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|. Einleitung

1.1 Die Entwicklung der menschlichen Prostata

Das Versténdnis der frihen Entwicklung der Prostata wurde v. a. als Schltissel zum
Verstandnis der Pathologie angesehen (Lowdley, 1912; 1930), d.h. proliferative Vor-
géange wie die Entwicklung der benignen Prostatahyperplasie (BPH) wurden am Mo-
dellfall der foetalen und postnatalen Entwicklung der Prostata orientiert.

1.1.1 Die frihe foetale Entwicklung des Sinus urogenitalis, des Millerschen

Hugels und der Wolffschen Gange

Waéhrend der embryonalen Entwicklung durchlduft das Urogenital system mindestens
zwel Phasen, welche man als i) initiale ambisexuelle Phase und nachfolgend als ii)
sexuelle Phase bezeichnet. Im Laufe der ambisexuellen Phase der Entwicklung sind
die Gonaden morphologisch undifferenziert. Der mesonephrische (Wolffsche) und
paramesonephrische (Mllersche) Gang und ihre Mindungen in den Sinus urogenita:
lis entwickeln sich als Vorlaufer der inneren Genitalorgane. Fur jede dieser Vorlau-
ferstrukturen ist der Zeitpunkt der sexuellen Differenzierung geringfligig unter-
schiedlich. Unter dem Einfluf? des ,,Mullerian duct inhibitor“ (ein Mitglied der Inh-
bin/Activin/transforming growth factor family) kommt es durch Apoptose (pro-
grammierten Zelltod) zu einer Regression der Mullerschen Génge (Josso et dl.,
1976). Als Uberrest verbleibt lediglich der Utriculus prostaticus in der Nahe der g
meinsamen Offnung auf der Spitze des Millerschen Hiigels.

Der Sinus urogenitalis wird gewohnlich in einen Beckenanteil und einen phallischen
Anteil gegliedert. Der Beckenanteil, aus dem sich die Prostata entwickelt, drangt bei
seiner Grofkenzunahme den phallischen Antell mit seiner primitiven Urogenital 6ff-
nung und der Urethralplatte vorwarts. Kontroversen bestehen beziglich der Verbin
dung der oberen hinteren Sinus urogenitalis-Wand mit den Mullerschen und Wolff-
schen Géangen. Glenister (1962) zufolge hat das Epithel dieser Region verschiedene
Urspringe und entstammt zum einen dem endodermalen Sinus urogenitalis, zum
anderen dem mesodermalen mesonephrischen (Wolffschen) und paramesonephr i-
schen oder Mllerschen Zellen. Der Groldtell des Epihels dieser Region ist jedoch
endodermalen Ursprungs und differenziert in Prostata, Glandula bulbourethralis,
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Urethra und periurethrale Drisen (Cunha, 1986). Johnson (1922) und Mahoney
(1940) zufolge entsteht ein Prostatahomol ogon auch im weiblichen Embryo.

1.1.2 Die Bedeutung epithelio-stromaler Interaktionen

Die elementare Bedeutung des Mesenchyms bei der Entwicklung der Prostataist von
Cunha und Mitarbeitern in sehr detaillierten Untersuchungen erarbeitet worden
(1981, 1986). Sie konnten zeigen, dald sich in verschiedenen Saugetier-Spezies
grundlegende Ablaufe bei der Entwicklung der Urogenitalorgane gleichen und hoch
konserviert sind. Fur diese Entwicklung ist eine Interaktion zwischen Epithel und
Mesenchym erforderlich. In Rekombinationsexperimenten konnte gezeigt werden,
dai3 das Mesenchym des Sinus urogenitalis die Morphogenese des Gangsystems in
duziert, was wiederum Uber die Expression von epithelialem Androgenrezeptor die
Epithelproliferation reguliert und die Expression von Sekretionsproteinen der Prosta-
ta festlegt (Cunha 1972, 1980, 1981, 1983; Chung et al., 1983). Auch Kellohumpu
Lehtinen (1981) konnte zeigen, dal3 es zu einem engen Zusammenspiel des Epithels
mit dem umgebenen Mesenchym kommen kann, indem die Kontinuitét der Basal-
membran aufgebrochen wird und das Epithel direkt mit dem Mesenchym in Kontakt
kommt. Besondere Strukturen der Zellmembran zur Aufrechterhatung des engen
Z€l- zu-Zell-K ontaktes konnten dabei jedoch nicht beobachtet werden.

Als morphogenetisches Signal steuern Androgene die Prostataentwicklung, wobei
wiederum das androgensensitive Mesenchym die Androgenempfindlichkeit des von
dem Sinus urogenitalis abstammenden Epithels reguliert. Diese Fahigkeit hat das
Mesenchym jedoch nicht nur wéhrend der embryonalen und foetalen Entwicklung,
sondern es kann z.T. auch auf das differenzierte, erwachsene Epithel erneut einwir-
ken (Cunha et al., 1981). Auch Wachstumsfaktoren hat man eine wesentliche Rolle
bei der epithelialen Differenzierung im Rahmen von epithelio-stromalen Interaktio-
nen zugewiesen. Zu erwdhnen sind insbesondere Insulin-like growth-factor (1GF),
Plateled-derived growth-factor (PDGF), Nerve growthfactor (NGF), Epidermal
growth-factor (EGF), die Transforming growth-factor-Familie (TGF) und Heparin
binding growthfactor-Familie. Beispielsweise fanden Graham et a. (1992) immun-

histochemisch eine NGF-b-Immunreaktivitét im menschlichen Prostatastroma und



konnten gleichzeitig den NGF-Rezeptor (p75) im Epithel nachweisen, was eine pa
rakrine Interaktion zwischen Stroma und Epithel nahe legt.

1.1.3 Die Endokrinologie der Prostataentwicklung

Die Entwicklung und das Wachstum der Prostata sind eindeutig androgenabhangig.
Fuhrt man bei mannlichen fetalen Nagetieren in der ambisexuellen Phase der sexuel-
len Entwicklung, wenn die Hoden beginnen, Androgene zu produzieren, eine Ablatio
testium durch, wird die weitere mannliche Entwicklung verhindert (Jost, 1970). Glei-
ches geschieht, wenn man trachtigen Ratten Antiandrogene appliziert. Dosisabhangig
wird in den méannlichen Feten die Differenzierung des auf3eren und inneren Genitale
unterbunden (Elger et a., 1974; Neumann et al., 1974). Inhibiert man die %-
Reduktase, so wird die Entwicklung eines mannlichen aufderen Genitale sowie der
Harnréhre unterbunden, die Prostata selbst entsteht rudimentér. Hier reichen evtl.
extrem niedrige Dihydrotestosteronspiegel oder adere Androgenspiegel aus, um
eine Organdifferenzierung herbei zuftihren (I mperato-McGinley, 1985).

Der Androgenrezeptor selbst konnte in den urogenitalen Geschlechtsanlagen von
Feten (von Nagetieren) wahrend der ambisexuellen Phase nur im Mesenchym nach-
gewiesen werden, im Epithel war er erst deutlich spéter zu detektieren (Husman et
al., 1991).

1.2. Die Entwicklung der Prostata bis zur Geburt

Im Alter von sieben Wochen bildet sich bel mannlichen Embryonen am kranialen
Abschnitt der Urethra der Colliculus seminalis aus. Etwa ab der 10. Entwicklungs-
woche (entprechend ca. 55 mm Scheitel-Stel3-Lange (SSL)) beginnt nahe den Min-
dungen der Wolffschen Gange die eigentliche Ausbildung der Prostata mit dem Aus-
sprief’en mehrerer Knospen aus dem Epithel der Urethra in das umgebende Mesen-
chym. Ort, Anzahl und Wachstumsverhalten der einzelnen Drisen 9nd dabei inter-
individuell sehr unterschiedlich ausgepragt (Aumdiller, 1979; Glenister, 1962). Dabei
werden die ventralen Drisenknospen nur voribergehend angelegt. Sie verkimmern
oder verschwinden génzlich im Laufe des 4. Monats. Die Aufzweigung der Drise-

naste und die Ausbildung eines Lumens ist ab einer Grof3e von 70-75 mm SSL bzw.
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am Ende der 11. SSW zu beobachten (Alesio, 1929a; Johnson,1920). Im Alter von
ca. vier Monaten (entsprechend 120-130 mm SSL) steht die endgultige Anzahl der
Drisenknospen fest. Die Entwicklung im Laufe der 16. — 22. SSW (120-190 mm
SSL) ist durch drei Prozesse charakterisiert (Sinowatz und Kellokumpu-Lehtinen,
1994): i) Die Ruckbildung der anterioren Drisenknospen, ii) die Entwicklung des
Utriculus prostaticus zu einer grof3en Zyste und iii) die Ausbildung einer muskul&ren
Kapsel, welche sich aus den semizirkularen glatten Muskelzellen der Urethra fort-
setzt. Mit fortschreitender Reifung der Prostata proliferiert das Drisenepithel allmah-
lich. In der 26. SSW ist erstmals eine PAS-positive Sekretion nachweisbar; diese
erreicht zwischen der 34. und 36. SSW ihr Maximum (Zondek und Zondek, 1971).

1.3 Die weitere Entwicklung der Prostata nach der Geburt

Die postnatale Entwicklung der Prostata 1&8/% sich am zutreffensten wie nachfolgend
aufgefhrt einteilen (Aumaller, 1979; Andrews, 1951; Gundobin, 1912; Peter, 1927,
Swyer, 1944 ).

1) Die peri- und nachfolgende postnatale Involutionsphase, welche bis zum zweiten
Lebensmonat andauert. Sind zum Zeitpunkt der Geburt noch 90% der Azini von
einem netaplastischen Plattenepithel mit sekretorischer Aktivitat ausgekleidet,
kommt es im Verlauf zu einer Abschilfern dieser Oberfléachenzellen, die Basal-
zellen werden durch saulenférmiges Epithel ersetzt. Als Ursache fir die Plattene-
pithelmetaplasie, die Proliferation und Alteration der Driisengénge, die Ausbil-
dung eines vollstandig differenzierten Epithels sowie die zystische Erweiterung
der Druisengénge allgemein anerkannt sind die von der Mutter stammenden Os-
trogene (Zondek et al., 1974; Andrews, 1951)

2) Diekindliche Ruhephase, welche bis zum 10. — 13- Lebengjahr reicht. Ursachlich
fUr das nur geringe Wachstum und die nur geringe Weiterentwicklung und weite-
re histologische Differenzierung ist das Fehlen der miitterlichen Ostrogene (Pe-
ter, 1927; Stieve, 1930).

3) Die Differenzierungs- und nachfolgende Reifungsphase der Pubertét, welche vom
ca. 12. bis zum 18. — 21. Lebengahr reicht. Mit dem Beginn der Pubertét erhalt
die Prostata ihre endguiltige ulRere Form, und die Ausreifung des Driisenepithels

beginnt. Die Drisengange bekommen einen gréferen Durchmesser, beginnen
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sich aufzuzweigen und entwickeln neue Drisenknospen (Stieve, 1930). Das ca
zwischenliegende Stroma wird dabel zurlickgedrangt. Das Epithel transformiert
zu einem mehrreihigen Zylinderepithel, wobel die oberste Schicht abgestolen
wird. Die sich bildenden Azini enthalten kleine Epithelpapillen und sind entwe-
der von einem niedrigen, oder - insbesondere in der Peripherie - von einem Kkréf-
tigen Epithel ausgekleidet, welches aus sekretorischen Zellen, Basal- und neuro-
endokrinen Zellen besteht.

1.4. Die Histogenese verschiedener Epithel zellen

1.4.1 Stromale Differenzierung

Die mesenchymalen Zellen, welche das Epithel umgeben, erscheinen zunéchst as
kaum differenzierte, multipolare Zellen mit einigen wenigen und zusammengedrang-
ten Organellen. Nach KellokumpuLehtinen (1981) bricht im weiteren Verlauf die
Basalmembran an einigen Stellen auf, und ein direkter Kontakt zwischen dem Me-
senchym und dem sich ertwickelnden Epithel wird moglich. So soll eine direkte
Steuerung der Differenzierung des Epithels in sekretorische Zellen méglich sein.
Eine Transformation von mesenchymalen Zellen in Myoblasten beginnt zunachst in
der Drisenperipherie, wo spéter die Prostatakapsel entsteht, und setzt sich in das
Driiseninnere fort. Die Zellen des die Gangepithelien konzentrisch umgebenden Me-
senchyms beginnen sich zu verléngern und filamentartige Strukturen auszubilden.
Mit Abschluf’ dieses Prozesses trennt eine Schicht abgeflachter Fibroblasten das Epi-
thel von der Myablastenschicht. Shliefdlich arrangieren sich die Myoblasten zu e-
nem korbahnlichen Geflecht, welches die prostatischen Gange umgibt (Aumdaller et
a., 1979)

1.4.2 Bedeutung von Steroidhormonen und Wachstumsfaktoren

1.4.2.1 Bedeutung der Androgene

Wie bereits weiter oben erwéhnt, spielen Androgene eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung der Prostata, bzw. es konnte bei folgenden Ablaufen eine Androgenab-

hangigkeit nachgewiesen werden (Neuman et al, 1974, Elger, 1974):
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1) Stabilisierung des Wolffschen Ganges und nachfolgend Entwicklung des Ductus
deferens, des Nebenhodens und der Samenblasen
2.) Differenzierung der vom Sinus urogenitalis abstammenden akzessorischen G-
schlechtsdriisen (Prostata, Koagulationsdriise der Ratte)
3.) Differenzierung des mannlichen &uReren Genitales (Skrotum und Penis, Offnung
des Urogenitalkanals auf der Spitze des Phallus)
4.) Unterdriickung der Formierung einer Vagina und der Ausbildung von Mammae
Da die Untersuchungen an verschiedenen Spezies in unterschiedlicher Art und Weise
durchgefuihrt wurden (Dosierungen, Behandlungsbeginn, Behandlungsdauer, usw.)
kam zu entsprechend unterschiedlichen Beobachtungen.
Der Androgenrezeptor wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen immunhistoche-
misch bzw. durch in-situ Hybridisierung in der Prostata nachgewiesen (Chang et al.,
1988; Prins et al., 1991; Aumuller et al., 1998). Bei Untersuchungen an Rattenprosta-
tae fanden Prins et al. keinen Unterschied in der regionalen Verteilung entlang einer
proximo-distalen Achse entlang der Drisenabschnitte. Unterschiede in den regiore-
len Proliferationsaktivitaten scheinen demnach nicht auf einer unterschiedlichen An-
drogenabhangigkeit zu beruhen.
Aumtller et al. (1993) konnten bel eigenen Untersuchungen kindlicher und erwach-
sener Prostatae mit Antikdrpern gegen den Androgenrezeptor bzw. die 5a -Reduktase
ebenfalls keine Unterschiede in der regionalen Verteilung finden. Der Androgenre-
zeptor war in den Zellkernen der Drisenzellen, Myozyten und den vaskuléren Endo-
thelzellen kréftig nachweisbar, in den Zellkernen der Basalzellen und interazinaren
Fibroblasten schwécher. Freie Bindegewebszellen waren negativ, die 5a-Reduktase
fand sich immer verstérkt in den Basalzellen. In ihren Untersuchungen zur Andro-
genrezeptorexpression fanden Bonkhoff und Remberger (1993) in normalem Epithel
eine verstarkte Immunreaktion in den normalen Drisenzellen, in hyperplastischen

Acini war die Rezeptorexpression in den Kernen der Basalzellen verstarkt.

1.4.2.2 Bedeutung der Ostrogene

Die Prostata und der untere Anteil der intrapelvinen Harnréhre gelten allgemein as
die ostrogenempfindlichsten Bereiche der méannlichen Genitalorgane. Nach Zondek
et al. (1986) liegen in der 8. — 14. SSW grofRe Mengen an Ostrogenen vor, daneben
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auch grofere Mengen an Androgenen, welche in diesem Zeitraum ihre hochsten
Spiegel haben (Kellokumpu-Lehtinen et al., 1980).

In Versuchen, bei denen man neugeborenen mannlichen Mausen Ostrogene verab-
reichte, konnte gezeigt werden, dal3 sich der Nachweis von Ostradiol-17b Hydo-
xysteroid-Oxidoreduktase im Bereich des Epithels der prostatischen Harnrohre bzw.
der urethramahen Hauptgénge (Sammelgange) von Kontrolltieren nicht wesentlich
unterschied. Hieraus schloR man, daR in diesen Regionen die Ostrogene eine wicht -
ge Rolle in der Regulierung der Androgenwirkung spielen (Pylkkénen et al., 1992).
Aumiiller et al. (1998) hingegen konnten in eigenen Untersuchungen zur Ostrogenre-
zeptorvertellung in foetadlen und perinatalen humanen Prostatae eine spezifische
Kernfarbung weder in Epithelzellen noch stromalen Zellen erkennen. Die Immunre-
aktivitdt im periurethralen und im Prostatastroma war nur schwach. Nicht aul3er acht
gelassen werden darf jedoch die Tatsache, dal? die ausgeprégte perinatale Plattere-
pithelmetaplasie auf eine erhdhte Sensitivitat fur maternale Ostrogene zuriickgefiinrt

wird.

1.4.2.3. Weitere Sekretionsprodukte und Wachstumsfaktoren

Weiterhin ist in den Epithelzellen der Urethra und der Prostata bereits saure
Phosphatase enzymhistochemisch nachweisbar, ein prostatatypisches Enzym, wel-
ches apokrin oder merokrin in das Drisenlumen abgegeben wird und so in die Aus-
fuihrungskandle der Prostata gelangt (KellokumpuLehtinen et al.,1983).

Aumiller (1993) untersuchte auch verschiedene Wachstumsfaktoren. In den pranata-
len Prostatae war lediglich der basische FibroblastenWachstumsfaktor (bFGF), be-
grenzt auf das periduktale Stroma, nachweisbar. NGF und EGF waren nicht nach-
weisbar. Bel wohl beeintréchtigter Antigenerhaltung konnten jedoch keine eindeuti-
gen Schliisse gezogen werden. Im Gegensatz dazu konnten Graham et al. (1992) bel
adulten Prostatae eine NGF-[3-Immunreaktivitdt im Stroma und den entsprechenden
Rezeptor (p75) im Prostataepithel nachweisen. Weiterhin fand man im Drisenepithel
der Prostata eine erhebliche Konzentration des EGF (Jacobs et al., 1988), wahrend in
den Basalzellen der korrespondierende Rezeptor vorharden ist (Maygarden et al.,
1992), dessen Expression offensichtlich hormonell reguliert wird (Maddy et al.,
1987).
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1.5. Dieinnere Gliederung der reifen Prostata

Lange Zeit wurden die Ergebnisse der Untersuchungen Lowseys (1912) und seine

Einteilung der Drise in vier Lappen algemein akzeptiert. Bezugspunkt fir die Ein

teilung ist eine vertikale Achse, welche durch den Verlauf der Ductus ejaculatorii

vorgegeben wurde. Diese Untersuchungen waren jedoch unvollstandig, da keine a

dulten Drisen untersucht wurden (Mc Neal, 1981). In spéteren Untersuchungen von

adulten Prostatae, in Zusammenhang mit der Abkldrung der noduléren benignen

Prostatahyperplasie (BPH), kam man zu dem Schlul3, dal3 diese Lappen nicht existie-

ren und entwickelte ein deutlich vereinfachtes Bild. Dieses unterschied lediglich eine

innere und &ul3ere Prostatadriise (Franks, 1954). Tisell und Salander (1975) beschrie-

ben jeweils paarig angelegte Hinterlappen, Seitenlappen und Mittellappen mit g

weils eigenen, in die Urethra miindenden Ausfihrungsgéngen Erst 1981 entwickelte

McNeal, basierend auf einer speziellen Prépariertechnik, sowie embryologischen und

pathoanatomischen Uberlegungen ein dreidimensionales Modell der Prostata, wel-

ches heute allgemein Gultigkeit hat und die Prostata in verschiedene Zoren eintellt.

1) Die periphere Zone, welche 70 - 75 % der glanduld&ren Drise ausmacht. Diese
formt eine Art Gewebeplatte, deren Driisengange seitlich von der Urethra, seit-
lich und distal des Colliculus seminalis ausstrahlen.

2.) Diezentrale Zone, welche 25 — 30% der glanduléren Driise ausmacht. Ihre Génge
entspringen nahe der Mundungen der Ductus gaculatorii, folgen diesen in ihrem
proximalen Verlauf und zweigen sich seitlich nahe der Prostatabasis auf. lhre
seitliche Begrenzung verschmilzt mit der proximalen Grenze der peripheren Zo-
ne, insgesamt, in Fortsetzung mit der peripheren Zone, eine komplette Scheibe
aus sekretorischem Gewebe bildend, welche in einer koronaren Ebene gelegen
ist. Bemerkenswerte histologische Unterschiede zwischen der zentralen und peri-
pheren Zone lassen wichtige biologische Unterschiede vermuten. Diskutiert wird
unter anderem, dal? die Prostata embryologisch betrachtet ein Organ mit zwei Ur-
spriingen ist. Demnach wirden die periphere Zone und die Urethra aus dem Si-
nus urogenitalis entstehen, die zentrale Zone aus den Wolffschen Gangen. U
termauert wird diese These durch die Tatsache, dal3 sich in der zentralen Zone,
wie auch in anderen Abkémmlingen der Wolffschen Gange, nur selten Karzino-
me ausbilden (Mc Neal, 1981).
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3.) Die praprostatische Region, welche weniger as 5% der Prostatagesamtdriise
ausmacht. Der proximal des Colliculus seminalis gelegene Harnréhrenantell
knickt, bezogen auf das distale Harnréhrensegment, um 35° nach vorne ab. In
dem proximalen Segment entspringen keine grol3en Drisengange, aber die seitli-
chen Reihen der MUndungen der Gange aus der peripheren Zone setzen sich fort.
Es gibt lediglich verkiimmert ausgebildete Gange, so dal’ nur eine schmale Uber-
gangszone mit einigen periurethralen Gangen entsteht. Die Entwicklung dieser
kleinen Gange wird maoglicherweise festgelegt und begrenzt durch die enge Be-
ziehung zu einem periurethralen glattmuskuldren Sphinkter, welcher nur proxi-
mal des Colliculus seminalis existiert. Die kleinen Gange dieser begrenzten Re-
gion sind der Ort der noduléren Prostatahyperplasie (BPH). In das distale urethra-
le Segment miinden die Ductus gaculatorii und die Gange von fast 95 % der
Prostatadriise. Es ist somit das einzige Segment, welches primér in die Ejakulati-
onsfunktion involviert ist. (Mc Neal, 1989)

4.) Das anteriore fibromuskulére Stroma. Dieses enthdt keine Drisen und bedeckt
wie eine dicke Schirze die gesamte anteriore Oberflache und versperrt dabei die
Sicht auf die anteriore Oberflache der drel Driisenregionen. Es ist dabei untrenn-
bar mit der eigentlichen Prostatadriise verbunden (Mc Neal, 1981, 1972)

Abb. 1. Die zonale Anatomie der Prostata (modifiziert nach Altenahr, 1982)

B 1. periurethvale Mantelzone 1 2. Innenzone | E i 3, AuBenzone

a) Frontalschnitt  b) Sagittalschnitt  ¢) Horizontal schnitt

Insgesamt enthdlt die menschliche Prostata 30-50 (Stieve, 1930) oder 5070 (v. Bo-
ner, 1902) kleine, zusammengesetzte, tubuloalveoléren Driisen, welche mit insge-
samt 16-32 Ausfihrungsgangen unabhangig voneinander in die Harnréhre minden
(Aschoff, 1922).
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1.6. Die neuroendokrinen Zellen der Prostata

Die stromalen und epithelialen Anteile der Prostata wurden bis vor einigen Jahren
ausschliefdich als Zielorgan hypothalamischer, hypophysérer, gonadaler und adrere-
ler Hormone aufgefaldt. Vermehrt hat sich das Interesse v. a. im Hinblick auf die wei-
terhin ungeklérte Pathogenese der BPH und des Prostata- Karzinoms auf lokale Steu
erungsmechanismen in der Prostata gerichtet, wie in den Arbeiten von Cunha und
Mitarbeiter zu den epithelio-stromalen Interaktionen (Cunha et a., 1994) und u.a
denen von McKeehan (1991) und Story (1991) zu den Wachstumsfaktoren und ihren
Rezeptoren zu erkennen ist.

Innerhalb des Prostataepithels kann man nach morphologischen Kriterien funf ver-
schiedene Zelltypen unterscheiden (Kastendieck, 1977, Ubersicht bei Aumiiller,
1979). Mc Neal (1989), unter anderen, differenziert lediglich drel unterschiedliche
Zéelltypen:

1) Basalzellen (Typ | nach Kastendieck)

2.) Sekretorische luminale Zellen (Typ 111 nach Kastendieck)

3.) Neuroendokrine / Parakrine Zellen (Typ IV nach Kastendieck)

Die Basalzellen (Typ 1) trennen, wie in anderen Driisen auch, die sekretorischen Zel-
len von der Basalmembran und dem Stroma. Diese Zellen liegen gestreckt und abge-
flacht perallel nebeneinander der Basalmembran auf, haben schlanke, filiforme und
dunkle Zellkerne und besitzen normalerweise kaum Zytoplasma (Mao et al., 1966).
In der Routinefarbungen entgehen sie dem Untersucher leicht, ein sicherer Nachweis
gelingt z.B. mit dem Basalzell-spezifischen Keratin 34b-E12. Ein sicherer Nachweis
von Basalzellen in einer Prostatagewebeprobe ist fir die tégliche pathologische Dia-
gnostik von erheblicher Bedeutung. Sind Basalzellen nicht nachweisbar, ist ein be-
deutendes Kriterium fir die Diagnose , infiltrierendes Prostatakarzinom® erflillt,
spiegelt dies doch die klonale Proliferation karzinomatser Zellen ohne eine entspre-
chende Prolifertion von Basalzellen wieder (Totten et al., 1953; Barwick und Mardi,
1983). In den letzten Jahren hat sich mehr und mehr herausgestellt, dal? die Basalzel-
len die eigentliche Stammzellpopulation der Prostata darstellen (Bonkhoff, 1996;
Bonkhoff und Remberger, 1996; Dermer, 1978; Cleary et a., 1983). Sie stellen das
proliferierende Kompartiment des normalen und auch hyperplastischen Epithel-
wachstums dar (Bonkhoff, 1994). Der dualen Funktion der Prostata als einerseits

urethrale und andererseits akzessorische Geschlechtsdriise entsprechend, sezernier-
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nen die sekretorischen luminalen Zellen (Typ Il) eine ganze Reihe verschiedener
Produkte in die Harnréhre, respektive in das Ejakulat. Zu erwéhnen wéren z.B. Cal-
cium, Zink, Citrat, Spermin, Inositol, Cholesterin, TSH-like Protein, EGF, NGF-b,
PAP, Pepsinogen Il, Lactoferrin und Gewebe-Plasminogen Aktivator (Aumdaller,
1993; Reese, 1986; 1988). Die beiden wichtigsten sekretorischen Proteine sind die
saure Phosphatase, deren Funktion bislang nicht eindeutig geklért ist (Erstbeschrei-
bung durch Kutscher und Wolbergs, 1935) und das sog. Prostata-spezifische Antigen
(PSA), eine Serin-Protease, welche erstmals 1979 durch Wang charakterisiert wurde
(Ubersicht bei Allsbrock et al., 1992, 1993). Der Sekretionsmodus der Driisenzellen
ist aul3erordentlich differenziert und bei Menschen nicht in allen Einzelheiten geklart
(Aumuller und Seitz, 1990).

Die neuroendokrinen Zellen der Prostata (Typ 111) wurden im Kontext der parakrinen
Interaktionen in der Prostata lange Zeit vernachl&ssigt. Eine erstmalige ausfuhrliche
Beschreibung erfolgte schon 1944 durch K. Pretl, welcher die Zellen in ihrer G-
samtheit, anlehnend an die These Feyrters (1938, 1951), a's diffuses endokrines epi-
theliales Organ bezeichnete. Nach weiteren Untersuchungen wurden sie als Amino-
Precursor-Uptake and Decarboxylation (APUD) -System (Pearse, 1969), als diffuses
neuroendokrines System oder auch Paraneurone (Fujita et al., 1988) bezeichnet.
Nach bisherigen Untersuchungen sind sowohl ihre morphogenetische Abstammung

als auch ihre genaue Funktion nicht eindeutig geklart (Bonkhoff, 1998).

1.6.1. Uber die Herkunft der prostatischen neuroendokrinen Zellen

Bezieht man sich auf Feyrters urspriingliches Konzept (1938), so mufld man davon
ausgehen, dal? alle im Organismus vorhandenen neuroendokrine Zellen Abkdmmlin
ge der Neurdleiste sind. Da sie im Urogenitaltrakt in Organen endodermalen Ur-
sprungs, wie Prostata und Harnblase, vorkommen (erstmals gezeigt durch Feyrter,
1951), wird auch fir sie ein endodermaler Ursprung angenommen. Ein Vergleich zu
den neuroendokrinen Zellen aus dem gastro-enteropankreatischen System liegt dabel
nahe (Fujita, 1988). Eine Herkunft dieser Zellen aus dem Mesoderm gilt als unwalr-
scheinlich, kommen sie doch normalerweise in Geweben mesodermalen Ursprungs,
wie z.B. Harnleiter und Nierenbecken, nicht vor. Eine Ausnahme bildet jedoch die

Beobachtung Fetissofs (1983), dal3 in sog. Brenner-Tumoren, meist gutartigen Tu
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moren des vom Mesoderm abstammerden Ovars, neuroendokrine Zellen nachweis-
bar sind. Fetissof selbst interpretierte dies als Ausdruck des neoplastischen Prozes-
ses, hielt aber eine mesodermale Herkunft der neuroendokrinen Zellen nicht fir aus-
geschlossen. Nach neueren Untersuchungen vermutet man fir alle prostatischen Epi-
thelzellen, aso auch die neuroendokrinen Zellen, eine gemeinsame Vorléuferzelle
oder Stammzelle. Bel immunhistochemischen Untersuchungen von normalen Prosta-
tae und Prostatakarzinomen mit Hilfe von Doppelmarkierungstechniken fand man
Zellen welche eine Zwischenform zwischen den neuroendokrinen Zellen, den sekre-
torischen luminalen und den Basalzellen darstellten. Dabei wies man Zellen nach,
welche gleichzeitig sowohl Basalzellen-spezifisches Zytokeratin und PSA oder be-
salzellen-spezifisches Zyokeratin und Chromogranin A exprimierten. Normale Bax-
salzellen exprimieren PSA jedoch nicht. Betrachtet wurde diese Zwischenform als
Stammzelle und somit auch as Vorléauferzelle der neuroendokrinen Zellen (Bonkhoff
et a., 1994, 1998; Xue et a., 1998). Mit Unterstiitzung dieser Daten postuliert Bork-
hoff ein Stammzellmodell der Prostata, welches bekannte Aspekte der benignen
Prostatahyperplasie vereint (Bonkhoff et al., 1998). Demnach besteht das Epithel der
menschlichen Prostata funktionell aus zwei Kompartimenten. Die Basalzellschicht
reprasentiert das proliferierende Kompartiment und beheimatet sehr wahrscheinlich
die prostatischen Stammzellen. Die sekretorischen luminalen Zellen stellen mehr das
sich differenzierende Kompartiment dar. Diese Zellen sind androgen-abhangig und
haben noch eine begrenzte Méglichkeit zur Proliferation. Im Gegensatz dazu zeigen
NE-Zellen keine Proliferationsaktivitét - immunhistochemisch 183t sich das dafir
typische Ki67 und MIB-1-Antigen nicht nachweisen - sie sind also post- mitotische
Zellen (Bonkhoff et al., 1995), auch der nukledre Androgenrezeptor 18/ sich nicht
nachweisen (Bonkhoff et al., 1993; Krijnen et a., 1993). Eine ahnliche Theorie exis-
tiert auch fur die neuroendokrinen Zellen des kolorektalen Epithels, welche lokaler
klonaler Abstammung sein sollen (Kirkland, 1988).

Ganz im Gegensatz dazu steht ein Modell, welches Aumidller kirzlich entwickelte
(Aumaller et al., 1998). Er geht dabei von einem dualen Stammzellmodell aus, wie
man es z.B. auch in der Haut (Merkel-Zellen und epidermale Zellen), in der Neben
niere (Mark und Rinde) und in der Schilddriise (C-Zellen und Thyreozyten) findet. In
diesem dualen Stammzellmodell der Prostata sind die neuroendokrinen Zellen new
rogenen Ursprungs und wandern in den Snus urogenitalis ein. Sie kdnnen sich zu
reifen neuroendokrinen Zellen weiterentwickeln oder in ein ruhendes Stadium Uber-
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gehen, in dem man sie mit den Ublichen neuroendokrinen Markern nicht nachweisen
kann. Die reife neuroendokrine Zelle stimuliert die Proliferation Androgen Rezeptor-
negativer Sinus urogenitalis - Zellen, aus welchen entweder neue Snus urogenitalis
Stammzellen hervorgehen oder welche sich prpubertdr in Basalzellen, intermediére
und adluminale unreife Zellen differenzieren. Dabei exprimieren nur die letztgenann-
ten den Androgenrezeptor. Mit Beginn der Pubertdt werden die unreifen intermedia
ren und adluminalen Zellen durch AndrogenRezeptor-positive Basal- und sekretori-
sche Zellen ersetzt, welche somit das reife differenzierte Kompartment bilden. Aus-
gangspunkt ist die AndrogenRezepor- negative Stammzelle, aus welcher die Basal-
zelle hervorgeht. Diese wiederum kann sich zu einer sekretorischen Zelle differenzie-

ren.

1.6.2. Die Morphologie der neuroendokrinen Zellen

Nach ihrem &uf3eren Erscheinungsbild unterscheidet man unter den neuroendokrinen
Zellen zwei unterschiedliche Typen (di Sant”’Agnese, 1985). Zellen vom , offenen
Typ* (open type, siehe Abbildung 1.2) grenzen an das Drisenlumen und besitzen
apikal Fortsdtze mit speziellen Mikrovilli. Zellen vom ,, geschlossenen Typ“ (closed
type, siehe Abbildung 1.3, 1.4) haben keinen Kontakt zum Lumen. Beide Zelltypen
sind Uberwiegend basalmembranorientiert und grenzen mit einem Antell ihrer Zell-
oberflache an die Basalmembran. Zahireiche Zellen beider Typen besitzen z.T. lange
dendritische Fortsétze, welche sich zwischen den benachbarten Epithelzellen ausbrei-
ten und in einigen Fallen bis zu anderen neuroendokrinen Zellen reichen. Insgesamt

scheinen die Zellen vom geschlossenen Typ zu Uberwiegen.
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Basalmembran anliegend, Prap. 517 A, humane Prostata, a -Calcitonin, x 400
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Abb. 1.4: Neuroendokrine Zelle vom geschlossenen Typ, dreieckig geformt, mit
langem dendritischen Fortsatz (Pfeil), Praparat 125, humane Prostata, 18 Jahre,

a-Chromogranin A, x 250, im Bild oben rechts Ausschnittsver gr 63erung

Ultrastrukturelle Untersuchungen zeigen bzgl. der Morphologie der neurosekretori-
schen Granula eine grof3e Bandbreite, was eine Vielzahl an unterschiedlichen Zellty-
pen vermuten 183 (di Sant” Agnese, 1984). Nach der Grole der Granula untertellt di
Sant’Agnese (1984) die neuroenendokrinen Zellen in drei Gruppen, und zwar in die
vom i) kleingranulé&ren Typ, ii) in Zelen mit mittelgrol3en Granula und iii) in Zellen
mit grol3en Granula. Zellen mit mittelgrof3en Granula sollen zahlenmaldig Uberwie-

gen.

1.6.3. Die Hormonabhangigkeit neuroendokriner Zellen

Die Funktion der neuroendokrinen Zellen in der Prostata ist nicht geklart. In zahlrei-
chen Untersuchungen stellte sich die Frage nach der Androgenabhagigkeit dieser
Zellen, womit sich eine Ubergeordnete Steuerung erkléren lief3e. Den Untersuchun-
gen Nakadas (1993) zufolge sind sdmtliche neuroendokrine Zellen, welche mit
Chromogranin A (CgA) markiert wurden, androgenrezeptorpositiv, vergleichbar mit
anderen sekretorischen Epithelzellen. Bonkhoff konnte diesen Befund bel seinen
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Untersuchungen von Prostatagewebe verschiedener Dignitét nicht bestétigen. In
normalem und hyperplastischem Gewebe war in Chromogranin-A- markierten neuro-
endokrinen Zellen der Androgenrezeptor durchweg nicht nachweisbar. Eine unzwei-
felhafte Koexpression von CgA und Androgenrezeptor war lediglich spérlich in eini-
gen Untergruppen endokrin differenzierter Tumorzellen von sowohl behandelten als
auch unbehandelten Prostatakarzinomen nachweisbar (Bonkhoff, 1993). Nachdem
von der erstgenannten Arbeitsgruppe die Untersuchungen mit einem anderen Anti-
korper gegen den Androgenrezeptor wiederholt wurden (di Sant”’Agnese, 1994),
wurden die Befunde von Bonkhoff bestétigt, so dal3 man heute allgemein davon aLs-
geht, dal? die neuroendokrine Zellen der Prostata keinen Androgenrezeptor exprimie-
ren. Weitergehende Untersuchungen zum Ostrogenrezeptorgehalt liegen bis dato
nicht vor, in der vorliegenden Arbeit wurden daher sowohl ein monoklonaler Anti-
Androgenrezeptor-Antikorper as auch ein moroklonaler Anti-OstrogenRezeptor-

Antikorper eingesetzt (s.u.).

1.6.4. Die topographische Verteilung der neuroendokrinen Zellen in der Pros-

tata

Waéhrend di Sant”Agnese einmal eine diffuse Verteilung der neuroendokrinen Zellen
in der Prostata beschrieb (1992), ein anderes Mal die gréfite Anzahl in den periv-
rethralen Géngen des Samenhlgels, eine betrachtliche, insgesamt aber geringere An-
zahl in der prostatischen Urethra und den kleinen Drisengéngen und nur eine gerin
gere Anzahl in der Drusenperipherie beschrieb (1986), fand Aumdiller bereits 1979
bei eigenen Untersuchungen eine Haufung neuroendokriner Zellen im periurethralen
MUndungsbereich der Drisengéange vor. Dieser Befund wurde sowohl von Cohen
(1993) as auch Xue (2000) bestétigt. In der Regel wurde in den bisang veroffent-
lichten Publikationen jedoch lediglich eine qualitative Aussage gemacht. Mehr auch
quantitativ Uber die topographische Verteilung der neuroendokrinen Zellen der Pros-

tata zu erfahren war unter anderem Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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1.6.5. Uber die Nachweismethoden neuroendokriner Zellen

Typischerweise erfolgte bis in die 70er Jahre bei lichtmikroskopischen Untersuchun:
gen der Nachweis der neuroendokrinen Zellen mittels Versilberungsverfahren, wie
z.B. der nach Gros-Schultze oder Grimelius (Grimelius, 1968; Pretl, 1944, Feyrter,
1951, Kazzaz, 1974). Unterschieden wurde dementsprechend in argentaffine, und
somit auch agyrophile oder lediglich agyrophile Zellen (Anm.: Argentaffinitét ke-
sagt, das bestimmte Strukturelemente der Zellen und Gewebe ammoniakalische Sil-
bernitratlésungen von sich aus ohne Anwendung eines weiteren Reduktionsmittels zu
reduzieren, wobei ein schwarzer Silberniederschlag entsteht. Argyrophilie besagt,
dal3 diese Schwarzung bestimmter Strukturen, bei den Ublichen Silberimpragnie-
rungsverfahren nur unter Einwirkung eines Reduktionsmittels entsteht, Psychrembel,
Klinisches Woérterbuch, 255. Auflage). Mit zunehmender Verfligbarkeit spezifischer
Anti-Peptid-Antikorper (wie z.B. gegen Serotonin, Calcitonin, Somatostatin, VIP
und Bombesin) und Antikdrpern gegen den panendokrinen Marker Chromogranin A
sowie PGP 9.5 und NSE erfolgt der Nachweis in der Regel auf immunhistochemi-
schem Weg. In der vorliegenden Arbeit wurden insbesondere Anti-Chromogranin A,
Anti-Serotonin und Anti-Calcitonin- Antikorper eingesetzt und damit markierte Ge-

webe fir die Auswertung berticksichtigt.

1.6.6. Uber die Funktion der neuroendokrinen Zellen

Die genaue Funktion der neuroendokrinen Zellen in der Prostata ist nicht bekannt.
Als dem sog. diffusen neuroendokrinen oder APUD-System zugehdrige Zellen ent-
halten sie sekretorische Granula von sehr heterogener Morphologie (siehe auch di
Sant’Agnese et a., 1984). Dieses &3t vermuten, dai3 diese Zellen eine ganze Reihe
verschiedener Funktionen ausiiben, welche jedoch derzeit zu grofRen Teilen noch
unbekannt sind. In anderen untersuchten Systemen welche ebenfalls neuroendokrine
Zellen enthalten, wie z.B. Lunge, Pankreas und Nebenniere, schreibt man ihnen eine
Rolle bei der Aufrechterhaltung der Homdéostase, dem Zellwachstum und der Zelldif-
ferenzierung zu. So haben sich drel Theorien etabliert, die ihr Vorkommen auch in
der Prostata erklaren. (Deftos, 1998). Die erste und moglicherweise entscheidende ist
die, dal3 diese Zellen und ihre Sekretionsprodukte das Zellwachstum in der Prostata
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regulieren. Unterstiitzt wird diese Ansicht durch die Beobachtung, dal3 den neuroen
dokrinen Produkten, wie z.B. Calcitonin, Calcitonin gene related peptide (CGRP),
Katacalcin und Serotonin Wachstumsfaktoreigenschaften zugeschrieben werden
(Abrahamsson, 1996; di Sant”Agnese, 1995; (Review bei Dalsgaard et al., 1989;
Seuwen et al., 1990; Tutton und Barkla, 1987). Wie Bonkhoff und Mitarbeiter wei-
terhin zeigen konnten, haben neuroendokrine Zellen eine enge topographische Nach-
barschaft zu proliferierenden Zellen in der Prostata, was einen parakrinen
Wachtstumseinflu3 vermuten |&3t. Bei ihren Untersuchungen in der normalen und
hyperplastischen menschlichen Prostata markierten sie die neuroendokrinen Zellen
mit Chromogranin A und die proliferierenden Zellen mit K67 und fanden einen
engen raumlichen Zusammenhang in der Expression beider Marker (Bonkhoff et al.,
1991). Darlberhinaus ist die Prognose von Patienten mit einem neuroendokrin diffe-
renzierten Prostatakarzinom schlecht (di Sant” Agnese, 1995).

Weiter unterstitzt wird diese Theorie durch die Beobachtung, dal3 neuroendokrine
Zellen bereits zum Zeitpunkt der Geburt, wahrend der fetalen Entwicklung und wah-
rend der Pubertét nachweisbar sind, also wahrend der typischen Wachstumsperiode.
Nach di Sant” Agnese (1995) sollen sie aber in der Latenzphase / Nicht-
Wachstumsphase nicht nachweisbar sein.

Die zweite Theorie besagt, dal3 die neuroendokrinen Zellen eine exokrine Funktion
haben und mit ihren Sekretionsprodukten direkt auf die Zusammensetzung der Semi-
nalflissigkeit Einfluld nehmen. Hohe Spiegel von Bombesin, Somatostatin, b-
Endorphin, Met-Enkephalin und Calcitonin (Soberg et a., 1980; Deftos, 1998) sind
im Ejakulat nachweishar. Die Calcitonin-Konzentration im der Samenfllssigkeit ist
dabel z.T. 10 — 40-mal dher as im Serum. Dies gilt sowohl fir vasektomierte als
auch fur nicht- vasektomierte Manner. Sowohl Calcitonin selbst als auch ein sinker-
der Calciumgehalt des Ejakulats inhibieren die Spermienmotilitét. Dieses gilt sowohl
in vitro (Gness et al., 1984) als auch in vivo. Die Wirkung erfolgt dabei rezeptor-
vermittelt (Silvestroni et a., 1987).

Die dritte Theorie besagt, dal3 die neuroendokrinen Zellen und ihre Sekretionspro-
dukte Mediatoren des autonomen Nervensystems sind. Peptiderge Neurone und Re-
zeptoren sind in einer grof3en Vielfalt (inklusive Vasoaktives intestinales Polypeptid
(VIP), Neuropeptid Y (NPY), Substanz P, Met- und LeuEnkephalin und Somatosta-
tin) in der Prostata nachweisbar. Ihre funktionelle Bedeutung ist jedoch noch unklar
(McVary et a., 1998).
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1.7. Neuroendokrine Marker der Prostata

1.7.1 Chromogranin A (CgA)

Als Mitglied der Granin-Familie, zu der man auch Chromogranin B, Sekretogranin
I, U, 1V, und V zéhlt, wurde Chromogranin A erstmals in den chromaffinen Vesi-
keln des Rindernebennierenmarks beschrieben ( Blaschko et al., 1967). Es hat als
gereinigtes Glykoprotein ein Molekulargewicht von 75 kD (Smith und Winkler,
1967; Smith und Kirshner, 1967), besteht zu ca. 24% aus sauren Aminosauren
(Winkler und Fischer-Colbrie, 1992) und liegt in ener sog. “"random-coil®-
Tertiarstruktur vor (Smith und Winkler, 1967). Durch Glukokortikoide aus der Ne-
bennierenrinde wird die CgA-Synthese stimuliert (Fischer-Colbrie, 1988; Wohlfahr-
ter et al., 1989). Nachdem man zunédchst von einem Vorkommen nur in der Neben-
niere ausging, konnte sehr bald eine weite Verbreitung auch im MagenDarm-Trakt,
dem Pankresas, der Schilddriise und Nebenschilddriise und insbesondere auch in den
neuroendokrinen Zellen des diffusen neuroendokrinen oder sog. APUD-Systems von
Mamma, Herz (ANF-Zellen), Lunge, Trachea, Harnblase und nicht zuletzt Urethra
und Prostata nachgewiesen werden (Ubersichten bei Lassmann et a., 1986; Nolan et
al., 1985; Simon und Aunis, 1990, Winkler und Fischer-Colbrie, 1992).

Die Funktionen von CgA sind noch nicht vollstandig geklart. Vermutet wird u.a. eine
Sortier- und Speicherfunktion fur Sekretgranula und weiterhin Bestandteil einer Mat-
rix respektive eines Gerustes dieser Granula zu sein. Mdglicherweise dient es auch
as Vorlaufer fur aktiv sezernierte Peptide, wie z.B. das Pankreastatin, welches die
glukosestimulierte Freisetzung von Insulin im Pankreas inhibiert (Tatemoto et al.,
1986, Huttner et al., 1987, Eiden 1987).

1.7.2 Calcitonin

Das Peptidhormon Calcitonin wurde erstmals 1968 als Produkt der parafollikul&ren
Zellen der Schilddrise beschrieben ( Foster et al., 1968 ). Es ist ein Peptid-Hormon
mit einem Molekulargewcht von 3600 D, welches sich aus 32 Aminosduren zusam:
mensetzt.

Calcitonin senkt bei Hyercalcdmie die Calcium- und Phosphatkonzentration im Se-

rum Uber eine Verminderung der Osteoklastenaktivitét, wodurch die Knochenresorp-

25



tion gehemmt wird. Ferner wird die Umwandlung von Osteoklasten in Osteoblasten
gefordert und somit die Knochenbildung angeregt. An der Niere bewirkt Calcitonin,
wie Parathormon, eine Abnahme der tubuldren Phosphatreabsorption, die Ausschei-
dung von Calcium, Natrium und Chlorid wird gesteigert. In der Hypophyse bewirkt
Cdcitonin eine Verminderung der LH-Ausschiittung, welches eine wichtige Rolle
bei der Androgensekretion spielt. Zusétzlich wird auch die Prolaktinsekretion, wel-
che die Androgenwirkung auf die Prostata beeinfluf3t, reduziert (Leicht et al., 1974).
Calcitonin wirkt als starkes Analgetikum, indem es die Sekretion von endogenen
Opiaten und b-Endorphin stimuliert und die Empfindlichkeit wichtiger zentraler
Schmerzbahnen reduziert. Darliberhinaus konnte man Calcitonin auch in anderen
Geweben nachweisen, so dal3 weitere Funktionen in Betracht kommen. Zu erwahnen
ist insbesondere der untere Urogenitaltrakt, betragt doch z.B. die Calcitonin
Konzentration in der Seminalflissigkeit das 10 bis 40-fache der Serumkonzentration,
so dal’ man von einer direkten Sekretion dieses Peptids ausgegangen werden muf3.
Bereits 1986 konnte an humanen Spermatozoen eine hoch-affine Bindungsstelle fur
(Lachs-) Calcitonin nachgewiesen werden (Foresta et al., 1986).

1.7.3.Serotonin (5-Hydroxytryptamin)

Der Name wurde der Substanz vor ihrer chemischen Identifizierung aufgrund ihrer
vasokonstriktorischen Wirkung gegeben. Der Nachwels gelang zunéchst in den ente-
rochromaffinen Zellen des Intestinums. Die Bildung von Serotonin erfolgt Uber die
Dopa-Decarboxylase aus 5-Hydroxytryptamin, welches zuvor durch die Tryptamin-
Hydroxylase aus Tryptamin gebildet wurde.

Der Abbau wird durch die Monoaminooxidase katalysiert, welche in den Mitochond-
rien lokalisiert ist. Insbesondere bekannt ist Serotonin as Neurotransmitter im Ma-
gen-Darm-Trakt, wo es auf verschiedene Reize hin die Peristaltik verandert (z.B. in
Magen und Dickdarm vermindert, in Duodenum und Jgjunum steigert, was zu
schweren Diarrhoen beim Karzinoidsyndrom fuhrt (Bllbring et a, 1958). Auf die
glatte Muskulatur wirkt Serotonin konstriktorisch, so z.B. auf die Bronchien und
Bronchiolen, wodurch es zu einer Blutdruckerhéhung im kleinen Kreidauf kommt.
Durch diese vasoaktive Wirkung kann lokal indirekt auch ein Tumorwachstum

beeinflufd werden. Weiterhin wird Serotonin eine Wachstumsfaktor-Aktivitdt zuge-
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wiesen. Die vermehrte DNA-Synthese in Hamsterfibroblasten beispielsweise scheint
durch die Aktivierung des 5-HT1b-Rezeptors, welcher nur in Nagetieren exprimiert
wird, vermittelt zu sein, die Proliferation von glatten Muskelzellen Uber eine Aktivie-
rung des 5HT1d-Rezeptors (Seuwen et al., 1988), auch eine Beteiligung bel der
Morphogenese wird vermutet (Lauder et al., 1988).

1.7. Fragestellung der Arbeit

Wie bereits erwdhnt, haben Bonkhoff und Mitarbeiter (1996; 1998) kirzlich ein inte-
ressantes Stammzellmodell des Prostatawachstums entworfen, wonach die endokrine
Differenzierung in Prostatakarzinomen die Pluripotenz ihrer Stammzellen wiederspi-
gelt. Eine Fragestellung dieser Arbeit war, den Entwicklungsgang der neuroendokri-
nen Zellen und emiquantitativ ihre Vertellung und Haufigkeit in unterschiedlichen
Driisenbereichen in Bezug auf die verschiedenen Gewebekompartimente wie Stroma,
Epithel und AzinusgroRe zu bestimmen. Ergénzend sollten diese Untersuchungen
auch fur die zwel am haufigsten vorkommenden Peptide, Serotonin und Calcitonin,
durchgefuhrt werden. Mit dem Einsatz von Anti-Androgenrezeptor und Anti-
Ostrogenrezeptor-Antikorpern sollte weiterhin sollte die Frage nach der Steroidhor-

monabhangigkeit der neuroendokrinen Zellen gepriift werden.
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[I. Material und Methode

2.1. Materia herkunft

Die untersuchten Gewebeproben waren zum einen Archivmaterial aus der Gasser-
Strahlen”schen Sammlung des Ingtituts fir Anatomie und Zellbiologie der Philipps-
Universitdt Marburg, und wurden zum anderen freundlicherweise von Dr. Larsch,
Abteilung fur Forensische Medizin, Stadtisches Krankenhaus Oldenburg und der
Abteilung fur Pathologie, Klinik der Universitét, Mamo, Schweden zur Verfigung
gestellt. Im einzelnen wurden untersucht 10 um dicke Schnittpréparate von Feten mit
55, 57, 58, 65 und 110 mm Scheitel- Stei3-L ange, entsprechend einem Gestationsalter
von 10 — 16 Wochen, eines Neugeborenen (36. Shwangerschaftswoche), jeweils
eines 3, 4 und 5-jahrigen Knaben, jeweils eines 16, 17 und 18-jdhrigen Jugendlichen,
sowie zwel Erwachsene, 40 und 50-jdhrige Ménner.

2.2. Aufarbeitung des Materials fir die Lichtmikroskopie

2.2.1. Organgewinnung

Der grofte Anteil des Materials stammt aus Sektionen, hier waren die Organe inner-
halb von 8 — 12 Stunden post mortem entnommen worden, z.T. handelt es sich um
Operatiorspraparate. Uber die Herkunft der Embryonen aus der Gasser-Strahl”schen
Sammlung ist bekannt, dal3 es sich hauptséchlich um Abortmaterial und extrauterine
Graviditéten handelt.

2.2.2. Organfixierung und Paraffineinbettung

Die entnommenen Organe wurden zur Fixierung zunachst fir 24 Stunden in Bouin-
sche Losung, pH 7,3, gebracht, welche sich aus 15 Anteillen wal¥riger geséttigter
Pikrinsaurelosung, funf Anteilen 37 %iger Formaldehydldsung und einem Antell
99,98 %igem Eisessig zusammensetzt. Zum Herausldsen der Bouinschen Ldsung
wurden die Praparate fur 24 Stunden in 70-%igem Ethanol gebadet. Hiernach erfolg-
te die Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Ethanol 80%, Ethanol
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90%, Ethanol 96%, |sopropanol 98%) und zuletzt die Uberfilhrung in ein Intermedi-
um, zusammengesetzt aus Methylbenzoat I-111 (Benzoesduremethylester) und Benzol
I-111. Anschlief3end wurden die Organe fir 30 Minuten bei 30 °C im Warmeschrank
In eine geséttigte Losung von Paraffin in Benzol Uberfuhrt. Hiernach erfolgte das
Einbringen der einzelnen Organe fur jeweils 2 x 1,5 Stunden bei 60 °C (Warme-
schrank) in flissige Paraffine mt unterschiedlichen Schmelzpunkten (zwischen 46
und 58 °C). Nun konnten die einzelnen Organe aus den Gazesackchen herausge-
nommen und mit fliissigem Paraplast (Fa. Merck, Darmstadt) in spezielle metallene
Rahmchen eingebettet werden. Nach dem Erkalten erfolgte schliefdlich das Herausl6-
sen und die Fixierung auf spezielle, Mikrotomhalterungen (Einzelheiten siehe Ro-
meis, 1989).

2.2.3. Das Anfertigen von Paraffinschnitten

Mit einem Schlittenmikrotom (Fa. Jung, Heidelberg) wurden 4-6 um dicke Schnitte
hergestellt und zum Strecken auf die Oberflache eines ausreichend temperierten
Wasserbades (Aqua dest., 40-45 °C) gebracht. Anschlief3end wurden die Schnitte auf
APES-beschichtete Objekttrager aufgezogen und Uber Nacht in einem Warme-
schrank bei 37 °C getrocknet. Die APES-Beschichtung (Aminopropyltriethoxysilane,
Fa. Fluka) sollte ein Abschwimmen der Schnitte bei den spéter folgenden Schritten

einer immunhistochemischen Untersuchung verhindern.

2.2.4. Durchfiihrung der APES-Beschichtung

1. Reinigung der OT in einer heil’en Lésung aus Edisonid in Aqua dest. fir
mindestens zwei Stunden. Absptlen unter kaltem Leitungswasser.

. Inkubation in Aceton fur 5 Minuten

. Inkubation in einer 2%-igen Losung von APES in Aceton fUr 5 Minuten

. Waschen in Aqua dest. fir 2 x 3 Minuten.

o b~ W DN

. Lufttrocknen in der Nacht bei Raumtemperatur.

Diese spezielle Form der Beschichtung war insbesondere notwendig, da fir einige

der verwendeten AntikOrper nach Herstellerangabe eine spezielle Mikrowellenbe-
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handlung zur Demaskierung (z.B. Lésung von Paraffinbriicken) der Epitope notwen
dig war (lwamuraet al., 1994, Gerdes et al, 1992, Shi et ., 1991).

2.3. Immunhistochemie

2.3.1. Das Prinzip der ABC — Reaktion

Diese Reaktion zahlt zu den sogenannten drei-Schritt-indirekten Methoden. Dabel
bindet ein unkonjugierter Primérantikdrper an das Antigen. Der Sekundérantikorper
ist biotinyliert, das heif}t, Biotin, ein in einer Vielzahl von Geweben (z. B. Leber,
Niere) vorkommendes Vitamin und Coenzym, ist kovalent an den Antikorper gebun-
den. Als drittes wird ein Avidin-BiotinrKomplex hinzugefigt. Um diesen Komplex
zu erhalten, missen das Avidinreagenz und das biotinylierte Enzym mindestens 0,5
Stunden vor Anwendung in einem optimalen Verhdtnis miteinander gemischt wer-
den. In dieser Zeit binden sich frele Bindungsstellen des enzymgekoppelten Avidin
an das Biotin des Briickenantikorpers. Der sekundére Briickenantikérper mufd dabe
nicht im UberschulR zugegeben werden, da freie Fa-Arme firr die Bindung nicht be-
notigt werden. Alle Inkubationen werden bel Raumtemperatur durchgefuihrt.

Diese Methode nutzt die starke Affinitdt von Avidin oder Streptavidin zu Biotin.
Avidin besitzt vier Bindungsstellen fur Biotin. Wegen der Molekilkonfiguration
binden in der Regel aber weniger as vier Biotinmolekile. Nach Hsu et al. (1981) hat
diese Methode aufgrund dieser starken Affinitdt und auch wegen des chemisch mil-
den Biotinylierungsprozesses eine hohe Sensibilitat und ist deutlich empfindlicher als
die sog. PAP-Methode, welche von Sternberger seinerzeit vorgestellt wurde (Stern-
berger et al., 1979) und auf welche an dieser Stelle nicht ndher eingegangen werden

0ll.

Schema 2.1: Das Prinzip der ABC-Methode:

Fw Y Antigen
F oy Avidin
*
x}%&{ﬂ N Enzym
r i Biotin
" b
JR Fry Biotinylierter Antikorper
o Feo Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex
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2.3.2. Das Prinzip der APAAP- Reaktion (alkalische Phosphatase anti-
alkalische Phosphatase Reaktion)

Dieses, manchmal auch als unmarkierte Antikorpertechnik (unlabeled antibody me-
thod, Cordell et al., 1984) bezeichnet immunhistochemische Verfahren, nitzt die
praformierten |6slichen Enzym-anti- Enzymimmunkomplexe aus Antigen und den
dagegen gerichteten Antikorpern. Um einen |6slichen Enzym-anti-Enzymkomplex zu
erhalten, muR Enzym im Uberschul® zugefulhrt und die entsprechenden Prézipitate
entfernt werden.

Die alkalische Phosphatase ist ein Enzym, welches aus dem Darm von Kalbern ge-
wonnen wird (MG 100 kD). Es hydrolysiert organische Naphthol phosphatester (Sub-
strat) zu Phenylkomponenten und Phosphaten indem es die RO Bindung zerbricht.
Die Phenole binden an farblose Diazoniumsalze (Chromogene) und bilden so unlos-
liche Azofarbstoffe. Fur die Aktivierung der Phosphatase werden Metallionen bernd-
tigt. Die wichtigsten sind Mg 2*, Mr#* und CU/**. Eine endogene AP-Aktivitét des
Knochengewebes, der Nieren, der Leber sowie einiger Leukozyten kann nach Anga-
ben aus der Literatur (Ponder und Wilkinson, 1981) durch den Zusatz von 1 mM
Levamisole zur Substratlosung unterdriickt werden. Zusétzliche Blockierungsschritte

sind nicht erforderlich.

Schema 2.2: Das Prinzip der APAAP-Reaktion:

Antigen

&
iy

Alkalische Phosphatase
Anti-alkalische Phosphatase

Bruckenantikorper

-y
Y= -}

Erstantikdrper

2.3.3. Die Doppelfarbung

Diese Methode wurde angewandt, um zwel Antigene auf einem Schnitt darstellen zu
kénnen. Dabel wurden ABC- und APAAP-Reaktion hintereinander durchgefihrt
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(modifiziert nach Nakada € al., 1993). Wichtigste Bedingung dafir ist, dal3 die je-

weiligen Erstantikorper nicht aus derselben Tierspezies gewonnen wurden und ein-

mal poly- und einmal monoklonal waren. Nach einigen Versuchen stellte sich heraus,

dald die APAAP-Reaktion, wohl aufgrund der Nachweisantikorpergite, besser zur

Viswaliserung der monoklonalen Erstantikorper geeignet war. Wahrend bei der
ABC-Reaktion DAB (Fa. Fluka) as Chromogen eingesetzt wurde, kamen bei der
APAAP-Reaktion Fast-Red- TR-Salt und Fast-Blue BB-Salt zum Einsatz Da deren

Reaktionsprodukte in alkoholischen oder anderen organischen Lésungsmittel 16slich

sind, wurden zum Einschlief3en Medien auf wéal¥riger Basis, wie z.B. Kaisers Glyce-

rin Gelatine (Zusammensetzung siehe Romeis, 1989) verwendet.

2.4. Die verwendeten Antikdrper

Tab. 2.1: Dieeingesetzten Primarantikor per

Bezeichnung (Antigen) Species Herkunft Verdiinnung
Chromogranin A, Kaninchen |Fa Dako, 1:2000
polyklonal Hamburg, D

Chromogranin A, Maus Fa Dako, 1:500
monoklonal Hamburg, D

Serotonin (5-HT), Kaninchen |Fa Affiniti, 1:3000
polyklonal Mamhead, GB

Calcitonin, Kaninchen |Firma Dako, 1:1000
polyklonal Hamburg, D

Androgen Rezeptor F 39.4.1,| Maus Fa. Sanbio/Monosan, | 1:50
monoklonal Uden, NL

Ostrogen Rezeptor ER 1 D5, | Maus Fa. Dianova, 1:10
monoklonal Hamburg, D

Ostrogen Rezeptor, Maus Fa. Dako, 1:200
monoklonal Hamburg, D
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Tab. 2.2: Die eingesetzten Sekundarantikor per

Bezeichnung Herkunft Verdiinnung

ABC-Kit Vector, 1:200
(Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex) CA, USA

APAAP-Komplex (alkaline Phosphetase-| Amersham, Brickenantikorper 1:100,
conjugated anti-rabbit 1gG) GB APAAP-Komplex 1:100

2.5. Die verschiedenen I nkubationsschemata

2.5.1. Vorbereitung der Schnitte

Die auf Objekttrager aufgezogenen Gewebeschnitte wurden zunéchst in einer Xylol-
reihe (I-111) entparaffiniert und anschlief3end in einer absteigenden Alkoholreihe re-
hydriert wobei sich die absteigende Alkoholreihe aus 3 x Isopropanol 96%, sowie
Ethanol in absteigender Konzentration von 96% bis 50% zusammensetzt. Zuletzt
werden die Objekttrager mit den Gewebeschnitten in Aqua dest. Gberfuhrt.

2.5.2. Das Inkubationsschema bei der ABC-Reaktion

1.) Im Anschlul3 an die Rehydrierung erfolgt zur Unterdriickung der unspezifischen
endogenen Peroxidaseaktivitét, und damit zur Vermeidung falsch positiver Ergebnis-
se und Verminderung einer , Hintergrundreaktion®, eine 15-mindtige Inkubation in
einer 3%-igen HO,-L6sung. Wegen der Lichtempfindlichkeit von O, mul? diese
Reaktion im Dunkeln stattfinden.

2.) Nach einer 5 mindtigen Spllung in PBS- Tween 20-Ldsung (PBS = Phosphat
buffered saline, pH 7,4; ein Liter dieser Losung enthdlt 8,7 g Natriumchlorid (Fa.
Roth), 0,3 g Kaliumdihydrogenphosphat (Fa. Merck) und 1,4 g Di-Natriumhydrogent
phosphat-2-hydrat (Fa. Merck); Tween 20 entspricht Lauryl-SorbitanPolethylen
Glykolether. Zum Herstellen der Losung werden 0,5 ml Tween 20 in 1000 ml PBS
gemischt) wurden die Schnitte fir 30 min. mit einer 5%-igen BSA-PBS-L6sung
(BSA = bovines Serumalbumin, Fa. Serva) inkubiert. Hierdurch sollen unspezifische

Bindungstellen des Gewebes blockiert werden, um die , Hintergrundaktivitét” zu
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vermindern. Um eine zwischenzeitliches Austrocknen der Schnitte zu verhindern,
erfolgen alle Inkubatiorsschritte in einer feuchten Kammer.

3.) Bei der Verwendung einiger Antikorper, insbesondere derjenigen, welche gegen
Hormonrezeptoren gerichtet waren, wurde von den Herstellern, wie bereits oben e-
wahnt, eine spezielle Mikrowellenbehandlung empfohlen. Hierzu wurden die Schnit-
te in eine spezielle Plastikkiivette verbracht und in einem Citratpuffer (10 mM, pH
6,0) in einem handelsiiblichen Mikrowellengerdt (Fa. Siemens, max. 650 Waitt) fir
jewells 2 x 5 Minuten gekocht. Um ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern wur-
de zwischenzeitlich verdampfte Pufferlésung nach dem ersten Durchgang ersetzt.
Anschlieffend erfolgte eine langsame Abkuhlung Uber mind. 20 Minuten und hier-
nach die Uberfilhrung der Schnitte in PBS.

Tab. 2.3: Die Zusammensetzung des Citratpuffer s (Stammlosungen)

Substanz Stamml6sung Menge in ¢/1000 ml | Molaritét
Zitronensaure

A 21,01 0,1
(CeHgOr)
Natrium-Citrat

B 29,41 01
(CeHsNaO7 2H0)

Die Arbeitd dsung setzte sich aus 9 ml der Stammlésung A und 41 ml der Stamml6-
sung B, gelost in 450 ml Aqua dest.

4.) Anschlief3end Spilen der Schnitte fur 5 min. in PBS plus Tween 20.

5.) Entfernung der Gberfliissigen Spullésung und Aufbringen der Primérantikorper in
der jeweils geeigneten Verdinnung (siehe Tabelle 2.4), welche in Vorversuchen mit
Hilfe von Verdinnungsreihen bestimmt wurde. Anschlief3end Inkubation der Schnit-
te Uber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4 °C

6.) Spilen in PBS plus Tween 20-Lsg. fir3 x 5 min.

7.) Nun Auftropfen der biotinylierten Sekundarantikorper (ABC-Kit, Vectastain) und
Inkubation fur 1 Stunde bei Raumtemperatur.

8.) Spulen der Schnitte fir 3 x 5 min. in PBS plus Tween 20 Lsg..

9.) Anschlieffend erfolgte die 30- mindtige Inkubation mit dem mindestens 0,5 h ar
vor angesetzten Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex.

10.) Erneutes Waschen fir 3 x 5 min. in PBS plus Tween 20 Lsg..



11.) Zur Visudisierung erfolgte dann die Inkubation in einer DAB-L6sung (Diami-
nobenzidin, Fa. Sigma) fur 10 min. (Zusammensetzung der DAB-LGsung: 15mg
DAB und 50pl H,O- (30 %-ig) gelost in 100ml PBYS).

12.) Hiernach wurden die Schnitte erneut in PBS gesplilt und anschlief3end Uber eine
aufsteigende Alkoholreihe dehydriert und in Xylol Gberfihrt.

13.) Zur Konservierung und Archivierung erfolgte zuletzt das Eindeckeln mit Depex
(Fa. Serva).

2.5.3. Das Inkubationsschema bei der APAAP —Reaktion

Die APAAP-Reaktion wurde ausschliefdlich bei Doppelfarbungen eingesetzt, da die
Konservierung der Schnitte wegen der abschlief3enden Eindeckelung mit Glycerin-
Gelatine (keine wirkliche Luftdichtigkeit) und der grof3eren Lichtempfindlichkeit der
Reaktionsprodukte (Farben verblassen mit der Zeit) schwieriger ist.

Die Ablauf gleicht prinzipiell der bel derABC-Reaktion und bis einschliefdlich Schritt
6.) ist die Durchfthrung identisch.

7.) Als néchstes erfolgt das Auftropfen des sog. Briickenantikdrpers. Bei monoklore-
len Erstantikdrpern ist dies ein Kaninchen-anti-Maus-Antikorper (Fa. Dianova) in
einer Verdinnung von 1:200 und die Inkubation fur 30 min.

8.) Anschlieffend werden die Schnitte 3 x 5 min in PBS plus Tween 20 gewaschen.
9.) Hiernach erfolgt das Auftropfen des APAAP-Komplexes (Fa. Dianova, Verdin
nung 1:100) und erneute Ink ubation fur 30 min.

10.) Spulen der Schnitte fir 3 x 5 min in PBS plus Tween 20.

11.) Um die Empfindlichkeit der Nachweisreaktion zu erhdhen, wurden die Schritte
7.) bis 10.) einmal wiederholt, die Inkubationszeiten dabei jedoch auf 10 min. redu-
ziert. (Laut Cordell et al. (1984) hat eine léngere Inkubationszeit keine weiteren Vor-
teile)

11.) Zur Visualisierung der Immunreaktion erfolgte anschlief3end die Reaktion mit
den Chromogenen Fast-red RR-Salt (Fa. Sigma, ergibt ein kréftiges rot, welches sich
vom braun-schwarz des DAB sehr gut abhebt, und eingestzt wurde, wenn z.B. noch
eine Kerngegenfarbung mit Meyer’s saurem Hamatoxylin vorgesehen war) oder mit
Fast-blue BB-Salt (Fa. Sigma, ergibt ein kraftig leuchtendes blaurviolett) fur insge-
samt 30 min.
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Die Substratl6sung setzt sich wie folgt zusammen:

2mg Naphtol AS-MX-Phosphat (Fa.Sgma) werden mit 0,2 ml Dimethylformamid (DMF) in einem
Glasrohrchen gelost (DMF l6st Plastik). Anschlief3end werden 9,8 ml Tris-Puffer (0,1 M, pH 8,2)
hinzugefugt. Zur Blockade der endogenen alkalischen Phosphatase werden 10 pl 1 M Levamisole
zugesetzt. Unmittelbar vor Gebrauch werden 10 mg Chromogen geldst (ergibt eine walrige, etwas
gelblich respektive graulich-blaulich tingierte Losung) und zur Entfernung kleinerer Ausféallungen
direkt auf die Objekttrager filtriert.

12.) Anschlief3end waschen der Schnitte fur 20 min in Aqua dest.
13.) Zuletzt erfolgt der Einschlufd mit Deckglaschen mit Hilfe der zuvor im Wasser-

bad ausreichend verfllissigten Kaiser's Glycerin-Gelatine.

2.5.4. Das Inkubationsschema bei der Doppelfarbung

Bei der Doppelfarbung wurden beide oben beschriebenen Inkubationsschemata
nacheinander, jeweils mit Uber-Nacht-1nkubationen, durchgefihrt. Es wurde darauf
geachtet, dald jeweils ein monoklonaler mit einem polyklonalen Primarantikdrper
kombiniert wurde, um die Gefahr von Kreuzreaktionen und somit falsch positiven

Resultaten zu verhindern.

2.6. Auswertung der Ergebnisse

2.6.1. Die Stereologie

Ein Ziel der Arbeit war unter anderem der Versuch, Hinweise auf mogliche regionae
Unterschiede in der Vertellung (Stereologie) bestimmter Zellpopulationen (insbes.
der NE-Zdllen) zu finden. Als Stereologie bezeichnet man auch eine mathematische
Methode, mit deren Hilfe man in diesem Fall versucht, aus Resultaten einer Flachen-
dichtemessung eines bestimmten Gewebebestandteils auf dessen Volumendichte
zurlickzuschliefRen (Weibel, 1979, Ruschoff,1989).
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2.6.1.1.Das manuelle Punktzahlverfahren

Fur die Flachendichtemessung sind generell zwei Verfahren denkbar. Beim soge-
nannten Punktzahlverfahren wird ein Punktgitter (Zahlokular, z.B. Fa. LEITZ), wel-
ches eine bestimmte Anzahl (20) von Testpunkten enthélt, zufallig (randomisiert) auf
das zu untersuchende Objekt gelegt. Das Punktgitter stellt sich dar as eine neander-
formige Linie, mit jedoch rechtwinkeligem und nicht bogenférmigen Verlauf, welche
in regelmalligem Abstand durch kleine Markierungsstriche unterbrochen wird. Nur
Strukturen, welche unter diesen Markierungsstrichen liegen, durfen gezéhlt werden,
und nur so ist der Antell der unter diesen Testpunkten liegenden zelluléren Struktu-
ren zu ihrer Volumendichte proportional. Bedingung fur eine ausreichend hohe G=-
nauigkeit ist eine ausreichend hohe Anzahl an Punktz&hlungen und damit ein ausrei-
chend grof3er Stichprobenumfang. Grundsétzlich sind um so mehr Punktzéhlungen
durchzufthren, je kleiner das zu erwartende Volumen der zu vermessenden Struktur
ist. Empirisch 1&% sich dieser nach der Methode von Ronppanen (Romppanen,
1982) ermitteln. Erstellt man einen kumulativen Mittelwertplot (siehe hierzu auch
Holterhus, 1994) des voraussichtlich kleinsten Gewebekompartimentes (hier neuro-
endokrine Zellen) ist ein Stichprobenumfang von 40 Gesichtsfeldern, entsprechend
800 Testpunkten, mehr als ausreichend, da noch ein deutlicher ,, Sicherheltsabstand*
eingehalten wird. Ab einer solchen Anzahl von Messungen hat sich also das Mef3er-
gebnis auf einen bestimmten, wahren Wert eingependelt und wird auch durch
~Ausreil3er” in die eine oder andere Richtung nicht mehr entscheidend verandert. Es

kommt alenfals zu Verénderungen im Promillebereich.

2.6.1.2. Die computerassistierte digitale Bildanalyse

Das zweite denkbare Verfahren, welches hauptsachlich zur Anwendung kam, ist die
Flachendichtemessung mit Hilfe der computerassistierten digitalen Bildanalyse. De-
bei werden Ausschnitte des zu untersuchenden Objektes, (ein histologisches Prépa-
rat, an welchem zuvor mit Hilfe die Immunhistochemie oder konventioneller Férbe-
methoden verschiedene Kompartimente verschiedenfarbig visualisiert wurden) mit
Hilfe einer CCD-Kamera ( Fa. Sony ) in einer entsprechenden Vergrof3erung durch
das Mikroskop aufgenommen und digitalisiert. Anschlief3end kann mit verschiedenen

Farbfiltern, mit deren Hilfe eine bestimmte Farbbandbreite (z.B. was alles ist ,rot*?)
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definiert wurde, das jeweils interessierende Kompartiment markiert werden. An
schlief3end erfolgte durch den Rechner die Flachenberechnung. Durch geschickte
Wahl der Maske kann so die Flache der neuroendokrinen Zellen, des Epithels, der
Azini und des Stromas gemessen werden. Um nun Aussagen Uber die Verteilung
treffen zu kdnnen, wurden die zu vermessenden Areale zwar primér willkdrlich (ran-
domisiert) ausgewahlt, nach der Messung aber, entsprechend einer zonalen Gliede-
rung (s.0.) der i) zentralen, urethranahen Zone, der ii) peripheren, urethrafernen Zone
oder iii) einem mittleren Bereich zugeordnet. Pro Zone wurden dabel mindestens drei

Stichproben untersucht.

2.6.2. Quantitative Auswertung

Nach jeder Messung erfolgte zunéchst die Ubertragung der Mef3werte in eine zuvor
angelegte Excel- Tabelle, und anschlief?end mit deren Hilfe die weitere Verarbeitung
der Daten. Insgesamt wurden bel dieser Methode pro Schnitt mind. neun Gesichts-
felder ausgewertet, nach Mdglichkeit drei pro Zone. Aufgrund der Grofe (besser
Kleinheit) der Praparate und aufgrund der gewahlten Vergrél3erung (40fach) war dies
jedoch nicht immer moglich, z. T. konnte das gesamte Objekt bel der Vermessung
erfaldt werden.

Mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogramms Excel (Fa. Microsoft) wurden fir die
einzelnen interessierenden Gewebekompartimente und die entsprechenden Zonen
Durchschnittswerte errechnet und anschlief3end sowohl die zonale Haufigkeitsvertei-
lung als auch der Altersgang graphisch in verschiedenen Balkendiagrammen darge-
stellt.

2.7. Dokumentation

2.7.1. Die Mikrophotographie
Die fotografische Bilddokumentation der immunhistochemisch geférbten Praparate

erfolgte mit dem Photomikroskop ,,Axiomat” der Fa. ZEISS und dem Farbdiafilm
Fujicolor Superia 100 bei einer VergrofRerung von 1,2- bis 40-fach.
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[11. Ergebnisse

3.1. Foetales und postnatal es Wachstum der Prostata

Ein Ziel der Arbeit war es, die Vertellung der neuroendokrinen Zellen in der Prostata
von der Embryonalentwicklung bis ins Alter zu untersuchen. Zugleich erfolgte eine
Untersuchung, bzw. Beurteilung anderer Kompartimente des Organs. Mittels semi-
guantitativer, computerunterstiitzter Analyse wurde demnach auch der relative Anteil
an der Gesamtdriise von folgenden Gewebebestandteilen in verschiedenen Driisen
aus verschiedenen Altersstufen bestimmt (siehe auch Tabelle 3.1. und Diagramm
3.1.):

1) Stroma (inkl. Muskulatur, Bindegewebe)

2) Azinusgrof3e, bzw. das das Lumen umgebende Epithel

3) Lumen

Insgesamt betrachtet féllt dabel die deutliche Zunahme der Azinusgréfie selbst sowie
die des Lumens auf. Der relative Anteil des Stromas nimmt ab. Betrachtet man den
Altersgang, stellt sich die Entwicklung wie folgt dar: Bleiben vom Zeitpunkt der Ge-
burt an fur lange Jahre die einzelnen Bestandteile in ihrem relativem Verhdtnis ar
einander recht konstant (Azinus 35-40%, Lumen 10%, Stroma 60-65%, Epithel 25-
30%), kommt es durch ein weiteres Drisenwachstum im Rahmen der Pubertét zu
einer deutlichen Zunahme der Azini auf einen Antell von ca. 60%. Weiterhin augen
fallig ist die Aushildung eines Lumens. Die Lumina vergrof3ern sich im gleichen Zug
auf ca. 20-25% und erreichen damit ihren endgultigen Anteil am Gesamtprostatavo-
lumen.

Auch bei den untersuchten Organen des 40- und 50Jdhrigen verandert sich dieser
Anteil nicht wesentlich. Die Zunahme der Azinusfldche geschieht insbesondere auf
Kosten des Stromas. Sein Anteil sinkt wahrend der Pubertét von zuvor Uber 60% auf
ca. 40% ab, nimmt erst spater - moglicherweise im Rahmen einer beginnenden be-
nignen Prostatahyperplasie (BPH) - wieder langsam zu, und erreicht bei dem hier
untersuchten 50jdhrigen insgesamt 46%. Der Anteil des Epithels nimmt im Laufe der
Pubertét auf ca. 37% zu (war 25-30% zuvor), um dann spater wieder auf ca. 30%

abzunehmen.
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Tabelle 3.1: Relative Anteile der Gewebekompartimente (Angaben in Prozent):

(P,\';f")oarat 82 47/86 235 267 316 40 125 138 201

Alter (36.
(Jahren): SSW)

Lumina: 925 59 83 143 20,1 238 23,13 243 223

3-4 4 5 16 17 18 40 50

Acini: 359 353 382 470 588 609 596 557 536

Stroma: 643 646 61,7 529 411 391 404 442 464

Epithel-

N 245 265 299 350 38,7 37,02 364 314 31,0
flache:

(Anm.: Da ein Acinus aus Epithel und dem von ihm umgebenden Lumen besteht, ist die Summe in
den einzelnen Spalten golier als 100 %.)

Diagramm 3.1: Relativer Anteil der einzelnen Kompartimente in Prozent

Relative Anteile der einzelnen Kompartimente

| O Lumina: @ Acini: 8 Stroma: O Epithelflache:

70

50

30 A ]

0,1 3 4 5 16 17 18 40 50

Alter in Jahren

Anteile in Prozent
|
|
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3.2. Das Verteilungsmuster der neuroendokrinen Zellen

Fir die semiquantitative Auswertung mittels computerassistierter Bildanalyse wur-
den menschliche Organe aus einem Entwicklungszeitraum von der 36. SSW bis zum
50. Lebensjahr untersucht. Fir eine rein deskriptive Untersuchung konnten jedoch
auch menschliche Organe aus friheren Entwicklungsstufen, beginnend in der 10.-12.
SSW, berlicksichtigt werden. Aufgrund der geringen Organgrof3e, die eine entspre-
chende Morphometrie nach dem ansonsten angewandten Schema mit Hilfe der com-
puterassistierten Bildanalyse nicht zuliefd und aus der Tatsache heraus, das keine Se-
rienschnitte angefertigt worden waren, wurden nur immunhistochemisch Chro-
mogranin A markierte Schnitte ausgewertet.

Dabei fanden sich bei einem Embryo mit 57 mm SSL, entsprechend etwa der 10.
SSW, innerhalb des Stromas und des Epithels des Snus urogenitalis keinerlei im-
munreaktive Zellen, in einigen dorsolatera des Sinus urogenitalis gelegenen Gang-
lien jedoch zahlreiche Chromogranin A-positive Zellen (siehe Abb. 3.1. und 3.2.).

den Mdllerschen Gang (M). Im Epithel des Sinus urogenitalis sind keine Chro-

mogranin A-positiven Zellen nachzuweisen, in einem lateral gelegenen Paraganglion
(Pfeil) finden sich einige immunreaktive Zellen. Homo 57 mm, a-Chromogranin A,
X 63.
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Abb. 3.2: Chromogranin A-immunreaktives Ganglion lateral des Sinus urogenitalis.

Homo 65 mm SSL, x 250

E I e S
3% "%é%‘?:_ ' -
L P e O Al T
Abb. 3.3: Rektum (R) mit einigen immunreaktiven Epithelzellen (Pfeile). Diese die-
nen quas as interne Positivkontrolle bei der Immunhistochemie. Im Epithel des Si-

nus urogenitalis sind zu diesem Entwicklungszeitpunkt noch keine Chromogranin A-

immunreaktiven Zellen nachzuweisen. Homo 58 mm SSL, a-Chromogranin A, x 63.
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Bei einem Embryo mit einer SSL von ca. 60 mm, entsprechend einem Gestationsal-
ter etwa Ende der 10., Anfang der 11. Schwangerschaftswoche, konnten zahlreiche
Chromogranin A-positive Zellen innerhalb des urethralen Epithels nachgewiesen
werden. Zusétzlich fanden sich immer auch einige Zellen in dem umgebenden Me-

senchym.

Abb. 3.4: Immunreaktive Zellen (grof3e Pfeile) im Epithel des Sinus urogenitalis. Im
Bild unten rechts immunreaktive Zelle (kleiner Pfeil) im Mesenchym. Homo 65 mm.
a-Chromogranin A, x 160. Im Bild unten links Ausschnittvergrof3erung des gleichen
Praparates, x 250.

Ab ca. 65 mm SSL, entsprechend etwa der 12. SSW, zeigten sich solide epitheliale
Knospen, welche den urethralen neuroendokrinen Zellen eng benachbart sind. Sie
spriefden in das pericolliculére und das periurethrale Mesenchym aus. Nachfolgend
(12. und 13. Schwangerschaftswoche) fanden sich in der pericollicularen und inter-
medidren Region der zukinftigen Driise dinne und sich aufzweigende Knospen, z.
T. solide, z. T. mit leeren Lumina. Auch diese enthielten zahlreiche Chromogranin
A-positive Zellen. Ihre Zahl war aber, verglichen mit der im urethralen Epithel, ver-

gleichsweise gering.
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reaktiven Zellen. Im Bild links angeschnitten, Epithel der Harnréhre mit zahlreichen

imunreaktiven Zellen. Homo 65 mm SSL, a -Chromogranin A, x 250.

i [ . . o 3 . ] . . 5 ¥ ¥ s <% -
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Abb. 3.6: Weliteres Beispiel fir eine aussprief3ende Epithelknospe, noch ohne Lumen

mit einigen immunreaktiven Zellen sowohl in der Knospe as auch im Epithel der

Harnréhre. Homo, 65 mm SSL, a-Chromogranin A, x 250.



Zusammenfassend &/t sich Entwicklung der Verteilung der neuroendokrinen Zellen
in der frihen embryonalen Phase wie folgt beschreiben: Die neuroendokrinen Zellen
sind neurogenen Ursprungs und wandern Uber Paraganglien, welche zwischen den
dem Neurarohr entstammenden sympathischen Ganglien und dem Sinus urogenitalis
gelegen sind, in den Sinus urogenitalis ein. Etwa um die 10. SSW herum, wenn die
Entwicklung der Prostata gerade beginnt, haben neuroendokrine Zellen das Epithel
des Sinus urogenitalis erreicht. Uber das in das umgebende Mesenchym ausknospent
de Epithel des Sinus urogenitalis gelangen die neuroendokrinen Zellen in die sich
entwickelnde Prostata.

Verteilung der neuroendokrinenen Zellen in der Prostata

Schema 3.1: Zusammenfassung der Entwicklung der Verteillung der neuroendokri-
nen Zellen (rote Sternchen) in periprostatischen Paraganglien (PG), im Mesenchym
des Sinus urogenitalis (SUG) (dunkelgriin), im Epithel des SUG (blau) und in den
Drisenknospen der Prostata (P, dunkelblau) etwa um die 9. — 11
Schwangerschaft swoche. Im Miullerschen Gang (M, hellgrin) und den Wolffschen
Gangen (W, dinne schwarze Linien) finden sich keine Chromogranin A-

immunreaktiven Zellen.

Im Laufe der weiteren foetalen Entwicklung kommt es mit dem Aussprief3en weiterer

Drisenknospen aus der Urethra in die sich entwickelnde Prostata zu einem relativen
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Rickgang der Anzahl der neuroendokrinen Zellen in der Urethra. Mit zunehmender
Verzweigung der Drisenanlagen werden die neuroendokrinen Zellen weiter in das
Innere und die Peripherie der entstehenden Driise transportiert. Haufig enthalten die
ganz peripheren Anteile bzw. die Spitzen der Driisenknospen keine neuroendokrinen
Zellen, z.T. enthalten ganze Aufzweigungen keine neuroendokrinen Zellen. Im Ge-
gensatz dazu enthalten wiederum andere Driisenaste, insbesondere die, welche im
mittleren Anteil der spéteren Driise gelegen sind, zahlreiche neuroendokrine Zellen.
Diese waren nicht selten auch in Gruppen angeordnet. Dabei erscheint die Verteilung
der neuroendokrinen Zellen auf die einzelnen Driisenéste eher zufélig und eher von
der Clustergrof3e an jener Stelle abzuhéngen, wo sich der Drisenbaum spéter auf-
zweigt. In einigen Féalen fanden sich Chromogranin A-immunreaktive, Haufen bil-
dende Zellen auch im peripheren Stroma der foetalen Driisen und in dem von Neuw
geborenen. Haufig stehen sie in engem Kontakt zu soliden Epithelknospen oder Blut-
gefélden.

Betrachtet man die absolute Zahl und die raumliche Verteilung der reuroendokrinen
Zellen in der Prostata in verschiedenen Entwicklungsstufen (siehe Tab. 3.2), finden
sich in den ,,jingsten” Drisen die meisten neuroendokrinen Zellen in den urethralen
Abschnitten. Zur Peripherie hin nimmt ihre Zahl schrittweise ab. Dieses Vertei-
lungsmuster spiegelt offensichtlich einen Migrationsgradienten wieder, welcher von
der Urethra in Richtung periphere Zone gerichtet ist.

In der morphometrischen Analyse der kindlichen, prépubertéren, postpubertéren so-
wie erwachsenen bzw. reifen Drise konnte festgestellt werden, inwieweit dieses Ver-
tellungsmuster zusétzlich durch die relative Grél3e des Epithels innerhalb der Drise
beeinfluf3t wird.

Wie in der nachfolgenden Tabelle und der dazugehtrigen Grafik zu erkennen ist,
nimmt die Zahl der neuroendokrinen Zellen zwar im Altersgang gering ab, bleibt
aber im wesertlichen konstant. So kann man quasi von einem Verdinnungseffekt der
neuroendokrinen Zellen durch einen steigenden Anteil von sekretorischen Zellen und
Basalzellen sprechen. Auf absolute Zahlenwerte zurtickgefhrt ist nur die kleine
Fraktion von etwa 1 bis 2% des Drisenepithels neuroendokrin differenziert. Es be-
stehen jedoch grof3e regionale Unterschiede. In den jungsten Drisen sind urethranah
4,5 bis 7,5% des Epithels neuroendokriner Natur, im reifen Organ sind es lediglich
noch etwa 3%. Im mittleren Bereich ist ihr Anteil bereits deutlich geringer. In den

jungsten Driisen betrégt er 2 bis fast 3%, um dann in der reifen Drise bis auf deutlich
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unter 1% abzunehmen. Im urethrafernen Kompartiment sind de Unterschiede bei

weiterhin abnehmender und damit insgesamt nur geringer Anzahl nicht so gravie-

rend. Aber auch hier 1&/% sich im Vergleich zwischen der postpubertdren Driise und

dem reifen Organ eine Abnahme feststellen.

Tabelle 3.2: Vertellung der neuroendokrinen Zellen in den verschiedenen Driisenzo-

nen (Anteile in Prozent)

Préparat

(NF) 82  47/86 235 267 316 40 125 138 201
Alter 36.

(Jahren): SSW 3 4 5 16 17 18 40 50
Gesamt: 281 403 1,75 282 205 188 158 149 121
Urethranah: 5,83 765 2,36 448 3.1 28 3,04 34 226
M't“e.rer_ 1,99 272 219 3,18 147 206 096 07 084
Bereich:

Urethrafern: 061 172 07 08 159 08 0,73 0,38 0,55

Diagramm 3.2: Verteilung der neuroendokrinen Zellen im Epithel der verschieden

en Drusenzonen (Anteile in Prozent)

Epithel der Prostata

Quantitative Verteilung der neuroendokrinen Zellen im

Alter (Jahren)

B gesamt; O urethranah: O mittl. Bereich: @ urethrafern:
10

;8 I

£ 6

s 4 1

1 W { I | -

< 2 1

O I T —| T I T ﬂ T T ' —|_I T ' —l_ll i —I_I

0,1 3 4 ) 16 17 18 40 50
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3.3. Das Verteilungsmuster der Calcitonin-positiven neuroendokrinen Zellen

Neben Chromogranin-A positiven Zellen wurde auch das Verteilungsmuster Calcito-
nin-positiver Zellen untersucht. Insgesamt betrachtet ist ihr Anteil am Epithel noch-
mals niedriger als das der Chromogranin A-positiven Zellen und betrégt unter 1%. In
dem Préparat aus der 36. SSW ist ihr Anteil in den drei verschiedenen Kompartimen-
ten relativ gleich und liegt am untersuchten Prgparat bei durchschnittlich 0,55%. Be-
trachtet man den Altersgang, so kommt es insgesamt gesehen bis zum Ausreifen der
Driise zundchst zu einem leichten Anstieg des relativen Anteils bis auf tber 0,8%,
um dann im weiteren Verlauf wieder auf Ausgangswerte abzufallen. Im urethranahen
Kompartiment der gerade postpubertéren Driise finden sich erneut die meisten posi-
tiven Zellen, ihr Anteil betragt fast 1% am Gesamtepithel. Auffaligerweise ist der
zuvor fur die Chromogranin A positiven Zellen beschriebene Gradient von zeriral
nach peripher fir Calcitonin positive Zellen nicht so eindeutig nachweisbar. Beim
Neugeborenen, sowie im Préparat des 5, 16, 40 und 50jahrigen gibt es quasi keinen
Gradienten, beim 17 und 18jahrigen kommt es sogar zu einer Abnahme zur Periphe-
rie hin, beim 4 und 5jdhrigen zu einer relativen Zunahme.

Tabelle 3.3: Verteilung der Calcitonin-positiven Zellen im Epithel der verschiedenen
Driisenzonen (Anteile in Prozent)

(Pl\zfg’arat 82 47/86 235 267 316 40 125 138 201
Alter 36.

Qatre): eo, 3 4 5 16 17 18 40 50
Gesamt 055 074 09 086 092 067 059 048 062

Urethranah: 0,62 0,54 0,72 084 086 09 09 05 0,555

Mittlerer
Bereich:

Urethrafern: 0,45 1,07 1,33 0,84 094 041 028 0,55 0,59

058 06 068 091 097 0,7 054 04 0,72
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Diagramm 3.3: Verteilung der Calcitonin-positiven Zellen im Epithel der verschie-

denen Zonen (Angaben in Prozent)

Anteil der Calcitonin-positiven Zellen am Epithel

O gesamt: Ourethranah: DO mittl. Bereich: @ urethrafern:

==
N b

[EEN
|

e o
(2]
]

Anteil (Prozent)

o o
o N b
! !

0,1 3 4 5 16 17 18 40 50
Alter (Jahren)

3.4. Das Vertellungsmuster der Serotonin-positiven neuroendokrinen Zellen

Als dritte Fraktion wurde die regionale Verteilung und der Altersgang der Serotonin-
positiven Zellen morphometrisch untersucht. Betrachtet man die Graphik, dneln
sich die beiden Kurven fur Calcitonin und Serotonin. Der Gesamtanteil der Seroto-
nin-positiven Zellen liegt insgesamt bel lediglich 0,3 — 0,7% mit einer Tendenz zu
niedrigeren Gesamtanteilen in den dlteren Driusen. In diesen liegt der Anteil am Epi-
thel zwischen 0,3 und 0,4%. Urethranah ist die Dichte zum Zetpunkt der Geburt
noch relativ hoch und liegt bel fast 1%. Betrachtet man dieses Kompartiment im wei-
teren Verlauf, ergibt sich zunéchst insgesamt eine leichte Abnahme, um sich dann
aber zwischen 0,5 und 0,7% zu bewegen. Im mittleren Bereich bewegt sich der An
teil lange bei 0,4 bis 0,5%, um in dteren Drisen des 40- und 50Jahrigen unter 0,35%
abzufallen. Im urethrafernen Kompartiment sind die Werte uneinheitlich. In denjun-
gen Drisen der , Ruhephase” vor der Pubertét, steigt der Antell zunéchst geringfligig
an, um dann in der reifen Drise wieder abzufallen. Bei den einzelnen Messungen

war aber gerade in diesem Kompartiment die Streubreite sehr hoch.
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Tabelle 3.4: Vertellung der Serotonin-positiven Zellen im Epithel der verschiedenen

Drisenzonen (Anteile in Prozent):

Praparat

(N 82 47/86 267 235 316 40 125 138 201
g'ﬁj{re) 8386W 3 5 4 16 17 18 40 50
gesamt: 059 051 054 069 048 06 051 042 0,33
Urethranah: 0,97 06 07 077 065 072 055 057 0,39
:giitélﬁrerBe' 039 04 039 066 05 024 05 027 025
Urethrafern: 0,44 054 054 064 031 08 048 0,42 0,37

Diagramm 3.4: Verteillung der Serotonin positiven Zellen im Epithel der verschie-

denen Drisenzonen (Angaben in Prozent)

Anteil der Serotonin-positiven Zellen am Prostataepithel

B gesamt:  Ourethranah:  Omittl. Bereich: B urethrafern:

1,2

o

Anteil (Prozent)
o

o

o
o N A O 0O B
] ] ] ] ]

0,1 3 4 5 16 17 18 40
Alter (Jahren)

50
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Abb. 3.7: Neuroendokrine Zelle im Prostataepithel. Eine Doppelfarbung mit a-
Chromogranin A und a-Serotonin zeigt die Kolokalisation in einer Zelle, x 250.

Abb. 3.8. Weiteres Beispiel fur eine Kolokalisation von Chromogranin A (braun)
und Serotonin (rot) in einer Zelle. (x 250)
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3.5. Befunde zum Rezeptorstatus der neuroendokrinen Zellen

Bezlglich des Androgenrezeptornachweises kamen in einer Versuchsreihe verschie-
dene Antikorper zum Einsatz. Erst durch den kommerziell zu erwerbenden Antikor-
per F39.4.1 der Fa. Sanbio, Niederlande, stand jedoch ein Antikdrper zur Verfligung,
mit dem reproduzierbare und qualitativ gute Ergebnisse zu erzielen waren. Als Posi-
tivkontrolle wurde jewells ein Prostatakarzinompraparat mitgefuhrt, welches typi-
scherwel se androgenrezeptorpositiven Epithel- und Stromazellen zeigte.

In entsprechenden Doppel markierungsuntersuchungen mit Nachweis von Chro-
mogranin A und dem Androgenrezeptor konnte eindeutig gezeigt werden, dal3 die
Zellkerne Chromogranin A positiver Zellen nicht androgenrezeptorpositiv sind und
diese Zelpopulation somit nicht einer direkten Kontrolle durch Androgene unter-
liegt. Doppel markierungsuntersuchungen wurden auch fir den Ostrogenrezeptor
durchgefuihrt, als Positivkontrolle ertsprechend das Préparat eines Mamma
Karzinoms mitgefuhrt, jedoch auch ein oben bereits erwdhntes Prostatakarziompré

parat.

]
L

Abb. 3.9: Ausschnitt aus dem Epithel eines Prostatakarzinompraparats. Kolokalisati-
on von Ostrogenrezeptor (braun, Zellkern) und Chromogranin A (blau, Cytoplasma)

in einer Epithelzelle, x 400.

52



Zum einen lieffen sich mit dem monoklonalen Antikdrper der Fa. Dako im Gegensatz
zu dem der Fa. Dianova, sehr gute und reproduzierbare Ergebnisse darstellen, zum
anderen lief3 sich auch hier in den ,gesunden” Organen keine Kolokalisation von
Chromogranin A und Ostrogenrezeptor nachweisen. Interessanterweise fanden sich

jedoch in dem Prostatakarzinompraparat einige Kol okalisationen.
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V. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde semiquantitativ die Vertellung neuroendokriner
Zéllen in Prostatae verschiedener Altersstufen untersucht. Eine Markierung der Zel-
len erfolgte immunhistochemisch mit dem panneuroendokrinen Marker Chromogra-
nin A. Hinzu kamen zwel weitere Peptide, Calcitonin und Serotonin, welche neben
zahlreichen anderen Peptiden typischerweise in neuroendokrinen Zellen nachzuwei-
sen sind und Uber deren genaue Funktion bel physiologischen wie pathologischen
Ablaufen weiterhin Unklarheiten bestehen. Mit Hilfe der computerassistierten semi-
quantitativen Bildanalyse wurden die markierten neuroendokrinen Zellen in Relation
Zu anderen Kompartimenten des Prostatagewebes gebracht, und ihre regionale Ver-
teilung aufgeschlisselt, indem die Prostata systematisch in verschiedene Zonen auf-
geteilt wurde, wobel die Harnréhre bzw. die Kgpsel al's typische Orientierungspunkte
dienten. Mit dem Einsatz von Antikérpern gegen den Androgen und Ostrogenrezep-

tor, wurde die Steroidhormonabhangigkeit der neuroendokrinen Zellen untersucht.

4.1. Chromogranin A als Marker neuroendokriner Zellen

Wurden noch bis in die 70er Jahre insbesondere Versilberungsmethoden eingesetzt,
um sich die argentaffinen bzw. agyrophilen Eigenschaften neuroendokriner Zellen zu
nutze zu machen, wie beispielsweise die Versilberung nach Grimelius (1968), die
agyrophile Reaktion nach ChurukianSchenk (1979) und die argentaffine Reaktion
nach Fontana-Masson (1926), so haben sch heute durch die Verfligbarkeit spezifi-
scher Antikérper immunhistochemische Methoden durchgesetzt. Konnten Azzopardi
und Evans (1971) in lediglich 10 % von untersuchten Prostatakarzinomen argentaffi-
ne Zellen nachweisen, wenig spéter Kazzaz (1974) insgesamt 16 % sowohl agyrophi-
le als auch argentaffine Zellen, so wiesen di Sant” Agnese und de Mesy Jensen (1987)
in 47 % ihrer untersuchten Préparate, sowohl Versilberungs- as immunhistochemi-
sche Methoden einsetzend, eine neuroendokrine Differenzierung nach. Abrahamsson
et a. (1986, 1987) schliefdich konnten, durch den Einsatz mehrerer neuroendokriner
Marker in sdmtlichen untersuchten Praparaten eine neuroendokrine Differenzierung
nachweisen. Neben der Sensitivitét der neuen Antikorper wurde dieser Befund je-

doch auch auf den Einsatz der Bouinsche Fixierung zurtickgeftihrt.



Nach Angaben von di Sant”Agnese besteht das Epithel der Prostata nur zu etwa 0,1
% aus neuroendokrinen Zellen (1992). Nichts desto trotz gibt es eine ganze Reihe
von Berichten, denen zufolge die Anzahl der neuroendokrinen Zellen in der Prostata
deutlich variiert, wenn man unterschiedliche Marker, wie z.B. Chromogranin A (Cg
A), Serotonin, Calcitonin, Neuronenspezifische Enolase (NSE), Monoamin
Transporter (Beobachtungen von Weihe und Aumdller, nicht veréffentlicht) und ver-
schiedene Neuropeptide einsetzt.

So zum Beispiel konnten Verhofstad et al. (Beobachtungen, nicht publiziert, zitiert in
Xue at a., 1998) in durchschnittlich 63,3% aller neuroendokrinen Zellen sowonhl
Chromogranin A als auch Serotonin nachweisen, wohingegen Serotonin und Chro-
mogranin A alein nur in jeweils 27,1% bzw. 11,1% nachgewiesen werden konnten.
Xue et a. (1998) vermuten daher, das neuroendokrine Zellen kurzfristig ihre Sekreti-
onsprodukte verdndern kdnnen. Di Sant”’ Agnese zufolge eignen sich Chromogranin
A und Serotonin am ehesten, um eine neuroendokrine Differenzierung nachzuwei-
sen, einen leichten Vortell, mehr Zellen zu detektieren, sieht er fur Cg A (di
Sant”Agnese, 1998). Auch Abrahamsson zufolge ist das vorherrschende Produkt neu
roendokriner Zellen in der Prostata Chromogranin A (Abrahamsson, 1999). Di
Sant” Agneses Beobachtungen folgend mui? einschrénkend jedoch gesagt werden, daf3
Cg A gelegentlich normales sekretorisches Epithel und den apikalen Anteil von Tu-
morzellen farbt, so dal3 man meinen konnte, exokrine sekretorische Granula wirden
gefarbt. Diese Areale sollten nicht irrtimlich fir eine neuroendokrine Differenzie-
rung gehalten werden (di Sant”Agnese, 1998). Eine weitere Frage, welche aufgewor-
fen wird, ist die, ob esden einen Marker gibt, welcher samtliche neuroendokrinen
Zellen in einem Gewebe detektieren kann oder ob man vielmehr ein ganzes Arsendl
von Markern einsetzen mul3, um ein Gewebe nach diesen Zellen zu durchforrsten
(Xue et a., 1998; Aumiller et al., 2001). Dartiber hinaus ware auch eine Art Ruhe-
stadium vorstellbar (s.u.), in dem keiner der vorbeschriebenen Marker nachweisbar
wére (Aumuller et a., 2001). Nicht zuletzt werfen Xue at al. (1998) daher die Frage
auf, ob essinnvoll ist, lediglich die Gesamtpopulation einer Zellart und diese nur mit
einem Marker, namlich Cg A, zu detektieren, wenn dieser moglicherweise nicht in
Wachstum und Differenzierung involviert ist, oder ob man nicht vielmehr das Vor-
kommen von Zellen mit biologisch aktiven Sekretionsprodukten suchen sollte. In der
vorliegenden Arbeit wurde neben dem Chomogranin A daher auch die Verteilung

von Serotonin und Calcitonin untersucht.
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4.2. Der Altersgang der neuroendokrinen Zellen in der Prostata

Bel den durchgefihrten Untersuchungen lief3en sich in samtlichen Préparaten aller
Altersstufen Chromogranin A markierte Zellen nachweisen. Auch Calcitonin und
Serotonin-positive Zellen waren immer zu finden. Ein erster Nachweis von neuroen
dokrinen, mit Chromogranin A markierten Zellen in der Urethra war bei einem Feten
von ca. 60 mm SSL, entsprechend der etwa 10. — 11. Schwangerschaftswoche, mog-
lich. Wenig spéter beginnt die Entwicklung der Prostata in direkter Nachbarschaft zu
den neuroendokrinen Zellen der Urethra in Form aussprief3ender Epithelknospen
(siehe auch Aumdiller et a., 2001). Diese Befunde decken sich mit denen von Xue
und Mitarbeitern (2000). Bei ihren Untersuchungen von Feten aus der 12. bis 36.
Schwangerschaftswoche, prépubertéren sowie jungen Erwachsenen konnten sie neuw
roendokrine Zellen erstmals in der 13. Schwangerschaftswoche nachweisen, ab der
21. SSW enthielten alle Prostatae neuroendokrine Zellen.

Gleichartige Befunde konnten auch Jen und Dixon (1995) bei ihren Untersuchungen
zur Entwicklung der peptidergen Innervation der Prostata erheben, bei denen sie
CGRP-positive Zellen (= Calcitonin-gene related peptide) im Epithel, welches die
Urethra sdumt bzw. die Azini auskleidet, bereits bei Feten in der 13. Schwanger-
schaftswoche erstmals nachwiesen. Sie differenzierten Zellen vom offenen oder ge-
schlossenen Typ, welche z.T. lange dendritische Fortsdtze aufwiesen. Die Frage, ob
auch schon zu friheren Zeitpunkten ein positiver Nachwels zu fuhren ware, bleibt
von ihnen unbeantwortet, da entsprechende Prdparate nicht untersucht wurden.

Bel der hier durchgefiihrten Untersuchung zeigte sich, dal3 in den Prostatae
verschiedener  Alterstufen die  Anzahl der neuroendokrinen Zellen mit
zunehemendem Alter zwar gering abnimmt, im Wesentlichen aber konstant bleibt,
man quasi von einem Verdinnungseffekt der neuroendokrinen Zellen durch eine
zunehmende Anzahl von sekretorischen Zellen und Basal zellen sprechen kann.

Auch von Battaglia et a. (1994) wurde die Vertellung von endokrinen Zellen der
Prostata in Abhangigkeit vom Alter untersucht. Die Zellen wurden mit Cg A mar-
kiert, die Auswertung erfolgte mittels halbautomatischem Bildanalyseprogramm. Der
ermittelte Wert wurde als Anzahl von positiven Zellen pro Millimeter Epithel ange-
geben. Dabei konnten sie mit 0,366 Zellen / mm die hochste Dichte in der Gruppe
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der 25 —54jahrigen nachweisen, wohl bei den Alteren ( 0,261 Zelen / mm) als
auch bel den Jingeren (0,311 Zellen / mm) unterschied sich die Anzahl signifikant.
Erklart wurde dieser Befund mit dem haufigeren Vorkommen von nicht ausgereiften
Druseneinheiten in der jingeren Gruppe enerseits und der Ausbildung neuer Azini
in Zusammenhang mit der glanduléren Hyperplasie mit zunehmendem Alter anderer-
seits. Einschrankend muf3 zu dieser Arbeit allerdings bemerkt werden, dal3 nur Dri-
sen von Jugendlichen und Mannern im Alter von 14 bis 74 Jahren untersucht wur-
den, die Préparate also von peri-, eher noch postpubertérer Natur waren. So kamen
wesentliche Perioden in der Entwicklung der Drise nicht zur Beurtellung. Auch
wurden keine Aussagen zur Verteilung in verschiedenen Kompartimenten / Zonen
der Prostata gemacht. Nicht zuletzt erscheint die Mal3angabe in Form von positiven
Zellen pro Millimeter Epithel unglicklich, da sie mit Untersuchungsergebnissen an+
derer Arbeitsgryopen nicht vergleichbar ist. Eine Angabe in Prozent as Antell des
Epithels erscheint sinnvoller und wurde hier entsprechend durchgefihrt.

Bel Untersuchungen von Cohen et al. (1993) zur Population der neuroendokrinen
Zellen in der menschlichen Prostata, in denen Pr8parate von Sauglingen bis hin zu
70Jéhrigen untersucht und als Marker neben Chromogranin A auch Calcitonin und
Neuronen-spezifische Enolase eingesetzt wurden, wurden unter anderem zwei auffal-
lige Befunde erhoben. Zum einen war in den untersuchten Drisen prépubertérer
Knaben ein positiver Nachweis neuroendokriner Zellen in den Azini nur den ersten
Lebensmonaten zu fuhren, negativ zwischen dem 3. und 13. Lebengahr, und dann
erst wieder ab dem 14. Lebensgahr moglich, zum anderen konstatierte man, dal3 die
Anzahl der neuroendokrinen Zellen in den periurethralen Drisen und den Hauptgan-
gen zeitlebens relativ konstant bleibt. Nach Ansicht der Autoren haben fluktuierende
Androgenblutspiegel im Zeitraum um die Geburt, die Pubertét und im Alter walr-
scheinlich keinen Einflud auf die Zahl dieser Zellen in diesen beiden Bereichen. Sie
postulieren aber, dal3 neuroendokrine Zellen in den Azini nur zu Zeiten ansteigender
Androgenblutspiegel préasent sind. Bei den Neugeborenen sei dies auf den Einfluf3
maternaler Progesterone und wéahrend der postpubertdren Phase auf den Einflul3
testikuldrer Androgene zurtickzufiihren. Das Fehlen von neuroendokrinen Zellen in
den Azini Uber einen gewissen Zeitraum konnte in der hier vorgestellten Untersu-
chung und auch von Xue et a. (2000) nicht bestatigt werden. Nichts desto trotz gab
es auch Azini, die frei von Zellen diesen Typs waren, so dal3 die Verteilung mehr

zuféllig erscheint und eher davon abhéngt, ob sich in dem Bereich einer Aufzwei-
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gung von Drisenasten / -knospen neuroendokrine Zellen befinden. Die Egebnisse
lassen sich jedoch nicht genau miteinander vergleichen, da in der vorliegenden A-
beit die Prostata unabhangig von den histologischen Strukturen aufgeteilt wurde und
bel der computerassistierten Bildanalyse nicht zwischen Azinus und Ductus
unterschieden wurde. Anderersaitsist der von Cohen et a. vermutete direkte Einfluld
von Androgenen auf die neuroendokrinen Zellen nicht méglich, da sie nachweidlich
keinen Androgenrezeptor exprimieren (s.u.). Dartber hinaus wurden bel den
Untersuchungen von Cohen et al. (1993) die ermittelten Zellzahlen Chromogranin A-
und NSE-markierter Zellen gemittelt, da zwischen beiden kein signifikanter
Unterschied bestanden habe. Auch wenn NSE in zahlreichen neuroendokrinen Zellen
nachweisbar ist, ist sie kein geeigneter Marker fur die selektive Markierung dieser
Zellen, da sie as Isoenzym des an der Glykolyse beteiligten Enzyms Enolase auch in
Neuronen und ihren Fortsdtzen sehr verbreitet ist, so dal’ auch zahlreiche Zellen
aulRerhalb des Epithels markiert werden (Carlei und Polak, 1986; Schmechel, 1985).
Genaue Angaben zu der Haufigkeit der neuroendokrinen Zellen in der Prostata fehl-
ten bisang oder wurden nur in einem recht engen Zeitfenster, respektive nur region-
begrenzt oder an fremden Species untersucht. So fanden di Sant” Agnese et al. (1987)
bei ihren Untersuchungen zur Anzahl von Serotonin-immunreaktiven Zellen und des
Gewebegehaltes von Serotonin von Meerschweinchenprostatae einen hochsignifi-
kanten Anstieg beider Parameter mit zunehmendem Alter bis um den Faktor 14 bis
16. Wéhrend die Zahl der positiven Zellen im Bereich der Harnrohre und der Dri+
sengénge relativ gleich blieb, stieg ihre Zahl in der Peripherie deutlich an.

In der hier vorgestellten Untersuchung, welche ausschliefdlich an menschlichen
Prostatae durchgefihrt wurde und einen Zeitraum ab etwa der 10. Schwanger-
schaftswoche bis zum etwa 50. Lebengjahr beinhaltet, konnten keine vergleichbaren
Befunde erhoben werden. Vielmehr fand sich mit zunehmendem Alter nach der Pu-
bertét in allen jewells untersuchten Zonen ein Riickgang der Serotonin-positiven Zel-

len (s.u.).

4.3. Die topographische Verteilung der neuroendokrinen Zellen in der Prostata

Bel seinen Untersuchungen zur Charakterisierung der neuroendokrinen Zellen der

Prostata untersuchten di Sant”Agnese et a. (1985) unter anderem die Verteilung von
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immunhistochemisch markierten Serotonin-positiven Zellen. Die untersuchten Prépa
rate stammten sowohl von radikal prostatektomierten Patienten als auch aus Sektio-
nen. Es fanden sich Serotonin-positive Zellen in samtlichen Schnittpréparaten und in
séamtlichen Drisenregionen auf3er den Samenblasen und den Ductus gaculatorii. Die
grofte Anzahl von Zellen fand sich in den periurethralen Gangen des Samenhtigels,
eine betréchtliche, insgesamt aber doch geringere Anzahl, in der prostatischen U-
rethra und den kleineren Driisengéngen, eine nur geringe Anzahl in der Drisenperi-
pherie. Selten fand er eine groflRere Anzahl in den Azinusgebieten. Dabei war das
Verteilungsmuster unregelméldig. Es gab Areale mit fokalen Haufungen der Zellen
und daneben Areadle, in denen kaum positive Zellen nachweisbar waren. Gelegentlich
lagen die Zellen clusterartig nebeneinander. Eine gesonderte Aufschlisselung der
Untersuchungsergebnisse erfolgte nicht.

Ahnliche Ergebnisse lieferten Cohen et al. (1993). Bei ihren Untersuchungen von
reifen Driisen fanden sie eine Haufung der mit Chromogranin A markierten Zellen in
periurethralen sowie ductalen Zonen und deutlich weniger Zellen in den Acini. Ein
ahnliches Verteilungsmuster zeigten Calcitonin-markierte Zellen, der Unterschied
zwischen der periurethralen Zone und dem Bereich der Ductus war jedoch nicht sig-
nifikant. In beiden Zonen kamen positive Zellen in einer grof3en Anzahl vor, zur Or-
ganperipherie hin war jedoch eine deutliche Abnahme zu verzeichnen.

In der hier vorgestellten Untersuchung wurde die transversal geschnittene Prostata in
drei Bereiche eingeteilt, ndmlich einen periurethralen / paracollikuléren, einen mittle-
ren, sowie einen subkapsuléren Bereich, in einem Verhdltnis von 1:3:1. Wegen der
geringen Grole der fétalen Driisen war bei diesen eine solche Einteilung nicht sinn-
voll, sie konnten daher nicht der computerunterstiitzen Bildanalyse zugefihrt werden
und wurden rein deskriptiv beurteilt. Insgesamt fand sich bei den mit Chromogranin
A markierten Zellen wahrend der Fetalperiode und dem frihen postnatalen Entwick-
lungszeitraum ein Dichtegradient mit einer sehr hohen Zelldichte im urethralen Be-
reich, eine abnehmende Zellzahl im kollikul&ren Bereich und den mittleren Anteilen
der Prostatagénge und eine mehr irregulére Verteilung bei geringer Zelldichte in der
peripheren subkapsuldren Zone der Drise. Gleichartige Verteilungsmuster fanden
sich auch in den Drisen von Pubertierenden und Erwachsenen (siehe auch Aumdiller,
1979). Hier war allerdings die Gesamtzahl der neuroendokrinen Zellen relativ ver-
mindert, was auf den gleichzeitigen Anstieg von Basal- und sekretorischen Zellen

zurtickzufuhren ist, welche von einer urogenitalen Epithelzellinie abstammen. Die
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Zahl der neuroendokrinen Zellen wird quas verdinnt, insgesamt bilden sie aber ei-
nen relativ stabilen Pool in der reifen Prostata. Ein génzliches Verschwinden der die-
ser Zellen in der peripheren Zone in einem Zeitraum kurz nach der Geburt bis zur
Pubertét, wie von Cohen (1993) beschrieben (s.0.), konnte in den hier durchgefihrten
Untersuchungen nicht bestétigt werden. Kurzlich wurde von Xue et al. (2000) die
topographische Vertellung sowie die Dichte der neuroendokrinen Zellen in der sich
entwickelnden Prostata untersucht. Grundsétzlich kamen sie zu den gleichen Ergeb-
nissen. Sie fanden, dal3 sich in der normalen Prostata die neuroendokrinen Zellen im
Wesentlichen auf die Azinus- und Gangregion beschranken, wahrend in den meisten
Drisenknospen keine neuroendokrinen Zellen nachzuweisen waren. lhrer Ansicht
nach bleibt in den Azini / Gangen selbst die Dichte der neuroendokrinen Zellen bei
Feten bis zu jungen Erwachsenen hin walrscheinlich konstant. Allerdings sind die
Ergebnisse nicht genau zu Ubertragen, da Xue at a. die Prostatapréparate nicht, wie
hier geschehen, symmetrisch aufgeteilt, sondern differenziert haben, ob es sich bel
dem untersuchten Areal um einen Drisengang / Azinus oder z.B. die Spitze einer
Driisenknospe handelt. Sie begriinden ihr VVorgehen damit, daf3 in den verschiedenen
Zonen die Drisenarchitektur unterschiedlich ist, dal3 z.B. in der Drisenperipherie
sowohl solide Drusenspitzen als auch gangéhnliche Strukturen vorkommen. Gleiches
gelte fur die mehr zentralen Bereiche, in denen ebenfalls solide epitheliale Strukturen
vorzufinden seien, welche unzweifelhaft Knospenspitzen von Aufzweigungen waren.
In ihren eigenen, bislang nicht verdffentlichten Daten (siehe Xue at al., 2000) pladie-
ren sie dafUr, die anatomische Einteilung der Driise, welche sich auf die Urethra oder
die Kapsel bezieht, zu verlassen und eine Unterteilung in verschiedene Segmente,
welche entweder Knospenspitzen, Azini oder Sammelgénge enthdlt, vorzunehmen.
Ihren Untersuchungen zufolge seien diese verschiedenen Segmente nicht nur histolo-
gisch sondern auch immunhistochemisch aufgrund unterschiedlicher Keratinexpres-
sion sowie mittels Tenascin-C (ein Marker fir epithelio-stromale Interaktionen) zu
identifizieren und wirden zusétzlich typische Unterschiede in ihrer Proliferationsak-
tivitat zeigen.

Untersuchungen mit Calcitonin als Marker neuroendokriner Zellen in der Prostata
wurden erstmals von di Sant’Agnese (1986) durchgefiihrt. Die Préparate wurden
samtlich bei radikalen Zystoprostatektomien gewonnen. Seinen Befunden zufolge ist
in weniger als 5 % der neuroendokrinen Zellen Calcitonin nachweisbar, was im G-

gensatz zu den hier erhobenen Befunden steht, in denen die Calcitonin-positiven Zel-
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len insgesamt einen nur geringen Prozentsatz der Epithelzellen ausmachen, z.T. liegt
ihr Anteil an den neuroendokrinen Zellen bel deutlich Uber 30 %. Ursachlich mag ein
Antikorper mit groRerer Sensitivitét sein. Leider werden Uber die Altersstruktur keine
Angaben gemacht, erwartungsgeméal? diurften die Préparate jedoch von dteren Man
nern stammen. Im Gegensatz dazu stimmen die Befunde darin Gberein, dal es kein
klares regiondres Verteilungsmuster der Calcitonin-positiven Zellen gibt, da auch in
den gleichen Altersstufen die Zellzahlen nicht sehr enheitlich sind. Nicht zuletzt
sind diese Schwankungen auch auf die geringe Gréfe dieser Zellpopulation zurtick-
zufuhren.

Auch von Abrahamsson et al. (1986) wurde die Verteilung von Peptid-Hormon und
Serotonin-immunreaktiven Zellen in normalen (Préparate von jungen Erwachsenen)
und in hyperplastischen Prostatae (Préparate von transurethralen Resektionen und
Adenomenukleationen, durchgeftihrt wegen einer infravesikalen Obstruktion) unter-
sucht. Zum Einsatz kamen sowohl Versilberungsmethoden als auch Antikorper g
gen Calcitonin, Serotonin, TSH (Thyroidea stimmulierendes Hormon) und Somea-
tostatin. Insgesamt waren die Calcitonin-positiven Zellen deutlich seltener als die
vorherrschenden Serotoninhaltigen, Ublicherweise vom , geschlossenen Typ* und
lediglich im Zylinderepithel der Azini und Gange, dahingegen nicht im Urothel der
prostatischen Harnréhre nachzuweisen. In den Pr8paraten mit noduldrer benigner
Hyperplasie stieg die Anzahl der endokrinen Zellen insgesamt gleichméal3ig an, wobei
es schwierig war, fur die Calcitonin-positiven Zellen wirkliche Unterschiede abzulei-
ten, da sie insgesamt sehr selten waren.

Uberraschenderweise konnten Abrahamsson et al. in der prostatischen Harnrohre
keine Calcitonin-positiven Zellen nachweisen, was in der hier vorliegenden Untersu-
chung nicht bestétigt werden konnte. Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen von
Fetissof et a. (1986), welche eine Calcitonin-lmmunreaktivitét sowohl in den Prosta-
tae als auch in der prostatischen Harnréhre und der Blasenschleimhaut nachweisen
konnte. Aufgrund ihrer zusétzlichen Befunde bei gleichzeitigen Markierungen der
endokrinen Zellen durch Versilberungsmethoden, vermuten sie, dal3 die meisten Se-
rotonin-haltigen Zellen auch Calcitonin erthalten.

Erst kirzlich wurde von Abrahamsson et al. (2000) das Vorkommen von Calcitonin
in der menschlichen Prostata immunhistochemisch und mittels Radioimmunoassay
erneut untersucht. Die Praparate wurden bel radikalen Prostatektomien gewonnen

und in Zonen von normalem Gewebe, benigner Hyperplasie und Karzinom aufge-
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teilt. Dabel konnte in sémtlichen Praparaten Calcitonin nachgewiesen werden. Bel
der benignen Prostatahyperplasie fand sich ein signifikant niedrigerer Spiegel fur
Calcitonin als in normalem Gewebe, gleichzeitig liefien sich auch weniger Calcito-
nin-positive Zellen nachweisen, grundsétzlich gleiches -jedoch statistisch nicht signi-
fikant- fand sich in den Karzinomen. In Zusammenschau mit Befunden aus friiheren
Untersuchungen beztglich der benignen Prostatahyperplasie, bel denen man in gro-
ken, reifen BPH-Knoten nur noch eine geringe Anzahl neuroendokriner Zellen
nachweisen konnte (Cockett et al., 1993) schlof3 man, daf nur in unreifen, noch
wachsenden Arealen zhlreiche neuroendokrine Zellen enthaten sind (Abrahamsson
et al., 2000). Dieses wirde sich mit Befunden von Bonkhoff et al. (1991) decken,
welcher in direkter Nachbarschaft zu neuroendokrinen Zellen im Epithel KI-67, &-
nen Proliferationsmarker, nachweisen konnte, zumal auch Calcitonin zugeschrieben
wird, Tumorzellwachstum zu stimulieren (Ritchie et al., 1997; Shah et al., 1994).

4.4. Die neuroendokrinen Zellen als Androgen-unabhangige Zellen

Bel den hier durchgefiihrten Untersuchungen in Form der Doppelmarkierungen war
in normalen, nicht pathologisch alterierten Protatae niemals eine Kolokalisation von
Chromogranin A und Androgen oder OstrogenRezeptor nachzuweisen. Es fanden
sich jedoch lediglich in einem Pr8parat der Kontrollgruppe ganz sporadisch Zellen,
welche eine Kolokalisation von Chromogranin A und Ostrogenrezeptor aufwiesen.
Dieses Praparat wurde bel einer Zystoprostatektomie gewonnen, neben dem Blasen
karzinom hatte der Patient auch ein Prostatakarzinom entwickelt. Ein gleichartiger
Befund fur den Androgenrezeptor liefd sich in den untersuchten Préparaten in keinem
Fdl nachweisen.

Diese Befunde decken sich nicht mit den Ergebnissen von Nakada et al. (1993), wel-
cher bei seinen Untersuchungen zum Androgenrezeptorstatus in adulten Driisen eine
Kolokalisation von Androgenrezeptor und Cg A nachweisen konnte und das sogar in
bis zu 95% der neuroendokrinen Zellen. Er beschrieb das klassische Erscheinungs-
bild der neuroendokrinen Zelle in den basalen Gangabschnitten der Prostata a's eine
Zelle mit dendritischen Fortsétzen und positivem Nachweis fur den Androgenrezep-
tor im Zellkern. Die untersuchten Prgparate wurden im Rahmen von radikalen
Prostatektomien und transvesikalen Adenomektomien gewonnen. Gerade bei der
Entstehung dieser beiden Erkrankungen schreibt man den neuroendokrinen Zellen

einen nicht unerheblichen Einflul? zu. So konnten beispielsweise Iwamura et al.
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(1998) bei Dunnschnittuntersuchungen von bel radikalen Prostatektomien gewonne-
nen Praparaten eine Kolokalisation von Chromogranin A und dem EGF- (Epidermal
growth factor) Rezeptor in einigen Zellen nachweisen. Der epidermale Wachstums-
faktor wirkt stark mitogen, eine wichtige Beteiligung bzgl. Wachstum und Differen
zierung in den verschiedensten Geweben und Zellinien konnte bereits nachgewiesen
werden. Zusétzlich vermutet man, dal3 der EGF moglicherweise einige sekretorische
Zéellen reguliert, wie es z.B. fir HCG (humanes Choriongonadotropin) gezeigt wer-
den konnte. Seine Produktion wird stimuliert, die Sekretion aber inhibiert (Iwamura
et a., 1998).

Zuriickkommend auf die oben aufgefihrten Befunde von Nakada et al. (1993) hat
madglicherweise auch die spezielle Fixierung, welche bei —20 °C mit Aceton erfolgte,
sowie die weitere Behandlung mit Methylbenzoat und Xylen einen weiteren Einfluld
in Form einer erheblichen Verénderung der Epitope und nachfolgend falsch positiven
Befunden. Um bei den eigenen Untersuchungen Formalin-fixierter Praparate den
Androgenrezeptor zu demaskieren, wurde, den Empfehlungen von Iwamura et al.
(1994) folgend, eine entsprechende Mikrowellenbehandlung durchgefiihrt, welche
sich in der Praxis bewéhrte. Insgesamt muf3 aber gerade fir neuroendokrine Zellen in
Prostatakarzinomen erwahnt werden, dal? diese nicht einen typischen Vertreter dieser
Zellspezies darstellen. Moglicherweise handelt es sich bei ihnen um Zellen, welche
erst unter dem Einflufd von externen Faktoren und Mediatoren zu Zellen mit neuro-
endokrinen Eigenschaften differenzieren (s.u.).

Wie oben bereits erwahnt, fanden Cohen et a. (1993) bei ihren Untersuchungen zu
den neuroendokrinen Zellen der Prostata, dal3 Uber einen gewissen Zeitraum, namlich
von kurz nach der Geburt bis zum 13. Lebengahr, in den Azini keine neuroendokri-
nen Zellen nachweisbar sind. Als Ursache vermuteten sie einen direkten Einflul3 von
Androgenen auf deren Entwicklung, bzw. sie vermuteten zwel funktionelle Typen
von neuroendokrinen Zellen, namlich einen Androgen-abhangigen und einen Andro-
genunabhangigen, wobei in der Drisenperipherie entsprechend Androgen
abhéangige neuroendokrinen Zellen nur zu Zeiten ansteigender AndrogenBlutspiegel
nachweisbar sind. Auf diese Befunde fuRen sie ein eigenes Stammzellkonzept fir
neuroendokrine Zellen der Prostatain denen die einen moglicherweise endodermalen
Ursprungs, die anderen evtl. Abkdmmlinge des Neurarohrs sind. Demnach wére die
Beobachtung, dal’ die in den peripheren Azini gelegenen neuroendokrinen Zellen

unter hormonellem Einflu? stehen, damit zu begriinden, dal? eine epitheliale (endo-
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dermale) Stammzelle sich abweichend differenziert, und dal? die periurethralen und
in den Gangen gelegenen, offensichtlich nicht androgenabhangigen neuroendokrinen
Zellen, Neuralrohrabkémmlinge sind (Cohen et al., 1993).

Diese Befunde decken sich auch nicht mit den Befunden von Bonkhoff et al. (1993)
und Krijnen et a. (1993), welche bei ihren immunhistochemischen Untersuchungen,
(auch in der Arbeitsgruppe um Bonkhoff wurde der gleiche Androgenrezetor-
Antikorper F39.4.1 (Fa. Sanbio) wie in der vorliegenden Arbeit eingesetzt), ebenfalls
keine Kolokalisation von Chromogranin A und Androgenrezeptor nachweisen konn
ten, die neuroendokrinen Zellen somit nicht androgensensitiv sind. Die eventuellen
biologischen Funktionen, welche neuroendokrine Zellen mdglicherweise Uber endo-
krine, parakrine oder lumenokrine Mechanismen ausliben, sind damit offersichtlich

durch androgen-unabhangige Prozesse gesteuert.

4.5. Der neurogene Ursprung der neuroendokrinen Zellen

Bislang noch nicht eindeutig geklart ist die Herkunft der neuroendokrinen Zellen in
der Prostata. Zu erkléren sind immerhin die Phdnomene, dal? die neuroendokrinen
Zellen @) bereits etwa 15 Jahre vor den Epithelzellen nicht nur erstmals erscheinen
sondern auch ausreifen, b) die Anzahl der neuroendokrinen Zellen erheblich geringer
ist as die der sekretorischen und Basalzellen, ¢) ihr Verteilungsmuster innerhalb der
Prostata auf3erst unregelméaldig ist mit einer hohen Anzahl in den zentralen paracolli-
culdren und einer niedrigen Anzahl in den peripheren subkapsuldren Bereichen der
Prostata und d) ihre Anzahl im Laufe der Drisenentwicklung / -reifung insgesamt
sehr stabil ist, wohingegen die Anzahl der Basal- und sekretorischen Epithelzellen
deutlich ansteigt. Diese Fragen konnen mit einem Modell beantwortet werden, wenn
man die Verteilung der neuroendokrinen Zellen as eine Art Matrix innerhalb des
Epithels des Sinus urogenitalis betrachtet, wie es von Aumdtller (1999) vorgeschla-
gen wurde.

In einer friheren Untersuchung von Aumiller et a. (1999), bei dem embryonales
und fetales humanes Gewebe untersucht wurde, ergaben sich eindeutige Hinweise
darauf, dal3 die neuroendokrinen Zellen der Prostata neurogenen Ursprungs sind und
aus den sympathischen Ganglien/dem Grenzstrang -einem Abkdmmling des Neural-

rohrs- Uber Paraganglien in den Sinus urogenitalis einwandern. In der vorliegenden
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Untersuchung bei mannlichen Feten mit einem Gestationsalter von ca. 10 Wochen
sind in dem Epithel des Sinus urogenitalis noch keine neuroendokrinen Zellen nach-
zuweisen. Es finden sich jedoch zahlreiche Chromogranin A-immunreaktive Zellen
in den Paraganglien jeweils lateral des urogenitalen Mesenchyms. Wenig spéter, et-
wa gegen Ende der 10. Schwangerschaftswoche, sind erstmals Chromogranin A-
immunreaktive Zelen im urogenitalen Mesenchym nachweisbar. Ab etwa der 12.
Woche finden sich positive Zellen erstmals auch im Epithel des Sinus urogenitalis.
Diese Zellen gelangen Uber die aussprief3enden Epithelknospen in die sich entwi-
ckelnde Drise. Dabel dient das Epithel der Urethra als Reservelager. Als kleiner,
noch fehlender Moaikstein konnten bei diesen Untersuchungen keine Chromogranin
A-positiven Zellen dokumentiert werden, welche die Basalmembran des Sinus uro-
genialis gerade durchwandern. So konnte ein letzter eindeutiger Beweis nicht gefiihrt
werden. Andererseits konnten, als eine Art interne Positivkontrolle, regelméldig
Chromogranin A-immunreaktive Zellen im mit angeschnittenen Darmepithel de-
monstriert werden, und dies bereits in Préparaten aus der 10. Gestationswoche, wo
niemals entsprechende Zellen innerhalb des Mesenchyms des Snus urogenitalis
nachzuweisen waren. Dies ware ein weiteres Argument fur die unterschiedliche Her-
kunft der neuroendokrinen Zellen aus Prostata und Gastrointestinaltrakt (s.u.). Fir
die These, dai’ die neuroendokrinen Zellen sich nicht aus gemeinsamen Stammzellen
ableiten lassen, spricht weiterhin die Tatsache, dbl3 ihre Anzahl Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum hinweg relativ konstant zu bleiben scheint und die scheinba
re Abnahme ihrer Anzahl durch einen Verdinnungseffekt des im Vergleich deutlich
zunehmenden Epithels zu erkléren ist. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist der, dald im
Gegensatz zum Epithel der Prostata, welches erst mit der Pubertét vollstandig aus-
reift und seine Funktion aufnimmt, die neuroendokrinen Zellen offensichtlich bereits
zur Mitte der Schwangerschaft ausdifferenziert sind, also deutlich mehr als 10 Jahre
fruher. Auch dies spricht gegen eine gemeinsame Vorlauferzelle.

Aumdller fal%t die Hypothese, dal? die neuroendokrinen Zellen der Prostata ihren Ur-
sprung in der Neuralleiste haben und die Epithelzellen aus dem Sinus urogenitalis
stammen zusammen, und entwickelte daraus ein duales Stammzellkonzept (Aumuller
et a., 1999, 2001, siehe Abb. 4.1). Die neuroendokrinen Zellen wandern Uber Para-
ganglien, welche zwischen den sympathischen, von der Neuralleiste stammenden
Ganglien und dem Sinus urogenitalis gelegen sind, in den Sinus urogenitalis ein.
Zum Zeitpunkt des Beginns der Prostataentwicklung, etwa um die 10. Schwanger-
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Abb. 4.1: Duales Stammzellkonzept der Prostata (nach Aumdiller, 1999)
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schaftswoche herum, erreichen neuroendokrine Zellen erstmals das Epithel des Sinus
urogenitalis. Mit dem Ausknospen des Epithels gelangen sie dann in die sich ausfor-
mende Drise. Dabei dient das Epithel der Urethra als Reservelager fir die neuroen
dokrinen Zellen. Diese sind zunéchst undifferenziert und reifen im weiteren Verlauf

heran oder stimulieren eine weitere ruhende neuroendokrine Zelle. Die reife neuro-
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endokrine Zelle stimuliert die Proliferation Androgen Rezeptor negativer Sinus uro-
genitalis-Stammzellen, welche sich wiederum zu neuen Stammzellen teilen oder sich
prépubertér in Basalzellen, intermedidre oder adluminale unreife Zellen differenzie-
ren. Von diesen exprimieren nur die letztgenannten den Androgen Rezeptor. Mit
dem Einsetzen der Pubertét werden die intermedidren und adluminalen Zellen durch
AndrogenRezeptor-positive Basal- und sekretorische Zellen ersetzt, welche damit
das Kompartiment der differenzierten Zellen bilden. Neue Basalzellen, welche sich
zu sekretorischen Zellen differenzieren, entwickeln sich dabei aus Androgen
Rezeptor-negativen Stammzel len.

Dieses Konzept steht im Gegensatz zu bislang vorgestellten Stammzellkonzepten,
wie sie z.B. von Xue et al. (1998) und insbesondere Bonkhoff (1991, 1996 und 1998)
vertreten werden. Bonkhoff et a. gehen vielmehr von einer in situ Entwicklung der
endokrinen Zellen aus einer undifferenzierten Vorlauferzelle aus. In sehr komplexen
Epithelien muf3 eine Population sich selbst regenerierender Zellen (= Stammzellen),
welche in der Basalzellschicht gelegen ist, proliferieren und sich in Tochterzellen
teilen. Diese wiederum migrieren zum Lumen oder zur Koérperoberflache hin, diffe-
renzieren sich weiter und gehen dann durch programmierten Zelltod zugrunde. Fur
Gewebe mit hohem Turrover, inklusive der mit Basalzellen ausgekleideten Krypten
des Darmtrakts, den Basalzellen in der Epidermis und der Mamma und den Epithel-
zellen des Endometriums, sind Stammzellen nachweisbar (Xue et al., 1998). Sie e
ben typischerweise folgende Eigenschaften: 1. Sie sind relativ undifferenziert, 2. ihre
Anzahl ist festgelegt und sie kénnen diese aufrecht erhalten indem sie in Form einer
asymmetrischen Zellteilung zumindest eine weitere Stammzelle bilden kénnen, 3. sie
haben ein unbegrenztes Proliferationspotential, 4. sie sind pluripotent und in der La-
ge, eine ganze Reihe von unterschiedlichen Zelltypen in dem entsprechendem Gewe-
be hervorzubringen, 5. sind sie zur Geweberegeneration fahig, und 6. kdnnen sie sich
verandernden Umwelteigenschaften anpassen und auf aul3ere Faktoren reagieren. Die
wichtigste dieser Eigenschaften dabei ist sicher die Pluripotenz, die Fahigkeit von
Stammzellen, in die verschiedensten Zelltypen eines speziellen Gewebes zu differen
Zieren (Kinbara et al., 1996). Obwohl man fur die neuroendokrinen Zellen des diffu-
sen endokrinen oder APUD-Systems einen gemeinsame Ursprung vermutete, nam-
lich das Neuralrohr, so hat man Uber embryologische Studien Belege dafir finden
koénnen, dal? die pulmonalen und gastroenteralen Abkémmlinge endodermalen U-
sprungs sind (Sidhu et al., 1979; Andrew et al., 1982). Gleiches gilt fur das Parkress,
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wo verschiedene Arbeitsgruppen zigen konnten, dald weder die Insulin- , die Gluka-
gon noch die Somatostatin-produzierenden Zellen Neuralrohrabkémmlinge sind (s.
Andrew et a., 1982). Dal3 allgemein auch fir die in der Prostata vorhandenen Zellty-
pen gleiches gelten konnte, lief}e sich auch damit begrinden, das Prostata und der
Anorektalkanal den gleichen endodermalen Ursprung in der primitiven Kloake ta-
ben. Erwartungsgemald wiirde man in beiden Organen bezliglich der endokrinen Zel-
len das gleiche Hormonprofil finden. Dies konnte jedoch von di Sant” Agnese (1986)
nicht bestétigt werden.

Fur die Hypothese, auch die neuroendokrinen Zellen des Prostata waren endoderma-
len Ursprungs, werden von verschiedensten Autoren eine Reihe von weiteren Erkla
rungen geliefert. Bel Untersuchungen zur neuroendokrinen Differenzierung bel der
benignen Prostatahyperplasie und dem Adenokarzinom der Prostata konnten Apriki-
an et a. (1993) u.a. eine Koexpression von Chromogranin A und PSA nachweisen,
was fur eine gemeinsame endodermale Herkunft spricht, da PSA typischerweise in
den sekretorischen Epithelzellen zu finden ist. Eine Koexpression des high- molecular
weight cytokeratins mit Chromogranin A lief3 sich dagegen nicht nachweisen, was
darauf schliefien |43, dal’ neuroendokrine Zellen sich phénotypisch von dem Basal-
zellkompartiment unterscheiden, in welchem man die prostatischen epitheliaen
Stammzellen vermutet (Aprikian et al., 1993).

Die Ergebnisse von Bonkhoff et al. (1994) konnten diese Befunde nur teilweise bes-
tétigen. In einer immunhistochemischen Untersuchung mit Einsatz von Doppelféar-
bungen wurde neben den bekannten Zelltypen der sekretorischen luminalen Zellen,
der Basalzellen sowie der neuroendokrinen Zellen ein weiterer Zelltyp identifiziert,
welcher als intermedidr kezeichnet wurde. Dieser Zelltyp exprimierte zB. sowonhl
Chromogranin A und PSA als auch Chromogranin A und Basalzellenspezifisches
Zytokeratin. Hauptséchlich auf dieser Beobachtung fuldt sein Stammzellkonzept
(Bonkhoff et al., 1996), in dem er einen undifferenzierten, pluripotenten Vorlaufer
fur ale prostatischen Epithelzellen postuliert, welcher mutmadlich in der Basal zell-
schicht beheimatet ist.

Fur die neuroendokrinen Zellen selbst konnten Bonkhoff et al. (1995) nachweisen,
dal3 diese keine Proliferationsaktivitdt mehr zeigen, es sich also um postmitotische,
termina differenzierte Zellen handelt, da typische Marker fir Zellteilung, KI-67 und

MIB-1, immunhistochemisch nicht nachzuwei sen waren.
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Diese Befunde konnten von Xue et al. (1997) bestétigt werden, als sie bel einer im-
munhistochemischen Untersuchung das Zytokeratinprofil von neuroendokrinen Zel-
len mit dem der Basa- und der luminalen prostatischen Zellen verglichen. Dabei
kamen sie zu dem Schluf3, dal3 neuroendokrine Zellen, was die Expression von Zyto-
keratinen betrifft, sowohl Merkmale der Basalzellen als auch der luminalen Zellen
besitzen. Dieses wurde als starker Hinweis dafir gewertet, das alle drei Zelltypen
von einem gemeinsamen Vorléaufer abstammen. Bcl-2 dahingegen, ein Mitglied der
Anti-Apoptose-Faktor Familie (Apoptose = programmierter Zlltod) konnte in den
neuroendokrinen Zellen nicht nachgewiesen werden, was dafir spricht, dal3 es sich
um terminal differenzierte Zellen handelt (Xue et al., 1997).

Im Gegensatz zu diesen pathohistologischen Studien konnten Aumdiller et al. (2001)
bei ihren Untersuchungen von Prostatae Pubertierender oder junger Erwachsener
niemals eine Koexpression von Chromogranin A und PSA oder Chromogranin A und
Basal zell en spezifisches Zytokeratin nachweisen, was klar gegen die Existenz dieser
Zwischenform von ,,amphikrinen® Zellen spricht.

Das Vorkommen einer undifferenzierten nicht-sekretorischen Stammzellform der
neuroendokrinen Zellen wurde kirzlich durch Andrew et al. (1998), in Hinblick auf
die intestinalen neuroendokrinen Zellen, bestritten. Diese sollen vielmehr von einer
pluripotenten Vorlauferzelle der Enterozyten abstammen. Wahrscheinlich ist jedoch
die Situation im MagenDarmtrakt nicht mit der in der Prostata zu vergleichen. Au-
miller et a. (2001) konnten in jungen méannlichen und weiblichen Embryoen nie-
mals neuroendokrine Zellen in den subepithelialen Lagen des gastro-entero-
pankreatischen Systems nachweisen, wohingegen sie in Mesenchym des Sinus uro-
genitalis zahlreich vorkamen. Allerdings waren schon friihzeitig neuroendokrine Zel-
len mit ihrer typischen Morphologie im Darmepithel selbst nachweisbar, was bei den
hier durchgefiihrten Untersuchungen als interne Positivkontrolle fir die |mmunhisto-
chemie mit Chromogranin A genutzt wurde.

Die derzeit laufende Diskussion Uber die Herkunft der neuroendokrinen Zellen wird
von den BefUrwortern einer endodermalen Herkunft auch durch Befunde gestiitzt,
welche man bel Versuchen mit Zellkulturen erheben konnte. Fir die experimentelle
Prostatapathologie stehen eine Relthe von gut charakterisierten Zellkulturmodellen,
wie LNCaP und PC-3, zur Verfigung. Bereits Bang et al. (1994) konnten bei ihren
Versuchen mit der androgen-sensitiven Prostatakarzinomzellinie LNCaP zeigen, dal3

man Uber die Erhthung des intrazelluldren cAMP (cyklisches Adenosin-Mono-
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phosphat), wie man sie durch die Zugabe eines Phophodiesterasehemmers oder eines
cAMP-Analogons erreichen kann, eine neuroendokrine Differenzierung bewirken
kann. Wie sich dabei elektronenmikroskopisch zeigt, bilden die Zellen kleine dichte
Granula aus, wie sie typischerweise in den neuroendokrinen Zellen vorkommen, wei-
terhin sind die Zellen positiv fur die Marker Chromogranin A, NSE und auch S-100,
einem neuronalen Marker. Dartiber hinaus induzierte die Zugabe von CAMP eine G;-
Synchronisation, einen Wachstumsstop, sowie einen Verlust der Klonogenitét, was
fUr eine terminale Differenzierung spricht (Bang et a., 1994). Gleiche Befunde wur-
den von Cox et a. (1999, 2000) bel Untersuchungen u.a. an LNCaP-Zellen erhoben,
wobei sie zusdtzlich zeigen konnten, dal3 das Erlangen neuroendokriner Eigerschaf-
ten von Prostatakarzinomzellen reversibel ist, wenn man ihnen das verursachende,
die intrazelluldre cAMP-K onzentration erhbhende, Agens entzieht (Cox et al., 1999).

Kim et a. (2002) konnten weiterhin zeigen, dal3 der Hb-EGF (Heparin-bindender
epidermaler Wachstumsfaktor-ahnlicher Wachstumsfaktor), einer aus der glatten
Muskulatur der Prostata stammender mitogener Faktor, ebenfalls eine neuroendokri-
ne Differenzierung herbeifiihren kann, dal3 also Faktoren welche aus dem Stroma
selbst stammen, dazu fuhren dal3 Prostatakarzinomzellen Eigenschaften neuroendo-
kriner Zellen annehmen. Diese Zellen mifden also nicht einen gemeinsamen Ur-
sprung im Sinne einer gemeinsamen endodermalen Vorlauferzelle haben, sondern sie
nehmen Uber in der Umgebung vorhandene Faktoren einfach nur bestimmte Eigen-
schaften an.

Insgesamt muR die Ubertragung von Befunden aus diesen Systemen auf die normale
menschliche Prostata kritisch betrachtet werden, da z.B. die LNCaP-Zelle einen mu-
tierten Androgenrezeptor aufweist, der auch durch Bindung von Antiandrogenen
androgene Wirkungen vermittelt. Wiederum ist in anderen etablierten Zellinien, wie
der PC-3-Zdllinie, kein Androgenrezeptor nachweisbar, und in dieser Zellinie werden
PSA und PAP nicht oder nur in sehr geringen Konzentrationen synthetisiert (s. Au-
muller, 1993). Erst kirzlich von Sawicki und Rothman (2002) bei Untersuchungen
von Prostataepithelzellen von Mausen entdeckte Hinweise auf das VVorkommen von
Zellen mit Stammzelleigenschaften bedirfen noch der weiteren Bestétigung. Nach
Ansicht von Angelsen et al. (1997) sind aber sowohl Ratten, Meerschweinchen, Ka-
zen und Hunde keine geeigneten Tiermodelle fir physiologische Studien von neuro-
endokrinen Zellen. Als entscheidender Nachtell mul? also weiterhin das Fehlen von

etablierten Zellinien oder anderen Modellen angesehen werden.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dal? die vorliegende Arbeit mit der differenzier-
ten Beobachtung der Verteilung und des Altersganges der neuroendokrinen Zellen,
mit Chromogranin A, Serotonin und Calcitonin als Marker, klar das Stammzellkon
zept von Aumuller unterstiitzt. Neuroendokrine Zellen exprimieren keinen Andro-
genrezeptor, sie sind aso nicht steroidhormonabhangig. Auf welche Weise sie regu-
liert werden, ist nicht bekannt. Auch Uber ihre genaue Funktion &3t sich nur speku
lieren, es lassen sich jedoch die verschiedensten Peptidhormone und Rezeptoren
nachweisen. Mit ihren langen dendritischen Fortsdtzen erreichen sie sich z. T. unter-
einander, so dal? man eine Kommunikation und gegenseitige Steuerung vermuten
kann. Dariber hinaus erreichen neuroendokrinen Zellen vom offenen Typ das Dri+
senlumen, so dass auch eine Steuerung durch Bestandteile des Driisensekrets derkbar
ist.
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V. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die ndhere Charakterisierung der neuroendokrinen
Zellen in der menschlichen Prostata bezlglich ihrer Herkunft, der Verteilung sowie
ihres Altersganges.

Das Untersuchungsmaterial umfal3te mannliche Embryonen von 57 mm bis 65 mm
SSL, entsprechend der 9. bis ca. 13. Schwangerschaftswoche, einen Feten aus der 36.
Schwangerschaftswoche sowie kindliche, jugendliche (um den Zeitraum der Puber-
tét) und erwachsene Prostatapraparate. Die Schnitte wurden immunhistochemisch - z.
T. mit einer neu etablierten Doppel markierungstechnik - mit verschiedenen Primar-
antikorpern gegen neuroendokrine Zellen @-Chromogranin A, a-Serotonin und a-
Calcitonin) und Steroidhormonrezeptoren @-Androgenrezeptor, a-Oestrogenrezep-
tor) geférbt und die Reaktion semiquantitativ mittels computerunterstiitzter Bildana-
lyse ausgewertet.

Der Gesamtanteil der Chromogranin A-positiven neuroendokrinen Zellen am Epithel
der Prostata liegt bei ca 2 %, der Anteil der Serotonin- bzw. Calcitonin-positiven
Zellen liegt noch einmal deutlich niedriger bei etwa 1 %. Erstmals konnte gezeigt
werden, dal3 bei einem Embryo von 57 mm SSL, entsprechend etwa der 9. SSW,
noch keine neuroendokrinen Zellen im Epithel des Sinus urogenitalis nachzuweisen
sind (jedoch schon im Epithel des Rektums), diese jedoch in dorsolateral des Sinus
urogenitalis gelegenen Paraganglien in grof3er Anzahl vorliegen. Erst bei einem
Embryo mit 60 mm SSL finden sich im Stroma, im Epithel und etwas spéter auch in
den aussprief3enden Driisenknospen der sich entwickelnden Prostata des Sinus uro-
genitalis, Chromogranin A-positive neuroendokrine Zellen. Die stromaen immunre-
aktiven Zellen sind zum Teil zwischen den Paraganglien und dem Epithel des Sinus
urogenitalis lokalisiert. FUr die neuroendokrinen Zellen in der sich ausbildenden
Prostata konnte dartber hinaus eine von zentral nach peripher hin abnehmende Dich-
te nachgewiesen werden.

Zusammenfassend sprechen diese Befunde fur eine Migration der neuroendokrinen
Zellen aus den Paraganglien - und damit indirekt aus der Neuralleiste - in das Epithel
des Sinus urogenitalis und damit fir eine neurogene Herkunft der neuroendokrinen
Zellen der Prostata, auch wenn keine Zellen direkt an, bzw. beim Durchtritt durch die
Basalmenbran des Epithels gefunden wurden.
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So 1813t sich das bisher bestehende Stammzellkonzept der Prostata, in dem man von
nur einem einzigen Stammzelltypus ausgeht, in ein duales Stammzellkonzept mit
eigenen Vorléuferzellen sowohl fir die Basalzellen und Epithelzellen als auch fur die
neuroendokrinen Zellen erweitern. Letztendlich kann jedoch eine autochthone Gere-
se der neuroendokrinen Zellen nicht ganz ausgeschlossen werden, so dal3 weitere
Untersuchungen erforderlich sind, um die diese Frage abschlief3end beantworten zu
konnen.

Bel den Doppelmarkierungsversuchen konnte klar gezeigt werden, dal3 neuroendo-
krine Zellen in gesundem Prostatagewebe keinen Androgenrezeptor exprimieren.
Androgene konnten also allenfalls indirekt wirken.

Gerade im Hinblick auf die Genese der benignen Prostatahyperplasie und des Prosta-
takarzinoms finden die neuroendokrinen Zellen heute grof3e Beachtung und man
schreibt ihnen eine zentrale Rolle bei der Ausbildung dieser Krankheiten zu. Umso
wichtiger ist das Etablieren wirklich geeigneter Modelle, um diese Fragen beantwor-

ten zu konnen.
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