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C Einleitung

1. Anatomie und Physiologie der Prostata

1.1. Anatomie und Funktion
Die Prostata (von gr. prostates = Vorsteher, Vordermann, zu Deutsch Vorsteherdri-

se) gehort zu den androgenabhangigen akzessorischen Geschlechtsdrisen des
mannlichen Genitaltrakts.

Sie ist ca. drei cm lang, vier cm breit und zwei cm dick und wird als kastaniengrof®
bezeichnet. Sie hat eine kompakte Struktur, ein Gewicht von etwa 20 g und die Form
einer umgedrehten Pyramide. Die Basis dieser Pyramide ist mit dem Blasenboden
verwachsen, der Apex (Spitze) reicht an das Diaphragma urogenitale heran. Die
Ruckseite der Prostata liegt der durch ein rektovesikales Septum von ihr getrennten
Ampulle des Rektums an, die Vorderseite der Prostata ist Uber das Ligamentum pu-
boprostaticum am Schambein fixiert. Der erste Abschnitt der Urethra, die drei cm
lange Pars prostatica urethrae, zieht durch die Prostata, wo sie am Colliculus semi-
nalis (Samenhugel) um 35° abknickt. Dort minden auch die Ductus ejaculatorii in die
Urethra ein [125].

Die Prostata ist von einer derben Kapsel umgeben. Die Binnenstruktur der Prostata
besteht aus Bindegewebe und glatter Muskulatur, in die die 30 bis 50 tubuloalveola-
ren Drisen der Prostata eingelagert sind, die das Prostatasekret produzieren. Die
Drisen munden in 15-30 Ausfuhrungsgangen im Bereich des Samenhugels.

Die Prostatadrusen besitzen ein zwei- bis mehrreihiges Epithel, dessen Form andro-
genabhangig ist und von flach bis hochprismatisch reicht. An der Basalmembran des
Epithels liegen die Basalzellen, die als Vorlauferzellen der Drisenzellen dienen. Au-
Rerdem finden sich im Epithel einige chromaffine Zellen, die Serotonin enthalten und
eventuell an der Steuerung der Sekretionsprozesse beteiligt sind.

Das Sekret der Prostata macht 15-30 % des Ejakulats aus. Das Prostatasekret ist
dunnflissig und farblos, der pH-Wert liegt bei 6,4. Es enthalt u. a. Zink, Zitronensau-
re, Prostaglandine, Spermin, Spermidin, Immunglobuline, saure Phosphatase und
Proteasen.

Neben der auf Lowsley [185] zurickgehenden Einteilung der Prostata in einen mittle-

ren, linken und rechten Lappen sowie einen ventral gelegenen Isthmus prostatae
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wird eine Aufteilung der Prostata in drei Zonen nach McNeal [201] verwendet, die an
den in der Prostata vorkommenden pathologischen Veranderungen orientiert ist
[330]. Die Ubergangszone umfasst 5 bis 10 % der Prostata und besteht aus zwei
kleinen Lappen Drisengewebe, die um die Urethra herum lokalisiert sind. Die Region
direkt um die Urethra wird auch periurethrale Zone genannt.

Die zentrale Zone reprasentiert 25 % der Prostata und ist kegelférmig um die Ductus
ejaculatorii ausgebildet und bildet den Hauptteil der Basis prostatae.

Die Hauptmasse der Prostata (ca. 70 %) wird von der peripheren Zone gebildet. Sie
umfasst den lateralen und dorsalen Teil der Prostata.

70 % der Prostatakarzinome entstehen in der peripheren Zone, 10 bis 20 % in der
Transitionalzone und nur 5 bis 10 % in der zentralen Zone der Prostata. Die benigne
Prostatahyperplasie tritt dagegen vor allem in der Transitionalzone auf [202].

Die Blutversorgung der Prostata erfolgt von dorsal und lateral Gber Aste der Arteria
(A.) vesicalis inferior und der A. rectalis media, ventral erreichen Aste der A. pudenda
interna die Prostata. Gelegentlich versorgt auch die A. obturatoria die Prostata mit.
Die Venen der Prostata haben Anschluss an den Plexus vesicoprostaticus im kleinen
Becken, der Uber die Venae (Vv.) vesicales in die Vena iliaca interna abflief3t.

Die Lymphgefalie treten entlang der Arterien aus der Prostata aus und schlieen
sich dem Ductus deferens an. In lymphographischen Studien fand man vier Haupt-
gruppen von Lymphknoten, in die die Prostata drainiert. Dies sind die Nodi lymphoi-
dei iliaci interni et externi, die Nodi lymphoidei obturatorii und die Nodi lymphoidei
praesacrales. Die Kenntnis der Lymphabflusswege sowie der beteiligten Lymphkno-
ten spielt fir die Staginglymphadenektomie eine wichtige Rolle.

Die Nervenversorgung der Prostata erfolgt parasympathisch und sympathisch Uber
den Plexus prostaticus, eine Fortsetzung des Plexus hypogastricus inferior. Die Ner-
ven verzweigen sich im Plexus prostaticus und ziehen entlang der GefalRe in die
Prostata hinein und formen in der Prostatakapsel autonome Ganglien. Die parasym-
pathische Innervation stammt aus den Segmenten S2, S3 und S4 und regt die Sek-
retion der Prostata an. Die sympathische Innervation stammt aus den Segmenten
Th10 bis L2 und bewirkt das Austreiben des Prostatasekrets in die Urethra.

Die Prostata entsteht in der zehnten bis zwdlften Entwicklungswoche durch eine
kaudale Wandvorwdlbung des Sinus urogenitalis in das umgebende Mesenchym.
Der Utriculus prostaticus ist ein Rudiment des Mullerschen Gangs. Die zuerst soliden

Epithelstrange verzweigen sich in der spaten Fetalzeit immer mehr und bilden die
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tubuloalveolare Drisenstruktur der Prostata, deren terminale Differenzierung erst in
der Pubertat erfolgt [305].

1.2. Die Bedeutung der Androgene fur die Prostata
Androgene sind Steroidhormone mit 19 Kohlenstoffatomen, die auf der Grundlage

des Cholesteringerusts synthetisiert werden.

Sie werden in den Leydigzellen des Hodens, dem Ovar sowie in der Zona reticularis
der Nebennierenrinde gebildet.

Die Leydigzellen bilden Testosteron, in der Nebennierenrinde werden Androstedion
und Dehydroepiandrostedion und dessen Sulfat produziert. Diese sind Prohormone,
die in anderen Geweben in Testosteron, Dihydrotestosteron (DHT), Estradiol und
Estron umgewandelt werden.

Das biologisch wirksamste Androgen ist das DHT, die durch die 5a-Reduktase redu-
zierte Form des Testosterons. Diese Form des Testosterons spielt auch in der Pros-
tata eine wichtige Rolle. Die 5a-Reduktase liegt in zwei Formen vor, wobei Typ 1 in
Haut, Leber und Gehirn und Typ 2 in den typischen androgenabhangigen Geweben
wie Nebenhoden und Prostata lokalisiert ist [353].

Die Testosteronproduktion wird Uber die Hypothalamus-Hypophysen-Achse gesteu-
ert [82]. Das luteinisierende Hormon (LH) aus der Adenohypophyse regt die Testos-
teronproduktion in den Leydigzellen an und wird pulsatil ausgeschuttet. Die LH-
Ausschuittung wird Uber das Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) aus dem Hy-
pothalamus gesteuert. Testosteron und seine aktiven Metaboliten haben eine negati-
ve Ruckkopplungswirkung auf die Hypothalamus-Hypophysen-Achse. Diesen Steue-
rungsmechanismus macht man sich auch bei der Androgenentzugstherapie zu Nut-
ze.

Testosteron und DHT losen ihre Wirkung Uber Bindung an den Androgenrezeptor
aus. Der Androgenrezeptor wird unter dem Punkt ,Untersuchte Proteine” genauer
erlautert.

Man kann zwischen einer androgenen und einer anabolen Wirkung des Testosterons

unterscheiden.
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2. Das Prostatakarzinom

2.1. Arten von Tumoren in der Prostata und klinische Manifestati-
onsformen des Prostatakarzinoms

In der Prostata sind neben dem Adenokarzinom noch folgende verschiedene Arten
von malignen Tumoren zu finden [113]: das Urothelkarzinom der Prostata, das
Prostatasarkom, Lymphome und Metastasen anderer Primartumoren.

Im Folgenden wird mit dem Terminus ,Prostatakarzinom® immer auf das Adenokarzi-
nom der Prostata Bezug genommen.

Das Adenokarzinom lasst sich nach Denis et al. [65] in folgende histologische Subty-
pen unterteilen: azinares Adenokarzinom, duktales Adenokarzinom, muzindses Ade-
nokarzinom, Transitionalzellkarzinom, Plattenepithelkarzinom, neuroendokriner Tu-
mor, kleinzellig anaplastisches Karzinom und undifferenziertes Karzinom.

Das azinare Adenokarzinom der Prostata macht 99 % aller Adenokarzinome aus
[70].

Man unterscheidet nach Mostofi [214] vier verschiedene Manifestationsformen des
Prostatakarzinoms.

Das latente Prostatakarzinom wird bei der Autopsie des Patienten gefunden, zu
Lebzeiten des Patienten bestanden keinerlei Symptome.

Das inzidentelle Prostatakarzinom wird zufallig bei der histologischen Aufarbeitung
von Prostatagewebe nach transurethraler Resektion oder Adenektomie entdeckt.

Das okkulte Prostatakarzinom manifestiert sich durch Metastasen, wobei Symptome
des Primartumors fehlen kdnnen.

Das manifeste Prostatakarzinom ist das klinisch durch einen erhéhten Serumspiegel
des prostataspezifisches Antigens (PSA), durch eine positive digitale rektale Unter-

suchung sowie histologisch gesicherte Prostatakarzinom.

2.2. Epidemiologie
Im Jahr 2009 werden in den USA etwa 192.800 neu auftretende Falle von Prostata-

karzinomen sowie 27.360 Todesfalle durch das Prostatakarzinom erwartet [144]. An
Inzidenz liegt es damit an erster Stelle der Krebserkrankungen bei Mannern, bei den
Todesfallen durch Krebserkrankungen an zweiter Stelle nach Bronchialkarzinomen.

Werden Inzidenz- und Todesraten nach Ethnien aufgeschlisselt, so zeigen sich

deutliche Unterschiede: Afroamerikaner haben im Vergleich zu Weilden und Hispa-
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niern fast doppelt so hohe Inzidenz- und Mortalitatsraten. Asiaten, Inuits und Indianer
haben die geringsten Inzidenz- und Mortalitatsraten [144].

Der stetige Mortalitatsrickgang ist vor allem auf das Erkennen des Prostatakarzi-
noms im lokalisierten Stadium zurickzufihren [50].

In einem Bericht Uber die weltweite Situation bei Inzidenz- und Sterberaten von und
durch Tumoren aus dem Jahr 2002 ist das Prostatakarzinom das funfthaufigste Kar-
zinom mit einer Inzidenz von 679.000 Fallen, wobei es einen grof3en Unterschied
zwischen den Industrienationen und den Entwicklungslandern — 19% aller Karzinome
in Industrienationen im Vergleich zu 5,3% in Entwicklungslandern — gibt. Es war ins-
gesamt fur 221.000 Todesfalle verantwortlich, die aber in den Entwicklungslandern
relativ zur Inzidenz haufiger waren als in den Industrienationen [230].

Die hohe Inzidenz in den Industrienationen ist vor allem auf bessere Screening-
methoden und das Entdecken von latenten Karzinomen zurtckzufihren [230] [241],
was auch zur weltweiten Inzidenzzunahme zwischen 1985 und 2002 um jahrlich
1,1 % fuhrte. In Asien ist das Prostatakarzinom noch immer trotz hoher Inzidenzstei-
gerungen am seltensten, die Mortalitatsrate zwischen China und den USA unter-

scheidet sich z. B. um das 16fache, die Inzidenz um das 80fache [230].

2.3. Atiologie und Pathogenese
Zur Pathogenese des Prostatakarzinoms gibt es viele, sich teils auch widerspre-

chende Hinweise auf Risikofaktoren und Ausloser. Ein Teil der Falle wird durch seine

familiare Haufung als hereditares Prostatakarzinom bezeichnet.

2.3.1. Ethnie
Der grof3e Unterschied in Bezug auf Inzidenz und Mortalitdt zwischen den einzelnen

Ethnien wurde unter dem Punkt Epidemiologie schon gezeigt: Manner afroamerikani-
schen Ursprungs liegen sowohl in Bezug auf Inzidenz als auch Mortalitat tber Man-
nern europaischer und asiatischer Herkunft. Als Ursache hierflir werden neben den
unterschiedlichen Ernahrungsgewohnheiten, dem Sozialstatus und dem daraus re-
sultierendem Gesundheitsbewusstsein unter anderem auch die Hohe des Testoste-
ronspiegels und Mutationen im Androgenrezeptor angenommen. So ist der Spiegel
des aktiven Testosteronmetaboliten DHT in Afroamerikanern und weilen Amerika-
nern hoher als in Amerikanern asiatischer Herkunft. Bei Afroamerikanern fanden sich
im Androgenrezeptorgen kurzere CAG-Wiederholungen in Exon 1, was zu einem

leicht erhdhten Prostatakarzinomrisiko fuhrt [272].
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2.3.2. Genetik
Beim Prostatakarzinom findet man eher einen Verlust von DNA als einen Zugewinn.

Zu Verlusten an Erbinformation kommt es vor allem bei den Chromosomen 6q, 7q,
8p, 10q, 13q, 169, 17 und 18q [149].

Uber potentielle Onkogene gibt es erst wenige Informationen. In einem Teil der Pros-
tatakarzinome findet sich eine vermehrte Expression der Proteine cellular myelocy-
tomatosis oncogene (c-myc), rat sarcoma (Ras) oder B-cell ymphoma 2 (Bcl-2).
AulBerdem finden sich auch epigenetische Veranderungen durch Hyper- und Hypo-
methylierungen der DNA [250].

Eine familiare Haufung des Prostatakarzinoms wurde wiederholt beschrieben. Woolf
stellte 1960 fest, dass Verwandte von Prostatakarzinompatienten dreimal haufiger als
normal erkranken, bei Brudern von Prostatakarzinompatienten besteht ein vierfaches
Risiko im Vergleich zur Normalbevolkerung [336].

Insgesamt machen die Falle des hereditaren Prostatakarzinoms 9 % aller Prostata-
karzinome aus. Bei Erkrankten unter 50 Jahren sind es 43 % der Falle [39].

Zurzeit geht man von einer autosomal dominant vererbten Variante, bei der das
Prostatakarzinom frihzeitig auftritt und einer X-chromosomal rezessiv vererbten Va-
riante aus, bei der das Prostatakarzinom in hdherem Lebensalter auftritt [58].
Folgende Genloci auf verschiedenen Chromosomen, die in Beziehung zum heredita-
ren Prostatakarzinom stehen, wurden unter anderem in der Literatur beschrieben
[162]: hereditary prostate cancer 1/ Ribonuclease L (HPC1/RNASEL) 1924-25, e-
rythropoetin producing hepatocellular carcinoma cell line receptor 2 (EPHB2) 1p35—
36, predisposing for prostate cancer (PCAP) 1q42—-43, hereditary prostate cancer 2
lelaC homolog 2 (HPC2/ELAC2) 17911, hereditary prostate cancer 20 (HPCZ20)
20913, macrophage scavenger receptor 1 (MSR1) 8p22-23 und hereditary prostate
cancer X-linked (HPCX) Xq27-28. Vor allem bei RNASEL, ELAC2 und MSR1 gibt es
viele Hinweise auf eine wichtige Rolle bei der Entstehung eines hereditaren Prosta-

takarzinoms [279].

2.3.3. Ernahrung
Die Bedeutung von Ernahrung und Lebensstil bei der Pathogenese des Prostatakar-

zinoms zeigte sich in einer Studie an in die USA emigrierten Japanern, deren Prosta-
takarzinominzidenz aufgrund der Adaption an den amerikanischen Lebensstils, vor

allem in Bezug auf Essgewohnheiten, stark anstieg [273].
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Die Gesamtmenge an aufgenommener Energie ist ein Risikofaktor fur die Entstehung
und Progression des Prostatakarzinoms, wahrend eine erhéhte Aufnahme von gesat-
tigten und a-Linolenfettsauren ein Risikofaktor fur die Progression, nicht aber das
Entstehen eines Prostatakarzinoms ist [166].

Protektive Wirkung in Bezug auf Entstehung und Progression eines Prostatakarzi-
noms haben Lycopene aus Tomaten und andere Karotinoide, Vitamin E, Selen, So-
jabohnen, Vitamin D und die Omega-3-Fettsauren aus Fisch [44].

Erhdhte Milch- und Calcium- und Zinkaufnahme sowie gesteigerter Verzehr von ro-

tem Fleisch erhohen das Risiko, an einem Prostatakarzinom zu erkranken [44].

2.3.4. Hormonelle Ursachen
Androgene spielen eine wichtige Rolle bei der Pathogenese des Prostatakarzinoms.

Prapuberal kastrierte Manner bzw. Manner ohne ausreichende testikulare Funktion
entwickeln kein Prostatakarzinom [212]. Auch der hohere Testosteronspiegel in afro-
amerikanischen Mannern und deren hohere Prostatakarzinominzidenz deuten auf
einen solchen Zusammenhang hin [272]. Dasselbe gilt fur ein erhdhtes Karzinomrisi-
ko bei Mannern mit Glatze [116].

Es ist nicht sicher, ob auch die Vasektomie [100] [254]. und die benigne Prostatahy-

perplasie (BPH) [281] einen Risikofaktor fur das Prostatakarzinom darstellen

2.4. Pravention des Prostatakarzinoms
Zur primaren Pravention des Prostatakarzinoms gehdéren MalRnahmen, die das Auf-

treten des Prostatakarzinoms verhindern.

Hierzu gehoren einerseits diatetische Mallnahmen wie die unter dem Punkt Risiko-
faktoren erwahnte Reduktion der aufgenommenen Nahrungsmenge und eine Verrin-
gerung von Fleisch- und Milchkonsum sowie vermehrte Aufnahme von Vitamin D und
E, Karotinoiden und Selen, um einige nochmals zu erwahnen.

Die Chemopravention des Prostatakarzinoms mit dem 5a-Reductasehemmer Fi-
nasterid hat in der Prostate Cancer Prevention Trial Studie zwar zur Verringerung der
Prostatakarzinominzidenz geflhrt, aber auch zu Nebenwirkungen wie sexuellen
Funktionsstérungen und einer hdheren Inzidenz niedrig differenzierter Karzinome
[304].

Zur sekundaren Pravention gehdoren MalRnahmen, um das Prostatakarzinom in ei-
nem moglichst frihen Stadium zu entdecken. Hierzu gehdren Malnahmen des

Screenings und der Friherkennung. Hierzu sei auf den Punkt 2.6.2. verwiesen.
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Die tertiare Pravention schlie3t Mallnahmen zur Senkung der Rezidivhaufigkeit und
RehabilitationsmalRnahmen zur Verringerung der negativen psychischen und somati-
schen Folgen einer Krankheit ein. Auf das Prostatakarzinom bezogen gehoren hierzu
MalRnahmen wie weitere regelmaflige PSA-Kontrollen nach erfolgter Therapie sowie
beim metastasierten Prostatakarzinom angewendete palliative Verfahren zur Verrin-
gerung von Schmerzen, z. B. Knochenschmerzen durch Metastasen in den Wirbel-
korpern oder durch den Tumor verursachte andere Einschrankungen wie z. B. eine

Blasenhalsobstruktion.

2.5. Pathologie des Prostatakarzinoms
Makroskopisch imponiert das Prostatakarzinom als durch desmoplastische Stroma-

reaktionen derbe, graugelbe multifokale Herde, die in der Mehrzahl in der peripheren
Zone der Prostata lokalisiert sind. Tumore der Transitionalzone sind meist besser
differenziert. 70 % der klinisch als einseitig diagnostizierten Prostatakarzinome sind
pathologisch bilateral, wobei die Nebenkarzinome meist klein und gut differenziert
sind [206].

Die verschiedenen histologischen Untertypen des Adenokarzinoms der Prostata
wurden schon bei der Erlauterung der verschiedenen Arten von Prostatakarzinomen
erwahnt.

Lokal breitet sich der Tumor Uber die Kapsel vor allem durch Invasion der Perineural-
scheiden - dem Weg des geringsten Widerstands - aus, was keine Prognosever-
schlechterung darstellt. Im Gegensatz dazu ist eine Invasion der muskularen Wand
der Samenblasen Uber das umliegende Weichgewebe oder direkt Uber die Ductus
gfaculatorii, in seltenen Fallen auch als Fernmetastase, prognoseverschlechternd
[225].

Die TumorgrofRe korreliert mit der Ausbreitung des Tumors, so ist bei einer Tumor-
groRe von weniger als 0,5 cm? eine lokale Ausbreitung und bei einer GréRe unter 4
cm? eine Lymphknotenmetastasierung selten zu erwarten.

Die Metastasierung erfolgt lymphogen in pelvine oder retroperitoneale Lymphknoten.
Organmetastasen sind am haufigsten in Knochen und Lunge, 90 % der Knochenme-
tastasen sind vom osteoblastischen Typ. AuRerdem finden sich Metastasen in Blase,
Leber, Nebennieren sowie den Hoden. Die Metastasen sind typischerweise multiple

kleine Knoten oder diffuse lymphatische Infiltrate [206].
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2.5.1. Pramaligne Lasionen der Prostata
Hierzu zahlen die prostatische intraepitheliale Neoplasie (PIN) und die atypische a-

denomatése Hyperplasie (AAH).

Der Begriff PIN ersetzt Begriffe wie Atypie oder Dysplasie. Die PIN ist gekennzeich-
net als intraazinare Proliferation sekretorischer Zellen mit Kernanaplasie. Die PIN gilt
als wahrscheinlichster Vorlaufer des Prostatakarzinoms [210].

Es wird zwischen niedriggradiger und hochgradiger PIN unterschieden, nur die hoch-
gradige PIN wird als Karzinomvorlaufer klassifiziert [29].

Bei der niedriggradigen PIN sind die Zellen unregelmaliger als in benignen Epithe-
lien, sie liegen gehauft, das Epithel ist insgesamt verbreitert und die Zellen haben
unterschiedlich gro3e Kerne. Zum Teil finden sich hyperchromatische Kerne oder
Nucleoli.

Die hochgradige PIN zeigt eine ahnliche Morphologie, die Zellkerne sind insgesamt
groler, es finden sich vermehrt prominente Nucleoli. Es werden vier morphologische
Muster unterschieden: buschelartig, mikropapillar, kribriform und flach. Mit fortschrei-
tender PIN wird die Basalzellschicht durchbrochen, die Basalmembran bleibt intakt.
Die PIN findet sich wie das Karzinom vor allem in der peripheren Zone der Prostata.
Die Verteilung ist ebenso multifokal.

Als ein mdglicher Vorlaufer der PIN wird die proliferative inflammatorische Atrophie
der Prostata diskutiert [63].

Die AAH zeigt Veranderungen der Drusenstruktur ohne gleichzeitige zytologische
Veranderungen der Drisenzellen [200]. Die AAH ist mit dem Transitionalzellkarzinom
der Prostata und der BPH assoziiert [205].

2.5.2. Differenzierung mithilfe des Gleason-Scores
Kennzeichnend fir das Prostatakarzinom ist seine Multifokalitat. Um diesem Punkt

auch im Grading gerecht zu werden, entwickelte Donald Gleason in den 60er Jahren
des letzten Jahrhunderts das nach ihm benannte Gradingsystem, das sich schlielich
weltweit durchgesetzt hat [95]. In diesem System werden die Muster der Drisenar-
chitektur ohne Berlcksichtigung zytologischer Merkmale beurteilt und in funf Grund-
muster eingeteilt [94].

Der Gleason-Score ergibt sich aus der Summe der beiden am haufigsten anzutref-
fenden Differenzierungsgrade. Findet sich nur eine Drisenform, so wird diese dop-

pelt gezahlt. Hieraus ergibt sich ein méglicher Gleason-Score zwischen 2 und 10.
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Muster Driisenform DriisengroRe Driisenabstand Herdgrenze Stromainvasion
1 einzeln, rund mittel dicht gepackt scharf minimal
2 einzeln, gerundet, vari- | mittel <1 Drisendurchmes- | weniger mild
abler als in 1 ser voneinander ent- | scharf
fernt
3 einzeln, unregelmagig klein, mittel, gro® | >1 Drisendurchmes- | schwer er- | maBig
oder ser voneinander ent- | kennbar
papillares oder kribri- | mittel oder grof fernt
formes Epithel rundliche Massen mit | schwer er- | ausgedehnt
glattem scharfen Rand | kennbar
4 verschmolzene glandu- | klein verschmolzen unscharf ausgedehnt
lare Herde oder ,hyper- infiltrierend
nephroid*
5 winzige Drisen oder | klein anaplastische Epi- | unscharf sehr stark
Siegelringzellen thelmassen infiltrierend
oder
kleine Lumina in soli- | klein rundliche Massen und | schwer er- | ausgedehnt
dem Epithel, zentrale Strange mit glatten | kennbar
Nekrose scharfen Randern

Tabelle 1: Beschreibung der Driisenmuster nach D. F. Gleason

Der Gleason-Score ist ein wichtiger Prognosefaktor, vor allem fur das Fortschreiten
der Erkrankung [75].

Karzinome mit einem Gleason-Score zwischen 2 und 4 sind selten und machen nur
2 % aller Karzinome aus. Sie sind vor allem in der Transitionalzone lokalisiert.

Am haufigsten findet man Karzinome mit einem Gleason-Score von 6 oder 7. Da
Tumore mit einem Gleason-Score von 7 eine wesentlich schlechtere Prognose als
Tumore mit einem Gleason-Score 6 haben, ist es wichtig, auch kleinere Tumoren mit
einem Gleasongrad 4 zu identifizieren. Es hat sich auch gezeigt, dass ein Gleason-
muster 4+3 eine schlechtere Prognose hat als ein Gleasonmuster 3+4 [260].

Einen Gleason-Score zwischen 8 und 10 findet man in 10 % aller Tumore, meistens
ist der Gleason-Score dabei 8. Karzinome mit einem hohen Gleason-Score sind ge-
nerell aggressiver und zeigen vermehrt ein extraprostatisches Wachstum sowie Tu-
morauslaufer Uber die Schnittrander hinaus.

Nach einer neoadjuvanten Therapie vor der Operation kann die Drusenarchitektur
des Karzinoms so verandert sein, dass der Gleason-Score nicht mehr bestimmt wer-
den kann [108].

Falls als dritthaufigstes Drisenmuster das Muster 5 auftaucht, sollte dies auch im
pathologischen Bericht erwahnt werden, da diese Karzinome eine schlechtere Prog-
nose haben. Dies gilt auch fir Tumore mit einem Gleason-Score von 5, bei denen als
dritthaufigstes Muster das Muster 4 auftaucht [74].

2002 wurde der Gleason-Score auch in das histopathologische Grading der TNM-

Klassifikation aufgenommen.
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2.5.3. TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms
Das TNM-System zur Beschreibung der anatomischen Ausdehnung des Tumors be-

ruht auf drei Komponenten [333]:

T: Ausdehnung des Primartumors

N: Fehlen oder Vorhandensein und Ausdehnung von regionaren Lymphknotenmetas-
tasen

M: Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen

Es wird zwischen klinischer und pathologischer (T bzw. pT) Klassifikation unterschie-
den.

Die hier verwendete TNM-Klassifikation beruht auf der 2002 von der International
Union against cancer (UICC) herausgegebenen 6. Auflage der TNM-Klassifikation.
Die Klassifikation gilt nur fiir Adenokarzinome. Ubergangszellkarzinome werden bei

den Tumoren der Urethra mitklassifiziert [334].

T-Primartumor

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fur Primartumor

T Klinisch nicht erkennbarer Tumor, der weder tastbar noch in bildgebenden Verfahren sichtbar ist
T1a Tumor als zufélliger histologischer Befund (,incidental carcinoma®) in 5% oder weniger des rese-

zierten Gewebes

T1b Tumor als zufélliger histologischer Befund (,incidental carcinoma®) in mehr als 5% des resezier-

ten Gewebes

T1c Tumor durch Nadelbiopsie diagnostiziert (z. B. wegen erh6htem PSA)

T2 Tumor begrenzt auf Prostata (ein Tumor, der durch Nadelbiopsie in einem oder beiden Lappen
gefunden wird, aber weder tastbar noch in bildgebenden Verfahren sichtbar ist, wird als T1c

klassifiziert.)

T2a Tumor befallt die Halfte eines Lappens oder weniger

T2b Tumor befallt mehr als die Halfte eines Lappens

T2c Tumor in beiden Lappen

T3 Tumor durchbricht die Prostatakapsel (Invasion in den Apex der Prostata oder in die Prostata-

kapsel (aber nicht dartiber hinaus) wird als T2 (nicht T3) klassifiziert.)

T3a Extrakapsulare Ausbreitung (einseitig oder beidseitig)

T3b Tumor infiltriert Samenblase(n)

T4 Tumor ist fixiert oder infiltriert andere benachbarte Strukturen als Samenblasen, z.B. Blasenhals,

Sphinkter externus, Rektum und/oder Levatormuskel und/oder ist an Beckenwand fixiert.

N-Regiondre Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Regionare Lymphknotenmetastasen vorhanden
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M-Fernmetastasen

MX Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen vorhanden

M1a Nicht-regionale Lymphknoten

M1b Knochenmetastasen

M1c Fernmetastasen an anderen Stellen

Tabelle 2: TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms

pTN: Pathologische Klassifikation

Die pT- und pN-Kategorien entsprechen den T- und N-Kategorien. Eine pT1-
Kategorie existiert nicht, da die Definition von T1 nicht auf die pathologische Klassifi-
kation Ubertragbar ist.

Der Begriff ,extraprostatische Ausbreitung“ hat Termini wie Kapselinvasion, Kapsel-
penetration oder Kapselperforation ersetzt, da die Prostata keine anatomisch defi-
nierbare Kapsel hat [75].

Die extraprostatische Ausbreitung kann folgendermalien beschrieben werden: Aus-
breitung in das periprostatische Fettgewebe bzw. lockeres Bindegewebe, Perineural-
scheideninvasion in gréf3eren neurovaskularen Blndeln oder Tumormassen aul3er-
halb den normalen Prostatagrenzen mit desmoplastischer Reaktion.

Grading und Staging des Prostatakarzinoms nach der TNM-Klassifikation:

G-histopathologisches Grading

GX kein Grading moglich

G1 gut differenziertes Karzinom (Gleason 2-4)

G2 mafiggradig differenziertes Karzinom (Gleason 5-6)

G3-4 gering differenziertes / undifferenziertes Karzinom (Gleason 7-10)

Staging des Prostatakarzinoms

Stage | T1a NO MO G1

Stage Il | T1a NO MO G2,3-4
T1b,c NO MO Beliebiges G
T, T2 NO MO Beliebiges G

Stage lll | T3 NO MO Beliebiges G

Stage IV | T4 NO MO Beliebiges G
beliebiges T N1 MO Beliebiges G
beliebiges T Bel. N M1 Beliebiges G

Tabelle 3: Grading und Staging des Prostatakarzinoms
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Positive Schnittrander (R1-Status) sind definiert durch Ausbreitung des Tumors bis
an den mit Tusche markierten Absetzungsrand des Prostatektomiepraparats. Am
haufigsten sind positive Schnittrander am Apex prostatae und den posterioren und
posterolateralen Anteilen der Prostata zu finden [35].

Sie konnen als Artefakte bei Behandlung der Prostata wahrend der Operation oder
der histopathologischen Aufbereitung, durch Kapselinvasion oder durch nicht rese-
zierbare extraprostatische Ausbreitung entstehen. Sie sind ein verschlechternder

Prognosefaktor.

2.6. Kiinik, Friherkennung, Diagnostik und Staging des Prostatakar-
zinoms

2.6.1. Symptomatik

Da ca. 70 % der Prostatakarzinome im peripheren Teil der Prostata lokalisiert sind,
sind Symptome vor dem lokalen Fortschreiten des Tumors selten, was die Bedeu-
tung eines Prostatakarzinomscreenings veranschaulicht. Andererseits haben mehr
als 50 % der uber funfzigjahrigen Manner Beschwerden aus dem Formenkreis des
Prostatismus/vegetativen Urogenitalsyndroms [220].

Es kann zu obstruktiven und irritativen Miktionsbeschwerden durch eine Infiltration
des Blasenhalses und/oder der Urethra sowie Hamatospermie und/oder verminder-
tem Ejakulatsvolumen durch Infiltration der Ductus ejaculatorii sowie der Samenbla-
sen kommen. Eine Tumorinfiltration in die GefalRnervenstrange kann zur Impotenz
fuhren. Metastasen im Knochen oder dem Knochenmark kénnen Symptome in Form
von Knochenschmerzen und Anamie verursachen. Lymphodeme der unteren Extre-
mitat sind bei Befall der pelvinen Lymphknoten moglich. Bei der seltenen lymphati-
schen Ausbreitung und konsekutiver maligner retroperitonealer Fibrosierung kann es
zu Ureterobstruktionen kommen. Selten anzutreffen sind paraneoplastische Syndro-

me wie ektope Hormonproduktion und disseminierte intravasale Gerinnung.

2.6.2. Friherkennung und Screening
Die Fruherkennung des Prostatakarzinoms hat die individuelle Diagnose des Prosta-

takarzinoms zu einem moglichst fruhen Zeitpunkt zur Erhéhung der Heilungschancen

als Ziel. Gesetzlich vorgesehen hierfur ist in Deutschland die digitale rektale Untersu-

chung (DRU).

Das Screening ist eine breit angelegte Untersuchung asymptomatischer Bevolke-

rungsgruppen. Als Methode wird die Bestimmung des PSA-Serumspiegels ange-
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wandt. Das Screening zur Prostatakarzinomfriherkennung wird kontrovers diskutiert,
da man einen eventuellen Nutzen mit den Nachteilen der Uberdiagnostizierung und
Uberbehandlung mit dadurch verursachten vermehrt auftretenden Komplikationen
und hoheren Kosten fur das Gesundheitssystem abwiegen muss. Dies zeigt auch die
Diskussion zwischen Catalona [40] und Hoffman [124] zur Fragenstellung, ab wann
und bis zu welchem Lebensalter ein Screening durchgefiihrt werden soll, sowie wel-
chen PSA-Grenzwert man setzten soll. In Europa ist der mortalitatssenkende Effekt

des Screenings nicht nachgewiesen [193].

2.6.2.1. Digitale rektale Untersuchung
Die DRU ist das schonendste und billigste Untersuchungsverfahren zur Prostatakar-

zinomdiagnose und wird seit 1940 eingesetzt [348]. Beurteilt werden Grole, Form,
Abgrenzbarkeit, Druckschmerz, Konsistenz, Knoten, Verhartungen und eventuell
vorhandene Fluktuationen (Flissigkeitsbewegungen) der Prostata.

Karzinome ab einem Volumen von 0,2 cm® kénnen durch die DRU entdeckt werden,
Uber 50 % der durch die DRU diagnostizierten Karzinome sind schon lokal fortge-
schritten [231].

Durch die Lage bei der Untersuchung und die Erfahrung des Untersuchenden ist das
Ergebnis der DRU sehr subjektiv. Falsch positive Befunde ergeben sich durch eine
BPH, Granulome, Verkalkungen und Zysten. Falsch negative Befunde kénnen neben
der Subjektivitdt des Untersuchenden auch eine Folge der Tumorlokalisation, der
Prostatagrofe oder der Tumordichte sein [32].

Ein positiver DRU-Befund ist eine Indikation zur Stanzbiopsie.

Da nur ca. 1 % der Prostatakarzinome durch Screening mit DRU allein entdeckt wer-
den [32], sollte sie immer in Verbund mit anderen diagnostischen Verfahren wie der

PSA-Bestimmung oder dem TRUS eingesetzt werden [41].

2.6.2.2. PSA-Serumspiegel
Die Funktion von PSA wird unter dem Punkt Proteine genauer erlautert.

Bei der Bestimmung des PSA-Werts wird immer der Serumspiegel des PSA gemes-
sen, der bis zu tausendfach unter dem PSA-Spiegel des Ejakulats liegen kann.

Auler durch ein Karzinom kann der PSA-Serumwert durch andere Erkrankungen der
Prostata wie die BPH oder Prostatitis sowie durch Stanzbiopsien, Prostatamassage

oder auch postkoital erhdht sein. Nach einer Androgenentzugs- oder Strahlenthera-
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pie ist der PSA-Wert erniedrigt, ebenso wie nach der Einnahme von a-Reductase-
Hemmern wie Finasterid, die zur Behandlung der BPH eingesetzt werden.

Mit Zuhilfenahme der PSA-Bestimmung steigt die Prostatakarzinomerkennung im
Vergleich zur alleinigen DRU um 81 % [41]. Zur Diagnostik wird deshalb eine Kombi-
nation aus PSA-Wert und DRU angewandt.

Die Frage des PSA Grenzwerts, ab dem die Indikation fir eine Biopsie gestellt ist,
wird noch diskutiert. Die Werte schwanken zwischen 2,5 und 4 ng/ml [234].
PSA-Werte zwischen 4 und 10 ng/ml bleiben wegen der hohen Pravalenz der BPH in
Bezug auf eine ausreichende Spezifitat und Sensitivitat der Diagnostik problematisch
[289], weswegen zusatzlich folgende Parameter in Betracht gezogen werden kon-
nen:

Die altersspezifischen Grenzwerte fur den PSA-Wert liegen bei 3,5 ng/ml bei Man-
nern unter 60 Jahren, 4,5 ng/ml bei Mannern zwischen 60 und 69 Jahren und 6,5
ng/ml bei Mannern zwischen 70 und 79 Jahren [224].

Die Bestimmung der PSA-Dichte (Quotient PSA-Serumspiegel in ng/ml / Prostatavo-
lumen in ml), des PSA-Quotienten (Quotient freies PSA / komplexiertes PSA) und der
PSA-Velocity (PSA-Serumspiegelzunahme pro Jahr) sind weitere Parameter der
PSA-Diagnostik.

Neben der Diagnostik des noch nicht bekannten Prostatakarzinoms ist der PSA-Wert
auch ein wertvoller Parameter der Nachsorge- und Verlaufsuntersuchung sowie der

Prognosebeurteilung eines klinisch manifesten Prostatakarzinoms.

2.6.2.3. Bildgebung
Der transrektaler Ultraschall (TRUS) wird mit endorektalen 4- bis 8-MHz-Sonden

durchgefuhrt [349]. Das normale Prostatagewebe erscheint isodens, die Zonen der
Prostata sowie die Samenblasen sind gut darstellbar, auch die Grol3e der Prostata
kann beurteilt werden.

Hypodense Lasionen sind karzinomverdachtig. Karzinome kdénnen im TRUS jedoch
auch isodens erscheinen, manche Autoren beschreiben, dass bis zu 56 % der Karzi-
nome in im TRUS unverdachtigen Regionen gefunden werden [72].

Der TRUS ist keine Methode der Wahl zur Friherkennung des Prostatakarzinoms,
da die sonographischen Veranderungen wenig spezifisch flir das Prostatakarzinom
sind und wird deshalb meist zur systematischen Stanzbiopsie und zur Volumenbe-

stimmung fur die PSA-Dichte genutzt.
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Die Computertomographie hat aufgrund des geringen Weichteilkontrasts bei der Di-
agnose und dem Staging des Prostatakarzinoms keine Bedeutung [349]. Sie wird
aber im Rahmen der Strahlentherapie zur Therapieplanung eingesetzt.

Die Magnetresonanztomographie mit Zusatz einer Endorektalspule kann zur detail-
lierten Darstellung der zonalen Anatomie der Prostata bei T2-Gewichtung genutzt
werden. In der peripheren Zone lasst sich das Prostatakarzinom als signalarmeres
(dunkleres) Areal von der signalreicheren (helleren) gesunden Aul3enzone der Pros-
tata abgrenzen. Karzinome der zentralen Zone sowie diffus wachsende periphere
Karzinome sind schwer darstellbar. Aus diesem Grund ist die Magnetresonanztomo-
graphie nicht als Screeningverfahren geeignet. Trotzdem kann sie zur additiven Dia-
gnostik im Rahmen des lokalen Staging zum Einsatz kommen [73].

Im Rahmen des Lymphknotenstaging wurde sowohl fur die Magnetresonanztomo-
graphie als auch fur die Computertomographie nur eine geringe Sensitivitat nachge-
wiesen [129].

Die Positronenemissionstomographie spielt zurzeit noch keine Rolle bei der Erstdi-
agnose des Prostatakarzinoms [142]. Beim Staging und der Metastasensuche kon-
nen '®F-Fluorodesoxyglucose, '"C-Acetat und ''C-Cholin angewendet werden. Da
Tumore einen hoheren Glucosebedarf haben als benignes Gewebe, reichert sich
dort "®F-Fluorodesoxyglucose vermehrt an. In Bezug auf Prostatakarzinome gilt dies
besonders fiir niedrig differenzierte aggressive Tumore [275]. 'C-Acetat ist besser
fiir das Auffinden von Lymphknotenmetastasen geeignet [228]. Der Vorteil von ''C-
Cholin liegt in der sehr tumorspezifischen Aufnahme und der geringen renalen Exkre-
tion (keine Uberlagerungen durch harnableitende Strukturen im kleinen Becken). Au-
Rerdem wird es zur Rezidivdiagnostik eingesetzt [219]. Zur Anwendung anderer Tra-
cer wie Methionin und "®F-DHT liegen noch nicht geniigend Daten vor.

Die Skelettszintigraphie ist die sensitivste Nachweismethode fiur Skelettmetastasen

des Prostatakarzinoms.

2.6.2.4. Stanzbiopsie
Die Indikation zur Stanzbiopsie ist ein positiver DRU-Befund oder ein erhohter PSA-

Wert.

1989 berichteten Hodge et al. als erste, dass die standardisierte Sextantenbiopsie
der Biopsie von im TRUS hypodensen Lasionen Uberlegen ist [123], in einer Studie
mit Uber 2000 Probanden wurde nur bei 31 % ein Karzinom in hypodensen Regionen

gefunden wurde [203].
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Standardmafig wird sie als TRUS-gesteuerte systematische transrektale Mehrfach-
biopsie als ambulanter Eingriff durchgeflihrt. Die perineale Stanzbiopsie ist bei Pati-
enten mit Rektumamputation indiziert. Transperineale Biopsien unter digital-rektaler
Kontrolle sind nur noch bei ausgepragtem Tastbefund und Verdacht auf lokale oder
systemische Ausbreitung des Tumors indiziert.

Der Standard ist die Sextantenbiopsie, wobei auf jeder Seite parasagittal aus Basis,
Mittelzone und apikaler Region jeweils eine Stanze entnommen wird. Dieses Schema
kann durch zentrale (aus der Transitionalzone) oder laterale (aus der auf3eren peri-
pheren Zone) Zusatzbiopsien erganzt werden, da das Prostatakarzinom meist in der
peripheren Zone lokalisiert ist [14].

Der Gleason-Score der Biopsie ist ein wichtiger Prognosefaktor, auch wenn er oft

nicht mit dem Gleason-Score des Prostatakarzinoms Ubereinstimmt [221].

2.6.2.5. Staginglymphadenektomie
Die pelvine Lymphadenektomie liefert einen wichtigen Beitrag zur Feststellung der

Tumordiagnose und der Langzeitprognose.

Bezuglich der Fiunfjahresiberlebensrate von Patienten mit befallenen Lymphknoten
konnte gezeigt werden, dass die Prognose von Patienten mit befallenen Lymphkno-
ten schlechter ist als bei Patienten ohne befallene Lymphknoten [83].

Es kann eine limitierte (Bereich der Vasa iliaca externa und Obturatorgrube) und eine
ausgedehnte Lymphadenektomie (zusatzlich Bereich der Vasa iliaca interna und
prasakrale Region) vorgenommen werden. Ein Entfernen von 20 Lymphknoten kann
als reprasentative Lymphadenektomie gelten [328]. In mehreren Studien fanden sich
bei der ausgedehnten Lymphadenektomie im Vergleich zur limitierten Variante we-
sentlich mehr Patienten mit positiven Lymphknoten [294] [117].

Die Komplikationsrate schwankt zwischen 4 und 50 % [180].

Die Frage, wann die Indikation zu einer ausgedehnten Lymphadenektomie soll, wird
noch diskutiert. Es hat sich aber gezeigt, dass auch Patienten aus der ,Jow-Risk-
Gruppe® (T1c - T2a, PSA < 10 ng/ml, Gleason-Score < 6) schon befallene Lymph-
knoten haben konnen [37].

Eine weitere Mdglichkeit ist das Sentinellymphknotenkonzept. Mit Hilfe dieser Tech-
nik konnten auch Metastasen aul3erhalb des Gebiets der limitierten Lymphadenek-

tomie entdeckt werden [326].
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2.6.3. Stadiendiagnostik (Staging) des Prostatakarzinoms
Zum Klinischen Staging gehdéren die DRU, die PSA-Bestimmung sowie der Gleason-

Score der Biopsie und evt. das Ergebnis der Skelettszintigraphie.

Zum pathologischen Staging gehort die Beurteilung des Prostatektomiepraparats
sowie des Ergebnisses der Lymphadenektomie.

Zu den pathologischen prognoseverschlechternden Faktoren gehdren organuber-
schreitendes und extraprostatisches Wachstum, Befall der Samenblasen sowie Be-
fall der pelvinen Lymphknoten und positive Schnittrander. AuRerdem mussen der
Differenzierungsgrad (Gleason-Score von Biopsie und Prostatektomiepraparat) sowie

die Beurteilung der Schnittrander in die Prognose mit einflieRen [221].

2.7. Therapie des lokal begrenzten Prostatakarzinoms
Das lokal begrenzte Prostatakarzinom umfasst die Stadien T1 und T2.

Faktoren bei der Therapieentscheidung sind die verbleibende Lebenserwartung, die
Komorbiditat und Prognosefaktoren des Prostatakarzinoms.

FUr den Vergleich der verschiedenen Therapieformen wird die Wahrscheinlichkeit
eines biochemischen Rezidivs untersucht. Hier werden drei Kategorien unterschie-
den [61]:

low risk: T1c - T2a, PSA < 10 ng/ml, Gleason-Score < 6
intermediate-risk :-T2b oder PSA 10 — 20 ng/ml oder Gleason-Score 7
high risk: T2c - T3a oder PSA > 20 ng/ml oder Gleason-Score 8 — 10

Die Flnfjahres-PSA-rezidivfreie Uberlebenszeit betragt 85 % fir low-risk, 50 % fur
intermediate-risk und 33% fur high-risk-Tumoren. Bei low-risk-Tumoren sind alle Ver-
fahren gemessen am PSA-rezidivfreien Uberleben gleichwertig, bei intermediate-risk-
und high-risk-Tumoren werden durch die Radikaloperation bessere Ergebnisse er-

zielt.

2.7.1. Chirurgische Therapie
Eine radikale Prostatektomie ist das Standardverfahren des lokal begrenzten Prosta-

takarzinoms bei Patienten mit einer Lebenserwartung von mindestens zehn Jahren,
bei denen eine Operation keine Kontraindikation darstellt. Die 10-Jahres-Rate fur
rezidivfreies Uberleben liegt in neueren Studien bei ca. 75 % [291].

Sie kann auf mehrere verschiedene Arten durchgefuhrt werden:
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Die radikale retropubische Prostatektomie [223] mit pelviner Lymphadenektomie ist
das Standardverfahren.

Die perineale Prostatektomie [251] fuhrt zu gleichen Ergebnissen wie die retropubi-
sche Prostatektomie, die pelvine Lymphadenektomie kann jedoch nicht gleichzeitig
durchgefuhrt werden.

Die laparoskopische radikale Prostatektomie [5] zeichnet sich durch eine bessere
optische Sicht, einen geringeren Blutverlust und eine raschere Rekonvaleszenz aus,
fuhrt aber zu langeren Operationszeiten, hoheren Kosten und schlechterer Potenzer-
haltung.

Die Anwendung einer neoadjuvanten Androgenentzugstherapie flr drei Monate vor
der Operation ist moglich. Sie wird unter einem eigenen Punkt dargestellt.

Die Komplikationen konnen wie folgt unterteilt werden:

Zu den intraoperativen Komplikationen gehdren Blutverlust, Rektumverletzungen,
Verletzungen der Urethra und des Nervus obturatorius. Perioperativ kann es zu
Thrombembolien, Schmerzen sowie zu Lymphozelen kommen. Spater kénnen sich
eine Inkontinenz, Impotenz oder auch eine Blasenhalsstriktur entwickeln.

Die erektile Dysfunktion kann durch Schonung des Gefallnervenstrangs nach der
Technik von Walsh [323] in Uber 70 % der Falle vermieden werden. Dies hangt so-
wohl von der Erfahrung des Operateurs als auch der notwendigen Radikalitat der
Operation ab.

Bei positiven Schnittrandern (R1-Situation) konnen die Patienten bestrahlt werden,

was ihre Prognose deutlich verbessert [302].

2.7.2. Strahlentherapie
Sie kann in Form der perkutanen Strahlentherapie und als Brachytherapie durchge-

fuhrt werden. Die Beurteilung der Effektivitat der Strahlentherapie wird dadurch er-
schwert, dass kein Lymphknotenstaging und kein pathologisches Staging vorliegen.
Vorteile der Strahlentherapie sind die Vermeidung einer Operation und weniger Ein-
schrankungen durch die Komorbiditat des Patienten. Nachteile sind die Schwierigkeit
in der Verlaufsbeurteilung mittels PSA-Wert und Biopsie sowie Probleme bei einer
Sekundartherapie.

Die perkutane Strahlentherapie kann in konventioneller Technik (Gesamtbecken-
oder Kleinfeldbestrahlung) oder in der konformalen Technik (bildgebungsgestitzte

dreidimensionale Strahlenplanung und —durchfuhrung zur Schonung des die Prostata
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umgebenden Gewebes) mit hochenergetischen Linearbeschleunigern durchgefihrt
werden [351].

Die applizierte Gesamtdosis betragt 70 bis 75 Gy, bei ,intermediate-risk “- und ,high
risk“-Patienten wird die Dosis auf 75 bis 80 Gy gesteigert, hier kdnnen auch die pel-
vinen Lymphknoten mitbestrahlt werden. Meist wird zusammen mit der Strahlenthe-
rapie eine neoadjuvante oder adjuvante Androgenentzugstherapie durchgefinhrt.
Nebenwirkungen umfassen eine Strahlenzystitis, Proktitis und Impotenz.

Bei der Brachytherapie wird radioaktives Material direkt in oder nahe zu den Tumo-
ren appliziert. Dies kann mit der Seed-Implantation [248] oder der After-Loading-
Therapie [194] erfolgen. Seed-Implantationen werden nur bei einem PSA-Wert unter
10 ng/ml, einem Prostatavolumen unter 50 ml und einem Restharn von weniger als
50 ml angewendet.

Der geringen Invasivitat, kurzen Therapiedauer und schnelle Rekonvaleszenz stehen

die hohen Kosten und eine hohe Variabilitat der weiteren Prognose gegenuber.

2.7.3. Kryotherapie
Uber TRUS-gesteuerte Thermosonden werden lokal in die Prostata Temperaturen

von -20°C hervorgerufen. Das Verfahren ist minimalinvasiv und kann bis zu einem
Prostatavolumen von 50 ml angewendet werden. Die Erfahrungen bezuglich rezi-

divfreiem Uberleben und Komplikationen sind noch limitiert [204].

2.7.4. Aufmerksames Abwarten (,,Watchful waiting”)
Dies ist das Konzept der abwartenden Nichtbehandlung eines diagnostizierten Pros-

tatakarzinoms. Es beruht auf der Vorstellung, dass viele lokalisierte Prostatakarzino-
me Klinisch nicht signifikante Prostatakarzinome darstellen, da aufgrund der langsa-
men Progressionszeit des Prostatakarzinoms keine durch den Tumor bedingte Ver-
kiirzung der Uberlebenszeit zu erwarten ist.

Vor allem Patienten mit einer Lebenserwartung von weniger als zehn Jahren und
niedrigem Tumorstadium (T1a), sind fur diese Therapie vorgesehen (,Jow-risk* - Ka-
tegorie). Kontraindikationen fur das ,watchful waiting® sind ,high-risk“ - Patienten und
der Nachweis von Tumorprogression oder Metastasen. Auch Patienten mit fortge-
schrittenem Tumor kdnnen Kandidaten fur das Watchful-Waiting-Konzept sein, wenn
die Folgen der Therapie schwerwiegender als die dadurch erlangten Vorteile sind
[25].

Die Therapie besteht in einer engmaschigen Uberwachung des PSA-Spiegels unter

Berucksichtigung der PSA-Velocity und einer DRU alle sechs Monate sowie eventuell
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weiteren Biopsien der Prostata. Bei Auftreten von Symptomen wird meist eine An-
drogenentzugstherapie angewandt.

Das Watchful-Waiting-Konzept ist umstritten, da viele Studien den positiven Effekt
einer sofortigen Therapie gezeigt haben. Dennoch ist ein Langzeitiberleben ahnlich

dem der Normalbevdlkerung moglich [146].

2.7.5. Neoadjuvante und adjuvante Therapie
Eine neoadjuvante Therapie ist definiert als systemische Therapie, die nach der Di-

agnosestellung und vor der definitiven lokalen Therapie angewandt wird. Die adju-
vante Therapie ist eine systemische Therapie die im Falle der Strahlentherapie
gleichzeitig oder bei einer chirurgischen Therapie nach der Operation angewandt
wird.

Die neoadjuvante Androgenentzugstherapie (NHT) wurde erstmals von Vallett 1944
beschrieben [316] und lebte Ende der 80er Jahre mit der EinfUhrung der medikamen-
tosen Kastration wieder auf.

Die Rationale der NHT ist, dass es durch die Androgenablation zu einer Apoptose
der androgenabhangigen Tumorzellen und dadurch zu einer Verkleinerung des Tu-
mors kommen soll. In Tierstudien wurde eine um bis zu 50 % niedrigere Rezidivrate
und R1-Situation bei mit NHT vorbehandelten Tieren nachgewiesen [98].

Die Anwendung einer meist dreimonatigen Therapie mit GnRH-Antagonisten
und/oder Antiandrogenen fuhrt zu einer deutlichen Senkung des Serum-PSA-Werts,
einer Normalisierung des Serumspiegels der sauren Phosphatase sowie einer Redu-
zierung des Prostatavolumens um 35 bis 50 % [102].

Einige Autoren berichten von weniger Komplikationen bei der Prostatektomie mit ge-
ringerem Blutverlust und kirzerer Operationsdauer. Andere Autoren sprechen dage-
gen von einer schwierigeren Chirurgie aufgrund desmoplastischer Reaktionen des
Tumorgewebes [169], was die Demarkierung der Prostata sowie die potenzerhalten-
de Operationsvariante schwieriger macht.

Neben den schon erwahnten nachteiligen Effekten bei Operationen wird auch die
makroskopische und mikroskopische Anatomie der Prostata beeinflusst [120]. Die
vorbehandelten Prostaten sind kleiner und von weicher, gummiartiger Konsistenz.
Die makroskopische Karzinomdiagnose ist erschwert [13].

Mikroskopisch finden sich Veranderungen in der Zyto- und Histoarchitektur der Kar-
zinome. Es kommt zu einer Schrumpfung der Zellen sowie zu Vakuolisierungen (hell-

zelliges Zytoplasma), Kernpyknose und Verlust der Nucleoli.
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Die Drusen haben ein atrophes Epithel mit dichten kompakten Kernen. In etwa 40%
der Falle scheint das Karzinom von der Therapie unbeeinflusst, vor allem bei Tumo-
ren mit kribriformen Wachstum. Selten kommt es zu einem als Pseudomyxoma ovatrii
beschriebenem Bild [308].

Um zu Uberpriifen, ob eine langere Vorbehandlung von acht Monaten versus drei
Monaten Vorteile bringt, wurden in einer Studie der Canadian Urologic Oncology
Group 549 randomisierte Patienten mit drei- bzw. achtmonatiger NHT untersucht.
Der praoperative PSA-Spiegel sowie die Anzahl positiver Schnittrander waren bei der
Gruppe mit achtmonatiger Therapie signifikant niedriger. Bezlglich eines PSA-
Rezidivs gab es aber nach vier Jahren keinen Unterschied in beiden Gruppen [96].
Es hat sich gezeigt, dass es keine Unterschiede zwischen den Mortalitatsraten vor-
behandelter und nicht vorbehandelter Patienten gibt [60].

In Kombination der NHT mit der Strahlentherapie kann die progressionsfreie Zeit so-
wie das Gesamtuberleben bei Tumoren in den Stadien T3 und N1 verlangert werden.
Hier kann die NHT neben der vor der Strahlentherapie durchgefihrten neoadjuvan-
ten Variante auch begleitend zur Strahlentherapie als adjuvante Variante angewandt
werden [27].

2.7.6. Therapie bei PSA-Rezidiv nach einer radikalen Prostatektomie
Nach einer radikalen Prostatektomie sollte der PSA-Spiegel innerhalb von vier Wo-

chen unter die Nachweisgrenze sinken. Das erste Zeichen flr ein Rezidiv ist meist
ein PSA-Anstieg ohne begleitende andere Symptome [232].

Ein PSA-Rezidiv ist definiert als PSA-Wert von 0,2 ng/ml oder gréfl3er, der ansteigt
[232]. Das PSA-Rezidiv kann dem klinischen Rezidiv um 6 bis 8 Jahre vorausgehen,
seine Wahrscheinlichkeit kann mit Hilfe des Kattan-Nomogramms angegeben wer-
den.

Bei einem PSA-Rezidiv muss immer abgeklart werden, ob ein Lokalrezidiv oder eine
Fernmetastase vorliegt.

Therapiemoglichkeiten bei einem Lokalrezidiv sind die Salvage-Strahlentherapie

[292] sowie die Salvage-Prostatektomie [290] nach einer Strahlentherapie.

2.8. Therapie des lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinoms
,Lokal fortgeschritten® bedeutet, dass das Karzinom die Kapsel durchbrochen hat,

aber noch keine Metastasen in regionalen Lymphknoten oder an anderen Stellen

aufgetreten sind.

31



Die Therapie des klinisch lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinoms wird kontrovers
diskutiert. Es handelt sich um ein Mischstadium mit einem erheblichen Anteil an
falsch eingeschatzten T2-Tumoren sowie auch lymphknotenpositiven Tumoren. Die
maoglichen Therapieoptionen beinhalten die radikale Prostatektomie, die Strahlenthe-
rapie , die Hormontherapie sowie das ,Watchful Waiting“.

Ein multimodaler interdisziplinarer Therapieansatz wird angestrebt [332].

2.9. Therapie des metastasierten Prostatakarzinoms
2.9.1. Androgenentzugstherapie

Der Therapieansatz des metastasierten Prostatakarzinoms ist die Androgenentzugs-
therapie.

1941 beschrieben Huggins und Hodges als erste den positiven Effekt einer Androge-
nablation durch chirurgische Kastration bzw. Ostrogene und zeigten damit die An-
drogenabhangigkeit des Prostatakarzinoms [137]. Fur diese Forschungen erhielten
sie 1966 den Nobelpreis fur Medizin.

Die Ansprechrate der Patienten liegt bei 70 bis 80 %. Der Erfolg zeigt durch eine
Verkleinerung von Primartumor und Metastasen, einen gesunkenen PSA-Spiegel
und eine Verringerung der durch den Tumor und seine Metastasen bedingten Kom-
plikationen wie Knochenschmerzen, Blasen- und Urethrastriktur, Anamie und Kache-
xie [152].

Diese Therapie hat nur einen palliativen Charakter, die Zeit bis zur klinischen Pro-
gression des Karzinoms sind im Durchschnitt 14 bis 30 Monate nach Therapiebeginn
[99]. Die Frage, ob die Androgenablation sofort bei Diagnosestellung oder erst bei
Auftreten von klinischen Symptomen begonnen werden soll, ist in vielen Studien un-
tersucht worden. Es zeigte sich, dass eine frihzeitige Therapie sich positiv auf das
Uberleben von lokal fortgeschrittenen noch nicht metastasierten Tumoren sowie jun-
gere Patienten auswirkt [1]. Altere Manner ohne Metastasen profitieren am ehesten
von der verzogerten Therapie [186].

Die Androgenablation kann auf zwei Arten bewerkstelligt werden: chirurgisch und

medikamentos.

2.9.1.1. Chirurgische Androgenablation
Durch die bilaterale Orchidektomie sinkt der Bluttestosteronspiegel in drei bis zwolf

Stunden von 5 mg/l auf 0,5 mg/l. Dies ist die schnellste Form der Absenkung des

Testosteronspiegels [187].
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Es ist auch die gunstigste Methode der Androgenablation [20] und zeichnet sich
durch ihre geringe Morbiditat und keine Compliance-Probleme aus. Auf der anderen
Seite stehen die Irreversibilitat der Methode, die psychische Belastung und organi-
sche Folgen wie Impotenz, Hitzewallungen und eine sich verringernde Knochendich-

te.

2.9.1.2. Medikamentése Androgenablation
Medikamentds kann die Testosteronsynthese der Hoden durch einen Eingriff in das

hypothalamisch-hypophysare System durch GnRH-Rezeptor-Agonisten oder Ostro-
gene eingegriffen werden. AuRerdem kommen Antiandrogene zum Einsatz.

Zu den GnRH-Rezeptor-Agonisten gehoéren Substanzen wie Buserelin, Goserelin,
Leuporelin und Triptorelin.

Durch dauernde Besetzung der GnRH-Rezeptoren durch die Agonisten kommt es
nach einer initialen Steigerung der LH-Ausschuttung zu einer Rezeptordesensibilisie-
rung (Down-Regulation), wodurch kein LH mehr sezerniert wird.

Um die Auswirkungen des initialen Testosteronanstiegs (flare-Phénomen [33]) in den
ersten zwei bis drei Wochen der Therapie zu vermeiden, werden den Patienten kurz
vor Beginn und in den ersten zwei Wochen der Behandlung nichtsteroidale Antian-
drogene verabreicht [327].

GnRH-Rezeptor-Antagonisten wie Cetrorelix und Ganirelix, bei deren Anwendung es
initial nicht zu einem Testosteronanstieg kommt, befinden sich noch in der klinischen
Erprobung [209].

Die Nebenwirkungen der medikamentosen Kastration ahneln denen der chirurgi-
schen Kastration mit Potenz- und Libidoverlust sowie Hitzewallungen. Nach Thera-
pieende sind sie aber reversibel [268].

Ostrogenpraparate wie Diethylstilboestrol senken durch hypothalamische Feedback-
Kontrolle GnRH und damit auch LH und die Testosteronproduktion der Leydigzellen.
Aufgrund der aufgetretenen kardiovaskularen und feminisierenden Nebenwirkungen
werden sie heutzutage nicht mehr in der Androgenentzugstherapie des Prostatakar-
zinoms verwendet [26]. In neueren Studien werden sie transkutan beim hormonre-
fraktaren Prostatakarzinom eingesetzt [62].

Antiandrogene werden in steroidale und nicht-steroidale Antiandrogene aufgeteilt.

Zu den steroidalen Antiandrogenen gehoéren Substanzen wie Cyproteronacetat oder
Chlormadinoacetat. Sie gehoren zu den Gestagenen und wirken, indem sie einer-
seits die LH- und Follikel stimulierendes Hormon (FSH)-Ausschuttung der Hypophyse
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hemmen und andererseits den Androgenrezeptor in den Zellen direkt blockieren
[101]. Die Nebenwirkungen beinhalten neben den cardiovaskularen Problemen Libi-
do- und Potenzverlust sowie Gynakomastie.

Zu den nicht-steroidale Antiandrogenen zahlen Flutamid, Nilutamid und Bicalutamid.
Sie wirken auf zellularer Ebene, indem sie an den Androgenrezeptor binden, aber
seine Aktivierung und Translokation in den Kern verhindern. Dadurch, dass der Tes-
tosteronspiegel nicht beeinflusst wird, kommt es seltener zu Libido- und Potenzsto-
rungen. Haufiger kommt es zu Gynakomastie und Ubelkeit.

Antiandrogene werden zur Verhinderung des ,flare-Phdnomens® zu Beginn einer Be-
handlung mit GnRH-Agonisten sowie bei der maximalen Androgenblockade (MAB)
eingesetzt. Bei der antiandrogenen Monotherapie kommt es zwar selten zu Libido-
und Potenzverlust, die wenigen bisher durchgeflihrten Studien haben aber keine
Uberlegenheit gegeniiber der medikamentdsen Kastration gezeigt [18].
Sonderformen der medikamentésen Androgenablation sind die intermittierende und
die maximale Androgenblockade.

Um auch die Wirkung der von der Nebennierenrinde produzierten Androgene und
deren Wirkung auf das Prostatakarzinom auszuschalten, wurde das Konzept der
MAB entwickelt. Hierzu werden GnRH-Agonisten gemeinsam mit Antiandrogenen
verabreicht. Viele Studien zur Frage, ob die maximale Androgenblockade besser als
chirurgische oder medikamentose Kastration alleine ist, kamen zu dem Ergebnis,
dass aus der maximalen Androgenblockade zwar ein geringer Uberlebensvorteil, a-
ber verbunden mit einer geringeren Lebensqualitat erwachst [2].

Aulerdem wurde hier gehauft ein Antiandrogen-Entzugs-Syndrom beobachtet [150].
Dies manifestiert sich in einem Anstieg des PSA-Spiegels unter Therapie. Hier muss
das Antiandrogen abgesetzt werden.

Nach dem Konzept der intermittierende Androgenablation wird die Therapie nach
Erreichen eines definierten PSA-Serumspiegels von 4,0 ng/ml unterbrochen und erst
nach Uberschreiten des PSA-Spiegels vor Therapie, falls dieser unter 20 ng/ml lag,
ansonsten bei einem PSA-Spiegel uber 20 ng/ml wieder aufgenommen. Die positiven
Effekte sind eine Verringerung der Nebenwirkungen, wie Potenz- und Libidoverlust in
den therapiefreien Phasen sowie potenziell verlangertes Uberleben durch Verzdge-
rung der Entwicklung der Androgenablationsresistenz des Prostatakarzinoms. Die

intermittierende Androgenablation wird derzeit nur in Studien angewandt [24].
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2.9.2. Atiologie des hormonrefraktiren Prostatakarzinoms
Nach zwei bis drei Jahren der Androgenablation entwickelt sich bei fast allen Patien-

ten eine Therapieresistenz, die einer anderen Behandlung bedarf. Dies zeigt sich
durch einen kontinuierlichen PSA-Anstieg unter Androgenablation, wobei hier andere
Ursachen wie mangelnde Compliance sowie das Antiandrogenentzugssyndrom aus-
zuschlief3en sind [267].

Die molekularen und zellularen Mechanismen, die diese Resistenz hervorrufen, sind
Gegenstand der aktuellen Forschung und auch dieser Studie. Sie werden in ver-
schiedene Pfade oder pathways der Entwicklung eines androgenunabhangigen Pros-

tatakarzinoms eingeteilt [77].

2.9.2.1. Der hypersensitive Pfad
Eine Maoglichkeit flr die Prostatakarzinomzelle, die Androgenblockade zu umgehen,

liegt darin, auf die noch vorhandenen sehr niedrigen Androgenspiegel zu reagieren.
Hierfur kann der Androgenrezeptor verstarkt exprimiert werden. Dies geschieht Uber
eine Amplifikation des Androgenrezeptorgens [47]. Diesen Zellen genugt ein um 80%
niedrigerer Androgenspiegel, um weiterhin zu proliferieren.

Eine andere Mdglichkeit ist eine gesteigerte Sensitivitat des Androgenrezeptors. In
LNCaP-Zellen wurden neben einer hdheren Expression des Androgenrezeptors eine
hdhere Stabilitdt und eine vermehrte nukleare Lokalisation des Androgenrezeptors
festgestellt [107].

Aulerdem kénnen vermehrt Androgene, vor allem DHT, von Prostatakarzinomzellen

selbst produziert werden, indem die Aktivitat der 5a-Reductase ansteigt [77].

2.9.2.2. Der wahllose Pfad
Durch Mutationen kann die Spezifitdt des Androgenrezeptors so verandert werden,

das er auch durch andere Steroide aul3er Androgenen sowie Antiandrogene aktiviert
werden kann [271]. Solche Mutationen sind in androgenunabhangigen Karzinomzel-
len sowie bei Patienten mit Antiandrogenentzugssyndrom in 10 bis 30 % zu finden
[301].

2.9.2.3. Der atypische Pfad
Die Aktivierung des Androgenrezeptors kann auch durch Bindung von nichtsteroida-

len Liganden sowie ligandenunabhangig erfolgen.
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Wachstumsfaktoren wie der epidermal growth factor (EGF) und Zytokine wie Inter-
leukin 6 (IL-6) kdnnen den Androgenrezeptor direkt phosphorylieren [59] sowie durch

Veranderungen von Signalwegen androgenrezeptorabhangige Gene aktivieren [91].

2.9.2.4. Der Pfad der Korepressoren und Koaktivatoren
Eine Vielzahl dieser Korepressoren und Koaktivatoren ist entdeckt worden [143]. Sie

fungieren als Vermittler zwischen dem Androgenrezeptor und dem Transkriptionsap-
parat. Stérungen in der Balance zwischen Korepressoren und Koaktivatoren beein-
flussen die Aktivierung des Androgenrezeptors, indem sie die Aktivierung des Andro-
genrezeptors durch alternative Liganden sowie ligandenunabhangig ermdglichen und
den Rezeptor fur die vorhandenen niedrigen Androgenspiegel empfindlich machen
[106].

2.9.2.5. Der Umgehungspfad
Prostatakarzinomzellen konnen die Fahigkeit entwickeln, auch unabhangig vom An-

drogenrezeptor zu uberleben.

Am besten erforscht ist hier der Weg Uber die Mdglichkeit des Eingriffs in den Apop-
tosemechanismus Uber die Hochregulation von Bcl-2 [198].

Andere Moglichkeiten sind die Deaktivierung von Tumorsupressorgenen wie
Phosphatase and tensin homolog (PTEN) oder die neuroendokrine Differenzierung
von Prostatakarzinomzellen [64]. Diese Zellen finden sich vermehrt bei androgenu-
nabhangigen Prostatakarzinomen und sezernieren Neuropeptide wie Serotonin und

Bombesin, die die umgebenden Zellen zum Wachstum anregen.

2.9.2.6. Der Pfad der Tumorstammzellen
Eine Subpopulation von Tumorzellen, die 0,1 % des Tumors ausmacht, den cluster of

differentiation (CD) Phanotyp CD44"/a,31/CD133" hat und keinen Androgenrezeptor
exprimiert, wird fir Tumorstammzellen oder Tumorvorlauferzellen gehalten [54].

Eine andere Moglichkeit besteht darin, dass Tumorstammzellen kontinuierlich andro-
genabhangige und —unabhangige Tumorzellen hervorbringen und so fur das hetero-
gene Bild bezuglich des Androgenrezeptors beim hormonrefraktaren Prostatakarzi-
nom verantwortlich sind [267].

Mithilfe dieser Erkenntnisse Uber Mechanismen der Resistenzentwicklung gegenuber
der Androgenentzugstherapie besteht die Moglichkeit zur Entwicklung neuer Thera-

pieansatze, die nicht mehr nur gegen die Tumorzelle selbst sondern auch gegen die
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Zellen in der Umgebung des Tumors — von Stammzellen bis zu neuroendokrinen Zel-

len- gerichtet sein konnen.

2.9.3. Therapie des hormonrefraktaren Prostatakarzinoms
Das hormonrefraktare Prostatakarzinom kann durch einen Wechsel der Androgen-

entzugstherapie zu anderen Substanzklassen wie Ostrogene, Ketoconazol, Ami-
nogluthetimid oder Kortikosteroide umgestellt werden [62].

Eine andere Moglichkeit ist die Chemotherapie.

Durch die geringe Zellteilungsrate von 2,9 % ist das Prostatakarzinom fur eine zy-
tostatische Behandlung ungeeignet, durchschnittliche Ansprechraten von Cytostatika
betragen 8,7 %.

Bei einer Ansprechrate von 30 %, ein Schwellenwert fur die Wirksamkeit von Che-
motherapeutika, wirde die Proliferationsrate auf 2 % sinken, was der normalen Zell-
verlustrate des Prostatakarzinoms entspricht. Die Chemotherapie wirde so nur zu
einem Wachstumsstillstand fihren [141].

Es hat sich gezeigt, dass mit Mikrotubuli-Inhibitoren die besten Erfolge in Bezug auf
eine Verringerung der Mortalitat von zu erzielen sind. Am wirkungsvollsten war der
Einsatz von Docetaxel in Mono- oder in Kombinationstherapie mit Estramustin [239].
Docetaxel ist ein partialsynthetisches Derivat von Paclitaxel, das zur Familie der Ta-
xane, Alkaloiden der pazifischen Eibe (Taxus brevifolia), gehort. Es greift am Cy-
toskelettprotein Tubulin an und verhindert eine Depolymerisation der Mikrotubuli. Da-
durch wird die Mitose in der Metaphase gestoppt, was zur Apoptose fuhrt. Aulderdem
fordert Docetaxel die Phosphorylierung von Bcl-2 (Umgehungspfad), was die antia-
poptotische Wirkung dieses Proteins aufhebt [165].

Estramustin ist ein Ostrogenderivat, das ebenfalls an Tubulin bindet und auf die Tu-
bulinpolymerisation einwirkt [10].

Weitere klinische Studien haben gezeigt, dass mit einer Docetaxel-Monotherapie die
Nebenwirkungsrate deutlich gesenkt werden kann [239].

Als palliative Chemotherapie kann auch eine Kombination aus Mitoxantron, einem
Anthracendionderivat, das mit der DNA interkaliert und DNA-Strangbriche verur-
sacht, und Prednison, einem synthetischen Glucocorticoid, angewendet werden
[148].

Weitere palliative Mallnahmen, die vor allem zur Behandlung von Komplikationen
durch Knochenmetastasen geeignet sind, sind die Strahlentherapie [240] und der

Einsatz von Bisphosphonaten [331].
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Neue Therapieansatze werden derzeit noch in klinischen Studien untersucht [239].
Sie kénnen in die Klassen Cytostatika, gentherapeutische Transfektion, radioaktive
markierte Antikdrper und tfargeted therapy — Inhibition verschiedener Signaltransduk-
tionswege — eingeteilt werden. In der Diskussion wird dieser Punkt ausfuhrlicher be-

sprochen.

3. Charakterisierung der untersuchten Proteine

3.1. Schlusselproteine zur Typisierung des Prostatadrisene-
pithels und dessen Dignitatsbestimmung

Unter diesem Begriff werden die Proteine zusammengefasst die routinemalig zur
Typisierung des Prostatadrisenepithels (PSA, PSP, PSMA) und dessen Dignitats-

beurteilung (Racemase, CK 5/6, Mib-1) eingesetzt werden.

3.1.1. CK 5/6
Cytokeratin 5 und Cytokeratin 6 (CK 5/6) sind Bestandteile des Zytoskeletts vieler

epithelialer Zellen und dienen als Marker der Epitheldifferenzierung.

Sie werden z. B. zur Differenzierung zwischen wenig differenzierten Plattenepithel-
und Adenokarzinomen eingesetzt. In komplexen Epithelien wie dem Prostatadrise-
nepithel exprimieren vor allem die vorhandenen Basalzellen CK 5/6. Somit kénnen
benigne Prostatadrisen mit Basalzellen von Karzinomdrusen, die keine Basalzellen

besitzen, unterschieden werden [6].

3.1.2. Racemase
Alpha-Methylacyl-CoA-Racemase ist ein Enzym, das an der Gallensaurebiosynthese

und der B-Oxidation von Fettsauren mit verzweigten Ketten beteiligt ist [78].

Es kommt in Prostatakarzinomzellen im Gegensatz zum benignen Prostataepithel vor
und ist ein weiterer Marker zur Sicherung der Karzinomdiagnose [145].

Die Racemase-Expression korreliert positiv mit der Differenzierung des Tumors
[167].

3.1.3. Mib-1/Ki-67
Das Ki-67 Protein wird in allen aktiven Phasen (G1-, S-, G2 und M-Phase) des Zell-

zyklus exprimiert und fehlt in ruhenden Zellen (Go-Phase), was es zu einem guten
Proliferationsmarker macht [88].

Bei Prostatakarzinomzellen ist die Mib-1 Expression mit Tumorstadium und Maligni-
tatsgrad korreliert [28].
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3.1.4. PSA
PSA, Synonym humanes Kallikrein 3, ist eine Serinprotease aus der Familie der Kal-

likreinproteasen. 1979 wurde PSA von Wang et al. aus Prostatagewebe isoliert [324].
Es wird in den Epithelzellen der Prostata und der Periurethraldrisen sezerniert und
dient der Verflussigung de Ejakulats. PSA wird sowohl von benignen als auch malig-
nen Prostatadrisenzellen produziert, wobei mit steigendem Gleason-Score weniger
PSA exprimiert wird. AuRerdem findet sich PSA u. a. in sehr geringen Mengen in be-
nignem und malignem Mammagewebe, Neoplasmen der Nebenniere und Nierenzell-
karzinomen.

Diagnostisch wird PSA unter anderem auch zur Diagnose eines niedrig differenzier-

ten Prostatakarzinoms bzw. dessen Metastasen eingesetzt [319].

3.1.5. PSMA
Das prostataspezifisches Membranantigen (PSMA) ist ein Membranglykoprotein Typ

Il mit den Funktionen einer Folat-Reduktase und einer Neuropeptidase. Es wird in
der Prostata von benignen Epithelien und Tumorzellen exprimiert [218].

Die PSMA-Exprimierung steigt mit zunehmender Aggressivitat des Tumors. Auller-
dem ist sie ein Anzeichen fir ein frihes PSA-Rezidiv und kann so als zusatzlicher

Marker fur die Beurteilung der Malignitat eines Prostatakarzinoms hilfreich sein [235].

3.1.6. PSP
Die prostataspezifische saure Phosphatase (PSP) ist eine wichtige Phosphatase in

benignen gut differenzierten Prostataepithelzellen. Bei Patienten mit einem Prostata-
karzinom und besonders bei vorliegenden Knochenmetastasen ist ihr Serumspiegel
erhoht, was sie vor der Entdeckung des PSA zum ersten Tumormarker des Prostata-
karzinoms machte [111].

Die Expression der prostataspezifischen sauren Phosphatase in Tumorzellen korre-
liert negativ mit dem Fortschreiten des Karzinoms trotz erhdhtem PSP-Serumspiegel
[178].

3.2. Androgenrezeptor
Der Androgenrezeptor gehort zur Familie der Steroidhormonrezeptoren. Nach An-

drogenbindung an der c-terminalen Ligandenbindungsdomane erfolgt eine Homodi-
merisierung des Rezeptors mit anschlieRender Kerntranslokation und Bindung an die
DNA und Rekrutierung von Kofaktoren [199]. Neben der ,klassischen“ Wirkungswei-

se uber die DNA-Regulation wird auch Uber eine nicht-genomischen Aktivitat des
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Androgenrezeptors berichtet. Sie lauft Uber ,second messenger‘-Signalkaskaden wie
den intrazellularen Kalziumspiegel, Proteinkinase A und C (PKA/PKC) und den Mito-
gen activated protein Kinase (MAPK)-Signalweg ab [76]. Der biologische Effekt der
Aktivierung dieser Signaltransduktionswege ist die Erhohung der transkriptionellen
Aktivitat des Androgenrezeptors [118].

Der Androgenrezeptor ist der Hauptangriffspunkt der Androgenentzugstherapie des
Prostatakarzinoms und spielt auch eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des hor-
monrefraktaren Prostatakarzinoms: durch Rezeptoramplifikation (hypersensitiver
Pfad) , Bindung anderer Steroide (wahlloser Pfad), Aktivierung durch nichtsteroidale
Molekule (atypischer Pfad) sowie durch Koaktivatoren bei der DNA-Bindung (Pfad
der Koaktivatoren).

3.3. Proteine aus den untersuchten Signalkaskaden
In dieser Studie wurden drei verschiedene Signalkaskaden untersucht. An die Be-

schreibung der einzelnen Kaskaden schlief3t sich eine kurze Zusammenfassung uber

bekannte Interaktionen zwischen den einzelnen Kaskaden an.

3.3.1. STAT3
Das Protein signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) spielt eine

wichtige Rolle bei der intrazelluldren Signallibertragung von Tyrosinkinase-
gekoppelten Signalwegen, unter anderem auch des IL-6-Signalwegs. Die durch Re-
zeptor-Ligandenbindung erfolgte Aktivierung von Janus-Kinasen (JAK) ermoglicht die
Phosphorylierung von Glyoprotein 130 (gp130). Gp130 phosphoryliert STAT3 an Ty-
rosin (Tyr) 705 wodurch dann eine Homodimerisierung von STAT3 mit anschliel3en-
der Kerntranslokation und Bindung an verschiedene Enhancerelemente erfolgen
kann. Hierdurch erfullt STAT3 seine Aufgabe als Transkriptionsregulator.

STAT3 kann auflerdem im Kern mit der N-terminalen Domane des Androgenrezep-

tors interagieren und so dessen transkriptionelle Aktivitat erhdhen [313].

3.3.2. MAPK
Aus der Gruppe der verschiedenen MAPKs wird hier nur auf MAPK p44 und p42 ,

Synonym extracellular signal-regulated kinases 1 und 2 (ERK1/ERK2) eingegangen.
Die MAPK wird Uber eine Signalkaskade aus den Proteinen Ras, Rat fibrosarcoma
(Raf) und MAPK-Kinase phosphoryliert und aktiviert ihrerseits weitere Transkriptions-

faktoren.
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IL-6 kann Uber das Protein Src homology 2 domain-protein 2 (SHP2) die MAPK-
Kaskade aktivieren [264]. Im Zusammenspiel mit dem human epidermal growth re-
ceptor 2 (Her2) und gp130 kann die MAPK-Kaskade auch aktiviert werden [246].

3.3.3. PI3K
Die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) beteiligt sich an der Signaltransduktion Uber

zwei verschiedene Mechanismen: es phosphoryliert bei Aktivierung Phosphatidylino-
sitol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu PI(3,4,5)P3. PIP3 ist ein second messenger. Aul3er-
dem kann PI3K Uber seine Kinaseaktivitat direkt weitere Proteine phosphorylieren
[66]. Durch PIP3 wird AKT an die Zellmembran rekrutiert und mit konsekutiver
Phosphorylierung aktiviert.

Ein direktes Ziel von AKT ist der Androgenrezeptor. IL-6 kann neben dem STAT3-
und dem MAPK- auch den PI3K-Signalweg aktivieren.

PTEN ist eine PIP3-Phosphatase und hemmt PI3K direkt. So reguliert es die Aktivitat
von PI3K und AKT. Die Mutation von PTEN und dessen Funktionsverlust bewirken
somit eine Hochregulierung von PI3K und AKT, was zu einer erhéhten Proliferations-

und einer geringeren Apoptoserate fuhrt [282].

3.3.4. Signalkaskadeninteraktionen
Die verschiedenen Signalwege existieren nicht nur nebeneinander, sondern aktivie-

ren oder blockieren sich auch gegenseitig, wie Uzgare et al. zeigen konnten [315].
Yang et al. untersuchten die Reaktionen von STAT3, MAPK und PI3K bei Aktivierung
durch IL-6 in Prostatakarzinomzelllinien [344]. Sie konnten zeigen, dass STAT3 und
MAPK ihre Wirkung gegenseitig verstarken, wahrend die Aktivierung STAT3 und
PI3K bzw. MAPK und PI3K zu einer niedrigeren Aktivierung fuhren.

Fur eine Verbindung zwischen MAPK und STAT3 gibt es Belege fir positive und ne-
gative Interaktionen. Lim et al. berichten in zwei Studien Uber gegensatzliche Ergeb-
nisse [175] [176]. Dies erklaren sie Uber verschiedene extrazellulare Stimuli, die dann
z.B. noch JAKs oder andere Signalproteine mit einbeziehen. Sie schreiben der
MAPK-Kaskade jedoch eine wichtige Rolle in der intrazellularen Signaltransduktion in
Prostatakarzinomzellen zu.

Auch bei der Signaltransduktion von Her2 zeigten sich Verbindungen zwischen der
MAPK- und der PI3K-Signalkaskade, die sich gegenseitig sowohl stimulieren [345]

als auch inhibieren [356] kdnnen.
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3.4. Interleukin 6
IL-6 ist an der Akutphase-Reaktion des Korpers, der Hamatopoese, der Differenzie-

rung von B- und T-Lymphozyten sowie der neuronalen Differenzierung beteiligt [318].
Die Hauptaufgabe von IL-6 liegt in der Regulierung des Immun- und Entziindungsge-
schehens.

IL-6 beeinflusst das Prostatakarzinomwachstum unter Androgenkarenz Uber den aty-
pischen Pfad — die Aktivierung des Androgenrezeptors durch nichtsteroidale Moleku-
le [77].

Der erste Schritt der intrazellularen Signaltransduktion von IL-6 nach Bindung an den
IL-6-Rezeptor ist die Homodimerisierung von gp130, was durch die Bindung von IL-6
an seinen Rezeptor ausgeldst wird. Die weitere Signalibermittlung erfolgt tGber ver-
schiedene Wege, an denen alle drei hier untersuchten Signalwege STAT3 (Haupt-
weg), MAPK und PI3K beteiligt sind [119].

3.5. Interleukin 8 und seine Rezeptoren CXCR1 und CXCR2
Interleukin 8 (IL-8) gehort zur Gruppe der CXC-Chemokine, der Name ruhrt von der

Struktur der Proteine her und sagt aus, dass sich zwischen den beiden ersten
Cystsein-Aminosauren (C) eine andere Aminosaure befindet[79]. IL-8 ist einer der
potentesten chemotaktischen Faktoren flr neutrophile Granulozyten [196] und spielt
bei Angiogenese und Zellteilung eine wichtige Rolle.

Es hat sich gezeigt, dass bei Patienten mit fortgeschrittener Prostatakrebserkrankung
der Serumspiegel von IL-8 — &hnlich wie bei IL-6 — ansteigt [172].

IL-8 scheint wie IL-6 Uber den atypischen Pfad die Progression der Prostatakarzi-
nomzellen bei Androgenkarenz zu fordern [139]. In Versuchen mit Prostatakarzinom-
zelllinien konnte gezeigt werden, dass IL-8 das androgenunabhangige Wachstum
von LNCaP-Zellen fordert [170]. Zur Frage nach dem Ort der IL-8-Produktion in Pros-
tatakarzinomen gibt es widersprichliche Ergebnisse. Neben den neuroendokrinen
Zellen als alleinigem Syntheseort [134] wird auch von einer IL-8-Synthese in allen
Karzinomzellen berichtet [217].

Die CXC-Chemokin-Rezeptoren (CXCR1/CXCR2) sind die beiden Rezeptoren von
IL-8. Beide Rezeptoren gleichen sich in ca. 77% und gehdéren zur Gruppe der G-
Protein gekoppelten Faktoren mit sieben Transmembrandomanen [45].

Wie bei IL-8 gibt es auch bei den Rezeptoren unterschiedliche Forschungsergebnis-
se bezuglich ihrer Lokalisation auf den Prostatakarzinomzellen. Einerseits wird be-

richtet, dass CXCR2 nur von neuroendokrin differenzierten und CXCR1 von allen
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anderen Zellen exprimiert wird [134], andererseits wurde nur der Unterschied zy-
toplasmatische versus apikale Expression ohne Unterscheidung der Zelldifferenzie-
rung beobachtet [217].

3.6. c-Fos
c-Fos ist ein Protoonkogen und gehort zur immediate early genes (IEG)-Familie der

Transkriptionsfaktoren. Es hat eine Leucin-Zipper Domane. Zusammen mit c-jun bil-
det es als Dimer das Activator Protein 1 (AP-1), auch Homodimere aus c-jun kénnen
AP-1 bilden. Die Dimerisierung wird durch Phosphorylierung durch die MAPK oder
PKC ermdglicht [263].

AP-1 greift in die DNA-Transkription ein und hat vielfaltige biologische Effekte. So ist
es u. a. an Zellproliferation und Differenzierung sowie an pro- und antiapoptotischen

Vorgangen beteiligt [12].

3.7. Bcl-2
Bcl-2 gehort zur Bcel-2-Familie und hat eine antiapoptotische Wirkung, wodurch es

auch zur Entstehung von Tumoren beitragen kann.

Bcl-2 verhindert die Apoptose, indem es mit proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-
Familie wie Bax oder Bim Heterodimere bildet und so die Freisetzung von Cytochrom
C und die konsekutive Aktivierung der Apoptose-Kaskade verhindert. Aulderdem bin-
det es an den apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-1) und verhindert so die
Bindung von Apaf-1 an die Caspase 9 und deren Aktivierung [132]. Bcl-2 kann auch
lonenkanale in der auleren Mitochondrienmembranen bilden und so das Austreten
von Cytochrom C verhindern [295].

Es hat sich gezeigt, dass die Expression von Bcl-2 bei Prostatakarzinomen mit einer

Tendenz zur Entwicklung der Androgenresistenz korreliert ist [247].

3.8. Bim
Bim gehdrt auch zur Bcel-2-Familie, zur Gruppe der Bcl-2 homology domain 3 (BH3) —

only Proteine, die nur in einem kurzen Abschnitt von 9-16 Aminosauren eine Homo-
logie untereinander aufweisen. Es hat eine proapoptotische Wirkung, indem es Bcl-2
bindet und damit seine Funktion aufhebt [295]. Aulerdem wurde beschrieben, dass
Bim — wie Bcl-2 — Kanale in der Mitochondrienmembran formen kann, was aber hier

zum Ausstrom von Cytochrom C und zur Aktivierung der Apoptose fuhrt [259].
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3.9. Cyclin D1
Der Ablauf des Zellzyklus wird durch Synthese und Degradation der Cycline reguliert.

Cyclin D1 phosphoryliert die cyclin-abhangige Kinase 4. Diese phosphoryliert das
Retinoblastom-Protein und inaktiviert es dadurch. So wird der Eintritt der Zelle in die
G1- und S-Phase des Zellzyklus ermoglicht.

Die Hochregulierung von Cyclin D1 ist ein sehr haufig zu findendes Merkmal von
Tumoren [68].

Die Wirkung von Cyclin D1 kann Uber PI3K reguliert werden [87].

Die intrazellulare Konzentration von Cyclin D1 wird durch Androgene erhoht [341]. In
Prostatakarzinomzellen kann Cyclin D1 aber auch an den Androgenrezeptor binden
und seine Transaktivierung verhindern [252]. Hieraus lasst sich ein Modell ableiten,
in dem Uber Androgene und Cyclin D1 der Einfluss auf den Zellzyklus durch ein ne-

gatives Feedback- oder Regulierungssignal modifiziert wird [36] [55].

Trotz aller Fortschritte im Verstandnis der Pathophysiologie des Prostatakarzinoms
bleiben die Erfolgsaussichten beim nicht mehr lokal begrenzten Karzinom begrenzt.

Auf der Suche nach Erklarungen in der Entwicklung zur Androgenunabhangigkeit
und neuen Therapieansatzen soll nun ein Bruckenschlag zum anderen haufigsten
geschlechtshormonabhangigen Tumor - dem Mammakarzinom der Frau - versucht

werden.

4. Ahnlichkeiten zwischen Prostatakarzinom und Mammakarzi-
nom
Prostatakarzinom und Mammakarzinom sind bei Mann bzw. Frau die am haufigsten

vorkommenden hormonabhangigen Karzinome. Die Idee, Gemeinsamkeiten zwi-
schen den beiden Tumoren zu suchen, stammt schon aus den 50er Jahren des letz-
ten Jahrhunderts. 1954 stellte Macklin eine hdhere Frequenz von Prostatakarzinom
in Familien mit Mammakarzinomen fest und postulierte als erste, dass das Prostata-
karzinom das mannliche Gegenstick zumindest mancher Mammakarzinome sei
[189]. Da das Mammakarzinom aufgrund seiner anatomischen Lage wesentlich leich-
ter fUr diagnostische MaRnahmen — von der Bildgebung Uber die Biopsie bis zur
kompletten Entnahme — zuganglich ist, brachte die Méglichkeit der Ubertragung von
Ergebnissen aus Atiologie und der Therapie des Mammakarzinoms auf das Prosta-

takarzinom fur dessen Therapie einen grofen Vorteil. Auch andersherum ware ein
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~Wissenstransfer durchaus von Nutzen, z.B. in Bezug auf die beim Prostatakarzinom
schon sehr eingehend untersuchte Rolle von IL-6, um nur ein Beispiel zu nennen.

Auf der Suche nach Gemeinsamkeiten zwischen beiden werden nun Aspekte aus
den drei Bereichen Atiologie, Genese der Hormonunabhéangigkeit und Therapiean-

satze diskutiert.

4.1. Atiologie und Epidemiologie

Neben Macklin konnten auch andere Studien einen Beleg fir eine Assoziation zwi-
schen den beiden Tumorentitaten feststellen. Darunter ist eine Studie aus Island,
deren Ergebnisse sich auf das islandische Krebsregister beziehen, das auf geneti-
sche Stammbaume zurlckgreift, wodurch eventuelle Fehler bei der direkten Befra-
gung der Patienten vermieden werden kdnnen [311]. Einige andere Studien zeigen
aber keine Assoziation auf familiarer Ebene [11]. Trotzdem ist es vertretbar, zumin-
dest fur einen Teil der Karzinome eine gegenseitige Beeinflussung der Haufigkeit
ihres Auftretens zu vermuten [184]. Aus einer Studie Uber Krebsinzidenzraten aus 21
Landern aus den Jahren 1978 bis 1982 konnte eine hohe Korrelation mit einem
Pearson-Korrelationskoeffizienten von 0,81 fur Brust- und Prostatakrebs berechnet
werden [184]. Die hochsten Raten fur beide Karzinome fanden sich in den USA und
Kanada, die niedrigsten in Japan und Hongkong. Auch innerhalb der USA zeigen
sich groRe Ahnlichkeiten zwischen den epidemiologischen Daten der beiden Tumo-
ren [53].

Die Evolutionsgeschichte bietet eine mogliche Erklarung fur das haufige Auftreten
von Prostata- und Mammakarzinom beim Menschen im Vergleich zu allen anderen
Saugetieren [53]: Sauger, die vor allem pflanzliche Nahrung zu sich nehmen, haben
sowohl eine Prostata als auch Samenblasen. Fleischfresser haben zwar eine Prosta-
ta, aber keine Samenblasen. Dadurch, dass der Mensch im Laufe der Zeit seine
Nahrung (pflanzlich - tierisch) und seinen Lebensstil (Nomade - sesshaft) in fur die
Evolution sehr kurzen Zeitraumen stark veranderte, kdnnte man erklaren, dass eben
nur beim Menschen und beim Hund, bei dem es durch die Domestizierung ebenso zu
einer Veranderung der Lebens- und Nahrungsgewohnheiten kam, Prostata- und
Mammakarzinome in diesem Ausmal} auftreten: als Reaktion der Organe auf die
nicht (mehr) angepasste Lebensweise.

Die Auswirkung der Veranderung von Lebens- und Ernahrungsweise spiegelt sich

auch in den bekannten Risikofaktoren fiir beide Karzinome wieder:
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Lander mit der héchsten Prostata- und Mammakarzinominzidenz sind Lander, in de-
nen der ,westliche Lebensstil und Ernahrung® verbreitet sind. Ein hoher Anteil von
Fleisch und tierischen Fetten in der Nahrung, viele Milchprodukte, eine insgesamt
hohe Kalorienaufnahme. Dass die Erndhrung ihren Anteil an der Entstehung der bei-
den Karzinome hat legen neben dem oben erwahnten Einblick in die Evolutionsge-
schichte auch Migrationsstudien nahe. In der zweiten oder dritten Generation gleicht
sich das von z.B. in die USA eingewanderten Asiaten Karzinomrisiko mit der Annah-
me des ,westlichen Lebensstil dem dortigen Durchschnittsrisiko an [160] [355].

Ein weiterer Hinweis auf eine gemeinsame Karzinogenese ist, dass im Tiermodell
mit den gleichen Reagenzien bei Nagetieren Mamma und Prostatakarzinome ausge-

I6st werden konnen [109].

4.2. Hormonelle Abhangigkeit und Wege in die Hormonunabhangig-
keit

Sowohl Prostata als Mamma an sich als auch die in ihnen entstehenden Karzinome
sind primar hormonabhangig. Im Laufe der antihormonellen Therapie, sei es durch
operative oder medikamentése Malinahmen, entwickeln beide Karzinome die Fahig-
keit, sich dem Wegfall des Wachstumsstimulus durch Ostrogen und Progesteron auf
der einen und Testosteron auf der anderen Seite anzupassen.
Beim Mammakarzinom kann man die Entwicklung zur Hormonunabhangigkeit in Ka-
tegorien analog zu den schon beschriebenen Pfaden beim Prostatakarzinoms eintei-
len:
Es gibt Amplifikationen und Mutationen des Ostrogenrezeptors (hypersensitiver oder
wahlloser Pfad), die Aktivierung von Koaktivatoren wie des Proteins cellular sarcoma
1 (Src1), eine Uberexpression von Bcl-2 (Umgehungspfad) und auch den ,wahllosen

Pfad®. Hierbei spielt neben Her2 IL-6 eine wichtige Rolle.

4.2.1. Interleukin 6
IL-6 erhoht die intrazelluldre Aromataseaktivitat, wodurch mehr Ostrogene produziert

werden [126].

Aulerdem sind hohe IL-6-Serumspiegel ein schlechter Prognosefaktor bei beiden
Karzinomen [69, 261] und IL-6 scheint die Metastasierung in Knochen durch Oste-
oklastenstimulation zu erleichtern [255].

Es gibt aber zum Teil widerspruchliche Forschungsergebnisse zur Rolle von IL-6 im
Mammakarzinom, die von einem positiven Uber keinem bis zu einem negativen Ein-

fluss reichen [156].
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4.2.2. Interleukin 8
Mammakarzinomzellen exprimieren beide IL-8-Rezeptoren [207] und kénnen IL-8

sezernieren [104]. Die Rolle, die IL-8 in der Tumorprogression beim Mammakarzinom
spielt, ist noch nicht ganzlich geklart. Lin et al. konnten zeigen, dass IL-8 einer der
SchlUsselfaktoren bei Angiogenese und Invasivitat der Karzinomzellen ist. Wie beim

Prostatakarzinom férdert IL-8 das hormonunabhangige Wachstum [179].

4.2.3. Her2
Auch bei der Bedeutung von Her2 gibt es Ahnlichkeiten zwischen Mamma- und Pros-

tatakarzinomen.

Bei Mammakarzinomen korreliert die Expression von Her1, Her2 und Her3 mit einer
hdéheren Zellproliferationsrate und Invasivitat, die von Her4 dagegen mit einer
Wachstumshemmung [307]. Eine Positivitat fir Her2 zeigt eine Verschlechterung der
Prognose an, ca. 30 % der Mammakarzinome sind Her2-positiv [283].

Bei Prostatakarzinomen zeigt sich, dass Karzinome mit einer hohen Her2-Expression
zu einer friheren Metastasierung neigen. AulRerdem erleiden diese Patienten ein
friheres PSA-Rezidiv bei androgenunabhangigen Tumoren und versterben friiher an
ihrer Krankheit als Patienten mit Karzinomen, die keine oder nur geringe Her2-
Positivitat zeigen [71]. AulRerdem ist Her2 an der Entwicklung der Hormonresistenz
beteiligt [277].

4.3. Gemeinsame therapeutische Ansatze
Das Konzept der neoadjuvanten antihormonellen Therapie findet auch beim Mam-

makarzinom Anwendung. Die Dauer betragt ahnlich wie beim Prostatakarzinom drei
Monate, der Sinn ist eine Verkleinerung des Tumors zur Schaffung einer RO-
Resektion sowie die Moglichkeit, brusterhaltend zu operieren. Sie wird meist bei alte-
ren Patientinnen mit positivem Hormonrezeptorstatus angewandt, denen eine norma-
le Chemotherapie nicht zuzumuten ist. Als Pharmaka kommen partielle Rezeptora-
gonisten, Aromataseinhibitoren und Antiostrogene zum Einsatz [22].

Wahrend GnRH-Analoga bei Mammakarzinompatientinnen nur bis zur Menopause
eingesetzt werden kénnen, da dann die Ovarien als Ostrogenquelle ausscheiden, hat
sich der Einsatz von selektive Ostrogenrezeptormodulatoren (SERMs) wie Tamoxifen
bewahrt [103]. Sie wirken gewebespezifisch als Antagonisten oder Agonisten. Aro-
mataseinhibitoren verhindern die periphere Produktion von Ostrogen, z.B. im Fettge-
webe [51].
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Bei den hier nur kurz aufgeflhrten Beispielen kann man schon die gleiche Wir-
kungsweise durch einerseits Rezeptorblockade (Antiandrogene und SERMs) und
andererseits Ausschaltung der Hormonproduktion (Aromataseinhibitoren und GnRH-
Analoga) erkennen.

Heat Shock Protein 90 (Hsp90) hat eine wichtige Rolle bei der Kontrolle von Faltung,
Stabilisierung und Degradation unter anderem auch des Ostrogen- und des Andro-
genrezeptors. Es wird in Tumoren um bis zu das Zehnfache starker exprimiert als in
benignen Epithelien [140].

Hsp90-Inhibitoren férdern die Degradation dieser Proteine und damit eine Abnahme
der Konzentration der beiden Rezeptoren. Hierdurch kommt es zu einer Wachstums-
hemmung der beiden Tumoren [16]. Aulerdem kann auch Her2 herunterreguliert und
die Sensitivitat fur Taxane erhoht werden [286].

Tyrosinkinaseinhibitoren wie die Her2-Antikorper Trastuzumab oder Pertuzumab ha-
ben bei Mammakarzinomen schon zu grof3en Erfolgen geflhrt [284], die Therapieer-
folge beim hormonrefraktaren Prostatakarzinom hiermit sind noch bescheiden, der-
zeit werden Studien in Kombination mit anderen Chemotherapeutika angestrebt
[354].

Docetaxel, das auch beim hormonrefraktaren Prostatakarzinom eingesetzt wird, kann
ebenso als neoadjuvante oder adjuvante Therapie des Mammakarzinoms, sowie
auch beim metastasierten Mammakarzinom verwendet werden [57]. Docetaxel konn-
te sich im Vergleich mit anderen Chemotherapeutika beim metastasierten Mamma-

karzinom als Uberlegen zeigen [89].

4.4. Zusammenfassung
Es hat sich gezeigt, dass zwischen beiden Karzinomen Ahnlichkeiten auf vielen Ebe-

nen bestehen: von der Evolution Uber diatetische Risikofaktoren bis zu gemeinsamen
Mechanismen in der Entwicklung zur Hormonunabhangigkeit.

Die aufgezeigten Pfade der Entwicklung des hormonunabhangigen Prostatakarzi-
noms lassen sich auch beim Mammakarzinom nachvollziehen. Eine weitere ,Ge-
meinsamkeit® ist die Tatsache, dass beide Karzinome keine in sich vollstandig homo-
genen Tumorentitdten darstellen und die beschriebenen Signalwege sich auch ge-
genseitig in ihrer Wirkung verstarken oder abschwachen kénnen.

Erste Schritte in Richtung gemeinsamer Therapieansatze — wie Trastuzumab oder
auch Docetaxel — sind unternommen. Fur die Zukunft besteht die Hoffnung, Uber das

Abzielen auf Molekulle wie Bcl-2 oder IL-6 und deren Signaltransduktion bei beiden
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Karzinomen Erfolge zu erzielen, wobei bei Bcl-2 mit dem Bcl-2-antisense-
Oligonukleotid Oblimersen schon ein erster Schritt in diese Richtung gemacht wurde
[34].

5. Verwendete Zelllinien

Zur Kontrolle der Validitat und Vergleichbarkeit der Farbeergebnisse und zur Korrela-
tion der in der Literatur beschriebenen in vitro Ergebnisse mit unseren in vivo Daten
wurden drei Prostatakarzinomzelllinien verwendet, die am haufigsten in in vitro Stu-
dien verwendet wurden. Nach der Beschreibung der Zelllinien wird die Charakterisie-
rung der Proteinexpression der hier eingeschlossenen Proteine nach Angaben aus
der Literatur tabellarisch aufgelistet.

Die Zelllinie LNCaP wurde von Horoszewicz et al. aus einem supraklavikularen
Lymphknoten eines 50 jahrigen weillen Mannes mit einem metastasierten Prostata-
karzinom isoliert [128].

Die Zelllinie DU145 wurde von Stone et al. aus einer Hirnmetastase eines 69 jahrigen
weillen Mannes mit einem metastasierten Prostatakarzinom und einer seit drei Jah-
ren bekannten lymphatischen Leukamie isoliert [293].

Die Zelllinie PC-3 wurde von Kaighn et al. aus einer Wirbelkdrpermetastase eines 62

jahrigen weillen Mannes mit einem metastasierten Prostatakarzinom isoliert [147].
Die Expression des jeweiligen Proteins in den Zelllinien wird wie spater im Ergebnis-

teil dieser Arbeit in den drei Kategorien ,A“ (keine Expression), ,B“ (schwache Ex-

pression) und ,C“ (starke Expression) angegeben.
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Merkmal LNCaP PC-3 DU145
Literatur Literatur Literatur

CK 5/6 [208] A A A

PSA [208] C A A

PSP [208] C A A
Racemase [167] C B B

Mib-1 [181], [338] C C C
PSMA [90] C A A
Androgenrezeptor [208] | C A A

IL-6 [285] A/B* C C
STAT3 [213] B C C
MAPK [226] B B C

PI3K [344] B B B

IL-8 [170, 211] A/B* C C
CXCR1 [211], [8] - A A/B*
CXCR2 [211], [249] - A/B* A
Cyclin D1 [110] C C B

Bcl-2 [182], [340] C B A/B*
Bim [182, 340] B B A/B*
c-Fos [138, 215] A C C

Tabelle 4: Expression der untersuchten Proteine in den Zelllinien laut Literatur

*: widersprichliche Angaben in der Literatur

Auch bei derselben Zelllinie konnen Unterschiede bei den Kulturbedingungen oder
der Zelldichte zu unterschiedlichen Ergebnissen beim Ansprechen auf Steroide und
zu verschiedenen Effekten von Phosphorylierungen fihren [242]. Dies kann als Er-
klarung fur die sowohl innerhalb der angegebenen Literatur als auch zwischen Lite-
ratur und den hier beschriebenen Ergebnissen gefundenen Unterschiede dienen.

Die Aussagen uber die Exprimierung von STAT3, PI3K und MAPK sind bei Zellkultu-
ren auch von den jeweiligen Versuchsanordnungen und den hierbei zugefuhrten
Stoffen abhangig, so dass die Aussage uber die Expression dieser Proteine in einem
statischen System nicht zu einer richtungweisenden Aussage flhrt, da es vor allem

auf das Zusammenspiel der einzelnen Wachstumsfaktoren und Signalkaskaden an-

kommit.
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D Problemstellung

In dieser Studie wurde untersucht, welche biologischen Veranderungen in Prostata-
karzinomen nach einem dreimonatigen Androgenentzug auftreten. Dies sollte
Schlisse Uber die ersten Schritte von Prostatakarzinomzellen auf den Weg zur
Androgenunabhangigkeit ermoglichen.

Da die meisten Ergebnisse uber die Reaktion von Prostatakarzinomzellen auf den
Androgenentzug aus Zellkulturexperimenten stammen, sollten die vielfaltigen und
sich zum Teil widersprechenden in vitro Ergebnisse in Rahmen dieser Studie mit der
Expression der Marker in vivo verglichen werden. Dies sollte dazu beitragen, auch
die sich in vivo abspielenden Veranderungen in Prostatakarzinomen mit Hilfe der be-
kannten in vitro Ergebnisse besser verstehen zu konnen. Dies ist die erste breit an-
gelegte Fall-Kontrollstudie an Patientenmaterial zu diesem Thema.

In Prostatektomiepraparaten aus einem Kollektiv von 25 mit einem neoadjuvanten
Androgenentzug vorbehandelten Patienten und 50 nicht vorbehandelten Patienten
wurden Proteine aus den Signalkaskaden von Interleukin 6 und Interleukin 8, den
Zellzyklus und die Apoptose regulierende Proteine sowie Schllusselproteine zur Typi-
sierung und Dignitatsbeurteilung von Prostatakarzinomen mit den Methoden der Im-
munhistochemie untersucht.

In einem weiteren Schritt wurden Biopsien der Prostatektomiepraparate vor Einlei-
tung der neoadjuvanten Therapie auf dieselbe Weise untersucht, um am gleichen
Patienten eine Veranderung der jeweiligen Proteinexpression zu belegen.

Die Ergebnisse der Farbungen in den beiden Gruppen vorbehandelter und nicht vor-
behandelter Tumoren wurden statistisch ausgewertet. AulRerdem wurden Korrelatio-
nen zwischen jeweils zwei Proteinen untersucht. Des Weiteren wurden statistisch

signifikante Ergebnisse mit den klinischen Daten der Patienten korreliert.
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E Material und Methoden

Im Folgenden wird das dieser Studie zugrunde liegende Material sowie die ange-
wandte Methodik beschrieben. Samtliche untersuchte Gewebeproben stammen aus
den Bestanden des Instituts fur allgemeine Pathologie und pathologische Anatomie
der Technischen Universitat Munchen. Auch alle Untersuchungen wurden hier
durchgefuhrt.

Die statistischen Auswertungen erfolgten in Zusammenarbeit mit Herrn Dipl.-Stat.
Tibor Schuster, Institut fir Medizinische Statistik und Epidemiologie, Klinikum rechts
der Isar, der Technischen Universitat Minchen.

Die Informationen Uber neoadjuvant therapierte Patienten mit anschlieRender Prosta-
tektomie sowie die klinischen Follow-up-Daten wurden von Herrn Dr. Alschibaja, Kii-

nik und Poliklinik fur Urologie der Technischen Universitat Mlnchen, bereitgestellt.

1. Patientenmaterial und Zelllinien
Aufgrund der Tatsache, dass bisher die meisten Erkenntnisse Uber die Entwicklung

der Androgenunabhangigkeit der Prostatakarzinomzellen aus in vitro Versuchen mit
Zelllinien stammen und die Erkenntnisse aus Prostatektomiepraparaten sehr be-
grenzt sind, wurde diese Studie als eine explorative Studie durchgefuhrt. Der Sinn
und Zweck dieser Studie war es, die postulierten Hypothesen im Prostatagewebe in
vivo nachzuvollziehen und Hypothesen bezlglich der Reaktion der Prostatakarzi-
nomzellen auf einen dreimonatigen Androgenentzug im Unterschied zu nicht vorthe-
rapierten Karzinomzellen zu generieren. Dies erklart die relativ geringe Zellzahl von
25 neoadjuvant therapierten und 50 nicht vorbehandelten Tumoren.

Es wurden Praparate aus dem Zeitraum 1986 bis 2001 verwendet.

Insgesamt wurden hieraus 25 neoadjuvant therapierte Patienten ausgewahlt, von
denen bei 24 Patienten auch Prostatabiopsien vor Beginn der Therapie zur Verfu-
gung standen. Des Weiteren wurden in Tumorstadium und Gleason-Score den jewei-
ligen vortherapierten Patienten entsprechende nicht neoadjuvant therapierte Patien-
ten als matched pairs verwendet. Um die Kontrollgruppe der nicht vortherapierten
Patienten zu erhohen, wurden weitere 25 nicht neoadjuvant vortherapierte Patienten
mit gleichem Tumorstadium aber nicht immer gleichem Gleason-Score in die Studie

mit eingeschlossen.
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Samtliches Schnittmaterial sowie die entsprechenden pathologischen Befunde wur-
den in Bezug auf Tumorstadium und Gleason-Score nochmals lichtmikroskopisch
uberpruft und bestatigt.

Aus den verwendeten 24 Biopsien wurden Stanzen ausgewahlt, in denen sowohl
Tumorzellen als auch benignes Drisenepithel in ausreichendem Malde vertreten wa-
ren.

Die Schnitte der Biopsien wurden auf dieselbe Weise angefertigt wie die der Tissue
Microarrays (TMAs), siehe nachster Unterpunkt.

Die Zellkulturen der Zelllinien LNCaP, DU145 und PC3 stammen von American Type
Culture Collection, Manassas USA und wurden freundlicherweise von Herrn PD Dr.
Uwe Treiber, Urologische Klinik und Poliklinik der Technischen Universitat Munchen,
zur Verfugung gestellt.

Die in Paraffin eingegossenen Zellblocke fur die Immunhistochemie wurden entspre-
chend der institutseigenen Vorgaben angefertigt, die den Ublichen Vorgehensweisen
entsprechen [151].

Die die Zellen enthaltende Flussigkeit wurde bei 300 g fur 10 Minuten zentrifugiert,
der Flussigkeitsuberstand wurde dekantiert. Dem Sediment wurden 15 ml Sublimat-
gemisch (bestehend aus 600ml Sublimatlésung 6%, 150 ml Eisessig und 50 ml For-
maldehyd 35%; hergestellt nach dem Rezepturhandbuch des Instituts fir Pathologie
der Technischen Universitat Minchen) beigegeben und nochmals fir 10 Minuten bei
300 g zentrifugiert. Das gefestigte Material wurde in Filterpapier eingewickelt und in
ein Siebchen gegeben. Danach wurde es vor dem EingieRen in Paraffin in Formalin

fixiert.

2. Tissue Microarrays
TMAs sind eine erstmals 1998 von Kononen et al. [163] vorgestellte Technik, um bei

vielen verschiedenen Gewebeproben in einem Schritt Untersuchungen auf DNA-,
RNA- oder Proteinebene durchfuhren zu kdnnen. In dieser Studie wurde auch unter-
sucht, ob es maoglich ist, mit einzelnen Stanzen die Heterogenitat einer Gewebeprobe
als ganzes wiederzugeben, wobei man bezuglich der immunhistochemisch nachge-
wiesenen Expression des Ostrogenrezeptors bei Mammakarzinomen im Vergleich
TMA zu normaler Gewebeprobe zu einer Ubereinstimmung von 84 % kam. Wichtig

hierbei ist, dass reprasentative Areale des Tumors fur die Stanzen ausgewahlt wer-
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den. Auch viele andere Autoren berichten von einer groRen Ubereinstimmung zwi-
schen den Ergebnissen konventioneller Schnitte und TMAs [280].

Die TMAs der hier beschriebenen Studie wurden wie folgt angefertigt:

Die TMAs wurden mit einem Manual Arrayer MTA 1 (Beecher Instruments, Sun Prai-
rie, USA) gestanzt.

Die Stanzen hatten einen Durchmesser von 1 mm, der Abstand zwischen den ein-
zelnen Stanzen betrug 0,3 bis 0,5 mm.

Insgesamt (Patientenmaterial, Markierungsgewebe und Zelllinien) wurden pro Block
122 Stanzen aufgetragen.

Die Stanzen wurden aus den einzelnen vorhandenen Gewebeproben entnommen
und in leere Paraffinblocke hineingestanzt.

Es wurden pro Paraffinblock sechs Bereiche mit jeweils drei verschiedene Patienten,
die durch jeweils drei Proben reprasentiert wurden, aufgetragen. Um die einzelnen
Bereiche wurde Markierungsgewebe aus der Forschung uUberlassenen Sektionsbe-
standen (Leber, Uterus, Lunge, Milz und Niere) zur Orientierung des Blocks und zur
Abgrenzung der einzelnen Bereiche gestanzt. Aulerdem wurden pro Block drei Zell-
linien (jeweils PC3, LNCaP und DU145) aufgetragen.

Die einzelnen Bereiche wurden folgendermalen konstruiert:

Pro Patient wurden zwei Tumorstanzen und eine Stanze mit benignen Prostatadri-
sen aufgetragen. Mit den zwei Tumorstanzen, die, falls gegeben, auch verschiedene
Gleason-Scores reprasentieren wurde versucht, eine moglichst gute Reprasentation
des vorhandenen Gewebes in den ausgewahlten Stanzen sicherzustellen.

Der oberste Patient ist neoadjuvant vortherapiert, der zweite Patient ist das oben be-
schriebene matched pair, der dritte Patient ist nicht vorbehandelt und stimmt im pT-

Stadium mit den beiden oberen Uberein.

Vortherapierter Patient
Markierungsgewebe ... ___

matched pair

Zelllinien ™ Kontrollpatient

Abbildung 1: Aufbau eines TMAs
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Nach Fertigstellung der TMAs wurden sie 24 h im Brutschrank bei 37°C inkubiert, um
eine gute Verbindung zwischen Paraffinblock und eingestanztem Material zu gewahr-
leisten.

Daran anschliefend wurden von den TMAs 2 um dicke Schnitte an einem Mikrotom
HM 335 E (Microm International, Walldorf) angefertigt, die auf Superfrost®Plus Ob-
jekttrager (Menzel-Glaser, Braunschweig), Grolke 25x75x1,0 mm aufgebracht wur-
den. Danach wurden die Praparate zwei Wochen bei Raumtemperatur gelagert, um
eine gute Anhaftung des Schnitts an den Objekttrager sicherzustellen.

Pro Array wurde eine Hamatoxylin-Eosin (HE) -Farbung gemacht, anhand der Uber-
pruft wurde, ob in der jeweiligen Stanze genugend reprasentatives Tumor- bzw. be-
nignes Gewebe vorhanden war. Mit Hilfe dieser Informationen wurde der funfte TMA
mit den Fallen erganzt, die ursprunglich nicht in entsprechendem Malde reprasentiert

wurden, indem z. B. in den Tumorstanzen nur benignes Gewebe vorhanden war.

3. Immunhistochemie
Die in dieser Studie verwendete Methode zum Nachweis der untersuchten Proteine

war die Immunhistochemie.
Hier werden nun zuerst die einzelnen Grundbegriffe der Immunhistochemie erlautert.
Danach wird auf die angewandten Techniken eingegangen, zum Abschluss werden

die verwendeten Reagenzien und Primarantikdrper beschrieben.

3.1. Grundbegriffe der Immunhistochemie
Antikoérper, auch Immunglobuline (Ig) genannt, sind von Plasmazellen produzierte

Proteine, die die humorale Immunantwort durch Erkennung und Bindung von Antige-
nen einleiten.

Sie bestehen aus mindestens vier Untereinheiten, zwei identischen leichten Ketten
und zwei identischen schweren Ketten von héherem Molekulargewicht, die durch
Disulfidbriicken verbunden sind. Es gibt zwei verschiedene Typen von leichten Ket-
ten (k und A) und funf verschiedene schwere Ketten, q, 9, €, y und p, die fur die funf
Antikorperklasse namensgebend sind: IgA, IgD, IgE, 1gG, und IgM.

Die leichte und die schwere Kette haben je eine hypervariable Region, die das Anti-
gen erkennt. Die Variabilitat der Antikdrper entsteht durch somatische Genumlage-

rungen (Rearrangement) und somatische Mutationen [237].
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3.1.1. Primarantikorper
Primarantikdrper dienen der Detektion des gesuchten Proteins mittels spezifischer

Antikorper-Antigenbindung.
Bei den Primarantikdrpern wird zwischen monoklonalen und polyklonalen Antikdrpern

unterschieden.

3.1.1.1. Monoklonale Antikorper
Die Methode zur Gewinnung monoklonaler Antikdrper beruht auf dem 1975 von Koh-

ler und Milstein entwickelten Verfahren der Immortalisierung antikérperproduzieren-
der Plasmazellen durch Hybridisierung mit Myelomzellen [158].
Nachdem einer Maus oder Ratte das Antigens, gegen das Antikorper produziert wer-
den sollen, injiziert worden ist, wird den immunisierten Tieren, die nach einigen Wo-
chen die hochsten Antikorpertiter haben, wenn die Sekundarantwort des Immunsys-
tems durch IgG erfolgt ist, die Milz entfernt.
Nach Zerkleinerung der Milz werden die Plasmazellen unter Zugabe von Polyethy-
lenglykol oder im elektrischen Feld mit Myelomzellen, malignen immortalisierten
Plasmazellen, fusioniert.
Danach mussen die Hybride unter den Zellen selektioniert werden. Dies geschieht in
einem Selektivmedium, dem HAT-Medium, das Hypoxanthin, Aminopterin und Thy-
midin enthalt. Die Myelomzellen, die das Hypoxanthin-Guanin Phosphoribosyltransfe-
rase-Enzym (HGPRT) nicht besitzen, kdnnen das im Medium vorhandene Hypo-
xanthin nicht zur Purinsynthese benutzen und sterben ab, da die endogene Purin-
synthese durch das Aminopterin blockiert wird. Nur fusionierte Hybride, die das
HGPRT aus den Plasmazellen der Maus bzw. Ratte enthalten, kbnnen das vorhan-
dene Hypoxanthin und Thymidin benutzen und Uberleben.
Die uUberlebenden Hybride werden nun auf Mikrotiterplatten vereinzelt und auf den
produzierten Antikorpergehalt untersucht. Die Hybride, die den gewunschten Antikor-
per produzieren, werden nun kultiviert und vermehrt. Da diese alle jeweils von einer
einzigen Zelle abstammen, sind sie genetisch identisch und werden Klone genannt.
Es gibt mehrere Moglichkeiten, diese Antikorper produzierenden Zellen kommerziell
zu kultivieren:

o Aszites mit monoklonalen Antikérpern
Der Zellklon wird in die Bauchhohle eines Tiers injiziert und gibt die von ihm produ-
zierten Antikorper in die Peritonealflussigkeit des Tiers ab, die dann durch Punktion

gewonnen wird.
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e Kulturiiberstand mit monoklonalen Antikérpern
Der Zellklon verbleibt in der Zellkultur und gibt die Antikorper in das Medium ab, das
gefiltert und aufgereinigt wird, um eine reine Antikdrperfraktion zu erhalten. So be-
steht nicht die Gefahr einer Hintergrundfarbung und die Antikérper reagieren sehr

spezifisch mit dem entsprechenden Antigen.

3.1.1.2. Polyklonale Antikérper
Den zur Antikorperproduktion verwendeten Tieren, meist Kaninchen, wird das Anti-

gen injiziert, die dann die entsprechenden IgG-Antikorper produzieren. Kaninchen
werden wegen ihrer einfachen Haltung und der Tatsache, dass humane Antikorper
gegen Kaninchenserumproteine sehr selten sind und Kaninchen-Antikorper bei Anti-
gen- oder Antikdrpertuberschuss humane Proteine Uber einen weiten Bereich prazipi-
tieren, am haufigsten verwendet [115].

Dieser Vorgang wird mehrmals wiederholt, um einen hoheren Antikorpertiter in den
Tieren zu erreichen. Das aus den Tieren gewonnene Antiserum wird anschliel3end
chromatographisch aufgereinigt, um die Hintergrundfarbung zu verringern.
Polyklonale Antikérper erkennen mehrere Antigendeterminanten, da die Antikorper
von mehreren verschiedenen B-Zellen gebildet werden und sind somit nicht in glei-
chem Male anfallig fur fixierungsbedingte Epitopveranderungen wie monoklonale
Antikdrper und auch preiswerter. Die Gefahr einer unspezifischen Hintergrundfar-
bung und von Kreuzreaktionen mit ahnlichen Antigenstrukturen sind hingegen gro6-

Rer.

3.1.2. Nachweismethoden
3.1.2.1. Direkte Methode
Bei der direkten Nachweismethode ist der Primarantikorper bereits mit einem Fluo-
rochrom oder einem Markerenzym konjugiert. Vorteil ist die Schnelligkeit dieser Me-
thode, Nachteile sind das sehr schwache Farbesignal und die durch den hohen Anti-

korperverbrauch und die speziellen Produktionsverfahren bedingten hohen Kosten.

3.1.2.2. Indirekte Methode
Bei dieser Methode bindet ein unkonjugierter Primarantikdrper an das Antigen, der

dann von einem mit einem Markerenzym oder Fluorochrom konjugiertem Sekunda-

rantikorper erkannt wird.
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Hier wurden nur Markerenzyme verwendet. Dazu wird auf3erdem noch ein gegen den
Sekundarantikoérper gerichteter Komplex bendtigt, der das gewlinschte Markerenzym
tragt. In den von verschiedenen Firmen angebotenen ,Detektionskits® sind sowohl
der entsprechende Sekundarantikdrper, der Komplex sowie das Chromogen enthal-
ten. Die verschiedenen benutzten Detektionskits werden im Anschluss beschrieben.
Diese Methoden sind sowohl in den Routine- als auch in den Forschungslaboratorien
des Hauses etabliert und wurden an Hand der vorgegebenen Richtlinien angewen-
det.

Hier angewendeten Nachweismethoden und Chromogene:

e Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase (APAAP)- Methode

Diese Methode wurde ab der Publikation von Cordell et al. haufig angewandt [56].
Die alkalische Phosphatase fur die Konjugation eines Komplexes wird aus Kalber-
darm gewonnen. Sie kommt auch endogen in vielen Organen wie Dinndarmepithel,
Nierentubuluszellen oder der Leber vor. Diese endogene alkalische Phosphatase
muss vor dem Auftragen der Antikdrper blockiert werden.
Nach dem Primarantikdrper wird ein Brickenkorper angewendet, an den dann der
APAAP-Komplex binden kann. Der APAAP-Komplex besteht aus monoklonalen
Mausantikorpern gegen alkalische Phosphatase, die spezifisch mit dem Enzym alka-
lische Phosphatase konjugiert sind.

e Avidin-Biotin Complex (ABC)- Methode
Avidin ist ein aus Huhnereiweil® gewonnenes Glykoprotein mit vier Bindungsstellen
fur Biotin (Vitamin By, Vitamin Bg oder Vitamin H). Da es bei Anwendung von Avidin
aus Huhnereiweil} teilweise zu unspezifischen Reaktionen kommt, wird heute Strep-
tavidin, ein reineres auf gentechnischem Weg aus dem Bakterium Streptomyces avi-
dinii gewonnenes Produkt, verwendet.

Nach dem Primarantikorper wird ein mit Biotin markierter Brickenantikdrper aufge-
tragen. An diesen biotinylierten Brlckenantikorper bindet der ABC-Komplex. Der
Komplex wird so produziert, dass an drei der vier moglichen Bindungsstellen des A-
vidins ein Biotinmolekul gebunden ist. An den Komplex ist ein Enzym (alkalische
Phosphatase oder Peroxidase) gekoppelt, dass die Farbreaktion verursacht.

Die alkalische Phosphatase wurde oben schon beschrieben, die Peroxidase wird aus
der Wurzel des Meerrettichs gewonnen. Die Peroxidase kommt auch endogen in vie-

len Organen bzw. Zellen wie Dunndarmepithel, Erythrozyten oder auch Granulozyten
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und Mastzellen vor. Diese endogene Peroxidase muss vor dem Auftragen der Anti-
korper blockiert werden.
Die ABC-Methode hat eine hohere Sensitivitat als die APAAP-Methode [131].

e [ abeled Streptavidin-Biotin (LSAB)- Methode
Der Unterschied zur ABC-Methode besteht darin, dass nach dem Brlickenantikérper
ein direkt mit einem Enzym (alkalische Phosphatase oder Peroxidase) gekoppeltes
Avidin verwendet wird. Dadurch sind alle vier moglichen Bindungsstellen des Avidins
fur das am Bruckenkdrper vorhandene Biotin frei und das Farbsignal wird sehr spezi-
fisch.
Der Vorteil gegenuber der ABC-Methode besteht darin, dass die Reaktionskomplexe
bei der Avidin-Biotin Anlagerung kleiner sind und es somit nicht zu rdumlichen Be-
hinderungen kommt, die das Farbsignal verfalschen kénnten. Dadurch ist die LSAB-
Methode sensitiver als die ABC-Methode [93].

3.1.2. Chromogene
Die Farbstoffe dienen der Visualisierung der durch die jeweiligen Primarantikorper

erkannten Strukturen. Folgende Farbstoffe wurden benutzt:
e 3,3Diaminobenzidin (DAB)
Dieser Farbstoff dient als Chromogen fur Reaktionen mit Meerrettichperoxidase. Er
erzeugt ein braunes Farbprodukt.
e [ast Red
Dieser Farbstoff dient als Chromogen fur Reaktionen mit der alkalischen Phosphata-

se. Er erzeugt ein rotes Farbprodukt.

3.2. Durchfuhrung der immunhistochemischen Farbungen
Alle Farbungen wurden im immunhistochemischen Labor des Instituts fur Allgemeine

Pathologie und Pathologische Anatomie der Technischen Universitat Minchen
durchgefuhrt.

Die Vorbereitungen zur Immunhistochemie und diese selbst wurden — soweit vor-
handen - gemal’ den in den Forschungslaboratorien des Hauses etablierten Richtli-
nien durchgefihrt. Dies gilt insbesondere fir die Vorbehandlung der Schnitte, die
Sekundarantikdrper und die angewandten Komplexe, zum Teil auch fur die verwen-
deten Primarantikorper, die in den Routinelabors verwendet werden. Die anderen
Primarantikdrper wurden vor ihrer Anwendung an den TMA-Schnitten an verschiede-

nen Testgeweben und mit verschiedenen Methoden der Epitopdemaskierung, so-
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wohl hitze- als auch enzyminduziert, und unterschiedlichen Primarantikérperverdin-
nungen ausgetestet, um ein moglichst spezifisches Farbeergebnis zu erzielen.

Hier werden nun die einzelnen Arbeitsschritte dargestellt:

3.2.1. Entparaffinierung
Hierzu wurden die Schnitte 20 Minuten in Xylol eingestellt. Danach wurden die

Schnitte in der absteigenden Alkoholreihe (drei Kivetten mit Isopropylalkohol, drei
Kiavetten mit 96%igem Ethanol und zwei Kivetten mit 70%igem Ethanol) rehydriert,
indem sie in jede Kuvette ca. 30 Sekunden eingestellt wurden. AnschlieRend wurden
sie zuerst in destilliertem Wasser und danach in Trihydroxymethylaminomethan

(TRIS) -Puffer gesplilt, in dem sie bis zur weiteren Behandlung verblieben.

3.2.2. Epitopdemaskierung
Durch die bei allen hier verwendeten Praparaten erfolgte Formalinfixierung entstehen

im Gewebe Aldehydvernetzungen, die zu einem Verlust der Immunreaktivitat fuhren
und die Bindung des Primarantikdrpers verhindern konnen. Durch diese Vernetzun-
gen kann sich auch die dreidimensionale Proteinstruktur des Antigens derart veran-
dern, dass sie vom Antikorper nicht mehr erkannt wird (Antigenmaskierung) [195].
Der erste Ansatz zur Epitopdemaskierung war die Trypsinandauung des Gewebes
[135]. Die enzymatische Andauung des Gewebes beinhaltet aber auch die Gefahr
einer Zerstorung der Zielproteine bei zu langem Einwirken der Proteasen.
1991 wurden erste Versuche der Epitopdemaskierung durch Hitze publiziert [270],
ein weiterer Schritt war die Verwendung von Citratpuffer anstelle von Metalllésungen
[42].
Aufgrund der vorhandenen Arbeitsprotokolle und den aus den eigenen Austestungs-
reihen haben wir uns bei allen Antikérper fur eine hitzeinduzierte Demaskierung ent-
schieden. Dabei wurden drei verschiedene Methoden angewandt:

e Hitzedemaskierung in der Mikrowelle
Es wurde eine handelsubliche Mikrowelle NN-T259 der Firma Panasonic (Matsushita
Electric Industrial Co., Ltd., Kadoma, Japan) verwendet. Die zu demaskierenden
Schnitte wurden in eine mit Citratpuffer gefullte Kuvette gestellt und in der Mikrowelle
je zweimal bei 900 W 10 Minuten erhitzt. Nach den ersten zehn Minuten wurde die
Klvette wieder mit Citratpuffer aufgeflllt, um ein Austrocknen der Schnitte zu ver-
meiden. Vor den darauf folgenden Arbeitsschritten wurden die Schnitte dreimal in
TRIS-Puffer gespuilt.
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e Hitzedemaskierung im Dampfgarer
Der hier verwendete Dampfgarer DG 2423 ist handelsubliches Gerat der Firma Seve-
rin Elektrograte, Sundern. Er wird mit destilliertem Wasser befullt.
Eine Klvette wurde mit 275 ml des speziell fir den Dampfgarer einzusetzenden Puf-
fers (Pufferzusammensetzung siehe unten) gefullt. Der Puffer wurde 20 Minuten im
Dampfgarer vorgewarmt. AnschlieBend wurden die Schnitte in die Klvette gestellt
und 30 Minuten im Dampfgarer gegart. Nachdem die Schnitte zehn Minuten ausge-
kUhlt waren, wurden sie dreimal in TRIS-Puffer gewaschen.

e Hitzedemaskierung im Dampfdruckkochtopf
Hierzu wurde ein Dampfdruckkochtopf WMF Schnelltopf® PERFECT (WMF, Geislin-
gen) verwendet.
In den Topf wurden zwei Liter Citratpuffer geflllt und bis zum sprudelnden Kochen
des Puffers aufgeheizt. Danach wurden die Schnitte eingestellt und der Topfdeckel
geschlossen. Nach sieben Minuten wurde der Topf von der Platte genommen und
abgekuhlt. Vor ihrer Weiterverwendung wurden die Schnitte dreimal in TRIS-Puffer

gewaschen.

3.2.3. Blockieren der endogenen Peroxidase und alkalischen Phospha-
tase

Dies ist notwendig, um die Mitreaktion dieser Enzyme, wenn das Chromogen umge-
setzt wird, und die dadurch verursachten falsch positiven Reaktionen zu vermeiden.
Zur Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat des verwendeten Gewebes wur-
den die Schnitte 15 Minuten in 3%igem H,O, inkubiert, bevor der Primarantikorper
aufgetragen wird. Die 3%ige H>O2-Lésung wird kurz vor der Verwendung durch eine
30%ige HO»-Lésung (Merck, Darmstadt) und 1:10 Verdlinnung mit destilliertem
Wasser hergestellt.

Eine Blockierung der endogenen alkalischen Phosphatase ist bei hitzeinduzierter
Epitopdemaskierung, wie sie hier bei allen Schnitte zur Anwendung kam, nicht mehr
notig, da das Enzym durch die Hitze bereits zerstort wird. Ansonsten kann sie mit

Levamisol durchgefuhrt werden.

3.2.4. Blockieren mit Normalserum
Normalserum wird aus Tieren gewonnen, die nicht mit den nachzuweisenden Antige-

nen immunisiert worden sind. Das Normalserum dient zur Absattigung elektrostati-
scher Ladungen und hydrophober Bindungen und somit zur Vermeidung unspezifi-

scher Farbungen.
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Nach der Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat mit H,O, wurden die
Schnitte je nach Antikdrper 20 Minuten mit Normalserum inkubiert.
Das Normalserum wurde mit dem unten beschriebenen Antikdrperverdinnungsme-

dium im Verhaltnis 1:20 verdinnt.

3.2.5. Blockade des endogenen Biotins
Biotin kommt in vielen Geweben physiologisch vor und kann bei Anwendung der

ABC-Methode zu unspezifischen Farbereaktionen flihren [335]. Da es bei Prostata-
gewebe durch endogenes Biotin zu unspezifischen Farbungen kam, wurde auch hier
ein Biotin-Block verwendet, um eine unspezifische Hintergrundfarbung zu vermeiden.
Von den beiden Reagenzien des Kits wurden jeweils 150 ul je 15 Minuten aufgetra-
gen, dazwischen wurden die Schnitte kurz in TRIS-Puffer gespult, nach der zweiten

Reagenz wurde ohne erneutes Spulen der Primarantikorper aufgetragen.

3.2.6. Inkubation mit dem Primarantikorper
Pro TMA-Schnitt wurden 150 ul Primarantikorper in der bei den einzelnen Antikor-

pern beschriebenen Verdunnung auf die Schnitte pipettiert. Danach wurden die
Schnitte 60 Minuten bei Raumtemperatur in feuchten Kammern inkubiert. Bei der
Farbung mit dem Androgenrezeptor wurden die Schnitte 24 Stunden im Kihlschrank
bei 4°C inkubiert.

Die feuchten Kammern sind Plastikbehalter, in die etwas destilliertes Wasser gege-
ben wurde, um die Verdunstung der Antikdrpermedien und damit das Austrocknen
der Schnitte zu verhindern.

Nach der Inkubation wurden die Schnitte dreimal in TRIS-Puffer gespult, bevor der

Sekundarantikorper aufgetragen wurde.

3.2.7. Inkubation mit dem Sekundarantikoérper
Der Sekundarantikorper des entsprechenden Detektionskits wurde fur 30 Minuten

inkubiert, danach wurden die Schnitte dreimal in TRIS-Puffer gewaschen, bevor der

Komplex aufgetragen wurde.

3.2.8. Inkubation mit dem Komplex
Der Komplex des dem jeweiligen Protokoll entsprechenden Detektionskits wurde e-

benso fur 30 Minuten aufgetragen. Danach wurden die Schnitte wieder dreimal in
TRIS-Puffer gesplilt.
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3.2.9. Farbung
Die Farbung zur Darstellung der durch die Primarantikérper markierten Struktur wur-

de mit den jeweils zu verwendenden Farbstoffen DAB bzw. Fast Red durchgefiihrt.
Nach neun Minuten wurde die Farbreaktion in destilliertem Wasser abgestoppt, um

eine unspezifische Farbung zu vermeiden, anschliefend erfolgte die Gegenfarbung.

3.2.10. Gegenfarbung
Nach erfolgter Farbung wurden die Schnitte vier Sekunden mit Hamalaun (Apotheke

des Klinikums rechts der Isar, Minchen) gegengefarbt, um auch die nicht durch die
Antikorper markierten Strukturen fur das Mikroskopieren sichtbar zu machen, die
durch das Hamalaun eine blaue Farbe annahmen. AnschlieRend daran wurden die
Schnitte mit Leitungswasser gespult, um eine zu starke Blaufarbung der Schnitte

durch das Hamalaun zu vermeiden.

3.2.11. Dehydrierung und Eindeckung
Nach der Gegenfarbung durch Hamalaun mussten die Schnitte vor der der Einde-

ckung wieder dehydriert werden. Dies erfolgte in der aufsteigenden Alkoholreihe
(zwei Kuvetten mit 70%igem Ethanol, zwei Kuvetten mit 96%igem Ethanol, drei Ku-
vetten mit Isopropylalkohol und flunf Kavetten mit Xylol), in der die Schnitte in jeder
Klvette ca. 30 Sekunden eingestellt wurden.

Die Eindeckung erfolgte in einem vollautomatischen Objekttrager-Eindeckautomaten
RCM 2000 (medite Medizintechnik, Burgdorf). Es wurden Deckglaser der Grolde
24x50 mm der Marke Automat Star (Engelbrecht Medizin- und Labortechnik, Eder-
munde) verwendet. Nach der Eindeckung wurden die Schnitte noch zehn Minuten im
Brutschrank bei 100°C inkubiert, um eine gute und luftblasenfreie Haftung des Deck-

glases am Objekttrager zu gewahrleisten.

3.3. Verwendete Reagenzien
3.3.1. TRIS-Puffer

Dieser Puffer ist ein Waschpuffer und das Aufbewahrungsmedium, um die Schnitte
zwischen den einzelnen Behandlungsschritten vor Austrocknung zu schutzen.
Er wird in Form einer Gebrauchslosung, die aus einer im Verhaltnis 1:9 mit destillier-
tem Wasser verdunnten Stammldsung besteht, verwendet und bei 4°C gelagert.
Die Stammldsung wird wie folgt angesetzt:
60,5 g TRIS-Base (Trizma® base, Sigma-Aldrich, St. Louis USA) wird in 700 ml des-
tilliertem Wasser aufgelost. Mit 2 N HCI (Merck, Darmstadt) wird der pH-Wert der
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Lésung auf 7,6 eingestellt. Anschliel3end werden 90 g NaCl (Merck, Darmstadt) darin
geldst. Aufgrund des hohen Salzgehaltes kann die Lésung bei Zimmertemperatur

aufbewahrt werden.

3.3.2. Citratpuffer
Dieser Puffer wird bei der hitzeinduzierten Epitopdemaskierung in der Mikrowelle und

im Dampfdruckkochtopf eingesetzt.

Er wird bei 4°C gelagert und bei Bedarf neu angesetzt.

Hierfur werden 2,1 g Citronensaure-Monohydrat ad analysem (Merck, Darmstadt) in
1000 ml destilliertem Wasser aufgelost. AnschlieRend wird der pH-Wert der Ldsung
mit 2 N NaOH (Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Minchen) auf pH 6 einge-
stellt.

3.3.3. Puffer fiir den Dampfgarer
Hierzu wird DakoCytomation Target Retrieval Solution 10x Concentrate der Firma

Dako, Glostrup DK, Code-Nr. S1699, verwendet, die mit destilliertem Wasser im Ver-

haltnis 1:10 verdinnt wird.

3.3.4. Antikorperverdiinnungsmedium
Zum Einsatz kam das Produkt Dako REAL™ Antibody Diluent (Dako, Glostrup DK).

Es wird sowohl im immunhistochemischen Routinelabor als auch in der Forschung
des Hauses regelmaldig eingesetzt.

Es enthalt TRIS-Puffer, pH 7,2, mit 15 mmol/L NaN3 und Protein und wird bei 2 bis
8°C aufbewahrt.

3.3.5. Normalserum
Das Ziegennormalserum stammte von der Firma Dako, Glostrup DK, Code-Nr.

X0907. Es enthalt Vollserum von gesunden Ziegen sowie 15 mmmol/l Natriumtrinitrat
zur Konservierung. Die Lagerung erfolgt bei 2-8°C. Bei den mit der ABC-Methode
nachgewiesenen Antikdrpern wurde das jeweils dem Kit beigegebene Normalserum

verwendet.

3.3.6. Avidin-Biotin-Block
Hier wurde der Avidin/Biotin Blocking Kit von Vector Laboratories, Burlingame USA,

Katalognr. SP-2001, verwendet. Die Reagenz ,A* besteht aus einer Avidin D Losung,
Reagenz ,B“ aus einer Biotinldsung, die die verbleibenden Bindungsstellen des Avi-

dins absattigt.
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Der Kit liegt in gebrauchsfertigen Tropfflaschchen vor, die Lagerung erfolgt bei 2-8°C.

3.3.7. Detektionskits (Sekundarantikorper, Komplex, Farbstoff)
Detektionskits werden bereits komplett von Firmen angeboten und enthalten alle zur

Visualisierung des vom Primarkorper erkannten Antigens bendétigten Bestandteile,
wozu der Sekundarantikorper, der Komplex und das Chromogen zahlen.
Folgende Detektionskits wurden verwendet:

e Detektionskit K6000, Dako, Glostrup DK (APAAP)

Dieser Kit besteht aus einer schon gebrauchsfertigen Sekundarantikdrperldésung
(Kaninchen-Anti-Maus-Immunglobuline), einer Komplexlésung (APAAP Immuno-
complex) und dem Chromogen (RED Chromogen). Das Fast Red-Chromogen be-
steht aus vier Komponenten. Chromogen Red 1, Red 2 und Red 3 werden vor Ge-
brauch mit AP Substrate Buffer im Verhaltnis 1 (Red 1) : 1 (Red 2) : 1 (Red 3) : 25
(AP Substrate Buffer) verdunnt.

e Detektionskit K6001, Dako, Glostrup DK (LSAB-POX)

Dieser Kit besteht aus einer schon gebrauchsfertigen Sekundarantikérperldosung (bio-
tinylierten Ziege-Anti-Maus- und Ziege-Anti-Kaninchen-Immunglobuline), einer Kom-
plexldsung (an Meerrettichperoxidase konjugiertes Streptavidin) und dem Chromo-
gen (DAB). Das DAB+ Chromogen setzt sich zusammen aus einer konzentrierten
Diaminobenzidinldsung (DAB-L6sung) und dem wasserstoffperoxidhaltigen Substrate
Buffer. Vor dem Gebrauch muss DAB+ Chromogen mit HRP Substrate Buffer im
Verhaltnis 1:50 verdunnt werden.

e Detektionskit K6005, Dako, Glostrup DK (LSAB-AP)

Dieser Kit besteht aus einer schon gebrauchsfertigen Sekundarantikérperlésung (bio-
tinylierten Ziege-Anti-Maus- und Ziege-Anti-Kaninchen-Immunglobulinen), einer
Komplexlosung (Streptavidin Alkaline Phosphatase) und dem Chromogen (RED
Chromogen). Das Chromogen ist dasselbe wie bei Kit K56000.

e Vectastain® ABC-Kit Mouse/ Rabbit, Vector Laboratories, Burlingame USA
Dieser Kit wurde bei den Antikdrpern gegen den Androgenrezeptor und gegen Inter-
leukin 6 verwendet.

Der Sekundarantikorper wurde mit dem bereits beschriebenen Antikérperverdin-
nungsmedium im Verhaltnis 1:200 unter Zugabe von Normalserum im Verhaltnis
3:200 verdunnt.
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Der ABC-Komplex wurde aus den beiden Reagenzien A und B, die im Verhaltnis

1:50 mit TRIS-Puffer verdiinnt wurden, hergestellt. Dies ist das schon etablierte Ver-

dinnungsschema fur die ABC-Kits, das hier ubernommen wurde

Als Chromogen wurde das oben beschriebene DAB verwendet.

3.4. Verwendete Primarantikorper
Zur besseren Ubersicht erfolgt die Aufzahlung der verwendeten Priméarantikdrper in

tabellarischer Form.

Antigen

Antikérpertyp/

Herstellerfirma und Produktcode

Klon

Verdiinnung

Methodik

CK 5/6

monoclonal-mouse; 1IgG1
Dako, Glostrup DK, M7237

D5/16 B4

1:50

KT/APAAP

PSA

polyclonal-rabbit
Dako, Glostrup DK, A0562

1:80.000

KT/LSAB-AP

PSP

monoclonal-mouse; 1IgG2a
Sigma-Aldrich, St. Louis USA, P9808

PAP-29

1:90.000

KT/LSAB-AP

PSMA

monoclonal-mouse; 1IgG1
Dako, Glostrup DK, M3620

3E6

1:100

DG/LSAB-POX

Racemase

monoclonal-rabbit
Dako, Glostrup DK, M3616

13H4

1:100

KT/LSAB-POX

Androgenrezeptor

monoclonal-mouse; 1IgG1

Novocastra, Newcastle upon Tyne UK,

NCL-AR-318

AR27

1:300

KT/ABC

MIB-1

monoclonal-mouse; 1gG1
Dako, Glostrup DK, M7240

MIB-1

1:100

KT/APAAP

IL-6

monoclonal-mouse; 1gG2a

Novocastra, Newcastle upon Tyne UK,

NCL-L-IL-6

10C12

1:50

KT/ABC

STAT3

polyclonal-rabbit

Cell Signaling Technology, Danvers USA,

9131

1:2500

KT/LSAB-POX

MAPK

monoclonal-rabbit; 1IgG

Cell Signaling Technology, Danvers USA,

4376

20G11

1:400

KT/LSAB-POX

PI3K

polyclonal-rabbit

Cell Signaling Technology, Danvers USA,

4254

1:200

KT/LSAB-POX

IL8

polyclonal-rabbit

BioSource International, Camarillo USA,

AHC0881

1:1000

KT/LSAB-POX
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CXCR1 monoclonal-mouse; 1IgG2b 5A12 1:1500 KT/LSAB-POX

BD Biosciences, Franklin Lakes USA,
555937

CXCR2 monoclonal-mouse; 1gG1 6C6 1:100 KT/LSAB-POX

BD Biosciences, Franklin Lakes USA,
555932

Bcl-2 monoclonal-mouse; 1IgG1 124 1:50 KT/LSAB-POX
Dako, Glostrup DK, M0887

Bim * - 1:1000 KT/LSAB-POX

CycD1 monoclonal-rabbit; 1IgG SP4 1:50 DG/LSAB-POX
DCS, Hamburg D, C1667C01

c-Fos monoclonal-mouse; 1IgG1 CS93.1.18 | 1:100 KT/LSAB-POX

Calbiochem, San Diego USA, OP53

Tabelle 5: Verwendete Primarantikérper; KT = Dampfdruckkochtopf, DG = Dampfgarer

*: Der polyklonale Bim-Antikdrper wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Hacker,
Institut fir Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene der technischen

Universitat Mlinchen zur Verfligung gestellt.

4. Auswertung der immunhistochemischen Farbungen
Die Schnitte wurden an einem Zeiss-Mikroskop (Axioskop 2) in der VergrofRerung

1x200 von zwei Facharzten fur Pathologie unabhangig voneinander ausgewertet.
Jede Stanze wurde einzeln ausgewertet, Tumorgewebe, benignes Drusenepithel und
das Stroma wurden — soweit jeweils vorhanden — getrennt bewertet. Die Bewertung
erfolgte anhand der Farbeintensitat auf einer Skala von 0 (keine Farbung) bis 4 (sehr
starke Farbung), ein Procedere, das allgemein bei immunhistochemischen Auswer-
tungen angewandt wird.

FUr die endgulltige Bewertung jedes Patienten wurden jeweils die beiden starksten
Auspragungen zusammengezahlt. Falls nur eine Stanze Tumorzellen oder benignes
Driusenepithel enthielt, wurden diese doppelt gezahlt. Bei in TMA 5 doppelt gestanz-
ten Patienten wurden auch jeweils die beiden starksten Farbungen gewertet.

Hierdurch erhielt man eine Skala fur die Bewertung eines Patienten von 0 bis 8.

5. Statistische Auswertung
Alle statistischen Auswertungen wurden zu einem Signifikanzniveau von 5 % vorge-

nommen.
Da es sich um explorative Untersuchungen handelte, wurde auf die Problematik des

~,multiplen Testens” nicht eingegangen (keine Adjustierung des Signifikanzniveaus).
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Um einfach interpretierbare Vergleichsgruppen mit adaquaten Fallzahlen zu definie-
ren, wurden in Absprache mit Herrn Schuster die neun moéglichen Auspragungen auf
drei reduziert:

A: 0 (keine Farbung)

B: 1, 2 (schwache Farbung)

C:3,4,5,6,7, 8 (starke Farbung)

Folgende statistische Untersuchungen wurden durchgefuhrt:

e Assoziationen zwischen den Gruppen ,Vorbehandlung“ und ,keine Vorbe-
handlung® jeweils bei Tumorzellen und beim benignem Drusenepithel.

e Assoziationen zwischen Tumorzellen bzw. benignem Drusenepithel der Grup-
pe ,vorbehandelt” und Biopsien der jeweiligen Patienten.

e Korrelationen zwischen den Gruppen ,Tumorzellen und ,benignes Drisene-
pithel“ jeweils bei vorbehandelten und nicht-vorbehandelten Patienten.

e Assoziationen zwischen zwei Merkmalen in den Gruppen , Tumorzellen vorbe-
handelt — Tumorzellen nicht-vorbehandelt® und ,benignes Drlsenepithel vor-
behandelt —benignes Drisenepithel nicht-vorbehandelt”.

Um Assoziationen zwischen kategorialen Merkmalen zu untersuchen, wurde der
Chi*-Test bzw. der Exakte Test von Fisher (bei schwach besetzten Zellen) verwen-
det.

Um Korrelationen des quantitativen Farbungsgrades zwischen Tumorzellen und be-
nignen Zellen zu prifen wurde der Korrelationskoeffizient von Spearman berechnet.
Des Weiteren fanden Verteilungsvergleiche zweier unabhangiger Stichproben mit
dem Mann-Whitney-U-Test statt.

Um den bivariaten Zusammenhang ordinal-skalierter Messungen zu quantifizieren
wurde Kendall’'s-tau-b Koeffizient berechnet, dieser erfasst die Haufigkeit, wie oft
Datenauspragungen Ubereinstimmen (minus denen die nicht Ubereinstimmen) und
setzt diese ins Verhaltnis zu allen Messwertpaaren. Der Vorzeichentest wurde be-
nutzt um Unterschiede zwischen ordinal skalierten abhangigen Stichproben zu ana-

lysieren. Dieser wurde bei der Auswertung der Biopsien angewendet.
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F Ergebnisse

Statistisch signifikante Ergebnisse sind in der Farbkombination gelb (A) — orange (B)

-rot (C) dargestellt, nicht signifikante Ergebnisse zum Vergleich in Grauabstufungen.

.1 steht fur Tumorgewebe, ,N“ fur benigne Epithelien, ,0“ fur keine Vorbehandlung,

,1¢ fur Vorbehandlung.

1. Zelllinienergebnisse

Die Literaturergebnisse (Spalte Literatur) wurden bereits in der Einleitung aufgefuhrt

und hier zum Vergleich neben die Ergebnisse dieser Studie (Spalte Studie) gestellt.

Merkmal LNCaP PC-3 DU145
Literatur Studie | Literatur Studie | Literatur Studie

CK5/6 A A A A A A
PSA C B A A A A
PSP C A A A A A
Racemase C C B A B A
MIB-1 C C C C C C
PSMA C C A A A A
Androgenrezeptor | C C A A A A
IL-6 A/B* B C C C C
STAT3 B A C A C B
MAPK B C B C C C
PI3K B B B A B A
IL8 A/B* C C C C C
CXCR1 - B A A A/B* B
CXCR2 - A A/B* A A A
CycD1 C C C C B C
BCL-2 C B B B A/B* B
BIM B C B C A/B* C
c-Fos A C C C C C

Tabelle 6: Proteinexpression der Zelllinien in dieser Studie

*: widersprichliche Angaben in der Literatur

34 gleiche Ergebnisse, 16 ahnliche Ergebnisse (,B“ statt ,C* bzw. ,C* statt ,BY), 2

unterschiedliche Ergebnisse (bei PSP und c-Fos, jeweils bei LNCaP-Zellen; Erlaute-

rung hierzu siehe unter Punkt 1 im Teil Diskussion)
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Als Beispiel fur die Proteinexpression in den Zelllinien wird hier vergleichend die Ra-

cemase-Expression dargestellt.

Abbildung 2: Racemase-Expression in LNCaP-Zellen (x 200)

Abbildung 3: Racemase-Expression in DU145-Zellen (x 200)

Abbildung 4: Racemase-Expression in PC-3-Zellen (x 200)
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2. Assoziationen zwischen den Gruppen ,,Vorbehandlung“ und
»Keine Vorbehandlung*

Androgenrezeptor_T * Vorbehandlung

Crosstab
Vorbehandlung
0 1 Total
AR T B Count 2 6 8 Chi-Square Tests
% within Vorbehandlung 4.2% 24,0% 11,0% .
Exact Sig.
C Count 46 19 65 (2-sided)
% within Vorbehandlung 95,8% 76,0% 89,0% Fisher's Exact Test ,017
Total Count 48 25 73
% within Vorbehandlung 100,0% 100,0% 100,0%
ART
100% -
90% -
80% -
70% -
60% - BARTC
50% - oARTB
40% - OARTA
30% -
20% -
10% 1 6
0% o
keine Vorbehandiung Vorbehandiung

Abbildung 5: Auswertung Androgenrezeptor im Karzinom: Vorbehandlung - keine Vorbehand-

<«

.‘I

Abbildung 6: Androgenrezeptor-Expression im benignen Epithel (N) und im Karzinom (T): links
unvorbehandelt, rechts vorbehandelt; verschiedene Patienten
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Androgenrezeptor_N * Vorbehandlung

Crosstab
Vorbehandlung
0 1 Total
AR_N B Count 2 8 10 Chi-Square Tests
% within Vorbehandlung 4,0% 32,0% 13,3% -
Exact Sig.
C Count 48 17 65 (2-sided)
% within Vorbehandlung 96,0% 68,0% 86,7% Fisher's Exact Test ,002
Total Count 50 25 75
% within Vorbehandlung 100,0% 100,0% 100,0%
AR N
100% -
0% -
80% -
70% -
60% - BAR NC|
50% - DARNB
40% - OAR NA
30% -
20% - 8
10% -
0% o
keine Vorbehandlung Vorbehandlung

Abbildung 7: Auswertung Androgenrezeptor benignes Epithel: Vorbehandlung - keine Vorbe-

handlung
PSP_N * Vorbehandlung
Crosstab
Vorbehandlung
0 1 Total
PSP_N A Count 2 6 8 Chi-Square Tests
% within Vorbehandlung 4,0% 24,0% 10,7%
B Count 5 8 13 Exact Sig.
% within Vorbehandlung 10,0% 32,0% 17,3% (2-sided)
C Count 43 11 54 Fisher's Exact Test <0,001
% within Vorbehandlung 86,0% 44,0% 72,0%
Total Count 50 25 75
% within Vorbehandlung 100,0% 100,0% 100,0%
PSP_N
100% -
90% +
80% -
70%
60% -
50% +
40% - 8
30% +
20% +
10% 6
0% Z
keine Vorbehandiung Vorbehandlung

Abbildung 8: Auswertung PSP benignes Epithel: Vorbehandlung - keine Vorbehandlung
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PSA_N * Vorbehandlung

Crosstab
Vorbehandlung
0 1 Total
PSAN A Count 0 2 2 Chi-Square Tests
% within Vorbehandlung ,0% 8,3% 2,7%
B Count 8 11 19 Exact Sig.
% within Vorbehandlung 16,0% 45,8% 25,7% (2-sided)
C Count 42 11 53 Fisher's Exact Test ,001
% within Vorbehandlung 84,0% 45,8% 71,6%
Total Count 50 24 74
% within Vorbehandlung 100,0% 100,0% 100,0%
PSA N
100% -
90% -
80% -
70% -
60% - mPSA NC
50% - @PSA NB
40% OPSA NA
30% -
20% -
10% -
0%
keine Vorbehandlung

Abbildung 9: Auswertung PSA benignes Epithel: Vorbehandlung - keine Vorbehandlung

Abbildung 10: PSA-Expression benignes Epithel: links unvorbehandelt, rechts vorbehandelt;
verschiedene Patienten
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Racemase_T * Vorbehandlung

Crosstab
Vorbehandlung

0 1 Total
Racemase T B Count 12 13 25
% within Vorbehandlung 24,5% 54,2% 34,2%
C Count 37 11 48
% within Vorbehandlung 75,5% 45,8% 65,8%
Total Count 49 24 73
% within Vorbehandlung 100,0% 100,0% 100,0%

Chi-Square Tests

Asymp. Sig.
(2-sided)

Pearson Chi-Square

,012

Racemase_T

13

12

fal faY

keine Vorbehandlung Vorbehandlung

B Racemase TC
o Racemase TB
0 Racemase TA

Abbildung 11: Auswertung Racemase Tumorgewebe: Vorbehandlung - keine Vorbehandlung

Abbildung 12: Racemase-Expression Karzinom: links unvorbehandelt, rechts vorbehandelt;

verschiedene Patienten
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MAPK_T * Vorbehandlung

Crosstab
Warbehandlung
0 1 Taotal
MAPK_T A Count 35 g9 44 ]
% within Vorbehandiung]  72.0% |  36.0%|  60.3% Chi-Square Tests
B Count 10 9 19 Asymp. Sig.
% within Yorbehandlung 20 8% 36,0% 26,0% (2-sided)
C Count 3 7 10 Pearson Chi-Square ,004
%% within Yorbehandung 6.3% 28 0% 13, 7%
Total Count 48 25 73
% within Vorbehandlung]  100,0% 100,0% 100,0%
MAPK T
100 —
90%
80% I
70%
60% B MAPK_TC
50% 9 @ MAPK_TB
40% 35 o MAPK_TA
30% -
20% 9
10%
0%
keine Vorbehandlung Vorbehandlung
Abbildung 13: Auswertung MAPK Tumorgewebe: Vorbehandlung - keine Vorbehandlung
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Abbildung 14: MAPK-Expression Karzinom: links unvorbehandelt (Biopsie) , rechts vorbehan-
delt (Prostatektomiepraparat); gleicher Patient
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MAPK_N * Vorbehandlung

Crosstab
Vorbehandlung |
0 1 Total
MAPE_M A Count Ky 8 39
9% within Vorbehandlung]  620% |  320%| 520% Chi-Square Tests
B Count 15 il 26 Asymp. Sig
% within Vorbehandlung|  30,0% 44 0% 34,7% (2-sid.ed) '
c Count 4 & 10 Pearson Chi-Square ,030
% within Vorbehandlung| 8,0% 24 0% 133%
Total Count 50 25 75
% within Vorbehandlung|  100,0% 100,0% 100,0%
MAPK_N

100%
9N%
80%
70%
60%
50%

30%
20%
10%

0%

-

keine Vorbehandlung

Vorbehandlung

B MAPK NC|
o MAPK NB
OMAPK_NA

Abbildung 15: Auswertung MAPK benignes Epithel: Vorbehandlung - keine Vorbehandlung

Abbildung 16: MAPK-Expression benignes Epithel: links unvorbehandelt (Biopsie) , rechts
vorbehandelt (Prostatektomiepraparat); gleicher Patient
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STAT 3_N * Vorbehandlung

Crosstab
Vorbehandlung
0 1 Total
STAT A Count 9 2 1 .
Chi-Square Tests
3_N % within Vorbehandlung 18,4% 8,3% 15,1% q
B Count 25 7 32 Exact Sig.
% within Vorbehandlung 51,0% 29,2% 43,8% (2-sided)
C Count 15 15 30 Fisher's Exact Test ,040
% within Vorbehandlung 30,6% 62,5% 41,1%
Total Count 49 24 73
% within Vorbehandlung 100,0% 100,0% 100,0%
STAT3_N
100% -
90%
80%
70%
60% mSTAT3 NC
50% o o STAT3 NB
40% OSTAT3 NA
30%
20% 7
10% 9
0% 2
keine Vorbehandiung Vorbehandlung
Abbildung 17: Auswertung STAT3 benignes Epithel: Vorbehandlung - keine Vorbehandlung
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Abbildung 18: STAT3-Expression benignes Epithel: links unvorbehandelt (Biopsie) , rechts
vorbehandelt (Prostatektomiepréaparat); gleicher Patient
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Bim-K_T * Vorbehandlung

Crosstab
Vorbehandlung
0 1 Total
BIM-K_T A Count 34 9 43 Chi-Square Tests
% within Vorbehandlung 70,8% 37,5% 59,7%
B Count 13 10 23 Exact Sig.
% within Vorbehandlung 27,1% 41,7% 31,9% (2-sided)
c Count 1 5 6 Fisher's Exact Test ,005
% within Vorbehandlung 2,1% 20,8% 8,3%
Total Count 48 24 72
% within Vorbehandlung 100,0% 100,0% 100,0%

BIM KT

100%
0%
80%
70%

mBIM KC|
omBIM KB
O0BIM KA

10%

keine Vorbehandlung Vorbehandlung

Abbildung 19: Auswertung Bim nukledre Farbung Karzinom: Vorbehandlung - keine Vorbe-
handlung

Abbildung 20: Bim-Expression Tumorgewebe: links unvorbehandelt (nur cytoplasmatische
Expression), rechts vorbehandelt (nukleire Expression); verschiedene Patienten
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3. Assoziationen zwischen Tumorzellen und benignes Epithel in
den Gruppen ,,Vorbehandlung“ und ,.keine Vorbehandlung*

PSA T*N

Crosstab
TYPE
vorbehan T N Total
0 psa B Count 22 8 30
% within TYPE 44,9% 16,0% 30,3% Chi-Square Tests
(o} Count 27 42 69
% within TYPE 55,1% 84,0% 69.7% Exact Sig.
Total Count 49 50 99 vorbehan (2-sided)
% within TYPE 100,0% 100,0% 100,0% 0 Fisher's Exact Test 002
1 psa A Count 0 2 2 - :
% within TYPE 0% 8.3% 41% 1 Fisher's Exact Test ,260
B Count 16 1 27
% within TYPE 64,0% 45,8% 55,1%
C Count 9 1 20
% within TYPE 36,0% 45,8% 40,8%
Total Count 25 24 49
% within TYPE 100,0% 100,0% 100,0%
PSA T*N
100% ~
90%
80% mPSAC1
70% 1 = PSA CO
60% -
500/" @m PSAB1
o
@ PSA BO
40%
30% o PSA A1
20% 2 0 PSA A0
10% | 8 | >
0% O O
TO NO ™ N1

Abbildung 21: Auswertung PSA: Tumorgewebe - benignes Epithel

79



PSP T*N

Crosstab
TYPE
vorbehan T N Total
0 psp A Count 1 2 3
% within TYPE 2,0% 4,0% 3,0%
B Count 34 5 39 A
% within TYPE 69,4% 10,0% 39,4% Chi-Square Tests
C Count 14 43 57
% within TYPE 28,6% 86,0% 57,6% Exact Sig.
Total Count 49 50 99 .
% within TYPE | 100,0% | 100,0% | 100,0% vorbehan - - (2:sided)
1 s A Count 2 5 10 0 Fisher's Exact Test ,000
% within TYPE 16,0% 24,0% 20,0% 1 FiSher'S EXaCt TeSt 266
B Count 14 8 22 .
% within TYPE 56,0% 32,0% 44,0%
C Count 7 11 18
% within TYPE 28,0% 44,0% 36,0%
Total Count 25 25 50
% within TYPE | 100,0% | 100,0% | 100,0%
PSP T*N
100% +
0% -
80% - m PSP C1
70% m PSP C0
60% = PSP B1
50% -
14 @ PSP BO
40% &) S [ apspan
30% — |®
20% | |OPSPAO
10% 5 4 6
0% + 2
T0 NO ™ N1
Abbildung 22: Auswertung PSP: Tumorgewebe - benignes Epithel
PSMA T*N
Crosstab
TYPE
vorbehan T N Total
0 psma A Count 0 1 1
% within TYPE 0% 2,0% 1,0% .
5 Sount 5 % 0 Chi-Square Tests
% within TYPE 16,3% 44,0% 30,3% -
C Count 41 27 68 Exact Sig.
% within TYPE 83,7% 54,0% 68,7% vorbehan (2-sided)
Total Count 49 50 99 - -
% within TYPE | 100,0% | 100,0% | 100,0% 0 Fisher's Exact Test ,003
! psma B Count. 5 1 16 1 Fisher's Exact Test ,037
% within TYPE 20,0% 50,0% 34,0%
C Count 20 11 31
% within TYPE 80,0% 50,0% 66,0%
Total Count 25 22 47
% within TYPE | 100,0% | 100,0% | 100,0%
PSMA T*N
100% +
80% - m PSMA C1
m PSMA CO
60% 1 = PSMA BT
@ PSMA BO
40% -
o0 PSMA A1
11
20% | = 0 PSMA AQ
8 5
0% O = O O
T0 NO ™ N1

Abbildung 23: Auswertung PSMA: Tumorgewebe - benignes Epithel
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Racemase T*N

Crosstab
TYPE
vorbehan T N Total
0 racema A Count 0 47 47
% within TYPE ,0% 94,0% 47,5%
B Count 12 3 15
% within TYPE 24,5% 6,0% 15,2% chi.Square Tests
(03 Count 37 0 37
% within TYPE 75,5% ,0% 37,4% .
Total Count 49 50 99 Exagt Sig.
% within TYPE [ 100,0% | 100,0% | 100,0% vorbehan (2-sided)
1 racema A Count 0 24 24 0 Fisher's Exact Test ,000
% within TYPE ,0% 96,0% 49,0% - T
B Count 3 7 12 1 Fisher's Exact Test ,000
% within TYPE 54,2% 4,0% 28,6%
(63 Count 1 0 11
% within TYPE 45,8% ,0% 22,4%
Total Count 24 25 49
% within TYPE 100,0% 100,0% 100,0%
Racemase T*N
100% - g 4
B Racenase Cl1
80% A
B Racemase Q0
60% - O Racenese B1
24
40% | 47 O Racemase BO
13 O Racenmase A1
20% A
12 O Racenmase A0
0% O O
T0 NO ™ N1
Abbildung 24: Auswertung Racemase: Tumorgewebe - benignes Epithel
H *
Mib-1 T*N
Crosstab
TYPE
vorbehan T N Total
0 mib_1 A Count 23 44 67
% within TYPE 46,0% 88,0% 67,0% A
= oot s 5 24 Chi-Square Tests
% within TYPE 36,0% 12,0% 24,0% -
C Count 9 0 9 Exact Sig.
% within TYPE 18,0% 0% 9,0% _ai
Total Count 50 50 100 Vorbehan - 0 (2 Slded)
% within TYPE |  100,0% | 100,0% | 100,0% 0 Fisher's Exact Test ,000
1 mib_1 A Count 18 22 40 . )
% within TYPE 75,0% 91,7% 83,3% 1 FISher S EXaCt TeSt ’245
B Count 5 2 7
% within TYPE 20,8% 8,3% 14,6%
(03 Count 1 0 1
% within TYPE 4,2% ,0% 2,1%
Total Count 24 24 48
% within TYPE 100,0% 100,0% 100,0%
MB1 T*N
100% - 8 =t 5
80% A
m MB-1Q0
18
60% - @ MB-1B1
2
40% - 4 18 o MB-1B0
o MB-1 A1
20% 2
o MB-1 A0
0%
T0 NO ™ N1

Abbildung 25: AuswertungMib-1: Tumorgewebe - benignes Epithel
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CK5/6 T*N

Crosstab
TYPE
vorbehan T N Total
0 ck A Count 50 0 50
% within TYPE | 100,0% 0% 50,0% .
B Count 0 50 50 Chi-Square Tests
% within TYPE 0% 100,0% 50,0% Exact Si
Total Count 50 50 100 beh @ sidedg).
% within TYPE |  100,0% | 100,0% | 100,0% éor enan e 506
1 ck A Count 25 1 26 !S ers Exact Tes 2
% within TYPE | 100,0% 40% | 52,0% 1 Fisher's Exact Test ,000
B Count 0 24 24
% within TYPE 0% 96,0% 48,0%
Total Count 25 25 50
% within TYPE |  100,0% 100,0% 100,0%
CK56 T*N
100% o e
0% -
80% +—
70% 1 m CK 56 B1
gj" s o m OK 5/6 BO
-
0 CK 56 A1
40% +—
30% +— 0 CK 56 A0
20% -
10% +—
0%
T0 NO ™ N1
Abbildung 26: Auswertung CK 5/6: Tumorgewebe - benignes Epithel
PIBK T*N
Crosstab
TYPE
vorbehan T Total
pi3k A Count 10 36 46
% within TYPE 21,3% 72,0% 47,4% H
= — — o = Chi-Square Tests
% within TYPE 51,1% 28,0% 39,2% )
C Count 13 0 13 Exact Slg
% within TYPE | 27,7% 0% 134% vorbehan (2-sided)
Total Count 47 50 97 0 0
%within TYPE | 1000% | 100,0% | 100.0% 0 Fisher's Exact Test ,000
1 pisk A Count. 7 19 26 1 Fisher's Exact Test ,001
% within TYPE 28,0% 79,2% 53,1%
B Count 14 5 19
% within TYPE 56,0% 20,8% 38,8%
C Count 4 0 4
% within TYPE 16,0% ,0% 8,2%
Total Count 25 24 49
% within TYPE 100,0% 100,0% 100,0%
PIBK T*N
100% - 8 o
90% 1 14 - S
80% - —
70% -
60% 14
50% A 2
40% 36 19
30% —
20% - 7
10% 10 —
0%
T0 NO ™ N1

Abbildung 27: Auswertung PI3K: Tumorgewebe - benignes Epithel
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IL-8 T*N

Crosstab
TYPE
vorbehan T N Total
8 Count 8 Z 22
% within TYPE | 36,0% 8,0% 22,0%
Count 21 4 N Chi-Square Tests
% within TYPE | 54.0% 82,0% 68,0%
Count 5 5 10 .
%within TYPE | 10,0% | 10,0% |  10,0% Exact Sig.
Total Count 50 50 100 _ai
% within TYPE | 100,0% | 100,0% | 100,0% vorbehan - (2-sided)
7 8 Count 2 3 15 0 Fisher's Exact Test ,003
% within TYPE | 48,0% 12,5% 30,6% - -
Count 3 19 32 1 Fisher's Exact Test ,009
% within TYPE | 52,0% 79,2% 65,3%
Count 0 2 2
% within TYPE 0% 8,3% 41%
Total Count 25 24 49
% within TYPE | 100,0% | 100,0% | 100,0%
IL8 T*N
ol ° =]
oo | N =
80% mIL8CI
13
70% 57 | mIL8CO
60% 1 B BIL8B1
50% 41 | @IL8Bo
40% H IL8 A1
30% 1 o
20% 18 olL8A0
10% - v 3
0%
TO NO ™ N1
Abbildung 28: Auswertung IL-8: Tumorgewebe - benignes Epithel
H *
CyclinD1 T*N
Crosstab
TYPE
vorbehan T N Total
cycd1 Count 4 14 18
% within TYPE 8.2% 28,0% 18,2%
Count 6 15 21
% within TYPE 12,2% 30,0% 21,2% i
= o o= - Chi-Square Tests
% within TYPE 79.6% 42,0% 60,6%
Total Count 49 50 9% Exact Sig.
% within TYPE |  100,0% | 100,0% | 100,0% .
1 cycdi Count 3 6 9 vorbehan (2'S|ded)
% within TYPE 12,5% 25,0% 18,8% 0 Fisher's Exact Test ,001
Count 5 10 15 - T
% within TYPE | 20.8% |  41,7% 31,3% 1 Fisher's Exact Test ,073
Count 16 8 24
% within TYPE 66,7% 33,3% 50,0%
Total Count 24 24 48
% within TYPE | 100,0% | 100,0% | 100,0%
CycD1 T*N
100% -
90% A
80% - @ CycD1C1
70% 1 m CycD1 C0
60% 1 @ CycD1 B1
50%
10 @ CycD1 BO
40% - = o D1 A1
30% 1 - 8O
20% | o 5 O CycD1 A0
14
10% | 3 61—
0%
TO0 NO ™ N1

Abbildung 29: Auswertung Cyclin D1: Tumorgewebe - benignes Epithel
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Bim-C T*N

Crosstab
TYPE
vorbehan T N Total
bim_c Count 2 2 4
% within TYPE 42% 40% 41% Chi-Square Tests
Count 23 8 31
% within TYPE 47,9% 16,0% 31,6% .
Count 23 20 63 Exact Sig.
% within TYPE 47,9% 80,0% 64,3% vorbehan (2—sided)
Total Count 48 50 98 n T
% within TYPE | 100,0% | 100,0% | 100,0% 0 Fisher's Exact Test ,001
1 bim_c Count 2 0 2 F 1
% within TYPE 8,3% ,0% 4,2% 1 Fisher's Exact Test ,060
Count 8 3 1"
% within TYPE 33,3% 12,5% 22,9%
Count 14 21 35
% within TYPE 58,3% 87,5% 72,9%
Total Count 24 24 48
% within TYPE | 100,0% 100,0% 100,0%
BIMC T*N
100% +
90% H
80% -
70% -
60% -
50% -
40% +—
30% +——1 23 8
20% A
10% +— 8 > E
0% < < ©
TO0 NO ™ N1

Abbildung 30: Auswertung Bim cytoplasmatische Farbung: Tumorgewebe - benignes Epithel

Bel-2 T*N

Crosstab
TYPE
vorbehan T N Total
0 bo 2 A Count 7 2 6
% within TYPE 8,3% 4,0% 6,1%
Count 32 6 38 Chi-Square Tests
% within TYPE | 66,7% 12,0% 38,8%
Count 12 42 54 -
%within TYPE | 250% | 84,0% |  551% Exact Sig.
Total Count 48 50 98 _aj
% within TYPE | 100,0% | 100,0% | 100,0% vorbehan - - (2-sided)
7 b2 A Count 1 0 1 0 Fisher's Exact Test ,000
% within TYPE 4,0% 0% 2,0% -
B Count 20 3 23 1 Fisher's Exact Test ,000
% within TYPE | 80,0% 12,0% 46,0%
c Count 4 22 26
% within TYPE 16,0% 88,0% 52,0%
Total Count 25 25 50
% within TYPE | 100,0% | 100,0% | 100,0%
BCL2 T*N
100% +
. (]
80% A mBC2C1
70% mBC2C0
60% 1 3 BOL2 BT
50% -
@ BCL2BO
40% 1 32 - BOL2 A1
30% o
20% - oBCL2 A0
10% - s 3
0% : 8
TO NO ™ N1

Abbildung 31: Auswertung Bcl-2: Tumorgewebe - benignes Epithel
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c-Fos-C T*N

Crosstab
TYPE
vorbehan T N Total
0 cfos_c Count 26 12 38
% within TYPE | 54,2% 24,0% 38,8%
Count 14 1 32 Chi-Square Tests
% within TYPE | 29,2% 36,0% 32,7%
Count 8 20 28 R
%within TYPE | 167% |  400% | 286% Asymp. Sig.
Total Count 48 50 98 Qi
% within TYPE [ 100,0% | 100,0% | 100,0% vorbehan - (2-sided)
1 tfos_o Count 9 5 14 0 Pearson Chi-Square ,005
% within TYPE | 37,5% 20,0% 28,6% -
Count 8 A 16 1 Fisher's Exact Test ,302
% within TYPE | 333% 32,0% 32,7%
Count 7 12 19
% within TYPE | 29.2% 48,0% 38,8%
Total Count 24 25 49
% within TYPE | 100,0% | 100,0% | 100,0%
cfos-C T*N
100% +
| [
80% +— m cfos-C C1
70% 14 m cfos-C Q0
60% 1— 8 @ cfos-C B1
50% -
I @ cfos-C BO
40% | i 8 [
o cfos-C A1
30% +— 28
20% 1| 9 O cfos-C A0
10% +—| 12 5
0%
TO0 NO ™ N1

Abbildung 32: Auswertung c-Fos cytoplasmatische Farbung: Tumorgewebe - benignes Epithel

c-Fos-K T*N

Crosstab
TYPE
vorbehan T N Total
cfos_k Count 29 42 71
% within TYPE 60,4% 84,0% 72,4%
Count 14 Y 2 Chi-Square Tests
% within TYPE 29,2% 14,0% 21,4%
Count 5 1 6 .
% within TYPE | 10,4% 2,0% 6,1% Exact Sig.
Total Count 48 50 98 _aj
% within TYPE | 100,0% | 100,0% | 100,0% vorbehan - - (2 Slded)
1 Cros_k Count 16 20 36 0 Fisher's Exact Test ,026
% within TYPE 66,7% 80,0% 73,5% -
Count 5 7 9 1 Fisher's Exact Test ,511
% within TYPE 20,8% 16,0% 18,4%
Count 3 1 4
% within TYPE 12,5% 4,0% 8,2%
Total Count 24 25 49
% within TYPE [ 100,0% | 100,0% | 100,0%
cfosK T*N
100% - = s s
0% ,:- 7 - 4 [—
80% +— 14 5 m cfos-K C1
70% 1 | |mcfos KO
60% - | | |@cfosKB1
50% +— ]
@ cfos-K BO
40% - 42 20
30% 29 16 0 cfos-K A1
o +—|
20% - 0O cfos-K A0
10% +— ]
0%
T0 NO ™ N1

Abbildung 33: Auswertung c-Fos nukleédre Farbung: Tumorgewebe - benignes Epithel
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4. Untersuchung der Assoziation zwischen zwei Merkmalen in
Tumorgewebe bzw. benignen Epithelien in der vorbehandelten
und der nicht vorbehandelten Gruppe

IL-6_T*STAT3 T

Crosstab
STAT3 T
Vorbehandlung A B C Total
0 IL6T B Count 6 3 6 15
% within STAT 3_T 75,0% 12,0% 46,2% 32,6% Chi-Square Tests
C Count 2 22 7 31
% within STAT 3_T 25,0% 88,0% 53,8% 67,4% Exact Sig.
Total Count 8 25 13 46 Vorbehandlung (2-sided)
% within STAT3_T| 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 0 Fisher's Exact Test ,001
1 ILeT B Count 1 7 4 12 1 Fisher's Exact Test 1,000
% within STAT 3_T 50,0% 46,7% 50,0% 48,0%
C Count 1 8 4 13
% within STAT 3_T 50,0% 53,3% 50,0% 52,0%
Total Count 2 15 8 25
% within STAT 3_T 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
IL6 T-STAT3_ T
100%
%0/0 ] .
80% mSTAT3 TC1
70% m STAT3_ TCO
60% 1 @ STAT3 TB1
50% A 3
40% 7 2 8 o STAT3_TBO
30% O STAT3 TA1
20% 1 e 0 STAT3 TAO
10% T >
0% 0 0 :
A0 ‘ A1 ‘ BO ‘ B1 ‘ (@0} ‘ C1
L6 T

Abbildung 34: Auswertung IL-6 - STAT3 Tumorgewebe
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IL-6_N * STAT 3_N

Crosstab
STAT3 N
Vorbehandlung A B C Total
0 IL6_N Count 7 14 3 24
% within STAT 3_N 77,8% 56,0% 20,0% 49,0% .
Count 2 1 12 25 Chi-Square Tests
% within STAT 3_N 22,2% 44,0% 80,0% 51,0% Exact Sig
Total Count 9 25 15 49 . ’
% within STAT3_N | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% gorbEhandlung STy STk e (Z'S'd%j)s
1 IL6_N Count 2 2 3 7 : - d
% within STAT3_N | 100,0% 28,6% 20,0% 29,2% 1 Fisher's Exact Test 124
Count 0 5 12 17
% within STAT 3_N 0% 71,4% 80,0% 70,8%
Total Count 2 7 15 24
% within STAT3_N | 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
IL6_N-STAT3_N
100%
o0% | =
80% = STATB_N 1
70% m STAT3 NCO
e 14 & STAT3 N B1
o
40% 2 [m] STAT3_N BO
30% | — | 11 o STAT3 N A1
0% 7 2 5 0 STAT3 NAO
10% >
0% 0 e} O
A0 ‘ Al BO ‘ B1 ‘ (04 ‘ Ct
IL6 N
Abbildung 35:Auswertung IL-6 - STAT3 benignes Epithel
*
IL-6_T *PIBK_T
Crosstab
PI3K T
Vorbehandlung A B C Total
0 IL6_T Count 4 11 0 15
% within PISK_T 44,4% 45,8% ,0% 32,6% .
Count 5 13 13 31 Chi-Square Tests
__ Z;ow::nn PI3K_T 55,6"/90 54,22"/40 100,01“/; 67,4:/; Exact Sig.
ul .
L Vorbehandlung (2-sided)
% within PI3K_T | 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% - -
7 6T Count = 5 p = 0 F!sherls Exact Test ,007
%within PIBK_T | 71.4% |  429% | 250% |  48,0% 1 Fisher's Exact Test 304
Count 2 8 3 13
% within PI3K_T 28,6% 57,1% 75,0% 52,0%
Total Count 7 14 4 25
% within PI3K_T | 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
IL6 T-PIBK_ T
100% -
90% - i
80% - mPIBKT
70% 1 6 m PIBK_TCO
60% @ PI3K_TB1
50% 8 PI3K_TBO
40% 13 a8 —
30% - || o PIBK_TA1
20% 4 ° - O PI3K_TAO
10% 5 2
0% e] 0 .
A0 ‘ Al ‘ BO ‘ B1 ‘ 0 ‘ Ct
L6 T

Abbildung 36: Auswertung IL-6 - PI3K Tumorgewebe
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IL-6_T * CyclinD1_T

Crosstab
CycD1 T
Vorbehandlung A B C Total
0 IL6_T B Count 1 4 10 15
% within CycD1_T 50,0% 80,0% 25,6% 32,6% Chi-Square Tests
C Count 1 1 29 31
% within CycD1_T 50,0% 20,0% 74,4% 67,4% Exact Sig.
Total Count 2 5 39 46 VVorbehandlung (2-sided)
% within CycD1_T | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% 0 Fisher's Exact Test ,029
1 IL6_T B Count 1 3 7 1 1 Fisher's Exact Test ,845
% within CycD1_T 33,3% 60,0% 43,8% 45,8%
C Count 2 2 9 13
% within CycD1_T 66,7% 40,0% 56,3% 54,2%
Total Count 3 5 16 24
% within CycD1_T 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

IL6 T-CycD1 T

100%

80% mCycDI_TC1
B CycD1_TCQ0
60% @ CycD1_TB1
40% @ CycD1_TBO
@ CycD1_TA1
20% - T CycD1_T A0

] 2

0% 0 L 1
A1 ‘ BO ‘ B1 ‘ (04} ‘ 1

o
o

L6 T

Abbildung 37: Auswertung IL-6 - Cyclin D1 Tumorgewebe
IL-6 T*Bcl2_T

Crosstab
BCL2 T
Vorbehandlung A B C Total
0 IL6_T B Count 3 12 1 16
% within BCL 2_T 75,0% 38,7% 8,3% 34,0% Chi-Square Tests
C Count 1 19 11 31
% within BCL2_T | 25,0% 61,3% 91,7% 66,0% Exact Sig.
Total Count 4 31 12 a7 Vorbehandlung (2-sided)
% within BCL2_T | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% 0 Fisher's Exact Test ,030
1 IL6.T B Count 0 10 2 12 1 Fisher's Exact Test 1,000
% within BCL 2_T ,0% 50,0% 50,0% 48,0%
C Count 1 10 2 13
% within BCL2_T |  100,0% 50,0% 50,0% 52,0%
Total Count 1 20 4 25
% within BCL2_T |  100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

IL6 T-BCL2 T
100% —

0%

80% = BCL2_T c1
70% mBCL2 TCD
60% 12 @ BCL2 TB1
50%

40% o BO_2_T BO
30% = O BCL2 TA1
20% OBCL2 TAD
10% &

0% o o ==
A0 ‘ Al ‘ BO ‘ B1 ‘ 0 ‘ c
e T

Abbildung 38: Auswertung IL-6 - Bcl-2 Tumorgewebe
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IL-6_N * Bcl-2_N

Crosstab
BCL2 N
Vorbehandlung A B C Total
0 IL6N B Count 2 5 17 24
% within BCL 2_N 100,0% 83,3% 40,5% 48,0% i
C Count 0 1 25 2 Chi-Square Tests
% within BCL 2_N ,0% 16,7% 59,5% 52,0% Exact Sig
Total Count 2 6 42 50 . '
Vorbehandlung (2-sided)
% within BCL 2_N 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% -
= : : : . Fisher's Exact Test
1 IL6N B Count 1 7 8 0 - - 036
% within BCL 2_N 333% | 318% | 32,0% 1 Fisher's Exact Test 1,000
C Count 2 15 17
% within BCL 2_N 66,7% 68,2% 68,0%
Total Count 3 22 25
% within BCL 2_N 100,0% 100,0% 100,0%
IL6 N-BCL2 N
100% 8 .
80% | mil6 NC1
mIL6 NCO
60% - ) @IL6 NB1
40% | 5 @ IL6_ NBO
o6 NA1
20% A 1 17 7 o6 NAO
0% 8 e} o o o 0
A0 ‘ A1 ‘ BO ‘ B1 ‘ (@0] ‘ (0]
BCL2 N
Abbildung 39: Auswertung IL-6 - Bcl-2 benignes Epithel
* .
IL-8_N * Cyclin D1_N
¢ .
CycD1 N
Vorbehandlung A B C Total
0 ILg_ A Count 0 2 2 4
N % within CycD1_N 0% 13,3% 9,5% 8,0%
B Count 14 13 14 41 Chi-Square Tests
% within CycD1_N [ 100,0% 86,7% 66,7% 82,0%
C Count 0 0 5 5 Exact Sig.
% within CycD1_N 0% 0% 23,8% 10,0% ;
Total Count 14 15 21 50 Vorbehandlung - - (2-sided)
% within CycD1_N | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% 0 Fisher's Exact Test ,035
1 ILs_ A Count 1 1 1 3 1 Fisher's Exact Test ,709
N % within CycD1_N 16,7% 10,0% 12,5% 12,5%
B Count 4 9 6 19
% within CycD1_N 66,7% 90,0% 75,0% 79,2%
C Count 1 0 1 2
% within CycD1_N 16,7% ,0% 12,5% 8,3%
Total Count 6 10 8 24
% within CycD1_N |  100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%
IL8_ N-CycD1_N
100% 6 o o
g i p—
80% | @8 !
70% — |mIL8 NCO
60% - 13 9 | |m L8 NB1
50% - 14 4 : 6 |— L8 NBO
40% | 4 o8 |
30% — (OIL8_ NA1
fg f’ 1 oIL8 NAO
0 1 2 > 1 [
0% at 1
A0 ‘ A1 ‘ BO ‘ B1 ‘ (@0] ‘ (0]
CycD1_N

Abbildung 40: Auswertung IL-8 - Cyclin D1 benignes Epithel
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CXCR1_N*CXCR2_N

Crosstab
CXCR2 N
Vorbehandlung A B C Total
0 CXCR Count 1 1 0 2
1N % within CXCR 2_N 20,0% 2,9% ,0% 4,0% Chi-Square Tests
Count 2 20 1 23
% within CXCR 2_N 40,0% 57,1% 10,0% 46,0% Exact Sig.
Count 2 by 9 25 Vorbehandlung (2-sided)
% within CXCR 2_N 40,0% 40,0% 90,0% 50,0% 0 Fishor's Exact Tost 016
Total Count 5 35 10 50 : - :
% within CXCR2_N | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% 1 Fisher's Exact Test ,608
1 CXCR Count 2 9 2 13
1N % within CXCR 2_N 66,7% 56,3% 33,3% 52,0%
Count 1 7 4 12
% within CXCR 2_N 33,3% 43,8% 66,7% 48,0%
Total Count 3 16 6 25
% within CXCR 2_N 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
CXCR1_N-CXCR2_N
100% ot
0% | [2]
80% - y BECXCR2 NC1
70% +— B CXCR2 NQD
60% | 20 @ CXCR2_NB1
50% 4 +— 9 NBO
40% -+ 14 7 8 —
30% O CXCR2_ N A1
1
fgf T I O CXCR2_ NAO
o1 | > 2
0% o 2 Z
A0 ‘ Al ‘ BO ‘ B1 (@0] ‘ 1
COCR1_N
Abbildung 41: Auswertung CXCR1 - CXCR2 benignes Epithel
*
CXCR1.T*PIBK_ T
Crosstab
PI3K_T
Vorbehandlung A B C Total
0 CXCR A Count 0 1 0 1
1T % within PI3K_T ,0% 4,2% ,0% 2,1% Chi-Square Tests
B Count 9 15 2 26
% within PI3K_T 90,0% 62,5% 15,4% 55,3% Exact Sig.
(o} Count 1 8 11 20 .
% within PI3K_T 10,0% 33,3% 84,6% 42,6% B/orbehandlung Fehers Exaci Tost (2-S|ded)1
Total Count 10 24 13 a7 ishers Exact Tes 00
% within PI3K_T |  100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 1 Fisher's Exact Test 1,000
1 CXCR B Count 3 7 2 12
1T % within PI3K_T 50,0% 50,0% 50,0% 50,0%
(o} Count 3 7 2 12
% within PI3K_T 50,0% 50,0% 50,0% 50,0%
Total Count 6 14 4 24
% within PI3K_T | 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
CXCR1_T-PIBK_T
100% —:-
0% COCRI_TCI
80% +— =] »
70% +— mCOCRI_TCQ0
gf R @ CXCR1_TB1
o] 8 OCRI_TBO
40% 15
30% -+ O CXCRI1_TA1
3 7 2
fgf’ 1 0 OCR1_TAO
AR
oy 1 2]
A0 ‘ A1 ‘ BO ‘ B1 ‘ ‘ c1
PIBK_T

Abbildung 42: Auswertung CXCR1 - PI3K Tumorgewebe
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CXCR2_T*STAT3_T

Crosstab
STAT3 T
Vorbehandlung A B C Total
0 CXCR Count 2 1 4 7
2T % within STAT 3_T 22,2% 4,0% 33,3% 15,2%
Count 7 20 4 31
% within STAT 3_T 77,8% 80,0% 33,3% 67,4% Chi-Square Tests
Count 0 4 4 8
% within STAT 3_T 0% 16,0% 33,3% 17,4% Exact Sig
Total Count 9 25 12 46 . :
% within STAT3_T| 100,0% | 1000% | 100,0% | 100,0% Vorbehandlung (2-sided)
1 CXCR Count 0 3 3 6 0 Fisher's Exact Test ,012
2T % within STAT 3_T 9 9 Z Z -
o uiin STATS. O | F00% | STS% | 240% 1 Fisher's Exact Test 600
Count 1 10 4 15
% within STAT3_T | 50,0% 66,7% 50,0% 60,0%
Count 1 2 1 4
% within STAT3_T | 50,0% 13,3% 12,5% 16,0%
Total Count 2 15 8 25
% within STAT 3_T |  100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%
CXCR2_T-STAT3_ T
100% O
o] - OXCR2_ TC1
80% +— B —
70% A BCCR2 TCO
i 7
60% B CCR2 TB1
0% 1 20 4 CXCR2_TBO
40% | 8 —
30% -+ O CXCR2 TA1
20% 1 4 3 0 CXCR2_TAQ
10% +— 2 3
0%
A0 ‘ Al ‘ BO ‘ B1 ‘ (00} ‘ (o]
STAT3 T
Abbildung 43: Auswertung CXCR2 - STAT3 Tumorgewebe
. * .
Cyclin D1_T * Mib-1_T
Crosstab
MIB-1_T
Vorbehandlung A B C Total
0 CycD1_T Count 4 0 0
% within MIB-1_T 18,2% 0% 0% 8,2%
Count 5 1 0 6
% within MIB-1_T 22,7% 5,6% 0% 12,2% Chi-Square Tests
Count 13 17 9 39
— (/;ov::rln MIB-1_T 59,12/20 94,41/; 100,03 79.64/90 Exact Sig.
% within MIB-1_T | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% Vorbehandlung (2-sided)
1 CycD1_T Count 2 1 0 3 0 Fisher's Exact Test ,037
% within MIB-1_T 11,8% 20,0% 0% 13,0% n y
Gout 3 e o 4 1 Fisher's Exact Test 1,000
% within MIB-1_T 17,6% 20,0% 0% 17,4%
Count 12 3 1 16
% within MIB-1_T 70,6% 60,0% | 100,0% 69,6%
Total Count 17 5 1 23
% within MIB-1_T | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%

CycD1_T-MB-1_T

MIB-1_T

100% -

80% -

60% -

40% -

20% -
4 > 1

0% +—1—1 g1 —
AO‘A1‘BO‘B1‘CD‘C1

m CycD1_TC1
B CycD1_TCQ0
@ CycD1_TB1
@ CycD1_TBO
o CycD1_TA1
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Abbildung 44: Auswertung Cyclin D1 - Mib-1 Tumorgewebe
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Cyclin D1_T * PI3K_T

¢ "
PI3K_T
Vorbehandlung A B C Total
0 CycD1_T A Count 1 1 0 2
% within PI3K_T 10,0% 4,2% 0% 4,3%
B Count 2 3 1 6
% within PI3K_T 20,0% 12,5% 7.7% 12,8% chi.Square Tests
C Count 7 20 12 39
% within PI3K_T 70,0% 83,3% 92,3% 83,0% Exact Sig
Total Count 10 24 13 47 . ’
% within PI3K_T |  100,0% | 100,0% | 1000% | 100,0% Vorbehandlung _ (2-sided)
1 CycD1 T A Count 1 2 0 3 0 Fisher's Exact Test 677
% within PI3K_T 16,7% 14,3% 0% 12,5% 1 Fisher's Exact Test 018
B Count 4 1 0 5
% within PI3K_T 66,7% 71% 0% 20,8%
C Count 1 1M 4 16
% within PI3K_T 16,7% 78,6% |  100,0% 66,7%
Total Count 6 14 4 24
% within PI3K_T | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%
CycD1_T-PI3K_T
100% O .
1
80% | I mPIBK_TC1
1
2 m PIBK_TCO
60% 1 3 @ PI3K_TB1
40% | 4 20 11 o PIBK_TBO
1 o PIBK_TA1
20% +— 1 2 O PIBK_TAO
’ 1
0%
A0 ‘ Al ‘ BO ‘ B1 (@0] ‘ c1
CycD1_T
Abbildung 45: Auswertung Cyclin D1 - PI3K Tumorgewebe
H *
Cyclin D1_N * PIBK_N
Crosstab
PI3K_N
Vorbehandlung A B Total
0 CycD1N A Count EE] 3 14
% within PI3K_N 30,6% 21,4% 28,0%
B Count 12 3 15 Chi-Square Tests
% within PI3K_N 33,3% 21,4% 30,0%
Cc Count 13 8 21 Exact S|g
% within PI3K_N 36,1% 57,1% 42,0% o
o Sout % o = Vorbehandlung ‘ : (2-sided)
% within PIBK_N | 100,0% | 100,0% | 100,0% 0 Fisher's Exact Test ,485
1 CyecD1_N A Count 6 0 6 1 Fisher's Exact Test ,009
% within PI3K_N 33,3% 0% 26,1%
B Count 4 5 9
% within PI3K_N 22,2% | 100,0% 39,1%
C Count 8 0 8
% within PI3K_N 44,4% 0% 34,8%
Total Count 18 5 23
% within PI3K_N |  100,0% | 100,0% | 100,0%
CycD1_N-PI3K_N
100% -
0%
80% | m CycD1_NC1
70% m CycD1_NCO0
gj 1 @ CycD1_NB1
-
40% @ CycD1_NBO
30% - 0 CycD1_NA1
20% 1 @ CycD1_NAO
10% +
0%
A0 ‘ Al ‘ BO ‘ B1 (@0} ‘ c1
PIBK_N

Abbildung 46: Auswertung Cyclin D1 - PI3K benignes Epithel
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Cyclin D1_N * Bcl-2_N

Crosstab
BCL2 N
Vorbehandlung A B C Total
0 CycD1_N Count 1 3 10 14
% within BCL 2_N 50,0% 50,0% 23,8% 28,0%
Count 1 3 1 15
% within BCL 2_N 50,0% 50,0% 26,2% 30,0% Chi-Square Tests
Count 0 0 21 21
% within BCL 2_N 0% 0% 50,0% 42,0% Exact Sig.
Total Count 2 6 42 50 .
% within BCL2_N | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% Vorbehandlung - - (2-sided)
1 CycD1_N Count 0 6 6 0 Fisher's Exact Test ,024
% within BCL 2_N 0% 27,3% 25,0% 1 Fisher‘s Exact Test 1 ,000
Count 1 9 10
% within BCL 2_N 50,0% 40,9% 41,7%
Count 1 7 8
% within BCL 2_N 50,0% 31,8% 33,3%
Total Count 2 22 24
% within BCL 2_N 100,0% | 100,0% | 100,0%
CycD1_N-BCL2 N
100% O ©
80% 3 =] Q/CD’I_N (o]
1
m CycD1_NCO
60% 1 @ CycD1_NB1
1 3 1 0 CycD1_NA1
20% +—
10 6 0 CycD1_N A0
0% 0 0
A0 ‘ A1l ‘ BO ‘ B1 ‘ (@0 ‘ c1
BCL2 N
Abbildung 47: Auswertung Cyclin D1 - Bcl-2 benignes Epithel
* .
Bcl-2_N * Bim-C_N
Crosstab
BIM-C_N
Vorbehandlung A B C Total
0 BCL A Count 1 1 0 2
2N % within BIM-C_N 50,0% 12,5% ,0% 4,0%
B Count 0 1 5 6 Chi-Square Tests
% within BIM-C_N 0% 12,5% 12,5% 12,0%
(o} Count 1 6 35 42 Exact Sig.
% within BIM-C_N 50,0% 75,0% 87,5% 84,0% Vorbehandlung (2-sided)
Total Count 2 8 40 50 D 0
% within BIM-C_N | 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 0 F!sher s Exact Test 054
1 BCL B Count 2 1 3 1 Fisher's Exact Test ,032
2N % within BIM-C_N 66,7% 4,8% 12,5%
[ Count 1 20 21
% within BIM-C_N 33,3% 95,2% 87,5%
Total Count 3 21 24
% within BIM-C_N 100,0% 100,0% 100,0%
BCL2 N-BIMC_N
100% -
90% H
80% - mBCL2 NC1
70% - mBCL2 NCO
658.‘? 1 @ BCL2 NB1
b
40% - 1 @ BCL2 NBO
30% 1 20 O BCL2 NA1
20% + 1 2 oBCL2 NAO
] 1 L[5
0% . 0 —e—
A0 ‘ Al ‘ BO ‘ B1 ‘ (@0] 1
BIM-C_N

Abbildung 48: Auswertung Bcl-2 - Bim benignes Epithel
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5. Untersuchung der Assoziation bei Tumorgewebe bzw. be-
nignen Epithelien zwischen den Biopsien und den Prostatek-
tomiepraparaten in der vorbehandelten Gruppe

Frequencies

N
STAT 3-N- STAT 3-N Negative Differences 2.4 15
Positive Differences ~ efg.h
Ties bkl 7
Total 23
AR-N - AR-N Negative Differences  ab.cd 2
Positive Differences ~ efg.h 8
Ties bkl 14
Total 24
MAPK-N - MAPK-N Negative Differences ab.cd 11
Positive Differences  efgh 3
Ties ikl 10
Total 24
BIM-K-T - BIM-K-T Negative Differences ab.cd 5
Positive Differences ~ &fg.h 9
Ties ikl 9
Total 23
a. STAT 3-N < STAT 3-N
b. AR-N < AR-N
C. MAPK-N < MAPK-N
d. BIM-K-T < BIM-K-T
€. STAT 3-N > STAT 3-N
f. AR-N > AR-N
d. MAPK-N > MAPK-N
h. BIM-K-T > BIM-K-T
i. STAT 3-N = STAT 3-N
- AR-N = AR-N
K. MAPK-N = MAPK-N
l. BIM-K-T = BIM-K-T
Test Statistics®
STAT 3-N - MAPK-N - | BIM-K-T -
STAT 3-N [ AR-N - AR-N | MAPK-N BIM-K-T
Exact Sig. (2-tailed) ,0012 ,1092 ,0578 4248
a. Binomial distribution used.

b. Sign Test

Abbildung 49: Auswertung Unterschiede Biopsie — Prostatektomiepraparat bei vorbehandelten
Patienten
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6. Untersuchung der Assoziation zwischen klinischen Daten und
Proteinexpressionen

PSA-Rezidiv - Bim-K_T

Crosstab
BIM-K-T
ergebnis A B C Total
0 FPEA-Rezidiv | 0 Count 23 12 0 a5 )
% within BIN-K-T 82,1% |  100,0% 0% 85,4% Chi-Square Tests
L founl 2 g L g Exact Sig.
55 within BIM-K-T 17,9% 0% 100,0% 14,6% Vorbehandlung (2-sided)
Tofal Count -
o oumt. = ik L i 0 Fisher's Exact Test ,049
% within BIM-K-T 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% - ;
1 FEA-Rezidv | 0 Count 5 9 3 17 1 Fisher's Exact Test ,086
%6 within BIM-K-T 55,6% 100,0% 60,0% 73,9%
1 Count 4 0 2 G
56 within BIM-K-T 44,4% 0% 40,0% 26,1%
Total Count g g 5 23
%6 within BIM-K-T 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
PSARezidiv-BImK_T
100% O
S =
80% 12 mBmK TC
70% mBMK TC
60% ]
9 @ BmK TB
50% o
40% 5 4 oDBmK TB
30% 2 oBimK TA
20% ;
oBmK TA
10% & —
0%
PSA-Rezidivia | PSA-Rezidivnein| PSA-Rezidivia | PSA-Rezidivnein
0 1
Crosstab
BIM-K-T
A B C Total )
PSA-Rezidiv | 0 Count 28 21 3 52 Chi-Square Tests
% within BIM-K-T 75.7% 100,0% 50,0% 81,3%
1 Count 9 0 3 12 Exact Sig.
% within BIM-K-T 24,3% 0% 50,0% 18,8% (2-sided)
Total Count 37 21 6 G4 Fisher's Exact Test 005
% within BIM-K-T 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

100% -
9N0%
80%

PSARezidiv BimK_T alle Patienten zusammen

70%
60%

50%

40%

20%

10%

— e

[

21

mBmMK TC

@BmK TB
OBimK TA

0%

ja

PSA-Rezidiv

Abbildung 50: Auswertung PSA-Rezidiv - Bim im Tumorgewebe
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G Diskussion

Die Erlauterung und Diskussion der im vorherigen Teil graphisch und tabellarisch
dargestellten Ergebnisse erfolgt der Ubersichtlichkeit halber in derselben Reihenfol-

ge.
Zur besseren Lesbarkeit wird die Gruppe der nicht vorbehandelten Patienten mit

~»aruppe 0““ und die der neoadjuvant therapierten mit ,,,Gruppe 1““ abgekurzt.

Das Ziel dieser retrospektiven Untersuchung war es, die ersten Schritte der Prostata-
karzinomzellen in Richtung der Androgenunabhangigkeit nachzuvollziehen. Es wird
hier deshalb nicht vorausgesetzt, dass die Zellen der ,Gruppe 1 schon androgenu-
nabhangig sind. Vielmehr geht es darum, die Reaktion primar androgenabhangiger
Prostatakarzinomzellen auf den Entzug der Androgene nachzuweisen und hieraus
Schlusse fur die weitere Entwicklung hin zum hormonrefraktaren Prostatakarzinom

zuU ziehen.

1. Uberblick iiber die Wege in die Androgenunabhéingigkeit

Die verschiedenen Wege in die Androgenunabhangigkeit, beruhend auf den Verof-
fentlichungen von Feldman et al. 2001 [77], erganzt durch Pienta et al. 2006 [238],
wurden bereits in der Einleitung unter dem Punkt ,Therapie des hormonrefraktaren
Prostatakarzinoms® erwahnt. Zur Ubersicht erfolgt hier nochmals eine stichpunktarti-
ge Zusammenfassung der einzelnen Mechanismen.
e Der hypersensitive Pfad: Amplifikation des Androgenrezeptors, erhdhte Sensi-
tivitat des Androgenrezeptors, erhdhte Androgenspiegel
e Der wahllose Pfad: Mutationen des Androgenrezeptors und dessen Aktivie-
rung durch andere Steroide
e Der atypische Pfad: Aktivierung des Androgenrezeptors durch nichtsteroidale
Liganden, Wachstumsfaktoren oder Zytokine
e Der Pfad der Korepressoren und Koaktivatoren: Beeinflussung der DNA-
Bindefahigkeit des Androgenrezeptors
e Der Umgehungspfad: Uberleben der Prostatakarzinomzellen unabhéngig vom
Androgenrezeptor durch antiapoptotische Signalwege
e Pfad der Tumorstammzellen: primar androgenunabhangige Tumorstammzel-
len

Aus diesen verschiedenen Pfaden wurden die folgenden untersucht:
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e Der hypersensitive Pfad: Expression des Androgenrezeptors
e Der atypische Pfad: Aktivierung durch IL-6 und IL-8, Signalkaskaden Uber
MAPK, STAT3, PI3K

e Der Pfad der Korepressoren und Koaktivatoren: c-Fos

e Der Umgehungspfad: Expression der Proteine Bcl-2, Bim, Cyclin D1
Die Grunde, sich auf diese Wege zu konzentrieren, waren einerseits die grole An-
zahl der beschriebenen Androgenrezeptormutationen (wahlloser Pfad) und anderer-
seits das Problem, Tumorstammzellen immunhistochemisch zu identifizieren (Pfad
der Tumorstammzellen).
Das Zusammenspiel der untersuchten Proteine wird im hier gezeigten Schaubild
dargestellt. ,Gruppe 0“ stellt die Situation im nicht mit Androgenablation vorbehandel-
ten Tumorgewebe dar, ,Gruppe 1“ die Situation im vorbehandelten Tumorgewebe, in
dem kein DHT mehr zur Verfigung steht. Die verschiedenen Signalkaskaden kon-

nen auch bei Vorhandensein von Androgenen aktiviert sein.

CXCR1/

CXCR2
- _\-\_\"_\-\_._\_\_H-\-

PSA PSA
Cyclin D1 PEISV{)A Cyclin D1 Pg]s\/;A
Racemase Racemase

Abbildung 51: Darstellung der untersuchten Proteine in ihrer Funktion in den verschiedenen
Signalkaskaden
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2. Schliusselproteine zur Typisierung von Prostatadriisenepithe-
lien und dessen Dignitatsbestimmung
Unter diesem Begriff werden die Proteine PSA, PSP, PSMA, Racemase, CK 5/6 und

Mib-1 zusammengefasst.

Bei den Proteinen PSA, PSP und Racemase konnten signifikante Unterschiede zwi-
schen ,Gruppe 0 und ,Gruppe 1 gezeigt werden. Des Weiteren zeigten sich Uberzu-
fallige Unterschiede in der Proteinexpression zwischen Tumorzellen und benignen
Epithelien in ,Gruppe 0 teils auch in ,Gruppe 1

Die Expression von PSA und PSP im benignen Epithel sowie der Racemase im Tu-
morgewebe war in ,Gruppe 1 statistisch signifikant geringer als in ,Gruppe 0 (PSA:
starke Farbung 84,0% bzw. 45,8%; PSP: starke Farbung 86,0% im Vergleich zu
44,0%; Racemase 75,5% versus 45,8%). Auch Bostwick et al. konnten beobachten,
dass die PSA- und PSP-Expression im Tumorgewebe sich unter Androgenentzug
andert [30].

Diese Ergebnisse konnen als das morphologische Korrelat der klinisch zu beobach-
tenden Veranderungen eines Abfalls des PSA-Serumspiegels sowie einer Verkleine-
rung der Prostata gedeutet werden. Diese dienen der klinischen Beurteilung des Er-
folgs einer androgenablativen neoadjuvanten Therapie und werden als Marker flr
das Ansprechen des Karzinoms auf diese Therapie angesehen [97].

Des Weiteren zeigte sich, dass der Anteil der starken Expression von PSA und PSP
in den benignen Epithelien von ,Gruppe 0“ hdher war als in den Tumorzellen (PSA:
55,1% bzw. 84,0%; PSP: 28,6% versus 86,0%). In ,Gruppe 1“ war dieser Unter-
schied nicht mehr nachzuweisen.

Auch diese Ergebnisse finden sich bei anderen Arbeitsgruppen [178] [236].

Der Abfall der Racemaseexpression im Tumorgewebe nach Androgenbehandlung
wird in anderen Untersuchungen bestatigt [298], teilweise findet sich allerdings nur in
einem Teil der vorbehandelten Tumoren ein Ruckgang [299], was die Heterogenitat
des Prostatakarzinoms verdeutlicht.

Bei der Suche nach Unterschieden zwischen Tumorzellen und benignen Zellen konn-
te gezeigt werden, dass die Racemase fast nur von Tumorzellen exprimiert wird. In
benignen Epithelien fand sich nirgends eine starke Expression.

Auch PSMA wurde in ,Gruppe 0“ und ,Gruppe 1“ starker von den Tumorzellen als
von den benignen Epithelien exprimiert (,Gruppe 0“: starke Expression in 83,7% ver-
sus 54%; ,Gruppe 1% starke Expression in 80,0% im Vergleich zu 50,0%). Die
Androgenablation schien keinen Einfluss auf die PSMA-Expression zu haben. Diese
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Expressionsmuster konnten auch Bostwick et al. in einer groRen immunhistochemi-
schen Studie zeigen [31].

CK 5/6 dient der Differenzierung zwischen Tumordrisen und benignen Prostatadru-
sen, vor allem in Stanzbiopsien. Das hier gezeigte Expressionsmuster von CK 5/6 mit
einer vollstandig negativen Farbung der Tumordrisen entsprach den Erwartungen.
Dass sich benigne Drisen nicht immer mit einem CK 5/6-Antikdrper anfarben lassen
[320], zeigt auch hier ein Fall aus ,Gruppe 1. Dennoch wurde die Aussagekraft der
CK 5/6-Farbung, die auch in der Routine eingesetzt wird, bestatigt.

Die starkere Expression von Mib-1 im Tumorgewebe im Vergleich zu benignen Epi-
thelien in ,Gruppe 0“ war aufgrund der héheren Zellteilungsrate im Tumorgewebe zu
erwarten (keine Expression in 46,0% versus 88,0%). Dass dieser Unterschied in
,Gruppe 1“ nicht zu sehen war, konnte seine Ursache in der Androgenentzugsthera-
pie haben, die zu einem Wachstumsstopp bzw. einer Wachstumsverlangsamung
fahrt [310]. Dennoch war der Unterschied zwischen den Tumorzellen von ,Gruppe 0°
und ,Gruppe 1“ nicht signifikant, hatte aber eine Tendenz zu einer starkeren Mib-1-
Expression in ,Gruppe 0“ (p=0,066).

Diese Veranderungen in der Expression der Standardmarker dienen als Beleg fur
einen Effekt der neoadjuvanten Androgenentzugstherapie, auf dem die Annahmen
zur Aktivierung alternativer Signaltransduktionswege beim Fehlen von Testosteron
beruhen.

Die schon beschriebenen histopathologischen Veranderungen der Tumorzellen bil-
den das morphologische Korrelat flr die hier beschriebenen Veranderungen der Pro-
teinexpressionen. Interessant ist die Tatsache, dass sich die Verteilung der PSMA-
Expression im Gegensatz zu anderen Markern zwischen ,,Gruppe 0 und ,Gruppe 1°
nicht verringert hat (starke Expression in 83,7% bzw. 80,0%). Dies kann auf einen
mdglichen Einsatz des PSMA als Ziel fur eine Immuntherapie des Prostatakarzinoms
hinweisen, was zurzeit in der in der klinischen Erprobung ist [84].

Die Ergebnisse dieser Studie geben wie jeweils angefuhrt die Resultate anderer Un-
tersuchungen uber die jeweiligen Proteine wieder und kdnnen so als Indikator fur die
Validitat der Aussagen dieser Studie herangezogen werden.

Eine weitere Kontrolle fir die Validitat der hier gezeigten Ergebnisse ist der aufge-
fuhrte Vergleich zwischen den Farbeergebnissen fur die drei verwendeten Zelllinien
und der Vergleich mit der in der Literatur beschriebenen Expression der jeweiligen

Proteine. Abweichungen zeigten sich bei PSP, PSA und c-Fos. Die verringerte bzw.
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fehlende Expression von PSA und PSP kann an dem fortgeschrittenen Alter der ver-
wendeten Zellkultur der LNCaP-Zellen liegen. Auch Margolis et al. berichten von ei-
ner Abnahme der PSA- und PSP-Sekretion in Langzeitzellkulturen von LNCaP-Zellen
[191]. Die Positivitat fur aktiviertes c-Fos mag an eventuellen Stimuli z.B. durch Hitze
oder UV-Einstrahlung liegen, denen die Zellen vor ihrer Fixierung ausgesetzt waren.
Inostroza et al. konnten zeigen, dass bei UV-Bestrahlung von LNCaP-Zellen die C-
Jun n-terminale Kinase 1 (JNK-1) hochreguliert wird, die wiederum c-Fos aktivieren
kann [138].

Diese Studie ist unseres Wissens die erste umfassende Untersuchung auf immun-
histochemischer Basis Uber Veranderungen der Expression von PSA, PSP, Race-
mase und des Androgenrezeptors bei Prostatakarzinomen nach dreimonatiger prao-

perativer Androgenentzugstherapie.

3. Androgenrezeptor
Es konnte gezeigt werden, dass die Expression des Androgenrezeptors bei ,Gruppe

1“ sowohl im Tumor- als auch im benignen Gewebe niedriger ist als in ,Gruppe 0°
(starke Farbung 95,8% bzw. 76,0% im Tumorgewebe, 96,0% versus 68,0% im be-
nignen Gewebe).

Die Expression des Androgenrezeptors im Prostatagewebe kann sehr heterogen
sein, wird aber sowohl in hormonsensitiven als auch hormonrefraktdaren Tumoren
beobachtet und zeigt nicht unbedingt den Erfolg der Androgenentzugstherapie an
[257]. Obwohl davon auszugehen ist, dass der Androgenrezeptor auch beim hormon-
refraktaren Karzinom eine wichtige Rolle spielt (siehe unten), setzt sich die hier ge-
zeigte verringerte Androgenrezeptorexpression mit einer geringeren Expression der
unter Punkt 2 zusammengefassten Marker fort, da deren Expression (bis auf CK 5/6
und Mib-1) Uber den Androgenrezeptor reguliert wird. Eine verringerte Expression
des Androgenrezeptors sieben Tage nach Kastration konnte im Tierversuch belegt
werden [243]. Ein vollstandiger Verlust des Androgenrezeptors in Prostatakarzino-
men wird selten beobachtet. Ursachen kdnnen ein Verlust des X-Chromosoms [222],
Methylierung der Androgenrezeptor-DNA [262] oder auch eine verringerte Stabilitat
des Androgenrezeptor-Proteins und dessen konsektutive Degradation durch das Pro-
teasom sein [177]. An Zellkulturen konnte die Bedeutung der MAPK-Kaskade fur die
Integritat des Androgenrezeptors und der von ihm regulierten Genprodukte gezeigt

werden [7]. Van der Kwast et al. konnten einen Abfall der Androgenrezeptorexpres-
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sion sowohl in Tumorzellen als auch in benignen Epithelien beobachten und flhrten
dies auf eine Apoptose der Zellen zurick, die auf die Herunterregulierung des An-
drogenrezeptors empfindlich reagierten [317].

Die erneute Hochregulierung des Androgenrezeptors im hormonrefraktaren Tumor
scheint somit eine spatere und nicht eine sofortige Reaktion der Tumorzellen zu sein.
Nach sechsmonatiger Androgenentzugstherapie wurde in einer Studie bei einem

Drittel der Patienten eine Amplifizierung des Androgenrezeptorgens gefunden [112].

4. MAPK
Die Expression der MAPK ist sowohl im Tumorgewebe als auch in benignen Epithe-

lien in ,Gruppe 1¢ statistisch signifikant hoher als in ,Gruppe 0“ (Tumorgewebe:
72,9% versus 36,0% keine Expression; benignes Epithel: 62,0% versus 32,0% keine
Expression).

Die MAPK-Signalkaskade ist an vielen Signaltransduktionswegen, denen bei der
Entwicklung des hormonrefraktaren Prostatakarzinoms eine Rolle zugeschrieben
wird, beteiligt. Dies wurde in der Einleitung bei der Charakterisierung der MAPK
schon ausgeflhrt.

Der Einfluss von Her2/ErbB2 auf die transkriptionelle Aktivitat des Androgenrezeptors
erfolgt zumindest zum Teil Uber die MAPK [346]. Hier gibt es Verbindungen zwischen
der MAPK- und der PI3K-Signalkaskade, die sich gegenseitig sowohl stimulieren
[345] als auch inhibieren [356] kdnnen.

Bei IL-6 erfolgt die Signaltransduktion Uber drei Signalwege, STAT3, MAPK und
PI3K. Auch hier ist von einer gegenseitigen Beeinflussung auszugehen. Neben dem
Hauptsignalweg tUber STAT3 kann die MAPK Uber JAKs [9] sowie durch eine IL-6-
vermittelte Assoziation von gp130 und Her2 [246] aktiviert werden. Andererseits kann
Uber die MAPK-Kaskade STAT3 phosphoryliert und damit aktiviert werden [176].

Wie bei Her2 zeigen sich auch bei IL-6 die vielfachen Moglichkeiten der wechselsei-
tigen Beeinflussung der unterschiedlichen Signalkaskaden.

Die Bedeutung der MAPK bei der Signaltransduktion von IL-8 konnte bisher an PC3-
Zellkulturen nachgewiesen werden [217], was sich mit Untersuchungen zur Rolle der
MAPK bei der IL-8-Stimulation von Ovarialkarzinomzelllinien deckt [321]. Funktion
und Bedeutung von IL-8 bei der Entstehung des hormonrefraktaren Prostatakarzi-

noms werden noch gesondert diskutiert.
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Die Rolle von c-Jun und c-Fos bei der Entwicklung des hormonrefraktaren Prostata-
karzinoms wird unter Punkt 6 diskutiert. Die Aktivierung von c-Fos und c-Jun zu AP-1
wird durch die MAPK vermittelt [263]. Wie bei den anderen Signalwegen besteht
auch hier eine Verbindung zu PI3K [297] und zur PKC [300], wobei PKC wiederum
die MAPK aktivieren kann [188]. Bekannte Interaktionen zwischen der MAPK und
anti- bzw. proapoptotischen Proteinen werden unter Punkt 6 abgehandelt.

MAPK kann auch Koaktivatoren der Src-Familie aktivieren, die die transkriptionelle
Aktivitat des Androgenrezeptors erhdhen [183].

Gioeli et al. konnten zeigen, dass die MAPK-Expression positiv mit einem hdheren
Gleason-Score und einem hdheren Tumorstadium korreliert. Au3erdem berichten sie
von Einzelfallen, in denen eine MAPK-Expression erst nach Androgenentzugsthera-
pie nachzuweisen war [92], was die Bedeutung der MAPK fir Uberlebensstrategien
des Prostatakarzinoms unter Androgenentzug unterstreicht.

Agoulnik et al. belegten in einer aktuellen Studie den Einfluss der MAPK-
Signalkaskade auf den Androgenrezeptor [7]: in Versuchen an LNCaP-Zellen zeigten
sie, dass durch eine Inhibition der MAPK die Expression androgenrezeptorabhangi-
ger Gene verhindert und die Zellproliferation gebremst wird. Die MAPK hat aul3erdem
eine wichtige Bedeutung flr die Stabilisierung des Androgenrezeptors.

Auch auf genetischer Ebene gibt es Belege fir die Bedeutung der MAPK fir das
Prostatakarzinom. In ca. 80% der Prostatakarzinome finden sich Fusionen zwischen
Transmembrane protease serine 2 (TMPRSS2) und Mitgliedern der E26 Transforma-
tion-specific Sequence (ETS) —Familie [306]. An Ewingsarkomen konnte gezeigt
werden, dass Genfusionen mit Beteiligung der ETS-Familie, hier Ewing's Sarcoma
protein (EWS), zu einer Aktivierung der MAPK fuhren konnen, die selbst mit den
Transkriptionsfaktoren der EWS-Familie interagieren kann [278]. Beim Prostatakarzi-
nom konnte diese Interaktion bereits nachgewiesen werden [347]. Weitergehende
Untersuchungen Uber die definitive Auswirkung dieser Fusionen auf die MAPK-
Aktivitat stehen noch aus.

Wie hier dargestellt, gibt es sehr viele Untersuchungen, die der MAPK eine Rolle bei
der Entwicklung zum hormonrefraktaren Prostatakarzinom zuweisen. Da mit der Me-
thode der Immunhistochemie sozusagen nur eine ,statische Momentaufnahme® der
Aktivitat der verschiedenen Signalkaskaden gezeigt werden kann, kann man so kei-
ne aussagekraftigen Resultate Uber die Beeinflussung der verschiedenen Signalkas-

kaden untereinander im Verlauf machen.
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Es konnten im hier verwendeten Kollektiv keine statistisch signifikanten Assoziatio-
nen zwischen der MAPK und anderen Markern nachgewiesen werden. Es bleibt so-
mit offen, Uber welche Signalwege die MAPK aktiviert wird, dennoch kann davon
ausgegangen werden, dass sie eine wichtige Rolle schon in der Frihphase zur Ent-
wicklung des hormonrefraktaren Prostatakarzinoms spielt.

Die Bedeutung der MAPK im Fruhstadium des Hormonentzugs wurde schon durch in
vitro Versuche belegt. Bakin et al. konnten an LNCaP-Zellen zeigen, dass eine kon-
stitutive MAPK-Signalkaskadenaktivierung die Zellen unter niedrigen Androgenspie-
geln proliferieren lasst [17].

Diese Bedingungen sind auch im Rahmen der NHT vorzufinden und somit kénnen
diese Ergebnisse eine mogliche Erklarung fur die hier gefundene Hochregulation der
MAPK-Kinase in den Karzinomen unter Androgenentzug darstellen: als Reaktion der
Zellen auf den geringen bzw. ganz fehlenden Androgenstimulus. Dies geschieht
noch vor dem Einwirken anderer extrazellularer Signalmolekile und kann Uber eine
direkte Androgenrezeptoraktivierung durch die MAPK erfolgen, wie Berichten Uber
eine nicht-genomische Aktivitat des Androgenrezeptors zu entnehmen ist. Heinlein et
al. beschreiben in einer Ubersichtsarbeit hierzu, dass der Androgenrezeptor sowohl
von der MAPK aktiviert wird als auch selbst die MAPK-Kaskade in Gang setzt [118].
Auf die Bedeutung der starkeren Expression der MAPK im benignen Epithel wird im

nachsten Abschnitt zusammen mit STAT3 eingegangen.

5. STAT3

Die STAT3-Expression in benignen Epithelien in ,Gruppe 1“ war statistisch signifikant
héher als in ,,Gruppe 0“ (starke Expression bei 30,6% bzw. 62,5%). Bei STAT3 konn-
te dies auch im Vergleich der Tumorpraparate von ,Gruppe 1“ mit den entsprechen-
den Biopsien vor Einleitung der neoadjuvanten Therapie gezeigt werden (Steigerung
der STAT3-Expression in 15 von 23 auswertbaren Fallen).

Wie die MAPK ist auch STAT3 an allen hier untersuchten Signaltransduktionswegen
beteiligt. Die STAT3-Signalkaskade ist neben der MAPK der zweite wichtige Weg der
intrazellularen IL-6-Signalvermittlung [4]. Die Verbindung zum MAPK-Signalweg Uber
JAKs wurde oben schon erwahnt [9].

Der Erfolg der Chemotherapie mit Taxanen kann neben der apoptoseférdernden
Wirkung auch Uber einen stimulierenden Effekt auf Retinoidrezeptoren, die wiederum

STAT3 hemmen, erklart werden [325]. Das durch Retinoide gesteuerte Protein gene
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associated with retinoid-IFN-induced mortality proteine 19 (GRIM-19) reguliert STAT3
herunter [352].

Es konnte eine positive Korrelation zwischen IL-6 und STAT3 im Tumorgewebe und
in benigne Epithelien der ,Gruppe 0 gezeigt werden (siehe unter Punkt 8). STAT3
spielt bei einer Reihe anderer Tumore wie dem multiplen Myelom, der akuten myeoli-
schen Leukamie, Plattenepithelkarzinomen, Kolonkarzinomen und Mammakarzino-
men eine wichtige Rolle [21] [153]. Dort handelt es sich teilweise um konstitutionell —
das heil3t unabhangig von einer Ligandenbindung - aktiviertes STAT3. Bei Prostata-
karzinomen gibt es sowohl Berichte Uber durch Ligandenbindung als auch konstituti-
onell aktiviertes STAT3 [313] [67]. Mit der hier angewandten Methode der Immun-
histochemie war es nicht moglich, die Ursachen der STAT3-Aktivierung zu klassifizie-
ren.

Neben der Expression von STAT3 im Tumorgewebe finden sich auch Berichte Uber
STAT3-Positivitat im an den Tumor angrenzenden benignen Gewebe [67]. STAT3 ist
Uber IL-6 an der Transformation benigner Prostataepithelzellen zu Karzinomzellen
[19] sowie an der Entwicklung von androgenabhangigen zu androgenunabhangigen
Phanotypen beteiligt [85]. Huang et al. konnten zeigen, dass die Transfektion be-
nigner Prostataepithelzellen mit konstitutionell aktiviertem STAT3 deren Phanotyp hin
zu malignen Zellen andern kann [133].

Dieses Ergebnis zeigt zusammen mit dem im vorherigen Punkt diskutiertem Resultat
der MAPK, dass die durch den Androgenentzug hervorgerufenen Veranderungen in
der Proteinexpression auch bei den Signaltransduktionsmolekulen nicht nur auf die
Tumorzellen beschrankt sind. Die Hochregulierung von STAT3 und MAPK in den
benignen Epithelien deutet darauf hin, dass dies eine allgemeine Reaktion von
Prostataepithelzellen auf den Androgenentzug zu sein scheint. Dennoch ist die Akti-
vierung zumindest bei der MAPK im Tumorgewebe starker als in benignen Epithe-

lien.

6. BIM
Die erhohte nukleare Expression des proapoptotischen Proteins BIM in Tumorzellen

der ,Gruppe 1“ (keine Expression in 70,8% im Vergleich zu 37,8%) zeigt den Effekt
der neoadjuvanten Therapie durch eine erhohte Apoptoserate der Zellen. Von ande-
ren Proteinen der Bcl-2-Familie wie dem proapoptotischen Protein Bcl-2 nineteen

kilodalton interacting protein 3 (BNIP3) wird berichtet, dass das aktivierte Protein in
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den Nucleus transloziert [265]. Die Situation bei Bim ist bezuglich des Prostatakarzi-
noms noch wenig erforscht, aufgrund der Bedeutung der unterschiedlichen intrazellu-
laren Lokalisationen anderer Proteine derselben Familie wurde auch hier bei der
Auswertung zwischen einer cytoplasmatischen und einer nuklearen Lokalisation un-
terschieden.

Bei Bim gibt es Hinweise auf eine Verbindung zu den untersuchten Signalkaskaden:
Ley et al. konnten an Fibroblastenzellkulturen zeigen, dass die Bim-Expression durch
die MAPK-Kaskade herunterreguliert werden kann [173]. Auf diese Weise verhindert
die MAPK die Einleitung der Apoptose. Eine Studie an androgenunabhangigen Pros-
tatakarzinomen im Mausmodell konnte diese Hypothese bestatigen. Kinkade et al.
wiesen nach, dass es durch eine Inhibition der MAPK- sowie der PI3K-
Signaltransduktionswege zu einem Proliferationsstopp und zu einer verstarkten Bim-
Expression kommt [155]. Dieser Effekt war am ausgepragtesten bei der gleichzeiti-
gen Blockade beider Signalwege.

Shankar et al. konnten zeigen, dass bei Behandlung von LNCaP-Zellen mit Curcu-
min, einem Inhaltsstoff der Gelbwurzel, der auch als Nahrungserganzungsmittel Ver-
wendung findet, Bcl-2 herunter- und Bim hochreguliert wird und die Zellen in die
Apoptose gehen. Benigne Epithelzellen werden durch Curcumin nicht beeintrachtigt
[269]. Diese Versuche deuten auf eine mogliche Rolle von Bim bei neuen chemothe-
rapeutischen Ansatzen hin, falls es gelingt, durch eine Hochregulierung von Bim die
Apoptoserate von Karzinomzellen zu erhdhen. Bisher gibt es erste Erfolg verspre-
chende Studien zur Wirkung von Curcumin bei verschiedenen Tumoren (z. B. Kolon-
karzinom) und Autoimmunerkrankungen, weitergehende belastbare Daten stehen
noch aus [130]. Von Low et al. kommen in einem aktuellen Review zu dem Schluss,
dass Phytotherapeutika wie Curcumin trotz Erfolgen in vitro und in Tierversuchen
noch nicht in der Therapie des Prostatakarzinoms eingesetzt werden kénnen [322].
Die Diskussion der Bim-Expression in Korrelation mit den klinischen Daten erfolgt
unter Punkt 9.

7. Unterschiede zwischen Tumorzellen und benignen Epithelzel-
len

Diese Tests wurden durchgefuhrt, um herauszufinden, ob es in ,Gruppe 0“ und

,Gruppe 1“ signifikante Unterschiede in der Expression einzelner Proteine zwischen
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Tumorzellen und benignen Zellen gibt und ob sich durch die Androgenentzugsthera-

pie Unterschiede zeigen.

7.1. Unterschiede bei den Schlusselproteinen
Dies wurde schon unter Punkt 1 diskutiert und wird hier der Vollstandigkeit halber

nochmals erwahnt.

7.2. Interleukin 8
Die IL-8-Expression war in ,Gruppe 0“ und ,Gruppe 1 in benignen Epithelien jeweils

signifikant hoher als im Tumorgewebe (,Gruppe 0% keine Expression in 36,0% bzw.
8,0%; ,Gruppe 1% keine Expression in 48,0% bzw. 12,5%). Eine starke Farbung wur-
de jedoch jeweils in hochstens zehn Prozent der Falle beobachtet.

Dieses Ergebnis uberraschte, da in vielen Studien vor allem von einer [L-8-
Produktion im Tumorgewebe berichtet wird. Huang et al. berichten von vereinzelten
IL-8-positiven benignen Zellen, die von ihnen als neuroendokrine Zellen gedeutet
werden [134]. Bei Murphy et al. zeigen benigne im Vergleich zu malignen Zellen nur
eine schwache IL-8-Expression [217]. Die hier gezeigten Ergebnisse unterstutzen die
Murphystudie, da vor allem der Teil der benignen Epithelien mit schwacher Farbung
(,B") deutlich gréf3er war als die Tumorzellen mit schwacher Farbung.

Aus der Verteilung der Farbeintensitat kann abgelesen werden, dass sich das Ex-
pressionsmuster zwischen ,Gruppe 0“ und ,Gruppe 1“ fast nicht andert, was darauf
hindeutet, dass IL-8 keine grol3e Rolle in der FrGhphase des Androgenentzugs spielt,
aber schon im androgenabhangigen Status exprimiert wird. Die Bedeutung von IL-8
fur das Prostatakarzinom allgemein und flr das hormonrefraktare Karzinom im Be-
sonderen wird unter dem Punkt ,Korrelation zwischen zwei Proteinen® noch ausge-
fuhrt.

7.3. PI3K
Die Expression von PI3K war in ,Gruppe 0“ und ,Gruppe 1 im Tumorgewebe hdher

als in benignen Epithelien (,Gruppe 0“: keine Expression bei 21,3% im Vergleich zu
72,0%; ,Gruppe 1“: keine Expression bei 28,0% bzw. 79,2%).

PI3K ist neben STAT3 und der MAPK der dritte Signaltransduktionsweg, dem eine
grol3e Bedeutung im Prostatakarzinom zugeschrieben wird.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von PI3K anscheinend
nicht erst durch den Androgenentzug induziert wird, sondern sich schon in nicht vor-

behandelten Karzinomen findet. Dies zeigten auch Shukla et al. in vitro, indem sie in
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androgenabhangigen und androgenunabhangigen Zellkulturen eine PI3K-Aktivitat
nachwiesen. In vivo fanden sie eine hohere PI3K-Aktivitat vor allem in niedrig diffe-
renzierten Prostatakarzinomen [274]. Des Weiteren gibt es auch Berichte Uber eine
weitere Expressionssteigerung von PI3K und AKT in hormonrefraktaren Prostatakar-
zinomen [216].

Wie MAPK und STATS ist PI3K an der Signalvermittiung mehrerer Proteine beteiligt
und reguliert selbst unterschiedliche Proteine, von besonderer Bedeutung hierbei
sind PTEN und AKT.

Die Deaktivierung von PTEN und die dadurch mogliche Aktivierung von AKT durch
PI3K ist ein haufig in Prostatakarzinomen zu beobachtendes Phanomen in vivo
[161], das auch bei den beiden Zelllinien LNCaP und PC3 nachgewiesen werden
konnte [303]. Mutationen von PI3K selbst sind zwar u. a. bei Mammakarzinomen
schon beschrieben worden [15], nicht jedoch bei Prostatakarzinomen.

Es konnte gezeigt werden, dass LNCaP-Zellen den Androgenentzug durch die Akti-
vierung der PI3K-Signalkaskade den Wachstumsstopp kompensieren kénnen [87].
Die Inhibition des PI3K-Signalwegs in einer anderen Studie fuhrte zur Apoptose von
LNCaP-Zellen [52].

Andere Studien jedoch deuten auf einen negativen Einfluss der PI3K-Kaskade hin:
durch Phosphorylierung des Androgenrezeptors durch AKT wurde dessen Aktivie-
rung durch Androgene verhindert [344]. Dies beruht auf einer verringerten Aktivitat
von Androgenrezeptorkoaktivatoren wie dem Androgenrezeptor assoziierte Protein
70 (ARA70). Dies wurde bei der Signaltransduktion von IL-6 beobachtet und wird dort
diskutiert.

Eine weitere Funktion von AKT liegt in seiner Verbindung zum Protein Adaptorprotein
mit einer pH-Domane, einer PTB-Doméane und einem Leucinzippermotiv (APPL), das
die Androgenrezeptortransaktivierung blockieren kann. Yang et al. schreiben auf-
grund dessen APPL eine Regulatorfunktion der Interaktion Androgenrezeptor — PI3K-
Kaskade zu [343].

Her2-abhangige Stimulierung von PI3K und AKT fuhrt hingegen zu einer Aktivierung
des Androgenrezeptors [329].

Die Rolle von PI3K bei der Signaltransduktion von IL-6, IL-8 und Cyclin D1 wird bei

unter dem Punkt ,Korrelation zwischen zwei Proteinen® gesondert besprochen.
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7.4. Bcl-2 und Bim
Die Verhinderung der Apoptose unter Androgenentzug stellt eine weitere Uberle-

bensstrategie der Prostatakarzinomzellen dar. Ein Uberraschendes Ergebnis dieser
Studie war, dass bei den beiden aus dieser Gruppe hier untersuchten Proteinen —
Bcl-2 und sein Gegenspieler Bim (cytoplasmatische Anfarbung) — die Expression in
benignen Epithelien signifikant hoher war als im Tumorgewebe. Bei Bim nur in
,Gruppe 0“ (starke Expression bei 47,9% im Vergleich zu 80,0%), bei Bcl-2 in ,Grup-
pe 0 und ,Gruppe 1 (,Gruppe 0 starke Expression bei 25,0 % versus 84,0%;
,Gruppe 1% starke Expression bei 16,0% bzw. 88,0%).

Rubio et al. zeigten in einer immunhistochemischen Studie, dass Bcl-2 nur schwach
in Prostatakarzinomzellen exprimiert wurde. Bax — wie Bim ein Gegenspieler von Bcl-
2 —wurde zwar haufig exprimiert, hatte aber wie Bcl-2 keine prognostische Relevanz
[256]. Andere Studien zeigen aber sehr wohl eine hohere Expression von Bcl-2 in
Karzinomzellen und ordnen dem auch einen prognostischen Wert zu [253]. Ein wich-
tiger Gesichtspunkt hierbei ist der Zeitpunkt, wann die Bcl-2-Expression bestimmt
wird, sprich bei der Diagnose des Karzinoms oder beim schon anbehandelten hor-
monrefraktaren Karzinom. Auch die hier gezeigten Ergebnisse sprechen daflr, dass
Bcl-2 erst in der Spatphase, das heildt im Stadium des hormonrefraktaren Karzinoms
eine groRere Rolle spielt. Hierzu gibt es auch schon klinische Anwendungen, bei de-
nen Patienten mit Oblimersen, einem Inhibitor der Bcl-2-Expression, behandelt wer-
den und besser auf eine Chemotherapie ansprechen [49].

Die Bedeutung von Bim wurde bereits unter einem eigenen Punkt diskutiert. Unter-
suchungen zu Bid, einem anderen proapoptotischen Protein der Bcl-2-Familie, ka-
men zu dem Ergebnis, dass die Expression von Bid in benignen Epithelien stark vari-
ierte, was die Aussagen Uber deren Relevanz erschwert [164]. Ob diese Aussagen

auch auf Bim zu Ubertragen sind, ist nicht klar.

7.5. c-Fos
Bei c-Fos zeigte sich in ,Gruppe 0% dass in benignen Epithelien c-Fos cytoplasma-

tisch starker exprimiert wurde als im Tumorgewebe (keine Expression bei 54,2% ver-
sus 24,0%), die nukleare Expression von c-Fos war im Tumorgewebe hoher (keine
Expression bei 60,4% bzw. 84,0%), eine positive Farbung fand sich jedoch insge-
samt nur bei ca. 40 % der Tumoren. Nuklear exprimiertes c-Fos ist die aktivierte

Form von c-Fos.
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C-Fos bildet durch Dimerisierung mit c-dJun AP-1, das in die DNA-Transkription ein-
greift. So ist c-Fos am Pfad der Korepressoren und Koaktivatoren beteiligt. Es
scheint auch an der Entwicklung des androgenunabhangigen Prostatakarzinoms be-
teiligt zu sein: AP-1 bindet an tissue polypeptid antigen responsive elements (TRE)
der DNA und kann so die Transkription androgenabhangiger Gene auslosen [263].
Da AP-1 und der Androgenrezeptor aneinander binden und somit die Bindung des
Androgenrezeptor an die DNA verhindert wird, kann AP-1 bei Androgenmangel und
konsekutiv geringerer Exprimierung von Androgenrezeptorprotein an die TRE binden
und eine Genexpression ausldsen [258].

Schuringa et al. konnten in einer Studie an HepG2-Zellen zeigen, dass die Transakti-
vierung des Proteins Interleukin 6 responsive elements (IRE) durch Interleukin 6
Uber STAT3 mit einer Dimerisierung von STAT3 mit c-Fos bzw. c-Jun wesentlich ver-
starkt werden kann, wobei nur STAT3 an die DNA bindet [266] - wieder ein Hinweis
auf die vielfaltigen Verknlpfungen unter den einzelnen Proteinen und verschiedenen
Signalkaskaden.

Der in dieser Studie nur geringe Prozentsatz einer Aktivierung von c-Fos in Tumor-
zellen zeigt, dass c-Fos seine Bedeutung erst im hormonrefraktaren Stadium erlangt.
Im Frihstadium des Androgenentzugs war keine erhdhte c-Fos-Aktivitat nachzuwei-

sen.

7.6. Cyclin D1
In ,Gruppe 0“ war die Expression von Cyclin D1 im Tumorgewebe signifikant héher

als in benignen Epithelien (starke Expression bei 79,6% versus 42,0%).

Als einer der Regulatoren des Zellzyklus hat Cyclin D1 eine SchlUsselposition bei
einer Vielzahl von Tumoren. Die Interaktionen mit anderen hier untersuchten Protei-
nen und die Bedeutung von Cyclin D1 fir das Prostatakarzinom werden unter Punkt
8 diskutiert.

Comstock et al. konnten ebenfalls zeigen, dass die Cyclin D1-Expression im Tumor-
gewebe hoher ist als in benignen Epithelien [55]. Sie unterschieden aulRerdem zwi-
schen unterschiedlichen Lokalisationen von Cyclin D1 — cytoplasmatisch und nuklear
— und konnten daraus unterschiedliche Konsequenzen fur den weiteren klinischen

Verlauf ableiten.
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8. Korrelationen zwischen zwei Proteinen
Neben dem Vergleichen zwischen ,Gruppe 0 und ,Gruppe 1 sowie Tumorzellen

und benignen Zellen wurden Korrelationen zwischen zwei Proteinen untersucht.

Die meisten statistisch signifikanten Korrelationen wurden in ,Gruppe 0“ gefunden.
Mogliche Ursache hierfir mag einerseits die geringere Fallzahl in ,Gruppe 1 sein,
andererseits aber auch die Tatsache, dass die Expression einiger Proteine durch die
Androgenblockade herunterreguliert wird. Die gefundenen Beziehungen zwischen
zwei Proteinen in ,Gruppe 0“ zeigen auf, dass die beschriebenen Signalkaskaden
teils schon in nativen Prostatakarzinomen vorhanden sind. Bei fehlendem Androgen-
stimulus kénnen sie dann das Uberleben der Zellen ermdglichen, beispielsweise
durch eine Aktivierung des Androgenrezeptors in Abwesenheit von Androgenen. Bei
in benignen Epithelien gefundenen Beziehungen in der Verteilung von Proteinen
kann man die Uberlegungen dahin richten, dass eine gewisse Beeinflussung der Pro-
teine bereits in nicht maligne veranderten Zellen besteht, die dann im Rahmen der
Karzinogenese an Bedeutung gewinnt und zum Progress des Tumors beitragen
kann.

Die hier gewonnen Ergebnisse zeigen statistisch signifikante und damit nicht zufallige
Unterschiede in der Verteilung der jeweiligen Proteine an. Es lasst sich jedoch kein
valider Hinweis auf eine direkte oder indirekte Proportionalitat in Bezug auf die Ver-
teilung der beiden jeweiligen Proteine zueinander feststellen.

Der besseren Ubersichtlichkeit wegen wird in diesem Teil auf Prozentangaben uber
die Verteilung der Auspragungen der Farbungen verzichtet, es wird auf die anschau-

licheren Grafiken im Ergebnisteil verwiesen.

8.1. Korrelationen von Interleukin 6 mit anderen untersuchten Prote-
inen

IL-6 wird wie in der Einleitung schon erwahnt eine wichtige Rolle beim atypischen
Pfad zugeschrieben. Viele Studien belegen den negativen prognostischen Aussage-
wert einer erhohten IL-6-Serumkonzentration [312]. IL-6 hat neben seiner Rolle als
Aktivator des Androgenrezeptors uber den STAT3- und den MAPK-Signalweg auch
eine Bedeutung bei der Resistenz gegen Chemotherapeutika und es entfaltet antia-
poptotische Wirkung [245].
Hobisch et al. konnten eine erhohte Expression von IL-6 in Prostatakarzinomen
nachweisen, wobei Karzinome mit einem Gleason-Grad 3 bis 5 eine hohere Expres-

sion zeigten als Karzinome mit einem Gleason-Grad von 1 oder 2 [122]. Die Karzi-
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nome dieser Studie waren ebenfalls nicht vorbehandelt. Dieses Ergebnis bekraftigt,
dass IL-6 von Anfang an eine wichtige Rolle bei der Entstehung des Prostatakarzi-
noms hat. Es konnte in dieser Studie ebenso gezeigt werden, dass sowohl benigne
als auch maligne Zellen den IL-6-Rezeptor exprimieren.

Die Wirkung von IL-6 auf die Prostatakarzinomzelllinien LNCaP, DU145 und PC3
wurde bereits intensiv beforscht. Alle drei Zelllinien exprimieren den IL-6-Rezeptor
und sprechen auf eine Stimulation durch IL-6 an [276]. DU145 und PC3 sezernieren
selbst IL-6. Fur diese Zelllinien konnte gezeigt werden, dass IL-6 deren Proliferation
erhdhen kann. Bei LNCaP gibt es widersprichliche Ergebnisse. Lee et al. konnten
zeigen, dass LNCaP-Zellen auf kurzen Kontakt mit II-6 mit einem dosisabhangigen
Wachstumsstopp und neuroendokriner Zelldifferenzierung reagieren [171]. Bei Lang-
zeitkontakt mit IL-6 kann IL-6 den Androgenrezeptor aktivieren, die Proliferationsrate
nimmt wieder zu und die Zellen beginnen, selbst IL-6 zu exprimieren. Hieraus leiteten
sie zwei Funktionen von IL-6 fir Prostatakarzinomzellen ab: eine parakrine inhibie-
rende und eine autokrine stimulierende. Die Fahigkeit von Prostatakarzinomzellen,
selbst IL-6 zu produzieren, kann so einen Weg hin zum hormonrefraktaren Prostata-

karzinom darstellen.

8.1.1. IL6 - STAT3
Sowohl im Tumorgewebe als auch in benignen Epithelien zeigte sich in ,Gruppe 0,

dass eine hohe Expression von IL-6 mit einer hohen Expression von STAT3 einher-
geht.

Die Phosphorylierung von STAT3 Uber gp130 ist neben dem MAPK-Signalweg der
Hauptsignaltransduktionsweg von IL-6 [119].

Dauerhaft erhéhte IL-6-Spiegel im Tumor kénnen zu einer konstitutiven Aktivierung
von STATS3 fuhren und so die transkriptionelle Aktivitat des Androgenrezeptors auch
bei niedrigen Androgenspiegeln gewahrleisten [48]. Die Bedeutung von STAT3 bei

der Pathogenese des Prostatakarzinoms wurde bereits oben diskutiert.

8.1.2. IL6 - PI3K
In ,Gruppe 0“ zeigte sich bei den Karzinomzellen eine gemeinsame hohe Expression

von IL-6 und PI3K.

Die Bedeutung der PI3K-Signalkaskade bei der IL-6 Signaltransduktion ist noch nicht
vollstandig verstanden. Es gibt hier sowohl Hinweise fur stimulierende als auch inhi-
bierende Effekte, je nachdem an welcher Zelllinie dies untersucht wurde: Yang et al.

konnen bei den Linien PC3 und DU145 einen inhibierenden Effekt von PI3K auf die
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MAPK- und STAT3-Signaltransduktion nachweisen, wohingegen PI3K bei der
LNCaP-Linie keinen grof3en Effekt auf die IL-6-Signaltransduktion hatte [344]. Ande-
rerseits fuhrte die Inhibition von PI3K zur Apoptose von LNCaP-Zellen [52]. Xie et al.
beobachteten eine neuroendokrine Differenzierung von LNCaP-Zellen unter dem
Einfluss von IL-6-vermittelter PI3K-Aktivierung [339].

Wie bei der MAPK und STAT3 ist es auch bei PI3K sehr wahrscheinlich, dass nicht
nur die Aktivierung und Funktion von PI3K allein entscheidend fur die intrazellulare
Signaltransduktion ist. Vielmehr kommt es auf das Gleichgewicht sowohl der einzel-
nen Signaltransduktionswege als auch der Wachstumsfaktoren an sich an. Aufgrund
der hier angedeuteten Komplexitat lassen sich viele in vitro gewonnene Ergebnisse

nicht direkt auf die Situation im Prostatakarzinom in vivo umsetzen.

8.1.3. IL6 - Cyclin D1
Bei den Karzinomzellen in ,Gruppe 0“ ging eine hohe Expression von Cyclin D1 mit

einer hohen Expression von IL-6 einher. Die Rolle von Cyclin D1 bei der Entstehung
des Prostatakarzinoms wird unter Punkt 8.3. erwahnt. Die Interaktion von IL-6 und
Cyclin D1 ist noch wenig erforscht, Cyclin D1 kann aber Gber STAT3 aktiviert wer-
den, wodurch sich eine Verbindung zu IL-6, dessen Hauptsignaltransduktionsweg die
STAT3-Aktivierung mit einschliel3t, zeigt [38].

8.1.4. IL6 - Bcl-2
Eine erhdhte Expression von IL-6 korrelierte bei malignen und benignen Zellen in

,Gruppe 0“ mit einer starken Expression von Bcl-2.

Bcl-2 ist wichtig fur die die Chemotherapeutikaresistenz von Prostatakarzinomzellli-
nien [46].

IL-6 Ubt seinen antiapoptotischen Effekt Uber Mitglieder der Bcl-2-Familie aus [247]
und ist hier anscheinend unabhangig von einer Interaktion mit STAT3 [247]. Cavaret-
ta et al. konnten an einer LNCaP-Zelllinie zeigen, dass IL-6 Uber Myeloid cell leuke-
mia sequence 1 (Mcl 1), ein anderes Mitglied der Bcl-2-Familie, antiapoptotisch wirkt
und ein IL-6-Antikdrper die Apoptoserate erhoht [43].

Die meisten Ergebnisse zu einer Beziehung zwischen IL-6 und Bcl-2 stammen aus

Zellkulturversuchen und kdnnen durch unsere Ergebnisse in vivo bestatigt werden.
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8.2. Korrelationen von Interleukin 8 und seinen Rezeptoren mit an-
deren Proteinen

Das Chemokin IL-8 spielt im Rahmen des atypischen Pfades eine Rolle auf dem
Weg zur hormonrefraktaren Prostatakarzinom. Neben seiner Hauptfunktion als che-
motaktischer Faktor des unspezifischen Immunsystems konnte fur IL-8 eine Bedeu-
tung bei mehreren Tumorentitaten, darunter auch dem Prostatakarzinom nachgewie-
sen werden.

Kim et al. konnten an athymischen Nacktmausen zeigen, dass die IL-8-Expression
mit der Angiogenese, Tumorinvasion und Metastasierung von orthotop implantierten
menschlichen Prostatakarzinomzellen korreliert [154]. IL-8 hat mitogene [139] und
angiogene [157] Funktionen, die bei der Genese des Prostatakarzinoms eine Rolle
spielen konnen.

Es gibt in vitro Ergebnisse, die zeigen, dass IL-8 das androgenunabhangige Wachs-
tum von LNCaP-Zellen sowie deren Migration fordert [170]. Au3erdem sind IL-8 pro-
duzierende LNCaP-Zellen aggressiver als nicht IL-8-exprimierende Zellen [233]. Die
Tatsache, dass LNCaP-Zellen primar androgenabhangig sind und bei Androgenent-
zug auch IL-8 produzieren konnen, kann auf die Vermittlerrolle von IL-8 bei Prostata-
karzinom unter Androgenentzug hindeuten, da so die Karzinomzellen durch IL-8 am
Leben erhalten werden konnten. Die schon bekannt Bedeutung von IL-8 bei der Me-
tastasierung des Prostatakarzinoms [105] wird durch in vitro Versuche bestatigt, die
zeigen, dass durch IL-8 die Migrationsfahigkeit von LNCaP-Zellen erhoht wird [170].
Huang et al. konnten bei einer Studie Uber die Lokalisation von IL-8 im Prostatakar-
zinom zeigen, dass IL-8 nur von wenigen neuroendokrin differenzierten Zellen inner-
halb des Prostatakarzinoms produziert wird, was dann als parakriner mitogener und
angiogener Wachstumsfaktor dient. Die neuroendokrine Differenzierung der Karzi-
nomzellen erhoht deren Proliferation und Invasivitat in vitro [127]. Durch ihre sehr
niedrige Apoptoserate kann auch erklart werden, warum sie unter Androgenentzug,
der ein Apoptosestimulus fur benigne und maligne Zellen ist, besondere Bedeutung
erlangen [80]. Es gibt jedoch andere Studien, die ein vollig anderes Expressionsmus-
ter von IL-8 und seiner Rezeptoren zeigen [217].

Analog zu IL-6 steigt der IL-8-Serumspiegel mit dem Krankheitsprogress an [172].
Wie in der Einleitung schon ausgeflihrt, erfolgt die Signaltransduktion von IL-8 Uber
seine beiden Rezeptoren CXCR1 und CXCR2. Deshalb werden Korrelationen dieser
beiden Proteine hier erwahnt, da davon auszugehen ist, dass diese Proteine ihre

Wirkung vor allem unter IL-8-Einfluss entfalten.
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8.2.1. IL8-Cyclin D1
In ,Gruppe 0“ zeigte sich in benignen Epithelien, dass bei einer hohen Expression

von IL-8 auch eine hohe Expression von Cyclin D1 vorlag.

Die Bedeutung einer gegenseitigen Beeinflussung von IL-8 und Cyclin D1 ist noch
nicht sehr eingehend erforscht.

Fur Tumorzellen wurde eine positive Korrelation zwischen IL-8 und Cyclin D1 schon
beschrieben, sowohl bei androgenabhangigen als auch androgenunabhangigen Tu-
morzellen [217]. Die mogliche Verknupfung zwischen IL-8 und Cyclin D1 zeigt einen
weiteren Weg auf, uber den IL-8 das Wachstum des Prostatakarzinoms sowohl in der
androgenabhangigen als auch dann in der androgenunabhangigen Phase unter-
stltzt. MacManus et al. konnten zeigen, das IL-8 die Cyclin D1-Expression auf der
Translationsebene beeinflusst [190]. Dies bestatigt nochmals die mitogene Bedeu-
tung von IL-8. Bezuglich der Bedeutung von Cyclin D1 fur das Prostatakarzinom wird

hier auf den nachsten Punkt 8.3. verwiesen, um eine Redundanz zu vermeiden.

8.2.2. CXCR1 - CXCR2
In benignen Epithelien von ,Gruppe 0“ korrelierte eine starke Expression von CXCR1

mit einer hohen CXCR2-Expression. Uber diese beiden Rezeptoren wird die
Signaltransduktion von IL-8 vermittelt. Wie unter dem Punkt ,Charakterisierung der
Proteine“ erwahnt, besteht noch Unklarheit dartiber, ob die Rezeptoren im Prostata-
karzinom verschiedene Funktionen haben und z.B. nur von bestimmten Zelldifferen-
zierungen exprimiert werden. Das hier gezeigte Ergebnis deutet darauf hin, dass sich
beide Rezeptoren gegenseitig positiv beeinflussen und die gesteigerte Expression
des einen die erhoht Expression des anderen fordert. Auch die Zelllinie PC3 expri-
miert beide Rezeptoren [217]. Maxwell et al. konnten zeigen, dass unter Hypoxie so-

wohl CXCR1 als auch CXCR2 in Prostatakarzinomzellen hochreguliert werden [197].

8.2.3. CXCR1 - PI3K
Bei einer hohen Expression von CXCR1 war bei den Tumorzellen von ,Gruppe 0“

auch eine hohe Expression von PI3K festzustellen.

MacManus et al. zeigten eine Aktivierung und Amplifizierung der PI3K-Akt-
Signalkaskade durch IL-8 bei PC3- und DU145-Zellen, was dann eine erhdhte Cyclin
D1-Translation zur Folge hatte [190].
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8.2.4. CXCR2 - STAT3
Im Tumorgewebe von ,Gruppe 0“ korrelierte der hochste Anteil einer hohen Expres-

sion von CXCR2 mit einer hohen Korrelation von STAT3.

Eine Verbindung zwischen der STAT3-Signalkaskade und IL-8 in Prostatakarzino-
men ist bisher noch nicht publiziert. Trevino et al. konnten an Pankreaskarzinomzel-
len, die haufig IL-8 exprimieren, zeigen, dass die IL-8-Sekretion der Tumorzellen U-
ber eine STAT3-vermittelte Aktivierung von Src vermittelt wird [309]. Die Familie der
Src-Familie gehort zu den rezeptorunabhangigen Tyrosinkinasen und hat eine Be-
deutung bei Proliferation, Invasion und Migration der Karzinomzellen. Au3erdem wird
eine Beteiligung bei der Entwicklung der Androgenunabhangigkeit vermutet [81].
Mehrere Src-Inhibitoren befinden sich in der klinischen Testung. Ob die anfangs er-
wahnte Verknupfung zwischen IL-8, STAT3 und Src nun auch beim Prostatakarzi-
nom existiert ist noch nicht erforscht und war nicht Gegenstand dieser Studie..

8.3. Korrelationen von Cyclin D1 mit anderen Proteinen
Cyclin D1 hat eine wichtige Aufgabe in der Uberwachung des Zellzyklus in der G1-

Phase. Fur Cyclin D1 konnte eine signifikant starkere Expression im Tumor- als im
benignen Gewebe nachgewiesen werden.

Die vielfaltigen Verbindungen von Cyclin D1 wie z.B. zum schon diskutierten IL-8
sind teilweise noch nicht eingehend erforscht. Es zeigt aber sich auch hier, dass es
nicht auf ein Protein allein sondern auf das Zusammenspiel vieler verschiedener Pro-
teine und deren Gleichgewicht untereinander ankommt. Einige dieser Verbindungen
sollen im Anschluss an eine Ubersicht Uber die Bedeutung von Cyclin D1 fiir das
Prostatakarzinom diskutiert werden.

Wie bei vielen an deren Tumorentitaten wird Cyclin D1 auch im Prostatakarzinom
eine wichtige Rolle zugeschrieben.

Dennoch ist die Wirkung von Cyclin D1 auf das Prostatakarzinom zum Teil wider-
spruchlich. Die intrazellulare Konzentration von Cyclin D1 wird durch Androgene er-
hoht [341]. In Prostatakarzinomzellen kann Cyclin D1 aber auch an den Androgenre-
zeptor binden und seine Transaktivierung verhindern [252]. Hieraus lasst sich ein
Modell ableiten, in dem Uber Androgene der Einfluss von Cyclin D1 auf den Zellzyk-
lus durch ein negatives Feedback- oder Regulierungssignal modifiziert wird [36] [55].
Cyclin D1 dient so als Rheostat, d.h. Widerstandsregler, der die Dauer und Starke

der Androgenstimulation reguliert.
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine hohe Cyclin D1-Expression mit vermehr-
ter Perineuralscheideninvasion korrelierte und somit die Aggressivitat des Tumors
steigerte [3].

Bereits erwahnt wurde eine Induktion der Cyclin D1-Translation durch IL-8 Uber die
PI3K-Signalkaskade. Auf die Interaktion zwischen Cyclin D1 und PI3K wird noch ge-

sondert eingegangen.

8.3.1. CyclinD1 -Mib-1T
In ,Gruppe 0“ zeigte sich, dass bei den Tumorzellen eine hohe Expression von Mib-1

mit einer hohen Cyclin D1-Expression korrelierte.

Ein derartiger Zusammenhang zwischen einem Zellproliferationsmarker (Mib-1) und
einem Regulator des Zellzyklus ist in Anbetracht der Proteinfunktionen sehrgut nach-
zuvollziehen. Auch andere Studien konnten diesen Zusammenhang belegen und
ordneten einer hohen Expression von Cyclin D1 und Mib-1 einen maligneren Phano-

typ und ein kiirzeres Uberleben zu [3].

8.3.2. Cyclin D1 - PI3K
In Tumorzellen und in benignen Epithelien von ,Gruppe 0“ korrelierte eine hohe Ex-

pression von PI3K mit einer hohen Cyclin D1-Expression, wobei die Korrelation im
benignen Gewebe aufgrund der dort vorherrschenden insgesamt schwachen PI3K-
Expression nicht sehr deutlich ausfiel.

Gao et al. konnten in vitro an DU145- und PC3-Zellen zeigen, dass die Inhibition von
PI3K die Zellproliferation hemmt und zu einem Stopp des Zellzyklus in der G1-Phase
fuhrt [87]. PI3K wirkt hier Uber die Proteine AKT und mammalian target of rapamycin
(mtor).

Die Verknupfung zu IL-8 wurde bereits erwahnt.

8.3.3. Cyclin D1 - Bcl-2
In benignen Epithelien von ,Gruppe 0“ korrelierte eine hohe Expression von Cyclin

D1 mit einer hohen Korrelation von Bcl-2.

Andere Studien hingegen zeigen eine inverse Korrelation zwischen Bcl-2 und Cyclin
D1 im Tumorgewebe. Daraus wurde gefolgert, dass Bcl-2 die Expression von p21
und Cyclin D1 negativ reguliert [159]. Die Beziehung Cyclin D1 — Bcl-2 ist noch nicht
eingehend erforscht, vor allem auch, was dessen Relevanz in benignen Epithelien

anbelangt.
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8.4. Korrelation von Bcl-2 mit Bim
In den benignen Epithelien von ,Gruppe 1 ging eine hohe Bcl-2-Expression mit einer

hohen Bim-Expression einher. Beide Proteine gehdren zur Bcl-2-Familie und sind an
der Regulierung von apoptotischen Vorgangen beteiligt. Da beide Proteine Gegen-
spieler sind — Bcl-2 hat eine antiapoptotische, Bim eine proapoptotische Funktion —
mogen die hier gezeigten Ergebnisse auf den ersten Blick Uberraschend wirken.
Durch die in der Literatur beschriebenen Interaktionen der beiden Proteine scheint es
aber moglich, ein Szenario zu entwerfen, in dem beide Proteine hochreguliert sind,
zumindest bevor die Apoptose durch Bim eingeleitet werden kann, da die Zelle dies

durch die Expression von Bcl-2 zu verhindern sucht [136].

9. Korrelation der klinischen Daten mit der Expression von Pro-
teinen
Die zur Verfugung stehenden klinischen follow-up-Daten der Patienten wurden auf

vorhandene Korrelationen mit den statistisch signifikanten Proteinexpressionsunter-
schieden zwischen ,,Gruppe 0 und ,Gruppe 1 untersucht. Dabei zeigte sich ein sta-
tistisch signifikanter Unterschied in der Beziehung PSA-Rezidiv und nuklearen Ex-
pression von Bim in ,Gruppe 0°.

Bei Patienten ohne PSA-Rezidiv ist deutlich ofter eine positive Bim-Expression zu
sehen. Betrachtet man alle Patienten unabhangig davon, ob sie vortherapiert wurden
oder nicht, wird dieses Ergebnis noch deutlicher.

Hieraus kann gefolgert werden, dass bei Patienten mit einem im weiteren Verlauf
auftretenden PSA-Rezidiv schon vorher die Bim-Expression geringer ist als in Patien-
ten ohne PSA-Rezidiv. Das proapoptotische Protein Bim kdnnte somit eine progno-
severbessernde Relevanz haben — ein ahnliches Ergebnis konnten Zantl et al. an
Nierenzellkarzinomen zeigen, wobei sie Bim die Funktion eines Tumorsuppressors
zuschrieben [350]. In einem Kommentar der Novemberausgabe 2008 des Journal of
Clinical Investigation mit dem Titel ,Anticancer therapy: boosting the bang of Bim*
werden die aktuellen Ergebnisse der Forschungsbemuhungen beziglich Bim und
seiner Nutzbarmachung in der Tumortherapie zusammengefasst [121]. Die Autoren
kommen hier zu dem Ergebnis, dass die simultane Blockade von Signaltransdukti-
onswegen wie der MAPK-Kaskade und die Hochregulierung von Bim auf direktem

oder indirektem Wege einen viel versprechenden neuen Therapieansatz bietet.
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10. Resilimee

Im Rahmen dieser Studie sollten frihe Veranderungen in Prostatakarzinomen bei
Androgenentzug auf der Proteinebene an Prostatektomiepraparaten in vivo unter-

sucht werden.

10.1. Die Ergebnisse: Licht ins Dunkel?
Die mit einer Androgenablation behandelten Tumoren zeigten wie auch die benignen

Epithelien eine signifikant erhdhte Expression der MAPK, des Weiteren fand sich ei-
ne erhdhte Expression von STAT3 im benignen Gewebe nach Androgenentzug.
Aulierdem zeigte sich, dass viele Verknlpfungen zwischen verschiedenen Proteinen
schon in nicht vorbehandelten Prostatakarzinomen ohne vorhergehende Androge-
nablation zu finden sind. Auch PI3K ist bei nicht vorbehandelten und vorbehandelten
Tumoren im Gegensatz zu benignen Epithelien stark exprimiert.

Nach einem allgemeinen Uberblick tGber Signalwege in der Prostatakarzinomzelle
wurden die in dieser Studie gewonnenen Ergebnisse Uber diese drei Proteine zu-
sammengefasst und diskutiert.

Diese Studie bestatigt die Theorie, dass nicht nur ein Signalweg sondern verschie-
dene sich gegenseitig beeinflussende Signalwege beim Prostatakarzinom existieren,
die sich in ihrer Wirkung gegenseitig verstarken oder abschwachen konnen. Ein Bei-
spiel hierfur ist die Signaltransduktion von IL-6. Viele dieser Signalwege existieren
bereits bei noch androgenabhangigen Phanotypen.

Die Tatsache, dass die Androgenentzugstherapie nur eine durchschnittliche Wirk-
dauer von zwei Jahren hat und auch die bei Mammakarzinomen sehr erfolgreiche
Therapie mit Her2-Antikdrpern trotz einer zumindest teilweise vorhandenen Her2-
Hochregulierung in Prostatakarzinomen noch keinen durchschlagenden klinischen
Erfolg gezeigt hat [287], bestarken die Vermutungen, dass noch zu wenig Uber die
Interaktionen der verschiedenen Signalwege bekannt ist. Die Probleme von der
Ubertragung von in vitro Versuchen an Zellkulturen auf das Karzinom in vivo im Pati-

enten wurden diskutiert.

10.2. Die Apoptose: bedeutend erst im spateren Verlauf?
Die Rolle der Proteine aus dem Umfeld der Apoptose scheint in der Frihphase des

Prostatakarzinoms noch keine bedeutende Rolle zu spielen, ihre Funktion wird aber
im weiteren Verlauf aber bedeutender, was Studien mit Oblimersen [34] und dem

unter dem Punkt Bim erwahnten Curcumin [269] gezeigt haben. Die in der Fruhphase
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des Androgenentzugs gefundene hdhere Bim-Expression der Tumorzellen ist am
ehesten als Reaktion auf einen Entzug des Wachstumsstimulus der Androgene zu
interpretieren. Dennoch konnten Hinweise fur eine positive prognostische Rolle von

Bim im Rahmen diese Arbeit gefunden werden.

10.3. Die Signalkaskaden: wer, wie und mit wem?
Eine hoffnungsvolle neue Strategie ist es, Signalwege auf der Ebene der Signalver-

mittlung und nicht auf der Stufe der Signalgenerierung zu blockieren. Uber deren Be-
deutung per se und in Verbindung mit anderen Proteinen konnte diese Studie ver-
schiedene neue Gesichtspunkte aufzeigen. Auf die Tatsache, dass wie in dieser Stu-
die dargestellt nicht nur ein Signalweg eine besondere Bedeutung hat sondern meh-
rere Signalwege, haben auch schon andere Studien mit in vitro Ergebnissen hinge-
wiesen [315].

Die MAPK war als einziges Protein aus den untersuchten Signalkaskaden in den vor-
therapierten Tumoren hochreguliert. Dies kann als Reaktion der Tumorzellen auf den
Entzug des Androgenstimulus gewertet werden und es zeigt, dass die Karzinomzel-
len schon in der Fruhphase des Androgenentzugs mit Alterationen intrazellularer
Signalwege reagieren. Die MAPK ermdglicht die Proliferation unter niedrigen Andro-
genspiegeln in vitro [17] und ist bedeutend fur die Stabilitat des Androgenrezeptors
[7]. Die Aktivierung anderer Signalkaskaden uber die MAPK wurde diskutiert. Oka et
al. konnten belegen, dass in der Entwicklung des Prostatakarzinoms hin zum hor-
monrefraktaren Phanotyp die MAPK konstitutionell aktiviert wird [226]. Diese in vitro
Ergebnisse bestatigen die Rolle der MAPK beim hormonrefraktaren Prostatakarzi-
nom. So bietet die MAPK einen guten Ansatzpunkt fur neue Therapieformen, vor al-
lem bei schon hormonrefraktdren Prostatakarzinomen, bei denen bis jetzt trotz aktu-
eller Erfolge mit Docetaxel die palliative Therapie im Vordergrund steht.

Die Blockade der MAPK befindet sich erst im experimentellen Stadium, nur der Inhi-
bitor CI-1040 zeigte bisher auch in vivo einen Erfolg [342]. Papatsoris et al. kommen
in einem aktuellen Review zu dem Schluss, dass die Signaltransduktion Uber den
Androgenrezeptor und der Einfluss des MAPK-Signalwegs auch im hormonrefrakta-
ren Prostatakarzinomen funktionell aktiv bleiben. Viele Proteine aus dieser Signal-
kaskade boten Erfolg versprechende Angriffspunkte. AulRerdem betonen sie die Not-
wendigkeit eines failored treatment, d. h. einer individualisierten Therapie der jewei-
ligen Patienten [229].
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Die beobachtete Hochregulierung von STAT3 in den benignen Epithelien von ,,Grup-
pe 1“ setzte sich im Tumor nicht mit einem statistisch signifikanten Ergebnis fort.
Dennoch zeigte sich, dass eine Reaktion auf den Androgenentzug auch zu einer
STAT3-Antwort fuhren kann. Beziehungen von STAT3 zu anderen Proteinen konnten
zu IL-6 und dem Rezeptor von IL-8 nachgewiesen werden. In der Literatur gibt es
Hinweise auf weitere Interaktionen mit Proteinen aus der Apoptose- und Zellzyklus-
regulation [86]. So muss man sich auch hier von der Vorstellung ,ein Protein — ein
Hauptsignalweg® 16sen und der Multifunktionalitdt von STAT3 Rechnung tragen. Die
Blockade von STAT3 mittels si-RNA war im Tierversuch bereits erfolgreich [86]. Der
Einsatz von Angiotensin Il Rezeptorblockern, die STAT3 blockieren kénnen, befindet
sich noch in der Diskussion [314].

Die Aktivitat von PI3K im Tumorgewebe und die Tatsache, dass die Androgenent-
zugstherapie in der Frihphase keinen Einfluss auf dessen Expression zeigte, deuten
auf eine vom Androgenentzug unabhangige Rolle von PI3K hin — im Unterschied zu
MAPK und STATS3. Ein weiterer Unterschied zu diesen beiden war die geringe PI3K-
Aktivitat im benignen Gewebe. Es konnten auch verschiedene positive Korrelationen
von PI3K zu anderen Proteinen aus verschiedenen Signalkaskaden gefunden wer-
den: IL-6, Rezeptoren von IL-8 und Cyclin D1.

Dies weist auf eine zentrale Rolle von PI3K in der Vermittlung von Signalen in Pros-
tatakarzinomzellen hin und lasst PI3K als attraktiven therapeutischen Angriffspunkt
erscheinen.

Inhibitoren der katalytischen PI3K-Subeinheiten der ersten Generation wie Wortman-
nin sind aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeit und geringen Spezifitat nur in vitro ein-
setzbar. Dennoch konnten mit den Inhibitoren der ersten Generation in Zellkulturver-
suchen wertvolle Hinweise Uber die komplexen Interaktionen von PTEN, PI3K und
AKT gewonnen werden. Die Inhibitoren der zweiten Generation sind wie Hemmstoffe
des PI3K-Holoenzyms noch in der praklinischen Phase, zeigen aber schon verbes-
serte pharmakologische Eigenschaften und es gibt erste Erfolge im Tiermodell [337].
Weitere Moglichkeiten sind der Einsatz des schon diskutierten Curcumins [174] oder
eine Beeinflussung von AKT [244].

Eine mogliche Hilfestellung flr die Anwendung einer auf die Signaltransduktionswe-
ge gerichteten Therapie kann der Blick auf das Mammakarzinoms bieten. Wahrend

der Erfolg von Her2-Antikdrpern sich im Prostatakarzinom nicht wiederholte [287],
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bleibt die Inhibition von Signaltransduktionsmolekillen als gemeinsamer therapeuti-
scher Angriffspunkt.

Es gibt Studien, die zeigen, dass die MAPK in Mammakarzinomen bei Langzeithor-
monentzugstherapie hochreguliert wird [192], was auch fur das Prostatakarzinom
zutrifft. Bei beiden Karzinomen konnten in vitro Erfolge mit dem MAPK-Inhibitor
U0126 erzielt werden [7] [168] [227].

Bei PI3K konnte eine Interaktion mit dem Ostrogenrezeptor beschrieben werden
[296], STAT3 wird vor allem im Zusammenhang mit IL-6 in Mammakarzinomen er-
wahnt [23].

10.4. Die Signalblockade: der Konigsweg zur Bekampfung des
hormonrefraktaren Prostatakarzinoms?

Ein Hemmschuh in der Entwicklung gemeinsamer Therapiestrategien ist jedoch die —
aufgrund seines Erfolges naturlich gerechtfertigte — oft noch vorherrschende Fokus-
sierung auf Her2 und seine Signaltransduktion bei Mammakarzinomen, denen die
Bedeutung anderer Signalwege und die Interaktion der Signalkaskaden untereinan-
der untergeordnet wird. Das Prostatakarzinom scheint wesentlich heterogener in der
An- und Abschaltung verschiedener Signalmolekule zu sein als das Mammakarzi-
nom. Die weitere Erforschung der Bedeutung von MAPK, STAT3 und PI3K beim
Mammakarzinom — auch unabhangig von Her2 — kann dazu fuhren, dass so wieder
ein Benefit von den Erkenntnissen Uber die beiden Tumorentititen Mamma und
Prostata erlangt werden kann, der dann in gemeinsame Therapiestrategien aul3er-
halb der Androgenablation mundet, die heute erst angedacht und in vitro erprobt
werden kdnnen.

Ein wichtiger Punkt ist die stadiengerechte und individualisierte Therapie. Durch die
grol’e Heterogenitat des Prostatakarzinoms scheint es sinnvoll, nicht alle Patienten
nach einem bestimmten Schema zu behandeln, sondern die Patienten genauer in
Subgruppen einzuteilen. Hier kommt nun der Pathologie eine wichtige Bedeutung zu.
Wie bei Mammakarzinomen routinemaRig der Her2-, Ostrogen- und Progesteronre-
zeptorstatus untersucht werden, konnten beim Prostatakarzinom die Expression von
Proteinen aus den verschiedenen bekannten Pfaden — wie z.B. IL-6, IL-8, Bcl-2 oder
c-Fos - sowie die Dominanz eines Signaltransduktionsweg — MAPK, STAT3 oder
PI3K — erfasst werden.

Dies ermoglicht, die Patienten fir unterschiedliche Therapieansatze, die jeweils auf

andere Proteine ausgerichtet sind, zu selektieren und so gezielt in die jeweils akti-
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vierten Mechanismen des Karzinoms einzugreifen. Die aus dieser Selektion hervor-
gegangenen Subgruppen bieten sich dann an, die verschiedenen zum Teil noch ex-
perimentellen Therapieansatze im Rahmen klinischer Studien weiter zu untersuchen.
Dies ist auch der gemeinsame Tenor der letzten aktuellen Ubersichtsarbeiten zum
Thema targeted therapy [114].

Durch diese individualisierte Therapie kann es gelingen, die gewonnen in vitro Er-
gebnisse auf den Patienten zu Ubertragen, dessen Karzinom gezielt zu behandeln
und so die Prognose wesentlich zu verbessern, als wenn alle Patienten nach dem
gleichen Schema behandelt werden.

Die Kombination dieser individualisierten Therapie mit dem schon etablierten Taxan-
Regime wird diskutiert [288].

Diese Arbeit konnte so die These untermauern, dass es sinnvoll ist, weiter im Rah-
men des Prinzips der ,targeted therapy“ zu versuchen, diese Signalwege als Ziel fur
die Therapie heranzuziehen. Es hat sich gezeigt, dass die Karzinomzellen schon
nach kurzem Androgenentzug mit einer Anderung der Expression verschiedener
Signaltransduktionsmolekule reagieren. Ein weiteres wichtiges Ergebnis war die Er-
kenntnis, dass es auch auf die Interaktion der Signalwege ankommt. Dies wurde fur

eine mogliche Therapie bedeuten, dass Patienten individuell evaluiert werden sollten.

Die Bedeutung dieser Arbeit liegt darin, dass hier zum ersten Mal retrospektiv in ei-
ner Fall-Kontroll-Studie versucht wurde, die mannigfaltigen Ergebnisse aus der in
vitro Forschung an Prostatakarzinomzelllinien mit den Proteinexpressionsprofilen von
Prostatakarzinomen zu Uberprifen. So konnten wir eine hierarchische Beziehung von
STATS3, PI3K und MAPK aufdecken, in der die MAPK eine SchlUsselrolle einzuneh-

men scheint.

Als Ansporn fur weitere Untersuchungen dieser Signalwege und deren Verknupfun-

gen mag das Motto dieser Arbeit — ein Sinnspruch Novalis’ - gelten:

,Hypothesen sind Netze; nur der wird fangen, der auswirft.”.
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H Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist bei Mannern die Tumorentitat mit der héchsten Inzidenz,
bei den Todesfallen durch Tumorerkrankungen steht es an dritter Stelle. Im Gegen-
satz zur exzellenten Prognose des lokalisierten Prostatakarzinoms ist die Prognose
des metastasierten Karzinoms schlecht. Die Standardtherapie des metastasierten
Karzinoms ist die Androgenentzugstherapie. Nach durchschnittlich zwei Jahren
kommt es jedoch zum Rezidiv und der Tumor wachst nun androgenunabhangig.

Ziel dieser Studie war es, retrospektiv die ersten Reaktionen der Tumorzellen in vivo
auf den Androgenentzug zu untersuchen.

Hierzu wurde ein Kollektiv von 25 neoadjuvant mit Androgenablation therapierte Pa-
tienten und 50 nicht vorbehandelte Patienten eingeschlossen. Aus den Prostatekto-
miepraparaten der Patienten wurden Tissue Microarrays angefertigt, die immunhisto-
chemisch untersucht wurden. AuRerdem wurden Biopsien der Gruppe der vorthera-
pierten Patienten, die vor Einleitung der Androgenentzugstherapie gewonnen worden
waren, analysiert. Die Ergebnisse der Farbungen wurden in drei Kategorien (keine,
schwache und starke Farbung) eingeteilt und statistisch ausgewertet.

Folgende Proteine wurden in die Studie eingeschlossen: Androgenrezeptor, PSA,
PSP, PSMA, Racemase, CK 5/6, Mib-1, Interleukin 6, STAT3, MAPK, PI3K, Interleu-
kin 8, CXCR1, CXCR2, Cyclin D1, Bcl-2, Bim und c-Fos.

Es konnte nachgewiesen werden, dass die MAPK sowohl in malignen als auch be-
nignen Zellen der vortherapierten Patienten starker exprimiert wird als bei den nicht
vortherapierten Patienten. Dasselbe Ergebnis konnte fur STAT3 in benignen Epithe-
lien aufgezeigt werden, was auch beim Vergleich von pratherapeutischen Biopsien
mit den Prostatektomiepraparaten bestatigt wurde. Die Aktivitat von PI3K war bei
beiden Patientengruppen in den Tumorzellen jeweils starker ausgepragt als in be-
nignen Zellen.

Die Expression des Androgenrezeptors war in benignen und malignen Zellen bei den
vortherapierten Patienten geringer als bei den nicht vortherapierten Patienten.

Die Analyse der klinischen Parameter in Zusammenhang mit den Proteinexpressi-
onsmuster zeigte einen Hinweis auf eine mogliche prognoseverbessernde Bedeu-

tung einer nuklearen Bim-Expression.
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Die SchlUsselproteine zur Typisierung des Prostatadrisenepithels (PSA, PSP,
PSMA) und dessen Dignitatsbeurteilung (Racemase, CK 5/6, Mib-1) zeigten folgende
Ergebnisse:

In den benignen Zellen zeigte sich eine schwéachere Expression von PSA und PSP
bei den vorbehandelten Patienten. Dasselbe Ergebnis zeigte sich flr die Racemase
im Tumorgewebe.

Im Unterschied zwischen Tumor- und benignen Epithelzellen zeigte sich bei den
nicht vorbehandelten Patienten eine schwachere PSA- und PSP-Expression im Tu-
morgewebe. Beim Vergleich der PSMA- und Racemase Expression zwischen Tumor-
und benignen Epithelzellen konnte eine starkere Expression in den Tumorzellen bei
beiden Patientengruppen nachgewiesen werden. Die Mib-1-Positivitat war in den
Tumorzellen der nicht vorbehandelten Patienten starker als in den benignen Zellen.
Diese Ergebnisse entsprachen den Erwartungen und zeigen die Validitat der hier
durchgefuhrten Untersuchungen.

Des Weiteren fanden sich bei den nicht vorbehandelten Patienten statistisch signifi-
kante gemeinsame hohe Expressionen zwischen Interleukin 6 und STAT3 im Tumor-
gewebe und in benignen Epithelien sowie Interleukin 6 und PI3K im Tumorgewebe.
Weitere positive Verknupfungen zwischen zwei Proteinen ergaben sich unter ande-
rem zwischen Interleukin 6 und Bcl-2, Interleukin 8 und Cyclin D1, CXCR1 und PI3K,
Cyclin D1 und PI3K.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Hochregulierung der MAPK im Tu-
morgewebe eine der ersten Reaktionen auf den Entzug des Androgenstimulus zu
sein scheint. Daneben fanden sich auch positive Korrelationen von Proteinen aus
verschiedenen Signaltransduktionswegen (STAT3, PI3K, MAPK).

Die Bedeutung dieser Arbeit liegt darin, dass hier zum ersten Mal die Ergebnisse der
in vitro Forschung an Zellkulturen Uber die Entwicklung des hormonrefraktaren Pros-
tatakarzinoms an Patientenmaterial in einer Fall-Kontroll-Studie systematisch Uber-
pruft wurden.

Aus einer Vielzahl von Proteinen der IL-6 vermittelten Signaltransduktion konnten wir
in dieser Arbeit die MAPK als Schlusselprotein flir das hormonrefraktare Prostatakar-
zinom identifizieren. Fir diese bisher nicht therapierbare Erkrankung rtickt die MAPK

somit ins Zentrum einer moglichen targeted therapy.
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