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Referat und bibliographische Beschreibung

Das spezifische Vorkommen endogener Lektine in der Dickdarmschleimhaut,

aber auch an Polypen, Karzinomen und Metastasen wurde in der

Vergangenheit nachgewiesen. Anhand glykohistochemischer Methoden an

formalinfixierten Präparaten wurde der Weg der malignen Transformation

(Adenom-Dysplasie-Karzinom-Sequenz) unter Einsatz von

Neoglykoproteinen nachvollzogen.

Insbesondere schwierige diagnostische Fragestellungen am Übergang von

benignen zu malignen Läsionen im Darm sind für den Pathologen von

besonderem Interesse (z.B. Invasion/ Pseudoinvasion). Grenzfälle der

histopathologischen Diagnostik wurden untersucht und Vergleiche zwischen

Primärtumor und Metastase angestellt.

Spezifische Bindungen von Neoglykoproteinen in den verschiedenen

untersuchten Entitäten konnten nachgewiesen werden. Die Ausprägung der

Oberflächenglykoproteine, die in dem Bindungsmuster der genutzten

Neoglykoproteine widergespiegelt wird, stellen einen Ausdruck der

Zellaktivität und -differenzierung dar. Bei starker Bindungsheterogenität

müssen verschiedene Funktionszustände der markierten Zellen (Änderung

der Glykokalix) aber auch zunehmende Entdifferenzierung im Verlauf der

malignen Transformation diskutiert werden.

Besonders intensiv imponierten bei Adenomen Anfärbung für  glc-Nac und

man, bei Karzinomen für α-gal-Nac.

Die verwendeten Neoglykoproteine können bisher nicht zur näheren

Spezifizierung der Adenom-Dysplasie-Sequenz in der pathologischen

Routinediagnostik oder zur besseren Einschätzung von Karzinomen

beitragen, da eine zu große interindividuelle und intraindividuelle

Heterogenität vorliegt.

Komplexere Zuckerstrukturen als Schlüssel zum besseren Verständnis der

Zellfunktion und -interaktion sollten Gegenstand weitere Forschungen auf

dem Weg künftiger Diagnostik und Therapie des Kolonkarzinoms und dessen

Metastasen sein.   

Grün, Philipp: Expressionsmuster zuckerbindender Proteine der Schleimhaut
in Adenomen und Karzinomen (einschließlich ihrer Metastasen) des Kolons.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 58 Seiten, 2003
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Abkürzungen

Abb. Abbildung

ABC         Streptavidin-Biotin-Komplex

AEC 3-Amino-9-Ethylcarbazol

α-gal α-N-Acetylgalaktosamin-BSA

β-gal β-N-Acetylgalaktosamin-BSA        

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

bzw. beziehungsweise

DS Dickdarmschleimhaut

E.-Nr.: Eingangsnummer

evtl. eventuell

fuc Fucose-BSA

glc N-acetylglucosamin-BSA

H2O2 Wasserstoffperoxid          

HE Hämatoxylin-Eosin

hyperpl. hyperplastisch

lac Laktose-BSA                               

malt Maltose-BSA         

man Mannose-BSA                                 

NGP Neoglykoprotein

NK-(Zellen) natural killer

PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (phosphate buffered

saline)

PNA Peanut Agglutinin

Tab. Tabelle

TF-Antigen Thomsen-Friedenreich-Antigen

vgl. vergleiche

WHO World Health Organisation                                    
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1. Einleitung

Das Kolonkarzinom, seine Entstehung und mögliche Therapie beschäftigen

die Medizin schon allein durch seine weite Verbreitung und Häufigkeit. Es ist

der zweithäufigste Krebs der Frauen, der dritthäufigste maligne Tumor bei

den Männern, (15.9% respektive 14.6% der Gesamtneuerkrankungen:

Arbeitsgemeinschaft Bevölkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland

1999). Bei den durch Krebs verursachten Sterbefällen liegt der

Dickdarmkrebs bei beiden Geschlechtern sogar an zweiter Stelle.

In prognostischer Sicht ist bis heute die möglichst frühzeitige Entdeckung

einer zum Karzinom führenden Läsion sehr wichtig, da die chirurgische

Intervention zur Zeit im Vordergrund steht. Es ist daher von entscheidender

Bedeutung, schon in der frühen Krebsdiagnostik benigne von malignen

Tumoren zu unterscheiden, um eine adäquate Therapie einleiten zu können.

Von großem Interesse ist hierbei der Übergang von Polyp/Adenom zum

Karzinom, da das Langzeitüberleben stark von der Invasionstiefe und der

Metastasierung eines malignen Tumors abhängt, die in frühen Stadien der

Karzinogenese per Definitionem noch nicht vorkommt. Ulrich et al. (1982)

empfehlen daher in einer Studie die lokale Exzision stark dysplastischer

Areale der Dickdarmschleimhaut, um große chirurgische Eingriffe und deren

Risiken für den Patienten zu mindern. Die Größe kolorektaler Polypen und

das Vorkommen hochgradiger Dysplasie dienen bis heute als wichtige

diagnostische Parameter für die Wahrscheinlichkeit einer karzinomatösen

Entartung (Mc Donald et al. 1999; Rosch 1997). Da die Adenom-Karzinom-

Sequenz sehr langsam verläuft, ist die Erforschung weiterer Parameter z.B.

zur Erkennung eines geänderten Zell-zu-Zell Verhaltens eine wichtige

Aufgabe zur Verbesserung von Diagnostik, Therapie und letztlich zur

Verlängerung der Überlebenszeit. Sichere, diagnostische und prädikative

Marker, wie es sie beispielsweise für das Mammakarzinom gibt (z.B.

Hormonrezeptoren), sind für das Kolonkarzinom derzeit in der

Routinediagnostik noch nicht verfügbar (Fey 2000).

In der onkologischen Forschung bemüht man sich auch um monoklonale

Antikörper, die selektiv Tumorzellen schädigen. Ein Beispiel ist der

Antikörper 17-1A, der gegen membranständiges Glykoprotein gerichtet ist

(Riethmüller et al. 1998).
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Ein anderer Ansatz ist die Immuntherapie mit Tumorzell- Vakzinen (Hanna et

al. 2001; Vermorken 2000).

Ein kleiner Schritt in diese Richtung könnten hierbei auch die

Neoglykoproteine sein, die synthetisch hergestellte Konjugate sind und als

Liganden an der Zelloberfläche (Glykokalix) fungieren. An die Glykokalix ist

die Spezifität der Zelle gebunden, sie sorgt dafür, dass sich gleichartige

Zellen erkennen (Junqueira und Carneiro 1996). Da Zellen mit Änderung

ihrer Aktivitätsparameter auch eine jeweils spezifische Oberflächenstruktur

endogener Lektine präsentieren, die auch für die Zell- Interaktionen von

Bedeutung ist, könnte eine Typisierung entsprechender

Oberflächenstrukturen für die künftige pathologische Diagnostik ein weiteres

Hilfsmittel sein, um Zellen im Verlauf der Kanzerisierung zu charakterisieren.

Besonders Grenzfälle der Diagnostik, bei denen die sichere Entscheidung

von großer Wichtigkeit für den Patienten, den behandelnden Arzt wie auch

für den Pathologen ist, könnten durch diesen Forschungsansatz erleichtert

werden.

Gerade in den für Prognose und Therapie entscheidenden Stadien der

Adenom-Karzinom-Sequenz wären Hilfsmittel in der Dysplasiediagnostik

wünschenswert. Im Falle gesicherter Pseudoinvasion könnte dem Patienten

aufwendige und oft die Lebensqualität einschränkende Chirurgie erspart

bleiben.

Auf dem Gebiet der Lungenkarzinomforschung haben Kayser et al. (1989 a,

1989 b, 1991 a, 1991 b, 1994, 1998, 2001) in den letzten Jahren viel mit

sogenannten Neoglykoproteinen (synthetische Zucker-BSA-Konjugate) als

Gegenstücke zu den in der Tumorforschung schon bekannten Lektinen

geforscht und sind zu wesentlichen Ergebnissen gekommen. Die

Neoglykoproteine konnten z.B. zur Differenzierung von Bronchialkarzinomen

angewendet werden (Gabius 1990; Kayser et al. 1989 a).
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2. Zielsetzung

In dieser Arbeit soll die Wertigkeit der synthetischen Neoglykoproteine in der

pathologisch-histologischen Routinediagnostik untersucht werden. Es

wurden nicht neoplastische Kolonschleimhaut, hyperplastische und

adenomatöse Polypen im Vergleich zu neoplastischen Veränderungen bis

hin zum Karzinom und dessen Metastasen untersucht.

Das Auffinden spezifischer Bindungsmuster der verschiedenen Entitäten war

hierbei ein Ziel, wobei folgende Unterscheidungsmöglichkeiten gesucht

wurden:

neoplastisch ⇔ nicht neoplastisch

benigne ⇔ maligne

Primärtumor ⇔ Metastase

Da auf dem Wege der Karzinogenese die verschiedenen Dysplasiegrade

durchschritten werden, soll durch den Versuch einer besseren Abgrenzung

selbiger auch eine bessere Einschätzung des malignen Potentials einer

Läsion ermöglicht werden.

Um Hinweise und Aufschlüsse über die Mechanismen der Organotropie der

Metastasierung zu erlangen, wurde auch Wert auf die Auswertung von

Kolonkarzinommetastasen im Vergleich zu den Primärtumoren gelegt.

Wichtig hierbei ist auch die Frage nach dem Erhalt der für den Tumor

spezifischen Oberflächenstrukturen endogener, zuckerbindender Proteine,

um bei der Suche nach einem unbekannten Primärtumor evtl. mehr

Informationen über dessen Sitz zu erhalten.

Diese Informationen könnten ein zusätzlicher Aspekt für die Prognose der

Erkrankung des Patienten sein.
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3.  Allgemeine Voraussetzungen

Neoglykoproteine und ihre Bedeutung als Marker endogener,

zuckerbindender Proteine (Lektine).

Die spezifische Interaktion zwischen Proteinen und Karbohydraten zellulärer

Glykokonjugate ermöglicht die Steuerung wichtiger interzellulärer

Erkennungs- und Signalprozesse. Dieses spezifische Zucker-Erkennen ist

die Voraussetzung für das Haften von Lektinen, lektintragenden Zellen

(Rosettenbildung) oder Bakterien (Adhäsion) und anderen biologischen

Partikeln (Schwämme) sowie für die Agglutinations-(Erythrozyten) und

Präzipitationsphänomene (Glykokonjugate) verschiedenster Art (Uhlenbruck

et al. 1986). Lektine, hergeleitet von dem lateinischen Wort „legere“ =

auswählen, sind zuckerbindende Proteine oder Glykoproteine nicht immunen

Ursprungs, die Zellen agglutinieren und/ oder Glykokonjugate präzipitieren

(Alroy et al. 1988 b). Sie wurden von Stillmark (1888) entdeckt, der über

Erythrozytenagglutination durch Zugabe eines Extraktes aus Ricinus

Communis berichtete. Seither wurden zahlreiche Lektine unterschiedlichsten

Ursprungs (Pflanzen, Bakterien, Pilzen, wirbellosen Tieren und Wirbeltieren)

identifiziert, gereinigt und charakterisiert (Alroy et al. 1988 a). Es gibt drei

Gruppen von Lektinen, die in lösliche, membranintegrierte und sekundär

erworbene Membranzell-Lektine eingeteilt werden (Uhlenbruck et al. 1986).

Geprägt wurde die Bezeichnung dieser Stoffgruppe als Lektine durch Boyd

(1954). Lektine als von der Natur synthetisierte und selektionierte Stoffe

können isoliert, manipuliert und als Werkzeug eingesetzt (histochemische

Sonden) werden. Es handelt sich dabei um ein duales Konzept, das große

Ähnlichkeit mit dem Schlüssel-Schloß-Prinzip der Enzymologie hat und in der

Interaktion eines membranständigen Lektins mit dem kovalenten Zucker an

einer anderen Zelle besteht, ohne dass jedoch hierbei die kovalenten

Bindungen des Glykokonjugates alteriert werden. Diese Interaktion stellt die

molekularbiologische Grundlage so elementarer Funktionen wie

Zelladhäsion, Zell-Zell-Interaktion und Zellerkennung dar (Vierbuchen 1987).

Siehe auch Abb. 1 zum Aufbau der Zellmembran. 
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Abb. 1: Schema Fluid-Mosaic-Modell (nach Schiebler 1995)

Maligne Transformation und Tumorausbreitung können mit bestimmten

Veränderungen der Struktur des Karbohydratanteils zellulärer

Glykokonjugate einhergehen. Neben ihrem Wert als mögliche

Differenzierungsmarker in der Histopathologie besitzen Zucker und

zuckerbindende Proteine funktionelle Bedeutung bei Protein-Karbohydrat-

Interaktionen. Hierbei fungieren endogene Lektine als physiologische

Rezeptoren* (Alhadeff 1989; Gabius et al. 1992). Die Anzahl und Art der

Bindungsstellen für einen bestimmten Zucker kann dabei korreliert sein mit

dem Differenzierungsgrad oder dem metastatischen Verhalten der Zellen

(Kayser et al. 1991 a; Lotan und Raz 1988 a, 1988 b; Raz et al. 1987). Raz

und Lotan (1987) fanden in flusszytometrischen Untersuchungen eine

verstärkte Oberflächenlektinexpression bei Zellen mit erhöhtem

Metastasierungspotential. Unter Verwendung von monoklonalen Antilektin-

Antikörpern konnte im Tierversuch die Metastasierung vermindert werden.

Neoglykoproteine wurden als spezielle Liganden dieser endogenen,

zuckerbindenden Strukturen (Lektine) synthetisiert, um an verschiedenen

Organen, Tumoren und deren Metastasen über die Bindungsmuster

Rückschlüsse auf Zellaktivität und eventuell Zellabstammung zu ziehen, z.B.

* Rezeptor wird in dieser Arbeit als Bindungsstelle gebraucht, nicht wie im pharmakologischen Sinne
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bei Lungentumoren und deren Metastasen (Gabius und Kayser 1989; Kayser

et al. 1989 a; Kayser et al. 1991 a), an Makrophagen (Bardosi et al. 1989)

dem Urothel (Gabius et al. 1992), Kolon (Gabius et al. 1991), Ovar (Feyler

1998), Pankreas (Walper 1999), und der Lymphogranulomatose (Nelius

1995) sowie an Zellen experimental erzeugter Weichgewebstumoren (Herling

1998; Knolle et al. 1993 a).

Diese Neoglykokonjugate können Oberflächenrezeptoren kenntlich machen,

die weder durch Fixation verändert, noch durch endogene Liganden geblockt

werden (Gabius et al. 1993).  

Ein möglicher Nutzen der Lektine und Neoglykoproteine liegt nicht nur auf

Seiten der besseren Diagnostik, sondern auch auf Seiten der Therapie

(Gabius und Gabius 1994). Es kamen und kommen verschiedenste,

gegenwärtig zumeist experimentelle Ansätze zur Anwendung. In Form von

Mistellektin konnten sowohl immunologische Effekte als auch antitumorale/

antimetastatische Resultate erhoben werden. Es wurde ebenfalls eine

Erhöhung der Zahl der NK (natural killer) -Zellen und ihrer in vitro Aktivität

gemessen. Dosisabhängig kam es zur Steigerung der Zahl der zu den NK-

Zellen in Beziehung stehenden „large granular lymphocytes“. Auch ein Drug-

Targeting wurde in Zusammenhang mit Neoglykoproteinen probiert (Gabius

1990). Bei Zytostatika konnte durch Kopplung an Neoglykoproteine eine

mehr als zehnfache Toxizitätssteigerung an kultivierten Tumorzellen erreicht

werden (Gabius et al. 1987). Durch Kopplung dieser zuckerbindenden

Strukturen an gegen HIV wirksame Medikamente kommt es zu Steigerung

der Wirkung gegen das HI-Virus (Molema und Meijer 1994). Lektine konnten

experimentell eine Metastasierung von Tumorzellen durch Blockade der

Oberflächenkonjugate verhindern (Beuth et al. 1988; Uhlenbruck et al. 1986).
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4. Material und Methoden

In die Untersuchungen wurden 37 Fälle des Instituts für Pathologische

Anatomie der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg aus den Jahren

1991 bis 1996 einbezogen (s. Anlage I). Dabei handelte es sich um 2

hyperplastische Polypen, 15 Adenome, 13 Karzinome des Kolons, 6

Lymphknotenmetastasen sowie eine Leber- und eine Mamma-Metastase

kolorektaler Karzinome.

Die Präparate waren routinemäßig in 4% igem Formalin fixiert und in Paraffin

(Schmelzpunkt 56°C) eingebettet worden.

Die Fälle wurden aus den Eingangsbüchern des Pathologischen Instituts

herausgesucht, anhand von zum Teil neu angefertigten HE-Schnitten auf ihre

Verwendbarkeit im Rahmen der Arbeit untersucht. Es sollten nur wenige

Risse und Spalten im Präparat selbst und nach Möglichkeit neben

pathologisch verändertem auch gesundes Gewebe im Schnitt enthalten sein.

Es wurde darauf geachtet, dass das Areal der Hauptdiagnose nicht zu klein

war. In die Auswertung der Präparate wurden nicht nur die Hauptdiagnose,

sondern alle in die Wertung kommenden Kriterien einbezogen (nicht

pathologisch und pathologisch verändertes Gewebe sowie enthaltene

Dysplasiegrade). Aus diesem Grund erhöhte sich die Anzahl der bewerteten

Fälle relativ und gleichzeitig wurden, da in einem Schnitt überall die gleichen

Inkubationsbedingungen herrschten, interindividuelle Bindungsunterschiede

ausgeschlossen. Der Klassifizierung der histologischen Befunde lagen die

Empfehlungen der WHO zugrunde.

Nach Auswahl der histologischen Fälle erfolgte die erneute Aufarbeitung der

archivierten Blöcke, so dass pro Block 10 neue Schnitte (ca. 2-4 µm dick) mit

dem Mikrotom angefertigt und zur verbesserten Haftung des Präparates am

Objektträger mit Natriumsilikat aufgezogen wurden.

Anschließend erfolgte die Markierung der endogenen Lektine

glykohistochemisch mit jeweils 7 synthetischen Neoglykoproteinen* (siehe

Tab.1). Nach ausreichender Inkubationszeit der Neoglykoproteine erfolgte

die Visualisierung spezifischer Lektinbindung durch eine histochemische

Nachweisreaktion.

*Ich danke Herrn Prof. Dr. rer. nat. H.-J. Gabius für die freundliche Zurverfügungstellung der Neoglykoproteine.
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Als Detektionssystem wurde ein Streptavidin-Biotin-Komplex verwendet, zur

Farbentwicklung Wasserstoffperoxid (H2O2) und das Chromogen 3-Amino-9-

Ethylcarbazol (AEC).

Um die spezifische Bindung sicherzustellen wurde eine Leerprobe ohne

Neoglykoprotein mitgeführt.

Abschließend wurden die Präparatereihen nach in der Literatur üblichen

Auswertungskriterien beurteilt.

Der genaue Ablauf mit allen verwendeten Materialien, Inkubationszeiten  und

Auswertungskriterien wird auf den folgenden Seiten in einer Übersicht

wiedergegeben.

Übersicht der histochemischen Methodik:

Von den Blöcken wurden 2-4 µm dicke Schnitte angefertigt, die mit

Natriumsilikat auf Objektträger aufgezogen und dann zum Antrocknen über

Nacht bei 45° Celsius im Brutschrank belassen wurden.

Die Entparaffinierung erfolgte durch 3x Xylol                 10 min

2x Alkohol (100%) 5 min

1x Alkohol (  96%) 10 min

Zur Blockierung der endogenen Peroxidase erfolgte eine 10 minütige

Inkubation in 3%iger Wasserstoffperoxid-Methanollösung gefolgt von der

partiellen Rehydratation in absteigender Alkoholreihe für je 5 min. bis zu

einer 0,15M phosphatgepufferten Kochsalzlösung (PBS, pH 7,2-7,4), in der

die Präparate für 3 min. verblieben.

Die weiteren Schritte erfolgten in der feuchten Kammer:

-Blockierung mit Rinderserumalbumin (BSA)

(0,03g BSA in 30 ml PBS)                                                              15 min

-Abgießen der BSA-Lösung und Inkubation mit

den Neoglykoproteinen aus der 1:10 verdünnten Stammlösung                                     

(1mg je Zucker in 2ml BSA, 1mg gelöst in 1ml PBS)                      90 min

-2x Abspülen der Schnitte in PBS                       je 5 min

-Auftragen der ABC-Lösung (Streptavidin-Biotin-Komplex)
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(Vectastain ,Firma Vectors)                                                        60 min

-2x Abspülen der Schnitte in PBS                        je 5 min

-Inkubation mit AEC (von Maxi Tags über die Firma Quartett)       30 min

-2x Abspülen mit Leitungswasser                                                je 3 min

-Gegenfärbung mit Hämalaun nach Mayer    1 min

Abschließend wurden die Schnitte mit Gelatine eingedeckt.

Folgende Neoglykoproteine kamen zum Einsatz (Tabelle 1)

Abkürzung Neoglykoprotein Bindungsspezifität

Glc N-Acetylglucosamin-BSA N-acetylierte Zucker

α-gal α-N-Acetylgalaktosamin-

BSA

N-acetylierte Zucker

β-gal β-N-Acetylgalaktosamin-

BSA

N-acetylierte Zucker

Fuc Fucose-BSA α-Fukosid

Mal Maltose-BSA Α-Glykosid

Man Mannose-BSA Α-Mannosid

Lac Laktose-BSA Galaktosid

Tab. 1: Neoglykoproteine und deren Karbohydratbindungsspezifität. Die

biotinylierten Neoglykoroteine wurden dakenswerterweise von Herrn Prof. Dr. H.J.

Gabius, München zur Verfügung gestellt.

Durch Verwendung von Vergleichsschnitten, die nur mit der Streptavidin-

Biotin-Komplex-Lösung und dem Chromogen-Gemisch behandelt waren,

sollte überprüft werden, ob unspezifische Bindungsstellen vorliegen.

Zur Lokalisation der endogenen zuckerbindenden Proteine mit Hilfe der

Neoglykoproteine (synthetische Zucker-BSA-Verbindungen) wurde die

Avidin-Biotin-Enzymkomplex Methode (ABC) ausgewählt (Abb.2). Diese

Technik beruht auf der starken Affinität von Avidin/Streptavidin für Biotin. Die

vier Bindungsstellen des Avidins für Biotin werden aufgrund der molekularen

Konfiguration meist nicht voll besetzt.

Die Neoglykoproteine wurden biotinyliert, so dass sich der Avidin-Biotin-

Komplex spezifisch an den Neoglykoproteinen binden konnte.
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Die Biotinaffinität des Avidins und der chemisch milde Biotinylierungsprozeß

verschaffen der Methode eine sehr hohe Sensitivität im Vergleich zu anderen

histochemischen Techniken (Bardosi et al. 1988; Boenisch 1989 b; Bourne

1989; Kayser et al. 1991 a).

Abb.2: ABC-Komplex und  (Strept-) Avidin-Biotin-Komplex

Die Auswertung des Bindungsmusters der Neoglykoproteine erfolgte anhand

der Intensität der Farbreaktion an Epithel und Stroma nach folgenden

Kriterien:

(-)       negativ

(+)      schwache Bindung

(++)    mittelstarke Bindung

(+++)  starke Bindung
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5. Ergebnisse

5.1 Die normale Dickdarmschleimhaut

Zur Auswertung kamen die Bereiche normaler Dickdarmschleimhaut aller

ausgewerteter Präparate. Das Bild war geprägt von hochprismatischem

Epithel mit basalen Zellkernen und klarem Zytoplasma. Becherzellen waren

reichlich zu finden.

Die Neoglykoproteine zeigten ein heterogenes Expressionsmuster mit

diffuser, zytoplasmatischer Färbung. Die oft nur schwache bis mäßige

Positivität und die basal liegenden Zellkerne erweckten dann den Eindruck

einer vorwiegend luminalen Anfärbung und imponierte als ein stärker

positiver, apikaler Saum. Zellkerne und Schleim waren in jedem Falle negativ

für Bindung der Glykokonjugate. Gelegentlich fand sich eine mäßige Bindung

an der epithelialen Basalmembran (Abb. 4). Man zeigte hierbei in mehr als

2/3 der Fälle schwache und mäßige Bindung, α-gal und fuc waren ebenfalls

selten negativ und zeigten im Vergleich zu β-gal, lac und mal häufiger

positive und auch stärker positive Bindung. Im Vergleich der darüber

abgebildete HE-Schnitt (Abb.3).

5.2 Der hyperplastische Polyp

Die ausgewerteten hyperplastischen Polypen zeigten die Merkmale wie

verlängerte und verbreiterte Drüsenschläuche bei sonst erhaltenem

Kolonschleimhautmuster mit typischer sägeblattartigem Drüsenaufbau.

Die Bindungsfähigkeit für die zur Anwendung gebrachten Glykokonjugate

war sehr häufig mäßig und gelegentlich stark positiv ausgeprägt darstellbar.

Die Färbung stellte sich diffus zytoplasmatisch dar, doch kamen auch hier

saumartig luminale Bindungen der verwendeten Zucker vor (Abb. 6,8). Zum

Teil waren keine Markierung oder nur eine sehr schwache Anfärbung (z.B.:

lac, α-gal, mal) zu sehen. Eine Bindungspräferenz für ein spezifisches

Neoglykoprotein ließ sich nicht feststellen. Glc, man und fuc waren in jedem

Falle positiv, Schleim und Zellkerne immer negativ. Im HE-Schnitt erkennt

man die Drüsenschläuche mit proliferiertem Epithel (Abb. 5,7)
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Normale Dickdarmschleimhaut

Abb. 3: Normale Kolonmukosa

Färbung: HE, Vergrößerung 400x, E.-Nr.: 8/96 Ij

Abb. 4: Normale Kolonmukosa

Färbung: man, Vergrößerung 400x, E.-Nr.:8/96 Ij

mäßige bis starke Bindung an der epithelialen Basalmembran
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Hyperplastischer Polyp

Abb.5: Hyperplastischer  Polyp

Färbung: HE, Vergrößerung: 125x, E.-Nr.: 14544/95 VII

Sägezahnartige Düsenkonfiguration

Abb. 6: Hyperplastischer Polyp

Färbung: lac, Vergrößerung: 125x, E.-Nr.: 14544/95 VII

Sägezahnartige Düsenkonfiguration

Mäßig starke, diffus zytoplasmatische Markierung, Schleim der Becherzellen ausgespart
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Abb.7: Hyperplastischer Polyp

Färbung: HE, Vergrößerung: 400x, E.-Nr.: 14544/95 VII

Verzweigte Drüsenschläuche mit proliferiertem Epithel

Abb. 8: Hyperplastischer Polyp

Färbung: lac, Vergrößerung: 400x, E.-Nr.: 14544/95 VII

Verzweigte Drüsenschläuche mit proliferiertem Epithel
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5.3 Das Adenom

Das neoplastische Epithel der untersuchten Adenome zeigte

unterschiedliche Differenzierungsgrade. Je nach Dysplasiegrad  (Dysplasie I-

III) zeigten sich unterschiedliche zelluläre Atypien, Schichtungsstörungen und

Verminderung bis Verlust der Schleimbildung. Es kommt zu gewundenen,

gedrängten und verzweigten Drüsenschläuchen. Die untersuchten Präparate

wiesen schwach bis mäßige, aber auch hochgradige Dysplasie auf.

Bei der schwachen Dysplasie imponierten die Zellkerne dunkler und größer

als in der normalen Kolonschleimhaut, es kam vermehrt zu Mitosen (Abb. 9).

Betrachtete man die mittelgradige Dysplasie, so erkannte man die

gedrängten und verzweigten Drüsenschläuche und Schichtungsstörungen im

Aufbau der Mukosa (Abb. 11).

Die hochgradige Dysplasie trat durch ein pleomorphes Erscheinungsbild der

Zellkerne und verschobene Kern/Plasma Relation in Erscheinung. Es fanden

sich vermehrt atypische Mitosen, prominente Nucleoli sowie ein gestörtes

Schleimhautrelief (Abb. 15)

Bei der schwach bis mäßigen Dysplasie variierten die Ergebnisse in der

Ausprägung der Färbeintensität von negativ bis stellenweise stark positiv.

lac, man, fuc sowie glc zeigten die hierbei häufigsten und stärksten

Markierungen. Das Färbemuster hierbei war diffus (Abb. 10,12).

Die hochgradige Dysplasie wies auch ein schwankendes Muster in der

Ausprägung der Markierung mit den verwendeten Neoglykoproteinen, das

von negativ bis mäßig positiv reichte. Am stärksten positiv banden hierbei

lac, α-gal und man. Durch die immer schlechtere Kern/Plasma Relation

zeigte sich eine diffuse, häufig verstärkt luminale Markierung der

neoplastischen Zellen (Abb. 16). 

Bei Drüsenschläuchen unterhalb der Lamina Muscularis Mucosa (Abb. 13)

im Rahmen der Untersuchung Invasion/Pseudoinvasion fand sich ein

wechselndes Bild der Neoglykoproteinbindung, in Abbildung 14 fehlt die

Bindung für man bei den Drüsenschläuchen unterhalb der Lamina Muscularis

Mucosa, wohingegen sie oberhalb der Lamina Muscularis Mucosa mäßig bis

stark positiv ist.
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Adenome

Abb. 9:Adenom mit geringer Dysplasie

Färbung: HE, Vergrößerung: 400x, E.-Nr.: 325/96

Kern-Plasmaverhältnis gering gestört, Zellkerne gedrängt

Abb. 10: Adenom mit geringer Dysplasie

Färbung: α-gal, Vergrößerung: 400x, E.-Nr.: 325/96

Kern-Plasmaverhältnis gering gestört, Zellkerne gedrängt
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Abb. 11: Adenom mit mäßiggradiger Dysplasie

Färbung: HE, Vergrößerung: 100x, E.-Nr.: 8/96 Ib

Gewundene und verzweigte Drüsenschläuche mit deutlicher Schichtungsstörung

Abb. 12: Adenom mit mäßiggradiger Dysplasie

Färbung: man, Vergrößerung: 100x, E.-Nr.: 8/96 Ib

Gewundene und verzweigte Drüsenschläuche, diffuse,mäßig bis stark positive Markierung
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Invasion / Pseudoinvasion

Abb. 13: Drüsenschläuche unterhalb der Lamina Muscularis Mucosa

Färbung: HE, Vergrößerung 100x, E.-Nr.: 8/96 Ib

Abb. 14: Drüsenschläuche unterhalb der Lamina Muscularis Mucosa

Färbung: man, Vergrößerung 100x, E.-Nr.: 8/96 Ib

keine Markierung der submukosal gelegen Drüsen bei sonst mäßig bis starker Färbung
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Abb. 15: Adenom mit hochgradiger Dysplasie 

Färbung: HE, Vergrößerung: 250x, E.-Nr.: 17503/91

Kernpleomorphie, atypischen Mitosen und Störung des regulären Schleimhautreliefs

Abb. 16: Adenom mit hochgradiger Dysplasie

Färbung: man, Vergrößerung: 250x, E.-Nr.: 17503/91

Kernpleomorphie, atypischen Mitosen und Störung des regulären Schleimhautreliefs,

nur sehr wenige schwache Bindungsstellen (man). Starke Kern(gegen)färbung
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5.4 Das Karzinom

Die Kolonkarzinome dieser Arbeit reichten von hoch differenziert bis niedrig

differenziert. Meistens waren sie vom tubulären oder tubulo-villösen Typ mit

mäßig bis hochgradiger Atypie, verringerter Kern/Plasma Relation,

atypischen Mitosen und prominenten Nucleoli. Doch kamen auch ein

verschleimendes sowie ein anaplastisches Karzinom zur Auswertung,

welches anaplastisch mittelgroßzellige Formationen mit bizarren

Tumorriesenzellen aufwies.

Auf Abbildung 17 erkennt man ein hoch differenziertes Adenokarzinom vom

tubulo-villösen Typ. Gut zu erkennen die eng an eng stehenden polymorphen

Zellkerne mit nur wenig Stromaanteil.

In den meisten Fällen ließ sich keine oder nur eine schwach bis mäßig

positive Bindungsfähigkeit feststellen. Zu einer stark positiven Anfärbung

kam es nur in einem Fall bei dem Neoglykoprotein α-gal. Mäßig positiv

waren bei der Auswertung glc, man und fuc. Das Muster der

Neoglykoproteinbindung zeigte eine diffus zytoplasmatische Ausprägung.

Zellkerne und Schleim waren negativ für die Bindung der Glykokonjugate.

Abbildung 18 zeigt eine mäßig starke Markierung mit α-gal. Das

Bindungsmuster ist diffus zytoplasmatisch, die Zellkerne, Schleim und

Stroma tragen keine Markierung des Neoglykoproteins.

Bei der Auswertung des Stromas zeigte sich ebenfalls ein heterogenes Bild

der Bindungen der NGP, das geprägt war von einer hohen Zahl negativer

Fälle und einer fast gleich verteilten Häufigkeit an schwach positiven Fällen

bei lac, α-gal, man und mal. Etwas weniger häufig waren Bindungen bei β-

gal, glc sowie fuc zu beobachten. Mäßig positiv imponierten lac, α-gal und

man. Stark positive Fälle kamen nicht vor.
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Karzinome

Abb. 17: Adenokarzinom

Färbung: HE, Vergrößerung: 400x, E.-Nr.: 167/96 I a

Atypische Mitosen, prominente Nucleoli

Abb. 18: Adenokarzinom

Färbung: α-gal, Vergrößerung: 400x, E.-Nr.: 167/96 I a

Atypische Mitosen, prominente Nucleoli, mäßiggradige, diffuse Bindung
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5.5 Metastasen

Bei den Metastasen handelte es sich sowohl um lymphogene als auch um

hämatoge in Leber und Mamma. Der Grad der Infiltration dieser Metastasen

reichte von einigen Zellenestern in Lymphknoten bis zur fast völligen

Destruktion der typischen Lymphknotenstruktur (Abb.19). Die Differenzierung

war verschieden ausgeprägt, es kam zu Bildung von Drüsenschläuchen aber

auch schlechter differenzierten Formationen mit strangartigen oder soliden

Arealen (Abb. 21,23). 

Auffallend war, dass das Bindungsmuster der hämatogenen Metastasen im

Gegensatz zu den häufig negativen Lymphknotenmetastasen eine durchweg

schwach bis mäßige positive Färbung mit den Neoglykoproteinen aufwies.

Hierbei waren in den beiden untersuchten Fällen lac, α-gal und man mäßig

und in einem Fall bei α-gal sogar stark positiv (Abb. 22, 24).

Die lymphogenen Metastasen zeigten ein negatives bis schwach positives

Bild der Anfärbung. α-gal und man imponierten auch hierbei als stärkste

Liganden (Abb. 20).

Das Stroma erwies sich als meist negativ und zeigte allenfalls schwach

positive Markierungen. Nur bei einer hämatogenen Metastasen zeigten α-gal

und man eine schwache Bindung. Bei den Lymphknotenmetastasen zeigte

sich ein ähnliches Bild mit häufig negativem Befund, gelegentlich zeigten sich

Bindungsstellen für α-gal, β-gal, glc und mal schwach positiv.
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Lymphogene Metastase

Abb. 19: Lymphknotenmetastase

Färbung: HE, Vergrößerung 100x, E.-Nr.: 455/96 VI

Atypische Drüsenschläuche innerhalb des lymphatischen Gewebes

Abb. 20: Lymphknotenmetastase

Färbung: man, Vergrößerung 100x, E.-Nr.: 455/96 VI

keine Markierung der Drüsenschläuche innerhalb des lymphatischen Gewebes
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Hämatogene Metastasen

Abb. 21:  Lebermetastase

Färbung HE, Vergrößerung 100x, E.-Nr.: 4030/96

Drüsenschläuche innerhalb des Lebergewebes

Abb. 22: Lebermetastase

Färbung man, Vergrößerung 100x, E.-Nr.: 4030/96

Atypische Drüsenschläuche innerhalb des Lebergewebes mit mäßig ausgeprägter Bindung
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Abb. 23: Metastase in der weiblichen Brustdrüse

Färbung HE, Vergrößerung 25x, E.-Nr.: 901/96

Formationen des Adenokarzinomes innerhalb des Mammagewebes

Abb. 24: Mammametastase

Färbung lac, Vergrößerung 25x, E.-Nr.: 901/96

Mäßig starke Rezeptorexpression in der Adenokarzinommetastase der Mamma
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5.6 Zusammenfassung der Befunde

In der normalen Dickdarmschleimhaut ergab sich bei starker Variabilität der

ausgewerteten Präparate die stärkste Expression für Bindungsstellen von α-

gal (-/+++). Lac, β-gal, glc, fuc und mal, zeigten eine mäßige

Bindungsaffinität (-/++). Nur man zeigte lediglich eine geringe

Bindungshäufigkeit an normale Mukosa.

Bei hyperplastischen Polypen war die Bindungsfähigkeit für glc und man im

Vergleich zur normalen Schleimhaut verstärkt (+/+++). Die Expression der

Bindungspartner für lac, mal, fuc war ähnlich (mäßig stark) wohingegen sich

β-gal leicht verstärkt an hyperplastische Schleimhaut band   (-/+++).Bei den

in dieser Arbeit ausgewerteten histologischen Schnitten stellte sich der

Schleim in den Becherzellen immer negativ für die verwendeten

Neoglykoproteinen dar.

Anhand dieser Ergebnisse scheint tendenziell eine Bindungszunahme für glc

und man im ersten Schritt der Adenom-Karzinom-Sequenz vorzuliegen bei

gleichzeitiger leicht stärkerer Bindung von β-gal (s. Tab.2).

Betrachtet man nun das Kolonkarzinom und dessen Metastasen, so zeigt

sich bei beschriebener Bindungsvariabilität einzig bei α-gal eine bis stark

positive Markierung, die übrigen Zuckerkonjugate binden nur schwach bis

mäßig stark.

Es fand sich oft große Bindungsunterschiede schon in einem histologischen

Schnitt.

Im Vergleich zu den lymphogenen Metastasen, die sich häufig negativ in der

Färbung darstellten, war die Bindungsintensität bei den hämatogenen

Metastasen stärker positiv. 

In der nachfolgenden Tabelle (Tab.2) sind die Ergebnisse noch einmal in

einer Übersicht zusammengefasst. 
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Zusammenfassung der gewonnenen Ergebnisse:

lac α-gal β-gal glc man fuc mal
Normale DS -/++ -/+++ -/++ -/++ -/+ -/++ -/++
Hyperpl. Polyp -/++ -/++ -/+++ +/+++ +/+++ +/++ -/++
Adenom Dysplasie

geringe/mäßig
- gradige

-/++ -/++ -/+ -/+++ -/+++ -/++ -/++

hochgradige -/+ -/++ -/+ -/+ -/++ -/+ -/+
Adenokarzinom -/+ -/+++ -/+ -/++ -/++ -/++ -/+

Stroma -/++ -/++ -/+ -/+ -/++ -/+ -/+
Metastasen gesamt -/++ -/+++ -/+ -/++ -/++ -/++ -/++

Lymphogen -/+ -/+++ -/+ -/++ -/++ -/+ -/++
Stroma - -/+ -/+ -/+ - - -/+
Hämatogen ++/++ ++/+++ +/+ +/++ ++/++ +/++ +/+
Stroma - -/+ - - -/+ - -

Tab.2: Darstellung der Neoglykoproteine nach Intensität ( Zusammenfassung)

Man erkennt in der Zusammenstellung die stark ausgeprägte Heterogenität

bei der Bindung der verwendeten Neoglykoproteine.  
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6. Diskussion

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse nach Auswertung der Literatur

zu zuckerbindenden Proteinen an verschiedenen menschlichen aber auch

tierischen Organen sollten im Rahmen dieser Arbeit an histologischen,

formalinfixierten, humanen Präparaten neue Erkenntnisse im Bereich der

Kanzerogenese und der Metastasierung des Kolonkarzinoms gewonnen

werden.

Durch die Anwendung von Neoglykoproteinen konnte bisher im Bereich der

Lunge ein unterschiedliches Bindungsmuster zwischen groß- und

kleinzelligen Bronchialkarzinomen nachgewiesen werden (Gabius 1990,

Kayser et al. 1989 a). Feyler (1998) fand Bindungsunterschiede bei

muzinösen Ovarialtumoren und konnte so tendenziell zur besseren

Differenzierung verschiedener Entitäten beitragen. Die Untersuchung von

Pankreaskarzinomen konnte solche Unterschiede jedoch nicht aufzeigen

(Walper 1999).

Die konventionelle Lektindiagnostik, die in der Vergangenheit intensiv am

Intestinum beschrieben wurde, hatte Zuckerstrukturen und deren

Veränderung im Rahmen der Adenom-Karzinom-Sequenz im Dickdarm

nachgewiesen (Boland 1988; Brinck et al. 1998; Fucci et al. 1993; Hsu und

Raine 1982; Kellokumpu et al. 1986; Ohannesian et al. 1994, 1995; Rhodes

et al. 1986; Ryder et al. 1994; Saitoh et al. 1992; Schoeppner et al. 1995;

Yuan et al. 1986). Am Dickdarm war eine Untersuchung mit der in dieser

Arbeit verwendeten Anzahl von Neoglykoproteinen bisher nicht erfolgt. Die

Ergebnisse einer Veröffentlichung von Gabius et al. (1991) und Brinck et al.

(1998) mit einem Teil der in dieser Arbeit verwendeten Neoglykoproteine

waren vielversprechend. Aus diesem Grund war die Verwendung

zusätzlicher Neoglykoproteine und ein erweitertes Entitätenspektrum am

Kolon eine konsequente Fortführung bisheriger Untersuchungen.

Folgende Erwartungen stellten sich daher an die eigenen Untersuchungen:

- Nachweis spezifischer Bindungsstellen für Neoglykoproteine.

- Nachweis unterschiedlicher Bindungsmuster im Verlauf der Adenom-

Karzinom- Sequenz.

- Nachweis einer spezifischen Markierung von Tumorzellen.

- Differenzierung zwischen hochgradiger Dysplasie und Karzinom
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- Differenzierung zwischen Invasion und Pseudoinvasion.

- Unterscheidung von Primärtumor und Metastase.

Die Untersuchung dieser Aspekte sollten zumindest ansatzweise ein weiterer

Mosaikstein zum besseren Verständnis der Adenom-Karzinom-Sequenz und

vielleicht ein Hilfsmittel in der histopathologischen Routinediagnostik sein.

Nach Auswertung der angefertigten histologischen Schnittpräparate zeigte

sich, dass sich die gestellten Erwartungen nicht erfüllten.

So konnte zwar die spezifische Bindung der verwendeten zuckerbindenden

Proteine nachgewiesen werden, in den Präparaten fand sich jedoch ein

zumeist heterogenes Bild der Färbungsintensität schon innerhalb eines

Schnittes. Dies weist auf die unterschiedliche Zuckerexpression der

Zelloberflächen und damit auf verschiedene Aktivitätszustände der Zellen

hin.

Im Verlauf der Adenom-Karzinom-Sequenz traten Unterschiede in der

Bindung der verschiedenen Neoglykoproteine auf. Es fand sich jedoch kein

einheitliches Muster, z.B. in Form der exzessiven Bindung eines oder

mehrerer Bindungspartner, für einen Schritt der Kanzerogenese. Die

Expression der Zucker an den Zellen zeigte sich auch in den verschiedenen

Stadien der Adenom-Dysplasie-Karzinom-Sequenz sehr heterogen, sodass

nur tendenzielle Unterschiede erkennbar waren. 

Der Nachweis einer spezifischen Markierung von Tumorzellen gelang nicht.

Bei starker Bindungsheterogenität sowohl bei hochgradiger Dysplasie als

auch bei Karzinomen ließ sich einzig aufgrund der Färbungsintensität

respektive der Bindungsspezifität keine Aussage zur Differenzierung der

beiden Phänotypen treffen. Eine sichere Unterscheidung von Invasion und

Pseudoinvasion ließ sich somit nicht aufzeigen.

Ein ähnliches Bild zeigte sich bei dem Vergleich von Primärtumor und

Metastase, sodass sich auch hier kein einheitliches Bindungsmuster fand 

(Tab.2).

Diese Ergebnisse müssen jedoch auch unter dem möglichen Einfluss von

Fehlerquellen gesehen werden, die im Verlauf noch näher dargelegt werden.

Bis zur Durchführung dieser Arbeit waren nur wenige Untersuchungen mit

ähnlichem Versuchsaufbau durchgeführt worden. Gabius et al. (1991)

verwendeten  ausgewählte Neoglykoproteine an Adenokarzinomen des
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Dickdarmes und deren Metastasen. Brinck et al. (1998) verglichen normale,

entzündliche und adenomatöse Dickdarmschleimhaut.

Andere Forschungsgruppen setzten Antikörper zum histologischen,

flusszytometrischen oder elektrophoretischen Glykoproteinnachweis ein.

Tiermodelle oder Verwendung von Lektinen waren andere Ansätze.

In diesem Zusammenhang müssen die gewonnenen Ergebnisse als originär

diskutiert werden und können nur mit ähnlichen Untersuchungen und deren

Ergebnissen verglichen werden. Hierbei können die gleiche

Untersuchungsmethode (histologisch), der Nachweis des gleichen

Bindungspartners (Glykoprotein) oder Tumoren aus der gleichen Gruppe

(Adenokarzinom) zum Vergleich herangezogen werden, um wesentliche

Gemeinsamkeiten und Unterschiede herauszustellen.

Gabius et al. (1991) verglichen das Bindungsmuster von drei

Neoglykoproteinen an kolorektalen Karzinomen und deren Metastasen.

Hierbei wurden neben Zellkulturen auch histologische Schnitte von

Sektionspräparaten verwendet. Folgende Ergebnisse wurden konstatiert:

- Es lagen spezifische Bindungsstellen an aus Zellkulturen gewonnenen

Tumorzellen vor.

- Bei den verwendeten Neoglykoproteinen an Zellkulturen wurden nur

geringe Unterschiede in der Bindungsintensität gesehen.

- Bei unterschiedlichen Tumoren ergab sich ein heterogenes

Bindungsverhalten

- Es ergab sich ein ähnliches Bindungsmuster zwischen Primärtumor und

Metastase.

In Übereinstimmung mit den genannten Ergebnissen kann auch in dieser

Arbeit der Nachweis spezifischer Bindungspartner für die verwendeten

Glykokonjugate sowie ein heterogenes Bindungsmuster hervorgehoben

werden.

Für α-gal ergab sich ebenfalls, bei großer Streubreite, in jeder untersuchten

Gruppe der Adenom-Karzinom-Sequenz eine relativ stark positive Anfärbung

(s. Tab.2).
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Bei gleichzeitiger oft starker Anfärbung von normaler Dickdarmschleimhaut,

Adenomen, Karzinomen und deren Metastasen in der eigenen Untersuchung

muss von einem regelhaft häufig vorkommenden Bindungspartner für das

verwendete Neoglykoprotein ausgegangen werden. Aus den vorliegenden

Ergebnissen kann deshalb im Gegensatz zu den Ergebnissen der

Arbeitsgruppe um Gabius die phänotypische Übereinstimmung zwischen

Primärtumor und Metastase nicht ohne weiteres bestätigt werden (Gabius et

al.1991).

Brinck et al. (1998) beobachteten eine Bindungszunahme von β-N-

Acetylgalaktosamin-BSA, Fucose-BSA and N-Acetylglucosamin-BSA im

Schritt von normaler Dickdarmschleimhaut zum Adenom.

Diese Ergebnisse konnten im Rahmen der eigenen Untersuchung nicht in

vollem Umfang bestätigt werden. Es zeigte sich ein tendenzieller Anstieg für

glc, fuc war in der Intensität etwa gleich und gal zeigte die stärkste

Färbungsintensität am hyperplastischen Polypen, um dann wieder

schwächere Bindung am Adenom aufzuweisen (Tab. 2).

Für die Pseudoinvasion gelten als morphologische Kriterien

Siderinablagerungen, frische Blutungen, Lückenbildung, Schleimzysten, ein

lockeres Stroma sowie ein geringer Dysplasiegrad. Echte Invasion bei

karzinomatöser Entartung ist charakterisiert durch einen hohen Atypiegrad,

fibröses (desmoidales) Stroma, Gefäßinvasion sowie Unterminierung der

normalen Mukosa (Borchard und Augthun 1983).

Fucci et al. (1993) versuchten an Kolonadenomen mit dem Lektin Peanut

Agglutinin (PNA) zwischen Invasion und Pseudoinvasion zu unterscheiden.

Es ließ sich kein signifikanter Unterschied zwischen Adenom und Karzinom

finden. Die semiquantitative Auswertung der PNA-Bindung ergab jedoch eine

relative Zunahme bei echter Invasion, sodass bei stark positiver Markierung

eine maligne Transformation für wahrscheinlicher erachtet wurde. Insgesamt

wurde bei starker Heterogenität eine zunehmend stärkere PNA-Bindung im

Verlauf der Adenom-Karzinom-Sequenz gesehen, die sich jedoch nicht als

signifikant darstellte.  

Die Bindungsheterogenität von Neoglykoproteinen zeigte sich auch im

Rahmen der eigenen Arbeit. Schon zwischen Adenomschleimhaut und

submukösen Drüsen zeigte sich kein einheitliches Bindungsmuster (s. Abb.

14). Vielleicht lässt sich diese unterschiedliche Markierung mit den
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verwendeten Zuckern auf Glykokalixveränderungen zurückführen, die durch

mechanische Alteration der Drüsenschläuche bei Verlagerung nach

submukös auftraten.

Da die Ergebnisse insgesamt heterogen ausfielen, muss bis auf weiteres in

der Routinediagnostik noch auf die morphologischen Veränderungen im HE-

Schnitt zurückgegriffen werden, bis ein spezifischer Bindungspartner

neoplastische Zellen der Kolonmukosa erkennen lässt und damit die

Differenzierung einer echten Invasion von einer Pseudoinvasion gestattet.  

Bei der Frage nach Bindungsunterschieden sowohl zwischen normaler

Dickdarmschleimhaut und Karzinomen als auch zwischen Karzinom und

Metastase müssen auch Unterschiede der Adenokarzinome untereinander

berücksichtigt werden. Das Kolonkarzinom kann aufgrund seines

histologischen Aufbaus als Adenokarzinom mit anderen, ähnlich

strukturierten Entitäten verschiedener Lokalisationen des menschlichen

Körpers verglichen werden. Zu nennen sind hierbei zum Beispiel

Adenokarzinome des Pankreas, des Bronchialsystems und des Ovars.

Am exokrinen Pankreas kommen per definitionem fünf maligne Tumoren vor.

Neben dem Adenokarzinom werden in der WHO-Klassifikation

Plattenepithelkarzinom, Zystadenokarzinom, Azinuszellkarzinom und

undifferenziertes Karzinom aufgeführt (Klöppel et al. 1996).

Bei der Untersuchung von Tumoren des exokrinen Pankreas beschrieb

Walper (1999) unter Verwendung derselben Neoglykoproteine an

Adenokarzinomen eine relativ starke Anfärbung unter Verwendung von man,

mal und glc. In Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen fand sich auch am

Dickdarmkarzinom eine mäßig starke Markierung für man und glc,

wohingegen mal nur schwach positiv imponierte.

Betrachtet man das Bindungsverhalten an Metastasen von exokrinen

Pankreaskarzinomen  (Walper 1999), so zeigte sich im Vergleich zum

Primärtumor eine ähnliche Affinität für man, mal und glc. Bei gleichbleibender

Heterogenität der Bindung ließ sich kein Unterschied zwischen hämatogener

und lymphogener Metastasierung aufzeigen.

Bei den eigenen Ergebnissen muss im Vergleich mit Walper (1999) bei den

lymphogenen Metastasen auf eine häufiges Fehlen von Bindungsstellen

hingewiesen werden. Hämatogene Filiae reichten in der
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Neoglykoproteinbindungsintensität von negativ bis stark positiv (Tab. 2). In

Übereinstimmung zu den Pankreastumoren und deren Metastasen war auch

hier die inter- und intraindividuelle Bindungsheterogenität für alle

verwendeten Neoglykoproteine nachweisbar.

Es lassen sich gewisse Übereinstimmungen im Bindungsverhalten der

Neoglykoproteine an Adenokarzinomen von Kolon und Pankreas aufzeigen.

Bei starker Bindungsheterogenität an den untersuchten Entitäten und relativ

geringer Fallzahl müssen diese Ähnlichkeiten im Bindungsverhalten mit

Zurückhaltung betrachtet werden.   

Die muzinösen Ovarialtumoren lassen sich in Ovarialkystom, Borderline

Kystom und Zystadenokarzinom unterteilen (Serov et al. 1973).

Feyler (1998) konnte bei den Zystadenokarzinomen, die sich histologisch in

einen endozervikalen und intestinalen Subtyp einteilen lassen, tendenzielle

Unterschiede im Bindungsmuster bei Lektinen erkennen. Es kam zur

vermehrten luminalen respektive basalen Markierung der verwendeten

Lektine beim endozervikalen im Gegensatz zur diffusen Markierung beim

intestinalen Subtyp. Der Neoglykoproteineinsatz ergab erneut ein sehr

heterogenes Erscheinungsbild der Bindung. Es ließ sich beim

Endozervikaltyp eine schwache bis mäßige basale Markierung nachweisen,

wobei der Intestinaltyp keine Neoglykoproteine band.

Im Gegensatz zu den muzinösen Tumoren, die bei den Neoglykoproteinen

eine überwiegend basale Markierung zeigten, wiesen die Präparate der

Kolonschleimhaut in der eigenen Arbeit ein vorwiegend diffus

zytoplasmatisches Bindungsmuster auf.

Beiden Untersuchungen gemeinsam war die Heterogenität der

Neoglykoproteinbindung.

Oberflächenänderungen der Glykokalix der untersuchten Gewebe können als

Ursache diskutiert werden.

Kayser et al. (1989 a, 1991 a) konnten mit Hilfe der zuckerbindenden

Proteine unterschiedliche Bindungsmuster zwischen groß- und kleinzelligen

Bronchialkarzinomen aufzeigen. Es zeigte sich, dass  Bindungsstellen für die

Neoglykoproteine für kleinzellige Karzinome nicht oder nur sehr gering

nachweisbar waren. Im Gegensatz zu den kleinzelligen zeigte sich bei den
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nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomen ein hoher Prozentsatz an

gebundenem Glykoprotein. Besonders intensiv war die Markierung für die

Zucker Mannose und Fukose. Dieses Bindungsverhalten lies sich an

Adenokarzinomen, epidermoidalen und großzelligen Bronchialkarzinomen in

annähernd gleicher prozentualer Häufigkeit (ca. 60-80%) nachweisen.    

In der eigenen Untersuchung am Kolon waren ebenfalls bis mäßig positive

Markierungen für die Neoglykoproteine Fucose-BSA und Maltose-BSA

festzustellen. Es ergab sich jedoch in der Intensität der Färbung im Vergleich

zu den anderen verwendeten Zuckerstrukturen keine deutliche Bevorzugung

einer oder mehrerer Neoglykoproteine.

Bei der Bewertung der Interpretation der Befunde von Kayser et al. (1989 a,

1991 a) muss jedoch der Aspekt berücksichtigt werden, dass die deutliche

Unterscheidung im Bindungsverhalten zwischen Bronchialkarzinomen

unterschiedlicher Gruppen gezeigt wurde.

Bronchialkarzinome sind von sehr heterogener Differenzierung und nur 40-

50% zeigen ein einheitliches histologisches Baumuster (Seifert 1990). Nach

der WHO-Klassifikation werden daher noch neben dem Zelltyp und dem

histologischen Aufbau zusätzlich Differenzierungsgrade unterschieden.

Die sehr unterschiedlichen Baumuster der Tumoren könnten für das

differierende Bindungsmuster der Glykoproteine verantwortlich sein.

Interessanterweise wurde jedoch von der Arbeitsgruppe um Kayser ein

ähnliches Markierungsverhalten für die übrigen untersuchten

Bronchialkarzinome beobachtet.

Es muss somit diskutiert werden, ob die verwendeten Neoglykoproteine in

ihrer Struktur spezifisch genug für ein jedes Organsystem/ Zelltyp sind, oder

ob eine Vielzahl verschiedener Zellen Oberflächenstrukturen exprimieren, die

eine Markierung mit den Neoglykoproteinen erlauben, so jedoch keinen

direkten Rückschluss auf die Dignität zulassen.

Ein möglicher Effekt auf die Bindungsfähigkeit der Neoglykoproteine kann

auch durch unterschiedliche Funktionszustände der Dickdarmschleimhaut in

verschiedenen Abschnitten des Kolons begründet sein. Da im Rahmen

dieser Arbeit die Lokalisation im Kolon nicht in die Auswertung mit einging,

könnte ein Teil der Variabilität der Bindungsmuster der hier verwendeten

Neoglykoproteine mit den Ergebnissen von Gorelik et al. (1982) diskutiert
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werden, der entsprechenden Bindungsunterschiede bei Verwendung von

Lektinen beobachtet hatte.

Analoge Mechanismen der Expression von Oberflächenstrukturen in der

Kolonmukosa von Mensch und Meerschwein lassen sich nicht ausschließen,

sind aber bisher durch keinen Autor untersucht worden.

Die Untersuchung vieler Organsysteme mit Neoglykoproteinen hat

Hoffnungen geweckt, biologische Vorgänge auf zellulärer Ebene im

histologischen Schnittbild besser verstehen und so auch einschätzen zu

können. Oft steht hier die Frage der malignen Entartung im Vordergrund.

Aber auch der Einsatz von Glykoproteinen als Therapeutikum ist Gegenstand

der Forschung.

Bis heute konnte dem Pathologen kein wirkliches Instrument zur alltäglichen

Diagnostik in die Hand gegeben werden, die oft schwierigen Entscheidungen

sicherer und einfacher als bisher zu treffen.

Die Ergebnisse mit den Neoglykoproteinen, die auch in dieser Arbeit

verwendet wurden, hat die Nachfrage nach immer spezielleren

Zuckerstrukturen hervorgerufen. Eine Fortführung der forschenden

Bestrebungen auf dem Gebiet der Glykohistochemie ist daher eine

konsequente und folgerichtige Forderung.

Gabius (2001) befasste sich eben mit diesem Thema in seinem Artikel

„Glycohistochemistry: the why and how of detection and localization of

endogenous lectins”.

Kayser et al. (2000, 2002) untersuchten den Zusammenhang von Auftreten

einer Erkrankung (z.B. Asbestose, Lungenfiliae von Kolonkarzinomen) und

Überlebenszeit der Patienten mit klinischen, glyko- und

immunhistochemischen Analysen. Dies ein weiterer Versuch, die

zellbiologischen Vorgänge in Bezug zur Klinik eines Patienten zu bringen und

so besser zu verstehen.

Ein andere aktueller Ansatz in der Glykoproteinforschung beschäftigt sich mit

der Hemmung von Escherichia-Coli-Enterotoxin durch Neoglykoprotein und

Anti-Lektin-Antikörpern (Menezes et al. 2002). In der Untersuchung konnte

eine bessere Wirksamkeit von Neoglykoproteinen im Vergleich zu

Antikörpern gezeigt werden. Ein möglicher Nutzen künftiger medikamentöser
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Therapie von Escherichia Coli induzierter Diarrhoe könnte aus weiterer

Forschung resultieren.

Neben den schon erwähnten Gesichtspunkten der Ursachen möglicher

Unterschiede in der Markierung mit den verwendeten Neoglykoproteinen

müssen auch methodische Aspekte und Fehlerquellen betrachtet werden.

Die für diese Arbeit verwendeten Neoglykoproteine sollen endogene

Zuckerbindungsstellen sichtbar machen. Wie bei allen wissenschaftlichen

Untersuchungen stellt sich jedoch immer die Frage der Zuverlässigkeit einer

Methode und der Reproduzierbarkeit der daraus resultierenden Ergebnisse.

Es gibt viele verschiedene Faktoren, die die Bindung an

Oberflächenstrukturen beeinflussen und so die Anfärbungsintensität

verfälschen können. Man kann diese Gründe der Artefaktbildung in vier

große Kategorien einteilen:

- Präzipitate,

- Gewebsartefakte,

- Zellartefakte und

- Spezifische Hintergrundfärbung.

Generell wurde versucht, so weit wie möglich systematische Fehlerquellen,

wie z.B. ungleiche Inkubationszeiten, unterschiedlich dicke Gewebsschnitte,

faltiges Aufziehen der Präparate auf die Objektträger und ungleichmäßige

Verteilung der Reagenzien von vornherein auszuschließen, um möglichst

gleiche Bedingungen für alle ausgewerteten histologischen Schnitte zu

erreichen. Differenzen in der Bindungsintensität aus diesen Gründen lassen

sich jedoch nicht immer ganz ausschließen.

Präzipitate, die durch ihre unregelmäßige Verteilung im Schnitt imponieren,

sind meist auf nicht in Reaktion getretene Chromogenpartikel

zurückzuführen.

Bei Gewebsartefakten, wie Rissen und Falten kommt es an den Rändern und

Falten zu unspezifischen Färbereaktionen, da die Reagenzien zwischen den

Zellschichten eingelagert werden.
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Aus diesem Grund wurde versucht, durch Natriumsilikat eine verbesserte

Haftung des Präparates zum Objektträger zu erreichen, um auch ein

Unterlaufen des Schnittes z.B. wegen Falten, zu mindern. Dieses Adhäsiv

kann jedoch die Hintergrundreaktivität erhöhen.

Zellartefakte, die durch Quetschungen oder Nekrosen zustande kommen,

sind ebenfalls als unspezifisch anzusehen und dürfen nicht in die Wertung

mit einbezogen werden.

Die Hintergrundreaktivität ist ein häufiges Problem in der Immun- und

Glykohistochemie (Boenisch 1989 a) und kann auf meist hydrophobe

Interaktionen, elektrostatische Interaktionen, endogene Enzymaktivitäten

sowie Antikörper (natürliche oder kontaminierende) zurück geführt werden.

Hydrophobe und elektrostatische Interaktionen kommen oft in Kombination

vor, wobei besonders Bindegewebe (Kollagen, Laminin, Elastin,

Proteoglykane u.a.) zu hydrophoben/ Ionen Wechselwirkungen und somit zu

Hintergrundreaktionen neigen.

Diese Bindung entspricht nicht der spezifischen Neoglykoprotein (Zucker)–

Lektinbindung (Protein). Eine häufig verwendete Methode zur Reduktion

einer hydrophobiebedingten Hintergrundfärbung ist die Verwendung einer

blockierenden Proteinlösung. Es sollten nur Eiweißmoleküle einer

Tierspezies verwendet werden, um unspezifische Reaktionen zu verhindern.

In dieser Arbeit kam Rinderserumalbumin (BSA) zur Anwendung.

Endogene Enzymaktivität wie die endogene Peroxidaseaktivität bewirkt die

Freisetzung molekularen Sauerstoffs aus Peroxiden und kann so zu einer

Verfälschung des Inkubationsergebnisses führen. Um die endogene

Peroxidaseaktivität zu unterdrücken wurden die Schnitte in methanolischem

Wasserstoffperoxid (3%) für 10 Minuten inkubiert.

Andere Ursachen artifizieller Farbreaktionen im Sinne einer diffusen

Anfärbung sind meist auf physikalische Einflüsse zurückzuführen. Hierzu

müssen Austrocknungsprozesse vor der Fixierung, unvollständige Fixierung

oder Reste des Einbettungsmediums gerechnet werden. Auch nekrotische

Areale färben sich mit allen Reagenzien (Boenisch 1989 a) und dürfen nicht

in die Wertung einfließen.
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Eine statistisch signifikante Aussage in bezug auf die Auswertung lässt sich

aufgrund der geringen Fallzahlen nicht treffen. Zusätzlich handelt es sich bei

glykohistochemischen Bindungen ebenso wie bei der Immunhistochemie

nicht um stöchiometrische Reaktionen.

Um nicht ausschließbare Begleitreaktionen möglichst in einer kombinierten

Analyse ausschließen zu können, wurden Kontrollschnitte bei der

Präparatherstellung mitgeführt und parallel ausgewertet.

Auch die physiologische Interaktion endogener Lektine in Form schon

bestehender Bindungen, die stark variieren können, wirken sich auf die

Bindungsfähigkeit der verwendeten, markierten Neoglykoproteinen aus. Auf

diese Weise können die gesuchten Zuckerstrukturen maskiert werden und so

der Auswertung entgehen (Gabius 1988).

Zusammenfassend muss man davon ausgehen, dass sich eine Vielzahl von

Faktoren auf die gewonnenen Ergebnisse auswirken können und deshalb in

der Auswertung berücksichtigt werden müssen. Die Glykohistochemie an

sich ist jedoch eine etablierte Methode, die histologisch schon an vielen

anderen Organen erprobt wurde und reproduzierbare Ergebnisse erbrachte.

Auch andere Untersuchungsansätze (Antikörper gegen Glykoproteine und

Elektrophorese) wiesen wechselnd stark ausgeprägte Unterschiede in der

Expression von Glykoproteinen nach.      
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7. Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Vorkommen endogener Lektine in der

Dickdarmschleimhaut, Adenomen, Karzinomen und Metastasen ausgewertet

und bewiesen. Die verwendeten Neoglykoproteine zeigten in den

untersuchten Fällen Bindungsmuster, die nicht eindeutig zur näheren

Spezifizierung der Adenom-Dysplasie-Sequenz oder zur besseren

Einschätzung von Karzinomen geeignet waren.

Die Ausprägung der Oberflächenglykoproteine, die in dem Bindungsmuster

der genutzten Neoglykoproteine widergespiegelt wird, stellen einen Ausdruck

der Zellaktivität dar. Interaktion dieser Zuckerstrukturen sollen wichtige

Aktivierungs- und Differenzierungsprozesse wie z.B. die Zellvermehrung

steuern.

Die starke Heterogenität, die sich in der Auswertung der Präparate zeigte,

lässt auf Prozesse wie Differenzierungsverlust und Expression auch

atypischer Oberflächenstrukturen im Rahmen der malignen Transformation

schließen.

Erfolge in der Neoglykoproteinforschung wurden schon an verschiedenen

anderen Organsystemen erzielt (Feyler 1998; Gabius und Gabius 1990,

1991, 1993; Kayser et al. 1989; Nelius 1995).

Eine genauere Differenzierung der Zelloberflächenstrukturen könnte im

Rahmen neuer Untersuchungen weiteren Aufschluss über deren Funktion

geben.

Neben diagnostischen sind auch therapeutische Aspekte einer spezifischen

Bindung wichtig. Im Rahmen eines lectin-mediated drug targeting bzw. eines

neoglycoprotein-mediated drug targeting (Gabius und Kaltner 1994; Gabius

et al. 1995; Menezes et al. 2002) könnte man gezielt ein Therapeutikum an

bestimmte Zellen koppeln. Andere Versuche in der Tumorforschung streben

eine Sensibilisierung des Körpers auf Tumorzellen an, wobei auch die

Oberflächenstruktur der Zellen als Schlüssel gilt.

Aus den in dieser Arbeit verwendeten Neoglykoproteinen lässt sich zum

jetzigen Zeitpunkt nur das Vorhandensein endogener Lektine nachweisen.

Eine mögliche Beeinflussung der Zellfunktion durch gezielte Modulation

dieser Oberflächenstrukturen muss eventuell mit spezifischeren Zuckerresten

getestet werden.
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Zum heutigen Zeitpunkt kann diese Methode noch nicht als Standard in der

histopathologischen Routinediagnostik am Dickdarm eingesetzt werden.

Diese Arbeit kann auf dem Weg dafür nur ein weiterer kleiner Baustein sein.

Weitere systematische Forschungen zur Struktur und Funktion endogener

Lektine müssen folgen, um den wahren Nutzen als diagnostisches oder

therapeutisches Hilfsmittel zu belegen.         
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9. Anlagen
Anlage I: Tabelle der histologischen Präparate

Eingangs-
Nummer

Histologische
Diagnose

Nr.: 12758/95 hyperplastischer Polyp des Kolons
Nr.: 8/96 Ij hyperplastischer Polyp und gestieltes Adenom des Kolons

Nr.: 14544/95 VII tubuläres Adenom des Kolons mit geringer Dysplasie
Nr.: 17503/91 b tubulovillöses Adenom des Kolons mit hochgradiger Dysplasie
Nr.: 6931/91 tubuläres Adenom des Kolons
Nr.: 14544/95 VIII tubuläres Adenom des Kolons
Nr.: 565/96 tubuläres Adenom des Kolons mit mäßiger Dysplasie
Nr.: 23/96 I tubuläres Adenom des Kolons
Nr.: 325/96 tubuläres Adenom des Kolons
Nr.: 906/96 tubuläres Adenom des Kolons
Nr.: 8/96 Ib tubulovillöses Adenom des Kolons
Nr.: 14502/91 tubulovillöses Adenom des Kolons
Nr.: 8/96 a tubulovillöses Adenom des Kolons mit mäßiger Kernpleomorphie
Nr.: 23/96 II tubulvillöses Adenom des Kolons
Nr.: 14544/95 VI tubulovillöses Adenom des Kolons mit mäßiggradiger Dysplasie
Nr.: 5838/93 tubulovillöses Adenom des Kolons

Nr.: 14498/91 tubulovillöses Adenom des Kolons mit Übergang zum Karzinom
Nr.: 14510/91 Ia mäßig differenziertes Adenokarzinom des Kolons
Nr.: 17485/91 I mäßig differenziertes Adenokarzinom des Kolons 
Nr.: 19552/91 I tubulovillöses Adenokarzinom des Kolons
Nr.: 20133/92 gering bis mäßig differenziertes Adenokarzinom des Kolons
Nr.: 7668/93 I mäßig differenziertes Adenokarzinom des Kolons
Nr.: 287/95 mäßig differenziertes tubuläres Adenokarzinom des Kolons 
Nr.: 14544/95 IV schlecht differenziertes Adenokarzinom mit anaplastischen Formationen
Nr.: 55/96 stark verschleimendes, mäßig differenziertes tubulo-papilläres Adenokarzinom 
Nr.: 56/96 Id mäßig differenziertes Adenokarzinom des Kolons mit mäßiger Desmoplasie
Nr.: 167/96 mäßig differenziertes tubulo-papilläres Adenokarzinom des Kolons 
Nr.: 455/96 hoch differenziertes tubuläres Adenokarzinom des Kolons
Nr.: 701/96 If weitgehend undifferenziertes Adenokarzinom des Kolons
Nr.: 2368/96 I gering differenziertes Adenokarzinom des Kolons

Nr.: 55/96 II Lymphknotenmetastase eines Kolonkarzinoms
Nr.: 55/96 If Lymphknotenmetastase eines Kolonkarzinoms
Nr.: 455/96 VI Lymphknotenmetastasen eines Kolonkarzinoms (2)
Nr.: 701/96 Ich Lymphknotenmetastase eines Kolonkarzinoms

Nr.: 2368/96 VI Lymphknotenmetastase eines Kolonkarzinoms
Nr.: 4030/96 Iib Lebermetastase eines mäßig differenzierten Adenokarzinoms des Kolon

Nr.: 901/96 Mammametastase eine Kolonkarzinoms
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10. Thesen

1. Da das Kolonkarzinom eine der häufigsten Krebserkrankungen

beiderlei Geschlechtes (Arbeitsgemeinschaft Bevölkerungsbezogener

Krebsregister in Deutschland 1999) ist, sollten große Anstrengungen

in Erforschung und Therapie dieses Leidens investiert werden.

2. Frühzeitige Diagnostik und Therapie werden bis auf weiteres von

entscheidender Bedeutung für die Senkung der Mortalität sein.

3. Der Einsatz von Neoglykoproteinen kann schon heute

Karbohydratbindungsstellen selektiv nachweisen.

4. Neoglykoproteine spiegeln Teile der Zellaktivität oder von

Zustandsform wider, die in den Bindungsmustern im

histopathologischen Schnitt ihren Ausdruck finden. 

5. Das Metastasierungsverhalten von Tumorzellen könnte durch die

Glykoproteinstruktur der Zellmembranen beeinflusst werden.

6. Die in dieser Arbeit verwendeten Neoglykoproteine sind für eine

verbesserte Routinediagnostik nicht einsetzbar.

7. Verfeinerte Neoglykoproteine könnten als Marker für

Karbohydratrezeptoren  im Verlauf der Adenom-Karzinom-Sequenz

dienlich und somit von großem Wert für die histopathologische

Routinediagnostik sein.

8. Neuere glykohistochemische Methoden könnten in der in der Therapie

nicht nur maligner Erkrankungen ein Instrument zur Verkürzung eines

Leidens und Verlängerung der Überlebenszeit werden.

9. Die Variabilität der Neoglykoproteinbindung könnte seinen Ausdruck in

der Änderung der Lektinexpression im Verlauf der Adenom-Karzinom-

Sequenz finden.
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