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1. Vorbemerkungen

1998 begann eine Kooperation zwischen dem Institut fur Pathologie der Charité und
der biotechnologischen Firma metaGen mit dem Ziel, Gene, die in Diagnostik oder
Therapie maligner humaner Tumoren eine Rolle spielen kénnten, zu identifizieren.
Geeignete Gewebeproben wurden von uns morphologisch charakterisiert, metaGen
Mitarbeiter haben mRNA isoliert und mit der neuen Chip-Technologie die Expression
von multiplen Genen simultan bestimmt. Von den durch diese Screeningmethode
gefundenen Genen war CD166 war das erste, dessen Uberexpression wir im
Prostatakarzinom immunhistochemisch an Gefrierschnitten bestatigen konnten
(Kristiansen et al., 2003). Im Jahre 2001 wurde fur anderes dieser differenziell
exprimierten Gene, CD24, ein paraffingangiger monoklonaler Antikdrper kommerziell
erhaltlich. Diesen nutzten wir, um die Uberexpression dieses Genes im
Prostatakarzinom zu verifizieren und auch andere solide Tumoren auf ihre CD24
Expression hin zu untersuchen. Interessanterweise fand sich ein prognostischer Wert
der CD24 Expression im Ovarialkarzinom, Mammakarzinom, nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom und auch im Prostatakarzinom, nicht jedoch im Pankreaskarzinom.
2002 wurde auch fir CD166 ein paraffingangiger Antikdrper erhaltlich, mit dem wir
die CD166 Uberexpression erneut bestatigen konnten, wobei sich durch die
Verwendung klinisch charakterisierten Tumormaterials auch fur dieses Gen ein
prognostischer Wert darstellen liel3; dies ist nicht separat publiziert, sondern in die
grundlegende Prostata-Expressionsarbeit (Anhang 9.1) aufgenommen worden. Alle

diese Arbeiten werden in den folgenden Abschnitten gesondert behandelt.



2. Einleitung

Im Jahre 2001 verstarben in Deutschland 207.619 (25.1%) der Menschen
vorzeitig an malignen Tumoren (Todesursachenstatistik 2001, Statistisches
Bundesamt). Die Prognose der Betroffenen hat sich in den letzten 30 Jahren bei
einigen Tumoren, beispielsweise Hodenkrebs, durch neue Therapiekonzepte
erheblich verbessert. Veranderte Lebensgewohnheiten und ein gestiegenes
Gesundheitsbewusstsein der Patienten haben auch zu Verschiebungen der
Inzidenzen einiger Krebsentitaten gefuhrt. So ist auch in Deutschland bei Mannern
das Prostatakarzinom inzwischen an erster Stelle der Neuerkrankungen, wahrend
das Magenkarzinom bei beiden Geschlechtern seltener geworden st
(Arbeitsgemeinschaft Bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland, 2002).
Krebs ist seit langerem als Erkrankung erkannt, die sowohl mit Veranderungen des
Genoms, des Transkriptoms und des Proteoms einhergeht. Der biotechnologische
Fortschritt der letzten 15 Jahre ermoglichte eine wesentlich detailliertere
Untersuchung des Prozesses der Kanzerogenese, wobei unser Verstandnis den
neuerdings generierten Datenmengen nur langsam folgt. So ist der Abschlul} der
Sequenzierung des humanen Genoms mehr ein Anfang denn ein erfolgreiches Ende
der Forschung, da uns gerade einmal die Menge, Art und Beschaffenheit der
genetischen Bausteine, nicht jedoch ihre Funktion und ihr Zusammenspiel bekannt
sind.

Mitte der neunziger Jahres des letzten Jahrhunderts wurde die Technik
entwickelt, multiple Gen-spezifische Sonden, entweder als cDNA oder als
Oligonucleotid, auf einer Matrix aufzutragen. Diese Matrizen erlauben, in einem
Hybridisierungsschritt, eine Vielzahl von Genen sowohl auf genomischer als auch
transkriptorischer Ebene zu erkennen (fir eine Ubersicht siehe Pilarsky et al., 1999).
Die Suche nach differenziell exprimierten Genen, Genen, die im Tumor ein deutlich
anderes Expressionsniveau als im korrespondierenden Normalgewebe haben, hatte
begonnen (Sager et al., 1997). Diese Gene versprachen ideale Kandidatengene fur
die weitere Forschung abzugeben, da sie zum Verstandnis der Tumorerkrankung
beizutragen geeignet schienen. Daruber hinaus kommen sie als potentielle
diagnostische Marker oder gar Zielstrukturen fur neue Therapieansatze infrage. In
den letzten Jahren wurden mittels Microarraytechnologie eine Vielzahl differenziell
exprimierter Gene in Karzinomen verschiedener Organe beschrieben: Prostata
(Henshall et al., 2003; Welsh et al., 2001; Dhanasekaran et al., 2001; Singh et al.,



2002; Luo et al., 2001; Ernst et al., 2002; Stamey et al., 2001), Mamma (Sorlie et al.,
2001; van 't Veer et al., 2002), Lunge (Miura et al., 2002; Garber et al., 2002), Colon
(Alon et al.,1999) und anderen.

3. Expressionsanalyse des Prostatakarzinoms

Wir haben in Kooperation mit der Fa. metaGen Pharmaceuticals eine Studie
zur Ildentifizierung differenziell exprimierter Gene im Prostatakarzinom durchgefuhrt.
Diese Studie unterscheidet sich im Studiendesign von den anderen, bislang
publizierten Studien durch den durchgangigen Einsatz mikrodissezierten
Ausgangsmaterials und die Untersuchung von Tumor und Normalgewebe aller in die
Studie eingeschlossenen Patienten. Es ist eine Besonderheit des Prostatakarzinoms,
dass es zum einen histologisch oft sehr inhomogen ist, also sehr unterschiedlich
differenzierte Tumoranteile direkt nebeneinander vorliegen kbnnen, und dass es zum
anderen das tumorinfiltrierte Normalgewebe nicht zerstort, was oft zu einer Melange
von Tumor- und Normalgewebe fuhrt. Deshalb ist die Verwendung groRerer
Gewebeproben (,bulk tissue®), die makroskopisch entweder dem Normalgewebe
oder dem Tumor zugeordnet wurden, mit einem erheblichen Risiko der
Verunreinigung bzw. der Inhomogenitat der Tumordifferenzierung verbunden. Daher
haben wir eine manuelle Mikrodissektion etabliert, die eine morphologische Kontrolle
des zu untersuchenden Ausgangsmaterials erlaubt und das gewlnschte
Kompartiment entsprechend anreichert. Der paarweise Vergleich von Tumor- und
Normalgewebe desselben Patienten sollte konzeptionell verhindern, dass etwa durch
interindividuelle Unterschiede pseudo-differenzielle Gene identifiziert wurden.

Als Array kam der von der Fa. metaGen konstruierte Affymetrix geneChip
metg001A zum Einsatz, der insgesamt 3,023 unterschiedliche Gene reprasentierte
(Abb. 1, links). Circa 1000 dieser Gene sind bekannte Tumorsuppressorgene,
Onkogene und andere tumorassoziierte Gene verschiedener
Signaltransduktionswege wie beispielsweise TGF-3, RAS und WNT (Abb.1, rechts).
Weitere 2000 Gene wurden zuvor in silico, d.h. bioinformatisch durch Analyse
offentlicher und kommerzieller Datenbanken (Schmitt et al., 1999) als differenziell

identifiziert.



7.5% Sequences with distinct protein motifs

21% STS Marker

from Chr. 8, 13, 18 0.5% Controls

47% Differentially

24% Tumour associated genes (e.g. PTEN) expressed genes

Abbildung 1. Links ein sog. Array der Firma Affymetrix (METGO01A). Rechts eine graphische
Darstellung der Genzusammensetzung dieses Arrays (Quelle: metaGen Pharmaceuticals).

Es wurden 42 Prostatektomiepraparate, die im Institut fur Pathologie
diagnostiziert wurden, in die Auswertung der Studie eingeschlossen. Von 84 Proben
(1xTumor-, 1xNormalgewebe) wurden Expressionsprofile erstellt und differenziell
exprimierte Gene mit unterschiedlichen bioinformatischen Methoden identifiziert. Je
nach Methode fanden wir 188 (Methode Golub), 186 (Methode CFM) bzw. 177
(Methode CF2) differenziell exprimierte Gene. Ein Vergleich mit den verdffentlichten
Datensatzen anderer, weniger aufwandiger Studien zeigte, dass 62% der von uns
mittels Golub-Methode identifizierten Gene bereits von Anderen beschrieben worden
waren, was wir als Bestatigung der Validitat unserer Methode auffassen. Zusatzlich
fanden wir 71 Gene (38%), die bisher nicht beschrieben wurden. Wir haben auf
Proteinebene die drei Gene XAG2, CD166 und CD24 detailliert weiter untersucht.
XAG2 ist ein kleines muzinahnliches Molekul, welches bislang in Becherzellen des
Colons beschrieben war und sich in 89% der Prostatakarzinome fand und offenbar
ohne prognostische Bedeutung ist. Eine umfassende Beschreibung dieser Studie

findet sich in der Originalarbeit im Anhang 9.1.

4. Differenziell exprimierte Gene im Prostatakarzinom — CD166/ALCAM

CD166 (ALCAM/MEMD) ist bereits bei den Vor-Auswertungen der ersten
Arrays von 10 Fallen als interessantes Kandidatengen aufgefallen. CD166 war
gerade als mdglicherweise metastasierungsassoziiertes Gen im malignen Melanom
beschrieben worden (van Kempen et al. 2000). AuRerdem war ein monoklonaler
Antikorper, der allerdings nur an Gefrierschnitten erfolgreich eingesetzt werden

konnte, kommerziell erhaltlich. Immunhistologisch fanden wir eine herdférmig



erhdhte CD166 Expression im Prostatakarzinom im Vergleich zum Normalgewebe. In
19% der Falle fand sich ein relativer CD166 Expressionsverlust, der signifikant
haufiger in niedrig differenzierten Tumoren zu beobachten war. Eine detaillierte
Beschreibung dieser Studie findet sich im Anhang 9.2 (Kristiansen et al., 2003).
Durch Einsatz eines neuen, paraffingangigen CD166 Antikérpers an Archivmaterial
konnten wir diese Daten bestatigen. Zusatzlich zeigte sich jedoch, dass Patienten,
deren Prostatakarzinome eine starke zytoplasmatische CD166 Farbequalitat
aufwiesen, mit kiirzeren progressionsfreien Uberlebenszeigen vergesellschaftet
waren. Diese Beobachtung weist darauf hin, dass neben der Uberexpression eines
Gens auch das Verteilungsmuster seines Produktes biologisch relevant ist.

Am intensivsten haben wir CD24 untersucht. Auch dies ist ein Gen, welches
bereits in den ersten Arrayanalysen aufgefallen war und ebenfalls tumorbiologisch
interessant zu sein versprach. Die Arbeitsgruppe um Peter Altevogt in Heidelberg
hatte seit Anfang der 90er Jahre funktionelle Aspekte dieses Molekll erforscht und
hatte zeigen konnen, dass CD24 modglicherweise eine durch P-Selektin vermittelte
pro-metastatische Funktion zukommt. In der folgenden Ubersicht fasse ich den
gegenwartigen Wissensstand zu CD24, seiner Entdeckungsgeschichte, seiner

Funktion und seiner Bedeutung in humanen Tumoren zusammen.

5. CD24 - tumorbiologische Aspekte eines Molekiils

Ende der 70er Jahre des letzten Jahrhunderts wurde in der Maus ein
hydrophobes Glycoprotein mit lipidartiger Struktur beschrieben, das Uber einen
Glykosylphosphatidylinositol(GPI)-Anker in die Zellmembran integriert ist. Wegen
seiner Hitzebestandigkeit wurde es ,heat-stable-antigen® (HSA), oder, nach dem
Antikérper, J11d/M1.69 genannt. HSA fand sich in der Maus in hamatopoetischen
Zellinien, vor allem in B-Lymphozyten, Erythrozyten und neutrophilen Granulozyten,
aber auch in Thymozyten. Seine zellreihenspezifische Expression machte HSA bei
Immunologen zu einem beliebten Marker fur B-Lymphozyten. 1990 wurde murines
HSA (Kay et al., 1990), bald darauf sein humanes Homolog CD24 (Kay et al., 1991)
kloniert. CD24 besteht aus 27 Aminosauren, die Uber zahlreiche Bindungsstellen fur
N- und O-gebundene Glykosylierung verfugen. Im Vergleich zum murinen CD24/HSA
finden sich im humanen CD24 zusatzliche Serin- und Threoninreste, die das Molekdl
muzinahnlicher machen, sowie weitere O-gebundene Glykosylierungsstellen in der

N-terminalen Halfte des Proteins (siehe Abbildung 2). Die Glykosylierung von CD24



ist in Abhangigkeit vom Zelltyp sehr unterschiedlich, was sich in stark variablem
Molekulargewicht (35-70kD) widerspiegelt (Abb. 2). Das humane CD24 ist
genomisch lokalisiert auf Chromosom 6q21 (Zarn et al., 1995) und zeigt einen

allellischen Polymorphismus (Valin-Alanin Austausch).
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Abbildung 2. Schematische Darstellung des CD24 Molekuls. Zentral das Uber einen GPI-Anker an
die Zellmembran gebundene Kernmolekil, welches Uber zahlreiche Glykosylierungsstellen verfugt
(Quelle: Peter Altevogt in Kristiansen et al., 2003 im Druck)

5.1 Funktion von CD24

Die Funktion von CD24 blieb lange unklar. CD24-Knockout-Mause oder
chimerische Mause, die aus embryonalen Stammzellen mit CD24-doppel-Knockout
gezuchtet wurden, waren empfindlicher als normale Mause und zeigten eine
retardierte B-Zell-Reifung. Erythrozyten dieser Mause zeigten zusatzlich eine
verklrzte Halbwertzeit, eine starkere Verklumpungsneigung und lysierten schneller in
hypotonen Lésungen (Nielsen et al., 1997). Ektope Expression von CD24 in T-
Lymphozyten verbesserte die Lymphozytenstimulierbarkeit in der sekundaren
Immunantwort. Moglicherweise ist eine CD24 Expression mit Proliferation und
Uberleben von B- und T-Lymphozytenvorlduferzellen assoziiert. CD24 Antikorper
induzierten Apoptose in murinen B-Zellvorlauferzellen und unterdriickten eine anti-
CD40-induzierte Proliferation reifer ruhender B-Lymphozyten (Chappel et al., 1996).
Auch in humanen Burkitt-Lymphom-Zellen ist eine CD24 induzierte Apoptose
beschrieben (Suzuki et al., 2001). Dartberhinaus gibt es auch flr T-Lymphozyten
Indizien flr eine CD24-abhangige Regulation der Proliferation: Eine klonale

Vermehrung CD4-positiver Lymphozyten im Rahmen der Immunantwort erfordert



eine co-stimulatorische Aktivitat auf der Oberflache der antigenprasentierenden
Zelle. Durch Transfektions- und Antikdrperversuche wurde CD24 als wichtiges co-
stimulatorisch wirkendes Molekul erkannt. Bislang ist der CD24-Ligand auf den T-
Zellen allerdings noch nicht identifiziert (Liu et al., 1992).

Der einzige bekannte CD24 Ligand ist P-Selektin. Unter physiologischen
Bedingungen fand sich eine CD24 abhangige, durch CD24 Antikorper inhibierbare
Adhasion von Granulozyten oder Monozyten an aktivierten Endothelien und
Thrombozyten, beides Zelltypen mit starker P-Selektin Expression (Aigner et al.,
1995). Dieser P-Selektin abhangige Mechanismus scheint bei Lymphozyten von
untergeordneter Bedeutung zu sein, was moglicherweise in der zelltypspezifischen

Glykosylierung des CD24 Molekuls begrindet liegt.

5.2 Funktionen von CD24 in humanen Tumoren

Die CD24-P-Selektin Interaktion koénnte eine wichtige Rolle in der
hamatogen-metastatischen Tumorprogression spielen. Die Entwicklung hamatogener
Tumormetastasen ist ein mehrschrittiger Prozess, der spezifische Fahigkeiten der
Tumorzellen voraussetzt. Die Tumorzellen missen fahig sein, den Zellverband des
Primartumors zu verlassen, in Gefalle einzubrechen, schliellich wieder an
Endothelien der Zielorgane anzuhaften, um nach der Zellmigration durch Proliferation
eine Metastase zu bilden. CD24-positive Tumorzellen kdnnten eine starkere Neigung
zu einer durch P-Selektin vermittelten Zelladhasion, die der Invasion/Migration
vorausgeht, besitzen. Es ist noch Gegenstand der Diskussion, ob auch die Bildung
von Tumorthromben, d.h. die Anhaftung von Thrombozyten und Fibrin an freie
Tumorzellen im Blutstrom, die Entstehung hamatogener Metastasen fordert. Diese
Hypothese wurde durch Tierversuche untermauert, in denen Tiere mit P-Selektin
Mangel oder aber verminderten Thrombozytenzahlen im peripheren Blut eine
verminderte hamatogene Tumorzelldissemination aufwiesen (Kim et al., 1998). Eine
vermehrte Bildung kleiner Tumorthromben durch Aggregation P-Selektin-positiver
Thrombozyten an freie CD24-positive Tumorzellen ist wahrscheinlich: Es ist fur
CD24-positive Tumorzellen bereits gezeigt worden, dass sie sowohl in einem
statischen Modell, als auch unter physiologischen Flussbedingungen an aktivierten
Thrombozyten und Endothelien anhaften kénnen (Aigner et al., 1997, 1998).
Allerdings ist diese Anhaftung durch das Glykosylierungsmuster des CD24 Moleklils

beeinflusst. Insbesondere das sialylLe*-Epitop scheint hier von Bedeutung zu sein.



Diese Schlussfolgerung basiert auf Transfektionsexperimenten der
Adenokarzinomzellinie A125, die entweder mit CD24 und/oder Fucosyltransferase
TVII cDNA transfiziert wurde. Allein die doppelt-transfizierte Zellinie zeigte eine P-
Selektin Adhasion. Auch in einem Metastasierungsmodell der Maus zeigten nur die
doppelt-transfizierten Tumorzellen, die ein sialylLe*-modifiziertes CD24 Molekiil
exprimierten, eine pulmonale Anhaftung. Dal} sich in Lipolpolysaccharid (LPS)-
vorbehandelten Mausen eine weiterhin verstarkte pulmonale Anhaftung zeigte, die in
P-Selektin-knockout-Mausen nicht nachweisbar war, belegt weiterhin die P-
Selektinabhangigkeit dieses Mechanismus. Die A125-FucTVllI-transfizierte Zellinie,
die das sialylLe*-Epitop, nicht jedoch CD24 exprimierte, zeigte keine P-Selektin-
abhangige pulmonale Anhaftung (Friedrichs et al., 2001). Das sialylLe*-Epitop findet
sich in einer Vielzahl humaner Karzinome und Korrelationen zwischen seiner
Expression mit der Prognose des klinischen Verlaufes sind beschrieben (Konno et
al.,, 2002; Baldus et al., 2000; Ura et al., 1997; Jorgensen et al., 1995). Diese
Beobachtungen zeigen, dass sialylLe*-modifiziertes CD24 eine wichtige Rolle bei der

pulmonalen Metastasierung humaner Karzinome spielen kdnnte.
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5.3 Expression von CD24 in humanen Tumoren

Tabelle 1 gibt einen chronologischen Uberblick wichtiger Arbeiten Uber CD24 in

hamatologischen und soliden Tumoren des Menschen.

Tabelle 1. Chronologische Ubersicht iber Studien, die eine CD24 Expression in humanen Tumoren
beschreiben

Jahr Tumor Studientyp* n Referenz
1981 Akute Leukamie IF Abrahamson et al.
1983 Lymphoide Neoplasien IH 70 Knowles et al.
1987 Lymphome des Waldeyer Rings IH 23 Chan et al.
1987 Akute lymphatische Leuk&mie (cALL) IF 100 Foa et al.
1988 Non Hodgkin Lymphom (NHL) IH, IF 92 Schuurman et al.
1988 Myelom Indirect immune |43 Jackson et al.
rosetting, IF
1988 B-NHL, low grade IF 48 Qertel et al.
1989 Haarzellenleukamie IF 1 Fridrik et al.
1989 Klarzellensarkom IH 1 Mechtersheimer et al.
1990 Nephroblastom IH 12 Droz et al.
1990 Nierenzellkarzinom IH 28 Droz et al.
1992 SCLC Northern Blot, IF |8 Jackson et al.
1993 Neuroblastom, IH 9 Mechtersheimer et al.
Ganglioneuroblastom
1993 Sarkom des terminalen lleums IH Kataoka et al.
1994 Zellinien von Plattenepithelkarzinomen | IH 12 Akashi et al.
der Lunge, Magen-, Colon-, Nierenzell-,
und Chorionkarzinomen
1995 Nasopharyngealkarzinom Northern blot, IH |4 Karran et al.
1995 Hepatozellulares Karzinom Differential 91 Jackson et al.
Display, Northern
Blot
1996 Neurale Tumoren IH 50 Poncet et al.
1999 Urothelkarzinom der Harnblase SSH 2 Gromova et al.
1999 Mammakarzinomzellinien SSH/ cDNA Array |4 Yang et al.
1999 Gliom Mouse model 1 Senner et al.
1999 Mammakarzinom IH 29 Fogel et al.
2000 Mesoblastisches Nephrom des |IH 1 Daniel et al.
Erwachsenen
2001 Ovarialkarzinom cDNA Array 27 Welsh et al.
2001 Kolorektales Karzinom ISH 10 Nestl et al.
2002 Prostatakarzinom IH 10 Liu et al.
2002 Mammakarzinomzellinien RT-PCR 25 Schindelmann et al.
2002 Ovarialkarzinom IH 56 Kristiansen et al.
2003 Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom IH 89 Kristiansen et al.
2003 Neuroendokrines Prostatakarzinom IH 1 Clegg et al.
2003 Merkelzellkarzinom IH 31 Deichmann et al.
2003 Mammakarzinom RT-PCR 18 Sorbello et al.
2003 Prostatakarzinom IH 102 Kristiansen et al.
2003 Mammakarzinom IH 201 Kristiansen et al.

*Abkirzungen: IH-Immunhistochemie, IF- Immunfluoreszenz, SSH- Subtraktive Supressive Hybridisierung

Es folgt eine nach Tumorentitat geordnete Zusammenfassung wesentlicher

Befunde dieser Studien einschlie3lich einer detaillierteren Beschreibung der eigenen
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Arbeiten. 2001 kam ein paraffingangiger monoklonaler CD24 Antikérper auf den
Markt (Ab-2, Klon 24C02, Neomarkers, Fremont, USA), der eine
immunhistochemische Antigendetektion an paraffinisiertem Archivmaterial erlaubte.
Retrospektive CD24-Proteinexpressionsstudien an klinisch durch Verlaufsdaten
charakterisierten Tumorkollektiven wurden so erstmalig moglich. In der Folge haben
wir die Tumorentitaten nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom, Ovar-, Mamma-,
Prostata-, und Pankreaskarzinom auf ihre CD24 Expression hin untersucht und die
Befunde mit klinikopathologischen Parametern einschlieRlich der

Patienteniiberlebenszeit korreliert.

5.4 Spezifitat des Antikorpers Ab-2

Die Spezifitat des CD24 Antikdrpers haben wir in einer FACS-Analyse
bestatigen kdénnen. Wir untersuchten die Reaktivitat zweier CD24 Antikorper, des
bereits etablierten ML-5 und des neueren Ab-2, an der Zellinie A125 in nativer (CD24
negativ) und CD24 transfizierter Form (CD24 positiv). Wie Abbildung 3 zeigt, liel3
sich unter Einsatz beider Antikorper ein starkeres Signal der CD24 transfizierten
Zellinie (rechts) nachweisen, wahrend die nicht-transfizierten Zellinie (links) keine
Immunreaktivitat zeigte (Kristiansen et al., 2003 im Druck). Der Antikorper Ab-2 ist im
Gegensatz zum ML-5 paraffingangig und wurde daher von uns fur die

Immunhistochemie verwendet.

Al25 Al125-CD24

| « ML5

Counts
O 20 40 60 20100

Counts
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m= 10" 100 107 10
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Abbildung 3. Links eine FACS Analyse der CD24-negativen Zellinie A125 unter Verwendung der
monoklonalen Antikdérper ML-5 and Ab-2. Rechts eine entsprechende FACS Analyse der CD24
transfizierten Zellinie CD24-A125
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5.5 CD24 im Ovarialkarzinom

Welsh et al. (2001) fanden in einer vergleichenden Chip-basierten
Expressionsstudie von 27 serds-papillaren Adenokarzinomen des Ovars und drei
normalen Ovarien CD24 mRNA in den Tumoren aufreguliert. Dies wurde mit
quantitativen RT-PCR Untersuchungen bestatigt: In einem von dreien Tumoren war
CD24 stark exprimiert.

Wir uberpruften diese Ergebnisse auf Proteinebene anhand von
Gewebeproben von 78 Patientinnen: Neun normale Ovarien, funf Zystadenome, acht
Borderline Tumoren und 56 invasive Karzinome (Histologie: 29 serés, 5 mucinds, 7
endometrioid, 2 klarzellig, 1 transitional, 12 undifferenziert. pT-Stadien: 11 pT1, 7
pT2, 38 pT3. FIGO-Stadien: 10 |, 6 II, 36 IIl, 4 IV. Silverberg-Grad: 11 G1, 23 G2, 22
G3) wurden immunhistochemisch auf ihre CD24 Expression hin untersucht und die
Farbung semiquantitativ ausgewertet. Die Immunfarbungen lieRen zwei
unterschiedliche Lokalisationen erkennen, eine membrandse (Abb. 4, links), die fur
ein membrangebundenes Oberflachenmolekul zu erwarten war, und eine zusatzliche

zytoplasmatische Immunreaktivitat (Abb. 4, rechts):

Abbildung 4. CD24 in Ovarialkarzinomen

Letztere sahen wir in 59% der Karzinome und in einem Borderlinetumor,
nicht jedoch in normalen Ovarien oder in endosalpingealer Mucosa, welche eine
starke, luminale membrandse Farbung aufwies. Eine membrandse Farbung sahen
wir in 83% der invasiven Karzinome. Beide Farbequalitaten zeigten keine Korrelation
mit dem Patientinnenalter, dem histologischen Subtyp, dem Tumorgrad, dem pT-
oder FIGO-Stadium oder dem Nodalstatus. In der univariaten Analyse der
Uberlebenszeiten nach Kaplan Meier zeigten sich hoéhere Werte der
zytoplasmatischen CD24 Expression als hochgradig pradiktiv far kirzere
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Uberlebenszeiten (Abb. 5, links: (durchschnittlich) 36,5 vs. 97,8 Monate; p=0,0002).
Keine Unterschiede in der Uberlebenszeit fanden sich in der Differenzierung des
membrandsen CD24 (Abb. 5, rechts)

L0 90 \\_\l
-~ 8 CD 24 cytopl. 80 q
§ 70 70
[v]
2
g 60 60 CD 24 membr.
2 50 50
o
o 40 40
° L 0 CD 24 membr.
20 20
10 CD 24 cytopl. _ 10 _
0 p=0.000 0 p=0.9
0 20 40 60 80 100 120 140 b 20 P 60 80 100 120 140
Time after surgery (months) Time after surgery (months)

Abbildung 5. Kaplan Meier Kurven der Uberlebenszeiten von Patientinnen mit Ovarialkarzinomen,
stratiziert nach CD24 Expression

In der multivariaten Analyse (Cox Regressionsmodell), in die alle Parameter
eingeschlossen wurden, die sich in der univariaten Analyse als signifikant erwiesen
hatten, verblieben allein das zytoplasmatische CD24 (Relatives Risiko (RR)=7,77;
p=0,001) und das FIGO-Stadium (p=0,002) als unabhangige prognostische
Parameter erhalten. Eine genaue Beschreibung dieser Studie findet sich im Anhang
9.3 (Kristiansen et al., 2002).

5.6 CD24 im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom

Jackson et al. (1992) klonierten das cluster-w4-Antigen, welches in
kleinzelligen Lungenkarzinomen (SCLC) stark exprimiert ist. Sie fanden, dass die
Sequenz bis auf einen einzelnen Valin-Alanin-Austausch mit CD24 identisch war. Sie
beschrieben eine CD24 Expression in acht SCLC Zellinien und auch in Zellinien
nicht-kleinzelliger Lungenkarzinome (NSCLC).

Wir untersuchten die CD24 Protein Expression in NSCLC an einem
sogenannten ,Tissue Mikro Array“. Dies ist eine Zusammenstellung reprasentativer
Tumorproben in Biopsiegrolie, die in einen neuen Paraffinblock integriert wird. Dies
ermoglicht die Untersuchung eines kompletten Tumorkollektives auf einem Schnitt in
einem Arbeitsgang. Auf diesem Array waren 89 Tumoren auswertbar und einer

weiteren Analyse zuganglich. Diese Falle gliederten sich in 49 Adenokarzinome und
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40 Plattenepithelkarzinome (pT-Stadium: 22 pT1, 57 pT2, 8 pT3, 2 pT4. Nodalstatus:
53 pNO, 12 pN1, 23 pN2. Grad: 3 G1, 44 G2, 42 G3). Um der kleinen Stanzgrélie der
Einzelproben Rechnung zu tragen, wurde nur die CD24 Gesamtfarbung, unabhangig
von der Farbequalitat (membrands/zytoplasmatisch), semiquantitativ ausgewertet.
45% der Tumoren hatten eine starke CD24 Expression, welche signifikant haufiger in
Adenokarzinomen (Abb. 6, links) als in Plattenepithelkarzinomen (Abb. 6, rechts)

beoachtet wurde.

Abbildung 6. CD24 in nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen

Hiervon abgesehen, fanden sich keine weiteren Korrelationen zu klinisch-
pathologischen Parametern. In der univariaten Uberlebensanalyse zeigte sich, dass
Patienten, deren Tumoren CD24 stark exprimierten, signifikant friher (median 23 vs.
38 Monate, p=0,03; Abb. 7) starben.
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Abbildung 7. Kaplan Meier Kurve der Uberlebenszeiten von Patienten mit nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen, stratifiziert nach CD24 Expression

Dies konnte in der Cox Regression bestatigt werden, in welcher sich das
UICC-Stadium (RR=2,4; p=0,006) und eine starke CD24 Expression (RR=2;
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p=0,024) als wunabhangig signifikante Prognoseparameter erwiesen. Eine
detailliertere Beschreibung dieser Studie findet sich im Anhang 9.4 (Kristiansen et al.,
2003).

5.7 CD24 im Prostatakarzinom

Der erste Bericht einer CD24 Expression im Prostatakarzinom stammte von
Liu et al. (2001), die systematisch die Expression von CD-Markern in
Prostatagewebe untersuchten. Clegg et al. (2003) beschrieben einen Fall eines
CD24 positiven kleinzelligen neuroendokrinen Karzinoms der Prostata, welches eine
seltene Entitat ist.

In unserer Expressionsanalyse des Prostatakarzinoms fanden wir CD24
MRNA in 19% der Tumoren aufreguliert. Dies liegt etwas unterhalb der Raten, die wir
durch Analyse der Expressionsdaten von Welsh et al. (33%) und Singh et al. (46%)
fanden. Immunhistochemisch untersuchten wir 102 Adenokarzinome der Prostata
(pT-Stadien: 7 pT2a, 52 pT2b, 28 pT3a, 11 pT3b, 4 pT4. Alle Falle waren pNO.
Tumorgrad: 1 G1b, 11 G2a, 42 G2b, 38 G3a, 4 G3b, 4 Falle mit praoperativer
Hormontherapie. Gleason Grad: 0 Gleason 2, 5 Gleason 3, 8 Gleason 4, 18 Gleason
5, 16 Gleason 6, 34 Gleason 7, 11 Gleason 8, 10 Gleason 9, 0 Gleason 10.) auf ihre
CD24 Proteinexpression. In diesem Tumor fand sich, bei sehr heterogenem

Verteilungsmuster der Immunreaktivitat, in 48% der Falle eine CD24 Positivitat.

P A I BT & : W -
¥ STEX B S N T 4.
| &5 : Pl 4 gy, By AT gy
Vot S N Pa S o
* i .-y Jihe r I g o P e .
gt BE L ,p‘“-"H g ) - i # s
. » - ~ el . - - ,!.‘. 3
By R e ERY e W N
TR AEn TR AN s Y - e A ' R
iﬂgt' LN LY P A e 5
2 H2 T ¥ [ ‘G - E" & @ A
" [y e - N e P o &
ae )5 B 5 0 e £
= LA o o - r P‘-'. . . 2
" B N JAS Rt . g
€ o 25035 2788 e - e
[l R N L A r ,’y ""4'«" - £
o s ot Copemy e Y - 2%

Months

Abbildung 8. Links und Mitte: CD24 Expression in Prostatakarzinomen. Rechts: Kaplan Meier Kurve
der Uberlebenszeiten von Patienten mit Prostatakarzinomen, stratiziert nach CD24 Expression

Die Abbildung 8 links zeigt den Ubergang normalen Epithels in eine
Prostatische Intraepitheliale Neoplasie (Bildmitte), die, wie das angrenzende
Karzinom (rechte untere Ecke), CD24-positiv ist. Das mittlere Bild zeigt ein CD24-

positives Adenokarzinom (oben), die hyperplastischen normalen Drusen (unten) sind
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CD24 negativ. Die Kaplan Meier Kurve (rechts) zeigt die unterschiedlichen PSA-
Rezidivzeiten fur CD24-positive (durchgezeichnete Kurve) und —negative
(gepunktete Kurve) Adenokarzinome der Prostata.

Die CD24-Expression war signifikant mit jingerem Patientenalter, hdheren
pT-Stadien  (organuberschreitende  Tumoren) und einer hdheren  3-
Jahresprogressionsrate von 47,7% im Vergleich zu 11,7% bei CD24-negativen
Tumoren, assoziiert. Die Assoziation von CD24-Positivitat mit friherer
Tumorprogression war interessanterweise vor allem in kleinen, auf das Organ
begrenzten oder gut bis mittelgradig differenzierten (Gleason 1-6, ,low grade®)
Karzinomen relevant. Im Cox Regressionsmodell konnten wir CD24 (RR=3,24;
p=0,005), praoperatives PSA (RR=2,74; p=0,011) und das pT-Stadium (RR=2,73;
p=0,013) als unabhangig signifikante EinflussgroRen auf ein PSA-Rezidiv bestatigen.
Eine genauere Beschreibung dieser Studie findet sich im Anhang 9.5 (Kristiansen et
al., 2003 im Druck).

5.8 CD24 im Mammakarzinom

Yang et al. (1999) fanden eine CD24-Expression in den dstrogenrezeptorpositiven
Mammakarzinomzellinien MCF7 und T47D durch einen cDNA Array basierten
Transkriptvergleich und bestatigten diesen Befund auf Proteinebene. Sorbello et al.
(2003) untersuchten 18 primare, invasive Mammakarzinome (14 duktal, 4 lobular)
mittels quantitativer RT-PCR auf ihre Expression potentiell dstrogenregulierter Gene.
Die CD24 mRNA Mengen waren in der Gruppe der Ostrogenrezeptorpositiven
Karzinome niedriger, was moglicherweise in Widerspruch zu Yang et al. als
Repression von CD24 durch Ostrogen interpretiert werden kann. Dieser Befund ist
allerdings statistisch insignifikant (p=0,2) und bedarf weiterer Untersuchungen.
Wichtiger scheint die signifikante Assoziation CD24-positiver Tumoren mit héheren
pT-Stadien (pT=>2; p=0,01) zu sein. Fogel et al. (1999) demonstrierten in einer
gefrierschnittbasierten immunhistologischen Studie (Antikorper ML-5, s.0.) eine
starke CD24 Protein Expression in invasiven Mammakarzinomen. Sie fanden eine
membrandse Immunreaktivitdt in benignen Gangstrukturen und ein zusatzliches
zytoplasmatisches Signal in intraduktalen und invasiven Karzinomen. Dies deckt sich
prinzipiell mit unseren Beobachtungen. Unsere Studie umfasste 201 Patientinnen mit
primaren invasiven Mammakarzinomen (Histologie: 81% duktal, 10% lobular, 9%
andere. pT Stadium: 127 pT1, 58 pT2, 7 pT3, 9 pT4. Nodalstatus: 3 pNx, 94 pNO, 86
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pN1, 18 pN2. Grad: 47 G1, 104 G2, 50 G3. Ostrogenrezeptor: 31% negativ, 69%
positiv.) die zwischen 1992 und 1997 im Institut fir Pathologie der Charité
diagnostiziert worden waren. In normalem Mammaparenchym sahen wir eine
membrandse CD24 Immunreaktivitat, betont in atrophen oder zystisch dilatierten
Gangen. In invasiven Karzinomen kam sowohl eine membrandse (Abb. 9, links) als

auch eine zytoplasmatische (Abb. 9, rechts) Farbung zur Darstellung, zusammen in
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Abbildung 9. CD24 Expression in Mammakarzinomen

CD24-Positivitat der Tumoren war signifikant mit einem positiven
Nodalstatus assoziiert (p=0,02) und zeigte eine Trend zu hoheren pT-Stadien
(p=0,1). In der univariaten Uberlebensanalyse nach Kaplan Meier waren CD24
positive Karzinome mit verkirztem progressionsfreiem Uberleben assoziiert (5
Jahresprogressionsrate 40% vs. 11%; p=0,004; Abb. 10, rechts). Ein signifikant
verklrztes Gesamtuberleben wiederum fand sich nicht (Abb. 10, links), was an der
kurzen Nachbeobachtungszeit von (median) 5 Jahren liegen kdnnte.
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Abbildung 10. Kaplan Meier Kurven der Uberlebenszeiten von Patientinnen mit Mammakarzinomen,
stratiziert nach CD24 Expression; links bezogen auf das Gesamtuberleben, rechts bezogen auf
progressionsfreies Uberleben
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Auch im Mammakarzinom scheint der zytoplasmatischen Farbequalitat die
groldere prognostische Bedeutung zuzukommen, da sie auch in der Analyse des
Gesamtuberlebens Signifikanz erreichte. In das Cox-Regressionsmodell wurden das
pT-Stadium, der Nodalstatus, der Tumorgrad und die (gesamt) CD24 Expression
eingeschlossen. Der Nodalstatus, der Tumorgrad und CD24 Expression blieben als
unabhangig signifikante Einflussparameter auf die progressionsfreie Uberlebenszeit
erhalten. Interessanterweise kam CD24 das hochste relative Risiko (3,8) fur die
Pradiktion einer Tumorprogression zu. Die gesamte Studie findet sich im Anhang 9.6
(Kristiansen et al., im Druck).

An dieser Stelle missen zwei Studien erwahnt werden, die in Widerspruch
zu der Annahme stehen, CD24 sei ein Marker fur eine aggressivere Tumorbiologie.
Schindelmann et al. untersuchten mRNA von 12 invasiven und 13 nicht-invasiven
Mammazellinien mittels cDNA Arrays zur ldentifizierung differenziell exprimierter
Gene. Sie fanden CD24 in den invasiven Zellinien auf mRNA-Ebene reduziert und
bestatigten dies auch auf Proteinebene. Sie schlussfolgerten, dass ein Verlust von
CD24 mit einem aggressiverem Mammakarzinomphanotyp assoziiert sei. Al-Haj et
al. (2003) verwendeten ein Tumorprogressionsmodell, in dem humane
Mammakarzinomzellen in immunkompromittierten Mausen wuchsen. Die Autoren
berichteten, dass nur eine kleine Minderheit von Mammakarzinomzellen, die sie
.Brustkrebsstammzellen® nannten, die Fahigkeit besal, neue Tumoren zu initiieren.
Uberraschenderweise waren diese Zellen meistens CD44 positiv und (weitgehend)
CD24 negativ. Angesichts der mittlerweile vorliegenden Evidenz der pro-
metastatischen Fahigkeiten von CD24 sind diese Befunde Uberraschend und
scheinbar widerspruchlich. Andererseits kann der Vorgang der Metastasierung, der
die Zellvereinzelung, den Gefaleinbruch, die Wiederanhaftung und die Migration der
Tumorzellen umfasst, sehr wohl durch CD24 begunstigt werden, wahrend das
Wachstum eines neuen Tumors, welches Al-Haj et al. untersuchten, ein biologisch
grundsatzlich anderer Prozess ist, der durch die Proliferationsrate, lokale

Wachstumsfaktoren und die Fahigkeit Angiogenese zu induzieren, bestimmt wird.

5.9 CD24 im Pankreaskarzinom

Eine CD24 Expression in Adenokarzinomen des Pankreas ist bislang nicht
beschrieben. In unserer Studie von 95 Fallen (pT Stadium: 4 pT1, 34 pT2, 53 pT3, 4
pT4. Nodalstatus: 3 pNx, 28 pNO, 62 pN1, 2 pN2. Grad: 10 G1, 50 G2, 35 G3.
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Residualtumorklassifikation: 67 RO, 12 R1, 16 Rx) waren 68 Falle (71.6%) CD24
positiv.
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Abbildung 11. CD24 Expression in Pankreasgewebe und Pankreaskarzinomen.

Die Abbildung 11, links, zeigt normales exkretorisches Pankreasparenchym
mit einer geringen CD24 Expression. Die Immunreaktivitat fehlt in normalem
duktalem Epithel (Abb. 11, links zentral und Mitte links). Dagegen ist atypisches
duktales Epithel (Abb. 11, Mitte rechts) haufig CD24 positiv. Die Abb. 11 (rechts)
zeigt ein CD24 positives Adenokarzinom des Pankreas mit einer
Perineuralkarzinose.

Obwohl eine CD24 Positivitat in Pankreaskarzinomen signifikant mit
schlechterer Tumordifferenzierung korrelierte, fanden sich in univariaten
Uberlebensanalysen keine CD24 abhangigen Unterschiede der Uberlebenszeiten.
Dies konnte in umfangreich stratifizierten Analysen in Tumoruntergruppen,
beispielsweise nodal-negativen oder gut differenzierten Adenokarzinomen, bestatigt
werden. Details der Studie finden sich im Anhang 9.7 (Jacob et al., 2003

eingereicht).

5.10 Hamatologische Tumoren

CD24 ist in Tumorzellen einer Vielzahl von B-Zelllymphomen und
Leukdmien exprimiert (fir Ubersichten siehe Abramson et al. 1981, Knowles et al.,
1983; Oertel et al., 1988). Die B-ALL ist zumeist CD24 positiv, es sei denn, es liegt
die Translokation t(4;11)(921;923) vor, deren Lymphoblasten CD24 negativ sind
(Parkin et al., 1982; Foa et al., 1987). Lavabre-Bertrand et al. (1994) beschrieben
CD24-Negativitat als Pradiktor einer besseren Prognose bei ALL. Valet et al. (2003)
fanden bei AML-Patienten CD24 innerhalb einer Gruppe von Genen, die mit einem

hdheren Risiko der Erkrankungsprogression behaftet waren.
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5.11 Tumoren des Nervensystems

Poncet et al. (1996) untersuchten eine Reihe neuroepithelialer Tumoren
(n=50) auf ihre CD24 Expression. Im normalen humanen Gehirn wurde CD24 an der
Neuroblastenmembran und im Neuropil des sich entwickelnden Cortex beobachtet,
nicht jedoch in einem reiferen Gehirn (Kind, 4 Jahre alt). Eine starke CD24
Expression fand sich in Medulloblastomen, zentralen Neurozytomen und
undifferenzierten Neuroblastomen. Neurilemmome oder Tumoren, die sich von
Arachnoidalzellen ableiteten, waren CD24 negativ. Senner et al. (1999) konstruierte
einen Klon einer C6 Rattenglioblastomzellinie mit einem tetrazyklinabhangigen
CD24-Promoter, in welchem Tetrazyklin zu einer 20-fachen Abregulation der CD24
Expression fuhrte. In vitro Migrationsassays zeigten keine Assoziation zwischen
CD24 Expression und Zellmotilitat. /n vivo transplantierten sie den C6 Klon orthotop
in das Striatum von Nacktmausen und regulierten die CD24 Expression Uber
Tetrazyklin im Trinkwasser. Drei Wochen spater zeigten CD24 positive Tumoren eine
diffuse Invasion der Tumorzellen in einem zehnmal groReren Areal des Gehirns als

die CD24-supprimierten Tumoren.

5.12 Nierentumoren

Droz et al. (1990) beschrieben eine CD24 Expression in einer Serie von 12
Nephroblastomen und 28 Nierenzellkarzinomen. Durch eine Immunhistochemie an
Gefrierschnitten zeigten sie in Nierenzellkarzinomen eine starke, vom histologischen
Subtyp unabhangige, CD24 Farbung. Assoziationen mit klinisch-pathologischen
Parametern wurden nicht untersucht. In normalem Nierengewebe fand sich CD24
allein im distalen Nephron, wahrend das metanephrische Blastem wahrend der
Organogenese stark CD24 positiv war. Daher interpretierten sie CD24 als einen
Urspungsmarker primitiver Nierenzellen. Daniel et al. (2000) berichteten einen
einzelnen Fall eines Mesoblastischen Nephroms mit Expression von CD24 und
CD56 (NCAM), welches wiederum als Hinweis auf eine Ko-Expression von CD24 mit

Markern neuroendokriner Differenzierung gelten kann.

5.13 Hepatozellulares Karzinom
Huang et al. (1995) fanden CD24 mRNA wurde in 66% der Falle (n=79), vor
allem bei jungeren Patienten. CD24 Expression war signifikant mit hoheren

Serumspiegeln von HBs-Ag (p<0,023) und alpha-Fetoprotein (p<0,04) sowie p53-
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Mutationen korreliert. Keine Zusammenhange zeigten sich mit der TumorgroRRe, der

Invasivitat oder der Prognose des Patienten.

5.14 Andere Tumoren

CD24 Expression wurde bereits beschrieben in kleinen Serien bzw.
Einzelberichten in Kolorektalen Karzinomen (Nestl et al., 2001; Saito et al., 2002),
Nasopharyngealkarzinomen (Karran et al., 1995), Urothelkarzinomen der Harnblase

(Gromova et al., 1999) und Merkelzellkarzinomen (Deichmann et al., 2003).
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Nach mehr als 20 Jahren der CD24 Forschung kann dieses Molekul als ein
Zelloberflachenmolekil welches sowohl Zelladhasions- als auch
Signaltransduktionseigenschaften besitzt, angesehen werden. Wie schon erlautert,
ist P-Selektin der einzige bislang identifizierte Ligand. Da die CD24-P-Selektin-
Interaktion jedoch vom Glykosylierungsmuster des CD24 Molekuls abhangig ist, ist
es unwahrscheinlich, dass alle biologischen Eigenschaften, die CD24 zugeschrieben
werden, Uber P-Selektin vermittelt werden. Auf der Zellmembran ist CD24 in
sogenannten Lipid-FléRe (englisch:  lipid rafts“) lokalisiert. Dies sind kleine
membranstandige Mikrodomanen, die als Plattform fir die Regulation fir
Zelladhasion und Signaltransduktion dienen (Simons et al. 1997). Innerhalb dieser
Domanen ist CD24 eng mit src-Kinasen, G-Proteinen und Kalziumkanalen assoziiert.
Obwohl fur eine Reihe GPl-verankerter Zelloberflachenmolekile eine durch src-
Kinasen vermittelte Signaltransduktion beschrieben ist (Jacobson et al. 1999), wurde
eine CD24 spezifische Signalkaskade noch nicht identifiziert. Bei kleinzelligen
Lungenkarzinomen ist eine Verbindung von CD24 und src-Kinasen bekannt und in
Zellen einer pro-lymphoblastischen Leukamie induzierten CD24 Antikorper
unterschiedliche Phosphorylierungsmuster zytoplasmatischer Proteine (Zarn et al.,
1996). Moglicherweise spielt die Assoziation von CD24 mit den Lipid-FIoRen eine
Rolle bei der CD24 abhangigen Modulation der Integrinaktivitat. Auch ist denkbar,
dass CD24 bei der Steuerung der Zusammensetzung der Lipid-Floke eine Rolle
spielt und somit an der Kontrolle wichtiger Signalwege in der Zelle beteiligt ist.

In Zusammenfassung eigener Arbeiten fand sich eine CD24 Protein
Expression in einer Auswahl der haufigsten humanen Karzinome. Daruber hinaus
waren, mit Ausnahme des Pankreaskarzinoms, CD24 Positivitat oder eine starkere
CD24 Expression mit signifikant friherer Erkrankungsprogression bzw. klrzeren
Uberlebenszeiten assoziiert. Diese Daten passen zu in vitro Beobachtungen, die eine
P-Selektin abhangige pro-metastatische Funktion von CD24 belegen und sind
grundsatzlich geeignet, die Bedeutung von CD24 in der metastatischen Progression
humaner Karzinome zu untermauern. Einschrankend muss hinzugefligt werden,
dass neben den Funktionen der Zelladhasion weitere tumorrelevante Funktionen von
CD24, wie etwa eine zusatzliche Rolle bei der Zellwachstumsregulation, zum

gegenwartigen Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden kdnnen.
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Es ist zu erwarten, dass die Beschreibung von CD24 als Prognosemarker in
humanen Tumoren neue diagnostische Moglichkeiten eroffnet, die in die klinische
Risikostratifizierung zum Zwecke einer individualisierteren Therapieplanung,
eingehen. Es bleibt ferner zu prifen, ob CD24 eine geeignete Zielstruktur flr neue,
beispielsweise Antikorper-basierte Therapeutika ist.

Die in der vorliegenden Schrift zusammengefassten Arbeiten zeigen, dass
Chip-basierte Expressionsprofile tumorrelevante Gene fur die weitere Forschung
identifizieren kdonnen. Allerdings sollte innerhalb der Listen differenziell exprimierter
Gene eine hypothesenbasierte Auswahl getroffen werden. Sowohl ALCAM als auch
CD24 gehdrten beide nicht zu den am differenziellsten exprimierten Genen in
unserer Expressionsstudie des Prostatakarzinoms, d.h., beide waren nur in einem
Teil der Tumoren Uuberexprimiert. Dennoch waren sie beide vielversprechende
Kandidaten fur eine weitere Untersuchung, da sie bereits in anderen Tumoren
beschrieben worden waren, bzw. funktionelle Studien ihre Tumorrelevanz belegt
hatten.

Ein weiterer Aspekt unserer Arbeiten ist die diagnostische Verwendung
mehrerer molekularer bzw. immunhistochemischer Marker. Eine Kombination von
ALCAM und CD24 erlaubte uns eine prazisere Pradiktion eines PSA-Rezidives, als
es durch Einsatz der Einzelmarker moglich war (Anhang 9.1). Dies bedarf naturlich
der weiteren Uberpriifung, insbesondere beziiglich der Ubertragbarkeit auf andere
Tumorentitaten. Dennoch wird die Etablierung und Verifizierung derartiger,
vorzugsweise immunhistochemischer Multiplexmarker mittelfristig ein wichtiges
Arbeitsfeld  des  forschenden Pathologen  sein. Eine  Array-basierte
Tumorcharakterisierung ist noch kostspielig und wird auch in naher Zukunft nur
grolieren Instituten zuganglich sein. Hingegen gehort selbst in kleineren Abteilungen
die preiswertere Immunhistochemie zur Charakterisierung eines Tumors zum festen

Bestand des diagnostischen Repertoires.
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