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1 Einleitung

Prostatakrebs ist der mit Abstand haufigste nicht-kutane maligne Tumor des Mannes
und die zweithaufigste tumorassoziierte Todesursache bei Mannern in westlichen
Landern (1). Die in den spaten 80er Jahren eingeflhrte Untersuchung des Prostata-
spezifischen Antigens (PSA) im peripheren Blut ermdglicht in vielen Fallen eine
frihzeitige Entdeckung des Prostatakarzinoms, jedoch variiert die Aggressivitat der
Prostatakarzinome stark. Einige Prostatakarzinome entwickeln sich sehr langsam,
bleiben lange latent oder werden nur per Zufall bei einer Autopsie oder einer
transurethralen Resektion zur Therapie einer benignen Prostatahyperplasie entdeckt.
Konnte man diese Patientengruppe, die an einem sog. insignifikanten Prostatakarzinom
erkrankt ist, bereits prospektiv erkennen, wirde es sich anbieten, den Tumor
regelmafdig zu kontrollieren, ohne ihn jedoch zu therapieren. In Anbetracht des
zunehmenden Alters der mannlichen Bevdlkerung und der damit einhergehenden
Morbiditat und Mortalitat gewinnt dieser Therapieansatz der sog. ,active surveillance®
zunehmend an Bedeutung (2). Leider sind die bisherigen Definitionen eines klinisch
insignifikanten Prostatakarzinoms unzureichend. Prostatakarzinome konnen sich in
ihrem Verlauf jedoch auch sehr aggressiv verhalten. Ca. 30% der Manner mit
Prostatakarzinom versterben im fortgeschrittenen Stadium an den auftretenden
Metastasen. Auch hier fehlen zuverlassige Prognoseparameter, um diese Patienten, die
an einem sog. letalen Prostatakarzinom erkrankt sind, frihzeitig zu erkennen. Welche
molekularen Mechanismen diese Variabilitat bewirken, ist weitestgehend ungeklart.
Sowohl genetische Faktoren als auch Umwelteinflisse scheinen eine Rolle zu

spielen (3).

Eine Aussage Uber die Prognose eines Krankheitsverlaufes und der Erkrankung zu
treffen ist schwierig, jedoch flr die Betroffenen und deren Angehdrige entscheidend fur
die Planung der noch verbleibenden Lebenszeit. Auch wenn feststeht, dass Patienten
mit einem schlecht differenziertem Prostatakarzinom (Gleason-Summe 7 —10) eine
schlechtere Uberlebensprognose haben als solche mit einem gut bis maRig
differenziertem Prostatakarzinom (Gleason-Summe <7), gilt es, weitere klinisch

relevante Prognosemarker flr das Prostatakarzinom zu finden.



Im Folgenden werden nach einer kurzen Einfuhrung zur Epidemiologie und Pathologie
des Prostatakarzinoms zunachst die klassischen Diagnose- und Therapieverfahren
angesprochen.

Anschlieltend werden die untersuchten Prognosemarker RECK (reversion-inducing
cysteine-rich protein with kazal motifs), CD146 (MCAM bzw. Mel-CAM), ADAM8
(CD156) sowie COX-2 (Cyclooyxgenase-2) vorgestellt.

1.1 Epidemiologie, Pathologie, Diagnose und Therapie des Prostatakarzinoms

1.1.1 Epidemiologie

2008 war das Prostatakarzinom in den USA mit 186 320 Neuerkrankungen die mit
Abstand haufigste maligne Erkrankung des Mannes. Das entspricht einem Anteil von
25% an den gesamten Krebserkrankungen. Mit 28 660 Todesfallen stellt es eine der
fuhrendsten Krebserkrankungen nach dem Bronchialkarzinom dar (1).

2007 waren in Deutschland Krebserkrankungen bei Mannern fur 29%

(113 405 Sterbefalle) und bei Frauen fur 22,3% (98 360 Sterbefalle) der Todesfalle
verantwortlich. Nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind sie die haufigste
Todesursache. Die haufigste Krebserkrankung bei Mannern sind Karzinome der Lunge
und Bronchien, des Dick- und Enddarms (Kolon- und Rektumkarzinome) sowie der
Prostata, bei Frauen Karzinome der Brust sowie ebenfalls Karzinome der Lunge und
Bronchien und des Dick- und Enddarms. Mit 11448 von 113 405 krebsbedingten
Todesfallen steht Prostatakrebs bei deutschen Mannern an dritter Stelle nach Lungen-
und Bronchialkarzinomen (29 143 Todesfalle) sowie Kolon- und Rektumkarzinomen
(13 385 Todesfalle) (4).

Diese Krebsarten machen ca. die Halfte aller krebsbedingten Todesursachen aus.
Nach dem 70. Lebensjahr gehort das Prostatakarzinom zu den haufigsten bésartigen
Tumoren beim Mann. Die Sterblichkeit steigt linear mit dem Alter an und hangt unter
anderem auch davon ab, in welchem geographischen Gebiet die Manner leben und
welcher ethnischen Gruppe sie angehdren (1).

Epidemiologische Daten zeigen, dass die afroamerikanische Bevolkerung der USA
anfalliger ist als die weil3e, wahrend die asiatische Bevolkerung das niedrigste Risiko

am Prostatakarzinom zu erkranken aufweist (1, 5).



1.1.2 Anatomie der Prostata

Die Prostata, auch Vorsteherdriise genannt, ist ein kastaniengrof3es derbes Organ,
welches retrosymphysar liegt. Mit ihrer Basis liegt sie dem Blasengrund (Basis
prostatae) und mit der Spitze, der sog. Apex, dem Diaphragma urogenitale an. Nach
ventral ist sie ca. 2cm von der Symphyse (Schambein) entfernt und nach dorsal
(hinten) grenzt sie an das Rektum (Enddarm), von welchem sie durch die zweilagige
Denonvillier'sche Faszie getrennt ist. Diese ist das Serosarudiment des sich in der
frihen Embryogenese bis zum Diaphragma urogenitale erstreckenden Douglas’schen
Raumes. Dorsokranial liegen die Samenblasen und die Vasa deferentes. Durch die
unmittelbare Nahe zum Rektum ist die Hinterflache der Prostata der digitalen
Untersuchung vom Mastdarm aus gut zuganglich. Die Prostata umfasst den Anfangsteil
der mannlichen Harnrohre (Pars prostatica) vom Blasenhals an vollstandig. Bei der
Geburt wiegt sie ca. 2g. In der Pubertat wachst sie unter Androgeneinfluss zu ihrer
normalen GroRe und wiegt im 20.—-40. Lebensjahr ca. 20 g, im 40. Lebensjahr bis 40g.
Ihre Funktion besteht in der Absonderung eines dunnflussigen, milchigen Sekrets mit
einem pH-Wert von 6,4 —6,8. Dieses Sekret enthalt Phosphatasen und Spermin und
bildet mit ca. 60 —70% den Hauptbestandteil des Ejakulates (6).

Nach Lowsley (1952) lassen sich funf Lappen unterscheiden: zwei Seitenlappen (Lobus
dexter und Lobus sinister), ein Vorderlappen, ein Mittellappen und ein Hinterlappen.
Dieses Lappenmodell gilt jedoch als Uberholt und ist durch die Untersuchungen von
McNeal deutlich revidiert worden. Nach McNeal (1972) wird die Prostata in eine
periphere, eine zentrale, eine transitionale Zone, ein anteriores Segment und in eine
praprostatische Spinkterzone eingeteilt (7).

In der klinischen Urologie ist es ublich die Prostata in drei konzentrische Zonen zu
gliedern:

- Urethrale Zone, die sich unmittelbar um die Harnréhre herum befindet.

- Transitionale Zone (Ubergangszone), die als breite Zwischenzone fungiert und
sich bei der benignen Prostatahyperplasie vergrof3ert. Etwa 20% der
Prostatakarzinome entstammen der transitionalen Zone.

- Periphere Zone, die an die anatomische Kapsel angrenzt. Hier entsteht in etwa

80% der Falle das Prostatakarzinom (8).

Histologisch ist die Prostata aus 30 — 50 tubuloalveolaren Driseneinheiten (epitheliale
Drisenschlauche) aufgebaut, die von einem Drisenepithel ausgekleidet sind und von
3



Ausfuhrungsgangen drainiert werden, die in die Harnrohre minden. Das gesunde
Drusenepithel ist zweireihig und besteht aus luminalen sekretorischen Zellen, die von
einer Basalzell-Schicht (Basallamina) umschlossen werden, sowie aus wenigen
neuroendokrinen Zellen. Reife luminale Zellen zeichnen sich durch die Expression von
Prostata-spezifischen Antigen (PSA) und Androgen-Rezeptoren aus. Basalzellen
werden anhand der Expression bestimmter Zytokeratine (z. B. CK5) oder
Transkriptionsfaktoren (z. B. p63) identifiziert, was man sich auch diagnostisch zunutze
macht. Zwischen den Drusen liegen Bindegewebe und glatte Muskelzellen.
Umschlossen wird die Prostata von einer derben Pseudokapsel, die durch Kompression
aulerer Organanteile entsteht; eine eigentliche Organkapsel hat die Prostata nicht.

Die arterielle Blutversorgung erfolgt iber Aste der Aa. vesicalis inferiores, pudendae
internae sowie rectales mediae. Die prostatischen Venen drainieren zusammen mit der
tiefen V. dorsalis penis Uber einen ausgedehnten vendsen Plexus prostaticus in die
Venae iliacae internae (6).

Die Prostata zeigt ein ausgedehntes Geflecht direkt aus dem gemischten Plexus
pelvicus und dem Plexus vesicales entstammender sympathischer und
parasympathischer Nerven. Deren Perineuralscheiden sind als Infiltrationsbahnen beim
Prostatakarzinom von Bedeutung. Der Lymphabfluss erfolgt Uber die sakralen,

vesikalen, externen iliakalen und obturatoriellen Lymphknoten (7).

1.1.3 Pathologie des Prostatakarzinoms

Als praneoplastische Vorlauferlasion des Prostatakarzinoms ist die prostatische
intraepitheliale Neoplasie (PIN) identifiziert worden. In >60% aller Uber 60-Jahrigen
kann eine High-Grade-PIN nachgewiesen werden, welche zu 77% mit einem Karzinom
assoziiert ist (9).

Prostatatumoren sind zu 97% azinare Adenokarzinome. Makroskopisch zeigen sich
derbe, graugelbe, relativ scharf begrenzte Herde, die je nach Stadium in einem oder
beiden Organlappen auftreten konnen. Das Prostatakarzinom entsteht immer in der
androgenabhangigen, peripheren Zone und wachst dann erst in das Organzentrum
und/oder durchbricht die Pseudokapsel und breitet sich in angrenzendem Fett- und
Bindegewebe aus bzw. infiltriert die Samenblase (10). Neben dem klassischen
Prostatakarzinom kénnen selten auch ein sog. Ubergangszellkarzinom oder ein sog.
duktales Adenokarzinom der Prostata (DAP, ca. 1% d. F.) vorkommen.
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Das typische azinare Prostatakarzinom wachst langsam und bleibt lange klinisch
stumm. Es breitet sich zunachst im Organ selbst aus und infiltriert spater in die
umliegenden Organe (Samenblase, Harnblase, Rektum). Die Ausbreitung erfolgt
entlang der Nerven in die Pseudokapsel der Prostata.

Erst ab einer gewissen Grofie beginnt die klinische Symptomatik, die der der
Prostatahyperplasie ahneln kann. Viele Prostatakarzinome werden erst durch die
Symptomatik der Metastasierung auffallig. Die Metastasierung erfolgt primar lymphogen
in die retroperitonealen Lymphknoten und hamatogen vor allem retrograd tUber den
klappenlosen pravertebralen Venenplexus in Wirbelsadule, Femur und Beckenknochen.
90% der Knochenmetastasen (historischer Begriff des 19. Jahrhunderts: “Ostitis
carcinomatosa“) sind vom osteoplastischen Typ. Die Letalitatsrate der an einem
fortgeschrittenen Prostatakarzinom erkrankten Patienten ist hoch (10).

In 10 —15% findet man in der klinisch wegen einer Prostatahyperplasie resezierten
Prostata ein sog. inzidentelles Prostatakarzinom. Als latente Karzinome bezeichnet man
Karzinome, die klinisch unerkannt waren und erst bei der Autopsie diagnostiziert

werden.

Histologisch zeigt das klassische Prostatakarzinom deutliche Unterschiede im
Wachstumsmuster. Je grol3er das Karzinom ist, desto haufiger finden sich verschiedene
histologische Muster nebeneinander. Dadurch wird eine einheitliche prognostisch
orientierte Klassifikation erschwert. Kleine Karzinome sind in der Regel uniform gebaut
und hoch differenziert; grof3e hingegen haufig pluriform mit niedrig differenzierten
Abschnitten.

Fir die prognostische Bewertung wird das sog. ,,Grading“ (Grad-Einteilung) nach
Gleason verwendet, welches nicht auf den zytologischen Merkmalen der Tumorzellen
sondern auf dem Drusenmuster beruht. Es wurde von Donald F. Gleason in den 1960er
Jahren entwickelt (11). Der Gleason-Grad zahlt neben der Beurteilung der
Resektionsflachen und der TNM-Klassifikation zu den drei wichtigsten, statistisch

unabhangigen, prognostischen Kriterien.

Es werden funf verschiedene histologische Differenzierungs- und Wachstumsmuster

(,Gleason-Pattern®) unterschieden (Abbildung 1).



Abb. 1: Schematisches Diagramm des modifizierten Gleason-Grading-Systems (12)

Gleason-Grad 1: Hoch differenziertes Adenokarzinom, das sich nur durch die gestorte
Drusenstruktur vom normalen Prostatagewebe unterscheidet. Die Begrenzung zur
Umgebung ist scharf und glatt. Dieses Muster ist dul3erst selten und spielt in der Praxis
keine Rolle. Vermutlich handelt es sich bei den Beschreibungen von Donald Gleason,
die vor der Ara der diagnostischen Immunhistochemie entstanden, um Adenoseherde,

nicht um Karzinome.

Gleason-Grad 2: Ahnlich dem Muster von Gleason-Grad 1, mit etwas groRerer
Formvarianz der Drisen und randstandig verdrangendem Wachstum. Ebenso sehr

selten, wird vor allem in der Transitionalzone beobachtet.



Gleason-Grad 3: MaRig differenziertes Adenokarzinom aufgebaut aus sehr kleinen
ungleichmafig strukturierten Drisen, die diffus das umgebende Gewebe infiltrieren.

Dies ist das haufigste Muster.

Gleason-Grad 4: Fusion der kleinen Drusen sowie kribriformes Muster (Druse-in-
Druse-Muster); seit der Novellierung der Gleason-Muster durch die Internationale
Gesellschaft flr Uropathologie (ISUP) im Jahre 2005 Qualifizierung von auch kleinen
unreifen Drusen fur ein Gleason-Grad 4.

Der Gleason-Grad 4 ist ein High-Grade-Tumor und haufig mit dem Gleason-Grad 3
kombiniert.

Die Kombination 3 + 4 ist prognostisch anders zu werten als die Kombination 4 + 3, da
bei der Kombination 4 + 3 der Gleason-Grad 4 (mit >50%) im Vordergrund steht.
Patienten mit der Kombination 4 + 3 haben eine signifikant schlechtere

Lebenserwartung als Patienten mit der Kombination 3 +4 (13).

Gleason-Grad 5: Anaplastisches Karzinom, das entweder in soliden Strangen,

einzelzellig oder intraduktal komedoartig wachst.

Neben dem Gleason-Grading gibt es fur das Prostatakarzinom auch andere Grading-
Systeme. Dazu gehdren die in Deutschland haufig benutzten kombinierten Grading-
Systeme nach Bocking und Sommerkamp (1980), des pathologisch-urologischen
Arbeitskreises ,Prostatakarzinom® von Helpap, Bocking, Dhom und Kastendiek (1985)
und deren Modifikation nach Helpap (1989). Diese kombinierten Grading-Systeme
berticksichtigen die zytologischen Malignitatskriterien wie Kernatypien und Nukleolen
(14), sind aber eher als historisch zu betrachten und haben sich international nicht
durchgesetzt.

Der Gleason-Score (auch Gleason-Summe genannt) ergibt sich aus der Addition der
zwei haufigsten Gleason-Muster (,primary“ und ,secondary pattern“) und reicht von

2 (1+1) bis 10 (5 +5). Seit der Konsens-Konferenz der ISUP 2005 Uber das Gleason-
Grading im Prostatakarzinom wird das zweithaufigste Muster, wenn es sich um ein sog.
Low-Grade-Karzinom (Gleason-Grad <4) handelt, nur angegeben, wenn es mindestens
5% des Tumorareals ausmacht. In diesem Fall wird das primare Muster einfach
verdoppelt (Gleason-Summe 4 + 4 = 8). Dies gilt fur Praparate der radikalen
Prostatektomie und der transurethralen Resektion der Prostata (TURP) wie auch fir

Nadelbiopsien. Handelt es sich dagegen bei dem zweiten Muster um ein High-Grade-
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Karzinom (Gleason-Grad 4 und 5), so wird dieses unabhangig von der 5%-Regel immer
in der Gleason-Summe berucksichtigt (z. B. Gleason-Summe 3 +4=7) (12).

Die klinische und pathologische Stadieneinteilung des Prostatakarzinoms, das sog.
Tumor-,Staging“ bezieht sich auf die Tumorausbreitung im Hinblick auf die
anatomischen Grenzen (Tabelle 1; Abbildung 2).

Das TNM-System (T-Primartumor, N-Regionare Lymphknoten, M-Fernmetastasen) ist
das meistverbreiteste System der Stadieneinteilung des Prostatakarzinoms. Es teilt die
Tumorstadien ein nach Art der Tumordiagnostik und trennt nicht-palpable (inzidentelle)
Karzinome von palpablen Tumoren. Das System berucksichtigt auch nicht-palpable
Tumoren, welche bei der transurethralen Ultraschalluntersuchung (TRUS) oder durch
ein erhdhtes PSA auffallen (T1c).

Tab. 1: Stadieneinteilung nach dem TNM-System der IUCC 1997 (15)

T-Primartumor

Tx | Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO | Kein Anhalt fur einen Primartumor

T1 | Klinisch nicht erkennbarer Tumor, der weder tastbar noch in bildgebenden
Verfahren sichtbar ist (Abb. 2a)

T1a | Tumor als zufalliger histologischer Befund (inzidentelles Karzinom) in 5% oder

weniger des resezierten Gewebes

T1b | Tumor als zufalliger histologischer Befund (inzidentelles Karzinom) in mehr als

5% des resezierten Gewebes

T1c | Tumor durch Nadelbiopsie diagnostiziert (z. B. wegen erhdhtem PSA)

T2 | Tumor begrenzt auf Prostata

T2a | Tumor befallt die Halfte eines Lappens oder weniger (Abb. 2A)

T2b | Tumor befallt mehr als die Halfte eines Lappens (Abb. 2A)

T2c | Tumor in beiden Lappen (Abb. 2B)

T3 | Extraprostatische Tumorausbreitung®

T3a | Ausbreitung Uber die Pseudokapsel hinaus, einseitig (Abb. 2B) oder beidseitig
(Abb. 2C)

T3b | Tumor infiltriert Samenblase(n) (Abb. 2C)

T4 | Tumor ist fixiert oder infiltriert andere benachbarte Strukturen als Samenblasen
z. B. Blasenhals, Sphincter externus, Rektum und/oder Levatormuskel und/oder
ist an Beckenwand fixiert (Abb. 2D, 2E)




" Invasion in den Apex der Prostata oder in die ,Prostatakapsel® (aber nicht dartber
hinaus) wird als T2 (nicht T3) klassifiziert.

Die pT- und pN-Kategorien entsprechen den T- und N- Kategorien.

Eine pT1-Kategorie existiert nicht, da die Definitionen von T1 nicht auf die

pathologische Klassifikation Ubertragbar sind.

N-Regionare Lymphknoten

Nx | Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO | Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 | Regionare Lymphknotenmetastasen

Anmerkung:

Eine Metastase, die nicht groRer als 0,2 cm ist, kann mit pN1mi verschllsselt werden.
Die regionaren Lymphknoten sind die Lymphknoten des kleines Beckens, die im
Wesentlichen den Beckenlymphknoten unterhalb der Bifurkation der Aa. iliacae
communes entsprechen. Die Seitenlokalisation beeinflusst die N-Klassifikation

nicht (15).

M-Fernmetastasen

Mx Das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

M1a | Metastase(n) in nicht regionaren Lymphknoten

M1b | Knochenmetastasen

M1c | Metastase(n) in anderen Lokalisationen

Eine haufig zusatzlich verwendete Klassifikation beschreibt das Ausmal} der
posttherapeutisch verbleibenden Tumormasse, die R-Klassifikation (Tabelle 2).
Tab. 2: R-Klassifikation

R-Residualtumor

Rx | Vorhandensein eines Residualtumors kann nicht beurteilt werden

RO | Kein Residualtumor

R1 | Mikroskopischer Residualtumor (Tumor an den Resektionsrandern im

histologischen Praparat noch sichtbar)

R2 | Makroskopischer Residualtumor (Tumor an den Resektionsrandern im

Operationspraparat noch sichtbar)




T3a pT3a

T2¢c pT2c
T1a :: T1b
0 11 e
SSITCAS
AN o
e H@%
<5% il >5%

T3a pT3a T3b pT3b

Abb. 2B Abb. 2C

Tumor fixiert

Abb. 2D Abb. 2E
Abb. 2 (A -E): T- und pT-Kategorie entsprechend der klinischen TNM-Klassifikation (15)

1.1.4 Diagnose und Prognose

Das Prostatakarzinom ist eine Erkrankung des hoheren Lebensalter und tritt selten vor
dem 50. Lebensjahr auf (16, 17).
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In den Richtlinien der Krebsfriherkennung der amerikanischen Krebsgesellschaft wird
die jahrliche Fruherkennung ab 50 Jahren, oder wenn eine familidre Belastung besteht,
bereits ab 45 Jahren empfohlen (18). Die Primardiagnostik umfasst neben der
korperlichen Untersuchung mit digital-rektaler Untersuchung (DRU) v. a. die
Bestimmung des Prostata-spezifischen Antigens (PSA-Wert). Zusatzlich kann eine
transrektale Ultraschalluntersuchung (TRUS) durchgefihrt werden (19).

Zurzeit wird ein PSA-Schwellenwert von 4,0 ng/ml als Indikation zu einer weiteren
Abklarung mit einer Biopsie unter sonografischer Kontrolle und Antibiotikaschutz
angesehen.

Leider ist der PSA-Wert nur ein organspezifischer, jedoch kein tumorspezifischer
Marker. Neben dem Prostatakarzinom kann die PSA-Konzentration im Serum durch
eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst werden:

- durch prostatische Erkrankungen wie beispielsweise akute/chronische
granulomatose Prostatitis, benigne Prostatahyperplasie (BPH), Harnverhalt oder
Prostatainfarkt (20).

- pharmakologisch durch beispielsweise Finasteride, ,luteinising hormone
releasing hormone” (LHRH)-Analoga und Antiandrogene.

- durch urologische Manipulation wie Prostatastanzbiospie und digital-rektale
Untersuchung (21).

- durch die Jahreszeit. PSA-Werte, die im Sommer gemessen werden, liegen

haufig hoher als im Winter.

Das Prostata-spezifische Antigen (PSA) ist eine Glykoprotein-Serin-Protease mit einem
Molekulargewicht von 28 430 Dalton, die fast ausschlieRlich von den Epithelzellen der
Prostata gebildet und androgenkontrolliert in das Seminalplasma sezerniert wird. Es
wurde erstmals 1979 von Wang et al. isoliert (22). Die physiologische Hauptaufgabe
des PSA liegt in der Verflissigung des Ejakulates. Im Serum ist die PSA-Konzentration
normalerweise gering, da das PSA zu 70 —-90% an Proteaseinhibitoren komplexiert
(cPSA) gebunden ist. Die Halbwertzeit betragt hier ca. 3,5 Tage. Die ubrigen 10 -35%
liegen in ungebundener, freier Form (fPSA) vor (23, 24).

In der Regel wird im Rahmen von Screening-Untersuchungen das Gesamt-PSA
gemessen, welches sowohl das freie als auch das komplexierte PSA quantitativ erfasst.
Das Verhaltnis zwischen freiem und komplexiertem PSA unterliegt dem Einfluss der

Dignitat der Prostataerkrankung. Bei benigner Prostatahyperplasie steigt das freie PSA

11



relativ starker an als das Gesamt-PSA oder das komplexierte PSA. Im Vergleich hierzu
findet sich bei einem Prostatakarzinom ein wesentlich niedriger Anstieg an freiem PSA.
Daher ist die Bestimmung der Quotienten aus freiem und Gesamt-PSA oder
komplexiertem und Gesamt-PSA zur Differenzierung zwischen benigner und maligner
Prostataerkrankung von hoherer diagnostischer Bedeutung als die alleinige
Bestimmung des Gesamt-PSA (25, 26).

Etablierte Prognosefaktoren des Prostatakarzinoms sind der praoperative PSA-Wert,
das Tumorstadium, die histologische Differenzierung, das Alter des Patienten und der
Residualtumor nach Operation (27). Weitere Prognosefaktoren sind genetische
Faktoren, der westliche Lebensstil mit hochkalorischen Lebensmitteln und Mangel an
Bewegung (2) sowie auch unbekannte exogene Noxen. Beispielsweise liegt die
Karzinominzidenz bei nach Amerika ausgewanderten Asiaten deutlich hdher als in ihren
Heimatlandern (10).

1999 wurden die bis dahin bekannten Prognosefaktoren des Prostatakarzinoms vom
College of American Pathologists (CAP) gewichtet und in drei Kategorien eingeteilt (28).

Kategorie | beinhaltet die Faktoren, die routinemaliig bestimmt werden sollten und
deren prognostische Bedeutung universal anerkannt wird. Dazu gehdren:

- klinisches und pathologisches Tumorstadium (TNM),

- Malignitatsgrad (Gleason-Grad),

- Schnittrandstatus und perioperativer PSA-Wert.

Kategorie Il umfasst alle die Faktoren, deren prognostische Bedeutung zwar bekannt
ist, die jedoch bislang statistisch nicht hinreichend belegt werden konnte:

- DNA-Ploidie,

- histologischer Typ,

- Tumorvolumen in Stanzbiospien und in der Prostatektomie.

Kategorie Il beinhaltet die Faktoren, deren prognostische Bedeutung nicht hinreichend
gesichert ist, sodass ihre Bestimmung in der Routinediagnostik bislang nicht empfohlen
werden konnte:

- Nervenscheideninvasionen,

- Lymph- und BlutgefalReinbriche,

- neuroendokrine Differenzierung,
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- Angiogenese (,microvessle density“),
- Kernmorphometrie,
- genetische Marker,

- Proliferationsmarker und andere Zellzyklusmarker.

Ein Modell, welches bei der Erstellung der Prognose hilfreich sein kann, beruht auf den
sog. Partin-Tabellen. Dabei werden die praoperativen Befunde fur das Serum-PSA, die
Gleason-Summe und das klinische Tumor-Stadium (T-Stadium) verwendet, um
Hinweise auf die Prognose zu erhalten. Es kann so mitunter besser abgeschatzt
werden, ob eine lokale Therapie Aussicht auf klinischen Erfolg haben kénnte (29).
Leider liefert keines der bisherigen Diagnoseverfahren ausreichend zuverlassige
Prognosen. Somit wird weiter nach neuen molekularen Prognosemarkern zur

Verbesserung der Diagnose gesucht.

1.1.5 Therapie

Grundsatzlich gibt es vier verschiedene Therapieansatze: ,Abwarten und Kontrollieren®,
radikale Prostatektomie, Hormontherapie und Strahlentherapie. Die Therapiewahl hangt
zum einen vom Tumorstadium, zum anderen jedoch auch vom Alter und der
korperlichen Konstitution des Patienten ab. Im Fruhstadium besteht die Therapie des
Prostatakarzinoms in der radikalen Operation, wahrend im Spatstadium die
transurethrale Resektion (TUR), die Bestrahlung sowie die Hormontherapie

(Androgenablation) durchgefuhrt werden (10).

1.2 Herleitung der Aufgabenstellung

Etablierte konventionelle Prognosemarker fur das Prostatakarzinom sind
Tumorstadium, histologische Differenzierung, Alter des Patienten und Residualtumor
(27). Die Therapie basiert auf Operation, Strahlentherapie und Hormontherapie.
Besonders die therapeutischen Optionen im Stadium der Metastasierung sind begrenzt.
Neue Strategien der Pravention sowie der adjuvanten Behandlung sind notwendig. Um
das klinische Ergebnis des Patienten zu verbessern und um eine auf die Bedurfnisse
eines jeden Patienten abgestimmte, individualisierte Therapie planen zu konnen, sind
zusatzliche Parameter wie biologische Tumormarker, mit denen das individuelle Risiko

einer Tumorwiederkehr abgeschatzt werden kann, notwendig.
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Im Laufe der vergangenen Jahre wurde bereits eine Vielzahl von neuen
Prognosemarkern fur das Prostatakarzinom in experimentellen Arbeiten getestet,
darunter Muc1, TFF3, EZH2, E2F3, ALCAM und CD24 (27, 30 — 34).

Ziel der Arbeit war es, weitere, mdglichst bislang nur vereinzelt oder gar nicht im
Prostatakarzinom getestete oder auch kontrovers diskutierte Prognosemarker des
Prostatakarzinoms zu identifizieren und miteinander hinsichtlich ihrer klinischen
Relevanz zu vergleichen. In einem grof3en Tumorkollektiv sollte immunhistochemisch
untersucht werden, ob die jeweiligen Proteinexpressionen im Prostatakarzinom mit
klinisch-pathologischen Parametern korrelieren und als Prognosemarker des
Prostatakarzinoms infrage kommen. Die Auswahl der Kandidaten erfolgte zum Teil
hypothesenbasiert und ging zum Teil auf eigene Vorarbeiten zurtick.

Bei den Kandidaten handelt es sich um RECK (reversion-inducing cysteine-rich protein
with kazal motifs), CD146 (MCAM bzw. Mel-CAM), ADAMS8 (CD156) und COX-2
(Cyclooyxgenase-2).

Dem reversion-inducing cysteine-rich protein with kazal motifs (RECK), einem
endogenen Matrix-Metalloproteinasen-Inhibitor der Matrix-Metalloproteinasen (MMP)
MMP-2, MMP-9 und MT1-MMP (35) wird eine unterdriickende Funktion in
Tumorangionese, -invasion und -metastasierung zugesprochen (35-38). In
hepatozellularen Karzinomen korrelieren RECK-mRNA-Spiegel positiv mit der
Uberlebenszeit der Patienten und negativ mit der Tumorinvasion (39). Ahnliche
Resultate wurden beim Pankreaskarzinom gezeigt (40). Immunhistochemische
Experimente bei Lungen- und kolorektalen Karzinomen zeigten eine prognostische
Rolle fur RECK auf, und dass eine ansteigende Expression von RECK mit geringerer
Tumorangiogenese und besserer postoperativer Prognose korreliert (41 —43). Im
Rahmen von Studien zu Matrix-Metalloproteinasen (MMP) beim Prostatakarzinom
wurde bereits eine Imbalance zwischen tumorférdernden MMP und ihren Inhibitoren in
entarteten Prostatazellen nachgewiesen (44, 45). Dennoch war die Datenlage zur
RECK-Expression im Prostatakarzinom unzureichend (46), sodass wir hier weitere
Untersuchungen der RECK-Expression auf transkriptionaler und translationaler Ebene
sowie die Klarung, ob sich RECK als diagnostischer oder prognostischer Marker eignet,

anschlief3en wollten.
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CD146, auch bekannt als MCAM, Mel-CAM (= melanoma cell adhasion molecule), ein
Zelladhasionsmolekuil und Mitglied der Immunglobulin-(Ig)-Superfamilie, welches in
verschiedenen soliden Tumoren wie nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom (47), malignes
Melanom (48), mukoepidermoides Parotiskarzinom (49) oder mesenchymalen
Neoplasie (50) eine Uberexpression zeigt. Bei Patienten mit einem nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom lies sich bei einer Expression von CD146 ein ungunstiger Effekt auf
die Uberlebenszeit nachweisen (47), ebenso beim Ovarialkarzinom (51). Auch in
Sarkomen fand man eine Expression von CD146 (52). CD146 ist neben der
Organogenese sowie der Entzindungs- und Immunantwort auch an der
Aufrechterhaltung der Gewebestruktur sowie an der Tumorinvasion und
-metastasierung beteiligt (563). Die Datenlage zeigt, dass CD146 auch in humanen
metastasierten Prostatakarzinom-Zell-Linien, intraepithelialer Neoplasie (PIN),
Prostatakarzinommetastasen sowie etwas geringer auch in normalem Prostatagewebe
exprimiert wird (54). Es wurde zudem auch durch Western-Blot und Real-time PCR in
High-Grade-PIN, primaren Prostatakarzinomen (n = 30) sowie Metastasen aus einem
transgenetischen Prostatakarzinom-Maus-Modell (TRAMP-Modell; ,transgenetic mouse
model of prostate carcinoma®) nachgewiesen (55). Da CD146 in die Progression von
Prostatakarzinom involviert zu sein scheint, hatten wir zum Ziel, die Expression von
CD146 im Prostatakarzinom mittels zweier kommerziell erhaltlicher Antikorper
(monoklonal und polyklonal) an einem reprasentativen Tumorkollektiv (n =169) zu
untersuchen und die mogliche diagnostische oder prognostische Verwendung zu

klaren.

Uber ADAMS8 bzw. CD156, Mitglied der ADAM-Familie, einer Proteinfamilie, die durch
eine Disintegrin- und eine Metalloprotease-Domane charakterisiert ist (ADAM), war im
Prostatakarzinom bislang nichts bekannt. Andere Mitglieder dieser Familie wie z. B.
ADAMY, -12, -15 oder -17 zeigen, neben dem Prostatakarzinom (56 —58), in
verschiedenen Krebsarten wie dem Kolonkarzinom (59), dem Magenkarzinom (60),
dem Glioblastom (61) und dem Mammakarzinom (62) eine Hochregulierung. Da die
ADAMB8-Expression auch eine Assoziation zu hoheren Tumorstadien im Adenokarzinom
der Lunge aufweist und ADAMS als Serummarker fur das Lungenkarzinom (63) sowie
als Tumormarker fur das Nierenzellkarzinom (64) vorgeschlagen wurde, lag die
Uberlegung nahe, die Expression von ADAMS hinsichtlich der prognostischen

Aussagekraft auch im Prostatakarzinom zu untersuchen.
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ADAMS ist ein durch 824 Aminosauren kodiertes Transmembranprotein (65), das auf
Chromosom 10qg26.3 lokalisiert ist (66). Wie auch die restlichen Mitglieder der ADAM-
Familie moduliert es Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen (63). Weitere Funktionen
bestehen in Spermatogenese, Zelladhasion, Myogenese, Neurogenese und
Leukozyteninfiltration (67, 68).

COX-2 (Cyclooyxgenase-2) gehort zusammen mit COX-1 (Cyclooxygenase-1) zu den
Cyclooxygenasen (COX), die in die Kontrolle von Entziindungsreaktionen involviert
sind, und die in der Biosynthese der Prostaglandine die Umwandlung der
Arachnoidonsaure zu Prostaglandin-H2 katalysieren. Wahrend COX-1 konstitutiv in
vielen Zellen exprimiert und als ,Haushaltsgen“ betrachtet wird, wird COX-2
uberwiegend durch Entziindungsstimuli induziert (69). Da Cyclooxygenasen der
Angriffspunkt von nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR bzw. NSAID = non steroidal
anti-inflammatory drugs) wie z. B. Aspirin oder Ibuprofen sind, und COX-2 in
verschiedenen Tumoren wie z. B. im kleinzelligen Lungenkarzinom (70), im
Mammakarzinom (71) und im Harnblasenkarzinom (72) Gberexprimiert wird und ein
negativer Prognosemarker ist, werden COX-2-Hemmer als viel versprechende neue
Therapeutika bei malignen Tumoren wie z. B. dem Kolonkarzinom (73, 74) angesehen.
In verschiedenen in-vitro Studien sowie in Tierexperimenten wurde gezeigt, dass
COX-2-Hemmer die TumorgréfRe reduzieren (75). Was die COX-2-Expression beim
Prostatakarzinom betrifft, sind die Meinungen jedoch zweigeteilt. Wahrend einige
Autoren von einer COX-2-Uberexpression im Prostatakarzinom berichten (76 —78),
berichten andere von keiner Gbermaligen Expression im Prostatakarzinom bzw. in
einer High-Grade-PIN im Vergleich zu angrenzendem normalen Prostatagewebe (79).
Um diese Diskrepanzen zu klaren, wurde die Cox-2-Expression in Tumorgewebe, PIN
und atrophischen sowie normalen Prostatadrisen unter Einsatz verschiedener

Antikorper miteinander verglichen.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Patientenmaterial

Fir die Studien wurden klinisch charakteristische, in der Patientenanzahl etwas
differente, jedoch sich grofitenteils Uberlappende Tumorkollektive von 103 bis maximal
247 Patienten, die sich in den Jahren 1989 —2001 einer radikalen Prostatektomie
unterzogen und die im Institut fur Pathologie der Charité diagnostiziert wurden,
verwendet. Die Daten zum PSA-Verlauf der Patienten wurden in den Jahren

2004 — 2007 zusammengetragen.

Fir die Untersuchung von RECK wurden 247 Patienten, von ADAM8 128 Patienten, von
CD146 169 Patienten und fur die Testung von COX-2 103 Patienten in das
Tumorkollektiv eingeschlossen.

Folgende klinisch-pathologischen Daten wurden in allen Arbeiten verwendet:
Patientenalter im Moment der Diagnosestellung, praoperativer PSA-Wert,
pathologisches Tumorstadium nach TNM-Klassifikation, Gleason-Summe,
Residualtumor-Situation, Verlaufszeitraum der Beobachtung sowie erneuter PSA-
Anstieg (Tabelle 3). In den Studien zu RECK, ADAM8 und COX-2 wurde das
Voranschreiten des Krebses Uber den kontinuierlichen Wiederanstieg des PSA-Wertes
uber 0,04 ng/ml definiert (34, 35). Im Fall von ADAM8 und CD146 wurde jeweils der
Lymphknotenstatus (Nodalstatus) des Patienten mit einbezogen (Tabelle 3).

In allen Fallen wurden die Prostatae komplett eingebettet und die histologische
Diagnose in Anlehnung an die Richtlinien der Welt-Gesundheits-Organisation (,World
Health Organization®; WHO) erstellt. Patienten, die zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
einen systemischen Krebsbefall aufwiesen (pM1 oder pN1), erhielten keine radikale
Prostatektomie und wurden nicht in die jeweilige Studie eingeschlossen. Die gesamten
verwendeten Falle wurden nach der Gewebeverfugbarkeit und nicht nach dem
praoperativen PSA-Wert oder anderen pathologischen Prognosefaktoren ausgewahlt.
In der Studie zu CD146 wurden zwei Antikorper im Vergleich, ein monoklonaler und ein
polyklonaler Antikorper getestet. Zusatzlich dazu wurde mit dem polyklonalen
Antikdrper ein Antikorper-Blockierungsexperiment durchgefihrt.

In der Studie zu COX-2 wurden, um die COX-2-Antikdrperspezifitat beurteilen zu
konnen, zudem Blockierungsexperimente mit dem COX-2-Blockierungspeptid (Caymen
Chemicals) entsprechend der Herstelleranleitung durchgefuhrt. Zusatzlich zum

17



monoklonalen COX-2-Antikorper wurde ein polyklonaler Anti-COX-2-Antikorper, der
auch haufig fur die COX-2-Auswertung verwendet wird, getestet, da die Meinungen
uber die COX-2-Expression im Prostatakarzinom, wie bereits erwahnt, zweigeteilt sind
(76 -79).

Bei RECK kamen zu der genannten Anzahl an Prostatakarzinomfallen noch 24
Patienten mit benigner Prostatahyperplasie (BPH) hinzu.

Zusatzlich zur Immunhistochemie wurden bei RECK und ADAMS8 Mikrodissektion, RNA-
Isolierung, Erststrang—cDNA-Synthese sowie Real-time quantitative Polymerase
Kettenreaktion (Q-PCR) an gesondert zusammengetragenen Patientengruppen
durchgefuhrt. Diese Falle wurden nach Verflugbarkeit des gefrorenen Gewebes
ausgesucht und nicht, wie bereits in den anderen Tumorkollektiven fur die
Immunhistochemie beschrieben, nach praoperativem PSA-Wert oder anderen
pathologischen Prognosefaktoren.

Fir ADAMS8 wurden 59 und fur RECK 15 tiefgefrorene Gewebeproben (Tumor und

normales Gewebe) verwendet (Tabelle 4).
Fir CD146 wurde zusatzlich zum Tumorkollektiv der Immunhistochemie mit einem Zell-

Lysat von PC-3-Zellen einer humanen Prostatakarzinomzelllinie eine Western-Blot-

Analyse durchgefuhrt.
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Tab. 3: Klinisch-pathologische Charakteristika der einzelnen Tumorkollektive der

Immunhistochemie (80 —83)

Variable RECK ADAMS CD146 COX-2
Fallzahlen gesamt 247 128 169 103
Alter in Jahren 46-74 47-73 47-73 67-72
(Median) (62) (62) (62) (62)
praop. PSA in pg/l 0,03-150 | 0,03-150| 0,3-150| 0,6-40,6

(Median) (9,7) (9,2) (10,1) (8,5)

Fehlend 0 6 9 0
pT-Status (Tumorstadium)

pT2 135 66 92 61

pT3+ 112 62 77 42
pN-Status

pNO Keine 95 149 Keine

pN1 Angaben 8 11 Angaben

pNx 25 9
Gleason-Summe

2-6 102 46 72 41

7-10 145 80 93 62

Fehlend 0 2 4 0
Residualtumor

RO 137 68 94 59

R1 108 59 73 44

Rx 2 1 2 0
PSA-Wiederanstieg

Nein 129 81 106 69

Ja 70 47 63 34
Verlaufszeit in Monaten 8-188 4-180 3-180 2-104
(Median) (55) (41) (44) (34,5)
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Tab. 4: Klinisch-pathologische Charakteristika der Tumorkollektive von RECK und

ADAMS fur die Real-time quantitative PCR (80, 81)

Variable RECK ADAMS
Fallzahl gesamt 15 59
Alter in Jahren 47-70 Keine
(Median) (61) Angaben
praop. PSAin g/l 4,4-20,6
(Median) (11,5) (7,40)
pT-Status (Tumorstadium)
pT2 34
pT3+ 6 25
pN-Status
pNO 15 18
PN 1
pNXx 40
Gleason-Summe
2 2 0
3 11 0
4 1 2
5 1 2
6 0 30
7 0 16
8 0 8
10 0 1
Residualtumor
RO 10 33
R1 25
Rx 1
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2.1.2 Antikorper fur Inmunhistochemie (RECK, CD146, ADAMS8, COX-2)

Tab. 5: Antikorper (80 —83)

Antikorper Hersteller Verdiinnung |Inkubationszeit
RECK (Clone28) BD Transduction 1/200 60 min
Laboratories San Diego, Raumtemperatur
CA, USA (RT)
CD146 (ab28360), Abcam, UK 1/400 (IHC) 90 min RT
monoclonal 1/200 (Western
Blotting)
CD146 (Clone N1238), |Novocastra, UK 1/400 (IHC) 90 min RT
polyclonal 1/200 (Western
Blotting)
ADAMS Cedarlane Laboratories, |1/200 60 min RT
Hornby, Canada
COX2, monoclonal Cayman Chemical, Ann |Keine Angabe |Keine Angabe
Arbor, Ml
COX2 (PG27), Oxford Biomedical 1/1000 Keine Angabe

polyclonal

research, Oxford, Ml

2.1.3 Primer fur Real-time quantitative PCR (Q-PCR)
Tab. 6a: Primer fur die cDNA-Synthese (80, 81)

Primer Hersteller
RECK | Random Primer p(dN)8 | TIB MOLBIOL, Berlin, Deutschland
ADAMS8 | Random Hexamer- Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit,

Primer

Roche Applied Science, Penzberg, Deutschland

Tab. 6b: Primersequenzen fur Q-PCR (80)

Primer Sequenz

forward (f) (5" 3)

reverse (r) (3°5Y)
RECK Exon 3 (f) CCCAGATTATTGCCCAGAGA
TIB MolBiol, Berlin, Deutschland | Exon 5 (r) GCAATAGCCAGTTCACAGCA
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21.4 Kits
Tab. 7: Reaktionskits (80 —83)

Kit

Hersteller

RECK, ADAMS8: RNeasy Micro Kit

Quiagen, Hilden, Deutschland

ADAMS: Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit

Roche Applied Science,
Penzberg, Deutschland

RECK: Omniscript Reverse Transkriptase Kit for first-
strand cDNA synthesis for two-tube Q-PCR

Quiagen, Hilden, Deutschland

RECK, ADAMS8: QuantiTect SYBR Green PCR mix

Quiagen, Hilden, Deutschland

RECK, ADAMS: LightCycler h-HRPT Housekeeping
Gene Set

Roche Applied Science,

Penzberg, Deutschland

RECK, ADAMS8, CD146: LSAB-kit

Dako, Hamburg, Deutschland

CD146: ECL Advacne Western Blotting Detection Kit

GE Healthcare, UK

COX-2: Biotinin-streptavidin-amplified detection

system

Biogenex, San Ramon, CA

2.1.5 Chemikalien und Reagenzien

Tab. 8: Chemikalien und Reagenzien (80 —83)

Produkt

Firma

ADAMS: Dimethylsulfoxid

Roche, Penzberg,

Deutschland

ADAMS: 5x conc. FastStart DNA Master
plusHybridization Probes

Roche, Penzberg,

Deutschland

CD146: Blocking Puffer |

AppliChem, Deutschland

CD146: CrossDown Puffer

AppliChem, Deutschland

CD146: 2% ECL Advance blocking agent

GE Healthcare, UK

ADAMS, CD146: Backround reducing dilution Puffer

Dako, Hamburg, Deutschland

COX-2 blocking Peptid

Caymen Chemicals,
Ann Arbor, Ml

CD146 blocking Peptid (MCAM human recombinant,
157H00004162-P01-0025)

Tebu-bio, Deutschland
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2.1.6 Gerate
Tab. 9: Gerate (80-83)

Gerat Hersteller

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer NanoDrop Technologies,
Wilmington, USA

LightCycler Instrument Roche Diagnostics,

Mannheim, Deutschland

QuantiTect SYBR Green PCR master mix Quiagen, Hilden, Deutschland

2.1.7 Software

Fir die Erstellung der Arbeit wurden verschiedene Software-Programme verwendet. Fur
die Gestaltung der Abbildungen kamen Adobe Photoshop (Adobe, USA), fir die
statistische Auswertung das Statistikprogramm SPSS 11, 13, 14 (SPSS, USA),
zusatzlich in der Studie Uber die RECK-Expression noch das Statistikprogamm
GraphPad (GraphPad, USA) sowie fur das Erstellen von Tabellen und Texten Microsoft
Office XP (Microsoft, USA) zum Einsatz.

2.2 Methoden

2.2.1 Immunhistochemie (IHC)

Mit der Immunhistochemie (IHC) kdnnen Epitope im Gewebe sichtbar gemacht werden.
Die IHC beruht auf der spezifischen Bindung eines Primarantikdrpers an Epitope auf
der Proteinoberflache. Bei Verwendung eines ABC-Detektionssystems binden
sekundare biotinylierte Antikdrper an den Primarantikdrper und werden ihrerseits von
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexen gebunden. Dies basiert auf der hohen
Bindungsaffinitat von Avidin fur Biotin. Alkalische Phosphatase katalysiert die Oxidation
des Ioslichen, fast farblosen Chromogens Fast Red. Dabei wird Wasserstoffperoxid zu
Wasser reduziert. Die Oxidationsprodukte polymerisieren zu einem amorphen,
unléslichen Farbstoff. Positive Immunreaktionen erscheinen in einem braunlichen
Farbton. Als Gegenfarbung dient Hamalaun, welches Zellkerne blau erscheinen Iasst.
Durch die Verwendung eines mehrstufigen Detektionssystems konnen durch
Signalamplifikation auch gering exprimierte Proteinkonzentrationen im Gewebe
lokalisiert werden. Neben der Proteinkonzentration im Gewebe ist die Signalstarke

jedoch auch abhangig von der Fixierungsart und Vorbehandlung der Praparate sowie
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den Reaktionsbedingungen (Temperatur, Konzentration, Inkubationszeiten, pH-Wert,
Salzkonzentration). Diese Parameter miussen konstant gehalten werden, um
Signalintensitaten in verschiedenen Gewebeproben vergleichen zu kdnnen. Fir die
standardisierte IHC-Auswertung ist es daher ideal, alle Gewebeproben gemeinsam zu
behandeln.

Tab. 10: Losungen fur die Immunhistochemie

10x Citratpuffer 10 mM Tri-Na-Citrat-Dihydrat
Zitronensaure
pH 6,0

10x Tris-Puffer (TBS) 10mM Tris-base
NaCl
pH 7,5 mit 5 Mol HCL einstellen

1x TBS + Tween 20 (0,025%) 500ml 1x TBS
125 ul Tween 20

LSAB-System Test (Labelt Streptavidin Proteinblockierung 2 Tropfen /Schnitt
Avidin Biotinin-Test) Sekundar-Antikorper (Biotinylated Link)
2 Tropfen/Schnitt

Streptavidin- Alkalische Phosphatase

2 Tropfen/Schnitt

SIGMA Fast Red (Farbelosung, Sigma- 1 Tb. Naphtol
Aldrich, Minchen) 1Tb. Tris Puffer
1 ml Aqua bidest.
100 pl/Schnitt

Formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete Prostatae wurden je nach Antikorper in
2—4um dicke Scheiben geschnitten und anschlieRend auf silanisierte Superfrost plus
Objekttrager (Menzel Glaser, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen.
Vor der IHC-Farbung wurden die Schnitte 3x je 10 min in Xylol entparaffinisiert. Das
Xylol wurde in einer absteigenden Alkoholreihe (3x 100% Ethanol, 1x 96% Ethanol, 1x
80% Ethanol, 1x 70% Ethanol) aus dem Gewebe entfernt und das Gewebe 1min in
Aqua dest. gewaschen. Zur Demaskierung der durch die Formalinfixierung veranderten
Antigene wurde eine Hitzebehandlung durchgefuhrt. Dafur wurden die Gewebeschnitte
fur 5min in einem Schnellkochtopf in siedendem Citratpuffer behandelt. AnschlielRend
wurde der Schnellkochtopf unter flieliendem kaltem Wasser gedéffnet und der Inhalt
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langsam abgekunhlt. Anschliefend wurden die Schnitte in 1x Tris-Puffer (1x TBS)
gestellt. Die endogene Peroxidaseaktivitat des Gewebes wurde durch Inkubation mit
Wasserstoffperoxid (H202) blockiert. Dann erfolgte die Bindung des verdiinnten
Primarantikérpers, je nach Antikérper fir 60 —90 min bei Raumtemperatur. Alle
Antikorper, welche auf den Gewebeschnitten ausgewertet wurden, sind zusammen mit
der verwendeten Verdunnung und den Inkubationszeiten in Tabelle 5 angegeben. Nicht
gebundene Antikdrper wurden grindlich mit 1x TBS abgespult. Daraufhin wurden die
Schnitte fur 20 min mit biotinyliertem Sekundarantikérper (Mischung Anti-Maus, Anti-
Kaninchen) inkubiert. Nach grindlichem Waschen mit 1x TBS wurde die Streptavidin-
Alkalische Phosphatase aufgetragen. Nach 20-minutiger Inkubation wurden nicht
gebundene Streptavidin-Avidin-Biotin-Komplexe mit 1x TBS abgespdult. Fur die Farbung
wurde Fast Red (Farbeldsung) zu 100 pl/Schnitt verwendet und je nach Antikorper 12 —
20 min inkubiert. AnschlieRend wurde die Enzymreaktion mit Leitungswasser gestoppt
und die Schnitte kurz in Aqua dest. gewaschen. Die Gegenfarbung erfolgte in

Hamalaun, anschlieend die Eindeckung der Schnitte mit Aquatex.

2.2.1.1 Auswertung der Antikorperfarbungen

Die immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden von zwei klinischen Pathologen,
die nichts Uber den klinischen Verlauf wussten, untersucht und ausgewertet. Schwierig
einzuschatzende Falle wurden an einem Mehrkopfmikroskop diskutiert, bis eine
Einigung erreicht war.

Fir eine bessere Reproduzierbarkeit wurde die Einteilung der Farbintensitat so einfach
wie mdglich gehalten. In allen vier Studien wurde die Farbintensitat eingeteilt in 0 (nicht
vorhanden = negativ), 1 (schwach), 2 (moderat) und 3 (stark).

Fir die Auswertung bei CD146 wurde fur jede Farbintensitatsunterteilung der Anteil des
angefarbten Gewebes (festgesetzt in 5%-Schritten) mit dem korrespondierendem
Farbegrad (0 —3) multipliziert. Diese Werte wurden fir jeden Gewebetyp genommen.
Daraus resultiert eine Einteilung in 0 —300.

Far die Auswertung von COX-2 wurde in Anlehnung an den Immunreaktiven-Score
(IRS) der Anteil an positiven Zellen unterteilt in 0 (0%), 1 (<10%), 2 (10-15%),

3 (51-80%) und 4 (> 80%). Danach wurden Farbeintensitat und Anteil der positiven
Zellen multipliziert. Daraus resultierte dann ein Wert zwischen 0 und 12 (84). Um die
Falle in niedrige COX-2-Expression und hohe COX-2-Expression unterteilen zu konnen,

wurden die Falle mit einem IRS von 0—6 in einer Gruppe mit negativer bis schwacher
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COX-2-Expression (COX-2-negativ) zusammengefasst und die Falle mit einem IRS von
7—12 in einer COX-2-positiven Gruppe zusammengefasst.

2.2.1.2 Statistische Auswertung der IHC-Ergebnisse

Um Beziehungen zwischen Immunfarbungen und klinisch-pathologischen Parametern
aufzudecken, wurden mithilfe der Statistik-Software SPSS statistische Analysen
durchgefuhrt.

Die statistische Signifikanz des Zusammenhanges zwischen den verschiedenen, oben
genannten, klinisch-pathologischen Parametern und der Expression des jeweiligen
Markers wurde mithilfe des Fisher-Exakt-Tests und des Chi-Quadrat-Tests untersucht.
Diese Tests evaluieren statistisch signifikante Unterschiede zwischen zwei (Fisher-
Exakt-Test) oder mehreren (Chi-Quadrat-Test) Gruppen in einem Datensatz. Der
Wilcoxon-Test wurde verwendet, um die Expressions-Level miteinander zu vergleichen.
Korrelationen wurden nach Spearman berechnet. Zur Berechnung der
Uberlebenswahrscheinlichkeit wurden univariate Uberlebensanalysen mit der Kaplan-
Meier-Methode ausgefiihrt. Unterschiede in der Uberlebenskurve wurden mit dem Log-
Rank-Test bewertet.

Die Cox-Regressions-Analyse wurde fir die multivariaten Uberlebensanalysen
verwendet. P-Werte <0,05 wurden als signifikant angesehen.

Bei der statistischen Auswertung von RECK wurden zusatzlich zu den bereits
genannten Verfahren der Student-t-Test flr gepaarte Daten, die Varianzanalyse mit
dem Tukey-Posttest sowie die Hazard-Regressionsanalyse verwendet. Zusatzlich

wurde hier die GraphPad-Prism Version 4.03 verwendet.
2.2.2 Real-time quantitative PCR (Q-PCR)

2.2.2.1 RNA-Isolierung

Bevor die RNA-Isolierung durchgeflhrt werden konnte, musste zuvor die
Mikrodissektion erfolgen. Um diese durchfuhren zu kdnnen, wurden in flussigem
Stickstoff schockgefrorene und bei -80°C gelagerte Gewebestiicke von
Prostatektomiepraparaten, die unmittelbar nach der chirurgischen Entfernung
gesammelt und schockgefroren wurden, in 8 um dicke Scheiben geschnitten und auf
Glas-Objekttrager (Menzel Glaser, Braunschweig, Deutschland) gebracht. Die
Objekttrager wurden kurz mit Hamatoxylin gefarbt und mit Aquatex eingedeckt. Die

histopathologische Bewertung und das Aussuchen von flr die Mikrodissektion
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geeigneter Bereiche an Tumorgewebe mit angrenzendem normalem Prostatagewebe
erfolgten durch einen klinischen Pathologen. Im Fall von ADAM8 wurden im Anschluss
daran von 20 aufeinander folgenden Objekttragern geeignete Gewebearealen manuell
abgekratzt und fur die RNA-Isolierung gesammelt.

Die von den Objekttragern abgekratzten Gewebeareale wurden direkt in ein Rohrchen
mit 300 ul RNA Lyse/Bindungs-Puffer (RNeasy Micro Kit; Qiagen, Hilden, Deutschland)
gebracht. Die vollstandige RNA-Isolierung erfolgte durch selektive Bindung und
schrittweises Waschen sowie Auswaschen (Elution) von RNA auf eine Gelmembran

entsprechend den Angaben des Herstellers.

2.2.2.2 RNA Quantitats- und Qualitatsbestimmung

Die Konzentration der aufgereinigten RNA wurde spektrophotometrisch mittels Nano-
Drop-Technologie (Nano-Drop ND-1000 Spectrophotometer, Wilmington, USA)
bestimmt. Die spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung von RNA-Lésungen
basiert auf der Absorption von Nukleinsauren im UV-Bereich mit einem
Absorptionsmaximum bei 260 nm. Die Konzentration einer Nukleinsaurel6sung wird
nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz bei einem Strahlenweg von 1 cm wie folgt

berechnet:

[RNAdSs] = OD 260 nm x 42 pg/ml x Verdunnungsfaktor

Das Absorptionsmaximum flr Proteine liegt bei 280 nm. Dies ist bedingt durch die
Absorption der aromatischen Aminosaurereste. Durch die Bestimmung des Quotienten
von OD 260/ OD 280 Iasst sich die Reinheit der Nukleinsaurelésung abschatzen. Reine
RNA-L6sungen weisen Werte um 2,0 auf. Liegen die Werte deutlich niedriger, ist dies
ein Zeichen fur Kontamination mit Proteinen oder Phenolen.

Zur exakten Uberprifung der Integritat und Quantitat der RNA wurde der Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) verwendet.

Bei RECK lag die Hauptabsorbtionsrate bei 260 — 280 nm. Der Quotient lag bei 2,0, was

auf eine reine RNA-LAsung schliel3en lasst.

2.2.2.3 Erststrang-cDNA(complementary DNA)-Synthese

Die cDNA ist einzelstrangige DNA, deren Basensequenz komplementar zur mRNA ist,
d. h. sie enthalt keine Introns mehr. Diese Umschreibung erfolgt in mehreren Schritten.
Hierbei spielt der sog. Poly(A)-Schwanz eine wichtige Rolle. Es werden kurze,
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synthetisch hergestellte Oligonukleotide von ca. 20 Desoxy-Thymidinbausteinen mit der
mMRNA gemischt. Nach Basenpaarung mit dem Poly(A)-Ende dienen die Oligo(dT)-
Sequenzen als Primer flir das Enzym Reverse Transkriptase. Dieses Enzym kann die
RNA als Matrize fur die Synthese eines DNA-Stranges verwenden. Die DNA-Kopie der
MRNA wird dann als cDNA bezeichnet. Diese ist wesentlich stabiler und kann somit
anstelle der mRNA als Matrize in der Q-PCR eingesetzt werden. Um auch leicht
degradierte mRNA amplifizieren zu kénnen, werden haufig Hexamer-Primer verwendet.
Das Produkt der Reversen-Transkriptase-Reaktion ist also ein doppelstrangiges DNA-
RNA-Hybrid. Durch Zugabe der spezifischen RNase H und einer konventionellen DNA-
Polymerase erhalt man eine exakte Kopie des mRNA-Molekdls. Die spezifische RNase
H erkennt Hybridmolekule und sorgt fur den Abbau der mRNA. Die konventionelle DNA-

Polymerase erganzt die einzelstrangige cDNA zu einem Doppelstrang (85).

Bei ADAM8 wurde die cDNA-Synthese mit dem Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche Applies Science, Penzberg, Deutschland) unter Verwendung einer
maximalen Menge von 1 ug RNA durchgefihrt. Vor der cDNA-Synthese wurden die
RNA-Proben fur 10 min auf 65°C erhitzt, damit sich die Sekundarstrukturen, die
Doppelstrange, I6sen. Beim anschlielfenden Abkuhlen auf ca. 25°C fur 10 min binden
die im Kit enthaltenen Random-Hexamer-Primer an die komplementaren Einzelstrange
(sog. annealing) und dienen damit als Starter flr die Reverse-Transkriptase-Reaktion.
Dafur wurde das Gemisch erneut fur 30 min auf 55°C erwarmt. Um die Transkriptase-
Reaktion zu stoppen, erfolgte das Erwarmen fur funf Minuten auf 85°C. Danach wurde
alles auf Eis abgekuhlt. Das cDNA-Volumen belief sich auf 20 pl.

Die Behalter wurden fur die anschlieliende Real-time quantitative Polymerase-
Kettenreaktion (Q-PCR) bei -20°C gelagert.

Bei RECK erfolgte die cDNA-Synthese mithilfe des Omniscript Reverse Transcriptase
Kit for first-strand cDNA synthesis (Quiagen, Hilden, Deutschland). Dies geschah mit
0,5—1,0ug RNA. Auch hier erfolgt zunachst die RNA-Denaturierung fir funf Minuten
bei 65°C. Als Primer wurden Zufalls-Primer p(dN)8 (T1B MOLBIOL, Berlin, Deutschland)
in einer Konzentration von 10 uM verwendet. Die restlichen Reaktionskomponenten
wurden nach den Angaben des Kits verwendet. Um die Omniscript Reverse
Transkriptase zu inaktivieren, wurde das Gemisch fur funf Minuten auf 93°C erhitzt und

danach auf Eis abgekunhlt. Auch hier belief sich das cDNA-Volumen auf 20 pl.
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2.2.2.4 Real-time quantitative PCR (Q-PCR)

Prinzipiell kann der Reaktionszyklus der PCR in drei Schritte untergliedert werden:
- Erhitzen des Gemisches auf ca. 90 -95°C, wodurch die DNA in zwei Einzelstrange
aufgespaltet wird,
- Abklhlung auf 50 - 60°C, wobei sich die Primer an die DNA-Einzelstrange
anlagern,
- Temperaturerh6hung auf 70°C, damit die hitzebestandige DNA-Polymerase aktiv
wird und neue Doppelstrange bildet.
Bei RECK wurde die PCR mit einem Finalvolumen von 20 ul inklusive 1 ul cDNA sowie
0,5 umol/l je Primer durchgeflihrt. Die Anfangsinkubation erfolgte bei 95°C fur 15s,
danach schloss sich die Denaturierung fur 15s bei 94°C an. Dann folgte die Abkuhlung
auf 59°C fur 20 s und eine erneute Temperaturerhdhung auf 72°C fur 20 s. Die
Ubergangsrate der Temperatur betrug bei 20°C/s. Nach 45 Zyklen wurde die PCR fiir
RECK beendet.
Bei ADAM8 wurden die Amplifiaktionen mit einer ,hot start® Tag DNA Polymerase
durchgefuhrt, eingeschlossen in FastStart DNA Master plus HybProbes. Das
Reaktionsvolumen waren 20 ul in LightCycler Kapillaren einschliefdlich 2 ul cDNA. Die
Finalkonzentrationen waren 1 uM fur jeden der ADAMS8-Primer und 0,2 uM fur jede
Probe. Weiter wurde beigesetzt 1 ul Dimethylsulfoxid und 4 pl 5xconc. Faststart DNA
Master plus Hybridization Probes. Es folgten die initiale Aktivierung der Tag DNA
Polymerase bei 95°C flr 15min, die Denaturierung bei 95°C fir 10s, die Abkuhlung auf
59°C fur 25 s damit sich die Primer anlagern kénnen sowie die erneute Erwarmung auf
72°C fiir 25s. Die Ubergangsrate der Temperatur lag auch hier um 20°C/s bei jedem
Schritt. Nach 42 Zyklen wurde die PCR fur ADAMS8 beendet.

Die Real-time quantitative PCR ermdoglicht die relative Quantifizierung spezifischer
MRNA-Molekule nach deren Umschreibung in cDNA. Die Ausgangsmenge der
spezifischen cDNA lasst sich wahrend der log-linearen Phase der PCR-Reaktion, in der
die Amplifikationseffizienzen annahernd konstant sind, aus der generierten
Produktmenge berechnen. Die Messung der Produktzunahme erfolgt Gber die Detektion
von Fluoreszenzlicht, welches proportional zur Produktzunahme generiert wird. Bei den
verwendeten Detektionssystemen wird dazu der Farbstoff SYBR-Green | (bei RECK
QuantiTect SYBR Green PCR master mix; Quiagen, Hilden, Deutschland) eingesetzt.
Wahrend des Elongations-Schrittes der PCR-Reaktion interkaliert SYBR-Green | in die
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kleinen Furchen der nun doppelstrangigen DNA-Bereiche und fluoresziert nach
Anregung bei 480 nm. Die Fluoreszenzintensitat wird am Ende jedes Elongations-
Schrittes gemessen. Das ermoglicht die Quantifizierung der PCR-Produkte in Echtzeit
(,Real-Time").

Anschlieliend wurden ADAMS8 und RECK mithilfe der beschriebenen Standardkurve
quantifiziert und die PCR-Effizienz errechnet.

2.2.2.5 Auswertung der Q-PCR

Die Quantifizierung der PCR beruht auf der Berechnung des Referenz-Schwellenwertes
(Cycle Threshold; CT-Wert). Als CT-Wert wird die Anzahl der Zyklen bezeichnet, bei der
die Produktfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz signifikant Gbersteigt. Um die
Effizienz der PCR-Reaktion zu bestimmen, wird parallel zur Proben-cDNA die Referenz-
cDNA in einer Verdunnungsreihe mit denselben Primern amplifiziert. Die Menge der
eingesetzten Referenz-cDNA wird in einer logarithmischen Skala Uber den erhaltenen
CT-Werten aufgetragen. Anhand der Geradengleichung kann dann fur jeden CT-Wert
die Menge der Amplifikationsprodukte berechnet werden.

Die Menge der Amplifikationsprodukte hangt auch von der eingesetzten cNDA-Menge
ab, die trotz vorheriger spektrophotometrischer Bestimmung und entsprechender
Verdlinnung zwischen den Proben variiert. Um die Ergebnisse verschiedener Proben
vergleichen zu konnen, werden die berechneten Werte normalisiert (relative
Quantifizierung). Dafur wird die berechnete Expression jedes Gens auf die Expression
von ,Haushaltsgenen® bezogen, welche allein (HPRT1) oder in Kombination mit dem
Alpha-Tubulin-Gen (TUBA1B) beim Prostatakarzinom am besten zur Normalisierung
geeignet sind. Dies hat ein Vergleich der Expression von 16 der bei der Prostata bisher
verwendeten ,Haushaltsgene® gezeigt. Das HPRT1-Gen wird dauerhaft in der Prostata
exprimiert (86).

Im Fall von RECK und ADAMS8 wurde die Q-PCR mit dem LightCycler (Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland) durchgefuhrt. Zur Normalisierung der mRNA-
Expression von ADAM8 und RECK wurde das oben beschriebene ,Haushaltsgen”
HPRT1 (hypoxanthine-phosphoribosyl-transferase), welches mit dem LightCycler
h-HPRT Haushaltsgen-Set (Roche) quantifiziert wurde, als endogenes Referenzgen

eingesetzt.
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2.2.3 Western-Blot

Der Western-Blot oder Immunoblot findet Anwendung in der molekularbiologischen und
medizinischen Forschung und Diagnostik. Er wird zum spezifischen Nachweis von
Proteinen eingesetzt und gibt auch Auskunft Uber die Molekllmasse der von den
Antikdrpern erkannten Antigene. Einzelkomponenten eines komplexen
Proteingemisches kénnen durch Antikdrper spezifisch und hochempfindlich
nachgewiesen werden. Dafur wird das Gemisch zunachst durch eine SDS-
Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-Page) nach der Groflze aufgetrennt. Da die
Proteine in der Gelmartix jedoch fur die grofen Antikdrpermolektle unzuganglich sind,
werden sie auf eine dinne Membran aus Nitrocellulose oder Polyvinylidendifluorid
(PVDF) Ubertragen. Daflur wird das SDS-Gel auf der Membran platziert, und senkrecht
zur Gelebene wird eine Spannung angelegt. Die SDS-Protein-Micellen werden
elektrophoretisch anodenwarts aus dem Gel auf die Matrix transferiert. So entsteht ein
getreuer Abdruck (engl. blot; Klecks) des Proteinmusters auf der Membran. Die
ubertragenen Proteine werden fest und unspezifisch von der Membran gebunden.
Bevor der primare Antikorper zugegeben wird, werden verbleibende Bindungsstellen mit
Proteinen (z. B. aus Milchpulver) abgesattigt. Da der primare Antikdrper selbst ein
Protein ist, muss eine unspezifische Bindung an die Membran verhindert werden. Erst
nach Zugabe des sekundaren Antikorpers, der gegen den primaren Antikorper gerichtet
ist, wird die Proteinbande angezeigt. Dies geschieht durch ein an den sekundaren
Antikdrper geknupftes Enzym, das eine Farbreaktion katalysiert. Da ein einziges
Enzymmolekll mit jedem Katalyseschritt neue Farbmolekile generiert, entsteht ein
amplifiziertes Signal (87).

Wie zuvor beschrieben, wurde bei CD146 eine Western-Blot-Analyse zusatzlich zur
Immunhistochemie durchgefuhrt. Bevor dies moglich war, musste ein Zelllysat
vorbereitet werden. Ein Zell-Pellet von der humanen Prostatakarzinom-Zell-Linie PC-3
wurde in RIPA-Puffer (bestehend aus 150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 8,0, 0,5% Na-
dexycholate, 0,1% SDS, 1% NP-40) in Anwesenheit von Proteaseinhibitoren (0,1 mM
Phenylmethansulfonylfluorid, 1 ug/mL Aprotonin, 10 ug/mL Sojabohnen Trypsin
Inhibitor) gehalten (88). Die Proteinextrakte wurden vorbereitet, indem sie fur 1 h auf Eis
gepackt wurden. Bei 4°C wurden die Lysate dann bei 15000 g fir 20 min zentrifugiert.
Der Uberstand war das gesamte Zell-Lysat. Die Proteinkonzentration des Zell-Lysates

wurde mithilfe von Coomassie-Brilliant-Blau untersucht.
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Humanes CD146 in dem gesamten Lysat aus PC-3-Zellen wurde durch SDS-
Elektrophorese in 8% w/v Polyacrylamid-Gel und reduzierten Bedingungen abgeschatzt
(89). 10 bzw. 30 ug der Zell-Lysat-Proteine wurden flir die Auftrennung auf eine
Natriumdodecylsulfat-Gelelektrophorese (Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis = SDS) gegeben und dann auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran
(PVDF-Membran, Millipore, USA) Ubertragen (90).

Danach wurde die Membran entweder mit dem polyklonalen Anti-human-CD146-
Antikorper (0,8 ug/ml; Abcam, UK) oder mit dem monoklonalen Anti-human-CD146-
Antikorper Klon N1238 (Arbeitsverdunnung 1/200; Novocastra Laboratories, UK)
inkubiert. Der polyklonale Anti-CD146-Antikorper wurde in Kaninchen hergestellt und ist
gegen ein synthetisches Peptid auf der Aminosaure 433 —647 gerichtet. Bei der
Verwendung des polyklonalen Antikoérpers wurde die PVDF-Membran mit
Blockierungspuffer | (AppliChem, Deutschland) uber Nacht bei 4°C gesattigt. Der
polyklonale Antikdrper wurde verdunnt in ,Cross-Down-Puffer” (AppliChem,
Deutschland).

Als der monoklonale Antikérper verwendet wurde, wurden nur 10 ug Proteine auf der
SDS-Gelelektrophorese aufgeteilt, und die PVDF-Membran wurde mit 2% ECL
Vorschub-Blockierungsmittel (Advance blocking agent; GE Healthcare, UK) Uber Nacht
bei 4°C gesattigt. In denselben 2% ECL Vorschub-Blockierungsmittel (Advance blocking
agent) wurde der monoklonale Antikdrper verdiinnt. Als sekundare Antikorper wurden
mit Meerrettich-Peroxidase konjugierte Ziege-Anti-Kaninchen-IgG und Kaninchen-Anti-
Maus-IgG (DakoCytomation, Danemark) verwendet. Die Antigen-Antikdrper-Reaktion
wurde sichtbar gemacht mithilfe des EDC Advance Western-Blotting-Detektions-Kit (GE

Healthcare).
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3 Ergebnisse
3.1 RECK

3.1.1 RECK-mRNA-Expression

Beobachtet wurde eine signifikante Abnahme (Student-t-Test von gepaarten Daten,

p =0,001) des RECK/HRPT-Verhaltnisses in malignen Prostata-Proben im Vergleich
zu nicht-malignen Prostata-Proben (Abbildung 3). 12 der 15 (80%) angepassten Paare
wiesen ein reduziertes Verhaltnis im Tumorgewebe auf. Das durchschnittliche
Verhaltnis zeigte eine Abnahme von 24%. Eine Assoziation zum Gleason-Grad fand

sich nicht; diese Aussage ist jedoch durch die geringe Fallzahl begrenzt.
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Abb. 3: RECK-mRNA-Analyse (80)

3.1.2 RECK-Immunfarbung im Prostatakarzinom und in angrenzendem

Prostatagewebe

In den Proben wurde RECK in Prostatadrisen hauptsachlich schwach, in Nervenzellen,
Muskelfasern, Basalzellhyperplasie und Plattenepithelmetaplasie dagegen stark
exprimiert (Abbildung 4A — C). Die epithelialen Zellen von Tumorgewebe und
angrenzendem normalen Gewebe sowie von PIN zeigten eine zytoplasmatische RECK-
Verteilung, die abschnittsweise verschiedenartig war. Neben der Uberwiegend
granularen zytoplasmatischen Farbung wurde auch eine Anreicherung von RECK in der
Zelloberflache beobachtet. Im Allgemeinen wurde ein hoher Grad an Heterogenitat der
RECK-Expression im Prostata-Gewebe beobachtet. Stromazellen zeigten teilweise eine

schwache Farbung.
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Abb. 4: Immunhistochemische Detektion der RECK-Expression in Prostatagewebe (80)

A Reduzierte RECK-Expression im Prostatakarzinom im Vergleich zu PIN
(200-fache und 400-fache VergroéfRerung)
B Reduzierte RECK-Expression im Prostatakarzinom im Vergleich zu

angrenzendem normalen Prostatagewebe (400-fache Vergroferung)
C Ansteigende RECK-Expression in Basalzellhyperplasie (linke Seite) und

Plattenepithelmetaplasie (rechte Seite)

3.1.3 RECK-Expression und klinisch-pathologische Zusammenhange

108 (43,7%) Prostatakarzinomfalle zeigten keine RECK-Farbung. 116 (47%) Falle
waren schwach positiv, und 23 (9,3%) Falle zeigten eine maldige RECK-Farbung. Eine
starke Immunfarbung wurde in keinem der Tumorareale gefunden.

Bei PIN zeigten sich 59 (23,9%) Falle negativ, wahrend 133 (53,8%) Falle eine
schwache, 52 (21,1%) eine maRige sowie 3 (1,2%) eine starke Immunfarbung zeigten.
In 40 (16,2%) Fallen verblieb das angrenzende normale Gewebe negativ, wahrend 130
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(52,6%) der positiven Falle eine schwache, 68 (27,5%) eine maliige sowie 9 (3,6%)
eine starke Immunfarbung aufwiesen.

Im Chi-Quadrat-Test waren die Immunfarbungsstufen in den drei Gewebegruppen
(Karzinom, PIN, normales Gewebe) hoch signifikant unterschiedlich (p <0,0001).

Wenn die durchschnittliche Farbungsstufe in dem angrenzenden normalen Gewebe mit
100% gleichgesetzt wird, so waren die durchschnittlichen Farbungsstufen in PIN und
Karzinom mit 84% und 55,3% deutlich reduziert. Hingegen zeigten Gewebeproben von
BPH einen deutlich héheren Mittelwert von 159%. Die RECK-Expression bei den
Patienten, die vor der Operation mit Hormonen antiandrogen behandelt wurden
(n=153), zeigte im Vergleich zu den Patienten ohne antiandrogene Vorbehandlung im
Tumorgewebe (p=0,427), in PIN (p =0,430) sowie im normalen Gewebe (p =0,793)
keinen Unterschied in der Farbung. Die RECK-Expression in Tumorgewebe, PIN und
normalen Gewebe korrelierte positiv und hoch signifikant miteinander (rs zwischen
0,493 und 0,713; p<0,0001). Dementsprechend hatten Proben mit hoheren
Immunreaktionsstufen in normalem Gewebe auch eine héhere Farbungsstufe im
Tumor. Unter Bertcksichtigung dieser interindividuellen Farbungsintensitaten wurde der
Farbungsgrad im Krebsgewebe durch die Berechnung des Farbungsunterschiedes
zwischen dem angrenzenden normalen Gewebe und dem korrespondierenden
Tumorgewebe normalisiert. Das ergab den sog. RECK-Expressionsunterschieds-Grad
(RECK expression difference score). Daraufhin wurde die Beziehung zwischen dem
RECK-Expressionsunterschieds-Grad und den klinisch-pathologischen Parametern
Patientenalter, praoperativer PSA-Wert, Tumorstadium, operativer Residualstatus sowie
Tumorgrading berechnet. Beobachtet wurden signifikante Beziehungen mit hherem

Tumorgrad und -stadium (Tabelle 11).
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Tab. 11: Zusammenhang zwischen der RECK-Expression im Prostatakarzinom und

klinisch-pathologischen Parametern (80)

RECK-Expressionsunterschieds-

Variable Grad'
Patientenzahl | RECK (<0) | RECK (20) p-Wert
Alter in Jahren 0,174
<62 128 61 (47,7) 67 (52,3)
=262 119 67 (56,3) 52 (43,7)
praop. PSA? 0,092
<9,7 ug/l 100 45 (45,0) 55 (55,0)
>9,7 ug/l 102 58 (56,9) 44 (43,1)
pT-Status (Tumorstadium) 0,011
pT2 135 60 (44,4) 75 (55,5)
pT3-4 112 68 (60,7) 44 (39,3)
Residualtumor?® 0,362
RO 138 68 (49,3) 70 (50,7)
R1 107 59 (55,1 48 (44,9)
Gleason-Summe 0,019
Gleason 3-4 24 8 (33,3) 16 (66,7)
Gleason 5-6 78 37 (47,4) 41 (52,6)
Gleason 7-10 145 83 (57,2) 62 (47,8)

praop. PSA: praoperatives Prostata-spezifisches Antigen

RECK: reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs

" RECK-Expressionsunterschieds-Grad:

e <0, negative RECK-Expression im Prostatakarzinom im Vergleich zum

angrenzenden normalen Prostatagewebe;

e 20, gleiche oder hohere RECK-Expression in Prostatakarzinom im Vergleich zu

angrenzendem normalen Prostatagewebe

2 Nur von 202 Patienten waren PSA-Daten verfugbar.

3 Zwei Tumoren waren Rx klassifiziert und wurden bei der Berechnung nicht

bertcksichtig.
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3.1.4 RECK-Expression und PSA-Wiederanstieg nach radikaler Prostatektomie

Um bewerten zu kdnnen, ob die RECK-Expression als potentieller Indikator flr den
klinischen Erfolg nach einer radikalen Prostatektomie angewandt werden kann, wurden
die verfugbaren Daten der PSA-Verlaufskontrollen nach radikaler Prostatektomie von
199 Patienten Uberprift. Lediglich funf von ihnen hatten eine antiandrogene
Vorbehandlung erhalten. Auch diese finf Patienten wurden in die Untersuchung mit
eingeschlossen, da die RECK-Expression durch antiandrogene Vorbehandlung nicht
beeinflusst wird (siehe 3.1.3). Die mittlere Verlaufskontroll-Zeitspanne betrug 55 Monate
(von 8 — 188 Monate, Tabelle 5). In 190 Fallen betrug die Verlaufskontrolle >2 Jahre, in
84 Fallen > 5 Jahre und in 19 Fallen > 10 Jahre. Die Zeit ohne PSA-Wiederanstieg zeigt
das Uberleben ohne erneutes Tumorwachstum an. Ca. ein Drittel der Patienten hatte
einen PSA-Wiederanstieg (Tabelle 5), der mit einem erneuten Auftreten des
Prostatakarzinoms gleichgesetzt wurde (91). Die univariate Kaplan-Meier-Analyse und
die univariate Analyse der wesentlichen klinisch-pathologischen Parameter mit dem
Cox-proportional-Hazard-Regressions-Modell bewiesen, dass die Tumorgruppe mit
einem hoheren Risiko eines PSA-Wiederanstiegs bei einem hoheren praoperativen
PSA-Wert (p =0,011; relatives Risiko [95%iges Konfidenzintervall] = 1,928

[1,159 —3,208]), hdherem Tumorstadium (p = 0,032; relatives Risiko [95%iges
Konfidenzintervall] = 1,712 [1,049 —2,795]) und hoherem Gleason-Grad (p <0,0001;
relatives Risiko [95%iges Konfidenzintervall] = 2,826 [1,589 — 5,028]) reprasentativ
wiedergespiegelt wurde. Patienten mit einer verminderten RECK-Expression zeigten
eine Tendenz zu einem hdheren Risiko eines PSA-Wiederanstiegs (p = 0,068; relatives
Risiko [95%iges Konfidenzintervall] = 0,509 [0,246 — 1,052]). Die Beziehung zwischen
RECK-Expression und PSA-Wiederanstieg stellt sich besonders ausgepragt bei
Patienten mit hdherem Tumorgrad (Gleason-Summe =7; p =0,010; relatives Risiko
[95%iges Konfidenzintervall] = 0,360 [0,166 —0,782]) dar. Multivariate Analysen mit dem
Cox-proportional-Hazard-Regressions-Modell identifizierten RECK als unabhangigen
prognostischen Faktor fur Prostatakarzinome mit einer Gleason-Summe =7 (p = 0,043;
relatives Risiko [95%iges Konfidenzintervall] = 0,434 [0,193 —0,976])).

Zusammengefasst wurde eine verminderte RECK-Expression im Prostatakarzinom

bezogen auf das entsprechende nicht-maligne Gewebe des Patienten sowohl auf

MRNA-Ebene als auch auf Protein-Ebene gefunden. Eine verminderte RECK-

Expression korrelierte mit der Aggressivitat des Prostatakarzinoms sowie der PSA-
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rickfallfreien Uberlebenszeit. Damit kdnnte RECK zu einem zusétzlichen Biomarker bei
Prostatakarzinompatienten mit hohem Risiko werden.

3.2 ADAMS8

3.2.1 ADAM8-mRNA-Expression

Die gepaarten Proben von nicht-malignen und malignen Gewebearealen wurden in
einem PCR-Lauf gemessen, um die Inter-Run-Variabilitat zu reduzieren. In den
malignen Proben war die normalisierte ADAM8-Expression signifikant geringer als in
den passenden nicht-malignen Proben (Mediane 0,622 —0,864; Wilcoxon-Test,

p <0,001). In 18 (30,5%) Prostatakarzinomfallen wurde ADAMS8 im Vergleich zu den
passenden nicht-malignen Proben auf hdherem Niveau exprimiert. Um die Hoch- und
Herunterregulation unterscheiden zu kénnen, wurde die fold-change>2-Definition
verwendet. In der Mehrzahl der Falle (n =36, 61%) gab es keinen Unterschied zwischen
malignen und nicht-malignen Proben. In 21 Fallen (35,6%) war die Expression der
ADAM8-mRNA im kanzerogenen Gewebe geringer und in zwei Fallen (3,4%) hoher als
in dem passenden normalen Prostatagewebe.

Letztendlich konnte jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen ADAM8-mRNA-
Expression, pT-Status, Gleason-Grad vom Mikrodissektionsbereich / der
Prostatektomiepraparate, praoperativen PSA-Wert, Residualstatus oder PSA-

Wiederanstieg gefunden werden (Tabelle 12).
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Tab. 12: Beziehung zwischen klinisch-pathologischen Parametern und ADAM8-mRNA-

Expression im Prostatakarzinom (81)

Variable Total Geringe Hohe p-Wert
ADAMS- ADAMS-
Expression Expression
Alle Falle 59 41 (69,5%) 18 (30,5%)
Patientenalter in Jahren 0,389
<63 37 24 (64,9%) 13 (35,1%)
>63 22 17 (77,3%) 5(22,7%)
praop. PSA' 1,000
<9,1ng/ml 30 21 (70,0%) 9 (30,0%)
>9,1ng/ml 26 19 (73,1%) 7 (26,9%)
pT-Status (Tumorstadium) 1,000
pT2 34 24 (70,6%) 10 (29,4%)
pT3+ 25 17 (68,0%) 8 (32,0%)
Histologischer Grad (WHO) PP 0,395
G1/2 24 15 (62,5%) 9 (37,5%)
G3 35 26 (74,3%) 9 (25,7%)
Gleason-Summe MA 1,000
3-6 34 24 (70,6%) 10 (29,4%)
7-10 25 17 (68,8%) 8 (32,0%)
Gleason-Summe PP 0,533
3-6 16 10 (62,5 %) 6 (37,5%)
7-10 43 31(72,1%) 12 (27,9%)
PSA-Wiederanstieg? 1,000
Nein 40 28 (70,0%) 12 (30,0%)
Ja 13 9 (69,2%) 4 (30,8%)
Residualtumor?® 0,151
RO 33 26 (78,8%) 7 (21,2%)
R1 25 15 (60,0%) 10 (40,0%)

praop. PSA: praoperatives Prostata-spezifisches Antigen

ADAMS: A disintegrin and metalloprotease 8

PP: Prostatektomiepraparate
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MA: Mikrodissektionsbereiche
"Von 3 Fallen war kein praoperativer PSA-Wert verfugbar.
2 Verlaufsdaten von 53 Patienten waren verflgbar.

3 Ein Fall war Rx klassifiziert.

3.2.2 ADAMS8-Immunfarbung im Prostatakarzinom und in angrenzendem

Prostatagewebe

61% Prostatakarzinomfalle (78 der 128) zeigten keine (0; 13,3%) oder eine schwache
(1+; 47,7%) Zytoplasmafarbung. 39% (50 der 128) der Falle wiesen eine malige (2+;
32%) bis starke (3+; 7,0%) ADAM8-Expression auf. In normalem Prostatagewebe war
die ADAM8-Expression in 84,4% (108 Falle) nicht oder schwach vorhanden, in 15,6%
(20 Falle) maRig bis stark. Die durchschnittliche Farbungsintensitat in malignem und
normalem Gewebe war 1,33 und 1,05. Dieser scheinbar geringe Unterschied war
jedoch hoch signifikant (p <0,001). In 75 Fallen (58,6%) wurde eine PIN nachgewiesen.
Nicht oder kaum vorhandene Farbung zeigte sich in 48,0%, malige oder starke
Anfarbung in 52,0% mit einem Durchschnittswert von 1,57 und einem Mittelwert von 2
(Abbildung 5A - C).

In 32 Fallen war die ADAM8-Expression in PIN starker als in normalem Gewebe (gleich
in 43 Fallen) und in 8 Fallen starker als im invasiven Prostatakarzinom (in einem Fall
geringer, in 66 Fallen identisch). Die Unterschiede in der ADAM8-Expression zwischen
PIN und normalem Gewebe (p <0,001) sowie PIN und invasivem Prostatakarzinom
(p=0,021) waren statistisch signifikant. FUr weitere statistische Analysen wurden die
Gruppen entlang dem Median (1) in ADAMS8-positive (> 1) versus ADAM8-negative

(< 1) Tumore geteilt (Tabelle 13).
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C -
Abb. 5: Immunhistochemische Detektion der ADAM8-Expression (81)
A, B maRige bis starke ADAM8-Expression in glandularem
Prostatakarzinomgewebe (Pfeile) im Vergleich zu angrenzenden normalen

Prostatadrisen mit verringerter ADAM8-Expression

C Prostatakarzinomgewebe mit starker ADAM8-Expression
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Tab. 13: Zusammenhang zwischen der ADAM8-Expression im Prostatakarzinom und

klinisch-pathologischen Parametern (81)

Variable Total | Geringe ADAMS8- | Hohe ADAM8- | p-Wert
Expression Expression
Alle Falle 128 78 (60,9%) 50 (39,1%)
Alter in Jahren 0,206
<63 70 39 (55,7%) 31 (44,3%)
>63 58 39 (67,2%) 19 (32,8%)
praop. PSA' 0,094
<9,1ng/ml 64 45 (70,3%) 19 (29,7%)
>9,1ng/ml 58 32 (55,2%) 26 (44,8%)
pT-Status (Tumorstadium) 0,206
pT2 66 44 (66,7%) 22 (33,3%)
pT3+ 62 34 (54,8%) 28 (45,2%)
pN-Status? 0,053
pNO 95 61 (64,2%) 34 (35,8%)
pN1 8 2 (25,0%) 6 (75,0%)
Histologischer Grad (WHO)? 0,468
G1/2 70 45 (64,3%) 25 (35,7%)
G3 58 33 (56,9%) 25 (43,1%)
Gleason-Summe? 0,259
3-6 46 31 (67,4%) 15 (32,6%)
7-10 80 45 (56,3%) 35 (43,8%)
PSA-Wiederanstieg 0,351
Nein 81 52 (64,2%) 29 (35,8%)
Ja 47 26 (55,3%) 21 (44,7%)
Residualtumor* 0,856
RO 68 41 (60,3%) 27 (39,7%)
R1 59 37 (62,7%) 22 (37,3%)

" Fur 6 Falle war kein praoperativer PSA-Wert zu ermitteln.

225 Falle waren pNXx.

3 Bei 2 Fallen war keine Gleason-Summe im Befund angegeben.

* Ein Fall war Rx.
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3.2.3 ADAMS8-Expression, klinisch-pathologische Zusammenhange und PSA-
Wiederanstieg

Die ADAMS8-Expression korrelierte in bivariaten Korrelationen signifikant mit
fortgeschrittenem pT-Status (p = 0,046), positivem Lymphknotenstatus (p =0,008) und
héherer Gleason-Summe (p = 0,014). In univariaten Uberlebensanalysen wurden nach
der Kaplan-Meier-Methode kumulative Uberlebenskurven berechnet. Es wurde die
Auswirkung der ADAMB8-Expression, des praoperativen PSA, des Patientenalters, des
pT-Status, des Tumorgrades, der Gleason-Summe und des residualen Tumorstatus
sowie der Art der Operation (offene oder laparoskopische radikale Prostatektomie) auf
die Uberlebenszeit ohne PSA-Wiederanstieg analysiert. Alle konventionellen
prognostischen Marker des Prostatakarzinoms erreichten statistische Signifikanz
(Tabelle 14). ADAM8-positive Tumoren wiesen einen geringen Trend zu verkurzten
PSA-riickfallfreien Uberlebenszeiten auf, der jedoch insignifikant war (p =0,218;
Abbildung 6).

Auch die anschliel3end in den verschiedenen Untergruppen der bereits erwahnten
klinisch-pathologischen Parametern untersuchten Auswirkungen der ADAMS8-
Expression zeigten mehrfach einen Trend zu verkurzten PSA-rickfallfreien
Uberlebenszeiten bei ADAMS8-positiven Tumoren. Jedoch wurde auch bei diesen
Gruppen keine statistische Signifikanz erreicht. Es zeigte sich weiter eine hohe
signifikante Korrelation von ADAMS8-Expression mit positivem Lymphknotenstatus.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine signifikante Assoziation von
ADAMS-Expression mit PSA-riickfallfreier Uberlebenszeit nicht gezeigt werden konnte.
Hinsichtlich der hohen signifikanten Korrelation von ADAM8-Expression mit einem
positiven Lymphknotenstatus ist zu erwahnen, dass mit lediglich acht Fallen die
untersuchte Gruppe deutlich zu klein war, um daraus einen signifikanten Marker fur
PSA-riickfallfreies Uberleben zu machen. Der diagnostische Wert von ADAMS ist trotz
signifikanter Verknipfung mit einer ungtnstigeren Prognose bei konventionellen
Parametern bei der konventionellen histopathologischen Bewertung von
Prostatakarzinomen eingeschrankt.
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Tab. 14: Univariate Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier: PSA-Wiederanstiegszeiten

in Betrachtung zu den klinisch-pathologischen Faktoren und ADAMS8-Expression (81)

Variable Fall- Zahl der | 3-Jahres PSA-Rezidiv- | p-Wert
zahlen | Ereignisse Rate (* SE) in %
ADAMS8-Expression 0,218
Gering 78 26 27,7+5,2
Hoch 50 21 30,8+6,9
praop. PSA 0,005
<9,1ug/l 64 16 21,4153
>9,1ug/l 58 28 36,6+6,6
Alter 0,660
<63 Jahre 70 31 30,0+5,6
>63 Jahre 58 20 27,5161
Operationstyp 0,240
Offen durchgeflihrte OP 80 36 31,6+5,2
Laparoskopie 48 11 23,4+6,6
pT-Status 0,004
pT1/2 66 16 19,5+5,1
pT3/4 62 31 38,3+6,3
Histologischer Grad <0,001
(WHO)
G1/2 70 13 13,4142
G3 58 34 48,1+7,0
Gleason-Summe 0,003
1-6 46 10 15,7+5,4
7-10 80 36 37,6157
Residualtumor 0,043
RO 68 19 251+5,5
R1 59 27 33,4+6,3

SE: Standardfehler (Standard Error)
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Abb. 6: PSA-riickfallfreie Uberlebenszeit-Kurve von ADAMS (81)

3.3 CD146

In dieser Studie wurden im Vergleich ein polyklonaler Antikérper und ein monoklonaler

Antikorper verwendet.

3.3.1 CD146-Western-Blot

CD146 besitzt in seiner reduzierten Form ein Molekulargewicht von 130 kDa. Der
polyklonale Antikérper detektierte im PC-3-Zell-Lysat jedoch 4 Banden mit
unterschiedlichem Molekulargewicht. Die Bande bei 130 kDa zeigte nur eine schwache
Intensitat. Der monoklonale Antikdrper dagegen zeigte in demselben Zell-Lysat eine
stark intensive Bande bei 130 kDa (Abbildung 7). Da der polyklonale Antikérper mehrere
Banden aufwies, wurde bei ihm zusatzlich noch ein Peptid-Blockierungsexperiment mit
rekombiniertem humanem CD146-Peptid (MCAM human recombinant, 157H00004162-
P01-0025; Tebu-bio, Deutschland) durchgefuhrt. Der Antikorper wurde mit PBS
verdunnt (1/800 und 1/1600) und mit einer stéchiometrischen 20-/40-fachen Menge des
rekombinierten CD146-Proteins tGber Nacht bei 4°C und 2h bei Raumtemperatur
inkubiert, bevor er fur die Immunhistochemie verwendet wurde.

Die zusatzlich und mehrmals durchgefuhrten Blockierungsversuche resultierten nicht in

einer Verminderung der anschliel3end durchgeflhrten immunhistochemischen Farbung.
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Abb. 7: Western-Blot (400-fache Vergrofierung); CD146-Detektion im
PC-3-Zell-Lysat (82)

3.3.2 CD146-Immunfarbung im Prostatakarzinom und in angrenzendem

Prostatagewebe

3.3.2.1 Polyklonaler Antikdper

Die CD146-Expression, erstellt mit dem polyklonalen Antikdrper, war nur in einigen
Fallen fir Tumor und normales Gewebe negativ (Abbildung 8A—D). Die
Zytoplasmafarbung im Prostatakarzinomgewebe war mit einer H-Grad-Einteilung
zwischen 0 und 285 sowie einem mittleren H-Grad von 90 starker als im normalen
Gewebe (Tabelle 15). Die H-Grade im normalen Gewebe lagen zwischen 0 und 205,
mit einem Mittelwert von 40. Der Unterschied in der CD146-Expression zwischen
Karzinom und normalen Gewebe war signifikant (p <0,001). Endothel- und

Ganglienzellen waren ebenfalls positiv.

3.3.2.2 Monoklonaler Antikorper

Lediglich 46 Karzinomfalle (28,7%) zeigten eine geringe positive Zytoplasmafarbung fur
CD146 (Abbildung 9A — D). Der durchschnittliche Farbungs-Grad lag bei 14,2

(Median 0). Allein 10 Falle (6,3%) waren mafig bis stark positiv. Epithelzellen in
angrenzendem normalen Gewebe waren komplett negativ. Wie erwartet waren glatte
Muskelzellen, Fibroblasten, Endothelzellen und Nervenzellen malig bis stark positiv in

allen untersuchten Fallen.
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Tab. 15: Verteilung der CD146-Expression (polyklonaler und monoklonaler Antikorper)
im Prostatakarzinom (82)

Fallzahlen (%)

H-Grad Polyklonal Monoklonal
0 7 4,1 | 114 (71,3)
1-50 46 (27,3) 30 (18,8)
51-100 50 (29,5) 11 (6,9)
101-150 23  (13,7) 4 (2,4)
151-200 28 (16,5) 0 (0)
201-300 15 (8,9) 1 (0,6)
Median H-Grad 90 0
) §
A B
- D \

Abb. 8: CD146-Detektion mit dem monoklonalen Antikérper (400-fache VergroRerung; 82)

A, B Starke zytoplasmatische CD146-Expression im Prostatakarzinom; geringe bis
fehlende CD146-Expression in angrenzenden normalen Prostatadrisen

C Prostatakarzinom mit schwacher CD146-Expression

D Prostatakarzinom mit mittlerer CD146-Expression; angrenzende PIN mit

schwacher bis mittlerer CD146-Expression
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Abb. 9: CD146-Detektion mit dem polyklonalen Antikdrper (400-fache Vergrof3erung; 82)

A Schwache CD146-Expression im Prostatakarzinomgewebe; angrenzende
Endothelzellen positiv

B, C Mittlere bis starke Positivitdt der Tumorzellen bei schwacher bis mittlerer

Stromafarbung sowie starker CD146-Positivitat von Endothelzellen und

peripheren Nervenzellen

D Negative Tumorzellen und mittlere bis starke Immunexpression in peripheren

Nervenzellen und Stromagewebe

3.3.3 CD146-Expression, klinisch-pathologische Zusammenhange und PSA-

Wiederanstieg

Die von beiden Antikorpern detektierte CD146-Expression korrelierte signifikant

(p =0,001; Korrelationskoeffizient 0,271), aber sie zeigte keine Korrelation bzw.
Assoziation mit den klinisch-pathologischen Parametern. In der bivariaten
Korrelationsanalyse korrelierte der H-Grad des polyklonalen Antikorpers im
Karzinomgewebe der Prostata mit anitandrogener Vorbehandlung (p =0,018), Gleason-
Summe (p =0,024) und pT-Status (p =0,037). Fiir die Uberlebensanalyse wurde CD146
in eine Gruppe beim Median (H-Grad 90) und in eine Gruppe beim H-Grad 150 (untere
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3/4 gegen obere 1/4) dichotomisiert. Dadurch ergaben sich die Gruppen CD146-hoch

exprimierende Tumoren (> 90 und > 150) gegen CD146-niedrig exprimierende Tumoren

(€90 und < 150). Die PSA-riickfallfreie Uberlebenszeit wurde mit der univariaten

Analyse nach Kaplan-Meier errechnet. Bei der Analyse der Auswirkung von CD146,

praoperativen PSA, Patientenalter, pT-Status, Gleason-Summe und

Residualtumorstatus auf die PSA-riickfallfreie Uberlebenszeit erreichten alle

konventionellen Prognosemarker statistische Signifikanz (Tabelle 16).

Tab. 16: Univariate Uberlebensanalyse (Kaplan-Meier): PSA-Wiederanstiegszeiten im

Zusammenhang mit klinisch-pathologischen Parametern und polyklonaler CD146-

Expression (82)

Median PSA-riickfallfreies

Variable Fall- Ereignis- Uberleben in Monaten
zahlen anzahl (*SE: Standardfehler) p-Wert
CD146-Expression 0,034
Niedrig (Grad <90) 87 27 nicht erreicht
Hoch (Grad >90) 82 36 61,0+17,4
CD146-Expression 0,002
Niedrig (Grad < 150) 126 39 nicht erreicht
Hoch (Grad > 150) 43 24 48,0+6,2
praop. PSA 0,003
<10,1ug/l 82 20 nicht erreicht
>10,1 g/l 78 39 59,0+£5,9
Alter 0,371
<62 Jahre 90 36 88,0+ 33,7
>62 Jahre 79 27 nicht erreicht
pT-Status 0,003
pT2 92 25 139,0+43,9
pT3/4 77 38 51,0+ 7,3
Gleason-Summe < 0,001
2-6 72 15 139,00
3-7 93 45 51,0+4,6
Residualtumor 0,003
RO 94 27 nicht erreicht
R1 73 35 51,0+6,1
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Tumoren mit hoher CD146-Expression, dichotomisert beim Median-H-Grad (p =0,034)
oder beim oberen Quartil-H-Grad (p = 0,002) zeigten signifikant verkurzte PSA-
riickfallfreie Uberlebenszeiten (Abbildung 10A, B).

In die Cox-multivariate-Analyse wurden die Variablen, die in der univariaten Analyse
signifikante Marker waren, eingeschlossen (Tabelle 17). Von den konventionellen
Prognosemarkern blieb nur die Gleason-Summe bei den multivariaten Bedingungen
signifikant. CD146 geteilt durch den Median verlor ebenfalls seine Signifikanz. Das
dichotomisierte CD146 mit dem Schwellenwert beim H-Grad 150, das das Viertel der
Tumoren mit der hochsten CD146-Expression zeigte, blieb dagegen signifikant.

Beim monoklonalen Antikorper waren die Kaplan-Meier-Analysen der gesamten
Kohorte unsignifikant, obwohl diese fur den Median (0) und den Mittelwert (14,2)
dichotomisiert worden war (Abbildung 10C).

Zusammenfassend lasst sich hier sagen, dass die Bewertung der Proteinexpression
stark vom verwendeten Primarantikorper abhangig ist. Mit dem polyklonalen Antikorper
konnte eine Assoziation mit hdherem pT-Status und hoherer Gleason-Summe
aufgezeigt werden. Weiter wiesen Tumoren mit einer hdheren CD146-Expression eine

verkiirzte Uberlebenszeit auf.

Tab. 17: Cox-multivariate-Analyse der PSA-riickfallfreien Uberlebenszeit (82)

Variable* Relatives Risiko | 95%iges Konfidenzintervall | p-Wert
CD146 150/151 1,827 1,038 -3,216 0,037"
pT-Status (Tumorstadium) 1,544 0,826 —2,886 0,173
Gleason-Summe 2,492 1,254 — 4,954 0,009
Residualtumor 1,429 0,771-2,648 0,257
praop. PSA 1,538 0,877-2,695 0,133
CD146 90/912 1,374 0,758 -2,492 0,295

praop. PSA: praoperatives Prostataspezifisches Antigen

* Die Variabeln wurden analog der Tabelle 16 unterteilt.

' Signifikanz bei p <0,05.

2 Die Cox-Resultate von CD146 90/91 wurden mit denselben Variablen getestet.
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Abb. 10: Kaplan-Meier-Analyse von CD146 (82)

A Uberlebenskurve von CD146 gruppiert nach dem Median (H-Grad 90). Tumoren
mit hdherer CD146-Expression zeigen eine signifikant kurzere PSA-ruckfallfreie
Uberlebenszeit.

B Uberlebenskurve von CD146 gruppiert nach dem Schwellenwert bei H-Grad 150.
Starke CD146-Expression ist signifikant assoziiert mit kirzerer PSA-ruckfallfreier
Uberlebenszeit.

C Uberlebenskurve fir den monoklonalen CD146-Antikdrper gruppiert nach negativ

versus positiv zeigt keinen statistisch-signifikanten Unterschied.
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3.4 COX-2

3.4.1 COX-2-Expression im Prostatakarzinom und in angrenzendem

Prostatagewebe

Zusatzlich zum Karzinomgewebe der 103 Falle wurden daran angrenzende Areale mit
PIN (in 86 Fallen), mit normalen (in 93 Fallen) sowie atrophischen Gewebe (in 86 Fallen)
untersucht. Da einige Studien von einer positiven COX-2-Expression im
Prostatakarzinom (76 — 78) berichten, andere Studien wiederum eine fehlende (79) oder
nur geringe COX-2-Expression (120) im Prostatakarzinom erwahnen, wurde neben dem
haufig verwendeten monoklonalen Antikérper (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI) auch
der polyklonale Anti-COX-2-Antikorper PG27 (Oxford Biomedical research, Oxford, Ml),
der ebenfalls haufig in der Auswertung von COX-2 verwendet wird, getestet. Beide
Antikorper sind weit verbreitet.

3.4.1.1 Monoklonaler Antikérper

Die COX-2 Expression zeigte sich als eine perinuklear verstarkte granulare
zytoplasmatische Farbung. Die Mehrheit der normalen (95,7%) sowie der atrophischen
(88,4%) Prostatadrusen waren negativ fur COX-2 (Abbildung 11A). Dagegen waren
44.,7% der Karzinomfalle positiv (Abbildung 11A, B), wahrend 72,1% der PIN ebenfalls
eine Positivitat fur COX-2 (IRS 7 —12) aufwiesen (Abbildung 11C). In den Proben, die
periurethrale Prostataanteile enthielten, zeigte sich eine sehr starke COX-2-Expression
in der periurethralen Samenausfuhrungsgangen (Abbildung 11D). Die Vor-Inkubation
der Objekttrager mit dem COX-2-Blockierungspeptid hob die Farbung vollstandig auf.
Die statistische Analyse wies einen signifikanten Anstieg von COX-2-Expression im
Prostatakarzinom und PIN im Vergleich zum atrophischen und normalen
Prostatagewebe nach (p <0,005, Chi-Quadrat-Test). COX-2-Expression fand sich
hauptsachlich in der epithelialen Komponente.
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Abb. 11: Immunhistochemische Detektion der COX-2-Expression in Prostatagewebe (83)

A, B COX-2-Negativitat von atrophischen Prostatadrisen (Pfeile) und starke COX-2-
Positivitat von invasivem Prostatakarzinom

C COX-2-Expression in PIN (kleines Bild: hohere Vergrolierung von High-Grade-
PIN)

D Starke COX-2-Expression von periurehtralen Samenausfihrungsgangen;

COX-2-Negativitat von angrenzenden normalen Prostatadrisen (Pfeile)

3.4.1.2 Polyklonaler Antikorper

Er zeigte ein ahnliches Farbungsmuster im Prostatakarzinom wie der monoklonale

Antikdrper (Caymen), lediglich etwas schwacher in der Farbungsintensitat ausgepragt.

3.4.2 COX-2-Expression, klinisch-pathologische Zusammenhéange und PSA-
Wiederanstieg

In der statistischen Analyse zeigt sich keine signifikante Korrelation zwischen

COX-2-Expression und klinisch-pathologischen Parametern (Tabelle 18).
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In einer friiheren Studie wurde die Uberexpression von PLK-1 im Prostatakarzinom
beschrieben. PLK-1 steht fur Polo-like Kinase 1 und ist eine Schlusselfigur in der
Mitose-Regulierung in normalen und maligne transformierten Zellen und ist ebenso wie
die Cyclooxygenasen in die Proliferation und die Zell-Zyklus-Regulation involviert (92).
Beide, COX-2 und PLK-1, wurden als Zielgene fur die Pravention und Behandlung von
Prostatakrebs vorgeschlagen (93, 94). Somit lag es nahe, die Korrelation von COX-2
und PLK-1 in diesen Tumoren zu bewerten. Aufeinanderfolgende Schnitte offenbarten,
dass die Tumorareale, die positiv flr COX-2 waren, auch positiv fur PLK-1 waren. In
statistischen Analysen zeigte sich eine starke Korrelation zwischen der Positivitat von
COX-2 und der von PLK-1 in Prostatakarzinomen. 68% der PLK-1 positiven Tumore
waren ebenso COX-2 positiv (p <0,0005, Fisher-Test, Tabelle 18).

In diesem Tumorkollektiv waren von allen Patienten Daten Uber den postoperativen
PSA-Verlauf vorhanden, daher wurde der PSA-Wiederanstieg stellvertretend fur den
Erkrankungsfortschritt verwendet. Die ansteigende COX-2-Expression in Tumorgewebe
wurde als prognostischer Marker untersucht. In der univariaten Kaplan-Meier-Analyse
wurde bei allen Patienten mit Prostatakarzinom keine prognostische Bedeutung von
COX-2-Expression beobachtet (Abbildung 12A). Dagegen zeigte sich - wie erwartet -
das Tumorstadium als Prognosefaktor beim Prostatakarzinom (Abbildung 12B).
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Abb. 12: Univariate Kaplan-Meier-Analyse von COX-2 (83)
A Die COX-2-Expression in Prostatakarzinomgewebe hat keinen Einfluss auf die
PSA-riickfallfreie Uberlebenszeit.
B Das Tumorstadium ist ein prognostischer Faktor beim Prostatakarzinom.
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Tab. 18: Zusammenhang zwischen COX-2-Expression und PLK-1-Expression sowie

klinisch-pathologischen Faktoren (83)

Variable Fallzahlen COX-2 COX-2 p-Wert
negativ positiv
(IRS0-6) | (IRS7-12)

alle Karzinome 103 (100%) 57 (55,3%) | 46 (44,7%)

PLK-1 Expression (n=72) <0,0005"
PLK-1-negativ 34 (100%) 27 (79,4%) 7 (20,6%)
PLK-1-positiv 38 (100%) 12 (31,6%) | 26 (68,4%)

pT-Status (Tumorstadium) 0,54"
pT1 0 0 0
pT2 61 (100%) 34 (55,7%) | 27 (44,3%)
pT3 41 (100%) 23 (56,1%) | 18 (43,9%)
pT4 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%)

pT1-2 versus pT3-4 0,542
pT1-2 61 (100%) 34 (55,7%) | 27 (44,3%)
pT3—-4 42 (100%) 23 (54,8%) | 19 (45,2%)

pM 0,352
pMO 19 (100%) 13 (68,4%) 6 (31,6%)
pM1 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%)
pMx 83

Histologischer Grad (TNM) 0,53’
G1 (Gleason 2—-4) 9 (100%) 4 (44,4%) 5 (55,6%)

G2 (Gleason 5-6) 32 (100%) 16 (50,0%) | 16 (50,0%)
G3 (Gleason 7-10) 62 (100%) 37 (59,7%) | 25 (40,3%)
Gleason niedrig versus hoch 0,192

Gleason 0 -6
Gleason 7—-10

41 (100%)
62 (100%)

20 (48,8%)
37 (59,7%)

21 (51,2%)
25 (40,3%)

1 Chi-Quadrat-Test
2 Fischer-Test
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4 Diskussion

Die in den Studien zum Teil auf MRNA-Ebene, zum Teil auf Proteinebene untersuchten
Kandidatengene in reprasentativen, sich grof3tenteils Uberlappenden Tumorkollektiven
zeigten hinsichtlich ihrer moglichen Verwendbarkeit als Prognosemarker beim
Prostatakarzinom sehr unterschiedliche Ergebnisse. Einige Kandidaten zeigten mehr,

andere weniger Potential fur eine weitere Verwendung als diagnostischer Biomarker.

Der interessanteste Kandidat scheint RECK zu sein, uber den bislang im Prostata-
karzinom wenig bekannt war (46).

Unsere Studie Uber die RECK-Expression im Prostatakarzinom ist mit 247 Patienten die
bislang grofite ihrer Art. Sie bestatigt die Herunterregelung des RECK-Proteins im
Prostatakarzinom, die von anderen bereits im Kolonkarzinom beschrieben ist (42).
Sowohl auf MRNA-Ebene als auch auf Proteinebene wurde eine verminderte RECK-
Expression bezogen auf das entsprechende nicht-maligne Gewebe des Patienten
gefunden, die zu der bekannten Funktion von RECK als Tumorsuppressor (35) passt.
Eine Abnahme der mRNA im Tumorgewebe wurde bereits in Studien zum Kolorektal-
und Mammakarzinom (95, 96) nachgewiesen, ferner auch in Studien zum
Prostatakarzinom, hier jedoch im Vergleich zu hyperplastischem Gewebe (benigne
Prostatahyperplasie) (46). Auch wenn die RECK-Expression im Uberwiegenden Anteil
der Tumorfalle auf immunhistochemischer Basis sehr schwach ausfiel, so konnte
dennoch die Heterogenitat der RECK-Expression in Tumorgewebe bestatigt werden.
Sowohl die Uberwiegend granulare Zytoplasmaanfarbung als auch die Anreicherung in
der Zelloberflache, der Plasmamembran, wurden auch im nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom (NSCLC) sowie im Kolonkarzinom beschrieben (41, 42). Ebenso
stimmte die Tatsache, dass normale, hyperplastische (BPH) und auch maligne
Prostatadrisen keinen Unterschied in der Anfarbung aufweisen mit im
Pankreaskarzinom beschriebenen Daten Uberein (97).

Die Daten zur immunhistochemisch bestimmten RECK-Expression zeigten im
Tumorgewebe im Vergleich zu der in angrenzendem normalen Gewebe, in PIN sowie in
BPH eine signifikante Abnahme der durchschnittlichen RECK-Expressionsniveaus. Die
Anzahl der RECK-negativen Falle stieg von 16% in normalem Gewebe Uber 24% in PIN

zu 44% im Tumorgewebe an. In summa findet sich somit in dber 50% der

56



neoplastischen Prostatagewebe eine verminderte RECK-Protein-Expression. Dies
entspricht auch den Daten, die bereits fir das Magenkarzinom erhoben wurden (98).
Die Funktion von RECK als Tumorsuppressor (35) und auch die Ergebnisse der
verminderten RECK-Expression in Tumorgewebe lassen einen mdglichen praventiven
Charakter einer ansteigenden RECK-Expression erkennen. Dies kann moglicherweise
therapierelevant werden. Es konnten Pharmaka, die die endogene RECK-Expression
aktivieren, als neue molekular-gezielte Methoden der Chemopravention und -therapie
verwendet werden. Diese Uberlegung gewinnt an Bedeutung, wenn man Arbeiten tber
antimetastatische und antiangiogenetische Effekte von Histon-Deacetylase-Inhibitoren
und nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAID), die wahrscheinlich mit einem Anstieg der
RECK-Expression und der nachfolgenden Hemmung der MMP-Aktivitat verknupft sind
(99, 100), betrachtet. RECK wird als ein wichtiges Molekul in dem dualen Mechanismus
der MMP-Aktion der Angiogenese angesehen, da es zum einen die Sekretion und zum
anderen die Aktivitat der MMP-2, MMP-9 und MMP-14 hemmt (35, 37). In Pankreas-
und Kolorektal-Tumoren wurde eine entgegengesetzte Korrelation zwischen RECK-
Expression und der MMP-2 gefunden (95, 97). In Magentumoren korrelierte die RECK-
Expression negativ mit MMP-9, aber nicht mit MMP-2 (98). Die Andeutung, dass eine
verminderte RECK-Expression wichtig fur die Entwicklung von Prostatakarzinom sein
konnte, wurde durch dessen Beziehung zu den klinisch-pathologischen Parametern
bekraftigt. Bei entgegengesetzter Korrelation von RECK-Expression mit Tumorstadium
sowie Tumorgrad nahm die RECK-Expression mit ansteigender Gleason-Summe
deutlich ab. Eine ahnliche umgekehrte Korrelation wurde in einer Studie zu kolorektalen
Tumoren mit der Dukes’ Tumorklassifikation (42) sowie in einer mMRNA-Studie zum
Prostatakarzinom (46) gefunden.

Die Ergebnisse, dass RECK ein unabhangiger Anzeiger fur einen PSA-Wiederanstieg
insbesondere bei Fallen mit Gleason-Summe 27 ist, deuten an, dass die RECK-
Expression als Indikator fur das Erkennen von Patienten mit hdherem Risiko fur ein
Tumorrezidiv verwendet werden kdnnte. Ahnliches wurde fiir verschiedene andere
Tumoren gezeigt (39, 43, 95, 96).

Da kein Unterschied in der RECK-Expression zwischen Patienten mit und ohne
antiandrogener Vorbehandlung zu finden war, scheint die Expression von RECK nicht
uber Androgene reguliert zu werden. Dies konnte zusammen mit der klinischen

Gultigkeit ein wichtiger Vorteil gegentber dem Prostata-spezifischen Antigen (PSA)
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sowie der Gleason-Summe sein. Beide, PSA und Gleason-Summe, werden durch die
antiandrogene Behandlung beeinflusst. Zukunftige Studien konnten klaren, ob die
RECK-Expression als informativer Marker in Nadelbiopsien zusatzlich zur Gleason-
Summe und dem praoperativen PSA verwendet werden konnte. Beide wurden bereits

2005 als morphologische Parameter vorgeschlagen (101).

Die Studie zu ADAMS8 im Prostatakarzinom mit 128 Patienten war die erste, die die
ADAMBS8-Expression im Prostatakarzinom ausgewertet hat. Es ist bekannt, dass ADAMS8
eine Rolle bei Entzindungsprozessen spielt. ADAMS8 wurde bereits in verschiedenen
Karzinomen des Menschen nachgewiesen (63, 64, 102, 103).

In dieser Studie wurde eine signifikant starkere durchschnittliche Proteinexpression in
Tumorgewebe im Vergleich zu normalen Gewebe der Prostata gefunden. Dies konnte
ein Hinweis auf die Bedeutung von ADAMS bei der Entstehung von Prostatakarzinom
sein. Da jedoch die mittlere ADAM8-Protein-Expression in normalem Gewebe und
Tumorgewebe sich nicht wesentlich unterschieden, scheint diese Hochregulierung nur
von geringem diagnostischen Nutzen zu sein. Interessant war, dass die ADAM8-mRNA-
Expression im Gegensatz zu den immunhistochemischen Ergebnissen im
Tumorgewebe in Bezug auf das normale Gewebe des Patienten signifikant
heruntergeregelt war. Doch auch diese Ergebnisse wurden durch die Anwendung der
fold-change>2-Definition zur Beurteilung verschiedener Genexpression relativiert. Es
gab namlich auch hier keinen Unterschied zwischen malignen und nicht-malignen
Proben. Dennoch war die ADAM8-mRNA im Tumor deutlich herunterreguliert. Diese
Diskrepanz in der unterschiedlichen Ausrichtung der ADAM8-Expression zwischen
MRNA- und Proteinlevel bleibt noch unklar. Es kdnnte auch auf einen unterschiedlichen
post-translationalen Regulierungsmechanismus in normalem und kanzerogenem
Gewebe hindeuten. Genauso gut kdnnte es aber auch an den Unterschieden der
Gruppen, die fur die Q-PCR und Immunhistochemie verwendetet wurden, liegen.

In drei vorherigen Studien zu ADAMS in Lungen- und Nierenzellkarzinom sowie
Hirntumoren war die die Uberexpression von ADAM8 mit schlechteren prognostischen
Parametern verbunden, beim Nierenzellkarzinom sogar mit verkirzter Uberlebenszeit
(63, 64, 104). In dieser Studie konnte aber keine signifikante Assoziation zwischen
ADAMS-Expression und PSA-riickfallfreier Uberlebenszeit nachgewiesen werden,
obwohl ein geringer Trend von ADAMS8-positiven Tumoren dahingehend zu beobachten

war.
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In einer Studie an Nierenzellkarzinomen war die ADAM8-Expression der beste Indikator
fur Fernmetastasen (64).

Hinsichtlich der gefundenen hohen signifikanten Korrelation von ADAM8-Expression mit
positivem Lymphknotenstatus beim Prostatakarzinom ist zu bedenken, dass die
untersuchte Gruppe mit lediglich acht nodal-positiven Fallen viel zu klein ist, um valide
Aussagen zuzulassen. AuRerdem wurde bei einem Groliteil der Patienten der
Nodalstatus intraoperativ zur Therapieentscheidung (radikale Ektomie vs. OP-Abbruch)
herangezogen, d. h. der Nodalstatus ist in seinem prognostischen Wert durch die
Patientenauswahl erheblich eingeschrankt. Die signifikante Assoziation von ADAMS-
Positivitat mit hohem pT-Status und hoher Gleason-Summe stitzt die allgemeine
Vorstellung von ADAMS als Marker flr ein ungunstigeres klinisches Ergebnis. Dies ist in
der Gruppe der nodal positiven Tumoren, die in dieser Studie klar unterprasentiert ist,
von Bedeutung. Die hohe Korrelation von ADAMS8-Expression und positiven
Nodalstatus im Prostatakarzinom wurde zu funktionellen Ergebnissen von ADAMS,
hinsichtlich der Fahigkeit Adhesionsmolukile spalten zu kénnen, um dadurch die
Stromainvasion fur Krebszellen zu erméglichen (105), passen. In einer Studie von
Schlomann et al. wurde die Induktion von ADAMS8 durch den Tumor-Nekrosefaktor-
alpha gezeigt (106), der auch im Prostatakarzinom eine Rolle spielen kdnnte.

Diese Tatsache sowie die signifikant hdhere ADAMB8-Proteinexpression in PIN im
Vergleich zu invasivem Tumorgewebe und normalem Prostatagewebe, die als Hinweis
fur eine voriibergehende ADAM8-Uberexpression in der Karzinogenese des
Prostatakarzinom gewertet werden konnte, geben Mdoglichkeiten fur weitere Studien.
Letztendlich scheint der prognostische Wert von ADAMS fur das Prostatakarzinom

jedoch beschrankt zu sein.

Die CD146-Expression wurde in einer Studie von 169 Patienten mit Prostatakarzinom
unter der Verwendung von zwei kommerziell verfugbaren Antikorpern bewertet, um eine
mdgliche diagnostische oder sogar prognostische Verwendung klaren zu kénnen. Die
Ergebnisse einer eher schwachen, vereinzelten CD146-Expression im
Prostatakarzinom stimmen mit Ergebnissen von Studien von Shih et al. (52, 107), die
mit dem monoklonalen Antikorper MN-4 in 15 nicht weiter angegebenen
Prostatatumoren sowie einer kleinen Anzahl von normalen Prostatagewebe die CD146-

Expression untersucht und keine gefunden hatten, Gberein.
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Unsere Studie beinhaltete ein breites Spektrum an Prostatakarzinomen mit einem
hohen Anteil an schlecht differenzierten Tumoren. Gemal den Ergebnissen von Wu et
al. sollten diese Tumore eine hohere CD146-Expression aufweisen, dabei wurde ein
polyklonaler Antikérper verwendet (54). Bei Verwendung des monoklonalen Antikorpers
fand sich keine solche Korrelation. Obwohl die Reaktion der Immunhistochemie beider
Antikorper untereinander korrelierte, unterschieden sich die Ergebnisse des
monoklonalen deutlich von denen des polyklonalen Antikdrpers. Die Verwendung des
polyklonalen CD146-Antikorpers zeigte eine Assoziation von CD146-Expression mit
hoherem pT-Status und héherer Gleason-Summe. Dies entspricht auch den
Ergebnissen von Wu et al. (54, 55). Der ungunstige Einfluss einer hdheren CD146-
Expression auf die PSA-riickfallfreie Uberlebenszeit stimmt mit Ergebnissen einer
verkiirzten Uberlebenszeit im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (47) sowie im
Ovarialkarzinom (51) Uberein. In beiden Studien wurde der als CD146-spezifische,
anerkannte monoklonale Antikorper (clone N1238) verwendet.

Studien von Furstenberger et al. (108) und Kang et al. (109) haben gezeigt, dass
CD146 mit der Angiogenese assoziiert ist. Dabei fuhrte die Blockierung von CD146
durch CD146 siRNA zu einem signifikanten Ruckgang des CD146-mRNA-Niveaus und
des CD146-Proteinniveaus, was wiederum in einer signifikant abnehmenden
Endothelproliferation, -adhasion und -migration resultierte (109). Eine andere Studie mit
humanen Prostatakarzinom-Zelllinien zeigte, dass die CD146-Expression direkt die
metastasierende Fahigkeit dieser Zelllinien erhohte und dass die Blockierung von
CD146 durch Anti-humanen-CD146-Antikorper Motilitat und Invasivitat der CD146
exprimierenden Zellen in-vitro verminderte (110). Die Unterdrickung der
Metastasierung des Prostatakarzinoms und die Unterdrickung der CD146-Expression
durch Doxazosin in einem TRAMP-Modell wird ebenfalls von der Vorstellung, dass
CD146 ein Marker der Tumorprogression ist, gestutzt (111). Auch in Zelllinien von
Maus-Melanomen wurde gezeigt, dass die CD146-Expression direkt proportional zum
Metastasierungspotential ist (112). Fir Melanome wurde diese Funktion von CD146
auch in verschiedenen anderen Studien bestatigt (48, 113).

Im Gegensatz zur Funktion der Tumorprogression in der Mehrzahl der analysierten
Melanome gibt es eine Studie an Brustkrebsgewebe, in der CD146 als
Tumorsuppressor gesehen wird (114). Interessanterweise wurde in einer anderen

Brustkrebs-Studie, bei immunhistochemischer Bewertung mit einem polyklonalen
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Antikorper an Gewebe-Mikroarry, eine schlechte Prognose fur Patienten mit CD146-
positivem Brustkrebs gefunden (115).

In unserer Studie konnte kein Verlust von CD146 im Tumorgewebe im Vergleich mit
angrenzenden normalen Prostatadrisen nachgewiesen werden. Die Interpretation der
Ergebnisse, ob CD146 nun eine onkogene Funktion besitzt, so wie es in anderen
Studien angedeutet wird, gestaltete sich jedoch als sehr schwierig. Das Hauptproblem
war hierbei die Frage der Antikorperspezifitat. Unter Verwendung eines verbreitet
anerkannten und mehrfach publizierten Antikdrpers konnten wir nachweisen, dass in
der Mehrzahl der Falle das Epithel des Prostatakarzinoms CD146-negativ ist. Aber die
Ergebnisse des Western-Blot und des Blockierungsexperimentes zeigten das Problem
der Kreuzreaktivitat beim polyklonalen Antikdrper, die die Gultigkeit des Antikorpers
ernsthaft infrage stellt und ebenso die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen
monoklonaler und polyklonaler Bewertung erklart. Obwohl CD146 ein
Transmembranprotein ist, wurde keine hervortretende membrandse Anfarbung
entdeckt. Auch wenn das Epitop des polyklonalen Antikdrpers unbekannt ist, und die
immunhistochemische Reaktion mdglicherweise nicht nur auf CD146 assoziierte
Epitope beschrankt ist, so zeigt sich doch eine Assoziation von CD146-Expression mit
hoherem pT-Status und hdherer Gleason-Summe. Weiter wiesen Tumoren mit einer
héheren CD146-Expression eine verkiirzte Uberlebenszeit auf. Somit besteht ein
prognostischer Wert fir CD146, detektiert mit dem polyklonalen Antikdrper, der jedoch
aufgrund der fragwurdigen Spezifitat des polyklonalen Antikdrpers (Abcam ab28360) fur
die Bewertung von CD146 nicht zu empfehlen ist.

In einem geringen Prozentsatz von Prostatakarzinom-Fallen ist CD146 mit dem
spezifischen und mehrfach publizierten monoklonalen Antikorper (clone N1238)
nachweisbar, der jedoch weder von diagnostischem noch von prognostischem Nutzen
fur die immunhistochemische Beurteilung von CD146 im Prostatakarzinom zu sein
scheint.

Insgesamt unterstreicht diese Studie die Wichtigkeit und Notwendigkeit einer
routinemaRig durchgefihrten Beurteilung der Antikorperspezifitat, wenn gréliere

klinische Studien durchgefuhrt werden.

In der Studie Uber die COX-2-Expression im Prostatakarzinom wurde in einem
Tumorkollektiv von 103 Prostatakarzinomfallen die COX-2-Expression in normalem und

malignem Prostatagewebe verglichen und die Auswirkung einer COX-2-Uberexpression
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auf die PSA-Wiederanstiegszeit untersucht. Es wurde gezeigt, dass COX-2 in einem
Teil der Prostatakarzinome im Vergleich zu normalen und atrophischen Gewebe
Uberexprimiert wird. Zudem wird ein Zusammenhang zwischen COX-2- und PLK-1-
Expression im Prostatakarzinom beschrieben. Soweit bekannt, ist es der erste Bericht,
der einen Zusammenhang zwischen COX-2 und PLK-1 in einem bdsartigen Tumor
beschreibt. In einem Bericht von Shin et al. (116) werden die Auswirkungen von COX-2
auf die Zell-Zyklus-Entwicklung beschrieben, die eine therapeutische Basis fur die
Erhéhung der Strahlenempfindlichkeit maligner Tumoren bei Verwendung von COX-2-
Inhibitoren sein konnte. Die Mechanismen dieses Effektes sind jedoch noch nicht
vollstandig geklart.

Die Ergebnisse Uber den Zusammenhang zwischen COX-2 und PLK-1 konnten eine
interessante Basis flur weitere funktionelle Studien, die den Regulationsmechanismus
von COX-2 und PLK-1 untersuchen, sein. Es konnte untersucht werden, ob COX-2 und
PLK-1 ursachlich miteinander verbunden sind, oder ob es einen gemeinsamen
vorgeschalteten Verlauf, der die Expression beider Proteine beeinflusst, gibt. PLK-1 gilt
als eines der Hauptzielmolekule im Gebiet der experimentellen molekularen
Krebstherapie. Wenn COX-2 und PLK-1 in malignen Tumoren gekoppelt sind, konnte
uber eine Kombinationstherapie mit COX-2- und PLK-1-Inhibitoren nachgedacht
werden. Der starke Anstieg von COX-2 in PIN deutet auf eine mdgliche Funktion von
COX-2 in der friihen Entwicklung des Prostatakarzinoms hin. Dies wirde mit einem
Modell von Kirschenbaum et al. (117) Ubereinstimmen, welches postuliert, dass eine
Entzindung die COX-2-Expression induzieren und dann zur Entwicklung einer PIN und
mdglicherweise eines Prostatakarzinoms fuhren kann. Die Verbindung zwischen einer
Entzindung im Prostatagewebe und einer Hochregulierung von COX-2 wurde auch in
verschiedenen anderen Publikationen gezeigt (118, 119). In einer humanen PIN-
Zelllinie wurde eine autokrine Hochregulation von Prostaglandinen durch eine IL-6-
Schleife und eine zunehmende Hemmung dieser Zellen durch einen selektiven COX-2-
Inhibitor gezeigt (120). In einem TRAMP-Modell (transgenetic mouse model of prostate
carcinoma) konnte durch die Verwendung mit dem selektiven COX-2-Inhibitor Celecoxib
eine signifikante Reduktion der PIN-Lasionen beobachtet werden (121). Eine Rolle von
COX-2 in der Entwicklung von Prostatakrebs entspricht auch epidemiologischen
Studien, die ein reduziertes Risiko flr Prostatakarzinom im Zusammenhang mit einer
langfristigen Einnahme von NSAID (non-steroidal anti-inflammatory drugs) aufzeigen
(122, 123).
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Trotzdem sind die Berichte Uber die Expression von COX-2 im Prostatakarzinom
kontrovers. Es gibt Studien, die wie unsere Studie von einer COX-2-Expression im
Prostatakarzinom berichten (76 —78) und es gibt Studien, die von einer fehlenden (Zha
et al.; 79) oder nur geringen COX-2-Expression im Prostatakarzinom berichten (124).
Madaan et al. (76) haben eine COX-2-Expression in 95% von 82 Prostatakarzinomen
gezeigt, Kirschenbaum et al. (77) haben eine COX-2-Expression in 87 % von 31
Prostatakarzinomen nachgewiesen, und Yoshimura et al. (78) fanden eine
COX-2-Expression in 28 Prostatakarzinomfallen.

In einigen Veroffentlichungen wird dartber hinaus in atrophischen Prostataarealen, die
mit Entzindung assoziiert waren, eine COX-2-Expression beschrieben (79, 118, 119).
Wir haben die Entztiindung im Prostatagewebe nicht systematisch bewertet, dennoch
war die COX-2-Expression vorwiegend in der epithelialen Komponente zu beobachten.
Die unterschiedlichen Ergebnisse der verschiedenen immunhistochemischen Studien
von COX-2 kdnnten mit den unterschiedlichen Bedingungen der Gewebefixierung, der
Antigen-Abfrage und anderen Farbungsbedingungen zusammenhangen. Aulierdem
spiegeln die verschiedenen immunhistochemischen Farbungsmuster wahrscheinlich die
unterschiedliche Affinitat jedes einzelnen Antikorpers zu den verschiedenen
glykosylierten Formen von COX-2 wieder. Die in dieser Studie verwendeten Antikorper,
der monoklonale Antikérper von Caymen sowie der polyklonale Antikérper PG27, sind
beide weit verbreitet und zeigten ein vergleichbares Farbungsmuster.

Wie bereits in anderen Studien (77, 79) zeigte sich eine auRergewohnlich starke COX-
2-Expression in den Samenausfuhrungsgangen, die gut zu den hohen Prostaglandin-
niveaus im Samenblasensekret passt.

Im Brustkrebs (125, 126), im Ovarialkarzinom (127) und in anderen Krebstypen wurde
bereits nachgewiesen, dass COX-2 ein prognostischer Faktor ist.

Leider konnte mit dieser Studie keine prognostische Bedeutung einer COX-2-
Uberexpression im Prostatakarzinom gezeigt werden. Es war auch keine Korrelation
zwischen der COX-2-Immunreaktion und dem Gleason-Grading zu beobachten. Dies
kann entweder durch die vergleichbar hohe Anzahl an schlecht differenzierten (60%)
Karzinomen oder durch die vergleichbar geringe Anzahl an gut differenzierten Tumoren
(9%) bedingt sein.

Dennoch zeigen epidemiologischen Studien (128) und in-vitro Zellkultur-Studien, dass
die selektive Hemmung von COX-2 durch COX-2-Inhibitoren als eine der am meisten

Erfolg versprechenden, potentiellen, neuen Therapiemoglichkeiten angesehen (73, 74)
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wird. In einer Pilotstudie Uber den Einfluss von Celecoxib auf das Prostatakarzinom wird
sogar von einem Ruckgang oder einer Stabilisierung des Serum-PSA-Wertes bei 8 von
12 Patienten berichtet, die im Anschluss an die Bestrahlungstherapie oder die radikale
Prostatektomie fur drei Monate mit Celecoxib behandelt wurden (130).

Die Freude uber diese neue potentielle Therapiemdglichkeit im Rahmen der
Chemopravention bei Patientengruppen mit geringem bis mafdigem Krebsrisiko wurde
jedoch durch signifikante kardiovaskulare Nebenwirkungen in klinischen Studien (131,
132) getribt.

Vergleicht man die vier Kandidaten untereinander, so fallt zuerst auf, dass die GroRRe
der Tumorkollektive schwankt. Dies liegt vor allem in dem kontinuierlichen Aufbau
dieser Tumorkohorte in den Jahren 2001 — 2007 begriindet. Trotz partieller
Uberschneidung der Patientenkollektive zeigen sich dennoch Unterschiede im
durchschnittlichen Patientenalter sowie im praoperativen PSA-Wert. Das verfolgte Ziel
der vier Studiengruppen war gleich: immunhistochemische Untersuchung des jeweiligen
Markers hinsichtlich seiner prognostischen Aussagekraft beim Prostatakarzinom. Bei
CD146 und COX-2 wurden jeweils ein monoklonaler und ein polyklonaler Antikorper
verwendet. Bei RECK und ADAMS erfolgte zusatzlich zur Immunhistochemie noch die
Q-PCR.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass von den vier untersuchten Kandidaten allein
RECK eine Eignung als Prognosemarker im Prostatakarzinom aufweist. RECK bietet
sich insbesondere bei Fallen mit Gleason-Summe =7 und hoherem pT-Status an. Bei
CD146, COX-2 und ADAMS konnte kein eindeutig prognostischer Wert fir das

Prostatakarzinom aufgezeigt werden.
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5 Zusammenfassung

Da die therapeutischen Optionen insbesondere im Stadium der Metastasierung beim
Prostatakarzinom begrenzt sind, sind neue Strategien der Pravention sowie der
adjuvanten Behandlung notwendig. Zusatzliche Parameter wie biologische
Tumormarker, mit denen eine Abschatzung des individuellen Risikos der
Tumorwiederkehr moglich sein kann, sind nétig, um eine fur jeden Patienten individuelle
Therapie planen und somit den Krankheitsverlauf und das klinische Ergebnis des
Patienten verbessern zu konnen.

Ziel dieser Arbeit war es, weitere, moglichst bislang nur vereinzelt oder gar nicht im
Prostatakarzinom getestete, teils auch kontrovers diskutierte Prognosemarker des
Prostatakarzinoms zu identifizieren und miteinander hinsichtlich ihrer klinischen
Relevanz zu vergleichen. Untersucht wurden die Kandidaten RECK (reversion-inducing
cysteine-rich protein with kazal motifs), CD146 (MCAM bzw. Mel-CAM), ADAM8
(CD156) und COX-2 (Cyclooyxgenase-2). In grof3en, klinisch charakteristischen, in der
Patientenanzahl etwas differenten, jedoch sich groRtenteils Gberlappenden
Tumorkollektiven von 103 bis maximal 247 Patienten wurde immunhistochemisch
untersucht, ob die jeweilige Proteinexpression im Prostatakarzinom mit klinisch-
pathologischen Parametern korreliert und als Prognosemarker des Prostatakarzinoms
infrage kommt. Zusatzlich zur Immunhistochemie wurde bei RECK und ADAMS die
Q-PCR und bei CD146 der Western-Blot durchgefuhrt. Im Fall von CD146 und COX-2
wurde die Immunfarbung sowohl mit einem monoklonalen als auch mit einem
polyklonalen Antikdrper durchgefuhrt und bewertet. In der Studie Gber COX-2 wurde
des Weiteren die Assoziation von COX-2 und PLK-1 untersucht.

Bei Patienten mit einer verminderten RECK-Expression zeigte sich eine Tendenz zu
einem hoheren Risiko eines PSA-Wiederanstiegs (p =0,068). Die Beziehung zwischen
RECK-Expression und PSA-Wiederanstieg stellte sich besonders ausgepragt bei
Patienten mit hdherem Tumorgrad (Gleason-Summe 2=7) dar. Multivariate Analysen mit
dem Cox-proportional-Hazard-Regressions-Modell identifizierten RECK als
unabhangigen prognostischen Faktor fur Prostatakarzinome mit einer

Gleason-Summe 2>7.

ADAMB8-positive Tumoren wiesen einen geringen Trend zu verklrzten PSA-

rickfallfreien Uberlebenszeiten auf, jedoch ohne Signifikanz zu erreichen (p =0,218).

65



Eine hohe signifikante Korrelation zeigte sich von ADAM8-Expression mit positivem
Lymphknotenstatus.

Bei der Detektion von CD146 mit dem polyklonalen Antikdrper zeigte sich eine
Assoziation von CD146-Expression mit hoheren pT-Status und héherer Gleason-
Summe. Weiter wiesen Tumoren mit einer hoheren CD146-Expression eine verkurzte
Uberlebenszeit auf. Der monoklonale Antikdrper demonstrierte eine schwachere
Anfarbung, die signifikant mit der des polyklonalen Antikdrpers korrelierte, jedoch
keinen prognostischen Wert erreichte.

Bei der Untersuchung von COX-2 wurde eine Positivitdt von COX-2 in 72,1% der PIN
und in 44,7% der Prostatakarzinome sowie eine Uberexpression von COX-2 im
Prostatakarzinom und PIN im Vergleich zu normalem Prostatagewebe (p <0,0005)
beobachtet. Zudem zeigt sich eine starke Korrelation zwischen COX-2 und PLK-1 in
Tumorgewebe der Prostata (p <0,0005). Leider war in der statistischen Analyse keine
signifikante Korrelation zwischen COX-2-Expression und den klinisch-pathologischen
Parametern zu beobachten. Auch in der univariaten Kaplan-Meier-Analyse zeigt sich
keine prognostische Bedeutung von COX-2-Expression.

Von den vier untersuchten Kandidaten weist allein RECK eine Eignung als
Prognosemarker im Prostatakarzinom auf. RECK bietet sich insbesondere bei Fallen
mit Gleason-Summe =7 und héherem pT-Status an. Bei CD146, COX-2 und ADAMS8

konnte kein eindeutig prognostischer Wert fur das Prostatakarzinom aufgezeigt werden.
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7 Anhang
7.1 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen

Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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