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| EINLEITUNG

.1 DAS PROSTATAKARZINOM

Als Prostatakarzinom (PCA) wird das Adenokarzinom der Prostata bezeichnet,
also eine Proliferation epithelialer Driisenzellen. Das Epithelkarzinom der
Prostata ist weltweit 2018 mit knapp 1,3 Millionen Féllen die 3 haufigste Krebsart
uberhaupt und die zweithaufigste Krebsart bzw. die flinft haufigste Todesursache
unter Mannern. In West Europa lag 2018 die Inzidenz bei 75,8 bzw. die
Mortalitatsrate bei 10,1 (Bray et al., 2018).

.1.1.1 ATIOLOGIE, VORKOMMEN, RISIKOFAKTOREN

Wie bei fast allen Tumorerkrankungen ist bei der Genese des Prostatakarzinoms
von einem multifaktoriellen Geschehen auszugehen. Hierbei sind das
Patientenalter, die Ernahrungsweise, genetische Préadispositionen und
epigenetische Einflisse relevante Risikofaktoren. Mit zunehmendem Alter zeigt
sich ein starker Anstieg der Inzidenz, insbesondere ab dem 50. Lebensjahr,
wahrend das mittlere Erkrankungsalter 2009/2010 in Deutschland bei 70 Jahren
lag (Bertz et al., 2010, Kaatsch et al.,, 2013). Weiterhin konnte durch
Migrationsstudien der Einfluss von Umweltfaktoren auf die Genese des
Prostatakarzinoms gezeigt werden. So wurde nachgewiesen, dass Manner aus
Japan, einem Land mit einer niedrigen Pravalenz fir das PCA, nach Emigration
in die USA im Laufe ihres Lebens eine hohere Préavalenz aufweisen, als nicht-
emigrierte Japaner, sich das Auftreten eines PCA also allein durch Anderung der
Umwelteinflisse und auch Lebensgewohnheiten beeinflussen lasst (Gronberg,
2003). Ein ahnlicher Zusammenhang konnte bei PCA-Patienten nachgewiesen
werden, die ihren bisherigen Lebensstil drastisch &nderten und so das
Voranschreiten der Grunderkrankung ausbremsen oder gar umkehren konnten
(Ornish et al., 2005). So wird insbesondere die Ernahrungsweise als ein wichtiger
Faktor fur das erhdhte Auftreten von fortgeschrittenen Prostatakarzinomen in den
westlichen Industrienationen diskutiert, welche sich durch hohe Mengen an

Kohlenhydraten und tierischen Fetten sowie relativ geringen Mengen an
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Ballaststoffen auszeichnet (Hebert et al., 1998, Stenzl et al., 2009). Gleichzeitig
werden protektive Faktoren in Lebensmitteln wie Isoflavone aus Sojaprodukten
oder auch Lignane und Carotinoide diskutiert und beispielsweise mit der geringen
Inzidenz des PCA in asiatischen Landern mit hohem Soja-Konsum und dem
geringen Konsum tierischer Fette in Verbindung gebracht (Denis et al., 1999,
Magee and Rowland, 2004, Stenzl et al., 2009). Zu guter Letzt ist die genetische
Pradisposition fur das Auftreten eines PCA und ihre Erblichkeit ein viel
diskutierter und wichtiger Einflussfaktor der Erkrankung. Nach dem Durchbruch
der modernen Sequenzierungsmethoden wurden diese ebenfalls zur Analyse
von Karzinomen eingesetzt. Laut Meikle et al. betragt das Risiko 88%, selbst mit
85 Jahren an einem PCA zu erkranken, sofern ein Verwandter ersten Grades
bereits an einem PCA erkrankt ist (Meikle et al., 1985). Gleichzeitig steigt das
Erkrankungsrisiko bis um den Faktor 11 an, sofern mehr als ein Verwandter an
einem PCA erkrankt ist (Meikle et al., 1985, Johns and Houlston, 2003).

.1.1.2 KLINIK DES PROSTATAKARZINOMS

Zumeist prasentiert sich das PCA im Frihstadium als symptomlose Erkrankung,
welche lediglich durch Kontrolluntersuchungen wie die Bestimmung des
prostataspezifischen Antigens (PSA), die Digital-Rektale Untersuchung und
multiparametrisches MRT der Prostata detektiert und endgultig per
Gewebsbiopsie bestatigt wird. Im fortgeschrittenen Stadium des PCA kann es
jedoch zu Miktionsbeschwerden, Impotenz, Inkontinenz, Hamaturie,
Hamatospermie oder pathologischer Frakturen durch die Gewebsproliferation
des Organs, Tumorinfiltrate oder Metastasen auftreten. Diese Symptome sind
allerdings keine Alleinstellungsmerkmale des PCA und erméglichen damit keine

Diagnosestellung.

.1.1.3 FRUHERKENNUNG UND DIAGNOSTIK DES PROSTATAKARZINOMS
Im heutigen klinischen Alltag stitzt sich die Friiherkennung und Diagnostik des
Prostatakarzinoms auf vier Grundpfeiler: die Anamnese und manuelle

korperliche Untersuchung, Laborparameter wie PSA, bildgebende Verfahren und
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letztlich die feingewebliche Untersuchung durch die Pathologie nach erfolgter
Biopsie. Dabei sind die digital-rektale Untersuchung und die Bestimmung des
PSA-Wertes im Serum zur Fruherkennung empfohlen, wahrend eine
Primardiagnostik bei Verdacht auf PCA durch eine Biopsie gesichert wird.
Bildgebende Verfahren wie transrektaler Ultraschall sind hierbei lediglich

erganzend empfohlen (Deutsche Krebsgesellschaft et al., 2019) (S3 Leitlinie).

1.1.1.4 DIGITAL-REKTALE UNTERSUCHUNG

Unter der digital-rektalen Untersuchung (DRU) wird die Palpation der Prostata
uber den Enddarm verstanden. Hierbei kdnnen Prostatakarzinome ab einer
gewissen Grol3e als tastsuspekt auffallen. In Verbindung mit der Bestimmung des
PSA Wertes stellt die DRU eine empfohlene Methode zur friihzeitigen Detektion
des PCA dar, jedoch stellte sie sich als alleinige MalRnahme zur Friiherkennung
als unterlegen heraus, da nur wenige Prostatakarzinome durch die DRU allein
festgestellt wurden. (Deutsche Krebsgesellschaft et al., 2019, Gosselaar et al.,
2008a, Richie et al., 1993)

1.1.1.5 PROSTATASPEZIFISCHES ANTIGEN

Das Prostataspezifische Antigen (PSA) ist ein Glykoprotein, welches als Enzym
der Verflissigung des Samenkoagels dient und dem Ejakulat wahrend der
mannlichen Ejakulation beigemengt wird. Es wird im mannlichen Korper lediglich
in Prostatagewebe in hohem Mal3e gefunden und kann in geringen Mengen im
Blutserum nachgewiesen werden. Die physiologische Funktion der
Serinprotease PSA wurde erstmals in den 1980er und 1990er Jahren erkannt
und beschrieben und seither zur Friiherkennung des PC herangezogen (Lilja and
Abrahamsson, 1988, Lilja, 1993, Schréder et al., 2009). Aufgrund der Messung
des prostataspezifischen Antigens im Serum werden heute die meisten PCA
Frihdiagnosen gestellt (Ito et al., 2000, Schroder et al., 2008). Es konnte gezeigt
werden, dass ein PCA Screening durch die PSA-Bestimmung im Serum die PCA
Mortalitat um bis zu 27% senken kann (Schroder et al., 2014). Jedoch wurde
bereits frih die Problematik erkannt, dass der im Serum gemessene PSA-Wert

auch durch andere Faktoren als nur ein PCA erhdht sein kann. Zu diesen
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Faktoren gehéren benigne Prostatahyperplasien, Entziindungen der Prostata
aber auch mechanische Belastungen des Prostatagewebes. Dieser Tatsache ist
die haufiger auftretende Uberdiagnostik geschuldet, welche sich durch falsch-
positive Testergebnisse darstellt und die Problematik optimaler Cut-Off Werte fur
diesen Parameter hervorhebt. (McGregor et al., 1998, Etzioni et al.,, 2002,
Schroder and Roobol, 2009)

.L1.1.6 TRANSREKTALER ULTRASCHALL

Der transrektale Ultraschall (TRUS), ein bildgebendes Verfahren zur direkteren
echographischen Untersuchung der Prostata mittels rektaler Ultraschallsonde,
stellte sich alleinig als ein ungeeignetes Screening-Werkzeug heraus, jedoch
konnten per gefuhrter Biopsie in echoreichen Arealen gezielt Proben aus klinisch
relevanten Prostatakarzinomen gewonnen werden, welche nicht durch eine
standardmalige systematische Biopsie getroffen worden wéaren (Gosselaar et
al., 2008b). Der Zugewinn an Prazision durch eine systematische TRUS-gefuhrte
Prostatabiopsie macht diese zur empfohlenen diagnostischen Methodik
(Heidenreich et al., 2014, Deutsche Krebsgesellschatft et al., 2019).

1.1.1.7 MULTIPARAMETRISCHES MRT DER PROSTATA

Mit dem mpMRT der Prostata steht seit geraumer Zeit ein bildgebendes
Instrumentarium zur Diagnostik und Einteilung der Prostata nach radiologischen
Kriterien bezlglich der Dignitat etwaiger Lasionen nach dem Prostate Imaging
Reporting & Data System (PI-RADS) zur Verfugung (Haider et al., 2021).

.L1.3.5 PROSTATABIOPSIE

Die stanzbioptische Sicherung stellt bisher immer noch den Goldstandard in der
Diagnostik des Prostatakarzinoms dar (Fei, 2019). Sie ist bei einer suspekten
DRU, einem auffallenden Anstieg des PSA-Wertes bei gleicher Messmethodik
oder einem PSA-Wert Uber 4ng/ml indiziert und stellt die einzig gewisse
Diagnosemdglichkeit dar, da bisher kein nicht-invasives Verfahren eine

ausreichende Spezifitat zur sicheren Diagnostik aufweist.

1.1.1.8 KLASSIFIKATION DES PROSTATAKARZINOMS
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Da sich die Therapieempfehlungen eines auf die Prostata begrenzenten Tumors
stark von der eines kapseliiberschreitend wachsenden oder gar metastasierten
Prostatakarzinoms unterscheidet, steht vor der Wahl der Therapie stets die
Klassifikation des vorliegenden Tumorgeschehens hinsichtlich
Wachstumsmuster und Wachstumsstadium. Ersteres wird dabei nach S3
Leitlinien als das sogenannte Grading durch den Gleason Score nach ISUP 2014
/ WHO 2016 ausgedriickt, letzteres spiegelt sich in der TNM-Klassifikation nach
UICC wider (Deutsche Krebsgesellschaft et al., 2019).

.L1.1.9 TUMORGRADING NACH GLEASON

Das Grading des Tumors beabsichtigt eine Erfassung des Grades der
Differenzierung maligner Zellformationen vom gesunden Gewebe. Nach S3
Leitlinie soll diese Differenzierung bei der Prostata mittels der Gleason Summe
erfolgen (Deutsche Krebsgesellschaft et al., 2019). Dazu wird das enthommene
Gewebe histologisch untersucht und nach typischen Wachstumsmustern des
entarteten Drisengewebes klassifiziert. Fur jede Gewebeprobe werden die in ihr
auftretenden Differenzierungsgrade als Werte zwischen 1 und 5 ermittelt (Epstein
et al., 2016b). Dabei ist unter einem Wert von 1 Tumorgewebe mit einem hohen
Differenzierungsgrad und daher niedrigem Malignitatsgrad zu verstehen,
wahrend eine Wertung von 5 flir stark entdifferenziertes Tumorgewebe mit
hohem Malignitatsgrad vergeben wird. Anschlieend wird aus zwei Kriterien eine
Summe, die sogenannte Gleason Summe (Gleason Score) gebildet: der
Differenzierungsgrad des am haufigsten vorkommenden Wachstumsmusters
wird zum hdchsten gefundenen Grad addiert. So sind theoretisch Gleason
Summen Werte zwischen 2 und 10 moglich, wobei nach der letzten
Aktualisierung des Gleason Scorings im Jahr 2014 die Unterscheidung in
lediglich 5 Gradierungsgruppen empfohlen wurde: Gleason 6 (3+3), Gleason 7a
(3+4), 7b (4+3), Gleason 8, 9 und 10 (Humphrey, 2004, Epstein et al., 2016b).
Eine Gleason Summe unter 6 wird in der Regel nur als Zufallsbefund ermittelt,
zum Beispiel nach pathologischer Aufarbeitung von Prostatagewebe mit
benigner Hyperplasie, wohingegen hohe Gleason Summen uber 7 oftmals
bereits mit einer klinischen Symptomatik einhergehen. Es konnten bereits

Zusammenhange zwischen der Gleason Summe und dem Tumorvolumen,
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einem kapseliiberschreitenden Wachstum des Tumors und einem erhéhten

Risiko fur Knochenmetastasen nachgewiesen werden. (Humphrey, 2004)

.L1.1.10 TUMORSTAGING NACH TNM

Das Tumorstaging eines Prostatakarzinoms soll nach Leitlinie gemaR der
allgemeinen TNM-Klassifikation erfolgen (Deutsche Krebsgesellschaft et al.,
2019). Diese beschreibt in einer Kodierung die Ausdehnung des
Tumorwachstums (T-Stadium, T), die Infiltration von Lymphknoten (N-Stadium,
N) sowie das Vorliegen von Metastasen (M-Stadium, M). Hierbei wird jeder

Schlissel separat in Abstufungen angegeben (Tabelle 1).

T-Stadium (Ausdehnung und GréRRe des Priméartumors)
TX Primartumor nicht beurteilbar
TO Kein Hinweis auf Existenz eines Primartumors
T1 Tumor Klinisch nicht auffallig, nicht tastbar
Tla Zufallsbefund, histologischer Nachweis von Tumorzellen in

Prostatagewebe, maximal 5% des gewonnenen Gewebes

betroffen

T1b Zufallsbefund, histologischer Nachweis von Tumorzellen in

Prostatagewebe, mehr als 5% des gewonnenen Gewebes

betroffen
Tilc Tumorbefund in Gewebe aus Nadelbiopsie.
T2 Tastbarer Tumor, Wachstum auf die Prostata begrenzt.
T2a Tumor in weniger als 50 % eines Seitenlappens
T2b Tumor in mehr als 50 % eines Seitenlappens
T2c Tumor in beiden Seitenlappen
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T3 Tumor  wachst Uber Prostatakapsel hinaus. Lokal

fortgeschrittenes Prostatakarzinom.

T3a Tumorausbreitung ein- oder beidseitig Uber Prostatakapsel

hinaus, Samenblasen tumorfrei.

T3b Tumorausbreitung ein- oder beidseitig Uber Prostatakapsel

hinaus und in Samenblasen

T4 Tumorausbreitung  in Nachbarstrukturen  oder  nicht

verschiebbar.

N-Stadium (Regionarer Lymphknotenbefall)

NX Regionare Lymphknoten nicht beurteilbar

NO Kein Anhalt fir regionéare Lymphknotenmetastasen

N1 Regionare Lymphknotenmetastasen nachweisbar

M-Stadium (Existenz von Fernmetastasen)

MO Kein Anhalt fir die Existenz von Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen nachweisbar
Mla Fernmetastasen in nicht-regionaren Lymphknoten nachweisbar
M1b Knochenmetastasen nachweisbar
Mlc Fernmetastasen in anderen Organen nachweisbar

Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms nach UICC 2009
(Wittekind, 2016, Prien and Christmann, 2018).

Da das volle TNM-Stadium eines Prostatakarzinoms erst nach stattgefundener
radikaler  Prostatektomie mit Lymphadenektomie sowie eventueller
Ganzkorperszintigraphie und multiparametrischer Magnetresonanztomographie
abgeschatzt werden kann, existieren fir die jeweiligen Schlissel auch

Kodierungen, die eine mangelhafte Beurteilbarkeit erfassen. (Wittekind, 2016) Im
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klinischen Alltag existieren die Begriffe des lokal begrenzten (T1-2, NO, MO), des
lokal fortgeschrittenen (T3-4, NO, MO) und des fortgeschrittenen bzw.
metastasierten Prostatakarzinoms (N1 oder M1) (Deutsche Krebsgesellschaft et
al., 2019).

.1.1.11 THERAPIE DES LOKAL BEGRENZTEN PROSTATAKARZINOMS

Grundsatzlich wird bei der Therapie eines Prostatakarzinoms zwischen der
Therapie eines lokal begrenzten PCA, also eines PCA ohne
kapseluberschreitendes Wachstum, und der Therapie eines fortgeschrittenen
PCA mit Infiltration benachbarter Gewebe oder gar Metastasierung
unterschieden. Wahrend im ersten Fall eine kurative Absicht primar durch
radikale Prostatektomie (RPX) aber auch durch Strahlentherapie verfolgt wird,
erfolgt bei einer fortgeschrittenen Erkrankung eine ausgedehntere Therapie, teils
noch mit kurativem, teils aber auch schon palliativem Gedanken, insbesondere

durch Hormonkastration oder Chemotherapie.

.L1.1.12 WATCHFUL WAITING & ACTIVE SURVEILLANCE

Die beiden Therapieansatze watchful waiting (WW) (,wachsames Abwarten®)
und active surveillance (AS) (,aktive Uberwachung®) beschreiben konservative
Therapien, welche ein notwendiges kuratives Eingreifen in die Erkrankung erst
bei Auftreten einer Symptomatik (WW) oder einem feststellbaren beschleunigten
Fortschreiten des Karzinoms (AS) indizieren. Beide Therapieformen verfolgen
das Ziel, klinisch insignifikante Prostatakarzinome von solchen zu unterscheiden,
welche einen schnellen Progress aufweisen und noch zu Lebzeiten des
Patienten symptomatisch werden kénnten. Da jedoch festgestellt wurde, dass
das Lebenszeitrisiko, an einem PCA zu erkranken, bei 15% bis 20% liegt, was
nahe legt, dass sich nicht alle Prostatakarzinome klinisch manifestieren
(Karavitakis et al.,, 2011). Andere Daten sprechen davon, dass je nach
Altersgruppe bis zu zwei Drittel aller Manner im Laufe ihres Lebens an einem
Prostatakarzinom erkranken, jedoch bei Uber 80% der Erkrankten eine
Symptomatik ausbleibt und die 5-Jahres-Uberlebensrate bei diesen Patienten bei
100% liegt (Robert Koch-Institut, 2007). Um eine Uberbehandlung der Patienten
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zu vermeiden, zielen die Ansadtze WW und AS darauf ab, den Verlauf der
diagnostizierten Grunderkrankung zu beobachten. Wahrend die Ziele beider

Therapien also &hnlich sind, unterscheiden Sie sich in der Vorgehensweise.

Der Active Surveillance Ansatz sieht eine Intervention mit kurativer Absicht erst
vor, wenn von einem Fortschreiten des PCA ausgegangen werden kann. Hier
mussen daflur einige Grundbedingungen wie eine passende Charakteristik des
Tumors erflllt sein und Kontrolluntersuchungen in engen zeitlichen Abstanden
erfolgen. Diese Kontrolluntersuchungen umfassen die PSA-Messung im Serum,
jedoch auch wiederholte Biopsien. Der Zeitpunkt des Eingreifens wird in
Abhéangigkeit von der PSA-Verdoppelungszeit und einem Fortschreiten des
Tumors im Biopsat abhangig gemacht. (Parker, 2004). Dem behandelten
Patienten muss deutlich gemacht werden, dass die Risiken einer klassischen
kurativen Therapie durch wiederholte Kontrolluntersuchungen und unter
Umstanden auch durch eine vermehrte psychische Belastung aufgrund des

»nicht-behandelns trotz Krebs* erkauft wird (van den Bergh et al., 2010).

.L1.1.13 RADIKALE PROSTATEKTOMIE — OPERATIVE THERAPIE

Die RPX, also die vollstandige Entfernung der Prostata samt Samenblasen, hat
sich als die Standardbehandlung des Ilokal begrenzt wachsenden
Prostatakarzinoms etabliert. Sie stellt nach Leitlinie eine primare Therapieoption
sowohl bei lokal begrenztem, als auch bei lokal fortgeschrittenem, nicht
metastasiertem PCA dar (Deutsche Krebsgesellschaft et al., 2019). Die
Wirksamkeit dieser Behandlungsmethode im Vergleich zu watchful waiting und
active surveilance gilt als unumstritten (Bill-Axelson et al., 2008, Bill-Axelson et
al., 2011). Da jedoch bei lokal fortgeschrittenen Karzinomen vom Grad T>2c ein
hoheres Risiko fur einen nach erfolgter RPX verbleibenden Residualtumor (R1-
Resektion) besteht, empfiehlt sich die alleinige RPX ohne begleitende Therapie
nur bei solchen Tumoren niedrigen Stadiums (Swindle et al., 2005). Neben der
klassischen offenen retropubischen RPX existiert der perineale Zugang sowie
laparoskopische Verfahren mit oder ohne Roboterassistenz. Moderne
Operationsverfahren wie die Roboter-assistierte RPX (,daVinci“) scheinen einige

Vorteile in Bezug auf die Nachwirkungen des Eingriffs wie beispielsweise
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geringeren intraoperativen Blutverlust zu haben, sind jedoch noch mit relativ
hohen Kosten im Vergleich zur konservativen Methodik verbunden (Stenzl et al.,
2009, Mundhenk et al., 2013, Yun et al., 2019, Preisser et al., 2019). Neben den
allgemeinen Risiken eines operativen Eingriffs ist bei einer radikalen
Prostatektomie auf mogliche Harninkontinenz und Potenzverlust durch Muskel-

bzw. Nervenschéadigung hinzuweisen (Stenzl et al., 2009).

.1.1.14 RADIOTHERAPIE

Die Strahlentherapie des Prostatakarzinoms unterscheidet die perkutane
Radiotherapie (pRT) und die Brachytherapie (BRT), wobei die BRT noch einmal
in eine Low-Dose-Rate BRT (LDR BRT, dauerhafte Implantation schwach
radioaktiven Materials in das Tumorgewebe) und in eine High-Dose-Rate BRT
(HDR BRT, kurzzeitige Einbringung starker radioaktiven Materials in das
Tumorgewebe) unterteilt wird. In beiden Fallen wird eine mdglichst gezielte
Schadigung von Tumorzellen durch energiereiche Strahlung oder
Teilchenstrahlung angestrebt, wobei die an das Gewebe abgegebene Energie in
der Einheit Gray (Gy, Joule / kg) gemessen wird. (Michel et al., 2016) Die S3
Leitlinie Prostatakarzinom empfiehlt die pRT als ,eine primare Therapieoption
beim lokal begrenzten Prostatakarzinom aller Risikogruppen® (Deutsche
Krebsgesellschaft et al., 2019). Die therapeutische Wirksamkeit im Vergleich mit
der RPX qilt als gut belegt. So wird nach bisheriger Datenlage der
Strahlentherapie bei lokalisiertem PCA ein zur RPX gleichwertiges Outcome
nachgesagt, wobei Studien bessere Ergebnisse der RPX in Bezug auf das
Auftreten eines biochemischen Rezidivs (PSA relapse) sehen. (Hakenberg et al.,
2003, Stenzl et al., 2009, Michel et al., 2016).
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.1.2 PROGNOSE UND REZIDIVDIAGNOSTIK DES PROSTATAKARZINOMS

1.1.2.1 PROGNOSEABSCHATZUNG

Im Allgemeinen wird die Prognose des lokalisierten Prostatakarzinoms als gut
erachtet. So liegt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate bei kapselbegrenztem
Wachstum und ohne regional fortgeschrittenem Wachstum mit Infiltration von
umliegendem Gewebe oder Lymphknoten bei fast 100% (Siegel et al., 2012,
Noone et al., 2018). Hat sich durch einen Progress der Grunderkrankung ein
kastrationsresistentes Prostatakarzinom entwickelt, so verschlechtert sich die
Prognose im Allgemeinen deutlich. Bei Vorliegen eines fernmetastasierten
Prostatakarzinoms (M1 Stadium) lag die relative 5-Jahres-Uberlebensrate in der
US-Amerikanischen Bevdlkerung in den Jahren 2001 bis 2007 nur noch bei etwa
29% (Siegel et al., 2012). Seit der breitflachigen Anwendung der PSA
Bestimmung im Serum kam es zu einem starken Anstieg der Diagnhose von
Prostatakarzinomen im Frihstadium oder von Karzinomen mit niedrigem oder
mittlerem Differenzierungsgrad (Lawrentschuk and Klotz, 2010). Diese frihe
Diagnose birgt das Problem einer anschlieBenden Ubertherapie des Patienten
durch operative oder radiotherapeutische MalRnahmen, obwohl die aktive
Uberwachung zumindest eine vorlaufige Behandlungsstrategie darstellen konnte
(McGregor et al., 1998, Lu-Yao et al., 2009). So weisen Daten darauf hin, dass
bis zu 70% der Patienten mit low-Grade Tumoren (Gleason Score Kkleiner 7) und
bis zu 20% der Patienten mit einem Gleason-7 Prostatakarzinom innerhalb von
15 Jahren nach Diagnose nicht mit einem Klinisch bedeutsamen Fortschreiten
der Grunderkrankung zu rechnen héatten, selbst wenn das Karzinom unbehandelt
bleibt (Albertsen et al., 2005). Dieses Problem macht es besonders notwendig,
die klinische Signifikanz eines Karzinoms einzuschatzen und eine Prognose zum
mdglichen Krankheitsverlauf geben zu kénnen, um die passende Therapie zu
wéhlen. Insbesondere gilt es, Karzinome mit einem grof3en Potenzial fur
schnellen Progress schon in frihem Stadium zu identifizieren und von
Karzinomen abzugrenzen, die zu Lebzeiten des Patienten zu keiner Problematik

fiuhren wirden.
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1.1.2.2 ETABLIERTE KLINISCHE FAKTOREN MIT PROGNOSTISCHER
SIGNIFIKANZ

Beim Prostatakarzinom haben sich unterschiedliche klinische Faktoren, vor allem
aus der Histo-Pathologie, als fur die Prognose relevant erwiesen. Hierunter fallen
insbesondere die Beurteilung der Differenzierung der Tumorzellen nach dem
Gleason Score (Gleason and Mellinger, 1974, Epstein et al., 2016a, Chen and
Zhou, 2016) sowie die Erfassung der Ausdehnung des Primartumors, einer
maoglichen lymphonodalen Metastasierung und der Information Uber bestehende
Fernmetastasen nach der TNM Klassifikation (Wittekind, 2016). Diese zwei
Faktoren stellen immer noch die Grundpfeiler fur die Prognostik und
insbesondere die Wahl der angebrachten priméaren Therapieform dar. Weiterhin
bietet die Beobachtung eines Tumorwachstums entlang der Perineuralscheiden
bzw. ein Einwachsen in Blutgefalie eine wichtige zusatzliche Information fur die
Prognose (Zareba et al., 2017, van den Ouden et al., 1998). Zu guter Letzt stellt
der Erfolg einer Resektion ,im Gesunden®im Falle einer radikalen Prostatektomie
einen wichtigen prognostischen Faktor fir den weiteren Verlauf der Erkrankung
und deren Therapiebedarf dar (Zhang et al., 2018). Mittels Nomogrammen wie
beispielsweise denen den Partin-Tabellen wurde erfolgreich versucht, mehrere
bekannte Faktoren wie zum Beispiel den PSA-Wert, das Ergebnis einer DRU und
den Gleason Score zu kombinieren und so eine bessere Vorhersage zum
Tumorstadium nach Operation zu ermoglichen (Partin et al., 1997, Kattan et al.,
1998, Kattan et al., 1999, Graefen et al., 2002, Makarov et al., 2007). Ahnlich
versucht die Risikoklassifizierung nach D’Amico, Patienten nach erfolgter RPX in
drei Progress-Risikogruppen einzuteilen (D'Amico et al., 1998).

Trotz dieser umfassenden Charakterisierung der Tumoren und deren Wachstum
zeigen sich die obigen Faktoren in der Praxis allein als noch nicht absolut
verlasslich bezlglich Pradiktion des individuellen Krankheitsverlaufs. Eine
Bewegung weg von der alleinigen feingeweblichen Untersuchung und
Kategorisierung hin zur zusatzlichen individuellen biochemischen und
molekularen Inspektion und Klassifizierung erscheint als potenzieller nachster
Schritt.
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1.1.2.3 MOLEKULARE MARKER MIT POTENZIELLER PROGNOSTISCHER

SIGNIFIKANZ

Die Bedeutung spezifischer gewebebasierter Biomarker fur das
Prostatakarzinom ist Gegenstand aktueller Forschung (Kristiansen, 2012). Dabei
wurde bisher eine Vielzahl an signifikanten Einflussfaktoren ausgemacht. Allein
die Entdeckung und Erforschung von Assoziationen bekannter Proteine bzw.
deren Expression mit dem Krankheitsverlauf bzw. Tumorprogress hat seit der
breiten Anwendung von Immunohistochemie und der tissue-microarray Technik
schlagartig zugenommen. Tabelle 2 zeigt eine Auswahl solcher Proteine

(Buhmeida et al., 2006, Matrtin et al., 2011, Pentyala et al., 2016).

Molekularer Uberlebensassoziation Progressionsassoziation
Marker (p*, Quelle) (p*, Quelle)
a-catenin (Richmond et al., 1997)

AKT (0.0376, Li et al., 2009) (0.0270, Li et al., 2009)
AR (<0.01, Segawa et al., 2001) | (<0.03, Sadi and Barrack, 1993)
(<0.02, Miyoshi et al., 2003) | (Taplin et al., 1995)
bcl-2 (0.045, Concato et al., 2009) | (<0.004, Bauer et al., 1996)
(<0.001, Mackey et al., 1998)
(0.001, Stackhouse et al., 1999)
(Scherr et al., 1999)
E-cadherin (<0.005, Umbas et al., 1994)
(Richmond et al., 1997)
EGFR (<0.0001, Schlomm et al., 2007)
FASN (0.02, Nguyen et al., 2010)
GSK3B (0.0001, Eichenauer et al.,
2019)
IGF-1 (<0.05, Yu et al., 2001)
Interleukin-6 (Adler et al., 1999)
(Shariat et al., 2001a)
Ki-67 (<0.001, Bettencourt et al., | (<0.02, Bubendorf et al., 1996)
1996) (0.0445-0.0001, Pollack et al.,
(<0.02, Aaltomaa et al., 1997) | 2004)
(<0.0001, Pollack et al.,
2004)
MIB-1 (<0.001, Dunsmuir et al.,
2000)
MUC1 (<0.003, Lapointe et al., 2004)
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pl6 (0.002, Lee et al., 1999)

p21 (Aaltomaa et al., 1999) (0.01, Aaltomaa et al., 1999)
p27 (<0.01, Yang et al., 1998) (<0.008, Yang et al., 1998)
(0.047, Tsihlias et al., 1998)
(<0.001, Vis et al., 2000, <0.01,
Vis et al., 2002)

(0.029, Halvorsen et al., 2003)
p53 (<0.011, Kuczyk et al., 1998) | (<0.018, Bauer et al., 1996)
(0.02, Grignon et al., 1997) | (<0.007, Shurbaji et al., 1995)
(0.014, Che et al., 2007) (0.04-0.001, Grignon et al.,
(0.022, Concato et al., 2009) | 1997)

(0.004, Stackhouse et al., 1999)
(Scherr et al., 1999)

p-AKT (0.0001, Ayala et al., 2004)
PTEN (0.029, Halvorsen et al., 2003)
(0.0001, Bramhecha et al.,
2019)

(0.0081-0.0078, McMenamin et
al., 1999)

TGF-betal (0.006, Wikstrom et al., 1998) | (Wikstrom et al., 1998)

(Shariat et al., 2001b)

(Adler et al., 1999)

Tabelle 2: Zusammenfassung Uberlebens- und progressionsassoziierter
Proteine in Prostatakarzinomgeweben unterschiedlicher Stadien; nach
(Buhmeida et al., 2006), (Martin et al., 2011), (Pentyala et al., 2016). (*
signifikante p-Werte sofern angegeben)

Neben einer verédnderte Proteinexpression in Tumorzellen wurden weitere
Faktoren mit mdoglichem prognostischem Wert entdeckt. So konnte gezeigt
werden, dass die Methylierung bestimmter Gene, beispielsweise PITX2, eine
prognostische Wertigkeit beziglich der Zeit bis zu einem PSA Rezidiv
(biochemisches Rezidiv) aufweist (Weiss et al., 2009, Banez et al., 2010, Schatz
et al., 2010, Vinarskaja et al., 2013).

Als weiterer Faktor wurde die Fusion bestimmter Gene diskutiert und
nachgewiesen. Im Prostatakarzinom zeigte sich insbesondere die Fusion des
TMPRSS2-Gens zu TMPRSS2-ERG als prognostischer Faktor hinsichtlich der
Entwicklung eines kastrationsresistenten PCA durch Stérung des

Androgenrezeptor-Signalwegs (Yu et al., 2010a, Wang et al., 2006, Demichelis
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et al., 2007, Wang et al.,, 2017). Diese Genfusion konnte in etwa 50% aller
untersuchten Prostatakarzinome nachgewiesen werden (Tomlins et al., 2005).
In neueren Arbeiten wurden zudem sogenannte genetische Biomarker Panels
untersucht, also die Auswertung mehrerer genetischer Marker, deren Ergebnisse
in einem gemeinsamen Score zusammengefasst werden (Kretschmer et al.,
2017). So konnte fir den OncotypeDX genomic prostate score® (Genomic
health, Redwood City, USA) eine prognostische Wertigkeit hinsichtlich des
Tumorstadiums und Gleason Scores sowie des Auftretens eines biochemischen
Rezidivs gezeigt werden, was bisher jedoch noch nicht in multizentrischen
Studien nachgewiesen wurde (Klein et al., 2014, Cullen et al., 2015, Mottet et al.,
2017).

Fir den Prolaris® Test (Myriad Genetics Inc., Salt Lake City, USA) konnte
ebenfalls eine prognostische Wertigkeit beztglich der Zeit bis zum Auftreten
eines BCR, dem krebsbezogenen Uberleben (Cancer-specific survival, CSS) und
dem Auftreten von Metastasen nachgewiesen werden (Cuzick et al., 2011,
Freedland et al., 2013, Bishoff et al., 2014, Cuzick et al., 2015). Zudem konnte
gezeigt werden, dass Urologen ihre Risikoeinschatzung und Behandlung nach
Auswertung des im Prolaris® Test verwendeten CCP Score in vielen Fallen
anpassen wirden und dass die Auswertung des CCP Score zu einer teils starken
Verringerung an Eingriffsempfehlungen und daraus resultierend zu einer
deutlichen Reduktion der operativen Eingriffe und Radiotherapien fihrte
(Crawford et al., 2014, Shore et al., 2014). Jedoch fuhren die Leitlinien der EAU
und AUA an, dass noch keine prospektiven multizentrischen Studien zu diesem
Test durchgefihrt wurden bzw. dass noch nicht klar erwiesen wurde, dass der
CCP Score bei der Auswahl von Patienten fiir eine active surveilance Therapie
eine wesentliche Rolle spielt (Mottet et al., 2017, Sanda et al., 2017, Kretschmer
etal., 2017).

Bei Decipher® (GenomeDX, Vancouver, Canada) handelt es sich ebenfalls um
ein Genpanel Test, welcher auf der Signatur von 22 Genen basiert. Nach
Expertenmeinung kann das Decipher® Panel unter Berlcksichtigung anderer
Faktoren zur klinischen Entscheidungsfindung verwendet werden, wenn es um

die adjuvante Radiotherapie eines Hochrisikopatienten geht (Ross et al., 2013).
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Nach AUA Richtlinien hat sich das Decipher® Panel noch nicht als essentiell
natzlich in der Auswahl von Patienten fiir eine Active Surveillance Therapie
erwiesen (Sanda et al., 2017). (Kretschmer et al., 2017)

Einzelne Parameter der Signhalwege im Prostatakarzinom sind zwar beleuchtet,
jedoch Dbleiben die weitreichenden Auswirkungen von individuellen
Veranderungen dieser Parameter weiterhin unbekannt oder unerklart. Fir die
Prognoseabschatzung, viel mehr aber fir die molekulare Charakterisierung des
individuellen Prostatakarzinoms sind daher dringend valide molekulare
Parameter notwendig, deren Aussagekraft durch Eigenschaften im Gefiige der
Tumorbiologie begrindbar ist. Von diesen Parametern ist also verlangt, dass
nicht allein ein Effekt im Tumorgewebe, beispielsweise eine veranderte
Proteinexpression, bekannt ist, sondern auch, dass der Grund dieser

Veréanderung erklarbar ist.

1.1.2.4 THERAPIE DES FORTGESCHRITTENEN PROSTATAKARZINOMS

Unter dem fortgeschrittenen PCA wird das lokal fortgeschrittene (T3-4, NO, MQ)
und des fortgeschrittenen bzw. metastasierten Prostatakarzinom (N1 oder M1)
verstanden.  Aufgrund des zusatzlichen tumortragenden, eventuell
nichtprostatischen Gewebes bedarf das fortgeschrittene PCA einer weitaus
individuelleren Therapie. Das Therapiespektrum reicht dabei von chirurgischen
MalRnahmen wie der RPX mit adjuvanter Radiotherapie, im Falle von
Lymphknotenmetastasen auch der Lymphadenektomie, Uber
Strahlentherapieoptionen, teils mit palliativer  Absicht, Uber die

Hormonentzugstherapie bis hin zur Chemotherapie.

.L1.2.5 LYMPHADENEKTOMIE

Die Lymphadenektomie (LA), insbesondere die laparoskopische pelvine LA, der
lokoregiondren Lymphknoten rund um die Prostata stellt die einzig sichere
Methodik zur Abschatzung des N-Stadiums dar (Fahlenkamp et al. 1997). Im
Rahmen eines lokal fortgeschrittenen PCA empfiehlt die S3 Leitlinie trotz nicht

belegtem prognostischen Nutzen eine LA, da diese Informationen fir eine

33



eventuelle adjuvante Therapie liefern kann (Studer, 2004). Sofern ein High Risk
PCA vorliegt, sprechen die Leitlinien zumindest aus, dass die extendierte pelvine
LA angeboten werden soll. Die histologische Sicherung von
Lymphknotenmetastasen schlagt sich in den Therapieempfehlungen nieder. So
soll im Falle einer geplanten Strahlentherapie und positivem Lymphknotenbefund
ein zusatzlicher adjuvanter Hormonentzug erfolgen. Nach bereits erfolgter RPX
und positivem Lymphknotenbefund kann eine adjuvante hormonablative
Therapie zumindest angeboten werden. (Deutsche Krebsgesellschaft et al.,
2019)

.L1.2.6 HORMONENTZUGSTHERAPIE

Unter einer Hormonentzugstherapie (HT) wird im Rahmen einer
Prostatakrebserkrankung die Senkung des Testosteronspiegels des Patienten
auf ein Niveau unter 0.5 ng/ml im Serum verstanden. Ziel ist dabei die Minderung
des testosteronabhangigen Wachstums des Drisenepithels, wobei auch ein
Grol3teil der malignen Epithelzellen in ihrer Proliferation gehemmt werden, was
erstmals bei kastrierten Mannern und unter Ostrogenverabreichung beobachtet
wurde (Huggins and Hodges, 1941).

Die HT wird im Rahmen eines hormonsensitiven PCA bei bestehender
Metastasierung empfohlen. Als Behandlungsoptionen stehen hier sowohl die
chemische Kastration durch LHRH-Analoga oder Antiandrogene, als auch die
chirurgische Kastration durch Orchiektomie zur Verfiugung. Weiterhin kann die
HT in Kombination mit einer Chemotherapie durchgefiihrt werden. (Deutsche
Krebsgesellschaft et al., 2019)

Als Problem der HT kann neben den Nebenwirkungen eines Testosteronmangels
(Androgen-Entzugssyndrom: Hitzewallungen, Libidoverlust, erektile Dysfunktion,
Gynéakomastie, allgemeine Leistungsminderung und
Stoffwechselveranderungen, Muskelabbau, Verringerung der Knochendichte)
die Entstehung eines kastrationsresistenten Prostatakarzinoms angesehen
werden: durch die selektive Minderung der Proliferation testosteronabhéngiger
Tumorklone verbleiben wund proliferieren insbesondere die Androgen-

unabhéangigen Zellen, das Tumorgeschehen wird vom Hormonentzug nicht mehr
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beeinflusst. (Huggins and Hodges, 1941, Schulman et al., 2010, Michel et al.,
2016) Die Entstehung des kastrationsresistenten PCA unter HT ist somit, trotz
anfanglicher Verkleinerung des Tumors, nicht zu verhindern (Rini and Small,
2002)

.1.2.7 KASTRATIONSRESISTENTES PROSTATAKARZINOM

Ein Prostatakarzinom gilt als kastrationsresistent (auch: hormonrefraktér), wenn
das im Serum gemessene PSA bei drei Messungen in zweiwbchigem Abstand
trotz mindestens vierwochiger HT und einem Testosteronwert unter 0.5 ng/ml im
Serum sowie sekundarer hormoneller Mal3hahmen (z.B. Antiandrogen-Gabe,
Ostrogengabe) stetig ansteigt (Stenzl et al., 2009). Das kastrationsresistente
Prostatakarzinom (KRPC) gilt als nicht heilbar. Als weitere Therapieoptionen
steht aktuell neben dem WW-Ansatz, steroidaler Behandlung (Dexamethason,
Prednisolon, Prednison) und Radium-223 insbesondere die Chemotherapie in
erster und zweiter Behandlungslinie zur Verfigung. (Deutsche Krebsgesellschaft
etal., 2019)

.L1.2.8 CHEMOTHERAPIE

Lange galt Docetaxel in Kombination mit Prednison als das Chemotherapeutikum
der Wahl zur Behandlung des KRPC. Als Erstlinientherapie fur Patienten mit
metastasiertem, progredientem PCA empfiehlt die Leitlinie heute bei
entsprechender Entscheidung des Patienten gegen ein Abwarten Docetaxel, den
Androgenrezeptor Inhibitor Enzalutamid oder Abirateron (in Kombination mit
Prednison / Prednisolon) (Tannock et al., 2004, Bono et al., 2011, Scher et al.,
2012, Ryan et al.,, 2013, Deutsche Krebsgesellschaft et al., 2019). Als
medikamentose Zweitlinientherapie nach Docetaxel stellen Abirateron,
Enzalutamid und Cabazitaxel valide Behandlungsoptionen dar (de Bono et al.,
2010, Bono et al., 2011, Fizazi et al., 2012, Scher et al.,, 2012, Deutsche
Krebsgesellschaft et al., 2019)

1.1.2.9 NEUE THERAPIESTRATEGIEN FUR DAS KASTRATIONSRESISTENTE
PROSTATAKARZINOM

Aktuell gilt das KRPC als das Endstadium der Erkrankung, das mittlere
Uberleben wird auf 9 bis 27 Monate geschatzt (Heidenreich et al., 2014). Wie
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zuvor beschrieben, lassen sich zwei Probleme der bisherigen Therapie des
KRPC festhalten. Zum einen ist das KRPC vermutlich in den meisten Fallen ein
Resultat einer durchgefiuihrten HT (Rini and Small, 2002). Zum anderen gilt es
offensichtlich, neue Signalwege analog zum Androgen-abhangigen Wachstum
das PCA zu entdecken, bei denen ein medikamentdses Eingreifen Wirkung im
KRPC zeigt. Neuere Ansatze stellen hier Immuntherapien durch Vakzinierung
oder die Behandlung mit Enzalutamid, Apalutamid, Darolutamid, Olaparib dar.
(Bedke et al., 2012, Scher et al., 2012, Thomas and Schrader, 2023) Unter den
interessanten Signalwegen hebt sich insbesondere der PI3K/AKT/mTOR
Signalweg um mTOR (mechanistic Target of Rapamycin, friher mammalian
Target of Rapamycin) als relevanter Wachstumssignalweg im CRPC, jedoch
auch in anderen menschlichen Tumoren hervor (Nakabayashi et al., 2012). So
konnte bereits bei Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom ein
verlangertes Uberleben durch die Behandlung mit Temsirolimus, einem mTOR
Inhibitor, nachgewiesen werden (Hudes et al., 2007). Ebenso zeigt Everolimus
als mTOR Inhibitor eine Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens in
bestimmten Subgruppen des Mammakarzinoms (Baselga et al., 2011, Lee et al.,
2015). Im Prostatakarzinom konnten indes keine bzw. nur geringe Einfliisse einer
Behandlung durch mTOR Inhibitoren nachgewiesen werden, wobei angemerkt
werden muss, dass es sich um Phase-II-Studien mit geringer Patientenzahl unter
40 Patienten handelte, weshalb auch eine Subgruppenanalyse wie beim
Mammakarzinom nicht moglich war (Armstrong et al., 2010, Nakabayashi et al.,
2012, Kruczek et al., 2013, Templeton et al., 2013, Statz et al., 2016). Als weitere
auf den mTOR Signalweg einwirkende Substanzen mit maoglicher
therapeutischer Wirkung im KRPC wurden zudem Ardisianon und Ligustrazin
diskutiert, wobei hier nur in-vitro-Studien vorliegen (Yu et al., 2013, Han et al.,
2015).

1.2 HETEROGENITAT DES PROSTATAKARZINOMS

Das Prostatakarzinom ist durch ein multifokales Tumorwachstum charakterisiert
(Tolkach and Kristiansen, 2018). Hierunter wird das zeitgleiche Wachstum

raumlich getrennter Tumorherde in der Prostata verstanden, die zuséatzlich
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unterschiedliche Wachstumsmuster aufweisen kdnnen, was die pathologische

Einschatzung erschwert.

Multifokales Wachstum tritt im PCA haufiger auf als unifokales und ist meist mit
einem grofReren Prostatavolumen verbunden Es scheint jedoch keine
Auswirkung auf das biologische Verhalten zu haben (Stamatiou et al., 2009).
Ebenso scheint eine klinische Relevanz der Multifokalitat nur in seltenen Féallen
zu bestehen (Delacroix and Ward, 2010). Die Heterogenitat beziglich der
Wachstumsmuster im Sinne der Gleason Scores unterschiedlicher Tumorherde
derselben Prostata bei multifokalem Wachstum ist ebenfalls bekannt (Ruijter et
al., 1996).

Neben der klinischen, morphologischen und rdumlichen Heterogenitat konnte
ebenso eine molekulare und genetische Heterogenitat festgestellt werden. So
zeigte sich, dass multifokale Tumoren eine hohe Heterogenitat beziglich copy
number alterations (CNA), also Veranderungen der Anzahl an Kopien eines
gewissen Genabschnittes, bezlglich des allgemeinen Auftretens von
Verdnderungen im Genom (genomic rearrangements) und bezuglich
sogenannter single nucleotide variants (SVN), einer Form von Einzelnukleotid-
Polymorphismen (single nucleotide polymorphism, SNP) aufweisen (Boutros et
al., 2015, Gu et al., 2008). Generell scheinen multifokale Tumoren eine hohe
genetische Heterogenitat aufzuweisen. So berichten Lavf et al., dass 76% aller
untersuchten multifokalen Tumoren keine Ubereinstimmenden Punktmutationen
in den verschiedenen Foci aufwiesen, die Ubereinstimmenden Punktmutationen
nur selten in Genen gefunden wurden, die mit einem Tumorgeschehen assoziiert
werden und dass CNAs der DNA nur in seltenen Féllen in zwei unterschiedlichen
Foci derselben Prostata gefunden werden konnten (Levf et al., 2019). (Tolkach
and Kristiansen, 2018)
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Abbildung 1: Beispielhafte Darstellung der Heterogenitat von Histologie und
biochemischen Markern im Prostataraum (aus Merseburger et al. (2006)).

Mittels Sequenzierung des gesamten Genoms eines Patienten mit multifokalem,
metastasiertem PCA konnte bereits exemplarisch gezeigt werden, dass letztlich
nicht der Tumorherd mit dem hochsten Staging und Gleason Score fur das
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Versterben des Patienten verantwortlich war, sondern dass die todliche
Metastasierung von einem Klon aus dem Primartumor mit relativ niedrigem
Risikograd aus ging (Haffner et al., 2013). Dies widerspricht der allgemeinen
Annahme, dass zur Prognoseabschatzung das Tumorareal mit dem hdchsten
Gleason Score bzw. der grof3ten Ausbreitung ausschlaggebend sei, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass eine einzelne Biopsie keinen Aufschluss
uber das tumordse Gesamtgeschehen geben kann (Gerlinger et al., 2012). Diese
als Indexlasion (engl. index lesion) bezeichneten gréf3ten Tumorareale standen
lange im Fokus der Untersuchungen, wahrend den sekundaren Arealen eine
zweitrangige Bedeutung beigemessen wurde (Stamey et al., 2001). Es wurde
jedoch nachgewiesen, dass beispielsweise die Stanzbiopsie der Prostata bei
vorliegender Tumor-Multifokalitat in ihrer Aussagekraft beschrankt sein kann
(Wei, 2010, Tosoian and Epstein, 2017). Die genetische und proteomische
Heterogenitdt menschlicher Tumoren konnte erst jungst mittels neuer
bildanalytischer Verfahren quantifiziert werden: es zeigte sich, dass viele der
untersuchten Tumoren, darunter auch das Prostatakarzinom, neben einer
interfokalen Heterogenitat auch eine intrafokale Heterogenitat aufweisen, also
eine stark unterschiedliche genetische und proteomische Ausstattung einzelner
Zellen in der gleichen Tumorentitat (Zhong et al., 2016). Im Prostatagewebe
konnte ebenso eine molekulare Heterogenitat nachgewiesen werden, wobei sich
diese nicht allein auf das Tumorgewebe beschrankte, sondern sich auch
insbesondere im direkt angrenzenden Normalgewebe zeigte (Abbildung 1)
(Merseburger et al., 2006). Insofern stellt die Heterogenitat des PCA ein Problem
in der Diagnostik dar, weiterhin ergeben sich aus ihr neue Mdglichkeiten und
Fragestellungen in der Forschung (Shoag and Barbieri, 2016, Tosoian and
Antonarakis, 2017). So ware es durchaus denkbar, dass sich das biochemische
Tumorgeschehen Uber den histologischen Tumor hinaus entwickelt, weshalb

dies in der Fragestellung dieser Arbeit miterfasst werden soll.
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1.3 DAS SIGNALSYSTEM UM MTOR

Die Entstehung eines Prostatakarzinoms ist Ergebnis eines multifaktoriellen
Geschehens, auch auf molekularer Ebene. Dabei scheinen diverse Gen-
Alterationen mit einem Erkrankungsrisiko einher zu gehen (Barbieri et al., 2013,
Mitchell and Neal, 2015). Infolge dieser Alterationen kommt es zu Veranderungen

in unterschiedlichen Signalwegen der Zelle.

Das Enzym mTOR (mechanistic target of rapamycin, friher. mammalian target
of rapamycin) ist ein Schlisselprotein im PISK/AKT/mTOR Signalweg. Dem
PISK/AKT/mTOR Signalweg werden verschiedene Aufgaben zugeschrieben,
darunter die Regulierung des Zelliberlebens, der Differenzierung, Zellwachstum
sowie Zellproliferation, des Stoffwechsels, der Zellmigration sowie der
Angiogenese. Dabei stellen die PI3K Lipid-Kinasen eine Schnittstelle zwischen
extrazellularen Wachstumssignalen und der intrazellularen Signaltransduktion
dar (Edlind and Hsieh, 2014). Es konnte bereits in vielen humanen Tumortypen
nachgewiesen werden, dass der PI3BK/AKT/mTOR Signalweg eine Schlusselrolle
in der Tumorgenese und der Entwicklung einer Therapieresistenz spielt
(McCubrey et al., 2011, Rhonda and Andrew, 2013). So konnte auch im PCA die
Aktivierung des Signalwegs mit einer Tumorprogression in Verbindung gebracht
werden (Pourmand et al., 2007, Reid et al., 2010, Taylor et al., 2010). Infolge
dessen wird untersucht, inwiefern ein Eingreifen in den PISK/AKT/mTOR
Signalweg eine Therapiemdglichkeit beim KRPC darstellen kann (Rhonda and
Andrew, 2013).

.3.1.1 BEDEUTUNG VON MTOR IN DER ZELLBIOLOGIE

Die Serin/Threonin-Kinase TOR (Target of Rapamycin) wurde nach der
Isolierung von Rapamycin aus dem Bakterium Streptomyces hygroscopicus als
dessen Bindungsziel identifiziert und erstmals in Hefen entdeckt sowie
untersucht, wobei die immunsuppressive und proliferationshemmende Wirkung
von Rapamycin im Vordergrund stand (Heitman et al., 1991, Wullschleger et al.,
2006). Erst spater erkannte man, dass TOR auch in allen Eukaryoten und somit

auch in allen Saugetieren (engl. mammals) vorkommt, woraus der Name mTOR
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abgeleitet wurde (Hay and Sonenberg, 2004, Hall, 2008). Im Menschen wird
MTOR wird auf dem gleichnamigen Gen (auch: FRAP) kodiert (Zerbino et al.,
2017).

Als Mediator spielt mTOR eine Schlusselrolle in der Transduktion von Signalen,
die letztlich das Zellwachstum beeinflussen. Diese Transduktion geschieht
jedoch abhangig von Co-Faktoren wie Stressoren, dem Energiezustand der Zelle
sowie dem Nahr- und Sauerstoffangebot. (Laplante and Sabatini, 2012) Die
Signaltransduktion wird nicht allein durch mTOR erwirkt, denn mTOR stellt
lediglich die katalytische Untereinheit zweier Proteinkomplexe namens mTORC1
und mTORC2 (mTOR complex 1, mTOR complex 2) dar, welche im Folgenden

genauer betrachtet werden sollen.

.3.1.2 MTORC1

MTORC1 setzt sich aus der Kinase mTOR selbst und den Proteinen MLST8
(mammalian lethal with SEC13 protein 8), DEPTOR (DEP domain-containing
MTOR-interacting protein), sowie einem Ttil/Tel2 Komplex zusammen. Hinzu
kommen die Proteine RPTOR (Reguatory-associated protein of mTOR, auch
Raptor genannt) und PRAS40 (Proline-rich AKT1 substrate 1, auch AKT1S1),
welche nur in mTORCL1, nicht aber in mTORC2 zu finden sind. (Laplante and
Sabatini, 2012).

Die Aktivitat von mTORC1 wird durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst.
Hierzu  zahlen neben  aktivierenden  Faktoren wie  zellexternen
Wachstumsfaktoren (Insulin, Insulin like growth factor (IGF)), Energie in Form
von ATP (Adenosintriphosphat) und insbesondere einer gesteigerten
Verfugbarkeit von Nahrstoffen wie Glucose, Sauerstoff und vor allem
Aminosauren auch hemmende Faktoren wie Stress durch Energie- und
Sauerstoffmangel aber auch durch DNA-Schaden und die Hemmung durch
Rapamycin (Shaw and Cantley, 2006, Gwinn et al., 2008, Kim et al., 2008,
Brugarolas et al., 2004, Feng et al., 2007). (Hall, 2008, Saxton and Sabatini,
2017) Als wichtigster bisher bekannter Regulator der mTORCL1 Aktivitat kann der
TSC-Komplex (Tuberous sclerosis complex) angesehen werden. Er besteht aus
TSC1 (auch: Hamartin) und TSC2 (auch: Tuberin) und stellt eine zentrale Einheit
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im Upstream von mTOR bzw. mTORC1 und vermutlich auch mTORC2 dar (siehe
auch Abbildung 2), indem er diese indirekt hemmt (Manning and Cantley, 2003,
Manning and Cantley, 2007). Diese indirekte Hemmung erfolgt zumindest im
Falle von mTORC1 durch Dephosphorylierung des mTORC1-aktivierenden Rheb
(Ras homolog enriched in brain), welches folglich diese aktivierende Rolle nicht

mehr einnehmen kann (Inoki et al., 2002).

Im Gegensatz zu mTORC2 kann mTORCL1 direkt durch Rapamycin gehemmt
werden. Dies geschieht durch die Bildung eines Komplexes aus Rapamycin und
dem Protein FKBP12 (12-kDa FK506-binding protein), welcher das im mTORC1
gebundene mMTOR hemmt, jedoch nicht mit mTOR im mTORC2 interagiert.
(Brown et al., 1994, Laplante and Sabatini, 2012)

Zu den bekannten Substraten des mTORC1 gehoren verschiedenste Proteine,
darunter TFEB (Transcription factor EB), welches die Lysosombiogenese
reguliert (Settembre et al., 2012), Grb10 (Growth factor receptor-bound protein
10), ein Regulatorprotein der Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK) Signaltransduktion
(Yu et al., 2011), ein Proteinkomplex namens ULK1/Atg13/FIP200 (unc-51-like
kinase 1 / Autophagy-related protein 13 / FAK family kinase-interacting protein of
200 kDa), welcher die Autophagozytose einleiten kann (Jung et al., 2009), sowie
die vermutlich prominentesten Substrate S6K1 (Ribosomal protein S6 kinase
beta-1) und 4E-BP1 (Eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1),
welche beide die Proteinsynthese der Zelle regulieren (Gingras et al., 1998,
Brown et al., 1995). (Edlind and Hsieh, 2014)

Als Mediator zwischen oben genannten Aktivatoren/Inhibitoren und Substraten
stellt mTORC1 einen zentralen Regulator der Protein-, Lipid- und
Nucleotidsynthese sowie kataboler Prozesse wie der Autophagozytose dar und
steuert so das Gleichgewicht zwischen anabolen und katabolen Prozessen
(Saxton and Sabatini, 2017). Als Schlisselsubstrate konnen hierbei 4E-BP1 und
S6K1 angesehen werden, beides Molekile mit gro3em Einfluss auf die
Proteinbiosynthese. elF4F (Eukaryotic initiation factor 4F) stellt einen
Proteinkomplex dar, welcher die Bindung von Ribosomen an mRNA vermittelt

und so die Translationsrate in den meisten Situationen limitiert (Gingras et al.,
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1999b). Als Translationsregulator bindet 4E-BP1 an elF4E (Eukaryotic translation
initiation factor 4E), einen Teil von elF4F, und verhindert so die Rekrutierung der
40S ribosomal subunit an das 5‘-Ende jeglicher eukaryotischer mRNA (Teleman
etal., 2005). mMTORC1 phosphoryliert 4E-BP1 und kann so die Bindung an elF4E
auflédsen, womit die hemmende Wirkung auf die mRNA-Translation aufgehoben
wird (Gingras et al., 1999a). S6K1 wird durch mTORC1 phosphoryliert, was die
Aktivierung von S6K1 durch PDK1 erlaubt. Aktiviertes S6K1 wiederum
phosphoryliert und aktiviert verschiedene Proteine, die mit der mMRNA-Translation
in Zusammenhang stehen, darunter auch elF4B (Eukaryotic translation initiation
factor 4B), ebenfalls eine Untereinheit von elF4F, welche diese aktivieren kann
(Holz et al., 2005, Saxton and Sabatini, 2017). Damit anabole Prozesse
zuriickgefahren werden, wenn entsprechend unginstige Voraussetzungen wie
ein Nahrstoff- und Energiemangel herrschen, wird die mTORC1 Aktivitat durch
unterschiedliche Signalwege gehemmt, insbesondere Uber den bereits
angesprochenen TSC-Komplex. Eine Aktivierung von TSC kann dabei
beispielsweise durch einen Energiemangel erfolgen, welcher letztlich zu einer
Aktivierung von AMPK (AMP-aktivierte Proteinkinase) fihrt, das wiederum
RPTOR in mTORC1 phosphoryliert und mTORC1 somit hemmt (Gwinn et al.,
2008). Als weiterer hemmender Mechanismus ist die durch Erbgutschaden
verursachte Aktivierung des Proteins p53 (auch bekannt als tumor protein p53)
und die darauffolgende gesteigerte Expression von TSC2 und PTEN
(Phosphatase and Tensin homolog) bekannt, welche ebenfalls eine mTORC1
Hemmung nach sich zieht (Feng et al., 2005, Feng et al., 2007). Ebenso wird
durch Hypoxie eine Hemmung von mTORC1 tber den TSC-Komplex zusammen
mit REDD1 (regulated in development and DNA damage responses 1) induziert
(DeYoung et al., 2008). Neben diesen TSC1/2-Abhangigen
Hemmungsmechanismen sind auch solche Mechanismen bekannt, die
unabhangig vom TSC-Komplex sind, darunter beispielsweise die direkte
Inhibierung von mTORC1 durch AMPK und auch DEPTOR (Efeyan and Sabatini,
2010, Saxton and Sabatini, 2017). Eine komplette Hemmung von mTORC1 durch
Rapamycin und eine verringerte Folgehemmung des downstream-Proteins 4E-

BP1 scheint indes nicht moglich, weshalb selektive mTOR-Hemmer mit
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entsprechender Inhibition von downstream-Proteinen Gegenstand der aktuellen
Forschung sind (Choo et al., 2008, Jhanwar-Uniyal et al., 2015, Fan et al., 2006).

1.3.1.3 MTORC?2

MTORC2 setzt sich ebenfalls aus mTOR selbst und den Proteinen MLST8
(mammalian lethal with SEC13 protein 8), DEPTOR (DEP domain-containing
MTOR-interacting protein), sowie einem Ttil/Tel2 Komplex zusammen. Hinzu
kommen die mTORC2 spezifischen Proteine rictor (rapamycin-insensitive
companion of mTOR), mSinl (mammalian stress-activated map kinase-
interacting protein 1) sowie Protor-1 oder Protor-2. (Laplante and Sabatini, 2012).
Im Gegensatz zu mTORC1 gilt mTORC2 als akut Rapamycin-insensitiv, wobei
eine langere Behandlung mittels Rapamycin die mTORC2-Signaltransduktion
aulBer Kraft setzen kann, was darauf zurick gefihrt wird, dass an
Rapamycin/[FKBP12-Komplexe gebundenes mTOR keine neuen mTORC2
Komplexe bilden kann (Lamming et al., 2012, Saxton and Sabatini, 2017).

MTORC2 gilt als der bisher weniger Untersuchte mTOR-Komplex, weshalb hier
weniger auf mMTORC2 eingegangen werden soll. Fir mTORC2 werden ahnliche
Aktivierungsmechanismen wie fur mTORC1 vermutet. So konnte gezeigt werden,
dass Wachstumsfaktoren ebenfalls mTORC2 aktivieren, die genaue
Aktivierungskaskade ist jedoch noch unbekannt (Hall, 2008). Hierin spielt
ebenfalls der TSC-Komplex eine aktivierende Rolle, der exakte Mechanismus gilt
jedoch als unerforscht, es wird eine direkte Bindung an mTORC2 vermutet
(Huang et al., 2008).

Zu den bekannten Substraten des mTORC2 gehéren unter anderem die
Proteinkinasen AKT (Proteinkinase B, auch PKB oder AKT/PKB) und SGK1
(serum- and glucocorticoid-induced protein kinase 1). Die Aktivierung von AKT
bendtigt die Phosphorylierung an Thr308 und Ser473, wobei letztere von dem im
MTORC2 vorliegenden mTOR-rictor-Komplex abhangt. Dieser phosphoryliert
AKT direkt und erleichtert gleichzeitig die Phosphorylierung von AKT an Thr308
durch PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1) (Sarbassov et al., 2005).
PDK1 wiederum phosphoryliert SKG1, mTORC2 spielt somit eine essentielle
Rolle in der Aktivierung von SGK1 (Garcia-Martinez and Alessi, 2008). Dies
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bestétigt sich auch in der Beobachtung, dass sowohl der mSinl-, als auch der
Protor-Bestandteil von mTORC2 eine Protein-Interaktion mit SGK1 fordert (Lu et
al., 2011, Pearce et al., 2011). (Zoncu et al., 2011)

Uber die Regulation von mTORC2 ist weniger bekannt. Wachstumsfaktoren
konnen mTORC2 beeinflussen, indem sie forderlich auf die Assoziation von
Ribosomen mit mTORC2 wirken (Jhanwar-Uniyal et al., 2015). Diese kbnnen
MTORC2 direkt aktivieren und so die AKT Signalkaskade stimulieren (Zinzalla et
al., 2011, Jhanwar-Uniyal et al., 2015). Auch Auf diesen Weg kann TSC1/2
sowohl iber mTORC1 als auch Gber mTORC2 positiv auf AKT wirken.

.3.1.4 MTOR uND AKT

Die Serin/Threonin-Kinase AKT (Proteinkinase B, auch PKB oder AKT/PKB) liegt
im menschlichen Korper in drei Formen (PKBa, PKB@, PKBY) vor und aktiviert
als Proteinkinase andere Proteine durch Phosphorylierung. Es konnte gezeigt
werden, dass AKT eine wichtige Rolle im zellularen Uberleben in
unterschiedlichen Geweben spielt, da es beispielsweise in die Apoptose
involvierte Proteine wie BAD (Bcl-2-Antagonist of Cell Death) hemmt, wodurch
die Hemmung von Bcl-2, einem Regulator der Apoptose-Einleitung, aufgehoben
wird (Datta et al., 1997). (Edlind and Hsieh, 2014)

AKT wird durch die PI3Ks aktiviert und hemmt den TSC-Komplex, wodurch die
Hemmung von mTORC1 und vermutlich auch mTORC2 aufgehoben werden
kann (Wullschleger et al., 2006). Gleichzeitig kann aktiviertes mTORC2 ebenfalls
AKT aktivieren, wodurch es zu einer positiven Feedback-Schleife kommt, welche
jedoch negativ durch aktiviertes mMTORC1 beeinflusst wird: dieses aktiviert S6K1,
welches wiederum den IRs/PI3K Komplex hemmt und somit indirekt AKT inhibiert
(Abbildung 2) (Sarbassov et al., 2005, Wullschleger et al., 2006) (Manning and
Cantley, 2007).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der mTOR Signalwege im
PISK/AKT/mTOR Signalweg (Ubernommen aus Woullschleger et al., 2006).
Wahrend der Rapamycin-sensitive mMTORC1 Komplex Faktoren reguliert, welche
letztlich das GroRenwachstum der Zelle bestimmen, reguliert der Rapamycin-
insensitive mMTORC2 Komplex das Aktin-Cytoskelett und somit die ,Form“ der
Zelle. mTORCL1 reagiert auf Insulin und Insulin-like growth factors (IGF), sowie
auf Stress, den Energiezustand der Zelle und auf Nahrstoffe wie Aminoséauren.
Fir mTORC2 werden diese Zusammenhénge ebenfalls vermutet. Spitze Pfeile
deuten eine Aktivierung an, stumpfe Pfeile eine Hemmung (Wullschleger et al.,
2006).

[.3.2 4E-BP1 ALS DOWNSTREAM TARGET VON MTOR

Das Eukaryotic translation initiation factor 4E (elF4E)-binding protein 1 (4E-BP1)
wird im Menschen vom EIF4EBP1-Gen kodiert und gilt als Translations-

Repressor Protein. Es zahlt neben S6K und AKT zu den bekanntesten
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Substraten des mTOR-Signalwegs. Als Translations-Repressor bindet 4E-BP1
an elF4E, den limitierenden Faktor des Proteinkomplexes, welcher die kleinen
ribosomalen Untereinheiten 40S (ribosomal subunit 40S) an das 5° Ende von
MRNAs rekrutiert und die Translation einleitet. Der inhibierende mTORC1
Komplex verhindert diese Bindung, so dass elF4E ungebunden ist und die
Translation durch 40S stattfinden kann. Eine Aktivierung von mTORCL1 gilt somit
auch als ein Initiator der Proteinbiosynthese. (National Center for Biotechnology
Information, 2004, Qin et al., 2016, Brunn et al., 1997)

Die eigentliche Phosphorylierung von 4E-BP1 durch mTOR geschieht durch eine
Vermittlung Uber das TOS-Motiv (mTOR signalling Motiv), welches mit dem
MTOR/raptor Komplex in mTORC1 interagiert und so die mehrfache
Phosphorylierung durch mTOR ermdglicht (Schalm et al., 2003). Es konnte
gezeigt werden, dass das 4E-BP1 bei der Einleitung der zellularen Apoptose
durch den gehemmten mTOR-Stoffwechsel sowie Caspasenabspaltung de-
phosphoryliert wird, wodurch es zu einer vermehrten Bindung und Hemmung von
elF4E kommt, was eine Translationshemmung in den in Apoptose befindlichen
Zellen zur Folge hat (Tee and Proud, 2000, Tee and Proud, 2002, Constantinou
et al., 2008).

.3.3 4E-BP1 IN DER TUMORENTSTEHUNG, -ENTWICKLUNG UND -THERAPIE

Die Dysregulation der cap-Abhangigen mRNA Translation und somit der
Genexpression und Proteinsynthese, insbesondere durch Veranderungen im
elF4F Komplex, wird mit der Entstehung und dem Fortschreiten von
Krebserkrankungen in Verbindung gebracht. Es wird vermutet, dass eine solche
Dysregulation, beispielsweise durch eine gesteigerte Expression von elF4E oder
eine verringerte Expression der hemmenden 4E binding Proteine (4E-BPS),
insbesondere die vermehrte Translation von Onkogenen beginstigt. (She, 2015)
So konnte in epithelialen Colon-Krebszelllinien im Tierversuch gezeigt werden,
dass ein Verlust der 4E-BP1 Funktionalitat durch Gen-Silencing in einer
verstarkten Zellmigration resultiert und dass ebenfalls die epithelial-

mesenchymale Transition (EMT) eingeleitet werden kann (Cai et al., 2014). Diese
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Ergebnisse werden durch eine andere Arbeitsgruppe gestiutzt, die eine
signifikante inverse Korrelation zwischen der 4E-BP1 Expression und dem
Fortschreiten gastrointestinaler Tumoren belegen konnte (Martin et al., 2000).
Ebenso wurde bereits im Brust-, Ovarial- und Prostatakarzinom gezeigt, dass die
Expression des phosphorylierten 4E-BP1 (p-4E-BP1) mit fortschreitender
Malignitat und einer schlechteren Prognose korreliert, was p-4E-BP1 zu einem
hochrelevanten Marker fur potentielle Malignitat macht (Armengol et al., 2007).
Im Mausmodell konnte ferner gezeigt werden, dass ein Gen-Silencing von 4E-
BP1 und 4E-BP2 (4E binding protein 2) zu einer hoheren Anfalligkeit fur die
Entwicklung eines Lungenkarzinoms nach Verabreichung des karzinogenen
Stoffes 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone flihrte, was die Rolle der
4E-BPs als ,Wachter” der Translation unterstreicht (Kim et al., 2009). Weiterhin
zeigte sich die Aktivierung bzw. Re-Aktivierung von elF4F nach Hemmung als
essentiell in der Entstehung von Brustkrebs, wobei eine Hemmung durch 4E-BP1
mit mutierten Phosphorylierungsstellen erfolgte, was eine Bindung und
Hemmung von 4E-BP1 durch mTORC1 verhinderte (Avdulov et al., 2004).

Aus prognostischer Sicht scheinen die 4E binding Proteine ebenfalls interessant.
So konnte der Quotient zwischen elF4E und 4E-BPs im Mausmodell indizieren,
inwiefern sich die entsprechenden Krebszellen als sensibel gegentber einer
mTOR Hemmung zeigten (Alain et al., 2012). Gleiches konnte in Osophagus-
Karzinomzellen fir die mTOR Hemmung mittels Rapamycin nachgewiesen
werden (Hsu et al., 2015). Ebenso scheint das Phosphorylierungslevel von 4E-
BP1 Auswirkungen auf die Effektivitat des mTOR Inhibitors PP242 (auch bekannt
als Torkinib) in Colonkarzinomen zu nehmen, die bestimmte Mutationen
aufweisen (Ducker et al., 2014). Eine starke Expression des durch 4E-BPs
gehemmten elF4F Komplexes scheint ein Indikator fir eine angeborene oder
erworbene Resistenz bei Krebstherapien zu sein, die auf die Kinasen B-Raf oder
MEK (Mitogen-activated protein kinase kinase) abzielen (Boussemart et al.,
2014). (Cai et al., 2014, She, 2015)

Paradoxerweise zeigte sich in einigen Studien, dass 4E-BP1 in manchen

Tumoren, darunter auch dem Prostatakarzinom, haufig Uberexprimiert ist und
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dass diese Uberexpression mit einer schlechten Prognose verbunden werden
konnte, was eine intensivere Erforschung dieses Proteins und seiner

umliegenden Mechanismen nahelegt (Wang et al., 2016, Qin et al., 2016)

1.3.4 ONKOLOGISCHE BEDEUTUNG VON MTOR

Im Zusammenhang mit unterschiedlichen Tumoren konnte bisher eine
Verédnderung in den Signalwegen rund um die mTOR-Komplexe beobachtet
werden, eine Dysregulation des mTOR Signalweges findet sich in etwa 50% aller
menschlicher Tumoren (Zhang et al., 2011). So ist eine Mutation in den TSC1-
und TSC2-Genen Hauptursache fur die tuberdse Sklerose, eine Erbkrankheit,
welche sich durch eine fehlerhafte oder mangelnde Bildung des TSC1/2-
Komplexes und somit einer mangelnden Hemmung der mTOR-Komplexe
auszeichnet und deren klinisches Bild unter anderem durch das Auftreten von
Fibromen, Angiomyolipomen, Kkortikalen und subkortikalen Knoten und
Astrozytomen gepragt ist (Crino et al., 2006). Weiterhin zeigen sich im Upstream
beider mMTOR-Komplexe in Tumoren unterschiedlichster Gewebearten
Mutationen in sogenannten Protoonko- und Tumorsuppressorgenen wie
beispielsweise AKT, PI3K, der Ras GTPase oder auch PTEN und p53, wodurch
es zu einer Ubermittlung fehlerhafter Signale an mTORC1 und mTORC2
kommen kann (Yi and Lauring, 2016, Samuels and Waldman, 2010, Bos, 1989,
Milella et al., 2015, Muller and Vousden, 2013).

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass elF4E in Lymphomen das zellulare
Uberleben sichert, indem es die Expression des apoptosehemmenden Mcl-1
(Induced myeloid leukemia cell differentiation protein) hochreguliert (Michels et
al., 2005, Wendel et al., 2007). Phosphorylierung von 4E-BP1 durch mTORC1
bewirkt eine Aufhebung der Bindung von 4E-BP1 an elF4E, wodurch letzteres
aktiviert wird. Zudem wird angenommen, dass eine fortwahrende Aktivierung des
MTORCL1 eine Tumorentstehung durch Unterdrickung der Autophagozytose
beglnstigt. So konnte gezeigt werden, dass in vielen Fallen von Brustkrebs,
Ovarialkrebs und Prostatakrebs monoallelische Léschungen von BECN1, dem

fur das das Autophagozytose-Protein Beclin 1 kodierenden Gen, vorliegen und

49



dass im Mausmodell eine kinstlich herbeigefuhrte Stdrung von Beclin 1 zu einem
vermehrten spontanen Auftreten von malignen und pramalignen Lasionen fihrt
(Qu et al., 2003). Selbiges wurde fur die Cystein-Proteinase Atg4C/autophagin-3
im Mausmodell gezeigt (Marino et al., 2007). Die Autophagozytose kann somit
als ein tumorsuppressiver Mechanismus angesehen werden (Yue et al., 2003).
Eine Hemmung von mTOR, beispielsweise herbeigefuhrt durch Nahrstoffmangel,
scheint die Autophagozytose zu induzieren, wohingegen eine vermehrte,
anhaltende Aktivierung von mTOR die Autophagozytose wieder zu dampfen
scheint (Yu et al., 2010b). (Zoncu et al., 2011)

Eine direkte Beteiligung von mTOR bei der Tumorentstehung wird durch die
Aktivierung von AKT und SGK1 vermutet, wobei AKT verschiedene zellulare
Funktionen wie das Uberleben, die Zellteilung und die Nahrungsaufnahme férdert
und SGK1 eine tumorfordernde Funktionsweise hinsichtlich des ausbreitenden
Wachstums bis hin zur Metastasierung aufzeigt, welche durch Hemmung von
SGK1 und auch mTOR beeinflusst werden kann (Manning and Cantley, 2007,
Liu et al., 2018).

Obwohl bei unterschiedlichen Karzinomen insbesondere in drei prominenten
Regionen von mTOR, der FAT, FRB und Kinase Domane, aktivierende
Mutationen vorgefunden wurden, scheint die Rolle der mTOR-Komplexe in der
Tumorgenese vor allem die eines Vermittlers dysregulierter Signale zu sein
(Hardt et al., 2011, Saxton and Sabatini, 2017).

Wie erwahnt, beeinflusst das mTORC1-Signalling mafRgeblich die Aktivitat von
elF4E, welches nicht nur Mcl-1 in Lymphomen hochregulieren kann, sondern
auch initial tumorése Veranderungen in Fibroblasten hervorzurufen vermag
(Lazaris-Karatzas et al., 1990). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine
vermehrte Phosphorylierung von elF4E die epithelial-mesenchymale Transition
(EMT) und Metastasenbildung férdert, die Tumorgenese beschleunigt und im
Prostatakarzinom mit einer fortgeschrittenen Erkrankung assoziiert ist
(Robichaud et al., 2015, Wendel et al., 2007, Furic et al., 2010). Eine
Uberexpression von elF4E findet sich neben dem PCA ebenfalls in weiteren

humanen Krebsformen, was die Bedeutung von 4E-BP1 als Inhibitor von elF4E
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unterstreicht und die Bedeutung von mTORC1 als Inhibitor von 4E-BP1
hervorhebt (Siddiqui and Sonenberg, 2015).

.3.4.1 DAS MTOR SYSTEM BEIM PROSTATAKARZINOM

Es konnte durch Genomanalysen in Prostatakarzinomgewebe festgestellt
werden, dass der PI3K Signalweg, in welchem mTOR die Rolle eines
Signalvermittlers Ubernimmt, in bis zu 42% der untersuchten Falle von lokal
begrenzten PCAs und in bis zu 100% der Félle von metastasierten PCAs
Verdanderungen aufweist (Taylor et al., 2010). Ebenso zeigen sich auf
Proteinebene in diesem Signalweg haufig Expressionslevel Giber oder unter dem

Niveau der Expressionslevel in benignem Gewebe (Kremer et al., 2006).

Wie bereits in 1.3.4 erwéhnt, konnte einer Hemmung von mTOR und SGK1
nachgewiesen werden, dass diese durch eine resultierende gesteigerte
Autophagozytose zu einem  geringeren  Metastasierungsrisiko  im
Prostatakarzinom fuihrt (Liu et al., 2018). Ebenso zeigt sich im Prostatakarzinom
die mTOR-abhéngige Phosphorylierung von elF4E als Notwendigkeit fur die
Tumorgenese durch Uberexpression weiterer damit im Zusammenhang
stehender Proteine, wobei jedoch eine starkere Prasenz der phosphorylierten
Form p-elF4E mit einem Fortschreiten der Erkrankung assoziiert werden konnte
(Furic et al., 2010, Graff et al., 2009). 4E-BP1, Inhibitor von elF4E, findet sich im
Prostatakarzinom ebenfalls h&ufig tberexprimiert, konnte jedoch im Tierversuch
durch ein mTOR knockdown herunter reguliert werden (Kremer et al., 2006, Du
etal., 2014).

Als weiterem wichtigem Effektor konnte auch AKT eine Rolle in der Entwicklung
des PCA nachgewiesen werden, wobei hier die Beeinflussung von mTORC1
durch AKT bzw. die Beeinflussung von AKT durch mTORC2 in Erinnerung
gerufen werden soll. Es zeigte sich, dass sich eine verstarkte Aktivitat von AKT
im PCA-Gewebe in einem beschleunigten Tumorwachstum &uf3ert. So konnte
insbesondere in Androgen-unabhéngigen PCA-Zelllinien ein solcher Effekt

beobachtet werden, welcher letztlich auf die geringere Expression von CDKN1B
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(Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B, auch p27XP1) durch die vermehrte AKT-
Aktivitat zurickgefuhrt wurde. (Graff et al., 2000, Majumder et al., 2003, Edlind
and Hsieh, 2014) Die vermehrte Phosphorylierung von AKT konnte zudem mit
einem schlechteren klinischen Outcome in Verbindung gebracht werden
(Kreisberg et al., 2004). Im Mausmodell konnte erfolgreich gezeigt werden, dass
ein knockdown der mTOR Gene zu einer Abnahme an AKT fihrt (Du et al., 2014).

Fur S6K, welches ein direktes Substrat von mTORCL1 ist, konnte nachgewiesen
werden, dass seine Uberexpression in Tumorzelllinien zu einem verbesserten
Uberleben, einer hoheren Migrationsbereitschaft sowie einer Docetaxel-
Resistenz der Zellen fuhrte und im Mausmodell die Entstehungsrate von
Tumoren erhohte. Ein knockdown der entsprechenden Gene bzw. eine
Hemmung von S6K verbesserte diese Beobachtungen. (Amaral et al., 2016)
Durch ein knockdown der mTOR Gene konnte ebenfalls eine Minderung der S6K
Level im Mausmodell erreicht werden (Du et al., 2014). In PCA Zelllinien konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass die Inhibierung von mTOR bzw. S6K zu einer
Reduktion der Mcl-1 Expression fihrt, was die Zellen anfalliger fir eine
Behandlung mittels IL-24 (Interleukin 24) machte, einem Protein, dem
Tumorsuppressive Eigenschaften durch Apoptoseeinleitung zugeschrieben
werden (Du et al.,, 2015). Eine Hemmung des mTOR Signalweges bei
gleichzeitiger Gabe von IL-24 zeigte in einem kleinen Tierversuch ein signifikant

vermindertes Tumorwachstum (Du et al., 2015).

Trotz all dieser Einflussmoglichkeiten von mTOR auf die Entstehung und
insbesondere auf das Fortschreiten des Prostatakarzinoms konnten bisherige
Studien, die eine Hemmung von mTOR vorsahen, keine Behandlungserfolge bei
PCA-Patienten mit oder ohne KRPC vorweisen. Zwar scheint eine Hemmung von
MTOR durch Rapamycin eine reduzierte phosphorylierung von 4E-BP1 zur Folge
zu haben, wodurch elF4E und somit der elF4F-Komplex verstarkt gehemmt wird
(Sun et al., 2005). Jedoch ist hier weiterhin die scheinbar paradoxe Beobachtung
zu vermerken, dass neben elF4E auch 4E-BP1 in Prostatakarzinomen
uberexprimiert zu sein scheint und mit einer schlechteren Prognose einher geht

(Wang et al., 2016). Neuere, erfolgsversprechende Ansatze sehen daher eine
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gleichzeitige Hemmung von mTOR und weiteren Schlisselproteinen wie
beispielsweise PI3K vor. (Statz et al., 2016, Tang and Ling, 2014).

Die Untersuchungen von Verdnderungen rund um mTOR im PCA scheinen trotz
bisher scheinbar erfolgloser medikamentdser Intervention dennoch aus
prognostischer Sicht weiterhin von Interesse. So konnte bereits im
fortgeschrittenen oesophagialen Plattenepithelkarzinom festgestellt werden,
dass eine starke Expression von mTOR und phosphoryliertem mTOR (p-mTOR)
im Tumorgewebe mit einem signifikant geringeren Gesamtiiberleben einhergeht
(Wu et al., 2018). Ein solcher Zusammenhang konnte ebenfalls in frihen Stadien
des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms festgestellt werden (Dhillon et al., 2010,
Gately et al.,, 2012). Ebenso konnte eine Korrelation von schlechterem
Gesamtuberleben mit einer starken Expression von p-mTOR im Tumorgewebe
von Gliom-Patienten festgestellt werden (Liu et al., 2017). Beim Magenkarzinom
konnte eine starkere Expression von p-mTOR mit einer insgesamt schlechteren
Prognose und einem kirzeren Gesamtiberleben in Verbindung gebracht werden
(Cao et al., 2017). Vor diesem Hintergrund scheint die Untersuchung dieses
Sachverhaltes beim Prostatakarzinom als gerechtfertigt. Aufgrund der bekannten
Tumorheterogenitat beim PCA scheint es jedoch von besonderem Interesse, die
Untersuchungen nicht nur im Gewebe aus dem Zentrum der Tumoren
durchzufuihren, sondern auch die Ubergangsregionen und das benigne Gewebe

ZUu untersuchen.
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.4 FRAGESTELLUNG DER ARBEIT

Beim Prostatakarzinom sind nur wenige molekulare Prognosemarker bekannt.
Mdglicherweise spielt bei der Bewertung dieser Marker die Heterogenitat des
Prostatakarzinoms eine einflussnehmende Rolle, zur individuellen Beurteilung
der Prognose aufgrund eines molekularen Markers muss die jeweils aggressivste
Stelle des lokalen Tumorgewebes betrachtet werden, ansonsten wirde das

Ergebnis verfalscht werden.

Deshalb soll diese Arbeit beispielhaft am mTOR-System untersuchen, inwieweit
Heterogenitaten der Expression innerhalb des (tumortragenden) Prostataraums
auftreten -dabei soll vor allem Augenmerk auf die Invasionsfront gerichtet

werden- und inwieweit diese sich im Krankheitsverlauf wiederfinden.

Mittels  immunhistochemischer Untersuchungen zur Expression von
Schliusselparametern des mTOR-Signalwegs mTOR, p-mTOR und 4E-BP1 in
Geweben des Prostatakarzinoms und in angrenzenden normalen
Prostatageweben soll ein besseres tumorbiologisches Verstandnis des
Prostatakarzinoms zu gewinnen. Dabei sollten relevante Proteindysregulationen
hauptséchlich auf ihre potenzielle Wertigkeit flr die Vorhersage des Weiteren
individuellen Krankheitsverlaufs nach erfolgter Prostatektomie hin untersucht
werden. Aspekte der Gewebeheterogenitat und lokoregionarer Verteilung der
molekularen Ausstattung in Tumor-tragenden Prostaten sollen in Betracht
gezogen werden: Es sollen einerseits Untersuchungen erfolgen, die potenzielle
Unterschiede zwischen den Verhaltnissen im Zentrum der Tumoren und den
Verhaltnissen an deren Invasionsfront aufzeigen wirden, andererseits sollen in
der vorliegenden Arbeit auch Verhaltnisse im benachbarten Normalgewebe der

Prostata angerissen werden.

Dabei sollen diese Expressionen mit klinischen Daten in Bezug gesetzt werden,
um die prognostischen Informationen zu erhalten. Den Schwerpunkt sollen dabei
Korrelationen mit Follow-up Informationen des Kollektivs bilden. So sollen die
untersuchten Parameter auf ihre Eignung als Biomarker geprift werden. Neben
der prognostischen Signifikanz bildet dabei der Einbezug lokaler Verhaltnisse

potenzielle Relevanz fir gewebediagnostische Fragestellungen, genauso wie die
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zu erwartenden tumorbiologischen Ergebnisse im Zusammenhang mit méglichen
therapeutischen Ansatzen einer mTOR-Inhibitionstherapie interpretiert werden

kdnnen.
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MATERIAL UND METHODEN

1.1 PRUFUNG ETHISCHER BELANGE UND ETHIKVOTUM

Die retrospektive Erfassung des Kollektivs, die Erfassung der klinischen Daten
zum Zeitpunkt der Probenasservation sowie die Nachbeobachtung der
Krankheitsverlaufe wurden vor Beginn der Studie bei der Ethikkommission des
Universitatsklinikums Tubingen zur Begutachtung eingereicht. Dabei wurde
insbesondere auf das modellierte Patientenkollektiv sowie dessen Selektierung
anhand von festgelegten Ein- bzw. Ausschlusskriterien und der spateren
Rekrutierung eingegangen. Der Antrag zur Prifung Ethischer Belange enthielt
ferner eine Beschreibung zum Umgang der erhobenen klinischen Daten sowie
der Daten, welche durch Nachbeobachtung und Befragung der Patienten
erhoben werden sollten. Hierauf wird in 1.2 ,Datenschutzbelange” ausfuhrlicher
eingegangen. Die vorliegende Arbeit erhielt von der Ethikkommission des
Universitatsklinikums Tubingen das positive Ethik-Votum Nummer 290/2010BO2
vom 10. Februar 2011 fur den Arbeitstitel ,Retrospektive immunhistochemische
Untersuchungen zur Expression von Proteinparametern des mTOR-Signalwegs

beim Prostatakarzinom mittels der Tissue Micro Array Technik®.

1.2 DATENSCHUTZBELANGE

Bei der Erhebung und Auswertung der Daten diese Arbeit betreffend wurden alle
personlichen Patientendaten unter strengen Datenschutzauflagen sowie unter
Beachtung des Datenschutzgesetzes erfasst und in pseudonymisierter Form
verarbeitet. insbesondere bei einer telefonischen Evaluation des postoperativen
Verlaufs waren die Patienten zuvor postalisch Gber den Anruf informiert worden
und die Telefonate wurden ausschlie3lich von Telefonanschlissen der
urologischen Universitatsklinik Tibingen und ausschliel3lich von Mitarbeiterinnen
und Mitarbeitern der Klinik gefuihrt. Sie unterlagen ebenfalls der arztlichen
Schweigepflicht, worauf die Patienten zu Beginn des Gesprachs nochmals
ausdrucklich hingewiesen wurden. Der Umgang mit den erhobenen Daten wurde

den Patienten bei der telefonischen Befragung explizit erlautert. Hierbei wurde
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besonderer Wert gelegt, den teilnehmenden Patienten die Pseudonymisierung
sowie eine durch technische Mittel abgesicherte elektronische Speicherung zu
garantieren, wie sie die Leitlinien zur Datensicherheit des Klinikums

vorschreiben.

1.3 DETERMINIERUNG UND REKRUTIERUNG DER STUDIEN-
POPULATION

Die vorliegende Studie umfasst Proben von Patienten, die sich in dem Zeitraum
von 2002 bis 2004 einer radikalen Prostatektomie (RPX) an der Urologischen
Klinik des Universitatsklinikums in Tubingen unterzogen. Das Kollektiv wurde
konsekutiv nach den unter Punkt 11.3.1 und 11.3.2 aufgefihrten Ein- und
Ausschlusskriterien ausgewahlt. Die eingeschlossenen Probanden befanden
sich nach praoperativem Erkenntnisstand alle in einem lokalisierten
Krankheitsstadium. Der zuriickliegende Zeitraum ist gewé&hlt worden, damit

Nachbeobachtungen méglich waren.

Die aus den Akten zusammengetragenen Daten eines jeden Patienten
umfassten Name, Alter zum Operations-Zeitpunkt, praoperativer PSA-Wert,
postoperatives TNM-Stadium, postoperativer Gleason Score sowie den

Resektions-Status (R-Status) des Praparats.

Das endguiltige Studienkollektiv bildete eine Population von 114 Patienten.

[1.3.1 EINSCHLUSSKRITERIEN
- Es sollte eine rein retrospektive Analyse von paraffinierten und
asservierten Gewebeblocken durchgefihrt werden, die im Rahmen von
radikalen Prostatektomien im Zeitraum zwischen 2002 und 2004
routinemanig angefertigt wurden. Dieser zuriickliegende Zeitraum ist

gewahlt worden, damit Nachbeobachtungen madglich waren.
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- Gewebe von Patienten, die sich aufgrund eines bioptisch gesicherten
Adenokarzinoms einer Prostatektomie unterzogen, welches routinemafig
histopathologisch aufgearbeitet wurde.

- Paraffinmaterial im Routinearchiv verfligbar

[1.3.2 AUSSCHLUSSKRITERIEN

- Fehlende Verfligbarkeit der Paraffinblécke oder Grof3flachenschnitte.

- Wenn -theoretisch denkbar- durch die Enthahme von Gewebe nicht mehr
genugend Material fur die weitere routineméafige Aufbewahrungspflicht
verbleiben wirde.

- Darlber hinaus kam es bei Vorliegen eines Malignoms, das nicht vom
Drisengewebe abstammte oder unklarer Lokalisation des Tumorareals

nach histologischer Sichtung, zum Ausschluss des Patienten.

1.4 DATENBANKERSTELLUNG UND -VERARBEITUNG

Aus den elektronischen Patientenakten wurden retrospektiv personenbezogene
Befunde und klinische Daten erfasst und mittels Microsoft Excel 2013® (Microsoft
Deutschland GmbH, UnterschleiBheim) in eine Excel-Tabelle eingetragen.
Hierbei handelte es sich zum Einen um patienten- oder probenbezogene
klinische Parameter wie das Patientenalter zum Zeitpunkt der Operation, den
PSA-Wert vor der Operation oder Informationen zu relevanten
Zweiterkrankungen, zum Anderen auch um die histopathologisch erfassten
Informationen wie den Gleason Score und den Resektionsstatus des Praparats
nach Entfernung der Prostata oder einer vorliegenden synchronen lymphogenen

Metastasierung.

In der Datenbank erhielt jeder Entnahmeort eine fortlaufende Probennummer
zugewiesen, um nach mikroskopischer Auswertung den entsprechenden
Farbescore hinzufiigen zu konnen. Diese Datenzusammenstellung war Basis fur
die statistischen Auswertungen der Studie. Die Ergebnisse jedes Probenortes
gemald Abbildung 5 wurden spater gesondert dem jeweiligen Patienten und

seinen klinischen Daten zugeordnet.

58



.i," ‘ ': , I;l "llj ~“" I (s A P r‘

0

O C ‘ ':,. ! “
O tr' )

Abbildung 3: Histopathologisch befundeter HE-Schnitt mit eingezeichnetem,
farbig gehaltenen Tumorareal einer Prostata und studienbedingten
Entnahmeorten nach Schema. Probenentnahmeorte in Bezug zur Invasionsfront
des Tumorareals (rot eingefarbt) auf dem Schnittpréparat. Korrespondierende
Probenbiopsien wurden zur Erstellung des Tissue Microarray verwendet:
Schwarz: Tumorzentrum (gemafl3 A aus I1.6), Grun: Tumorinvasionsfront (B)
maligne Histologie, Blau: Tumorinvasionsfront (C) benigne Histologie, Rot:
Tumor-entfernt liegendes benignes Prostatagewebe (D) (Russo et al., 2019).

1.5 AUFBEREITUNG DES OPERATIONSPRAPARATES UND
ASSERVIERUNG DER GEWEBEPROBEN

Das studienbedingt untersuchte Gewebe stammte aus routinemaligen

Aufarbeitungen der Operationspraparate. Die Aufarbeitung des Praparats, das

bei radikalen Protatektomien gewonnen wurde (siehe Abbildung 4), erfolgte nach

Routine-Protokoll. Hierbei wurde die Drise nach der Absetzung zuerst fur 24h in

Formalin (SAV-Formaldehydldsung neutral gepuffert 4,5%, SAV-LP, Flintsbach)

fixiert.
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Abbildung 4: Natives Prostatektomiepraparat links apikal, rechts basal, Ansicht
von anterior, Foto Urologie Tubingen.

Im Rahmen des makroskopischen Zuschnitts des Praparats wurden die
relevanten Absetzungen an Apex, Basis, Samenleitern und Samenblasen
entnommen und als Kapselpraparate verarbeitet. AnschlieRend wurde das
Praparat in mehrere relevante, hohentransversale Flachen senkrecht zum
Rektum zerteilt (Abbildung 5). Reprasentative Lamellen gelangten dann durch
weiteren Zuschnitt in routinemanige Gewebeférmchen der histopathologischen
Aufarbeitung (Einbettkassetten IP I, Leica Biosystems Richmond Inc., Richmond
IL, USA).
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Abbildung 5: Lamelliertes Prostata-Operationspraparat nach Fixierung in
Formalin. Diese Horizontallamellen wurden dann reprasentativ in
Routineférmchen zugeschnitten. Rechts apikale Lamelle, links basale Lamelle.

Danach folgte die Dehydrierung der Praparate in routinemafig verwendeten
Automaten (Shandon Pathcentre, Thermo scientific, Waltham, MS, USA) im
Institut fur Pathologie. Nach der Dehydrierung folgte das Einbetten der
Gewebeproben in Paraffin mit Hilfe der Gewebe-Einbettkassetten (Leica IP II).
An einem GielRautomaten (TBS 88, Medite Medizintechnik, Burgdorf,
Deutschland). Pro Paraffinblock wurde dann mittels eines Mikrotoms
(Rotationsmikrotom 1512, Leitz, Wetzlar, Deutschland) jeweils ein 5-10 um
dunner Schnitt angefertigt und auf einen routineméafigen Objekttrager (71 x 26
mm, Langenbrinck, Emmendingen) aufgezogen. Diese Schnitte wurden dann

mittels der morphologischen Hamatoxylin-Eosin (H.E.) gefarbt.

1.6 HISTOPATHOLOGISCHE BEURTEILUNG DES
ASSERVIERTEN GEWEBES

Es folgte dann die studienbedingte histopathologische Beurteilung durch einen

erfahrenen Pathologen (PD Dr. med. U. Vogel). Auf den H.E.-Schnitten wurden

hierbei die Tumorareale exakt mit einem Folienstift umrandet. Diese Vorlagen

dienten als Schablone fur die entsprechenden Paraffinblécke, aus welchen die

Stanzzylinder zur Erstellung der Tissue Microarray (TMA) entnommen wurden.
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Dabei wurden in Abhéangigkeit der verlaufenden und filzstiftmarkierten
Tumorearealgrenze aus definierten Arealen je ein Gewebezylinder flr den

spateren Tissue Microarray entnommen (Abbildung 3).

A. Aus dem Tumorzentrum des Haupttumors des Praparats, dabei wurde
durch Sichten der gesamten Schnittserie der Haupttumor identifiziert und
aus dessen Zentrum, d.h. dem am weitesten von allen seinen Randern

entfernten Ort, eine Probe genommen.

B. und C. Dann wurden aus dem Bereich der Invasionsfront, also dem Rand
des markierten Tumorareals, mehrere Proben genommen und dem TMA
zugeflugt. Durch die spatere histologische Determinierung konnten diese
dann entweder zu B (im Fall einer malignen Histologie) oder zu C (im Falle

einer benignen normalen Prostatahistologie) zugeschlagen werden.

D. aus einem Ort der, nach Sichtung der Gesamtserie der Schnittpraparate
des Patienten als der Ort der am weitesten von alle Tumorarealen des

Patienten entfernt ist und benigne Histologie aufweist.

So wurde durch die Abfolge der Probenorte eine vermutete Kaskade entlang des
Weges vom Zentrum uber die Grenze hinweg bis hin zu weit vom Tumorareal

entfernten normalen Prostatagewebe nachgezeichnet.

.7 TISSUE MICROARRAY

[1.7.1 DIE TECHNISCHE VORGEHENSWEISE

Das Tissue Microarray (TMA) Verfahren ermdglicht eine geblindelte
Untersuchung verschiedener Gewebeproben auf unterschiedlichste Biomarker.
Durch das Zusammenfassen einer grol3eren Anzahl an Einzelbiopsien zu einer
Probenmatrix auf einem einzigen Paraffinblock kann das Vorkommen (die
Expression) des gewéhlten Markers in diesen Proben untereinander quantitativ
mittels Immunhistochemie standardisiert verglichen werden. Erstmals kam die
TMA Technik in dieser Form durch Kononen et al. im Jahre 1998 zur Anwendung

(Kononen et al. 1998) und gilt heute als etabliert fir experimentelle Anwendungen
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(Merseburger et al. 2006).

ol

Abbildung 6: Tissue Microarrayer MTA1l von Beecher Instruments in
Verwendung (Foto Urologie Tubingen).

I1.7.2 HERSTELLUNG DES TISSUE MICROARRAYS

Zur Herstellung des TMA wurde ein manueller Tissue microarrayer (MTA I,
Beecher Instruments Inc., Sun Prairie, USA, Abbildung 6) verwendet. Die
Apparatur ermoglicht ein einfaches Extrahieren der Probenbiopsien aus einem
Spenderblock (,donor‘) und das exakte Einsetzen dieser Biopsien in die
Probenmatrix auf dem Empfangerblock (,recipient®). Dabei wurden aus den in
Abbildung 3 genannten Bereichen des Prostatamaterials Stanzbiopsien mit
einem Probendurchmesser von 1mm entnommen und durch Justierung mittels
Mikrometerschrauben in Abstanden von 0.7mm in den Empfangerblock
eingebracht. Die vier unterschiedlichen Probenentnahmeorte aus einem
Spenderblock wurden hinsichtlich Ihrer Lage zum Tumorareal und dessen

Grenze ausgewabhlt (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Randomisierte Anordnung der Gewebedots im Tissue Microarray
gemal Lokalisation der entnommenen Proben (verandert nach Abbildung 5).

Der leere Empfangerblock wurde durch ausgiel3en eines Leica IP 1l Formchens
an der medite Giel3station erstellt und anschliel3end mittels eines Mikrotoms auf
eine Hohe von 4-5mm Paraffin abgeflacht und plan geschnitten. Das Einbringen
der Gewebeproben in den TMA erfolgte durch Ausstanzen eines Loches im
leeren Empfangerblock, das anschlielRende Entnehmen der Probebiopsie aus
dem Prostatamaterial und das darauffolgende Einlassen des so gewonnenen
Gewebezylinders in das zuvor gestanzte Loch im Empfangerblock/recipient. Das
Einlassen erfolgte dabei in Reihen und Spalten mit einem jeweiligen Abstand von
0.7mm zueinander, sodass als Endergebnis eine rechteckige Probenmatrix aus
Gewebepunkten (,dots“) entstand. Zur spateren korrekten Ausrichtung des

geschnittenen TMA unter einem Mikroskop wurden an vordefinierten Positionen
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in der Matrix andersartige und gut von Prostatagewebe unterscheidbare
Gewebeproben (Hodenparenchym) als Landmarken eingebettet. So entstanden

Abfolgen von Gewebebiopsiereihen im Paraffinblock (Abbildung 8), diese Serie

von Bldcken bildet den Tissue Microarray.

Abbildung8: Tissue Microarray — Block mit der Zusammenstellung der
Studienproben.

Zur endgultigen Fixierung der Gewebebiopsien im Empfangerblock wurde dieser
mittels eines im Warmeschrank auf ca. 60°C aufgewarmten Glasobjekttragers

angeschmolzen, um die Gewebezylinder mit dem Tragermaterial zu verbinden.

11.7.3 SCHNITTPRAPARATE DES PARAFFINGEWEBEBLOCKS — TISSUE MICROARRAY

Es folgte die Weiterverarbeitung zu Objekttrager Mikroskopiepraparaten. Die mit
den Biopsien versehenen Empfangerblocke wurden mittels eines Mikrotoms
(Rotationsmikrotom 1512, Leitz, Wetzlar) geschnitten und die Schnitte (5-7um)
im Wasserbad (TFB 45, Medite GmbH, Burgdorf) bei 48°C geglattet.
AnschlieBend wurden die Schnitte auf Superfrost-Plus-Objekttrager
(Langenbrinck, Emmendingen) aufgezogen weiterhin tGber Nacht bei 37°C in
einem Warmeschrank (ED 35, WTB Binder/Tuttlingen) getrocknet.
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Jeweils eine Serie der so entstandenen Schnittserien aller TMA - Blocke des
Kollektivs wurden dann mittels H.E. Farbung gefarbt und der histopathologischen
Befundung -und damit der Verifikation der jeweiligen Dot-Histologie und vor
Allem auch der endgultigen Einteilung der Biopsien aus dem Tumorrandbereich
in maligne (innerhalb der Invasionsfrontgrenze) und benigne (auf3erhalb)

zugefihrt.

1.8 IMMUNHISTOCHEMIE

11.8.1 ALLGEMEINES FUNKTIONSPRINZIP

Zur relativ exakten Ermittlung der Expression bestimmter Gene eignet sich die
Erfassung auf Proteinebene. Letztere wird im Allgemeinen als die
funktionelle/funktionale Ebene betrachtet. Durch Erfassung der Genexpression
auf dieser Ebene ist evaluierbar, ob das betrachtete Gen auch tatsachlich

transkribiert und translatiert wurde.

Durch Verwendung spezifisch bindender Antikorper (AK) ermdglicht das Prinzip
der Immunhistochemie (IHC) den Nachweis eines ausgewéhlten Antigens (AG)
im Probenmaterial, indem jene AKs spezifisch an Epitope des AG binden. Durch
anschlieBendes Anwenden eines Nachweissystems konnen Intensitat und
Lokalisationen dieser Bindungen sichtbar gemacht werden. Hierbei werden zwei
Nachweismethoden unterschieden: von der direkten Nachweismethode spricht
man, wenn an den spezifisch bindenden AK selbst ein Enzym gekoppelt ist. Bei
der indirekten Methode hingegen ist das Enzym an einen sekundaren AK
gekoppelt, welcher spezifisch an die Fc Region des primaren, an das zu
detektierende AG bindenden, AK bindet (Abbildung 9 links).

Durch Zugabe von Chromogen wird der Ort der Antikdrperbindung sichtbar
gemacht, indem es durch das gekoppelte Enzym zu einem Farbstoff umgesetzt

wird.

11.8.2 POLYMERKONJUGAT-METHODE (ENVISION™)
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Bei den untersuchten TMAs wurde fur alle drei Parameter der Studie die indirekte
immunhistochemische Polymerkonjugat-Methode angewandt. Hierbei sind die
Sekundar-AK an ein Polysaccharidmolekil gebunden. Durch die gleichzeitige
Kopplung von Enzymmolekilen an das Dextranmolekil kommt es durch die
Konjugate zu einer Verstarkung des Signals. Gleichzeitig entféllt ein dritter
Schritt, bei dem bisher das Enzym gesondert hinzugegeben werden musste
(siehe Abbildung 9 rechts).

Polysaccharidmolekiil (Dextran)
Enzym
Enzym
Sekundar-AK ‘ Sekundar-AK
Primar-AK Primar-AK
A A A 4 A
Abbildung9:  Technik der Immunhistochemie, links: allgemeines

Funktionsprinzip, rechts: Polymerkonjugat-Methode (Grafik: Tim Neumann,
nach Staining Manual, Dako, Glostrup, Danemark). Der Primarantikdrper
(Primér-AK) bindet an das Antigen (AG). Mehrere, an ein Polysaccharidmolekdil
gebundene, Sekundar-Antikorper (Sekundar-AK) binden an den Primar-
Antikdrper. Durch gleichzeitige Kopplung von Enzymen an das
Polysaccharidmolekil wird die Bindung sichtbar gemacht.

11.8.3 DURCHFUHRUNG DER IMMUNHISTOCHEMISCHEN FARBUNG

Alle Reagenzien wurden streng nach den Herstellerangaben gelagert, verwendet
und vor ihrer Verwendung auf Raumtemperatur (ca. 18-21°C) gebracht. Alle

Farbungen wurden handisch durchgefihrt (siehe Abbildung 10).
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11.8.3.1 FARBUNG FUR MTOR

Zu Beginn wurden die 4-6um dicken Paraffinschnitte im Warmeschrank (ED 35,
WTB Binder/Tuttlingen) tber Nacht bei 37°C getrocknet. Vor Farbebeginn
wurden die Schnitte 30min bei 58°C im Warmeschrank gelagert, um das Paraffin
grob abzuschmelzen. Anschlie3end wurde dieser Vorgang des Entparaffinierens
chemisch durch dreimalige zehnminttige Inkubation im Losungsmittel Xylol
weiter fortgefuhrt. Es folgte die Rehydrierung durch eine absteigende
Alkoholreihe mit jeweils 2 x 7 Minuten 100% und 2 x 7min 96% Ethanol, weiterhin

1 x 7 Minuten 70% Ethanol. Danach wurde fir 5 Minuten mit Aqua dest. gespult.

Bei der Fixierung der Préaparate kbnnen Aldehydquervernetzungen entstehen,
die die Antigen-Bindungsstellen verdecken konnen. Um diese potenziellen
Bindepunkte freizulegen, folgte daraufhin der Demaskierungs-Schritt. Dies
erfolgte durch 20-minutiges Kochen in TRIS/EDTA-Puffer (1,21 g TRIS, 0,37g
EDTA einwiegen, auf 1000ml mit A. dest., pH 9,0) in der Mikrowelle (Moulinex
Micro Chef MO 500) bei 600 Watt (Stufe 2). Der Puffer wurde unmittelbar vor
seiner Verwendung angesetzt. Nachdem sie 30 Minuten bei Raumtemperatur
abkuhlten, wurden die Praparate fur 2 x 5 Minuten mit TBST-Pufferlésung (TRIS
buffered Saline with Tween 20 = 0,5 mol TRIS, 0,3 mol NaCl, 0,1 % Tween 20
d.h. 50 ml 1 molar TRIS A + 100 ml 3 molar NaCl B + 1000 pl Tween 20)

gewaschen.

Zur Verhinderung von unspezifischen Reaktionen durch Gewebsperoxidasen
oder endogene Alkalische Phosphatasen (AP) wurde anschlielRend das Gewebe
mit (je nach SchnittgroRe) 5 — 8 Tropfen vom Dualblock (Dual Endogenous
Enzyme Block, Dako S2003, Dako, Glostrup, Danemark), einer
gebrauchsfertigen Losung bestehend aus H202 und Levamisol, fir 10 Minuten

inkubiert. Danach wurde fir 2 x 5 Minuten mit TBST gewaschen.

Jetzt folgte die Inkubation mit dem Primarantikérper mTOR (7C10), Rabbit mAb
(IHC Specific) # 2983 (Cell Signaling Cell Signaling Technology Inc., Beverly,
MA, USA) in einer Verdiinnung von 1:50. Das optimale Verdinnungsverhaltnis

wurde bereits zuvor durch sukzessive Probefarbungen ermittelt. Das
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Verdinnungsmedium wurde gebrauchsfertig von der Firma Dako bezogen (Dako
Diluent S S0809, Dako). Die Inkubationszeit betrug 120 (+1) Minuten bei

Raumtemperatur.

Um die ungebundenen und damit dberschissigen Antikérpermolekile zu

entfernen, wurde drei Mal fir 5 Minuten mit TBST gesplilt.

-\

Abbildung 10: Handisch durchgefiuihrte immunhistochemische Farbung auf der
Farbebank, Foto U. Kiihs.

Es folgte der sekundare LINK (Briicken)-AK aus dem Testkit EnVision™ G|2
System/AP Rabbit/Mouse, K5355 (,Vail 1%, Dako), der fur 30 (£1) Minuten
inkubiert wurde. Nach erneutem Waschen fiir 3 x 5 Minuten in TBST, wurde mit
AP Enzyme (Testkit EnVision™ G|2 System/AP Rabbit/Mouse, K5355, ,Vail 2“)
als signal enhancer (Signalverstarker) ebenfalls fir 30 (1) Minuten inkubiert.
Uberschussige Lésung wurde abermals mit TBST durch 3 x 5 Minuten Spulung
entfernt.

Daran schloss sich das Inkubieren der Proben in Permanent Red Arbeitslésung
(Testkit EnVision™ G|2 System/AP Rabbit/Mouse, Code K5355, Arbeitslosung =
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1000 pl Permanent Red Substrat (,Vail 3“) 10 yl Permanent Red Chromogen
(,Vail 4“) fir 15 Minuten an. In dieser Reaktion wurde das Chromogen durch die
gebundenen Enzyme in einen sichtbaren, leuchtend roten Farbstoff
umgewandelt. Diese Reaktion wurde durch Spllung und 2 x 5-mindtiges

Inkubieren in Aqua bidest. beendet.

Danach wurde die Gegenfarbung mit Hamatoxylin nach Mayer durchgefiuhrt.
Nach 20 Sekunden wurde mit Aqua bidest. gespilt, um das Uberschissige
Farbemittel zu entfernen. AnschlieRend wurde 7 Minuten unter Leitungswasser

gespllt, um die Praparate durch Erh6hen des pH-Wertes zu blauen.

Zuletzt wurden die Schnitte mit dem wassrigen Eindeckmittel Aquatex (Merck,

Darmstadt) konserviert und mit einem Deckglas eingedeckt.

11.8.3.2 FARBUNG FUR P-MTOR

Das Protokoll zur Farbung von p-mTOR wurde prinzipiell analog dem Protokoll
fur mTOR durchgefihrt, Verwendung fand hier allerdings der Primarantikérper
phospho-mTOR (Ser2448) (49F9) Rabbit mAb (IHC Specific) # 2976 von Cell
Signaling in einer Verdinnung von 1:50 in Verdinnungsmedium Dako S S0809

fur 60 (1) Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Der Demaskierungsschritt erfolgte hier durch 30-minutiges Kochen in Citratpuffer
(10mmol, pH 6,0, 18 ml Stammpuffer A (Zitronensaure) + 82 ml Stammpuffer B
(Natriumcitrat) gemischt, auf 1000 ml mit A. dest aufgefullt, pH kontrolliert) in der
genannten Mikrowelle (Stufe 2), und anschlieBendes Abkihlen fur 30 Minuten

bei Raumtemperatur.

Die Inkubation in Permanent Red Arbeitslésung erfolgte nur fur 10 Minuten bei

sonst analoger Vorgehensweise.

11.8.3.3 FARBUNG FUR 4E-BP1

Das Protokoll zur Farbung von 4E-BP1 wurde prinzipiell analog dem mTOR
Protokoll durchgefiihrt, Verwendung fand hier allerdings der Primarantikorper 4E-
BP1 (53H11) Rabbit mAb # 9644 von Cell Signaling in einer Verdinnung von
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1:100 in Verdunnungsmedium Dako S S0809 fur 60 (x1) Minuten Dbei

Raumtemperatur inkubiert.

Der Demaskierungsschritt erfolgte, analog zu der von p-mTOR, durch 30 Minuten
kochen in Citratpuffer (10mmol, pH 6,0) in der genannten Mikrowelle (Stufe 2),

gefolgt von 30 Minuten abkihlen bei Raumtemperatur.

Die Inkubation in Permanent Red Arbeitslosung erfolgte auch (analog p-mTOR)

fur 10 Minuten bei sonst identischer Vorgehensweise.

11.8.3.4 KONTROLLEN UND VALIDITAT DER ANTIKORPER
Die immunhistochemischen Farbungen wurden bei allen Antikdrpern durch

jeweils eine Positiv- und Negativkontrolle Gberpruft und validiert.

Als Positivkontrolle fungierte fur mTOR, p-mTOR und 4E-BP jeweils ein
Gewebeschnitt aus einem Mammakarzinom, als Negativkontrolle fungierte
jeweils ein Praparat Mammakarzinom, in dessen Farbekaskade der primére

Antikorper nicht aufgebracht wurde.

Bei allen drei Primarantikbrpern handelt es sich um monoklonale
Kaninchenantikdrper, die vom Hersteller explizit fur die Verwendung bei

formalinfixierten, paraffinierten Humangeweben empfohlen werden.

1.9 EVALUATION UND INTERPRETATION DES
MIKROSKOPISCH ERFASSTEN EXPRESSIONS-
VERHALTENS

Die Auswertung erfolgte semiquantitativ anhand der Farbeintensitat und der
Farbediversivitat entlang des Gewebedots mittels eines etablierten Scoring-
Systems. Auf Auswertebdgen, die in ihrem Aufbau der Dot-Anordnung des
Objekttragers entsprachen (array maps), wurde der jeweilige Score des
Einzeldots vermerkt. Die Beurteilung geschah dabei verblindet und anonymisiert.
Jedem einzelnen Gewebepunkt wurde eine Nummer zugewiesen. Dadurch

konnten bei der Auswertung keinerlei Rickschlisse auf personliche Daten und
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klinisch-pathologische Parameter des Patienten sowie zur Lokalisation der
Stanze gezogen werden. Bei Entblindung und beim Eintrag war jedoch eine

eindeutige Zuordnung in der Tabelle méglich.

Beurteilt wurde mittels eines Zeiss Universal-Lichtmikroskops (Zeiss Universal,
Carl Zeiss, Jena) bei fur jede VergréRerung konstant gehaltener Lichtintensitat,
stetigen Umgebungsbedingungen und 160-facher Vergrol3erung. Zur genaueren
Betrachtung wurde stets auch das Objektiv mit 400-facher VergroRerung
eingesetzt, dabei wurde dann die Lichtintensitat an diese Vergrol3erung (immer

gleich) angepasst.

11.9.1 SCORE NACH REMMELE UND STEGNER

Zur mikroskopischen Auswertung konnte der Immunoreaktive Score (IRS) nach
Remmele & Stegner (1987) herangezogen werden (siehe Tabelle 3). Wichtig fur
die Verwendung dieser Auswertemethode ist eine grofRtenteils homogene
Verteilung der Farbung. Damit kann fir die Intensitat des jeweilig betrachteten
Gewebeausschnitts (z.B. des Dots) jeweils eine vorherrschende Farbeintensitét
angegeben werden. Fur die untersuchten Marker war dies zutreffend, sodass
dieser Score Anwendung finden konnte. Die weitere Determinierung des
Farbeereignisses erfolgt dann Uber die Flachenverteilung dieser

vorherrschenden Intensitét.

Fur das Errechnen des IRS gilt dabei: Erst wird die Prozentzahl der gefarbten
(positiven) Zellen (PPZ) auf einer Skala von O (keine positiven Driisenzellen) bis
4 (mehr als 80% angefarbte Drisenzellen, siehe Tabelle 3) beurteilt. In einem
zweiten Schritt wird Intensitat der Farbung (Staining Index, Sl) anhand einer
Einteilung von 0 (negativ) bis 3 (stark angeféarbt, Tabelle 3) klassifiziert. Der
Immunoreaktive Score ergibt sich aus dem Produkt von PPZ und SI (Remmele
und Stegner 1987).
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Prozent positive Zellen Staining Index Immunoreactive Score

der Flache (S (IRS)

0 0% 0 Negativ 0 Negativ

Schwache

1 <10% 1 Expression 1-3 Schwach

2 10-50% 2 MaRige Expression | 4-7 MaRig

3 51-80% 3 Starke Expression | 8-12 | Stark

4 >80%

Tabelle 3: Ergebnis des Immunoreactive Score (IRS) nach Remmele & Stegner
(1987). Der prozentuale Wert der angefarbten Zellen wird mit der
vorherrschenden Farbeintensitat (SI) multipliziert und ergibt damit den IRS.

[1.9.2 VALIDIERUNG DER ROHDATEN DER MIKROSKOPISCHEN AUS-WERTUNG

Bei der mikroskopischen Evaluation wurde jeder Marker in einem zweiten
Validierungsdurchgang von einer verblindeten zweiten befundenden Person
ohne Kenntnis der Zahlen des ersten Durchlaufs ausgewertet und in gleicher
Weise in der vordefinierten Numerik dargestellt.

Gab es bei der den Ergebnissen der Remmele & Stegner Methode
Abweichungen zwischen den beiden Befundenden, wurde vom zweiten
Befundenden ein drittes Mal, ebenfalls verblindet, ausgewertet. Dies erfolgte bei
Abweichungen von mehr als 25% des absoluten Wertes oder bei einem Befund
von 0 in einem Fall und einem Befund von ungleich 0 im Ergebnis des zweiten
Befundenden.

Bei dieser Zahlmethode wurde weiterhin im Falle keiner MalRnahmen-
erforderlichen Abweichung der Mittelwert der beiden Durchlaufe errechnet und

fur die statistischen Berechnungen weiterverwendet. Im Falle eines notwendig
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gewordenen dritten Durchlaufs wurde bei den nunmehr 3 vorliegenden Werten
das vom mittleren Wert am starksten abweichende Ergebnis gestrichen und aus
den verbleibenden zwei Werten ebenfalls der Mittelwert gebildet.

Die Daten der vollstandig ausgefillten Auswertebégen wurden anschlieRend in
die Datenbank mit den Klinisch-pathologischen Parametern der Patienten

ubertragen.

[1.10 ERHEBUNG DES POSTOPERATIVEN KRANKHEITS-
VERLAUFS

Zur Darstellung der prognostischen Wertigkeit der verschiedenen Parameter
wurde deren Expression in den Tumorzentren und den Tumorrandern (maligne
Seite der Invasionsfront) dem individuellen Krankheitsverkauf des Patienten
gegenubergestellt. Zur Erhebung dieses Verlaufs wurden verschiedene Quellen

genutzt.

1.10.1.1 IN HOUSE FOLLOW-UP

Durch das klinikintern verwendete Krankenhausinformationssystem i.s.h.med®
(Cerner Corporation, North Kansas City, Missouri, USA) wurden die digitalen
Patientenakten der eingeschlossenen Patienten eingesehen. Dabei wurden die
jeweils nach dem Zeitpunkt der Prostatektomie stattgefundenen Besuche des
Patienten gesichtet und die relevanten Daten des Krankheitsverlaufs erhoben.
Im Falle einer vorliegenden Information, weniger als 6 Monate zum Zeitpunkt der
Erhebung zurtckliegend, wurde damit die Erhebung abgeschlossen, ansonsten

wurde wie in den Punkten 11.10.2. — 11.10.3. beschrieben weiter verfahren.

11.10.1.2 FAXABFRAGE BE|I NIEDERGELASSENEN PRAXEN

In einem weiteren Schritt wurden die mit der Nachsorge der Patienten betrauten
niedergelassenen Haus- oder Facharzte per Fax zur Krankengeschichte der
betreffenden Patienten befragt und der Status des betreffenden Patienten
erhoben. Insbesondere das Auftreten eines biochemischen Rezidivs im

Beobachtungszeitraum wurde erhoben.

[1.10.2 TELEFONISCHER PATIENTENKONTAKT
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In einzelnen Fallen wurden die Patienten direkt telefonisch kontaktiert. Vorher
wurde ihnen ein Informationsschreiben zugesandt, das den geplanten Anruf
ankundigt und insbesondere die Freiwilligkeit der Studienteilnahme beschreibt.
Die Eingangsfrage des Anrufs war dabei stets die Frage nach der Teilnahme zur
Studie. Im direkten Gesprach wurde dann der Status des Krankheitsverlaufs

erhoben.

11.10.2.1 ENDPUNKTE DER VERLAUFSDARSTELLUNGEN

Da im Kollektiv innerhalb des Beobachtungszeitraums nur sehr wenige Patienten
(tumorabhéagig) verstarben, wurde einzig das Auftreten eines biochemischen
Rezidivs (BCR) als Event fur die Kaplan-Meier Darstellungen und deren
Berechnungen gewahlt. Das Auftreten eines BCR wurde dabei nach
internationalem Konsens als das mindestens zweimalige, konsekutive Messen
eines PSA-Wertes von mindestens 0,2 ng/ml oder mehr nach erfolgter radikaler

Prostatektomie festgelegt (Boccon-Gibod et al., 2004).

[1.11 STATISTISCHE AUSWERTUNG DER DATENBANKE

Die erfassten Daten wurden in Microsoft Excel 2016® (Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, Vereinigte Staaten) tabellarisch zusammengetragen. Zur
statistischen Auswertung der Daten wurde das folgende Programm verwendet:
JMP 13.0® (SAS Inc., Cary, NC, USA).

Die Beschreibungen des Kollektivs und des allgemeinen Féarbeverhaltens der
Marker erfolgte deskriptiv. Die Expressionen der Farbungen wurden mittels
Normal-Quantile-Plot auf eine Normalverteilung untersucht. In zweifelhaften
Fallen wurde anschlieBend Shapiro-Wilks W Test zu Rate gezogen. Aufgrund der
ordinalen Charakteristik des verwendeten Féarbescores sowie der Tatsache, dass
sich in keinem Farbeergebnis eine Normalverteilung zeigte, wurden zur
Hypothesentestung stets parameterfreie Tests verwendet. Als statistische Tests
zur Korrelation der stetig dargestellten Expressionen in den verschiedenen
Lokalisationen A-D kam der Rangsummen Test nach Wilcoxon/Kruskal-Wallis

zum Einsatz, unter anschlielBender post-hoc Analyse mittels Wilcoxon Test fir
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jedes Paar. Das Signifikanzniveau wurde stets mittels Bonferroni-Korrektur auf

multiples Testen angepasst, das initiale Signifikanzniveau lag stets bei p < 0,05.

Zur Betrachtung unterschiedlich differenzierter Gruppen wurden die stetigen
Expressionsdaten sowie die Tumorcharakteristika ,Staging” und ,Gleason-
Summe® nach dem jeweiligen Medianwert als Cut-off Grenze der

Gruppencharakteristik dichotomisiert.

Die Gegenuberstellung der Ergebnisse mit den individuellen klinischen Daten
erfolgte im Falle von dichotomisierten ordinalen Daten ebenfalls mittels des
Wilcoxon/Kruskal-Wallis Rangsummen Tests und im Falle von stetigen Daten

mittels Rangkorrelationskoeffizient (Spearmans p).

Die grafische Aufarbeitung der Ergebnisse bei stetigen Werten der Ordinate und
ordinalen bzw. nominalen Werteverteilungen der Abszisse erfolgte in Form von
Saulendiagrammen. Hierbei wurde der Mittelwert der Expression des jeweiligen
Proteinparameters als Saule dargestellt, als Streuungsmald diente der
Standardfehler des Mittelwertes (SEM).

Zur Darstellung von Zusammenhangen der jeweiligen Expressionen und dem
Krankheitsverlauf wurden die Farbeergebnisse aller Gewebeentnahmeorte
(Lokalisationen A, B, C und D) durch deren Medianwert dichotomisiert (in jeweils
~Schwache Expression“ und ,starke Expression”) und nach der Kaplan-Meier
Methode aufgetragen. Dies erfolgte dabei fur den zeitlichen Endpunkt ,Zeit bis
Biochemisches Rezidiv*. Als Prifung auf statistische Unterschiedlichkeit erfolgte
jeweils die Dokumentation des Log-Rang Testes. Zudem erfolgten
anschlieRende univariate Analysen mittels Cox Regression, sowie multivariate
Analysen fir jeden Parameter, um die Unabhangigkeit der Einflisse der nicht-
dichotomisierten Proteinexpressionen von anderen klinischen Parametern mit
bekanntem Einfluss zu untersuchen und fir jeden Einfluss eine Hazard Ratio
(HR) zu berechnen (Cox, 1972). p-Werte wurden hier mittels des Effekt-

Likelihood-Verhaltnistests ermittelt.
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[1.12 ZUSATZLICH VERWENDETE SOFTWARE

Auller den bereits genannten Programmen wurden weiterhin verwendet:
EndNote 21® (Clarivate Analytics, Philadelphia, Vereinigte Staaten von Amerika
& London, Vereinigtes Konigsreich) zur Verwaltung der Literatur. Zur Erstellung
der Grafiken: ebenfalls IMP 13.0 sowie Microsoft PowerPoint 2021® (Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, Vereinigte Staaten). Zur Textverarbeitung

wurde Microsoft Word 2021® (Microsoft Corporation) eingesetzt.
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ERGEBNISSE

.1 PATIENTENKOLLEKTIV UND CHARAKTERISTIKA DER
STUDIENPOPULATION

Grundlage der vorliegenden Arbeit bildeten die Prostatapraparate der 114

definitiv eingeschlossenen Patienten.

Das Durchschnittsalter der Patienten belief sich auf 64,2 Jahre (Median: 65
Jahre), wobei das Alter des altesten Patienten zum Operationszeitpunkt 75 Jahre

und das des jungsten Patienten 50 Jahre betrug.

Gemal} postoperativer histopathologischer Aufarbeitung lag das T-Stadium im
Bereich von T2a bis T3b (siehe Tabelle 4). Ein Lymphknotenbefall (N1) wurde
bei 5 Patienten dokumentiert (pNx bei n=6 Patienten).

T-Stadium Anzahl

T2a 12

T2b 6

T2c 59

T3a 17

T3b 20

T4 0
n=114

Tabelle 4: Darstellung der Verteilung des T-Stadiums der Patienten.

Der Gleason Score (GS) der Prostata nach OP verteilte sich wie in Tabelle 5

dargestellt.

Gleason Score (GS) | Anzahl
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3 2
4 5
5 37
6 16
7 1
7a 30
7b 14
8 4
9 3
10 1
Nicht erfasst 1
n=114

Tabelle 5: Detaillierte Darstellung der Verteilung des Gleason Scores der

Patienten.

Die praoperativ ermittelte PSA-Werte beliefen sich im Durchschnitt auf 10.3

(Median: 9.0) in einem Bereich von 0.1 bis 49.0 ng/ml (n = 106).

Bei lediglich 27 Patienten lag der Befund eines histologisch gesicherten

mikroskopischen Residualtumors (R1) vor. Der Resektionsstatus konnte bei n=4

Patienten nicht endgultig abgeklart werden.

Die Eigenschaften des Patientenkollektivs sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Anzahl der Patienten

n=114

Alter, Median (IQR)

65.0 (60.0-69.0)

PSA, Median (IQR)

9.0 (5.3-12.9)
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Lymphknotenmetastasen, n (%) 5(4.3)

Bilaterale Verteilung, n (%) 92 (86,0)
(Erhebungen, n) (106)

T Stadium, n (%)

T2 77 (67.6)
T3a 17 (14.9)
T3b 20 (17.5)

Gleason Score, n (%)

<6 60 (53.1)
7 45 (39.8)
8-10 8(7.1)
Perineurale Invasion, n (%) 33 (42.9)
(Erhebungen, n) (77)
Positiver Schnittrand, n (%) 27 (24.5)

(Erhebungen, n) (110)

IQR = interquartile range; PSA = Prostataspezifisches Antigen

Tabelle 6: Zusammenfassende Darstellung der Eigenschaften des
Patientenkollektivs.

1.2 BESCHREIBUNG UND VERTEILUNGEN DER
IMMUNHISTOCHEMISCHEN FARBEERGEBNISSE

Fur die immunhistochemischen Farbungen der TMAS, zeigten sich in

Abhangigkeit des betrachteten Markers die im Folgenden dargestellten

mikroskopisch sichtbaren Farbeergebnisse. Ubersichtsbilder der Gewebedots

am Beispiel von 4E-BP1 in Abbildung 11. Zu jeder Farbung wurde die Verteilung

der Ergebnisse mittels Normal-Quantile-Plot auf eine Normalverteilung
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untersucht. Diese Untersuchungen zeigten stets deutlich eine abweichende
Verteilung. Auf eine Testung mittels Shapiro-Wilks W Test wurde daher

verzichtet.
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Abbildung 11 A-D: Exemplarische Gewebedots aus 4E-BP Immunhistochemie,
A Normales Prostatagewebe; B-D Prostatakarzinom-Gewebe unterschiedlich
starker Expression.

m.2.1.1 MIKROSKOPISCHES FARBEERGEBNIS FUR MTOR

Bei mTOR stellte sich die Farbung der Gewebedots meist so homogen dar, dass
eine vorherrschende Expressionsstarke angegeben werden konnte. Bei sehr
geringen Expressionen waren teilweise nur einzelne Zellen angefarbt. Die

Lokalisation zeigte sich ausschlief3lich zytoplasmatisch (Abbildung 12).

A B 6

Abbildung 12 A-C: Exemplarische Darstellung des mikroskopischen Bildes der
immunhistochemischen Farbung auf mTOR. A Normales Prostatagewebe; B
Prostatakarzinom mit starker Expression; C, Prostatakarzinom mit schwacher
Expression. 40x VergréRerung.

In sehr seltenen Fallen war auch eine geringe Farbung des Kerns festzustellen.
In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch lediglich das zytoplasmatisch lokalisierte
MTOR beurteilt. Der Farbescore aller betrachteten Gewebedots betrug im
Median 8.0 mit einer IQR von 4.0-12.0, Mittelwert 7.63 SEM 0,2, Range 0-12 (n
= 364).
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1.2.1.2 MIKROSKOPISCHES FARBEERGEBNIS FUR P-MTOR

A B C

Abbildung 13 A-C: Exemplarische Darstellung des mikroskopischen Bildes der
immunhistochemischen Farbung auf p-mTOR. A Normales Prostatagewebe; B
Prostatakarzinom mit starker Expression; C, Prostatakarzinom mit schwacher
Expression. 40x VergrofRerung.

Die immunhistochemische Expression von p-mTOR war stets sehr homogen
uber den gesamten Dot verteilt. Bei der Beurteilung zeigte sich eine durchweg
zytoplasmatische Rotfarbung (Abbildung 13). Der Farbescore aller betrachteten
Gewebedots betrug im Median 5,5 mit einer IQR von 2.0-8.0, Mittelwert 5,44,
SEM 0,2 (n = 380).

1.2.1.3 MIKROSKOPISCHES FARBEERGEBNIS FUR 4E-BP1

Auch die Farbung von 4E-BP1 verteilte sich sehr homogen uber das
Prostatagewebe. Neben einer deutlichen, intensiven Anfarbung des Zytoplasmas
konnte man vereinzelt auch eine sehr geringe Anfarbung des Kerns feststellen,
die jedoch in dieser Beurteilung nicht weiter bericksichtig wurde. Der Farbescore
aller betrachteten Gewebedots betrug im Median 4.0 mit einer IQR von 2.0-8.0,
Mittelwert 5,4, SEM 0,2 (n=370). Bereits in der ersten Sichtung der Praparate fiel
der augenscheinliche Unterschied zwischen Normalgewebe der Prostata und
Prostatakarzinom auf (Abbildung 14A).
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Abbildung 14 A-C: Exemplarische Darstellung des mikroskopischen Bildes der
immunhistochemischen Farbung auf 4E-BP1. A Normales Prostatagewebe (*);
angrenzend an Prostatakarzinom-Gewebe (**); B Prostatakarzinom mit starker
Expression; C, Prostatakarzinom mit schwacher Expression. A,C 40x
VergrofRerung, B 100x Vergroferung.

1.3 ERGEBNISSE HINSICHTLICH DER LOKALISATIONEN
GEGENUBER DER INVASIONSFRONT VOR DEM
HINTERGRUND INTRAPROSTATISCHER
TUMORHETEROGENITAT

Bei vergleichender Betrachtung des Farbeverhaltens von Tumor- und
angrenzendem Normalgewebe wurden die Tumorzentren jedes einzelnen Areals
mit Randbereichen des Tumors, unmittelbar angrenzendem Normalgewebe und
weit entferntem benignen Gewebe der Prostata verglichen. Damit wurde eine
gedachte Sequenz Tumorzentrum, maligne Tumorinvasionsfront, benigne
Tumorinvasionsfront und ,am weitesten entfernter benigner Ort' als Lauflinie der

argumentativen Betrachtung geschaffen.

Gewebeentnahmeort

p-Wert zwischen
Parameter A B C D allen Gruppen

(Rangsummentest)
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, 9.13 | 8.79 | 4.98 | 6.80
mTOR, Mittel (+ StD) <0.01
(2.86) | (3.34) | (3.78) | (3.72)

_ 738 | 7.16 | 1.98 | 463
p-mTOR, Mittel (+ StD) <0.01
(3.47) | (3.55) | (2.65) | (3.52)

_ 795 | 736 | 257 | 3.10
4E-BP1, Mittel (+ StD) <0.01
(3.29) | (3.16) | (1.99) | (2.63)

StD: Standard Deviation (Standardabweichung)

Tabelle 7 A-D: Expression von mTOR, p-mTOR und 4E-BP1 in den
Lokalisationen A aus dem Tumorzentrum des Haupttumors; B aus dem
histologisch malignen Bereich der Invasionsfront; C aus dem histologisch
benignen Bereich der Invasionsfront; D aus am weitesten von allen
Tumorarealen entferntem benignem Gewebe. P-Werte wurden mittels
Wilcoxon/Kruskal-Wallis Rangsummen Test ermittelt.

Es zeigten sich die in Tabelle 7 und Abbildung 15 dargestellten Ergebnisse.
Deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Lokalisationen ergaben fur
alle 3 Marker einen signifikanten allgemeinen Unterschied (Rangsummen Test
nach Wilcoxon). Mittels des nachgeschalteten Tests konnten noch die in
Abbildung 17 dargestellten Unterschiede zwischen den entsprechenden Paaren
gefunden werden. In diesen multiplen Vergleichen zwischen den Gruppen fanden
sich signifikante Differenzen zwischen allen Gruppen (p<0.0001) mit Ausnahme
von A vs. B in allen 3 Markern und im Vergleich von 4E-BP1 aus den Orten C
und D (Abbildung 15).

Alle Parameter, am deutlichsten 4E-BP1, zeigten sich wesentlich geringer im
Normalgewebe der Prostata als im Tumorgewebe des Prostatakarzinoms
exprimiert. Dabei fiel weiterhin auf, dass unmittelbar angrenzende

Normalgewebe sogar noch geringere Expression aufwiesen, als Entferntere.
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Abbildung 15: Expressionsverhalten der Marker mTOR, p-mTOR und 4E-BP1
in Abhangigkeit der Lokalisation des Gewebes innerhalb der Prostata in
Abhangigkeit der Invasionsfront des Prostatakarzinoms, Entnahmeorte A-D
gemal} Darstellung im Methodenteil und Tabelle 7, als oberes Streumal? dient der
SEM, post-hoc Vergleich der Gruppen mittels Wilcoxon Test fiir jedes Paar. Nach
Bonferroni korrigiertes a Level: p=0.0083, signifikante Ergebnisse eingetragen.

Nach Zusammenfassung der Gewebe gleicher Dignitat (Entnahmeorte A mit B,
sowie C mit D) und Mittelwertbildung ergaben sich im Vergleich zu benignem
Gewebe signifikant hohere Farbeintensitaten fir mTOR im Tumorgewebe
(Mediane: 6.0; 9.6; p < 0.0001) (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Farbeintensitat von mTOR in benignem und in malignem
Prostatagewebe nach Zusammenfassung der Entnahmeorte A mit B und C mit D
zu den Gruppen “Tumorgewebe” bzw. ,benignes Gewebe“. p < 0.0001.

Fur die gleich gruppierte Untersuchung beziglich p-mTOR und 4E-BP1 zeigt sich

derselbe Sachverhalt: beide Parameter weisen im Tumorgewebe eine signifikant

starkere Farbeintensitat auf (Tabelle 8).

StD)

benignes
Tumorgewebe p-Wert
Gewebe
mTOR, Mittel (+ StD) 5.75 (2.74) 8.95 (2.61) < 0.0001
p-mTOR, Mittel (+
3.22 (2.25) 7.26 (3.11) < 0.0001
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4E-BP1, Mittel ( StD) 2.99 (1.82) 7.65 (2.80) < 0.0001

Tabelle 8: Mittlere Farbeintensitat von mTOR, p-mTOR und 4E-BP1 in benignem
und malignem Gewebe der Prostata. p-Werte wurden mittels Wilcoxon/Kruskal-
Wallis Rangsummen Test ermittelt.

Zur

Expressionscharakteristika wurde

Ermittlung eventueller Korrelationen zwischen den

der Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearman fur alle Parameterpaare in den Gewebegruppen “Tumorgewebe® und
.benignes Gewebe“ ermittelt (Tabelle 9). Es zeigten sich statistisch signifikante
positive Korrelationen zwischen 4E-BP1 und mTOR sowohl in benignem wie
auch in malignem Gewebe. Weiterhin zeigte sich eine signifikante positive
Korrelation zwischen der Expression von mTOR und p-mTOR in benignem
die

nachgewiesen werden. Es konnte daher eine Korrelation bestehen, dies muss

Gewebe. Fur ubrigen Parameterpaare konnte statistisch nichts

jedoch nicht der Fall sein. Ebenso wurde die statistische Korrelation der
Expression fur Parameter in benignem und malignem Gewebe ermittelt. Es

zeigte sich eine statistisch signifikante positive Korrelation zwischen der

Expression von p-mTOR in benignem und malignem Gewebe (Tabelle 10).

mTOR, p (p) p-mTOR, p (p) 4E-BP1, p (p)
Protein
A&B Cc&D A&B C&D A&B c&D
0.1819 0.3545 0.2069 0.4357
mTOR - -
(0.0746) (0.0092*) | (0.0454*) | (0.0010%)
0.1819 0.3545 0.1521 0.1074
p-mTOR - -
(0.0746) (0.0092%) (0.1391) (0.3905)
0.2069 0.4357 0.1521 0.1074
4E-BP1 - -
(0.0454*) | (0.0010*) | (0.1391) (0.3905)
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Tabelle 9: Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (Spearmans p) fur alle
Parameterpaare in den Gewebegruppen A&B (“Tumorgewebe®) und C&D
(,benignes Gewebe®). Statistisch signifikante Ergebnisse mit * markiert.

Protein, Dignitét Protein, Dignitat Spearman p p
MTOR, benigne Gewebe mMTOR, maligne Gewebe 0,0567 0,6562
p-mTOR, benigne Gewebe | p-mTOR, maligne Gewebe 0,3277 0,0034*
p-mTOR/MTOR, benigne p-mTOR/mTOR, maligne 0.0513 0.7262
Gewebe Gewebe
4E-BP1, benigne Gewebe | 4E-BP1, maligne Gewebe 0,2052 0,0907

Tabelle 10: Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (Spearmans p) zwischen
allen benignen und malignen Geweben fur alle untersuchten Parameter.
Statistisch signifikante Ergebnisse mit * markiert.

M.3.1.1 DARSTELLUNG DES AKTIVIERUNGSSTATUS VON MTOR

Um eine Aussage Uber den Aktivierungsstatus von mTOR zu treffen, wurde der
Quotient von p-mTOR zu mTOR gebildet. Dieser gibt Auskunft Gber den Anteil
von aktivem, phosphoryliertem mTOR. Der monoklonale mTOR-Antikorper
(7C10, #2983, Caell MA, USA) erkennt

unphosphoryliertes als auch phosphoryliertes mTOR, wohingegen der gewahlte

Signaling, Beverly, sowohl

phospho-mTOR-Antikérper lediglich das phosphorylierte mTOR anzeigt

(Ser2448; 49F9, #2976, Cell Signaling, Beverly, MA, USA) (Schanz, 2015).
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Abbildung 17: Darstellung des mittleren Aktivierungsstatus von mTOR, ermittelt
durch Quotientenbildung von p-mTOR / mTOR, in den verschiedenen
Entnahmeorten. Fehlerbalken entsprechend dem SEM.

Die Ergebnisse zeigen, dass insbesondere der Aktivierungsstatus von mTOR in
benignem, an Tumor angrenzendem Gewebe signifikant geringer ist, als der
Aktivierungsstatus im malignen Tumorrand (Abbildung 17, Medianwerte: 0.25,
0,833, p<0.0001*). Weiterhin unterscheidet sich der Aktivierungsstatus im an
Tumoren angrenzenden benignen Gewebe signifikant von dem im
Tumorzentrum (0.25, 0.804, p<0.0001*), sowie von dem im benignen Gewebe
(0.25, 0.666, p=0.0007*). Bei den restlichen Vergleichen zeigte sich unter einem
Bonferroni korrigierten a Level (<0.0083) kein statistisch signifikanter
Unterschied.

Bei Zusammenfassung der Entnahmeorte A und B zur Gruppe ,Tumorgewebe®,

sowie C und D zur Gruppe ,benigne Gewebe*® ergab sich weiterhin ein signifikant
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hoherer Quotient p-mTOR/mTOR in den Tumorgeweben (Mittelwert (Median):
0.92 (0.83), 0.71 (0.5); p-Wert: 0.0009).

1.4 EXPRESSIONSCHARAKTERISTIKA IN BEzUG

KLINISCH-PATHOLOGISCHE PARAMETER

AUF

Fur die Korrelation der Expressionsdaten mit den patientenindividuellen
Eigenschaften wurden individuelle Expressionsergebnisse aus der Lokalisation
A mit dem histologischen Gleason Score, unterteilt in ,Low Gleason®
entsprechend <7a nach Definition im Methodenteil, und ,High Gleason Score”
genauso wie mit dem T-Stadium des Patienten, wiederum unterteilt in ,<3a“ und

,=3a" verglichen.

M.4.1.1

Es wurden die jeweiligen Farbeergebnisse eines Parameters und Enthahmeortes

EXPRESSION IN ABHANGIGKEIT DES GLEASON SCORES

aus Low Gleason Geweben mit den entsprechenden Farbeergebnissen aus High

Gleason Prostatakarzinomgewebe auf signifikant unterschiedliche
Expressionsstarken mittels des Kruskal-Wallis Rangsummentests Gberprift
(Tabelle 11). Dabei zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede

zwischen Low und High Gleason Gewebe.

Mittelwert Low Mittelwert High
Parameter ) ) P-Wert
Gleason (Median) Gleason (Median)
MTOR Tumor 8,867 (9,25) 9,298 (10) 0,4861
MTOR Tumorrand 8,573 (8) 8,879 (10) 0,4214
p-mTOR Tumor 7,596 (8) 7,160 (8) 0,6084
p-mTOR

7,330 (8) 6,963 (8) 0,8074

Tumorrand
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mTOR
Phosphorylierung 0,999 (1) 0,896 (0,666) 0,1798
Tumor
mTOR
Phosphorylierung 1,134 (0,833) 0,927 (0,896) 0,4094
Tumorrand
4EB-Protein Tumor 8,076 (8) 7,732 (8) 0,6473
4EB-Protein

Tumorrand

7,694 (8) 6,939 (8) 0,2401

Tabelle 11: Gegenuberstellung der Proteinexpression in Low Gleason und High
Gleason Gewebe, gruppiert nach Entnahmeort. Ermittlung des p-Werts mittels
Rangsummentest unter Verwendung der Chi-Quadrat-Approximation.
Korrigiertes a Level: 0.00625.

1.4.1.2 EXPRESSION IN ABHANGIGKEIT DES T-STADIUMS

Es wurden erneut die Farbeergebnisse eines Parameters und Entnahmeortes
aus Karzinomgeweben mit niedrigerem T-Stadium (niedriger als T3a) mit den
entsprechenden Farbeergebnissen aus Geweben mit héherem T-Stadium (T3a
oder darlUber) auf signifikant unterschiedliche Expressionsstarken mittels des
Kruskal-Wallis Rangsummentests uberpriuft (Tabelle 12). Es zeigten sich in
keiner Lokalisation signifikante Differenzen fir mTOR. Auffallend prasentierte
sich jedoch die Expression der anderen Marker, insbesondere im Tumorrand, in
welchem stets eine vermeintlich signifikant schwachere Farbung im Gewebe aus
Prostaten mit niedrigerem T-Stadium beobachtet werden konnte. Unter
Beachtung eines Bonferroni-korrigierten a Level von 0.00625 mussten diese
scheinbar signifikanten Unterschiede jedoch zurlckgestellt werden. Nach
Zusammenfassung und Mittelwertbildung der Farbeergebnisse aus den
Entnahmeorten ,Tumorzentrum® und ,Tumorrand® zur Gewebegruppe , Tumor®
zeigte sich ohne Korrektur nach Bonferroni, dass im untersuchten Gewebe von
Prostaten mit T-Stadium 2= T3a signifikant weniger phosphoryliertes mTOR als in
Karzinomgewebe aus Prostaten mit niedrigerem T-Stadium nachgewiesen

werden konnte (p = 0,0151).
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T-Stadium < T2c,

T-Stadium 2 T3a

Parameter ) ] ] ) P-Wert
Mittelwert (Median) | Mittelwert (Median)
mMTOR
9,309 (10) 8,679 (8) 0,3327
Tumorzentrum
MTOR Tumorrand 8,928 (8) 8,384 (8,5) 0,6241
MTOR Tumor 9,123 (9,6) 8,480 (8,5) 0,2480
p-mTOR
7,947 (8) 6,272 (6) 0,0410
Tumorzentrum
p-mTOR
7,852 (8) 5,824 (6) 0,0145
Tumorrand
p-mTOR Tumor 7,868 (8) 6,077 (6,1) 0,0151*
p-mTOR / mTOR,
0,968 (0,833) 0,904 (0,6) 0,0777
Tumorzentrum
p-mTOR / mTOR,
1,096 (1) 0,896 (0,7) 0,0387
Tumorrand
p-mTOR / mTOR,
0,966 (0,8) 0,834 (0,7) 0,1097
Tumor
4E-BP1,
8,018 (8) 7,681 (8) 0,7513
Tumorzentrum
4E-BP1,
7,819 (8) 6,339 (6) 0,0281
Tumorrand
4E-BP1, Tumor 7,95 (8) 6,89 (7) 0,0844

Tabelle 12: Gegenuberstellung der Proteinexpression in Gruppe 1 (T-Stadium <
T3a) und Gruppe 2 (T-Stadium = T3a) nach Entnahmeort unterschieden.
Korrigiertes a Level fur die Vergleiche in ,Tumorzentrum® und ,Tumorrand®:

0.00625.

1.5

EXPRESSION DER MARKER HINSICHTLICH

IHRER BEDEUTUNG FUR PROGNOSTISCHE

AUSSAGEN ZUM KRANKHEITSVERLAUF
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Durch Parallelisierungen mit dem Krankheitsverlauf sollten prognostisch
relevante Eigenschaften der Marker determiniert werden. Aufgrund der
Ergebnisse aus III.3. (unterschiedliche Expressionen in Lokalisationen A-D)
wurden schwerpunktmaRig die Gewebeproben der Tumorzentren (Entnahmeorte
A) sowie die Proben aus den Invasionsfronten (Entnahmeorte B) getrennt
analysiert. Die Analysen fanden jeweils gesondert fiir beide Probengruppen statt.
Als Zielereignis ist stets das Eintreten eines biochemischen Rezidivs betrachtet
worden.

Gemal3 Methodenteil wurden die Expressionen am Medianwert dichotomisiert
und dann in ,unter Median® = ,schwache Expression“ und ,Median oder mehr* =
yotarke Expression® unterteilt. Zur Prafung der Unabhangigkeit wurden mittels
Cox Regression die bekannten Einflussgré3en Gleason Score, R-Status und T-

Stadium als Vergleichsparameter herangezogen.

1.5.1.1 DiE BEDEUTUNG VON MTOR FUR DEN KRANKHEITSVERLAUF

Bei der getrennten Betrachtung der Lokalisationen A, B und D zeigte sich lediglich
fur B (Tumorrand) bei Patienten mit schwacher Expression von mTOR ein
signifikant friheres Eintreten eines biochemischen Rezidivs (p=.0034%). (Tabelle
13 und Abbildung 20).

Entnahmeort Tumorzentrum Tumorrand Benigner Rand Tumorfern
Log-Rank p- 0.3504 0.0034* 0.7975 0.8161
Wert

Tabelle 13: Log-Rank Testung zwischen den Uberlebenskurven fiir hohe bzw.
niedrige Expression von mTOR im jeweiligen Enthahmeort.
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Abbildung18: Darstellung des Zusammenhangs zwischen Expression von
MTOR (rot entspricht Expression unter Median, blau entspricht Expression tber
und gleich dem Median) im jeweiligen Probenentnahmeort (Tumorzentrum,
Tumorrand, tumorfern) und dem Eintreten eines biochemischen Rezidivs nach
Prostatektomie. Kaplan-Meier-Kurven: Wahrscheinlichkeit kein Rezidiv zu
erleiden (y-Achse) gegen Follow-up Dauer (x-Achse) in Monaten.
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Abbildung 19 zeigt den detaillierten Zusammenhang von mTOR Expression und

Zeit bis zum Eintreten eines biochemischen Rezidivs.

viel mMTOR

£ 08
]
=
£
s
g 06
L
]
3
- . + }
o
=
s 04 L
£
o +
S
:_EB wenig mTOR

0
3 02 Leg-Rank: p=0.0034*

0,0

0 20 40 60 80 100
Follow-up (Monate)

Abbildung19: Darstellung des Zusammenhangs zwischen schwacher (rot) und
starker (blau) Expression von mTOR in Lokalisation B (Tumorrand) und der Zeit
bis zum Eintreten eines biochemischen Rezidivs nach Prostatektomie. Kaplan-
Meier-Kurve. Zensuren und Events = +.

Nach Zusammenfassen der Lokalisationen A und B zur Gruppe ,Tumorgewebe*
und C und D zur Gruppe ,Benigne Gewebe* zeigte sich ein signifikant frGheres
Eintreten eines biochemischen Rezidivs bei submedianer Expression von mTOR
in den Tumorproben unter Verwendung des Wilcoxon-Testverfahrens (p =
0.0279), nicht jedoch nach Log-Rang Testung (p = 0.0929). Bei derselben
Betrachtung in der Gruppe ,Benigne Gewebe“ konnte statistisch nichts

nachgewiesen werden (Wilcoxon: p = 0.2581; Log-Rang: p = 0.3969).

.5.1.2 DiE BEDEUTUNG VON P-MTOR FUR DEN KRANKHEITS-VERLAUF
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Die Darstellung und auch die Berechnung eines potenziellen Zusammenhangs
zwischen p-mTOR und dem Eintreten eines biochemischen Rezidivs zeigte
keinen statistisch signifikanten Unterschied (p=0.4790, Tabelle 14 und
Abbildung 20 exemplarisch fur Lokalisation A). Aufgrund eines Medianwertes
von 0,0 im benignen Randgewebe des Tumors konnte hier keine Analyse
vollzogen werden. Eine zusatzliche Dichotomisierung nach gerundetem
Mittelwert (2,0) zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen

beiden Patientengruppen (Log-Rang Test p=0,6056).
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Abbildung 20: Darstellung des Zusammenhangs zwischen schwacher (rot) und
starker (blau) Expression von p-mTOR in Lokalisation A (Tumorzentrum) und der
Zeit bis zum Eintreten eines biochemischen Rezidivs nach Prostatektomie.
Kaplan-Meier-Kurve.

Entnahmeort Tumorzentrum Tumorrand Benigner Rand Tumorfern
Log-Rank p- 0.4790 0.2329 - 0.7184
Wert

Tabelle 14: Log-Rank Testung zwischen den Uberlebenskurven fiir hohe bzw.
niedrige Expression von p-mTOR im jeweiligen Entnahmeort. Im benignen Rand
lag der Medianwert der Expression bei 0, weshalb nicht zwischen Uber- bzw.
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Unterexpression unterschieden wurde. Keine Auswertung fur benignen Rand
maglich.

Nach Zusammenfassen der Lokalisationen A und B zur Gruppe , Tumorgewebe*
und C und D zur Gruppe ,Benigne Gewebe" zeigte sich weder in der ersten (Log-
Rang: p = 0.1026), noch der zweiten Gruppe (Log-Rang: p = 0.2477) ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen einer p-mTOR Expression
Uber bzw. unter Medianwert und der Wahrscheinlichkeit, ein biochemisches

Rezidiv zu erfahren.

11.5.1.3 DIE BEDEUTUNG VON 4E-BP1 FUR DEN KRANKHEITS-VERLAUF

Auch fir 4E-BP1 zeigt sich fur Patienten mit schwacher Expression in deren
Tumorzentren eine Tendenz zum friheren Eintreten eines biochemischen
Rezidivs. Obwohl das grafische Ergebnis der Kaplan-Meier Darstellung einen
Unterschied vermuten lasst, ist mit p=0.5523 dieser Sachverhalt aber nicht
statistisch signifikant nach Definition (Tabelle 15 und Abbildung 21

exemplarisch fur Lokalisation A).
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Abbildung 21: Darstellung des Zusammenhangs zwischen schwacher (rot) und
starker (blau) Expression von 4E-BP1 in Lokalisation A (Tumorzentrum) und der
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Zeit bis zum Eintreten eines biochemischen Rezidivs nach Prostatektomie.
Kaplan-Meier-Kurve.

Entnahmeort Tumorzentrum Tumorrand Benigner Rand Tumorfern
Log-Rank p- 0.5523 0.6494 0.4463 0.6228
Wert

Tabelle 15: Log-Rank Testung zwischen den Uberlebenskurven fiir hohe bzw.
niedrige Expression von 4E-BP1 im jeweiligen Enthahmeort.

Nach Zusammenfassen der Lokalisationen A und B zur Gruppe , Tumorgewebe*
und C und D zur Gruppe ,Benigne Gewebe“ zeigte sich in keiner der beiden
Gruppen ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen einer Expression
von 4E-BP1 unter bzw. Uber Medianwert und der Wahrscheinlichkeit, ein
biochemisches Rezidiv zu erfahren (Log-Rang Testung, Gruppe ,Tumorgewebe*:
p = 0.9863; Gruppe ,Benigne Gewebe®: p = 0.4943).

111.5.1.4 DIE BEDEUTUNG DES P-MTOR/MTOR QUOTIENTEN FUR DEN
KRANKHEITSVERLAUF

Fur einen Quotienten von p-mTOR zu mMTOR uber bzw. unter Medianwert zeigt
sich kein signifikanter Unterschied in den Uberlebenskurven der beiden Gruppen
(Tabelle 16).

Entnahmeort Tumorzentrum Tumorrand Benigner Rand Tumorfern
Log-Rank p- 0,9729 0,9898 0,7365 0,5811
Wert

Tabelle 16: Log-Rank Testung zwischen den Uberlebenskurven fiir einen hohen
bzw. niedrigen Quotienten zwischen p-mTOR und mMTOR im jeweiligen
Entnahmeort.
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Ebenso zeigte sich in den zusammengefassten Gruppen ,Tumorgewebe® (A+B)
und ,Benigne Gewebe“ (C+D) kein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen einem p-mTOR/mTOR Quotienten Uber bzw. unter Medianwert und
dem Risiko, ein biochemisches Rezidiv zu erleiden (Log-Rang Testung; Gruppe

»1umorgewebe®: p = 0.8108; Gruppe ,Benigne Gewebe®: p = 0.7087).

11.5.1.5 EFFEKTSCHATZUNG DER STETIGEN PROTEINEXPRESSION AUF
DIE REZIDIVFREIE ZEIT MITTELS REGRESSIONSANALYSE

Zur Abschatzung des Einflusses der nicht-dichotomisierten Expression der drei
Proteine und des p-mTOR/mTOR-Quotienten auf die Zeit bis zum Auftreten eines
biochemischen Rezidivs wurden alle Parameter zuerst mittels univariater Cox-
Regression auf eine Einflussnahme getestet. AnschlielRend wurden diese
Einflisse mittels multivariater Cox-Regressions-Modelle neben bekannten

Einflussgrof3en gepruft.

11.5.1.6 UNIVARIATE COX-REGRESSIONSANALYSE FUR DIE ORTE A UND
B

Zur Effektschatzung der stetig erfassten Proteinexpressionen auf die rezidivfreie
Zeitwurden univariate Cox-Regressionsmodelle fur die drei erfassten Marker und
den Quotienten p-mTOR/mMTOR erstellt. Hierbei zeigten sich die in Tabelle 16
zusammengefassten Risiken in den Entnahmeorten A und B sowie der
zusammengefassten Gruppe ,Tumorgewebe® aus den Mittelwerten von A+B. So
ergab sich aus dem vorliegenden Datensatz ein signifikant geringeres Risiko
eines biochemischen Rezidivs bei hoher Expression von mTOR im allgemeinen
Tumorgewebe sowie im separat betrachteten Tumorrand, wohingegen die
Expression von mTOR im Tumorzentrum selbst keinen Einfluss auf das
Rezidivrisiko zu haben schien. Fur die restlichen Parameter ergaben sich keine

signifikant unterschiedlichen Risiken (Tabelle 17).
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Parameter Hazard Ratio 95% ClI p-Wert
mMTOR, 0,91 0,80-1,05 0,1848
Tumorzentrum

mMTOR, 0,87 0,77-0,98 0,0217*
Tumorrand

MTOR, 0,83 0,72-0,98 0,0257*
Tumorzentrum

und -rand

p-mTOR, 0,96 0,87-1,08 0,5121
Tumorzentrum

p-mTOR, 0,92 0,82-1,02 0,1209
Tumorrand

p-mTOR, 0,93 0,82-1,04 0,2104
Tumorzentrum

und -rand

p-mTOR [ mMTOR, | 1,14 0,61-1,76 0,6389
Tumorzentrum

p-mTOR / mTOR, | 1,22 0,83-1,53 0,2428
Tumorrand

p-mTOR / MTOR, | 1,41 0,58-3,00 0,4328
Tumorzentrum

und -rand

4E-BP1, 0,95 0,83-1,09 0,4555
Tumorzentrum

4E-BP1, 1,02 0,90-1,17 0,7305
Tumorrand
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4E-BP1, 0,98 0,84-1,15 0,7908
Tumorzentrum

und -rand

Tabelle 17: Effekt der Proteinexpressionen in Tumorzentrum (A), Tumorrand (B)
und der zusammengefassten Gewebegruppe ,Tumorgewebe“ (Mittelwerte aus
A+B) auf die Wahrscheinlichkeit, ein biochemisches Rezidiv zu erleiden.
Signifikante Ergebnisse mit * markiert.

M.5.1.7 MULTIVARIATE COX-REGRESSIONSANALYSE

Zur Abschéatzung des unabhangigen Einflusses der Proteinexpression auf die
Rezidivfreiheit wurde fur mTOR eine multivariate Cox-Regressionsanalyse
durchgefuihrt. Als Einflussvariablen wurden dabei lediglich die Felder
.Resektionsstatus” (R0O/R1), ,Gleason Summe*® und ,Tumorstaging“ als bekannte
Pradiktoren in die Analyse eingeschlossen, um eine Uberanpassung des Modells
nach der ,one in ten“ Regel zu vermeiden (Harrell et al., 1984, 1996, Steyerberg
et al., 2000).

Dabei erfolgte die Betrachtung des Einflusses der Expression von mTOR in den
Loci Tumorzentrum (A) und Tumorrand (B) auf die rezidivireie Zeit in jeweils

separaten Modellen zusammen mit den oben genannten Einflussfaktoren.

111.5.1.8 PROPORTIONAL-HAZARDS MODELLE FUR MTOR

In zwei separaten Cox-Modellen wurde der Einfluss der mTOR Expression in
Tumorzentrum (Modell MTu_mTOR, Tabelle 18) und Tumorrand (Modell
MTuR_mTOR, Tabelle 19) auf das Auftreten eines biochemischen Rezidivs
ermittelt. Dabei dienten die zuvor genannten Variablen ,Resektionssatus®,

,Gleason Summe* und ,Tumorstaging“ als bekannte Pradiktoren.

Es zeigte sich, dass in beiden Modellen das T-Stadium des Tumors als starker
prognostischer Faktor fir das Auftreten eines biochemischen Rezidivs
anzunehmen ist. Weiterhin zeigte Modell MTuR den Resektionsstatus als
signifikant, fir mTOR ergab sich zumindest p=0.0806.
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p Gesamtmodell MTu_mTOR: <0,0001*

Parameter Hazard Ratio 95% ClI p-Wert

T-Stadium 2,22 1,38-3,66 0,0009*
Resektionsstatus 2,40 0,97-5,52 0,0566

R1 vs. RO

Gleason Summe 1,18 0,86-1,61 0,3098

mTOR, 0,91 0,79-1,06 0,2111

Tumorzentrum

Tabelle 18: Effektzusammenfassung der Modelleinflisse samt mTOR
Expression im Tumorzentrum (A) auf die zeitabhangige Wahrscheinlichkeit, ein
biochemisches Rezidiv zu erleiden. Signifikante Ergebnisse mit * markiert.

p Gesamtmodell MTUR_mTOR: <0,0001*

Parameter Hazard Ratio 95% CI p-Wert
T-Stadium 1,89 1,17-3,08 0,0090*
Resektionsstatus 2,81 1,11-6,74 0,0297*
R1 vs. RO

Gleason Summe 1,32 0,92-1,87 0,1366
mTOR, Tumorrand | 0,89 0,79-1,01 0,0806

Tabelle 19: Effektzusammenfassung der Modelleinflisse samt mTOR
Expression im Tumorrand (B) auf die zeitabhdngige Wahrscheinlichkeit, ein
biochemisches Rezidiv zu erleiden. Signifikante Ergebnisse mit * markiert.

Nach Zusammenfassung und Mittelwertbildung der Farbeintensitaten beider
Entnahmeorte A und B zur Gruppe ,Tumorgewebe® und anschlielender Modell-
Konstruktion verblieb die mTOR-Expression im Tumorgewebe weiterhin als
statistisch signifikanter Einflussfaktor auf die rezidivfreie Zeit (Modell
MTuA+B_mTOR, Tabelle 20).
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p Gesamtmodell MTuA+B_mTOR: <0,0001*

Parameter Hazard Ratio 95% CI p-Wert
T-Stadium 2,11 1,28-3,54 0,0033*
Resektionsstatus 2,68 1,07-6,41 0,0381*
R1 vs. RO

Gleason Summe 1,26 0,89-1,75 0,1890
mTOR, 0,82 0,68-1,00 0,0457*
Tumorgewebe

Tabelle 20: Effektzusammenfassung der Modelleinflisse samt mTOR
Expression im Tumorgewebe (Mittelwerte aus A+B) auf die zeitabhangige
Wahrscheinlichkeit, ein biochemisches Rezidiv zu erleiden. Signifikante
Ergebnisse mit * markiert.

11.5.1.8.1.1 PROPORTIONAL-HAZARDS MODELLE FUR P-MTOR

Weiterhin wurde in zwei separaten Cox-Modellen unabhéangige Einfluss der p-
MTOR Expression in Tumorzentrum (Modell MTu_p-mTOR, Tabelle 20) und
Tumorrand (Modell MTuR_p-mTOR, Tabelle 21) auf das Auftreten eines
biochemischen Rezidivs ermittelt. Dabei dienten die in 1l11.5.5.1. genannten

Einflussvariablen als bekannte Pradiktoren.

Erneut trat in beiden Modellen das T-Stadium des Tumors als starker
prognostischer Faktor fir das Auftreten eines biochemischen Rezidivs hervor.
Ebenso zeigte nur das Modell MTuR_p-mTOR den Resektionsstatus als
signifikant an. In keinem Modell stellte die Expression von p-mTOR einen

signifikanten Einfluss auf das BCR dar.
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p Gesamtmodell MTu_p-mTOR: 0,0026*

Parameter Hazard Ratio 95% ClI p-Wert

T-Stadium 2,19 1,36-3,57 0,0011*
Resektionsstatus 2,42 0,99-5,56 0,0524

R1 vs. RO

Gleason Summe 1,23 0,89-1,67 0,2011

p-mTOR, 1,04 0,92-1,17 0,5270

Tumorzentrum

Tabelle 21: Effektzusammenfassung der Modelleinflisse samt p-mTOR
Expression im Tumorzentrum (A) auf die zeitabhangige Wahrscheinlichkeit, ein
biochemisches Rezidiv zu erleiden. Signifikante Ergebnisse mit * markiert.

p Gesamtmodell MTUR_p-mTOR: <0,0001*

Parameter Hazard Ratio 95% CI p-Wert
T-Stadium 2,19 1,34-3,69 0,0015*
Resektionsstatus 2,62 1,06-6,10 0,0380*
R1 vs. RO

Gleason Summe 1,24 0,89-1,69 0,2070
p-mTOR, 1,02 0,91-1,16 0,7017
Tumorrand

Tabelle 22: Effektzusammenfassung der Modelleinflisse samt p-mTOR
Expression im Tumorrand (B) auf die zeitabhdngige Wahrscheinlichkeit, ein
biochemisches Rezidiv zu erleiden. Signifikante Ergebnisse mit * markiert.

Nach Zusammenfassung und Mittelwertbildung der Farbeintensitaten beider

Entnahmeorte A und B zur Gruppe ,Tumorgewebe® und anschlielender Modell-

Konstruktion verblieb die mTOR-Expression im Tumorgewebe weiterhin als
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statistisch signifikanter Einflussfaktor auf die rezidivfreie Zeit (Modell MTUA+B_p-
MTOR, Tabelle 23).

p Gesamtmodell MTuA+B_p-mTOR: <0,0001*

Parameter Hazard Ratio 95% CI p-Wert
T-Stadium 2,25 1,37-3,81 0,0011*
Resektionsstatus 2,53 1,02-5,88 0,0453*
R1 vs. RO

Gleason Summe 1,24 0,90-1,7 0,1895
p-mTOR, 1,04 0,91-1,20 0,5938
Tumorgewebe

Tabelle 23: Effektzusammenfassung der Modelleinflisse samt p-mTOR
Expression im Tumorgewebe (Mittelwerte aus A+B) auf die zeitabhangige
Wahrscheinlichkeit, ein biochemisches Rezidiv zu erleiden. Signifikante
Ergebnisse mit * markiert.

[11.5.1.8.1.2 PROPORTIONAL-HAZARDS MODELLE FUR 4E-BP1

Erneut wurde in zwei separaten Cox-Modellen der vom Resektionsstatus,
Gleason Summe und T-Stadium unabhangige Einfluss der 4E-BP1 Expression
in Tumorzentrum (Modell MTu_4E-BP1, Tabelle 24) und Tumorrand (Modell
MTuR_4E-BP1, Tabelle 25) auf das Auftreten eines biochemischen Rezidivs
ermittelt.

In beiden Modellen traten das T-Stadium (p=0,0019* p=0,0007*) und der
Resektionsstatus (p=0,0442*, p=0,0332*) als signifikante Einfliisse hervor.
Zudem hat in MTuR_4E-BP1 die Expression des 4E-BP1 im Tumorrand einen
geringen aber signifikanten (p=0,0380*) positiven Einfluss auf das Auftreten
eines BCR. So ist eine gesteigerte Expression des Proteins im Tumorrand
statistisch mit einem geringfligig hoheren Risiko verbunden, friher ein

biochemisches Rezidiv zu erleiden.
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p Gesamtmodell MTu_4E-BP1: <0,0001*

Parameter Hazard Ratio 95% ClI p-Wert
T-Stadium 2,06 1,31-3,26 0,0019*
Resektionsstatus 2,60 1,03-6,27 0,0442*
R1 vs. RO

Gleason Summe 1,23 0,88-1,70 0,2206
4E-BP1, 1,00 0,87-1,16 0,9660
Tumorzentrum

Tabelle 24: Effektzusammenfassung der Modelleinflisse samt 4E-BP1
Expression im Tumorzentrum (A) auf die zeitabhangige Wahrscheinlichkeit, ein
biochemisches Rezidiv zu erleiden. Signifikante Ergebnisse mit * markiert.

p Gesamtmodell MTuUR_4E-BP1: <0,0001*

Parameter Hazard Ratio 95% CI p-Wert
T-Stadium 2,32 1,43-3,83 0,0007*
Resektionsstatus 2,78 1,09-6,78 0,0332*
R1vs. RO

Gleason Summe 1,27 0,89-1,77 0,1842
4E-BP1, 1,17 1,01-1,36 0,0380*
Tumorrand

Tabelle 25: Effektizusammenfassung der Modelleinflisse samt 4E-BP1
Expression im Tumorrand (B) auf die zeitabhdngige Wahrscheinlichkeit, ein
biochemisches Rezidiv zu erleiden. Signifikante Ergebnisse mit * markiert.

Nach Zusammenfassung und Mittelwertbildung der Farbeintensitaten beider

Entnahmeorte A und B zur Gruppe ,Tumorgewebe® und anschlieRender Modell-
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Konstruktion konnte fur die 4E-BP1-Expression im Tumorgewebe kein statistisch

signifikanter Einfluss auf die rezidivfreie Zeit mehr nachgewiesen werden (Modell
MTuA+B_4E-BP1, Tabelle 26).

p Gesamtmodell MTuA+B_4E-BP1: <0,0001*

Parameter Hazard Ratio 95% CI p-Wert
T-Stadium 2,12 1,32-3,43 0,0018*
Resektionsstatus 3,21 1,24-8,01 0,0172*
R1 vs. RO

Gleason Summe 1,26 0,88-1,78 0,2081
4E-BP1, 1,13 0,95-1,37 0,1774
Tumorgewebe

Tabelle 26: Effektzusammenfassung der

Modelleinflisse samt 4E-BP1

Expression im Tumorgewebe (Mittelwerte aus A+B) auf das zeitabhéngige
Risiko, ein biochemisches Rezidiv zu erleiden. Signifikante Ergebnisse mit *

markiert.
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IV DISKUSSION

IV.1 WESEN DER ARBEIT UND SYNOPSIS DER ERGEBNISSE
Die vorliegende Arbeit hatte es sich zum Ziel gesetzt, die Expression der in den
MTOR-Signalweg involvierten Proteine mTOR, p-mTOR und 4E-BP1 vor dem
Hintergrund einer prognostischen Fragestellung zu untersuchen. Von Interesse
war hierbei nicht nur, inwiefern die Marker-Expressionen im malignen Gewebe
eine  Aussagekraft bezuglich des zuklnftigen Fortschreitens der
Grunderkrankung liefern, sondern insbesondere auch, inwiefern die Expression
der Parameter in benignem Gewebe fir eine solche Aussage hinzugezogen
werden kann und ob sich eine Heterogenitat hinsichtlich der Markerexpressionen

in den verschiedenen Entnahmeorten der Tumoren zeigt.

Wahrend vereinzelte Studien zur prognostischen Wertigkeit aller drei Proteine in
Tumorgeweben bereits existieren, wurde die prognostische Aussagekraft von
gesundem und an Tumoren angrenzendem Gewebe weitestgehend aul3er Acht
gelassen. Ebenso wurde im Zusammenhang mit den untersuchten Parametern
die Bedeutung der bekannten Heterogenitat des PCA bei der Probenentnahme
aus dem Primartumor bisher weitestgehend aufl3er Acht gelassen. Diese
Sachverhalte versucht die vorliegende Arbeit zu untersuchen und zu

berlicksichtigen.

Da gesundes Prostatagewebe zumeist schon bei der ersten Prostatabiopsie
gewonnen wird, ware hier bereits eine erweiterte Prognostik und eventuelle
Patientenklassifizierung maoglich, sofern sich eine prognostische Wertigkeit
dieser Gewebe zeigt. Ebenso muss die andauernde Problematik des
kastrationsresistenten Prostatakarzinoms in den Fokus geriickt werden. Ein
besseres Einddmmen der Erkrankung im frithen Stadium ohne Begiinstigung des
Entstehens eines KRPC sollte weiterhin Ziel der Forschung sein, weshalb die
vorliegende Arbeit auch abseits des prognostischen Wertes die Mdglichkeiten
untersucht, Angriffspunkte flir einen Eingriff in das biochemische

Tumorgeschehen zu finden.
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IV.2 MARKEREXPRESSION IM BEZUG ZUR MALIGNITAT DES
GEWEBES

Bei der vergleichenden Betrachtung der Farbeergebnisse von malignem mit
benignem Prostatagewebe zeigte sich fur die untersuchten Parameter mTOR, p-
MTOR und 4E-BP1 im Tumorgewebe stets eine statistisch signifikant starkere
Farbecharakteristik als im benignen Gewebe (Vergleiche Tabelle 8). Gleiches
stellte sich fur den Aktivierungsstatus von mTOR, berechnet als der Quotient p-
MTOR / mTOR, dar.

vV.2.1 MTOR EXPRESSION IM BEzZUG ZUR MALIGNITAT DES
GEWEBES
Fur die in der vorliegenden Arbeit beobachtete, in malignem Gewebe signifikant
hohere Expression des gesamten mTOR, konnten bereits Kremer et al. eine
starkere Prasenz des Proteins im Tumorgewebe beobachten (Kremer et al.,
2006). Sowohl Schanz also auch Geiges konnten diese Beobachtung mittels IHC
bestatigen (Schanz, 2015, Geiges, 2019). Kremer et al. untersuchten dabei
jedoch insbesondere den Zusammenhang einer mTOR-Aktivierung mit dem
Tumorsuppressor PTEN. Sie kamen zu dem Fazit, dass ein Verlust von PTEN,
welcher in Tumoren unterschiedlichster Gewebe, darunter dem PCA, vermehrt
beobachtet werden kann, zu einer Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges und
somit auch zu einer Aktivierung von mTOR fuhren kann (Whang et al., 1998, Hay
and Sonenberg, 2004). (Kremer et al., 2006) Wird die biochemische Bedeutung
von mTOR als Inhibitor des 4E-BP1 betrachtet, so erscheint eine Uberexpression
von mTOR in hochproliferativem Tumorgewebe durchaus als naheliegend: eine
vermehrte Expression von mTOR wurde eine vermehrte Hemmung von 4E-BP1
und somit eine verminderte Hemmung von elF4E ermdglichen, was wiederum
eine gesteigerte Gentranslation in Tumorzellen bedeuten kdnnte. Tatsachlich
konnte eine solche vermehrte Hemmung bereits in Form einer verstarkten

Expression der durch Phosphorylierung inaktivierten Form des 4E-BP1 in
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diversen humanen malignen Tumoren festgestellt werden, welche sich zudem
nach Meta-Analysen signifikant auf das rezidivfreie Uberleben und auf das
Gesamtuberleben auswirkt (Zhang et al., 2017). Im caninen PCA konnten Rivera-
Calderon et al. zudem signifikante positive Korrelation zwischen der elF4E und
p-mTOR sowie zwischen der elF4E und p-4E-BP1 Expression feststellen
(Rivera-Calderon et al., 2019). Hierauf soll jedoch im Abschnitt zu 4E-BP1
gesondert eingegangen werden. Wie bereits in 1.3.4 erlautert, wird zudem eine
direkte Beteiligung von mTOR bei der Tumorentstehung vermutet, indem die
zwei mMTOR Komplexe mTORC1 und mTORC2 das AKT- und SGK1-Signalling
vermitteln und regulieren. Diesen beiden Proteinen konnten bereits
Uberlebenssichernde, proliferationsférdernde und auch direkt tumorférdernde
Eigenschaften nachgewiesen werden. Da sich jedoch eine Beeinflussbarkeit auf
die Auspragung dieser Eigenschaften durch mTOR-Hemmung zeigte, kdnnte
man umgekehrt mutmalen, dass eine vermehrte Expression von mTOR ein
solches tumorférderndes Signalling von AKT und SGK1 auch vermehrt
ermoglicht. (Manning and Cantley, 2007, Liu et al., 2018) Vor diesem Hintergrund
muss ebenso die Auswirkung einer mTOR-Hemmung auf die Autophagozytose
in Erinnerung gerufen werden: als scheinbar tumorsuppressiver Mechanismus
konnte die Autophagozytose bereits durch eine mTOR-Hemmung induziert
werden, wohingegen eine anhaltend vermehrte Aktivierung von mTOR die
Autophagozytose zu bremsen scheint (Yue et al., 2003, Yu et al., 2010b, Zoncu
et al.,, 2011). Es liel3e sich also zusatzlich mutmalRen, dass eine gesteigerte
MTOR-Expression nicht nur ein vermehrtes tumorférderndes Signalling von AKT
und SGK1 unterstitzt, sondern zusatzlich eine vermehrte Aktivierung seiner
selbst zulasst, was sich wiederum in einer Autophagozytose-hemmenden und

somit ebenfalls tumorférdernden Wirkung auf3ern kénnte.

IvV.2.2 P-MTOR EXPRESSION IM BEzUG zZUR MALIGNITAT DES
GEWEBES

Bei der Untersuchung der p-mTOR Expression zeigte sich ebenfalls ein

Expressionsniveau im malignen Gewebe, welches signifikant Gber dem des
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benignen Gewebes lag. Sutherland et al. fanden ebenso das p-mTOR-
Expressionsniveau in PCA-Geweben verglichen zu nicht-neoplastischem
Prostataepithel signifikant erhdht, was sich mit Beobachtungen von Dai et al.
deckt, wonach PCA-Zellen p-mTOR starker exprimieren als Prostataepithel von
Patienten mit benigner Prostatahyperplasie (BPH) ohne Malignitat (Sutherland et
al., 2014, Dai et al., 2009). Dieses Ergebnis deckt sich auch insofern mit den
Ergebnissen von Kremer et al., als dass diese eine hohere Expression von
zytoplasmatischem p-mTOR in Tumorgeweben nahelegten, wohingegen die
membranstandige Farbung des p-mTOR im malignen Gewebe schwécher als im
Tumorgewebe ausfiel, womit das Auswerteschema der IHC als entscheidend fur
die Vergleichbarkeit solcher Arbeiten betrachtet werden muss (Kremer et al.,
2006). Lilis et al. merkten dazu an, dass explizit die zytoplasmatische
Féarbeintensitdt von p-mTOR in PCAs mit histopathologisch bestétigen
lokoregiondren Lymphknotenmetastasen im Vergleich zu Prostatakarzinomen
ohne Lymphknotenmetastasierung erhoht ist und dass die p-mTOR Expression
mit der Lymphangiogenese korreliert (Lilis et al., 2018). Auch Schanz konnte eine
Uberexpression von p-mTOR im Zentrum des untersuchten PCA verglichen mit
maximal tumorfernen Gewebeproben zeigen (Schanz, 2015). Im Gegensatz
dazu konnten jedoch Miller et al., Evren et al. und auch Geiges eine signifikant
niedrigere Expression von p-mTOR in Tumorgeweben als in benignen
Gewebeproben feststellen (Muller et al., 2013, Evren et al., 2010). (Geiges, 2019)

Aus diesen widersprichlichen Resultaten lassen sich mehrere Thesen
generieren. Es ist zum einen annehmbar, dass noch unbekannte Subgruppen
von p-mTOR-hochregulierten und -herunterregulierten Tumoren existieren. So
konnten Mdller et al. einen Zusammenhang zwischen dem Verlust von p-mTOR
und der Tumormetastasierung nur in Tumoren mit vorliegender ERG-Fusion
nachweisen. Weitere Analysen zeigten, dass der Verlust der p-mTOR Expression
von prognostischer Relevanz ist und eine Subgruppe von Karzinomen zu
definieren vermag, die weiterhin durch eine PTEN Deletion, ERG-Fusion sowie
ein besonders schlechtes Outcome in Form einer kirzeren rezidivireien Zeit
gekennzeichnet ist (Muller et al., 2013). Die Studie zeigte einen signifikanten

Zusammenhang zwischen fortgeschrittenen Tumoren und dem Verlust von p-
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MTOR auf, was bei weiterer Subgruppeneinteilung jedoch nur fir die Tumoren
mit ERG-Fusion weiterhin bestand hatte. Ebenso konnte gezeigt werden, dass
die verringerte Expression von p-mTOR nur in der Subgruppe der Tumoren mit
ERG-Fusion mit einer vermehrten Tumorzellproliferation einherging, was in der
Gruppe ohne ERG-Fusion nicht der Fall war (Abbildung 22). Letzteres blieb bei
gruppenubergreifender Analyse jedoch verschleiert. Es scheint daher nicht
ausschlieRbar, dass in einer Subgruppe der PCAs eine Uberexpression von p-
MTOR mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium einhergeht und diese
Subgruppe in den oben erwdhnten Studien vorherrschend war, in denen ein

solcher Zusammenhang gezeigt werden konnte.

Prostate cancer

100%
ERG ~ ERG *
49% 51%
1
v v

PTEN PTEN
normal deletion

37% 14%

mTO R_pSer2448 mTO R_pSeIQMS

positive negative
10% 4%

Abbildung 22: Subgruppeneinteilung nach Mdller et al. Von den untersuchten
Tumoren mit vorliegender ERG-Fusion wiesen 14% eine Deletion von PTEN auf,
von denen wiederum die p-mTOR negativen Tumoren mit einem signifikant
schlechteren Outcome der jeweiligen Patienten bezuglich eines Rezidivs einher
gingen. (Muller et al., 2013)

Es ist weiterhin denkbar, dass eine intratumorale Heterogenitat bezuglich der
Expression vorliegen kénnte, welche in allen oben erwéhnten Studienkollektiven

vorherrschte und die stark unterschiedlichen Resultate bezlglich der
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Expressionsniveaus zumindest teilweise erklaren kdnnte. Evren et al. konnten
eine solche Heterogenitdt der p-mTOR Expression in PCA-Gewebe bereits
nachweisen (Evren et al.,, 2010). Dennoch soll in V.3 explizit hierauf
eingegangen werden, da bei der vorliegenden Arbeit bewusst Gewebeproben
aus wohl definierten Entnahmeorten unterschiedlicher Charakteristik entnommen
wurden. Zudem muss insbesondere auf das benigne Gewebe eingegangen
werden, welches als Referenz in allen oben erwahnten Studien diente: zum einen
wurde hier Gewebe aus Prostaten mit BPH herangezogen, zum anderen dienten
Biopsien aus histologisch benignen Arealen von RPX-Praparaten als Referenz,
wobei weder der Entfernung zum nachst gelegenen Tumorareal, noch einer
eventuell vorliegenden Expressionsheterogenitat bezlglich der untersuchten

Parameter in benignem Gewebe Beachtung geschenkt wurde.

IV.2.3 P-MTOR /MTOR QUOTIENT IM BEZUG ZUR MALIGNITAT DES
GEWEBES
Der Anteil von phosphoryliertem mTOR am gesamten mTOR zeigte sich in
Tumorgewebe héher als in benignem Gewebe. Dies steht im Kontrast zu den
Ergebnissen von Geiges, wonach dieser Quotient in Tumorgewebe signifikant
niedriger als der in Normalgewebe ist (Geiges, 2019). Dies lasst sich jedoch
vermutlich schlicht aus der dort ebenfalls umgedrehten Sachlage erklaren, dass
bei Geiges die p-mTOR Expression im Tumorgewebe signifikant niedriger als in
benignem Gewebe ausfiel, da Schanz ebenso einen héheren Quotienten in
malignem Gewebe feststellen konnte (Schanz, 2015). Geiges argumentiert, dass
sich dieser Unterschied aus der Entfernung der Enthahmeorte des benignen
Gewebes vom Primartumor erklaren konnte, da sich die beiden Arbeiten in
diesem Punkt unterschieden. Da die vorliegende Arbeit die vier verschiedenen
Entnahmeorte ,Tumorzentrum®, ,maligner Tumorrand®, ,benigner Tumorrand®
und ,fern vom Tumor® separat untersucht hat, wird hierauf in V.3 genauer
eingegangen. Es kann jedoch festgehalten werden, dass eine vermehrte und
anhaltende Aktivierung von mTOR mit einer Verminderung der Autophagozytose

in Zusammenhang gebracht werden konnte (Yu etal., 2010b, Zoncu et al., 2011).
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IV.2.4 4E-BP1 EXPRESSION IM BEzZUG ZUR MALIGNITAT DES
GEWEBES
Die Beobachtung einer starkeren 4E-BP1 Expression in Tumorgewebe der
Prostata deckt sich mit der Literatur. So konnten Kremer et al. ebenfalls mittels
IHC und TMA-Technik dieses Ergebnis festhalten (Kremer et al.,, 2006).
Jendrossek et al. und Dai et al. fanden ebenso mittels IHC eine starkere
Expression von 4E-BP1 in Tumorgewebe vor (Jendrossek et al., 2008, Dai et al.,
2009). Sowohl Schanz, als auch Geiges konnten diese Beobachtungen
bestéatigen (Schanz, 2015, Geiges, 2019). Graff et al. konnten dies fur 4E-BP1
und ebenso fur elF4E nachweisen (Graff et al., 2009). Die bisher dazu diskutierte
These in der Literatur lautet, dass die Uberexpression von 4E-BP1 im PCA eine
Art Antwort auf die ebenfalls festgestellte Uberexpression des elF4E darstellt, um
das molekulare Gleichgewicht im Signalweg aufrecht zu erhalten und einer
vermehrten Translationsinitiation durch nicht hemmbares elF4E entgegen zu
wirken (Graff et al., 2009, Qin et al., 2016). Inwiefern diese Uberexpression
jedoch auch durch einen positiven feedback loop entstehen kénnte, ist nicht
Gegenstand der aktuellen Diskussion. Denkbar ware jedoch, dass die
Translation in Tumorzellen allgemein hochreguliert wird, wodurch es in Folge zu
einer unspezifischen starkeren Expression von elF4E und Antagonisten wie 4E-
BP1 kommt, welche letztlich wieder ein Gleichgewicht halten. Eine solche
Hochregulation des mTOR-Signalweges, welcher auch die Proteinbiosynthese
beeinflusst, scheint initial bei Prostatatumoren zu stehen: wie bereits in 1.3.2 bis
1.3.4 diskutiert, scheint eine Dysregulation dieses Signalwegs insbesondere zu
Beginn der Tumorentstehung eine Rolle zu spielen (Nardella et al., 2009). Dies
zeigte sich beispielsweise auch im Prostatakarzinom, in welchem die Aktivierung
des mTORC1 Komplexes die Karzinogenese durch Autophagozytose-Hemmung
zu begunstigen scheint (Qu et al., 2003). Es scheint denkbar, dass eine solche
initial karzinomfoérdernde Entgleisung ebenfalls eine positive Feedbackschleife zu
initiieren vermag, welche die bereits beobachteten Anstiege von elF4E und 4E-
BP1 tGber den Tumorprogress hinweg zu erklaren vermag, ohne dass diese einen

wesentlichen Einfluss auf den weiteren Krankheitsverlauf nehmen missen.
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Gegen letztere These spricht jedoch, dass eine vermehrte Aktivierung von elF4E
mit einem Fortschreiten des Prostatakarzinoms und einem verschlechterten
Gesamtluberleben in Verbindung gebracht werden konnte (Graff et al., 2009,
Furic et al., 2010). Allerdings ist es vor dem Hintergrund biochemisch differenter
Subgruppen des Prostatakarzinoms ebenso denkbar, dass beide Thesen in
jeweils unterschiedlichen Subgruppen zum Tragen kommen kdénnen. Schlie3lich
konnte ebenso nachgewiesen werden, dass ein Gen-Silencing der 4E Binding
Proteine 1 und 2 in einer starkeren Tumoranfalligkeit resultiert (Kim et al., 2009).
Betrachtet man also 4E-BP1 als ,Wachterprotein“ der Translation, erscheint eine
Hochregulation in Tumorgewebe durchaus als Zielfihrend im Sinne einer
Tumorhemmung. Im Mammakarzinom konnte bereits nachgewiesen werden,
dass ein Aufheben der hemmenden Wirkung des 4E-BP1 und die damit
verbundene Aktivierung des elF4F essentiell fir die Entstehung eines malignen

Tumors zur sein scheint (Avdulov et al., 2004).

IV.2.5 ZUSAMMENFASSUNG DER EXPRESSIONSCHARAKTERISTIKEN
IM BEZUG ZUR MALIGNITAT DES GEWEBES
Die vorliegenden Daten decken sich mit den Ergebnissen anderer Studien. Die
mit der Progression des PCA zumeist vermehrte Expression der untersuchten
Parameter des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges legt vor diesen Resultaten die
Annahme nahe, dass unter den biochemisch differenten Varianten des PCA auch
solche existieren, welche das zellulare Uberleben unter anderem (iber Eingriffe
in den PISK/AKT/mTOR-Signalweg sichern, beispielsweise durch eine vermehrte
Expression und Aktivierung von mTOR und dadurch bedingt vermehrt mdglicher
Hemmung von 4E-BP1. Zumindest zeigt sich in den vorliegenden Daten eine
signifikante positive Korrelation zwischen den mTOR- und 4E-BP1-Expressionen
in beiden Gewebegruppen, wobei im gesunden Gewebe statistisch von einem
starkeren Zusammenhang ausgegangen werden kann (vergleiche Tabelle 9).
Aus diesen Ergebnissen kann auch gemutmalf3t werden, dass in einer Subgruppe

der untersuchten Tumorproben nur ein sehr schwacher oder gar kein
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Zusammenhang zwischen den Expressionen bestand, was fur ein mTOR-

unabhéngiges Signalling in diesen Tumoren sprechen wirde.

Dass maligne Zellen scheinbar eine signifikant héhere Aktivierung von mTOR
aufweisen, scheint in Anbetracht der diskutierten Rolle in der Autophagozytose-
Hemmung schliissig. Vor diesem Hintergrund erscheint es umso erstaunlicher,
dass die bisherigen Versuche einer medikamentdsen mTOR-Inhibition nur wenig
Erfolg zeigten, wie bereits in Kapitel 1.3.5 ,Das mTOR System beim
Prostatakarzinom® diskutiert wurde. Dies konnte zum einen als Indiz daflr
gesehen werden, dass es PCAs zu geben scheint, die nicht mehr auf ein intaktes
MTOR-Signalling angewiesen sind. Zum anderen kénnte man deshalb ebenso
erneut mutmafRen, dass die Entgleisung des mTOR-Signalweges als Ereignis zu
werten ist, welches am Beginn der Tumorgenese steht und der mTOR-Signalweg
in spéateren Stadien keine signifikante Rolle mehr spielt. Eine Hemmung in einem
bereits fortgeschrittenen Tumorgeschehen zeigte damit keine oder nur sehr
geringe Erfolge (Stelloo et al., 2016). Dies wird letztlich durch die Funktion der
Autophagozytose als tumorsuppressiver Mechanismus unterstrichen, wobei

diese bereits durch eine mTOR-Hemmung induziert werden konnte.

V.3 INTRATUMORALE HETEROGENITAT UND BEZUG ZUR
INVASIONSFRONT

Zwischen der Farbeintensitat in Geweben aus dem Tumorzentrum und aus dem
malignen Tumorrand konnte kein statistisch signifikanter Unterschied fir mTOR,
p-mTOR oder 4E-BP1 festgestellt werden. Wohl aber zeigte sich, dass die
Expression von mTOR und p-mTOR in an Tumoren angrenzendem benignem
Gewebe statistisch signifikant niedriger ausféllt, als in benignem Gewebe,
welches weiter von Tumoren entfernt liegt (p = 0.0047; p < 0.0001). Bei der
Betrachtung des Aktivierungsstatus, dargestellt als der Quotient der
Farbeintensitat von p-mTOR zu mTOR, wird diese Beobachtung hervorgehoben.
Es lie3 sich im Vergleich zu malignem Gewebe eine signifikant niedrigere

Aktivierung von mTOR in benignen, an Tumorgewebe angrenzenden Driisen
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feststellen (p < 0.0001). Gleichzeitig liegt die Aktivierung in diesem Locus jedoch
auch signifikant unter dem Niveau, welches in benignem Gewebe fern vom
Tumor ermittelt wurde (p = 0.0007), wahrend zwischen letzterer Gewebegruppe
und Geweben aus beiden Tumor-Loci statistisch kein Unterschied der mTOR-
Aktivierung nachgewiesen werden konnte. Stelloo et al. berichteten 2016 bereits
von einer vermehrten Aktivierung des mTOR durch Phosphorylierung im PCA,
wobei sich jedoch heraus stellte, dass eine geringere Aktivierung im
Tumorgewebe mit einem statistisch signifikant friheren Eintreten eines
biochemischen Rezidivs einher ging (Stelloo et al.,, 2016). Stelloo et al.
argumentieren in ihrer Arbeit, dass dieses scheinbar widerspriichliche Ergebnis
dafursprechen kénnte, dass die Phosphorylierung von mTOR im PCA eine Rolle
in der Tumorentstehung spielen kdnnte, sich aber nicht mehr auf den weiteren
Verlauf der Grunderkrankung auswirkt, was bereits flr das nicht-kleinzellige
Lungenkarzinom und das intrahepatische Gallengangkarzinom angenommen
wirde. Es kann bereits an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass sich
die Beobachtung von Stelloo et al. eines schlechteren Outcomes beztiglich eines
biochemischen Rezidivs bei geringer mTOR Aktivierung teilweise reproduzieren
lied (siehe Kapitel V.4 ,Markerexpressionen und deren prognostische
Wertigkeit®).

Vor diesem Hintergrund scheint es bezeichnend, dass in der vorliegenden Arbeit
die Aktivierung von mTOR im benignen aber an Tumoren angrenzenden Gewebe
signifikant  niedriger ausféllt, als in den restlichen untersuchten
Probenentnahmeorten: im an Tumoren angrenzende benignen Gewebe war im
Mittel nur etwa die Hélfte des detektierten mTOR phosphoryliert, in den anderen
Entnahmeorten war das Verhaltnis eher ausgeglichen. Wie bereits in Kapitel V.2
erlautert, stellen aktivierte mTORC1 Komplexe Inhibitoren der Autophagozytose
und des 4E-BP1 dar. Die Tatsache, dass scheinbar an Tumoren angrenzendes,
jedoch histologisch benignes Prostatagewebe eine verringerte Aktivierung von
MTOR aufweist, lielBe den Schluss zu, dass in diesem angrenzenden Epithel
sowohl das 4E-BP1 als auch die Autophagozytose weniger stark gehemmt
werden, als es in gesundem Gewebe zu erwarten ware. Als Folgen konnten eine

allgemein verringerte Translation sowie eine vermehrte Autophagozytose in
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diesen angrenzenden Driisenzellen angenommen werden, weshalb dieses
Gewebe theoretisch bevorzugt untergehen konnte, jedoch auch starker
tumorsuppressive Eigenschaften aufweist. Eine solche These lie3e sich durch
Evaluation der Phosphorylierung von 4E-BP1 im benignen Tumorrand naher
beleuchten. Als limitierend muss hier die Wahl der Antikorper bei der
Durchfiihrung einer IHC angesehen werden: es ist weitestgehend unbekannt, ob
MTOR alle oder nur einige der bekannten Phosphorylierungsstellen von 4E-BP1
phosphorylieren kann (Qin et al.,, 2016). Wang et al. untersuchten diesen
Sachverhalt bereits in Kopf-Hals-Karzinomen und kamen zu dem Schluss, dass
ihre Ergebnisse die These einer vermehrten Hemmung von 4E-BP1 durch mTOR
im Tumorgewebe, aber auch eine Wiederherstellung der tumorsuppressiven
Funktion des 4E-BP1 durch mTOR-Hemmung unterstitzen (Wang et al., 2019).
LieRen sich diese Beobachtungen auf das PCA Ubertragen, so kdnnten die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fir eine vermehrte mTOR-vermittelte
tumorsuppressive  Aktivitatt im an Tumoren angrenzenden benignen

Prostataepithel sprechen.

Die Untersuchung des an Tumoren angrenzenden Gewebes flihrte erneut die
Problematik der Heterogenitat des PCA vor Augen: es zeigt sich, dass gerade
MTOR und p-mTOR im benignen Gewebe nah am Tumorsaum besonders
schwach exprimiert werden. Dies konnte eine Entnahme an dieser Stelle
besonders kritisch machen, sofern zusatzlich noch Gewebeproben fern vom
Tumor entnommen, jedoch als Gewebe gleicher Herkunft angesehen werden,
was womdglich auch die teils widersprichliche Studienlage erklaren kénnte,
welche in Kapitel IV.2.2 bereits diskutiert wurden. Im Fall des 4E-BP1 zeigt sich
die Studienlage eindeutiger, Konsens ist eine gesteigerte Expression in
malignem Gewebe bzw. eine geringere Expression in histologisch benignem
Gewebe. Tatsachlich unterscheidet sich in den vorliegenden Daten die
Farbeintensitat der benignen Gewebeproben nahe und fern vom Tumorrand nicht
signifikant voneinander. Eine solche Expressionsdifferenz in an Tumoren
angrenzenden Geweben konnte bereits durch mehrere Arbeitsgruppen fur das
Prostatakarzinom und andere Tumoren gezeigt werden und wird in der

vorliegenden Arbeit fur p-mTOR, mTOR sowie deren Quotienten dargestellt
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(Merseburger et al., 2006, Heni et al., 2012). (Schanz, 2015) Die vorliegenden
Daten erharten damit einmal mehr den Verdacht, dass das Tumorgeschehen im
PCA nicht allein auf die histologisch malignen Areale beschrankt ist. Eine solche
Erkenntnis kann bedeutende Folgen fir die Erforschung, Diagnostik und
Behandlung des PCA haben. So ist es denkbar, dass ein biochemisches
Tumorgeschehen in histologisch benignen Zellen eine neue Mdglichkeit in der
Auswertung von scheinbar negativen Stanzbiopsien darstellt. Ebenso erscheint
es plausibel, dass eine praventive medikamentdse Intervention nach erfolgter
Prostatektomie das Eintreten eines biochemischen Rezidivs beeinflussen
konnte, sofern erkannt werden kann, dass benachbarte Gewebe bereits
biochemische Veranderungen aufweisen, welche mit einem hdheren
Rezidivrisiko verbunden werden. Fir solch gravierende Veranderungen in der
bisherigen Diagnostik und Therapie sind jedoch weitere Forschungsarbeiten
vonnoten, weshalb die intraprostatische biochemische Heterogenitat in solchen
Arbeiten Bertcksichtigung finden sollte. Hierauf wird in Kapitel IV.5 noch einmal

gesondert eingegangen.

Die Heterogenitat beziglich der Proteinexpression innerhalb histologisch
identischer Gewebegruppen stellt weiterhin eine grol3e Problematik bei der
Erforschung des Prostatakarzinoms dar, da eine Ursachenforschung und eine
zielgerichtete Behandlung durch das scheinbare Vorliegen hochgradig diverser
Tumorentitaten erschwert wird. Durch neue Methoden der computergestitzten
Auswertung scheint jedoch erwartbar zu sein, dass eine Quantifizierung der
Heterogenitat von Tumorzellen in Zukunft automatisiert und mit hohem Durchlauf
madglich ist, was letztlich einen entscheidenden Schritt bei der Einteilung von
Patienten in unterschiedliche Risikogruppen oder Behandlungszweige darstellen
konnte (Guo et al., 2018). Dies umfasst ebenso die genetische intratumorale
Heterogenitat, welche durch Kklassisches Sequencing nicht mitsamt der
raumlichen Information erfasst und mittels Fluoreszenz in-situ Hybridisierung
(FISH) und IHC nur qualitativ, subjektiv und nicht reproduzierbar beurteilt werden
konnte (Zhong et al., 2016).
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IV.4 MARKEREXPRESSIONEN UND DEREN PROGNOSTISCHE
WERTIGKEIT
Bei der Untersuchung des Einflusses der einzelnen Markerexpressionen im
Tumorgewebe auf den Krankheitsverlauf nach erfolgter RPX zeigte sich, dass
ein Einfluss der mTOR Expression auf das Auftreten eines biochemischen
Rezidivs vermutet werden kann: eine niedrige Expression von mTOR im
Tumorgewebe geht statistisch mit einer kiirzeren Zeit bis zum Auftreten eines
BCR  einher. In der anschlieBRend durchgefuhrten  univariaten
Regressionsanalyse wurde dies bestétigt, mit einer Hazard Ratio von 0,83 zeigte
eine zunehmende MTOR Expression im Tumorgewebe einen positiven Einfluss
auf die rezidivfreie Zeit. Die multivariate Post-Hoc Analyse zeigte, dass dieser
Einfluss weiterhin neben dem T-Stadium und dem Resektionsstatus nach RPX
bestand hatte, wahrend fir die Gleason Summe kein Einfluss auf die Zeit bis zum

Eintreten eines biochemischen Rezidivs nachgewiesen werden konnte.

Barata et al. konnten bei der Untersuchung von Markern des mTOR Signalweges
in Mittel- und Hochrisiko-PCAs ebenfalls einen Zusammenhang zwischen
mangelnder mTOR-Expression und dem Auftreten eines BCR feststellen (Barata
et al.,, 2019). Sie fanden daneben interessanterweise jedoch auch eine
statistische Assoziation zwischen der mMTOR Expression und einem
fortgeschrittenen pathologischen Stadium (T-Stadium = 3), ein Ergebnis, welches
in der vorliegenden Arbeit nicht reproduziert werden konnte. Einen
Erklarungsversuch zum Einfluss auf die rezidivfreie Zeit wagen Barata et al.
jedoch nicht und verweisen stattdessen ebenfalls auf Stelloo et al. 2016. Wie
bereits in 1V.3 berichtet, fanden Stelloo et al. bei denjenigen Patienten mit
schwach phosphoryliertem mTOR im Tumorgewebe ein signifikant schlechteres
Outcome bezuglich der Zeit bis zum Auftreten eines BCR vor (Stelloo et al.,
2016). Dabei argumentierte die Arbeitsgruppe, dass eine Phosphorylierung von
MTOR an der Phosphorylierungsstelle Ser-2448 als indikativ fur eine Aktivierung
des mTOR-Signalweges gilt. Da einer gehemmten mTOR-Aktivitat bisher eher

eine tumorsuppressive Wirkung in anderen menschlichen Tumoren und auch
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generell in der humanen Zellbiologie zugeschrieben werden konnte,
argumentierten Stelloo et al. weiter, dass diese Ergebnisse fir die initiale Rolle
von mMTOR bei der Tumorentstehung sprechen und dass der mTOR-Signalweg
fur den weiteren Progress des PCA an Bedeutung verliert. Die nun vorliegenden
Daten konnten jedoch keinen statistischen Zusammenhang zwischen der Menge
an p-mTOR im Tumorgewebe und dem Auftreten eines BCR nachweisen, wobei
auf die signifikant grof3ere Patientenzahl und die langere Nachbeobachtungszeit
bei Stelloo et al. hingewiesen werden muss. Jedoch zeigte sich in der
vorliegenden Arbeit in Tumorgewebe von Prostaten mit hohem T-Stadium (=T3a)
statistisch signifikant weniger phosphoryliertes mTOR als in Tumorgewebe aus
Prostaten mit niedrigerem T-Stadium (vergleiche Kapitel ,Expression in
Abhéngigkeit des T-Stadiums®). Auch scheint es bedeutsam, dass fur die
gesamte Expression von mTOR, also sowohl phosphoryliertem als auch nicht
phosphoryliertem mTOR, die Resultate der Arbeitsgruppe beziglich des BCR-
Risikos beobachtet werden konnten. Eine naheliegende Vermutung hierzu wére,
dass eine starke Expression von mTOR erst eine vermehrt detektierbare
Phosphorylierung des selbigen zulasst. Da Stelloo et al. keine IHC zur Farbung
des gesamten mTOR durchfiihrten, kdnnen die Resultate der vorliegenden Arbeit
nicht direkt verglichen werden, wobei jedoch darauf hingewiesen werden muss,
dass die Patientenkollektive beider Arbeiten trotz unterschiedlicher Probenzahlen
sehr ahnliche Verteilungen beziiglich T-Stadium, Gleason Summe, positiven
Resektionsrdndern und dem Auftreten eines BCR aufweisen. Die leichte
Unterschiedlichkeit der Ergebnisse trotz groRer Ahnlichkeit der Kollektive lieRe
die Vermutung zu, dass ein bisher unbekannter Faktor existiert, in welchem sich
die untersuchten Patienten unterscheiden. So zeigte sich bei Stelloo et al. eine
interessante Unterscheidung: in Tumorgeweben ohne nachgewiesene ERG-
Fusionierung konnte der zuvor erwdhnte statistische Zusammenhang zwischen
p-mTOR und der Zeit bis zum Auftreten eines BCR nicht mehr nachgewiesen
werden, auch wenn angemerkt wird, dass die Probenanzahl fur diese Gruppe
relativ gering war und sich ein vermeintlicher Trend zeigte. Da in der vorliegenden
Arbeit das Auftreten einer ERG-Fusion nicht untersucht wurde, kdnnen die

Arbeiten in diesem Punkt leider nicht verglichen werden. Eine im Zusammenhang
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mit der vorliegenden Arbeit durchgefiuihrte Metaanalyse von vier Studien mit
insgesamt 736 Patienten zeigte jedoch auch den von Stelloo et al. beobachteten
statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen einem niedrigeren Risiko

eines BCR und intensiver Farbung von p-mTOR mittels IHC (Russo et al., 2019)

Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu den Resultaten, welche
Untersuchungen des Einflusses der mTOR-Phosphorylierung in anderen
humanen Tumoren lieferten. So zeigte sich, wie bereits erwéhnt, beispielsweise
im oesophagialen Plattenepithelkarzinom und in Fruhstadien des nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms ein signifikant verringertes Gesamtiiberleben bei
denjenigen Patienten, bei denen eine starke Expression von mTOR und eine
verstarkte Phosphorylierung von mTOR vorgefunden wurde (Wu et al., 2018,
Dhillon et al., 2010, Gately et al., 2012). Im Magenkarzinom zeigte sich ebenso
ein Zusammenhang zwischen erhdhter mTOR-Phosphorylierung und einem
schlechteren Gesamtlberleben, was sich genauso auch bei Gliom-Patienten
zeigte (Cao et al., 2017, Liu et al.,, 2017). Zudem konnte die erhohte
Phosphorylierung von mTOR im Magenkarzinom mit einer insgesamt
schlechteren Prognose fur die betroffenen Patienten in Verbindung gebracht
werden (Cao et al., 2017).

Die vorliegenden Daten und die Studienlage legen die Vermutung nahe, dass
dem mTOR Signalweg im PCA mdglicherweise eine andere Rolle als in anderen
bisher untersuchten Malignomen zukommt: wahrend in letzteren Fallen eine
mTOR-Inhibition Behandlungserfolge zeigte, prasentiert sich fur das PCA eine
unklare Studienlage, die eher zu einer erfolglosen Hemmung von mTOR ohne
Auswirkung auf das PCA tendiert. Dies lasst die Vermutung zu, dass der mTOR
Signalweg maRgeblich in der Tumorentstehung, nicht aber im Fortbestehen des
PCA eine Rolle spielt. Eine mTOR Hemmung kénne also in initialen Stadien
erfolgsversprechend sein. Weshalb jedoch eine Uberexpression und
Uberaktivierung von mTOR bzw. des mTOR-Signalweges mit einem besseren
Outcome bezlglich eines BCR in Verbindung gebracht werden kann und weshalb
gleichzeitig in fortgeschrittenen Tumorstadien weniger mTOR phosphoryliert

wird, muss in zuklnftigen Studien naher betrachtet werden. Eine alternative
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These konnte auch lauten, dass fortgeschrittene Prostatakarzinome die uUber
MTOR vermittelte Signalgebung ausschalten oder zumindest dampfen, indem
Schlusselproteine in ihrer Expression gehemmt oder verstarkt werden, weshalb
eine medikamentése Hemmung des nicht mehr voll funktionsfahigen
Signalweges keine oder nur geringe Auswirkungen erzielt. Die vorliegenden
Daten suggerieren zumindest, dass in fortgeschrittenen PCAs mit hohem BCR-
Risiko das Protein mTOR in geringerem Mal3e nachgewiesen werden kann und
dass die relative Aktivierung von mTOR in fortgeschrittenen PCAs geringer
ausfallt, was zumindest als schwaches Indiz fur eine Aulerkraftsetzung bzw.
Dysregulation des Signalweges durch unterexprimierte SchlUsselproteine
betrachtet werden konnte, wie sie in fortgeschrittenen PCAs vermehrt
vorgefunden wird (Edlind and Hsieh, 2014).

IV.5 PROGNOSTISCHE WERTIGKEIT DER EXPRESSIONEN
VOR DEM HINTERGRUND DER TUMORHETEROGENITAT

Wie bereits in Kapitel IV.3 diskutiert, konnten fur das PCA bereits mehrfach
intratumorale Heterogenitaten bezlglich molekularer Ausstattungen festgestellt
werden. Die vorliegenden Daten legen eine solche Heterogenitat fur die
untersuchten Marker mTOR, p-mTOR, deren Quotient sowie fur 4E-BP1 im
Bezug zum Entnahmeort innerhalb des Tumors nicht nahe. Wohl aber zeigten
sich Expressions-Heterogenitdten im benignen Gewebe in Abhangigkeit der
Distanz des Probenentnahmeortes zum Primartumor: mTOR und p-mTOR
wurden im an Tumorgewebe angrenzenden gesunden Gewebe in signifikant
niedrigerem Umfang als in benignem Gewebe fern von Tumoren nachgewiesen,
der Quotient p-mTOR / mTOR lag hier ebenfalls signifikant unter dem Niveau,
welches fern von Tumoren ermittelt wurde. Vor dem Hintergrund des in IV.4
diskutierten scheinbaren Zusammenhangs zwischen einer schlechteren
Prognose bezuglich eines BCR und einer Unterexpression von mTOR bzw. p-
MTOR im Prim&rtumor schien es daher von besonderem Interesse, den Einfluss
der verschiedenen Markerexpressionen innerhalb der vier unterschiedlichen

Entnahmeorte auf die Zeit bis zum Eintreten eines BCR zu ermitteln. Aufgrund
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der Neuartigkeit dieser Untersuchungen am PCA liel3en sich keinerlei direkt
vergleichbare Arbeiten, weder zu den prasentierten Markern, noch zu anderen
Proteinen im PCA auffinden, was ein Einordnen der Resultate in den

wissenschaftlichen Kontext erschwerte.

Bei der vergleichenden Analyse von Geweben aus zentralen bzw. peripheren
Entnahmeorten innerhalb der Tumoren stellte sich heraus, dass der in 1V.4
besprochene Zusammenhang zwischen einer submedianen mTOR Expression
und der kirzeren Zeit bis zum Eintreten eines BCR lediglich in den
Gewebeproben aus peripheren Entnahmeorten statistisch nachgewiesen werden
konnte. Gleiches zeigte sich in der anschlieBenden univariaten Cox-
Regressionsanalyse, wahrend in der multivariaten Analyse lediglich ein Trend
vermutet werden konnte. Es muss bei letzteren Analysen jedoch explizit auf den
relativ. geringen Probenumfang durch die Unterscheidung der zwei
Tumorgewebegruppen hingewiesen werden, welche ein aussagekraftiges
Regressionsmodell erschweren (Harrell et al., 1996, Steyerberg et al., 2000).
Dennoch legen die vorliegenden Daten einen Zusammenhang der mTOR
Expression und der Dauer bis zum Eintreten eines BCR nur im Tumorrand nahe.
Somit konnte in der vorliegenden Arbeit nun zum ersten Mal gezeigt werden,
dass die Resultate von Stelloo et al. und Barata et al. moglicherweise auch vom
Entnahmeort der Gewebeproben innerhalb des Tumors abhangig sind (Stelloo et
al., 2016, Barata et al., 2019).

Der modellhafte Einfluss der 4E-BP1 Expression im Tumorrand auf das BCR, wie
er sich in Kapitel 111.5.5.2 prasentiert, sollte vorerst mit Vorsicht betrachtet
werden, da er weder durch eine univariate Analyse, noch durch das Kaplan-Meier
Verfahren bestatigt werden konnte. Unter diesen Umstdnden muss von einer
Uberanpassung des Regressionsmodells ausgegangen werden. Vor dem
Hintergrund der bereits erforschten prognostischen Wertigkeit der 4E-BP1
Phosphorylierung in anderen malignen Humantumoren gilt die weitere
Beleuchtung des Einflusses dieses Proteins dennoch als interessant flur die
Forschung am PCA (Zhang et al., 2017, D'Abronzo and Ghosh, 2018).
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Aufgrund der ermittelten Heterogenitdten im benignen Gewebe wurde
insbesondere auch der Einfluss der Markerexpressionen im gesunden Gewebe
auf die Zeit bis zum Eintreten eines BCR statistisch ermittelt, obwohl dies
argumentativ befremdlich scheint. Hierbei zeigte sich allerdings fuir mTOR eine
interessante Beobachtung: bei Zusammenfassung der Proben aus benignem
Drusengewebe nah und fern von Tumoren zeigte sich in der Statistik der gleiche
Zusammenhang wie in der zusammengefassten Probengruppe aus zentral und
peripher zum Tumor entnommenen malignen Gewebeproben. So erwies sich
neben einem positiven Resektionsstatus auch eine geringe mTOR Expression im
histologisch benignen Gewebe als statistisch signifikante positive Einflussgréfe
auf die Zeit bis zum Eintreten eines BCR. Bei der separierten Betrachtung von
benignem Gewebe nah und fern von histologisch malignem Prostatagewebe
konnte dieser Zusammenhang im statistischen Modell in keiner der beiden
Gewebegruppen nachgewiesen werden. Dies kann, wie bereits erwéhnt, auf die
geringe Anzahl der Proben und der Ereignisse im Beobachtungszeitrum
zurickzufihren sein. Dennoch kann der scheinbar identische Einfluss der
Proteinexpression von mTOR in benignem wie auch malignem Gewebe auf die

rezidivfreie Zeit nicht ignoriert werden.

Eine zugrundeliegende These beschreibt, dass die Unterexpression von mTOR
im an Tumoren angrenzenden Gewebe als Abwehrmechanismus verstanden
werden konnte, wie es bereits in Kapitel IV.3 erlautert wurde. Zudem erscheint
die Hypothese plausibel, dass der Verlust von mTOR eher eine Folge des
fortschreitenden Tumors ist und nicht als urséchlich fir die kirzere Zeit bis zum
Auftreten eines BCR betrachtet werden kann. Jedoch zeigte sich in den
vorliegenden Daten kein statistischer Zusammenhang zwischen den ermittelten
MTOR Expressionen in den verschiedenen Gewebegruppen und dem T-Stadium
des jeweiligen PCA, wie es Barata et al. nachweisen konnten (Barata et al.,
2019). Wohl aber zeigte sich, dass Tumoren im fortgeschrittenen
Wachstumsstadium (T-Stadium = 3a) signifikant weniger p-mTOR aufwiesen.
Zeitgleich ist es bemerkenswert, dass sich ein statistischer Zusammenhang
zwischen niedriger mTOR-Expression und einer signifikant verkirzten

rezidivfreien Zeit sowohl in malignem, als auch in benignem Gewebe zeigte. Dies
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lasst die Vermutung zu, dass die generelle Ausstattung des Prostatagewebes mit
MTOR einen Einfluss auf die Wehrhaftigkeit des Gewebes gegen BCRs haben
konnte. Jedoch zeigte sich in der durchgefiihrten Statistik kein Zusammenhang
zwischen der Expression von mTOR in malignem und benignem Gewebe. Eine
These dazu kbénnte lauten, dass der Zusammenhang zwischen niedriger mTOR
Expression und verkurzter rezidivireier Zeit in malignem Gewebe eine andere
Ursache als in benignem Gewebe hat. Wie zuvor bereits diskutiert, kann mTOR
als wichtiger Regulator von 4E-BP1 gesehen werden, welches wiederum als
wichtiger Regulator der Translation betrachtet werden kann. Aufgrund dieser
regulativen Eigenschaft von mTOR lie3e sich mutmalen, dass eine niedrige
Expression in einer weniger starken Beeinflussbarkeit von 4E-BP1 durch mTOR
mindet, womit ein wichtiger Kontrollmechanismus der Translation sowohl in
benignem, wie auch in malignem Gewebe eingeschrankt ware. In histologisch
benignem Gewebe kdnnte dies insofern die Anfalligkeit fiir ein BCR beeinflussen,
als dass ein Signalweg zur Regulation von Wachstum und Autophagozytose
einen vermeintlich geringeren Einfluss austiben kann. In PCA Gewebe, welches
bekanntlich 4E-BP1 in hdherem Mal3e als benignes Gewebe exprimiert, kdnnte
dies auf ein Ungleichgewicht von Inhibitor und Substrat hindeuten (Wang et al.,
2016). Tatsachlich deuten die Daten der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass die
MTOR Expression in gesundem Prostatagewebe starker mit der 4E-BP1
Expression korreliert, als dies in malignem Prostataepithel der Fall ist.
Entsprache diese Beobachtung der Wirklichkeit, so kbnnte davon ausgegangen
werden, dass die Unterexpression von mTOR in Prostatagewebe beliebiger
Dignitat insbesondere dann einen Einfluss auf den nachgeschalteten
Translationsmechanismus hat, sofern 4E-BP1 im Gegenzug bereits
Uberexprimiert wird. In benignem Gewebe ist letzteres scheinbar nicht der Fall,
weshalb nicht von einem Ungleichgewicht der Proteine ausgegangen werden
kann. Daher ist der Zusammenhang zwischen einer niedrigen mTOR Expression
in benignem Gewebe und einem schlechteren Outcome bezuiglich eines BCR auf
diesem Wege nicht offensichtlich erklarbar, es kdnnte jedoch wie oben
gemutmal3t werden, dass eine verringerte Expression von mTOR eine allgemein

verringerte Einflussnahme des mTOR-Signalweges zur Folge hat, was sich als
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Vorteilhaft fir das Entstehen eines Rezidivs erweisen kdnnte. Letzteres scheint
insbesondere vor dem Hintergrund der vermuteten und bereits diskutierten
primaren Rolle des mTOR-Signalweges in der Entstehungsphase des PCA

schlissig.

Es kann damit festgehalten werden, dass der im malignen Gewebe gezeigte
Zusammenhang zwischen einer geringen mTOR Expression und einem
schlechteren Outcome bezilglich des BCR am Tumorrand deutlich
nachgewiesen werden konnte, wahrend sich im Tumorzentrum dafur lediglich
Tendenzen zeigten. Weiterhin konnte dieser im malignen Gewebe ermittelte
Einfluss auch in den benignen Gewebeproben ausgemacht werden. Jedoch
zeigte sich bei Unterscheidung zwischen Gewebeproben, die nah oder fern vom
Tumor entnommen wurden, trotz der Heterogenitat der Expression von mTOR im
benignen Gewebe kein signifikanter Unterschied in der prognostischen
Wertigkeit der mTOR Expression bezuglich eines BCR. Vor der bereits
bestehenden These, dass der mTOR Signalweg im PCA insbesondere in der
Tumorentstehung von grolBerer Bedeutung ist und fir den Progress an
Signifikanz verliert, l&sst sich aus den vorliegenden Daten mutmal3en, dass der
Verlust von mTOR nicht die direkte Ursache fur das schlechtere BCR Outcome
ist, sondern viel mehr eine Folge des fortschreitenden PCA darstellt. Fur eine
solche definitive Aussage prasentiert sich die bisherige Studien- und Datenlage

jedoch noch als zu gering.
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IV.6 LIMITATIONEN DER ARBEIT

Fur die vorliegende Arbeit sind einzelne methodische Limitationen zu nennen.
Als fur die statistische Auswertung limitierender Faktor fallt hier das fiur eine
Follow-Up Analyse relativ kleine Kollektiv und die damit einhergehende
Problematik negativer Ergebnisse der Analyse (hier mittels Kaplan-Meier Kurven
und Log-Rank Test sowie Cox-Regression) ins Gewicht. Hier ist nur dann einen
Trend in den Daten zu erkennen, sofern der Einfluss des untersuchten Faktors

auf das Outcome relativ stark ist (Cox, 1972, Harrell et al., 1996).

Weiterhin beschreibt das vorliegende Kollektiv nicht die Gesamtheit der PCA-
Stadien, die Verteilung der einzelnen Stadien entspricht dem klinischen
Auftreten. So kommt es beispielsweise dazu, dass das Kollektiv lediglich je vier
Patienten mit einem GS von 8 bzw. Uber 8 und keinen Patienten mit T4 Stadium

aufweist.

Methodisch ist die Arbeit zum einen durch ihren retrospektiven Charakter
beschrankt. Kausalzusammenhénge konnen daher nicht bzw. nur stark
eingeschrankt erkannt werden, eine unbekannte Einflussgréf3e kann nur schwer
ausgeschlossen werden und die Fehleranfélligkeit von Daten steigt durch die Art
der Erhebung (telefonischer Patientenkontakt). Zum anderen wurde lediglich eine
einzelne Methodik zur Gewinnung der molekularen Gewebeeigenschaften
angewendet, die Immunhistochemie am TMA. Diese Technik gilt zwar als
etabliert, stitzt sich jedoch auf das Vorhandensein vieler redundanter Proben
(Rubin et al.,, 2002). Zudem kommt es in der Praxis vermehrt vor, dass
Probenmaterial nicht stark genug auf dem Objekttrager anhaftet, so dass
einzelne Proben wahrend des Farbeprozesses abschwimmen und verloren
gehen oder das das auf den Objekttrager aufgezogene Gewebe enthalt kein
farbbares Drusenepithel, was die Gesamtprobenzahl mindert und die
Probenredundanz nicht in allen Fallen sichert. Weiterhin ist die Auswertung der
Farbung eine subjektive, relative Einschatzung. Daher wurden die Proben der
vorliegenden Arbeit nicht nur vom Autor, sondern zusatzlich von einer erfahrenen

Zytologin verblindet durchgefihrt.
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Es ist zu diskutieren, inwiefern histologisch benignes Prostatagewebe aus einer
tumortragenden Prostata als Normalgewebe bezeichnet werden kann. Da es sich
jedoch als tUberaus schwierig gestaltet, fir eine statistische Analyse ausreichend
Prostatagewebe aus tumorfreien Prostaten zu gewinnen, wird in der Forschung
haufig auf Prostatagewebe aus Prostaten mit diagnostizierter BPH
zuruckgegriffen. Da in dieser Arbeit jedoch explizit die Expressionen in den
unterschiedlichen Entnahmeorten desselben Patienten untersucht werden
sollten, bildet die Wahl des benignen Referenzgewebes sogar eine Grundlage

fur die Bewertung der Gewebeorte.
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IV.7 SCHLUSSFOLGERUNG

Die Expressionen von Proteinmarkern, hier beispielhaft fir mTOR-assoziierte
Parameter dargestellt, innerhalb eines Tumor-befallenen Organs hangen nicht
nur von der Histologie des Gewebes (Tumorgewebe - angrenzendes
Normalgewebe) ab, sondern die untersuchten Marker kénnen auch eine
intratumorale bzw. intrabenigne Heterogenitat, bedingt durch die Distanz zum
Tumorzentrum, aufweisen. Die vorliegenden Daten legen eine solche
Heterogenitat fir die Proteine des mTOR Signalwegs nahe und kénnen vielleicht
fir mTOR einen Grund liefern, weshalb die Studienlage beziiglich einer Uber-
bzw. Unterexpression in PCA-Gewebe nicht eindeutig ist, da sich im benignen
Referenzgewebe Expressionsunterschiede in Abhéngigkeit von der Entfernung
zwischen Probenentnahmeort und Tumorgewebe zeigten. Bei zukinftigen
Arbeiten, welche die Expressionen von Proteinmarkern wie beispielsweise
MTOR und p-mTOR in Gewebestanzen untersuchen, sollte daher generell darauf
geachtet werden, ob die Gewebestanzen zentral oder peripher aus dem Tumor
bzw. dem benignen Gewebe entnommen werden und dies auch in den
entsprechenden Methodenteilen explizit erwéhnt werden, um eine korrekte
Vergleichbarkeit der Resultate zu ermdglichen. Die Ergebnisse lassen bereits
erste Vermutungen zur molekularen Sequenz von Proteinereignissen bei der
Tumorgenese und raumlichen Ausbreitung des Prostatakarzinoms zu und 6ffnen

den Raum fur umfangreiche weitere Untersuchungen.
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V ZUSAMMENFASSUNG

Die Bedeutung des mechanistic target of rapamycin (mMTOR) Signalwegs beim
Prostatakarzinom ist weiterhin unter wissenschaftlicher Untersuchung.
Hauptséachlich im therapeutischen Bereich und als Biomarker koénnte der
Signalweg Anwendungsmadglichkeiten bieten. Tumorheterogenitaten erlangen
erst seit kurzem das Augenmerk wissenschaftlicher Betrachtung und es sind
bereits auch erste Daten lber intra- und intertumorale Heterogenitaten beim
Prostatakarzinom berichtet. Ziel der Studie war, den Einfluss von
Heterogenitaten innerhalb der tumortragenden Prostata auf die Aussagekraft von
MTOR Biomarkern -insbesondere fir die prognostische Wertigkeit fir den

Krankheitsverlauf nach radikaler Prostatektomie- zu untersuchen.

Aus Prostatageweben von 115 Patienten, die mittels radikaler Prostatektomie
behandelt wurden, wurde ein Tissue Microarray erstellt. Dabei wurden aus
jeweils vier raumlichen Lokalisationen in Bezug zur Invasionsfront Gewebe
herangezogen: A) aus dem Tumorzentrum des Haupttumors, B) aus
Tumorgewebe unmittelbar an der Invasionsfront, C) aus histologischem
Normalgewebe unmittelbar an der Invasionsfront und D) weit von den
Tumorarealen entferntes Normalgewebe der Prostata. Die Expressionen des
MTOR, von phosphoryliertem mTOR (p-mTOR) und des eukaryotic translation
initiation factor 4E-binding protein 1 (4E-BP1) wurden immunhistochemisch
mittels immune reactive score 0-12 dargestellt und nach Median-
Dichotomisierung in schwach (< Median) und stark mit dem individuellen
Krankheitsverlauf nach Prostatektomie in Korrelation gebracht. Dabei wurde
jeweils die Lokalisation des Gewebes A-D in Abhangigkeit der Invasionsfront in
Betracht gezogen und auch der Aktivierungsstatus p-mTOR/mTOR (%mTOR)

betrachtet.

Die mittleren Expressionen in den Entnahmeorte A, B, C und D waren im Falle
mTOR 9.1, 8.8, 5.0 und 6.8 (p<0.01), fir p-mTOR 7.4, 7.2, 2.0 und 4.6 (p<0.01)
und far 4E-BP18.0, 7.4, 2.6 und 3.1 (p<0.01). Damit exprimieren die Tumorareale
hoher und direkt angrenzendes Normalgewebe am Geringsten. In Lokalisation A
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zeigte sich p-mTOR in pT=3 Tumoren geringer im Vergleich zu pT<3 (6.3 vs. 8.0,
p<0.05), wahrend in Lokalisation B sowohl p-mTOR (5.8 vs. 7.9, p<0.02) als auch
4E-BP1 (6.3 vs. 7.8, p<0.03) und %mTOR (0.9 vs. 1.1, p<0.04) geringer
exprimierten. Bei der Analyse der Krankheitsverlaufe ergab sich ein signifikanter
Einfluss von mTOR auf die Zeit zum Rezidiv ausschlie3lich fur die Lokalisation B
(p=0.0034, Log-Rank Test), wahrend Lokalisation A diesen Zusammenhang
nicht zeigte. Die univariate Regressionsanalyse bestatigte diesen
Zusammenhang fir mTOR in Lokalisation B (HR: 0.87, 95%-Cl: 0.77-0.98,
p<0.03). Der in einer multivariaten Analyse mit T-Stadium, R-Status und Gleason
Summe gezeigte Einfluss von mTOR im Tumorgewebe allgemein (HR: 0.82,
95%-CIl: 0.68-1.00, p<0.05) scheint dabei hauptsachlich auf den Anteil der

Tumorrand-Ergebnisse zurtick fuhrbar zu sein.

Alle drei Biomarker zeigen hier erhohte Expressionen in den Prostatakarzinom-
Geweben mit deutlichen lokalen Gradienten in Bezug zur Invasionsfront. Die
direkt angrenzende Normalgewebebereiche scheinen tumorbiologische
Reaktionen zu zeigen. Wie in aktueller Literatur vermutet, zeigt sich das mTOR
System in héheren Stadien weniger aktiviert und kennzeichnet sich damit erneut
als frihes Ereignis der Tumorprogression. Die prognostische Wertigkeit
zumindest von mTOR zeigt sich lediglich in den Enthahmeorten an der direkten
Invasionsfront  deutlich wahrend Tumorzentren keine  prognostisch
aussagekraftige Expression zeigten. In der vorliegenden Arbeit konnte nun zum
ersten Mal gezeigt werden, dass die Resultate aus Biomarker Analysen
moglicherweise auch vom Entnahmeort der Gewebeproben innerhalb des
Tumors abhangig sind. Damit ist die Invasionsfront als maf3geblicher Ort der
Tumorbiologie des Prostatakarzinoms charakterisiert. Diese Ergebnisse konnen
weitere Untersuchungen und Interpretationen von Biomarkern zumindest des
Prostatakarzinoms beeinflussen und weisen auf die wichtige Rolle der lokalen
Heterogenitat bei der Bewertung von Biomarkern hin. Die Untersuchung weitere
und groRerer Kollektive wird noch mehr Kenntnisse uber diese Sachverhalte

liefern.
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