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1 Einleitung 

 

1.1 Einleitung und Fragestellung 

 

Das Prostatakarzinom (prostate cancer, PCA) steht in der Rangliste der Krebstodesursachen 

bei Männern mit ca. 12.000 Todesfällen pro Jahr nach dem Bronchialkarzinom an dritter 

Stelle. Jährlich wird die Erkrankung in der Bundesrepublik Deutschland bei 50.000 Männern 

neu diagnostiziert und stellt somit die häufigste Krebserkrankung des Mannes dar. Die 

Inzidenz liegt zwischen 45 und 49 Jahren bei 4,8/100.000 und zwischen 70 und 75 Jahren bei 

513/100.000 und nimmt somit im Alter stark zu (Helpap, 1998).  

Die pathologische Klassifikation des Prostatakarzinoms erfolgt anhand der TNM- 

Klassifikation (T = Größe und Ausdehnung des Primärtumors, N = regionale 

Lymphknotenmetastasen, M = Fernmetastasen) und des Wachstumsmusters bzw. des 

Differenzierungsgrades (Gleason-Score) des Tumors. Anhand dieser Parameter werden 

Aussagen über den prognostischen Verlauf der Erkrankung getroffen. So beträgt die 10- 

Jahres-Überlebensrate von Patienten mit pT2-Tumoren (rezidivfrei) 85% und von Patienten 

mit kapselübergreifendem Karzinom (pT3) nur noch 58% (Helpap, 1998). Ebenso korreliert 

die Sterblichkeitsrate der Patienten mit der Höhe des Gleason-Scores (Helpap, 1998).            

Zusätzlich lässt sich eine Einteilung anhand des nukleolären Subgradings vornehmen, welches 

z.B. Größe und Lokalisation der Nukleolen innerhalb des Kernes, Kern-Plasma-Relation etc. 

berücksichtigt und so Malignitätsgrade von 1-3 jeweils mit Untergraden von a und b 

unterscheidet.  

Ein Problem bei der Anwendung des Staging- und Gradingsystems beruht darauf, dass in 

Stanzbiopsien, die zur Früherkennung eines Karzinoms durchgeführt werden, meist nur sehr 

kleine Karzinomherde zu finden sind. Da eine komplette Übereinstimmung des Gleason-

Gradings  des Stanzbiopsiematerials mit dem Prostatektomiepräparat nur in 35-58% der Fälle 

vorliegt, ist ein eindeutiges Grading erst im Prostatektomiepräparat möglich (Helpap, 1998; 

Bonkhoff und Remberger, 1998).                                         

Ebenso führen immunhistochemische Untersuchungen hinsichtlich der Expression von Ki67 

(Proliferationsmarker), 34ßE12 (basalzellspezifisches Zytokeratin), Androgenrezeptor, 

PSA/PAP, p53 (Tumorsuppressorgen) oder Bcl-2 (antiapoptotisches Protein) meist nicht zu 

einer zufriedenstellenden prognostischen Aussage (Helpap, 1998; Bonkhoff und Remberger, 

1998). 
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Tab. 1 Tumorstadien des PCA nach TNM-Klassifikation (Preiß et al., 2006) 

 
TNM Prostata 
T1 
    T1a 
    T1b 
    T1c 

Weder tast- noch sichtbar (Zufallsbefund) 
Tumoranteile < 5% des resezierten Gewebes 
Tumoranteile > 5% des resezierten Gewebes 
Tumordiagnose durch Nadelbiopsie (ein oder 
beide Lappen) 

T2 
    T2a 
    T2b 
    T2c 

Tumor begrenzt auf die Prostata 
Ein Lappen betroffen < 50% 
Ein Lappen betroffen > 50% 
Beide Lappen betroffen 

T3 
    T3a 
    T3b 

Tumordurchbruch durch die Prostatakapsel 
Uni- oder bilateral 
Einbruch in die Samenblase 

T4 Tumorinfiltration in andere Nachbar-
strukturen als Samenblasen: Blasenhals, M. 
sphincter ani externus, Rektum, in 
Levatormuskel, Beckenwand 

N0 
N1 

Keine regionären Lymphknotenmetastasen 
Regionäre Lymphknotenmetastasen 

M0 
    M1a 
    M1b 
    M1c 

Keine Fernmetastasen 
Nicht regionäre Lymphknotenmetastasen 
Knochenmetastasen 
Andere Organmetastasen 

 
 
 
Tab. 2 Grading und Gleason-Score (Preiß et al., 2006) 

 
 Grading Gleason-Score 
Gut differenziert/leichte Anaplasie 1 2-4 
Moderat differenziert 2 5- 6 
Moderat/schlecht differenziert 2 7 
Schlecht differenziert 3 8-10 
Undifferenziert 4  

 
 

Die Prostatadrüse setzt sich histologisch zusammen aus einem zweireihigen prismatischen  

Epithel (sekretorische Drüsenzellen und nichtsekretorische Basalzellen) der tubuloalveolären 

Drüsenschläuche und dem umgebenden Stroma der Drüsen, das viele glatte Muskelzellen, 

Fibroblasten, Lymphozyten und neuromuskuläres Gewebe enthält (Russel et al., 1998). Diese 

Zellen sind in die extrazelluläre Matrix (ECM) „eingebettet“, wobei im gesunden Gewebe das 

Zusammenspiel von Epithel und Stroma (meist auf parakrinem Signalweg) sehr wichtig ist, 

um die Gewebshomöostase zu erhalten. 
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Die ECM ist aus einer Vielzahl von Proteinen (besonders Kollagene) Glykoproteinen (z.B. 

LN, FN, TN), Glykosaminoglykanen (z.B. Chondroitinsulfat, Heparansulfat) und 

Proteoglykanen (z.B. Betaglycan, Aggrecan, Decorin) zusammengesetzt (Jones und Jones, 

2000). Sie gewährleistet zum einen lebenswichtige Prozesse wie Adhäsion, 

Signaltransduktion, Differenzierung und Proliferation, kann aber auch in die Induktion der 

Apoptose involviert sein. Andererseits ist sie auch an der Pathogenese vieler Erkrankungen 

beteiligt (Lohi et al., 1998).  

Von den o.g. Komponenten der ECM ist besonders TN-C interessant, da es im gesunden 

Erwachsenen fast nicht vorkommt, aber in vielen Tumoren sowie in Regionen der 

Wundheilung und der Gewebsregeneration re- expremiert wird (End et al., 1992; Jones und 

Jones, 2000; Mackie et al., 1988; Koukoulis et al., 1991; Daniloff et al., 1989). TN-C besitzt 

eine EGF-ähnliche Domäne und stellt somit einen Liganden für den EGF-Rezeptor dar 

(Swindle et al., 2001).  

Des Weiteren besitzt TN-C eine Region, die mit ANX II interagiert (Chung und Erickson, 

1994). ANX II ist ein Protein, das sowohl auf der Zelloberfläche als auch intrazellulär 

vorkommt und dessen Hochregulation in die Genese einiger Tumoren z.B. des Gehirns, der 

Leber, des Pankreas, der Lunge, der Brust, des Magens und des Dickdarms involviert zu sein 

scheint (Cole et al., 1992; Emoto et al., 2001; Frohlich et al., 1990; Kumble et al.,1992; 

Rosemann et al., 1994; Schwartz-Albietz et al., 1993; Vishwanatha et al., 1993). Im 

manifesten Prostatakarzinom dagegen wird ANX II nur schwach oder gar nicht exprimiert 

(Lehningk et al., 2005; Stewart et al., 2006).  

Auch EGF und dem aktivierten EGF-R werden in der Entstehung und Entwicklung von 

zahlreichen Tumoren wichtige Rollen zugeschrieben. So wird z.B. die Entstehung des 

Glioblastoms und die Progression von epithelialen Tumoren beeinflusst (Khazie et al., 1993; 

Fleming et al., 1992). EGF-R spielt außerdem eine funktionale Rolle sowohl in der 

Entstehung von östrogenstimulierten und auch östrogenunabhängigen Mammakarzinomen  

(Normanno et al., 1994) als auch in der mit der Überexpression des EGF-R assoziierten 

schlechteren Prognose des Mammakarzinoms (Koenders et al., 1993;  Solbach et al., 2002; 

Tsutsui et al., 2003). Auch in Lungen- und Blasentumoren sowie Tumoren des weiblichen 

Genitaltraktes wird EGF-R vermehrt exprimiert und scheint so eine Bedeutung bei der 

Tumorentstehung zu haben (Smith et al., 1989; Ibrahim et al., 1993). 

In der gesunden Prostata wird der EGF-R vor allem in Basalzellen des BPE und 

neuroendokrinen Zellen exprimiert. In den luminalen, sekretorischen Zellen waren geringere 
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Mengen von EGF-R aber höhere Spiegel des EGF nachweisbar (Sherwood und Lee, 1995; 

Wu et al., 1993; Maygarden et al., 1992). 

Die Expression von EGF-R im PCA wird in verschiedenen Arbeiten kontrovers beschrieben. 

Einige Untersuchungen zeigen, dass sie in der Basalzellschicht des PCA geringer ausgeprägt 

als im BPE sind (Ibrahim et al., 1993; Maddy et al., 1989). Andere Untersuchungen dagegen 

ergaben, dass die Konzentrationen von EGF-R sowie EGF-R-m-RNA im PCA im Vergleich 

zur BPH erhöht sind (Morris und Dodd, 1990; Davies und Eaton, 1988). 

Ziel dieser Arbeit soll vor diesem Hintergrund der mögliche Nachweis einer Ko-Lokalisation 

von TN-C, EGF-R, EGF und ANX II mit immunhistochemischen Methoden in BPE, BPH 

und PCA sein. 
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1.2 TN-C, EGF-R, EGF und ANX II 

 

1.2.1 Aufbau, Funktion und Vorkommen von TN-C, EGF-R, EGF und ANX II 

 

TN-C (Cytotactin/J1/Hexabrachion) ist das zuerst entdeckte Mitglied einer TN-Familie, 

welcher außerdem noch TN-R, TN-X (Chung und Erickson, 1994; Chung et al., 1996) TN-W 

und TN-Y (Jones und Jones, 2000) angehören. TN-C ist ein durch Disulfidbrücken 

verbundenes Hexamer, bei dem eine Untereinheit jeweils ein Molekulargewicht von 220-320 

kD aufweist. Jede Untereinheit enthält außerdem drei strukturelle Module: eine EGF-ähnliche 

Domäne, FN-III Domänen und einen Endknopf, welcher homolog zu den "- und #-Ketten des 

Fibrinogens ist (Chung und Erickson, 1994) (Abb. 1). 

 

 

               Abb. 1. Modell des Hexabrachions (aus Taylor et al., 1989) 

 

TN-C wird besonders während der Embryonalentwicklung exprimiert und kommt z.B. im  

Mesenchym des sich entwickelnden Darms vor (Aufderheide und Ekblom, 1988). Ebenso 

wurde TN-C während der Kleinhirnentwicklung (Bartsch et al., 1992) und entlang der 

Migrationswege von Neuralleistenzellen nachgewiesen (Bronner-Fraser, 1988; Mackie et al., 

1988). Außerdem wurde eine Region des TN-C-Moleküls identifiziert, die bei Aktivierung zu 

einer erheblichen Vermehrung der Neuritenaussprossung von Nervenzellen in vitro führte 
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(Meiners et al., 2001). Weiterhin spielt TN-C eine Rolle bei der Entwicklung der weiblichen 

Brustdrüse, der Entwicklung von Haarfollikeln (Chiquet-Ehrismann et al., 1986; Inaguma et 

al., 1988), des Muskels (Chiquet und Fambrough, 1984), der Zähne (Thesleff et al., 1987), der 

Niere (Aufderheide et al., 1987) und des ZNS (Kruse et al., 1985). Des Weiteren wurde TN-C 

während der Knorpel- und Knochenentwicklung nachgewiesen (Mackie et al., 1987; Murphy 

et al., 2000). Obwohl TN-C z.B. im Stratum papillare der normalen menschlichen Haut 

vorkommt (Lightner et al., 1989), fehlt es physiologischerweise in den meisten Geweben des 

Erwachsenen und taucht lediglich  während aktiver Gewebsregeneration und Zell-Migration 

wieder auf. Dies ist z.B. in Tumoren (Chiquet- Ehrismann et al., 1986; Koukoulis et al., 1991; 

Sakai et al., 1993), in Regionen der Wundheilung (Mackie et al., 1988; Chuong und Chen, 

1991) und in sich regenerierenden peripheren Nerven sowie verletztem Hirngewebe der Fall 

(Daniloff et al., 1986; Gatchalian et al., 1989; Daniloff et al., 1989; Laywell et al., 1992).  

Als löslicher Ligand kann TN-C den Verlust der Zelladhäsion von Endothelzellen bewirken 

(Murphy-Ullrich, 2001). Außerdem wurde für TN-C eine mitogene Aktivität beschrieben, 

welche über Signaltransduktionswege abläuft, die auch von Peptid-Wachstumsfaktoren 

induziert werden (End et al., 1992). 

 

EGF gehört zur Familie der Polypeptidwachstumsfaktoren und wirkt mitogen auf viele Zellen. 

Allen Mitgliedern dieser Familie ist eine charakteristische Struktureinheit gemeinsam, welche 

aus 6 Cysteinresten besteht. Diese sind entlang einer Reihe von 45-50 Aminosäuren  

angeordnet, sodass sie drei Disulfidbrücken bilden können. Die Brücken formen die 

Sekundärstruktur, die es den Wachstumsfaktoren ermöglicht, an den EGF-R zu binden. EGF 

wird als größeres prä-pro-EGF-Vorläufermolekül synthetisiert, das aus 1217 Aminosäuren 

besteht und ein Zelloberflächenprotein darstellt. Durch proteolytische Enzyme wird zunächst 

Prä-EGF hergestellt und dann freies EGF in den Extrazellularraum abgespalten, das sich 

letztlich aus 53 AS zusammensetzt (s. Abb. 2) (Sherwood und Lee, 1995).  
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Abb. 2: Modell des humanen EGF. Rechts ist das Vorläufermolekül Prä-EGF als transmembranes 
Molekül mit dem extrazellulären NH2-Terminus und dem intrazellulären COOH-Terminus dargestellt. 
Links im Bild ist das abgespaltene, freie EGF-Molekül gezeigt. (aus Sherwood und Lee, 1995) 
 

Pränatal findet sich EGF v.a. in der Lunge (Pneumozyten Typ 1 und 2) (Take et al., 2001) und 

in der Niere. Postnatal wurde EGF auch im Gastrointestinaltrakt gefunden (in Brunner-Drüsen 

des Duodenums, Paneth-Zellen und in submandibulären Speicheldrüsen von Ratten) (Raaberg 

et al., 1988). In der Prostata wurde EGF als der Hauptwachstumsfaktor neben TGF-! 

nachgewiesen. So werden Prostataepithelzellen durch zirkulierende Androgene zur EGF-

Sekretion angeregt (Fuse et al., 1992; Russell et al., 1998). Ebenso nimmt bei fehlenden 

Androgenen die Sekretion von EGF rapide ab (Hiramatsu et al., 1988). Des Weiteren 

stimulieren cholinerge und adrenerge Neurotransmitter die EGF-Sekretion von 

Prostataepithelzellen (Jacobs und Story, 1988). 

 

Der Rezeptor für EGF (EGF-R) gehört zur Familie der Rezeptortyrosinkinasen und hat 3 

verschiedene Domänen: eine extrazelluläre, ligandenbindende Domäne, einen 

transmembranösen Anteil, der die Membran in !-helikaler Form durchspannt und eine 

intrazelluläre Tyrosinkinasedomäne. Von der EGF-R-Familie sind 4 Subgruppen bekannt (c-

erbB-1 (EGF-R), c-erbB-2 (HER-2/neu), c-erbB-3 (HER3) und c-erbB-4 (HER4) (Hernes et 

al., 2004; Giardiello und Tortora, 2001), wobei im Folgenden nur c-erbB-1 betrachtet werden 

soll. Es handelt sich hierbei um ein Polypeptid aus 1186 Aminosäureresten, das in 

Abwesenheit des Liganden als enzymatisch inaktives Monomer vorliegt (Sherwood und Lee, 

1995; Baselga und Albanell, 2002; Boulougouris und Elder, 2001; Aaronson, 1991). Bindet 

ein Ligand, wie z.B. EGF, TGF-alpha, Amphiregulin oder heparinbindendes EGF (Khazaie et 
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al., 1993) an den EGF-R, kommt es zur Dimerisierung und Autophosphorylierung von 5 

Tyrosinresten am carboxyterminalen Ende des Rezeptors (s. Abb. 3).  

 

 

Abb. 3: Schema der EGF-R Aktivierung nach Bindung von EGF/TGF ! (aus Sherwood und Lee, 1995) 
 

Diese Reste werden von sog. Adapterproteinen wie z.B. dem Protein GRB2 über eine 

konservierte Region (SH2-Domäne) erkannt und gebunden. Dadurch wird eine Signalkaskade 

in Gang gesetzt, die über die Aktivierung des G-Proteins RAS und einer RAF-Kinase, sowie 

Phosphorylierung und Aktivierung einer MAP-Kinase letztlich zu einer Aktivierung von 

Transkriptionsfaktoren führt. Die Zelle tritt in die S-Phase des Zellzyklus ein und es kommt 

zur Mitose. (Sherwood und Lee, 1995; Boulougouris und Elder, 2001; Aaronson, 1991). 

Außerdem induziert die Aktivierung von EGF-R zelluläre Aktivitäten wie RNA-Transkription, 

DNA-Replikaktion und veränderte Ionenströme durch die Zellmembran (Sherwood und Lee, 

1995). 

 

Der EGF-R wird sowohl von einer Vielzahl gesunder Epithelien als auch von Tumoren 

exprimiert (Gusterson et al., 1984). Große Mengen von EGF-R finden sich z.B. in 

heranreifenden menschlichen Ovarialfollikeln, wobei vor allem die Primordialfollikel einen 

sehr dichten Rezeptorbesatz aufweisen. Außerdem exprimieren auch degenerierte 

Follikelzellen sowie der Graaf`sche Follikel den EGF-R (Ozdogan et al., 2005).  In den 

meisten Tumoren wie z.B. Mamma-Ca, Glioblastom oder Lungenkarzinom wird der EGF-R 

überexprimiert (Normanno et al., 1994; Fleming et al., 1992; Smith et al., 1989). 

In der gesunden Prostata exprimieren besonders basale Epithelzellen EGF-R. In adluminalen 

Zellen dagegen finden sich niedrigere Konzentrationen (Ibrahim et al., 1993; Maygarden et al., 

1992). Darüber hinaus zeigen neuroendokrine Zellen der Prostata eine hohe EGF-R-Dichte 

(Sherwood und Lee, 1995; Iwamura et al., 1994).  
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Annexine bilden eine Multigenfamilie von Kalzium- und Phospholipid-bindenden Proteinen. 

Von den ca. 160 bekannten Annexinproteinen kommen 12 im Menschen vor (Gehrke und 

Moss, 2002; Morgan und Fernandez, 1997), wo sie zell- und gewebetypspezifisch exprimiert 

werden.   

Alle Annexine bestehen aus 2 Hauptdomänen: einem variablen NH2-Terminus, der die 

Phosphorylierungsstellen verschiedener Proteinkinasen enthält (De et al., 1986; Gould et al., 

1986; Sawyer und Cohen, 1985) und einem konservierten COOH-Terminus (Core-Domain), 

der die Ca$+ - und Phospholipidbindungsstelle beinhaltet. 

Die Core-Domain enthält als charakteristisches Strukturelement das Annexin-repeat, welches 

sich im ANX II viermal wiederholt und einen besonders hoch konservierten Bereich von 17 

AS aufweist, der auch als Endonexin-Fold bezeichnet wird (Geisow, 1986). Annexine sind an 

zahlreichen physiologischen Prozessen beteiligt wie z.B. Signaltransduktion, zellulärer 

Differenzierung und Proliferation, Vermittlung von Zytoskelett- und Membran-Interaktionen 

sowie Endo- und Exozytose (Gehrke und Moss, 1997; Gehrke und Moss, 2002). 

 

Abb. 4: Darstellung der Grundstruktur der Annexine am Beispiel von ANX I: Die Core- Domain 
besteht aus 4 ANX- Repeats (rot, violett, grün, blau), die !- helikal angeordnet sind und die 
Bindungsstellen für Ca2+ beinhalten (in Anlehnung an Rescher und Gehrke, 2004).  
 

ANX II, auch Calpactin 1 genannt, ist hauptsächlich im Zytoplasma lokalisiert, kann aber 

auch als extrazellulärer Rezeptor für TN-C dienen (Chung und Erickson, 1994). Die 

zytoplasmatische Form von ANX II liegt als Monomer vor, die membrangebundene Form 

dagegen als heterotetramerer Komplex mit einem p11 Polypeptid. Auch in Zellkernen wurde 

ANX II nachgewiesen (Vishwanatha und Kumble, 1993; Filipenko et al., 2004; Chung und 
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Erickson, 1994). Die Funktion von ANX II ist u.a. die Interaktion mit dem PRP und der 

DNA-Polymerase !, wodurch es eine wichtige Funktion bei der Regulation des Zellzyklus 

einnimmt (Jindal et al., 1991; Vishwanatha und Kumble, 1993; Waismann, 1995). Außerdem 

stellt ANX II ein mRNA-bindendes Protein dar und nimmt somit Einfluss auf m-RNA-

Transport und m-RNA-Stabilität im Zytoplasma (Filipenko et al., 2004; Vedeler und Hollas, 

2000). Des Weiteren besitzt ANX II Ionenkanalaktivitäten (Burger et al., 1996; Hawkins et al., 

2000), ist in der Lage F-Aktin zu binden und verfügt über antikoagulatorische Eigenschaften 

(Filipenko und Waismann, 2001; Choi et al., 2001; Waismann, 1995). 
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1.2.2 TN-C, EGF-R, EGF und ANX II im Zusammenhang mit 

Tumorerkrankungen  

 

TN-C kommt in Geweben erwachsener Menschen nur sehr eingeschränkt vor. Die 

Reexpression oder Überexpression von TN-C ist aber für zahlreiche Tumore sowie 

Wundheilungsprozesse und Nervenregeneration beschrieben (Daniloff et al., 1989; Gatchalian 

et al., 1989; Koukoulis et al., 1991; Emoto et al., 2001).  

Untersuchungen zur TN -Expression an gesundem Prostatagewebe, an low- grade und high-

grade PIN-Gewebe sowie an Prostatakarzinomgewebe ergaben eine signifikante Erhöhung 

von TN-C im Karzinom im Gegensatz zum gesunden Gewebe (nur minimales periglanduläres 

Vorkommen von TN- C) (Xue et al., 1998; Ibrahim et al., 1993). Beim wenig differenzierten 

Karzinom ist die TN-Expression allerdings wieder geringer. In weiteren Untersuchungen 

wurde das TN-C-Protein im Stroma des Prostataadenokarzinoms sowie das Vorkommen von 

TN-C-mRNA in Karzinomzellen nachgewiesen. Dabei enthielten besonders die Zellen an der 

Invasionsfront des Tumors hohe Mengen an TN-C-mRNA (Ibrahim et al., 1993; Katenkamp 

et al., 2004). In Basalzellen der BPH sowie in basalen als auch luminalen Epithelzellen von 

PIN-Gewebe wurde ebenfalls TN-C-mRNA gefunden.  

 

Der EGF-R spielt in karzinogenetischen Prozessen, wie z.B. unkontrollierter Zellproliferation, 

Verhinderung von Apoptose, Anregung der Angiogenese, Steigerung der Zellbeweglichkeit, 

Adhäsionsverlust und Metastasierung eine wichtige Rolle (Ritter und Artega, 2003; Baselga 

und Albanell, 2002; Ibrahim et al., 1993; Khazaie et al., 1993; Aaronson, 1991). Eine 

Hochregulation des EGF-R ist in verschiedenen Tumoren, wie z.B. Mammakarzinom, 

Glioblastom und Lungenkarzinom (Normanno et al., 1994; Fleming et al., 1992; Smith et al., 

1989) nachgewiesen. 

 

EGF wurde sowohl in verschiedenen Prostatakarzinomzelllinien (LNCaP; DU 145) als auch 

in Gewebeschnitten gefunden, die unterschiedliche Stadien des PCA aufwiesen (Conolly und 

Rose, 1990; Conolly und Rose, 1991; Fowler et al., 1988). Auch aus dem Sekret gesunder 

Prostatae und dem Seminalplasma wurde EGF in großer Menge isoliert und scheint hierbei 

ein Marker für die Funktion der Prostata zu sein. Bei Patienten mit Prostatitis oder 

Androgendefizienz wurde mittels RIA eine Reduktion von EGF im Seminalplasma gemessen 

(Russel et al., 1998; Fuse et al., 1992). 
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Die ANX II-Expression wird in vielen Tumoren hochreguliert. Hierzu zählen Gehirn-, Leber-, 

Lungen- Brust- Pankreas- Magen- und Dickdarmkarzinome (Cole et al., 1992; Emoto et al., 

2001; Frohlich et al., 1990; Kumble et al., 1992; Rosemann et al., 1994; Schwartz- Albietz et 

al., 1993; Vishwanatha et al., 1993). 

Im Gegensatz dazu wurde für das Prostatakarzinom eine Herunterregulation von ANX II (und 

auch ANX VII) gezeigt (Chetcuti et al. 2001; Smitherman et al., 2004; Liu et al., 2003; 

Srivastava et al., 2001; Lehningk et al., 2005).  

 

 

1.2.3. Zielstellung der Arbeit 

 

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, immunhistochemisch die Expression von ANX II, TN-C 

sowie von EGF und dem zugehörigen EGF-Rezeptor im gesunden, hyperplastischen benignen 

als auch maligne verändertem Prostatagewebe zu untersuchen, um einen möglichen 

Zusammenhang zwischen der ANX II-, EGF-R-, EGF- und TN-C-Lokalisation im Gewebe 

festzustellen. An konsekutiven Schnitten soll außerdem untersucht werden, ob für die zu 

untersuchenden Proteine eine Ko-Lokalisierung vorliegt. 
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2 Material und Methoden  

 

2.1 Morphologische Untersuchungen an Prostatagroßschnitten 

 

2.1.1 Untersuchungsmaterial 

 

Das Untersuchungsmaterial entstammte 32 Patienten, die aufgrund eines diagnostisch 

gesicherten Prostatakarzinoms in der Klinik und Poliklinik für Urologie der Ernst-Moritz-

Arndt-Universität Greifswald prostatektomiert wurden. Die Gewebe wurden in Formalin (4%, 

gepuffert in PBS) fixiert und im Institut für Pathologie der Ernst-Moritz-Arndt-Universität 

Greifswald in Paraffin eingebettet. Die Patientendaten wurden den Krankenblättern und den 

pathologischen Befundberichten entnommen, wobei die Datenschutzbestimmungen des 

Landes Mecklenburg-Vorpommern eingehalten wurden. Die Studie wurde nach Beratung mit 

der Ethikkommission der Ernst-Moritz-Arndt-Universität Greifswald durchgeführt. 

 

 

2.1.2 Paraffinschnitte und Immunhistochemie 

 

Prostatagroßschnitte wurden mittels Schlittenmikrotom (Leica, Nussloch) in einer Dicke von 

5 µm angefertigt. Die Schnitte wurden zuerst im Kalt- und anschließend im Warmwasserbad 

(Leica) bei 37°C vorgestreckt und dann auf vorbeschichtete Objektträger (Superfrost Plus, 

Menzel, Braunschweig) aufgezogen, bei 37°C geglättet (Streckplatte, Medim, Buseck) und im 

Brutschrank (Heraeus, Braunschweig) getrocknet (1 h, 37°C). 

Die Entparaffinierung erfolgte über eine absteigende Alkoholreihe (Xylol 2x 10 min, 96% 

Ethanol 2x 5 min, 80% Ethanol 5 min, 70% Ethanol 5 min, 50% Ethanol 5 min, 

Leitungswasser 5 min, Aqua dest. 2x 5 min). Von jedem Gewebeblock wurden Schnitte zur 

Übersichtsfärbung mit Hämalaun (Merck, Darmstadt) und Eosin (Merck) verwandt. 

Für die Immunhistochemie wurden die Schnitte nach dem Entparaffinieren mit je 3-4 Tropfen 

Peroxidazed 1 (Biocarta, Wien) vorbehandelt (22°C, 5 min), um die endogene 

Peroxidaseaktivität im Prostatagewebe zu blockieren. Danach wurden die Präparate in 

Leitungswasser und Aqua dest. gespült (jeweils 5 min) und in Mikrowellenpuffer 20 min bei 

700 W gekocht {10 mM Citratpuffer, pH 6; Mischung aus 9 ml Lsg. A (21,01g/l 

Zitronensäure, in Aqua dest.) + 41 ml Lsg. B (aus 29,41g Natriumcitrat in 1l Aqua dest. eine 
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0,1 M Lösung herstellen), welche dann mit 450 ml Aqua dest. aufgefüllt wird}. Anschließend 

wurden die Objektträger bei Raumtemperatur abgekühlt (1 h),  und jeweils 5 min mit 

Leitungswasser, Aqua dest. und PBS-Puffer gespült {8,0 g NaCl (Roth), 0,2 g KH2PO4 

(Roanal, Budapest), 2,9 g Na2HPO4x 12 H2O (Roth), 0,2g KCl (Merck) zusammengeben und 

auf 1l mit Aqua dest. auffüllen, pH-Wert 7,4 einstellen} und  anschließend  mit 

Proteinblockierungslösung (10 min, 22°C, Backgroundsniper, Biocarta) inkubiert. Die 

Objektträger wurden danach wiederum in PBS-Puffer gewaschen (2x 5 min) und über Nacht 

bei 4°C mit folgenden Antikörperlösungen inkubiert: 

 

% Maus-Monoklonaler Antikörper gegen TN (Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen; 

Verdünnung in PBS 1:4000) 

% Kaninchen-Polyklonaler Antikörper gegen EGF-R (Cell Signaling Technology, Danvers, 

USA; Verdünnung in PBS 1:200) 

% Maus-Monoklonaler Antikörper gegen EGF (Abcam; Cambridge; UK  Verdünnungsreihen 

von 1:50-1:4000 mit PBS) 

% Kaninchen-Polyklonaler Antikörper gegen EGF (Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen; 

Verdünnungsreihen von 1:50-1:4000 mit PBS-Puffer) 

% Maus-Monoklonaler Antikörper gegen ANX II (Biotrend Chemikalien GmbH, Köln), 

Verdünnung 1:2000 

 

Nach erneutem Waschen (PBS-Puffer, 2x 5 min) wurde mit  Sekundärantikörper (Universal 

Link, Biocarta) inkubiert (10 min, 22°C) und 2x 5 min in PBS gewaschen. Anschließend 

wurden die Schnitte mit Streptavidin-HRP-Lösung (Biocarta) behandelt (10 min, 22°C).  

Nach Waschen in PBS (2x 5 min) wurde die Antikörperbindung durch Inkubation mit 0,1% 

Diaminobenzidinlösung {10 µg DAB (Sigma, München), 10 ml PBS, 10 µl H2O2} visualisiert 

(7 min, 22°C) und die Reaktion mit Aqua dest. abgestoppt (5 min.) Die Schnitte wurden 

schließlich 1 min in Hämalaun (Merck) gegengefärbt, 10 min unter fließendem 

Leitungswasser gebläut, in Aqua dest. gestellt und über die aufsteigende Alkoholreihe 

dehydriert (2x 5 min 96% Alkohol (Roth ), je 2x 5 min 99,7% Alkohol (Roth), 2x 5 min 

Neoclear (Merck). Abschließend wurden die Schnitte mit Neomount (Merck)  eingedeckt. 
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Folgende Kontrollreaktionen wurden durchgeführt: 

a) Ersetzen des Primärantikörpers durch PBS bei ansonsten gleichem Procedere (zum 

Ausschluss unspezifischer Bindungen der Reagenzien des Detektionssystems an das 

Gewebe). 

b) Ersetzen aller Reagenzien durch PBS bis zur Entwicklung mit DAB (zum                      

Ausschluss endogener Peroxidaseaktivität im Gewebe) 

c) Ersetzen des Primärantikörpers durch Kaninchenserum oder einen monoklonalen, 

nicht paraffingängigen Antikörper ("1-Integrin, Biomol Hamburg) (Verdünnung 

entsprechend des jeweiligen Primärantikörpers der Versuchsreihe, d.h. 1: 4000 bzw. 

1:200) bei ansonsten gleichem Procedere. 

Die Auswertung erfolgte an einem Mikroskop mit digitaler Kamera (Bx50, Olympus, 

Hamburg). 

 

 

2.1.3 Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen 

 

Die Intensität der Immunreaktion wurde von zwei unabhängigen Betrachtern unter 

Rücksprache mit einem Pathologen (OA Dr. G. Schwesinger, Institut für Pathologie der 

Ernst-Moritz-Arndt-Universität Greifswald) beurteilt. Es wurden vier Intensitätsstufen 

subjektiv festgelegt: 

0= keine Immunreaktion 

1= schwache Immunreaktion 

2= mittelstarke  Immunreaktion 

3= starke Immunreaktion 

 

Dabei wurde die Färbung der extrazellulären Matrix (ECM) getrennt von der intrazellulären 

Färbung (Z) beurteilt. Unter diesem Gesichtspunkt wurden die verschiedenen Bereiche der 

Präparate BPE, BPH und PCA betrachtet. 

Um Inhomogenitäten in der Reaktionsstärke innerhalb BPE, BPH und PCA zu 

charakterisieren, wurde eine weitere Unterteilung des Scores je nach prozentualem Anteil der 

reaktiven Drüsen vorgenommen: 

a = 0 - 30% 

b = 30 - 60% 

c = >60% 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Lokalisation von TN-C, EGF-R, EGF und ANX II in 

Prostatagroßschnitten 

 

3.1.1 Histopathologische Befundung 

Alle untersuchten Gewebeproben enthielten BPE, BPH und Tumorgewebe (PCA). 

Die untersuchten PCAs hatten Gleason Scores von Gleason 3 bis Gleason 8 und pT-Stadien 

von pT1a bis pT3c. Zum Zeitpunkt der Befundung waren bei einem Patienten regionale 

Lymphknotenmetastasen nachweisbar. Fernmetastasen wurden bei keinem der Patienten 

diagnostiziert. 

 

Tab. 3: Gleason-Score und Tumor-Stadien der Präparate 

 Gleason-Score pT n 

 

Anzahl der Präparate 

3-4        5-6        7-8 

 7           14          11 

1a-1c     2a-2c    3a-3c 

  9            12         11 

 

32 

 

  

 

              
 
Abb.: 5: Vergleich von BPH (&) und PCA (%) (A) sowie PCA (%) und BPE (*) (B) (HE- Färbung); 
(Vergrößerung A, B 100x). 
 
 
 
 
 

! 

! 

! 

* 

A B 
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3.1.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen 
 
 
TN-C 
 
Die Immunreaktion mit dem TN-C Antikörper war innerhalb der Präparate sehr heterogen. 

Dabei trat die Immunreaktion in allen untersuchten Gewebetypen vorwiegend im Stroma auf. 

Eine zytoplasmatische Reaktion des TN-C-Antikörpers wurde nur selten beobachtet.  

Besonders starke Immunreaktionen waren in allen Präparaten in einigen Blutgefäßwänden 

und perivaskulär zu beobachten. Außerdem wiesen viele Präparate diffuse entzündliche 

Areale auf, in denen eine starke Immunreaktion mit dem TN-C-AK auftrat. 

 

Im BPE war die Färbeintensität der ECM zum größten Teil schwach (14 Fälle Score 1b, 7 

Fälle Score 1c) bis mittelstark (9 Fälle Score 2b, 1 Fall Score 2c), ganz ähnlich dem Bild der 

BPH (schwache Färbung: 9 Fälle Score 1b, 6 Fälle Score 1c, mittelstarke Färbung: 14 Fälle 

Score 2b, 1 Fall Score 2c). Im PCA waren deutliche Veränderungen der Immunreaktivität des 

TN-C-Antikörpers zu verzeichnen. In 23 Fällen war die ECM überwiegend stark gefärbt (17 

Fälle Score 3c, 6 Fälle Score 3b), während nur noch 7 Präparate eine mittelstarke Färbung  

(Score 2b) und 2 Präparate eine schwache Färbung (Score 1b) der ECM aufwiesen (s. Tab. 4). 
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Tab. 4: Verteilung von TN-C in BPE, BPH und PCA 

Pat. 

Nr. 

Pat. Alter Gleason-Score/Grading BPE/Z BPE/ECM BPH/Z BPH/ECM PCA/Z PCA/ 

ECM 

1 61 2+3=5/G2b 0 1b 0 2b 0 2b 

2 58 2+3=5/G2b 0 3b 0 3b 1b 3c 

3 67 2+2=4/G1b 0 1b 0 2b 0 3c 

4 70 3+3=6/G2b 0 1c 0 2b 0 2b 

5 52 3+3=6/G2a 0 1c 0 1c 0 3b 

6 63 2+3=5/G1b 0 2b 0 3b                                                                                                                       1c 3c 

7 65 3+5=8/G3a 1a 2b 0 2b 1c 2b 

8 59 1+2=3/G1b 1a 1b 1a 1b 0 3c 

9 58 2+3=5/G2b 1a 2b 1a 2b 1c 3c 

10 62 2+3=5/G2a 0 1b 0 1b 0 1b 

11 62 3+4=7/G3a 0 2b 0 2b 0 3c 

12 64 1+2=3/G1b 0 2c 0 2c 0 3c 

13 69 3+4=7/G3a 0 1c 0 1c 0 2b 

14 67 1+2=3/G1b 0 1c 0 1c 0 3c 

15 68 2+3=5/G3a 0 1c 0 1c 0 2b 

16 70 3+4=7/G3a 0 1b 0 1b 1a 3c 

17 60 2+3=5/G1b 0 1b 0 1c 0 3c 

18 68 2+2=4/G1b 0 1b 0 2b 0 3c 

19 67 3+4=7/G3a 0 1b 0 1b 0 3b 

20 68 3+4=7/G3a 0 2b 0 2b 0 3b 

21  66 2+3=5/G2b 0 1b 0 1b 0 2b 

22 56 3+5=8/G3a 0 2b 0 2b 0 3c 

23 70 2+3=5/G2b 0 1b 0 2b 1a 3b 

24 66 3+4=7/G3a 1a 1b 1a 2b 1a 3c 

25 58 2+2=4/G1b 0 2b 0 2b 0 3c 

26 65 2+3=5/G2b 0 1b 0 1b 0 2b 

27 68 3+5=8/G3b 0 1c 0 1b 0 3c 

28 66 2+3=5/G2b 0 1b 0 1b 0 3c 

29 55 3+3=6/G2b 0b 2b 0b 2b 0c 1b 

30 67 4+5=9/G3b 0b 2b 0b 2b 0c 3b 

31 61 2+2=4/G1b 0c 1b 0c 1b 0c 3b 

32 69 3+4=7/G2b 0c 1c 0c 1c 0c 3c 

 

Abkürzungen: BPE= benignes  prostatisches Epithel, BPH= benigne prostatische Hyperplasie, PCA= 
Prostatakarzinom, Z= zelluläre Färbung, ECM= Färbung der Extrazellulärmatrix; Score der 
Immunreaktion: 0= negativ, 1= schwach, 2= mittelstark, 3= stark; prozentualer Anteil der  reaktiven 
Drüsen: a= 0-30%, b= 30-60%, c= >60% 

 



 24 

EGF  
 

Der immunhistochemische Nachweis von EGF in den untersuchten Prostatagroßschnitten ist 

mit den verwendeten Antikörpern nicht gelungen. Auch die Verwendung von  verschiedenen 

Mikrowellenpuffersystemen  das Ändern der Vorbehandlung der Schnitte (kein Kochen in der 

Mikrowelle, übriges Procedere s.o.) sowie das Austesten verschiedener 

Antikörperverdünnungsreihen hat keine positive Reaktion erbracht.  

Zur Überprüfung der Antikörper wurden Immunreaktionen mit beiden o.g. Antikörpern an 

Gewebsschnitten der Gl. submandibularis durchgeführt, in welcher der EGF zuerst 

beschrieben wurde (Hirata et al., 1979; Cohen, 1962). Hierbei zeigte  sich eine deutliche 

Immunreaktion. 

 

EGF-R 

 

Beim Nachweis der Immunreaktion des Anti-EGF-R-Ak zeigten die benignen 

Prostataepithelzellen eine deutlich stärkere Färbung als die Karzinomzellen, die allesamt nur 

schwach gefärbt waren (Score 1 - 2). Die stromale Immunreaktion des Anti-EGF-R-Ak war in 

allen untersuchten Gewebetypen nur schwach ausgeprägt (die meisten Präparate hatten einen 

Score von 1b - 1c). Die Einzelergebnisse sind in Tab. 5 zusammengefasst. 
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Tab. 5: Verteilung von EGF-R in BPE, BPH und PCa 
 

 
Pat. 
Nr. 

Pat. Alter Gleason-Score/Grading 
 

BPE/Z BPE/ECM BPH/Z BPH/ECM PCa/Z PCa/ECM 

1 61 2+3=5/G2b 3c 1c 3c 1c 2c 1c 
2 58 2+3=5/G2b 3c 1c 3c 1c 2b 1c 
3 67 2+2=4/G1b 3c 1c 3c 1c 1b 1c 
4 70 3+3=6/G2b 3c 1c 3c 1c 2b 1c 
5 52 3+3=6/G2a 3b 1a 3b 1a 1b 1c 
6 63 2+3=5/G1b 3b 1c 3b 1c 1c 1c 
7 65 3+5=8/G3a 2b 1c 2b 1c 1b 1c 
8 59 1+2=3/G1b 3b 1c 3b 1c 1b 1c 
9 58 2+3=5/G2b 3c 1b 2b 1b 1c 1b 
10 62 2+3=5/G2a 3b 1c 3b 1c 2b 1c 
11 62 3+4=7/G3a 3b 1c 3b 1c 1b 1c 
12 64 1+2=3/G1b 2b 1c 2b 1c 1b 1c 
13 69 3+4=7/G3a 3b 1c 2b 1c 1b 1c 
14 67 1+2=3/G1b 3c 1c 3b 1c 2b 1c 
15 68 2+3=5/G3a 3b 1c 2b 1c 2b 1c 
16 70 3+4=7/G3a 3c 1c 3b 1c 2b 1c 
17 60 2+3=5/G1b 3b 1c 3b 1c 1b 1c 
18 68 2+2=4/G1b 3c 1c 3c 1c 1c 1c 
19 67 3+4=7/G3a 3b 1a 3b 1a 2b 1c 
20 68 3+4=7/G3a 3b 1c 3b 1c 2b 1c 
21 66 2+3=5/G2b 3c 1c 3c 1c 1b 1c 
22 56 3+5=8/G3a 3b 1b 2b 1b 2b 1b 
23 70 2+3=5/G2b 3c 1c 3b 1c 1b 1c 
24 66 3+4=7/G3a 3b 1c 3b 1c 2b 1c 
25 58 2+2=4/G1b 3c 1c 3b 1c 1b 1c 
26 65 2+3=5/G2b 3c 1c 3c 1c 2b 1c 
27 68 3+5=8/G3b 3b 1c 3b 1c 2b 1c 
28 66 2+3=5/G2b 3b 1c 3b 1c 2b 1c 
29 55 3+3=6/G2b 3b 1c 3b 1c 2b 1c 
30 67 4+5=9/G3b 3b 1c 3b 1c 1b 1c 
31 61 2+2=4/G1b 3b 1c 3c 1c 1b 1c 
32 69 3+4=7/G2b 3c 1c 3c 1c 2b 1c 

 
Abkürzungen: BPE= benignes prostatisches Epithel, BPH= benigne prostatische Hyperplasie, PCA= 
Prostatakarzinom, Z= zelluläre Färbung, ECM: Färbung der Extrazellulärmatrix; Score der 
Immunreaktion: 0= negativ, 1= schwach, 2= mittelstark, 3= stark; prozentualer Anteil der reaktiven 
Drüsen: a= 0-30%, b= 30-60%, c= >60% 
 
 
Annexin II 
 
Im BPE zeigte sich in den meisten Fällen eine mittelstarke bis starke Immunreaktion. Im PCA 

dagegen war keine oder gelegentlich nur eine sehr schwache Immunreaktion zu beobachten. 

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen zu ANX II sind in Tab. 6 

dargestellt. 
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Tab. 6: Verteilung von ANX II in BPE, BPH und PCa 
 
 
Pat.
Nr 

Pat. Alter Gleason-Score/Grading BPE/Z BPE/ECM BPH/Z BPH/ECM PCA/
Z 

PCA/ 
ECM 

2 58 2+3=5/G2b 3c 0 3b 0 0 0 
3 67 2+2=4/G1b 2b 0 2b 0 0 0 
4 70 3+3=6/G2b 3c 0 3c 0 0 0 
9 58 2+3=5/G2b 3c 0 3c 0 0 0 
17 60 2+3=5/G1b 3b 0 3b 0 0 0 
18 68 2+2=4/G1b 1b 0 1b 0 0 0 
23 70 2+3=5/G2b 3b 1b 3b 1b 0 1b 
31 61 2+2=4/G1b 1b 0 1b 0 1b 0 
32 69 3+4=7/G2b 2b 0 2b 0 0 0 

 

Abkürzungen: BPE= benignes prostatisches Epithel, BPH= benigne prostatische Hyperplasie, PCA= 
Prostatakarzinom, Z= zelluläre Färbung, ECM= Färbung der Extrazellulärmatrix, Score der 
Immunreaktion: 0= negativ, 1= schwach, 2= mittelstark, 3= stark; prozentualer Anteil reaktiver 
Drüsen: a= 0-30%, b=30-60%, c= >60% 
Für ANX II wurden in Anlehnung an die Arbeit von Lehningk et al. (2005) exemplarisch nur 9 
Präparate gefärbt 
 
 
 
3.1.3 Auswertung der Färbeergebnisse anhand des Gewebetyps  

BPE 

 

In den Zellen des BPE war in fast allen Präparaten keine (in 28 Fällen Score 0) oder nur eine 

schwache Immunreaktion mit dem TN-C-Antikörper erkennbar (in 4 Präparaten mit einer 

Färbung von unter 30%: Score 1a (Tab. 7, Bild A) . 

Die extrazelluläre Matrix war in 21 Fällen schwach (davon 14 Präparate Score 1b, 7 Präparate 

Score 1c), in 10 Fällen mittelstark (1 Präparat Score 2c, 9 Präparate Score 2b) und in einem 

Präparat sogar stark (Score 3b) gefärbt. 

Mit dem Antikörper gegen den EGF-R wurde eine starke intrazelluläre Immunreaktion 

beobachtet (Score 3). 13 Präparate waren zu über 60% stark angefärbt (Score 3c), 17 

Präparate zu 30-60% (Score 3b). Nur 2 Präparate wiesen eine mittelstarke Färbung auf (Score 

2b). Im Gegensatz dazu war die Färbung der ECM in allen 30 Fällen nur  schwach ausgeprägt 

(28 Fälle Score 1c, 2 Fälle Score 1b, 2 Fälle Score 1a) (Tab. 7, Abb. 6).   

ANX II wurde in allen untersuchten Proben intrazellulär lokalisiert, allerdings mit 

unterschiedlich starker Intensität von schwach (2 Präparate Score 1b) über mittelstark (2 

Präparate Score 2b) bis stark (2 Präparate Score 3b, 3 Präparate Score 3c). Die ECM hingegen 
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war in 8 von 9 untersuchten Gewebeschnitten nicht angefärbt (Score 0), ein Präparat wies eine 

schwache Färbung der ECM auf (Score 1b) (Tab. 7, Abb. 6). 

Tab. 7: Verteilung von TN-C, EGF-R und ANX II in BPE 

 
Farbintensität 
 

0 1a 1b 1c 2a 2b 2c 3a 3b 3c n 

TN/Z 
TN/ECM 

28 
- 

4 
- 

- 
14 

- 
7 

- 
- 

- 
9 

- 
1 

- 
- 

- 
1 

- 
- 

32 
32 

EGF-R/Z 
EGF-R/ECM 

- 
0 

- 
2 

- 
2 

- 
28 

- 
- 

2 
- 

- 
- 

- 
- 

17 
- 

13 
- 

32 
32 

ANX II/Z* 
ANX II/ECM 

- 
8 

- 
- 

2 
1 

- 
- 

- 
- 

2 
- 

- 
- 

- 
- 

2 
- 

3 
- 

9 
9 

 
Abkürzungen: Z= zelluläre Färbung, ECM= Färbung der Extrazellulärmatrix, n= Gesamtanzahl; Score 
der Immunreaktion: 0= negativ, 1= schwach, 2= mittelstark, 3= stark; prozentualer Anteil reaktiver 
Drüsen: a= 0-30%, b0 30-60%, c= >60%  
*Für ANX II wurden in Anlehnung an die Arbeit von Lehningk et al. (2005) exemplarisch nur 9 
Präparate gefärbt 
 

              

 

                             

 
Abb. 6: Immunhistochemischer Nachweis von TN-C (A), EGF-R (B) und ANX II (C) im BPE. 
Negativkontrolle (D). Es zeigt sich für TN-C (A) keine bis nur sehr schwache Anfärbung im BPE, die 
Immunreaktion des Anti- EGF-R-Ak (B) sowie des Anti-ANX II-Ak (C) ist in den Zellen des BPE 
stark ausgeprägt. (Vergrößerung A – D: 100x). 

A 

 

B  

 

C D 



 28 

 
BPH 

 

In den hyperplastischen Prostatadrüsen (BPH) war das Reaktionsmuster mit allen 

verwendeten Antikörpern dem des normalen Prostatagewebes sehr ähnlich. TN-C war in den 

Zellen von 29 Präparaten nicht nachzuweisen (Score 0), 3 Präparate zeigten zu unter 30% eine 

schwache Immunreaktion (Score 1a). Die Matrix wurde im BPH- Gewebe in allen Fällen 

angefärbt, wobei 15 Präparate nur  schwach (9 Präparate zu 30- 60% - Score 1b, 6 Präparate 

zu über 60% - Score 1c) angefärbt waren (Tab. 8, Abb. 7). 15 Präparate wiesen eine 

mittelstarke Immunreaktion auf (14 Präparate Score 2b, 1 Präparat Score 2c) und 2 Präparate 

reagierten stark (Score 3b).   

Die Immunreaktion mit dem Anti-EGF-R-Ak zeigte in der BPH ein ähnliches Bild wie im 

BPE. In 6 Präparaten war die Färbung der Zellen mittelstark (Score 2b) und in 26 Präparaten 

stark (17 Präparate Score 3b, 9 Präparate 3c). Die Matrix war dabei in fast allen Präparaten 

nur  schwach angefärbt (28 Präparate  Score 1c, 2 Präparate Score 1b, 2 Präparate 1a) (Tab. 8, 

Abb. 7). 

Ebenso waren die Ergebnisse der Anti-ANX II-Reaktion in BPE und BPH ähnlich. In beiden 

Geweben war die Matrix in allen Präparaten nicht (8 Präparate Score 0) bzw. nur  schwach 

angefärbt (1 Präparat Score 1a). Die zelluläre Immunreaktion war in den meisten Fällen stark 

(3 Fälle Score 3b, 2 Fälle Score 3c), in 2 Fällen mittelstark (Score 2b) und nur in 2 Fällen zu 

30- 60 % schwach ausgeprägt (Score 1b) (Tab. 8, Abb. 7). 

 
Tab. 8: Immunreaktion von Anti-TN-C-Ak, Anti-EGF-R-Ak und Anti-ANX II-Ak in 

benigner prostatischer Hyperplasie 

 
Farbintensität 0 1a 1b 1c 2a 2b 2c 3a 3b 3c n 
TN/Z 
TN/ECM 

29 
- 

3 
- 

- 
9 

- 
6 

- 
-. 

- 
14 

- 
1 

- 
- 

- 
2 

- 
- 

32 
32 

EGF-R/Z 
EGF-R/ECM 

- 
- 

- 
- 

- 
2 

- 
28 

- 
- 

6 
- 

- 
- 

- 
- 

17 
- 

9 
- 

32 
32 

ANX II/Z* 
ANX II/ECM 

- 
8 

- 
1 

2 
- 

- 
- 

- 
- 

2 
- 

- 
- 

- 
- 

3 
- 

2 
- 

9 
9 

 
Abkürzungen: Z= zelluläre Färbung, ECM= Färbung der Extrazellulärmatrix, n= Gesamtanzahl; Score 
der Immunreaktion: 0= negativ, 1= schwach, 2= mittelstark, 3= stark; prozentualer Anteil reaktiver 
Drüsen: a= 0-30%, b= 30-60%, c= >60% 
*Für ANX II wurden in Anlehnung an die Arbeit von Lehningk et al. (2005) exemplarisch nur 9 
Präparate gefärbt 
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Abb. 7: Immunhistochemischer Nachweis von TN-C (A), EGF-R (B) und ANXII (C) in der BPH; 
Negativkontrolle (D). Die Immunreaktion in der BPH ist mit dem  Anti-TN-C-Ak (A) schwach 
ausgeprägt, die Zellen der hyperplastischen Prostata zeigen aber für EGF-R (B), sowie für ANX II (C) 
eine deutliche Anfärbung (Vergrößerung A – D: 100x). 
 

 

PCA 

 

Im Tumorgewebe war ein deutlicher Unterschied bezüglich der Intensität der 

Immunreaktionen mit allen untersuchten Antikörpern im Vergleich zum BPE erkennbar. 

Die zelluläre Färbung für TN-C war in den meisten Fällen negativ (25 Präparate Score 0) bis 

schwach (3 Fälle Score 1a, 1 Fall Score 1b und 3 Fälle Score 1c). Die Immunreaktion der 

ECM war dagegen aber deutlich intensiver (Tab. 9 und Abb. 8). Es zeigten 17 Präparate zu 

über 60% eine starke Färbung (Score 3c), 6 Präparate zu 30- 60% ebenfalls eine starke  (Score 

3b) und 7 Präparate noch zu 30 - 60% eine mittelstarke Färbung (Score 2b). In  nur 2 Fällen 

war die ECM schwach gefärbt (Score 1b). 

C D 

B A 
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Auch bei der Reaktion des Antikörpers gegen den EGF-R fielen deutliche Unterschiede v.a. 

der zellulären Färbeintensitäten auf. Während im BPE fast alle Präparate eine starke bis sehr 

starke Färbung der Epithelzellen aufwiesen (13 Präparate Score 3c, 17 Präparate Score 3b), 

waren im PCA intrazellulär noch 15 Präparate zu 30- 60 % mittelstark (Score 2b) sowie ein 

Präparat zu über 60% (Score 2c) gefärbt. Die restlichen 16  Präparate wiesen aber nur noch 

eine schwache zelluläre Immunreaktion auf (3 Präparate Score 1c, 13 Präparate Score 1b) 

(Tab. 9, Abb. 8). Dagegen hat sich die Reaktivität der ECM im Vergleich zum BPE 

weitestgehend nicht verändert. In beiden Gewebetypen war sie in der überwiegenden Zahl der 

Fälle  schwach gefärbt (BPE: 28 Präparate Score 1c, 2 Präparate Score 1b; PCA: 30 Präparate 

Score 1c, 2 Präparate Score 1b, 2 Präparate Score1a) (Tab. 9, Abb. 8). 

Für ANX II war in den Zellen des Karzinomgewebes keine (8 Präparate Score 0) oder nur 

eine sehr schwache Anfärbung evident (1 Präparat Score 1a). Die Färbung der ECM war im 

PCA ebenso nur sehr schwach ausgeprägt bis negativ (8 Präparate Score 0, 1 Präparat Score 

1a) (Tab. 9, Abb. 8).  

 

 

Tab. 9: Immunreaktion von Anti-TN-C-Ak, Anti-EGF-R-Ak und Anti-ANX II-Ak im 

Prostatakarzinom 

 

 
Abkürzungen: Z= zelluläre Färbung, ECM= Färbung der Extrazellulärmatrix, Score der 
Immunreaktion: 0= negativ, 1= schwach, 2= mittelstark, 3= stark; prozentualer Anteil reaktiver 
Drüsen: a= 0-30%, b= 30-60%, c= > 60% 
*Für ANX II wurden in Anlehnung an die Arbeit von Lehningk et al. (2005) exemplarisch nur 9 
Präparate gefärbt 
 
 
 
 
 

Farbintensität 0 1a 1b 1c 2a 2b 2c 3a 3b 3c n 
TN/Z 
TN/ECM 

25 
- 

3 
- 

1 
2 

3 
- 

- 
- 

- 
7 

- 
- 

- 
- 

- 
6 

- 
17 

32 
32 

EGF-R/Z 
EGF-R/ECM 

- 
- 

- 
- 

13 
2 

3 
30 

- 
- 

15 
- 

1 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

32 
32 

ANX II/Z* 
ANX II/ECM 

8 
8 

1 
1 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

9 
9 
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Abb. 8: Immunhistochemischer Nachweis von TN-C (A), EGF-R (B) und ANXII (C) im PCA; 
Negativkontrolle (D). Für TN-C (A) zeigt sich im PCA eine starke stromale Anfärbung, während die 
Zellen nur schwach gefärbt bis negativ erscheinen. Für die Immunreaktion des Anti-EGF-R-Ak (B) 
sowie für die Reaktion des Anti-ANX II-Ak (C) zeigt sich in den Zellen des PCA nur eine sehr 
schwache bis negative Reaktion, das Stroma bleibt ebenfalls weitestgehend ungefärbt (Vergrößerung 
A – D: 100x).  
 

A B 

C D 
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3.1.4 Korrelation von TN-C, EGF-R und ANX II in BPE, BPH und PCA 
 
Durch das Anfertigen konsekutiver Gewebsschnitte war es möglich, die Immunreaktionen der 

untersuchten Antikörper  miteinander zu vergleichen, um Hinweise auf Ko-Lokalisationen zu 

erhalten. 

Verglichen wurden die Lokalisation von EGF-R, TN-C und ANX II in BPE und PCA, da 

besonders in diesen Geweben deutliche Veränderungen festgestellt wurden.  

Das immunhistochemische Bild der BPH ähnelte sehr dem der BPE, so dass es nicht 

gesondert betrachtet wurde (Tab. 10). 

Für die Immunreaktion mit dem Anti-EGF-R-Ak ließ sich feststellen, dass im BPE die 

überwiegende Zahl der Präparate (30) mit einem Score von 3 sehr intensiv gefärbt war. Für 

den TN-C-Ak zeigte sich in der gesunden Prostata genau das entgegengesetzte Bild: die 

zelluläre Reaktion war in 28 von 32 Fällen negativ und auch die ECM war in 21 Fällen mit 

einem Score von 1 nur schwach angefärbt. Alle Schnitte zeigten einen Farbintensitätsverlust 

für die zelluläre Immunreaktion des Anti-EGF-R-Ak in der Entwicklung vom BPE zum 

Karzinom. Auch hier reagierten die mit Anti-TN-C-Ak gefärbten Präparate gegensätzlich: 28 

von 32 Präparaten im PCA vollzogen eine Intensitätssteigerung der stromalen Reaktion 

verglichen mit dem BPE. Nur 3 Präparate blieben in BPE und PCA gleich intensiv gefärbt, 1 

Präparat wies im PCA sogar einen geringeren Score auf als im BPE (s. Tab. 10). 

Für ANX II gab es in fast allen untersuchten Präparaten einen totalen Verlust der zellulären 

Anfärbung im PCA im Vergleich zu der meist stark ausgeprägten zellulären Immunrektion im 

BPE (5 Präparate Score 3, 2 Präparate Score 2, 2 Präparate Score 1). Das Stroma der 

untersuchten Proben wies nur in einem Fall eine schwache Färbung auf. 

Dieses Färbeverhalten entspricht dem des EGF-R-Ak in BPE und PCA und zeigt somit eine 

Ko-Lokalisation der beiden Proteine in allen drei untersuchten Geweben, ebenso wie die 

Reduktion bzw. den Verlust von ANX II und EGF-R im Vergleich zum BPE. Für TN-C lässt 

sich keine Ko-Lokalisation mit dem EGF-R und ANX II feststellen. Im gesunden Gewebe 

ließ es sich kaum nachweisen, dagegen kam es zu einer vermehrten stromalen Reaktion des 

TN-C-Ak im PCA, genau entgegengesetzt den Reaktionen des EGF-R-Ak und des ANX II-

Ak. 
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Tab. 10: Vergleich der Immunreaktion von TN-C, EGF-R und ANX II im BPE, BPH und 

PCA in korrespondierenden Regionen 

 
Pat.Nr.: BPE BPH PCA 
 TN-C EGF-

R 
ANX 
II 

TN-C EGF-
R 

ANX 
II 

TN-C EGF-
R 

ANX 
II 

 Z M Z M Z M Z M Z M Z M Z M Z M Z M 
1 0 1b 3c 1c * * 0 2b 3c 1c * * 0 2b 2c 1c * * 
2 0 3b 3c 1c 3c 0 0 3b 3c 1c 3b 0 1b 3c 2b 1c 0 0 
3 0 1b 3c 1c 2b 0 0 2b 3c 1c 2b 0 0 3c 1b 1c 0 0 
4 0 1c 3c 1c 3c 0 0 2b 3c 1c 3c 0 0 2b 2b 1c 0 0 
5 0 1c 3b 1a * * 0 1c 3b 1a * * 0 3b 1c 1c * * 
6 0 2b 3b 1c * * 0 3b 3b 1c * * 1c 3c 1c 1c * * 
7 1a 2b 2b 1c * * 0 2b 2b 1c * * 1c 2b 1b 1c * * 
8 1a 1b 3b 1c * * 1a 1b 3b 1c * * 0 3c 1b 1c * * 
9 1a 2b 3c 1b 3c 0 1a 2b 2b 1b 3c 0 1c 3c 1c 1b 0 0 
10 0 1b 3b 1c * * 0 1b 3b 1c * * 0 1b 2b 1c * * 
11 0 2b 3b 1c * * 0 2b 3b 1c * * 0 3c 1b 1c * * 
12 0 2c 2b 1c * * 0 2c 2b 1c * * 0 3c 1b 1c * * 
13 0 1c 3b 1c * * 0 1c 2b 1c * * 0 2b 1b 1c * * 
14 0 1c 3c 1c * * 0 1c 3b 1c * * 0 3c 2b 1c * * 
15 0 1c 3b 1c * * 0 1c 2b 1c * * 0 2b 2b 1c * * 
16 0 1b 3c 1c * * 0 1b 3b 1c * * 1a 3c 2b 1c * * 
17 0 1b 3b 1c 3b 0 0 1c 3b 1c 3b 0 0 3c 1b 1c 0 0 
18 0 1b 3c 1c 1b 0 0 2b 3c 1c 1b 0 0 3c 1c 1c 0 0 
19 0 1b 3b 1a * * 0 1b 3b 1a * * 0 2b 2b 1c * * 
20 0 2b 3b 1c * * 0 2b 3b 1c * * 0 3b 2b 1c * * 
21 0 1b 3c 1c * * 0 1b 3c 1c * * 0 2b 1b 1c * * 
22 0 2b 3b 1b * * 0 2b 2b 1b * * 0 3c 2b 1b * * 
23 0 1b 3c 1c 3b 1b 0 2b 3b 1c 3b 1b 1a 3b 1b 1c 0 1b 
24 1a 1b 3b 1c * * 1a 2b 3b 1c * * 1a 3c 2b 1c * * 
25 0 2b 3c 1c * * 0 2b 3b 1c * * 0 3c 1b 1c * * 
26 0 1b 3c 1c * * 0 1b 3c 1c * * 0 2b 2b 1c * * 
27 0 1c 3b 1c * * 0 1b 3b 1c * * 0 3c 2b 1c * * 
28 0 1b 3b 1c * * 0 1b 3b 1c * * 0 3c 2b 1c * * 
29 0 2b 3b 1c * * 0 2b 3b 1c * * 0 1b 2b 1c * * 
30 0 2b 3b 1c * * 0 2b 3b 1c * * 0 3b 1b 1c * * 
31 0 1b 3b 1c 1b 0 0 1b 3c 1c 1b 0 0 3b 1b 1c 1b 0 
32 0 1c 3c 1c 2b 0 0 1c 3c 1c 2b 0 0 3c 2b 1c 0 0 
 
Abkürzungen: BPE= benignes prostatisches Epithel, BPH= benigne prostatische Hyperplasie, PCA= 
Prostatakarzinom, Z= zelluläre Färbung, ECM= Färbung der Extrazellulärmatrix; Score der 
Immunreaktion: 0= negativ, 1= schwach, 2= mittelstark, 3=stark; prozentualer Anteil der reaktiven 
Drüsen: a= 0-30%, b= 30-60%, c= >60% 
*Für ANX II wurden in Anlehnung an die Arbeit von Lehningk et al. (2005) exemplarisch nur 9 
Präparate gefärbt 
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Abb. 9: Immunhistochemischer Nachweis von TN-C : Links im Bild ist Gewebe des BPE (*) zu sehen, 
rechts dagegen Karzinomgewebe (%) mit einer verstärkten stromalen Immunreaktion im Vergleich 
zum BPE (Vergrößerung: x 100x). 

 

 
 

Abb. 10: Immunhistochemischer Nachweis von EGF-R. Deutlich erkennbar ist die Verminderung der 
Anfärbbarkeit der Prostatadrüsen im PCA (%) rechts im Vergleich zum BPE (*) links (Vergrößerung: 
100x). 

* 

* 

! 

! 

! 
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Abb. 11: Immunhistochemischer Nachweis von ANX II: die Drüsen des BPE (*) links und eine 
angeschnittene Drüse (*) rechts im Bild zeigen eine deutliche Immunreaktion der Epithelzellen. Die 
kleineren mittig auf dem Bild gelegenen Karzinomdrüsen (%) dagegen zeigen keine Immunreaktion 
(Vergrößerung: 100x)..

* 

* 

* 

! 

! 
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4  Diskussion 
 
4.1 Expression von TN-C, EGF-R, EGF und ANX II in 

Prostatagroßschnitten 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden Prostatagroßschnitte auf die immunhistochemische 

Expression von TN-C, EGF-R, EGF und ANX II untersucht. Anhand von konsekutiven 

Gewebeschnitten wurde überprüft, ob die Proben eine mögliche Ko- Lokalisation der vier 

Proteine aufwiesen. Es ist bekannt, dass sich in verschiedenen Karzinomen die Expression 

von TN-C, EGF-R, EGF, und ANX II im Vergleich zum gesunden Gewebe verändert. Auch 

im PCA sind sowohl  die Gewebsstruktur als auch die Proteinexpression alteriert. Für TN-C 

wird in den meisten Studien eine Hochregulation im PCA beschrieben (Katenkamp et al., 

2004; Tuxhorn et al., 2002; Ibrahim et al., 1993). Für den EGF-R wurde im PCA sowohl ein 

vermehrtes Vorkommen (Davies und Eaton, 1989; Eaton et al., 1988; Russel et al., 1998), als 

auch ein geringeres Vorkommen (Ibrahim et al., 1993; Maddy et al., 1989; Maygarden et al., 

1992, Llyod et al., 1990) im Vergleich zum BPE beschrieben. Ähnlich kontrovers stellt sich 

die Situation für EGF im PCA dar. In einigen Untersuchungen wurde EGF im 

Karzinomgewebe nachgewiesen (Fowler et al., 1988, Ching et al., 1993; Russel et al., 1998).  

In anderen Untersuchungen dagegen war EGF in der Prostata (sowohl im BPE als auch im 

PCA) nicht nachweisbar (Kasselberg et al., 1985; Elder et al., 1978; Hirata und Orth, 1979; 

Wu et al., 1993). ANX II dagegen wird im PCA im Vergleich zum BPE vermindert 

exprimiert  (Lehnigk et al., 2005; Chetcuti et al., 2001; Stewart et al., 2006). Da ebenfalls 

bekannt ist, dass diese Proteine miteinander assoziiert sein können, war es Ziel der 

vorliegenden Arbeit herauszufinden, ob eine Korrelation bezüglich ihres Vorkommens im 

PCA vorliegt. Dazu wurde anhand immunhistochemischer Methoden das Auftreten von TN-C, 

EGF, EGF-R und ANX II in Prostatagroßschnitten von 32 radikal prostatektomierten 

Patienten untersucht. Hierbei wurde das veränderte Lokalisationsmuster der Proteine in BPH 

und PCA mit dem regulären Muster im BPE verglichen.  

 

TN-C wird im Mammakarzinom und im kolorektalem Karzinom exprimiert, nicht aber in den 

jeweiligen gesunden Geweben. Somit scheint in diesen Karzinomen eine Neuexpression 

vorzuliegen (Koukoulis et al., 1991; Emoto et al., 2001; Howeedy et al., 1990; Inaguma et al., 

1988; Sakai et al., 1993). Ebenso wurde eine Überexpression von EGF-R im 

Mammakarzinom, Glioblastom, Blasen- und Lungenkarzinom sowie in Tumoren des 
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weiblichen Genitaltraktes (Khazie et al., 1993; Normanno et al., 1994; Fleming et al., 1992; 

Smith et al., 1989) gefunden. ANX II wird in vielen Tumoren hochreguliert. Hierzu zählen 

beispielsweise Lungen- und Pankreaskarzinom sowie kolorektales und hepatozelluläres 

Karzinom (Cole et al., 1992; Emoto et al., 2001; Frohlich et al., 1990; Vishwanatha et al., 

1993). 

Auch für das PCA wurde in vorausgegangenen Studien eine alterierte Expression von TN-C, 

EGF-R, EGF und ANX II beschrieben. So wurde mittels Immunhistochemie, Zellkultur mit 

Western Blot Analyse sowie TN-C-m-RNA Nachweis über RT-PCR ein vermehrtes 

Vorkommen von TN-C Protein und m-RNA im Stroma bzw. in den Stromazellen des PCA 

beobachtet (Katenkamp et al., 2004; Tuxhorn et al., 2002; Ibrahim et al., 1993; Tomas et al., 

2006). Die immunhistochemischen Befunde der vorliegenden Arbeit bestätigen weitgehend 

die Ergebnisse früherer Untersuchungen. So zeigte das Stroma von BPE und BPH 

(Gewebestrukturen mit intakter Basalmembran) nur in periglandulären und perivaskulären 

Bereichen eine schwache bis moderate Anfärbung für TN-C wie von Ibrahim et al. et al. 

(1993) beschrieben. Ebenso wurde das bereits beobachtete Fehlen einer intrazellulären 

Lokalisation sowie die Heterogenität der Anfärbung (Xue et al. (1998) bestätigt. Als Grund 

für das Vorkommen von TN-C im BPE wird diskutiert, dass es eine Rolle in der 

Gewebshomöostase spielt, in dem es Stroma-Epithel-Interaktionen beeinflusst (Chiquet-

Ehrismann et al., 1986; Xue et al., 1998; Sakai et al., 1995). Die deutliche, starke stromale 

Färbung für TN-C im PCA, sowie auch in anderen embryonalen, reaktiven und 

neoplastischen Prozessen lässt Rückschlüsse auf eine aktive Beteiligung von TN-C an 

Gewebswachstum und –umbau  zu (Koukoulis et al., 1991; Howeedy et al., 1990; Ibrahim et 

al., 1993; Sakai et al., 1993). Eine Besonderheit stellt das TN-C-Expressionsmuster in 

geringgradig differenzierten Tumoren dar. Während die stromale Immunreaktion in low-grade 

und moderate-grade Tumoren der Prostata wie auch in vorliegender Arbeit sehr stark 

ausgeprägt war, fiel sie im high-grade PCA in einigen Arbeiten nur sehr schwach bis negativ 

aus (Xue et al., 1998; Ibrahim et al., 1993; Chiquet- Ehrismann et al., 2003). Die mögliche 

Ursache hierfür könnte darin liegen, dass TN-C neben der proliferationsfördernden 

Eigenschaft (Daniloff et al., 1989; Gatchalian et al., 1989) auch eine schützende Funktion vor 

Tumorzellausbreitung haben könnte, in dem es sich als hyaline Barriere um Tumorfoci 

herumlegt. Für diese These spricht, dass in differenzierten Tumoren eine vermehrte, 

bandförmige periglanduläre Anfärbung vorkommt, die aber im high-grade PCA fehlt (Xue et 

al., 1998). Gegen diese These spricht allerdings, dass TN-C vor allem in der Invasionsfront 

von Tumoren wie z.B. dem PCA oder dem Mamma-Ca gefunden wurde (Katenkamp et al., 
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2004; Koukoulis et al., 1993), was auf eine eher  tumorausbreitungsfördernde Wirkung von 

TN-C hindeutet. 

Im Gegensatz zu einigen früheren Studien und der vorliegenden Arbeit wurde auch gezeigt, 

dass TN-C in reichlicher Menge in ECM-Gewebe und Basalmembranen des BPE vorkommt. 

Ebenso wurden im Prostataepithel mit frühen, histologisch noch nicht nachweisbaren 

Veränderungen und der PIN starke Immunreaktionen für TN-C gefunden. PCA-Gewebe mit 

einem Gleason-Score von 4 oder höher dagegen war TN-C negativ (Slater et al., 2003). Ein 

möglicher Grund für diese Abweichung im Vergleich zu den eigenen und bisherigen 

Befunden könnte in unterschiedlichen Durchführungen der Immunhistochemie liegen. In den 

Untersuchungen von Slater et al. (2003) wurde die Demaskierung der Epitope über Hitze und 

Demaskierungslösungen mit unterschiedlichen pH-Werten (pH 10,0; 2,0 und 7,0) 

durchgeführt. Dabei wurde festgestellt, dass ein niedriger pH-Wert von 2,0 die 

Detektierbarkeit stark erhöhte. Somit könnten die unterschiedlichen Befunde an der 

durchgeführten Methode liegen und durch die unterschiedliche Demaskierung der TN-C-

Epitope in Paraffin-eingebettetem Gewebe zurückzuführen  sein. 

In der Mehrzahl der Tumore (wie auch im PCA in der vorliegenden Arbeit) findet sich im 

Tumorstroma eine deutlich stärkere Expression von TN-C im Vergleich zum benignen 

Gewebe, so dass eine Beteiligung von TN-C am Tumorzellwachstum wahrscheinlich ist. 

Allerdings ist darauf hinzuweisen, dass das Vorkommen sowie die Eigenschaften von TN-C 

(nicht nur in Prostatatumoren) kontrovers diskutiert werden. Eine mögliche Begründung 

hierfür könnte in der Diversität von TN-C und der TN-Familie liegen. So wird z.B. vermutet, 

dass es zwei Arten von TN-C mit gegensätzlichen Eigenschaften gibt: TN-C aus Epithelzellen 

soll die Tumorzellausbreitung fördern, während TN-C aus Stromazellen hingegen die  

Zellausbreitung hemmt oder verhindert (Xue et al., 1998). Des Weiteren existieren 

verschiedene Splicingvarianten für TN-C, worin die verschiedenen Eigenschaften begründet 

sein könnten (Chiquet- Ehrismann et al., 2003). In diesem Zusammenhang ist auf die 

paradoxen Effekte der TN-Familie hinzuweisen. So wurden im selben Experiment sowohl 

zellmigrationsfördernde als auch migrationshemmende Eigenschaften von TN-C beobachtet  

(Chiquet- Ehrismann et al., 2003). 

 

Der EGF-R wird z.B. in Mammakarzinomen, Glioblastomen, Lungenkarzinomen u.a. 

hochreguliert (Normanno et al., 1994; Fleming et al., 1992; Smith et al., 1989). Auch für das 

PCA wurde in einigen Studien an Zellkulturen immunhistochemisch und mittels ELISA eine 

Hochregulation des EGF-R als Folge von wahrscheinlich autokriner Sekretion der 
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Tumorzellen beschrieben (Davies und Eaton, 1989; Eaton et al., 1988; Russel et al., 1998; 

Scher et al., 1995). Diese Befunde stehen im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit, in der für 

den EGF-R in den Epithelzellen des BPE eine sehr starke und dagegen im PCA nur eine sehr 

schwache Immunreaktion gefunden wurde. Ähnliche Befunde lieferten auch vorausgegangene 

immunhistochemische Studien (Ibrahim et al.,1993; Maddy et al., 1989; Maygarden et al., 

1992; Lloyd et al., 1990). Für diese Ergebnisse liegen mehrere Erklärungsmodelle vor. So 

wird vermutet, dass die geringere Expression des EGF-R auf eine Herunterregulation des 

Rezeptors, eine Überexpression eines veränderten bzw. unvollständigen Rezeptors oder einen 

schnelleren Umsatz des funktionellen Rezeptors im Karzinomgewebe zurückzuführen sein 

könnte (Ibrahim et al., 1993; Giardiello und Tortora, 2001). Auch die zerstörende oder 

rezeptorbeeinflussende Wirkung von Proteasen wie z.B. PSA wird als Ursache der 

herabgesetzten Immunreaktion im PCA in Betracht gezogen (Ibrahim et al., 1993). Außerdem 

scheint auch der Androgenspiegel im Gewebe eine wichtige regulatorische Rolle sowohl für 

EGF-R als auch für EGF zu spielen. So wird bei Vorhandensein von Androgenen EGF-R 

herunter- und EGF hochreguliert. Andererseits ist in androgenunabhängigen Tumorzellen die 

Expression  von EGF-R hoch bei gleichzeitig niedrigen Konzentrationen von EGF (Russel et 

al., 1998; Scher et al., 1995).  In diesem Zusammenhang ist darauf hinzuweisen, dass 

Tumorzellen wesentlich unabhängiger gegenüber exogenen Wachstumsfaktoren sind, da die 

Zellen sich auf autokrinem Weg stimulieren können und häufig Resistenzen gegenüber 

wachstumshemmenden Faktoren zeigen (Davies und Eaton, 1989). 

 

Der immunhistochemische Nachweis von EGF in den in dieser Arbeit untersuchten 

Prostatagroßschnitten erwies sich als problematisch. Weder die Verwendung verschiedener 

Antikörper (Maus-Monoklonaler AK gegen EGF, Kaninchen-Polyklonaler AK gegen EGF) 

noch die Modifikationen der Methode (Verwendung anderer Puffer oder pH-Werte) brachte 

eine positive Reaktion. Da aber Gewebeschnitte der Gl. submandibularis und Gl. sublingualis 

als Positivkontrollen verwandt wurden und Anfärbungen mit den o.g. Antikörpern zeigten, ist 

zu folgern, dass in den untersuchten Prostatageweben kein EGF vorhanden ist.  

Die bisherigen Untersuchungen zum Vorkommen von EGF in der Prostata lieferten sehr 

kontroverse Befunde. So konnte EGF in der adulten, gesunden Prostata mit unterschiedlichen 

Methoden, wie z.B. Immunhistochemie, Immunfluoreszenz oder Immunoassay nicht 

nachgewiesen werden (Kasselberg et al., 1985; Elder et al., 1978; Hirata und Orth, 1979; Wu 

et al., 1993). In anderen Studien dagegen gelang der Nachweis von EGF mittels 

Immunhistochemie (Fowler et al., 1988) oder durch Nachweis von EGF-m-RNA mittels RT-
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PCR (Ching et al., 1993). Außerdem waren die EGF-m-RNA-Level im PCA stark erhöht im 

Vergleich zu untersuchtem BPH-Gewebe (Ching et al., 1993). Des Weiteren konnten große 

Mengen von EGF in dem Sekret gesunder Prostatae nachgewiesen werden (Russel et al., 

1998). Es wird aber auch vermutet, dass EGF bzw. die EGF- Bindungskapazität im PCA 

sowie der BPH eine untergeordnete Rolle spielt. Demgegenüber soll vielmehr die Ko-

Existenz von Rezeptoren für EGF und anderen Wachstumsfaktoren von Bedeutung sein 

(Davies und Eaton, 1989; Story et al., 1983) 

 

Die Untersuchung  zur  Lokalisation von ANX II in dieser Arbeit hat die Ergebnisse von 

Lehningk et al. (2005) bestätigt und gezeigt, dass ANX II zwar in den Epithelzellen des BPE, 

im Tumor aber nicht mehr lokalisierbar ist. Die ECM war in allen untersuchten Gewebearten 

nicht angefärbt. Die in dieser Arbeit verwendeten Prostatae sowie der Antikörper in der 

Verdünnung 1: 2000 entsprachen dem in der Arbeit von Lehningk et al. (2005) verwendetem 

Material, sodass nur 9 Präparate stichprobenartig untersucht wurden. Auch in anderen Studien 

wurde der Verlust des ANX II-Proteins sowie die Reduktion von ANX II-m-RNA im PCA 

beschrieben (Chetcuti et al., 2001; Stewart et al., 2006; Liu et al., 2003). Etwas abweichende 

Ergebnisse stammen von Xin et al. (2003). Diese Autoren fanden eine signifikante Reduktion 

von ANX II erst im fortgeschrittenen, hormonrefraktärem PCA, wohingegen zwischen BPE 

und lokal begrenztem hormonsensitiven PCA kein signifikanter Unterschied festzustellen war. 

Interessanterweise scheint ein Verlust von ANX II exklusiv nur im PCA vorzukommen, da in  

allen anderen bisher untersuchten Karzinomen wie Mamma-, Lungen-, Kolon-, Leber- und 

Pankreaskarzinomen eine Hochregulation festgestellt wurde (Schwartz-Albietz et al., 1993, 

Cole et al., 1992; Emoto et al., 2001; Frohlich et al., 1990; Kumble et al., 1992; Vishwanatha 

et al., 1993).  

 

 

4.2 Zusammenhänge der Expression von TN-C, EGF-R, EGF und ANX II 

im Prostatagewebe 

 

Frühere Studien ergaben, dass TN-C über eine EGF-ähnliche Domäne mit dem EGF-R 

interagieren kann (Swindle et al., 2001) und gleichzeitig auch zur Interaktion mit ANX II in 

der Lage ist. (Chung et al., 1994). Nach Aktivierung des EGF-R durch TN-C  ist dieser in der 

Lage, genau wie nach Aktivierung durch EGF selbst, die Mitogenese der Zelle zu stimulieren 

(Swindle et al., 2001). Des Weiteren kann  die Expression von TN-C durch die Interaktion 
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von EGF mit dem EGF-R z.B. in Epidermoidkarzinomzellen induziert werden  (Sakai et al., 

1995). Überdies können auch der EGF-R und ANX II interagieren: nach Aktivierung des 

Rezeptors  phosphoryliert dieser ANX II (Emoto et al., 2001; Sawyer et al., 1985).  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine Ko- Lokalisation von EGF-R und ANX II 

in ähnlich starker Intensität im BPE. Beide Proteine wurden überwiegend in den Epithelzellen 

nachgewiesen.  

Auch der Vergleich von PCA-Gewebe mit dem BPE ergab für die beiden Proteine eine 

ähnliche Immunreaktion, da es für EGF-R zum starken Intensitätsverlust der Anfärbung und 

beim ANX II sogar zum Verlust der Färbung (in 8 von 9 untersuchten Proben) kam.  

EGF-R und TN-C zeigten eine gegensätzliche Expression. So waren im BPE die meisten 

Zellen stark EGF-R positiv, wohingegen  für TN-C  nur eine  schwache bis moderate 

Anfärbung auftrat. 

Im Karzinomgewebe zeigten sich die beiden untersuchten Proteine wieder im konträren 

Verhältnis: Während für EGF-R in den Zellen des PCA nur eine schwache Reaktion gefunden 

wurde, zeigte sich für TN-C dagegen in der ECM des PCA eine intensive Immunreaktion. Die 

schwache Intensität der Anti-EGF-R-Ak-Reaktion korrelierte dabei nur in 11 von 32 

untersuchten Präparaten mit einer starken Anti-TN-C-Ak-Reaktion. 

Auch für TN-C und ANX II zeigten sich entgegengesetzte Resultate: ANX II wird  in den 

Epithelzellen des normalen Prostataepithels stark und im PCA fast gar nicht mehr exprimiert. 

Dagegen war für TN-C in der ECM des PCA eine starke Anfärbung vorhanden. 

In der Literatur wird im PCA die Reduktion von ANX II  (Lehnigk et al., 2005; Chetcuti, 

2001; Stewart et al., 2006) sowie die vermehrte Expression von TN-C (Ibrahim et al., 1993; 

Katenkamp et al, 2004; Xue et al., 1998) bestätigt. TN-C gilt hierbei als Protein mit 

vorwiegend anti-adhäsiven Eigenschaften und ist mit Tumorzellmigration und Invasion 

vergesellschaftet (Chiquet-Ehrismann et al., 1986; Chung et al., 1996; Chung et al., 1994). 

Diese Eigenschaften begünstigen das Tumorwachstum, weshalb TN-C wie auch ANX II in 

vielen Tumoren überexprimiert wird. Die Herunterregulation von ANX II im Tumor, wie in 

vorliegender Arbeit beschrieben ist, scheint somit für das PCA die Ausnahme darzustellen. 

TN-C hat als löslicher Ligand des Oberflächenrezeptors ANX II die Eigenschaften, 

Zellteilung, Zellmigration und den Verlust der Adhäsion zu induzieren (Chung et al., 1996; 

Murphy-Ulrich et al., 1996). Die durch TN-C verursachte Unterbrechung der fokalen 

Adhäsionen und des zugehörigen Zytoskelettes führt wiederum dazu, dass 

Wachstumsfaktoren, wie z.B. EGF, die Zellen stark zur Proliferation stimulieren (End et al., 

1992). Diese Interaktionsmöglichkeiten von TN-C mit ANX II sprechen für ein 
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begünstigendes Tumorwachstum, wodurch die Rolle der Herunterregulation von ANX II  im 

PCA unklar erscheint. Für andere Tumore wie z.B. das kolorektale Karzinom wird die 

Korrelation einer ANX II Überexpression mit einer TN-C Überexpression beschrieben, was in 

dieser Kombination zu einer schlechteren Prognose führt (Emoto et al., 2001). Offensichtlich 

spielt somit im PCA die Interaktion von ANX II und TN-C keine Rolle. 

 

Die schwache Immunreaktivität für EGF-R im PCA, wie es in dieser und auch weiteren 

Untersuchungen beschrieben wird (Ibrahim et al., 1993;  Maddy et al., 1989;  Maygarden et 

al., 1992; Lloyd et al., 1990), erscheint ebenso überraschend wie die Herunterregulation von 

ANX II im PCA, da auch der EGF-R in karzinogenetischen Prozessen wie z.B. 

Zellproliferation, Förderung der Angiogenese, Verhinderung von Apoptose, Adhäsionsverlust 

und Steigerung der Zellbeweglichkeit eine wichtige Rolle spielt (Sherwood und Lee, 1995) 

Ferner stellt das im PCA stark exprimierte TN-C mit seinen EGF-like-repeats einen Liganden 

für den EGF-R dar und führt auf diesem Weg zu Zellteilung und 

Rezeptorautophosphorylierung, was das Tumorwachstum unterstützen würde (Swindle et al., 

2001).  

 

Diese Ergebnisse könnten in Zukunft eine Rolle in Diagnostik und Therapie des PCA spielen. 

Zur Zeit gilt die Bestimmung des Basalzellmarkers 34ßE12 als „Goldstandard“ zum 

Nachweis von PCA-Zellen in Prostatastanzbiopsien (Chetcuti et al., 2001), da das PCA durch 

ein Fehlen von Basalzellen gekennzeichnet ist. Ergänzend dazu könnte man ANX II 

bestimmen, da es zum völligen Verlust dieses Proteins im PCA kommt. 

Therapeutisch könnte man die vermehrte Expression von TN-C und dessen wahrscheinlicher 

Beteiligung an der Karzinomentwicklung nutzen. Es müsste untersucht werden, inwieweit  

z.B. monoklonale Antikörper gegen TN-C eine wachstumshemmende Wirkung auf PCA-

Zellen ausüben. 

In einer Studie von Fong et al. (1992) wurde die hemmende Wirkung von monoklonalen Anti-

EGF-R-Ak auf das PCA- Zellwachstum, sowie die Sensibilisierung der Tumorzellen 

gegenüber zytotoxischen Substanzen wie TNF-! in vitro beschrieben. Da in vorliegender 

Arbeit die Herunterregulation des EGF-R im PCA gezeigt wurde, bleibt dieser Ansatz aber 

fraglich. 

 

 



 43 

5 Zusammenfassung 

 

Das Prostatakarzinom (PCA) ist die häufigste Krebserkrankung des Mannes, deren Inzidenz 

mit dem Alter stark ansteigt. Für die Karzinomentwicklung werden z.B. der epidermale 

Wachstumsfaktor (EGF), der entsprechende Rezeptor (epidermaler Wachstumsfaktor-

Rezeptor, (EGF-R), Komponenten der extrazellulären Matrix wie Tenascin (TN-C) und auch 

Annexine (ANX) verantwortlich gemacht. Ziel dieser Arbeit war es, mittels 

immunhistochemischer Methoden an Prostatagroßschnitten die Lokalisation von TN-C, EGF-

R, EGF und ANX II in gesundem Gewebe (BPE), in gesundem hyperplastischen Gewebe 

(BPH) und im Prostatakarzinom (PCA) zu untersuchen und einen möglichen Zusammenhang 

zwischen der Expression  dieser vier Proteine zu finden. 

Es wurden hierfür Prostatagroßschnitte von 32 radikal prostatektomierten Patienten untersucht, 

die Anteile aller drei Gewebearten (BPE; BPH und PCA) enthielten. Bei der Auswertung 

wurde zwischen stromaler und zellulärer Immunreaktion der jeweiligen Antikörper 

unterschieden und ein Score entwickelt, der Färbeintensitäten von 0 (negativ) bis 3 (starke 

Immunreaktion), sowie den prozentualen Anteil der angefärbten Zellen (a= 0-30%, b= 30-

60%, c= >60%) berücksichtigt. 

Für TN-C, das im adulten Gewebe kaum noch exprimiert wird, zeigte sich eine starke 

stromale Immunreaktion im PCA, nicht jedoch in der BPE. Dort war TN-C lediglich in den 

Wänden einiger Gefäße vorhanden. Für den EGF-R wurde im BPE eine starke Immunreaktion 

beobachtet. Im PCA dagegen war die Expression des EGF-R deutlich schwächer. EGF wurde 

in den untersuchten Prostatagroßschnitten weder im BPE noch im PCA nachgewiesen. Die 

ANX II-Expression war in den Epithelzellen des BPE sehr stark. Dagegen wurden eine 

signifikante Reduktion oder ein Verlust der Immunreaktion im PCA festgestellt. Im Vergleich 

von PBE und BPH waren die Lokalisationsmuster für alle vier Proteine fast identisch. 

Aufgrund der Ko-Lokalisationsexperimente, die zeigten, dass EGF-R und ANX II im BPE 

stark aber im PCA nur schwach oder gar nicht exprimiert werden, ist eine gegenseitige 

Beeinflussung wahrscheinlich. Ebenso deutet die Reduktion von EGF-R und ANX II im PCA 

auf eine Beteiligung an der Tumorgenese hin. Dies scheint eine Besonderheit des PCA zu sein, 

da für die meisten Tumore eine Hochregulation von ANX II sowie von EGF-R beschrieben 

wird.  

TN-C zeigte im Vergleich zum BPE eine stärkere Immunreaktion im PCA, wodurch ebenfalls 

auf eine Mitwirkung bei der Tumorentstehung geschlossen werden kann. Da allerdings ANX 

II und EGF-R nicht oder nur sehr schwach im PCA exprimiert werden, scheint eine 
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Interaktion zwischen TN-C und ANX II oder EGF-R, wie sie z.B. beim kolorektalen 

Karzinom beschrieben wurde, im PCA keine Rolle zu spielen. 
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