom Grad 3 (G3) und 5 Lymph-
knotenpraparate mit Metastasenbefall untersucht. Dariiber hinaus wurden 4 Praparate, die
eine Prostatahyperplasie aufwiesen, untersucht und 6 vollsténdig resezierte gesunde Prosta-
tae von Patienten, bei denen aufgrund eines Harnblasentumors therapeutisch eine Vesico-
prostatektomie durchgefiithrt wurde, die Prostata selbst aber keine histologisch erkennbaren
pathologischen Verdnderungen aufwies (im Folgenden auch ,tumorfreie Prostatektomien
genannt), analysiert. Als Positivkontrolle fiir die immunhistologischen Fiarbungen und die

Immunfluoreszenzfiarbungen diente Gewebe des klarzelligen Nierenzellkarzinoms.

2.3 Vorbereitung der Gewebeproben

Die Gewebeproben wurden am Mikrotom auf 2 um Dicke zugeschnitten und auf beschichte-
te Objekttrager (Capillary Gap Microscopic Slides 75 pm, Dako, Glostrup bzw. SuperFrost
Plus Objekttriager, R. Langenbrinck, Emmendingen) aufgezogen, wobei die elektrostati-
schen Figenschaften des Beschichtungsmaterials eine bessere Haftung des Gewebes auf den
Objekttragern, dadurch einfachere Handhabung bei den folgenden Bearbeitungsschritten
und letzlich bessere Farbungsergebnisse ermoglichen sollten. Anschlieend wurden die Pro-
ben iiber Nacht bei ca. 50°C im Warmeschrank getrocknet. In Xylol wurden die Proben
fiir drei mal 5 Min. entparaffiniert und durch eine absteigende Alkoholreihe in TBS-Puffer

mit 0,1% (v/v) Tween 20 (TBST) (Serva Electrophoresis, Heidelberg) iiberfiihrt. Da die
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vorausgegangene Fixierung mit Formaldehyd und Paraffin eine Verklumpung und Dehydrie-
rung der Proteinstrukturen des Gewebes verursacht, musste das ED-B-Epitop erst wieder
zuganglich gemacht werden. In Vorversuchen wurden die verschiedenen Methoden und Pa-
rameter zur Freilegung des ED-B-Epitops im Hochdruckkochtopf (Kochzeiten der Schnitte
bei 125°C und 100 kPa von jeweils 1 Min., 2 Min. und 5 Min.; Kochlésung EDTA-L6sung
pH=8,0 oder Citratpuffer pH=6,0) miteinander verglichen. Als optimale Vorbehandlung
der histologischen Schnitte fiir die ED-B-Farbung erwies sich eine Kochzeit von 5 Min. im
Hochdruckkochtopf in EDTA-Lésung, pH=8,0. Diese Art der Vorbehandlung erfolgte fiir al-
le mit dem monoklonalen Antikérper MX1 gegen ED-B zu farbenden Proben. Die Farbung
von CD34-positiven GeféBlendothelien wurde nach einer etablierten Vorbehandlung von 2
Min. Kochzeit und (10 mM) Citratpuffer, pH=6,0 durchgefiihrt. Nach dem Kochen wurden

die Proben in TBST iiberfiihrt.

2.4 Farbungen

2.4.1 Immunhistochemische Farbung mit den monoklonalen

Antikorpern MX1 oder «CD34

Nach 30 Min. Inkubation mit dem Primérreagenz MX1 gegen ED-B oder aCD34 gegen
GefédBendothelien (clone QBEnd 10, Dako, Glostrup) bei Raumtemperatur wurden die
Schnitte mit der APAAP (alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase)-Methode nach
Cordell et al.,% einer indirekten Komplexmethode, entwickelt (APAAP Detection Sys-
tem Mouse, Dako, Glostrup). Als Sekundérreagenz bzw. Briickenantikorper diente hierbei
ein Kaninchen-anti (a)-Maus-Immunglobulin, mit dem die Schnitte fiir 30 Min. inkubiert
wurden. Danach wurde der eigentliche APAAP-Komplex, der aus murinem «-alkalische-
Phosphatase-Immunglobulin besteht, fiir 30 Min. inkubiert. Zur Verstarkung der Reaktion
wurde die Inkubation mit den Sekundérreagenzien fiir jeweils 10 Min. wiederholt. Danach
wurde mit dem Entwicklungspuffer (Naphtholphosphat mit zugefiigtem Chromogen Fast

Red) fiir 30 Min. inkubiert, was die Rotfirbung des nachzuweisenden Antigens (ED-B)
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bewirkte, wobei durch Zugabe von Levamisol-Losung die endogene alkalische Phospha-
tase geblockt wurde. Jedem der beschriebenen Inkubationsschritte folgte ein dreifacher
Waschschritt mit TBST-Puffer. Abschlieend erfolgte die Gegenfarbung des Gewebes mit
Hémalaun nach Mayer und die Einbettung in Gelatine (Kaisers Glyceringelatine, Merck,

Darmstadt). Jeder untersuchte Schnitt wurde mindestens zweimal gefirbt.

2.4.2 Doppelfluoreszenzfarbung mit den monoklonalen Antikérpern

MX1 und «CD34

Fiir die Doppelfluoreszenz wurden jeweils 5 reprisentative Préaparate aus der Gruppe gut
(G1), mittelgradig (G2) und schlecht differenziertes (G3) Prostatakarzinom ausgesucht; au-
Berdem 5 tumorbefallene Lymphknoten, 2 Préparate mit der Diagnose Prostatahyperplasie,
1 Praparat mit gesunder, pathologisch nicht verdnderter Prostata und als Positivkontrolle
Praparate mit klarzelligem Nierenzellkarzinom. In der ersten Phase wurde der ED-B-mAK
MX1 fiir 30 Min. mit den vorbehandelten Schnitten inkubiert. AnschlieSend wurde der
gebundene MX1-Antikérper mittels 30 Min. Inkubation mit einem Cy3-markierten Ziege-
a-Maus-Immunglobulin detektiert. Vor Beginn der zweiten Phase wurden die noch freien
Immunglobuline fiir 30 Min. mit einem Ziege-a-Maus-Serum blockiert. In der zweiten Pha-
se wurden die Schnitte zuerst mit dem mAK oCD34 fiir 30 Min. und danach mit einem
Cy2-markierten Ziege-a-Maus-Immunglobulin fiir 30 Min. inkubiert. AbschlieBend erfolg-
te die Zellkernfarbung durch die Inkubation mit TOTO-3 fiir 3 Min. und die Einbettung
(Fluorescent Mounting Medium, Dako, Glostrup). Wéhrend des gesamten Arbeitsprozesses
wurden die Schnitte moglichst dunkel und kiihl gehalten. Nach jeder Antikérperinkubation

wurden die Schnitte drei mal mit TBST gewaschen.
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2.5 Auswertung

2.5.1 Immunhistochemie

Zur Auswertung der GefiaBfiarbungen mit aCD34 wurde die Gesamtmenge der Geféflan-
schnitte, im Folgenden vereinfacht als ,, Geféfle bezeichnet, sowohl im Karzinom- als auch
im angrenzenden Normalgewebebereich der einzelnen geférbten Schnitte bei zweihundert-
facher Vergroflerung in zehn Arealen mit jeweils einer Fliache von einem Quadratmillimeter
(1mm?) gezéhlt und verglichen. Zur Auswertung der Fiarbungen mit MX1 wurde zuerst
die Gesamtmenge an vorhandenen Geféaflen, dann die ED-B-positiven und ED-B-negativen
Gefide sowohl im Karzinom- als auch im angrenzenden Normalgewebebereich der einzel-
nen gefiarbten Schnitte ausgezihlt, wiederum bei zweihundertfacher Vergréflerung in zehn
Arealen mit jeweils einer Fliche von von 1mm?. Aus den ermittelten Zahlen lieSen sich
dann folgende Werte berechnen: das Verhéltnis der Gesamtgefdfzahl von Karzinom- zu
Normalgewebe und der prozentuale Anteil von positiven Gefiflen an der Gesamtgeféafizahl
(also die Geféneubildungsrate), ebenfalls jeweils im Karzinom und im Normalgewebe. Auf
dieselbe Art und Weise wurden die Farbungen der pathologisch unverinderten Prostatek-

tomiepraparate ausgewertet.

2.5.2 Konfokale Immunfluoreszenzmikrospkopie

Die Auswertung der Doppelfluoreszenzfirbungen erfolgte am konfokalen Mikroskop (True
Confocal Scanner TCS-NT, Leica, Wetzlar) mit entsprechender Software (LCS Lite, Lei-
ca Microsystems, Mannheim). Der Argon-Krypton-Laser liefert eine Kombination diverser
Argon- und Kryptonlinien. Der Fluoreszenzfarbstoff Cy3 besitzt eine Anregungswellenléinge
von 550 nm und eine Emissionswellenldnge von 570 nm. Er emittiert folglich rotes Licht,
weshalb iiber Cy3 detektierter mAK MXI1 rot dargestellt wird. Dagegen besitzt der Fluo-
reszenzfarbstoff Cy2 eine Anregungswellenldnge von 488 nm und eine Emissionswellenldnge
von 520 nm; er emittiert griines Licht und Cy2-markierter mAK aCD34 wird griin dar-

gestellt. Der Fluoreszenzfarbstoff TOTO-3 besitzt eine Anregungswellenléinge von 642 nm
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und eine Emissionswellenldnge von 660 nm. TOTO-3 gefarbte Kerne emittieren daher in-
frarotes Licht und werden iiber die Software blau dargestellt. Die Uberlagerung des griinen
und roten Lichtes, d. h. eine Ko-Expression von CD34 und ED-B, erscheint gelb (overlay).

Die Ergebnisse wurden fotografisch dokumentiert.

2.5.3 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die Ergebnisse der immunhistologischen Farbungen am Prostatakarzinom und am Nor-
malgewebe wurden statistisch ausgewertet unter Verwendung der Software SPSS Statistics
fiir Windows, Version 15.0 (IBM, Miinchen). Es kamen verschiedene statistische Tests zur
Anwendung, wobei eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant gewertet

wurde.
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3.1 Konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie

3.1.1 Adenokarzinom der Prostata, Prostatahyperplasie und normales

Prostatagewebe ohne pathologische Veranderung

Um die Ko-Expression des Stammzell- und Endothelmarkers CD34 und des ED-B-Fibro-
nektins nachzuweisen - um also nachzuweisen, dass das ED-B-Antigen wirklich perivas-
kulér lokalisiert ist - wurde die Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit konfokaler Mikrosko-
pie durchgefiihrt. Es liefl sich am selben Préparat sowohl die Expression von CD34, die
Expression von ED-B als auch ihre genaue Lokalisation visuell darstellen. Es wurden je-
weils 5 Praparate aus der Gruppe Prostatakarzinom Grad 1, Grad 2 und Grad 3 gefarbt,
2 Praparate mit Prostatahyperplasie und ein Préaparat mit nicht pathologisch verénderter,
normaler Prostata. Die konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie am Adenokarzinom der
Prostata zeigte bei allen gefarbten Priaparaten das Vorhandensein von ED-B und eine Ko-
Expression der beiden Antigene in allen drei Gruppen der gut differenzierten, mittelgradig
differenzierten und schlecht differenzierten Karzinome (siche Abb. 3.1). Das ED-B fand
sich im Karzinom hauptséchlich perivaskulér, lief§ sich aber auch im Stroma nachweisen.
Im Normalgewebe der Prostata und in den Praparaten mit Prostatahyperplasie liefl sich
nur eine sehr geringe oder gar keine ED-B-Expression nachweisen, was zu den weiter unten
beschriebenen Ergebnissen der Gefafizdhlungen an immunhistologischen Farbungen passt.
So konnte an den Gefédflen von normalem Prostatagewebe und hyperplastisch verdndertem

Prostatagewebe fast ausschliellich die Expression des CD34-Antigens nachgewiesen werden
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(siche Abb. 3.2).

R g ProstataCA
- Grad G1

Overlay :

ProstataCA
Grad G2

Overlay

ProstataCA
Grad G3

Abbildung 3.1: Nachweis der Ko-Expression von ED-B und CD34 an Gefiflen des gut
differenzierten (G1), mittelgradig differenzierten (G2) und schlecht diffe-
renzierten (G3) Adenokarzinoms der Prostata mittels konfokaler Immun-
fluoreszenzmikroskopie. Die CD34-Geféafarbung erscheint griin, die ED-B-
Féarbung erscheint rot, eine Ko-Expression der beiden Antigene erscheint
im Overlay gelb. Die Kernfarbung (TOTO) ist blau dargestellt. 200- bzw.
400fache VergroBerung.

3.1.2 Lymphknotenmetastasen des Prostatakarzinoms

Da die immunhistologische APAAP-Methode bei den Praparaten mit Lymphknotenme-
tastasen von Prostatakarzinomen eine auflergewthnlich hohe Anfirbbarkeit (Hintergrund-
farbung) hervorruft, war eine verldssliche Geféfizihlung wie weiter unten beschrieben bei
alleiniger immunhistochemischer Analyse der Préparate nicht méglich. Daher wurde hier

ergidnzend die konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie durchgefiihrt und ausgewertet. ED-
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Abbildung 3.2: Keine Ko-Expression von ED-B und CD34 bzw. kein Nachweis von ED-B
an Praparaten mit Prostatahyperplasie und an regelhaftem Prostatagewebe
mittels konfokaler Immunfluoreszenzmikroskopie. Die CD34-Gefafifarbung
erscheint griin, die ED-B-Féarbung erscheint rot, eine Ko-Expression der
beiden Antigene erscheint im Overlay gelb. Die Kernfarbung (TOTO) ist
blau dargestellt. 200- bzw. 400fache Vergréferung.

B wurde in allen untersuchten Lymphknotenmetastasen in den Karzinom-infiltrierten Area-

len nachgewiesen und auch die Ko-Expression mit dem Gefafimarker CD34 war eindeutig

zu belegen (siehe Abb. 3.3).
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" QOverlay.
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Abbildung 3.3: Konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie an der Lymphknotenmetastase ei-
nes Prostatakarzinoms. Die Gefafifirbung mit CD34 erscheint griin, die
ED-B-FN-Féarbung erscheint rot, eine Ko-Expression der beiden Antigene
erscheint im Overlay gelb. Die Kernfarbung (TOTO) ist blau dargestellt.
200fache Vergrofierung.

3.2 Immunhistochemische Farbungen

3.2.1 GefaBfarbung mit «CD34: Vergleich der GefidBdichte zwischen
Prostatakarzinomgewebe und angrenzendendem normalem

Prostatagewebe

Es wurden jeweils 10 Areale innerhalb und auerhalb des Tumorgewebes von Priparaten
mit gut, mittelgradig und schlecht differenziertem Adenokarzinom der Prostata untersucht
und nach Fotodokumentation visuell verglichen. Jeder Fall wurde dazu mindestens zweimal
gefarbt. Im Prostatakarzinom fand sich eine wesentlich hohere Geféf3dichte, d.h. Anzahl der
GefaBlanschnitte pro Flidcheneinheit, als im angrenzenden normalen Prostatagewebe, was
die immunbhistologischen Farbungen des Gefafimarkers CD34 eindrucksvoll belegen (siehe
Abb. 3.4). Im gut differenzierten Prostatakarzinom fanden sich durchschnittlich 81 Geféifie

2

pro 1 mm?, im angrenzenden Normalgewebe 63. Im mittelgradig differenzierten Karzinom

2

waren es durchschnittlich 99 Geféafle pro 1 mm*, im angrenzenden Normalgewebe 56 und

27



3 Ergebnisse

im schlecht differenzierten Karzinom stand eine durchschnittliche Geféafidichte von 124 pro

2

mm? einer Gefifidichte von 90 pro mm?

im angrenzenden normalen Gewebe gegeniiber. Der
Unterschied der Gefafidichte zwischen Prostatakarzinomareal und normalem Prostatagewe-
be sowohl beim gut differenzierten als auch beim mittelgradig und schlecht differenzierten
Prostatakarzinom war statistisch signifikant (p < 0,05). Die aus den ED-B-Farbungen er-
mittelten Gefafidichtewerte (s. unten) entsprachen sowohl im Karzinombereich als auch im

normalen Gewebe den Werten der CD34-Féarbung.

Die Gefifle im Prostatakarzinomareal waren im Vergleich zum angrenzenden Normalge-
webe fast alle deutlich kleiner, wihrend im Prostatanormalgewebe kleine, mittelgrole und
grofle Gefiafle in einigermaflen gleichméfiger Verteilung gefunden wurden. Auch schienen
die Gefide im Karzinombereich unregelméfliger angeordnet als im tumorfreien Bereich. Im
Normalgewebe der Prostata war eine deutliche Tendenz zur Anordnung der Gefafle um die
driisigen Anteile des Gewebes zu erkennen, im Prostatakarzinom hingegen fand man Gefifle
ungeordnet und praktisch iiberall, sowohl um neoplastische Driisenstrukturen herum als
auch verteilt im Stromagewebe. Wihrend im angrenzenden normalen Prostatagewebe die
Gefile meist eindeutig zu differenzieren waren und beteiligten Strukturen (beispielsweise
Lumina im Léngs- oder Querschnitt, Gefifiverzweigungen) zuzuordnen waren, waren neue
GefaBlaussprossungen im Stroma des Prostatakarzinoms teilweise nur flachig zu erahnen
und die immunhistologische Farbung war einzelnen Gefdflen nicht mehr eindeutig zuzu-
ordnen. Am deutlichsten war dies auf Farbungen der mittelgradig (G2) und schlecht (G3)

differenzierten Tumore zu erkennen.
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(a) Prostatakarzinom G2 (b) normales Prostatagewebe

Abbildung 3.4: Nachweis der deutlich hoheren Gefafdichte im Prostatakarzinom im Ver-
gleich zu Normalgewebe mittels der immunhistologischen Gefaffarbung mit
aCD34. a) mittelgradig differenziertes Prostatakarzinom G2, b) regelhaftes
Prostatagewebe. 200fache Vergréflerung.

(a) Prostatakarzinom G3 (b) normales Prostatagewebe

Abbildung 3.5: Nachweis der deutlich hoheren GeféBdichte im Prostatakarzinom im Ver-
gleich zu Normalgewebe mittels der immunhistologischen Gefaffarbung mit
aCD34. a) schlecht differenziertes Prostatakarzinom G3, b) regelhaftes Pro-
statagewebe. 200fache Vergroferung.

3.2.2 ED-B-Farbung mit MX1

3.2.2.1 Vergleich der GefaBzahlen im an Karzinom angrenzenden normalen

Prostatagewebe und in der gesunden Prostata

Als Vergleichsgewebe zum Prostatakarzinom wurde tumorfreies Prostatanormalgewebe aus

demselben Préparat, in dem auch das Prostatakarzinom untersucht wurde, verwendet. Um
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sicherzustellen, dass dieses reprasentativ fiir gesundes, pathologisch unverédndertes Prosta-
tagewebe ist, wurden sechs vollstéindig resezierte gesunde Prostatae, die keine pathologi-
schen Verdnderungen aufwiesen, auf ihre ED-B-Expression untersucht und die ermittelten
Gefafizahlen und GeféBneubildungsraten mit denen des an Karzinom angrenzenden Prosta-
tanormalgewebes verglichen (siehe Tab. 3.1). In Bezug auf die Gefifidichte ergab die Va-
rianzanalyse aller vier Gruppen gemeinsam zwar einen Unterschied zwischen den Werten,
doch im Vergleich jeweils zweier benachbarter Gruppen (also Normalgewebe aus gesunder
Prostata vs. an G1-Tumore grenzendes Normalgewebe, an G1- vs. an G2-Tumore grenzen-
des Normalgewebe, an G2- vs. an G3-Tumore grenzendes Normalgewebe) ergab sich kein
signifikanter Unterschied (p < 0,05). Auch die Anzahl der ED-B-positiven Geféifle und die

GefiaBneubildungsrate waren so vergleichbar (p < 0,05).

Prostata-Karzinom Mittelwerte
Differenzierungsgrad Geféfle ED-B+ Neubildungsrate
pro lmm? pro 1lmm? in %

gut (G1) n=8 Tumorgewebe 85 +38 50+ 9 68 + 8
Normalgewebe® 64 +9 15+4 257

mittelgradig (G2) n=25  Tumorgewebe 95+ 9 65+9 68 £6
Normalgewebe® 65 4+ 10 14+9 22 +£13

schlecht (G3) n=35 Tumorgewebe 128 £ 18 97 + 23 75+ 10
Normalgewebe® 87 4+ 14 27+ 13 30+ 12

tumorfreie Prostatektomien® n=6 57+ 9 7TE£5 13£10

Tabelle 3.1: Gefifidichte (Gefiie pro 1 mm?), ED-B-positive Gefifie pro 1 mm? und Gefis-
neubildungsraten (Anteil der ED-B-positiven Geféfle an der Gesamtmenge der
Gefifle in %) beim Prostatakarzinom verschiedener Differenzierungsgrade im
Vergleich zum angrenzenden Normalgewebe aus demselben Priaparat und zu
Normalgewebe aus tumorfreien Prostatektomiepraparaten.
® an Karzinom angrenzendes, normales Prostatagewebe
b normales Prostatagewebe aus vollstindig resezierter gesunder Prostata, die
keine pathologischen Verédnderungen aufwies
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Prostatakarzinom Neubildungsrate

Differenzierungsgrad >70% 50-69% 31-49% <30%

gut (G1) n=8 Tumorgewebe 4/8 4/8 0/8 0/8
Normalgewebe®  0/8 0/8 1/8 7/8

mittelgradig (G2) n=25 Tumorgewebe 8/25 17/25 0/25 0/25
Normalgewebe®  0/25 0/25 6/25 19/25
schlecht (G3) n=35 Tumorgewebe 24/35  10/35 1/35 0/35
Normalgewebe®  0/35 2/35 16/35  17/35

Tabelle 3.2: Gefafineubildungsraten (prozentualer Anteil ED-B-positiver Geféfle an der Ge-
samtzahl der GefiBe) auf 1 mm? beim Prostatakarzinom verschiedener Differen-
zierungsgrade im Vergleich zum angrenzenden normalen Prostatagewebe aus
demselben Préparat. Angegeben ist jeweils das Verhéltnis der ED-B-positiven
Praparate zur Gesamtzahl der Praparate.

% an Karzinom angrenzendes, normales Prostatagewebe

3.2.2.2 Vergleich der verschiedenen Karzinomdifferenzierungsgrade untereinander

Tab. 3.1 zeigt eine Ubersicht iiber GefiaBdichte (Gefiile pro 1 mm?), ED-B-positive Gefiifie
pro 1 mm? und Geféfineubildungsraten (Anteil der ED-B-positiven Gefifie an der Gesamt-
menge der Gefifie) beim Prostatakarzinom verschiedener Differenzierungsgrade im Vergleich
zum angrenzenden Normalgewebe aus demselben Priaparat und zu normalem Prostatagewe-
be aus vollstandig resezierter gesunder Prostata. Bei der ED-B-Féarbung an Prostatagewebe
fand sich eine relativ hohe Anfarbbarkeit, die bei Karzinomfarbungen deutlich stérker er-
schien und dann der korrelierenden CD34-Farbung desselben Areales sehr dhnlich war,
also ebenfalls auf die hohe Geféfdichte des Prostatakarzinoms hinwies. Auch Tumorzellen
stellten sich schwach positiv dar. Die aus den ED-B-Farbungen ermittelten Werte fiir die
Gefdfidichte waren jedenfalls sowohl im Karzinombereich als auch im normalen Gewebe (an
Karzinom angrenzend oder aus tumorfreien Prostatektomien) mit den Werten der CD34-

Farbung vergleichbar.

Die Gefiifidichte, d.h. die GefiBlanzahl pro 1 mm?, war im gut, mittelgradig und schlecht

differenzierten Prostatakarzinom jeweils signifikant hoher als im angrenzenden normalen
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Prostatagewebe (p < 0,05). Wihrend sie beim gut differenzierten Karzinom G1 im Mit-
tel 1,3fach erhoht war (durchschnittlich 64 Gefiie/mm? im tumorfreien Bereich und 85
Gefile/mm? im Karzinomareal), erreichte sie beim mittelgradig differenzierten Prostatakar-
zinom G2 das 1,5fache (durchschnittlich 65 GeféiBe/mm? im tumorfreien Bereich und 95
Gefie/mm? im Tumorareal). Ebenso verhielt es sich beim schlecht differenzierten Prosta-
takarzinom G3 (durchschnittlich 87 Geféfle/mm? im tumorfreien Bereich und 128 Gefifie/mm?
im Tumorareal). Das gut differenzierte G1-Karzinom zeigte also unter den drei Gruppen die
geringste GeféaBdichte; der Unterschied zum Normalgewebe war zwar signifikant vorhanden,
aber nicht ganz so stark ausgepriagt wie bei den Gruppen G2 und G3. Bei einer Steigerung
von durchschnittlich 85 Gefifien pro 1 mm? im Tumorbereich des gut differenzierten Kar-
zinoms G1 zu 95 Gefdflen im mittelgradig differenzierten Karzinom G2 und 128 Geféflen
im schlecht differenzierten Karzinom G3 lief sich eine signifikante positive Korrelation (p
< 0,05) zwischen dem Differenzierungsgrad des Karzinoms und der absoluten Gefiafidichte

zeigen; je schlechter differenziert das Karzinom, desto hoher die Geféafldichte.

Auch die Gefafineubildungsrate, also der prozentuale Anteil ED-B-positiver Gefiafle an der
Gesamtzahl der Geféfle, war in allen drei Differenzierungsgraden des Prostatakarzinoms je-
weils signifikant hoher als im angrenzenden normalen Prostatagewebe (p < 0,05). Hier
verhielten sich das gut und mittelgradig differenzierte Karzinom &dhnlich mit jeweils einer
GefaBneubildungsrate von durchschnittlich 68% im Tumorgewebe und 22% bzw. 25% im an
G1-Tumor bzw. G2-Tumor angrenzenden Normalgewebe. Das schlecht differenzierte Prosta-
takarzinom erreichte mit durchschnittlich 75% wiederum den hochsten Wert, das angrenzen-
de normale Prostatagewebe ebenfalls (30%). Ein anderer Blickwinkel auf die Fragestellung
der GeféaBneubildungsrate ist mit der Darstellung in Tabelle 3.2 gewahlt, wodurch der kla-
re Unterschied zwischen Karzinom- und angrenzendem Normalgewebe besonders deutlich
wird. Die untersuchten Proben wurden nach ihrer Geféafineubildungsrate in vier Gruppen
unterteilt und die Anzahl der dazugehorigen Proben aufgeschliisselt. Die erste Gruppe um-

fasst die Anzahl der untersuchten Préparate mit durchschnittlichen Geféafineubildungsraten
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von iiber 70%, die zweite 50-69%, die dritte 31-49% und die vierte von unter 30%. Aus der
Tabelle wird ersichtlich, dass ausnahmslos alle Gewebeproben der gut und mittelgradig dif-
ferenzierten Prostatakarzinome eine durchschnittliche Gefiafineubildungsrate von 50% oder
mehr aufwiesen, im Gegensatz zu den Gewebeproben des angrenzenden normalen Prostata-
gewebes, deren Neubildungsrate immer unter durchschnittlich 50% und beim groéfiten Teil
der Proben sogar unter 30% lag. Bis auf drei Ausnahmefille trennte auch beim schlecht dif-
ferenzierten Karzinom G3 die 50%-Grenze das Tumorgewebe vom angrenzenden normalen
Prostatagewebe. Vierundzwanzig der 35 Proben aus Tumorgewebe des G3-Karzinoms, also

iiber zwei Drittel, hatten dabei eine Gefiafineubildungsrate von iiber 70%.

Auch der Absolutwert der ED-B-positiven Gefifie pro 1 mm? korrelierte mit dem Diffe-
renzierungsgrad des Prostatakarzinoms (p < 0,05). Durchschnittlich fanden sich 59 ED-B-
positive Gefifle pro 1 mm? im gut differenzierten Karzinom, 65 im mittelgradig differenzier-
ten und 97 im schlecht differenzierten Karzinom. Die Anzahl der ED-B-positiven Geféfle

2 war in allen drei Differenzierungsgraden des Prostatakarzinoms jeweils signifi-

pro 1 mm
kant hoher als im angrenzenden normalen Prostatagewebe (p < 0,05). Die Gruppen der gut
und mittelgradig differenzierten Karzinome lagen hier recht nah beieinander (durchschnitt-
lich 58 bzw. 65 ED-B-positive Gefifie/mm? Karzinomgewebe und 14 bzw. 16 ED-B-positive
GeféBe/mm? im Normalgewebe), wohingegen diese Zahl in schlecht differenzierten Tumoren
mit 97 ED-B-positiven Geféaflen im Tumorbereich und 27 im angrenzenden Normalbereich
deutlich hoher war. Der grole Unterschied zwischen Prostatakarzinom und angrenzendem
normalen Prostatagewebe in Bezug auf die Anzahl der ED-B-positiven Gefifle pro 1 mm?

war bei allen Differenzierungsgraden des Karzinoms sehr deutlich zu sehen. Beim schlecht

differenzierten G3-Karzinom war er besonders ausgeprigt.
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Die Therapie maligner Erkrankungen ist weiterhin Gegenstand intensiver Forschungen, um
hohere Heilungsquoten oder bessere Lebensbedingungen fiir die betroffenen Patienten zu
erzielen. Neue Therapieansétze fiir die Behandlung des Prostatakarzinoms sollen die Nach-
teile der etablierten Methoden iiberwinden und méglichst auch eine bessere Wirksamkeit
aufweisen. Verstiarkte Aufmerksamkeit gilt daher den Wirkstoffen und Methoden, die spe-
zifisch am Tumor angreifen. Die Entdeckung des Neoangiogenesemarkers ED-B ist eine
wichtige Grundlage fiir die Erforschung neuer Therapieformen gegen maligne Tumore, da
Neoplasien angiogenetisch sehr aktiv sind, Neoangiogenese jedoch in ausgereiften normalen
Geweben nicht oder nur selten vorkommt. Bisher wurde ED-B in allen darauf untersuchten
soliden und hédmatologischen Tumorarten nachgewiesen. Eine systematische Untersuchung
der ED-B-Expression beim Prostatakarzinom wurde bisher jedoch noch nicht durchgefiihrt

und ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Zur Bearbeitung der Fragestellung ist die immunhistochemische Darstellung der Blut-
gefiafle und speziell des ED-B auf neugebildeten Geféflen durch Féarbung mit spezifischen
Antikérpern die Methode der Wahl. Sie ermoglicht neben Aussagen zum Ausmafl der Neo-
angiogenese sowohl solche zur Morphologie des Gewebes und der Geféfle als auch zum
rdumlichen Zusammenhang zwischen Tumorgefédfien und -zellen, was wiederum von grofer
Bedeutung fiir die weiteren Uberlegungen beziiglich der Verwertbarkeit der gewonnenen Er-
kenntnisse ist. Die immunhistologische Farbung mit Antikérpern wie L19 und MX1 weist

ED-B in neugebildeten Gefifien des Prostatakarzinoms zuverlissig nach, sie sind Hauptex-
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pressionsort. Bei den Farbungen der Prostataprdparate mit L.19 oder MX1 und anschlie-
Bender Gegenfarbung mit HE war der Unterschied zwischen Gefédflen und Tumorstroma ein-
deutig anhand morphologischer Unterschiede und anhand der héheren Farbungsintensitét

der Gefafle zu erkennen.

Im Gegensatz zu normalen oder tumords (wie z.B. das klarzellige Nierenzellkarzinom)
verdnderten Geweben anderer Organe zeigte das Prostatagewebe in der Immunhistochemie
mit Antikorpern wie L19 oder MX1 eine sehr hohe Anféarbbarkeit. Tangential angeschnitte-
ne und erfasste Geféfle trugen zwar zur hohen Signaldichte bei, doch die Farbung war nicht
allein auf Gefiafle beschriankt. Tumorzellen und Stroma reagierten, mit deutlich schwécherer
resultierender Farbungsintensitit, ebenfalls, sodass ein gewisser Farbungshintergrund ent-
stand. Diffusionsartefakte waren vermutlich an der Entstehung des Hintergrundes beteiligt.
Zusatzlich lasst sich die Stromafdrbung durch eine Reaktion des in hohen Mengen in den
fibromuskulidren Anteilen der Prostata vorkommenden Aktins erkldren. Andere Organe ha-
ben meist einen wesentlich niedrigeren Aktingehalt, weshalb charakteristischerweise weniger
Hintergrundfirbung entsteht. Auch die an der Bildung des Bindegewebes beteiligten Fibro-

blasten kénnten bei der Produktion des ED-Bs eine Rolle spielen.

Es ist nicht auszuschliefen, dass auch Tumorzellen selbst an der Produktion und Sekre-
tion des ED-B beteiligt sind. Midulla et al.®! vermuteten dies bei Zellen des Mammakar-
zinoms und des Kolorektalkarzinoms, was von anderen Arbeitsgruppen fiir weitere Tumo-
rentititen wie das intrakranielle Meningeom oder HNO-Karzinome unterstiitzt wurde.?®28
Moglicherweise lasst sich diese Annahme auch auf das Adenokarzinom der Prostata auswei-
ten, da sich eine Anfdarbbarkeit sowohl der Tumorzellen als auch des Stromas zeigte, was
ein Hinweis fiir die Produktion von ED-B durch diese Zellen und seine Sekretion in das
umgebende Gewebe sein kénnte. Die durchgefithrten Experimente konnen allerdings nur

erste Hinweise auf eine Produktion und Sekretion von ED-B durch Prostatakarzinomzellen

liefern. Zur suffizienten Bearbeitung dieser spezifischen Fragestellung wére eventuell eine
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PCR (Polymerase-Chain-Reaction) nach reverser Transkription an Prostatakarzinomzellen
geeignet. Die Gewinnung einzelner Karzinomzellen konnte gegebenenfalls mithilfe der la-

sergestiitzten Mikrodissektion erfolgen.

Mittels immunhistochemischem CD34-Gefdfinachweis konnte in allen untersuchten Ge-
webeproben gezeigt werden, dass das Adenokarzinom der Prostata eine signifikant hchere
Gefiiidichte (Gefiifie pro mm?) aufweist als angrenzendes normales Prostatagewebe. Die-
ses Ergebnis steht in Einklang mit den Beobachtungen Folkmans zu den Voraussetzungen
fiir Tumorwachstum und den Eigenschaften solider Tumore beziiglich ihrer Angiogenese-
aktivitiit.!»12 Die im Ergebnisteil beschriebenen Eigenschaften der TumorgefiBe - kleinere
Durchmesser, UnregelméfBigkeiten in funktioneller Anordnung und Struktur - bestétigen
die Beschreibungen von Dewhirst'® und Konerding!# beziiglich der Vaskularisation mali-
gner Prozesse und erweitern diese um den Aspekt der rdumlichen Verteilung im Prosta-
takarzinomgewebe. Die im Normalgewebe erkennbare Tendenz zur Anordnung der Geféfle
um die driisigen Anteile des Gewebes war im Karzinom aufgehoben. Die Gefiafle fanden
sich diffus verteilt, das infiltrierte Gewebe wies eine ausgeprigte Architekturstérung auf.
Die Gefafifarbungen mit aCD34 bestétigten die Reliabilitiat der Geféflzahlungen an MX1-
Féarbungen. Die ermittelten Gefafizahlen stimmten im gut, mittelgradig und schlecht diffe-
renzierten Adenokarzinom der Prostata und dem angrenzenden normalen Prostatagewebe
in beiden Farbemethoden iiberein. Diese Beobachtung rechtfertigte im weiteren Vorgehen
das alleinige Heranziehen der aus MX1-Farbungen gewonnenen Werte zur Gefafidichte fiir
die Ermittlung der Anzahl der ED-B-positiven und negativen Gefifle sowie der resultieren-

den GeféaBneubildungsraten.

In den immunhistologischen Farbungen mit dem gegen ED-B gerichteten Antikérper
MX1 wurde Prostatakarzinomgewebe der verschiedenen Differenzierungsgrade G1-G3 mit
angrenzendem normalen Prostatagewebe verglichen. Um sicherzustellen, dass das tumor-

freie Vergleichsgewebe repréasentativ fiir gesundes, regelhaftes Prostatagewebe ist, wurden
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im Vorfeld vollstéandig resezierte gesunde Prostatae, die keine pathologischen Verédnderungen
aufwiesen, auf ED-B-Expression untersucht und die Ergebnisse mit denen aus an Karzinom-

gewebe angrenzendem normalem Prostatagewebe verglichen.

Innerhalb der angrenzenden normalen Prostatagewebe aus 1. gut differenziertem, 2. mit-
telgradig differenziertem, 3. schlecht differenziertem Prostatakarzinom und Gewebe aus 4.
gesundem Prostatagewebe aus tumorfreien Prostatektomien waren die ermittelten Gefaf3-
zahlen (Gefifidichte, Anzahl an ED-B-positiven Gefiilen und Gefafineubildungsrate) breit
gestreut. Die statistisch signifikante Vergleichbarkeit war nur zwischen jeweils benachbar-
ten Gruppen gegeben; tumorfreies Gewebe aus G2- und G3-Praparaten wies meist hohere
Werte auf als génzlich pathologisch unverédndertes Prostatagewebe aus tumorfreien Pro-
statektomien. Eine mogliche Erkldarung bietet die Annahme, dass das an maligne Prozesse
angrenzende Gewebe bereits reaktive Aktivitdt in Form von entziindlichen Prozessen (Des-
moplasie) und folglich auch Neoangiogenese zeigt. Dazu passt die Tatsache, dass das an
G3-Karzinom - welches das am schnellsten wachsende und aggressivste Prostatakarzinom
ist - angrenzende normale Prostatagewebe die relativ hochste Gefaidichte, die meisten
ED-B-positiven Gefifle und die héchste Neubildungsrate unter den Vergleichsgeweben auf-
weist, wiahrend das an das gut differenzierte G1-Karzinom angrenzende Normalgewebe die
niedrigsten Werte zeigt. Hier besteht auch kein statistisch signifikanter Unterschied zu ge-
sundem Prostatagewebe aus tumorfreien Prostatektomien. Aus diesem Grund wurde bei
den folgenden Experimenten mit Antikorperfarbung gegen ED-B darauf geachtet, dass die
beispielsweise aus G1-Karzinom-Praparaten gewonnenen Werte nicht unkritisch mit denen
aus G3-Karzinom-Préparaten verglichen werden, sondern primér die Werte von tumorinfil-

triertem und tumorfreiem Gewebe innerhalb einer Gruppe aufeinander bezogen werden.

Das Kernstiick der vorliegenden Arbeit besteht in der immunhistologischen Analyse der

ED-B-Expression im Adenokarzinom der Prostata und der Vergleich mit Prostatanormalge-

webe. Hier wird deutlich, dass die Expression von ED-B ein spezifisches Diskriminierungs-
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merkmal zwischen Prostatakarzinomgewebe und normalem Prostatagewebe darstellt.

Die Betrachtung der Gefafineubildungsrate in den mit MX1 immunhistologisch gefirbten
Praparaten legt nahe, dass die durch CD34-Farbung gezeigte hohere Geféfidichte vor allem
auf neugebildete Gefafle zuriickzufithren ist. Es wurde gezeigt, dass das Karzinomgewebe
aller drei Differenzierungsgrade signifikant hchere Neubildungsraten aufweist als das an-
grenzende normale Prostatagewebe. Dabei wies das schlecht differenzierte G3-Karzinom
mit durchschnittlich 75% die hochste GeféaBneubildungsrate auf, was gut zu der Tatsache
passt, dass es auch das aggressivste Wachstumsmuster zeigt. Aber auch im gut und mit-
telgradig differenzierten Prostatakarzinom waren fast 70% der gezahlten Gefafie solche, die

ED-B-positiv waren und folglich im Rahmen der Tumorangiogenese neu gebildet wurden.

Die konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie des Prostatakarzinomgewebes sowohl mit
dem Antikorper gegen den Stammzell- und Endothelmarker CD34 als auch dem Antikorper
gegen ED-B (MX1) zeigte die Ko-Lokalisation der beiden Antigene im perivaskuléiren Be-
reich. Es konnte nachgewiesen werden, dass ED-B im Adenokarzinom der Prostata in al-
len Differenzierungsgraden hauptséchlich gefaflassoziiert vorkommt und MX1 spezifisch an
gefafinahe Strukturen bindet. Dies ist zum einen Grundlage und Rechtfertigung, zum an-

deren inhaltliche Ergéinzung der immunhistochemischen Féarbungen.

Gerade kleinere Gefifle wiesen das ED-B-Antigen auf, da sie im Rahmen der Tumoran-
giogenese neu gebildet wurden. Es kamen auflerdem kleinste GeféBaussprossungen, sog.

™ wie sie auch von Czabanka et al.%2 beschrieben wurden, zur Darstellung, die

»sprouts
in den immunhistochemischen Untersuchungen eventuell nicht als solche bewertet werden
konnten, und die einen weiteren deutlichen Hinweis auf die hohe ausgeprigte Neoangio-
geneseaktivitit der Prostatakarzinoms liefern. Die konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie

ist im Falle der Untersuchung von Prostatagewebe die sensitivere Methode als die Immun-

histochemie. Sie kommt zum einen ohne die Verstiarkungs- und Wiederholungsschritte der
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im immunhistochemischen Farbungsprotokoll verwendeten APAAP-Methode aus, wodurch
Nebenreaktionen und Hintergrund minimiert werden. Zum anderen sind die verwendeten
Immunfluoreszenzfarbstoffe und die computergestiitzte Optik als sensitiver zu bewerten.
Die simultane Doppelfirbung mit «CD34 und MX1 bietet dariiber hinaus in der Overlay-
Darstellung eine besondere raumliche Ubersichtlichkeit. Somit waren ED-B-positive Regio-
nen eindeutig Geféflen zuzuordnen und sicher abgrenzbar von ED-B-negativen Strukturen

1.32 setzten die konfokale Immunfluoreszenzmi-

wie Tumorzellverbdnden. Auch Sauer et a
kroskopie aus ebendiesen Griinden zum ergénzenden Nachweis von ED-B in lymphatischen

Neoplasien ein und erzielten iibereinstimmende Ergebnisse.

Mittels konfokaler Immunfluoreszenzmikroskopie an Préaparaten mit normalem Prosta-
tagewebe aus pathologisch nicht verdnderten Prostatektomieprédparaten wurde besonders
deutlich, dass normales bzw. nicht tumorbefallenes Prostatagewebe ED-B nur an wenigen
Gefdflen exprimiert. Besonders grofiere Gefiafle zeigten keine Anfirbbarkeit mit dem An-
tikorper MX1, was darauf schlielen ldsst, dass es sich um bereits vorbestehende Geféfle
der regelhaften Prostata handelte. Bei den wenigen ED-B-positiven Gefiflen handelte es
sich vermutlich um im Rahmen von Umbauprozessen des Gewebes neugebildete Struktu-
ren. Auch in den untersuchten Préaparaten mit benigner Prostatahyperplasie wurde ED-B
kaum gefunden. Diese Ergebnisse der konfokalen Immunfluoreszenzmikroskopie an der ge-
sunden Prostata zeigen, dass ED-B ein gutes Diskriminierungsmerkmal fiir maligne Pro-
zesse ist, weil es im nicht tumords verdndertem Gewebe kaum oder in sehr viel niedrigerem
MafBe exprimiert wird. Dies steht in Einklang mit den Arbeiten verschiedener anderer For-
schungsgruppen, die ebenfalls keine ED-B-Expression in Normalgewebe nachweisen konn-

ton.22:24,25,26,27

Die Eigenschaft der ED-B-Expression als Diskriminierungsmerkmal zwischen normalem

Prostatagewebe und dem Prostatakarzinom ist moglicherweise bei der Suche nach Alter-

nativen in der Diagnostik des frithen Prostatakarzinoms nutzbar, z.B. auf dem Gebiet der
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Szintigraphie. Besonders interessant diirfte dabei die Tatsache sein, dass auch die benigne
Prostatahyperplasie anhand ihres ED-B-Expressionsmusters eindeutig von malignen Pro-
zessen abzugrenzen war. Mit einer Privalenz von bis zu 60% in der Gruppe der iiber
60jahrigen®® stellt die Prostatahyperplasie eine wichtige Differenzialdiagnose zum Prosta-
takarzinom dar. Derzeit werden maligne Prozesse in der Prostata mittels Stanzbiopsie und
anatomisch-pathologischer Begutachtung diagnostiziert.® Um eine Aussage zur histologi-
schen Beschaffenheit und zu den Therapieméglichkeiten einer Raumforderung zu erhalten,
ist diese Herangehensweise nicht zu ersetzen. Es stellt sich jedoch die Frage, ob man zur ers-
ten Diagnosestellung eines malignen Prozesses und zur Abgrenzung zu benignen Prozessen
wie der Prostatahyperplase nicht auf weniger invasive Mafinahmen zuriickgreifen koénnte.
Hier kommt die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) oder Radio-Immunszintigraphie
in Verbindung mit einem tumorselektiven Marker wie ED-B infrage. Alternativ liele sich
im Vorfeld einer geplanten Biopsie das betreffende verdachtige Areal genauer darstellen
und die Trefferquote erhéhen. Santimaria et al.® beschrieben bereits die selektive An-
reicherung von radiomarkierten Antikérpern gegen ED-B (hier jodmarkiertes L19 123Jod-
L19(scvF2)) in Hirntumoren, Lungen- und Kolorektalkarzinomen und folgerten daraus, dass
ED-B moglicherweise in der Diagnostik maligner Erkrankungen einsetzbar ist. Weitere
Forschungsgruppen beschéftigten sich mit dem diagnostischen Einsatz von anderen An-
tikorperformaten oder Radioisotopen zur tumorselektiven Darstellung von neugebildeten
BlutgefiBlen wie 124Jod-L19-SIP, 3'Jod-L19-SIP oder "Brom-L19-SIP.5:66.67.68 Sayer et
al.32 konnten zuletzt zeigen, dass sich auch himatologische Tumorerkrankungen mit 3! Jod-
L19(scvF2) und szintigraphischen Methoden darstellen lassen. Das Ausmafl der Anreiche-
rung radiomarkierter Antikérper gegen ED-B in Raumforderungen der Prostata konnte also
moglicherweise auch hier schon in der frithen Diagnostik entscheidende Hinweise auf die Di-
gnitit geben. Die PET mit ®Fluor-Cholin wird beispielsweise zur Rezidivdiagnostik des
Adenokarzinoms der Prostata diskutiert®, wobei man sich die erhéhte Stoffwechselaktivitéit
in malignen Geweben zunutze macht. Wéahrend sich die Stoffwechselaktivitit jedoch nicht

als spezifisches Unterscheidungsmerkmal zwischen malignen und benignen Lé&sionen eignet,
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konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Expression von ED-B als dia-
gnostisches Diskriminierungsmerkmal zwischen Normalgewebe oder benigner Hyperplasie

und Tumorgewebe geeignet ist.

Der immunhistologisch ermittelte Absolutwert an ED-B-positiven Gefaflen im Prosta-
takarzinom war, unabhéngig vom Differenzierungsgrad, jeweils statistisch signifikant hoher
als im angrenzenden normalen Prostatagewebe. Wie die hohere Gefiaf-Neubildungsrate be-
legt auch dieses Ergebnis die hohe Angiogeneseaktivitdt des Adenokarzinoms der Prostata.
Die hohe Dichte an neugebildeten, ED-B-positiven Gefédflen im Prostatakarzinom bildet
eine der wichtigsten Grundlagen im Hinblick auch auf neue Therapiestrategien. Fiir die
zielgerichtete Therapie wird eine Struktur gesucht, die nach systemischer Gabe eines an
Antikorper gegen diese Zielstruktur gekoppelten Wirkstoffs in der Lage ist, diesen schnell
und spezifisch aus dem Kreislauf zu binden. Die hohen Absolutwerte an ED-B-positiven
Gefaflen weisen darauf hin, dass moglicherweise relativ schnell nach intravenoser Gabe viel
Wirkstoff-beladener Antikérper im Prostatakarzinom (primére Lokalisation und metasta-
tische Absiedlungen) angereichert werden konnte und der Prozess einer Gleichgewichtsre-
aktion der Verteilung des Wirkstoffes im Organismus zugunsten des Zielgewebes ablaufen
sollte. In Bezug auf die Gleichgewichtseinstellung ist der oben ausfiihrlicher diskutierte
Unterschied zum Normalgewebe von besonderer Bedeutung. Die perivaskuldre Lokalisa-
tion des ED-B ist fiir die weiteren therapeutischen Uberlegungen ebenfalls sehr wichtig,
da Antikorper gegen ED-B somit gut iiber den Blutweg zum Tumor transportiert werden
konnen. Die fenestrierten und fragilen neugebildeten Geféafle im Tumor erleichtern dann das
Erreichen der Tumorzellverbande. Anti-Tumor-Substanzen mit einem Angriffspunkt in un-
mittelbarer Nahe der Tumorgeféfie wirken dadurch iiber zwei Mechanismen, ndmlich gegen
die umliegenden Tumorzellen selbst und gegen die Geféfie, also die Nahrstoffversorgung und

Uberlebensgrundlage des Tumors.

Im Hinblick auf neue Therapiemoglichkeiten fiir das fortgeschrittene bzw. metastasier-
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te Prostatakarzinom ist die Betrachtung von Patientenfillen mit Lymphknotenmetasta-
sen wichtig. Die Untersuchung der Lymphknotenmetastasen des Prostatakarzinoms mit-
tels einfacher immunhistologischer Methoden erwies sich als &uflerst schwierig. Lymph-
knoten in Tumorabflussgebieten zeigten reaktiv eine hohere unspezifische Gewebe- und
Entziindungsaktivitéit, was u.a. vermehrte Neoangiogenese zur Folge hat. Dies erklart das
Vorhandensein von ED-B, auch ohne dass das von Folkman beschriebene Kriterium ei-
ner bestimmten Gréfle einer malignen Neoplasie,'? hier einer Lymphknotenmetastase des
Primértumors, fiir tumorinduzierte Angiogenese erfiillt ist. Der Effekt der durch die Meta-
stase induzierten Angiogenese wird also moglicherweise in der Immunhistochemie von einer
entziindungsinduzierten Angiogenese iiberlagert. Dariiber hinaus enthalten Lymphknoten
auch ohne Tumorinfiltration einen hohen Anteil extrazelluzdrer Fasern. Eine Auszéhlung
der Gefafldichte und GefaB-Neubildungsrate wie in den immunhistologischen Farbungen
am Prostatakarzinom war daher nicht méglich und die Lymphknotenmetastasen wurden
mithilfe der iibersichtlicheren konfokalen Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. In al-
len untersuchten Lymphknotenmetastasen des Prostatakarzinoms konnte die Expression
von ED-B und seine perivaskulédre Lokalisation dargestellt werden, denn alle untersuchten

Praparate wiesen das ED-B-Antigen in Ko-Expression mit dem Endothelmarker CD34 auf.

Mit dem Einsatz von tumorselektiven Antikérpern in der Therapie maligner Erkrankun-
gen befassen sich mehrere Arbeitsgruppen. Bei der Radio-Immuntherapie werden tumorspe-

zifische Antikorper mit radioaktiven Stoffen gekoppelt. Berndorff et al.®”

verglichen mehrere
Formate von radiomarkierten ED-B-Antikorpern und konnten zeigen, dass jodmarkiertes
L19-SIP (*31Jod-L19-SIP) am ehesten zur Tumortherapie geeignet sei. Im Mausmodell mit
HNO-Karzinomen konnten unter Radio-Immuntherapie mit '3'Jod-L19-SIP eine Verrin-
gerung des Tumorwachstums und verbesserte Uberlebensraten erzielt werden.”™ Ahnliche
Ergebnisse fanden Spaeth et al.™ fiir das Glioblastom im Tumortiermodell. Sauer et al.3?

erzielten mit 3'Jod-L19-SIP gute Therapieergebnisse erstmals bei Patienten mit Hodgkin-

Lymphom. Derzeit laufen iiberdies diverse weitere Studien (Phase I und II), teilweise kom-
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biniert mit Radio- oder Chemotherapie, zur Evaluierung der L19-Immunkonjugate, die u.a.
die Proliferation und Tumorinfiltration durch Leukozyten férdern. Erprobt wird die Be-
handlung bei lokal fortgeschrittem, nicht kleinzelligem Bronchialkarzinom (3!Jod-L19-SIP
plus Chemo- und Radiotherapie), bei Pankreaskarzinom (L19-I1L2 plus Chemotherapie mit
Gemcitabin), malignem Melanom (L19-IL2 plus Chemotherapie mit Dacarbazin oder intra-
tumorale Injektion von L19-I1L.2) und die Behandlung von Hirnmetastasen jeglicher solider

Primértumore ('3!Jod-L19-SIP plus Ganzhirnbestrahlung).”

Die Therapie mit radiomarkierten Antikorpern oder Antikorper-Zytokin-Fusionsproteinen,
die spezifisch an ED-B binden, bildet einen vielversprechenden Behandlungsansatz gegen
maligne Erkrankungen und befindet sich bereits im Stadium der klinischen Priifung bei eini-
gen fortgeschrittenen Tumorerkrankungen. Obwohl die Nebenwirkungen dieser Substanzen
durch Nutzung spezifisch agierender Tragersstoffe bereits deutlich verringert werden konn-
ten, stellt die systemische Applikation der aktiven zellschadigenden Substanzen weiterhin
einen Nachteil dar, der die Dosis und damit die gewiinschte Wirksamkeit limitiert. Durch
Kombination von zielgerichtetem Aufsuchen des Tumors mittels ED-B-Antikérper und der
photodynamischen Therapie konnte man jedoch die gewiinschten Wirkungen weiter op-
timieren und gleichzeitig die systemischen Wirkungen minimieren. Die PDT wird bereits
bei einigen Karzinomarten erfolgreich eingesetzt und konnte schon bald auch in der The-
rapie des Prostatakarzinoms eine Rolle spielen. Derzeit laufen bereits klinische Studien
zur PDT bei Patienten mit lokal begrenztem und rezidivierendem Prostatakarzinom.”™ Mit
Hilfe von wasserloslichen Fusionsproteinen wie L19, die gezielt mit dem auf Tumorgewebe
exprimierten ED-B interagieren, konnten die photosensitiven Substanzen direkt zum Tu-
mor gebracht werden. Da sie sich nur dort anreichern und auch die Lichtapplikation nur im
gewiinschten Gewebe stattfindet, konnten systemische Wirkungen stark verringert werden.
Durch die Kopplung mit L19 erreichen sie auflerdem eine kiirzere Halbwertszeit. Reakti-
ve Sauerstoffspezies wie “Singlet oxygen“ haben eine sehr kurze Lebensdauer und kénnen
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die Oxidationsreaktionen auch nur dort stattfinden, wo Licht eingestrahlt wird. Im Um-
kehrschluss bedeutet das aber auch, dass der Photosensitizer moéglichst gezielt im Tumor
bzw. in den Tumorgefiaflen lokalisiert sein sollte, was zusétzlich auf die Notwendigkeit des
tumorspezifischen ED-B als Angriffspunkt hinweist. Erstaunlicherweise scheinen nicht die
hohe Konzentration des Photosensitizers im Tumor Voraussetzung fiir den Erfolg der PDT
zu sein, sondern vielmehr hohe Plasmaspiegel zum Zeitpunkt der Bestrahlung.*?° Dies
lasst darauf schlieflen, dass die Hauptkomponente der tumortoxischen Wirkung der PDT

auf TumorgeféBschadigung zuriickzufithren ist.

ED-B als Marker der Neoangiogenese des Tumors ist also ein idealer Angriffsort fiir
eine targetierte photodynamische Therapie, wobei ein armierter Antikérper gegen ED-B,
z.B. mit einer photodynamisch aktivierbaren Substanz beladener 119 (L19-PDT), einge-
setzt wiirde. Mehrere Arbeitsgruppen beschrieben bereits die Anwendung von L19-PDT
an verschiedenen Neoangiogenese- und Tumormodellen.’”%® Unter anderem setzten Biro
et al. die L19-PDT erfolgreich zur Behandlung der Retinopathie im Mausmodell ein (un-
verdffentlichte Ergebnisse von Bird et al., 2005). Zuletzt verdffentlichten Palumbo et al.>
ihre Ergebnisse zur L19-PDT bei F9-Teratokarzinom und A431-Epitheloidzellkarzinom an

Méusen. Mittels L19-PDT erreichten sie die Zerstorung des Tumorgefdfinetzes und den

kompletten Untergang des Tumorgewebes.

Zusammenfassend konnte mit vorliegender Arbeit gezeigt werden, dass der Neoangio-
genesemarker ED-B im Adenokarzinom der Prostata umfangreich und signifikant stéarker
exprimiert wird als im normalen Prostatagewebe. Diese Ergebnisse legen die Grundlage
zur Entwicklung neuer targetierter Therapien des Prostatakarzinoms mithilfe von armier-
ten ED-B-Antikorpern. Dariiber hinaus konnten sich auch diagnostische Anwendungen,
z.B. mithilfe radioaktiv markierter ED-B-Antikorper, zur frithzeitigen Diagnose des Pro-

statakarzinoms ergeben.

44
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Das Adenokarzinom der Prostata ist in Deutschland die am h&ufigsten diagnostizierte
Krebserkrankung bei Méannern. Die derzeitige Therapie umfasst operative, strahlen- und
chemotherapeutische Ansdtze und bringt ein breites Nebenwirkungsspektrum mit sich.
Ein vielversprechender neuer Therapieansatz gegen maligne Erkrankungen ist der gezielte
Angriff auf Tumorgefiafie unter Verwendung des perivaskulér lokalisierten Neoangiogenese-
markers ED-B als Target, da solide Tumore auf Neoangiogenese angewiesen sind, um ihr
Wachstum aufrechtzuerhalten. Bislang wurde ED-B schon in einigen Karzinomarten, nicht
jedoch im Prostatakarzinom nachgewiesen. Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Un-
tersuchung der ED-B-Expression im Adenokarzinom der Prostata und Lymphknotenmeta-
stasen im Vergleich zu normalem Prostatagewebe und der benignen Prostatahyperplasie.
Es wurden 68 Préparate verschiedener Differenzierungsgrade des Adenokarzinoms der
Prostata, 5 Praparate mit Lymphknotenmetastasen, 4 Prédparate mit benigner Prosta-
tahyperplasie und 6 vollstdndig resezierte gesunde Prostatae, die keine pathologischen
Verdnderungen aufwiesen, analysiert. Die Doppelfluoreszenztérbung an Paraffinschnitten
erfolgte mit den monoklonalen Antikérpern aCD34 (Gefdfl-/Endothelmarker) oder MX1
(ED-B), anschlieBender Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen und Auswertung am konfo-
kalen Mikroskop. Die immunhistochemische Féarbung an Paraffinschnitten wurde ebenfalls
mit den oben aufgefithrten Antikorpern, anschlieBender Entwicklung mittels APAAP und
Auswertung am Lichtmikroskop durchgefiihrt. Die Ergebnisse der immunhistochemischen
Farbungen wurden unter Verwendung der Software SPSS statistisch ausgewertet.

Mittels der durch konfokale Mikroskopie ausgewerteten Doppelfluoreszenzfirbung konn-
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te das Vorhandensein von ED-B, ebenso wie seine Ko-Lokalisation mit dem endothelialen
Gefafmarker CD34, qualitativ in allen untersuchten Prostatakarzinompréiparaten und in
den Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werden, wiahrend sich im Normalgewebe der
Prostata und in den Préparaten mit Prostatahyperplasie nur eine sehr geringe oder gar
keine ED-B-Expression nachweisen liefS. Durch immunhistochemische Farbung des Endo-
thelmarkers CD34 konnte quantitativ eine signifikant hohere Gefdfdichte im Prostatakar-
zinom aller drei Differenzierungsgrade im Vergleich zu angrenzendem normalen Prostata-
gewebe nachgewiesen werden. Die Anzahl der ED-B-positiven Gefifle pro 1 mm? war bei
allen drei Differenzierungsgraden des Prostatakarzinoms ebenfalls jeweils signifikant hoher
als im angrenzenden normalen Prostatagewebe. Auch die Gefifneubildungsrate, also der
prozentuale Anteil ED-B-positiver Gefifle an der Gesamtzahl der Geféafle, war in allen drei
Differenzierungsgraden des Prostatakarzinoms jeweils signifikant hoher als im angrenzenden
normalen Prostatagewebe. Die durchschnittliche Geféafineubildungsrate im schlecht differen-
zierten Karzinom erreichte iiber 70%, wihrend der Wert in allen untersuchten Proben von
normalem Prostatagewebe maximal 30% betrug.

Mit der Entdeckung des Neoangiogenesemarkers ED-B eroffneten sich neue Wege in der
Diagnostik und Therapie maligner Erkrankungen, da gegen ED-B gerichtete Antikorper wie
LL19 eine gezielte Lokalisation des erkrankten Gewebes ermoglichen. In der vorliegenden Un-
tersuchung zur ED-B-Expression beim Adenokarzinom der Prostata konnte gezeigt werden,
dass die Expression von ED-B ein spezifisches Diskriminierungsmerkmal zwischen normalem
oder hyperplastischem und tumoros verdndertem Prostatagewebe ist. Zum einen ergeben
sich dadurch moglicherweise neue Ansétze in der (Primér-)Diagnostik des Adenokarzinoms
der Prostata, z.B. durch den Einsatz von '?*Jod-L19 Immuno-PET, zum anderen lassen
sich neue, gezielte Therapien wie z.B. mit Immunkonjugaten (L19-1L2) oder die kombi-
nierte Therapieform L19-PDT entwickeln. Anders als bei der alleinigen Gabe von an 119
gekoppelten Antitumorsubstanzen, die trotz gezielter Reaktion mit dem Karzinomgewebe
dennoch auch systemisch wirken kénnen, wére mit der L19-PDT eine doppelte Selektion
moglich, da die eigentliche Angriffsreaktion nur dort stattfindet, wo auch Licht zur Akti-

vierung eingestrahlt wird.
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