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1 Einleitung

1.1 Prostatakarzinom (PCa)
111 Anatomie der Prostata

Die Prostata ist eine drei cm lange und vier cm breite, proximal mit der Harnblase
verwachsene Drlse, die die Urethra umgibt. lhr distaler Anteil hat Kontakt mit dem
Beckenboden. Die von einer fiboromuskularen Kapsel umhiillte Prostata besteht aus
einem bindegewebigen Stroma mit glatten Muskelzellen und tubuloalveolaren Drlsen.
McNeal et al. (1988) haben die Prostata nach embryo- und histogenetischen Kriterien in
drei Zonen aufgeteilt, die sich durch unterschiedliche Wahrscheinlichkeiten der
Tumorentstehung auszeichnen. In der zentrale Zone betragt die Wahrscheinlichkeit
10 %, in der Transitionalzone 15-20 % und in der peripheren- oder posterolateralen
Zone 70-75% [1]. Die tubuloalveolaren Drisen bestehen aus einem ein- bis
zweischichtigen Epithel mit in Abh&ngigkeit von der sekretorischen Aktivitat
hochprismatischen, isoprismatischen oder flachen Zellen. Die Prostata bildet mit 15—
30 % einen groRen Anteil am Sekret des Ejakulats. Das Prostatasekret verdiinnt das
Ejakulat, fungiert als Puffer und férdert die Befruchtungsfahigkeit der Spermatozoen. Im
Alter kommt es haufig im zentralen Teil zu einer gutartigen VergréRerung der Prostata
(Prostatahyperplasie). Durch dieses Prostataadenom kann die Urethra eingeengt und
die Miktion erschwert werden [2].

1.1.2 Charakteristika des PCa

Das PCa ist ein vom Drlsenepithel der Prostata ausgehender, maligner Tumor. Es
stellt bei Mannern die haufigste Tumorerkrankung sowie die dritthaufigste krebsbedingte
Todesursache dar. Die Anzahl der Neuerkrankungen ist bis 2010 kontinuierlich
angestiegen, nimmt jedoch seitdem wieder leicht ab. Diese Entwicklung beruht auf einer
verbesserten urologischen Diagnostik durch einen Test fir da Prostata-spezifische
Antigen (PSA) und einer ansteigenden Lebenserwartung. Mit dem PSA-Test werden
auch Tumoren der Prostata entdeckt, die sonst bis zum Lebensende ohne Symptomatik
geblieben waren. Drei von vier Tumoren der Prostata werden aktuell in einem frihen
Stadium diagnostiziert. Die Sterberate hat sich bis zum Jahr 2007 kontinuierlich
verringert und bleibt seitdem annahernd auf dem gleichen Niveau [3].

Die Pathogenese des PCa ist noch weitgehend unerforscht. Bislang wurden drei
Risikofaktoren identifiziert: das Alter, die ethnische Herkunft und der genetische
Hintergrund [4]. Das Risiko an einem PCa zu erkranken steigt mit fortschreitendem Alter

stark an. Fur einen 35-jahrigen Mann liegt das Risiko bei etwa 0,1 %, fUr einen 75-
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jahrigen dagegen bei 6 % [3]. Weltweit variiert die Inzidenz an PCa erkrankter Manner.
Am seltensten ist die PCa mit jahrlich 1-9 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner
beim asiatischen Teil der Weltbevélkerung und speziell in China. In den USA liegt die
Inzidenz mit 137 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr am hdchsten. In
Europa betragt die Inzidenz jahrlich 26—-55 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner [5].
Am haufigsten tritt die Erkrankung bei afroamerikanischen Mannern auf [3]. Ein weiterer
Risikofaktor ist die Anhaufung von PCa-Erkrankungen in der ndheren Verwandtschaft.
10-15 % der an PCa erkrankten Patienten haben unabhangig von ihrer Ethnie einen
Verwandten, der ebenfalls betroffen ist [6, 7]. Das Erkrankungsrisiko steigt mit der
Anzahl der in der Familie erkrankten Personen [5].

Umestritten ist, ob die Ernahrung bei der Entstehung des Tumors eine Rolle spielt. Als
moglicher PCa-Ausloser wird der Verzehr von Produkten mit hohem Fettgehalt,
Milchprodukten und Fleisch diskutiert. Die vergleichsweise geringe Inzidenz im
asiatischen Raum beruht vermutlich auf unterschiedlichen Ernédhrungsgewohnheiten [8-
10].

Weiter spielen auch Androgene bei der PCa-Entstehung eine Rolle. 1966 bekam
C. Huggins den Nobelpreis fir seine Forschungsarbeit zum Zusammenhang zwischen
Androgenen und dem PCa [11]. Zusatzliche mdgliche Einflussfaktoren wie Rauchen,
UbermaRiger Alkoholkonsum, Vasektomien sowie ein geringe sportliche Aktivitat wurden

in zahlreichen Studien untersucht und als Nicht-Risikofaktoren fir das PCa eingestuft

[5].

1.1.3 Diagnose des PCa

Im Folgenden werden die gangigsten Diagnoseverfahren fir das PCa beschrieben.

PSA-Wert Bestimmung

Bei dem PSA-Molekul handelt es sich um eine Serin-Protease aus der Familie der
Kallikreine. Es spaltet das Substrat Semenogelin-1, wodurch sich das Ejakulat
verflissigt und folglich die Beweglichkeit der Spermatozoen erhdht wird [12]. Der PSA-
Nachweis ist kein sicherer Malignitatsmarker, da es physiologisch in den Drisen der
Prostata gebildet wird. Dennoch lasst sich in vielen Fallen ein PCa Uber einen erhéhten
PSA-Wert entdecken [13]. PSA-Normwerte liegen im Alter von 45 Jahren bei 1 ng/ml
und ab einem Alter von 60 Jahren bei 2 ng/ml. Ab dem 40. Lebensjahr und einer initialen
PSA Konzentration von = 1 ng/ml wird ein Screening-Intervall von acht Jahren

empfohlen. Ein erh6hter PSA-Wert geht nicht obligat mit einer Prdkanzerose in der



Prostata einher, sondern kann auch durch eine infektionsbedingte Hyperplasie

verursacht werden [13].

Digital-rektale Untersuchung

Bei der digital-rektalen Untersuchung wird die Prostata tUber die Ampulla recti palpiert.
Dabei werden die Grof3e, die Form und die Konsistenz erfuhlt [2]. Die digital-rektale
Untersuchung kommt meist im Rahmen der Friiherkennung zum Einsatz [1], speziell bei
einer Verdachtsdiagnose ,PCa“ aufgrund eines erhohten PSA-Werts [14, 15]. Die digital-
rektale Untersuchung kann ohne apparativen Aufwand erfolgen [1].

Transrektale Sonografie (TRUS)

Die transrektale Sonografie wird zur Diagnosesicherung eingesetzt [1]. Die
Sensitivitdt und Spezifitat dieses bildgebenden Verfahrens héngt von der Erfahrung des
Behandlers ab [16]. Die transrektale Sonografie kann eine Biopsie nicht ersetzen, wird
aber zur Bestimmung des Prostatavolumens und der GrolRe von Tumorarealen

eingesetzt [1].

Magnetresonanz-Tomografie
Mittels Magnetresonanz-Tomografie lasst sich ein PCa am besten detektieren [1, 17].
Die Sensitivitat der Technik liegt bei 76-87 %, die Spezifitat bei 60-98 % [15], wobei

auch bei dieser Methode die Erfahrung des Behandlers eine grof3e Rolle spielt [18].

Knochenszintigrafie

Die Knochenszintigrafie kommt bei lokal fortgeschrittenen bzw. metastasierenden
PCa-Stadien zum Einsatz. Knochenmetastasen werden mittels eines Technetium-
Isotops (*3™Tc) detektiert. Diese Methode sollte allerdings erst bei einem PSA-Wert >
20 ng/ml, einem lokal fortgeschrittenen Tumor, einem Gleason Score > 7 oder bei
plotzlich auftretenden Knochenschmerzen verbunden mit einem ungeklarten Anstieg der
alkalischen Phosphatase angewandt werden. Bei unklaren Ergebnissen lasst sich die

Diagnose mittels Magnetresonanz-Tomografie oder Computer-Tomografie sichern [1].



Transrektale Prostatastanzbiopsie

Die Standardmethode der histologischen Diagnosesicherung ist eine mittels
transrektaler Sonografie gefiihrte transrektale Prostatastanzbiopsie [19]. Die
Stanzbiopsie findet unter Antibiotikaschutz und lokaler Anasthesie statt. Je nach Gréfe
des Tumors werden 10-12 Gewebezylinder entnommen. Die Stanzbiopsie wird bei einer
ausgedehnten hochgradigen prostatischen intraepithelialen Neoplasien (High Grade
PIN, HGPIN) oder bei einem zu hohen PSA-Wert bzw. irregularen Verlauf des PSA-
Wertes wiederholt [1].

1.1.4 Ausbreitung des PCa

PCa entwickeln sich Gberwiegend in der peripheren Zone der Prostata. Durch das
lokale Wachstum kann es zur Einengung der Urethra und zu einer rektalen Obstruktion
kommen [20]. Bei der lymphogenen Metastasierung werden zunachst die Lymphknoten
(lymph nodes, LN) der Fossa obturatoria (Raum zwischen Arteria und Vena iliaca
communis, Arteria iliaca externa, Nervus obturatorius und Symphyse) befallen. Es folgen
die présakralen und inguinalen LN [21].

1.15 Histologische Tumorstadien

Bei der histopathologischen Untersuchung lassen Architekturstérungen und
Kernatypien auf ein benignes oder malignes Tumorwachstum schlieBen [1]. Zum
Nachweis fehlender Basalzellen werden immunhistochemische Farbungen mit
Antikérpern (antibody, AB) gegen p63 [22-25] und Zytokeratine durchgefiihrt [26, 27].
Mit PSA lasst sich die prostatische Herkunft nachweisen [28]. Entscheidend fir die
Prognose ist der ,,Gleason Score* [29, 30], die TNM-Klassifikation und der R-Status [31-
35]. Der R-Status gibt Auskunft Uber den Resektionsrand und zeigt an, ob dieser
Tumorzell-frei ist [1].

Prostatische intraepitheliale Neoplasien (PIN) sind Vorlauferlasionen des PCa [36-
39]. Charakteristisch fir eine PIN-L&sion ist eine abnormale Proliferation des Epithels in
luminaler Richtung der Prostatadriisen verbunden mit einer zellularen Dysplasie ohne
Stromainvasion [40-42]. PIN-L&sionen werden in drei Stadien eingeteilt, wobei Grad 1
PIN-Lasionen dem ,Low-grade-PIN“ und Grad 2 und 3 PIN-L&sionen dem HGPIN
entsprechen [43, 44]. Viele Patienten mit PIN-L&asionen entwickeln langfristig ein PCa
[44]. HGPIN-Drusen sind eine fakultative Prakanzerose [45-47]. Bei einem Nachweis
von HGPIN-Driisen in mindestens vier Proben einer Stanzbiopsie steigt das PCa-Risiko.

Daher sollte nach sechs Monaten eine Kontrollbiopsie erfolgen.
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Histologisch wird das PCa mit Hilfe des Gleason Scores in funf Stadien unterteilt [48].
Der Gleason Score eines Patienten errechnet sich aus der Summe des am haufigsten
und am zweithaufigsten auftretenden Scores. Der weltweit etablierte Gleason Score gibt
Auskunft Uber die Drusenarchitektur im Prostatagewebe wéahrend der Tumorentwicklung
[49, 50] (Abb. 1; Tab. 1).

Tabelle 1: Konventioneller Gleason Score 1-5 und modifizierten Gleason Score 7a
und 7b [50]

Gleason Score 1 | dicht nebeneinander liegende Drisen mit gut umschriebenem
(konventionell) Tumorherd

Gleason Score 2 | verstreuter liegende Drisen mit erkennbaren
(konventionell) Infiltrationstendenzen am Rand

Gleason Score 3

. kleine und runde Drusen mit infiltrativem Wachstum
(konventionell)

Gleason Score 4

. miteinander verschmolzene Drisen
(konventionell)

Gleason Score 5

. nicht erkennbare Drisendifferenzierung
(konventionell)

modifizierter Gleason Score 3+4: Anteile des Praparates mit
Gleason Score 3 > Anteile des Préaparates mit Gleason Score
4

Gleason Score 7a
(modifiziert)

Modifizierter Gleason Score 4+3:. Anteile des Praparates mit
Gleason Score 4 > Anteile des Praparates mit Gleason Score
29

Gleason Score 7b
(modifiziert)

Neben dem in Tabelle 1 aufgefiihrten konventionellen Gleason Score existiert ein
modifizierter Gleason Score. Aktuell werden Drisenverbdnde mit nicht eindeutig
erkennbaren Lumina nicht mehr dem Gleason Score 3, sondern dem Gleason Score 4
zugeordnet [50]. Der bei einem Patienten histologisch, durch eine enthommene Probe
bestimmte Gleason Score stimmt mit dem bei einer Prostatektomie erhobenen Gleason
Score nur in 45% der Falle uberein [52, 53]. Um dieser Ungenauigkeit
entgegenzuwirken, sollen Gleason Score 1 und 2 Tumoren nicht mehr in Stanzbiopsien

diagnostiziert werden. Daher bildet der Gleason Score 3+3=6 den niedrigsten Score.
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Dieser kann im Gegensatz zu den Gleason Scores 1 und 2 sicher diagnostiziert werden
[49, 54, 55]. Nach dem ,modifizierten* Gleason Score wird das jeweilige Stadium als
Summe angeben. Bei einem Gleason Score von 3+4=7a entspricht ein hdherer Anteil
des Praparates dem Gleason Score 3. Ein Gleason Score 4+3=7b ist Ausdruck einer
héheren Malignitat des Tumors, da ein hdherer Anteil des Praparates mit einem Gleason
Score 4 bewertet wird. Die Unterscheidung zwischen Gleason Score 7a und Gleason
Score 7b ist klinisch bedeutsam. Laut Studien unterscheiden sich Tumoren mit Gleason

Score 7a und 7b in ihrer Prognose und anzuwendenden Therapien [56-58].

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

©)

®
C

®
A ©)
A

®

D.F.6leason, M.D.

Abbildung 1: Originalzeichnung des Pathologen D. F. Gleason mit einer schematische
Darstellung des nach ihm benannten Gleason Scores [59]

Der Gleason Score korreliert mit der Aggressivitdt des Tumors. Wahrend bei einem
Gleason Score 1 und 2 die Driisen noch eine physiologische Form besitzen, kommt es
ab Gleason Score 3 zu einem infiltrierenden Wachstum. Der Differenzierungsgrad nimmt
bei einem Gleason Score 4 weiter ab. Bei einem Gleason Score 5 sind nur noch

irregulare Ansammlungen von Zellen vorhanden.



1.1.6 Klinische Tumorstadien des PCa
Die klinische Einteilung des PCa erfolgt nach der TNM-Klassifikation (s. Tab. 2 und
3).

Tabelle 2: Einteilung des Prostatakarzinoms (PCa) nach Ausdehnung (T), nach Befall
der regionalen Lymphknoten (N) und nach dem Vorhandensein von Fernmetastasen
(M). Modifiziert nach [60]

Primartumor (T)

TO kein Primartumor vorhanden.

T kein Klinisch sichtbarer Tumor

T1a histologisch nachgewiesener Tumor mit Befall von < 5 % des

Gewebes
T1b histologisch nachgewiesener Tumor mit Befall > 5% des
Gewebes
T1c Entdeckung des Tumors bei einer Nadelbiopsie nach Auftreten
eines erhdhten PSA-Wertes
T2 Tumorlokalisation innerhalb der Prostatakapsel

T2a | Tumorinfiltration von weniger als 50 % des Seitenlappens

T2b | Tumorinfiltration von mehr als 50 % des Seitenlappens

T2c | Tumordetektion in beiden Lappen

T3 Tumorbefall der Prostatakapsel

T3a | fehlender Befall der Samenblase

T3b [ Befall der Samenblase

T4 Befall von Nachbarstrukturen

Regionale Lymphknoten (N)

Nx keine Aussage mogliche
NO fehlende Lymphknotenmetastasen
N1 Metastasierung in regiondre Lymphknoten

Fernmetastasen (M)

M1 Fernmetastasen vorhanden

M1a | Metastasen sind in anderen nicht regionaren Lymphknoten

M1b | Knochenmetastasen

M1c | Metastasen in anderen Organen und Strukturen




Tabelle 3: Klinische Unterteilung des Prostatakarzinoms (PCa) modifiziert nach [51].

T1-2/ NO/ MO lokal begrenztes PCa
T3—4/ NO/ MO lokal fortgeschrittenes PCa
N1-3/ M1 fortgeschrittenes bzw. metastasierendes PCa

M: Fernmetastasen, N: Befall der regionalen Lymphknoten, T: Ausdehnung

11.7 Einteilung in Risikogruppen
Die ,EAU Guidelines on prostate cancer’ unterteilen das PCa in verschiedene
Stadien.

,,LOW risk prostate cancer*

Zur Gruppe ,low risk prostate cancer‘ gehéren Patienten mit einem T1c-PCa, einem
Gleason Score < 6 und einem PSA-Wert < 10 ng/ml. Die Therapie bei diesen Patienten
besteht aus einer ,aktiven Beobachtung®“. Das Ziel dabei ist, ein klinisch bedeutsames
Tumorwachstum frihzeitig zu diagnostizieren und ggf. zu therapieren. Ein
fortschreitendes Tumorwachstum ist an einem Anstieg des PSA-Wertes > 10 ng/ml und
einem Gleason Score > 7 erkennbar [51]. Bei stabilem Status quo betragen die
spezifischen 20-Jahres-Uberlebensraten bei einem ,Jow-risk* PCa 80-90 % [61, 62].

»Intermediate-risk prostate Cancer*

Diese Gruppe von PCa-Patienten wird definiert durch ein T2b-2c-PCa, ein Gleason
Score von 7 und ein PSA-Wert von 10-20 ng/ml. Ab dieser Risikostufe werden
routinemaRige Therapien wie die radikale Prostatektomie, Bestrahlungen oder Anti-
Androgen-Medikationen eingesetzt [51].

,»High-risk prostate Cancer*

In diese Gruppe fallen Patienten mit einem > T3a-PCa, einem Gleason Score von
8-10 und einem PSA-Wert > 20 ng/ml [51].

Die vorliegende Arbeit adressiert den Ubergang von Gleason Score 7a zu Gleason
Score 7b, der in der Gruppe ,intermediate-risk prostate cancer” stattfindet. Dieser Punkt
markiert therapeutisch den Ubergang von einer ,aufmerksamen Beobachtung® hin zu
invasiveren Methoden. Verschiedene Studien belegen fir diesen Ubergang

Unterschiede im Hinblick auf den Behandlungserfolg [56-58].
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1.2 Lymphsystem
1.2.1 Aufbau des Lymphsystems

Das Lymphsystem ist wichtiger Bestandteil des Immunsystems. Es besteht aus einem
verzweigten Netzwerk aus gréReren LymphgefaRen, kleineren Lymphkapillaren und
lymphatischen Organen. Lymphatische Organe werden in priméare und sekundére
lymphatische Organe unterteilt. In den priméren lymphatischen Organen — dem
Knochenmark und dem Thymus — findet die Reifung der B- und T-Lymphozyten statt. In
den sekundéaren lymphatischen Organen kommt es nach Antigen-Kontakt zu einer
Vermehrung der Lymphozyten und zu einer Immunantwort des Korpers. Zu den
sekundaren lymphatischen Organen zéhlen das Mukosa-assoziierte-lymphatische-
Gewebe (MALT), die weil3e Pulpa der Milz sowie die LN [63].

1.2.2 LN-Anatomie

LN gehéren zu den Filterstationen des Lymphsystems. Sie sind Ort der Begegnung
zwischen dem adaptiven Immunsystem und den Antigenen aus der Lymphe. Es werden
regionare LN und Sammel-LN unterschieden. Weiter gibt es Wachter-LN, die fiir ein lokal
begrenztes Lymphabstrom-Gebiet zustandig sind und fir die Metastasen-Bildung eine
wichtige Rolle spielen. Regionare LN bilden die erste Filterstation des jeweiligen Organs.
Ihnen nachgeschaltet sind die Sammel-LN, in denen sich die vorgereinigte Lymphe
verschiedener regionadrer LN vereinigt. Histologisch lassen sich LN von auf3en nach
innen in Cortex (B-Zone), Parakortikalzone (T-Zone) und Mark unterteilen (Abb. 2). LN
sind von einer bindegewebigen Kapsel umgeben, von der aus Bindegewebszlige
(Trabekel) radiar in die Rinde einstrahlen (Abb. 2). Die Lymphe erreicht die LN tber die
Vasa afferentia, die Uber den Randsinus in den Intermediarsinus bis zum Marksinus
ziehen, und im Bereich des Hilums die LN Uber die Vasa efferentia wieder verlassen
(Abb. 2). Der Sinus besteht aus mesenchymalen Sinuswandzellen, Sinusendothelzellen

und retikularen Fasern. Hier befinden sich auch Lymphozyten und Makrophagen [63].



Vas afferens Randsinus
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Lymphknoten-Histologie modifiziert nach
[63]

A: Arterie, V: Vene

1.2.3 Anatomie der Lymphgefal3e

Das lymphatische Gefalisystem beginnt blind im Interstitium. Es ist zustandig fur den
Transport von Gewebsflussigkeit, Proteinen und Zellen. Das lymphatische
Kapillarsystem ist im Gegensatz zu BlutgefaRen nicht mit Perizyten ausgekleidet. Es
besitzt ein einschichtiges Endothel mit einer diskontinuierlichen Basalmembran [64]. Die
lymphatischen Kapillaren sind tber Ankerfilamente mit dem umliegenden Gewebe
verbunden und werden bei einem Anstieg des Gewebsdruckes gedffnet [65-67].
Lymphkapillaren enden in LymphsammelgefalRen und diese wiederum in gré3eren
LymphgefaRen. Die glatten Muskelzellen der LymphgefaRe erlauben einen aktiven
Transport der Lymphe. Wie Venen besitzen groR3ere LymphgefaRe Klappen, die einen
Ruckfluss der Lymphe verhindern [66-68]. Die Wand der Lymphkapillaren kann von

Gewebsflussigkeit, Immunzellen und Tumorzellen passiert werden.

1.2.4 Lymphogene Metastasierung

Laut Studien unterstitzt die Lymphangiogenese, d. h. die Bildung neuer
LymphgefalRe aus bereits bestehenden LymphgefalRen, die Tumormetastasierung [69-
71]. Die Lymphangiogenese wird durch Tumoren selbst induziert, indem sie

lymphangiogene Wachstumsfaktoren sezernieren [72-75]. In malignen Tumoren ist eine
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vermehrte Sekretion des Vascular endothelial growth factors-(VEGF)-C und VEGF-D mit
einer Lymphangiogenese assoziiert. Die tumorassoziierte Lymphangiogenese steht
somit moglicherweise im direkten Zusammenhang zur lymphogenen Tumorzellinvasion
[69, 76-78]. Da bei invasivem Brustkrebs die peritumorale Zunahme von LymphgefalRen
mit einer Erhéhung der Wahrscheinlichkeit einer lymphogenen Metastasen-Bildung
korreliert, wird prognostisch  zwischen  peritumoraler und intratumoraler
Lymphangiogenese unterschieden [79]. Die peritumorale Lymphangiogenese ist bei
Brustkrebs ein prognostischer Marker fiur die Uberlebenswahrscheinlichkeit des
Patienten. Intratumorale Lymphgefal3e kollabieren dagegen héaufig, oder sind durch
Tumorinfiltrate verlegt [80].

1.3 Carcinoembryonic  antigen-related cell adhesion molecule-1
(CEACAM1)

CEACAM1 spielt eine Rolle bei der Zellmorphogenese, bei der Immunabwehr, beim
Lipid-Metabolismus, bei viralen und bakteriellen Infektionskrankheiten sowie bei der
Angiogenese [81]. CEACAM1 (CD66a [82]) gehort zur Carcinoembryonic antigen-
(CEA)-Familie [83]. Die 29 humanen CEA-Gene werden anhand ihrer Nukleotidsequenz
in drei Untergruppen unterteilt [84]. Die membrangebundenen und stark glykosylierten
CEA-Proteine gehoren zur Immunglobulin-Superfamilie [85, 86]. CEA-Proteine sind an
der Regulation des Immunsystems beteiligt und spielen eine entscheidende Rolle fiir die
Zellerkennung und Zelladhésion [87, 88]. Uber alternatives Splicing und N-
Glykosylierung  werden  verschiedene Isoformen  mit  vielfaltigen  zell-
kommunikativen/adhasiven Eigenschaften erzeugt. Zu den Aufgaben der CEACAM-
Proteine gehoért auch die Regulation des Zellwachstum, wodurch sie auch das
Tumorwachstum unterdriicken kénnen [84]. Die unterschiedlichen Eigenschaften der
Isoformen beruhen u. a. auf dem Vorhandensein oder Fehlen einer zytoplasmatischen
Domaéane. Wahrend die kurze (CEACAM1-S, short form) oder lange Variante (CEACAM1-
L, long form) einen Glycosylphosphat-Inositol-Anker aufweisen, fehlt dieser z. B. bei
CEACAMG6 [89]. Die CEACAM1-Expression wurden in Studien zur Entwicklung des
zentralen Nervensystems und zur Wundheilung analysiert [90]. Die pro-angiogenen
Effekte von CEACAM1 wurden in vitro an humanen Endothelzellen und in vivo mittels
Chorioallantoic Membrane Assay (CAM-Assay) analysiert, wobei das aus humanen
Granulozyten isolierte CEACAML1 als I6slicher Faktor appliziert wurde [91]. Das von Gold
und Freedmann (1965) entdeckte CEA wurde zunachst als tumorassoziiertes Antigen

bei kolorektalen Karzinomen beschrieben [92]. Spater wurde eine CEA-Synthese auch
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in embryonalem und in gesundem Gewebe nachgewiesen. Die CEA-Konzentration
steigt jedoch bei malignen Prozessen im Serum an. Der CEA-Anstieg bei Karzinomen
der Lunge, der Brust und des Kolons wird als prognostischer Parameter bei progressiven
Karzinomen genutzt [93]. Hixon et al. (1985) beschrieben erstmals die Beteiligung von
CEACAM1 an der Tumorentstehung. Sie fanden eine verminderte CEACAM1-
Expression in Hepatomen [94]. Spater wurde dieses Verhalten von CEACAM1 im
Rahmen der Tumorprogression auch beim Kolonkarzinom [95], dem PCa [96], dem
Endometriumkarzinom [84] und dem Harnblasenkarzinom [97] nachgewiesen. Diese
Befunde sprechen fur eine tumorsuppressive Funktion von CEACAML1 in epithelialen
Geweben [98].

1.3.1 Rolle von CEACAM1 beim PCa

Die CEACAM1-Expression in PCa-Zellen hemmt die Expression angiogener Faktoren
[98]. Wenn das Vorkommen von CEACAMI1-L in epithelialem Prostatagewebe die
GefalRneubildung unterdriickt, sollte eine Forderung der CEACAM1-L-Synthese das
Tumorwachstum einschrénken [98].

Hierzu wurden Studien mit verschiedenen Karzinomen unterschiedlicher Stadien
durchgefiihrt. PCa-Studien belegen, dass im fortgeschrittenen Stadium die epitheliale
CEACAM1-Expression abnimmt bzw. bei einem Gleason Score 5+5 fast komplett
verschwindet. Laut Busch et al. (2002) geht der epitheliale Verlust von CEACAM1 auf
der luminalen Seite der Drisen mit einer verminderten Expression anderer
Zelladhasionsmolekiile wie E-Cadherin und Occludin einher, wodurch die Zellpolaritat
verloren geht [96]. Beim PCa mit einem Gleason-Score 1-3 ist die luminale CEACAM1-
Expression deutlich erkennbar, die Zellpolaritat bleibt erhalten und die Drisen sind klar
voneinander abgegrenzt. Bei einem Gleason Score 4-5 ist die luminale CEACAM1-
Expression des Drisenepithels nur schwach oder gar nicht nachweisbar, das
Prostatagewebe zeigt das typische ,Drise in Drise” Wachstum und solide
Tumorzellnester [96].

Busch et al. (2002) [96] konnten durch IHC-Analysen des Proliferationsmarker Ki67
zeigen, dass der CEACAM1-Verlust auf der luminalen Seite des Drusenepithels mit
einem ansteigendem Proliferationspotential einhergeht. Sie schlussfolgerten, dass die
luminale CEACAM1-Préasenz die Proliferationsaktivitat des Drisenepithels inhibiert.
Daher eignet sich CEACAM1 als Marker fur die Malignitat beim PCa [96]. Tilki et al.
(2006) [99] entdeckten mittels IHC-Untersuchungen an Gewebeschnitten der

menschlichen Prostata, dass Blutgeféale in gesundem Prostatagewebe kein CEACAM1
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exprimieren. Bereits im PIN-Stadium ist ein Verlust der luminalen CEACAM1-Expression
an den neoplatischen Stellen des Epithels zu beobachten und parallel dazu ist ein
Anstieg der endothelialen CEACAM1-Expression in den PIN-assoziierten Blutgefal3en
nachzuweisen. Ab einem Gleason-Score 3, bei dem auch das Epithel der Tumordriisen
eine CEACAML1-Expression aufweist, nimmt die Anzahl CEACAM1-positiver Blutgefal3e
ab. Bei einem Gleason-Score 4-5 exprimiert die Mehrzahl der Tumor-Blutgefal3e wieder
CEACAML1. Bei einem Gleason-Score 5 kommt es zu einem Verlust der Zellpolaritét;
eine spezifische CEACAM1-Expression ist, aufler in einem Teil der Tumorgefalie
(Mikrogefal3e des PCa-Gewebes) nicht mehr detektierbar. Weiter ist das Verschwinden
der luminalen CEACAM1-Expression in den Prostatadrisen mit einem VEGF-
Expressionsanstieg assoziiert. Dieser potente Angiogenesefaktor wird von den
Tumorzellen selbst gebildet, wirkt parakrin an den Endothelzellen benachbarter
BlutgefalRe, fordert die Migration bzw. Proliferation und somit die Bildung neuer
BlutgefalRe zur Vaskularisierung und zur Versorgung des Tumorgewebes [99].

1.3.2 Rolle von CEACAML bei der Angiogenese

CEACAM1 wird im Endothel angiogen aktivierter kleiner BlutgefalRe verstarkt
exprimiert und spielt bei der Morphogenese neuer Blutgefale im Rahmen der
Angiogenese eine entscheidende Rolle [91, 99, 100]. CEACAML1 induziert nicht nur die
Bildung von kleinen Blutgefaf3en in Tumoren, sondern ist auch an der Neubildung von
BlutgefaRen im Rahmen der physiologischen Angiogenese (z. B. Wundheilung,
endometriale Proliferation) beteiligt [91, 101]. CEACAM1 wirkt auf die Lebensdauer
mikrovaskularer endothelialer Zellen. Zellkulturversuche belegen, dass CEACAM1-
exprimierende bzw. mit CEACAM1-Desoxyribonukleinsaure-(DNA)-transfizierte Human
Dermal Microvascular Endothelial Cells (HDMECs) eine erhohte Uberlebensrate
aufweisen [102]. Weiter beeinflusst CEACAML1 die strukturelle Morphogenese neuer
Blutgefale. In Zellkulturexperimenten bildeten Endothelzellen unter VEGF-Stimulation
kapillardhnliche Rohren. Eine Inhibition der CEACAM1-Expression (RNA-Interferenz)
reduzierte in Endothelzellen die durch VEGF induzierte Formation kapillaréhnlicher

Roéhrenstrukturen signifikant [100].

1.3.3 Rolle von CEACAML bei der Lymphangiogenese

Laut verschiedener Studien spielt neben der Angiogenese auch die
Lymphangiogenese bei der Tumorgenese und der Metastasen-Bildung eine Rolle [69,
77, 103, 104]. Die Lymphangiogenese wird durch die Bindung von VEGF-C und VEGF-
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D an den Rezeptor VEGFR-3 induziert [105, 106]. CEACAM1 und VEGF férdern
gemeinsam die Angiogenese [91, 107-110]. Auf der anderen Seite unterdriickt eine
CEACAM1-Uberexpression in Epithelzellen des Blasenkarzinoms und des PCa die
VEGF-Bildung, wéahrend eine verminderte CEACAM1-Expression in diesen Epithelien
die Expression pro-lymphangiogener Faktoren (VEGF-C, VEGF-D) férdert [97].
LymphgefaRe exprimieren im gesunden Gewebe Podoplanin (Lymphendothel-
Zellmarker), aber kein CEACAML1. Laut CEACAM1- und Podoplanin-Immunfarbungen in
friihen prostatischen Tumorstadien weisen Tumor-assoziierte Lymphgefal3e neben einer
Podoplanin- auch eine CEACAM1-Expression auf. Weiter wurden in CEACAM1-
positiven Lymphgefal3en Tumorzellansammlungen detektiert [125]. Diese Befunde
lassen den Schluss zu, dass bereits etablierte Lymphgefalle kein CEACAM1
exprimieren, wahrend angiogen-aktive Tumor-Lymphgefal3e CEACAML1 bilden [125].

VEGF-C
VEGF-D

Podoplanin

FProx

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule-1 (CEACAM1) Expression in kleinen angiogen aktivierten
LymphgefaRen modifiziert nach Kilic et al. (2007) [102]

Die endotheliale CEACAM1-Expression (hellblau) in kleinen tumor-assoziierten und angiogen aktivierten
Lymphgefaen (hellblau gestrichelt) wird durch den in Tumorzellen (TC) exprimierten Vascular endothelial
growth factor-(VEGF)-C und VEGF-D induziert. Die endotheliale Prdsenz von CEACAM1 in kleinen
LymphgefaRen foérdert wiederum die Expression pro-lymphangiogener Faktoren wie Podoplanin, Prospero
Homeobox 1 (Prox1), VEGF-C, VEGF-D und des Rezeptors VEGFR-3 (violett) [102].

Artery: grof3e BlutgefaRle; Lymphatics: teilweise stark erweiterte Lymphkapillaren
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134 Rolle von CEACAML bei der Tumorzellinvasion

In malignen Melanomen férdert die Fehlregulation von Zelladhdsionsmolekilen
vermutlich die Tumorprogression [111]. Bei Melanomen ist eine horizontale Ausbreitung
gunstiger als eine haufig mit einer Metastasen-Bildung verbundenen vertikalen
Ausbreitung [112]. Eine CEACAM1-Expression fihrt in malignen Melanomen zu einer
deutlichen Verschlechterung der Tumorprognose [113]. Bei humanen invasiven
Tumoren (z. B. Melanom, Magenkarzinom, Lungenkarzinom) tritt eine CEACAM1-
Uberexpression auf [84]. Bei humanen malignen Melanomen ist an der
Ausbreitungsfront des Tumors die CEACAM1-Expression am starksten [114]. Die
CEACAM1-Expression ist mit einem metastatisch aktiven Prozess assoziiert und wird
als unabhangiger prognostischer Parameter genutzt [84].
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1.4 Fragestellung
In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle von CEACAM1 bei der lymphogenen

Metastasierung des PCa analysiert werden. Dazu wurden an humanem PCa-

Prostatagewebe und an histopathologisch beurteiltem humanem PCa-LN-Gewebe

immunhistologische Farbungen (CEACAM1, Podoplanin, PSA, CD31, CD34)

durchgefuhrt. Vergleichend dazu wurde das Expressionsmuster genannter Marker in

einem transgenic adenocarcinoma of the mouse prostate (TRAMPC1)-Mausmodell

Uberprift. Folgende Fragestellungen sollten beantwortet werden:

s Lasst sich eine CEACAM1-Expression auf dem Lymphgefal3endothel bei PCa
nachweisen?

s Besteht ein Zusammenhang zwischen der Tumorprogression und dem
Lokalisationsmuster von CEACAML1 auf Lymphendothelzellen?

s Besteht ein Zusammenhang zwischen der CEACAMI1-Expression und dem
Auftreten von Tumorzellen in den LN?

» Beeinflusst die Tumorprogression im Primarius das CEACAM1-Expressionsmusters
im LN?

s Begunstigt die CEACAM1-Expression im LN-Gewebe die Metastasenbildung?

s Besteht ein Zusammenhang zwischen dem PSA- und CEACAM1-
Expressionsmuster in PCa-Prostata- und -LN-Gewebe?

o Korrelieren die PSA- und CEACAMI1-Expressionsmuster mit dem
Malignitatszustand des Gewebes?

o Sind die PSA- und CEACAMI1-Expressionsmuster als frilhprognostischer

Tumorzellmarker geeignet.
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2 Material und Methoden

21 Verwendete Materialien

211 Instrumente und Gerate
Instrumente Firma
Petrischale Sarstedt
Erlenmeyerkolben 1000 ml A. Hartenstein
Einbettkassetten Sarstedt
Deckglaser, 24 x 50 mm A. Hartenstein
Pipetten Eppendorf
,Polymerase-Chain-Reaction-(PCR)-Stripes“ 0,2 ml A. Hartenstein
»,Polymerase-Chain-Reaction-(PCR)-Stripes“ Deckel 0,2 ml A. Hartenstein
Pipettenspitzen Sarstedt
Gerate Firma
Keyence® BZ9000 Biorevo
Konfokales Mikroskop Leica
Digitale Prazisionswaage Kern PLJ
Vortexer Bender + Hobein AG
Heizblock Gehrhardt
pH-Meter A. Hartenstein
Warmebad MEDOX Nager GmbH
Durchlicht-Mikroskop Carl Zeiss 43119126
Geldokumentationsstation Vilber Lourmat
Mikrotom Leica
Thermocycler Applied Biosystems
Elektrophorese-Netzgerat Consort
Heizschrank Memmert
Mikrowelle Panasonic
Ruattler A. Hartenstein
-20 °C Tiefkuhlschrank Siemens AG
4 °C Kuhlschrank Siemens AG
Einbettautomaten Leica
Eppendorf Reaktionsgefalie Sarstedt
Pap Pen Kisker Biotech GmbH & Co. KG
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2.1.2 Chemikalien

Polymerase Chain Reaction (PCR) Firma
Agarose Biozym LE Agarose
Midori Green Advanced” NIPPON Genetics Europe GmbH
PCR-Wasser (Reinstwasser) (dH20) SIGMA
,Primer* (Neomycin, NEO) Eurofins mwg/operon
Primer“ (Carcinoembryonic antigen- Eurofins mwg/operon
related cell adhesion molecule-1 (mCC1)
PCR-Mastermix Genaxxon Bioscience
Taq DNA-Polymerase Life Technologies
Ladepuffer Fermentas
100 (Basenpaare) bp Leiter Fermentas
Immunhistologie Abkurzung Firma
Destilliertes Wasser dH20 Fa. Braun®
Vollentsalztes Wasser dH20 Leitung Anat. Inst.
Wirzburg
Natriumbicarbonat Na,CO3 SIGMA
Natriumhydroxid pH 7,4-7,5 NaOH Applichem®
Normales Ziegen-Serum NGS SIGMA
Normales Kaninchen-Serum NRS SIGMA
Normales Esel-Serum NDS SIGMA
»,bovine serum albumin* BSA SIGMA
10 % D-Glukose Applichem®
Ammoniumchlorid NH4CI FLUKA
Nickel(Il)Sulfat-Hexahydrat NiSO4 x 6 H0 VWR Merck
Glukoseoxidase Typ VII GOD Typ VI SIGMA
(1,2 mg/ml dest. H,0)
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3,3-Diaminobenzidin- DAB SIGMA
Tetrahydrochlorid (22,5 mg/ml)
Ammoniumsulfat (NH4)2S04 FLUKA
Wasserstoffperoxid H20, Applichem
Aluminiumsulfat-Oktahydrat Alx(SO4) 3 SIGMA-Aldrich
Essigsaure 100 % Carl ROTH
Nickel-lI-Sulfat Hexahydrat NiSO4 x 6 HO VWR Merck
Paraplast, Histosec® Pastillen Paraffin VWR Merck
Natriumchlorid NaCl Applichem®
Kaliumchlorid KCI Applichem®
Dinatriumhydrogenphosphat Na;HPO4 x 2 H20 Applichem®
Dinatriumhydrogenphosphat Na;HPO4 Applichem®
Wasserfrei
Kaliumhydrogenphosphat KH2PO4 Applichem®
Zitronensduremonophosphat CoHsO7 x H20 Applichem®
Natronlauge NaOH Applichem®
Ethylendiamintetraacetat EDTA Carl Roth
Ethanol 99,9 % 642 C2HeO Norbrand Nordhausen
GmbH
Ethanol 96 % 641 C2HsO Norbrand Nordhausen
GmbH
Ethanol 70 %, 80 % C2HeO Verdunnung aus
99,9 %igen Ethanol
Xylol CsH1o VWR Merck
Paraformaldehyd PFA Carl ROTH
Depex Serva
Hamatoxylin Carl ROTH
4 6°-Diamidin-2-phenylindol DAPI Roche
Tris(hydroxymethyl) C4H11NO3 Applichem®
aminomethan (TRIS)
Kernechtrot VWR Merck
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213 Kits
Kit Firma
ABC-Kit Vectastain
214 s, Software”
s S0ftware” Verwendung Hersteller
BZ-Il Bildanalyse- Bildanalyse Programm Biorevo
L,Software” (BZ-H2AE) Keyence
Quantum ST4. v. 16.04 Darstellung der PCR Vilber

Banden

Photoshop CS 5

Bildbearbeitung

Adobe Systems

Image J

Bildbearbeitung

Wayne Rasband

Statistica

Statistische Auswertung

StatSoft

GraphPad Prism

Statistik

Visualisierung einer

GraphPad Software
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Oligonukleotide

In der zur Genotypisierung der Mause durchgefiuihrten PCR wurden die in Tabelle 4

gelisteten Primer eingesetzt.

Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide fur die Polymerase-Chain-Reaction (PCR)

Name Forward Primer Reverse Primer Firma
CEACAM1- 5-CTG CCC CTG GCG | 5-TAC ATG AAA TCG | Eurofins
wt (mCC1) CTT GGA-3' CAC AGT CGC-Z mwg/operon
CEACAM1- 5-GCC GCC AAG CTC | 5-CGG TGC CCT GAA | Eurofins
ko NEO TTC AGC AA-3° TGA ACT GC-3' mwg/operon

A: Adenin, C: Cytosin, CEACAM1/ mCC1: Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule-1, G:

Guanin, Ko: knock-out, NEO: Neomycin, T: Thymin, wt: Wildtyp

2.1.6

Als Versuchstiere wurden C57BL/6J-Wildtyp-(wt)- und Black6-(B6)-CEACAM1-
knock-out-(mCc1ko) Méause verwendet. Die wt-Mduse wurden von der Firma Harlan
erworben. Cc1ko-Mause wurden von Nicole Beauchemin generiert [115]. Zudem
standen fur die differenzierte Analyse der PCa-Entwicklung B6-TRAMPC1-Mause
[Ta(TRAMP)8247Ng] zur Verfiigung, die von Jax. Lab. Stock Nummer 003135 erworben

wurden.

Versuchstiere
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Generierung CEACAM1-defizienter Mause

Die Generierung der mCclko-Mause erfolgte durch Nicole Beauchemin [115]. Dabei
wurden die beiden ersten Exons von CEACAML1 durch eine Neomycin-(Neo®)-Kassette
ersetzt (Abb. 4). Fur die Generierung von CEACAM1”-Mausen (Cclko) wurden
spezifiziert-Pathogen-freie (SPF) heterozygote CEACAM1*-Tiere aus der Tierhaltung
des Zentrums fur Experimentelle Molekulare Medizin (ZEMM) der Universitat Wirzburg

miteinander verpaart.

Ceacami  probe 2

a Ceacam1
pin ‘pl‘OIT'I.I ATG % TGA(S) TGA(L)
—ﬁ%—[tzj—cﬂ—w*—rsﬂ—ﬂ%%‘d g

5'UTL LD1 D2 D3 D4 ™C Cc Cc cC3aurt

b . Ceacam1
targeting prom. TK prom,
A

construct \
\ }FH 31al 5]
Hindlll __ Xbal Xho1 Hirtd1il

0.9 kb 1.2 kb 4.1 kb
EcoRiprobe 1 EcoR1 probe 3 EcoR1
recombinant i iz ;
allele ' ' (23—l —i {8 (7B {19
v D2 D3 D4 TMC C C C 3UT
BamH1 Hindlll

__wild-type allele: 12.3 kb

P
.

recombinant allele:1.7 kb
-

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule-1 (CEACAM1) ,knock-out-Konstruktes“[115].

Durch homologe Rekombination von Exon 1 und 2 durch eine Neomycin-Kassette (neo) wurde das
CEACAM1-Gen deletiert.

kb: Kilobasen, TK prom: Thymidin Kinase Promotor

Generierung transgener Mause mit spontaner PCa-Entwicklung (TRAMPC1)
Bei den TRAMP-transgenen Mausen stehen die groRen und kleinen Tumor-Antigene
(Tag) des simian virus 40 (SV40) unter die Kontrolle des Ratten-Probasin-Promotors.

Greenberg et al. publizierten diese Maus erstmals 1995 [116].

2.1.7 Humanes Gewebe

Humanes Prostatagewebe und LN-Gewebe wurden von Frau Prof. Dr. Derya Tilki aus
GroRBhadern, Minchen, Frau Dr. Nerbil Kilic aus der Charité, Berlin und Herrn Prof. Dr.
Andreas Rosenwald aus der Pathologie der Universitdt Wirzburg bereitgestellt. Das
Gewebe wurde im Rahmen des DFG Projekts ,Diagnostische und prognostische
Bedeutung von CEACAM1 bei der Ilymphogenen Metastasierung des

Prostatakarzinoms® mit der Ethiknummer 076-09 ausgewertet. Zur Verfliigung standen
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humane PCa- und LN-Gewebe von Patienten mit einem Gleason Score von G3+3 (pNO)
(Kilic), G3+4 (pNO) (Kilic), G3+4 (pN1) (Tilki), G4+5 (pN1) (Tilki) und tumorzellfrei-
diagnostiziertes LN-Gewebe von Plattenepithelkarzinom-Patienten, entnommen bei
einer Lymphadenektomie (,neck-dissection“) (Rosenwald). Die Einteilung der
Patientenproben erfolgte anhand von ,verblindeten® Praparatelisten. Die in Formalin
fixierten Patientenbiopsien wurden fir die vorliegende Arbeit eingebettet in
Paraffinblécken zur Verfigung gestellt. Die Paraffinschnitte (4—7 um) waren mithilfe
eines Mikrotoms angefertigt, in einem 40-48 °C warmen Wasserbad gestreckt, auf
~ouper Frost“-Objekttrager aufgezogen und zum Trocken bei 37°C im Warmeschrank
gelagert worden.

2.1.8 Antikorperliste

Erstantikdrper gegen CEACAM1

C5-1X Maus anti-Human (IgG) selbst aufgereinigter AB
Anatomie Wirzburg

4D1C2 Maus anti-Human (IgG) Andrea Horst, Hamburg

mCcl Maus anti-Maus (IgG) selbst aufgereinigter AB

Anatomie Wirzburg

Weitere Erstantikdrper

Podoplanin Kaninchen anti-Human (IgG) Relia Tech #102-PA40L
Podoplanin Schaf anti-Human (IgG) Relia Tech #102-PA40
CD31 (Endothelzellmarker) Kaninchen anti-Human (IgG) abcam #ab28364
CD34 (Endothelzellmarker) Maus anti-Human (IgG) Dako #FAB7227G

PSA Schaf anti-Human & anti-Maus (IgG) Serotec #7820-0154
SV40 Kaninchen anti-Maus (IgG) Santa Cruz #sc-20800

Zweitantikorper

Ziege anti-Hamster syrisch biotinyliert (19G) Dianova #107-065-142
Ziege anti-Maus biotinyliert (IgG) Dianova #115-065-100
Ziege anti-Kaninchen 1gG biotinyliert Vector #BA-1000
Ziege anti-Kaninchen 1gG biotinyliert Vector #BA-9400
Ziege anti-Maus (Indocarbocyanin) Cy3 (I1gG) Dianova #115-165-003
Ziege anti-Kaninchen Indocarbocyanin (Cy3) (IgG) Dianova #111-165-003
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Ziege anti-Ratte Indocarbocyanin (Cy3) (1gG) Dianova #112-165-003

Kaninchen anti-Maus biotinyliert (IgG) DAKO #E0354
Peroxidase- anti-Peroxidase (PAP) Kaninchen Dianova #323-005-024
Peroxidase-Anti-Peroxidase (PAP) Maus Dianova #223-005-024
Esel anti-Schaf DyLight 650 (IgG) abcam #ab96942
Esel anti-Schaf biotinyliert (IgG) Dianova #713-065-003
Streptavidin-Alexa-555 Invitrogen #S21381
2.2 Losungen und Puffer
221 Losungen fur die Genotypisierung von Mausen
Substanz/ Menge/ pH | Zusammensetzung
Substanz Menge
» 1ail-Juice” 50 mM EDTA 10 mi
pH 9,0
50 mM TRIS pH 8,0 Smi
0,5 % SDS 2,5mi
dH.0 82,5 ml
1,5 % Agarose Agarose 1,89
1 x TAE Puffer in 120 ml dH20 in der
Mikrowelle |6sen
Tris-Acetat-EDTA- TRIS 242249
Puffer (TAE) pH 8.3 EDTA 18,619
Eisessig 57,1 ml
2.2.2 Losungen fur Immunhistologie
Substanz/ Menge/ pH Zusammensetzung
Substanz Menge
Phosphate buffered saline NaCl 40,03 g
PBS; pH 7,2-7 4) KCI 19
Naz;HPO4 x 2 H,0 85¢g
KH2PO4 1 g
dH.O auffullen auf 5 |
0,1 M Phosphate buffer KH2PO4 4949
(PB, pH 7,4) NaHPO4 x 2H,0 2929
dH20 auffullen auf 2 |
5 N HCI pH-Korrektur
bei Bedarf

23



10 mM Citrat-Puffer (pH 0,1 M Zitronensaure 18 mil
6,0) 0,1 M Tri- 82 ml
Natriumcitrat-
Dihydrat auffullen auf 1 |
dH.0O pH-Korrektur bei
1 N NaOH Bedarf
Hamatoxylin nach Mayer Hamatoxylin 10
dH20 I6senin 11
Natriumjodat 0,29
reines Kalialaun 50 g (blau-violett)
+ Chloralhydrat 50¢
kristallisierte 1 g (rot-violett)
Zitronensaure
Eosin 0,1 % Eosin 0,1g
dH>O 100 mi
Eisessig 25 ul
ansauern
TRIS-EDTA, pH 9,0 dH20 90 ml
1M TRIS 10 ml
EDTA pH 9.0 2ml
N-Propylglykol (NPG) N-Propylgallat 03¢
PBS (flussig) 8¢
Glycerol 20g
Proteinkinase K Proteinkinase K 0249
(20 mgfl) dH20 10 ml
0,1 % Kernechtrot in Kernechtrot 0,2gin
wassriger 5 % Aluminiumsufat- 200 ml
5 % Aluminiumsulfat-Lésung | Lésung
5 % Aluminiumsulfatiésung | Aluminiumsulfat 59
dH>0O 1000 ml
DAB-Entwicklungslésung PB 67,5 ml
NiSO4 x 6 H20 1350 pl
(4°C)
Glukose 10 % (- 1350 pl
20 °C)
NH4CI 150 pl
3,3- 1,5 mi
Diaminobenzidin-
(DAB) (-20 °C)
Glukoseoxidase 225 pl

(GOD) (-20 °C)
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23 Methoden
2.31 Immunhistochemie (IHC)

Das Prinzip von IHC-Farbungen beruht auf der spezifischen AB-Bindung an Antigene.
Mittels IHC-Farbung kann das Vorkommen spezifischer Proteine in Geweben
mikroskopisch analysiert werden.

AB sind Immunglobuline (lg), die in verschiedene Klassen (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE)
eingeteilt werden. Mit ungefahr 70 % stellt IgG das haufigste Ig im Menschen dar. Im
Zuge der spezifischen Immunabwehr werden AB von B-Lymphozyten (Plasmazellen)
produziert und sezerniert. AB erkennen Strukturen kérperfremder Antigene (Epitop, z. B.
bei proteinogenen Antigenen eine Aminosauresequenz). Als Glykoproteine bestehen AB
aus Protein- (82-96 %) und Kohlenhydratanteilen (4-18 %). AB enthalten jeweils zwei
schwere und leichte, Uber Disulfidbriicken miteinander verbundene Polypeptidketten.

Schematisch lassen sich AB als Y-ahnliche Form darstellen (Abb. 5).

Antigen bindend

Variable Region
L der H-Kettgg\

Variable Region
™~ der L-Kette

Fab-Fragment 1
=~ Konstante
Region der L-
Kette
Disulfidbriicke <— Konstante
Region der H-
Fc-Fragment Kette

Abbildung 5: Schematische Darstellung eines IgG-Antikdrpers

Das Fab-Fragment besteht aus der leichten Kette (L, /ight, griin) und Teilen der schweren Kette (H, heavy,
blau). Das Fc-Fragment wird aus Teilen der konstanten Region der H-Kette gebildet Leichte und schwere
Ketten, sowie die beiden schweren Ketten der konstanten Region sind Uber Disulfidbricken miteinander
verbunden. Funktionell ist das Fab-Fragment fir die Antikérperbindung und der Fc-Anteil fur die
Effektorfunktion zustandig.

Die leichten Ketten bilden zusammen mit Teilen der schweren Ketten das Fab-
Fragment (Antigen bindendes Fragment). Innerhalb der Fab-Fragmente befindet sich
eine Region mit einer stark ausgepragten Hypervariabilitat (Antigen-bindende Region),
die die AB-Vielfalt ermdéglicht. Das durch Teile der schweren Ketten gebildete Fc-
Fragment (kristallisierbares Fragment; Abb. 5) vermittelt die biologische AB-Aktivitat,
beispielsweise durch Bindung an Fc-Rezeptoren auf der Oberflache von Makrophagen
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oder durch Bindung von Komplementfaktoren. Bei der ICH bindet hier der mit einem
Chromophor oder Enzym gekoppelte Zweitantikérper.

Polyklonale AB sind gegen verschiedene Epitope des selben Antigens gerichtet. Sie
werden durch verschiedene Plasmazell-Klone gebildet. Polyklonale AB werden durch
Injektion von speziesfremden Antigenen in Tiere gewonnen. Die daraufhin gebildeten
Antigen-spezifischen AB werden nach der Blutentnahme aufgereinigt. Monoklonale AB
erkennen spezifisch nur ein Epitop des zur Immunisierung verwendeten Antigens.
Monoklonale AB werden von einem Plasmazellklon gebildet. Flr die Herstellung von
monoklonalen AB wird eine solche Plasmazelle mit einer Myelomzellen fusioniert und
somit immortalisiert. Diese Hybridomzellen werden zur Herstellung von monoklonalen
AB kultiviert.

Bei IHC-Farbungen werden zwei Methoden unterschieden. Bei der direkten
Methode werden die Priméar-AB direkt mit einem Enzym oder einem Fluorochrom
gekoppelt. Bei der indirekten Methode wird ein gegen das Fc-Fragment des Primar-AB
gerichteter Sekundar-AB verwendet (Abb. 6). Der Sekundar- oder eventuelle Tertiar-AB
ist mit dem Chromophor oder dem Enzym gekoppelt. Der Vorteil dieser Methode ist die

héhere Intensitat und Sensibilitat der Farbung.

{i}v{l}

/7 \\

V/ 4\
o

Abbildung 6: Indirekte Methode der immunhistochemischen-(IHC)-Farbung mit einem
Chromophor

Der Primér-Antikérper (AB) (rot) bindet an das Antigen (griin). Der Sekundar-AB (blau) ist an ein
Chromophor (schwarz, keine Fillfarbe) gekoppelt. Der Sekundér-AB bindet an den Fc-Teil des Priméar-AB.
Durch Anregung mit Licht geeigneter Wellenlédnge wird das Chromophor und somit das AB-gebundene
Antigen Uber das emittierte Licht mikroskopisch sichtbar (gelb) gemacht.

Die fur die IHC-Farbung verwendeten Primar-AB sollten eine mdglichst hohe Affinitat
zu ihrem Antigen besitzen. In einigen Fallen binden AB erst nach einer Vorbehandlung
des Praparates (Demaskierung bzw. Antigen-Retrival).
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Das vom Fluorochrom emittierte Licht wird im Fluoreszenzmikroskop analysiert. Bei
biotinylierten Sekundar-AB erfolgte die IHC-Detektion mittels Avidin-Enzymkomplexen
und entsprechenden Substraten (s. Kap. 2.3.2).

2.3.2 3,3-Diaminobenzidin-(DAB)-Farbung

DAB ist ein Substrat der Meerrettich-Peroxidase. Das in Wasser unlésliche, braune
Reaktionsprodukt kann im Rahmen der IHC mikroskopisch nachgewiesen werden. Um
das IHC-Signal zu verstarken, wurden in der vorliegenden Arbeit biotinylierte Sekundar-
AB (vier Biotinmolekile/Sekundar-AB) und Streptavidin-Peroxidase-Komplexe
verwendet (ABC-Methode). Dabei interagieren mehrere Streptavidin-Peroxidase-
Komplexe mit dem Sekunda-AB (Abb. 7).

- Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex

- biotinylierter Sekundar-Antikorper

// \\ - Primar-Ant korper
A A - Gewebsantigen

Abbildung 7: Indirekte Immunhistochemie mit der 3,3-Diaminobenzidin-(DAB)-Methode
Der Primér-Antikérper (AB) (blau) bindet an das gewebespezifische Antigen (rot). Der Avidin-Biotin-

Peroxidase-Komplex (orange) bindet an den biotinylierten Sekundér-AB (gelb). Die Peroxidase setzt DAB
zu einem braunen Prézipitat um, dass mikroskopisch nachgewiesen werden kann.
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2.3.3 Hamatoxylin-Eosin-(HE)-Farbung

Die HE-Farbung ist eine weit verbreite Routinefarbung fir die morphologische
Analyse von Gewebepraparaten. Bei der Ubersichtsfarbung werden zwei Farbstoffe
verwendet. Hamatoxylin ist ein natirlicher Farbstoff aus dem Blauholzbaum. Das
daraus hergestellte Hamalaun bindet an Nukleinsauren und ist ein in der Histologie
gebrauchlicher Kernfarbstoff. Der synthetische saure Farbstoff Eosin farbt

basische/azidophile (eosinophile) Strukturen, wie Zellplasmaproteine, rot.

Farbeprotokoll

Fur die HE-Farbungen wurden humane Prostata- und LN-Préparate in Paraffin mit
einer Schnittdicke von 0,4-0,7 um verwendet. Fir die Entparaffinierung wurden die
Gewebepraparate in Xylol (2 x je 10 min) und danach in einer absteigenden Ethanolreihe
(2 x Ethanol p. a. je 5 min, 96 % Ethanol 5 min, 80 % Ethanol 5 min, 70 % Ethanol 5 min)
inkubiert. AbschlieRend erfolgte eine Inkubation fur ca. 5 min in dH>O. Fiur die HE-
Farbung wurden die Gewebepraparate fur 10 min mit Hamalaun inkubiert und danach
10 min mit Leitungswasser gewaschen. Danach wurden die Préparate 10 min in 0,1 %
Eosin-Lésung inkubiert und anschlieBend mit dH.O gewaschen. Die Gewebefixierung
erfolgte nach Entwassern der Proben (70 % Ethanol 1 min, 80 % Ethanol 1 min, 96 %

Ethanol 1 min, Ethanol p.a. 2 x je 3 min, Xylol 2 x je 5 min) mit Depex.

2.3.4 Kernechtrot

Kernechtrot sorgt fur eine Rotfarbung der Zellkerne. Fir die Herstellung der
Kernechtrot-Losung wurden 0,2 g Kernechtrot in 200 ml einer 5 % Aluminiumsulfat-
Ldsung geldst. Dazu wurde die Aluminiumsulfat-Losung in einem Erlenmeyerkolben auf
ca. 56—60 °C erhitzt und anschliel3end das Kernechtrot hinzugeftigt. Die Losung wurde
lichtgeschitzt aufbewahrt und nach ca. 2 Wochen filtriert. Die Losung ist etwa ein Jahr
bei RT haltbar. Fur die Gebrauchslésung wurden die Kernechtrotlésung mit 1-2 Tropfen
Eisessig pro 100 ml angeséuert (1 Tropfen entspricht ca. 25 pl).

Farbeprotokoll

Kernechtrot-Farbungen zur Darstellung der Zellkerne wurden im Rahmen der DAB-
Farbung durchgefihrt 0,4-0,7 um dicke, humane Prostata- oder LN-Paraffinschnitte
wurden nach der DAB-Farbung in PBS gestoppt und fir 1 min mit der Kernechtrot-
Losung inkubiert. Danach wurden die Praparate fur 7 min unter flieRendem

Leitungswasser gewassert, anschlieRend entwassert (70 % Ethanol 1 min, 80 % Ethanol
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1 min, 96 % Ethanol 1 min, Ethanol p. a. 2 x je 3 min, Xylol 2 x je 5 min) und mit Depex

eingedeckt.

235 Fluoreszenzmikroskopie

Bei der mikroskopischen Immunfluoreszenz-Analyse wird das von Quecksilber- oder
Halogendampflampen abgegebene gesamte sichtbare Lichtspekirum durch einen
optischen Filter (Anregungsfilter) geleitet, der das Licht ausschlieRlich in den fur die
Anregung des Fluorochroms spezifischen Wellenldngen durchlasst. Fir diese Arbeit
wurde das Fluoreszenzmikroskop ,Keyence BZ 9000 verwendet. Hierdurch war es
méglich, Doppel-Immunfarbungen zu analysieren. Folgende Fluoreszenzfarbstoffe

wurden verwendet:

Indocarbocyanin (Cy3) rotfluoreszierend
Indocarbocyanin (Cy5) rotfluoreszierend (langwellig)
Streptavidin Alexa 488 (Cy2) grinfluoreszierend

Detektor

Sperrfilter

Strahleu%

Lichtquelle

™~

Anregungsfilter

Praparat

Abbildung 8: Schematischer Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops
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2.3.6

Farbeprotokolle

Folgende Schritte wurden durchgefihrt:

Die Entparaffinierung erfolgte in Xylol (2 x 10 min) und dann in absteigender
Alkoholkonzentration (2 x 10 min in Ethanol p. a., jeweils 5 min in 96 %, 80 %,
70 % Ethanol). Danach wurden die Praparate fur 5 min in dH.O gewassert.

Zur Vermeidung starker Hintergrundfarbungen bei der DAB-Entwicklung wurden
Gewebeperoxidasen mit Wasserstoffperoxid geséttigt, indem die Schnitte auf dem
Ruttler far 10 min bei RT in 3 % Wasserstoffperoxid aus einer 30 %igen
Stammldsung inkubiert wurden. Dieser endogene Peroxidaseblock wurde nur
bei der DAB-Farbung durchgefihrt.

Die Demaskierung (,Antigen-Retrieval®) von in Paraffin eingebetteten
Gewebeschnitten legt nach einer Formalinfixierung mdglicherweise veranderte
(,maskiert®) Epitope frei und macht Gewebe zuganglicher fur den Primar-AB. Die
saure Demaskierung in 10 mM Natriumcitrat-Puffer pH 6,0 erfolgte 6—10 min in der
Mikrowelle, wahrend die alkalische Demaskierung in 10 mM Tris EDTA, pH 8,0
nach Aufkochen in der Mikrowelle fir 10 min bei 90 °C im Inkubationsofen
durchgefuhrt wurde. Nach der Demaskierung wurden die Gewebeschnitte fir ca.
30 min bei RT abgekihlt. Danach wurden die Schnitte fir 10 min unter flieBendem
dH,0 gespililt.

Zur Vermeidung von Hintergrundfarbungen durch unspezifische Bindungen der
Sekundar-AB erfolgte eine Blockade, indem die Schnitte 1 h in einer feuchten
Kammer bei RT in 5 %-igem Blockserum (aus dem Serum des Sekundar-AB)
inkubiert wurden.

Fur die IHC-Farbungen wurden die Schnitte auf den Objekttragern Giber Nacht mit
dem Primar-AB in 0,2 % BSA/5 % Serum in PBS im Kihlschrank bei 4 °C inkubiert
(s. Tab. 5). Danach wurden die Schnitte zur Entfernung des Primar-AB mit PBS
gewaschen (3 x 5 min auf dem Rdttler in einer Kiivette).

Danach wurden die Schnitte mit dem Sekundé&r-AB in 1 % Blockserum/PBS flr
60 min bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert (s. Tab. 5).

Danach erfolgte eine Inkubation mit einem PAP-Komplex bestehend aus zwei AB
gegen Peroxidase und drei Peroxidase-Molekiilen. Der Fc-Anteil der AB gegen die
Peroxidase wird vom Sekundéar-AB erkannt. Die PAP-Methode dient der
Signalverstarkung. Die Inkubation mit PAP erfolgte nach der Sekundar-AB-
Inkubation fur 1 h bei RT.
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Danach wurden die Praparate, wenn eine DAB-Farbung geplant war, mit dem
Avidin-Biotin-Komplex (AB-Komplex; 0,02 ul AB-Komplex je pyl PBS) fir 30 min
inkubiert. Die AB-Komplexlésung reifte vor der Inkubation fur 30 min bei RT im
Dunkeln (0,02 ul AB-Komplex = 0,01 pl Lésung A + 0,01 ul Lésung B). Fur DAB-
Entwicklung wurden 67,5 ml PB-Puffer, 1350 pl Nickelsulfat, 1350 ul Glukose
(10 %), 150 yl Ammoniumchlorid und 1,5 ml DAB in einer lichtundurchlassigen
Heldal-Kuvette gemischt. Um einen verfrihten Start der Reaktion zu vermeiden,
wurden erst kurz vor der Entwicklung 225 pl Glukoseoxidase zugegeben. Die in
PBS gewaschenen Schnitte wurden 15-30 min mit der Lésung inkubiert. Nach
dem Stopp der Reaktion mit PBS wurden die Schnitte in Kernechtrot (ca. 1 min)
oder Hamalaun (ca. 5 min) gegengefarbt.

Nach einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 % Ethanol 1 min, 80 % Ethanol 1 min,
96 % Ethanol 1 min, Ethanol p.a. 2 x je 3 min, Xylol 2 x je 5 min) zum Entwéassern

der Schnitte wurden mit Depex eingedeckt. Die Lagerung erfolgte bei RT.

Fur jede Farbung wurde die Primar-AB-Konzentration und die Demaskierung vor den

eigentlichen Versuchen mittels DAB-Methode optimiert. Bei der Fluoreszenzfarbung

wurden Fluorochrom-gekoppelte Sekundar-AB oder biotinylierte Sekundéar-AB, die in

einem weiteren Schritt mit einem Fluorochrom gekoppelt wurden, verwendet. Die

Gewebeschnitte wurden bei einer Immunfluoreszenzfarbung nicht entwassert und

deshalb nach einer DAPI-Kern-Gegenfarbung mit N-Propylglykol (NPG) eingedeckt. Die

Lagerung erfolgte im Dunkeln bei 4-8 °C.

Bei den Doppel-Immunfarbungen wurden zwei Antigene auf einem Schnitt entweder

als Doppel-Immunfluoreszenz-Farbung oder als kombinierte DAB-Fluoreszenzfarbung

dargestellt.

Tabelle 5: Verwendete Primér- und Sekundarantikérper mit eingesetzter Verdiinnung,
Demaskierung, Blockierung

Primarer AB, Sekundarer AB, Demaskierung | Blockserum
Verdiinnung Verdiinnung (Firma)
(Firma)
CD31 rabbit a- Goat-a-rabbit Cy3, | 6 min Citrat 1h5%NGS
human, 1:25 1:1600
(Santa Cruz) (Dianova)
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C5-1X mouse a-| Goat-a-mouse Biotin, | 6 min Citrat 1h5%NGS
human, 1:50 1:250, 1:2500

(Essen) (Dianova)

4D1C2 mouse a- | Goat-a-mouse Biotin, | 6 min Citrat 1h5 % NGS
human, 1:200 (A. | 1:250, 1:2500

Horst) (Dianova)

CD34 rat a- | Goat-a-rat Biotin, 1:800, | 6 min Citrat 1h5 % NGS
human, 1:50 1:2500

(Abcam) (Vector)

Podoplanin rabbit a- | Goat-a-rabbit Biotin, | 6 min Citrat 1h 5% NGS
human, 1:25 1:2500

(Relia Tech) (Vector)

PSA sheep a- Donkey-a-sheep DyLight | 6 min Citrat 1h5 % NDS
human, 1:1000 650, 1:250

(ABD Serotech) (Abcam)

PSA rabbit a- | Goat-a-rabbit Biotin, | 6 min Citrat 1h5%NGS
human, 1:1000 1:250

(Abcam) (Vector)

SV40 rabbit a- | Goat-a-rabbit Biotin, | 6 min Citrat 1h5 % NGS
mouse, 1:50 1:250 0,1 % Triton X-
(Santa Cruz) (Vector) 100

mCec1, 1:100 | Goat-a-mouse Biotin | 6 min Citrart 1h5%NGS
(Anatomie +Maus PAP

Wirzburg) 1:250 + 1:500 (Dianova)

a: anti, CD31/CD34: Endothelzellmarker, Cy3: Indocarbocyanin, mCc1: CEACAM1-Antikérper fur Méuse
NDS / NGS / NKS: normales Esel / Ziegen / Kaninchen Serum, PSA: Prostata-spezifisches Antigen, SV40:
simian virus 40, PAP: Peroxidase- anti Peroxisdase,

2.3.7
Die PCR-Ansétze hatten ein Gesamtvolumen von 30 pl, bestehend aus 15 ul PCR-

Genotypisierung mit Hilfe der PCR

Mastermix (auf Eis pipettiert) und 5Spul, 10l und 15pul des 1:20 verdinnten

Biopsielysats. Die Differenz zum Gesamtvolumen wurde mit dH.O aufgefillt (s. Tab. 6).

32



Tabelle 6: Pipettierschema flr den Polymerase-chain-reaction-(PCR)-Mastermix

Mastermix
10 x PCR-Puffer | 2 mM Forward | Reverse |
dH:0 | 45 mMMgcl, | dNTP-Mix | Primer | Primer Polymerase
gtlz i 20 pmol | 20 pmol y
905u |3l 0.6l 1l 14l 0,35 ul

dH20: doppelt entsalztes Wasser; DNA: Desoxyribonukleinsdure; dNTP: Desoxynukleotidtriphosphate

Der Nukleotidmix (dNTP-Mix) bestand aus den Nukleotiden
Desoxyadenosintriphosphat (dATP), Desoxyguanosintriphosphat (dGTP),
Desoxycytosintriphosphat (dCTP) und Desoythymidintriphosphat (dTTP). Die Primer der
PCR-Reaktion wurden jeweils in einer Endkonzentration von 20 pmol eingesetzt. Das
Pipettieren der Anséatze erfolgte in der Reihenfolge PCR-Mastermix, DNA-Template
(verdunntes Lysat) und zum Schluss das Enzym. Die PCR (s. Tab. 7) wurde unmittelbar
daran anschlielend durchgefihrt.
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Tabelle 7: Polymerase-chain-reaction-(PCR)-Programme

Programm Temperatur | Neomycin | Carcinoembryonic
(NEO) antigen-related cell
adhesion molecule-1
(mCC1)
Lange des ~249 bp ~550 bp
Amplifikats
Initialdenaturierung | 3 min 94 °C 94 °C
DNA- 30 sec 94 °C 94 °C 30
Denaturierung Zyklen
Hybridisierung 30 sec 62 °C 62 °C
Elongation 30 sec 72 °C 72 °C
10 min 72 °C 72 °C
unendlich 4°C 4°C
2.3.8 Auswertung der PCR durch horizontale Gelelektrophorese

Die PCR-Amplifikate wurden mittels 1,5 %-iger Agarose-Gele analysiert (s. Kap.
2.1.6.3). Agarose ist ein aus Rotalgen gewonnenes Polysaccharid aus D-Galaktose und
3,6-Anhydro-L-Galaktose. In Abhéangigkeit von der GroRe der erwarteten DNA-
Fragmente wird die Agarose in unterschiedlichen Konzentrationen (kleinere Fragmente
/ héhere Konzentrationen) eingesetzt, um eine gute Auftrennung zu gewdahrleisten. Fir
ein 1,5 %-iges Agarose-Gel wurden 1,8 g Agarose in 120 ml 1 x TAE-Puffer in der
Mikrowelle aufgekocht, bis sich die Agarose vollstandig geldst hatte. Nach dem Abkihlen
wurden 1 pl ,MidoriGreen Advanced® je 10 ml Agarose zugefligt. Das Agarose-Gel
hartete anschliel3end in einem Geltrdger mit Kamm (Aussparung der Auftragstaschen)
bei RT oder 4-8 °C aus. Die Gele konnten in einer Plastikhille, im feuchten Zustand
Uber mehrere Tage bei 4-8 °C gelagert werden. Das Agarose-Gel wurde zum Beladen
mit den PCR-Proben in eine mit 1 x TAE-Puffer befilite Gelelektrophorese-Kammer
platziert. Nach Entnahme des Kamms wurden die Auftragstaschen mit den DNA-Proben
und einem DNA-GroRenstandard (100 bp Leiter) beladen. Dabei wurde darauf geachtet,
dass ein Uberlaufen der Auftragstaschen vermieden wurde. Die Elektrophorese erfolgt
bei 120 V/300 mA fur ca. 30—40 min, um eine ausreichende Auftrennung der DNA-
Fragmente nach ihrer GroRe im Gel zu gewdhrleisten. Anschlielend wurde das
Agarose-Gel in eine Gel-Dokumentationskammer positioniert und die DNA durch den
interkalierten Fluoreszenzfarbstoff (Midori-Green Advanced) nach UV-Anregung
visualisiert. Zu Dokumentationszwecken wurden die fluoreszierenden Agarose-Gele

digitalisiert. Neben den zu analysierenden DNA-Proben wurden immer Positiv- (Lysate

34



aus wt- bzw. CC1ko-Méausen) und Negativ-Kontrolle (PCR-Mastermix + dH20) parallel
auf demselben Gel analysiert.

239 Genotypisierung der Mause

Die Genotypisierung von mCc1ko-Mausen erfolgte 3—4 Wochen postnatal Giber eine

PCR mit aus Schwanzbiopsien gewonnener DNA (s. Abb. 9 und Tab. 8).

NEO PCR

1ul DNA 2uI DNA

e .

Abbildung 9: Polymerase-Chain-Reaction (PCR) zur Genotypisierung der
Versuchstiere

Agarosegel einer Neomycin-(NEO)-PCR (links) und einer Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecule-1-(mCC1)-PCR (rechts). Mithilfe beider PCRs l&sst sich feststellen, ob es sich bei den
Versuchstieren um homozygote oder heterozygote Méause handelt. Zur Abschatzung der AmplifikatgréRe
diente als Gré6Renmarker eine 100 (Basenpaare) bp Desoxyribonukleinsdure-(DNA)-Leiter. Innerhalb der
100 bp DNA-Leiter entspricht die verstarkt auftretende Bande der 500 bp-Bande. Die Amplifikate wurden in
drei Konzentrationen analysiert (1 pl, 2 pl bzw. 3 gl DNA).

Tabelle 8: Ladeschema fur die Polymerase-Chain-Reaction-(PCR)-Gele aus Abb. 5

Ladeschema Neomycin-(NEO)- Carcinoembryonic antigen-
PCR related cell adhesion molecule-1-
(mCC1)-PCR

Leiter X X

Wasserprobe X X

Leiter X X

Wildtyp-Probe X wt-Positivkontrolle

knock-out- ~knock-out* X

Probe Positivkontrolle

Probe 1 ~knock-out* ~knock-out“

Probe 2 heterozygot heterozygot

Probe 3 heterozygot heterozygot

Probe 4 ~knock-out* ~knock-out“
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Probe 5 heterozygot heterozygot
Probe 6 knock-out“ knock-out*
Probe 7 knock-out* knock-out“
Leiter X X

2.4 Histologische Auswertungen

Die lichtmikroskopischen Auswertungen und die Auswertungen der mit
fluoreszierenden AB markierten Schnitte wurden mit Hilfe eines invertiertem
Fluoreszenz-/Phasenkontrastmikroskops von Keyence (BZ-9000) durchgefuhrt. Dabei
wurden Objektive (Nikon) zur 10-, 20- und 40-fachen VergréRerung verwendet.
Mehrfachfarbungen wurden mittels BZ-Analyser Il Ubereinander gelagert (merge) und
auf eine mogliche Kolokalisationen hin Uberpriuft. Die Auswertung der Cc1/CD31-
Doppel-Immunfluoreszenzfarbung an humanem PCa-Prostatagewebe und die
Cc1/Podoplanin-Doppel-Immunfluoreszenzfarbung an humanem LN-Gewebe erfolgte
mit einem konfokalen Mikroskop von Leica mit einem 20-x-Objektiv. Folgende

Versuchsreihen wurden durchgefihrt:

Etablierung des Nachweises von CEACAM1

Die optimalen Bedingungen (CEACAM1-AB-Konzentration (C5-1X), optimale
Demaskierungsmethode) wurden Gber DAB-Farbungen an humanem Prostata- und LN-
Gewebe etabliert. Tests mit einem weiteren AB gegen das humane CEACAM1 (4D1C2)

ergaben keine besseren Ergebnisse.

CEACAM1- und CD31-Expression in PCa

Zur Bestéatigung der von Tilki et al. (2006) [99] nachgewiesenen CEACAM1-
Expression auf dem Endothel kleiner BlutgefaRe beim PCa wurden Doppel-
Immunfluoreszenz-Analysen von CEACAM1 und dem Endothelzellen-Marker CD31 an
PCa-Prostatagewebe mit einem Gleason Score (G) von G=7 und G>7 durchgefihrt. Die
gefarbten Schnitte wurden freundlicherweise von Tanja Reimer (Medizinisch-
Technische Angestellte) und Dr. Verena Pfeiffer aus dem Institut fiur Anatomie und
Zellbiologie in Wirzburg zur Verfligung gestellt.
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CEACAML1- und Podoplanin-Expression in PCa

Zur Analyse des potentiellen Zusammenhangs des PCa-Stadiums und der
Lymphangiogenese wurden Prostatapraparate von Patienten mit einem Gleason Score
G<7 und G>7 immunhistologisch mit einem AB gegen das humane CEACAM1 (C5-1X)
und einem AB gegen den Lymphendothelmarker Podoplanin angefarbt und quantitativ
analysiert. Dazu wurden >20 Lymphgefalie je Patient auf einem Prostatagewebeschnitt
in verschiedenen Arealen (Tumorumgebung (Tumor surrounding, T.s.), PIN-Areale, G3-
Areale (G3+3), G4-Areale (G4+4) und Gb5-Areale (G5+5) untersucht. Die gefarbten
Schnitte wurden freundlicherweise von Frau Dr. Heike Bémmel vom Institut flir Anatomie
und Zellbiologie in Wirzburg zur Verfligung gestellt. Die quantitative Analyse wurde
teilweise von Frau Dr. Verena Pfeiffer untersttitzt.

CEACAMZ1-Expression in PCa-LN

Zur Analyse des potentiellen Zusammenhangs von metaplastischen Veranderungen
der LN und einer verstarkten CEACAM1-Expression wurden PCa-LN-Praparate von
Patienten mit einem G<7 (pNO), G=7 (pN1) und G>7 (pN1) immunhistologisch mit einem
AB gegen das humane CEACAML1 (C5-1X) angefarbt und analysiert.

CEACAML1- und CD31-Expression in PCa-LN

Zur Analyse der potentiell verstarkten Expression von CEACAML1 in angiogen
aktivierten Blutgefaf3en in PCa-LN-Gewebe wurden Doppelimmunfluoreszenzfarbungen
von CEACAML1 und dem Endothelzellmarker CD31 bei Geweben von Patienten mit
einem G<7 (pN1) und G>7 (pN1) durchgefihrt. Die gefarbten Schnitte wurden
freundlicherweise von Tanja Reimer (Medizinisch-Technischen Angestellte) und Dr.
Verena Pfeiffer aus dem Institut flir Anatomie und Zellbiologie in Wiirzburg zur Verfiigung

gestellt.

CEACAM1- und Podoplanin-Expression in PCa-LN

Zur Analyse der Rolle von CEACAML1 bei der Lymphangiogenese in den PCa-LN
wurden LN-Praparate von Patienten mit einem G<7 und G>7 immunhistologisch mit
einem AB gegen das humane CEACAM1 und dem Lymphendothelmarker Podoplanin
angefarbt und anschlieBend quantitativ analysiert. Die gefarbten Schnitte wurden
freundlicherweise von Frau Dr. Heike Bémmel vom Institut fir Anatomie und Zellbiologie

in Wirzburg zur Verfigung gestellt.
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CEACAML1- und PSA-Expression in PCa-LN

Zur Analyse der Eignung von CEACAM1 und PSA als Marker fir Tumorzellen in den
PCa-LN wurden LN-Praparate (n=17), in zwei separaten Analysen, von Patienten mit
einem G=7 pNO (n=4), G=7 pN1 (n=6) und G>7 pN1 (n=7) immunhistologisch mit einem
AB gegen PSA (Nachweis durch DAB) und gegen das humane CEACAM1 (Ccl)
zunachst als Einzel-DAB-Farbungen und dann als gekoppelte DAB +
Immunfluoreszenzfarbung [Ccl (DAB) + PSA (IF)] angefarbt und anschlieRend
analysiert. Laut dem humanen Proteinatlas [117] weisen gesunde LN keine CEACAM1-
Expression auf, weshalb bei dieser Auswertung kein gesundes Gewebe als Referenz
bendtigt wurde.

CEACAM1- und PSA-Expression in PCa

Zur Analyse einer potentiellen Korrelation zwischen dem CEACAM1- und PSA-
Expressionsmuster in der Prostata und der Malignitdét des Tumors wurden PCa-
Prostatapraparate von Patienten mit einem G=<7 (G3+3 und G3+4, pNO), G=7 (G3+4,
pN1) und G>7 (G4+5, pN1) immunhistologisch mit AB gegen CEACAM1 und PSA
angefarbt und quantitativ analysiert. Die Analyse der pNO-Patienten erfolgte durch Frau
Dr. Verena Pfeiffer aus dem Institut fir Anatomie und Zellbiologie in Wiirzburg. Fir die
quantitative Analyse wurden in den PCa-Prostatapraparaten die Morphologie der Driisen
und Intensitat der CEACAM- und PSA-Expression ausgewertet. Die Auswertung nach

folgenden Kriterien:

1. normale Prostatadriisen (ein- bis zweischichtiges Driisenepithel):

a) mit CEACAM1- (Ccl*) und PSA-Expression (PSAY)

b) mit CEACAM1-Expression (Cc1*) und verminderter PSA-Expression (PSA™Y)
c) mit verminderter CEACAM1-Expression (Cc1°") und PSA-Expression (PSAY)

2. G3-Tumordrusen (einschichtige runde Drisen):

a) mit CEACAM1- (Ccl") und PSA-Expression (PSAY)

b) mit vermindertet CEACAM1-Expression (Cc1'°") und mit PSA-Expression (PSA*)
c) mit CEACAM1-Expression (Ccl1*) und verminderter PSA-Expression (PSAY)
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2.5 Statische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde von Frau Dr. Verena Pfeiffer vorgenommen. Uber
das Programm Statistica wurde Uberprift, ob die Werte normalverteilt sind und ein T-
Test durchgefihrt. War keine Normalverteilung vorhanden, wurde der Wilcoxon-Test

durchgefuhrt. Die Werte wurden mit dem Graphikprogramm GraphPad Prism visualisiert.
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3 Ergebnisse

3.1 CEACAML1 bei der Angiogenese und Lymphangiogenese des

PCa

Vorausgegangene Analysen der Arbeitsgruppe von Professor Sileymann Ergin
Ergin (Anatomie und Zellbiologie, Wirzburg) belegen die Bedeutung des
Zelladhasionsmolekiils CEACAM1 fir die Angiogenese. Die Arbeit von Tilki et al. (2006)
[99] konzentrierte sich auf die Rolle von CEACAM1 wahrend der frihen Phase des PCa.
Das pramaligne PIN-Stadium ist eine mégliche Vorstufe des invasiven Adenokarzinoms,
bei der sich das ein- bis zweischichtige Prostatadriisenepithel durch intraazinéare
Proliferation zu einem teilweise hochprismatischen Epithel entwickelt [99]. Normale
Prostatadriisen weisen eine epitheliale, nach luminal gerichtete CEACAM1-Expression
auf. Laut Tilki et al. (2006) [99] gehen PIN-spezifische Veranderungen des
Prostatadriisenepithels mit einer epithelial verminderten CEACAM1-Expression einher,
wodurch eine spezifische CEACAMI1-Immunfarbung in solchen Arealen des
Prostataepithels kaum mehr nachweisbar ist. Parallel dazu zeigen Blutgefa3e, deren
Endothel im gesunden Prostatagewebe kein CEACAM1 exprimiert, in der engen
Umgebung des PIN-Areals eine CEACAM1-Expression [99].

Zum Nachweis der potentiell verstarkten CEACAMI1-Expression in angiogen-
aktivierten BlutgefalRen des der vorliegenden Arbeit zugrundeliegenden PCa-Materials
wurden Doppelimmunfluoreszenzfarbungen von CEACAM1 und dem
Endothelzellmarker CD31 an PCa-Gewebe von 14 Niedrig- bis Hochrisiko-PCa-
Patienten mit einem G<7 (n=8) und G>7 (n=6) durchgefuhrt (s. Kap. 2.4). Die Analyse
ergab eine deutliche CEACAM1-Expression in angiogen-aktivierten Blutgeféal3en in den
PCa-Geweben der Prostata (Abb. 10).
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Abbildung 10: Doppelimmunfluoreszenzfarbung von Carcinoembryonic antigen-related
cell adhesion molecule-1 (CEACAM1, Ccl) und CD31 in humanem PCa-Gewebe

CEACAM1-Farbung: Ccl, Streptavidin Alexa 488 (Cy2), griin. CD31-Farbung: Indocarbocyanin (Cy3), rot.
merge: Ubereinander gelagerte Bilder. WeiRe Pfeile: CEACAM1-positive BlutgefaRRe. Kernfarbung mit 4°,6*-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI, blau). Scale-bar=100 pum. Erste Reihe: reprasentatives Prostatagewebe mit
Prostatischem intraepithelialem Neoplasie-(PIN)-Areal. Ausschnitt (Kasten ,merge®) wurde vergroRert.
Zweite Reihe: Ausschnittvergrof3erung des PIN-Areals mit CEACAM1-positiven BlutgeféRen. Dritte Reihe:
reprasentatives Prostatagewebe mit einem Gleason-Score (G)3 (G3+3)-Areal. Vierte Reihe: reprasentative
Prostatagewebe einer Tumorumgebung (Tumor surrounding, T.s.) eines G>7 Patienten.

Laut den Untersuchungen von Kilic et al. (2007) werden auch angiogen-aktivierte
LymphgefalRe beim Vorhandensein eines PCa CEACAM1-positiv [102].

Zur Analyse des potentiellen Einflusses des PCa-Stadiums auf die
Lymphangiogenese wurden Doppelimmunfarbungen mit CEACAM1 und dem
Lymphendothelmarker Podoplanin an Prostata- und LN-Gewebeschnitte von 13 Niedrig-
bis Hochrisiko-PCa-Patienten mit einem G<7 (n=6) und G>7 (n=7) durchgeflhrt.
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AnschlieRend wurde die Anzahl CEACAM1-positiver Lymphgefal3e quantifiziert (s. Kap.
2.4). Dazu wurden > 20 Lymphgefalie je Patient und Areal [T.s., PIN, ausschlie3lich G3
(G3+3), ausschlieRlich G4 (G4+4) und ausschlieZlich G5 (G5+5)) ausgewertet.

Die Auswertung der CEACAM1/Podoplanin-Doppelimmunfarbungen zeigte eine
deutlich erhbhte CEACAML1-Expression in angiogen-aktivierten LymphgefaZen in den
PCa-Gewebepraparaten (n=13) (Abb. 11). Die quantitative Analyse ergab signifikante
Unterschiede bei der Anzahl CEACAML1-positiver LymphgefaRe zwischen den Areal-
Typen (T.s., PIN, G3+3, G4+4) (Abb. 11). Die Anzahl CEACAM1-positiver Lymphgefal3e
nahm mit steigendem Gleason Score signifikant ab. In G5-Arealen (G5+5) waren keine
Podoplanin-positiven LymphgeféaRe nachweisbar (Abb. 11, vierte Reihe). Die meisten
CEACAM1-positiven Lymphgefalie waren in der T.s. und in den PIN-Arealen lokalisiert
(T.s.>91 %, PIN-Areal 100 %). Bereiche von Prostatadriisen mit einem G3 (G3+3) und
G4 (G4+4) zeigten deutlich weniger CEACAM1-positive Lymphgefal3e als PIN-und T.s.-
Gebiete (Abb. 11, Grafik).
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Abbildung 11: Doppelimmunfarbung von Carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule-1 (CEACAM1, Cc1l) und Podoplanin in humanem PCa-Gewebe.
CEACAM1-Farbung: Ccl, 3,3-Diaminobenzidin (DAB) braun, Podoplanin-Farbung: Indocarbocyanin (Cy3),
rot. merge: Ubereinander gelagerte Bilder. BV: BlutgefaRe, PD: Prostatadriisen; Weil3e Pfeile: Podoplanin-
positive LymphgefaRRe (mittleres Bild) mit CEACAM1-Expression (erstes Bild). Weil3e Pfeilkdpfe: CEACAM1-
positive Prostatadriisenepithelien. Gegenfarbung mit Hamalaun. Scale-bar=100 um. Erste Reihe:
Kolokalisation von Podoplanin und CEACAM1 im Endothel von Lymphkapillaren in der Tumorumgebung
(T.s.), gesunde PD (weilRe Pfeilképfe). CEACAM1-positive BV (Ccl-Bild links). Zweite Reihe: Kolokalisation
von Podoplanin und CEACAML1 in der Umgebung von PIN-Driisen. CEACAM1-positives BV in der Nahe
einer PIN-Drise (Ccl-Bildlinks). PIN-Driisen mit deutlich verminderter CEACAMI1-Expression
(weie Pfeilkdpfe, Ccl1-Bild links) und normale PD mit starker CEACAM1-Expression (weilRer Pfeilkopf, Ccl-
Bild rechts). Dritte Reihe: Kolokalisation von Podoplanin und CEACAM1 in der Umgebung von G3-
Tumordrisen. CEACAML1-positives BV zwischen den G3-Tumordriisen (Ccl-Bild links). Vierte Reihe:
Kolokalisation von Podoplanin und CEACAML1 in der Umgebung von kribriformen G4-Tumordrusen. Grafik:
Quantitative Analyse des Anteils (%) CEACAM1-positiver LymphgeféaRe (LV) im PCa-Gewebe (PT). PIN-
Areale zeigten signifikant mehr CEACAM1-positive Lymphgefafie als Tumorumgebungen (T.s.) (p<0,0001),
Gleason Score G3-(G3+3)- (p<0,0001) und G4-(G4+4)-Areale (p<0,0001). In der T.s. gab es signifikant
mehr CEACAM1-positive Lymphgefafie als in G3-(G3+3)- (p<0,0001) und G4-(G4+4)-Arealen (p<0,0001).
G3-(G3+3)-Areale zeigten signifikant mehr CEACAM1-positive Lymphgefal3e als G4-(G4+4)-Areale
(p<0,0001). In G5-(G5+5)-Arealen wurden keine Podoplanin-positiven LymphgefaRe gefunden.
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3.2 Histologische Analyse von PCa-LN-Praparaten

Bisherige Analysen zur Rolle von CEACAM1 bei der Lymphangiogenese beim PCa
beschrankten sich hauptséachlich auf das Prostatagewebe [102]. Im Folgenden lag der
Fokus auf der Analyse von humanen PCa-LN-Geweben. Auf der Basis der
pathologischen Charakterisierung der ,verblindeten“-Praparatelisten wurden die zur
Verfiigung stehenden humanen PCa-LN in drei Gruppen eingeteilt:

o LN von G<7 PCa-Patienten ohne LN-Metastasen (pNO)
o LN von G>7 PCa-Patienten ohne LN-Metastasen (pNO)
o LN von G>7 PCa-Patienten mit LN-Metastasen (pN1)

Die in Paraffin-eingebetteten LN-Gewebeblécke wurden geschnitten, mit HE geféarbt
und anschlieRend mikroskopisch analysiert.

Die Analyse der PCa-LN-Praparate zeigte in der HE-Ubersichtsfarbung
morphologische Unterschiede wie eine ,Driisenbildung“ in einigen PCa-(pN1)-LN (Abb.
12), die in pNO PCa-LN (G=<7 und G>7) nicht auftraten. Bei pN1-LN-Praparaten von
Patienten im fortgeschrittenen PCa-Stadium mit morphologischer Veranderung des
Parenchyms (,Drisenbildung®) war keine anatomische LN-Gliederung in Kortex,
Parakortex und Mark erkennbar (Abb. 12 untere Reihe). In einigen Féllen war der LN
nahezu vollstandig mit dem ,drusig“ imponierenden Tumor durchsetzt, wobei die Driisen
teilweise den G3-Tumordriisen im PCa-Prostatagewebe &hnelten (LN: Abb. 12 mittlere
Reihe; Prostata: Abb. 11 vierte Reihe). Bei anderen pN1-LN waren diese ,Tumordrisen®
eher langlich und verzweigt. Zwischen den ,Tumordrisen-Arealen® lag ein
»rumorstroma“ mit teilweise zahlreichen GefaRanschnitten (Abb. 12 mittlere Reihe,

schwarze Pfeilkdpfe).
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Abbildung 12: Hamatoxylin-Eosin-(HE)-Ubersichtsfarbung von humanem PCa-LN-
Gewebe aus Patienten mit unterschiedlichem Gleason-Score (G) und LN-Status
(PNO/pN1)

Exemplarische LN (Bilder links: G=7/pNO; G>7/pN0; G>7/pN1) mit AusschnittvergroRerung (Bilder rechts).
Scale-bar=100 um. Obere Reihe: reprasentatives LN-Gewebe eines G<7/pNO-Patienten; LN-Praparat
ohne morphologische Verédnderung; Randsinus und Lymphozyten deutlich voneinander abgrenzbar.
Mittlere Bildreihe: reprasentatives LN-Gewebe eines G>7/pN1-Patienten mit starken morphologischen
Veranderungen wie kleine, rundliche Tumordriisen (wei3e Pfeile, exemplarisch); zwischen den ,drisigen®
Arealen Tumorstroma mit Blutgefaen (schwarze Pfeilképfe). Untere Reihe: reprasentative LN-Gewebe
eines G>7/pN1-Patienten; LN-Praparat mit starken morphologischen Veranderungen wie langlichen
Tumordrisen (Pfeile exemplarisch) und stellenweise nicht mehr vom Parakortex abgrenzbarem Randsinus
(Bild rechts).
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3.2.1 CEACAMZ1-Expression im LN-Gewebe von PCa Patienten

Im Folgenden wurde eine potentielle Assoziation zwischen den metaplastischen
Veranderungen der LN und einer verstarkten CEACAM1-Expression analysiert. Hierzu
wurden PCa-LN-Préaparate von Patienten (G<7/pNO0: n=4, G=7/pN1: n=6, G>7/pN1: n=7)
immunhistologisch mit einem AB gegen das humane CEACAM1 (C5-1X) angefarbt und
auf eine mogliche CEACAM1-Expression analysiert (Abb. 14 Tab. 9). Aus nicht
publizierten Daten der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Stileyman Ergiin und dem humanen
Proteinatlas [132] war bekannt, dass gesunde humane LN kein CEACAML1 exprimieren.

Laut Immunfarbung (Abb. 14) wird CEACAM1 im humanen PCa-LN-Gewebe bereits
bei G=7/pNO-Patienten in den Sinusendothel- und fibroblastischen Retikulumzellen des
Rand- und Intermediarsinus exprimiert (Abb. 14, obere Reihe). Zudem wiesen auch
G>7/pN1-PCa-LN-Praparate ohne erkennbare morphologische Veranderungen eine
starke CEACAM1-Expression in den Sinusoiden der LN auf (Abb. 14, mittlere Reihe
links). Humane G>7/pN1-PCa-LN-Praparate zeigten teilweise eine ,drusige“ Struktur
(n=4/7). Hierbei wurde eine Iluminale CEACAM1-Expression hauptsachlich im
juxtakapsularen Bereich beobachtet (n=1) (Abb. 14, mittlere Reihe rechts), wahrend
,drusige” LN-Préparate negativ fir CEACAM1 waren (n=3) (Abb. 14, untere Reihe links).
LN aus den Anfangsstadien mit einer ,drusig“-tumorésen Veranderung, die noch
erkennbare LN-Sinusoide aufwiesen, zeigten eine positive CEACAM1-Expression in
den Sinusendothelzellen (G=7/pN1: n=6/6, G>7/pN: n=3/7) (Tab. 9).
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Abbildung 13: Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule-1 (CEACAM1
(Ccl) Expression in LN-Gewebe von PCa-Patienten mit unterschiedlichem Gleason-
Score (G) und LN-Status (pNO/pN1)

CEACAM1-Farbung: C5-1X, 3,3-Diaminobenzidin (DAB) braun. WeiRe Pfeile: CEACAM1-Expression.
Scale-bar=80 um. Gegenfarbung mit Kernechtrot (Ausnahme Bild G>7/pN1; 2. Reihe links, Hamalaun).
Obere Reihe: reprasentative LN-Gewebe von G<7/pNO0-Patienten; CEACAM1-Expression im Rand- (weil3er
Pfeil) (links) und Intermediarsinus (links & rechts, weilBer Pfeil) vor allem in den Sinusendothel-
und fibroblastischen Retikulumzellen. Mittlere Reihe: représentative LN-Gewebe von G>7/pN1-Patienten;
(links) LN-Praparat ohne erkennbare morphologische Veréanderungen mit starker CEACAM1-Expression im
Intermediarsinus (weil3er Pfeil); (rechts) LN-Praparat mit starken morphologischen Veranderungen und
Tumordrisen; luminale CEACAM1-Expression in den Driisen im Randbereich (Randsinus/Kapsel) des LN
(weiBe Pfeile). Untere Reihe: représentative LN-Gewebe von G>7/pN1-Patienten; (links) Bereich eines LN
mit Tumordrisen ohne CEACAMI1-Expression; (rechts) Negativkontrolle (neg.ct) der CEACAM1-
Immunféarbung ohne Priméar-Antikérper (am LN-Gewebe aus mittlerer Reihe, rechts).
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Tabelle 9: Analyse der Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule-1
(CEACAM1) Expression im LN-Gewebe (iliacal & pelvin) von PCa-Patienten mit
unterschiedlichem Gleason-Score (G) und LN-Status (pNO/pN1)

Gleason | Anzahl CEACAM1- CEACAM1* — CEACAM1*
Ldrusig®

Score LN Expression Sinus g Drisen

G=7 (pNO0) 4 2x Cc1-positiv 4 keine keine

G=<7 (pN1) 6 6x Cc1-positiv 6 keine keine

G>7 (pN1) 7 4x Cc1-positiv 3 4 1

Die Einteilung der Patientenproben nach dem Gleason Score (G) und der LN-Pathologie (pNO/pN1) erfolgte
anhand der ,verblindeten Préparateliste aus GroRhadern. Analysiert wurden die Expression und die
Lokalisation der CEACAM1-Expression (Cc1-positiv). Zusatzlich wurde die Haufigkeit von morphologischen
Veréanderungen (,drusige” Strukturen) und deren CEACAM1-Expression analysiert.

3.2.2 CEACAM1-Expression in angiogen-aktivierten Blut- und
LymphgefaRen der PCa-LN
Nach dem Nachweis einer CEACAM1-Expression in angiogen-aktivierten
BlutgefalRen in PCa-Prostatapraparaten (Abb. 10) wurden eine mdgliche vaskulére
CEACAM1-Expression in den LN-Préaparaten untersucht. Hierzu wurden LN-
Gewebeschnitte von Patienten mit verschiedenen Gleason Scores und LN-
Metastasierungsstatus (G<7/pN0 (n=8), G>7/pNO0 (n=2), G>7/pN1 (n=4))
immunhistologisch mit einer Doppel-Immunfluoreszenz-Farbung gegen das humane
CEACAM1 (C5-1X) und einem BlutgefaBmarker (Endothelzellmarker CD31) angeféarbt
und mikroskopisch analysiert (Abb. 14).
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Abbildung 14: Doppel-Immunfluoreszenzfarbung von Carcinoembryonic antigen-
related cell adhesion molecule-1 (CEACAM1, Ccl) und dem Endothelzellmarker CD31
in LN-Gewebeschnitte von PCa-Patienten mit unterschiedlichem Gleason-Score (G) und
LN-Status (pNO/pN1)

CEACAM1-Farbung: Ccl, Streptavidin Alexa 488 (Cy2) grin, CD31-Farbung: Indocarbocyanin (Cy3), rot.
merge: Ubereinander gelagerte Bilder. BG = BlutgefalRe. Weille Pfeile: CEACAM1-positive CD31*-BG.
WeiRe Pfeilkbpfe: CEACAM1-negative CD31*-BG. Kernfarbung mit 4°,6‘-Diamidin-2-phenylindol (DAPI,
blau). Scale-bar=100 pm. Erste Reihe: reprasentative LN-Gewebe von G<7/pNO-PCa-Patienten; weil3er
Pfeilkopf: CD31*-BG (rot, 2. & 3. Bild) ohne CEACAM1-Expression (1. Bild). Zweite Reihe: reprasentatives
LN-Gewebe eines G>7/pN0O-PCa-Patienten; weille Pfeile: zwei CEACAM1-positive (1. Bild) CD31*-
BG (2. & 3. Bild). Dritte und vierte Reihe: représentative LN-Gewebe von zwei G>7/pN1-PCa-Patienten.
weilBe Pfeile: CEACAM1-positive (1. Bild) CD31*-BG (2. & 3. Bild); PCa-LN-Gewebe mit starken
morphologischen Verdnderungen und tumordser ,Drisenbildung® in gefalireichem Tumorstroma; deutliche

CEACAM1-Expression der CD31*-BG im Tumorstroma.

Laut CEACAM1/CD31 Doppel-Immunfluoreszenzfarbung wies das PCa-LN-Gewebe
von G<7/pNO-Patienten keine CEACAM1-positiven Blutgefal3e auf (n=8) (Abb. 14, erste

Reihe). In einigen PCa-LN-Préparaten von G>7/pNO-Patienten traten dagegen

50



CEACAM1-positive/CD31*-BlutgefaRe auf (n=2) (Abb. 14, zweite Reihe). Besonders
viele angiogen-aktivierte CEACAM1-positive BlutgefaRe zeigten die PCa-LN-Praparate
von G>7/pN1-Patienten und das ,drisige“ Areale umgebende Tumorstroma (Abb. 14,
dritte & vierte Reihe).

Die Arbeit von Kilic et al. (2007) [102] Uber die Rolle von CEACAML1 bei Hodenkrebs
belegt, dass tumorassoziierte Lymphgefalle CEACAM1 exprimieren und haufig mit
Tumorzellen in den Lymphgefalen assoziiert sind [102]. Zur Analyse der potentiellen
Rolle von CEACAM1 bei der Lymphangiogenese in PCa-LN wurden (n=13) LN-
Préaparate von Patienten mit einem G<7 (n=7) (pNO) und G>7 (pN1) (n=6) histologisch
mit einem AB gegen CEACAM1 und dem Lymphendothelmarker Podoplanin mittels
Doppel-Immunfarbung quantitativ analysiert (Abb. 15).
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Abbildung 15: Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule-1 (CEACAML,
Ccl) und Podoplanin Doppelimmunfarbung an humanem LN-gewebe von PCa-
Patienten mit unterschiedlichem Gleason-Score und LN-Status (G<7/pN0O, G>7/pNoO,
G>7/pN1)

CEACAM1-Farbung: Ccl, 3,3-Diaminobenzidin (DAB), braun, Podoplanin-Farbung: Indocarbocyanin (Cy3),
rot. merge: Ubereinander gelagerte Bilder. Weil3e Pfeile: CEACAM1-positive LymphgeféaRe, Gegenfarbung
mit Hamalaun. Scale-bar=100 um. Obere Reihe: reprasentatives LN-Gewebe eines G<7/pNO-Patienten;
CEACAM1-Expression (braun) im Sinusendothel des Randsinus (weil3e Pfeilkdpfe), Intermediérsinus und
in einem Podoplanin-positiven Lymphgefal (weiBer Pfeil) im Randsinus/Kapselbereich des LN;
Lymphozyten im morphologisch unveréanderten Gewebe. Mittlere Reihe: reprasentatives LN-Gewebe eines
G>7/pN1-Patienten; CEACAM1-Expression in Podoplanin-positiven Lymphgefalien (weil3e Pfeile) im
Tumorstroma im Randbereich (Kapsel) des LN-Gewebes; gut abgrenzbare Trabekel zwischen den
,drisigen® Tumorarealen (Tumordriisen). Untere Reihe: représentatives LN-Gewebe eines weiteren
G>7/pN1-Patienten; CEACAM1-Expression in mehreren Podoplanin-positiven Lymphgefal3en im
Tumorstroma zwischen den ,drisigen“ Arealen (Tumordrisen). Grafik (links): Quantitative Analyse
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CEACAM1/Podoplanin-doppelt-positiver LymphgefaRe (LV) in (%) in Abhangigkeit vom Gleason Score.
Ausgewertet wurde jeweils ein LN-Schnitt/Patient. Analysiert wurden alle Podoplanin-positiven
LymphgefaRe eines Praparats. Anschlieend wurden diese auf eine mogliche CEACAM1-Expression
untersucht. Die y-Achse zeigt den Mittelwert der Fraktion (%-Anteil) CEACAM1/Podoplanin-doppelt-positiver
Lymphgefale der untersuchten G<7/pNO- (n=7) und G>7/pN1- (n=6) LN-Préparate. LN der G=<7/pNO-
Patienten (n=7) zeigten im Vergleich zu LN aus G>7/pN1-Patienten (n=6) einen signifikant héheren
Anteil an CEACAM1-positiven Lymphgefaf3en (p<0,0001). Grafik (rechts): Quantitative Analyse der Anzahl
an Podoplanin-positiven Lymphgefafen (LV) im LN-Gewebe von PCa-Patienten in Abhangigkeit vom
Gleason Score. PCa-LN-Gewebe von G>7/pN1-Patienten (n=6) zeigte im Vergleich zu LN-Gewebe aus
G<7/pNO0-Patienten (n=7) eine vermehrte Anzahl an Lymphgefafien/Podoplanin-positiven LymphgefaRen im
Tumorstroma (p<0,0001).

Die Analyse der CEACAM1/Podoplanin-Doppelimmunfarbung in den PCa-LN (n=13)
zeigte, dass CEACAM1 auch in angiogen-aktivierten Lymphgefalien exprimiert wird
(Abb. 15). G=7/pNO-Patienten (n=7) wiesen im Vergleich zu G>7/pN1-Patienten (n=6)
signifikant mehr CEACAM1-positive Lymphgefalie in ihren LN auf (p<0,0001) (Abb. 15,
links). Zudem waren bei G>7/pN1-Patienten (n=6) im Vergleich zu G=7/pNO-Patienten
(n=49) signifikant mehr (p<0,0001) Podoplanin-positive Lymphgefaf3e im Tumorstroma-
Bereich der LN detektierbar (Abb. 15, rechts).

In zusatzlich durchgefihrten CEACAM1/Podoplanin-Doppelimmunfluoreszenz-
farbungen an Gewebeschnitten einzelner PCa-LN-Praparate bestétigte sich die
CEACAM1-Expression in angiogen-aktivierten Podoplanin-positiven Lymphgefa3en
(Abb. 16, weil3er Pfeil) sowie eine hohe CEACAM1-Expression in einzelnen Zellen des
LN-Gewebes (Abb. 16, weil3er Pfeilkopf) sowie im Lumen von Podoplanin-negativen
BlutgefaRen (Abb. 16 weil3er Pfeilkopf). Zur Klarung der Frage, ob es sich bei diesen
Zellen mdoglicherweise um CEACAM1-positive Tumorzellen handelt, musste ein

geeigneter Tumorzellmarker gefunden werden.
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Abbildung 16: Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule-1 (CEACAML,
Ccl) und Podoplanin Doppelimmunfluoreszenzfarbung an humanem LN-gewebe eines
Patienten mit PCa

CEACAM1-Farbung: Ccl, Streptavidin Alexa 488 (Cy2) gruin, Podoplanin-Farbung: Indocarbocyanin (Cy3),
rot. merge: Ubereinander gelagerte Bilder. WeilRer Pfeil: CEACAM1-positives LymphgefaR. WeiRe
Pfeilkdpfe: CEACAM1-positive Zellen (vermutlich Granulozyten mit CEACAM1-Expression) im LN-Gewebe
und im Lumen eines Podoplanin-negativen BlutgefaRes. Kernfarbung mit 4‘,6‘-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI, blau). Scale-bar=50 pm.

3.3 Eignung von PSA als Marker fur Tumorzellen im PCa-Gewebe
Ein moglicher Marker zum spezifischen Nachweis von Tumorzellen im LN-Gewebe
ist PSA. Aus der ,Interdisziplindren Leitlinie der Qualitdt S3 zur Friherkennung,
Diagnose und Therapie der verschiedenen Stadien des Prostatakarzinoms® geht hervor,
dass PSA in Metastasen zur Bestimmung der Herkunft aus der Prostata genutzt wird [1].
In der vorliegenden Arbeit sollte mit PSA die Frage beantwortet werden, ob es sich
bei den CEACAM1-positiven Zellen in den PCa-LN um metastasierte PCa-Zellen handelt
(Abb. 16 weil3e Pfeilkbpfe). Hierzu wurden LN-Praparate (n=17) von PCa-Patienten mit
verschiedenen Gleason Scores und LN-Metastasierungsstatus (G<7/pNO (n=4),
G=7/pN1 (n=6), G>7/pN1 (n=7)) immunhistologisch mit einem AB gegen PSA angefarbt.

AnschlieRend erfolgte eine quantitative Analyse der PSA-Expression (Tab. 10).
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Tabelle 10: Analyse der Expression des Prostata-spezifischen Antigens (PSA) im LN-
Gewebe von Patienten mit PCa in Abhangigkeit vom Gleason Score (G) und LN-

Metastasierungsstatus (pNO/pN1)

Gleason Lokalisation der PSA-
Score /LN- N PSA- P Expression
Metastasierungs Expression g9 im LN- in ,,driisigen*
-status Sinus Arealen
<
G=7 (pPNO) 4 keine nein keine keine
G=7 (pN1) 6 keine nein keine keine
3+4 (pN1)
G>7 (pN1) 7 4 4 keine 4

Die Einteilung der Patientenproben erfolgte anhand der ,verblindeten* Préaparateliste aus GroRhadern. n:
Anzahl der LN-Préparate (n=1 LN-Schnitt/Patient); PSA-Expression: Anzahl der positiven Préaparate; driisig:
Anzahl der Préparate mit morphologischen Verénderungen, Lokalisation der PSA-Expression: Anzahl der

Préparate in verschiedenen Arealen

55



Abbildung 17: Prostata-spezifisches Antigen (PSA) Immunfarbung (3,3-
Diaminobenzidin (DAB), schwarz) in humanem LN-Gewebe von PCa-Patienten mit
unterschiedlichem Gleason-Score (G) und LN-Status (pNO/pN1)

PSA-Farbung: Diaminobenzidin (DAB) schwarz. Gegenfarbung mit Kernechtrot. Schwarze Pfeile: PSA-
positive Bereiche im LN-Gewebe, Lokalisation ausschlie3lich in den Tumordriisen. Scale-bar=100 pm.
Obere Reihe: (von links nach rechts) Bild 1: reprasentatives LN-Gewebe eines G< 7/pNO-Patienten; keine
morphologischen Veranderungen oder PSA-positive-Strukturen. Bild 2: représentatives LN-Gewebe eines
G>7/pN1-Patienten; keine morphologischen Veranderungen oder PSA-positiven-Strukturen. Bild 3: Negativ-
Kontrolle (neg ct), G>7/pN1-LN, Ansatz ohne PSA-Antikdrper, morphologische Verénderungen
(Tumordriisen) Untere Reihe: (von links nach rechts): reprasentatives LN-Gewebe eines G>7/pN1-
Patienten. Bild 1: Ubergang von nativem LN-Gewebe (mit Lymphozyten) zu metaplastischem driisenartigem
Gewebe (Tumordriisen); Beschrankung der PSA-Farbung auf drisige Abschnitte. Bild 2/3: PSA-positive
Tumordrisen im LN-Gewebe mit starken morphologischen Veranderungen. Bild 2: LN mit G3-ahnlichen
PSA-positiven Tumordrisen mit starker PSA-Farbung. Bild 3: PSA-positive Tumordriisen mit langlicher,
PSA-positiver Driisenstruktur.

Die PSA-Immunfarbung (Abb. 17) der PCa-LN-Préparate mit (pN1) und ohne (pNO)
LN-Metastasen zeigte, dass PSA ausschlie8lich in pN1-LN mit metastasierten
Tumorzellen und dort nur in den Tumorzellen, die drisige Formationen bildeten,
exprimiert wurde (n=4) (Tab. 10 und Abb. 17), pNO-LN-Praparate von PCa-Patienten mit
einem G=<7 und G>7 wiesen keine PSA-Immunfarbung auf (Tab. 10 und Abb. 17).

Die Immunfarbung (Abb. 17) bestétigte die Eignung des PSA zum Nachweis von PCa-
Zellen in der Prostata im LN-Gewebe. Im Folgenden sollte der Zusammenhang zwischen
der frihen CEACAM1-Expression im noch Tumorzell-,frei“ diagnostizierten LN (pNO)
und der positiven PSA-Expression nach erfolgter Tumorzell-Metastasierung und
,2Drusenbildung® untersucht werden. Das Ziel dabei war zu evaluieren, ob die verstérkte
CEACAM1-Expression im LN-Sinusendothel dem Nachweis PSA-positiver Tumorzellen
vorausgeht. Hierzu wurden LN-Praparate von PCa-Patienten mit verschiedenen
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Gleason Scores und LN-Metastasierungsstatus (G=<7/pN0, G=<7/pN1, G>7/pN1) mittels
Doppel-Immunfarbung mit AB gegen CEACAM1 und PSA mikroskopisch analysiert
(Abb. 18).

merge &

{ et 2y
gt

Abbildung 18: Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule-1 (CEACAML,
Ccl,) und Prostata-spezifisches Antigen (PSA) Doppel-Immunfarbung an LN-
Gewebeschnitten von PCa-Patienten mit unterschiedlichem Gleason-Score (G) und LN-
Status (pNO/pN1)

CEACAM1-Farbung: Ccl, 3,3-Diaminobenzidin (DAB) braun/schwarz, PSA-Farbung: Indocarbocyanin
(Cy5), weil3. merge: Ubereinander gelagerte Bilder. Gegenfarbung mit Himalaun. Schwarze Pfeile:
CEACAM1-positive Bereiche im LN-Gewebe; schwarze Pfeilképfe: CEACAM1-positive Zellen; weil3e Pfeile:
PSA-Expression in PCa-Zellen im LN; weilRe Pfeilkdpfe: PSA-positive Zellen. Scale-bar=100 pum.
Obere Reihe: reprasentatives LN-Gewebe eines G<7/pNO0-Patienten: CEACAM1-positives/PSA-negatives
Sinusendothel im Intermediarsinus. Mittlere Reihe: reprasentatives LN-Gewebe eines G>7/pN1-Patienten:
Zellansammlung im Intermediérsinus: aullere CEACAM-positive Zellreihe und zentral gelegene PSA-
positive Zellen. Untere Reihe: reprasentatives LN-Gewebe eines G>7/pN1-Patienten: LN-Préparat mit
starker morphologischer Verdnderung durch die metastasierten PCa-Zellen mit deutlich ausgepragter
,Driusenbildung®; ,drusig“, stark PSA-positive Bereiche teilweise mit luminaler CEACAM1-Expression.

Nach der CEACAM1/PSA-Doppel-Immunfarbung wird CEACAM1 im humanen PCa-
LN-Gewebe von Gs<7/pNO-Patienten in den Sinusendothelzellen des Rand- und
Intermediarsinus der PSA-negativen LN exprimiert (Abb. 18, obere Reihe).

Bemerkenswert war, dass diese LN-Praparate eine positive CEACAM1-Immunreaktion
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im Sinusendothel aufwiesen, bevor eine histopathologisch nachweisbare Tumorzell-
Metastasierung (pNO) stattgefunden hatte. Bei einigen LN von G>7-Patienten traten
Zellansammlungen mit einem speziellen CEACAM1/PSA-Expressionsmuster mit aul3en
liegenden stark CEACAM1-positiven Zellen und zentralen stark PSA-positiven Zellen auf
(Abb. 18 mittlere Reihe). LN-Praparate von G>7/pN1-Patienten mit starker
morphologischer Veranderung (Drisen mit vergleichbarer Morphologie wie G3-
Tumordrisen in der PCa-Prostata) zeigten eine starke PSA-Expression. Nur vereinzelt
wiesen diese Tumordrisen eine luminale CEACAM1-Expression (Abb. 18 untere Reihe,
schwarze Pfeile).

3.4 Expressionsanalyse von CEACAM1 und PSA im humanen PCa-
Prostatagewebe
Zur Analyse eines potentiellen Zusammenhangs zwischen dem CEACAM1-/PSA-
Expressionsmuster in der Prostata und der Malignitat des PCa-Gewebes wurden PCa-
Prostatapraparate von G<7/pNO-Patienten (G3+3 und G3+4, n=5), G=7/pN1-Patienten
(G3+4, n=3) und G>7/pN1-Patienten (n=3) immunhistologisch mit AB gegen CEACAM1
und PSA angefarbt und quantitativ analysiert (Abb. 19 und Abb. 20). Fir die quantitative
Analyse wurden bei jedem PCa-Prostatapraparat alle Prostatadriisen hinsichtlich ihrer
Morphologie und der Intensitat der CEACAM1- und PSA-Expression ausgewertet. Bei
der Auswertung wurden die Prostatadriisen nach folgenden Kriterien klassifiziert:
normale ein- bis zweischichtige Prostatadrisen:
o mit deutlicher CEACAM1- (Cc1") und PSA-Expression (PSAY)
o mit deutlicher CEACAM1- (Cc1*) und verminderter PSA-Expression (PSAY)
o mit verminderter CEACAM1- (Cc1") und deutlicher PSA-Expression (PSAY)
G3-Tumordrisen:
o mit deutlicher CEACAM1- (Ccl¥) und PSA-Expression (PSA")
o mit verminderter CEACAM1- (Cc1"°%) und deutlicher PSA-Expression (PSA*)
o mit deutlichere CEACAM1- (Cc1*) und verminderter PSA-Expression (PSA"")
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Abbildung 19: Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule-1 (CEACAML,
Ccl) und Prostata-spezifisches Antigen (PSA) Doppelimmunfarbung an humanem PCa-
Prostatagewebe von Patienten mit unterschiedlichem Gleason-Score (G) und LN-Status
(PNO/pN1)

CEACAM1-Féarbung: Ccl, 3,3-Diaminobenzidin (DAB) braun/schwarz, PSA-Farbung: Indocarbocyanin
(Cy3/Cyb5), rot-weill. merge: Ubereinander gelagerte Bilder. Cc1*/PSA*: deutliche Ccl/PSA-Expression;
Ccl1v/PSAw: verminderte Ccl/PSA-Expression. Gegenfarbung mit Hamalaun. Erste Reihe: PCa-
Gewebe eines G<7/pNO-Patienten mit normalen ein- bis zweischichtigen Prostatadriisen (rechts im Bild
und Zoom-Inset) und einer G3-Tumordrise (unten links im Bild) mit Ccl*/PSA*-Expression
(schwarze/weiRe Pfeile) Scale-bar=100 um. Zweite Reihe: PCa-Gewebe eines G<7/pNO-Patienten mit
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heterogenem Ccl/PSA-Expressionsmuster: 1) Cc1*/PSA*-Prostatadriisen (schwarze (erstes und letztes
Bild) / weiRe (mittleres Bild) Pfeile); 2) Cc1°%/PSA*-Prostatadriisen (weilRe Pfeile in allen drei Bildern); 3)
Ccl*/PSA-Prostatadriisen (weil3e Pfeilkdpfe in allen drei Bildern). Dritte Reihe: PCa-Gewebe eines
G=7/pNO-Patienten mit G3-Tumordrisen mit Ccl*/PSA*-Expression (schwarze/weile Pfeile). Scale-
bar=100 um. Vierte Reihe: PCa-Gewebe eines G=<7/pN1-Patienten mit deutlicher Anreicherung von G3-
Tumordriisen und einem verminderten Stroma-Anteil, G3-Tumordriisen mit Ccl'“¥/PSA*-Expression
(schwarze Pfeilkdpfe (erstes und letztes Bild)/ wei3e Pfeile (mittleres Bild) aufweisen. Scale bar=40 um.
Funfte Reihe: PCa-Gewebe eines G>7/pN1-Patienten mit G4-Tumordriisen mit Cc1'°¥/PSA*-Expression
(weil3e Pfeile in allen Bildern; * benachbarte Ccl*-GeféaRRe. Scale-bar=100 pm.
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Abbildung 20: Quantitative Analyse des Expressionsmusters des Carcinoembryonic
antigen-related cell adhesion molecule-1 (CEACAM1/CC1l) und des Prostata
spezifischen Antigens (PSA) an PCa-Prostatagewebe von Patienten mit verschiedenen
Gleason Scores (G=<7/G>7) und mit- und LN-Metastasen (pNO/pN1)

Ccl1*/PSA*: deutliche CEACAMI1/PSA-Expression; Ccl°%/PSAow: verminderte CEACAMI1/PSA-
Expression. A. Ccl-Expression in normalen ein- bis zweischichtigen Prostatadrisen: Anteil (%) der
normalen ein- bis zweischichtigen Prostatadrisen mit Ccl*/PSA*-Expression: G=<7/pNO > G=<7/pN1
(p=0,0002); G=<7/pNO > G>7/pN1 (p=0,0027); G=7/pN1 > G>7/pN1 (p>0,0001). Die epitheliale Ccl*-
Expression nimmt in normalen ein- bis zweischichtigen deutlich PSA*-Prostatadriisen mit zunehmender
Malignitat signifikant ab. B. Ccl- und PSA-Expression in normalen ein- bis zweischichtigen
Prostatadriisen: Heterogene CEACAM1/PSA-Expression in normalen ein- bis zweischichtigen
Prostatadriisen. Schwarze Balken: Anteil (%) an Prostatadriisen mit Ccl*/PSA°"-Expression, weilRe
Balken: Anteil (%) an Prostatadriisen mit Cc1'“¥/PSA*-Expression. Ausgewertet wurden G3+3 (pNO; n=2),
G3+4 (pNO; n=3), G3+4 (pN1; n=3) und G>7 (pN1; n=3) PCa-Prostataschnittpraparate. G3+3/pN0)-PCa-
Patienten wiesen keine normalen ein- bis zweischichtigen Prostatadriisen mit Cc1'°Y/PSA*-Expression auf,
dieses heterogene Expressionsmuster trat erstmals bei den G3+4/pNO-Patienten auf. Der Anteil an
Prostatadriisen mit Cc1*/PSA°“-Expression nahm mit zunehmendem Malignitatsgrad (von G3+3 bis G>7)
zu. Signifikante Unterschiede: Ccl*/PSA“-Expression — G3+3/pNO-Patienten < G>7/pN1-Patienten
(p=0,0006); Cc1'°%/PSA*-Expression — G3+4/pNO-Patienten < G3+4/pN1-Patienten (p=0,0252); G3+4/pNO-
< G>7/pN1) Patienten (p= 0.0291); G3+4/pN1-Patienten < G>7/pN1) Patienten (p=0,0144). C. Cc1- und
PSA-Expression in G3-Tumordrisen: heterogene Ccl/PSA-Expression in G3-Tumordriisen. Analysiert
wurden n=2377 G3-Tumordriusen in G<7/pN1- und n=52 G3-Tumordriisen in G>7/pN1-Patienten. Mit
zunehmendem Malignitatsgrad nahm die Anzahl an G3-Tumordrisen und die Anzahl der Ccl*/PSA*-
Tumordrisen ab. Signifikante Unterschiede: Ccl*/PSA*-Tumordrisen — G<7/pN1-Patienten > G>7/pN1-
Patienten (p<0,0001). G>7/pN1-Patienten — Cc1V/PSA*-Tumordriisen < Ccl*/PSA*-Tumordriisen
(p<0,0001).
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Laut der Auswertung der CEACAM1/PSA-Expression (Abb. 19 und 20) in humanem
PCa-Prostatagewebe mit unterschiedlichem Gleason Score nahm der Anteil an
normalen ein- bis zweischichtigen Ccl*/PSA*-Prostatadrisen mit zunehmendem
Malignitatsgrad der Patienten (G<7/pN0 > G=7/pN1 > G>7/pN1) signifikant ab (Abb.
20.A). Daher wurde das Muster der CEACAM1- und PSA-Expression mit zunehmendem
Gleason Score der Patienten heterogener. Es traten sowohl Cc1°Y/PSA*-Driisen als
auch Driisen mit Cc1*/PSA"-Driusen auf (Abb. 19, zweite Reihe und Abb. 20.B). Bei
G3+3/pN0-PCa-Patienten fehlten normale ein- bis zweischichtige Ccl/PSA*-
Prostatadriisen. Dieses Expressionsmuster trat erstmals bei G3+4/pNO-Patienten auf
(Abb. 20.B). Weiterhin nahm der Anteil an normalen ein- bis zweischichtigen
Ccl*/PSA"-Prostatadriisen mit zunehmendem Malignitatsgrad (von G3+3 bis G>7) zu
(Abb. 20.B). Sowohl G3+4/pNO- als G3+4/pN1 Patienten zeigten im Vergleich zu
G>7/pN1-Patienten signifikant geringere Anteile an normalen ein- bis zwei-schichtigen
Ccl°Y/PSA*-Prostatadriisen (Abb. 20.B).

G3-Tumordriisen weisen eine &ahnliche Morphologie wie die normalen ein- bis
zweischichtigen Prostatadriisen auf, waren aber immer einschichtig (Abb. 19, dritte und
vierte Reihe). Mit zunehmendem Malignitatsgrad der Patienten nahm der Anteil an
Ccl*/PSA*-G3-Tumordrisen ab (Abb. 20.C; G=7/pNO-Patienten = 100 % (Abb. 19, dritte
Reihe, n=3320 Drisen) G<7/pN1-Patienten = 77 %, G>7/pN1-Patienten = 50 %).
G<7/pN1-Patienten zeigten erstmals Ccl1°¥/PSA*-G3-Tumordriisen (Abb. 20.C). Bei
G>7/pN1-Patienten betrug der Anteil der Cc1'°“/PSA*- G3-Tumordriisen 50 % (Abb. 19
vierte Reihe, Abb. 20.C). Die G4-Tumordrisen (Abb. 19, fiinfte Bildreihe), die
vorwiegend bei G>7/pNi1-Patienten vorkamen, zeigten ein  Ccl°Y/PSA*-
Expressionsmuster. Weiter wurden in der ndheren Umgebung der G4-Tumordriisen

Ccl-positive angiogen-aktivierte Gefal3e (Abb. 19 flinfte Reihe, *) detektiert.

3.5 Analyse der CEACAM1-Expression im Mausmodell
Analog zu den humanen Gewebeproben wurden auch murine Prostata- und LN-
Praparate hinsichtlich ihrer CEACAM1-Expression analysiert. Dabei zeigten B6.J-wt-
Tiere eine deutliche epitheliale CEACAM1-Expression im Prostatadriisenepithel (Abb.
21), wahrend benachbarte BlutgefaRe CEACAM1-negativ waren (Abb. 21). In Cclko-
Mausen liel3 sich keine positive Immunreaktion im Prostatadrisenepithel detektieren
(Abb. 21). In den LN trat weder in den wt- noch in den Cclko-M&usen eine positive
Immunreaktion auf (Abb. 21).
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Abbildung 21: Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule-1 (CEACAML,
Ccl), Immunfarbung an Prostata- (oben) und LN-Gewebe (unten) von normalen B6.J-
Wildtyp-(wt)- und CEACAM1-knock-out-(Cclko)-Mausen

CEACAM1-Farbung: Ccl, 3,3-Diaminobenzidin  (DAB) braun/schwarz.  Gegenfarbung  mit
Kernechtrot. Scale bar=100 um. Obere Reihe, links: Prostatadrisenepithel einer B6.J-wt-Maus mit
deutlicher luminaler Cc1-Farbung (schwarze Pfeile), benachbartes Blutgefal (BV) Ccl-negativ (schwarzer
Pfeilkopf); Oben Reihe rechts: fehlende Ccl-Immunfarbung im Prostatadriisenepithel (schwarze Pfeile)
und in den angrenzenden BV (schwarzer Pfeilkopf) in Cclko-Méausen; Untere Reihe: fehlende Ccl-
Immunreaktion in Gewebe pelviner LN von B6.J-wt-Mausen (links) und Cclko-Tieren (rechts)

Fir die Analyse der CEACAM1-Expression in den Lymphgefaf3en wurde eine
CEACAM1/Podoplanin-Doppel-Immunfluoreszenz-Farbung an B6.J-wt-
Prostatapraparaten durchgefihrt (Abb. 22). Podoplanin-positive Lymphgeféal3e der
normalen gesunden Prostata exprimierten kein CEACAM1 (Abb. 22).
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Abbildung 22: Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule-1 (CEACAM1,
Ccl), und Podoplanin Doppel-Immunfluoreszenzfarbung an normalem B6.J-Wildtyp-

Prostatagewebe

CEACAM1-Farbung: Ccl, Streptavidin Alexa 488 (Cy2) gruin, Podoplanin-Farbung: Indocarbocyanin (Cy3),
rot. merge: Ubereinander gelagerte Bilder. Weil3e Pfeilkdpfe: Ccl-positives Prostatadriisenepithel (Ccl,
merge), weile Pfeile: benachbart liegende Podoplanin-positive LymphgefafRe (Podoplanin, merge).
Podoplanin-positive LymphgeféaRRe exprimierten kein Ccl (merge). Kernfarbung mit 4‘,6‘-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI, blau); Scale-bar=100 pm.

Im folgendem wurde das transgene Maus-PCa-Modell TRAMPC1 von Greenberg
et al. [116] analysiert, bei dem die Tiere Androgen-abhéangig mit Beginn der
Geschlechtsreife orthotop ein PCa entwickeln. Die PCa-Tumorzellen lassen sich tber
einen SV40-AB detektieren (Abb. 23, links). In friihen PCa-Stadien (HGPIN) wurde
CEACAM1 im Sinusendothel der LN verstarkt exprimiert (Abb. 23, Mitte) noch bevor

eine Tumorzell-Metastasierung stattgefunden hatte (Abb. 23, rechts).
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Abbildung 23: Simian virus 40 (SV40) und Carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule-1 (CEACAM1, Ccl) Einzel-Immunfarbungen an Prostata- und LN-
Gewebe einer Transgenic adenocarcinoma of the mouse prostate-(TRAMPC1-Maus im
shighgrade® prostatische intraepitheliale Neoplasie (HGPIN)-Stadium im Alter von 12

Wochen postnatal

SV40-/CEACAM1-Farbung: Ccl, 3,3-Diaminobenzidin (DAB) braun/schwarz. Gegenfarbung mit
Kernechtrot. Scale-bar=100 pm. links: Die SV40-Immunfarbung des Prostatagewebes zeigte eine murine
Prostatadrise mit HGPIN (*) mit einer deutlichen Expression des SV40-Tumor-Antigens (Tag) (schwarzer
Pfeil). Mitte: Ccl Immunféarbung an pelvinem LN-Gewebe. schwarze Pfeilkdpfe: Ccl-positiver Randsinus.
rechts: SV40-Immunférbung an demselben LN-Schnitt wie in der CEACAM1-Immunfarbung. Das LN-
Praparat war Tumorzell-frei, und zeigte keine SV40-positiven metastasierten Tumorzellen.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung des Zelladh&sionsmolekils
CEACAM1 fir die Lymphangiogenese analysiert. Dazu wurde die CEACAM1-
Expression im Prostatagewebe von Patienten mit metastasiertem bzw. nicht-
metastasiertem PCa und in den zum diagnostischen Staging entnommenen LN
(potenzielle Metastasierungsorte) untersucht. Zudem wurde die Eignung von CEACAM1
und PSA als Pradiktoren der LN-Metastasierung und als Tumormarker evaluiert. Hierfur
wurde humanes PCa- und LN-Gewebe von Niedrig-Risiko-PCa-Patienten (G<6) von
Patienten mit mittlerem Risiko (G=7) und von Hoch-Risiko-PCa-Patienten (G>7)
Patienten [4] mit Hilfe von IHC-Farbungen analysiert und quantitativ ausgewertet. Aus

den vorliegenden Befunden lassen sich folgende Aussagen ableiten:

1) CEACAM1 ist beim PCa an der Regulation der Angiogenese und
Lymphangiogenese beteiligt.

2) Metastasierende PCa-Tumorzellen bilden in PCa-LN teilweise CEACAM1-
exprimierende Zellkluster.

3) Die durch ein primdres PCa in den LN-Sinusendothelzellen ausgeltste
CEACAM1-Expression ist vor dem histologischen Nachweis von PCa-
Tumorzellen bereits im pNO-Stadium detektierbar.

4.) PCa-Prostatadriisen zeigen bei einem Gleason Score 3+3 und 3+4 eine
heterogene CEACAM1- und PSA-Expression.

5) Die CEACAM1-Expression in PCa Zellkluster in LN ist auf die au3eren Zellreihen
beschrankt.

6.) Im TRAMPC1 PCa-Mausmodell lie3en sich die die humanen Daten hinsichtlich
der frihzeitigen CEACAM1-Expression in LN im Zuge der Metastasierung

bestatigen.

4.1 CEACAM1 als regulativer Mediator der Angiogenese und
Lymphangiogenese

Das fur die Regulation der epithelialen Zellproliferation zustandige CEACAML1 ist im

normalen Prostatagewebe auf der zum Lumen gerichteten Seite der Drisenepithelzellen

lokalisiert [96]. Die HGPIN stellt eine fakultative Prakanzerose des PCa dar. HGPIN-

Areale weisen in der direkten Drisenumgebung eine hohere GefalRdichte auf [118, 119].

Waéhrend normale Prostatadrisen mit starker luminaler CEACAM1-Expression keine

CEACAM1-positiven Gefal3e in der Driisenumgebung besitzen [99], beobachteten Tilki
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et al. (2006) parallel zur Verringerung der epithelialen CEACAM1-Expression in den
HGPIN-Drisen eine verstarkte endotheliale CEACAM1-Expression in benachbarten
kleinen BlutgefalRen [99]. Weiterhin fanden die Autoren vereinzelt CEACAM1-positive
BlutgefalRe innerhalb von G3-(G3+3)-PCa-Arealen, in denen die Tumordriisen eine
starke epitheliale CEACAM1-Expression aufwiesen [99]. In einer weiteren Arbeit zeigten
Kilic et al. (2007), dass beim PCa umliegende Lymphgefa3e, die im normalen
Prostatagewebe kein CEACAML1 exprimierten, CEACAM1-positiv wurden, wenn sie in
enger Nachbarschaft zum PCa-Tumorgewebe lagen [102]. Die CEACAM1-Expression
war besonders in den LymphgefaRen der Tumorumgebung (T.S.) in einer gewissen
Entfernung vom eigentlichen Tumor stark ausgepragt [102]. In noch nicht publizierten
Voruntersuchungen konnte unsere Arbeitsgruppe — ahnlich wie die hier prasentierten
Befunde zum PCa — in menschlichem Harnblasenkarzinomgewebe neben einer starken
CEACAM1-Expression im Lymphendothel, CEACAM1-positive-Tumorzellcluster im
Lumen der CEACAM1-positiven LymphgefalRe nachweisen. Dabei fiel besonders auf,
dass die randstandigen Tumorzellen des Zellclusters eine starke CEACAM1-Expression
aufwiesen, wahrend Tumorzellen im Inneren des Zellclusters eine eher moderate
CEACAM1-Expression zeigten. Basierend auf diesen Vorergebnissen stellte sich die
Frage nach der potentiellen Rolle von CEACAML bei der lymphogenen Metastasierung
des PCa. Zur Validierung der Befunde dieser Vorstudien wurde in der vorliegenden
Studie in Gewebepraparaten von PCa-Patienten die Expression von CEACAML1 in Blut-
und Lymphgefal3en untersucht. Hierzu wurden Doppelimmunfluoreszenzfarbungen mit
einem humanen CEACAM1-AB und dem BlutgefalRendothelmarker CD31 bzw.
LymphgefaBmarker Podoplanin durchgefihrt.

Laut den CEACAM1/CD31-Doppelimmunfluoreszenzfarbungen exprimierten
angiogen-aktivierte BlutgefaRen bereits bei fakultativen Prakanzerosen (PIN-Stadium) in
der Nahe der PIN-Drisen CEACAM1, wobei diese PIN-Drisen eine verminderte
epitheliale CEACAM1-Expression aufwiesen. Zudem wurden angiogen-aktivierte
CEACAM1-positive Blutgefal3e in der Tumorumgebung und in der Nahe von G3-Arealen
(Abb.10) detektiert.

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass es in prakanzerogenen PCa-Stadien
(PIN-Arealen) und in der Tumorumgebung zu einer gesteigerten angiogenen Aktivitat in
den kleinen BlutgefalRen kommt. Eine CEACAM1-Expression in groRen BlutgefalRen
wurde dagegen nicht beobachtet. Vermutlich begtinstigt eine friilhe Vaskularisierung und
damit erhohte Nahrstoffversorgung in den PIN-Arealen das Tumorwachstum. Eine

effiziente Vaskularisierung der Tumorumgebung ist fir das Wachstum des Primarius
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unverzichtbar. In Bereichen um G3-Tumordrisen waren deutlich weniger angiogen-
aktive Blutgefal3e vorhanden als in den PIN-Arealen oder der Tumorumgebung. In der
Nachbarschaft von G4-(4+4)-Tumordriisenarealen wurden nur noch wenige CEACAM1-
positive  BlutgefalRe detektiert. Die aufgrund der stark fortgeschrittenen
Dedifferenzierung moderate Angiogenese in spaten Tumorstadien begrenzt die weitere
lokale Ausbreitung des Tumors.

Laut Tilki et al. (2006) [99] geht die verminderte epitheliale CEACAM1-Expression in
den HGPIN-Drisen mit einem Anstieg der VEGF-Konzentration und einer endothelialen
CEACAM1-Expression in kleinen Blutgefal3en einher, was zu einer erhohten
Angiogenese-Rate fuhrt. Auch eine VEGF-Stimulation in kleinen Blutgefal3en bewirkt
eine verstarkte endotheliale CEACAM1-Expression [91]. Bei einer verminderten
epithelialen CEACAM1-Expression in G3-Tumordisen kommt es dagegen vermutlich
nur zu einem moderaten Anstieg der VEGF-Konzentration in den kleinen BlutgefaRen
und folglich auch zu einer CEACAM1-Expression in einem Teil der assoziierten
BlutgefalRe [99]. G4-Areale zeigen lediglich eine moderate CEACAM1-Expression in den
an den Tumordrisen angrenzenden kleinen Blutgefal3en [99].

Die CEACAM1-Podoplanin-Doppelimmunfarbung an humanem PCa-Gewebe zeigte
in der vorliegenden Studie eine verstarkte endotheliale CEACAM1-Expression in
Podoplanin-positiven Lymphgefaen. Die quantitative Analyse ergab deutliche
Unterschiede bei der lymphendothelialen CEACAM1-Expression in verschiedenen
Tumorarealen (Tumorumgebung, PIN-Areale, G3-Areale, G4-Areale und G5-(5+5)-
Areale). Die Ergebnisse belegten eine signifikant erhhte CEACAM1-Expression in den
angiogen-aktivierten Lymphgefaf3en im Bereich der Tumorumgebung und in den PIN-
Arealen im Vergleich zu G3- und G4-Arealen (Abb. 11). Der Vergleich der G3- und G4-
Areale ergab eine signifikant héhere Anzahl CEACAM1-positiver Lymphgefal3en in G3-
Arealen (Abb. 11). In G5-Arealen wurden keine CEACAM1-positiven Lymphgefal3e
nachgewiesen (Abb. 11).

Somit unterstitzen die vorliegenden Ergebnisse die These, dass CEACAM1 beim
PCa eine wichtige Rolle bei der Lymphangiogenese spielt. Die Bedeutung der
Lymphangiogenese scheint mit dem Fortschreiten der Dedifferenzierung des PCa-
Tumorgewebes immer weiter abzunehmen, da die Anzahl an CEACAM1-positiven
LymphgefaRen in den G3- und G4-Arealen “im Vergleich zur Tumorumgebung und in
den PIN-Arealen signifikant reduziert war (Abb. 11). In G5-Arealen waren Podoplanin-
positive LymphgefaRen nicht mehr nachweisbar. Dies kénnte durch den Ansteig des

interstitiellen Drucks in solchen soliden Tumormassen erklart werden, weil
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Lymphkapillaren einem solchen Druck nicht standhalten und dadurch bis zur
Funktionslosigkeit komprimiert werden konnen. Da LN-Metastasen pathogenetisch erste
Symptome einer gesteigerten Malignitat des Tumors darstellen und bei ihrem Auftreten
die Prognose betroffener Patienten deutlich sinkt [64], kann davon abgeleitet werden,
dass LymphgefaRe malgeblich am Transport der Tumorzellen in umliegendes
lymphatisches Gewebe beteiligt sind und damit am Anfang der Metastasenbildung von
entscheidender Bedeutung sind.

Zahlreiche Studien belegen die Bedeutung einer ausreichenden Gefal3- und
Lymphangiogenese fur das Tumorwachstum [69, 77, 103, 104]. Vergleichbar mit den
Befunden der vorliegenden Arbeit wiesen Kilic et al. (2007) beim Harnblasenkarzinom,
in CIS-Arealen beim Hodenkrebs sowie in PCa-PIN-Arealen die Bedeutung von
CEACAM1 fur die Lymphangiogenese nach [102]. Weiter zeigten die Autoren, dass eine
endotheliale CEACAM1-Uberexpression in einer humanen Lymphendothel-Zelllinie zu
einer gesteigerten VEGFR-3-Expression fuhrt [102] und dass eine verminderte
epitheliale CEACAM1-Expression im Harnblasenkarzinomgewebe die Expression pro-
lymphangiogener Faktoren (VEGF-C, VEGF-D) erhoht [97, 99]. Ahnliche Ergebnisse
wurden in vivo bei der humanen PCa-Zelllinie DU-145 beobachtet [97, 99]. Die
Wachstumsfaktoren VEGF-C und VEGF-D binden mit hoher Affinitat an VEGFR-3 und
stimulieren die Lymphangiogenese [69, 76-78, 106, 120]. Eine erhéhte VEGF-C- und
VEGF-D-Expression fordert in Tumoren die Lymphangiogenese und erhéht das Risiko
einer LN-Metastasierung [69, 76-78].

Weiter zeigten Padera et al. (2002), dass intratumorale LymphgefaR3e kollabieren [80],
was die vorliegende Beobachtung erklaren konnte, dass bei Patienten mit einem
héheren Gleason Score Podoplanin-positive LymphgefaRe weniger bzw. nicht mehr
nachweisbar waren (Abb. 11). Lymphkapillaren werden durch eine Endothelzellschicht
und eine darunterliegende diskontinuierliche Basalmembran gebildet, und sind im
Gegensatz zu Blutgefalen nicht mit zirkularen Perizyten ausgestattet [121]. Daher
neigen lymphatische Kapillaren bei hdherem Gewebsdruck eher zum Kollabieren als
GefalRkapillaren.

In der vorliegenden Studie nahm die CEACAM1-Expression mit Zunahme des
Gleason Scores in den angiogen-aktivierten LymphgefaRe deutlicher ab als in den
angiogen-aktivierten Blutgefal3en. Dieser Befund lasst sie Schlussfolgerung zu, dass
sowohl die GefalRangiogenese als auch Lymphangiogenese in non-invasiven

Prakanzerosen (PIN) und in der Tumorumgebung eine wichtige Rolle fur die
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Tumorgenese spielt. In spaten PCa-Stadien (G4) und in intratumoralen Arealen ist

jedoch ausschliel3lich die GefaRangiogenese von Bedeutung.

4.2 Cluster metastasierender PCa-Tumorzellen mit CEACAM1-
Expression in PCa-LN

Aufgrund seiner verminderten Expression in verschiedenen Tumoren (Kolonkarzinom
[122], PCa [123]) wurde CEACAML1 eine tumorsuppressive Wirkung zugeschrieben
[123]. Der Fokus bisheriger PCa-Studien lag hauptséchlich auf der Analyse von
humanem PCa-Prostatagewebe [102]. In der vorliegenden Dissertation sollte daher die
Rolle von CEACAM1 bei der lymphogenen Metastasierung von PCa analysiert werden.
Hierzu wurde humanes LN-Gewebe, das bei einer radikalen retropubischen
Prostatektomie entnommen wurde, auf einer frilhen Metastasierung untersucht. Auf der
Basis histopathologischer Befunde wurden Schnittpraparate mit (pN1) bzw. ohne
lymphogene Metastasierung (pNO) unterschieden.

Zunachst erfolgte eine morphologische Analyse der humanen PCa-LN mit einer HE-
Ubersichtsfarbung. Humane PCa-LN mit Tumorzellinfiltration (pN1) wiesen
morphologische Veranderung bis hin zur Bildung von ,Tumordriisen® auf (Abb. 12). In
den Bereichen zwischen den ,Tumordrisen® im Tumorstroma lagen zahlreiche Gefalie
(Abb. 12). In LN mit einer starken ,Drisenbildung® waren die in pNO-LN-Préparaten
nachweisbaren Sinusoide (Abb. 12 obere Reihe) aufgrund der fortgeschrittenen
Dedifferenzierung des lymphatischen Gewebes nicht mehr erkennbar (Abb. 12 und Abb.
13).

Mittels IHC-Analysen mit einem CEACAM1-AB wurde anschlieBend CEACAML1 in
den Sinusendothelzellen und fibroblastischen Retikulumzellen der lymphatischen
Sinusoide in PCa-pNO-LN-Geweben nachgewiesen (Abb. 13 obere Reihe, Tab. 9). Auch
in den pN1-LN-Préparate ohne ,Drusenbildung® waren CEACAM1-positive Zellen
nachweisbar (Abb. 13 mittlere Reihe, links, Tab. 9). PCa-pN1-LN mit ,Drisenbildung®
(Abb. 13 mittlere Reihe, rechts) zeigten eine deutlich geringere CEACAM1-Expression
im Vergleich zu pN1-LN ohne ,Drusenbildung” (Abb. 13 obere Reihe und mittlere Reihe,
links). Dabei beschrankte sich die CEACAM1-Expression der pN1-LN mit
,orusenbildung“ vorwiegend auf die ,Drisenlumina“ des LN-Randbereichs in der N&he
der Kapsel (Abb. 13 mittlere Reihe, rechts). Diese Lokalisation entsprach in etwa der
Lokalisierung der CEACAM1-Expression in normalen Prostatadrisen und G3-

Tumordrisen [99].
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4.3 CEACAM1-Expression in LN-Sinusendothelzellen vor dem
Auftreten von PCa-Tumorzellen

Aus IHC-Untersuchungen (Ergtin et al. nicht publiziert, Daten des Humanen Protein
Atlas [117]) ist bekannt, dass gesunde humane LN kein CEACAM1-exprimieren. Daher
war der vorliegende Nachweis der CEACAM1-Expression in Tumorzell-freien“ pNO-LN
ein moglicher Indikator fur eine Mikrometastasierung. Auch in dem hier verwendeten
murinen PCa-Tumormodell war in den LN eine CEACAM1-Expression nachweisbar
bevor die Tumorzellen das Gewebe erreichten (s. Abb. 23).

Zirkulierende Tumorzellen, die sich noch nicht im LN-Gewebe niedergelassen haben,
koénnten Faktoren sezernieren, die zu einer Expression von CEACAML1 im pNO-LN-Sinus
fihren und so die LN auf eine bevorstehende Metastasierung vorbereiten. Die friihe
Expression des Zelladhasionsmolekils CEACAM1 im Lymphsinus kénnte die
Ansiedlung metastasierender Tumorzellen begtinstigen.

In der vorliegenden Arbeit zeigten pN1-LN-Gewebe mit ,Drisenbildung® an den der
Lymphkapsel nahen Driisen (Abb. 13 mittlere Reihe, rechts) eine luminale CEACAM1-
Expression, wie sie auch in G3-Tumordriisen im PCa-Prostatagewebe detektiert wurde
(Abb. 11 und Abb. 19 dritte Reihe). Im PCa-Prostatagewebe (Abb. 19) kam es nach der
Ausbildung von G3-Tumordrisen mit zunehmender Malignitat (G>7) zu einer deutlichen
Suppression der CEACAM1-Expression (Abb. 19 vierte Reihe, Abb. 20 Grafik rechts
unten, Tab. 9) und zu einer Dedifferenzierung der physiologischen Zellstrukturen [96].

Da in der HE-Ubersichtsfarbung der humanen PCa-LN-Praparate eine auffallige
Gefaldichte im Tumorstoma der ,drisigen® pN1-LN-Praparate (Abb. 12 mittlere Reihe)
beobachtet wurde, sollte eine CEACAM1-/CD31-Doppel-Immunfluoreszenzfarbung
weiteren Aufschluss Uber eine mégliche Beteiligung von CEACAML bei der Angiogenese
im PCa-LN-Gewebe geben. Analog zum PCa-Prostatagewebe (Abb. 10) war auch im
PCa-LN-Gewebe (Abb. 14) CEACAM1 an der Angiogenese beteiligt. Die meisten
CEACAM1-positiven angiogen-aktivierten Blutgefa3e wurden bei Hochrisiko PCa-
Patienten im Tumorstroma zwischen den ,drisigen® Arealen detektiert (Abb. 14 weil3e
Pfeile).

Zur Analyse der Rolle von CEACAM1 bei der Lymphangiogenese im PCa-LN-
Gewebe wurden Doppelimmunfarbungen mit CEACAM1 und Podoplanin durchgefiihrt.
Die quantitative Auswertung (Abb. 18) zeigte einen signifikant hoheren Anteil an
CEACAM1/Podoplanin doppelt-positiven Lymphgefal3e in humanem PCa-LN-Gewebe
bei G=7 Patienten im Vergleich zu G>7 Patienten (Abb. 18 Grafik links). Dagegen war

die Anzahl an Podoplanin-positiven Lymphgefalien bei G>7 Patienten im Vergleich zu
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G<7 Patienten signifikant groBer (Abb. 18 Grafik rechts). Die erhdohte Anzahl an
Podoplanin-positiven Lymphgefalen im LN von G>7 Patienten war auf die erhdhte
Gefaldichte im Tumorstroma zwischen den ,drisigen” Arealen zurtickzufiihren (Abb. 18
untere Reihe; HE-Ubersichtsfarbung: Abb. 12 mittlere Reihe). Diese Befunde lassen den
Schluss zu, dass ahnlich wie im PCa-Prostatagewebe auch im LN-Gewebe CEACAM1
bei der Lymphangiogenese mit steigender Malignitat an Bedeutung verliert.

Die beobachtete CEACAML1-Expression in angiogen-aktivierten Blut- und
Lymphgefaf3en bei pNO- und pN1-PCa-LN konnte Giber den oben beschriebenen Effekt
einer erleichterten Ansiedlung von Tumorzellen aufgrund der Expression des
Zelladhasionsmolekiils einen weiteren Metastasierungsvorteil bieten. Die gesteigerte
Gefal3neubildung garantiert moglicherweise ein optimales Versorgungsmilieu fur die
beginnende Metastasierung. Vom Primarius produzierte Wachstumsfaktoren (VEGF-C,
VEGF-D) fordern die Gefal3- und Lymphangiogenese im LN-Gewebe und stellen das
Uberleben der ankommenden Tumorzellen sicher [124-127]. Auch ein gut ausgebildetes
Tumorstroma beguinstigt im tumordsen LN die Gefal3- und Lymphangiogenese und
damit die CEACAM1-Expression in angiogen-aktivierten Gefal3en. Dies konnte der
gesteigerten GefalR- und Lymphangiogenese in der Tumorumgebung der PCa-Prostata
entsprechen (Abb. 10 und Abb. 11).

Insgesamt lassen die vorliegenden Befunde darauf schlieRen, dass die frilhe
CEACAM1-Expression in den als ,Tumorzell-frei* diagnostizierten LN als Vorbereitung
auf die Tumorzellinvasion dient. Mdglicherweise lasst sich die bereits im pNO-LN-
Gewebe nachweishare = CEACAMI1-Expression als Indikator  fir  eine
Mikrometastasierung nutzen. Tumorpatienten mit einer CEACAM1-Expression im LN-

Sinus sollten unter besonderer Beobachtung stehen.

4.4 Heterogene CEACAML1- und PSA-Expression in PCa-Gewebe mit
einem Gleason Score 3+3 und 3+4

In den IHC-Analysen an humanem PCa-LN zeigten einzelne Zellen im Gewebe (Abb.
16) und in den Gefalllumina eine deutliche CEACAM1-Expression. Da auch
Lymphozyten, dendritische Zellen und nattrliche Killerzellen CEACAM1 exprimieren
[128-131], sollte ein geeigneter Marker gesucht werden, um CEACAM1-positive Zellen
als Tumorzellen zu klassifizieren. PSA wird bereits als Serummarker in der Diagnostik
von PCa-Patienten eingesetzt und wird als sicherer Pradiktor eingestuft [132-134]. In
IHC-Analysen wird PSA als Marker fir PCa-Prostatagewebe verwendet [28, 135-138].
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In der vorliegenden Arbeit sollte daher die Eignung von PSA als Marker fir
metastasierende Tumorzellen evaluiert werden.

Dazu wurde zunéachst die PSA-Expression in humanem PCa-Prostatagewebe mittels
Doppelimmunfarbungen analysiert. In den Prostatadriisen von Niedrigrisiko-PCa-
Patienten (Abb. 19 erste Reihe) war eine gleichmaliiig verstarkte CEACAM1- und PSA-
Expression nachweisbar. In Prostatadriisen von Mittel- und Hochrisikopatienten
entwickelten sich die CEACAMI1-/PSA-Expressionsmuster dagegen teilweise
gegenlaufig (Abb. 19 zweite Reihe). Neben zweischichtigen Prostatadriisen mit einer
reduzierten PSA-Expression (PSAY) und einer starken CEACAM1-Expression (Ccl*)
kamen auch PSA-positive Drisen (PSA*) mit einer reduzierten CEACAM1-Expression
(Cc1™) vor (Abb. 19 zweite Reihe, Abb. 20 Grafik links). Der Anteil an CEACAM1 und
PSA doppelt positiven Drisen (Ccl*/PSA*) nahm mit steigendem Gleason Score der
Patienten signifikant ab (Abb. 20 Grafik rechts oben).

Ahnliche Unterschiede zwischen Hochrisiko- und Mittel- bzw. Niedrigrisiko-PCa-
Prostatagewebe waren auch bei den G3-Tumordrusen detektierbar (Abb. 19 dritte und
vierte Reihe). Wahrend die meisten G3-Tumordrisen &hnlich wie die normalen
zweireihigen Prostatadriisen (Abb. 19 dritte Reihe) bei Niedrigrisiko PCa-Patienten eine
deutliche CEACAML1- und PSA-Expression (Ccl*/PSA*) zeigten, wurden bei Mittel- und
Hochrisiko PCa-Patienten auch G3-Tumordrisen mit einer deutlich verminderten
CEACAM1-Expression (Cc1/PSA*) detektiert (Abb. 20 Grafik rechts unten). G4-
Tumordrisen zeigten in den verbleibenden Driisenlumina neben einer starken PSA-
Expression eine verminderte CEACAM1-Expression (Ccl1°Y/PSA*) (Abb. 19 flnfte
Reihe). Eine CEACAMI1-Expression wurde primar in den angrenzenden kleinen
Gefallen im Stroma beobachtet (Abb. 19 flnfte Reihe).

Somit kénnte das CEACAMI1- und PSA-Expressionsmuster mdglicherweise
Aufschluss Uber den lokalen PCa-Malignitdtsgrad geben. Eine Abnahme des Anteils
CEACAM1/PSA-doppeltpositiver, zweireihiger Prostatadrisen (Abb. 20 Grafik rechts
oben) spricht fir einen zunehmenden Malignitatsgrad. Zweireihige Prostatadriisen mit
einer reduzierten CEACAMI1-Expression traten erst bei PCa-Patienten mit einem
intermedidren Risiko ab einem Gleason Score von G3+4 auf (Abb. 20 Grafik links) und
waren bei Niedrigrisiko PCa-Patienten mit einem Gleason Score von G3+3 nicht
nachweisbar (Abb. 20 Grafik links). Auch dieser Unterschied konnte zur Abschatzung
der Malignitat verwendet werden. Laut Busch et al. (2002) [96] zeigen PIN-Drisen
bereits eine deutlich herabgesetzte CEACAMI1-Expression. Laut den vorliegenden

Analysen bleibt trotz einer verminderten epithelialen CEACAM1-Expression die PSA-
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Expression in PIN-Drisen erhalten. Das erstmals bei PCa-Patienten mit intermedidrem
Risiko auftretende heterogene CEACAM1/PSA-Expressionsmuster (entweder
Ccl1*/PSA" oder Ccl°/PSA*) ist ein weiteres Unterscheidungsmerkmal zu den
Niedrigrisiko PCa-Patienten (Abb. 19 zweite Reihe, Abb. 20 Grafik links).

Auch eine Ccl-/PSA-Expressionsanalyse der G3-Tumordrisen im PCa-
Prostatagewebe kodnnte Hinweise auf das zu erwartende Metastasierungsverhalten des
Tumors geben. Es bestand ein deutlicher Unterschied innerhalb der intermediaren
Risiko-Gruppe bei PCa-Patienten ohne (pNO) und mit (pN1) LN-Metastasen. Wahrend
G3-Tumordriisen in G=7/pNO-PCa-Patienten in nahezu 100 % eine starke CEACAM1-
und PSA-Expression (Ccl*-/PSA") aufwiesen, wurde bei G<7/pN1-Patienten ein
deutlicher Rickgang dieses Expressionsmusters beobachtet. Auch Hochrisiko-PCa-
Patienten besalR3en signifikant weniger starke G3-Tumordriisen mit einer starken
CEACAM1- und PSA-Expression (Ccl*/PSAY) als G=7/pN1-Patienten (Abb. 19 dritte
und vierte Reihe, Abb. 20 Grafik rechts unten). Diese Unterschiede kénnten dazu genutzt
werden innerhalb der intermediaren Risiko-PCa-Patientengruppe zwischen Patienten
mit hoher und geringer LN-Metastasierungswahrscheinlichkeit zu unterscheiden.

Da CEACAML1 nur in normalen zweireihigen und tubuldren G3-Tumordriisen
exprimiert wird [96] und G4-Tumordrisen nahezu keine CEACAM1-Expression mehr
aufweisen [96], belegt die beobachtete moderate PSA-Expression in G4-Tumordriisen
[139] die fortgeschrittene Malignitat (Abb. 19 flinfte Reihe).

4.5 CEACAML1-Expressionsmuster in den PCa-Zellclustern der LN

Im Anschluss an die PCA-Expressionsanalyse in den PCa-Geweben sollte die
Eignung von PSA als Marker fir metastasierende Tumorzellen im LN-Gewebe analysiert
werden. Hierzu wurden Immunférbungen fir PSA bzw. Doppelimmunfarbungen fir
CEACAM1 und PSA an humanem PCa-LN-Gewebe mit und ohne LN-Metastasen
durchgefihrt.

Die PSA-Immunféarbung ergab ein deutliches Signal in den ,Tumordrisen®in pN1-LN
(Abb. 17 untere Reihe), wahrend in pNO-LN und in pN1-LN ohne ,Drisenbildung“ keine
PSA-positiven Zellen detektiert wurden (Abb. 17 obere Reihe). Die PSA-Expression in
den ,drisigen® Arealen der pN1-LN entsprach der PSA-Expression in den G3-
Tumordrisen des PCa-Prostatagewebes. Die CEACAM1/PSA-Doppelimmunfarbungen
sollten weiteren Aufschluss Uber den exakten Status der LN-Gewebe geben. Dabei
zeigte sich in pNO-LN eine starke CEACAM1-Expression im Sinusendothel ohne PSA-
Expression (Abb. 18 obere Reihe), wahrend in pN1-LN ohne erkennbare
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morphologische Veranderungen lokale Ansammlungen von Tumorzellclustern mit einer
starken CEACAM1- und PSA-Expression (Ccl*/PSA*) (Abb. 18 mittlere Reihe)
beobachtet wurde. Dabei waren die nach aul3en gerichteten Zellen der Tumorzellcluster
CEACAM1-positiv, wahrend zentral gelegene Tumorzellen PSA-positiv waren (Abb. 18
mittlere Bildreihe). pN1-LN mit ausgepragter ,Drisenbildung“ (Abb. 18 untere Reihe,
Mitte) waren analog zu den G3-Tumordrisen im Prostatagewebe von G>7/pN1-
Patienten (Abb. 19 vierte Reihe) PSA-positiv mit moderater CEACAM1-Expression (Abb.
18 untere Reihe).

Das vergleichbar starke CEACAM1- und PSA-Expressionsmuster der , Tumordriisen®
in den G3-Arealen der Prostata und in den ,drisigen® pN1-LN lasst den Schluss zu, dass
der Tumor an beiden Lokalisationen Mechanismen entwickelt, um sich vor der Reaktion
der umgebenden Zellen zu schiitzen. Auch in anderen humanen invasiven Tumoren (z.
B. Melanom, Magenkarzinom, Lungenkarzinom) wurde eine CEACAMI1-Expression
beobachtet [84]. Beim malignen Melanom férderte eine CEACAM1-Expression an der
invasiven Front die fortschreitende Metastasierung [113, 114]. Aufgrund der
Beschrankung der CEACAM1-Expression auf die randstéandigen Zellen der
Tumorzellcluster ist beim PCa von einem &hnlichen, die Metastasierung férdernden
Effekt auszugehen.

Laut Queisser et al. (2015) [28] kann PSA zur Detektion von PCa-LN-Metastasen
verwendet werden. Durch die zusatzliche Nutzung von CEACAML ist eine exakte
Klassifizierung des LN-Status mdglich, da nicht nur bislang unerkannte Mikrometastasen
detektiert, sondern auch spéatere Differenzierungsstadien gut gegeneinander abgrenzbar
sind. Die zusatzliche Analyse von Tumorzellmarkern wie Zytokeratine [26, 27] und den
Androgenrezeptor [140, 141] kbnnte ebenfalls dazu beitragen, den Prozess der PCa-LN-

Metastasierung besser zu verstehen.

4.6 CEACAM-Expression im TRAMPC1 PCa-Mausmodell

Zunachst wurde die CEACAMI1-Expression in Schnittpraparaten von gesundem
Gewebe einer B6.J-wt-Maus untersucht. Es zeigte sich eine deutliche luminale
CEACAM1-Expression im Prostatadrusenepithel (Abb. 21, 1. Reihe links; Abb. 22),
wahrend die umliegenden Blut- (Abb. 21, 1. Reihe links) und LymphgefaRe (Abb. 22)
keine CEACAM1-Expression aufwiesen. Das Fehlen einer CEACAM1-Immunreaktion in
Geweben von Cclko-M&ausen bestétigte die Spezifitdt des verwendeten CEACAM1-AB
(Abb. 21, 1. Reihe rechts).
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In den LN-Praparaten der B6.J-wt- (Abb. 21, 2. Bildreihe, links) und Cclko-Mé&use
(Abb. 21. 2 Reihe, rechts) war ebenfalls kein CEACAM1 nachweisbar. Damit entsprach
die CEACAML1-Expression im gesunden murinen Prostata- und LN-Gewebe dem
Expressionsmuster im gesunden humanen Gewebe.

In dem von Greenberg et al. [116, 142] entwickelten TRAMPC1-Maus-PCa-Modells
lasst sich die PCa-Entwicklung und lymphogene Metastasierung untersuchen.
Mannliche TRAMPC1-Mause exprimieren ab der Geschlechtsreife das SV40-Onkogen
im Prostatadriisenepithel, entwickeln im Alter von ~12 Wochen HGPIN, im Alter von ~24
Wochen PCa und ab ~30 Wochen LN-Metastasen, die sich mit Hilfe des SV40-AB
detektieren lassen [116]. In der vorliegenden Studie sollte mit dem transgenen
TRAMPC1-Maus-PCa-Modell die Rolle von CEACAM1 bei der lymphogenen
Metastasierung des PCa analysiert werden.

Méannliche TRAMPC1-Mause zeigten — wie von Greenberg et al. beschrieben — im
Alter von 12 Wochen eine deutliche SV40-Immunfarbung im Prostatadriisenepithel (Abb.
23, 1. Bild links) mit deutlichen HGPIN-Bereichen (Abb. 23, 1. Bild links). In den
regionalen pelvinen LN war eine deutliche CEACAM1-Expression im Sinusendothel der
LN, insbesondere im Randsinus-Bereich erkennbar (Abb. 23, 2. Bild, Mitte), noch bevor
eine Tumorzell-Metastasierung (Nachweis Uber SV40-Expression) stattgefunden hatte
(Abb. 23, 3. Bild links).

Damit waren die vorliegenden Ergebnisse beziiglich der CEACAM-Expression im
Rahmen der PCa-LN-Metastasierung im humanen und murinen System vergleichbar:
Gesunde LN exprimieren kein CEACAML. Bereits in frihen PCa-Stadien vor einer
histopathologisch nachweisbaren LN-Metastasierung wird das Sinusendothel
CEACAM1-positiv, was auf eine friilhe Mikrometastasierung hindeuten kénnte. Somit
kénnte CEACAML1 als friher diagnostischer Marker fur einen tendenziell zu erwartende
lymphogene Metastasierung beim PCa herangezogen werden. Durch die préazisere
prognostische Einschatzung konnten frihzeitig Patienten identifiziert werden, die von
einer engmaschigeren Kontrolle profitieren.

Zukunftige Analysen am Mausmodell mit Hilfe von miteinander gekreuzten
TRAMPC1- und Cclko-Mausen, konnten weiteren Aufschluss Uber die Rolle von
CEACAM1 bei der PCa-Entstehung und lymphogenen Metastasierung geben. Somit
ware es moglich den Zusammenhang zwischen der epithelialen CEACAM1-Expression
im Prostatadrusenepithel, die tumorsupprimierend wirkt, und der CEACAM1-Expression

im Sinusendothel der LN besser zu verstehen.
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5 Zusammenfassung

Der epithelialen Préasenz des Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecule-1 (CEACAM1) in Prostatadrusen wird eine tumorsupprimierende Funktion
zugeschrieben. Maligne Verénderungen des Prostatadrisenepithels bei einem PCa
fuhren zu einer Abnahme der epithelialen CEACAM1-Expression, zu einem Verlust der
Zellpolaritat und zu einer erhohten Zellproliferation (prostatische intraepitheliale
Neoplasie (PIN)). Wahrend des PIN-Stadiums exprimieren benachbarte Blut- und
LymphgefaRe CEACAM1. CEACAML1 selbst wirkt pro-angiogen und stimuliert die
Gefalineubildung und auch die Neubildung von Lymphgeféaf3en, Lymphangiogenese.
Seine Rolle in der Tumor-Lymphangiogenese und dadurch bedingten Metastasierung
von Tumoren wurde bisher nicht ausreichend geklart. Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle
von CEACAM1 bei der Iymphogenen PCa-Metastasierung anhand von
immunhistochemischen (IHC) Analysen am humanem PCa-Prostata- und Lymphknoten-
(LN)-Gewebe, sowie im Mausmodell zu analysieren.

Laut den Immunfluoreszenzanalysen traten in den PIN-Arealen signifikant mehr
CEACAM1-positive Blut- und Lymphgefale auf, als in den darauffolgenden
Tumorstadien. Weiter wurde eine CEACAM1-Expression in LN-Sinusgewebe bereits bei
Niedrig-Risiko-Patienten (pNO) detektiert. Diese frihe CEACAM1-Expression trat auch
in den LN im PCa-Mausmodell auf. Weiter wurde im LN-Gewebe von ,Hoch-Risiko“-
Patienten (pN1) eine luminale CEACAM1-Expression innerhalb der aus Tumorzellen
bestehenden Drusen beobachtet, die mit der CEACAMI1-Expression in nativen
Prostatadriisen vergleichbar ist. Auch das angiogen-aktivierte GefaRendothel von pNO-
und pN1-LN war CEACAM1-positiv. Bei Hoch-Risiko-Patienten (pN1) nahmen die
CEACAM1-positiven Blut- und Lymphgefal3e im Tumorstroma mit zunehmender
Dedifferenzierung des Gewebes ab. Die CEACAM1/PSA-Doppelimmun-
fluoreszenzanalysen ergaben eine heterogene Expression der beiden Marker bei
Intermediate-risk-Patienten  und mit  zunehmender Dedifferenzierung des
Tumorgewebes einen epithelialen Verlust der CEACAM1-Expression in den PSA-
positiven G3-Tumordrisen. Das Fehlen von PSA in pNO-LN und die nachweisbare
Expression von PSA in pN1-LN bestatigten PSA als geeigneten PCa-Zellmarker in LN.
In pN1-LN ohne Drisenbildung traten Zellansammlungen mit einer nach aul3en
gerichteten CEACAM1-positiven Front und einem im Zentrum liegenden PSA-positiven
Bereich auf. Diese Befunde belegen einen Zusammenhang zwischen der endothelialen
CEACAM1-Expression im Sinus und der Mikrometastasierungswahrscheinlichkeit im

pNO-LN-Gewebe von PCa-Patienten. Potentiell I&sst sich daher im Niedrig-Risiko-PCa-
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Patientenkollektiv Uber eine CEACAM1-Bestimmung in LN das Risiko fir eine

Metastasierung friihzeitig erkennen.
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