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1. Einleitung
1.1. Epidemiologie und Atiologie
Das Prostatakarzinom ist der haufigste maligne Tumor des Mannes in den
westlichen Industrienationen und die zweith&ufigste Todesursache (1). Pro Jahr
werden nach Angaben des Robert Koch-Instituts etwa 58.570 Neuerkrankungen in
Deutschland diagnostiziert. Durchschnittlich erkrankt jeder siebte Mann im Laufe
seines Lebens am Prostatakarzinom, wobei die Wahrscheinlichkeit, an einem
Karzinom zu erkranken, mit zunehmendem Alter steigt. Autopsiestudien
berichteten in 42% der untersuchten M&nner von einem gesicherten
Prostatakarzinom bei einer Kklinischen Identifikationsrate von nur 9,5%. Der hohe
Anteil von klinisch nicht diagnostizierten Karzinomen kann unter anderem darauf
zuruckgefuhrt werden, dass eins von zehn Karzinomen niemals klinisch manifest
wird (2). Aufgrund des klinischen Erscheinungsbildes kann folgende Einteilung
erfolgen: Das inzidentelle Karzinom wird als Zufallsbefund diagnostiziert und ist
klinisch noch nicht in Erscheinung getreten. Auch das latente Karzinom kann
klinisch nicht nachgewiesen werden und wird erst bei der Obduktion gefunden,
wahrend beim okkulten Karzinom der Primartumor zun&chst noch unbekannt ist
und erst aufgrund von Metastasen aufféllig wird. Das klinisch manifeste
Prostatakarzinom ist mit weitem Abstand die haufigste Kategorie; es wird auf
Grund symptomatischer Beschwerden des Patienten oder bei der
Vorsorgeuntersuchung nachgewiesen (3).
Die Haufigkeit der Prostatakarzinome variiert sehr stark in den unterschiedlichen
Regionen der Erde: Wahrend in Japan die Inzidenzrate mit 1-7 pro 100.000
Méannern pro Jahr sehr gering ist, weist die USA den héchsten Wert auf. Die
Inzidenzrate fur WeilRe in den USA liegt bei 185 pro 100.000 Mannern, fur Afro-
Amerikaner bei 234 pro 100.000 Mannern pro Jahr (4). Hierfur werden vor allem
genetische Unterschiede der verschiedenen ethnischen Gruppen verantwortlich
gemacht.
Als weitere Ursachen fur Prostatakarzinome werden Umweltfaktoren wie z.B.
Luftverschmutzung und landesspezifische Essgewohnheiten, v.a. der Konsum
tierischer Eiweil3e und Fette, die wahrscheinlich zur Karzinogenese des
Prostatakarzinoms beitragen, diskutiert (5).
In Studien konnte nachgewiesen werden, dass die Hohe des Testosteronspiegels

im Serum sowohl das Fortschreiten als auch die Entstehung von
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Prostatakarzinomen beeinflussen kénnte (6). Direkte endokrinologische und
biochemische Untersuchungen konnten bisher aber keinen Nachweis daflr liefern,
dass bei Prostatakrebspatienten spezifische hormonelle Faktoren vorherrschen.
AulBBerdem soll der Zeitpunkt der Pubertdt und die sexuelle Aktivitat das
Karzinomrisiko beeinflussen (5).

Aus friheren Studien geht hervor, dass zumindest ein Teil der Prostatakarzinome
autosomal dominant vererbt wird. So steigt die Wahrscheinlichkeit fir einen Mann
an einem Prostatakarzinom zu erkranken erheblich, wenn ein oder mehrere
Familienmitglieder bereits daran erkrankt sind oder waren (7). Fur das Risiko, an
einem Prostatakarzinom zu erkranken, ist auch entscheidend, ob es sich dabei um
einen Verwandten ersten oder zweiten Grades handelt. Abhangig davon schwankt
das Karzinomrisiko zwischen dem 1,7-fachen und 11-fachen Risiko (7).
Diesbeziglich wurde kurzlich in Familien mit gehauftem Auftreten von
Prostatakarzinomen ein Gen lokalisiert (HPC1), das mit der Krankheit gekoppelt
ist. AuRerdem ist auch bei Tragern des Brustkrebsgens BRCAl das

Prostatakrebsrisiko erhoht.

1.2. Morphologie und Histologie

Die Prostata ist eine exokrine Drise unterhalb der Harnblase, welche die
mannliche Harnréhre (Urethra) umschlie3t. Sie gehdrt zu den akzessorischen
Geschlechtsdrisen und produziert das Prostatasekret, einen Teil der
Samenflissigkeit.

Die Prostata ist etwa kastaniengrof3, wiegt rund 20g und weist einen festen, teils
glandularen, teils muskuldren Korper auf. Die auf3ere Form ist annahernd
pyramidenférmig, wobei die Basis zur Harnblase, der Apex nach kaudal weist. Die
Prostata besteht aus etwa 30-40 tubulo-alveoldren Einzeldrisen, deren
Ausfuhrungsgange (ductus prostatici) rund um den Samenhigel (Colliculus
seminalis) in die Pars prostatica der Harnréhre minden. Makroskopisch erscheint
das Tumorgewebe markig-gelblich und homogener als das umgebende
Prostatagewebe (8), es lasst sich aber meist nicht sicher abgrenzen.
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Die Prostata lasst sich in drei Zonen gliedern, die sich in etwa wie Zwiebelschalen
um die zentral verlaufende Harnréhre legen: Periurethrale Mantelzone, Innenzone
und AufRenzone. Die periurethrale Mantelzone ist die kleinste Zone, welche die
Harnréhre umgibt und etwa 5-10% der Prostatamasse darstellt. In der
trichterformigen Innenzone, die etwa 20-25% der Druse enthalt, verlauft der
Spritzkanal (ductus ejaculatorius). Die Aul3enzone bildet mit ca. 70% Masse den
Hauptteil der Prostata.

Histologisch handelt es sich in etwa 97% der Prostatakarzinome um ein
Adenokarzinom. Sie gehen von den peripheren Driusenanteilen der glans
prostatae aus. Zu den Kennzeichen des Tumors zahlen die Neigung zu
multizentrischem Wachstum sowie das Vorkommen verschiedener histologischer
Wachstumsmuster. Diese Auspragungen beinhalten Formen des niedrig bis hoch
differenzierten, des kribiformen oder soliden Karzinoms. Sonderformen sind z.B.
das endometroide Karzinom, das Karzinom der Transitionalzellzone, das
Plattenepithel-, das adenoid-zystische Karzinom oder mehr Formen.

Aufgrund der speziellen Wachstumseigenschaften des Prostatakarzinoms
unterscheidet man eine frihe und eine spate Phase der Ausbreitung. In der frihen
Phase befindet sich der Tumor entsprechend seiner Ausgangslokalisation vor
allem in den peripheren Bereichen der Prostata, wahrend die intraprostatische
Ausbreitung der spaten Phase zugeordnet wird. Auf diese Weise kommt es
besonders im fortgeschrittenen Stadium der Krankheit zu Harnwegsobstruktionen.
Davon zeitlich unabhangig erfolgt die Kapselpenetration, sowie die Samenblasen-
und Harnblasenbodeninfiltration (9).

1.3. Klassifikation und Diagnostik
1.3.1. TNM-System

Das Staging des Prostatakarzinoms erfolgt anhand der aktuellen UICC-

Klassifikation (7. Auflage 2010). Hierbei werden Tumorausdehnung (T),
Lymphknotenbefall (N) und Metastasen (M) berucksichtigt:
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Stadium
T Primartumor
TX Keine Beurteilung maglich
T1 Klinisch inapparenter Tumor
Tla inzidenteller Tumor in < 5% des resizierten Gewebes
T1lb inzidenteller Tumor in = 5% des resizierten Gewebes
Tlc Tumor identifiziert durch Biopsie
T2 Tumor auf die Prostata begrenzt
T2a Tumor in einer Hélfte eines Lappens oder weniger
T2b Tumor in mehr als einer Halfte eines Lappens
T2c Tumor in beiden Lappen
T3 Tumor organiberschreitend
T3a Tumor durchbricht die Kapsel (uni- oder bilateral)
T3b Tumor infilitriert die Samenblase(n)
T4 Tumor ist fixiert oder infilitriert Blasenhals, &uf3eren Sphincter, Rektum,
Levatormuskeln oder Beckenwand
N Nodalstatus
NX Keine Beurteilung moglich
NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen
N1 Regionale Lymphknotenmetastasen
M Fernmetastasen
MX Keine Beurteilung moglich
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
Mla nicht-regionale Lymphknotenmetastasen
M1b Knochenmetastase(n)
Mlc Andere Fernmetastasen

(Wittekind Ch: UICC TNM classification of malignant tumours ((10))
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1.3.2. Grading nach Gleason

Mitte der sechziger Jahre wurde von dem amerikanischen Pathologen Donald F.
Gleason ein System zur histologischen Beurteilung von Prostatakarzinomen
entwickelt. Hierbei erfolgt eine Einteilung in finf Grade, wobei Grad 1 die am
besten differenzierten Tumoren beschreibt und Grad 5 die am schlechtesten
differenzierten Tumoren, deren Wachstumsmuster fast jede Ahnlichkeit mit
normalem Prostatagewebe verloren haben. Die Grade 2 bis 4 liegen dazwischen
(11).

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

—  —

0.F 6leason, M.D.

(Gleason D: Classification of prostate carcinomas (129))

Der Gleason Score beinhaltet die Beurteilung des Wachsmusters der atypischen

Prostatadriisen. Dabei wird die Summe des haufigsten und zweith&ufigsten
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“Patterns” als Gleason Score angegeben, wobei der erste Grad immer das
vorherrschende Wachstumsmuster beschreibt. Das Pattern 4-5 werden nochmals
in A und B bzw. das Pattern 3 von A-C unterteilt. Falls nur ein Wachstumsmuster
vorliegt wird der Grad verdoppelt, ansonsten die beiden Werte addiert, so dass
sich ein Score zwischen 2 und 10 ergibt. Je niedriger der Gleason Score ist desto
besser ist das Prostatakarzinom differenziert (12). Daraus ergibt sich folgende

Einteilung:

- Tumore mit einem Score von 2 bis 4:  hochgradig differenziert
- Tumore mit einem Score von 5 bis 7:  mittelgradig differenziert
- Tumore mit einem Score von 8 bis 10: geringgradig differenziert

1.3.3. PSA-Wert
Das Prostata-spezifische Antigen ist ein Glykoprotein aus 237 Aminosauren mit

einer GroRe von 28kDa (13). Die Produktion findet in den Drisenepithelien der
Prostata statt (14). Das PSA ist zwar hoch sensitiv und weitestgehend spezifisch
fur die Prostata, jedoch nicht spezifisch fir das Prostatakarzinom (15,16,17). Well
normale sowie hyperplastische als auch neoplastische Epithelien PSA bilden,
kann ein erhdhter PSA-Wert ebenso durch ein Karzinom wie auch durch eine
benigne Prostatahyperplasie (BPH) oder eine Prostatitis bedingt sein (18).
Dennoch wird der PSA-Wert als sehr geeigneter Marker zur Erkennung von
Prostatakarzinomen eingesetzt.

Durch Entziindungen, Manipulationen (z.B. Biopsie) oder Zelltod kommt es zum
Verlust der intraprostatischen Barriere und damit zu einem Anstieg des Serum-
PSA Spiegels (19). Der Nachweis erfolgt dann mittels mono- und polyklonaler
Antikorper, die sich gegen bestimmte Epitope des PSA-Proteins richten. Aktuell
wird ein Serum-PSA-Wert von weniger als 4ng/ml als nicht pathologisch
angesehen, wobei auch eine Senkung des Schwellenwertes auf 3ng/ml diskutiert
wird. Bei der Beurteilung eines PSA-Wertes muss auch das Alter eines Patienten

bertcksichtigt werden, weil mit zunehmendem Alter auch der PSA-Wert steigt:
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Altersgrenzen
Alter (Jahre) PSA-C(Dnt;?n:grenze
40-49 25
50-59 3,5
60-69 45
70-79 6,5

(Oesterling JE: Zusammenhang zwischen Alter und PSA (20))

Der PSA-Wert gilt zwar als recht zuverlassig und besitzt die hdchste
Voraussagewahrscheinlichkeit aller Parameter, er erweist sich dennoch aus
diagnostischer Sicht als teilweise unsicher: So weisen 11-29% der Manner mit
gesichertem Prostatakarzinom kein erhdhtes PSA auf. AuRerdem werden in vielen
Fallen Klinisch nicht signifikante Karzinome entdeckt, die keine prognostische
Bedeutung fur den Patienten haben und ohne PSA-Test nicht entdeckt worden
waren (21). Der Anteil derartiger Uberdiagnostizierungen betragt ca. 27-56% (22).
Aus diesen Grinden wird weiterhin in zahlreichen Studien nach neuen und
zuverlassigen Markern bzw. Tests geforscht, wobei bisher die meisten keine

ausreichend hohe Spezifitat aufweisen (15).

1.4. Angiogenese

Angiogenese, die Neubildungen von Kapillargeféaf3en, ist ein biologischer Prozess,
welcher essentiell fir bestimmte physiologische Vorgange, aber auch fir das
Wachstum bosartiger Tumoren ist (23).

Die gefallwandauskleidenden Endothelzellen geh6ren normalerweise zu den am
seltensten sich teilenden Zellen des menschlichen Koérpers (24). Sie stehen unter
standiger Kontrolle von endogenen Angiogenesestimulatoren wie z.B. Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) und basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) und

endogenen Angiogeneseinhibitoren wie z.B. Thrombospondin-1 und Platelet
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Factor 4 (PF4). Unter physiologischen Bedingungen stehen diese Faktoren in
einem Gleichgewicht, die sog. angiogene Balance (25).

Durch Entartung von Korperzellen bildet sich ein unkontrolliert teilender Zellklon,
der allméhlich zu einem Tumor heranwachsen kann (25). Dieser befindet sich
zunachst noch in der avaskularen Phase, bildet also noch keine eigenen
Blutgefal3e aus (angiogenes Gleichgewicht). Die Tumorzellen werden noch mittels
Diffusion ausreichend mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt. Sobald der Tumor
jedoch eine bestimmte GroRe Uberschreitet werden die Diffusionsstrecken zu lang,
so dass diese Versorgung nicht mehr aufrechterhalten werden kann. Ein weiteres
Wachstum ist also nur durch Angiogenese moglich (26). Zellklone, die zu klinisch
relevanten Tumorerkrankungen heranwachsen, durchlaufen an dieser Stelle den
sog. ,angiogenen switch® (25,27), es erfolgt also der Ubergang von der
avaskularen in die vaskulare, angiogenetische Phase.

Zu Beginn dieser ,angiogenen Kaskade” kommt es zur Aktivierung von
Endothelzellen durch verschiedene Zellmitogene, unter anderem VEGF, TGF-x,
PDGF oder bFGF (28). Besonders hervorzuheben ist hierbei das multifunktionelle
Zytokin VEGF, das auch durch Hypoxie induziert werden kann (29). Es bindet an
Flt-1- (VEGFR-1), Flk-1- (KDR), und Flt-4- (VEGFR-3) Rezeptoren, wobei fur die
Tumorangiogenese v.a. der KDR-Rezeptor von wesentlicher Bedeutung ist, weil er
fur die Teilung und Migration der Endothelzellen und damit der Neubildung von
GefalRen unter pathologischen Bedingungen verantwortlich ist (30,31). Dadurch
kommt es zu einer Dilatation und Permeabilitatssteigerung der Kapillaren. Durch
Bindegewebsfibroblasten werden anschlie3end Proteasen freigesetzt, welche die
Auflésung der extrazellularen Matrix und der vaskularen Basalmembran bewirken.
Somit kénnen nun Endothelzellen in die Richtung des angiogenen Stimulus
wandern. An der Spitze dieser Migrationssaule beginnen die Endothelzellen unter
dem Einflu3 von Angiogenesefaktoren zu proliferieren. Somit kommt es allmahlich
zur Bildung neuer Kapillaren, durch welche die Versorgung mit Nahrstoffen und
Sauerstoff bis ins Tumorzentrum sicher gestellt werden kann (32). Da die
Endothelzellen selbst eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren freisetzen kdnnen, wie
z.B. VEGF oder bFGF, haben die neu gebildeten Kapillaren nicht nur einen
nutritiven Effekt, sondern stimulieren zusatzlich die Tumorzellproliferation (33).

Die Steuerung der Angiogenese erfolgt durch viele Regulationsmolekile. Eine
Einteilung kann in positive oder negative Regulatoren erfolgen:
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Positive Regulatoren Negative Regulatoren
- Angiogenin - Angiostatin
- EGF/TGF-a - C-X-X Chemokine: PF 4; IP-10; grof3
- FGF’s-1, -2, -3 - Hyaluronidase
- G-CSF - 1L-12
- Hypoxie - Interferone
- IL-8 - MMP & PA Inhibitoren
- PDGF-BB - 16Kd prolactin fragment
- PIGF - Retinoide
- Proliferin - Ribonuklease Inhibitoren
- Prostaglandine - TGF-B
- TGF-B - Thrombospondin
- Thymidine Phosphorylase/PD-ECGF |- TNF-a
- tissue factor
- TNF-a
- VEGFs/VPF

(Pepper MS: Regulatoren der Angiogenese (34))

Diese Einteilung konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen werden: So
konnte z.B. Mazzucchelli zeigen, dass die Konzentration von VEGF im
Prostatakarzinomgewebe deutlich hoher liegt als in normalem Prostatagewebe
(35). Eine weitere Studie stellte erhdhte Serumlevel fir bFGF bei Patienten mit
einem Prostatakarzinom in Vergleich zu Kontrollpersonen fest (36). Ein Molekdl,
das als besonders wichtig fir die Angiogenese angesehen wird, namlich PD-
ECGF, konnte vor allem in Gewebe mit hoher Gefalidichte und hohem Gleason
Score nachgewiesen werden (37).

Als weiterer Angiogeneseinhibitor gilt Maspin. Es zeigt strukturelle Ahnlichkeiten
mit anderen Serin-Proteasen-Inhibitoren, unterscheidet sich aber in der Wirkung
von Kklassischen Proteasen-Inhibitoren (38). Es hemmt die zellulare Invasion,
Motilitat und Proliferation in gesunden Geweben. In verschiedenen Studien konnte
die Funktion von Maspin als Angiogeneseinhibitor bestétigt werden: So konnten
Machtens et al. nachweisen, dass die verminderte Expression von Maspin im
Prostatakarzinomgewebe mit einer erhOhten Vaskularisation und einer

Verschlechterung der Prognose einhergeht (39). Zu gleichen Ergebnissen fihrten
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weitere Untersuchungen an Mammakarzinomen (40, 41, 42) sowie an humanem
Kolon-, Magen-, Diunndarm-, Endometrium-, Hoden- und Thymus-Gewebe (38).
Bisher fanden die meisten Studien Gber Maspin in vitro statt, so dass die genaue
Wirkung noch nicht endgiltig geklart werden konnte. Dennoch kénnte Maspin
wegen seiner anti-angiogenen Eigenschaften in Zukunft eine Rolle bei neuen
Therapieverfahren von Tumoren spielen (43).

Neben der Expression von positiven sowie negativen Regulatoren kann die
Angiogenese auch durch eine Untersuchung der Mikrogefal3dichte (MVD) eines
Tumors untersucht werden. Weidner et al. konnten bereits in friheren Studien
beweisen, dass die Mikrogefal3dichte beim Prostatakarzinom in engem
Zusammenhang mit den histologischen und klinischen Eigenschaften des Tumors
steht, wie z.B. Gleason Score oder das Vorhandensein von Metastasen (44). Es
wurde auch nachgewiesen, dass eine Zunahme der Gefal3dichte mit einer
Verschlechterung der Prognose korreliert: Bei Tumoren hoher Gefal3dichte fand
eine Metastasierung friher statt (45) als bei Tumoren geringer GefalRdichte (46).
Es wird vermutet, dass auch beim Prostatakarzinom durch eine Untersuchung der
Mikrogefalidichte Aussagen uber die Prognose des Tumors hinsichtlich
Aggressivitat und Entwicklung getroffen werden kdnnen. Diese These konnte in
frheren Studien sowohl belegt (47, 48) als auch widerlegt (49, 50) werden.
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2. Ziel der Untersuchung

In dieser Studie soll anhand des Prostatakarzinoms die Hypothese Uberprift
werden, ob sich mit Hilfe der Angiogenese die Prognose von Karzinomen
beurteilen lasst (32). Zu diesem Zweck erfolgte eine Korrelation der
Vaskularisation mit der Maspinexpression und -progression.

Areale groldter Gefalldichte, sog. hot spots, wurden durch ein Lichtmikroskop
zunéachst erfasst und anschlieend digitalisiert. Danach erfolgte die Erfassung der
drei morphometrischen Parameter (Gefal3anzahl, Gefal3abstande, Gefal3flachen)
und deren statistische Auswertung. Die Ergebnisse dieser Untersuchung wurden
abschlieRend mit den wichtigsten prognostischen Parametern wie Gleason Score,
Hohe des Prostata spezifischen Antigens (PSA), Tumorstaging, Tumorgrading
verglichen, ebenso mit Maspinexpression und -progression sowie anderen

klinischen Daten wie z.B. Alter, Anamnese oder dem Auftreten von Rezidiven.
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3. Materialien
3.1. Chemikalien
Aceton pro analysi (Riedel-de Haén, Seelze, Deutschland), 32201
Aquatex® (Merck, Darmstadt, Deutschland)
BSA (Bovines Serum Albumin) (SIGMA), A-7638
DAB (Di-amino-benzidine) (SIGMA), D-5637
Di-Natrium-hydrogenphosphat (Merck), 5104.100
EDTA (ethylen-di-amin-tetra-acetic acid) (SIGMA), E-5134
Ethanol, vergallt
Hamalaun nach Mayer (Hamatoxyllin)
Kaliumchlorid (Merck), 5189
10. Kalium-dihydrogenphosphat (Merck), 4873.5000
11.Levamisol (SIGMA), L-9756
12. Methanol (Merck), 1.06008.1006
13. Natriumchlorid (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 3957.2
14.HCI (Salzséaure) 37%ig (Merck), 1.00317.1000
15. Tri-Natriumcitrat Dihydrat (Roth), 3580.1
16.TRIS (Trishydroxymethylaminomethan; Roth), 4855.2
17. TRIZMA® (Trispuffer) Hydrochloride (SIGMA), T-3253
18.H,0, (Wasserstoffperoxid) 30%, (Merck), 1.08597.1000
19. Xylol
20.Ziegenserum (DAKO Ziegenserum X0907)

© © N o g b~ W DdRE

3.2. Puffer und Substratldsungen
21. AP-Substratlésung:
AP-Substrattablette (in APAAP Kit enthalten) in 2ml Trispuffer (0,1mol/l, pH
8,2, in APAAP Kit enthalten) I6sen und unmittelbar vor Gebrauch filtern
22.Blockierungs-Ldsung (ABC/Pox-Methode):
100ml Methanol + 4ml 30%ige H,0,
23.BSA/PBS bzw. BSA/TRIS 1%:
0,5g BSA in 50ml PBS bzw. TRIS-Puffer (pH 6,7) l6sen
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24.Formalinlésung (4%ig gepuffert):
4g NaH,PO4 + 6,59 Na;HPO, + 100ml Formalin (35%ig) + 900ml aqua
bidest.

25.Phosphat-Puffer (Phosphate Buffered Saline [PBS-Puffer]) (pH 7,4):

10-fach konzentrierte LOsung:

8,7g Natriumchlorid + 0,2g Kaliumchlorid + 0,2g Kaliumdihydrogenphosphat
+ 1,159 di-Natriumhydrogenphosphat ad 100ml aqua bidest; pH 7,4
einstellen

Gebrauchslésung: konzentrierte Losung 1:10 mit aqua bidest. verdinnen
und pH-Wert (7,4) kontrollieren

26.Reagens A (Streptavidin)

1lmL Streptavidin in  0,0lmol/L phosphatgepufferte physiologische
Kochsalzlésung, 15mmol/L NaNgz, pH 7,2
27.Reagenz B (biotinylierte Peroxidase)

1mL biotinylierte Meerrettich-Peroxidase in 0,01mol/L phosphatgepufferte
physiologische Kochsalzldsung, 15mmol/L NaN3, pH 7,2
28.Streptavidin-Biotin Komplex:

1ml Aliquot Puffer in 5ml Testréhrchen geben (fir 10 Objekttrager)
Fir je 1ml Puffer einen Tropfen Reagenz A und einen Tropfen Reagenz B
zugeben und mischen

29.TRIS-Puffer (pH 7,6) Stammlésung:

8,78g Natriumchlorid + 6,85g TRIZMA®HCI + 0,99 TRIS ad 1000ml aqua
bidest. pH 7,6 einstellen

Gebrauchslésung: Stammldsung 1:10 mit aqua bidest. verdiinnen

30.Trypsinlésung:
300mg Trypsin + 300 mgCacCl, in 300ml 0,05 molarem TRIS-Puffer l6sen
und auf pH 7,8 einstellen
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3.3.  Antiko6rper und Antikdorperkomplexe
von Willebrand Faktor:

Der von Willebrand Faktor (VWF) ist ein Glykoprotein mit multimerer Struktur und
einer relativen Molekilmasse von 500kDa bis hin zu mehr als 10.000kDa. Damit
zahlt er zu den grof3ten loslichen Plasmaproteinen des Menschen (51). Das
primére Produkt des auf Chromosom 12p13.2 lokalisierten von Willebrand Faktor-
Gens ist ein Protein, das aus 2813 Aminosauren besteht. Dieses besteht aus
einem Signalpeptid mit 22 Aminosauren, einem Propeptid mit 741 Aminoséauren
und einem maturen VWF-Molekul mit 2050 Aminosauren (52). Die Expression
erfolgt gewebespezifisch und ist auf Endothelzellen und Megakaryozyten begrenzt
(51). Der VWF dient im Plasma als Trager fur den Faktor VIII und schitzt das fur
die Koagulation verantwortliche Coenzym gegen proteolytischen Abbau.
AulRerdem ist er bei GefaBwandlasionen fir Thrombozytenadhasion und -
aggregation mitverantwortlich. Zusatzlich kommt vVWF auch in den Weibel-Pallade-
Korpuskeln der Endothelzellen, im a-Granulum der Megakaryozyten und den
hieraus entstehenden Thrombozyten sowie in der subendothelialen Matrix der
GefaBwand vor. Er stellt damit einen idealen Marker fur Endothelzellen bzw.
GefalRwande dar (45).

Zur immunhistochemischen Detektion des Antigens wurde ein polyklonaler
Antikorper (Polyclonal Rabbit, Anti Human, von Willebrand Faktor) der Firma
DakoCytomation verwendet. Er liegt als gereinigte Immunglobulinfraktion des
Kaninchen Anti-Serums in flussiger Form vor in 0,1mol/L NaCl und 15mmol/L
NaNs.

Endoglin (CD105)

Endoglin, auch als CD105 bezeichnet, ist ein homodimeres, transmembrandses

Glykoprotein vom Typ | mit einem Molekulargewicht von 180kDa (53). Der fur das
Protein codierende Genlocus ist auf dem Chromosom 9q33-34 lokalisiert (54). Die
Expression erfolgt in vitro von proliferierenden Endothelzellen und in vivo von
Arterien, Venen und Kapillaren (55). Des Weiteren wird Endoglin auch von
Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten und von einem Teil der
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hamatopoetischen Vorlauferzellen des Knochenmarks exprimiert (56, 57).
Endoglin ist Teil des nicht signalibertragenden TGF-Rezeptorkomplexes
(transforming growth factor) und bindet mit hoher Affinitat TGF-B-1 und -3-3 - nicht
jedoch TGF-B-2 (57, 58).

Mehrere Studien haben gezeigt, dass v.a. Blutgefalie wachsender Tumoren stark
positiv fir CD105 sind (59, 55, 60, 61, 62). Es konnte auch nachgewiesen werden,
dass sich CD105 Antikdrper im Gegensatz zu panendothelialen Markern
vorzugsweise an aktivierte Endothelzellen, welche an der Tumorangiogenese
beteiligt sind, binden und deshalb eine grol3ere Spezitivitdit far die
Neoangiogenese aufweisen (59, 63).

Zur Darstellung der TumorgefaRdichte wurden monoklonale Antikdrper
(Monoclonal Mouse Anti-Human, CD105, Endoglin Clone Sn6h) der Firma
DakoCytomation verwendet. Sie liegen als murine monoklonale Antikorper als
Gewebekulturiberstand (mit fetalem Rinderserum) in flissiger Form vor, dialysiert
gegen 0,05mol/L Tris-HCI, pH 7,2, und mit 0,015mol/L Natriumazid.

CD31 (PECAM, Platelet endothelial cell adhesion molecule)

CD31 gehort zur Superfamilie der Immunglobuline und ist ein Einketten-

Transmembranprotein vom Typ 1 mit einer relativen Molekilmasse von ca.
135kDa.

CD31 geht homophile als auch heterophile Bindungen ein. Die homogene
Bindungsstelle dient der transendothelialen Diapedese und Passage von
Leukozyten durch die extrazellulare Membran. Dabei resultiert die Ligation von
CD31 an die Oberflachen von Leukozyten. Die heterogenen Anteile enthalten
Integrine alpha,f3, Heparin und Heparansulfat-Glykosaminoglykane. Deren
Interaktion spielt eine gesonderte Rolle bei der Migration von Monozyten durch die
Basalmembran des Subendothels (64).

Die Expression erfolgt auf allen Endothelzellen, einschlie3lich denen von Arterien,
Arteriolen, Venen, Venolen und nicht sinusoiden Kapillaren. Aul3erdem wird CD31

auch geringfugig auf den Oberflachen von Mega-karyozyten, Thrombozyten,
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Myeloidzellen, naturlichen Killerzellen und einigen Vorlaufern von T-Zellen sowie
auf den Vorlaufern von B-Zellen exprimiert (64).

Im Gegensatz zum Antikorper gegen Faktor VIII, der kleinste Kapillaren nicht
markiert, farbt der CD31-Antikorper eindeutig mehr GeféalRRe, vor allem mehr
vaskulare Strukturen an. Er ist der sensitivste panendotheliale AntikGrper, mit dem
die meisten Gefalie erkannt werden kénnen, zeichnet sich aber nachteilig durch
reduzierte Spezifitdt aus, da auch Reaktionen mit Plasmazellen zu beobachten
sind (65).

Ein monoklonaler Antikérper der Firma DakoCytomation (Monoclonal Mouse Anti-
Human CD31, Endothelial Cell, Clone JC70A) wurde zur immunhistochemischen
Detektion von CD31 verwendet. Er wird in flissiger Form als Zellkulturtiberstand
verwendet und wurde gegen 0,05mol/L Tris/HCI, pH-Wert 7,2 dialysiert und enthalt
15mmol/L NaNs.

Maspin
Maspin ist ein neuer Serin-Proteasen-Inhibitor, der zur Familie der Serpine gehoért

und urspringlich durch subtraktive Hybridisierung in normalen Mamma-
epithelzellen identifiziert wurde (42). Das entsprechende Gen befindet sich auf
dem Chromosom 18921.3-q23 in Nachbarschaft zum Plasminogen-Aktivator
Inhibitor-2 (PAI-2), dem Onkogen BCL-2 und den Tumorsuppressorgenen DCC
und SCCA 1 und SCCA 2 (42, 66). Maspin weist eine relative Molektlmasse von
42kDa auf und besteht aus 2584 Nukleotiden (67). Das Protein findet sich im
Zytoplasma, im Zellkern und auf der Zelloberflache (68).

Der genaue Mechanismus von Maspin auf die Tumorzellen ist noch unbekannt. In
vitro- und in vivo-Untersuchungen ergaben eine hemmende Wirkung von Maspin
auf Tumorzellinvasion und Metastasierung (42). So konnte Zou et al. nachweisen,
dass eine abnehmende Expression von Maspin mit steigendem Malignitatsgrad
und verschlechterter Prognose bei fortgeschrittenen Mamma- und Prostata-
karzinomen einhergeht (42).

Es wurde festgestellt, dass die unterschiedliche Expression von Maspin in

normalem Brustepithel und Brusttumoren nicht auf eine Veranderung des Genoms
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der DNA zurickzufihren ist, sondern auf regulatorische Veranderungen auf der
Transkriptionsebene (MRNA). In diesem Punkt unterscheidet sich Maspin von den
klassischen Tumorsupressorgenen (z.B.: p53, Retinoblastom) und kann somit den
sog. Klasse II Tumorsupressorgenen zugeordnet werden. Diese gewinnen
zunehmend an Bedeutung, da sie in Zukunft evtl. im Sinne einer Re-Expression
des Maspin-Gens bei medikamentdsen (Gen-)Therapien eingesetzt werden
kénnen (40).

Zur immunhistochemischen Detektion des Maspin-Antigens wurde ein
monoklonaler Antikorper (Clone 167-70, Verdinnung 1:1000) der Firma BD
(Becton Dickinson, Pharmingen, Heidelberg) verwendet (69).

Sekundarantikorper:

a) biotinylierter goat anti-rabbit IgG Vectastain (Linaris, Weinheim, Deutschland)

b) biotinylierter goat anti-mouse IgG Vectastain (Linaris, Weinheim, Deutschland)

Antikdérperkomplexe:

a) Peroxidase markierter Avidin-Biotin-Komplex Vectastain
(Peroxidase Standard ABC; FVIII, Maspin)

b) Alkalische Phosphatase markierter Avidin-Biotin-Komplex Vectastain
(Alkalische Phosphatase Standard ABC Kit PK 5002; CD31)

c) Dako CSA Rabbit Peroxidase Kit ready to use (Dako Cytomation; CD105)



Maspinexpression und Angiogenese beim Prostatakarzinom 22

4. Patienten und Methoden

4.1 Patienten

Aus den Instituten fur Pathologie der Universitatskliniken Regensburg sowie
Leipzig wurden Gewebeproben der Jahre 1992-2004 von insgesamt 62 Patienten
untersucht. Das mittlere Alter der Patienten betrug 63,37 (49-75) Jahre, der
Gleason Score erreichte Werte zwischen 5 und 10. Der PSA-Wert konnte zum
Zeitpunkt der Diagnose zwischen 0,36 und 52,07ng/ml ermittelt werden. Die
klinischen Daten der Patienten einschlief3lich der vorhandenen follow-up Daten
sind in den Tabellen 1 bis 3 zusammengefasst.

Unmittelbar nach der Entnahme wurden alle Proben mit einer 4%-igen
Formalinlésung fixiert, mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe bis zu 100%

Ethanol dehydriert und anschlie3end in Paraffin eingebettet.

4.2 Vorbehandlung des Gewebes

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurden die Paraffinblécke
zunachst mit einem Mikrotom in 4um dicke Schichten geschnitten und
anschlieBend im 42°C warmen Wasserbad auf beschichtete Objekttrager
aufgezogen. Von jedem Block wurden zwischen 2 und 7 Schnitte angefertigt, die
Uber 24 Stunden im Brutschrank bei 37°C getrocknet wurden. Nach der
Entparaffinisierung erfolgte die Rehydrierung mit Hilfe einer absteigenden
Alkoholreihe.

Bei der Verwendung von Formalin als Fixationsmittel kommt es durch
Quervernetzungen zwischen dem Aldehydanteil des Formalins und der
spezifischen Antigenstruktur zu einer Maskierung der Antigene/Proteine im
Gewebe (70, 71). Dadurch wird die immunhistochemische Farbung der Schnitte
erschwert oder gar unmdglich gemacht. Um die Antigene fur die AntikOrper wieder
zugénglich zu machen (Antigen-Demaskierung) wurde das Gewebe fur die CD31-
Farbung im Wasserbad (in TRIS-Puffer, pH 9,0) und fur die FVIII-Farbung in der
Mikrowelle (Zitrat-Puffer, pH 7,3) erhitzt. Lediglich fur die CD105-Farbung war
keine Vorbehandlung notwendig.
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4.3 Immunhistochemische Farbung der Schnitte

Zur immunhistochemischen Farbung wurde die Avidin-Biotin-Complex-Methode
(ABC-Methode) verwendet. lhre Vorteile liegen in der hohen Sensitivitat, der
einfachen Handhabung und der geringen Hintergrundfarbung.

Eine zentrale Rolle spielt hierbei der Nachweis des Enzyms Peroxidase. Well
Peroxidase auch physiologisch in manchen Zellen des Korpers vorkommt, (v.a.
weile und rote Blutkdrperchen) wurde diese endogene Peroxidase vor der

immunhistochemischen Farbung durch Wasserstoff-Peroxid blockiert.

4.3.1. Prinzip der FVIII- und CD31-Farbung (ABC-Methode)
Der Primar-Ak bindet spezifisch an Antigendeterminanten auf dem Gewebeschnitt.

Im zweiten Schritt wird ein sekundarer, Biotin-markierter Antikorper (Briicken-Ak),
hinzugegeben, der spezifisch an die Primér-Ak bindet. In dem danach applizierten
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex agiert Avidin wie eine Bricke zwischen den
biotinylierten Peroxidasemolekiilen. Es bildet sich ein dreidimensionaler
Gitterkomplex, der mehrere Peroxidasemolekile enthalt. Dieser Gitterkomplex ist
in der Lage, an den Briucken-Ak zu binden und kann durch Zugabe des DAB-
Substrates deutlich sichtbar gemacht werden. Das hierdurch entstehende
Reaktionsprodukt stellt sich rot bis braun dar (72, 73).

4.3.2. Prinzip der CD105-Farbung (Dako CSA-Kit)
Das DAKO CSA System, das auf der modifizierten ABC-Methode (modifiziert, da

Avidin durch Streptavidin ersetzt wurde) basiert und zusatzlich noch durch ein

Signalamplifikationsreagenz verstarkt wird (modified ABC procedure utilizing
catalysed signal amplification, CSA), ist extrem sensitiv.

Das Eiweil3glykoprotein Streptavidin bindet sowohl das Vitamin Biotin (4 Molekiile)
als auch das Enzym Peroxidase. Peroxidase wiederum bindet auch an Biotin. Es

werden 5 Reagenzien bendtigt.
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Das erste Reagenz ist der Primarantikorper, der spezifisch gegen das zu
bestimmende Antigen gerichtet ist. Der Sekundarantikbrper, der sich an den
ersten binden kann, ist mit Biotin konjugiert. Das dritte Reagenz ist ein mit
Peroxidase konjugierter Streptavidin-Biotin-Komplex. Das vierte Reagenz ist das
Signalamplifikationsreagenz, ein phenolisches Substrat (Biotinyl-Tyramid), das
durch die gebundene Peroxidase katalysiert wird, ein unlésliches biotinyliertes
Phenol bildet und sich um die Antigene herum ablagert. Das abgelagerte Biotin
reagiert wiederum mit dem Streptavidin des flinften Reagenz, der Streptavidin-
Peroxidase. Das fuhrt zu einer zusétzlichen Bindung an Enzymmolekile und damit
zu einer zuséatzlichen Umsetzung des DAB (Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid) in

sein braunes Reaktionsprodukt.

Reagenzien des CSA-Kits:

1. Hydrogen Peroxide (Wasserstoffsuperoxid)

2. Protein Block

3. Link antibody: Biotinylierter Antikbrper gegen Maus- und Kaninchen-Immun-
globuline (biotinylierter Sekundarantikdrper)

4. Streptavidin-Biotin Complex, Reagenz A
Streptavidin-Biotin Complex, Reagenz B
Streptavidin-Biotin Complex, Diluent (Puffer)
Streptavidin-Biotin Complex mindestens 30min. vor Gebrauch herstellen:
1 ml Puffer + 40ul Reagenz A (1 Tropfen) + 40ul Reagenz B (1 Tropfen)

5. Amplification Reagent: Biotinylierte Tyramide und Wasserstoffperoxid

6. Streptavidin-Peroxidase (Meerrettichperoxidase)

7. Substrate Tablets, DAB Chromogen (DAB = 3,3 Diaminobenzidintetrahydro-
chlorid)
Substrate, Tris Buffer Concentrate (Tris-Pufferkonzentrat)

Substrate, Hydrogen Peroxide
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Herstellung DAB, bzw. Chromogen-Substratiosung (CHROM):
a) Substrattablette auf Raumtemperatur bringen
b) 10 Tropfen des Tris-Pufferkonzentrats in einen Testtube bis 10ml mit A.d.
auffillen und mischen
c) 1 Substrattablette zu dem angesetzten Gemisch dazugeben und
auflésen - DAB-LOsung
d) pro 2ml DAB-L6sung 1 Tropfen Wasserstoffperoxid > CHROM

(DAKO® Catalysed Signal Amplification (CSA) System, Peroxidase
DAKO Corporation « 6392 Via Real * Carpinteria, CA 93013 USA)

4.4. Durchfiihrung der Farbungen
4.4.1 Durchfiihrung ABC/Peroxidase-Methode (FVIII)
1. Schnitte Uber Nacht bei 37°C oder 30min bei 70°C trocknen

2. Entparaffinieren: Xylol (5min, 5min, 5-45min), absteigende Alkohol-Reihe
(2x5min Propanol, 2x5min 96% Ethanol, 5min 70% Ethanol) - A.d.
grandlich waschen

3. In der Mikrowelle bei 40% 30min in Citratpuffer pH 7,3 aufkochen (Antigen-

Demaskierung), 30min Schnitte bei RT abkihlen lassen

Waschen in A.d.

10min mit 3% H,0,, A.d. zur Blockierung der endogenen Peroxidase

Waschen in A.d. 2> PBS

1h mit 10% goat/1% BSA/PBS blockieren der unspezifischen Bindungs-

stellen (RT)

8. U.N. bei 4°C 1°AK Faktor VIII 1:600 in 7., bei Raumtemperatur (rb anti-
human von Willebrand Factor, Code No. A 0082, Dako)

9. Waschen mit PBS

10.  30min mit 2° AK anti-mouse/rabbit-biotinyliert 1:100 in 7., (ABC-Kit) (RT)
(StreptABComplex/HRP Duet mouse/rabbit, KO492, Dako)

11. Waschenin PBS

N o g A
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12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

30min in AB-Komplex (ABC-Kit) 1:100 in PBS inkubieren (RT), 15min vor
Gebrauch ansetzen

Waschen mit PBS

5min mit DAB (RT) farben (1:50)

Waschen mit A.d. zum Abstoppen der Farbreaktion

30Sek. mit Hamalaun gegenfarben

aufsteigende Alkohol Reihe - Xylol

Eindeckeln der Schnitte mit Entellane

4.4.2 Durchfuhrung ABC/AP-Methode (CD31)

1.
2.

10.

11.
12.
13.
14.

Schnitte U.N. bei 37°C oder 30min bei 70°C trocknen

Entparaffinieren: Xylol (5min, 5min, 5-45min), absteigende Alkohol-Reihe
(2x5min Propanol, 2x5min 96% Ethanol, 5min 70% Ethanol) -> A.d.
grandlich waschen

Im Autoklav (Wasserbad) bei 96°C 30min in TRS pH 9.0 erhitzen (Antigen
Demaskierung) - 30min bei RT abkihlen (Target Retrival Solution pH 9.0,
Dako, REF S 2367)

Waschen in A.d. > TBS

1h Blocken mit 10% Goat/1% BSA/TBS

1° AK Pecam-1 (CD31 monoklonal) 1:20 in 5.y G.N. bei 4°C (mono mouse
anti human CD31, clone: JC70A, DAKO)

Waschen in TBS

1h mit 2° AK anti-mouse AP 1:50 in 5. (RT) (goat anti-mouse-AP konj.,
Sigma-Aldrich Chemie)

Waschen mit A.d.

Mit Fast Red unter mikroskopischer Kontrolle farben (RT) (Fast Red
TR/Naphtol As Mx Ta, Sigma-Aldrich Chemie)

Waschen mit A.d. zum Abstoppen der Farbreaktion

1min gegenfarben mit Hamalaun

Waschen mit A.d. (keine Alkohol Reihe)

Eindeckeln der Schnitte mit Aquatex® (Merck)
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4.4.3 Durchfihrung DAKO CSA-Kit (CD105)
1. Schnitte U.N. bei 37°C oder 30min bei 70°C trocknen

2. Entparaffinieren: Xylol (5min, 5min, 5-45min), absteigende Alkohol-Reihe
(2x5min Propanol, 2x5min 96% Ethanol, 5min 70% Ethanol) -> A.d.
grundlich waschen

3 5min H,0;

4 5min A.d.

5 5min Proteinblock

6. U.N. 1° AK 1:500 in TBST bei 4°C

7 5min TBST

8 15min Link - AK

9 5min TBST

10.  15min Streptavidin-Biotin-Komplex

11. 5min TBST

12.  15min Amplifikationsreagenz

13.  5min TBST

14.  15min Streptavidinperoxidase

15. 5min TBST

16. 5min DAB

17. A.d. spilen

18.  1min mit Hamalaun gegenfarben

19. A.d. spulen

20.  Eindeckeln mit Aquatex

4.5 Mikroskopie und statistische Auswertung

Die gefarbten Schnitte wurden zuerst mit einem Mikroskop (Zeiss Axiophot,
Gottingen, Deutschland) mit Hilfe einer UbersichtsvergroRerung (5fach Obijektiv)
begutachtet, um entsprechend den Kriterien von Weidner (1995) Bereiche mit
hoher MikrogefaRRdichte, sog. hot spots, ausfindig zu machen. Davon konnten mit

Hilfe des digitalen Bildbearbeitungsprogramms Axiovision 4.7 (Carl Zeiss Vision,
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Gottingen, Microimaging) pro Patient 4 bis 10 Bilder mit 200-facher Vergrél3erung
aufgenommen werden.

Bei der Auswertung wurden alle MikrogefaRe berlcksichtigt, die durch eine
rote/braunliche Anfarbung klar von anderen Mikrogefal3en, Tumorzellen oder
Bindegewebe unterschieden werden konnten. AnschlieRend erfolgte die
Untersuchung der Schnitte hinsichtlich GefaRanzahl (MVC), Gefal3flache (VSA)
und GefalRRabstanden (IVAS). Die Anzahl der Mikrogefal3e wurde hierbei manuell
auf den Ausdrucken der jeweiligen Bilder ermittelt. Ebenso konnte mit Hilfe eines
transparenten Gitternetzes, bestehend aus 2236 Quadraten (43x52) mit einer
Kantenlange von 4mm, die Gefal¥flache bestimmt werden. Das Gitternetz wurde
dabei auf die Ausdrucke gelegt und jedes Quadrat, in dessen linker oberer Ecke
ein Gefal3 angeschnitten wurde, als positiv gewertet. Die Summe der positiven
Ereignisse wurde anschlielRend im Verhaltnis zur Gesamtzahl der Quadrate (2236)
in Prozent angegeben. Schliel3lich konnten die mittleren Gefalabstande mit Hilfe
des Bildbearbeitungsprogramms Axiovision 4.7 (Carl Zeiss Vision, Gottingen,

Microimaging) ermittelt werden (Tabellen 4 bis 6).
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5. Ergebnisse
5.1. Allgemeine Deskription

5.1.1. Evaluierung klinischer Parameter des untersuchten Patientenkollektivs

Insgesamt wurden in dieser Studie 61 Patienten eingeschlossen mit einem
Durchschnittsalter von 61 Jahren (61+1,42) und bezuglich der Gefaldversorgung
und Maspinexpression untersucht. Die histopathologische Evaluierung der
histologischen  Praparate ergab nachfolgende Stadieneinteilung: Vom
Patientenkollektiv wies 1 Patient (1,6%) ein Stadium T1, wiesen 22 Patienten
(36,1%) ein Stadium T2 und 38 Patienten (62,3%) ein Stadium T3 auf. Der
Nodalstatus konnte bei 60 Patienten (98,4%) ausgewertet werden, wobei in 10
Fallen (16,7%) positive Lymphknoten gefunden wurden (7x N1, 3x N2), bei den
Ubrigen 50 Patienten (83,3%) konnten keine Lymphknotenmetastasen festgestellt
werden. Fernmetastasen konnten bei keinem der Patienten nachgewiesen
werden, wobei lediglich die Ergebnisse von 48 der 61 Patienten (78,7%) hierzu
vorlagen. Postoperativ konnte bei 31 Patienten (50,8%) kein Residualtumor mehr
nachgewiesen werden, in 30 Fallen (49,2%) wurde ein mikroskopischer
Residualtumor an den Schnittrandern diagnostiziert. Bei 52 der 61 Patienten
(85,2%) konnte eine exakte Angabe des Gleason Score aus den Befunden
erhoben werden. Der niedrigste Score betrug 5, der hoéchste Score 10. Dabei
wiesen 15 Patienten (28,9%) einen Score von 5, 10 Patienten (19,2%) einen
Score von 6, 12 Patienten (23,1%) einen Score von 7, 8 Patienten (15,4%) einen
Score von 8, 6 Patienten (11,5%) einen Score von 9 und 1 Patient (1,9%) einen
Score von 10 auf. Der durchschnittiche PSA-Wert bei Erstdiagnose des
Prostatakarzinoms aller Patienten betrug 13,4ng/ml. Bei 34 Patienten (55,7%)
wurde eine Hormonentzugstherapie durchgefihrt, in 21 Fallen (61,8%) erfolgte
diese perioperativ, in 13 Féllen (38,2%) postoperativ. Der Zeitraum der
Hormonbehandlungen variierte zwischen 1 und 168 Monaten. Die ubrigen 27
(44,3%) Patienten wurden nicht adjuvant bzw. neoadjuvant vorbehandelt. In 20
Fallen (34,4%) konnte durch postoperative Messungen des Serum PSA-Wertes
ein erneutes Auftreten des Prostatakarzinoms innerhalb von 3 Jahren festgestellt
werden. In 38 Fallen (65,6%) trat der Tumor in dieser Zeit nicht noch einmal auf.
Bei 3 Patienten konnte postoperativ kein Verlauf ermittelt werden. Der

postoperative Beobachtungszeitraum erstreckte sich von 6 bis 140 Monaten und
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betrug durchschnittlich 62,3 Monate. Bis zum Ende dieses Zeitraums (14.7.2009)
waren 15 der 61 Patienten (24,6%) verstorben (Tabellen 1, 2, 3, 7).

5.1.2. Beziehung zwischen rezidivfreiem und Gesamtiiberleben und den klinischen

Parametern bei dem untersuchten Patientenkollektiv

Zu Beginn der Auswertung soll untersucht werden, ob die klinischen Parameter
(Alter, T-, N-, R-Status, Gleason Score, PSA-Wert, Vorhandensein von Rezidiven,
Anwendung von Hormonanaloga, Bluthochdruck) einen signifikanten Einfluss auf
das Gesamtiiberleben und das rezidivfreie Uberleben haben.

In unserer Studie hatte das Alter sowohl auf das Gesamtiiberleben (p=0,857) als
auch auf das rezidivfreie Uberleben (p=0,432) keinen signifikanten Einfluss.

Das T-Stadium erwies sich als statistisch hoch signifikanter Parameter in Bezug
auf die Prognose fiir die Uberlebenszeit (p=0,006). Hinsichtlich der Prognose fiir
die rezidivireie Zeit (p=0,099) konnte lediglich eine Tendenz ausgemacht werden,
die statistisch nicht signifikant war. Das Kaplan-Meier Verfahren ergab 10 Jahres-
Uberlebensraten fir das Stadium T2 von 93%, Patienten im Stadium T3
Uberlebten 10 Jahre zu 48%. Da nur ein Patient das Stadium T1 aufwies konnte
hier keine statistische Auswertung erfolgen.

Der Nodalstatus stellte sich als ein nicht statistisch signifikanter prognostischer
Parameter fir das Gesamtiiberleben (p=0,142) wie auch fir die rezidivfreie Zeit
(p=0,311) der Patienten nach Operation heraus. Allerdings besitzt diese Statistik
aufgrund der geringen Anzahl an Patienten mit Status N1 (7x) bzw. N2 (3x) nur
geringe Aussagekraft.

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang konnte zwischen dem Vorhandensein
von mikroskopischen Residualtumoren und der Gesamtiberlebensrate
ausgemacht werden (p=0,025). Bezuglich des rezidivfreien Uberlebens konnte
hingegen bezlglich des Residualtumors keine Signifikanz festgestellt werden
(p=0,591).

Bei der Betrachtung des Gleason Score wurde keine Signifikanz bezlglich des
Gesamtuberlebens erkannt (p=0,539), wahrend bezuglich der rezidivireien Zeit

sehr wohl eine signifikante Korrelation festgestellt wurde (p=0,038).
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Der préoperative PSA-Wert stand in keinem statistisch signifikanten
Zusammenhang zum Gesamt- (p=0,660) bzw. rezidivfreien (p=0,154) Uberleben.
Wie zu erwarten erwies sich das Vorhandensein bzw. das Fehlen eines
Rezidivtumors als héchst signifikant (p=0,001) beziglich der Prognose des
Gesamtuberlebens der Patienten.

Patienten, die durch eine Hormonentzugstherapie adjuvant behandelt wurden,
konnten tendenziell eine hohere Gesamtuberlebenszeit (p=0,578) und vor allem
auch eine hohere rezidivfreie Zeit (p=0,183) aufweisen, eine statistisch signifikante
Korrelation wurde jedoch nicht nachgewiesen.

Ebenfalls wurde der Ko-Morbiditatsfaktor Hypertonie untersucht. Der
Bluthochdruck hatte in unserer Studie sowohl auf das Gesamtiberleben (p=0,202)
als auch auf das rezidivfreie Uberleben (p=0,363) keinen signifikanten Einfluss
(Tabelle: 8).

5.2. Morphometrische Auswertung der Tumorvaskulariation
5.2.1. Mikrogefal3dichte der Prostatakarzinome (MVC)

Fur den Marker FVIII konnte an insgesamt 59 Patienten die Anzahl der Blutgefalle
ermittelt werden, 2 Patienten wurden von der Untersuchung ausgeschlossen. Im
Tumorgewebe wurden jeweils bis zu 6 hot spots ausgezahlt, im Normalgewebe 2.
Dabei variierte die Zahl der Blutgefal3e im Tumorgewebe zwischen 5 und 51 und
im Normalgewebe zwischen 3 und 26. Insgesamt ergab sich ein Mittelwert (MW)
von 16,5 und ein Median von 15,3. In 32 Fallen (54,2%) wurde ein MVC<MW, in
27 Fallen (45,8%) ein MVC=MW bestimmt.

Eine etwas hdhere durchschnittliche Anzahl an Blutgefa3en wurde fir den Marker
CD31 gefunden. Bei 54 von 61 auswertbaren Fallen (88,5%) betrug der Mittelwert
20,2, der Median 17,8. Unterhalb des Mittelwerts wurden 33 Falle (61,1%),
oberhalb letztendlich nur 21 Falle (38,9%) gezahlt. Die Analyse erfolgte wieder
anhand von 6 hot spots im Tumor-, sowie 2 hot spots im Normalgewebe. Die
GefalRanzahl betrug dabei im Tumorgewebe mindestens 5 und héchstens 61, im
Normalgewebe mindestens 3 und hochstens 31.
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Fur die Gefal3zahlung des Antikdrpers CD105 konnten insgesamt 45 der 61 Falle
(73,8%) akquiriert werden, in 16 Fallen (26,2%) lagen keine auswertbaren
Praparate vor. Die Zahl der untersuchten hot spots wurde genauso gewahlt wie
bei den beiden anderen Markern zuvor (Tumorgewebe 6, Normalgewebe 2). Der
Mittelwert wurde mit 17,1 berechnet, der Median mit 17,0. Ausgehend vom
Mittelwert wiesen 24 Falle (53,3%) einen niedrigeren und 21 Falle (46,7%) einen
hoheren Wert auf. Im Tumorgewebe waren zwischen 5 und 44 und im
Normalgewebe zwischen 3 und 23 BlutgefaBe markiert worden. Die
durchschnittliche Anzahl an BlutgefaRen von Marker CD105 lag damit zwischen
den beiden zuvor beschriebenen Markern FVIII und CD31 (MVC FVIlII<MVC
CD105<MVC CD31).

5.2.2. Vaskulare GefaR3flache der Prostatakarzinome (VSA)
In der nachsten Auswertung wurden die jeweiligen Gefal3flachen der drei Marker

genauer untersucht. Die Analyse erfolgte hierbei, wie schon bei der Analyse der
GefalRanzahl, durch Auszahlen von insgesamt 6 hot spots im Tumor-, sowie 2 hot
spots im Normalgewebe.

Beim Antikoérper FVIII wurden letztendlich 59 der 61 Falle (96,7%) ausgewertet.
Die Gefal¥flache betrug im untersuchten Bereich im Tumorgewebe zwischen 1,0
und 19,1 Prozent, im Normalgewebe zwischen 1,7 und 35,4 Prozent. Der
Mittelwert konnte mit 4,8, der Median mit 4,6 angegeben werden. Unterhalb des
Mittelwertes lagen 32 Praparate (54,2%), oberhalb 27 (45,8%).

Exakt derselbe Mittelwert wurde beim Marker CD31 errechnet (4,8). Die genaue
Verteilung der Falle erfolgte nach folgendem Muster: 28 Falle<MW (51,9%), 26
FallesMW (48,1%). Der Median lag mit einem Wert von 4,7 etwas niedriger.
Letztendlich gingen 54 der 61 Falle (88,5%) in die Auswertungen mit ein, 7
Praparate (11,5%) wurden von den Untersuchungen aufgrund schlechter Farbung
ausgeschlossen. Die Gefal¥flache erreichte im Tumorgewebe einen Anteil von 1,1
bis 18,9 Prozent, im Normalgewebe einen Anteil von 2,0 bis 29,9 Prozent.

Fur den Antikérper CD105 gingen, ebenso wie bei der Analyse der Gefalanzahl,

insgesamt 45 Falle (73,8%) in die Auswertungen mit ein, 16 Falle (26,2%) wurden
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wegen zu geringer Tumorgréf3e oder schlechter Farbungen ausgeschlossen. Der
Mittelwert wurde mit 2,8 berechnet und stellte sich damit als niedriger als seine
beiden Vorganger heraus (VSA CD105<VSA FVIII=VSA CD31). Von der
Gesamtzahl waren 27 Falle (60,0%) unter sowie 18 Falle (40,0%) Uber dem
Mittelwert angesiedelt. Der Median betrug 2,5. Die minimale Gefal3flache im
Tumorbereich betrug 0,5%, die maximale 10,8%. Im Normalgewebe wurde die
Gefal¥flache mit einem Anteil von mindestens 0,9 und hdchstens 29,9 Prozent

bestimmt.

5.2.3. Abstande der MikrogefalRe der Prostatakarzinome (IVAS)

AbschlieRend wurden die jeweiligen Gefallabstédnde der drei Marker untersucht.
Nach dem gleichen Muster wie zuvor wurden jeweils 6 hot spots im Tumor-, sowie
2 hot spots im Normalgewebe analysiert.

Wie bereits in den vorherigen Untersuchungen zu GeféafRanzahl und -flache
wurden fur den Marker FVIII auch in diesem Fall 59 der 61 Préaparate (96,7%) in
die Auswertungen miteinbezogen. Der Mittelwert konnte mit 81,7um berechnet
werden, 29 Falle (49,2%) lagen unter und 30 Falle (50,8%) Uber diesem Wert. Der
entsprechende Median betrug 81,8um. Die Gefal3abstdnde im Tumorgewebe
variierten zwischen 49,9um und 171,4um, im Normalgewebe zwischen 37,4um
und 135,8um .

Ein wesentlich niedrigerer Mittelwert wurde beim Marker CD31 errechnet, dieser
betrug 72,4um. Von den 54 untersuchten Praparaten (88,5%) verteilten sich
insgesamt 31 (57,4%) unterhalb und 23 (42,6%) oberhalb dieses Wertes. Der
Median konnte mit einem Wert von 71,1um bestimmt werden. Die Gefal3abstande
im Tumorgewebe erreichten Werte von 34,2um bis 149,0um. Im Normalgewebe
wurden Abstande von 42,9um bis 129,8um gemessen.

Fur den Antikérper CD105 wurden in 43 der 61 Falle (70,5%) Untersuchungen
bezuglich der GefaRabstande unternommen, 18 Falle (29,5%) konnten nicht
ausgewertet werden und wurden somit ausgeschlossen. Insgesamt 22 Falle
(51,2%) wiesen einen Wert unter, bzw. 21 Falle (48,8%) einen Wert tber dem

Mittelwert auf, der mit 86,0um angegeben werden konnte. Die Berechnung des
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Medians erbrachte einen etwas geringeren Wert von 85,2um. Im Tumorgewebe
wurden GefalRabstande von mindestens 40,0um und hochstens 157,2um
gemessen, im Normalgewebe lagen die Abstande zwischen 47,7um und 127,4um.
Der Vergleich der Gefal3abstande der drei Marker FVIIl, CD31 und CD105 brachte
also folgendes Ergebnis: IVAS CD31<IVAS FVIII<IVAS CD105.

5.2.4. Beziehung des rezidivfreien und Gesamtiberlebens mit den GefalRpara-
metern MVC, VSA, IVAS
Des Weiteren wurde untersucht ob die Parameter MVC, VSA und IVAS des

Markers FVIII einen signifikanten Einfluss auf das Gesamt- bzw. das rezidivfreie
Uberleben haben. Zu Beginn erfolgte die Analyse der GefaRanzahl: Insgesamt 55
Falle (31<MW, 24=MW; MW=16,5) gingen hierbei in die Auswertungen bezuglich
des Gesamtiberlebens mit ein, es konnte jedoch kein signifikanter Einfluss auf die
Gesamtiuberlebenszeit nachgewiesen werden (p=0,358; log rank-Test). Fur die
Gruppe mit niedriger GefaRanzahl wurde ein mittleres Gesamtuberleben von
104+9,6 Monaten errechnet, fur die Gruppe mit hoher Gefal3anzahl betrug die
Zeitspanne 111+9,2 Monate. Der Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben wurde an
56 Praparaten (32<MW, 24=MW) untersucht, eine Signifikanz wurde nicht nach-
gewiesen (p=0,417; log rank-Test). Patienten mit niedrigem MVC wiesen hierbei
ein mittleres rezidivfreies Uberleben von 86+8,8 Monaten auf, Patienten mit
hohem MVC entsprechend 76+11,1 Monate. Bei der prognostischen Beurteilung
des Einflusses der GefaRflaiche auf das Gesamt- bzw. rezidivfreie Uberleben
gingen insgesamt 55 Falle (32<MW, 23=MW; MW=4,8) fir das Gesamt- sowie 56
Falle (32<MW, 24=MW) fiir das rezidivfreie Uberleben in die statistische Analyse
mit ein. In unserer Studie hatte die Gefal3flache sowohl auf das Gesamtuberleben,
(p=0,526; log rank-Test) als auch auf das rezidivfreie Uberleben (p=0,985; log
rank-Test) keinen signifikanten Einfluss. Fir das mittlere Gesamtiberleben
ergaben sich folgende Ergebnisse: VSA<MW: 95+7,9 Monate; VSAZMW: 113+9,9
Monate. Die Resultate beziiglich des mittleren rezidivfreien Uberlebens lauteten:
VSA<MW: 82+9,6 Monate; VSA=MW: 81+10,0 Monate. Ebenso stellten sich die

GefalRabstande als ein nicht statistisch signifikanter prognostischer Parameter fur
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das Gesamtuberleben (p=0,570; log rank-Test) der Patienten nach Operation
heraus. Hierfir wurden 55 Falle (26sMW, 29>MW; MW=81,7) ausgewertet. Die
mittlere Gesamtiiberlebenszeit konnte fir Patienten mit niedrigen GefaRabstanden
mit 108+9,2 Monaten und fir Patienten mit hohen Gefallabstdanden mit 106+10,0
Monaten angegeben werden. In die Auswertungen hinsichtlich der rezidivfreien
Zeit gingen 56 Falle (27=sMW, 29>MW) mit ein: Bei Patienten mit IVAS<MW betrug
die Zeitspanne durchschnittlich 82+10,0 Monate, bei Patienten mit IVAS>MW nur
81+9,6 Monate. Ein statistisch signifikanter Unterschied konnte nicht nach-
gewiesen werden (p=0,898; log rank-Test).

In einer weiteren Untersuchung wurde analysiert ob die Parameter MVC, VSA und
IVAS des Markers CD31 einen signifikanten Einfluss auf das Gesamt- bzw.
rezidivfreie Uberleben haben. Bei der Auswertung der GefaRanzahl wurden 50
Falle (31<MW, 19=2MW; MW=20,2) hinsichtlich des Gesamtiberlebens untersucht.
Als mittlere Uberlebenszeit wurde fiir die Patienten mit niedriger GefaRanzahl eine
Dauer von 112+9,3 Monaten und fur Patienten mit hoher Gefal3anzahl ein
Zeitraum von 104+8,9 Monaten errechnet. Ein signifikanter Einfluss auf die
Gesamtuberlebenszeit konnte jedoch nicht festgestellt werden (p=0,940; log rank-
Test). Die Analyse beziiglich des rezidivfreien Uberlebens wurde an 51 Praparaten
(32<MW, 192MW) durchgefihrt. Fur das durchschnittliche rezidivfreie Uberleben
ergab sich fur Patienten mit MVC<MW ein Wert von 100+£10,4 Monate, fur
Patienten mit MVC=MW ein Wert von 80+12,4 Monate. Eine Signifikanz konnte
nicht nachgewiesen werden (p=0,600; log rank-Test). Ebenso hatte die
Gefal¥flache keinen signifikanten Einfluss auf das Gesamtiiberleben (p=0,657; log
rank-Test) als auch auf das rezidivfreie Uberleben (p=0,977; log rank-Test). Wie
schon bei der Analyse der Gefaflanzahl wurden auch bei dieser Untersuchung 50
Falle (27<MW, 23=MW; MW=4,8) hinsichtlich des Gesamtluberlebens verglichen.
Es ergaben sich folgende mittlere Uberlebenszeiten: VSA<MW: 110+9,3 Monate;
VSAZMW: 114+13,0 Monate. Hinsichtlich des rezidivfreien Uberlebens erfolgte die
Auswertung anhand von 51 Fallen (27<MW, 24=MW). Die durchschnittlichen
rezidivfreien Zeiten der beiden Gruppen waren: VSA<MW: 85+9,9 Monate;
VSA=ZMW: 97+£12,5 Monate. Letztendlich erfolgte die statistische Auswertung der
Gefallabstande: Nach der Untersuchung von insgesamt 50 Fallen (29sMW,
21>MW; MW=72,4) musste festgestellt werden, dass beziuglich der Gesamt-

Uberlebenszeit keine Signifikanz nachweisbar war (p=0,692; log rank-Test).
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Patienten mit niedrigen GefalRabstanden uberlebten durchschnittlich 103+7,3
Monate, Patienten mit hohen Gefal3abstanden entsprechend 110+12,4 Monate.
Auch hinsichtlich des rezidivfreien Uberlebens war kein signifikanter
prognostischer Einfluss festzustellen (p=0,337; log rank-Test). Hierbei waren 51
Falle (29sMW, 22>MW) untersucht worden. Bei Patienten mit IVAS<MW betrug
die rezidivfreie Zeit durchschnittlich 91+9,1 Monate, bei Patienten mit IVAS>SMW
lediglich 88+13,5 Monate.

Schlief3lich wurde geprift, ob die Parameter MVC, VSA und IVAS des Markers
CD105 einen signifikanten Einfluss auf das Gesamt- bzw. rezidivfreie Uberleben
haben. Der prognostische Einfluss der Gefal3anzahl auf das Gesamtuberleben
wurde an 41 Praparaten (21<MW, 20=MW; MW=17,1) untersucht. Patienten mit
niedrigem MVC Uberlebten durchschnittlich 111+10,5 Monate, Patienten mit
hohem MVC nur 110£12,9 Monate. Eine Signifikanz konnte nicht nachgewiesen
werden (p=0,883; log rank-Test). Der Zusammenhang zwischen GefaRanzahl und
rezidivfreiem Uberleben wurde an 42 Praparaten (21<MW, 21=MW) analysiert, ein
signifikanter Einfluss wurde hierbei nicht festgestellt (p=0,293; log rank-Test). Das
mittlere rezidivfreie Uberleben fir MVC<MW betrug 88+10,0 Monate, fir
MVCz=MW immerhin 122+9,7 Monate. Der Einfluss der Gefal3flache auf die
Gesamt- bzw. rezidivfreie Uberlebenszeit wurde an 41 (26<MW, 152MW;
MW=2,8) bzw. 42 Patienten (27<MW, 15=MW) untersucht. Beziiglich des mittleren
Gesamtiuberlebens ergaben sich folgende Ergebnisse: VSA<MW: 104+11,5
Monate; VSA=MW: 110+7,1 Monate. Die entsprechenden Resultate fur die
durchschnittlichen rezidivfreien Uberlebenszeiten lauteten folgendermaRen:
VSA<MW: 108+10,6 Monate; VSAZMW: 107+9,4 Monate. Weder hinsichtlich der
Gesamtuberlebenszeit (p=0,214; log rank-Test) noch beziiglich der rezidivfreien
Uberlebenszeit (p=0,339; log rank-Test) konnte eine statistische Signifikanz
nachgewiesen werden. Zum Abschluss erfolgte die Analyse der Gefafl3abstande:
An 39 Praparaten (21<MW, 18=MW,; MW=86,0) wurde der Zusammenhang
zwischen den Gefallabstanden und der Gesamtiberlebenszeit untersucht. Die
Auswertung ergab einen p-Wert von 0,632 (log rank-Test), eine Signifikanz konnte
also nicht festgestellt werden. Patienten mit niedrigen Gefal3abstanden tUberlebten
hierbei durchschnittlich 95+9,4 Monate, Patienten mit hohen Gefallabstéanden
immerhin 116+11,9 Monate. Der Einfluss der GefaRabstande auf das rezidivfreie

Uberleben wies ebenfalls keine statistische Signifikanz auf (p=0,994; log rank-
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Test). Hierbei gingen 40 Falle (21<sMW, 19>MW) in die Messungen mit ein, die
mittlere rezidivfreie Uberlebenszeit fur Patienten mit IVASSMW betrug 97+9,9
Monate, fur Patienten mit IVAS>MW wurde ein Zeitraum von 116+10,9 Monaten

errechnet (Tabelle 9).

5.3. Korrelation der Gefal3parameter MVC, VSA und IVAS fur die Marker FVIII,
CD31, CD105

In den folgenden Auswertungen wurden nacheinander Geféal3anzahl, Gefal¥flache
sowie GefaRabstande der einzelnen Marker verglichen. Die gesammelten Werte
wurden dabei jeweils auf signifikante Korrelationen nach Pearson untersucht.

Der statistische Vergleich der Mittelwerte fir MVC der beiden Marker FVIII und
CD31 ergab einen Korrelationskoeffizienten nach Pearson (CC) von 0,443, die
Werte verhalten sich damit hochst signifikant zueinander (p=0,001). Bei der
Korrelation der Anzahl der BlutgefalRe zwischen den Markern FVIII und CD105
ergab sich ein Korrelationskoeffizient von 0,171 und ein p-Wert von 0,266. Eine
Signifikanz konnte also nicht nachgewiesen werden. Ebenso zeigte sich der
Vergleich der Marker CD31 und CD105 als statistisch nicht signifikant (p=0,086),
es konnte lediglich eine Tendenz diesbezlglich festgestellt werden. Der
entsprechende Korrelationskoeffizient betrug 0,275.

In der nachsten Auswertung wurden die jeweiligen Gefal3flachen der drei Marker
miteinander verglichen. Die Analyse der beiden Marker FVIII und CD31 erbrachte
einen Korrelationskoeffizienten von 0,226, eine Signifikanz konnte damit nicht
nachgewiesen werden (p=0,104). Bei der Untersuchung der beiden Marker FVIII
und CD105 wurde ein Korrelationskoeffizient von 0,282 und ein p-Wert von 0,063
errechnet. Somit konnte in diesem Vergleich keine Signifikanz, sondern lediglich
eine Tendenz aufgezeigt werden. Auch die zwei Marker CD31 und CD105
verhielten sich nicht signifikant zueinander (p=0,200). Sie wiesen einen
Korrelationskoeffizienten von 0,207 auf.

Abschlielend wurden die jeweiligen Gefal3abstande der drei Marker untersucht
und miteinander verglichen. Die Korrelation der Marker FVIII und CD31 ergab

einen Koeffizienten von 0,216, eine Signifikanz konnte nicht nachgewiesen
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werden (p=0,121). Der Vergleich der beiden Marker FVIII und CD105 erwies sich
mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,060 als nicht signifikant (p=0,706). Die
abschlieRende Korrelation der beiden Marker CD31 und CD105 stellte sich
dagegen als sehr signifikant heraus (p=0,004). Der Korrelationskoeffizient wurde
mit 0,453 angegeben (Tabelle 10).

5.4 Evaluierung der Maspinexpression bei Patienten mit Prostatakarzinomen

5.4.1 Ermittlung des rezidivfreien Uberlebens und Gesamtiiberlebens in Abhangig-

keit von der Maspinexpression

In einer weiteren Untersuchung wurde der Einfluss der Maspinexpression auf die
Gesamt- bzw. rezidivfreie Uberlebenszeit analysiert. Maspin wird in normalen
Prostataepithelzellen exprimiert, in den entsprechenden Karzinomzellen hingegen
herunterreguliert. Eine verringerte Maspinexpression sollte also mit einer
Tumorprogression korrelieren und kdnnte somit als Prognosefaktor dienen. Diese
These sollte an insgesamt 38 Praparaten beziglich der Gesamtiberlebenszeit
untersucht werden, wobei 24 Félle (63,2%) eine verminderte und 14 Félle (36,8%)
eine erhdhte Maspinexpression aufwiesen. Ein signifikanter Zusammenhang
konnte hierbei jedoch nicht festgestellt werden (p=0,772; log rank-Test). Auch
hinsichtlich  der rezidivfreien Uberlebenszeit wurde keine Signifikanz
nachgewiesen (p=0,854). Von den insgesamt 39 Fallen waren 25 (64,1%) mit
einer verminderten und 14 (35,9%) mit einer erhdohten Maspinexpression in die

Auswertungen mit eingegangen (Tabelle 9).

5.4.2 Korrelation der Maspinexpression mit der Vaskularisation anhand der

ermittelten GefaRparameter

Abschlie3end sollte ein moglicher Zusammenhang zwischen der Maspinexpression
und der Vaskularisation gepruft werden. Hierbei wurden die Gefal3parameter MVC,
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VSA und IVAS im Vergleich zur Maspinexpression auf signifikante Korrelationen
nach Pearson untersucht.

Zunachst erfolgte die Analyse der GefaRRanzahl: Der statistische Vergleich der
Maspinexpression mit der Anzahl der Blutgefal3e des Markers FVIII ergab einen
Korrelationskoeffizienten von 0,080. Eine Signifikanz konnte also nicht
nachgewiesen werden (p=0,618). Ebenso erwies sich die Korrelation zwischen
Maspinexpression und CD31 als nicht signifikant (p=0,986). Der dazugehorige
Korrelationskoeffizient lautete -0,003. Beztiglich des Antikdrpers CD105 wurde ein
p-Wert von 0,357 errechnet, eine Signifikanz wurde somit nicht erkannt. Der
entsprechende Korrelationskoeffizient konnte mit -0,158 angegeben werden.
Anschlielend wurden die jeweiligen Gefal3flachen mit der Maspinexpression
verglichen: Fir den Antikoérper FVIII ergab sich bei diesem Vergleich ein CC-Wert
von -0,198. Eine Signifikanz konnte nicht bestatigt werden (p=0,214). Auch der
Marker CD31 stellte sich mit einem p-Wert von 0,062 als nicht signifikant heraus, es
konnte jedoch zumindest eine Tendenz abgeleitet werden. Der
Korrelationskoeffizient betrug 0,302. Aus dem Vergleich zwischen Maspin-
expression und Marker CD105 resultierte ein p-Wert von 0,348. Damit konnte auch
in diesem Fall bei einem Korrelationskoeffizienten von 0,161 keine Signifikanz
nachgewiesen werden.

Letztendlich wurden noch die GefalRabstande genauer untersucht: Fur den
Antikbrper FVIII  ergab sich im Vergleich zur Maspinexpression ein
Korrelationskoeffizient von -0,069 und damit keine Signifikanz (p=0,667). In einer
weiteren Analyse wurde fur CD31 ein p-Wert von 0,020 errechnet und damit auch
eine Signifikanz nachgewiesen. Der entsprechende Korrelationskoeffizient betrug
0,372. Bei der Korrelation des Markers CD105 mit der Maspinexpression ergab sich
ein CC-Wert von 0,123. Eine Signifikanz konnte also nicht bestétigt (p=0,488)
werden (Tabelle 11).
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Histologische Bilder:

(Histologische Bilder eines Prostatakarzinoms mit Farbung gegen FVIII und CD31)
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Legende zu den Abbildungen

A - D) Immunhistochemische Anfarbung von Gefal3endothelien mit einem
Antikorper gegen FVIII. Aktivierte Endothelzellen farben sich braun.

VergroRerung 20-fach

E - H) Immunhistochemische Anfarbung der GefalRendothelien mit einem
Antikdrper gegen CD31. Auch hier sind die Endothelzellen braun angefarbt.

VergroRerung 20-fach

I -L) Immunhistochemische Anfarbung der GefalRendothelien mit einem
Antikdrper gegen CD105. Die Endothelzellen sind ebenso braun angefarbt.

VergroRerung 20-fach
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(Histologische Bilder eines Prostatakarzinoms mit Maspinfarbung)

Legende zu den Abbildungen

A) Die immunhistochemische Anfarbung von Maspin zeigt eine kraftige nukleare
wie auch zytoplasmatische Positivitat in der basalen Zellschicht der Drisen-

epithelien. Hingegen ist Maspin in den apikalen Drisenepithelien nicht
nachweisbar.

Vergrol3erung 20-fach (DAB Féarbung)
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B) Der Uberwiegende Anteil der Prostatakarzinome (C) zeigt eine komplette
Negativitat fur Maspin, bei gleichzeitiger Positivitat in der Basalzellschicht nicht

befallener Drusen (N).

VergroRerung 20-fach (DAB Farbung)

C) Ein reprasentatives Porstatakarzinom mit einem Gleason 3B/C Pattern und

einer exklusiven nukledren Maspinexpression.

VergrofRerung 20-fach (DAB Farbung)

D) Ein reprasentatives Porstatakarzinom mit einem Gleason 4B Pattern und einer
exklusiven nukledren Maspinexpression. Zusatzlich ist zentral eine regulare

Drise (N) mit einer basalen Maspinexpression nachweisbar.

VergroRerung 20-fach (DAB Farbung)

E) Ein reprasentatives Porstatakarzinom mit einem Gleason 4B Pattern und einer

nukleéren wie zytoplasmatischen Maspinexpression.

Vergrol3erung 20-fach (DAB Farbung)

F) Auch intraduktale Vorlauferlasionen (PIN IIl) zeigen teilweise eine nukleare

Maspinexpression in den apikalen Driisenepithelien.

VergrolRerung 20-fach (DAB Farbung)
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6. Diskussion

Als etablierte Prognosefaktoren fiir Prostatakarzinome gelten derzeit das klinische
und pathologische Tumorstadium, der Malignitatsgrad (Gleason Score), der R-
Status sowie der perioperative PSA-Wert. Zusatzlich existieren weitere Faktoren,
deren prognostische Bedeutung diskutiert, jedoch statistisch noch nicht
ausreichend belegt worden ist. Hierzu zéhlen u.a. der histologische Typ und das
Tumorvolumen (78). Dennoch gelingt es auch durch die Summe dieser Faktoren
nach wie vor nicht, den individuellen Krankheitsverlauf hinreichend zu
prognostizieren.

Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit die Mikrogefal3dichte, die vaskulare
Gefalflache und die Abstéande der MikrogefalRe als Parameter der Angiogenese
auf ihre prognostische Bedeutung beim Prostatakarzinom untersucht. Des
Weiteren sollte der Einfluss des Angiogenese-Inhibitors Maspin auf Angiogenese
und Uberlebenszeit der Patienten betrachtet werden. Hierbei wurden die
klinischen und histologischen Daten von insgesamt 61 Patienten, die im Zeitraum

von 1993 bis 2002 behandelt wurden, verwendet.

6.1. Die klinischen Parameter als Prognosefaktoren

Wir konnten aufzeigen, dass das Alter eines Patienten mit Prostatakarzinom
keinen wesentlichen Einfluss auf seine Prognose nach einer Prostata-Operation
hat. Dieser Zusammenhang konnte auch in der Literatur mehrfach belegt werden
(79, 80). Beim Tumorstadium ergaben sich folgende Ergebnisse: Der T-Status
stellte sich als ein statistisch hochsignifikanter Parameter hinsichtlich der
Gesamtuberlebenszeit dar, fir den Nodalstatus wurde diesbezuiglich lediglich eine
Tendenz, aber keine Signifikanz nachgewiesen. Eine Erklarung hierfur ergibt sich
aus der unginstigen Verteilung der einzelnen Stadien: Insgesamt 50 Patienten
wiesen Status NO, 7 Patienten Status N1 und 3 Patienten Status N2 auf. Wegen
dieser Verteilung besitzen die Ergebnisse somit nur geringe Aussagekraft und die
fehlende Signifikanz lasst sich dadurch erklaren. Das Vorhandensein von
mikroskopischen Residualtumoren stellte sich als signifikant hinsichtlich der

Gesamtuberlebenszeit heraus. Die Ergebnisse friherer Studien hinsichtlich der
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drei aufgefuhrten Parameter fallen unterschiedlich aus: So konnten Bettencourt et
al., Boore et al. und Weidner et al. eine Korrelation des Tumorstadiums mit dem
Uberleben aufzeigen (44, 81, 82), wahrend Rubin et al. und Silberman et al.
ebendies in ihren Studien widerlegen (50, 83). Eine eindeutige Aussage beziiglich
einer Korrelation zwischen Tumorstadium und Uberleben ist also nach wie vor
noch nicht méglich. Der Gleason Score stellte sich in unserer Arbeit einerseits als
ein statistisch signifikanter Parameter beziiglich des rezidivfreien Uberlebens dar,
andererseits wurde jedoch Kkeine signifikante Korrelation hinsichtlich des
Gesamtuberlebens nachgewiesen. Die Signifikanz angesichts des rezidivireien
Uberlebens verhalt sich adaquat zu zahlreichen friiheren Untersuchungen (44, 81,
83) und bestatigt damit die hohe prognostische Aussagekraft des Gleason Score.
Die fehlende Korrelation des Gleason Score beziglich des Gesamtuberlebens
erscheint damit umso widerspruchlicher. Als Ursache fir dieses Ergebnis kann
u.a. das oft sehr heterogene Erscheinungsbild der Prostatakarzinome verant-
wortlich gemacht werden, was evtl. zu einer anderen Einstufung der Gleason
Grade gefiihrt haben kdnnte (84).

Auch der praoperative PSA-Wert stand in unseren Studien in keinem statistisch
signifikanten Zusammenhang zum Gesamtuberleben und deckt sich damit mit den
Untersuchungen von Smaletz et al. und Noguchi et al. (85, 86). Dennoch wurde
bis heute schon in mehreren Studien der Zusammenhang zwischen PSA-Wert und
der Uberlebenszeit nachgewiesen (87, 88, 89), so dass der praoperative PSA-
Wert mittlerweile als prognostischer Parameter beim Prostatakarzinom anerkannt
ist. Als Ursachen fir die fehlende Korrelation kommen mehrere Faktoren in Frage:
Eine vorliegende benigne Prostatahyperplasie (BPH) kdnnte einen PSA-Anstieg
verursachen, die Hb6he des PSA-Wertes ist also nicht zwingend karzinom-
spezifisch. Des Weiteren kénnen Entzindungen oder Infektionen der Prostata,
Geschlechtsverkehr, Fahrradfahren oder auch eine rektale Untersuchung der
Prostata den PSA-Wert in die Hohe schnellen lassen (90). Das Vorhandensein
bzw. Fehlen eines Rezidivtumors erwies sich, wie nicht anders zu erwarten, als
hochst signifikant. Viele Studien (91, 92) belegen, dass durch eine
Hormonentzugstherapie die Uberlebenszeit von Patienten, die an einem
Prostatakarzinom erkrankt sind, verlangert werden kann. In unserer Arbeit konnte
diese These jedoch nicht bestéatigt werden, ein signifikanter Zusammenhang

wurde nicht nachgewiesen. Die Grinde hierfur liegen wohl zum Einen an der
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relativ. geringen Anzahl an Patienten, die einer Hormonentzugstherapie
unterzogen wurden (34), so dass unsere Studie diesbezlglich nur geringe
Aussagekraft besitzt. Zum Anderen erfolgte keine einheitliche Durchfihrung der
Therapie (21 Patienten wurden perioperativ, 13 Patienten nur postoperativ
behandelt), bzw. die Therapiedauer schwankte bei den einzelnen Patienten
erheblich (1-168 Monate), so dass der jeweilige Nutzen der Hormonentzugs-
therapie in unserer Studie nur schwierig abzuschatzen war. Der Ko-
Morbiditatsfaktor Hypertonie hatte in unserer Studie keinen signifikanten Einfluss

auf die Uberlebenszeit der Patienten.

6.2. Morphometrische Auswertung der Tumorvaskularisation und Korrela-
tion der Gefallparameter

Bereits 1998 stellten Zlotta et al. fest, dass die Tumorvaskularisation bei soliden
Tumoren mit der Tumorprognose korreliert (93). Diese Erkenntnis sollte in unserer
Studie abermals Uberprift werden. Wie bereits mehrfach in der Literatur
beschrieben (50, 81, 94, 95) wurde auch in unserem Fall die Vaskularisation der
Prostatakarzinome anhand von Prostatektomiepraparaten untersucht.

Bei der GefalRBanzahl ergab sich fir den Marker FVIII ein Mittelwert von 16,5.
Demgegenuber wurden fir den Antikorper CD31 durchschnittlich 20,2 und fir den
Antikdrper CD105 durchschnittlich 17,1 Blutgefal3e gezahlt. Diese Resultate
decken sich mit den Ergebnissen von Gasparini et al. und Toi et al., dass CD31
ein sehr sensitiver Marker ist (96, 97). De Jong et al. sind der Ansicht, dass der
Marker FVIII zwar eine geringe Sensitivitat, aber dafir eine hdhere Spezifitat
aufweist als CD31 (98), was wiederum unseren Ergebnissen entspricht. Im
Unterschied zu den Panendothelmarkern FVIII und CD31, welche auch vom
Tumor inkorporierte BlutgefalRe und somit fast alle Gefal3e farben, werden vom
Antikdrper CD105 nur angiogen ,aktive“ Endothelzellen markiert (63). Somit lasst
sich die geringere durchschnittliche Anzahl an markierten BlutgefaRen von CD105
gegeniber CD31 erklaren. Dass fur CD105 jedoch mehr GefalRe gefarbt wurden
als bei FVIII erscheint ungewohnlich. Eine mdgliche Erklarung liefern Wang et al.,

die festgestellt haben, dass Panendothelmarker wahrscheinlich mit Tumorgefalien
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nicht so gut reagieren wie mit normalen Endothelien (99). Als weitere
Fehlerquellen kommen u.a. schlechte Farbungen, die Auswahl der hot spots oder
auch das manuelle Zahlverfahren in Frage. AnschlieRend sollen die
durchschnittlichen Gefal3flachen der drei Marker verglichen werden: Fir FVIII und
CD31 betrugen die GefalRflachen durchschnittlich jeweils 4,8 Prozent der
ausgewerteten Flache. Die Flache von Antikorper CD105 lag mit einem Mittelwert
von 2,8 Prozent deutlich unter seinen beiden Vorgangern. Als Ursachen fir diese
Ergebnisse kénnen zum einen fur den Marker CD31 die hohere GefalRanzahl
aufgefuhrt werden, und zum anderen die Erkenntnis, dass die Panendothelmarker
FVIII und CD31 eher grolRere GefalRe anfarben (99). Die Ergebnisse der
GefalRabstande der drei Antikorper folgen den vorhergehenden Statistiken:
Aufgrund der groBeren Anzahl an gefarbten BlutgefaRen (CD31) bzw. der
groReren Gefal¥flachen (FVIII, CD31) liegen folgerichtig die durchschnittlichen
Gefallabstande von FVIII (81,7um) und CD31 (72,4um) niedriger als bei CD105
(86,0pm). Weil der Antikérper CD31, wie von Gasparini et al. und Toi et al.
beschrieben, der Marker mit der héchsten Sensitivitat von allen ist, und damit die
weitaus hochste GefalRanzahl aufwies, konnte hier der mit Abstand niedrigste Wert
ermittelt werden (96, 97).

Als nachster Schritt soll die Korrelation der drei Gefal3parameter untereinander
beleuchtet werden: Bei insgesamt 9 Vergleichen konnten lediglich zwei
Signifikanzen festgestellt werden. Hierbei erwies sich die GefalRanzahl der beiden
Marker FVIII und CD31 als hdchst signifikant sowie die GefaRabstéande der beiden
Marker CD31 und CD105 als hoch signifikant. Sowohl FVIII als auch CD31 gelten
als panendotheliale Marker, so dass die Korrelation bei der GeféalRanzahl
zumindest teilweise den &hnlichen Eigenschaften der beiden Marker
zugeschrieben werden kann. Eine Erklarung fur die Signifikanz zwischen CD31
und CD105 bei den GefalRabstanden kann hier jedoch nicht gegeben werden.
Insgesamt muss jedoch festgehalten werden, dass Korrelationen der
GefalRparameter untereinander kaum nachweisbar waren. Diese Tatsache kann
durch die unterschiedlichen Eigenschaften der verschiedenen Antikérper erklart
werden: Wie bereits erwahnt zahlt der Antikérper FVIII zu den panendothelialen
Markern (63), es werden also sowohl neu gebildete Blutgefal3e als auch vom
Tumor inkorporierte Gefal3e angefarbt. Dartber hinaus stellten Hannah et al.

jedoch fest, dass zu einem geringen Anteil auch Lymphgefal3e miterfasst werden
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(100), was zwangslaufig zu anderen Ergebnissen fihren muss. Im Vergleich zu
CD31 weist FVIII eine geringere Sensitivitat, aber auch eine hohere Spezifitat auf
(98). Lackner et al. waren sogar der Meinung, dass der Marker FVIII in der
Detektion weniger geeignet sei als andere Antikoérper (101). Auch CD31 gilt als
panendothelialer Marker und zugleich als der sensitivste aller drei hier
verwendeten Marker (96, 97). Nach Ansicht von Weidner et al. gilt der Antikdrper
CD31 als zuverlassig, jedoch zeigt sich u.a. eine positive Reaktion mit
Plasmazellen, so dass in Tumoren mit hohem Plasmazellanteil MikrogefalRe
maskiert werden konnen (44). Auflerdem haben Wang et al.,, wie bereits
beschrieben, in friheren Studien erkannt, dass die beiden Panendothelmarker
FVIII und CD31, im Gegensatz zu CD105, eher groRere GefalRe anfarben (99).
Der Antikérper CD105 markiert laut Kumar et al. nur angiogen ,aktive®
Endothelzellen (63) und damit bedeutend weniger Blutgefal3e als seine beiden
Vorgéanger. Aus diesem Grund soll Anti-CD105 den anderen beiden Markern bei
der Analyse der Angiogenese auch uberlegen sein (60). Jedoch haben Garlanda
et al. sowie Rokhlin et al. festgestellt, dass CD105 auch von Monozyten,
Makrophagen und Lymphozyten exprimiert wird (56, 102), wodurch die Ergebnisse
wiederum verfalscht werden konnen. Aufgrund der beschriebenen Unterschiede
der drei Marker ist es also nicht verwunderlich, dass in unserer Analyse der
GefalRparameter kaum signifikante Korrelationen nachgewiesen werden konnten.
Im Anschluss sollte die Beziehung zwischen der Angiogenese und dem
rezidivfreien sowie dem Gesamtiiberleben eingehend betrachtet werden. Aus der
Literatur sind zahlreiche Studien bekannt, die sich mit diesem Thema beschéftigt
haben: Bereits im Jahr 1993 haben Weidner et al. eine Korrelation zwischen
Angiogenese und Tumorprogression festgestellt, indem sie einen signifikanten
Zusammenhang zwischen GefalR3dichte und Metastasierung von Prostata-
karzinomen nachweisen konnten (44). Auch Wakui et al. haben sich mit der
Metastasierung von Prostatatumoren beschaftigt und dabei ebenso eine
Signifikanz zwischen Gefal3dichte und Metastasierung erkannt, allerdings nur bei
gut bis mittelgradig differenzierten Tumoren (Gleason Score 2-7). Bei schlechter
Differenzierung (Gleason Score 8-10) konnte kein Zusammenhang nachgewiesen
werden (103). Boore et al. sind 1998 zu der Erkenntnis gekommen, dass Patienten
mit hoher GefaRdichte eine signifikant geringere rezidivfreie Uber-lebenszeit

aufweisen als Patienten mit niedrigerer GefalRdichte (82). Des Weiteren haben
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Fregene et al. festgestellt, dass die Uberlebensdauer von Patienten mit MVC<135
signifikant langer war als bei Patienten mit MVC>135. Sowohl Tumorstadium als
auch Gefallanzahl hatten in ihren Untersuchungen beim Prostatakarzinom einen
signifikanten Einfluss auf das Gesamtiiberleben (104). Neben diesen Studien
existieren noch viele weitere, die eine signifikante Korrelation zwischen
Angiogenese und Uberleben der Patienten belegen (47, 94, 105), so dass dieser
Zusammenhang heute weitgehend als anerkannt gilt. Im Gegensatz zu den
genannten friiheren Studien konnten in unserer Arbeit jedoch keinerlei signifikante
Korrelationen zwischen den GefaRparametern und dem rezidivfreien Uberleben
nachgewiesen werden. Derartige Ergebnisse sind zwar auch in anderen Studien in
der Literatur zu finden (49, 50, 81), die Ursachen fur die Diskrepanz zu den
Studien mit Signifikanz mussen dennoch diskutiert werden: So kommen in den
Untersuchungen immer wieder unterschiedliche Farbemethoden und Antikorper
zum Einsatz, die eingesetzten Praparate sind haufig unterschiedlich alt, die
Fixationsverfahren oft verschieden und die Reaktions-freudigkeit der verwendeten
Antikdrper ist haufig nicht dieselbe. Als weiterer Einflussfaktor zahlt die GroRe des
mikroskopischen Sehfeldes: Wéahrend Fox et al. von um 50 % niedrigeren Werten
pro mm2 bei Quantifizierungen in Sehfeldern von 0,85mm?2 versus 0,16mm?2
berichten (106), gaben Horak et al. nach ihren Untersuchungen Differenzen von
15-32 % bei Sehfeldern von 0,38mm2 versus 0,2mmz2 an (107). Als Erklarung
geben die Autoren an, dass bei hohen, zum Beispiel 400-fachen Vergrél3erungen
und damit kleinen Sehfeldern die meisten Gefalie identifiziert werden kénnen. Im
Gegensatz dazu werden in gro3eren Sehfeldern neben dem vaskuléren hot spot
in einem Teil des Sehfeldes auch gefal3armere Gebiete mit erfasst. Mit sinkender
Sehfeldgrélle kommt es somit zu einer zunehmenden ,Verdinnung“ des hot spots
(106, 108), was sich damit direkt auf die GefalRzahlung auswirkt. Eine weitere
Fehlerquelle stellt die Auswahl der hot spots an sich dar. Auch wenn dieses
Verfahren in vielen Studien bereits verwendet worden ist zur Bestimmung von
Gefallanzahl oder -dichte, so bezeichnen Weidner et al. diese Methode als sehr
subjektiv, weil damit nur einige ,reprasentative® Areale eines Tumors in die
Auswertungen mit eingehen (45). Nach Ansicht mehrerer Autoren ist die
Identifikation eines hot spots auch nicht immer reproduzierbar (109, 110) und
zudem stark von der Erfahrung des jeweiligen Untersuchers abhangig (111, 112,

113, 114). So haben z.B. Untersuchungen am Mammakarzinom ergeben, dass die
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Mikrogefal3dichten bei der Auswertung eines Tumorschnittes zwischen 5 und 10
Prozent abweichen (98). Zwischen den verschiedenen Tumorschnitten innerhalb
eines Tumorblockes betragen die Abweichungen ca. 11 Prozent (98, 110) und
zwischen den verschiedenen Tumorblécken eines Tumors sogar zwischen 15 und
30 Prozent (98, 115). Zum Abschluss muss noch die Identifikation der Blutgefalie
kritisch hinterfragt werden: Das Erkennen der Gefal3e erfolgt jeweils subjektiv nach
Ermessen und Erfahrung des Betrachters. Dabei werden oft alle markierten
Strukturen als Blutgefal3e gewertet, auch wenn oft kein Lumen erkennbar ist oder
nichtendotheliale Bereiche durch Antikorper angefarbt worden sind. Des Weiteren
fallt bei manchen Tumorschnitten die Zuordnung nebeneinander liegender
Strukturen oft schwer: Sollen benachbarte Strukturen als einzelne GefalRe
gewertet werden oder gehéren sie zu einem einzigen Gefal3, das ungtnstig in
seinem Querschnitt erfasst worden ist? Die Ergebnisse der Gefal3z&hlungen
konnen dadurch variieren. Eine Verbesserung kénnte z.B. durch die Einfuhrung
automatisierter Zahlverfahren erfolgen, was in friheren Studien bereits
angewendet worden ist (49, 94).

Die grol3e Anzahl der aufgezeigten mdoglichen Fehlerquellen lasst unsere
Ergebnisse etwas verstandlicher erscheinen. Um kinftige Studien weniger
subjektiv gestalten zu konnen, sind einheitliche Richtlinien und Verfahren
notwendig. Diesbezilglich sind entsprechende Konsensus-Richtlinien bereits
erarbeitet worden (112). Nur so kénnen vergleichbare Ergebnisse zustande

kommen.

6.3. Maspinexpression und Korrelation mit GefaRparametern und Uberleben

In unserer Studie wurde aulRerdem die Korrelation zwischen Maspinexpression
und rezidivfreiem sowie Gesamtiberleben untersucht. In keiner der beiden
Untersuchungen konnten signifikante Ergebnisse nachgewiesen werden. Damit
verhalten sich unsere Ergebnisse kontrér zu einer Studie von Machtens et al., die
ihrerseits nachweisen konnten, dass eine verminderte Expression des
Angiogenesehemmers Maspin mit einer erhdhten Vaskularisation und einer

Verschlechterung der Prognose beim Prostatakarzinom einhergeht (39, 116).
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Auch Zou et al. berichten, dass Uber eine Induktion von Maspin und anderen
antiangiogenen Faktoren in Tumorzellen die gezielte Neubildung von Blutgefal3en
verhindert wird, wodurch es zu einer Reduktion der TumorgréRe kommt. Die
Wahrscheinlichkeit einer hamatogenen Metastasierung soll dadurch Kleiner
werden, weil Tumorzellen bei reduzierter oder gar fehlender Vaskularisation den
Zellverbund schlechter verlassen kénnen (117). Ebenso wurde von Maass et al.
fur Maspin ein hemmender Effekt auf die Angiogenese und Tumorinvasion
beschrieben (118). Folglich sollte durch diese antiangiogenen Eigenschaften die
Prognose der Patienten bei erhthter Maspinexpression verbessert sein. Diese
Thesen konnen durch unsere Ergebnisse jedoch nicht bestatigt werden. Eine
maogliche Erklarung lasst sich aus den verschiedenen Nachweisreaktionen von
Maspin ableiten: Manche Methoden zeigen eine ausgesprochen hohe Sensitivitat,
so dass beispielsweise auch bei fortgeschrittenen Mammakarzinomen eindeutig
eine Maspinexpression nachgewiesen werden konnte (119). Auch andere Autoren
haben in ihren Studien von falsch-positiven Ergebnissen berichtet: So konnte die
Expression von Maspin u.a. auch im Blut von Patienten mit malignen
hamatologischen Erkrankungen oder auch in Lymphknotenmetastasen gefunden
werden (120, 121). Als weitere Fehlerquellen kénnen schlechte Farbungen, die
Interpretation der Farbung in Abh&ngigkeit von der genauen Lokalisation oder
auch die Bewertung der Farbintensitat, und damit die definitive Einteilung in
Maspin positiv oder Maspin negativ, diskutiert werden. Dass der Maspinexpression
allgemein eine hohe prognostische Aussagekraft zuge-schrieben werden kann,
wurde in zahlreichen Studien belegt. So konnten bislang beim Bronchialkarzinom
(122), dem Larynxkarzinom (123), dem Mammakarzinom (42, 124, 125, 126) und
dem oralen Plattenepithelkarzinom (127, 128) signifikante Korrelationen zwischen
Maspinexpression und Uberleben oder Metastasierung nachgewiesen werden. Die
Korrelation zwischen Maspinexpression und Tumor-progression scheint jedoch
auch vom Tumortyp und der genauen Lokalisation der Maspinfarbung abhangig zu
sein: In der Literatur wird beschrieben, dass ein vermehrter Anteil an
zytoplasmatischem Maspin mit der Tumorprogression korreliert (124, 125, 126),
wahrend eine hohere Expression von nuklearem Maspin mit einer positiven
Prognose einhergeht (124). Die Notwendigkeit nach standardisierten Richtlinien
und Verfahren wird auch hier deutlich, um die Méglichkeiten des Angiogenese-

Inhibitors Maspin weiter erforschen und besser einschatzen zu kénnen.
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AbschlielBend wurde in unserer Arbeit noch ein moglicher Zusammenhang
zwischen der Maspinexpression und den Gefal3parametern Uberprift. Bei
insgesamt 9 Vergleichen konnte lediglich eine einzige signifikante Korrelation
zwischen der Maspinexpression und den Gefal3abstdnden des Antikérpers CD31
festgestellt werden. Aufgrund der in unserer Studie nicht vorhandenen
Zusammenhange zwischen den Gefal3parametern der einzelnen Antikérper und
dem Uberleben bzw. zwischen der Maspinexpression und dem Uberleben der
Patienten, sind diese Ergebnisse nicht verwunderlich. Die nicht vorhandenen
Korrelationen sind mit den multiplen Fehlerquellen verknipft, welche bereits in den
Gliederungspunkten 6.2 und 6.3 ausfihrlich beschrieben worden sind.
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7. Zusammenfassung und Ausblick
Zum gegenwartigen Zeitpunkt kann noch keine eindeutige Aussage Uber die
prognostische Bedeutung der Angiogenese beim Prostatakarzinom gemacht
werden. Die Ergebnisse unserer Studie stimmen mit vielen anerkannten
Untersuchungen nicht Uberein. Ob Gefal3anzahl, -flache und -abstdnde als
Parameter fur die Angiogenese in Zusammenhang mit der Prognose beim
Prostatakarzinom stehen, konnte bisher noch nicht hinreichend geklart werden.
Zur Beantwortung dieser Frage sollten weitere Studien nach standardisierten
Richtlinien und Verfahren durchgefiihrt werden, damit eine moglichst hohe

Vergleichbarkeit untereinander garantiert werden kann.
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8. Tabellen
Tabelle 1: Klinische Daten der Patienten (1)
Alter bei
Patienten ID| Diagnhose | T-Stadium | N-Stadium | M-Stadium | R-Stadium Stadium

#1 73 pT3b 0 0 1 2
#2 63 pT2b 0 0 0 2
#3 65 pT2c 0 0 0 2
#4 49 pT3a 0 0 1 2
#5 49

#6 71 pT3a 0 0 1 2
#7 73 pT2b 0 0 0 2
#8 62 pT3b 0 0 1 2
#9 70 pT3b 0 X 1 2
#10 66 pT3b 1 0 0 2
#11 55 pT3 2 0 1 3
#12 71 pT3c 0 0 1 3
#13 60 pT2a 0 0 0 2
# 14 74 pT3 1 1 3
# 15 61 pT2b 0 1 2
#16 55 pT3a 2 1 3
#17 68 pT2b 0 0 2
#18 59 pT3b 0 1 2
#19 58 pT2b 0 0 2
# 20 52 pT2c 0 0 2
#21 53 pT3b 0 0 2
# 22 67 pT3c 0 0 2
#23 51 pT3a 0 1 2
# 24 62 pT3b 1 2
#25 60 pT2a 0 0 1
# 26 67 pT3b 1 1 3
# 27 58 pT2a 0 0 2
# 28 75 pT3b 0 1 2
# 29 69 pT3 0 0 2
# 30 62 pT3b 0 1 2
# 31 67 pT2b 0 0 2
# 32 63 pT3b 1 1 2
# 33 60 pT2c 0 0 2
# 34 67 pT3b 0 1 2
# 35 62 pT3b 0 1 2
# 36 72 pT2b 2 1 2
# 37 70 pT2c 0 0 2
# 38 68 pT3a 0 1 2
# 39 62 pT3 0 1 3
# 40 70 pT3a 0 0 2
#41 65 pTla 0 0 1
# 42 54 pT3a 0 0 2
#43 63 pT3b 0 1 3
# 44

# 45 69 pT2c 0 0 2
# 46 72 pT3b 0 1 3
# 47 67 pT2c 0 0 2
#48 65 pT2a 0 0 3
# 49 49 pT2a 0 0 2
# 50 58 pT2b 0 0 2
#51 68 pT3b 0 1 2
# 52 70 pT2b 0 0 3
#53 56 pT2a 0 0 2
# 54 60 pT2c 0 0 2
# 55 67 pT3a 0 0 0 2
# 56 69 pT3b 0 0 0 3
#57 59 pT3b 1 0 1 4
# 58 70 pT3b 0 0 0 2
# 59 68 pT3a 1 0 1 3
# 60 63 pT2c 0 0 0 2
# 61 63 pT3a 0 0 1 3
# 62 65 pT2c 0 0 0 2
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Tabelle 2: Klinische Daten der Patienten (2)
Zeit bis
Zzum
PSA bei erneuten
Diagnose PSA-Wert Rezidiv in
Patienten | Gleason | Gleason | (oder vor | PSA Wert | Auftritt (in OP- den ersten
ID Score grading OP) (nach OP | Monaten) | Technik Jahren
#1 2 217 217 20 Rpe Ja
#2 5 3+2 17,6 17,6 24 Rpe Ja
#3 52,07 52,07 36 Rpe Ja
#4 6 3a+3c 9,8 9,8 5 Rpe Ja
#5
#6 7 3+4 6,7 6,7 12 Rpe Ja
#7 5 3+2 8,3 2,8 24 Rpe Ja
#8 6 4+2 10,4 10,4 4 Rpe Ja
#9 7 4+3 5,7 5,7 5 Rpe Ja
#10 7 3+4 3,7 10,56 25 Rpe Ja
#11 35 87 1 Rpe Ja
#12 9 20,1 20,1 28 Rpe Ja
#13 5 3+2 5,7 5,7 36 Rpe Ja
# 14 9 5+4
#15 4 2+2 57 Rpe Nein
#16 19,97 Rpe Nein
#17 5 3+2 16,31 Rpe Nein
#18 6 4+2 8,4 Rpe Nein
#19 4 3+1 13,35 Rpe Nein
# 20 11,36 Rpe Nein
#21 6 2+4 7,3 Rpe Nein
# 22 7 2+5 21,38 Rpe Nein
# 23 Rpe Nein
# 24 6 442 34,6 Rpe Nein
# 25 2,02 Rpe Nein
# 26 9 5+4 17,4 Rpe Nein
# 27 Rpe Nein
# 28 5 3+2 12,58 Rpe Nein
#29 6,4 Rpe Nein
# 30 5 3+2 6,1 Rpe Nein
#31 5 3+2 8,03 Rpe Nein
# 32 8 3+5 24,76 Rpe Nein
# 33 7 4+4 9 Rpe Nein
# 34 10 5+5 3,8 Rpe Nein
# 35 7 48,4 Rpe Nein
# 36 39,1 Rpe Nein
# 37 5 2+3 2,87 Rpe Nein
# 38 6 442 5,52 Rpe Nein
# 39 37,1 Rpe Nein
# 40 7 3+4 5,7 Rpe Nein
#41 0,78 Rpe Nein
# 42 5 2+3 Rpe Nein
# 43 Rpe Nein
# 44
# 45 3 2+1 4,08 Rpe Nein
# 46 9 445 1,26 Rpe Nein
# 47 6 4+2 18,7 Rpe Nein
# 48 8 5+3 7,63 Rpe Nein
# 49 5 3+2 0,36 Rpe Nein
# 50 5 3+2 9,22 Rpe Nein
#51 5 3+2 4,88 Rpe Nein
# 52 8 5+3 25,02 Rpe Nein
#53 5 2+3 4,9 Rpe Nein
# 54 8 4+4 9 Rpe Nein
# 55 8 4+4 17 1,12 3 Rpe Ja
# 56 9 4+5 21 35 3 Rpe Ja
# 57 8 4+4 28 1,3 3 Rpe Ja
# 58 8 4+4 12 5,8 6 Rpe Ja
#59 9 4+5 6,3 4,2 3 Rpe Ja
# 60 7 3+4 15 1,2 3 Rpe Ja
#61 7 3+4 5,9 1,2 3 Rpe Ja
# 62 34 4,3 3 Rpe Ja
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Tabelle 3: Klinische Daten der Patienten (3)

Patienten| Zeit bis Dauer der
ID erneuter Hormonelle Beh. (in Wirkung der Weitere klinische
Auftritt Behandlung Monaten)| Behandlung Erkrankungen
#1 18 Hodenentfernung Unbekannt
#2 132 Flutamid, Enantone Teilweise Bluthochdruck
#3 132 Trenantone 168 Teilweise
#4 24 Casodex 19 Vollstandig
#5
#6 20
#7 32 Bluthochdruck
#8 6 Enantone, Casodex 2 Unbekannt Apoplex
#9 18 Trenantone 13 Vollstandig
#10 66 Enantone 64 Teilweise
Allvoran, Helix,
#11 32 Hodenentfernung 31 Keine
#12 36 Casodex 38 Keine Herzerkrankung
#13 60 Unbekannt Bluthochdruck
# 14
# 15 70
#16 91 Fugerel, Zoladex, LHRH periop. Bluthochdruck
#17 67
#18 69 Fugerel, Trenantone periop.
# 19 72
# 20 117
#21 61
#22 79
Bluthochdruck
#23 69 Hodenentfernung periop. Hyperurikamie
# 24 69 Hodenentfernung periop. Bluthochdruck
# 25 121 Enantone, Fugerel periop.
# 26 67
#27 100
# 28 55 Trenantone
#29 83
Bluthochdruck
# 30 72 Zoladex periop. Hyperurikaemie
#31 65
# 32 63 LHRH periop.
# 33 81
# 34 70 Enantone periop. Bluthochdruck
# 35 95 Fugerel periop. Bluthochdruck
# 36 140 Hodenentfernung periop.
# 37 89 Zoladex, Fugerel periop.
Bluthochdruck
# 38 67 Hyperurikémie
# 39 119 Zoladex, Fugerel periop. Bluthochdruck
# 40 71 Zoladex periop.
#41 95 Enantone, Fugerel periop.
#42 73
# 43 70 Antiandrogen periop. Fettleber
# 44
# 45 79 Fugerel, Enantone periop.
# 46 81 Casodex 82 Vollstéandig Bluthochdruck
# 47 71 Casodex, LHRH periop.
# 48 60 LHRH periop.
# 49 59 Flutamid periop.
# 50 65
Bluthochdruck
#51 67 Hodenentfernung Haemosiderose
# 52 60 Zoladex periop.
# 53 63 LHRH periop.
# 54 81 Vollstandig Bluthochdruck
# 55 12 LHRH periop. Teillweise
# 56 12 LHRH periop. Unbekannt Bluthochdruck
# 57 12 LHRH periop. Teilweise
# 58 6 LHRH periop. Keine
# 59 12 LHRH periop. Unbekannt Herzerkrankung
# 60 6 Keine
# 61 6 Keine Bluthochdruck
# 62 6 LHRH periop. Keine
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Tabelle 4: Durchschnittliche GefalRanzahl im Tumor- bzw. Normalgewebe

Patienten Mittelwerte: Microvessel Count (MVC)
ID FVIII TumorFVIII Normall CD31 Tumor| CD31 Normal|CD105 Tumor]CD105 Normal
#1 13.8 11.5 32.7 16.0 excl. excl.
#2 12.8 7.0 11.2 6.0 13.3 7.2
#3 28.5 7.5 excl. excl. 18.2 6.5
#4 28.7 10.5 18.7 18.0 16.6 11.5
#5 23.50 9 14.8 7.0 9.2 16.0
#6 12.2 7.5 13.5 10.5 13.4 7.5
#7 11.3 10.5 13.4 9.5 15.6 10.0
#8 8.7 5.5 excl. excl. 20.6 6.0
#9 15.3 5.5 21.2 8.5 15.4 14.0
#10 11.3 5.0 17.8 18.0 10.0 5.5
#11 17.7 5.0 25.2 16.5 32.8 13.0
#12 17.3 12.0 13.3 8.5 excl. excl.
#13 20.3 7.0 45.8 9.0 excl. excl.
# 14 17.0 10.0 24.5 12.7 16.7 11.5
# 15 15.5 7.0 17.2 18.0 21.7 12.5
# 16 17.4 8.0 excl. excl. 9.7 9.0
# 17 10.3 11.0 excl. excl. 12.3 6.5
#18 17.2 10.0 22.5 14.0 32.3 9.0
#19 14.2 7.5 15.3 8.0 17.7 9.5
# 20 18.2 12.0 17.8 17.5 14.0 13.5
#21 14.2 4.5 21.5 6.0 20.8 6.5
# 22 11.3 9.0 15.8 135 18.4 10.0
# 23 27.0 9.5 26.2 9.5 19.2 15.0
# 24 16.8 10.5 13.3 7.0 24.2 5.0
# 25 25.7 7.0 43.2 16.5 19.0 17.0
# 26 15.7 3.5 22.0 14.0 19.2 6.0
# 27 16.7 6.0 17.2 9.0 14.2 14.0
# 28 17.2 12.5 16.4 8.0 7.4 11.0
# 29 15.3 5.5 9.6 15.0 21.8 9.3
# 30 12.7 7.5 15.2 8.0 17.0 6.5
# 31 13.5 5.5 16.0 8.5 9.0 8.0
# 32 14.3 15.0 27.3 15.0 19.4 13.5
# 33 11.0 6.5 17.3 8.5 excl. excl.
# 34 12.0 11.0 16.3 12.5 16.6 11.5
# 35 26.3 9.5 26.2 21.5 excl. excl.
# 36 excl. excl. 13.0 6.0 17.4 11.0
# 37 11.8 8.0 14.0 5.0 15.0 7.5
# 38 10.2 13.0 19.0 12.0 8.6 11.0
# 39 10.7 10.0 23.0 115 25.6 13.0
# 40 21.50 15 22.5 7.5 14.6 12.5
#41 excl. excl. excl. excl. excl. excl.
# 42 22.3 4.5 33.5 7.5 excl. excl.
#43 17.4 9.5 29.7 13.5 18.0 19.0
# 44 18.3 15.0 22.8 10.5 15.2 6.5
# 45 14.2 5.0 12.2 5.0 10.0 16.5
# 46 24.8 18.7 excl. excl. 29.2 8.0
# 47 11.7 8.5 14.2 55 21.2 8.5
# 48 12.2 14.5 17.7 9.0 excl. excl.
# 49 13.7 10.0 17.4 8.0 19.6 10.0
# 50 14.7 9.0 15.7 7.0 9.0 11.5
#51 11.6 6.5 19.7 18.5 12.8 6.5
# 52 21.0 8.5 16.0 8.5 21.2 13.5
#53 14.8 11.0 22.5 10.5 17.0 6.0
# 54 7.8 6.0 25.3 12.5 16.7 9.0
# 55 32.0 18.0 32.8 20.5 excl. excl.
# 56 17.0 8.5 21.5 8.5 excl. excl.
# 57 18.5 13.0 11.3 13.0 excl. excl.
# 58 19.0 16.5 17.0 13.5 excl. excl.
# 59 13.5 7.5 18.3 8.5 excl. excl.
# 50 12.5 8.5 30.0 10.5 excl. excl.
# 61 13.8 12.0 excl. Excl. excl. excl.
# 62 17.0 6.0 17.3 10.5 excl. excl.
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Tabelle 5: Durchschnittliche Gefadflache im Tumor- bzw. Normalgewebe (in

Prozent
Patienten Mittelwerte: Vascular Surface Area (VSA)
ID FVIIl TumodFVIIl Normal|CD31 Tumoi CD31 Normal|CD105 Tumor| CD105 Normal
#1 4.0 5.8 3.8 3.9 excl. excl.
#2 6.1 15.9 3.7 4.0 2.3 4.5
#3 5.7 4.4 excl. excl. 1.8 34
#4 3.3 17.6 5.1 4.8 2.4 3.5
#5 5.7 24.1 5.4 9.6 5.8 5.0
#6 5.7 13.5 5,6 6.4 1.9 12.6
#7 5.6 12.4 3.6 5.5 1.1 7.3
#8 5.8 8.9 excl. excl. 2.0 8.2
#9 5.3 7.1 3.7 6.0 3.8 4.7
# 10 7.0 10.9 4.9 3.0 2.9 18.1
#11 4.0 19.1 4.9 3.2 2.5 3.6
# 12 4.0 14.2 2.0 2.6 excl. excl.
#13 7.8 7.0 5.0 3.8 excl. excl.
# 14 6.1 5.7 4.2 4.1 3.9 7.6
# 15 6.0 8.0 4.1 2.4 6.6 8.2
# 16 4.1 13.4 excl. excl. 2.0 4.0
# 17 5.1 14.6 excl. excl. 1.6 10.3
#18 4.9 10.7 5.0 15.5 2.4 12.8
#19 3.9 175 4.0 9.4 3.2 12.3
# 20 2.7 6.6 4.5 15.5 3.7 7.1
#21 4.6 17.8 4.7 10.4 2.5 9.0
# 22 3.7 12.9 4.0 8.2 2.1 9.0
#23 4.9 14.6 4.7 6.5 2.7 6.1
# 24 6.0 13.6 4.6 18.8 2.5 5.0
# 25 2.5 7.6 3.6 3.8 2.9 3.1
# 26 5.8 4.4 2.9 5.9 1.8 6.3
# 27 6.9 16.1 4.4 2.4 4.7 17.9
# 28 4.6 7.2 3.6 7.2 2.0 3.1
# 29 5.9 15.7 6.7 3.1 1.5 51
# 30 3.0 13.0 6.3 7.6 35 26.9
# 31 4.1 7.3 3.9 4.3 2.4 4.4
# 32 3.9 6.2 4.6 4.8 1.4 6.2
# 33 3.8 10.9 5.4 9.2 excl. excl.
# 34 4.6 13.8 7.0 5.0 3.3 5.9
# 35 5.1 10.3 5.5 6.6 excl. excl.
# 36 excl. 11.7 4.9 9.5 1.6 3.7
# 37 4.5 21.1 5.3 3.9 4.1 7.5
# 38 5.6 13.2 5.2 8.4 3.9 13.4
# 39 5.6 11.0 3.4 10.2 3.0 12.7
# 40 8.0 8.0 5.6 5.9 1.6 8.4
#41 excl. 14.1 excl. excl. excl. excl.
# 42 3.0 10.3 4.4 9.3 excl. excl.
#43 10.1 19.4 8.1 8.2 5.6 8.2
# 44 5.5 10.7 5.3 7.7 3.5 11.1
# 45 4.6 22.4 6.0 4.4 1.3 10.2
# 46 3.3 5.5 excl. excl. 1.9 7.6
# 47 3.1 9.4 6.2 8.1 2.6 10.3
#48 3.5 9.3 6.0 10.8 excl. excl.
# 49 3.6 7.0 5.2 7.6 2.9 9.2
# 50 2.3 11.8 3.1 6.8 0.9 3.1
#51 7.0 16.7 4.7 3.7 1.6 4.2
# 52 3.8 10.4 6.5 7.0 2.7 5.6
#53 6.3 18.3 4.4 4.0 3.4 125
# 54 5.4 114 3.9 12.3 1.2 19.1
# 55 10.0 7.9 5.0 8.2 excl. excl.
# 56 3.6 12.8 4.7 17.6 excl. excl.
# 57 3.7 16.4 7.2 6.6 excl. excl.
# 58 3.7 7.6 5.6 5.4 excl. excl.
# 59 3.1 6.1 1.4 5.5 excl. excl.
# 50 2.1 8.9 4.0 2.5 excl. excl.
# 61 2.2 17.9 Excl. excl. excl. excl.
# 62 3.9 12.3 4.2 13.3 excl. excl.
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Tabelle 6: Durchschnittliche GefalRabstdnde im Tumor- bzw. Normalgewebe (in

um)
Patienten Mittelwerte: GefaRabstande (IVAS)

ID FVIII Tumor|FVIII NormallCD31 TumorCD31 NormallCD105 Tumor| CD105 Normal
#1 83.10 69.43 66.78 65.99 excl. excl.
#2 96.28 74.74 83.00 110.49 excl. excl.
# 3 59.57 115.28 excl. excl. 88.31 118.20
#4 62.66 78.83 71.38 65.94 79.21 97.45
#5 65.32 57.25 86.67 49.62 93.12 61.35
#6 101.00 67.88 78.34 61.24 100.94 67.87
#7 88.14 77.69 75.96 94.14 95.89 75.17
#8 84.41 49.66 excl. excl. 75.65 91.15
#9 66.75 92.28 64.60 77.59 85.17 85.40
# 10 80.12 99.76 65.10 73.95 89.65 80.51
#11 69.64 68.77 61.37 72.50 67.99 65.74
#12 70.27 64.64 82.08 91.32 excl. excl.
#13 69.03 76.29 46.25 87.61 excl. excl.
# 14 73.13 74.41 61.95 77.10 87.20 77.81
# 15 81.36 114.35 66.36 64.43 65.53 76.38
#16 74.28 89.38 excl. excl. 93.06 85.90
#17 101.08 62.28 excl. excl. 102.97 95.35
#18 79.12 93.30 60.93 53.31 78.03 86.39
#19 101.76 57.82 75.71 62.69 74.97 84.04
# 20 83.14 60.80 61.19 42.89 93.62 91.28
#21 90.90 88.78 65.39 61.05 74.67 112.91
# 22 97.91 59.90 84.51 51.42 90.16 76.86
# 23 83.82 65.92 60.00 71.39 78.95 66.04
#24 74.44 66.26 83.50 77.40 73.85 118.63
# 25 70.99 77.52 66.04 74.41 91.04 69.59
# 26 76.13 135.75 81.43 107.36 87.66 91.02
# 27 71.52 71.22 64.72 78.05 79.59 57.16
# 28 74.61 55.03 91.44 129.78 127.90 91.99
# 29 81.47 103.73 96.44 89.49 98.60 104.41
# 30 89.16 47.79 61.36 68.27 82.68 47.67
# 31 85.47 105.34 77.40 119.49 98.41 127.35
# 32 88.38 58.61 64.06 94.27 79.38 61.39
# 33 95.80 77.05 66.31 90.74 excl. excl.
# 34 83.00 65.17 74.19 108.16 75.17 77.28
# 35 67.82 37.36 62.17 64.40 excl. excl.
# 36 excl. excl. 83.32 118.78 92.75 79.62
# 37 93.77 81.63 74.19 90.99 80.99 75.55
# 38 90.38 53.65 67.22 60.72 99.05 94.16
# 39 98.07 88.72 86.97 93.24 76.64 68.90
# 40 70.15 77.64 70.90 80.89 82.86 76.84
#41 excl. excl. excl. excl. excl. excl.
#42 71.84 84.40 65.79 79.51 excl. excl.
#43 72.94 41.16 59.57 65.75 excl. excl.
# 44 81.84 55.47 62.18 57.15 74.30 82.10
# 45 84.57 56.48 61.70 106.94 90.61 68.42
# 46 70.00 72.17 excl. excl. 87.54 97.77
# 47 75.15 46.84 66.64 78.02 82.61 56.52
#48 97.60 71.91 62.93 70.66 excl. excl.
#49 85.33 68.64 71.57 47.32 69.20 84.15
# 50 84.95 53.05 82.88 111.69 99.44 87.20
#51 87.88 70.36 65.72 80.90 89.12 99.58
# 52 66.09 67.68 81.84 109.30 83.72 86.02
#53 76.54 48.34 62.96 76.14 80.80 101.80
# 54 96.65 90.64 57.57 71.93 77.31 70.50
# 55 66.75 80.47 72.22 78.90 excl. excl.
# 56 66.67 109.89 80.36 99.63 excl. excl.
# 57 84.00 72.20 104.51 107.35 excl. excl.
# 58 95.83 63.60 77.49 93.87 excl. excl.
# 59 114.04 131.47 91.12 99.08 excl. excl.
# 60 89.90 98.85 71.95 99.41 excl. excl.
#61 93.02 70.47 excl. excl. excl. excl.
# 62 79.84 100.07 76.67 95.97 excl. excl.
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Tabelle 7: Maspinexpression

Maspin Maspin

Patienten ID Ca % Ca Intensitat IRS Score dichotom
#1 60 2 6 2 1
#2 20 3 3 1 0
#3 0 0
#4 0 0 0 0 0
#5 0 0 0 0 0
#6 0 0 0 0 0
#7 0 0 0 0 0
#8
#9 40 3 6 2 1
# 10 80 3 12 4 1
#11 70 1 3 1 0
#12 0 0 0 0 0
#13 0 0
#14 10 3 3 1 0
# 15 0 0 0 0 0
# 16 0 0 0 0 0
#17 0 0 0 0 0
# 18 80 3 12 4 1
# 19 0 0 0 0 0
# 20 60 2 6 2 1
#21 0 0 0 0 0
#22 0 0 0 0 0
#23 0 0
#24 0 0 0 0 0
# 25 0 0
# 26 20
#27
# 28 90 3 12 4 1
# 29 0 0 0 0 0
# 30 30 3 6 2 1
# 31 0 0 0 0 0
# 32 20 1 2 1 0
# 33 70 3 9 3 1
#34 0 0
# 35 0 0 0 0 0
# 36 0 0 0 0 0
# 37 0 0
# 38 0 0 0 0 0
# 39 0 0 0 0 0
# 40 70 3 9 3 1
# 41 0 0
# 42 0 0 0 0 0
# 43 0 0 0 0 0
# 44 70 3 9 3 1
# 45 80 3 12 4 1
# 46 70 3 9 3 1
# 47 0 0 0 0 0
# 48 90 3 12 4 1
# 49 80 3 12 4 1
# 50 0 0 0 0 0
#51 0 0
# 52 90 3 12 4 1
# 53 0 0 0 0 0
# 54 90 3 12 4 1
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Tabelle 8: Beziehung des rezidivireien und Gesamtiiberlebens mit den klinischen

Parametern
Gesamtiberleben rezidivfreies
Uberleben

Alter P 0,857 0,432

N high 29 30

N low 28 28
T-Status P 0,006 0,099

NT?2 22 22

NTS3 34 35
N-Status P 0,142 0,311

N NO 48 49

N N1 5 5

N N2 3 3
R-Status P 0,025 0,591

N RO 30 31

N R1 27 27
Gleason Score P 0,539 0,038

N high 21 21

N low 24 24
PSA P 0,660 0,154

N high 26 26

N low 27 28
Rezidiv P 0,001 -

N kein Rezidiv 37 -

N Rezidiv 20 -
Hormontherapie P 0,578 0,183

N keine Hormone 23 24

N Hormontherapie 34 34
Bluthochdruck P 0,202 0,363

N keine Hypertonie |34 35

N Hypertonie 15 15
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Tabelle 9: Beziehung des rezidivfreien und Gesamtiberlebens mit den GefalRpara-

metern und der Maspinexpression

Gesamtuberleben rezidivfreies
Uberleben

FVIII MVC P 0,358 0,417

N high 24 24

N low 31 32
CD31 MVC P 0,940 0,600

N high 19 19

N low 31 32
CD105 mvC P 0,883 0,293

N high 20 21

N low 21 21
FVIII VSA P 0,526 0,985

N high 23 24

N low 32 32
CD31 VSA P 0,657 0,977

N high 23 24

N low 27 27
CD105 VSA P 0,214 0,339

N high 15 15

N low 26 27
FVIII IVAS P 0,570 0,898

N high 29 29

N low 26 27
CD31 IVAS P 0,692 0,337

N high 21 22

N low 29 29
CD105 IVAS P 0,632 0,994

N high 18 19

N low 21 21
Maspinexpression |P 0,772 0,854

N O 24 25

N1 14 14
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Tabelle 10: Kreuztabelle: Korrelation der Gefal3parameter (Mittelwerte, nach

Pearson)

CD31 |CD105

FVIII

CD31

CD105

FVIii

CD31

CD105

FVIii

MVC

VSA

IVAS

CD31 |CC

- 0,275

0,443

0,207

0,226

0,453

0,216

- 0,086

0,001

0,200

0,104

0,004

0,121

CD105|CC

0,275 -

0,171

0,207

0,282

0,453

0,060

0,086 -

0,266

0,200

0,063

0,004

0,706

Fvill |CC

0,443 | 0,171

0,226

0,282

0,216

0,060

0,001 | 0,266

0,104

0,063

0,121

0,706

Tabelle 11: Kreuztabelle: Korrelation der Maspinexpression mit den Gefal3para-

metern (Mittelwerte, nach Pearson)

FVIII CD31 CD105
MVC |VSA |IVAS |[MVC |VSA |IVAS [MVC |VSA |IVAS
Maspin- |CC ]0,080 |0,198 |0,069 (0,003 |0,302 |0,372 |0,158 | 0,161 |0,123
Farbung |p 0,618 |0,214 |0,667 |0,986 |0,062 |0,020 |0,357 |0,348 |0,488
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