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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Vorbemerkungen

Nach den aktuellen Zahlen des Robert-Koch-Institutes lag deutschlandweit die
Inzidenz des Prostatakarzinoms 2008 bei 63440 Fallen (altersstandardisiert 110,9
pro 100000 EW) mit 12134 krebsbedingten Todesféllen (20,6 pro 100000 EW). Die
Inzidenz nahm seit 1999 um 50% (altersstandardisiert um 25%) zu. Damit ist das
Prostatakarzinom der haufigste Tumor des Mannes. Es stellt trotz seiner
mit 92% guten relativen 5-Jahres-Uberlebensrate die  dritthdufigste
Krebstodesursache dar. Neben der Verbesserung der Friherkennung dirfte auch
die Uberalterung der Gesellschaft zu einer Zunahme der Inzidenz gefiihrt haben.
95% aller Tumoren der Prostata sind Adenokarzinome. Prostatagewebe wachst
androgenabhangig, so dass sich allgemein ohne Androgene auch kein Karzinom
entwickelt. Alter, familidre Vorbelastung und ethnische Zugehdrigkeit sind die
einzigen gesicherten unbeeinflussbaren Risikofaktoren (Kdllermann, Erbersdobler,
Sauter 2007). Im zwei- bis mehrreihigen Driisengewebe der Prostata gibt es mit
den Basalzellen, den luminalen Drisenzellen und wenigen enterochromaffinen
Zellen drei Zelltypen. Aus den Basalzellen bzw. Stammzellen gehen die
Luminalzellen hervor. Ein morphogenetisches Modell besagt, dass sich ein
Karzinom aus Basalzellen durch zunehmende Entdifferenzierung und Verlust von
Basalzelleigenschaften entwickelt. Der Verlust der Basalzellschicht ist daher, neben
Kernatypien und veranderter Drusenstruktur, ein wichtiges diagnostisches
Kriterium (Totten et a/. 1953).

Es stehen mit dem Prostataspezifischen Antigen (PSA), der digitalrektalen
Untersuchung und verschiedenen bildgebenden Verfahren einige diagnostisch
hilfreiche Werkzeuge zur Verfiigung. Ein erhdhter PSA-Wert im Serum ist ein
Hinweis auf ein mdgliches Tumorgeschehen. Die sichere Diagnose des
Prostatakarzinoms erfolgt jedoch alleinig durch die pathologische Untersuchung
einer Stanzbiopsie oder auch von TURP-Gewebe (transurethrale Resektion der

Prostata). Meist kann sie eindeutig gestellt werden.
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Dennoch hat sich, insbesondere seit der Einflihrung der PSA-Reihenuntersuchung
zur Friherkennung in den 1980er Jahren, ein doppeltes Dilemma hinsichtlich der
Diagnostik und Therapie des Prostatakarzinoms ergeben. Zuvor wurden
Prostatakarzinome in der Regel beim dlteren Patienten festgestellt und waren zum
Diagnosezeitpunkt haufig schon in der digitalrektalen Untersuchung tastbar, mit
Symptomen durch die Einengung der prostatischen Harnréhre verbunden oder gar
metastasiert. Durch die bessere Fritherkennung wurden wesentlich mehr Falle und
zunehmend auch Klinisch inapparente Karzinome bei jlingeren Mannern zwischen
50 und 69 Jahren entdeckt.

Es wird mithin eine Vielzahl von ,harmlosen™ Karzinomen diagnostiziert, die unter
Umstanden nie symptomatisch geworden waren — und vorerst haufig auch keiner
intensiven Therapie bedtrften. Dieses diagnostische Dilemma fihrt also zu einem
therapeutischen. Die Entscheidung fiir eine Therapieoption wie die radikale
Prostatektomie, eine Hormontherapie, Bestrahlung oder eine vorldaufige
engmaschige Uberwachung (active surveillance) muss vor allem mit Hilfe von
Prognosefaktoren, die in Nomogramme eingehen, getroffen werden (Nam et al.
2011). Als solche sind zurzeit Serum-PSA, Gleason-score und das Tumorstadium
etabliert. Sie haben statistisch in gréBeren Gruppen eine deutliche, flir das
Individuum jedoch eine oft begrenzte Aussagekraft (Liu A. et al. 2004; Mostofi
et al. 1992b). Dennoch wird heute wahrscheinlich oft ,Ubertherapiert®, da
Instrumente zur differenzierten Prognose fehlen (Albertsen et al. 2005).

Die Suche nach weiteren diagnostisch und prognostisch verwertbaren
Eigenschaften des Prostatakarzinoms erschien in diesem Licht sinnvoll. Zahlreiche
molekulare Gewebemarker und Genmuster sind dahingehend charakterisiert
worden und zeigten mitunter viel versprechende Ergebnisse (Kristiansen 2012).
Keiner jedoch konnte sich in der Routinediagnostik durchsetzen, was oft auch an
einer mangelnden Validierung durch zu kleine untersuchte Fallzahlen lag
(Schlomm et al. 2007). Fur einige der diskutierten molekularen Marker wie p53,
Gewebe-PSA oder CD44 ist eine Validierung anhand groBerer und gut
charakterisierter Kollektive bereits erfolgt (Schlomm et al. 2008; Gunia et a/. 2009;
Erbersdobler et a/. 2009).

In der vorliegenden Arbeit sollte mit CD57 ein weiterer, schon seit langem

bekannter = Gewebsmarker auf  seine Expressionscharakteristika im

6



Einleitung

Prostatakarzinom gepriift werden. CD57 ist ein Zelloberflachenmolekiil, das 1981
in einer T-Zell-Kultur durch den monoklonalen Antikbérper HNK-1 erstmals
detektiert wurde (Abo & Balch 1981). CD57 ist immunhistochemisch anfarbbar.
Das Epitop wurde in den daran ankntpfenden Studien auch auf weiteren Geweben
gefunden und biochemisch analysiert. Eine prognostische Relevanz fir das
Prostatakarzinom wurde durch diverse Publikationen nahe gelegt. Der Stand der
Forschung soll im Folgenden anhand der fiir die vorliegende Arbeit relevanten

Studien skizziert werden.

1.2. CD57 als molekularer Gewebemarker der Prostata — Forschungsstand

1.2.1. Begriffsbestimmung

Da die Nomenklatur der Zelloberflachenmolekiile nicht einheitlich ist, existieren
parallel folgende Bezeichnungen fir das hier untersuchte Antigen, wobei die
Unterscheidung zwischen Antigen und Antikdrper in der Literatur oft unzureichend

erscheint:

HNK-1 bzw. NK-1 (/Auman] natural killer cells) nach der Erstbeschreibung
(Abo & Balch 1981). Im engeren Sinne ist HNK-1 der eigentliche Antikdrper (IgM).
CD57 (cluster of differentiation) nach der Nomenklatur der Human-Leukocyte-
Differentiation-Antigens-Konferenz (neunte Konferenz von 2010). CD57 ist das
HNK-1-Epitop.

Leu-7 ist der Name des ersten kommerziellen CD57-Antikdrpers der Firma Becton
Dickinson, Sunnyvale, California.

L-2 ist ein monoklonaler IgG-Antikbrper aus Ratten gegen CD57 im Gehirn von
Mausen (Kruse et al. 1984).

Im Folgenden werden die Bezeichnungen ,CD57" flir das Antigen und, da heute

mehrere kommerziell hergestellte Antikdrper verfligbar sind, ,Anti-CD57" fiir den
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Antikbrper verwendet werden. CD57-postitive Zellen sind gemaB der
Erstbeschreibung durch ihre Reaktion mit dem HNK-1-Antikérper, einem

monoklonalen IgM-Antikorper, definiert.

1.2.2. CD57 — Erstbeschreibung und molekulare Struktur

Abo & Balch (1981) stellten einen monoklonalen IgM-Antikérper (HNK-1) gegen
ein membranstandiges Antigen auf Zellen aus T-Zellkulturen her. Etwa 15% der
Lymphozyten aus peripherem Blut waren ebenfalls positiv. Die positive Zellfraktion
konnte als NK-Zellen in hoher Reinheit bestimmt werden. B-Zellen, Monozyten,
Thrombozyten, Granulozyten und Erythrozyten waren negativ. HNK-1 war der
erste Antikorper, der auf NK-Zellen reagierte. Die Zellfunktionen wurden durch

seine Bindung nicht eingeschrankt.

Galactose

Galactose Galactose

31,4

N-Acetyl- Glucuronyltransferase | N-Acetyl- Sulfotransferase | N-Acetyl-

glucosamin / \ " | glucosamin /\ "~ | glucosamin
UDP- uDP PAPS PAP

Abb. 1: Biosynthese von CD57, modifiziert nach Vogel et al. (1991) und Focosi et al. (2010).
UDP: Uridindiphosphat, PAPS: 3’-Phosphoadenosin-5"-Phosphosulfat.



Einleitung

Die Struktur des Epitops ist spater beschrieben worden (Ariga et al. 1987; Voshol
et al. 1996). Es handelt sich um eine sulfatierte Kohlenhydratseitenkette. Da bei
verschiedenen CD57 unterschiedlicher Herkunft nur die endstandige sulfatierte
Glucuronsaure  Ubereinstimmt, wird angenommen, dass diese auch
hauptverantwortlich fiir die universale Bindung des Antikdrpers HNK-1 ist.

Mindestens zwei verschiedene Glucuronyltransferasen (GICAT-P bzw. GIcAT-S) und
eine Sulfotransferase generieren CD57 intrazelluldar (Pedraza et al 1995;
Terayama et al. 1997; Bakker et al. 1997; Seiki et al. 1999). Die Beta-1,3-
Glycuronyltransferase nimmt in der Synthese eine Schlisselstellung ein (Kakuda
et al. 2004) (vgl. Abb. 1). Sie ist am Genort 11925 codiert (HUGO Gene

Nomenclature Committee, http://www.genenames.org).

1.2.3. CD57 — Vorkommen im humanen Gewebe

CD57 kommt auf einer Vielzahl von Zelltypen und Oberflachenproteinen vor (vgl.
Tab. 1). So findet es sich an Glycoproteinen, Proteoglycanen und Glycolipiden.
Seine exakte Funktion ist gleichwohl wunklar und scheint vielféltig.
Cebo et al. (2002) konnten zeigen, dass CD57 als Bestandteil des Glycoproteins
gp130, einem Teil des IL-6-Rezeptors, zur Bindung und Signaltransduktion von
IL-6 beitragt. Haufig ist CD57 aber auch Bestandteil und Bindungspartner bei fir
Zellkontakte verantwortlichen Proteinen (Keilhauer et al. 1985) wie Contactin,
MAG (myelin associated glycoprotein), ICAMS5 (intercellular adhesion molecule,
Oka 1998) oder PO (Bestandteil des Myelins, Burger et a/. 1990; van den Berg
et al 1990). Demnach dirfte CD57 vermutlich in der Zellproliferation und
-differenzierung sowie im Wachstum von Axonen eine Rolle spielen (Riopelle et al.
1986; Vogel et al 1991; Focosi et al. 2010). Beispielsweise ist CD57 im
embryonalen Nagerhirn maximal exprimiert und nimmt dort nach der Geburt
kontinuierlich ab (Prasadarao et al. 1990; Yagi et a/. 2010). Auch fiir die Nieren
konnte eine entwicklungsabhangige Expression von CD57 nachgewiesen werden
(Caillaud et al. 1984).


http://www.genenames.org/
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Tab. 1: Vorkommen von CD57 in Gewebe auRer Prostata, modifiziert nach 'Wahab & Wright
(1985). Weitere, tlw. gegensatzliche Angaben aus: 2Ghali et al. (1992); SLipinski et al. (1983); “May
& Perentes (1987); 5Caillaud et al. (1984); 6loachim et al. (1994); "Bunn et al. (1985).

(LGL: large granular lymphocytes, entsprechen NK; SCLC: small cell lung cancer, APUD: amine
precursor uptake decarboxylase system).

CD57 positiv CD57 negativ
Tumor Normalgewebe Tumor Normalgewebe
Neuroblastom’ Myelin' Blasenkarzinom'4 Blase!
Lunge (SCLC)"7 Niere (Henleschleife)' | Nierenzellkarzinom! Colon'
Prostata (Adenokarzinom)' | Prostata’ Colonkarzinom? Lunge!
Schilddriisenkarzinom Pankreas (Inselzellen)! | Brust (Adenokarzinom)’ Haut!
(follikular und papillar)?# Lymphknoten (LGL)' Kaposisarkom' Bindegewebe!
Ewingsarkom3 Milz (LGL)' Fibrosarkom3 Quergestreifte
Medulloblastom?3 Nebennierenmark’ Liposarkom? Muskulatur?
Retinoblastom? Magen (Hauptzellen)! | Cervix (Adenokarzinom)34 | BlutgefaRe’
Chorionkarzinom? Schilddriise’ Rektumkarzinom? Leber!
Astrozytom?® Enterochromaffine Pankreaskarzinom# Brust!
Glioblastom® Zellen® Lymphom? Gehirn'
Oligodendrogliom® Leukamie® respir. Epithel®
Ependymom? Adenom?® Hoden3
Meningeom?® Magenkarzinom®
Neuroendokrinom (APUD)? Ovarialkarzinom®
Nephroblastom® Endometriumkarzinom?®
Lunge (NSCLC)&7
Farbung schwach/ in
wenigen Féllen/ auf
Zellmembran beschrénkt:
Melanom34
Brust (Adenokarzinom)?*
Endometriumkarzinom*
Ovarialkarzinom*
Leber*

Dem Vorkommen im MAG und seiner Rolle in der embryonalen Entwicklung
insbesondere  des Nervensystems  entsprechend ergab  sich ein
~heurologisches" Hauptforschungsgebiet zu CD57. Die klinische Bedeutung wird
unter anderem in der Regeneration von Nervengewebe, aber auch im
Pathomechanismus neurodegenerativer Erkrankungen gesehen. Fir nahere
Ausfihrungen zu diesem Forschungsgebiet sei hier jedoch auf die
Ubersichtsarbeiten von Schachner et a/. (1995) bzw. Uusitalo & Kivela (2001)
verwiesen.

Ein zweites, ,immunologisches" Forschungsgebiet zu CD57 ergab sich aus der
Erstbeschreibung als Marker fiir HNK-Zellen bzw. Lymphozyten. Auch daraus
sollen hier nur einige neuere Erkenntnisse skizziert werden. Im Ubrigen sei als

Uberblick auf die Arbeit von Focosi et al. (2010) verwiesen.
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Neben HNK-Zellen ist CD57 unter anderem auch auf T-Zellen (CD8*, auch CD4*
und CD3*) zu finden. Es scheint mit dem Alter sowie bei chronischen
Erkrankungen vermehrt CD57-positive Zytotoxische T-Zellen zu geben, die
allerdings nicht mehr proliferieren und funktionell eher einem immunologischen
Gedachtnis zugeordnet werden. Viele dieser Zellen sind anfalliger flir Apoptose als
Zellen ohne CD57. Es kann daher als Marker fir eine ,klonale Erschépfung und
proliferative Instabilitat" bei Virusinfektionen wie HIV oder hamatologischen
Tumorerkrankungen verwendet werden (Brenchley et a/. 2003; Wood et al. 2009;
Focosi et al. 2010). Die exakte Funktion von CD57 bleibt aber auch hier vorerst
ungeklart.

Nach der Erstbeschreibung an NK-Zellen 1981 wurde der CD57-Antikdrper an
vielen weiteren Geweben getestet. Wie erwahnt, fand sich CD57 in Geweben des
Nervensystems (Lipinski et a/. 1983; McGarry et al. 1983; Schuller-Petrovic et al.
1983). Auch weitere Gewebe und Tumoren neuroektodermalen Ursprunges wie
neuroendokrine  Zellen des  Gastrointestinaltraktes, die = Nebenniere,
Schwannzelltumoren oder das kleinzellige Bronchialkarzinom lieBen sich fir CD57
anfarben (Lipinski et a/. 1983; Caillaud et a/. 1984; Shioda et al. 1984; Bunn et al.
1985; Cooper et al. 1990) (vgl. Tab. 1).

Das Vorkommen von CD57 in prostatischem Gewebe fallt etwas aus dieser Reihe,
weil die Prostata mesenchymalen und nicht neuroektodermalen oder
hamatopoietischen Urspungs ist. Es wurde von Wahab & Wright (1985) bzw.
Rusthoven et al. (1985) erstmalig beschrieben. Zu dieser Zeit war Serum-PSA in
der Krebsdiagnostik noch nicht so etabliert wie heute. Eher wurde die
Prostataspezifische Saure Phosphatase (PAP), die heute eine untergeordnete Rolle

spielt, als diagnostischer Marker benutzt.

1.3. Herleitung der Hypothese

CD57 wird in der Diagnostik heute allenfalls erganzend zur Markierung
neuroendokriner Tumoren oder zur Differenzierung seltener T-Zell-Lymphome

verwendet (Dabbs 2006). Aus der bisherigen Forschung zu CD57 in prostatischem
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Gewebe ergab sich kein einheitliches Bild. Zusammenfassend kdnnte CD57 als
Marker flr diagnostische Zwecke oder auch die Detektion von Metastasen
beschrieben werden. Zur Korrelation von Farbeintensitat und Differenzierungsgrad
bzw. Prognose eines Karzinoms gab es unterschiedliche und zum Teil
widersprichliche Forschungsergebnisse. Auf diese ist in der Diskussion ndher
eingegangen worden. Zudem waren die bisher analysierten Fallzahlen zu klein, um
statistisch signifikante Aussagen treffen zu kénnen (vgl. Tab. 2).

Die Arbeit von Liu X. et al. (1995) konnte als bisher einzige die Tauglichkeit von
CD57 fiir die Prognose eines Prostatakarzinoms andeuten (siehe Diskussion). Mit
einer zu dieser Studie vergleichbaren Anzahl von Gewebeproben (70) wurde fir
die vorliegende Arbeit ein kleines Kollektiv, quasi als Pilotstudie, zur
Hypothesengenerierung untersucht (siehe Material und Methoden bzw.
Ergebnisse). Auch hier konnte wie bei Liu X. et al. (1995) das Signifikanzniveau
nicht erreicht werden. Daher erschien es als sinnvoll, CD57 in einem deutlich

gréBeren und mit ausfiihrlichen Folgedaten versehenen Kollektiv zu prifen.

Tab. 2: Bisher auf CD57 untersuchte prostatische Gewebetypen mit
Fallzahlen. Auf diese Studien wird in der Ergebnisdiskussion naher
eingegangen.

PCa: Prostatakarzinom, BPH: Benigne prostatische Hyperplasie, PIN:
prostatische intrapitheliale Neoplasie, Met.: Metastase.

Studie Fallzahl und Gewebetyp

Rusthoven et al. (1985) 1 Fallstudie am PCa und 3 BPH
Wahab & Wright (1985) 60, davon 34 PCa und 5 Met. prostat. Ursprungs
May & Perentes (1987) 21 PCa, davon 2 Met. prostat. Ursprungs

Rubenstein et al. (1989) 28 PCa und 8 BPH

McNeal et al. (1988) 15 PIN
Liu X. et al. (1995) 52 PCa
insgesamt 188

12
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Hypothese

CD57 ist ein Zelloberflachenmolekil, welches sowohl in gesundem als auch
tumordsem Prostatadriisengewebe gefunden wird. Die Funktion von CD57 im
prostatischen Gewebe ist gleichwohl nicht geklart. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Haufigkeit einer CD57-Expression im benignen und malignen Gewebe
der Prostata erneut in einem allerdings groBen Kollektiv untersucht. Als zu
uberprifende Hypothese wurde angenommen, dass mit zunehmender
Aggressivitat und Entdifferenzierung eines Prostatakarzinoms CD57 weniger stark
exprimiert und angefarbt wird. CD57 kénnte dadurch als zusatzlicher Marker und

Prognosefaktor flir das Prostatakarzinom dienen.
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2. Material und Methoden

2.1. Gewebe und Patientendaten

Die untersuchten Gewebeschnitte waren unterschiedlicher Provenienz. Insgesamt
sechs verschiedene Kollektive wurden untersucht. Die jeweils zugehérigen
Patientendaten wie stage (Krebsprogression als pT-Stadium), grade (Aggressivitat
als Gleason-score) oder follow up (Krebsprognose aus Folgedaten wie Rezidiv)
waren in unterschiedlichem Umfang bereits vorhanden und konnten fir die
Auswertung genutzt werden. Die verwendeten Farbungen waren Hamatoxylin-
Eosin (HE) und immunhistochemische Farbemethoden gegen PSA und CD57.
NaturgemaB bis auf die GroBflachenschnitte lagen alle Gewebeproben in Form von
tissue microarrays (TMA) vor. Alle Daten waren anonymisiert, jedoch Uber
Eingangsnummern bzw. ihre Position im Koordinatensystem der TMAs eindeutig
einem Fall zuordenbar.

Im Folgenden seien die sechs verwendeten Kollektive unter ihrem jeweiligen
Arbeitstitel sowie die jeweils vorliegenden Patientendaten naher beschrieben. Die

Herstellung des TMA sowie die Farbemethoden sind weiter unten erlautert.

2.1.1. TMA ,inzidente Ca"

Dieser TMA enthielt in einem Block 59 Gewebestanzen zufallig ausgewahlter
Proben. Das Gewebe stammte aus transurethralen Resektionen der Prostata
(TURP), die in den Jahren 1995 bis 2008 in Berlin, Brandenburg und Sachsen
durchgefiihrt worden waren. In der pathologischen Untersuchung des TUR-
Materials wurde jeweils ein inzidentes Karzinom diagnostiziert. Bei allen Fallen
wurde anschlieBend eine radikale Prostatektomie durchgefiihrt, bei der das
Karzinom bestdtigt und weiter charakterisiert wurde. Als inzident wird ein
Karzinom bezeichnet, das als Zufallsbefund bei einer Operation oder Biopsie aus

anderem Grund — wie z. B. bei einer benignen Prostatahyperplasie — gefunden
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wurde (Mostofi et al. 1992a). Es ist in der Regel nicht tastbar, durch Bildgebung
nicht nachweisbar beziehungsweise klinisch inapparent.

Der Stanzdurchmesser im TMA betrug 2 mm. Es lagen HE- und
CD57-Farbungen vor.

Bekannte Patientendaten dieses TMA:

o Alter des Patienten bei TUR

¢ Praoperativer PSA-Wert

e stage

e grade

e Befunde der anschlieBenden radikalen Prostatektomie

2.1.2. TMA ,Berlin klein"

Es befanden sich auf diesem TMA in einem Block 70 Gewebestanzen von zufallig
ausgewahlten radikalen Prostatektomien. Diese wurden 2001 bis 2009 an der
Berliner Charité durchgefiihrt. Dieser TMA nimmt insofern eine Sonderstellung ein,
als er zum Erlernen der Technik und zur Hypothesengenerierung verwendet wurde.
Der Stanzdurchmesser betrug 1,5 mm. Die Gewebeproben lagen in der HE- und
der CD57-Farbung vor.

Bekannte Patientendaten dieses TMA:

¢ Praoperativer PSA

o stage

e grade

e follow up: PSA-Rezidiv (ja/nein, nach wie vielen Monaten)

2.1.3. TMA ,Berlin groB"

Es stand ein TMA in 20 Blocken mit insgesamt 970 x 3 Stanzpunkten — pro

Prostata 3 Stanzen — zur Verfiigung (vgl. Abb. 2). Die Paraffinblécke wurden am

15
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Pathologischen Institut der Charité Berlin mit Prostatae aus radikalen
Prostatektomien der Jahre 1999 bis 2007 angefertigt. Die Proben sind konsekutiv
gesammelt worden.

Der Stanzdurchmesser betrug 1,2 mm. Es lagen HE- und CD57-Farbungen vor. An
diesem Kollektiv konnten die Farbungen sowohl normalen als auch tumorfsen
Gewebes bewertet werden, da eine der jeweils drei Stanzen pro Fall aus
tumorfreiem Gewebe entnommen worden war.

Bekannte Patientendaten dieses TMA (nicht immer vollstandig):

e Jahr der radikalen Prostatektomie

e Praoperativer PSA-Wert

o stage

e grade

e Rezidiv (ja/nein)
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Abb. 2: A: Ein Objekttrager aus dem TMA ,Berlin gro3“. Pro Prostata sind drei Stanzen zu sehen —
hier jeweils Ubereinander und in insgesamt drei ,Reihen” angeordnet. Die frei gelassenen Spalten
dienten der Identifizierung des jeweiligen Objekttragers. B: Ein Objekttrager aus dem TMA
.Hamburg® (Pfeil diente als Orientierung bei der Auswertung.). Pro Prostata ist ein Stanzpunkt zu
sehen. Die Stanzpunkte sind in vier Feldern arrangiert, getrennt durch gréRere Zwischenrdume.
Rechts im Bild sind Kontrollproben zu sehen.

Das Groflenverhaltnis der Stanzpunktdurchmesser (A: 1,2 mm; B: 0,6 mm) ist hier auch in der
VergroRerung wiedergegeben. (Farbung immunhistochemisch mit Anti-CD57.)

2.1.4. TMA ,Hamburg"

Es stand ein TMA in 7 Blocken mit insgesamt 3261 Stanzpunkten und jeweils
umfangreichen Patientendaten zur Verfligung. Die Gewebe wurden von Prostatae

aus radikalen Prostatektomien, die zwischen 1992 und 2004 an der Urologischen
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Abteilung der Universitatsklinik Hamburg Eppendorf stattfanden, konsekutiv
gesammelt. Die Herstellung speziell dieses TMA ist beschrieben (Erbersdobler et al.
2009).

Der Stanzdurchmesser betrug 0,6 mm. Fir jede Prostata gab es nur einen
Stanzpunkt. Am Ende eines jeden TMAs befanden sich Kontrollproben anderer
Tumorentitaten und von Normalgewebe (vgl. Abb. 2). Es lagen HE-, PSA- und
CD57-Farbungen vor.

Bekannte Patientendaten dieses TMA (nicht immer vollstandig):

e Patientenalter

e Praoperativer PSA-Wert

e Erfolgte Hormontherapie (ja/nein)

o stage

e Lymphknotenstatus

e grade

e Tumorvolumen (cm3)

¢ Randstatus (positiv/negativ)

e follow up: PSA-Rezidiv (ja/nein, nach wie vielen Monaten)

e Tumor im HE-Schnitt (ja/nein)

2.1.5. TMA ,Lymphknoten®

Der TMA bestand aus zwei Blocken mit insgesamt 94 Stanzen, von denen 87
ausgewertet werden konnten. Weitere Patientendaten lagen nicht vor. In diesem
Kollektiv waren Tumorgewebe aus Lymphknoten von Hochrisikopatienten mit zum
Diagnosezeitpunkt primdr metastasierten Karzinomen zusammengefasst. Die
Sammlung dieser Falle erfolgte in den Jahren 1998-2010, die Anfertigung des TMA
erfolgte 2010 an der Charité Berlin. Lymphknotenmetastasen fiihren in nahezu
100% der Falle innerhalb von 10 Jahren zu einem Rezidiv oder einer Progression
(Epstein et al. 1996).

Der Stanzdurchmesser betrug 1,5 mm, angeordnet im Abstand von 2,5 mm. HE-

und CD57-Farbungen lagen vor.
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2.1.6. ,,GroBflachenschnitte"

Durch das Institut fiir Pathologie der Universitait Rostock wurden
12 Flachenschnitte von zuféllig ausgewahlten Prostatae aus radikalen
Prostatektomien zur Verfigung gestellt. Die Prostatektomien erfolgten in den
Jahren 2011 und 2012 am Universitatsklinikum Rostock.

Eine Schnittflache auf je einem Objekttrager reprasentiert dabei etwa ein Viertel
eines gesamten Querschnitts durch eine Prostata.

Bekannte Patientendaten:

o stage

e grade

2.2. Mikroskopie

Samtliche Schnitte wurden an einem Zeiss ,Axiostar plus" untersucht. Die
Einweisung und Einarbeitung in die Mikroskopie und Pathologie des
Prostatakarzinoms erfolgte durch Herrn Prof. Dr. A. Erbersdobler. Die abgebildeten
Fotografien der Gewebeschnitte wurden an einem Olympus BX 51 Mikroskop mit
Kameraadapter und einer digitalen Spiegelreflexkamera der Marke Sony Alpha 330
angefertigt.

Die Bewertung der immunhistochemisch gefarbten Gewebe erfolgte
semiquantitativ, wobei eine membrands-zytoplasmatische Farbung der
Epithelzellen gewertet wurde. Die MaBstabe zur einheitlichen Erfassung des
Farbegrades in allen Kollektiven (CD57 und PSA) sind in Tab. 3 und Abb. 3
wiedergegeben.

Flr einige Auswertungen und Grafiken wurden die Farbegrade dichotomisiert.
Dabei wurden die Farbegrade 0/1 als ,/ow' und die Farbegrade 2/3 als

~high" kategorisiert.
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Tab. 3: Ubersicht Bewertungsschema der immunhistochemischen Farbung
(vgl. Abb. 3).

Farbung Bewertung
Negativ 0
Schwach, oder heterogen mit < 50% positiven Zellen 1
Mittel, oder heterogen mit > 50% positiven Zellen 2
Stark 3

e
Y
5

e
|

s
R

TN

<

Farbegrade A: 0, B: 1, C: 2, D: 3. Stanzdurchmesser original 0,6 mm. (Farbung
immunhistochemisch mit Anti-CD57.)
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Das Vorhandensein von Tumorzellen respektive deren Abgrenzung von ebenfalls
angeschnittenem gesundem Gewebe wurde teils separat an Schnitten der HE-
Farbung, teils sukzessive in der immunhistochemischen Farbung erfasst. So
konnten die Farbegrade normalen bzw. tumorésen Gewebes unabhadngig
voneinander bewertet werden. Die Identifizierung von Tumorgewebe wurde in der
Vorbereitung bei Prof. Dr. Erbersdobler erlernt. Die Diagnosekriterien des
Prostatakarzinoms wie Kernatypien, atypische Drlsenstruktur und Basalzellverlust
sind bei Totten et a/. (1953) bzw. Mostofi et al. (1992a) beschrieben.

Eine Sonderstellung nahm die Bewertung der GroBflachenschnitte ein. Hier wurde
hinsichtlich der Tumorheterogenitat und damit der Zuverldssigkeit der TMA-
Technik die Fragestellung untersucht, ob und fiir wie viele Farbegrade es mdglich
war, mit einer bestimmten VergréBerung ein Gesichtsfeld mit nur einem Farbegrad
einzustellen. Es wurde hierzu die 20er VergréBerung benutzt, die einem

Gesichtsfeld mit 1 mm Durchmesser bzw. 0,79 mm? Fléche entsprach.

2.3. Prinzip der TMA-Herstellung

Ein TMA vereint in einem oder wenigen Gewebebldcken das Material von bis zu
mehreren tausend Patienten. Durch dieses Prinzip werden die Kosten und der
Zeitaufwand fur die Farbungen im Vergleich zu Normalschnitten auf einen
Bruchteil reduziert. Es kdnnen hohe Fallzahlen effizient untersucht und verglichen
werden. Grundlage jedes TMA ist die Gewebesammlung des zu untersuchenden
Materials in Form von Paraffinbléckchen (,Donorblécke™). Aus diesen werden mit
Hilfe einer speziellen Apparatur eine oder mehrere Gewebestanzen entnommen
und in einen ,Rezeptorblock™ nach einer zuvor definierten Reihenfolge transferiert
(vgl. Abb. 4). Der Rezeptorblock kann eine Vielzahl konsekutiver Schnitte liefern,
so dass /in situ parallel diverse Gewebeeigenschaften untersucht werden kénnen.
Die Dicke der hier vorliegenden Schnitte betrug 2-3 um. Da das Prostatakarzinom
sehr heterogen sein kann, wurden bei den hier vorliegenden TMAs vor der

Gewebeentnahme per HE-Schnitt identifizierte Indextumorregionen auf dem
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Donorblock markiert. Einzelheiten sind in der Literatur beschrieben (Kononen et al.
1998; Bubendorf et al. 2001; Rubin et al. 2002).

{‘
Rezeptorbl

Abb. 4: Grafik zur TMA-Herstellung (modifiziert nach Kononen et al. 1998). Von einem Donorblock
wird ein Schnitt zur Identifizierung des Indextumors angefertigt, der infolge gezielt gestanzt wird
(A). Die Stanze wird neben vielen anderen in einen leeren Rezeptorblock transferiert (B). Von
diesem werden Schnitte angefertigt und mit Hilfe einer Folie auf Objekttrager aufgebracht (C).

Donorblock

2.4. Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist heute weit verbreitet, standardisiert und automatisiert.
Das Prinzip der Farbung sei hier der Vollsténdigkeit halber dennoch kurz
beschrieben:

Die immunhistochemische Farbung wurde nach der Methode ,Avidin-Biotin-
Peroxidase-Komplex" (ABC) durchgeflihrt (Hsu et a/. 1981). Bei dieser indirekten
Methode wird dem Gewebe zundchst ein erster Antikbrper gegen das
darzustellende Epitop zugeflihrt. Wenn der erste Antikdrper gebunden hat, wird
ein weiterer, mit Biotin markierter Sekundarantikorper gegen dessen Fc-Fragment
zugefiihrt. In einem dritten Schritt wird ein Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex
hinzugefligt. Da Avidin, ein HihnereiweiB, mehrere Biotinmolekiile binden kann,
bindet es an das Biotin des Sekundarantikdrpers. Die Peroxidase ist ein Enzym,

das ein in einem letzten Schritt zugeflihrtes Chromogen sichtbar macht.
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Uber Briickenantikérper ist eine Signalverstirkung moglich, so dass auch kleinste
Epitopvorkommen spezifisch und sicher nachgewiesen werden kénnen.

Die immunhistochemischen Farbungen erfolgten auf einem Farbeautomaten vom
Typ ,Autostainer Link 48" der Firma DAKO.

Es kamen folgende Primarantikdrper zur Anwendung:

Anti-CD57: Klon NK-1 (Firma Menarini), Verdinnung 1:10, Vorbehandlung:
Proteinase K fir 10 min.

Anti-PSA: Klon ErPr8 (Firma DAKO), Verdiinnung 1:25, Vorbehandlung: Kochen im
Zitratpuffer pH 7,8.

Die Markierung des gebundenen Primarantikérpers erfolgte mit dem ,DAKO

Envision-Kit" mit Diaminobenzidin als Chromogen.

2.5. Statistik

Statistisch wurden einfache Haufigkeiten berechnet sowie verschiedene Tests
durchgefihrt:

Mit dem ,X?-Test® und dem ,Exakten Fisher-Test® wurden Korrelationen
verschiedener Variablen der Datensatze bzw. p-Werte berechnet. Das abhéangige
Patientenliberleben wurde durch Kaplan-Meier-Kurven dargestellt. Verschiedene
Uberlebenskurven wurden mittels des Logranktests verglichen.

Zur Berechnung wurden die Programme PRISM (Version 2.01, GraphPad, San
Diego, CA) und ,Statistical Package for Social Sciences" (SPSS, Version 20.0.0,
IBM Corp., Armonk, NY) verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant, ein
p-Wert < 0,0001 als hochsignifikant eingestuft.
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3. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 6394 TMA-spots und 12
GroBflachenschnitte von insgesamt 4462 Prostatakarzinomen untersucht. Die
Expression des CD57-Antigens war in den spots von insgesamt
3016 Prostatakarzinomen auswertbar. Aufgrund der unterschiedlichen Qualitdten
und Datenlage der sechs Gewebekollektive konnten verschiedene Fragestellungen

bearbeitet werden (vgl. Tab. 4).

Tab. 4: Ubersicht der Fragestellungen zu den einzelnen TMAs.

C
S| £ | g 5
) o o ) c
< ~ o ] =
. o]
<| 3 | £ | £ £ 2
Fragestellung: = IS 2 3 2 >
1. Vergleich CD57 Tumor vs. Normalgewebe X
2. absolute Haufigkeiten Farbegrad 3/2/1/0 im Tumor X X X X X
3. Korrelation CD57 mit stage und grade X X X X
4. follow up Rezidiv ja/nein und CD57 X X
5. follow up Rezidiv ja/nein mit Zeitverlauf X
6. Vergleich CD57 mit PSA-Expression X

Der Vergleich der Farbung in Tumor und Normalgewebe (Fragestellung 1.) sowie
die absoluten Haufigkeiten der unterschiedlichen Farbegrade (2.) konnten das
Vorkommen von CD57 im Prostatagewebe charakterisieren. Durch die
Korrelationen mit gesicherten Prognosefaktoren wie stage und grade (3.) und der
PSA-Expression (6.) sowie mit dem klinischen Endpunkt ,Rezidiv" (4. & 5.) sollte
die Aussagekraft der CD57-Farbung als Marker fiir das Prostatakarzinom naher
bestimmt werden. Als siebte Fragestellung wurden die GroBflachenschnitte auf
Heterogenitat in der CD57-Farbung untersucht.

Das Farbeverhalten von CD57 zeigte sich wie in der Literatur beschrieben (May &
Perentes 1987; McNeal et al. 1988). Basalzellen und Stroma waren samtlich
CD57-negativ. CD57-positiv zeigten sich ausschlieBlich die luminalen Epithelzellen.
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Enterochromaffine Zellen werden regelmaBig durch Anti-CD57 gefarbt, spielten
jedoch durch ihre geringe Anzahl fir diese Arbeit keine Rolle. Die Kontrollproben
anderer Tumorentitdten im TMA ,Hamburg" waren bis auf vereinzelte Zellen

samtlich CD57-negativ.

3.1. Vergleich CD57 in Tumor versus Normalgewebe

Die grundlegende Fragestellung, ob sich die CD57-Farbung von Tumor und
Normalgewebe Uberhaupt unterscheidet, wurde am TMA ,,Berlin groB"™ untersucht.
Wirden sich Tumor und Normalgewebe in ein und derselben Prostata hierin nicht

deutlich unterscheiden, ware CD57 als Diagnosemarker nur bedingt dienlich.

694

CD57 Tumor

70

v

I 1 1
T T T

0 1 2 3
CD57 Normalgewebe

Abb. 5: TMA ,Berlin groR3*, Blasendiagramm fir absolute Haufigkeiten
(Anzahl der Proben) der Farbegrade 0 bis 3 von CD57 in Tumor und
Normalgewebe. Die Blasen fassen drei Gruppen zusammen, deren
Summe jeweils fett aullerhalb der Blase steht: Bei 694 Proben
unterschied sich die Farbung um nicht mehr als einen Grad oder war
gleich. Bei 70 bzw. 7 Proben war der Unterschied groRer als ein
Farbegrad (siehe Text).
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Es konnten nur Proben ausgewertet werden, die in den jeweils drei Stanzen aus
einer Prostata beide Gewebequalitdten zeigten. Aus 970 mdglichen Prostatae traf
dies fur 771 zu. Eine Differenz von mehr als einem Farbegrad — also z. B.
Normalgewebe 1 und Tumorgewebe 3 — wurde als deutlicher Unterschied
bewertet. Das Blasendiagramm in Abb. 5 veranschaulicht das Gefundene.

Flir 70 Proben war das Normalgewebe mit Farbegrad 2 oder 3 deutlich kraftiger
gefarbt als das Tumorgewebe mit 0 oder 1. Flir 7 Proben galt das Umgekehrte. Im
Uberwiegenden Anteil von 694 Proben unterschieden sich Tumor und
Normalgewebe um nicht mehr als einen Farbegrad (vgl. Abb. 6). Darunter wurden
413 Falle sogar identisch bewertet. Von diesen waren aber nur 2 fur Tumor und

Normalgewebe im dichotomisierten Bereich /ow (jeweils Farbegrad 1).

Abb. 6: Zu sehen sind zwei Ausschnitte aus dem TMA ,Berlin gro3* mit jeweils zwei benachbarten
spots aus einem Prostatektomiepraparat. A: Normalgewebe (links) und Tumorgewebe (rechts),
beide CD57-high. B: Normalgewebe (links) CD57-high und Tumorgewebe (rechts) CD57-low.
Stanzdurchmesser original 1,2 mm. (Farbung immunhistochemisch mit Anti-CD57.)
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3.2. Absolute Haufigkeiten der einzelnen Farbegrade

In allen 5 TMAs wurden die absoluten Haufigkeiten der einzelnen Farbegrade
im Tumorgewebe ausgezahlt. Mit den Kreisdiagrammen in Abb. 7 wurden die
prozentualen Haufigkeiten zu jedem TMA dargestellt. In Tab. 5 finden sich dazu

die absoluten Werte.

inzidente Ca n=49 Berlin klein n=55

2% g9, 17% 9%

7%

53% 39%

67%
Berlin grol® n=817 Hamburg n=2021
1% 10% 1% 2% 12%

48%
41%
75%
Lymphknoten n=74
9% 0
.
41% , 20%
| E
_E

30%

Abb. 7: Haufigkeiten der CD57-Farbegrade im Prostatakarzinom. Jedes
Kreisdiagramm entspricht einem TMA. Die prozentualen Haufigkeiten nach Tab. 5 sind
den einzelnen Sektoren zugeordnet. Die Farbegrade sind von hell- nach dunkelgrau
ansteigend 0 bis 3.
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Tab. 5: Absolute Haufigkeiten der Farbegrade im Tumor. Graphische Darstellung in Abb. 7.

(n=3016)

C

S < @ 2

[0} o o o c

"E X (o] =1 é
.. o) c c Q Q.

< o = = 1S g
CD57-Farbegrad Tumor: E E 8 & (I‘s X

0 1 5 11 43 7
1 3 4 82 238 15
2 19 37 334 1507 22
3 26 9 390 233 30

Abb. 8: Beispielbild aus dem TMA ,Lymphknoten®.
Das Tumorgewebe ist deutlich positiv fir CD57.
Einzelne Lymphozyten im Normalgewebe des
Lymphknotens sind ebenfalls positiv
(wahrscheinlich  NK-Zellen).  Stanzdurchmesser
original 1,5 mm. (Farbung immunhistochemisch mit

Anti-CD57.)
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3.3. Korrelation mit stage und grade

AuBer zu den Lymphknotenmetastasen waren zu allen anderen TMAs Daten zu
stage und grade vorhanden. Die Bewertung der CD57-Farbung wurde fiir diese
Korrelation in /ow und high dichotomisiert (siehe Material und Methoden). Die
Prognose des Prostatakarzinoms wird entscheidend durch die Penetration der
Organgrenzen, also den Schritt von einem pT2- zu einem pT3-Tumor,
verschlechtert (Wheeler et al. 1998). Daher wurde die Farbung in zwei Gruppen —
pT2- bzw. pT3/4-Tumoren — getrennt ausgewertet. Analog dazu wurde auch die
Bewertung des grade mit dem Gleason-score in zwei Gruppen geteilt. Als /fow
grade galten Werte kleiner oder gleich 3+3, als high grade Werte groBer 3+3
(Kollermann, Erbersdobler, Sauter 2007; Epstein et al. 2005).

Die Ergebnisse sind in den einzelnen Kreuztabellen (Tab. 6-9) und den grafischen
Darstellungen aufgefihrt (Abb. 9 und 10). Eingeschlossen waren jeweils alle

qualitativ auswertbaren Stanzpunkte, die Tumorgewebe enthielten.

3.3.1. CD57 versus stage

Als statistisch hochsignifikant zeigte sich nur die Korrelation von CD57 mit stage
im TMA ,Hamburg". Der Anteil CD57-/ow war in pT3/4-Tumoren mit 23,2%
signifikant héher als mit 8,5% in Tumoren, welche die Organgrenzen noch nicht
uberschritten hatten. Diese Tendenz zeigte sich gleichwohl auch in allen anderen
TMAs. Der groBte, allerdings statistisch nicht signifikante Unterschied fand sich bei
den inzidenten Karzinomen. Hier waren in den pT3/4-Tumoren 33,4% CD57-/ow —

im Vergleich zu 4,7% in den pT2-Tumoren.
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Tab. 6: Kreuztabellen CD57 (high/low) vs. stage (pT). Siehe Text und grafische Darstellung in
Abb. 9. Das jeweils verwendete statistische Testverfahren und die p-Werte sind angegeben.

Berlin klein 2+3 0+1 Berlin groB 2+3 0+1
p =0,279 high low p = 0,307 high low
(exact Fisher) (X?)
pT2 36 4 34 pT2 373 33 406
pT3/4 16 5 21 pT3/4 176 21 197
46 9 55 549 54 603
Hamburg 2+3 0+1 inzidente Ca 2+3 0+1
p < 0,0001 high low p = 0,068 high low
(X?) (exact Fisher)
pT2 1091 102 | 1193 pT2 41 2 43
pT3/4 555 168 723 pT3/4 4 2 6
1646 | 279 | 1916 45 4 49
Tab. 7: Datentabelle CD57 vs. stage (Prozentwerte zu Abb. 9).
CD57
Anzahl highin % Anzahl low in %
Berlin klein 88,2 11,8
Berlin grol3 92,0 8,0
PT2  "Hamburg 91,5 8,5
> inzidente Ca 95,3 4,7
b Berlin Klein 76,2 23,8
Berlin grol3 89,3 10,7
PT3/4  Hamburg 76,8 23,2
inzidente Ca 66,6 33,4
100 -
90 -
< 80 A
g 70 ~
Q 60 -
= 50 A
5 40 A
5 30 A
£ 20 -
10 A
O .
pT2 pT2 pT2 pT2 pT3/4 | pT3/4 | pT3/4 | pT3/4
Berlin | Berlin HH inzid. Berlin | Berlin HH inzid.
klein grof} Ca klein grof} Ca
stage

Abb. 9: Korrelation CD57 mit stage (Prozentwerte); grau: CD57-low, schwarz: CD57-high.

Stage wurde

dichotomisiert in pT2 (Organgrenzen respektierend) und pT3/4 (Organgrenzen

Uberschreitend).
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3.3.2. CD57 versus grade

Die Korrelation von CD57 mit grade (Gleason-score) war im TMA ,,Berlin groB" und

im TMA ,Hamburg" signifikant bzw. hochsignifikant. Der Anteil von CD57-/ow bei

low-grade-Tumoren zu dem bei high-grade-Tumoren betrug 3,8% versus 11,2%

(,Berlin groB") bzw. 5,8% versus 19,8% (,Hamburg"). Dieser Trend bestdtigte

sich, allerdings statistisch nicht aussagekraftig, bei den inzidenten Karzinomen,

wahrend er sich im TMA ,,Berlin klein® umkehrte.

Tab. 8: Kreuztabellen CD57 (high/low) vs. grade (/> 3+3). Siehe Text und grafische Darstellung
in Abb. 10. Das jeweils verwendete statistische Testverfahren und die p-Werte sind angegeben.

Berlin klein 2+3 0+1 Berlin grof 2+3 0+1
p =0,709 high low p = 0,0032 high low
(exact Fisher) (X?)
< 3+3 16 4 20 < 3+3 178 7 185
> 3+3 30 5 35 > 3+3 372 47 419
46 9 55 550 54 604
Hamburg 2+3 0+1 inzidente Ca 2+3 0+1
p < 0,0001 high low p=0,1195 high low
(X?) (exact Fisher)
< 3+3 742 46 788 <3+3 39 2 41
> 3+3 905 224 | 1129 > 3+3 6 2 8
1647 | 270 | 1917 45 4 49
Tab. 9: Datentabelle CD57 vs. grade (Prozentwerte zu Abb. 10).
CD57
Anzahl highin % Anzahl low in %
Berlin klein 80,0 20,0
<3+3 Berlin gro3 96,2 3,8
o Hamburg 94,2 58
S inzidente Ca 95,1 4,9
5 Berlin klein 85,7 14,3
Berlin grof3 88,8 11,2
>3*3  I'Hamburg 80,2 19,8
inzidente Ca 75,0 25,0
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grade

Abb. 10: Korrelation CD57 mit grade (Prozentwerte); grau: CD57-low, schwarz: CD57-high.
Grade wurde dichotomisiert in < 3+3 und > 3+3.

3.4. CD57 versus Tumorrezidiv

Es stand die Frage zu beantworten, ob eine Anderung der CD57-Farbeintensitat
mit einem spateren Tumorrezidiv korrelierte. Jeweils konnten nur Stanzproben
ausgewertet werden, die Tumorgewebe enthielten und flr die das Kklinische
follow up bekannt war. Sowohl im TMA ,Berlin gro" als auch im TMA ,Berlin
klein® zeigte sich bei Rezidiven im follow up eine Tendenz zu einer geringeren
Farbeintensitat im Primartumor (vgl. Tab. 10 und Abb. 11). Diese Ergebnisse

waren jedoch statistisch nicht signifikant.

Tab. 10: Kreuztabellen CD57 (high/low) vs. Rezidiv, grafische Darstellung in Abb. 11. P-Wert
und statistisches Testverfahren sind angegeben.

Berlin klein 2+3 0+1 Berlin grof 2+3 0+1

p =0,3918 high low p =0,1023 high low

(exact Fisher) (X?)

Rez. nein 37 6 43 Rez. nein 625 76 701

Rez. ja 9 3 12 Rez. ja 81 16 97
46 9 55 706 92 798
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Abb. 11: Korrelation CD57 vs. Rezidiv ohne Zeitverlauf; grau: CD57-low, schwarz: CD57-high.

3.5. CD57 versus Tumorrezidiv mit Zeitverlauf

Aufgrund der guten Datenlage des TMA ,Hamburg" konnte die Rezidivrate im
Zeitverlauf mit der CD57-Farbeintensitat im Rahmen einer Kaplan-Meier-Analyse
korreliert werden (vgl. Abb. 12). Auch fir den TMA ,Berlin klein® lagen Daten im
Zeitverlauf vor (vgl. Abb. 13). Ein Tumorrezidiv war dabei als PSA-Rezidiv, das
heiBt als ein erneuter Anstieg des Serum-PSA nach Prostatektomie, definiert. Die
Ergebnisse des TMA ,Hamburg" zeigten hochsignifikant, dass CD57-/ow mit einer
friheren und hdéheren Rezidivrate verknipft war. Im TMA ,Berlin klein® zeigten

sich keine signifikanten Unterschiede.

32



Ergebnisse

100
9
= 75-
Q
K=
2
2 —— CD57 high
T 504 g
N
(]
e
<
P o5 —— CD57 low

O T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Monate

Abb. 12: CD57 vs. Rezidiv mit Zeitverlauf, TMA ,Hamburg“, n = 1916,
Logrank-Test: p < 0,0001.
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Abb. 13: CD57 vs. Rezidiv mit Zeitverlauf, TMA ,Berlin klein“, n = 55,
Logrank-Test: p = 0,09163.

3.6. Vergleich CD57- versus PSA-Expression

Flir die PSA-Expression im prostatischen Tumorgewebe ist am TMA
.Hamburg" bereits eine prognostische Relevanz nachgewiesen worden
(Erbersdobler et al 2009). Daher wurde flir den TMA ,Hamburg" die
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PSA-Expression erneut bewertet, um eine eventuelle Koexpression mit CD57 zu
untersuchen.

In den Vergleich konnten nur die 1672 Datenreihen eingehen, die erstens
Tumorgewebe enthielten und zweitens flir beide Marker auswertbar waren (vgl.
Abb. 14 und 15). Die CD57- und die PSA-Bewertung waren in 1346 Fallen gleich
oder fielen dichotomisiert in die gleiche Gruppe. 198 Falle waren CD57-/ow in
Kombination mit PSA-Aigh. In dieser Gruppe kam es in 38,9% der Félle zu einem
Rezidiv. 128 Falle waren CD57-high in Kombination mit PSA-/ow. In dieser Gruppe

gab es in 27,1% der Falle ein Rezidiv.

. .
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Abb. 14: Zu sehen sind zwei korrespondierende spot-Paare (A/B bzw. C/D) des TMA
.Hamburg® aus jeweils denselben Prostatektomiepraparaten. Prostata 1: A: CD57-high; B: PSA-
low. Prostata 2: C: CD57-low; D: PSA-high. Stanzdurchmesser original 0,6 mm. (Farbung
immunhistochemisch mit Anti-CD57 und Anti-PSA.)
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Abb. 15: TMA ,Hamburg®, Blasendiagramm flir absolute Haufigkeiten der
PSA- und CD57-Expression nach Farbegraden 0 bis 3 im Tumorgewebe.
Die Summen der Blasen sind fett gedruckt. Nach Dichotomisierung in low
und high fielen 1346 Proben in die gleiche Kategorie, 128 waren CD57-
high und PSA-low, 198 waren CD57-low und PSA-high.

Darlber hinaus konnte dhnlich der Fragestellung 5 fir den TMA ,Hamburg" die
Korrelation von im Gewebe exprimiertem PSA und PSA-Rezidiv nach
Prostatektomie Uberpriift werden. Eingeschlossen waren alle Stanzpunkte, die
Tumorgewebe enthielten und fir die die entsprechenden fo/low-up-Daten vorlagen.
Dieses Experiment wurde bereits am gleichen TMA durchgefiihrt (Erbersdobler
et al. 2009). Die vorliegende Arbeit konnte die damaligen Ergebnisse bestatigen.
Im Vergleich zu CD57 zeigte sich ein dhnliches Bild: PSA-/ow war hochsignifikant
haufiger und mit einem zeitigeren Rezidiv korreliert als PSA-Aigh (vgl. Abb. 16).
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Abb. 16: Gewebe-PSA vs. Rezidiv mit Zeitverlauf, TMA ,Hamburg®, n = 2562,
Logrank-Test: p < 0,0001.

3.7. Heterogenitat von CD57 in GroBflachenschnitten

Es wurde bestimmt, ob und fiir welche Farbegrade sich im Mikroskop ein
Gesichtsfeld von 1 mm Durchmesser mit einer homogenen Farbung von
Tumorgewebe einstellen lasst (vgl. Abb. 17). Dieser Wert lag zwischen den
Durchmessern eines spots aus dem TMA ,Hamburg" (0,6 mm) und dem TMA
.Berlin groB" (1,2 mm). Die Ergebnisse, erganzt um stage und grade, sind in

Tab. 11 zusammengefasst.

Tab. 11: CD57-Heterogenitat in 12 GrofRflachenschnitten anhand der Einstellbarkeit (,X*) eines
Gesichtsfeldes mit nur einem Farbegrad.

Objektnr. CD57-Féarbegrade stage pT grade
0 1 2 3
11282/11 X X 3a 3+4
11580/11 X X X 3b 4+3
527/12 X X X 3a 3+4
2773/12 X 2c 3+4
3352/12 X X 2c 3+3
3541/12 X X 3b 4+5
4470/12 X X X 2c 3+4
4787/12 X X 3a 4+3
4872/12 X X X 3a 3+4
4935/12 X X 3a 3+4
4970/12 X X X 3b 4+3
5040/12 X X X 3a 3+4
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d TE-
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: VR . 0 sla.
Abb. 17: A: Groflachenschnitt in toto (Ladnge x Héhe original ca. 2 x 1,5 cm),
Tumor im der unteren Randzone. B: Detail aus A. Die Heterogenitat der CD57-

Expression ist darin deutlich erkennbar. (Farbung immunhistochemisch mit
Anti-CD57.)
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte nicht nur das Vorkommen des
Zelloberflachenmarkers CD57 in Normal- und Tumorgewebe der Prostata
charakterisiert, sondern auch eine Korrelation von CD57 mit etablierten
Parametern wie stage und grade sowie eine prognostische Relevanz beziiglich
eines Tumorrezidivs nachgewiesen werden.

Bislang existierten nur wenige Publikationen, die CD57 in der Prostata untersucht
haben. Die Aussagen der dazu vorhandenen Literatur beschrankten sich in der
Regel auf Vorkommen und Auspragung von CD57 in Normal- und Tumorgewebe.
Die klinische oder prognostische Relevanz des Markers ist Uiberhaupt erst in einer
Studie an vergleichsweise wenigen Fallen untersucht worden (Liu X. et a/. 1995).
Das Besondere der vorliegenden Arbeit ergab sich zum einen aus der groBen
Anzahl der Proben. Durch die Verwendung von TMAs konnte eine vielfach héhere
Probenanzahl (4462 Proben) untersucht werden, als es in allen friiheren Studien
zusammen (insgesamt 188 Proben) zu CD57 in der Prostata mdglich war
(Rusthoven et al. 1985; Wahab & Wright 1985; May & Perentes 1987; McNeal
et al. 1988; Rubenstein et al. 1989; Liu X. et al. 1995; vgl. Tab. 2). Eine zweite
Besonderheit stellte die breite Streuung der unterschiedlichen Gewebekollektive
dar. Es wurden Tumoren aus Sammlungen zweier groBer Prostatakarzinomzentren
verwendet. Das Spektrum reichte von Normalgewebe (ber inzidente Karzinome,
klinisch manifeste Karzinome aus radikalen Prostatektomien bis hin zu lymphogen
metastasierten Karzinomen. Die Expression von CD57 konnte so fir verschiedene
Tumorstadien bestimmt werden. In dieser Form und Vollstéandigkeit ist bisher zu

CD57 in der Prostata nicht geforscht worden.

4.1. CD57 in der Prostata — Vorkommen und Funktion

CD57 st ein Zelloberflachenmolekil, das in verschiedenen Geweben des

menschlichen Kérpers vorkommt. Dabei wird CD57 teilweise nur in bestimmten
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Entwicklungsstadien einer Zelle exprimiert (siehe Einleitung). Nach der
Erstbeschreibung (Abo & Balch 1981) wurde es 1985 erstmalig auch in der
Prostata gefunden (Wahab & Wright 1985; Rusthoven et al. 1985).

Rusthoven et al. (1985) untersuchten in einer Fallstudie aus Toronto einen
differentialdiagnostischen Zufallsfund durch Anti-CD57-Farbung von Knochenmark.
Die positiven Zellnester stellten sich als ossare Metastasen eines
Prostatakarzinoms heraus. Infolgedessen (Uberpriifte TURP-Resektate aus
benignen Hyperplasien waren ebenfalls CD57-positiv.

Wahab & Wright (1985) legten eine grundlegende Studie zur Farbung mit Anti-
CD57 — auch im Vergleich zur PSA-Farbung — in Normal-, BPH- und Tumorgewebe
der Prostata vor. Die BPH-Gewebeproben und gut bis moderat differenzierte
Karzinome farbten sich am starksten, wahrend Normalgewebe sehr heterogen mit
oft nur vereinzelt angefarbten Zellen reagierte. Bis auf zwei schlecht differenzierte
Karzinome, die fir CD57 negativ waren, konnte von Wahab & Wright (1985) in
allen Proben CD57 nachgewiesen werden.

Fir die Prostata galt CD57 der Literatur zufolge also als nicht spezifisch, aber als
sehr sensitiv. Deshalb erschien CD57 als Marker fur die Herkunftsbestimmung
unklarer Metastasen bedingt geeignet (Wahab & Wright 1985; May & Perentes
1987). Die Variabilitét der CD57-Farbung bei unterschiedlichen Malignitatsgraden
lieB dartiber hinaus auch an eine prognostische Relevanz des Markers denken. So
wiesen McNeal et a/. (1988) in prostatischer intraepithelialer Neoplasie (PIN), einer
putativen Vorstufe des invasiven Karzinoms, ein unterschiedliches CD57-
Farbeverhalten zwischen drei Dysplasiegraden nach. Niedergradige Dysplasien
erschienen im Vergleich zum fleckig gefarbten Normalgewebe homogen.
Dysplasien dritten Grades zeigten hingegen eine Abschwachung der Farbung von
der Zellmembran ins Innere der Zelle, Uber eine ausschlieBlich lineare Farbung der
luminalen Seite der Zellen bis hin zum Verlust jeglicher Farbung. McNeal et al.
(1988) schlussfolgerten, dass ein die Expression von CD57 unterdriickender
Mechanismus friih, unter Umstanden schon in der dem Karzinom vorangehenden
PIN, ausfallt.

Das gegenwiértige Therapiekonzept der ,aktiven Uberwachung® (active
surveillance) eines mutmaBlich niedrig malignen Prostatakarzinoms beruht

ebenfalls auf den Annahmen, dass Tumore friilh im Grad ihrer Aggressivitat
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festgelegt sind und heute in frilhen Stadien diagnostiziert werden. Low-grade
Karzinome wirden demnach eher gut differenziert bleiben und langsam wachsen,
wahrend high-grade Karzinome schon initial schlecht differenziert sind. Die
alternative Theorie wiirde bedeuten, dass Prostatakarzinome generell als gut
differenzierte Tumore beginnen und erst mit fortschreitender Erkrankung

entdifferenzieren.

Dies wirft die Frage nach der Funktion von CD57 in der Prostata und im
Prostatakarzinom auf. Diese ist bislang nicht eindeutig geklart. Erkenntnisse aus
Studien an anderen Gewebetypen (siehe auch Einleitung) lassen sich aber
moglicherweise Ubertragen: Erstens wurde CD57 in vielen Féllen als Bestandteil
von Proteinen gefunden, die flr Zellkontakte verantwortlich sind (Keilhauer et al.
1985; Oka 1998; Burger et al. 1990; van den Berg et al. 1990). Zweitens kann
CD57 abhdngig vom Entwicklungsstadium in der fetalen Niere (Caillaud et a/. 1984)
und in Nervengewebe (Yagi et al. 2010) verstarkt exprimiert werden. Dies dirfte
in Phasen der Zellproliferation einen koordinierenden Zusammenhalt des
Zellverbandes bewirken. Eine verstarkte CD57-Expression in der Genese bzw.
Progression des Prostatakarzinoms kdnnte also die Regression auf ein friheres
Entwicklungsstadium mit erhdhter Zellproliferation bedeuten.

An dieser Stelle sollte auch auf einen mdglicherweise durch das Vorhandensein
von CD57 begiinstigten Expansionsweg hingewiesen werden. So wurde CD57 als
Bestandteil von N-CAM (neural cell adhesion molecule) in neuronalem Gewebe
nachgewiesen (Kruse et al/ 1984). Auch in der Prostata wurde N-CAM mit
Anti-CD57 detektiert. Damit konnte das bevorzugte Wachstum des
Prostatakarzinoms entlang von Nervenfaserbiindeln und die Penetration der
Organgrenzen auf diesem Weg moglicherweise auch auf das gemeinsame
Vorkommen von N-CAM in beiden Gewebearten zurlickzuflihren sein (Lipford &
Wright 1991, Kakies et a/. 2011).

Der Verlust von CD57 und damit der Verlust seiner moglichen Funktion in
Zellkontakten andererseits konnte eine lymphogene oder hdmatogene Streuung
der Tumorzellen beglinstigen. Ein Tumorrezidiv nach erfolgreicher Operation
wirde so durch eine friihe, von einem CD57-Verlust beglinstigte, mikroskopische

Metastasierung erklarbar.
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4.2. Methodendiskussion

Mit der vorliegenden Arbeit wurde die Technik des TMA flir CD57 in der Prostata
erstmals verwendet. Die Technik erlaubt es, ungleich gréBere Mengen an
Gewebeproben wesentlich materialschonender sowie kosten- und zeitsparender zu
untersuchen, als dies mit konventionellen Einzelschnitten mdglich ist. Aus einem
Einzeltumor kénnen mit Hilfe eines TMAs bis 1000fach mehr Schnitte produziert
werden als mit konventioneller Technik (Camp et al 2008). Dartber hinaus
werden in einem TMA hunderte Gewebeproben vdllig identisch und zeitgleich
geschnitten, gefarbt und ausgewertet. Etwaige Besonderheiten der Farbung
betrafen damit alle Proben in gleichem MaBe, so dass Differenzen zwischen zwei
Tumoren nicht auf unterschiedliche Farbetechniken oder tagesabhangige
Schwankungen zurickgefiihrt werden kdnnen. Die Gleichheit der Proben in Form
und GroBe reduziert subjektive Fehlerquellen bei der Auswertung der Farbungen,
die bei konventionellen Schnittpraparaten nie ganz vermieden werden kénnen. Die
Methode unterstitzt zudem die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

Nach der Erstbeschreibung (Wan et a/ 1987) und vor allem nach Entwicklung
einer technisch praktikablen TMA-Erstellung (Kononen et al. 1998, Bubendorf et al.
2001) etablierte sich der TMA schnell als Werkzeug flr Rasteruntersuchungen
groBer Tumorzahlen auf diverse Marker. Fir die Prostata sind mehr als 160
verschiedene Marker bereits mit dieser Technik erforscht worden (Datta et al.
2007). Daher erschien die TMA-Technik auch fir die hier untersuchte

Fragestellung als Uberaus geeignet.

Da das Prostatakarzinom histopathologisch ein verhadltnismaBig heterogener
Tumor ist, stellte sich zwangslaufig die Frage, ob eine einzelne Stanze von 0,6 mm
Durchmesser pro Tumor fiir den Tumor als Ganzes aussagekraftig sein kann. Dies
war der Durchmesser der meisten Stanzpunkte in dieser Arbeit. Mit dem Grad der
Heterogenitat steigt auch die Wahrscheinlichkeit, mit einer Stanze nur gesundes
Gewebe zu treffen. Zur Abschatzung der Heterogenitat des Karzinoms und der
CD57-Farbung wurden daher in dieser Arbeit konventionelle Schnittpraparate
(GroBflachenschnitte) von 12 Prostatakarzinomen angefertigt und gegen CD57
gefarbt. Es wurde uberprift, flir welche Farbegrade sich ein homogenes
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Gesichtsfeld von 1 mm Durchmesser mikroskopisch einstellen lieB (vgl. Tab. 11).
Die Farbegrade ,0" und ,3" konnten nie parallel in einem Gewebeschnitt
eingestellt werden. Bei der Dichotomisierung der vier Farbegrade in /ow und high
waren 5 von 12 GroBflachenschnitten in der Kategorie high potenziell eindeutig.
Dort kénnte also ein singuldrer Stanzzylinder flir einen Tumor nicht zufallig die
falsche Kategorie anzeigen. In der Kategorie /ow war keine potenzielle
Eindeutigkeit zu finden. Dort waren Gesichtsfelder aus den Bereichen /ow und high
zugleich in einem konventionellen Gewebeschnitt nachweisbar. Damit ware ein
Lrrtum®™ in der Bewertung anhand nur einer Stanze in einem TMA theoretisch
maoglich gewesen.

Verschiedene Mdoglichkeiten, diese Fehlerquelle zu umgehen, sind in der Literatur
diskutiert worden. Dazu zahlen die VergroBerung der Stanzflache, eine hdhere
Stanzzahl pro Tumor, eine hohe Gesamtzahl an Gewebeproben und die
Vorauswahl des zu stanzenden Indextumors. Eine groBere Stanzflache brachte
kaum Vorteile, zumal ein Durchmesser von 0,6 mm eine hohe Stanzzahl pro array
bei geringem Schaden am Donorblock und dennoch ausreichend erhaltener
histologischer Information erlaubt (Kononen et al. 1998). Es erschien eher
vorteilhaft, mehrere Stanzen pro Tumor als spots in den TMA einzubetten, um die
Genauigkeit zu erhéhen.

Rubin et al. (2002) schlugen in einer Studie mit 88 Prostatatumoren zum Vergleich
der prognostischen  Wertigkeit von  Ki67  (Proliferationsmarker) in
Standardschnitten und TMA eine optimale Anzahl von 3 bis 4 spots pro Tumor vor.
Weniger TMA-spots vergroBerten die Abweichung vom Standardschnitt, wahrend
eine groBere Anzahl die Genauigkeit nicht deutlich erhdéhte. Im vergleichbar zum
Prostatakarzinom ebenfalls heterogenen Mammakarzinom spiegelten zwei Stanzen
von 0,6 mm Durchmesser das Ergebnis von konventionellen Schnitten hinreichend
wider (Camp et al. 2000). Nach Analyse einer entsprechend groBen Anzahl von
Gewebeproben stimmte das Ergebnis von sogar nur einer Stanze pro Brusttumor
in bis zu 95% mit dem von Standardschnitten berein (Torhorst et a/. 2001).
Offenbar ergibt sich im TMA bei Beachtung einiger Regeln also kein groBerer
Nachteil aus der Heterogenitat eines Tumors. Insbesondere die Vorauswahl des zu
stanzenden Indextumors am Standardschnitt durch einen erfahrenen Pathologen

und eine hohe Fallzahl wirken ausgleichend (Bubendorf et al. 2001).
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Beides traf auch flr die vorliegende Arbeit zu. Immerhin erklart sich daraus,
warum die Ergebnisse des TMA ,Berlin klein® nicht deutlich und statistisch nicht
signifikant waren. Erst hodhere Fallzahlen erlaubten statistisch signifikante
Aussagen. Die TMA-Methode ist ein Instrument nicht zur Untersuchung und

Diagnostik individueller Patienten, sondern groBer Gewebekollektive.

Durch die Vorauswahl der Gewebe zeigte sich ein weiterer Vorteil des TMA: Die
Mdglichkeit der Auswertung durch einen Nichtpathologen. Ein vorab durchlaufenes
Training erlaubte eine Bewertung ausschlieBlich der Tumordrisen. Zur
Uberpriifung dienten eine intr& und eine inter-observerValidierung. So
unterschied sich das Ergebnis des TMA ,Berlin klein" in einer zweiten Bewertung
nicht wesentlich von einer in der Trainingsphase durchgefihrten ersten Bewertung
(/intra-observer). Die Auswertung der PSA-Expression stellte ebenfalls eine zweite
Bewertung dar (inter-observer), da derselbe TMA mit derselben Fragestellung
bereits in einer anderen Arbeitsgruppe ausgewertet worden war (Erbersdobler
et al. 2009). Die dort festgestellte prognostische Relevanz von Gewebe-PSA flir
das Prostatakarzinom fand sich als Validierung der Methode mit vergleichbarem
Ergebnis auch in der vorliegenden Arbeit (vgl. Abb. 16).

Allerdings brachte die manuelle Auswertung der TMAs durch nur einen
Untersucher verschiedene mogliche Fehlerquellen mit sich. Grundsatzlich wurden
alle Stanzpunkte in Unkenntnis der dazu vorhandenen Daten wie grade oder stage
bewertet. Dennoch ermdglichte selbst ein Stanzpunkt mit geringer Flache die
grobe Abschatzung der raumlichen Anordnung der Driisen und damit auch des
grade. Das kdnnte in manchen Fallen zu dem Fehler erster Art geflihrt haben,
dass der Untersucher bei einem anscheinend hohen Gleason-score oder einer
héheren Aggressivitat bei z. B. Metastasen zur Bewertung mit niedrigeren
Farbegraden tendierte. Klassische subjektive Bewertungsfehler wie der Haloeffekt
oder der Kontrasteffekt konnten in der Abfolge der vielen Stanzpunkte ebenfalls
nicht ausgeschlossen werden. Fir all diese Fehlerquellen galt jedoch, dass sie
durch eine entsprechend hohe Fallzahl wie in der vorliegenden Arbeit
marginalisiert wurden bzw. an der Grundaussage nichts geandert haben duirften.
Subjektive Bewertungsfehler hatten durch eine automatisierte Bewertung

ausgeschlossen werden koénnen. Ein Automat hatte auch das Farbkontinuum als
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solches in einer kontinuierlichen Bewertungsskala abbilden kénnen. Verschiedene
automatisierte Bewertungsmethoden mit z. B. Fluoreszenzmarkierung sind
entwickelt worden (Giltnane & Rimm 2004; Rubin et a/. 2004; Descazeaud et al.
2006; Camp et al. 2008). Allein in der CD57- und der PSA-Farbung hatte aber mit
einem Automaten nicht zwischen Normalgewebe und Tumordriisen unterschieden
werden kdnnen. Dies war trotz der Vorauswahl der Gewebe in der Regel nétig.
Zudem sollte auch eine mdgliche praxisnahe Anwendung der CD57-Farbung im

Prostatakarzinom Uberprift werden.

Die Unterteilung des eigentlich vorgefundenen Farbkontinuums in 4 Farbegrade
ging unweigerlich mit einem gewissen Informationsverlust einher. Der gewahlte
BewertungsmalBstab der Farbung auf einer Nominalskala von 0 bis 3 entsprach
aber den Forschungsstandards (Liu X. et al. 1995; Erbersdobler et al 2009).
Liu X. et al (1995) beurteilten in der CD57-Farbung sowohl die Anzahl der
positiven Zellen (in 4 Stufen) als auch die Farbeintensitat (in 3 Stufen). Zwischen
beidem ergab sich eine signifikante Korrelation, so dass es legitim erschien, in der
vorliegenden Arbeit Intensitat und Zellzahl in einem Bewertungsschema zu
kombinieren. Das Vorgehen ist weit akzeptiert, da es einfach anzuwenden und
hinreichend genau ist (Camp et a/. 2008). Die Grenze zwischen Farbegrad ,2" und
.3 war oft nicht deutlich. Klar und flir eine mdgliche praktische Verwendung
hilfreich hingegen zeigte sich in der Regel die Grenze zwischen /ow (0+1) und high
(2+3). Die in der Auswertung der Ergebnisse angewendete Dichotomisierung in
diese beiden Kategorien erschien daher sinnvoll. So konnte zwar das
kontinuierliche Datenspektrum nicht abgebildet, einer denkbaren klinisch-

praktischen Anwendung des Markers aber mdglichst nahe gekommen werden.

Eine weitere mdgliche Fehlerquelle ergab sich aus der unterschiedlichen
Datenqualitat der TMAs. Das Prostatakarzinom hat einen langen natirlichen
Krankheitsverlauf. Ein optimaler TMA sollte deshalb neben einer hohen Fallzahl
insbesondere flir eine Aussage zur prognostischen Relevanz eines Markers auch
Uber einen langeren Zeitraum erhobene Folgedaten enthalten (Datta et a/. 2007).
Von den hier untersuchten Kollektiven erwies sich die Datenlage zum TMA

<Hamburg" als am belastbarsten. Die Folgedaten wurden im Vergleich zu den
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ubrigen TMAs bei mehr Patienten und Uber einen langeren Zeitraum (1-144
Monate, im Schnitt 34 Monate) erhoben. Darin durfte der Hauptgrund dafiir liegen,
dass die Ergebnisse des TMA ,Hamburg® im Vergleich zum TMA ,Berlin
groB" deutlicher ausfielen. Alternativ. muisste von einem von vornherein
unterschiedlichen Patientengut in den beiden GroBstadten bzw. von einer leicht
unterschiedlichen Behandlungsstrategie ausgegangen werden.

Als letzte Fehlerquelle ist anzufiihren, dass die Donorblécke, die teilweise aus
pathologischen Archiven stammten, Uber die Zeit der Lagerung und Fixierung ihre
Antigenitat zu einem gewissen Grad eingebiiBt haben kdnnten. Allerdings wurde
am Beispiel des Mammakarzinoms nachgewiesen, dass auch 60 Jahre alte Proben

ihre Antigenitat weitestgehend behielten (Camp et a/. 2000).

Insgesamt wurde den Forschungsstandards entsprechend verfahren. Die Technik
des TMA ist durch zahlreiche Studien erprobt und validiert. Ihre Vor- und Nachteile
sowie zu beachtende Grundsatze bei der Anwendung sind hier diskutiert worden.
Fehlerquellen wurden weitgehend minimiert, so dass die Ergebnisse belastbar sein

dirften.

4.3. Ergebnisdiskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 4462 Prostatakarzinome in der
immunhistochemischen Farbung gegen CD57 bzw. PSA untersucht. Es konnte eine
statistisch signifikante Korrelation von CD57 mit stage, grade und dem PSA-Rezidiv
nachgewiesen werden. CD57 kann nach den vorliegenden und im Folgenden
eingehender zu diskutierenden Ergebnissen als relevanter Marker fiur die
Identifizierung, Progression und Prognose des Prostatakarzinoms bezeichnet

werden.

45



Diskussion

4.3.1. Vorkommen von CD57 im Prostatakarzinom und Vergleich zur PSA-

Expression

CD57 konnte als Marker fiir die Histogenese des Prostatakarzinoms dargestellt
werden. Grundsatzlich konnten jeweils alle 4 Farbegrade in allen TMAs
nachgewiesen werden. Insgesamt zeigten von den auswertbaren 3016 Tumoren
22,8% eine starke Farbung (3), 63,6% eine mittelgradige Farbung (2) und 11,4%
eine schwache Farbung (1). Nur 2,2% waren komplett negativ (0). Fast alle
Karzinome zeigten somit zumindest eine schwache Expression von CD57. Dies
steht im Gegensatz zur in aller Regel negativen CD57-Farbung der meisten
Adenokarzinome anderer Organe wie Lunge oder Gastrointestinaltrakt
(vgl. Tab. 1). Diese Eigenschaft lasst die CD57-Expression als zusatzlichen Marker
fur die Identifizierung eines Adenokarzinoms als Prostatakarzinom erscheinen,
auch wenn CD57 im Gegensatz zum PSA nicht spezifisch fir diese Drise ist.

Bisher verglichen zwei Arbeiten wie auch die vorliegende Arbeit zusatzlich die
CD57- mit der PSA-Expression (Wahab & Wright 1985; May & Perentes 1987).
Eine obligate Koexpression von CD57 und PSA war schon in diesen Arbeiten
ausgeschlossen worden. Eine Kreuzreaktion von Anti-CD57 mit dem PSA-Antigen
wurde ebenfalls ausgeschlossen (Wahab & Wright 1985). Die CD57-Farbung und
die PSA-Farbung verhielten sich in der vorliegenden Arbeit nicht direkt kongruent
zueinander, so dass Falle mit gleicher PSA-Farbung, Falle mit starkerer sowie Falle
mit schwacherer PSA-Farbung im Vergleich zur CD57-Farbung vorkamen.

Diese Unterschiede der CD57-Expression zur PSA-Expression konnten hier mit
einer groBeren Probenzahl bestatigt werden (vgl. Abb. 15). Bei fehlendem PSA
kdnnte so fallweise die Farbung von CD57 helfen, die Herkunft einer Metastase zu

bestimmen.

4.3.2. Vergleich CD57 in Tumor versus Normalgewebe

Der TMA ,,Berlin groB" erlaubte den direkten, fallbezogenen Vergleich von Tumor-

und Normalgewebe in der CD57-Farbung. Zum groBten Teil waren die Farbegrade
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in beiden Entitaten so ahnlich, dass sie dichotomisiert in die gleiche Gruppe fielen
— in der Regel beide Gewebe mit CD57-Aigh. Damit ist CD57 kein sicherer
Krebsmarker. Dennoch gab es in 77 von 771 Féllen Unterschiede, die zeigten, dass
CD57 durch die Karzinogenese beeinflusst wurde: Die 7 Félle, in denen der Tumor
starker als das Normalgewebe gefarbt wurde, entsprachen wohl den
Beobachtungen in der Literatur, dass CD57 verglichen mit dem heterogen
gefarbten Normalgewebe im Tumor zundachst homogener auftritt (McNeal et al.
1988; Wahab & Wright 1985). Auch kénnten in diesen Fallen die normalen Drlisen
atrophisch und deshalb schwacher gefarbt gewesen sein. Dass in 70 Fallen
umgekehrt der Tumor mit /ow und das Normalgewebe mit Ajgh beurteilt wurden,
kdnnte durch eine Entdifferenzierung in der Tumorprogression oder einen initialen

Verlust von CD57 erklart werden.

4.3.3. CD57 als Progressionsmarker: Korrelation mit stage

Eine statistisch nicht signifikante Tendenz der Korrelation von CD57 und stage war
an 52 Gewebeproben bereits nachgewiesen worden (Liu X. ef a/. 1995). Mit den
vorliegenden Ergebnissen einer vielfach hdheren Fallzahl konnte CD57 als
Progressionsmarker flir das Prostatakarzinom erstmals statistisch gesichert werden.
Ein Fehlen von CD57 war signifikant mit einem héheren Tumorstadium korreliert.
Im TMA ,Hamburg" war die Beziehung von stage und CD57 hochsignifikant.
Parallel zum Tumorstadium nahm ausgehend von den inzidenten Karzinomen Uber
die klinisch manifesten Karzinome der Prostatektomiepraparate bis hin zu den
Karzinomen mit Lymphknotenmetastasen die Bewertung 0 oder 1 (/ow) von 8%
auf 29% zu. In Kohorten mit fortgeschrittenen Karzinomen waren demnach mehr
Zellen zu finden, die CD57 nicht mehr exprimierten.

Das Uberschreiten der Organgrenzen durch das Prostatakarzinom, also der
Unterschied von pT2 zu pT3/4, stellt den entscheidenden Schritt bei der lokalen
Tumorprogression dar und ist mit einer deutlich schlechteren Prognose assoziiert
(Wheeler et al. 1998). Aus diesem Grund wurden die Tumorstadien in der

Auswertung der Tumorkollektive aus den Prostatektomiepraparaten dichotomisiert.
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Bisher hatten zwei Arbeiten die CD57-Farbung in Prostatakarzinomen mit
unterschiedlichen Malignitdtsgraden und Metastasen geprift (Wahab & Wright
1985; May & Perentes 1987). Dort konnte eine Abschwachung der Farbung in den
Metastasen nur vereinzelt, jedoch nicht als Trend gefunden werden. Allerdings
wurden dort mit insgesamt 7 Metastasen im Vergleich zur vorliegenden Arbeit nur

wenige Gewebe untersucht.

4.3.4. CD57 als Aggressivitatsmarker: Korrelation mit grade

CD57 konnte in dieser Arbeit als Marker flr die Aggressivitat des
Prostatakarzinoms charakterisiert werden. Ein Fehlen von CD57 war signifikant
mit einem hdheren Gleason-score des Tumors verbunden. Der Malignitatsgrad,
gemessen mit dem Gleason-score gilt als der sicherste Prognosefaktor
des Prostatakarzinomes (Kdllermann, Erbersdobler, Sauter 2007; Epstein et al.
2005).

Das Ergebnis dieser Arbeit widerspricht teilweise einer Studie, die eine stdrkere
Farbung gegen CD57 als Korrelat einer héheren Tumoraggressivitat interpretierte
(Rubenstein et al. 1989). Durch die dort im Vergleich zur vorliegenden Arbeit mit
23 Karzinomen deutlich geringere Anzahl an Proben ist das widerspriichliche
Ergebnis erklarbar. Zudem wurde die CD57-Farbung auch in der vorliegenden
Studie in Karzinomen gegeniiber dem heterogenen Normalgewebe zundachst
homogener, um mit weiter steigender Aggressivitat jedoch wieder abzunehmen.
Mit einer anderen Methode wurden bereits Ergebnisse gefunden, die ebenfalls
eine prognostische Relevanz vermuten lieBen: Mittels Durchflusszytometrie und
mit einer wesentlich geringeren Anzahl an Gewebeproben wurden diverse CD-
Molekiile in Prostatagewebe bestimmt (Liu A. ef a/ 1997 und 1999). Die meisten
Tumoren hatten in diesen Studien den Basalzellmarker CD44 verloren und zeigten
sich CD57-positiv. Innerhalb der prostatischen Zelllinie schlossen die Autoren auf
eine Progression von den Basalzellen (CD57-negativ), die den Stammzellpool fiir
die Luminalzellen (CD57-positiv) beinhalten sollen, hin zu den gut (CD57-positiv)

und schlieBlich den schlecht differenzierten (CD57-negativ) Tumoren. Daraus
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wurde eine mogliche prognostische Relevanz von CD57 abgeleitet. Drei
Zellkulturlinien von Metastasen waren CD57-negativ (Liu A. 2000).

Mit einem ahnlichen Ansatz wie in der vorliegenden Arbeit untersuchten, wie oben
erwahnt, auch Liu X. ef al. (1995) an einem Kollektiv von 52 Patienten die
Korrelation der Intensitdt der immunhistochemischen CD57-Farbung mit dem
histologischen Differenzierungsgrad (grade), dem Tumorstadium (stage) und dem
5-Jahres-Uberleben. Je geringer die Farbeintensitit und die Zahl der gefirbten
Zellen war, desto signifikant schlechter waren die Karzinome differenziert (p <
0,05). Die prognostische Relevanz von CD57 wurde damit durch Liu X. et a/. (1995)
erstmals in Ansatzen, allerdings nur teilweise statistisch signifikant nachgewiesen
und blieb in ihrer abschlieBenden Einschatzung offen.

Aus heutiger Sicht ist zu bedenken, dass 32 der 52 von Liu X. et al. (1995)
untersuchten Patienten Tumoren in einem metastasierten Stadium hatten und mit
einer Orchiektomie in Kombination mit Hormontherapie anstelle einer
Prostatektomie therapiert worden waren. Auch waren, verglichen mit den hier
vorgelegten Daten, Uberproportional viele Karzinome high-grade (38%) mit dann
im gesamten Kollektiv méglicherweise iberproportional gering exprimiertem CD57.
Das untersuchte Kollektiv war mithin nicht nur klein, sondern auch gewissermaBen
zu schlechter differenzierten Karzinomen hin verschoben und somit nicht
reprasentativ flr die Situation der Prostatakarzinome in Zeiten des PSA-Screenings.
Heutzutage stellt sich die Frage nach der Tauglichkeit von CD57 zur Prognose vor
allem hinsichtlich der Therapieentscheidung bei Tumoren in friihen Stadien. Die in
der vorliegenden Arbeit untersuchten Gewebekollektive bildeten die aktuelle Lage
in der Prostatadiagnostik adaquat ab.

Wir konnten die Ergebnisse aus der Literatur bestdtigen und erganzen: Die
Korrelation von CD57 und grade war hochsignifikant (p < 0,0001, TMA
.Hamburg"). Lediglich der Pilot-TMA ,Berlin klein® zeigte eine umgekehrte
Tendenz in der Korrelation zum grade. Auch die Kaplan-Meier-Analyse zum Rezidiv
war flir diesen TMA nicht aussagekraftig. Dies dirfte an der geringen Fallzahl und
der im Verhaltnis schlechteren Datenlage dieses Pilot-TMA gelegen haben. Die
Bedeutung einer hinreichend hohen Fallzahl fir belastbare wissenschaftliche

Schlussfolgerungen wird dadurch eindrucksvoll illustriert.
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4.3.5. CD57 als Prognosemarker: Korrelation mit PSA-Rezidiv

Wir konnten ohne Zeitverlauf tendenziell und mit Zeitverlauf statistisch signifikant
nachweisen, dass ein CD57-Verlust mit einem spateren PSA-Rezidiv nach erfolgter
operativer Therapie korreliert. Somit empfiehlt sich CD57 prinzipiell auch als
Prognosemarker des Prostatakarzinoms. Einschréankend waren hier die
Heterogenitat der Farbung und die Tatsache zu bertlicksichtigen, dass nur wenige
Tumoren einen kompletten Verlust der CD57-Expression zeigten. Das PSA-Rezidiv
stellte in unserer Untersuchung den vorlaufigen klinischen Endpunkt dar. Fir die
Beurteilung eines Prognosefaktors ware sicherlich das tumorspezifische Ableben
noch besser geeignet. Jedoch war die Erhebung dieses Parameters aufgrund der
GroBe der hier verwendeten Datenbanken nicht méglich gewesen.

Das 5-Jahres-Uberleben wurde bereits in der oben diskutierten Arbeit von Liu X.
et al. (1995) untersucht: Bei Karzinomen mit mehr als 2/3 gefarbten Zellen war es
signifikant besser als bei weniger als 2/3 gefarbten Zellen (p < 0,05). Das galt
sowohl in der gesamten Studienpopulation als auch speziell in der Gruppe (nicht
operierter) metastasierter Tumorstadien.

Etwa 20 - 40% der Patienten bekommen nach der Prostatektomie ein PSA-Rezidiv
(Ward & Moul 2005). Der weitere Verlauf kann dennoch langsam sein. Die
Prognose ist hier zusatzlich mit Faktoren wie der PSA-Verdopplungszeit oder dem
grade korreliert (Wirth & Frohner 2007 bzw. Freedland et al. 2005). Nach unseren
Ergebnissen war CD57 nicht nur mit einem PSA-Rezidiv, sondern auch statistisch
signifikant mit dem stage und dem grade korreliert. Es darf deshalb angenommen
werden, dass CD57 analog zum Gewebe-PSA (Erbersdobler et a/ 2009) im
Vergleich zu den etablierten Parametern kein unabhangiger Prognosefaktor ist. Auf

eine multivariate statistische Analyse wurde daher verzichtet.
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4.4. Mdgliche Nutzbarkeit von CD57 im Prostatakarzinom

Den vorliegenden Ergebnissen zufolge ist CD57 ein Marker fir die Histogenese des
Prostatakarzinoms, der im Vergleich zum Gewebe-PSA zusatzliche Informationen
liefern kann. In Einzelfallen kann dieser Marker hilfreich sein, um die Prostata als
Ursprungsort eines metastasierten Adenokarzinoms mit unklarem Primarius
(sogenanntes CUP-Syndrom) zu identifizieren. Dies wurde im Institut flr
Pathologie der Universitat Rostock bereits mehrfach praktiziert, ist jedoch als
Allgemeinwissen unter Pathologen bislang noch nicht verbreitet (personliche
Mitteilung Prof. Dr. A. Erbersdobler).

Auch wenn CD57 kein ausgewiesener Tumormarker ist, gibt es doch deutliche
Veranderungen gegeniber der Farbung im Normalgewebe, die zu Spekulationen
hinsichtlich der Bedeutung dieses Molekiils in der Karzinogenese Anlass geben.
Daraus kodnnten sich moglicherweise zukiinftig neue Therapieansatze ergeben.
CD57 muss nach unseren Ergebnissen auch als relevanter Marker des
Prostatakarzinoms angesehen werden. Seine Expression Kkorreliert mit der
Tumorprogression (stage), der Tumoraggressivitat (grade) und der Prognose
(Tumorrezidiv nach erfolgter Operation).

Allerdings wirde sich CD57 weniger fir die Routinediagnostik als fir den Einzelfall
eignen. Seine Abwesenheit kann zwar ein Hinweis auf ein aggressives
Tumorgeschehen sein. Eine starke Farbung schlieBt dies aber auch nicht aus.
Insbesondere in Zusammenschau mit anderen Faktoren wie stage und grade kann
der Verdacht einer unglinstigen Prognose bei Fehlen von CD57 jedoch spezifiziert
und untermauert werden. Die schnell verfliigbare und kostenglinstige Farbung
gegen CD57 kdénnte so von Fall zu Fall z. B. helfen, aus Stanzbiopsien die

geeignete Therapie oder nach erfolgter Prostatektomie das Rezidivrisiko abzuleiten.
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5. Zusammenfassung

Das Adenokarzinom der Prostata ist der hdufigste maligne Tumor des Mannes.
Durch Vorsorgeuntersuchungen, die auch Friihstadien erfassen, ist die Inzidenz
des Karzinoms sprunghaft angestiegen. Nicht jedes Karzinom muss jedoch durch
eine radikale Prostatektomie mit all ihren Risiken entfernt werden. Die Wahl
zwischen verschiedenen Therapieoptionen kann dabei nur anhand gesicherter
Prognosefaktoren erfolgen. Werkzeuge wie stage, grade oder Serum-PSA wurden
hierzu etabliert. Es sind zahlreiche weitere Zellmerkmale erforscht worden, welche
die Aussagekraft einer Prognose erhéhen und individualisieren kdnnten.

In  der vorliegenden  Arbeit wurde untersucht, inwieweit das
Zelloberflachenmolekil CD57 als relevanter Marker flr das Prostatakarzinom
geeignet ist. Hierzu wurden 4462 Gewebeproben von verschiedenen Tumorstadien
inklusive Lymphknotenmetastasen und von Normalgewebe in tissue microarrays
und Standardschnitten immunhistochemisch gegen CD57 und als Vergleich gegen
Gewebe-PSA gefarbt und lichtmikroskopisch ausgewertet.

CD57 spielt eine Rolle bei Zellkontakten. Es kommt unter anderem auf NK-Zellen,
Zellen neuronalen Ursprungs und auch auf Drisenzellen der Prostata vor.
Aufgrund der wenigen bisherigen Forschungsergebnisse konnte vermutet werden,
dass CD57 in Prostatakarzinomen unterschiedlicher Aggressivitat verschieden stark
exprimiert wird. Die mdgliche Bedeutung von CD57 in der Karzinogenese ertffnet
weitere Forschungsansatze.

Nach den hier vorliegenden Ergebnissen wurde CD57 in prostatischem Gewebe
haufig, heterogen und nicht kongruent zum Gewebe-PSA exprimiert. Im Vergleich
zum Gewebe-PSA kann CD57 daher zusatzliche Informationen liefern. Die
Zuordnung einer Metastase mit unbekanntem Primarherd (CUP) zu einem
Prostatakarzinom ist im Falle einer positiven CD57-Farbung wahrscheinlich. CD57
zeigte sich allerdings nicht als sicherer Krebsmarker, da sich die Expression in
Tumor- und Normalgewebe eines Individuums in nur 77 von 771 Féllen deutlich
unterschied.

Die Expression von CD57 nahm mit héherem Tumorstadium und hdherem

Gleason-score signifikant ab. Sie korrelierte negativ mit einem PSA-Rezidiv
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nach Prostatektomie. 13,8% aller Tumore wiesen einen teilweisen oder
vollstandigen CD57-Verlust auf. Damit zeigte sich CD57 erstmals als ein —
wenngleich von den bereits etablierten Parametern wahrscheinlich nicht
unabhangiger — Marker flir Progression, Aggressivitit und Prognose des
Prostatakarzinomes.

Schlussfolgernd kann die Abwesenheit von CD57 ein Hinweis auf einen
aggressiven Tumor sein, eine starke Farbung schlieBt dies aber auch nicht aus.
Neben der Metastasendiagnostik ist die Farbung gegen CD57 also geeignet, bei
fehlender Expression fallweise den Verdacht einer ungiinstigen Prognose zu

erharten.
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