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Verwendete Abkulrzungen

PCa
BPH
PSA
t-PSA
f-PSA
f-PSA%
ACT
ACT-PSA
cPSA
MMPs
TIMP
ELISA

Prostatakarzinom

benigne Prostatahyperplasie
prostataspezifisches Antigen

totales PSA (Gesamt-PSA)

freies PSA

prozentuales freies PSA
a1-Antichymotrypsin
o1-Antichymotrypsin-PSA
komplexiertes PSA
Matrix-Metalloproteinasen
Gewebsinhibitor der MMP (Tissue Inhibitor of Matrix-metalloproteinase)
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay



1 Vorbemerkungen

Die vorgestellten Ergebnisse dieser Habilitationsschrift basieren auf Untersuchungen, die ich
an der Klinik for Urologie am Universitétsklinikum Charité der Humboldt-Universitét zu
Berlin gemeinsam mit Doktoranden und Mitarbeitern der Klinik durchgefiihrt habe. An den
Untersuchungen waren insgesamt funf Doktoranden beteiligt, von denen zum gegenwartigen
Zeitpunkt vier ihre Dissertation mit Erfolg abgeschlossen haben. Weiterhin arbeiteten an den
Untersuchungen technische Mitarbeiter der Forschungsabteilung der Klinik mit. Ohne die
grof3zigige Forderung durch den Direktor der Klinik, Herrn Prof. Dr. Stefan A. Loening, und
seinen Stellvertreter, Herrn Prof. Dr. Dietmar Schnorr, wéren die durchgeftihrten
Untersuchungen nicht mdglich gewesen. Die tierexperimentellen Voraussetzungen wurden
wahrend meines Forschungsaufenthaltes an der Harvard Medical School (Boston, USA)
geschaffen und an der Charité fortgefuhrt. Es steht damit ein etabliertes Prostatakarzinom-
Tiermodell zur Verfigung, mit dem neue Therapiemethoden auch Uber den Rahmen der
vorliegenden Arbeit hinaus erarbeitet und Gberprift werden kénnen.

Im Mittelpunkt meiner Forschungsarbeiten steht die Validierung von neuen Markern
bei urologischen Tumoren mit dem Schwerpunkt des Prostatakarzinoms und die Erarbeitung

neuer Therapiestrategien beim Prostatakarzinom.

Die hier vorgestellten Ergebnisse wurden in den letzten Jahren in peer reviewed
Zeitschriften publiziert und auf internationalen Kongressen vorgetragen. Auf Grund der
Publikationstétigkeit auf dem Gebiet des progtataspezifischen Antigens (PSA) wurde mir von
den Herausgebern des ,Urologen A®, der wissenschaftlichen Zeitschrift der Deutschen
Gesellschaft fir Urologie, der Auftrag erteilt, einen Ubersichtsartikel zu den Isoformen des
PSA und deren diagnostische Aussagekraft zu erarbeiten (Artikel Nr. E8).

Ich habe mich entschieden, 14 Artikel zu der Thematik als wesentlichen Bestandteil in
diese Habilitationsschrift aufzunehmen. Diese Arbeiten habe ich als Erstautor in den Jahren
1996 bis 2000 publiziert bzw. zur Publikation eingereicht. Im folgenden sind diese Arbeiten
als Literaturzitate E1 bis E14 aufgefiihrt und vollsténdig in die Habilitationsschrift eingefigt.
Gleichzeitig habe ich zusétzlich weitere 14 Artikel aufgefuhrt, bei denen ich als Koautor
verzeichnet bin. Diese Arbeiten sind als K1 bis K14 gekennzeichnet.

Die Artikel sind unter den drei Kapiteln ,Prostataspezifisches Antigen®,
»Adhasionsproteine (CD44)“ und ,Matrix-Metalloproteinasen und deren Inhibitoren®

zusammengefaldt. Diese Kapitel bestehen jeweils aus einem einleitenden Abschnitt und einer



Beschreibung der eigenen Publikationen (E1 bis E14). In der Einleitung der jeweiligen
Kapitel werden die Grundlagen kurz erlautert und der aktuelle Kenntnisstand zum
entsprechenden Thema dargestellt. Dabel wird nur auf die wesentlichen Verdffentlichungen
Bezug genommen, die entsprechenden Literaturangaben werden am Ende aufgefihrt. Im
Anschlu® an die Einleitung erfolgt die Darlegung der Ergebnisse der eigenen Arbeiten
(Ergtautorenschaft; E1 bis E14), die wesentlicher Bestandteil dieser Habilitationsschrift sind.
Diese werden in entsprechenden separaten Gliederungspunkten abgehandelt.

Bewuldt habe ich darauf verzichtet, Grundlagen, Methodik und Diskussion der
Einzelergebnisse noch einmal detailliert darzustellen. Dazu mdchte ich auf die
entsprechenden Publikationen verweisen. In der vorliegenden Schrift werden die Ergebnisse
lediglich kurz skizziert. Besonderer Wert wird hingegen auf die entscheidenden Aussagen
gelegt.

Die experimentellen Untersuchungen zu neuen synthetischen Inhibitoren von Matrix-
Metalloproteinasen in der Tierstudie werden ausfihrlicher beschrieben, da diese wegen
vertraglicher Vereinbarungen mit Roche Diagnostics GmbH erst jetzt verdffentlicht werden

konnen.



2. Prostataspezifisches Antigen
2.1. Diagnostik des Prostatakarzinoms — Stellenwert des PSA

Das Progatakarzinom (PCa) ist der am héufigsten vorkommende bdsartige Tumor des
Mannes und weist nach dem Bronchialkarzinom die hochste Mortalitétsrate auf. Im Jahr 2000
werden in den USA 180400 Erddiagnosen an PCa erwartet, die mit einer geschatzten
Mortalitdt von 31900 Patienten einhergehen.! Diese Situation bedeutet eine enorme
medizinisch-ethische sowie wirtschaftliche Herausforderung hinsichtlich Diagnostik,
Therapiewahl und Verlaufskontrolle. Die Bedeutung dieser Krebserkrankung des Mannes
spiegelt sich auch in den Bemiuhungen weltweiter Gesundheitsorganisationen zur
Optimierung der Diagnostik wider. Voraussetzung fir ein kuratives Therapiekonzept des
einzelnen Patienten ist die rechtzeitige Diagnosestellung mit einer lokalisierten und nicht
metastasierten Tumorerkrankung.? Weiterhin muR beriicksichtigt werden, daR praventive
Mal3nahmen bisher nicht effektiv sind.

Zur Friherkennung des PCa sind verschiedene Methoden etabliert. Die haufigste
Lokalisation des PCa ist im dorsalen Anteil der Progtata festzustellen. Deshalb kann durch
regelmal3ige digitale rektale Palpation ein Teil der Karzinome frihzeitig erfaldt werden. Die
zweite wesentliche KenngroRe in der Frilhdiagnostik des PCa ist die Bestimmung des t-PSA.2
Das PSA-Gen gehért zur Familie der humanen Kallikreine.* PSA ist ein Glykoprotein von ca
30 kDa. Es wird primér in den Prostataepithelzellen synthetisiert und in das Seminalplasma
sezerniert. Dort liegt es in einer sehr hohen Konzentration (ca. 0,5-3 g/l) vor. Im Serum von
gesunden Mannern ist es dagegen mit ca 10°-fach geringerer Konzentration (ca. 4 pg/l)
nachweisbar.

Bereits in den sechziger Jahren wurde Uber Antikdrper gegen ein spezielles
prostatisches Antigen berichtet.” Spater konnten im Rahmen forensischer Untersuchungen
verschiedene progatische Antigene nachgewiesen werden. Die erste  definitive
Charakterisierung erfolgte im Jahre 1979.° Nach der Identifizierung dieses nunmehr als
~prostataspezifisches Antigen“ bezeichneten Proteins wurden zuerst Radioimmunoassays,
spater ELISA-Tests entwickelt. Die in den USA auch fir Genehmigungen von Testsystemen
zustandige Gesundheitsbehdrde (Food and Drug Administration) hat das PSA als einzigen
Tumormarker 1986 zur Therapielberwachung und 1994 zur Friherkennung des PCa

gemeinsam mit der rektalen Palpation zugelassen.



Die Einfuhrung von Testsystemen fir die Routinebestimmung des t-PSA hat die
Diagnostik und Therapiekontrolle beim PCa nachhaltig verandert.” In der Kontrolle nach
radikaler Prostatektomie, Bestrahlung oder antiandrogener Therapie ist das t-PSA ein
unverzichtbarer Parameter, da die Serumkonzentration des t-PSA mit der aktuellen
Tumorsituation Kkorreliert.” Die Anwendung des t-PSA in der Vorsorgeuntersuchung
erméglichte zunehmend die Erfassung von PCa in frithen, potentiell kurablen Tumorstadien.®
In den USA hat sich durch die Einfihrung der t-PSA-Bestimmung die Inzidenz von
lokalisierten PCa signifikant erhoht, wéhrend sich der Antell an fortgeschrittenen
Erkrankungen kontinuierlich verringert hat.® Etwa die Halfte der diagnostizierten PCa sind
lokalisiert und kénnen einer kurablen lokalen Therapie zugefiihrt werden.™

In friheren Untersuchungen konnte das volle diagnostische Potential des t-PSA fir die
Unterscheidung zwischen PCa und BPH wegen ungentigender Sensitivitdt des Testes nicht
klar gezeigt werden. Neuere Studien haben die klinische Zuverlassigkeit des t-PSA in der
Diagnostik des PCa untermauert. In den neunziger Jahren wurde in mindestens flnf
umfangreichen Studien gezeigt, dal} durch die alleinige Bestimmung des t-PSA das
organbegrenzte PCa friher nachgewiesen wird als mit der traditionellen digitalen rektalen
Palpation.®**** Der positive pradiktive Wert des t-PSA stieg von ca. 10% bei Mannern mit
einem t-PSA < 4 pg/l auf Gber 80% bei einem t-PSA > 20 ug/l. Die Inzidenz des PCa und die
Inzidenz des fortgeschrittenen PCa korrelieren mit steigender t-PSA-Konzentration. Mehr als
die Héfte der Patienten mit einer t-PSA-Konzentration > 10 pg/l hatte bereits eine
fortgeschrittene  Tumorerkrankung. Deshalb erfordert eine Erfassung von frihen
Tumorstadien einen niedrigen t-PSA-Grenzwert. Es ist daher sinnvoll und notwendig, auf
eine breite Anwendung des t-PSA zur Krebsvorsorge und auf eine Optimierung der
diagnostischen Aussagekraft dieses Parameters zu orientieren.

Diese Untersuchungen verdeutlichen aber auch die begrenzte Aussagekraft des t-PSA
als Marker fur ein PCa. Basierend auf dem allgemein akzeptierten t-PSA-Grenzwert von
4 pg/l werden bis zu 65% falsch-positive Ergebnisse beobachtet.'> Andererseits weisen ca
20% der Patienten mit einem gesicherten PCa zum Zeitpunkt der Diagnose einen
 unauffalligen* t-PSA-Wert von < 4 pg/l auf.'* PSA ist weitgehend organ-, nicht jedoch
tumorspezifisch.  Erhdhte  t-PSA-Konzentrationen werden auch bei  gutartigen
Prostataerkrankungen wie bei der BPH oder bel Entzindungen sowie nach diagnostischen
und therapeutischen MalRnahmen gefunden. Der Uberlappungsbereich zwischen gutartigen
und bosartigen Progtataerkrankungen schrankt die Diskriminationsfahigkeit des Parameters
erheblich ein.



Die relativ haufigen falsch-positiven und falsch-negativen Ergebnisse der PSA-
Bestimmungen konnen durch Berechnung des PSA-Prostatavolumenquotienten, der PSA-
Anstiegsgeschwindigkeit sowie durch Anwendung altersspezifischer PSA-Referenzgrenzen
reduziert werden.'®*’ Diese Konzepte haben jedoch nur teilweise die an sie gestellten
Erwartungen erfiillt.’® Weitere erfolgversprechende Moglichkeiten, die
Diskriminationsfahigkeit des Tumormarkers PSA zu verbessern, eréffnen sich durch die
Bestimmung der PSA-Isoformen.

PSA zirkuliert im Serum as an Proteinaseinhibitoren gebundenes und nicht-
gebundenes, freies PSA.* Etwa 70-90% des PSA ist an a;-Antichymotrypsin (ACT) und ein
deutlich kleinerer Teil an ai-Antitrypsin, Inter-a-Trypsin-Inhibitor, Antithrombin oder an
Protein C gebunden. Das verbleibende f-PSA mit etwa 10-30% des t-PSA ist im Serum nicht
an Proteine gebunden. Eine weitere Fraktion des t-PSA wird vom ax-Makroglobulin
vollsténdig umschlossen und kann derzeit von kommerziell erhéltlichen Testsystemen nicht
erfalt werden.? In zahireichen, auch multizentrischen Untersuchungen konnte belegt werden,
dad Patienten mit einem PCa einen signifikant geringeren Anteil an f-PSA aufweisen als
Patienten mit einer BPH bzw. gesunde Manner. % Die Wahrscheinlichkeit, dal3 ein PCa
vorliegt, steigt mit sinkendem Anteil an f-PSA. In verschiedenen retrospektiven
Untersuchungen wurde gezeigt, dal3 zwischen 19% und 64% negative Biopsiebefunde durch
die Bestimmung des f-PSA% hétten vermieden werden kdnnen. 4%

Wie beim t-PSA, bestimmen auch beim f-PSA% die angewendeten
Entscheidungsgrenzen Uber die diagnostische Sensitivitdt bzw. Spezifitét. Die Festlegung
dieser Grenzwerte ist deshalb von enormer klinischer Bedeutung und war auch Gegenstand
meiner Untersuchungen.

Die molekularen Ursachen flr das unterschiedliche Verhalten der PSA-Isoformen im
Serum von PCa- und BPH-Patienten sind bisher nicht sicher geklart. Es wurden verschiedene
Hypothesen postuliert. Auf zellulérer Ebene konnte eine veranderte Synthese von ACT in den
Tumorzellen verantwortlich sein.?® Dadurch wiirden sich im Vergleich zu gesunden oder
BPH-Zellen vermehrt ACT-PSA-Komplexe in den Tumorzellen bilden, bevor diese in die
Blutzirkulation abgegeben werden. Eine weitere Mdglichkeit besteht in der unterschiedlichen
Freisetzung von enzymatisch inaktivem PSA.?’ Dieses inaktive PSA zeigt ein verandertes
Reaktionsmuster mit den Proteinase-Inhibitoren des Serums. Das inaktive PSA, auch als
»hicked PSA" bezeichnet, ist nicht in der Lage ACT zu binden. Es wird angenommen, dal3
diese Modifikation im Extrazellularraum des Gewebes stattfindet und bei Gesunden oder

BPH-Patienten in groRerem Umfang erfolgt als im Prostatakarzinomgewebe. Zusétzlich



konnte auf Grund der veranderten Gewebsarchitektur beim Karzinom PSA direkt in die
Zirkulation abgegeben werden, ohne sich im Extrazellul&rraum anzureichern. Auch eine
abweichende Glykosilierungsrate des PSA in den Tumorzellen kénnte zu charakteristischen
Veranderungen der Eliminationskinetik der entsprechenden PSA-1soformen fihren und somit

die Unterschiede erklaren.?®

Auch der gebundene Anteil des PSA als die grofte t-PSA-Fraktion im Serum
unterscheidet sich zwischen PCa- und BPH-Patienten.® Eine verbesserte Differenzierung
zwischen BPH und PCa wurde durch Bestimmung des ACT-PSA postuliert.® Fiir die direkte
ACT-PSA-Bestimmung bestehen grundsétzlich zwei Méglichkeiten. Einmal durch Bindung
des t-PSA der Probe an einen t-PSA-Antikorper, der an eine Festphase gekoppelt ist, und die
anschlief3ende Erfassung des ACT-PSA-Anteils mit ACT-Antikdrpern. Zum anderen kann
ACT-PSA durch Antikoérper gegen ACT an eine Festphase fixiert und danach mit Hilfe von
t-PSA-Antikorpern bestimmt werden. Fir die Bestimmung der groften PSA-Fraktion
sprechen sowohl analytische als auch klinische Griinde.®® So ermdglichen die im Vergleich
zum f-PSA hoheren ACT-PSA Konzentrationen eine bessere Detektion im Serum. Die exakte
Bestimmung von ACT-PSA im Serum wurde bisher durch analytische bzw. technische
Probleme verhindert.®* Beispielgebend sei an dieser Stelle auf Interferenzen mit dem ACT-
Cathepsin-G-Komplex hingewiesen.** Diese Schwierigkeiten konnten in jingster Zeit
weitestgehend beseitigt werden.*

In der Literatur wird die Diskriminationsfahigkeit des ACT-PSA kontrovers
diskutiert.3***34% Der grofte Teil dieser Studien wurde an relativ kleinen Probandengruppen
mit ungeniigend standardisierten Testsystemen durchgefuihrt. Von einigen Untersuchern wird
ein Vorteil der Bestimmung von ACT-PSA bzw. des Quotienten ACT-PSA/t-PSA
beschrieben, da im Vergleich zum f-PSA% eine bessere Differenzierung zwischen PCa und
BPH moglich sein soll. 19343

Die potentiellen Méglichkeiten und die teilweise erfolgversprechenden Ergebnisse
waren fir uns Anla, eine Multizenterstudie zum ACT-PSA durchzufiihren. Im Rahmen
dieser Entwicklungen mui3 auf ein neues, inzwischen kommerziell erhaltliches Testsystem
hingewiesen werden, mit dem sogenanntes cPSA im Serum bestimmt werden kann.***" Es
basiert darauf, da der zum Nachweis von t-PSA verwendete Antikdrper seine
Bindungsfahigkeit zum f-PSA in Anwesenheit eines zweiten, fur f-PSA spezifischen
Antikorpers verliert. Hierdurch wird nicht nur das ACT-PSA, sondern es werden auch andere

PSA-Inhibitoren-Komplexe erfaldt. Diesem Prinzip liegt die cPSA-Bestimmung zugrunde, wie
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sie die Firma Bayer als Test am Immunoanalyzer 1 anbietet.®’ Diese Methode soll bei
aleiniger Bestimmung des cPSA im Vergleich zum f-PSA% eine bessere Diskrimination
zwischen PCaund BPH erméglichen.***" Auch dieses Verfahren war fiir uns von besonderem
Interesse, so dal3 Untersuchungen zur diagnostischen Aussagekraft im Vergleich zu den

etablierten Markern durchgefihrt wurden.

2.2.  Eigene Untersuchungen
2.2.1. Schnellteste fir die Bestimmung des PSA

Wie im einfuhrenden Teil erkléart, liegt der besondere Stellenwert des t-PSA in der
Fruherkennung von organbegrenzten, potentiell kurablen Karzinomen. Damit ist eine
Grundvoraussetzung erfillt, PSA zu Screeningzwecken einzusetzen. Zu den Anforderungen
an ein Screening-Verfahren gehdrt aul3erdem eine einfache, kostenginstige Durchftihrbarkeit
des Tests, wobel eine gute analytische Zuverlassigkeit gewdhrleistet sein muf3. Im
allgemeinen wird t-PSA mit Radioimmuno- oder Enzymimmuno-Testsystemen bestimmt.
Das sind inzwischen Routinemethoden. Sie erfordern jedoch eine entsprechende
kogenintensive Ausristung. Der Einsatz von Schnelltesten zur Erfassung erhdhter t-PSA-
Konzentrationen, &dhnlich den Schwangerschaftstesten, wirde dem Vorhaben einer
populationsorientierten, effektiven Vorsorgeuntersuchung entsprechen. Jeder niedergelassene
Urologe bzw. Praktiker kénnte diesen Test durchfiihren, das Ergebnis unmittelbar mit dem
Patienten besprechen und eventuell weitere notwendige Malinahmen einleiten. Die
Einschdtzung und Beurteilung solcher neuen Testverfahren mit schneller Verflgbarkeit und
Verbreitung sind aus urologischer Sicht von hoher Relevanz.

Bereits 1996 wurde ein erster kommerziell verflgbarer Streifen-Schnelltest zur
Erfassung von t-PSA-Konzentrationen > 4 pg/l untersucht (Artikel Nr. E1). Zur Beurteilung
dieses Streifentestes erfolgte die Bestimmung von Serumproben parallel mit dem Streifentest
und drei  quantitativen, etablierten t-PSA-Bestimmungsmethoden.  Analytische
Rahmenbedingungen, wie intra- und inter-observer variation, wurden ermittelt. Es konnte
eingeschéatzt werden, da3 die Anforderungen an ein solches Testsystem bezlglich der
Praktikabilitdt erfillt waren. Dieser Streifentest ist ein einfaches, kostengiinstiges Verfahren,
das in jeder Praxis innerhalb kurzer Zeit durchgefiihrt werden kann und keine besondere
Aushildung erfordert. Die hohe Rate an falsch-negativen Ergebnissen vor allem im sensiblen

t-PSA-Bereich zwischen 4 und 8 pg/l entspricht jedoch nicht den notwendigen klinischen
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Erfordernissen, da moglicherweise ein organbegrenztes PCa nicht friihzeitig erkannt wird. Die
Diagnose PCa verzogert sich und macht eine kurative Therapie wegen einsetzender
Metastasierung nicht mehr moglich. Auf Grund unserer Ergebnisse muldte der Test in der
bestehenden Form als Bestandteil der V orsorgeuntersuchung abgelehnt werden.

Weiterhin muf3 darauf hingewiesen werden, dal3 auch bei analytisch sicherer Erfassung
von Serumkonzentrationen > oder < 4 pg/l t-PSA mit einem solchen Test die Differenzierung
der Patienten mit systematischen Problemen behaftet ist. Zeigen Teststreifen PSA-
Konzentrationen > 4 pg/l an, sollten sich quantitative Bestimmungen anschlief3en, bevor
weltere diagnostische Mal3nahmen (Biopsien) eingeleitet werden. Bis zu 20% der Manner mit
einem ,,normalen” t-PSA zwischen 2,6 und 4 pg/l entwickeln nach 3 bis 5 Jahren ein klinisch
erfalbares Karzinom.*®

In den letzten Jahren wurden die PSA-Schnellteste weiterentwickelt. In einer
Untersuchung unserer Arbeitsgruppe erfolgte die Beurteilung von vier neuen Testsystemen

zur Erfassung von t-PSA-Konzentrationen > 4 pg/l.**

Technische Verbesserungen haben dazu
gefuhrt, da3 zwei der vier untersuchten Testsysteme als zuverlassig beurteilt wurden.
Methodische Optimierungen, wie die Erfassung verschiedener t-PSA-Bereiche (z.B. 0-2, 3-4,
4-6, 7-10 pg/l) wurden aber auch mit diesen Testen nicht erzielt.

Um den Anforderungen in der Praxis und den Erwartungen der Patienten zu
entsprechen, miiten diese Testsysteme noch weiter verbessert und auf eine einfache, schnelle
und vor allem quantitative Bestimmung des t-PSA einschliedlich des f-PSA% orientieren. Im
Rahmen des , Fifth Framework Program, Quality of Life & Management of Living
Resources* der Européischen Union ist unsere Arbeitsgruppe gemeinsam mit Institutionen
aus 9 Landern Antragsteller des Projektes ,, Development of a dual analyte immunosensor for
the detection of free and total prostate specific antigen as a tool for screening of prostate
cancer” . Das Ziel ist die Entwicklung und Evaluierung eines Immunsensors fur t-PSA und
f-PSA. Dieses Testsystem bestimmt simultan in einem Blutstropfen die Konzentrationen von
t-PSA, f-PSA und errechnet den f-PSA%-Wert. Der transportable ,,Labtop-Analyzer” kdnnte
in Zukunft die Anforderungen an einen Schnelltest fir die zuverldssige Bestimmung dieser

Tumormarker erfillen.

Artikel (Erstautorenschaft):

E1l Lein M, Jung K, Schnorr D, Henke W, et a.: Strip test for the quick detection of
increased concentrations of progtate-specific antigen in blood. Eur J Clin Chem Clin
Biochem 1996; 34: 511-514.
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Weitere Artikel mit Koautorenschaft (nicht in der Habiliationsschrift enthalten):
K1 Jung K, Zachow J, Lein M, Brux B, et a.: Rapid detection of elevated prostate-specific antigen levelsin

blood: performance of various membrane strip test compared. Urology 1999; 53: 155-160.

2.2.2. Einschétzung der Diskriminationsfahigkeit des prozentualen freien PSA

Die Bestimmung der PSA-Isoformen zur Verbesserung der Diskriminationsfahigkeit der
PSA-Bestimmung zwischen PCa und BPH wurden im einfihrenden Tell beschrieben. Auch
unsere Arbeitsgruppe hat umfangreiche Untersuchungen zur diagnostischen Aussagekraft des
f-PSA durchgefihrt.

Fur die Differenzierung zwischen Patienten mit PCa und BPH wird zunehmend der
f-PSA%-Wert als zusétzliches Entscheidungskriterium zur Durchfiihrung einer Stanzbiopsie
der Progtata eingesetzt. Fur diese Kenngrof3e weichen die durch verschiedene Autoren
empfohlenen Diskriminationsgrenzen zum Teil erheblich voneinander ab. Dies erschwert die
Vergleichbarkeit und exakte Interpretation der Daten. In einer zusammenfassenden Arbeit
habe ich diese Entscheidungskriterien bereits publizierter Studien aufgelistet (Artikel Nr. E2).
Eigene Daten zum f-PSA% und die daraus abgeleiteten Empfehlungen fiir eine Stanzbiopsie
der Prostata wurden den Literaturangaben kritisch gegeniibergestellt. Obwohl seit Publikation
der Arbeit inzwischen zwei Jahre vergangen sind, besteht dieses grundsétzliche Problem
weiterhin.

Die Ursachen fiur die unterschiedlichen f-PSA%-Referenzgrenzen sind im
wesentlichen auf verschiedene Faktorenkomplexe zuriickzufihren. Die Bestimmung von
f-PSA und t-PSA ist methodenabhangig. Die Verwendung unterschiedlicher Antikorper, die
Anwendung verschiedener Techniken sowie der Einsatz unterschiedlicher Kalibratoren sind
einige Ursachen. Die Methodenabhéngigkeit der t-PSA-Bestimmung ist bereits vielfach
diskutiert worden. Ahnliche Probleme ergeben sich auch fur die Bestimmung des f-PSA.
Daraus leitet sich die Forderung ab, f-PSA- und t-PSA-Bestimmungen im Serum mit
Systemen vom gleichen Hersteller durchzufuhren. Eine Kombination nichtfirmengleicher
Testkombinationen wirde die Streubreite der f-PSA%-Werte deutlich erhdhen. Mel3werte von
einem Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten, die mit unterschiedlichen Testsystemen
erstellt worden sind, kénnen so nicht miteinander verglichen werden. Fehlinterpretationen
waéren die Folge. Diese Situation fuhrt zu einer deutlichen Einschrénkung der Praktikabilitéat

der PSA-Bestimmungen, da die Vergleichbarkeit von Befunden beeintréchtigt ist.
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Eine weitere Ursache der unterschiedlichen f-PSA%-Referenzgrenzen ist das
diagnostische Kriterium, nach der die Entscheidungsgrenze festgelegt wird. In der erwahnten
Arbeit (Artikel Nr. E2) sind die Daten von verschiedenen Arbeitsgruppen als Ubersicht
zusammengefaldt. Der Diskriminationspunkt fir die f-PSA%-Referenzgrenzen wurde sowohl

auf Basis der diagnostischen Sensitivitét als auch der Spezifitét und Effizienz festgelegt.

Wahrend der Einflufd verschiedener physiologischer und pathologischer Faktoren auf
die t-PSA-Konzentration im Serum gut bekannt ist, ist der Effekt solcher Variablen auf die
f-PSA-Konzentration und den f-PSA%-Wert bisher nur ungentigend beachtet worden. Und
dies, obwohl deren Kenntnis von grof3er praktischer Bedeutung ist.

Altersabhangige Referenzgrenzen fir t-PSA werden bereits auf der Grundlage von
umfangreichen Untersuchungen empfohlen.®® Bei Prostata-Gesunden steigt die 90. bzw. 95.
Perzentile des t-PSA mit dem Alter der Referenzgruppe. Im Rahmen der Multizenterstudie
»International Sudy PSA free 1996* wurden von uns 1160 gesunde Probanden ausgewertet,
bei denen t-PSA und f-PSA bestimmt wurden (Artikel Nr. E3). Die t-PSA- und f-PSA-
Konzentrationen im Serum waren signifikant unterschiedlich zwischen den einzelnen
Altersdekaden und Kkorrelierten positiv mit dem Alter der Probanden. Im Gegensatz dazu
konnte ein Alterseffekt auf die f-PSA%-Werte fir den gesamten Bereich der klinisch
relevanten Altersgruppen nicht nachgewiesen werden. Diese Beobachtung ist von direkter
praktischer Bedeutung und vereinfacht die Anwendung der KenngroRe f-PSA%. Bei der
Interpretation des errechneten f-PSA%-Wertes muld der Untersucher deshalb nicht das Alter
des Patienten bei der Indikationsstellung zur Stanzbiopsie der Prostata berticksichtigen. Eine
endgultige Bewertung der Altersabhangigkeit dieses Parameters kann zum jetzigen Zeitpunkt
jedoch noch nicht ausgesprochen werden, da es auch einige gegenteilige Befunde gibt.*°

In weiterfihrenden Untersuchungen wurde der EinfluR des Prostatavolumens und
verschiedener Progtataerkrankungen auf die Sensitivitdt und Spezifitét des Parameters
f-PSA% evaluiert.<***** |n einer Untersuchung an insgesamt 80 Mannern erwies sich das
Prostatavolumen als eine wesentliche Einflul3groRe des f-PSA%. Bei Drisen mit einem
Volumen > 40 ml kommt es zu einem vollstandigen Verlust der Differenzierungsfahigkeit des
f-PSA%."?

Bei Patienten mit histologisch gesicherter chronischer Progatitis wurde ein
vergleichbares Verhalten des f-PSA% festgestellt, wie dies beim PCa beobachtet wird.®
Diese nichtmaligne Erkrankung der Progata fuhrt dahnlich wie das PCa zu einem Abfall des

f-PSA%-Wertes. Die daraus resultierenden moglichen falsch-positiven Ergebnisse beim
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PCa-Screening mit dem Parameter f-PSA% missen vom behandelnden Arzt bei der
Entscheidung Uber die Durchfiihrung einer Stanzbiopsie der Prostata beriicksichtigt werden.

In einer Untersuchung unserer Arbeitsgruppe an insgesamt 760 Probanden wurde der
Einflud der Art der Progtataerkrankung, des Tumorstadiums, des Patientenalters und
spezieller Behandlungsformen herausgearbeitet. Die Ergebnisse von Voruntersuchungen (z.B.
Effekt des Prostatavolumens) wurden bestétigt.“* Eine Beziehung zwischen dem f-PSA-Wert
und dem Tumorstadium sowie ein Einfluld der unterschiedlichen Therapieformen war nicht
nachweisbar.

Fur ein besseres Verstdndnis des PSA-Metabolismus und fur die Anwendung der
Kenngrolle f-PSA% als Prognosefaktor nach radikaler Prostatektomie ist die Kenntnis der
Eliminationskinetik von t-PSA und f-PSA von Bedeutung. Erst in den spaten 80er Jahren
wurden Untersuchungen zur Eliminationskinetik des PSA mit einer Halbwertzeit von 2 bis 3
Tagen veroffentlicht.** Nach der Entdeckung der verschiedenen Isoformen des PSA erfolgte
der Nachweis der Eliminierung des f-PSA anhand von biphasischen Modellen.*? Uber die
exakten Eliminations-Mechanismen der einzelnen Isoformen ist nur wenig bekannt. Die L eber
ist wahrscheinlich verantwortlich fir den groften Teil der PSA-Metabolisierung.”** F-PSA
wird moglicherweise nach glomerulérer Filtration und tubulérer Reabsorption in der Niere
abgebaut. ACT-PSA und das an a,-Makroglobulin gebundene PSA kommt wegen der
Proteingrof3e fur eine glomerulére Filtration nicht in Frage.

In einer ersten eigenen Untersuchung wurden bei Patienten mit organbegrenztem PCa
die Konzentrationen von t-PSA und f-PSA nach radikaler Prostatektomie in kurzen
Abstanden bestimmt (Artikel Nr. E4). Das gewdhite Verfahren gestattete Aussagen zur
Elimimationskinetik beider Parameter. In dieser Studie wurde auch ein biphasisches
Verhalten beider Komponenten dokumentiert. Die Konzentrationen beider Formen
verringerten sich im Serum nach der Operation rapide. Fur f-PSA war diese Elimination
jedoch wesentlich schneller. Das sehr schnelle Verschwinden des f-PSA in der frihen
Eliminationsphase kénnte durch die Bindung an ACT oder an andere Proteinasen-Inhibitoren
erklart werden. Zusammenfassend wurde festgestellt, dal3 beide Komponenten biphasisch aus
dem Serum eliminiert werden und t-PSA wesentlich spéater im Serum nach der Prostatektomie
verschwindet als f-PSA. Von wichtiger praktischer Bedeutung ist die Dokumentation der
erforderlichen Zeit bis zur vollstandigen Elimination des t-PSA. Nach diagnostischen

Manipulationen an der Prostata, wie z.B. der rektalen Palpation oder Stanzbiopsie, sollten drei
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Wochen vor der néchsten PSA-Serumbestimmung abgewartet werden. Erst dann kann die
optimale diagnostische Aussagekraft des t-PSA und des f-PSA% genutzt werden.

In einer fortflhrenden Untersuchung erfolgte die Evaluierung der Eliminationskinetik
des gebundenen PSA.“® Diese Arbeiten wurden durchgefiihrt, um den PSA-Metabolismus
besser zu charakterisieren. Im Gegensatz zum t-PSA und f-PSA blieben die Konzentrationen
von ACT-PSA und cPSA nach radikaler Prostatektomie tiber 6 Stunden nahezu konstant. Eine
rasche Elimination des f-PSA und ein etwas weniger ausgepragter Abfall von t-PSA war zu
beobachten. In der anschlief3enden Phase kam es zu einem konstanten Abfall von ACT-PSA,
cPSA und t-PSA. F-PSA wurde auch jetzt deutlich schneller eliminiert. Dieses Ergebnis
bekréftigt die Hypothese, da3 die rapide Abnahme von f-PSA unmittelbar nach der
Prostatektomie durch Komplexierung des f-PSA mit ACT bzw. anderen Proteinase-
Inhibitoren zustande kommen konnte.

Basierend auf unseren Auswertungen, die auf den IMMULITE PSA-Testen der Firma
DPC Biermann beruhen, habe ich Empfehlungen zur Nutzung des Parameters f-PSA% als
Entscheidungskriterium flr eine Stanzbiopsie der Prostata abgeleitet (Artikel Nr. E2). Bei
tumorsuspektem Tastbefund der Prostata mul3 immer eine Stanzbiopsie (Sextanten- oder
Oktantenbiopsie) der Progstata durchgeftihrt werden. Bei unauffalligem Tastbefund, einem
Prostatavolumen < 40 ml und einem t-PSA zwischen 2 und 4 pg/l sollte bei einem f-PSA%-
Wert < 9% eine Stanzbiopsie durchgefiihrt werden, um organbegrenzte PCa zu erfassen. Im
t-PSA-Bereich von 4 bis 10 pg/l empfehlen wir als Diskriminationspunkt fir das f-PSA%
15%. Diese Entscheidungsgrenze ergibt die htchste Effizienz.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 die zielgerichtete Anwendung der
Kenngrolze f-PSA% eine Optimierung der Stanzbiopsie bzw. Wiederholungsbiopsie in der
PCa-Diagnostik ermdglicht.

Artikel (Erstautorenschaft):

E2 Lein M, Stephan C, Jung K, Schnorr D, et al.: Relation of free PSA/total PSA in serum
for differentiating between patients with prostatic cancer and benign hyperplasia of the
progtate: which cutoff should be used? Cancer Invest 1998; 16: 45-49.

E3 Lein M, Koenig F, Jung K, McGovern FJ, et a.. The percentage of free prosate

gpecific antigen is an age-independent tumour marker for prostate cancer:
establishment of reference ranges in a large population of healthy men. Br J Urol
1998; 82: 231-236.
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E4 Lein M, Brux B, Jung K, Henke W, et al.: Elimination of serum free and total prostate-
specific antigen after radical retropubic prostatectomy. Eur J Clin Chem Clin Biochem
1997; 35: 591-595.

Weitere Artikel mit Koautorenschaft (nicht in der Habiliationsschrift enthalten):
K2 Stephan C, Lein M, Jung J, Schnorr D, et a.: The influence of prostate volume on the ratio of free to

total prostate specific antigen in serum of patients with prostate carcinoma and benign prostate
hyperplasia. Cancer 1997; 79: 104-109.

K3 Jung K, Meyer A, Lein M, Rudolph B, et al.: Ratio of freeto total prostate specific antigen in serum can
not distinguish patients with prostate cancer from those with chronic inflammation of the prostate. J
Urol 1998; 159: 1595-1598.

K4 Meyer A, Jung K, Lein M, Schnorr D, et a.: Factors influencing the ratio of free to total prostate
specific antigen in serum. Int J Cancer 1997; 74: 630-636.

K5 Stephan C, Jung K, Brux B, Lein M, et a.: ACT-PSA and complexed PSA elimination kineticsin serum
after radical retropubic prostatectomy: proof of new complex forming of PSA after release into
circulation. Urology 2000; 55: 560-563.

2.2.3. Diagnostische Validitét des gebundenen PSA

Wie im einfihrenden Teil zum PSA erlautert, existieren widerspriichliche Ergebnisse Uber die
diagnostische Validitat der ACT-PSA-Bestimmung. Wir haben hierzu selbst Untersuchungen
vorgenommen. In einer ersten Pilotstudie zum gebundenen PSA unter Verwendung eines
Prototyp-Testsystems fur die ACT-PSA-Bestimmung wurde die Diskriminationsfahigkeit an
165 Patienten eingeschétzt (Artikel Nr. E5).® Nach Auswertung der Daten konnte ein Vorteil
der aleinigen ACT-PSA-Bestimmung nicht gezeigt werden. Auch die Berechnung der
entsprechenden Quotienten ACT-PSA/t-PSA fihrte im Vergleich zum f-PSA% zu keiner
verbesserten Differenzierung zwischen BPH und PCa. Nach Verflgbarkeit der cPSA-
Testsysteme konnte auch die diagnostische Aussagekraft dieses Verfahrens eingeschétzt
werden.” Auch hier widersprachen die Ergebnisse einer klinischen Indikation zur alleinigen
Bestimmung des cPSA. Es wurde jedoch festgestellt, dal3 der Quotient cPSA zu t-PSA
dhnlich dem f-PSA% die Differenzierung zwischen PCa und BPH verbessert. In beiden
Untersuchungen wurden unterschiedliche Patientenkollektive untersucht. Zur Objektivierung
der diagnostischen Aussagekraft des gebundenen PSA wurden die Parameter t-PSA, f-PSA,
ACT-PSA und cPSA bzw. deren Quotienten in einer neuen Studie an gleichen
Patientengruppen bestimmt und vergleichend eingeschétzt (Artikel Nr. E6). Wie auch in den

vorangegangenen Arbeiten wurde die diagnostische Aussagekraft mit Hilfe von receiver
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operating characteristic (ROC) Kurven bewertet. Basierend auf den Daten dieses
Patientenkollektivs konnte auch hier kein diagnostischer Vortell der alleinigen Bestimmung
des gebundenen PSA belegt werden. Es kann aber geschluf3folgert werden, dal? der Quotient
cPSA/t-PSA eine mogliche Alternative zum f-PSA%-Kriterium darstellt. Diese Daten und
Ergebnisse wurden inzwischen auch von anderen Autoren bestétigt. >4

Alle bisher publizierten Untersuchungen, auch die eigenen, wurden an relativ
begrenzten Probandenzahlen durchgefiinrt. Das war Anlal3, gemeinsam mit der Firma Roche
Diagnostics eine Multizenterstudie durchzufihren (Artikel Nr. E7). Hierfr wurde ein
verbesserter ACT-PSA-Test eingesetzt. Diese Studie an insgesamt 657 Patienten aus 6
universitéaren Zentren mit t-PSA-Werten zwischen 2 und 20 pg/l ist derzeit die umfangreichste
Untersuchung zur Diskriminationsfahigkeit des ACT-PSA. Das wesentliche Ergebnis dieser
Evaluierung ist, da3 ein diagnostischer Vortell der ACT-PSA-Bestimmung bzw. der
entsprechenden Quotienten im Vergleich zum f-PSA% nicht besteht. Auch im Rahmen dieser
Multizenterstudie hat sich die klinische Validitdt des Parameters f-PSA% in Erganzung zum
t-PSA bestétigt. Nach meiner Meinung ist es nicht sinnvoll, weitere Forschungs- und
Entwicklungsarbeiten fur einen ACT-PSA-Test vorzusehen. Die vorliegenden Daten und
Interpretationen haben die Firma veranlaldt, die weitere Entwicklung des ACT-PSA-Tests
einzustellen.

Auf Grund der Publikationen und Untersuchungen wurde ich von den Herausgebern
der Fachzeitschrift ,Der Urologe A* aufgefordert, einen Ubersichtsartikel zu den molekularen
Formen des PSA zu schreiben (Artikel Nr. E8). In dieser Ubersicht ist der aktuelle Stand der
molekularen Formen des PSA und des humanen Kallikreins 2 in der PCa-Diagnostik
ausfihrlich dargestellt.

Prinzipiell eroffnet die Bestimmung der PSA-Isoformen die Mdglichkeit einer
verbesserten Prédiktion des PCa. Das ist mit einer Optimierung der Indikation zur
Prostatastanzbiopsie gleichzusetzen. Die KenngroRe f-PSA% kann damit zur Zeit als das
gunstigste Kriterium angesehen werden, das auf nichtinvasivem Weg eine verbesserte
Vorhersage Uber das Vorliegen eines PCa ermoglicht. In Zukunft sollte mit Hilfe des
f-PSA%-Wertes und anderer entscheidender Variablen (z.B. t-PSA, Prostatavolumen,
Patientenalter) die Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines PCa errechnet und die Vorhersage
optimiert werden. Eine multivariate Analyse konnte die Erfassung von organbegrenzten

Karzinomen weiter verbessern.
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Jung K, Brux B, Lein M, Knabich A, et al.: Determination of al pha;-antichymotrypsin-PSA complex in
serum does not improve the differentiation between benign prostatic hyperplasia and prostate cancer
compared with total PSA and percent free PSA. Urology 1999; 53: 1160-1168.

Jung K, Elgeti U, Lein M, Brux B, et d.: Ratio of free or complexed prostate-specific antigen (PSA) to
total PSA: which ratio improves differentiation between benign prostatic hyperplasa and prostate
cancer? Clin Chem 2000; 46: 55-62.

Adhéasionsproteine (CD44)

Bedeutung der Adhasionsproteine

Adhasionsmolekiile wirken sowohl als positive als auch negative Modulatoren bei der

Tumorinvasion und Metastasierung.*”*® Zur Gruppe der Adhasionsmolekiile, die auch von
Tumorzellen freigesetzt werden, gehdren die CD44-Proteine. CD44-Proteine sind

Transmembranglykoproteine, die als Zelloberflachenrezeptoren auf mesenchymalen und

epithelialen Zellen exprimiert werden. Sie haben grof3e Bedeutung fir Kontakte zwischen

Zellen und extrazelluldrer Matrix.*® CD44-Proteine gehdren zu einer sehr heterogenen

Proteinfamilie, die durch ein Gen mit 19 Exons kodiert wird.”®*>* Im gesunden Gewebe ist der

Spleildmechanismus streng reguliert.
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Prinzipiell werden zwei CD44-Gruppen unterschieden.”® Die CD44-Standardform
(CD44std) ist ein Protein mit einem Molekulargewicht von 80 bis 90 kDa. Es wird durch die
ersten und letzten funf Exons kodiert und auf der Oberflache von hamatopoetischen,
glanduldren und fibroblastoiden Zellen nachgewiesen. Die zweite Gruppe besteht aus den
groReren CD44-Varianten (CD44var) mit einem Molekulargewicht von mehr als 110 kDa.
Diese Varianten sind bedingt durch podtransiationale Modifizierung und alternative
Spleilimechanismen der insgesamt neun varianten Exons. Sie bestehen aus den gleichen N-
terminalen Sequenzen sowie transmembrandsen und zytoplasmatischen Anteilen wie die
Standardform, weisen aber zusitzliche Aminosiuresequenzen auf.>? In normalen Zellen
werden diese Varianten nur in geringem Umfang exprimiert. Im Gegensatz dazu wurde in
Tumorzellen eine Uberproduktion dieser groRen CD44var-Proteine durch verstérkte
Transkription von alternativen  SpleiRvarianten mMRNA  nachgewiesen.”®  Die
Tumorprogression und Metastasierung scheint mit der Expression dieser Varianten zu
korrelieren. Dieses Verhalten wurde bei verschiedenen menschlichen Malignomen, wie z.B.
bei Zervix-, Mamma- oder Kolonkarzinomen beobachtet.>*>’

Einige Arbeitsgruppen berichten, dal3 sich diese Veranderungen an den
Zelloberflachen bei Patienten mit Magen- und Kolonkarzinomen im Serum widerspiegeln.*®
Erhohte Konzentrationen korrelieren mit dem Progrel? der Tumorerkrankung. Die
Bestimmung dieser Komponenten im Serum konnte als ein einfaches, nichtinvasives
Instrument der Tumordiagnostik und Therapieliberwachung genutzt werden. Die Firma
Bender MedSystems (Wien, Osterreich) bietet inzwischen ELISA-Testsysteme fiir CD44std,
CD44var5 und CD44var6 an, die eine einfache und zuverlassige Bestimmung ermdglichen.

Informationen Uber veranderte Expressionen dieser Proteine bei urologischen
Tumoren liegen nur in sehr beschranktem Umfang vor. In PCa- und Urothelkarzinom-
Zellkulturen  wurden  verdnderte  Expressionsmuster  beobachtet.®®®  Fir  das
Nierenzellkarzinom und das Blasenkarzinom sind zuverlassige Tumormarker weder fir die
Friherkennung noch fiir die Therapiekontrolle bekannt.®®* Es besteht daher ein enormes
Interesse an der Entwicklung solcher nichtinvasiver Parameter.

Im Rahmen der Evaluierung neuer Marker bei urologischen Tumoren wurde in unserer

Arbeitsgruppe das diagnostische Potential der Bestimmung dieser Parameter eingeschétzt.
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3.2.  Eigene Ergebnisse - Adhésionsproteine (CD44) als Tumormarker

bei urologischen Tumoren

Zielstellung der Untersuchungen war die Erfassung der CD44-Expressionsmuster im Serum
von Patienten mit urologischen Karzinomen. Die potentiellen Eigenschaften der CD44-
Proteine als Tumormarker wurden eingeschétzt.

In einer ersten Untersuchung sollten Unterschiede zwischen metastasierten und
nichtmetastasierten Patienten mit PCa und BPH-Patienten bzw. Gesunden ermittelt werden.®
Diese Evaluierung wurde dann auf weitere urologische Malignome ausgedehnt. Im Serum
von etwa 200 Patienten wurden die Standardform (CD44std) und die SpleiRvarianten
CD44var5 und CD44var6 bestimmt (Artikel Nr. E9).*° Die Analysen erfolgten bei Patienten
mit Nierenzellkarzinom, Blasenkarzinom, PCa bzw. BPH und wurden den Werten von
gesunden Mannern und Frauen gegenubergestellt. Erhdhte Konzentrationen der CD44-
Varianten und der Standardform im Serum der Patienten im Vergleich zu der Kontrollgruppe
wurden nicht beobachtet. Auch bei Patienten mit metastasiertem PCa wurden keine erhéhten
Konzentrationen gemessen.

Im Gegensatz zu anderen Karzinomen lief3en sich bei urologischen Tumoren (Progtata,
Niere, Blase) keine Konzentrationsanderungen im Serum nachweisen. Als Ursache dafir
koénnte die ausbleibende Expression dieser Proteine an der Oberflache von urologischen
Tumorzellen verantwortlich sein. Uber die Expressionsmuster von CD44-Proteinen liegen
bisher keine weiteren Daten vor. Zusammenfassend mul3 festgestellt werden, dal3 die
vorliegenden Ergebnisse gegen eine Anwendung dieser Proteingruppe in der Diagnostik von

urologischen Malignomen sprechen.

Artikel (Erstautorenschaft):
E9 Lein M, Jung K, Weiss S, Schnorr D, et al.: Soluble CD44 variants in the serum of
patients with urological malignancies. Oncology 1997; 54: 226-230.

Weitere Artikel mit Koautorenschaft (nicht in der Habiliationsschrift enthalten):

K8 Jung K, Lein M, Weiss S, Schnorr D, et al.: Soluble CD44 molecules in serum of patients with prostate
cancer and benign prostatic hyperplasia. Eur JCancer 1996; 32: 627-630.

K9 Lein M, Weiss S, Jung K, Schnorr D, et al.: Soluble CD44 variants in serum of patients with prostate
cancer and other urological malignancies. Prostate 1996; 29: 334-335.
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4, Matrix-M etalloproteinasen und deren Inhibitoren

4.1. Bedeutung von Matrix-Metalloproteinasen

Matrix-Metalloproteinasen als Tumor marker

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind endogene Proteinasen mit der Fahigkeit,
extrazellulére Matrix einschlieRlich der Basalmembran aufzuspalten.®®®* MMPs gehéren zu
einer Gruppe von Enzymen, die an einer Vielzahl von physiologischen und pathologischen
Prozessen beteiligt sind und zum Um- und Abbau von Gewebe fiithren.%® Bei physiologischen
Prozessen, wie bei der Gewebsneubildung und dem Wachstum einschlief3lich Zellabbau bzw.
Zellerneuerung ist die Funktion dieser Enzyme von wesentlicher Bedeutung fir den
Organismus. Aber auch bei pathologischen Veranderungen spielen die katalytischen
Aktivitdten der MMPs und deren Regulierung eine wichtige Rolle. Solche Verdnderungen
wurden bei der rheumatoiden Arthritis, Leberzirrhose und bei Wundheilungsstérungen
nachgewiesen.®>%°

Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurde auf die Bedeutung der MMPs und ihrer
gpezifischen Inhibitoren (tissue inhibitors of metalloproteinases=TIMP) bei malignen

Erkrankungen hingewiesen.®” "

Im Mittelpunkt vielfacher Untersuchungen steht das
Verhalten von MMPs und TIMPs bei den Mechanismen der Tumorprogression. Erhéhte bzw.
veranderte Expressionsmuster wurden bei verschiedenen menschlichen Tumoren beobachtet.
MMPs gelten als die wesentlichen Enzyme des Abbaus von Abgrenzungsbarrieren wie z.B.
Basalmembranen, die einer lokalen Tumorzellausbreitung und -verschleppung bzw.
-neuansiedlung entgegenstehen.”

MMPs bilden eine Gruppe von zinkhaltigen Endopeptidasen. Die MM Ps umfassen 15
Enzyme, die entsprechend ihrer bevorzugten Substratspezifitat und Struktur in Subklassen
eingeteilt werden.®*® Dies sind die Kollagenasen (MMP1, MMP8, MMP13), Gelatinasen
(MMP2, MMP9), Stromelysine (MMP3, MMP10) und eine Subgruppe, die Matrylysin,
Stromelysin und die membrangebundenen MMPs umfalét. Es werden standig neue MMPs
beschrieben.” Die katalytische Aktivitat der MMPs ist normalerweise durch spezifische und
unspezifische Mechanismen streng reguliert:

Freisetzung der MMPs als Zymogene und extrazelluldre Aktivierung,
Beeinflussung der MM P-Synthese (Transkription),
Hemmung der Aktivitét durch TIMPs.%>"2
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Eine enge Beziehung von MMPs und TIMPs zu allen Prozessen der Tumorprogression
lat sich mit groBer Wahrscheinlichkeit aus den bisherigen Literaturdaten
schluRfolgern.¥%7*" g5 wurden erhdhte Expressionen von MMPs bei fortgeschrittenen
Tumoren in vivo und bei transformierten Zellen in vitro beobachtet. Weiterhin konnte der
Einflu von MMPs bel in vivo Modellen auf die Tumorinvasion und Metastasierung sowie
Hemmung der Tumorprogression durch Inhibitoren der MMPs dokumentiert werden.
Normale invasive Zellen (z.B. Trophoblasten) werden offensichtlich tiber Regel mechanismen
gesteuert und dadurch das invasive Potential limitiert.” Bei malignen Zellen scheinen diese
Steuermechanismen gestort bzw. auler Kraft gesetzt zu sein.”

Umfangreiche in vivo und in vitro Untersuchungen haben gezeigt, dal3 die Aktivitét
und Konzentration von MMPs mit dem invasiven und metastatischen Potential von
menschlichen Tumoren assoziiert ist.*” Das ist der Fall bei Mamma-, Kolon- und
Lungenkarzinomen.®”"®’® Die Bedeutung der MMPs bei den einzelnen Tumorentitéten ist
jedoch verschieden und bisher noch nicht umfassend geklart. Derzeit ist davon auszugehen,
da3 der MMP2 und der MMP9 eine besondere Bedeutung zukommt, da sie direkt an der
Degradation der Basalmembran beteiligt sind.”’ Die Penetration bzw. die Aufhebung der
Integritét dieser Membran durch Tumorzellverbande ist der Beweis fir das Vorliegen eines
invasiven Karzinoms. In jungsten Untersuchungen wurde die Bedeutung der Balance von
MMPs und TIMPs im Gewebe als positiver und negativer Modulator der Tumorprogression
hervorgehoben.® ™

Die Veradnderungen der MMP-Expression im Gewebe kdnnen sich teilweise in
biologischen Fliissigkeiten widerspiegeln.”* Daraus resultiert die Méglichkeit, diese
Komponenten mit einfachen, nichtinvasiven Methoden bei Patienten zu bestimmen.
Informationen Uber das Verhalten der MMPs kdnnten dann moglicherweise in der Diagnostik
und Verlaufskontrolle von Malignomen eingesetzt werden. So berichtet eine Arbeitsgruppe
von erhdhten Konzentrationen des Komplexes MMP9/TIMP im Plasma von Patienten mit
gastrointestinalen Karzinomen.™

Die Bestimmungen der MMPs wurden in der Vergangenheit meist nach
elektrophoretischer Trennung der Proteine im gelatinehaltigen Gel (Zymographie)
durchgefiihrt.”® Diese Verfahren sind arbeitsintensiv, nicht automatisierbar und weisen
erhebliche Ungenauigkeiten auf. Erst seit einigen Jahren stehen kommerzielle ELISA-
Testsysteme fur MMPs und TIMPs zur Verfigung, die eine breite Anwendung und
Einschdtzung dieser Kenngrof3en Uberhaupt erst ermdglichen. Dies darf aber nicht dartber
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hinweg tauschen, dal3 wichtige préanalytische (z.B. Probenvorbereitung) und analytische
Fragen bisher nicht geldst sind.”*"®

Fiur die Ubertragung und Verwendung von Untersuchungsergebnissen und deren
Vergleichbarkeit mit Daten anderer Autoren ist die Angleichung und Standardisierung der
analytischen und praanalytischen Bedingungen erforderlich. Diese Voraussetzungen sind
haufig besonders bei der Erfassung von neuen Markern nicht redlisiert. Es war deshalb ein
besonderes Anliegen bel unseren Untersuchungen der MMPs und TIMPs, auf diese
Problematik der Analytik aufmerksam zu machen. Diese Situation kdnnte einen Teil von
kontroversen Studienergebnissen erklaren.

Uber die biologische Rolle von MMPs und deren mogliche diagnostische Bedeutung
bei urologischen Malignomen ist wenig bekannt.”*®* Zielstellung unserer Untersuchungen
war es deshalb, Veranderungen dieser Komponenten im Tumorgewebe bzw. im Blut bei
urologischen Tumoren nachzuweisen. Im Mittelpunkt meines Interesses stand dabei das
Prostatakarzinom, es wurden aber auch Untersuchungen zum Nierenzellkarzinom

durchgeftihrt.

Hemmung der Matrix-Metalloprotei nasen-Aktivitét

Nur die rechtzeitige Erfassung des Patienten mit einem lokalisierten, nichtmetastasierten PCa
ermoglicht den Einsatz einer kurativen Therapie.? Das Standardverfahren ist hierbei die
radikale Progtatektomie. Bei fortgeschrittenen Karzinomen oder beim Auftreten eines
Tumorrezidivs wird im allgemeinen die antiandrogene Hormontherapie angewendet. Obwohl
diese Therapieform fir eine begrenzte Zeit wirksam ist, kommt es zum weiteren Progref3 des
Tumors und die Patienten versterben. Auch ein verlangertes Uberleben konnte bisher durch
die Hormontherapie nicht sicher nachgewiesen werden. Diese Faktoren erklaren das enorme
Interesse an neuen wirksamen Therapieverfahren beim PCa.

Im Rahmen der Evaluierung der Bedeutung von MMPs bei der Progression des PCa
wurde ein Standardtiermodell in die Untersuchung einbezogen.® Dieses Tiermodell
ermdglicht die Beurteilung von Therapieansétzen und -strategien, die aus den Untersuchungen
mit den MM Ps geschluf3folgert wurden.

Eine erfolgversprechende Strategie kdnnte der Einsatz von synthetischen Inhibitoren
der MMPs darstellen.®®®” Die Bedeutung der MMPs bei den essentiellen Prozessen der
Invasion und Metastasierung von Tumoren ist in verschiedenen Untersuchungen gezeigt
worden, obwohl die unmittelbaren Mechanismen bisher nur unzureichend bekannt sind. Es

liegt daher nahe, die physiologischen Inhibitoren dieser Proteinasen und deren Funktion zu
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kopieren. VVor wenigen Jahren wurden die ersten synthetischen Inhibitoren entwickelt.?® Eine
solche Substanz ist das Batimastat. Es wird derzeit als Standard und Vergleich fur
Neuentwicklungen allgemein akzeptiert.>%

Batimastat ist ein relativ unspezifischer Breitspektrum-Inhibitor verschiedener MMPs,
der Uber einen kompetitiven und reversiblen Hemmungsmechanismus funktioniert. In
menschlichen Tumorzellinien, in tierexperimentellen Untersuchungen und auch in Studien am
Menschen konnte eine Beeinflussung der Tumorprogression im Sinne eines Therapieeffektes
belegt werden.**%? Untersuchungen zur Wirksamkeit von synthetischen Inhibitoren bei
urologischen Karzinomen liegen nur in sehr begrenztem Umfang vor.®*® Es war daher ein
wesentliches Anliegen meiner Arbeit, eine mogliche Wirksamkeit dieser Substanzgruppe an
einem Standardtiermodell des PCa zu evaluieren. Gleichzeitig sollten in  enger
Zusammenarbeit mit der Industrie (Firma Roche) neue, selektiver wirkende synthetische
Inhibitoren erprobt werden. Der Dunning-Tumor (MatLyLu, R3327) der Ratte wurde von mir
bewuRt gewahit.2>*% Auf Grund seiner vergleichbaren Morphologie und des funktionellen
Verhaltens bezliglich Chemo-, Strahlen- und Hormontherapie wird er international als ein

Standardtiermodell des PCa angesehen.

4.2.  Eigene Untersuchungen
4.2.1. Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und deren Inhibitoren als Marker bel

urologischen Tumoren

Aus den Ergebnissen verschiedener Arbeitsguppen tUber das veranderte Expressionsverhalten
der MMPs und TIMPs bei Malignomen leiten sich diagnostische Strategien ab. Die Reflexion
der Gewebsveranderungen im Blut ertffnet die Moglichkeit der einfachen, nichtinvasiven
Bestimmung dieser Komponenten im Plasma. MMPs und TIMPs kodnnten sich zu
interessanten Werkzeugen in der Diagnostik und Therapiekontrolle bei urologischen Tumoren
entwickeln. Seit einigen Jahren stehen kommerzielle Testsysteme zur Verfigung. Die in der
Literatur verdffentlichten Ergebnisse basieren haufig auf unterschiedlichen diagnostischen
Ausgangsbedingungen. Dies schrankt die Vergleichbarkeit der Daten erheblich ein.

Um Fehlinterpretationen zu vermeiden, wurden in ersten Untersuchungen die
préaanalytischen und analytischen Bedingungen fur MMP-Bestimmungen evaluiert (Artikel
Nr. E10).f101K12 Es \wurden verschiedene MMPs mit neu entwickelten ELISA-

Testsystemen bestimmt. Die verwendeten Teste kdnnen insgesamt als analytisch zuverlassig
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eingeschatzt werden. Von besonderer Bedeutung waren jedoch die beobachteten
Konzentrationsunterschiede der MMPs und TIMPs in Abhangigkeit von der Art des
Untersuchungsmaterials. Im Serum wurden dabei zum Teil hthere Werte als im EDTA- und
Heparinplasma ermittelt. Da dies mdglicherweise auf unspezifische Erhdhungen durch
Freisetzung von MMPs bei der Blutgerinnung zurlickzufihren ist, wurde empfohlen, die
Bestimmung der MMPs und TIMPs einheitlich im Plasma durchzuftihren. Da aul3erdem die
eingesetzte Probenverdiinnung das Mef3ergebnis beeinflufét, sollten in Abhangigkeit vom
verwendeten Test nur definierte Plasmaverdiinnungen untersucht werden.

Durch diese Experimente wurden wichtige prdanalytische und analytische
Bedingungen fur die Bestimmung der MMPs und TIMPs ermittelt. Diese analytischen
Einschdtzungen der Testsysteme waren notwendig, um die Ergebnisse eigener fortfUhrender

Untersuchungen zu objektivieren und Fehlinterpretationen in Zukunft zu vermeiden.

Da fur die Diagnostik und Therapiekontrolle des Nierenzellkarzinoms, wie bereits bei
den Adhasionsproteinen betont, keine geeigneten Marker zur Verflgung stehen, begriindet
sich aus urologischer Sicht das besondere Interesse fur die Bestimmung der MMPs und
TIMPs.

Die Bestimmungen von MMP2 und MMP9 sowie der TIMPL1 und TIMP2 erfolgte
sowohl im Nierengewebe as auch im Plasma, um eine mogliche Reflexion der
Gewebsveranderungen im Blut nachweisen zu konnen (Artikel E11). Dies wéare eine
wesentliche Voraussetzung fir die Nutzung der Parameter in der Diagnostik des
Nierenzellkarzinoms. Nach histologischer Sicherung wurden MMP2, MMP9, TIMP1 und
TIMP2 im malignen Tumorgewebe und normalen Nierengewebe derselben Niere sowie im
Plasma von Patienten mit Nierenzellkarzinom untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dal
die Konzentrationen von MMP9 im Tumorgewebe und im Blut signifikant erhoht waren.
Diese Beobachtung untermauert die Hypothese einer mdglichen Bedeutung von bestimmten
MMPs bei der Entstehung und Progression von malignen Tumoren. Zusammenfassend kann
festgestellt werden, dal3 die vermehrte MMP9-Expression im Tumorgewebe auch im Blut
nachweisbar ist. Die errechnete geringe diagnostische Sensitivitét der MM P9-Bestimmung im
Plasma zur Erfassung des Nierenzellkarzinoms spricht gegen eine Anwendung dieses
Parameters als diagnostischen Marker. Da auch bei diesem urologischen Tumor ein
verandertes, fur ein Karzinom typisches Expressionverhalten von MMPs festzustellen ist,
nehme ich an, dal3 durch die gezielte Hemmung der MMP9 das Tumorwachstum und die

Progression im Sinne eines therapeutischen Effektes beeinflul3t werden konnte.
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Wegen der Bedeutung des PCa in der Urologie standen Untersuchungen zum
Expressionsverhalten der MMPs und TIMPs im Mittelpunkt. Der Nachwels eines verénderten
Expressionsverhalten im PCa-Gewebe ist sowohl von diagnostischem als auch von
therapeutischem Interesse. Zusétzliche Informationen durch eine MM P-Plasmabestimmung
wéaren von unmittelbar Kklinischer Bedeutung. Der Nachweis eines verdnderten
Expressionsmusters der MMPs erlaubt ein besseres Verstdndnis Uber die ablaufenden
Prozesse im PCa-Gewebe. Gleichzeitig resultiert bei entsprechenden Veranderungen die
theoretische Rechtfertigung fur den Einsatz von synthetischen I nhibitoren der MMPs.

Auch diese Untersuchungen wurden im Plasma und im Gewebe von PCa-Patienten
durchgefuhrt (Artikel Nr. E12). Die gemessenen Konzentrationen von verschiedenen MMPs
und TIMPs im Plasma bei PCa-Patienten ohne und mit gesicherter Metastasierung wurden
den Plasma-Konzentrationen von gesunden Probanden und Patienten mit BPH
gegenubergestellt. Im Gewebe erfolgte der Nachweis von veranderter MM P-Expression durch
den Vergleich der Konzentrationen im histologisch gesicherten malignen Anteil und im
normalen Gewebe ein und derselben Prostata. Im Plasma von Patienten mit metastasiertem
PCa wurde eine erhohte MMP3- und TIMP1-Konzentration nachgewiesen. Die vorliegenden
Daten lassen TIMPL als einen zusdtzlichen Marker fir eine fortgeschrittene Erkrankung
brauchbar erscheinen. Im Gewebe wird der erniedrigte Quotient aus MMP und TIMP as eine
tumorspezifische Veranderung interpretiert, so dal3 diese proteolytische Dysbalance durch
synthetische Inhibitoren gezielt beeinfluf3t werden kdnnte.

Zusammenfassend kann eingeschétzt werden, dal3 auch beim PCa verénderte MMP-

und TIMP-Expressionen wichtige Bestandteile bei der Tumorprogression sind. '3

Artikel (Erstautorenschaft):

E10 Lein M, Nowak L, Jung K, Koenig F, et al.: Analytical aspects regarding the
measurement of metalloproteinases and their inhibitors in blood. Clin Biochem 1997;
30: 491-496.

E1l Lein M, Jung K, Laube C, Hibner T, et a.: Matrix-metalloproteinases and their

inhibitors in plasma and tumor tissue of patients with renal cell carcinoma. Int J
Cancer 2000; 85: 801-804.

E12 Lein M, Nowak L, Jung K, Laube C, et a.: Metalloproteinases and tissue inhibitors of
matrix-metalloproteinases in plasma of patients with prostate cancer and in prostate
cancer tissue. Ann NY Acad Sci 1999; 878: 544-546.
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Weitere Artikel mit Koautorenschaft (nicht in der Habiliationsschrift enthalten):

K10 Lein M, Jung K, Nowak L, Schnorr D, et a.. Analytical aspects regarding the measurement of
metalloproteinases. Ann NY Acad Sci 1999; 878: 491-493.
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matrix metalloproteinases 2 and 9 and tissue inhibitor of metalloproteinase 2 in blood. Clin Chem 1998;
44: 1060-1062.

K12  Jung K, Nowak L, Lein M, Henke W, et a.: What kind of specimen should be selected for determining
tissue inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP-1) in blood? Clin Chim Acta 1996; 254: 97-100.

K13  Jung K, Nowak L, Lein M, Priem F, et a.: Matrix metalloproteinases 1 and 3, tissue inhibitor of
metalloproteinase 1 and the complex of metalloproteinase 1/tissue inhibitor in plasma of patients with
prostate cancer. Int J Cancer (Pred Oncol) 1997; 74: 220-223.

K14  Jung K, Lein M, Ulbrich N, Rudolph B, et a.: Quantification of matrix metalloproteinases and tissue
inhibitors of metalloproteinasein prostatic tissue: analytical aspects. Prostate 1998; 34: 130-136.

4.2.2. Tierexperimentelle Untersuchungen zu MMPs beim Prostatakarzinom

Der Dunning-Tumor der Copenhagen Ratte ist ein etabliertes Tiermodell fur das menschliche
PCa®* Auf Grund seines Verhaltens gegeniiber verschiedenen Therapieformen wird er fiir
die Uberpriifung neuer Therapiestrategien beim PCa priméar empfohlen.® Die verschiedenen
Subformen dieses Tumors zeigen deutlich voneinander abweichende Eigenschaften. Es
existieren hormonsensitive und hormonrefraktére Zellinien, die sich auch durch ihr
Metastasierungsverhalten und durch die Metastasierungslokalisation unterscheiden. Fir
unsere Untersuchungen wahlten wir den sehr aggressiven hormonrefraktéren MatLylLu
R3327-Tumor der sowohl in die Lungen als auch in die Lymphknoten metastasiert. Die
notwendigen Techniken habe ich wéahrend eines einjahrigen Forschungsaufenthaltes in den
USA (Harvard University, Boston) erlernt. Die in diesem Abschnitt vorgestellten
Untersuchungen wurden von mir dort durchgefiihrt.

Bei allen Experimenten erfolgte die Induktion des Dunning-Tumors bei der
mannlichen Copenhagen Ratte durch subkutane oder orthotope (ventraler Prostatalappen)
Injektion von 100000 Tumorzellen (Artikel Nr. E13). Die subkutanen und orthotopen Tumore
unterschieden sich deutlich in ihrem Metastasierungsverhalten und Wachstum. Ein Teil der
Ratten wurde einer lokalen Hyperthermie-Behandlung unterzogen. Die Hyperthermie wurde
mit einem Nd-YAG-Laser induziert und in verschiedenen Dosierungen verabreicht. Diese
Behandlung fuhrte zu einer effektiven und dosisabhangigen Hemmung des lokalen
Tumorwachstums. Eine wichtige Beobachtung war die nachweisbare Zunahme der

Lungenmetastasierung bei den Tieren mit langerer Hyperthermie-Behandlung.
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Basierend auf einer Literaturrecherche bin ich davon ausgegangen, dal3 MMP9 ein
wichtiger Bestandteil bei der Tumorprogression ist und daher auch bei diesen Untersuchungen
bestimmt werden sollte. Die Konzentrationen von MMP9 wurden 12 Tage nach der
Tumorzellinjektion im Plasma von gesunden und tumortragenden Ratten gemessen.
AulBerdem erfolgte der MMP9-Nachweis und die Quantifizierung im normalen
Prostatagewebe sowie im Dunning-Tumor. Im normalen Prostatagewebe und im Plasma von
gesunden Ratten war MMP9 nicht nachweisbar. Im Gewebe von allen subkutanen und
orthotopen Tumoren war eine MMP9-Expression sicher nachweisbar. Bei etwa 70% der
Ratten mit Dunning-Tumoren wurde auch MMP9 im Plasma gefunden. Die MMP9-
Plasmakonzentrationen korrelierten mit der lokalen Tumorkontrolle durch Hyperthermie,
jedoch nicht mit der Lungenmetastasierung. Die MM P9-Expression war bei gutem lokalen
Therapieeffekt bzw. kleinen Tumoren signifikant reduziert.

Die Untersuchungen erlauben die Schlul3folgerung, dal3 MMP9 eine wichtige
Bedeutung beim Wachstum auch dieses Standardtumors des menschlichen PCa zukomnt,
und dal? sich die Gewebsveranderungen im Plasma widerspiegeln. Damit ist der Einsatz von
synthetischen MMP-Inhibitoren in tierexperimentellen Untersuchungen als eine

therapeutische Option beim PCa gerechtfertigt.

Artikel (Erstautorenschaft):
E13 Lein M, Koenig F, Misdraji J, McDougal WS, et a.: Laser-induced hyperthermia in
rat prostate cancer: role of site of tumor implantation. Urology 2000; 56: 167-172.

4.2.3. Einsatz von synthetischen Inhibitoren zur Blockierung der MMP-Aktivitét
beim Prostatakarzinom

Seit einigen Jahren stehen synthetische Inhibitoren von MMPs zur Verfigung. Batimastat der
Firma British Biotech hat sich als Referenzsubstanz der synthetischen Inhibitoren der MMPs
etabliert. Batimastat ist aufgrund der sehr schlechten Loslichkeit nur eingeschrénkt einsetzbar.
Aber auch Daen zum Marimastat, dem Nachfolgeprodukt mit verbesserten
Losungseigenschaften, liegen in Verbindung mit urologischen Malignomen nur wenige
Informationen vor. Es war deshalb das Anliegen der fortflhrenden Experimente, eine
madgliche Wirksamkeit dieser Substanz beim PCa als dem haufigsten Tumor des Mannes zu
evaluieren (Artikel Nr. E14).
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Nach orthotoper Injektion der MatLyLu-Tumorzellen in den ventralen Prostatalappen
erhielten ein Tell der Tiere taglich Batimastat. Die intraperitoneale Applikation des
Medikaments wurde gut toleriert. Unter Batimastat reduzierte sich das lokale
Tumorwachstum um etwa 50%. Dieses Ergebnis beweist die Bedeutung der MMPs beim
PCa-Tumorwachstum und die allgemeine Wirkung von synthetischen Inhibitoren auf die

Tumorprogression.

Diese ermutigenden Daten haben mich dazu bewogen, neue, selektivere Inhibitoren
der MMPs in diesem Modell zu untersuchen. Diese Experimente wurden in Kooperation mit
der Firma Roche durchgefuhrt. Ziel der Untersuchung war es, die Grundlagen fur die
mogliche Anwendung dieser Substanz beim Menschen zu erarbeiten. Es wurden
umfangreiche tierexperimentelle Studien mit einem neuentwickelten, hochselektiven Inhibitor
der MMPs veranlaldt. Die Genehmigung zur Publikation der Untersuchungsergebnisse erteilte
uns die Firma Roche dem Kooperationsvertrag zufolge erst vor kurzem, so da in
Abweichung von der bisherigen Darstellung der eigenen Ergebnisse nicht auf bereits
publizierte Daten zurlickgegriffen wird.

Die getestete Substanz wird als Icol (RO 28 2653) bezeichnet. Der Versuchsablauf
entspricht den bereits vorgestellten Untersuchungen zum Batimastat (orthotope
Tumorinduktion; 100000 MatLyLu-Ze€llen). Die neue Substanz wird ora verabreicht und
reduziert das lokale orthotope Tumorwachstum um bis zu 90% (Abbildung 1). Die
Experimente wurden unter gleichen Bedingungen wiederholt und waren reproduzierbar. Die
Tumorgewichte und -volumina innerhalb der Behandlungs- und Kontrollgruppen zeigten eine
erstaunlich geringe Streuung. Icol ist damit dem Batimastat an Wirksamkeit auf das lokale
Tumorwachstum deutlich Uberlegen. Weiterhin konnte eine Dosis-Wirkung-Korrelation
nachgewiesen werden (Abbildung 1 und 2). Um diese tierexperimentelle Studie an klinische
Bedingungen anzugleichen, erfolgte die Applikation der Substanz auch mehrere Tage nach
Tumorzellinjektion (Abbildung 2). Auch auf den bereits etablierten Tumor (6 Tage nach
Tumorzellinjektion) konnte ein ausgepragter Effekt beobachtet werden.

Bei einem madglichen Einsatz von MMP-Inhibitoren bei PCa-Patienten wére eine
Kombination mit anderen Therapieformen zur Induktion eines synergistischen Effektes
vorteilhaft. Daher wurde diese Substanz mit einem etablierten Chemotherapeutikum
(Etoposid) kombiniert. Diese Chemotherapie hat, wenn nur eine Substanz eingesetzt wird
(Monosubstanz), beim PCa eine eingeschrankte Wirksamkeit. Die vorliegenden

tierexperimentellen Ergebnisse zeigen jedoch, dal3 eine Kombination mit Icol eine sinnvolle
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Mal3nahme zur Verstarkung des Therapieeffektes ist. (Abbildung 3). In dieser Versuchsserie
erfolgte die Applikation der Substanzen ab dem 6. Tag nach Tumorzellinjektion bis zum 17.
Tag. Am 18. Tag wurden die Tumorgewichte und -volumina bestimmt.

Die vorliegenden Ergebnisse sowie Daten anderer Arbeitsgruppen der Firma Roche an
anderen Tiermodellen (hier nicht gezeigt) haben die Firma dazu veranlafdt, klinische
Vertraglichkeitss und Toxizitdtsstudien durchzuftihren. Sollten diese  Untersuchungen
erfolgreich verlaufen, ist der klinische Einsatz von Icol vorgesehen. In diesem Fall wird die
Urologische Klinik Studien im Rahmen von Kombinationstherapien bei PCa-Patienten nach

Genehmigung durch die Ethikkommission durchfhren.

Artikel (Erstautorenschaft):

El4 Lein M, Jung K, Le DK, Hasan T, @ a.. Synthetic inhibitor of matrix
metalloproteinases (Batimastat) reduces the prostate cancer growth in an orthotopic rat
model. Prostate 2000; 43: 77-82.
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Abbildung 1: Progtatatumorgewichte 20 Tage nach Tumorzellinjektion in den ventralen
Prostatalappen. PBS (phosphate buffer saline) und Vehikel wurden einmal am Tag oral
verabreicht. Der synthetische Inhibitor (Icol) wurde einmal am Tag oral vom 1. Tag nach
Zellinjektion bis zum 20.Tag appliziert. Die Tumorgewichte der Behandlungsgruppen mit 30
mg bzw. 100 mg Icol/kg Kdrpergewicht unterscheiden sich signifikant von den PBS- und
Vehikelkontrollen (p<0,05). Kennzeichnung der Mittelwerte.
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Abbildung 2: Progtatatumorgewichte 20 Tage nach Tumorzellinjektion in den ventralen
Prostatalappen. PBS (phosphate buffer saline) und Vehikel wurden einmal am Tag ora
verabreicht. Der synthetische Inhibitor (Icol) wurde einmal am Tag oral vom 6. Tag nach
Zellinjektion bis zum 20.Tag appliziert. Die Tumorgewichte der Behandlungsgruppen mit 50
mg, 100 mg bzw. 200 mg Icol/kg Kdrpergewicht unterscheiden sich signifikant von den PBS-
und Vehikelkontrollen (p<0,05). Kennzeichnung der Mittelwerte.
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Abbildung 3: Progtatatumorgewichte 18 Tage nach Tumorzellinjektion in den ventralen
Prostatalappen. Behandlungsbeginn am 6. Tag nach Tumorzellinjektion, einmal am Tag orale
und intraperitoneale (i.p.) Gabe bis zum 17. Tag. Symbole: NaCl: oral NaCl-Lsg. und i.p.
NaCl-Lsg.; Veh: oral Vehikel Icol und i.p. Vehikel Etoposid; Eto: oral Vehikel Icol und i.p.
Etoposid (30 mg/kg KG); Icol: oral Icol (100 mg/kg KG) und i.p. Vehikel Etoposid; Eto+lcol:
oral Icol (100 mg/kg KG) und i.p. Etoposid (30 mg/kg KG). Kennzeichnung der Mittelwerte.
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6. Zusammenfassung

Die vorliegende Habilitationsschrift ,Neue Serummarker bei urologischen Malignomen mit
dem Schwerpunkt Prostatakarzinom und Anwendung von Proteinase-Inhibitoren in der
Therapie des Prostatakarzinoms®* faldt Ergebnisse zusammen, die ich in den Jahren von 1996
bis 2000 als Erstautor in wissenschaftlichen Artikeln von peer reviewed Zeitschriften
vertffentlicht habe. Zusétzlich werden 14 Arbeiten mit ihren Aussagen eingeschlossen, bei
denen ich als Koautor beteiligt war.

Gegenstand der Habilitationsschrift sind Untersuchungen zur diagnostischen Optimierung
des Tumormarkers Prostataspezifisches Antigen (PSA) und zum Expressionsverhalten von
CD44-Proteinen bzw. Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) als potentielle, neue Marker bei
urologischen Karzinomen. Die nachgewiesene Bedeutung der MMPs bei  der
Tumorprogression und -metastasierung hat mich dazu veranlaldt, tierexperimentelle Studien
zur Hemmung der MMP-Aktivitdt mit synthetischen Inhibitoren in meine Arbeit
aufzunehmen. Zielstellung war hierbei die Evaluierung neuer Therapieoptionen beim
fortgeschrittenen Tumor. Im Mittelpunkt der Untersuchungen steht das Progtatakarzinom

(PCa) as haufigster maligner Tumor des Mannes.

1. Das PSA ist ohne Zweifel der beste Tumormarker in der Diagnostik des PCa. Der
Optimierung dieses Markers wird grof3e Bedeutung zugemessen. Dabei werden verschiedene
Konzepte verfolgt, wobei die Bestimmung der |soformen des PSA die zur Zeit erfolgreichste
Richtung zu sein scheint. Die Ergebnisse meiner u.a. im Rahmen von Multizenterstudien
durchgefuihrten Untersuchungen belegen den diagnostischen Nutzen der zusétzlichen
Bestimmung des f-PSA%, um PCa-Patienten friher zu erkennen und besser gegentiber
Patienten mit benigner Progtatahyperplasie (BPH) abgrenzen zu konnen. Ein weiteres
Ergebnis der Untersuchungen zur diagnostischen Validitéat anderer PSA-Isoformen ist die
Feststellung, dal3 die Bestimmung des gebundenen PSA keinen Vortell gegentiber dem
f-PSA% hat. Widerspriichliche Angaben in der Literatur konnten damit ausgerdumt werden.
Diese Ergebnisse veranlaldten die Firma Roche als Kooperationspartner, die
Weiterentwicklung eines ACT-PSA Prototyp-Testsystems einzustellen.

Die Ergebnisse meiner Untersuchungen zu den PSA-lsoformen haben inzwischen
Eingang in den klinischen Alltag gefunden und werden in der Urologischen Klinik der
Charité genutzt. Es wurden Entscheidungsgrenzen fir den f-PSA%-Wert zur
Indikationsstellung von Stanzbiopsien der Progtata als Klinikstandard erarbeitet.
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2. Bei verschiedenen urologischen Tumoren wurde das Expressionsverhalten von CD44-
Proteinen und MMPs bzw. deren Inhibitoren bestimmt, um eine mogliche Bedeutung bei der
Tumorprogression zu erfassen. Diese Untersuchungen sind gleichzeitig Voraussetzung fir
eine mogliche Anwendung der Komponenten in der Diagnostik und Therapiekontrolle bei
diesen Tumorentitéten.

Im Gegensatz zu anderen menschlichen Tumoren konnten bel den untersuchten
urologischen Tumoren keine veranderten Serumkonzentrationen der CD44-Proteine
einschlief3lich der Varianten nachgewiesen werden. Daher habe ich weiterfihrende Studien zu
den CD44-Proteinen nicht durchgefihrt.

3. Im Tumorgewebe sowie im Plasma von Patienten mit PCa und Nierenzellkarzinom
konnte ich signifikante Veranderungen von MMPs und deren Inhibitoren nachweisen. Die
Situation im Gewebe spiegelt sich zum Teil im Blut der Patienten wider. Diese
Beobachtungen beweisen die Bedeutung der MMPs bei der Tumorprogression und
—metastasierung. Prinzipiell kann die Bestimmung einzelner MMPs bzw. TIMPs in der
Diagnostik von urologischen Tumoren genutzt werden. Die niedrige Sensitivitdt in der
individuellen Erfassung des einzelnen Tumorpatienten schrankt jedoch die praktische

Anwendung ein.

4. Die veranderte MMP-Expression bzw. die Dysbalance zwischen MMPs und TIMPs hat
mich veranlaldt, synthetische Inhibitoren zur Blockierung der MMP-Aktivitdt in einem
Standardtiermodell des menschlichen PCa einzusetzen. In einer ersten Untersuchung am
Dunning-Tumor der Ratte wurde nachgewiesen, dal3 dieser Tumor MMP9 exprimiert und die
Serumkonzentration mit der Tumorgrof3e Korreliert. In weiteren tierexperimentellen
Untersuchungen wurde der Einfluf3 von Batimastat, einem Breitspektrum-Inhibitor der MMPs
und einem neuentwickelten, selektiveren Inhibitor (Icol) auf das orthotope Tumorwachstum
ermittelt. Beide Substanzen filhrten zu einer Hemmung des lokalen Tumorwachstums. Durch
Applikation von Icol wurde eine Reduzierung des Tumorgewichtes um 90% im Vergleich zu
den unbehandelten Kontrolltieren erreicht. Diese Beobachtungen haben eine doppelte
Bedeutung. Zum einen beweist die Hemmwirkung von synthetischen MMP-Inhibitoren im
Tiermodell die Funktion der MMPs bei der lokalen Tumorprogression. Zum anderen werden
durch diese erfolgreichen tierexperimentellen Studien mit neuen Substanzen V oraussetzungen

far die klinische Anwendung bei Patienten mit hormonrefraktéarem PCa geschaffen.
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