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| EINLEITUNG

.1 DIE PROSTATA

[.1.1 FUNKTION

Die Prostata ist eine exokrine Driise und sie produziert ein Sekret, welches bei einem
pH-Wert von 6,4 schwach sauer ist. Das Sekret der Prostata bildet fast 30% des
Ejakulates. Dieses Sekret enthalt Proteasen, welche die Spermienmotilitat
beeinflussen und das Ejakulat verflissigen. (Aumdller et al., 2017) Aul3erdem bildet
die Prostata das prostataspezifische Antigen (PSA). Dabei handelt es sich um eine
kallikrein&hnliche Serinprotease, welche von den Epithelzellen der Prostata produziert
wird. Da das prostataspezifische Antigen fast ausschlief3lich in diesen Epithelzellen
der Prostata gebildet wird, ist es ein sehr organspezifischer Biomarker, der auch einen
wichtigen Stellenwert in der Tumordiagnostik und besonders der Tumornachsorge

eingenommen hat. (Rohde et al., 2006)

1.1.2 ANATOMIE
[.1.2.1 Lage

Die Prostata liegt extraperitoneal direkt angrenzend an die Harnblasenbasis. Dorsal
liegt sie direkt dem Rektum an und ist daher etwa 4 cm oberhalb des Afters der
Palpation bei der digital-rektalen Untersuchung zuganglich. AuRerdem hat sie eine

enge Lagebeziehung zum Beckenboden.
1.1.2.2 Aufbau

Umbhllt wird die Prostata von einer kraftigen fioromuskularen Kapsel (Aumdiller et al.,
2017). Aktuell wird zur Beschreibung des Aufbaus der Prostata weitestgehend die
zonale Einteilung in funf Zonen nach McNeal verwendet. McNeal begann im Jahr 1968
sein Modell Uber den anatomischen Aufbau der Prostata in vier Zonen zu prasentieren.
1978 wurde die Transitionszone als flnfte Zone zu diesem Modell hinzugefligt, da sich
hier der Ursprung der benignen Prostatahyperplasie findet, was diese Zone klinisch

relevant macht. (Selman, 2011)

Zur Einteilung dieser Zonen nach Mcneal wurde die durch die Prostata ziehende

Urethra als Referenzpunkt verwendet. (McNeal, 1981)



Nach diesem Modell wird die Prostata, wie in Abbildung 1 dargestellt, in eine periphere
Zone, eine zentrale Zone, eine Periurethralzone, eine anteriore Zone und eine

Transitionszone eingeteilt (Aumdller et al., 2017).

Die periphere Zone bildet mit etwa 70% des Drusengewebes den grof3ten Teil der
Prostata (McNeal, 1981). Sie befindet sich dorsolateral und kaudal an der Prostata
(Aumdller et al., 2017). In der peripheren Zone entstehen die meisten Karzinome der
Prostata (McNeal, 1981), namlich laut der Untersuchungen von McNeal und Kollegen
68% der Prostatakarzinome (McNeal et al., 1988). In der zentralen Zone, welche etwa
25% des Prostatadrisengewebes beinhaltet, liegen die Ductus ejaculatorii sowie der
Utriculus prostaticus. Die Periurethralzone ist ein dinner Saum aus urethraeigenen
Driusen. In der anterioren Zone findet sich kein Drisengewebe. Diese schmale Zone
liegt ventral an der Prostata. Die Transitionszone liegt im Bereich der proximalen
Urethra zwischen der Periurethralzone und der peripheren Zone.(Aumdller et al., 2017)

Abbildung 1: Die zonale Anatomie der Prostata nach dem Modell von McNeal (Hammerich et al., 2009)
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|.2 DAS PROSTATAKARZINOM

[.2.1 EPIDEMIOLOGIE

[.2.1.1 EPIDEMIOLOGIE DES PROSTATAKARZINOMS

Laut dem Zentrum fur Krebsregisterdaten des Robert Koch-Institutes und des
statistischen Bundesamtes gab es in Deutschland im Jahr 2013 59.620
Prostatakarzinom-Neuerkrankungen sowie 13.408 Sterbefélle aufgrund dieser
Krebserkrankung. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 70,9 Jahren. Damit ist das
Prostatakarzinom eine Krebserkrankung, die tUberwiegend in hohem Lebensalter
auftritt. (Zentrum fir Krebsregisterdaten im Robert Koch-Institut, 2016)

Die Wahrscheinlichkeit im Laufe des Lebens an einem Prostatakarzinom zu erkranken
lag 2003 in den USA bei 16,7%. Autopsiestudien deuten jedoch auf eine deutlich
hohere Rate histologisch  nachweisbarer, jedoch klinisch inapparenter
Prostatakarzinome hin. (Crawford, 2003)

Es gibt grof3e regionale Unterschiede in der Erkrankungshaufigkeit, so tritt das
Prostatakarzinom beispielsweise in Asien vergleichsweise selten auf (Zentrum fur
Krebsregisterdaten im Robert Koch-Institut, 2016). In den USA ist wie in Deutschland
das Prostatakarzinom die héaufigste maligne Erkrankung bei M&nnern (Crawford,
2003).

.2.1.2 DIE ROLLE DES PROSTATAKARZINOMS FUR DIE GESTIEGENEN
KREBSINZIDENZZAHLEN

Die Zahl der Krebserkrankungen hat in Deutschland in den letzten Jahren deutlich
zugenommen. Das Prostatakarzinom ist in Deutschland die haufigste
Krebserkrankung des Mannes. Eine wichtige Rolle spielt hierbei die gestiegene
Lebenserwartung und damit das demographische Altern. Bei Mannern hat die
Lebenserwartung im Vergleich zu Frauen deutlicher zugenommen. Die mittlere
Lebenserwartung bei Geburt der Manner stieg seit 1986/88 bis 2012/14 um 6,4 Jahre,
im Vergleich dazu erhdhte sich die mittlere Lebenserwartung der Frauen nur um 5
Jahre. (Zentrum fUr Krebsregisterdaten im Robert Koch-Institut, 2016) Da es sich beim
Prostatakarzinom um eine Krebserkrankung des alteren Mannes handelt, spielt dies
sicherlich auch eine Rolle beim Anstieg der Fallzahlen des Prostatakarzinoms und

damit der Krebsinzidenzzahlen im Allgemeinen.



Jedoch auch altersstandardisierte Erkrankungsraten zeigen einen Anstieg der
Krebserkrankungen seit 1970 bis etwa zur Jahrtausendwende. Dies spricht also fur
weitere Ursachen neben den demographischen Veranderungen. Hierzu zahlen
sicherlich Lebensstilveranderungen, die moderne Diagnostik sowie
Friherkennungsmaf3nahmen, die zu einer friheren Diagnose fiuihren. Dies trifft vor
allem auf langsam voranschreitende Erkrankungen des hoheren Lebensalters zu, zu
denen auch das Prostatakarzinom zahlt. (Zentrum fur Krebsregisterdaten im Robert
Koch-Institut, 2016)

Beim Prostatakarzinom muss hier insbesondere die Einfihrung des PSA Screenings
genannt werden. So kam es vor allem in den 1990er Jahren mit der weitverbreiteten
Einfilhrung des PSA Screenings zu einem deutlichen Anstieg der
Prostatakarzinomdiagnosen, allerdings sind mittlerweile die Inzidenzzahlen wieder auf

ein Niveau wie vor der Einfihrung des Screenings zuriickgegangen. (Crawford, 2003)

[.2.2 ATIOLOGIE

Die European Association of Urology nennt in ihren Leitlinien das Alter als
Hauptrisikofaktor fur die Entstehung eines Prostatakarzinoms (Mottet et al., 2017).
2003 waren in den USA lber 70% aller Patienten mit Prostatakarzinom beim Zeitpunkt
ihrer Diagnosestellung alter als 65. Aul3erdem zeigt sich mit zunehmendem Alter ein
exponentieller Anstieg der Wahrscheinlichkeit an einem Prostatakarzinom zu
erkranken. So haben Manner, die junger als 39 Jahre alt sind, eine 0,005%ige
Wabhrscheinlichkeit an einem Prostatakarzinom zu erkranken, M&nner zwischen 40
und 59 Jahren bereits eine 2,2%ige Wahrscheinlichkeit und Manner zwischen 60 und
79 Jahren eine Erkrankungswahrscheinlichkeit von 13,7%. (Crawford, 2003) Zudem
gibt es eine Assoziation von genetischen Faktoren mit der Entstehung eines
Prostatakarzinoms. Diese These wird durch das familiare Auftreten sowie dem Einfluss
der ethnischen Zugehorigkeit auf die Erkrankungswahrscheinlichkeit verdeutlicht. So
besteht z.B. bei Mannern mit Zugehdrigkeit zur afrikanischen Ethnie eine hdhere

Wahrscheinlichkeit an einem Prostatakarzinom zu erkranken. (Mottet et al., 2017)

AuBerdem wurden zur Untersuchung der genetischen Konkordanz Zwillingsstudien
durchgefiihrt bei denen monozygote und dizygote Zwillinge verglichen wurden. Hier
zeigten Studien aus den nordischen Landern und aus den USA alle eine hohe

Konkordanzrate bei monozygoten Zwillingen. (Gronberg, 2003)



Dennoch sind nur etwa 9% der Prostatakarzinome tatsachlich als familiare Erkrankung
charakterisiert. Die Voraussetzungen hierzu sind 3 oder mehr betroffene Angehdrige
oder mindestens 2 Angehdrige mit einem sog. Early-onset Prostatakarzinom, also
einer Diagnose vor dem 55. Lebensjahr. Bis auf das durchschnittlich frihere Auftreten
der Erkrankung (durchschnittlich 6 Jahre friher im Vergleich zum nicht-familiaren
Prostatakarzinom) gibt es bei einem familiaren Prostatakarzinom keine Unterschiede
im Krankheitsverlauf. (Mottet et al., 2017)

Der Einfluss unterschiedlicher exogener Umwelteinflussfaktoren wird angenommen,
es gibt jedoch bisher keine besonderen Empfehlungen zu préventiven Mal3nahmen
oder diatetische Ansatze zur Verringerung des Risikos der Entwicklung eines
Prostatakarzinoms. (Mottet et al., 2017)

So suggerieren unter anderem Studien an japanischen Mannern, welche in die USA
ausgewandert sind, dass Umweltfaktoren und Ernahrung relevante Einflussfaktoren
fur Entwicklung eines Prostatakarzinoms darstellen. Diese haben uUblicherweise ein
niedrigeres Risiko fur Prostatakarzinome. Nach dem Auswandern zeigt sich eine
Anpassungsreaktion der Risikoraten an US-Verhéltnisse. Je friher die Immigration in
die USA erfolgte, desto starker passte sich das Risiko an. Besonders stark fettige,
fleischhaltige Erndhrung und Milchprodukte stehen im Verdacht, eine Rolle zur
Risikoerh6hung zu spielen. Diese Produkte liefern verzweigtkettige Fettsauren, welche
durch das Enzym alpha-methyl-coenzyme-M-reductase peroxisomal oxidiert werden.
In Prostatakarzinomen zeigt sich eine hohere Aktivitat dieses Enzyms als in normalem
Prostatagewebe. Durch die Oxidation von Fettsauren entsteht Wasserstoffperoxid,
welches eine karzinogene Wirkung hat. Auf3erdem fiihrt eine fettreiche Erndhrung zu
einem erhdhten Spiegel von Insulin-like growth factor 1, welcher die Proliferation und
Differenzierung von Krebszellen reguliert und deren Apoptose verhindert. (Crawford,
2003)

Aktuellere Daten einer groRen Metaanalyse zeigen jedoch wiederum keine Korrelation
zwischen einer fleischreichen Ernahrung und dem Risiko der Entwicklung eines

Prostatakarzinoms. (Bylsma & Alexander, 2015)

Des Weiteren untersuchte eine prospektive Kohortenstudie an finnischen Zwillingen
eine Verbindung zwischen dem durchschnittlichen wéchentlichen Alkoholkonsum und

dem Prostatakarzinomerkrankungsrisiko. Diese Studie zeigte ein erhohtes
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Erkrankungsrisiko bei starkem Alkoholkonsum sowie bei kompletter Alkoholabstinenz.
(Dickerman et al., 2016)

Es zeigte sich aufRerdem ein verringertes Risiko fur die Entstehung eines
Prostatakarzinoms bei einem moderaten Vitamin D Spiegel. Ein erniedrigter sowie
erhohter Vitamin D Spiegel fuihrt zu einem erhdhten Risiko fur Prostatakarzinome.
(Kristal et al., 2014) Daruber hinaus ist ein erniedrigter Serumspiegel von Vitamin D
mit fortgeschritteneren pathologischen Stadien assoziiert. (Nyame et al., 2016)

.2.3 HORMONELLE EINFLUSSFAKTOREN

Androgene sind fur ein normales Wachstum und die physiologische Funktion der
Prostata wichtig. Vor allem Testosteron spielt auch bei der Entstehung des
Prostatakarzinoms eine wichtige Rolle. Dies zeigt sich unter anderem daran, dass sich
bei Eunuchen, also Mannern, bei denen es vor der Pubertat zu einer Kastration kam,
keine Prostatakarzinome entwickeln. AuRerdem haben Manner, welche Testosteron
zum Muskelaufbau oder aus therapeutischen Zwecken verwendet haben, eine hdhere

Inzidenz von Prostatakarzinomen. (Taplin & Ho, 2001)

90% des Testosterons wird in den Leydig-Zellen im Hoden produziert, wahrend die
Ubrigen 10% in der Nebenniere synthetisiert werden. In der Prostata liegt mit dem 5a-
Dihydrotestosteron vor allem die biologisch aktivere Form des Hormons vor, welche
durch die 5a-Reduktase aus Testosteron metabolisiert wird. Das 5a-
Dihydrotestosteron hat eine hdhere Affinitat zum Androgenrezeptor als Testosteron.
Der daraus resultierende Androgen-Androgenrezeptor-Komplex kann im Zellkern die
Transkription androgenregulierter Gene stimulieren. Ein Beispiel hierflr ist das
prostataspezifische Antigen. (Wolff & Schmid, 2015)

1941 zeigte die Arbeit von Huggins et al., dass sich metastasierte Prostatakarzinome
klinisch und biochemisch besserten, nachdem eine Androgendeprivation durchgefuhrt
wurde (Huggins et al., 1941, Wolff & Schmid, 2015). Allerdings wurde vor allem in den
letzten Jahren die darauf begrindete Androgenhypothese durch Daten aus neuen
Studien immer wieder hinterfragt und durch die Sattigungshypothese ersetzt. Es zeigte
sich, dass Manner mit deutlich zu hohem Testosteron kein im gleichen MalRe erhdhtes
Risiko flr ein Prostatakarzinom haben und ebenfalls, dass ein niedriger
Testosteronspiegel nicht protektiv gegen ein Prostatakarzinom wirkt. (Wolff & Schmid,
2015) Bei Patienten, welche einen niedrigen Baseline-Testosteronspiegel haben,
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werden bei einem erhdhten Testosteronwert mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit
Prostatakarzinome diagnostiziert. Hingegen bei Mannern mit einem normalen
Baseline-Testosteronspiegel fuhrt ein im Verhaltnis gleichermalRen erhohter
Testosteronspiegel nicht zu einem noch deutlicher erhéhten Prostatakarzinomrisiko,
obwohl sie absolut gesehen hohere Testosteronspiegel aufweisen. (Muller et al., 2012)
Eine Erhéhung des Testosteronspiegels tber ein Sattigungsniveau scheint also keinen
Einfluss auf das maligne Wachstum eines Prostatakarzinoms zu haben. (Wolff &
Schmid, 2015)

|.2.4 KLASSIFIKATION DES PROSTATAKARZINOMS

Eine gute und grundliche Einteilung des Prostatakarzinoms ist essentiell fur eine
Behandlungsempfehlung der jeweiligen, in der Klassifikation zusammengefassten
Patienten. AufRerdem ist eine weltweit einheitliche Klassifikation und hiermit die
Einteilung in Patienten- bzw. Risikogruppen hilfreich zur Vergleichbarkeit klinischer
Daten und der Entwicklung klinischer Studien. (Mottet et al., 2017)

1.2.4.1 TNM-STADIENEINTEILUNG

Mit Hilfe, der in der Onkologie weit verbreiteten TNM-Stadieneinteilung wird
beschrieben, inwiefern sich das Karzinom lokal und systemisch ausgebreitet hat. Dies
bezeichnet man als Staging. Dabei wird der Grad der lokalen Ausbreitung des Tumors
(T, Tumor), das Ausmall moglicherweise vorliegender befallener regionarer
Lymphknoten (N, Nodus, Knoten) und Metastasen (M, Metastasen) wie in Tabelle 1

beschrieben beurteilt.

Dies gilt bei Prostatakarzinomen nur fir Adenokarzinome und muss deshalb
histopathologisch bestatigt werden. (Wittekind et al., 2014)



Tabelle 1: Tumour, Node, Metastasis (TNM) Klassifikation des Prostatakarzinoms (Gospodarowicz et
al., 2017)

T — Priméartumor

TX | Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO | Kein Anhalt ftir Primartumor

T1 | Klinisch nicht erkennbarer Tumor, der nicht tastbar ist

Tla | Tumor zufalliger histologischer Befund in 5% oder weniger des
resezierten Gewebes

T1b | Tumor zufalliger histologischer Befund in mehr als 5% des resezierten
Gewebes

T1c | Tumor durch Nadelbiopsie diagnostiziert (beispielsweise wegen PSA-
Erhdhung)

T2 | Tumor auf die Prostata begrenzt und palpabel

T2a | Tumor infiltriert die Halfte eines Lappens oder weniger

T2b | Tumor infiltriert mehr als die Halfte eines Lappens, aber nicht beide
Lappen

T2c | Tumor infiltriert beide Lappen
T3 | Tumorausbreitung extrakapsular

T3a | Extrakapsulare Ausbreitung (ein-oder beidseitig) einschliel3lich des
Blasenhalses

T3b | Tumor infiltriert Samenblase(n)

T4 | Tumorinfiltriert benachbarte Strukturen neben den Samenblasen wie:
Sphincter externus, Rektum, Levator-Muskulatur, Beckenwand

N - Regionare Lymphknoten

NX | Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO | Kein Anhalt flr regionare Lymphknotenmetastasen

N1 | Regionare Lymphknotenmetastasen

M — Fernmetastasen

MO | Kein Anhalt fiir Fernmetastasen

M1 | Fernmetastasen

M1la | Nicht regionarer Lymphknotenbefall

M1b | Knochenmetastasen

M1c | Andere Fernmetastasen

.2.4.2 HISTOPATHOLOGISCHE GRADEINTEILUNG

Eine detaillierte, histologische Gradeinteilung ist wichtig flr eine optimale
Therapieentscheidung. Mit einem solchen Grading koénnen niedrigmaligne von
hochmalignen Prostatakarzinomen unterschieden werden. Es zeigen sich starke

Zusammenhange zwischen der histologischen Differenzierung der Driisenzellen und
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dem klinischen Verlauf. Schlecht differenzierte Prostatakarzinome zeigen einen
schnell-progredienten Verlauf, wahrend gut differenzierte Prostatakarzinome einen

langsamen Progress aufzeigen. (Gleason, 1992)

Der amerikanische Pathologe Donald Gleason entwickelte den bis heute héufig
angewandten Gleason Score.

Der Gleason Score entstand mit der Hilfe von Daten einer kontrollierten,
randomisierten, retrospektiven Studie, welche von der Veterans Administration
Cooperative Urological Research Group durchgefiihrt wurde. Es wurden wie in
Abbildung 2 gezeigt neun histologische Muster von Prostatakarzinomen
unterschieden. Diese neun Muster wurden mit den Uberlebensdaten dieser Studie
korreliert. Es zeigte sich, dass manche dieser Muster &hnliche Verlaufe und
Mortalitatsraten hatten und auRerdem haufig zusammen auftraten. Daher wurden sie
zu funf Graden zusammengefasst und in der Reihenfolge ihrer Malignitat von
niedrigmaligne zu hochmaligne aufgelistet. Da jedoch viele Tumore mehr als einen
dieser funf Grade beinhalten und es sich zeigte, dass Patienten mit diesen Tumoren
Mortalitatsraten zwischen den vorliegenden Graden hatten, musste ein Score
entwickelt werden, der dieses Problem beriicksichtigt. Beim Gleason Score werden
daher der primar und sekundar vorliegende histologische Grad addiert. (Gleason,
1992)

Der Gleason Score wurde mehrfach modifiziert und Uberprift, welche histologischen
Muster wie in den Score einberechnet werden sollten. Vor wenigen Jahren geschah

dies bei einer Konferenz im November 2014. (Epstein et al., 2016)



Abbildung 2: Urspringliche, schematische Darstellung der neun mdglichen Driisenkonfigurationen und
der ihnen zugeordnete Gleason-Grad (Gleason, 1992)

[.2.5 KLINISCHE PRASENTATION UND DIAGNOSTIK DES PROSTATAKARZINOMS

Das Prostatakarzinom ist in seinen friilhen Stadien meist symptomlos; auch in lokal
fortgeschrittenen Stadien sind die Symptome nicht sehr spezifisch und kdénnen

beispielsweise denen einer benignen Prostatahyperplasie dhneln.

Mdgliche Symptome eines Prostatakarzinoms sind beispielsweise
Miktionsbeschwerden, welche sowohl obstruktiver als auch irritativer Natur sein
kénnen und ein Anzeichen flr eine mdgliche Infiltration der Harnblase oder der
Harnrohre wiederspiegeln. AulRerdem ist eine Hamatospermie oder ein verringertes

Ejakulatvolumen durch Infiltration der Ductuus ejaculatorii oder der Samenblasen
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maoglich sowie Impotenz bei Infiltration der neurovaskularen Bindel. (Schmelz et al.,
2014)

Aufgrund von Knochenmetastasen kann es zu Knochenschmerzen oder Anamie und
durch metastatischen Befall des pelvinen Lymphgewebes zu Lymphddemen der
unteren Extremitaten kommen. Auch paraneoplastische Syndrome sind mdglich,
jedoch sehr selten. (Schmelz et al., 2014)

Die Diagnose eines Prostatakarzinoms darf nur bei Vorliegen einer positiven
histologischen Untersuchung einer Stanzbiopsie oder eines Operationspréparates
gestellt werden. (Schmelz et al., 2014)

[.2.5.1 SCREENING UND FRUHERKENNUNG

Zu den Screeninguntersuchungen des Prostatakarzinoms zéhlen die digital rektale
Untersuchung und die Bestimmung des PSA (Prostata spezifisches Antigen). Es
werden durch Screeninguntersuchungen signifikant mehr Prostatakarzinome
diagnostiziert, jedoch auch viele Prostatakarzinome gefunden, die nicht
behandlungsbedurftig geworden waren. (Deutsche Krebsgesellschaft e.V., 2016)
Bildgebende Verfahren, besonders das multiparametrische MRT der Prostata sind fir
die Friherkennung eines Prostatakarzinoms derzeitiger Gegenstand der Forschung
und das multiparametrische MRT der Prostata wird bereits als eine Modalitat mit guter
Sensitivitat fir Prostatakarzinome mit Gleason-Score >7 in den aktuellen Leitlinien der

European Association of Urology aufgefuhrt. (Mottet et al., 2017)

Durch die Einfuhrung des PSA Screenings konnte erreicht werden, dass

Prostatakarzinome in niedrigeren Stadien gefunden werden. (Crawford, 2003)

Insbesondere der wirtschaftliche Nutzen des PSA-Screenings ist jedoch weiterhin
umstritten. Klar ist, dass das Screening beim teils langsam wachsenden
Prostatakarzinom zu einer Uberdiagnose filhren kann, da der PSA-Test auch die
Diagnosehaufigkeit von klinisch inapparenten Tumoren steigert, welche ansonsten nie
zu Symptomen gefuhrt héatten. Diese Annahme wird davon gestitzt, dass die
Inzidenzzahlen von niedriggradigen Prostatakarzinomen stark von der Menge der
durchgefiihrten PSA-Screening-Untersuchungen abhangen. Die Inzidenzzahlen
héhergradiger Prostatakarzinome bleiben davon weitestgehend unbeeinflusst. In den
USA zeigte sich ein Rickgang der Neuerkrankungen von Prostatakarzinomen parallel

zu einer verringerten Anzahl durchgefiihrter PSA-Screening-Untersuchungen vor
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allem anhand von zwei Studien (Herget et al., 2016, Li et al., 2015), wodurch das
Screening etwas kritischer hinterfragt wurde. (Zentrum fur Krebsregisterdaten im
Robert Koch-Institut, 2016)

Die Arbeit von Herget et al. aus dem Jahr 2016 zeigte, dass in den USA wahrend der
zurickgegangenen Zahlen an PSA-Screenings die Diagnosen der Prostatakarzinome
zurlickgingen. Im Zeitraum 2011-2012 war der deutlichste Ruckgang festzustellen und
zwar vor allem bei den niedriggradigen Tumoren und Prostatakarzinomen in frihen
Stadien. Allerdings ging ebenfalls im geringeren Ausmal3 die Zahl der Diagnosen von
hochgradigen Prostatakarzinome zuriick. (Herget et al., 2016)

Aktuell soll Mannern tber 45 oder bei erhdhtem Risiko gegebenenfalls schon ab 40,
die eine Lebenserwartung von mindestens 10 Jahren haben und die nach der
Aufklarung Gber den moglichen Nutzen und Risiken wie z.B. einer Uberdiagnose und
Ubertherapie weiterhin eine FriherkennungsmalRnahme wiinschen, die Bestimmung
des PSA-Wertes angeboten werden. Aul3erdem sollte eine zuséatzliche digital rektale
Untersuchung durchgefihrt werden. (Deutsche Krebsgesellschaft e.V., 2016)

Durch die alleinstehende Durchfiihrung einer digital rektalen Untersuchung kénnen nur

18% der Prostatakarzinome detektiert werden. (Richie et al., 1993)

Basierend auf einer digital rektalen Untersuchung kénnen Karzinome erst ab einem
Volumen von mehr als 0,2ml gefunden werden. Die mithilfe der digital rektalen
Untersuchung gefundenen Prostatakarzinome werden daher haufig erst in lokal
fortgeschrittenen Stadien (>50%) entdeckt. (Schmelz et al., 2014)

Das prostataspezifische Antigen ist jedoch nicht tumorspezifisch und so finden sich
neben dem Prostatakarzinom auch héaufig bei einer Prostatitis, einer benignen
Prostatahyperplasie oder auch nach mechanischer Manipulation ein erhohter
Serumspiegel. (Rohde et al., 2006)

Daher sollen erhéhte PSA-Werte kontrolliert und dabei auf diesen Wert
moglicherweise einflussnehmende  Faktoren geachtet werden. (Deutsche
Krebsgesellschaft e.V., 2016)

Die Intervalle der empfohlenen Screeninguntersuchungen richten sich vor allem nach
der Hohe der PSA-Werte des Patienten. Bei PSA-Werten <l1ng/ml alle 4 Jahre, bei
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PSA-Werten von 1-2ng/ml alle 2 Jahre und bei PSA-Werten >2ng/ml sind jahrliche
Kontrollen angemessen. (Schmelz et al., 2014)

Eine Prostatabiopsie im Rahmen der Friherkennung sollte empfohlen werden bei
vorliegenden, kontrollierten PSA-Werten von 24ng/ml bei der erstmaligen Screening-
Untersuchung. Aul3erdem ist diese bei einem karzinomsuspekten Tastbefund bei der
digital rektalen Untersuchung und bei einem karzinomverdéchtigen Anstieg des PSA-
Wertes anzuraten. (Deutsche Krebsgesellschaft e.V., 2016)

Da der PSA-Wertebereich von 4-10 ng/ml aufgrund der grof3en Pravalenz der
benignen Prostatahyperplasie schwierig zu interpretieren ist, werden vor allem in
diesem Bereich haufig weitere Parameter zur besseren Beurteilung herangezogen. Ein
wichtiger Parameter ist in diesem Zusammenhang beispielsweil3e die PSA-Velocity.
Hier wird der Anstieg des PSA-Wertes Uber einen Zeitraum von mindestens 3-18
Monaten beobachtet, ein Anstieg von >0,75 ng/ml pro Jahr im Bereich von 4-10 ng/ml
ist hoch karzinomsuspekt. Ebenso geht eine PSA-Verdopplungszeit von weniger als
12 Monaten mit einem erhodhten Risiko flr das Vorliegen eines Prostatakarzinoms
einher. AuBerdem kann die Bestimmung des Anteils an freiem PSA (fPSA) sinnvoll
sein, da bei einem niedrigen Anteil an freiem PSA (<20%) das Vorliegen eines

Prostatakarzinoms wahrscheinlicher ist. (Schmelz et al., 2014)

[.2.5.2 WEITERFUHRENDE DIAGNOSTIK

Bisher ist die einzige Moglichkeit die Diagnose eines Prostatakarzinoms stellen zu
kénnen ein positiver Befund in der histologischen Untersuchung nach einer
Stanzbiopsie oder anhand von einem Operationspraparat (Schmelz et al., 2014).
Allerdings werden bei Re-Biopsien, nach erstmaliger histopathologisch unauffalliger
Stanzbiopsie bei jedoch weiterhin bestehendem Karzinomverdacht, in 20% der Falle
Prostatakarzinome gefunden und je haufiger Stanzbiopsien durchgefuhrt werden,
desto mehr steigt die Karzinomdetektionsrate (Stenzl et al., 2009). Das macht deutlich,
dass bei Vorliegen eines Prostatakarzinoms haufig in der Stanzbiopsie nur an das
Karzinom angrenzendes Gewebe gewonnen werden kann, welches sich

histopathologisch unauffallig darstellt.

Der transrektale Ultraschall (TRUS) ist als Vorsorgeuntersuchung ungeeignet, da
Aufféalligkeiten in der Echogenitat in der Prostata nicht karzinomspezifisch sind.

Allerdings spielt der TRUS bei der TRUS-gesteuerten Prostatastanzbiopsie eine grol3e
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Rolle in der Diagnostik des Prostatakarzinoms. Hierbei werden 10-12 Stanzzylinder
nach einem festen Schema entnommen und zusatzlich kénnen tastsuspekte oder bei

der TRUS auffallig wirkende Lasionen biopsiert werden. (Schmelz et al., 2014)

Zum Staging bei Verdacht auf das Vorliegen eines lokal fortgeschrittenen
Prostatakarzinoms ist dartiber hinaus eine Magnetresonanztomographie (MRT) und
bei Verdacht auf  eine pelvine Lymphknotenmetastasierung eine
Computertomographie (CT) sinnvoll. (Schmelz et al., 2014)

Bei einem PSA-Wert von >10ng/ml ist dariber hinaus zur Abklarung von
Knochenmetastasen eine Skelettszintigraphie sinnvoll. (Schmelz et al., 2014)

|.2.6 THERAPIE DES PROSTATAKARZIOMS

Das Prostatakarzinom ist nur dann kurativ behandelbar, wenn es sich um einen Tumor
im nicht-metastasierten Stadium handelt. Aufgrund des meist langsamen Verlaufs der
Erkrankung profitieren vor allem Patienten, die eine Lebenserwartung von mindestens
10-15 Jahren haben, von einem kurativen Therapieansatz. (Deutsche
Krebsgesellschaft e.V., 2016)

Daher gibt es neben der kurativen Therapie auch abwartende Therapieansétze, zu

denen die active Surveillance und das watchful Waiting gehdren.

[.2.6.1 LOKAL KURATIVE THERAPIE DES PROSTATAKARZINOMS

In der lokal kurativen Therapie des Prostatakarzinoms stehen sich die operative
radikale Prostatektomie und die Strahlentherapie (perkutane Strahlentherapie und
Brachytherapie) als gleichwertige Therapieansédtze gegeniuber. Daher sollen
Patienten, bei denen eine kurative Therapie in Frage kommt, sowohl von einem
Urologen als auch von einem Radioonkologen Uber die mdglichen Therapieformen
aufgeklart werden. Aktuell ist die Datenlage ungeniigend, um eine Priorisierung einer
der Therapieformen aus evidenzbasierter Sicht méglich zu machen. (Deutsche
Krebsgesellschaft e.V., 2016) Auch kombinierte Therapieverfahren aus Operation und

Strahlentherapie sind moglich.

Ausschlaggebend fur die Therapieentscheidung ist daher in erster Linie die Praferenz
des Patienten nach einer leitliniengerechten Aufklarung. (Deutsche Krebsgesellschaft
e.V., 2016) Hier spielen haufig die Nebenwirkungsprofile eine wichtige Rolle fir die
Entscheidung.
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Es ist jedoch nicht nur schwierig den Nutzen der unterschiedlichen Therapieformen
aufgrund fehlender Evidenz einzuschéatzen sondern auch die Schaden, welche durch

die jeweilige Therapie entstehen konnen (Wilt et al., 2008).

Die radikale Prostatektomie geht hierbei mit einem hoheren Risiko fur eine
Harninkontinenz und eine erektile Dysfunktion einher. Eine perkutane Strahlentherapie
fuhrt haufiger zu Strikturen der Harnréhre bzw. Harnleiter und zu Darmproblematiken
einschlief3lich Durchféllen, Stuhlinkontinenz und rektalen Blutungen. (Wilt et al., 2008)

AulRerdem gibt es nach perkutaner Strahlentherapie ein signifikant htheres Risiko fur
Zweitmalignome. (Deutsche Krebsgesellschaft e.V., 2016) So haben z.B. Patienten
nach perkutaner Bestrahlungstherapie ihres Prostatakarzinoms ein héheres Risiko fir
die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms. (Baxter et al., 2005)

Bei der radikalen Prostatektomie werden operativ die komplette Prostata sowie die
Samenblaschen und Teile der Ductus deferentes operativ entfernt. Diese Operation ist
offen, laparoskopisch und roboterassistiert laparoskopisch durchfuhrbar.

Bei der Brachytherapie werden radioaktive Seeds, welche eine kurze lokale
Strahlungsreichweite haben, direkt in die Prostata mdglichst nahe dem Tumor
implantiert, um so eine noch gezieltere Bestrahlung des gewiinschten Bereichs zu
ermdglichen. Es gibt verschiedene Verfahren der Brachytherapie, namlich die low
dose rate Brachytherapie, welche bei niedrig Risiko Prostatakarzinomen eingesetzt
wird und die high dose rate Brachytherapie, welche bei hoch Risiko

Prostatakarzinomen eingesetzt wird. (Schmelz et al., 2014)

1.2.6.2 ACTIVE SURVEILLANCE

Bei dieser Form der Therapie wird ein zum Zeitpunkt der Diagnose Klinisch
inapparenter Tumor aktiv Gberwacht und eine kurative Therapie erst durchgefihrt,
wenn sich ein signifikanter Progress zeigt. Dies soll eine Ubertherapie der
Prostatakarzinome verhindern, welche eventuell bei dem jeweiligen Patienten nie
klinisch relevant geworden waren. Dies wird nur bei Patienten empfohlen, bei welchen
ein Prostatakarzinom mit einem niedrigen Risikoprofil diagnostiziert wurde (PSA
<10ng/ml, Gleason-Score <6, cT1l und cT2a, Tumor in <2 Stanzen bei
leitliniengerechter Entnahme von 10-12 Stanzen, <50% Tumor pro Stanze). Aul3erdem
sollte diese Form der Behandlung nur bei Patienten durchgeflhrt werden, die den

ausdrucklichen Wunsch hierzu &uf3ern. (Schmelz et al., 2014) Hier muss abgeschatzt
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werden, ob das Risiko einer eventuell zu spat durchgefiihrten Behandlung im Vergleich
zu den Nebenwirkungen und Folgen einer sofortigen Therapie vertretbar ist. (Deutsche
Krebsgesellschaft e.V., 2016)

1.2.6.3 WATCHFUL WAITING

Das watchful Waiting ist eine Behandlungsstrategie, welche vor allem bei betagteren
Patienten mit vielen Komorbiditaten oder bei Patienten mit einer reduzierten
Lebenserwartung von <10 Jahren angewandt wird. Diese Therapie hat keine kurative
Behandlungsintention, sondern stellt im weiteren Verlauf beim Auftreten von
Symptomen eine an der klinischen Auspragung orientierte palliative Therapie dar.
(Deutsche Krebsgesellschaft e.V., 2016)

1.2.6.4 PALLIATIVE THERAPIE DES FORTGESCHRITTENEN PROSTATAKARZINOMS

1.2.6.4.1 HORMONENTZUGSTHERAPIE
Wie oben dargestellt (siehe Kapitel 1.2.3 hormonelle Einflussfaktoren) haben Hormone
und hier insbesondere die Androgene wie Testosteron einen wichtigen Einfluss auf

das Wachstum der Prostata und die Entwicklung eines Prostatakarzinoms.

Bereits 1941 zeigten Untersuchungen von Huggins und Hodges (Huggins et al., 1941),
dass der Entzug von Androgenen einen antiproliferativen Effekt auf
Prostatakarzinomzellen hatte. Die meisten Prostatakarzinome sprechen auf eine
Hormonentzugstherapie an, leider verlieren die meisten Prostatakarzinome jedoch
nach einiger Zeit ihre Hormonabhéngigkeit, was zu einer Kastrationsresistenz fuhrt.
(Miyamoto et al., 2004)

Eine Hormonentzugstherapie kann unter verschiedenen Voraussetzungen indiziert
sein. Sie kann eine Rolle spielen als neoadjuvante- oder adjuvante-Therapie, als
priméare hormonablative Therapie unter watchful-Waiting, als hormonablative Therapie
bei PSA-Rezidiv oder PSA-Progression (nach stattgehabter Operation oder
Bestrahlung) oder als Therapie des hormonsensitiven, metastasierten

Prostatakarzinoms. (Deutsche Krebsgesellschaft e.V., 2016)

Eine Moglichkeit zur Herstellung eines Kastrationsniveaus (Serumtestosteronspiegel
<5 ng/ml) ist eine heutzutage obsolete bilaterale Orchiektomie, also eine operative
Kastration. (Schmelz et al., 2014)
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Ein friiher angewendeter medikamentdser Ansatz mittels Ostrogenen, insbesondere
Diethylstilbestrol zur Senkung des Serumtestosteronspiegels, wurde aufgrund der
Nebenwirkungen, vor allem der erhohten kardiovaskularen Morbiditats- und

Mortalitatsrisiken, schnell kontrovers diskutiert. (Miyamoto et al., 2004)

Heutzutage wird eine antiandrogene Therapie hauptsachlich mittels Gonadotropin-
releasing-Hormon-Agonisten  (GnRH-Agonisten) und -Antagonisten (GnRH-
Antagonisten) durchgefuhrt. Dabei kénnen die GnRH-Agonisten initial durch eine
Aktivierung des hypophyséaren Luteinisierungshormon-Relesing-Hormonrezeptor
(LHRH-Rezeptors) zu einem Anstieg des Luteinisierendes Hormons (LH), des
Follikelstimulierendes Hormons (FSH) und von Testosteron fiihren, was als Flare-up-
Phanomen bezeichnet wird. Durch die andauernde Stimulation der GnRH-Rezeptoren
kommt es jedoch zu einer Down-Regulation derselben, was dazu fuhrt, dass nach 2-4
Wochen ein Kastrationsniveau des Serumtestosterons erreicht wird. Die GnRH-
Antagonisten hingegen blockieren auf direktem Weg die hypophysaren GnRH-
Rezeptoren, was ein schnelleres Absinken des Serumtestosteronspiegels zur Folge
hat. Eine weitere eingesetzte Gruppe an Medikamenten far die
Hormonentzugstherapie sind die Antiandrogene, welche an allen peripheren
Androgenrezeptoren eine kompetitive Rezeptorhemmung bewirken. Hierbei werden
steroidale-  von nicht-steroidalen Antiandrogenen unterschieden. Die
Hormonentzugstherapie hat jedoch auch einige potentielle Nebenwirkungen
insbesondere Libido- und Potenzverlust, Osteoporose, Hitzewallungen und

Gynakomastie. (Schmelz et al., 2014)

Kommt es unter Hormonentzugstherapie trotz einem Serumtestosteronspiegel auf
Kastrationsniveau zu einem PSA-Anstieg, kennzeichnet dies den Ubergang in ein

kastrationsresistentes Stadium des Prostatakarzinoms. (Schmelz et al., 2014)

1.2.6.4.2 THERAPIEMOGLICHKEITEN DES KASTRATIONSRESISTENTEN
PROSTATAKARZINOMS

Ein kastrationsresistentes Prostatakarzinom ist nicht heilbar, es gibt jedoch

verschiedene palliative Behandlungsmdoglichkeiten. Zur Behandlung lokaler,

symptomatischer Lasionen kommen operative Therapien oder Bestrahlungen in

Frage. Insbesondere bei Knochenmetastasen spielt die Strahlentherapie eine wichtige

Rolle. AuRerdem gibt es verschiedene systemische Behandlungsansétze zur Therapie

des kastrationsresistenten Prostatakarzinoms, hierzu zahlen Chemo-, Immun-,
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Radionuklid- und die antihormonelle Therapie. Au3erdem kénnen Substanzen in der
Therapie eine Rolle spielen, die den Knochenmetabolismus direkt beeinflussen.
(Deutsche Krebsgesellschaft e.V., 2016)

Da die Therapie des kastrationsresistenten Prostatakarzinoms jedoch weiterhin eine
grol3e Herausforderung darstellt, wird aktuell mit grof3en Nachdruck nach neuen
Therapieansatzen gesucht.

Insbesondere die zielgerichteten Targeted-Therapien sind hierbei ein wichtiges
Forschungsgebiet.

So gibt es beispielweise mit Enzalutamide einen oralen Inhibitor des
Androgenrezeptor, denn es zeigte sich, dass in bis zu 80% der kastrationsresistenten
Prostatakarzinome eine erhhte Genkopiezahl des Androgenrezeptor aufzufinden ist.
Obwohl Enzalutamide das Gesamtiiberleben und das progressionsfreie Uberleben bei
Patienten mit kastrationsresistenten Prostatakarzinomen verbessert hat, waren
weitere Fortschritte und insbesondere ein besseres Verstandnis dber die

Mechanismen der Resistenz erstrebenswert. (Sternberg, 2019)

Aktuell sind auch weitere Formen der Behandlung des kastrationsresistenten
Prostatakarzinoms in der Erforschung, wie beispielsweise Pembrolizumab als
humanisierter monoklonaler Antikorper, welcher seine Wirkung als Programmed cell
death protein 1-Inhibitor (PD-1-Inhibitor) und damit als Immun-Checkpoint-Inhibitor
ausubt und ermutigende Ergebnisse bezogen auf das Gesamtiberleben bei
kastrationsresistenten Prostatakarzinomen zeigt und das insbesondere bei Patienten

die einen Progress unter Behandlung mit Enzalutamide aufwiesen. (Graff et al., 2016)

Da auch der PI3K/Akt-Signalweg einen Anteil fur den Ubergang des
Prostatakarzinoms in seine kastrationsresistente Form zu haben scheint (Graff 2002;
Bonaccorsi et al. 2004; Merseburger, Hennenlotter, et al. 2006) sind auch Bestandteile
durchaus interessante potenzielle Therapieziele fir die Behandlung des

krastrationsresistenten Prostatakarzinoms.

18



|.3 DIABETES MELLITUS
Es gibt verschiedene Formen des Diabetes mellitus, bei denen entweder die
Insulinwirkung, die Insulinsekretion oder eine Kombination daraus eingeschréankt ist,

woraus eine chronische Erh6hung des Blutzuckerspiegels resultiert. (Herold, 2018)

Diabetes mellitus ist eine hochrelevante Erkrankung, an welcher 2013 nach
Schatzungen 382 Millionen Menschen weltweit erkrankt waren und Schatzungen
zufolge werden bis 2035 etwa 529 Millionen erkrankt sein. Dieser Anstieg wird stark
getrieben durch die zunehmende Prévalenz an Fettleibigkeit ebenso wie durch
ungesunde Lebensweisen. Die haufigsten Formen von Diabetes sind Diabetes mellitus
Typ 1 und Typ 2, wovon Typ 2 mit 85% die weitaus haufigere Form ist. (Forouhi &
Wareham, 2014)

In den letzten drei Jahrzehnten hat sich die Zahl der Erwachsenen, die an Diabetes
erkrankt sind, mehr als verdoppelt. (Danaei et al., 2011)

Beim Diabetes mellitus Typ 1 kommt es, meist autoimmunbedingt, zu einer Zerstérung
der 3-Zellen der Langerhans’schen Inseln des Pankreas, was zu einem absoluten
Insulinmangel fuhrt. Diabetes mellitus Typ 1 tritt vorzugsweise zwischen dem 12. und
24. Lebensjahr auf. Selten gibt es auch idiopathische Formen des Diabetes mellitus
Typ 1. In der Atiologie des Diabetes mellitus Typ 2 spielen mehrere Faktoren eine
Rolle. Hierzu zahlen vor allem eine Insulinresistenz, eine fortschreitende Apoptose der
3-Zellen des Pankreas und Stérungen der Sekretion der 3-Zellen und der a-Zellen des
Pankreas. Hier zeigt sich eine Stérung der postprandialen Insulinsekretion, was zu
einer Hyperglykamie fuhrt und eine trotz der Hyperglykdmie konstant erhdhte
Glukagonfreisetzung, was die Hyperglykdmie verstarkt. Diabetes mellitus Typ 2 tritt

Uberwiegend bei Menschen Uber 40 Jahren auf. (Herold, 2018)

Sowohl beim Diabetes mellitus Typ 1 als auch beim Typ 2 gibt es deutliche
geographische Unterschiede in der Pravalenz. Beim Typ 1 Diabetes reichen die
Inzidenzraten von 0,1 pro 100.000 pro Jahr in China und Teilen Venezuelas bis zu
40,9 pro 100.000 pro Jahr in Finnland. Auch beim Typ 2 Diabetes gibt es
geographische Unterschiede, allerdings ist hier das Verteilungsmuster anders. Beim
Diabetes mellitus Typ 2 zeigt es sich, dass Populationen mit der hdchsten Pravalenz
an Ubergewicht auch die hochsten Pravalenzen von Diabetes Typ 2 haben. Landliche
Gegenden in Entwicklungslandern haben die niedrigste Pravalenz von Diabetes
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mellitus Typ 2. Menschen, die aus niedrig-Pravalenzgebieten in Lander mit westlichen
Lebensstandards auswandern haben ein, im Verhaltnis zu ihrem Herkunftsland,

erhohtes Risiko, an Diabetes mellitus Typ 2 zu erkranken. (Forouhi & Wareham, 2014)

Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 konnen beide durch mikrovaskulare und
makrovaskulare  GefalRveranderungen zu  kardiovaskularen  Erkrankungen,
Schlaganfallen, peripheren Durchblutungsstorungen, Retinopathien, Nephropathien
und Neuropathien fuhren. (Forouhi & Wareham, 2014)

1.3.1 ASSOZIATION VON DIABETES MELLITUS TYP 2 UND MALIGNOMEN

Auch wenn die pathophysiologischen Hintergriinde, welche Diabetes und Malignome
miteinander verbinden bisher nicht ausreichend verstanden sind, so zeigen dennoch
epidemiologische Daten eine signifikant hohere Wahrscheinlichkeit, dass Diabetiker,
auch an bestimmten Neoplasien erkranken. Dies zeigt sich vorzugsweise bei Diabetes
mellitus Typ 2. Diese Assoziation ist aktuell noch schwer greifbar, da beide
Erkrankungen sehr komplex sind und es multiple Subtypen der Erkrankungen gibt.
AuRRerdem teilen sich Diabetes mellitus und einige Krebsformen viele gemeinsame
Risikofaktoren. Die hodchste durch Diabetes mellitus verursachte relative
Risikoerh6hung findet man bei Malignomen der Leber, des Pankreas und des
Endometriums (etwa 2-fache oder hohere Risikoerh6éhung) gefolgt von Malignomen
des Kolons/Rektums, der Brust und der Harnblase (etwa 1,2-fache bis 1,5-fache
Risikoerhéhung). Es gibt jedoch auch Neoplasien wie z.B. Malignome der Lunge, bei
denen Diabetes zu keiner Risikoerhéhung zu flihren scheint. Interessanterweise
stellen hier Malignome der Prostata eine Ausnahme dar. Diabetiker scheinen namlich
ein erniedrigtes Risiko zu haben, an einem Malignom der Prostata zu erkranken. Ein
fur Diabetes typischer erniedrigter Testosteronspiegel kdnnte hierbei eine Rolle

spielen. (Giovannucci et al., 2010)

Eine Rolle fur diese Risikoerhéhung fir Malignome bei Diabetes kénnen sowohl die
Hyperglykamie als auch die Hyperinsulinamie (durch Uberproduktion bei
Insulinresistenz bei Diabetes mellitus Typ 2 oder Insulintherapie bei Diabetes mellitus
Typ 1) spielen. Insulin wirkt ndmlich neben seiner Funktion als metabolisches Hormon
auch stimulierend auf die Zellproliferation als Wachstumshormon. Hyperglykamie
liefert auBerdem ausreichend Energie fur die maligne Zellproliferation, wodurch ein

Tumorwachstum begtinstigt werden kann. Aul3erdem kann auch die mit Diabetes
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assoziierte Fettleibigkeit eine Rolle bei der Entstehung von Neoplasien spielen, etwa
durch die damit einhergehenden erhéhten peripheren Ostrogenkonzentrationen,
erhohten promitogenen Zytokinkonzentrationen und hoheren
Wachstumshormonkonzentrationen. Auch zahlreiche bei Diabetes mellitus
eingesetzte Medikamente konnten zum erhdhten Risiko fur Malignome beitragen.
(Sciacca et al., 2013) Den Einfluss, den die Diabetesmedikation auf die Entstehung
von Malignomen hat, wird Uberwiegend durch Veranderungen des Insulinspiegels
hervorgerufen. So ergibt sich durch die Insulintherapie und die Therapie mit
Sulfonylharnstoffen, welche zu einer Steigerung der Insulinsekretion fuhren, aufgrund
der daraus resultierenden Hyperinsulindmie ein erhdhtes Malignomrisiko.
Insulinsensibilisatoren und hier insbesondere das zur Klasse der Bigunaide gehérende
Metformin, welche die Menge an zirkulierendem Insulin reduzieren, senken wiederum

erwiesenermaf3en das Malignomrisiko bei Patienten mit Diabetes. (Vigneri et al., 2009)

[.3.1.1 INSULINSIGNALPARAMETER MIT ASSOZIATION ZUR ONKOGENESE

Die meisten Krebszellen exprimieren an ihren Zelloberflachen Insulinrezeptoren und
Insulin-like growth Faktor Rezeptoren. Diese bilden ein komplexes Netzwerk aus
Zelloberflachenrezeptoren, welche alle fur die Wirkung von Insulin und Insulin-like
growth Faktor verantwortlich sind. Neben metabolischen Effekten kénnen diese
Rezeptoren auch einen stimulierenden Effekt auf die Mitogenese ausuben. Hier
spielen der Insulin-like growth Faktor Rezeptor-I (IGF-1-Rezeptor) und die Isoform A
des Insulinrezeptors die groRte Rolle. Der gré3te Teil der beschleunigten
Glukoseaufnahme in Krebszellen ist unabhangig von der Insulinwirkung, daher kann
angenommen werden, dass der grof3te Effekt der Insulinrezeptoren auf Malignome
durch die Stimulation der Mitogenese und die Verhinderung der Apoptose entsteht.
Insulin und Insulin-like growth Faktor kénnen jedoch auch normale Zellen in der
Umgebung von Krebszellen beeinflussen und durch ihre Wirkung die Progression des
Malignoms begunstigen. So kann beispielsweise bei Hyperglykamie der IGF-I-
Rezeptor zu einer abnormen Angiogenese fuhren, welche typisch fir viele Krebsarten
ist. AuRerdem kann eine Hyperinsulindmie auch neben der direkten Wirkung von
Insulin, eine stimulierende Wirkung auf den IGF-1-Rezeptor haben, denn Insulin hemmt
die hepatische Produktion des Insulin-like growth Faktor binding Proteins. Daher ist
als Folge mehr freier, bioaktiver Insulin-like growth Faktor vorhanden, welcher tber
seine Wirkung am IGF-I-Rezeptor starker mitogen und antiapoptitisch wirkt als das

Insulin selbst. (Giovannucci et al., 2010)
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Neben dem erhohten Risiko fur das Entstehen eines Malignoms haben Patienten mit
Diabetes auch eine erhthte Mortalitat bei Malignomen. Diabetiker erkranken also nicht
nur haufiger an einem Malignom, sondern haben auch eine kirzere durchschnittliche

Uberlebenszeit bei Vorliegen eines Malignoms. (Sciacca et al., 2013)

[.3.2 DIABETES MELLITUS UND PROSTATAKARZINOME

Wie im vorangegangenen Kapitel erwahnt, hat das Prostatakarzinom in Verbindung
mit Diabetes mellitus eine Sonderstellung, da es das einzige bekannte Malignom ist,
welches bei Patienten mit Diabetes mellitus seltener auftritt. Hierbei konnte der fur
Diabetes mellitus typischerweise erniedrigte Testosteronspiegel eine Rolle
spielen.(Giovannucci et al., 2010, Sciacca et al., 2013, Xu et al., 2014)

Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 haben durchschnittlich einen um etwa 3nmol/L
und damit signifikant niedrigeren Testosteronspiegel als Patienten ohne Diabetes.
(Corona et al., 2011)

Eine 2012 verdffentlichte Metaanalyse von Zhang et al. zeigte in den USA ein um
21,1% erniedrigtes Risiko von Diabetikern, an einem Prostatakarzinom zu erkranken.
Eine Subgruppenanalyse zeigte, dass erst Patienten mit Diabetes mellitus seit Gber 5
Jahren ein signifikant erniedrigtes Risiko haben, an einem Prostatakarzinom zu
erkranken. (Zhang et al., 2012)

Diabetiker haben mit voranschreitender Zeit nach Diagnosestellung einen immer
weiter signifikant absinkenden Spiegel des C-Peptides. Das C-Peptid ist initial meist
noch erhoht im Vergleich zu nicht-Diabetikern und es ist ein Marker fir die
Insulinsekretion, da fur jedes entstehende Insulinmolekil ein C-Peptid von dem
Proinsulinmolekil abgespalten wird. Diese Uber die Zeit erniedrigten Insulinspiegel
kénnten eine Rolle fur das erniedrigte Risiko eines Prostatakarzinoms bei Diabetikern
spielen, denn es zeigt sich, dass vor allem Patienten, die bereits lange Diabetes haben
und deren Insulinspiegel insofern schon deutlicher abgesunken sind, ein am starksten
erniedrigtes Risiko haben, an einem Prostatakarzinom zu erkranken. Dieses Modell
konnte jedoch bisher nicht ausreichend belegt werden. Testosteronspiegel fallen frih
nach der Diagnose eines Diabetes mellitus ab, steigen jedoch mit der Zeit bei
vorliegendem Diabetes wieder an auf sogar leicht erhdhte Testosteronspiegel. Das
sex-hormone binding Globulin hat jedoch noch deutlicher steigende Spiegel bei
Vorliegen eines Diabetes mellitus, daher haben diese Patienten mit zunehmender Zeit
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ein sinkendes Verhaltnis von Testosteron zum sex-hormone binding Globulin, sodass
eine Abnahme des freien, bioverfigbaren Testosterons angenommen werden kann.
Daher liegt die Hypothese begriindet, dass diese Abnahme an bioverfigbarem
Testosteron mitverantwortlich fir das erniedrigte Prostatakarzinomrisiko bei
Diabetikern sein kénnte. (Kasper et al., 2008)

Es besteht jedoch weiterhin eine groRe Unsicherheit, inwiefern die metabolischen
Faktoren und die Spiegel der Sexualhormone tatséchlich eine Rolle fur das Risiko von
Diabetikern, an einem Prostatakarzinom zu erkranken, spielen. Denn es wurde auch
gezeigt, dass Diabetiker einen erhghten Insulin-like growth factor 1-Spiegel und eine
kompensatorische Hyperinsulinamie haben. Diese beiden Tatsachen sollten ein
Prostatakarzinom eher beginstigen als das sie protektiv wirken wirden. Da jedoch
erst bei einem seit mehr als 5 Jahren vorliegenden Diabetes mellitus ein signifikant
erniedrigtes Risiko fur das Erkranken an einem Prostatakarzinom gegeben ist und
nach diesem langeren Zeitraum die Spiegel von Insulin und insulin-like growth factor-
| dramatisch verandert sein konnen, lasst sich dies moéglicherweise erklaren. Es kann
jedoch davon ausgegangen werden, dass die biologischen Hintergrinde fur die
Risikoverringerung von Diabetikern, an einem Prostatakarzinom zu erkranken, noch
nicht ausreichend verstanden sind. AuRerdem darf nicht vergessen werden, dass es
weitere Faktoren gibt, welche das Risiko fur ein Prostatakarzinom beeinflussen
kénnten. Hierzu gehoéren z.B. von Diabetikern durchgefuhrte diatetische MalRnahmen,
veranderte Lebensgewohnheiten, therapeutische Ansétze und ein gehauftes Auftreten
von Fettleibigkeit bei Diabetikern. (Zhang et al., 2012)

Interessanterweise zeigten Untersuchungen jedoch, dass Diabetiker bei Vorliegen
eines Prostatakarzinoms ein hoheres Risiko haben, ein entdifferenziertes, bzw.
héhergradiges Prostatakarzinom zu entwickeln als nicht-Diabetiker. Das Vorliegen von
Diabetes senkt vor allem das Risiko von niedriggradigen (Gleason-Score <6)
Prostatakarzinomen deutlich und im Verhaltnis nur wenig das Risiko fur héhergradige
Prostatakarzinome, weshalb das relative Risiko fur Diabetiker, an einem
héhergradigen Prostatakarzinom zu erkranken, hoher ist. Eine Studie von Abdollah et
al. untersuchte diesen Zusammenhang an europdischen Patienten, welche eine
radikalen Prostatektomie bei Prostatakarzinom erhielten. Dabei konnte nach der
Untersuchung der Proben durch einen Pathologen festgestellt werden, dass bei

Patienten mit Diabetes mellitus als Begleiterkrankung ein hochgradiges
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Prostatakarzinom (Gleason-Score 28) zu 21,1% im Vergleich zu 11,7% bei nicht
Diabetikern vorlag. (Abdollah et al., 2011)

Es zeigte sich aufl’erdem, dass Diabetiker trotz eines hohergradigen
Prostatakarzinoms im Verhaltnis zu Nichtdiabetikern h&ufig einen niedrigeren PSA-
Wert haben. Daher sollte bei Diabetikern auch bei niedrigeren PSA-Werten sorgfaltig
auf ein hochgradiges Prostatakarzinom untersucht werden. (Ozbek et al., 2014)

Es ist also nicht ganz klar, ob Diabetiker tatsachlich ein erniedrigtes Risiko haben an
einem Prostatakarzinom zu erkranken, oder ob bei ihnen durch den erniedrigten
Serum-PSA-Wert nur seltener Biopsien durchgefiihrt werden und bei ihnen somit
seltener die Diagnose eines Prostatakarzinoms gestellt wird. Hinweise hierfir gab die
REDUCE Studie, welche diese mogliche Verzerrung bericksichtigte und keinen
Zusammenhang von Diabetes mit erniedrigtem Prostatakarzinomauftreten feststellen
konnte. (Wu et al., 2011)

Bestatigt ist jedoch, dass Diabetiker signifikant kirzer Uberleben wenn sie an einem
Prostatakarzinom erkrankt sind, als nicht-Diabetiker (Chen et al., 2017). Da es jedoch
einige gemeinsame Faktoren fur Diabetes und Prostatakarzinome gibt, die das
Uberleben einschranken (z.B. Ubergewicht) kénnen (Lutz et al., 2018b), ist es
schwieriger die genauen Zusammenhange zu entschlisseln. Lutz et al. untersuchten
dazu 624 Prostatakarzinompatienten, welche alle eine radikale Prostatektomie
erhielten in Bezug darauf wie der Diabetesstatus mit dem TNM-Stadium
zusammenhangt und verwendeten einen etablieren Prostatakarzinom-Risikoscore.
AulRerdem wurden Unterschiede im Alter und Kérpergewicht bertcksichtigt und nach
diesen Anpassungen blieben 222 Patienten in der Studie enthalten. Bei dieser Arbeit
zeigten sich keine Unterschiede des Serum-PSA-Wertes und des Gleason-Scores bei
Diabetikern im Vergleich zu Nicht-Diabetikern und die insgesamte Verteilung der
Patienten anhand des Prostatakarzinom-Risiko-Scores war unabhangig vom
Diabetesstatus. Allerdings zeigte sich, dass der Anteil an Patienten mit einem sehr
hohen Risiko-Score in der Gruppe der Diabetiker signifikant héher war. Das T-Stadium
war zwar unabhangig vom Diabetesstatus, es zeigten sich jedoch signifikant mehr
Lymphknotenmetastasen bei Patienten mit Diabetes als bei Nicht-Diabetikern (1%
vs.10%). Diese Ergebnisse unterstitzen also die Hypothese, dass Diabetiker
aggressivere Prostatakarzinomverlaufe haben, als Nicht-Diabetiker. (Lutz et al.,

2018D)
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|.4 DER INSULINREZEPTOR

[.4.1 INSULINREZEPTORGEN

Das fur den Insulinrezeptor kodierende Gen ist auf Chromosom 19 lokalisiert, besteht
aus 22 Exons und 21 Introns und hat eine Grof3e von 150kb. (Gorden et al., 1989,
Youngren, 2007)

[.4.2 AUFBAU UND ENTSTEHUNG DES INSULINREZEPTORS

Initial entsteht durch das Ablesen des Insulinrezeptorgens ein Prapro-Rezeptor, wovon
30 Aminosauren abgespalten werden. Der dadurch entstandene Pro-Rezeptor wird
nun glykosyliert, gefaltet, dimerisiert und anschlie3end werden im Golgi-Apparat die
dimerisierten Aminosaureketten in eine a- und eine R-Untereinheit gespalten. Diese
Untereinheiten werden durch Disulfidbriicken verbunden und es entsteht ein
heterotetramerer  holo-Rezeptor,  bestehend aus zwei  extrazellularen,
insulinbindenden a-Untereinheiten und zwei Uberwiegend transmembrandsen [3-
Untereinheiten, welche intrazellular als Tyrosinkinase fungieren. Abbildung 3 zeigt eine

schematische Darstellung des Insulinrezeptors. (Youngren, 2007)

Vom Insulinrezeptor gibt es zwei Isoformen, die Isoform A und die Isoform B. Bei der
Isoform A fehlt das Exon 11, welches bei der Isoform B vorhanden ist. Dabei handelt
es sich um ein Segment von 12 Aminosauren am C-terminalen Ende der alpha-subunit
des Insulinrezeptors. Diese beiden Isoformen scheinen sich in ihren Funktionen zu
unterscheiden, was dadurch untermauert wird, dass die Isoform A des Insulinrezeptors
neben seiner Affinitat zu Insulin auch eine hohe Affinitat zum Insulin-like growth Faktor-
Il (IGF-II) hat, die Isoform B hingegen nicht. Die Isoform A scheint daher auch eine
zentralere Rolle fur biologische Prozesse wie die Tumorgenese und die Entstehung
von Diabetes zu haben. Das liegt daran, dass durch die Affinitat der Isoform A des
Insulinrezeptors zum Insulin-like growth factor-1l bei einer im Verhaltnis starkeren
Expression dieser Isoform einerseits eine geringere metabolische Reaktion auf Insulin
stattfindet und andererseits die proliferativen Effekte des insulin-like growth Faktors-II
verstarkt werden. Physiologisch spielt die Isoform A vor allem bei embryonalen und
fetalen Wachstumsprozessen eine Rolle, wahrend die Isoform B vor allem fir die
metabolischen Prozesse im adulten Organismus wichtig ist. Eine Dysregulation in der
Expression dieser beiden Isoformen kdénnte eine entscheidende Komponente fir die

Tumorgenese darstellen. (Belfiore et al., 2009)
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Auch in Prostatakarzinomen konnte bereits ein Uberwiegen der Expression der

Isoform A des Insulinrezeptors im Vergleich zu normalem Gewebe festgestellt werden
(Heni et al., 2012).

Pl 3-
kinase

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Insulinrezeptors, insbesondere der intrazelluléar gelegenen
3-subunit. Durch die Transmembrandoméane (TM) wird der Rezeptor in der Plasmamembran befestigt.
Die als JM gekennzeichnete Juxtamembrandomane enthalt zwei Tyrosinreste welche nach der Bindung
von |Insulin an den Rezeptor autophosphoryliert werden (pY965 und pY972). Durch die
Phosphorylierung des Tyrosin 972 bindet dieses das Insulinrezeptorsubstrat-1 (IRS-1) an seiner
Phosphotyrosine-binding Domane (PTB Doméane). IRS-1 kann nach Phosphorylierung wiederum
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) binden und aktivieren und somit die Signalkaskade des
Insulinsignalweges starten. Die Tyrosinkinase-Domane (TK) ist der enzymatisch aktive Teil des
Insulinrezeptors und enthélt eine Adenosintriphosphat (ATP)-Bindungsstelle. Um  die
Tyrosinkinasedomane voll zu aktivieren muissen die drei Tyrosinreste 1158, 1162 und 1163
phosphoryliert werden. Die Tyrosinreste der C-terminalen Domane (1328 und 1134) koénnen
phosphoryliert das Insulinrezeptorsupstrat-2 (IRS-2) binden und haben Anteile an den mitogenen
Effekten des Insulinsignalweges. (Youngren, 2007)

[.4.3 INSULINSIGNALWEG ALS VERBINDUNG ZUM PROTEINKINASE B (AKT)
SIGNALWEG

Durch die Bindung von Insulin am Insulinrezeptor kommt es zur Autophosphorylierung

und somit zur Aktivierung des als Tyrosinkinase wirkenden Rezeptors, was wiederum

eine komplexe Kaskade an weiteren biologischen Prozessen in Gang setzt. Eine
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Aktivierung der Tyrosinkinase, welche sich, wie bereits erwahnt, in der 3-subunit des
Insulinrezeptors befindet (Youngren, 2007), fuhrt zu einer Phosphorylierung von
Dockingproteinen. Die bisher am besten erforschten Vertreter hiervon sind die Insulin
Rezeptor Substrate 1-4 (IRS 1-4). Diese Insulin Rezeptor Substrate wiederum
aktivieren einige weitere Signalwege, welche an vesikalen Transportvorgéngen,

Proteinsynthese und Glukoseaufnahme beteiligt sind. (Krtger et al., 2008)

Einer dieser Signalwege, welcher Uber die Insulin Rezeptor Substrate (IRS) aktiviert
wird, lauft Gber die Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), welche wiederum
die Konzentration an Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PtdIns(3,4,5)P3) im
Zytoplasma deutlich erhéht. Dieses Ptdins(3,4,5)P3 kann die Phosphatidylinositol 3,4-
bisphosphate (PtdIns(3,4)P2) / Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
(PtdIns(3,4,5)P3)-dependent Kinase 1 (PDK1) aktivieren. Dies wiederum fihrt zur
Aktivierung der Proteinkinase B (oder auch Akt), welche im nachsten Abschnitt
ausfuhrlicher besprochen wird. (Bevan, 2001, Lizcano & Alessi, 2002)

|.5 PROTEINKINASE B / AKT

Die Proteinkinase B oder auch Akt gehért zu einer Subgruppe von Proteinkinasen,
welche ACG Proteinkinasen genannt werden. Zu dieser Subgruppe gehdren unter
anderem die Proteinkinase C-lsoformen und die zyklische-AMP-abhangige
Proteinkinase. Von der Proteinkinase B sind drei Wildtypen-lsoformen bekannt (PKBaq,
PKBR und PKBYy; oder auch Aktl, Akt2 and Akt3). (Lawlor & Alessi, 2001)

Die Proteinkinase B (Akt) reguliert in ihrer Funktion als Kinase Uber Phosphorylierung
im Signalweg nachgeschalteter Proteine viele verschiedene zellulare Prozesse. Hierzu
gehoren unter anderem zellulare Uberlebenssignale tiber Steuerung der Apoptose, der
Proliferation, der ZellgroRe, der Gewebeinvasion und der Angiogenese. Dies erreicht
die Proteinkinase B (Akt) Uber die Regulation vieler Protoonkogene und
Tumorsuppressoren. Aul3erdem hat sie Uber Schnittstellen mit der Insulinkaskade
Funktionen im Glukosestoffwechsel und daher auch Einfluss auf die
Energiebereitstellung, welche Zellen fir das Wachstum bendétigen. Daher kann die
Proteinkinase B (Akt) eine wichtige Rolle in der Entstehung und Progression von vielen
verschiedenen Tumoren spielen, wenn ein Ungleichgewicht in ihrer regulatorischen
Funktion entsteht. (Altomare & Testa, 2005, Lawlor & Alessi, 2001)
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Es konnte gezeigt werden, dass bei verschiedenen Krebsarten eine Uberexpression
von mutierten und konstitutiv aktivierten Proteinkinase B-Formen vorliegt. Dies fuhrt
einerseits zu einer Einleitung der Proliferation von Zellen, welche ansonsten im
Wachstumsarrest verharren wirden und andererseits zu einer Hemmung der
Apoptose. (Lawlor & Alessi, 2001)

Es gibt jedoch auch einige Wege, wie die Signalkaskade der Proteinkinase B (Akt)
aktiviert werden und dadurch diese Prozesse ausgelost werden kénnen. Einer dieser
Wege ist, wie bereits in Kapitel 1.4.3 Insulinsignalweg als Verbindung zum
Proteinkinase B (Akt) Signalweg beschrieben, die Aktivierung Uber den

Insulinstoffwechsel.

Neben der Aktivierung Uber den Insulinsignalweg kann die Phosphoinositid-3-Kinase
(PI3K), welche wiederum Uber erhéhte Konzentrationen an Phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphat (Ptdins(3,4,5)P3) im Zytoplasma und damit der gesteigerten Aktivitat der
Phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate (PtdIins(3,4)P2) / Phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphat (Ptdins(3,4,5)P3)-dependent Kinase 1 (PDK1) die Proteinkinase B
aktiviert, auch Uber andere Signale wie Wachstumsfaktoren, Zytokine und die
Anheftung von Zellen an die extrazellulare Matrix aktiviert werden. Auch ein
Funktionsverlust der Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (Ptdins(3,4,5)P3) 3-
phosphatase fuhrt durch reduzierten Abbau von Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
(PtdIns(3,4,5)P3) zu einer Uberaktivitat der Proteinkinase B. (Lawlor & Alessi, 2001,
Bevan, 2001, Lizcano & Alessi, 2002)

Einige der durch die Proteinkinase B (Akt) regulierten proonkogenen Reaktionen
werden aufgrund der Komplexitat dieses Signalweges im Folgenden als Aufzéhlung
dargestellt (Altomare & Testa, 2005):

- Die Proteinkinase B (Akt) wirkt antiapoptitisch durch die Hemmung der
Ausschuittung von Cytochrom c aus den Mitochondrien

- Die Proteinkinase B (Akt) verringert die Wirkung des Tumorsuppressors p53
durch Phosphorylierung des ihn antagonisierenden Murine Double-Minute 2
homolog (Mdm2)

- Die Proteinkinase B (Akt) inaktiviert durch Phosphorylierung die
proapoptotischen Faktoren B-cell Lymphoma-Protein 2 Antagonist of Cell Death

(BAD) und procaspase-9
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Die Proteinkinase B (Akt) aktiviert die Inhibitor of NF-kB (IkB) Kinase (IKK),
welche wiederum den Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells) reguliert und damit zur Transkription von
antiapoptotischen Genen fuhrt

Die Proteinkinase B (Akt) inaktiviert die Forkhead-Box- (FOXO)
Transkriptionsfaktoren, welche fir die expression wichtiger apoptotischer Gene
wie dem Fas-Ligand-Gen zusténdig sind

Die Proteinkinase B (Akt) fuhrt Uber den Mammalian Target of Rapamycin
(mTOR)-Signalweg zu einer gesteigerten Translation der fur die Steuerung des
Zellzyklus wichtigen Cycline D1, D3 und E, inhibiert einen Komplex, welcher
aus den Tumorsuppressoren TSC1 (Hamartin) und TSC2 (Tuberin) besteht,
fuhrt Gber die Regulation der Herstellung von Ribosomen und der
Proteintranslation zu Zellwachstum und Proliferation und kann zu einem vom
Nahrstoffangebot unabhéangigeren Zellwachstum fiihren. Die durch den mTOR-
Signalweg gesteigerte Proteinsynthese findet durch die Phosphorylierung der
eukaryotischen translations-initiations Faktor 4E (elF4E) Bindungsproteine 1,2
und 3 (4E-BPs) und der p70-S6 Kinase statt. Die p70-S6 Kinase wiederum
steigert die Translation der mRNA durch Phosphoryrierung des ribosomalen
Proteins S6 und sie phosphoryliert die eukaryotischen translations-initiations
Faktor 4E (elF4E) Bindungsproteine (4E-BPs), was zur Freigabe des
eukaryotischen translations-initiations Faktors 4E (elF4E) fuhrt. Dies wiederum
fuhrt zu einer erhdhten Translation von Cyclin D1, Myelocytomatosis Oncogene
Cellular homolog (MYC) und dem vaskularen-endothelialen Wachstumsfaktor
(VEGF). AuRerdem wird der hypoxia-inducible Transkriptionsfaktor (HIF1)
durch den mTOR-Signalweg aktiviert

Die Proteinkinase B (Akt) verringert tUber eine Hemmung der Glycogen-
Synthase Kinase 33 den Abbau von Cyclin D1

Die Proteinkinase B (Akt) antagonisiert p21WAF! und p27¥*1, welche Inhibitoren
des Zellzyklus sind

Die Proteinkinase B (Akt) hat auRerdem, Uber eine durch sie gesteigerte
Ausschittung von Matrix Metalloprotreinasen und durch Aktivierung der
epithelialen-mesenchymalen Trasistion (EMT), einen Einfluss auf die Invasion

und Metastasierung von Tumoren
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Alle diese Faktoren tragen zu der Rolle der Proteinkinase B (Akt) in der Tumorgenese
und Progression bei. (Altomare & Testa, 2005)

Insbesondere die Pathomechanismen der Metastasierung sind von zentraler
Bedeutung fur die Progression von Prostatakarzinomen und Malignomen im
Allgemeinen. Fur die Metastasierung von Malignomen sind die Migration und die
Invasion der malignen Zelle von besonderer Wertigkeit. Hierfiir scheint jedoch nicht
nur die Expression der Proteinkinase B (Akt) im Allgemeinen eine grof3e Rolle zu
spielen, sondern insbesondere die Expressionsverhaltnisse der Isoformen Aktl, Akt2
und Akt3 der Proteinkinase B (Akt) zueinander. Beispielsweise Dillon et al. konnten
2009 durch Untersuchungen an transgenen Mausen zeigen, dass bei Brustkrebs, wo
der PI3K/Akt-Signalweg ebenfalls ein wichtiger Signalweg fur die Tumorgenese und
Progression ist, insbesondere Akt2 die Metastasierung einleitet, wahrend Aktl eine
Rolle bei der Tumorinduktion bei den M&ausen hatte (Dillon et al., 2009, Dillon & Muller,
2010). Yoeli-Lernen et al. konnten 2005 anhand von drei Brustkrebszelllinien in der
Zellkultur sogar zeigen, das Aktl tber die Hemmung des Nuclear factor of activated T
cells (NFAT) die Fahigkeit der Brustkrebszellen zur Migration und Invasion reduzieren
kann (Yoeli-Lerner et al., 2005). Der PI3K/Akt-Signalweg spielt auch fur die Entstehung
und Progression von Ovarialkarzinomen eine bedeutende Rolle und auch hier konnte
durch 2006 von Meng et al. durchgefihrten Zellkulturuntersuchungen an
Ovarialkazinomzelllinien ebenfalls diese hemmende Rolle von Aktl auf die Migration
und Invasion gezeigt werden (Meng et al., 2006). Arboleda et al. konnten in in-vitro
und in in-vivo Untersuchungen zeigen, dass sowohl in Brustkrebs, als auch in
Ovarialkarzinomen Akt2 durch die Hochregulation von 31-Integrinen die Adh&sion und
die Invasion begunstigt wird und in-vivo zu metastatischeren Malignomen fuhrt
(Arboleda et al., 2003). Bei Prostatakarzinomen zeigten Zellkulturuntersuchungen von
Virtakoivu et al. aus dem Jahr 2012 sogar fur Aktl und Akt2 jedoch nicht fur Akt3 tGber
die Herunterregulation von R1-Integrinen einen hemmenden Effekt auf die Migration

und Invasion von Prostatakarzinomzellen (Virtakoivu et al., 2012).

Die Proteinkinase B (Akt) als Serinkinase, hat wie in den Abbildungen 4 und 5
dargestellt eine Vielzahl an Funktionen. Einige dieser Funktionen hat sie wie bereits
erwahnt in der Insulinsignalkaskade. Sie fuihrt zu einer Deaktivierung der Glykogen
Synthase Kinase 3 (GSK-3), was wiederum die Glykogen Synthase aktiviert und somit

auch die Bildung von Glykogen aus Glucose steigert. Auf3erdem leitet die
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Proteinkinase B (Akt) die Translokation von sich in intrazellularen Vesikeln befindlichen
Glucosetransportern Typ 4 (GLUT-4) in die Plasmamembran ein, was zu einer

vermehrter Glucoseaufnahme in die Zelle fuhrt. (Bevan, 2001, Lizcano & Alessi, 2002)
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der wichtigsten metabolischen Reaktionen auf die
Insulinbindung an den Insulinrezeptor. Die Bindung von Insulin fihrt zur Autophosphorylierung von
Tyrosinresten des Insulinrezeptors. Dadurch werden sie zu Bindungsstellen fur die
Insulinrezeptorsubstrate  (IRS), welche anschlieBend an einigen Tyrosinresten durch den
Insulinrezeptor phosphoryliert werden. Diese phosphorylierten Tyronsinreste dienen als Bindungsstelle
fur die Src homologe 2 (SH2) Domane der regulatorischen p85 Untereinheit der PI3-Kinase. Diese
Lipidkinase phosphoryliert anschlieRend an der Plasmamembran Ptdins(4,5)P2. mit ihrer katalytischen
Untereinheit p110, wodurch der der Second messenger Ptdins(3,4,5)Ps entsteht. Ptdins(3,4,5)P3
vermittelt dann tGberwiegend tber die Proteinkinase B die intrazellulare Insulinwirkung. Auf den anderen
in dieser Abbildung dargestellten Signalweg, dem Lipid raft, wird hier nicht weiter eingegangen. (Lizcano
& Alessi, 2002)
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Abbildung 5: Darstellung einiger Regulationsmechanismen im Zellzyklus, bei der Apoptose und im
Insulinsignalweg, bei denen die Proteinkinase B eine zentrale Rolle spielt. (Lawlor & Alessi, 2001)

|.6 FRAGESTELLUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war an einem umfassend charakterisierten Kollektiv von
Patienten mit unterschiedlichen Stadien eines Prostatakarzinoms die Expression der
Insulinrezeptor R-subunit als Schlisselprotein des Insulinstoffwechsels und die

Expression der Proteinkinase B (Akt) als Schlisselprotein onkologische relevanter
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Signalkaskaden zu untersuchen. Diese Progressionsreihe beinhaltet benignes
Prostatagewebe, Gewebe aus nicht-metastasierten Prostatakarzinomen bis hin zu
Gewebe aus metastasierten Prostatakarzinomen. Es sollte hauptsachlich evaluiert
werden, inwieweit sich Differenzen in der Expression entlang dieser Sequenz
erkennen lassen und inwieweit sich dadurch Rickschlisse auf Einflisse des Insulin-
signalling auf die Aktivierung des onkologisch relevanten Akt- Signalwegs ziehen

lassen konnen.

Die Untersuchung der Zusammenhéange des Expressionsverhaltens der beiden
Proteine als wichtige Bestandteile ihrer Signalwege sollte einen Beitrag liefern, um die
potenzielle regulatorische Rolle des Insulinstoffwechsels auf den PI3K/Akt-Signalweg

weiter zu beleuchten.

Ein weiterer Schwerpunkt sollte auf der Betrachtung der Expression der Proteine vor
dem Hintergrund des Diabetesstatus als mdglichem modulierenden Faktor liegen. Da
das Vorliegen eines Diabetes einen Einfluss auf den Insulinstoffwechsel hat und bei
Diabetikern Prostatakarzinome seltener auftreten, in diesen Fallen sich jedoch
aggressivere Verlaufe zeigen, war es ein Ziel der vorliegenden Arbeit, einen Beitrag
zum Verstandnis zu liefern, welche Rolle der Insulin- und der PI3K/Akt-Signalweg fir
diese veranderten Eigenschaften des Prostatakarzinoms bei Vorliegen eines Diabetes

spielen.

Im Einzelnen sollte auRerdem die Expressionen der beiden Proteine in benignem
Prostatagewebe im Vergleich zu malignem Prostatagewebe untersucht werden, um

ihre mégliche Bedeutung als diagnostische Parameter zu eruieren.

Vor dem Hintergrund der Einteilung in eine Progressionsreihe sollte die Frage geklart
werden, ob die fir diese Arbeit untersuchten Proteine als Parameter fur die

Progression des Prostatakarzinoms dienen kénnen.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es an Prostatakarzinome angrenzendes, histologisch
unauffalliges Gewebe auf die Expression der beiden Parameter zu untersuchen, um
mehr darlber zu erfahren wie sich dieses Gewebe in Bezug auf diese beiden

Signalwege verhalt.
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MATERIAL UND METHODEN

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen eines Verbundprojektes ,Diabetes und
Prostatakarzinom® durchgefuhrt. Im Rahmen dieses laufenden Projektes sollen
Interaktionen des Insulin-signalling mit tumorbiologischen Signalwegskaskaden
analysiert werden. Dazu wurde ein umfassend charakterisiertes Patientenkollektiv
gebildet aus dessen routinemalRig asservierten  Gewebeproben aus
Operationspraparaten  eine  Gewebesammlung  fir  immunhistochemische

Evaluationen der Proteinexpressionen (Tissue Microarray) zusammengestellt wurde.

Dabei wurden mit der Unterstitzung der Mitarbeiter der Klinik fir Urologie des
Universitatsklinikums Tubingen jeweils fur das Projekt wichtige Teilarbeitsschritte von
den am Verbundprojekt beteiligten Doktoranden durchgefiihrt. Die vorliegende Arbeit
hatte dabei zum Schwerpunkt die Charakterisierung des Studienkollektivs, die
Erhebung patientenindividueller und klinischer Daten sowie insbesondere das
Erheben des Diabetesstatus. Wie von allen anderen Teilnehmenden des
Verbundprojektes wurden dann eigene Proteinparameter in die Auswertung

eingebracht.

1.1 ETHIK

Dieser Studie und der damit verbundenen Verwendung von Gewebeproben aus
Operationspraparaten zur Herstellung eines Tissue Microarrays wurde durch die
Ethikkommission des Universitatsklinikums Tubingen im Ethikvotum Nr. 842/2016B0O2
vom 18.01.2017 uneingeschrankt zugestimmt. Bevor die Arbeit an humanem Gewebe
und mit Daten von Patienten der Klinik flr Urologie des Universitatsklinikums Tubingen
begonnen wurde, erfolgte die ausfuhrliche Aufklarung. Dabei wurden alle in das
Studienkollektiv eingeschlossene Patienten bezuglich ihrer Teilnahme an der Studie
unmissverstandlich sowohl schriftlich als auch miundlich aufgeklart. Alle Patienten des
Studienkollektives erhielten die gleichen Informationen zur Teilnahme an der Studie
und die gleiche diesbeziigliche Aufklarung unabhangig von der bei ihnen vorliegenden
Operationsindikation und von der durchgefuhrten Operationsmethode. Auf die
Aufklarung erfolgte, bevor die Operation an den Patienten durchgefuhrt wurde, das

schriftliche Einverstandnis fir die wissenschaftliche Verwendung ihrer Gewebeproben.
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1.2 DATENSCHUTZ

Die verwendeten personlichen Patientendaten wurden streng gemald den
Datenschutzbestimmungen des Datenschutzgesetzes erfasst. Dabei erfolgte die
Erhebung der Klinischen, patientenbezogenen Daten vor der Anonymisierung
ausschlief3lich von der Schweigepflicht unterliegenden, unmittelbar an dieser Studie
Mitwirkenden. Im Anschluss an die Erhebung der Daten wurden diese vor der
Weiterverarbeitung anonymisiert, sodass sich keine Namen, Geburtsdaten oder
Initialen mehr in der Datenbank befanden. Dadurch, sowie durch das fortwahrende
Verschlisseln der Datenbanken mit Hilfe von Passwortern wurde verhindert, dass
unbefugte Personen Zugriff auf sensible und personliche Daten der in das Kollektiv
eingeschlossenen Patienten erhalten konnten. Die Erhebung sowie die Verarbeitung
der bei dieser Arbeit gewonnenen Daten wurden ausschliel3lich an einem Computer

durchgefuhrt, der nicht an das Internet angeschlossen war.

1.3 VERWENDETE SOFTWAREPROGRAMME
Datenbankerstellung: Microsoft Excel 2016® (Microsoft Deutschland GmbH,

Unterschlei3heim)

Textverarbeitung:  Microsoft Word 2016® (Microsoft Deutschland GmbH,

Unterschlei3heim)

Literaturverwaltung: EndNote X8® (Thomson Reuters, New York City, Vereinigte

Staaten)

Mikroskopierprogramm: Aperio ImageScope 12.1.0® (Leica Biosystems GmbH,

Nussloch, Deutschland)
Statistikprogramm: JMP 13.0.0® (SAS Institute, Cary, North Carolina, USA)

Bildbearbeitung: Adobe Photoshop® CC 2019 (Adobe Systems Incorporated, San
José, Kalifornien, USA)

1.4 ERHEBUNG PATIENTENBEZOGENER DATEN

Die fur die Arbeit verwendeten, relevanten Patientendaten wurden retrospektiv aus in
der Klinik fur Urologie des Universitatsklinikums Tibingen vorliegenden Arztbriefen,

Untersuchungsbefunden, Operationsberichten, Pathologiebefunden und Fragebdgen
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Zur

Diabetesstatuserhebung in eine Datenbank in Form einer Excel-Tabelle

zusammengetragen.

Folgende Parameter sind in dieser Datenbank enthalten:

Pathologienummern, anhand welcher eine Zuordnung der Gewebeproben
moglich ist

Geburtsdatum der Patienten

Operationsdatum

Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation

Operationsverfahren

TNM-Stadium

R-Status von der Uberpriifung des Operationspraparates auf das Vorliegen
eines Residualtumors

Histopathologisch gesicherter haufigster und zweith&ufigster Gleason bei den
Praparaten aus radikalen Prostatektomien und aus Zystoprostatektomien sowie
haufigster und am schlechtesten differenzierter Gleason bei den Préaparaten
aus transurethralen Resektionen der Prostata und der sich daraus ergebende
Gleason-Score

PSA zum Zeitpunkt der Gewebegewinnung oder zum né&chstmoglichen
Zeitpunkt davor

Art und Dauer der antihormonellen Therapie bei Patienten mit einem palliativen
Therapiekonzept und hierbei durchgefihrter Hormonentzugstherapie
Diabetesstatus und bei Vorliegen eines Diabetes ebenfalls der Diabetestyp und
die Art der Therapie

Prifung auf das Vorliegen von diagnostizierten Zweitmalignomen mit

entsprechenden Vermerken in der Datenbank

[1.5 DIABETESSTATUSERHEBUNG

Fur die Erhebung des Diabetesstatus wurden zuerst die in der Klinik fr Urologie des

Universitatsklinikums Tibingen vorhandenen Arztbriefe auf das mdgliche Vorliegen

eines Diabetes mellitus durchsucht. AuRerdem wurden alle weiteren der Klinik fr

Urologie zuganglichen patientenbezogenen Unterlagen wie Untersuchungsbefunde,

Ernahrungsanordnungen des Stationspersonals und Anamnesefragebdgen fur die

Klarung des Diabetesstatus herangezogen. Hierbei konnten nur die Patienten fur die
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weitere Diabetesstatuserhebung ausgeschlossen werden, bei denen explizit in den
Unterlagen vermerkt war, dass ein Diabetes mellitus diagnostiziert wurde. Bei diesen
Patienten wurde ebenfalls der Typ des Diabetes und die Therapieform in der
Datenbank vermerkt.

Von den Patienten, bei denen der Diabetesstatus auf diese Weise nicht geklart werden
konnte, wurden mit der freundlichen Hilfe des klinischen Krebsregisters des
Universitatsklinikums Tubingen die Patienten aussortiert, welche laut den
Informationen des Krebsregisters bereits verstorben waren. Von den nicht-
verstorbenen Patienten, von denen der Diabetesstatus durch die vorliegenden
Unterlagen nicht geklart werden konnte, wurde diese Information von deren

Hausarzten und Urologen als zu den Routineakten gehdrende Information angefordert.

1.6 EIN- UND AUSSCHLUSSKRITERIEN DES
PATIENTENKOLLEKTIVES
In dieser retrospektiven Studie wurde ein zuféallig ausgewahltes Kollektiv von Patienten
erstellt, von welchen zwischen Mai 2003 und Oktober 2014, durch operative Verfahren
in der Klinik fur Urologie des Universitatsklinikums Tibingen, Prostatagewebe
gewonnen wurde. Aul3erdem sollte bei der Auswahl darauf geachtet werden, dass
nach der fur die Studie notwendigen immunhistochemischen Farbungen noch
ausreichend Gewebe fir die gesetzlich vorgeschriebene Aufbewahrung des

Routinepraparats zur Verfigung stand.

Da im Sinne einer Progressionsreihe benignes Prostatagewebe und Gewebe aus
verschiedenen Stadien des Prostatakarzinoms gewonnen werden sollte, wurden die
in den folgenden Abschnitten (siehe Kapitel 11.6.1-11.6.3) beschriebenen Kriterien fur

die jeweiligen Gewebearten charakterisiert.

[1.6.1 BENIGNES PROSTATAGEWEBE

Hierzu sollten Gewebeproben von Patienten gehoéren, bei denen histologisch gesichert
kein Prostatakarzinom und keine Infiltration durch ein anderes Malignom,
beispielsweise eines Harnblasenkarzinoms, vorlag. Die Gewebeproben sollten durch
radikale Zystoprostatektomien, transurethrale Resektionen der Prostata (TUR-P) oder
durch transvesikale Adenomenukleation der Prostata (TVP) gewonnen worden sein.

AulR3erdem sollten aus den Praparaten mit nicht-metastasierten Prostatakarzinomen

37



(siehe Kapitel 11.6.2 Malignes Gewebe aus nicht-metastasierten Prostatakarzinomen)
Gewebeproben untersucht werden, welche durch entsprechende Entnahme aus
Regionen nah am Tumor und moglichst weit entfernt vom Tumor stammen und bei
denen es sich somit ebenfalls um tumorfreies Prostatagewebe handeln sollte. Dass
dieses Gewebe tatséchlich tumorfrei war, sollte durch einen erfahrenen Pathologen

des Universitatsklinikums Tubingen verifiziert werden.

11.6.2 MALIGNES GEWEBE AUS NICHT-METASTASIERTEN
PROSTATAKARZINOMEN
Hierzu sollten Gewebeproben von Patientengehoéren, bei denen bioptisch gesichert ein
Prostatakarzinom vorlag und welche sich anschlieBend alle einer radikalen
Prostatektomie unterzogen. Aul3erdem sollte es Voraussetzung sein, dass von einem
Pathologen des Universitatsklinikums Tubingen eine Verifizierung der Tumorareale
durchgefiihrt wurde, dass histopathologisch aufgearbeitete Grol3flachenschnitte
verfugbar waren und dass sich das tumorése Gewebe optisch vom angrenzenden
Normalgewebe abgrenzen lies, um ein gezieltes Stanzen der Gewebeproben

durchfiihren zu kdnnen.

Die Prostatakarzinome, die hierfir verwendet werden sollten, sollten alle im nicht-
metastasierten Stadium sein und sollten im weiteren Verlauf anhand ihres Gleason-

Scores in zwei Gruppen eingeteilt werden.

[1.6.3 MALIGNES GEWEBE AUS FORTGESCHRITTENEN, METASTASIERTEN
PROSTATAKARZINOMEN
Hierzu sollten Gewebeproben von Patienten gehdren, bei denen bereits eine
Metastasierung ihres Prostatakarzinoms stattgefunden hat und bei welchen im
Rahmen ihres palliativen Therapiekonzeptes eine transurethrale Resektion der
Prostata (TUR-P) durchgefihrt wurde. Da im weiteren Verlauf eine Unterteilung in
hormonsensible und kastrationsresistente Prostatakarzinome durchgefuhrt werden
sollte, sollten hierbei nur Gewebeproben von Patienten aufgenommen werden, bei

denen der Hormonstatus eruierbar war.

I1.6.4 EINTEILUNG IN GEWEBEGRUPPEN

Alle Gewebeproben, welche den Ein- und Ausschlusskriterien entsprechend in die

Studie mit aufgenommen werden konnten, wurden im weiteren Verlauf anhand
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klinischer Daten und Lokalisation der Gewebeentnahme in 9 Gewebegruppen
eingeteilt.

Diese definieren sich wie folgt:

- Benignes Prostatagewebe aus Prostaten ohne PCA

- Benignes Prostatagewebe aus Prostaten mit nicht-metastasiertem low-Gleason
Tumor mit Entnahme nah am Tumor

- Benignes Prostatagewebe aus Prostaten mit nicht-metastasiertem low-Gleason
Tumor mit Entnahme fern vom Tumor

- Benignes Prostatagewebe aus Prostaten mit nicht-metastasiertem high-
Gleason Tumor mit Entnahme nah am Tumor

- Benignes Prostatagewebe aus Prostaten mit nicht-metastasiertem high-
Gleason Tumor mit Entnahme fern vom Tumor

- Maligne verandertes Prostatagewebe aus nicht-metastasiertem low-Gleason
Tumoren

- Maligne verandertes Prostatagewebe aus nicht-metastasiertem high-Gleason
Tumoren

- Maligne verandertes Prostatagewebe aus fortgeschrittenem, bereits
metastasiertem Tumor, welcher zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme noch
hormonsensibel war

- Maligne verandertes Prostatagewebe aus fortgeschrittenem, bereits
metastasiertem Tumor, welcher zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme bereits

hormonrefraktér war

[1.6.5 DEFINIERUNG VON SUBGRUPPEN AUS DEN GEWEBEGRUPPEN FUR DIE
STATISTISCHE AUSWERTUNG

Bei der Analyse der Ergebnisse war es fir manche statistischen Auswertungen
sinnvoll Subgruppen zu bilden, in welchen bestimmte Gewebegruppen

zusammenfassen wurden.
Diese Subgruppen wurden gebildet:

- Normalgewebe
- Tumorgewebe

- nicht-metastasiertes Tumorgewebe
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M1 Tumorgewebe

hormonsensitives M1 Tumorgewebe
hormonrefraktares M1 Tumorgewebe
tumorfreie Prostaten

fern vom PCA

nah am PCA

low-Gleason angrenzend
high-Gleason angrenzend
low-Geason Tumor

high-Gleason Tumor

Zur Subgruppe Normalgewebe gehdren die Gewebedots aus den folgenden

Gewebegruppen:

Benignes Prostatagewebe aus Prostaten ohne PCA

Benignes Prostatagewebe aus Prostaten mit nicht-metastasiertem low-Gleason
Tumor mit Entnahme nah am Tumor

Benignes Prostatagewebe aus Prostaten mit nicht-metastasiertem low-Gleason
Tumor mit Entnahme fern vom Tumor

Benignes Prostatagewebe aus Prostaten mit nicht-metastasiertem high-
Gleason Tumor mit Entnahme nah am Tumor

Benignes Prostatagewebe aus Prostaten mit nicht-metastasiertem high-

Gleason Tumor mit Entnahme fern vom Tumor

Zur Subgruppe Tumorgewebegewebe gehodren die Gewebedots aus den folgenden

Gewebegruppen:

Maligne verandertes Prostatagewebe aus nicht-metastasierten low-Gleason
Tumoren
Maligne verandertes Prostatagewebe aus nicht-metastasierten high-Gleason
Tumoren
Maligne verdndertes Prostatagewebe aus fortgeschrittenem bereits
metastasiertem Tumor, welcher zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme noch

hormonsensibel war
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- Maligne verandertes Prostatagewebe aus fortgeschrittenem, bereits
metastasiertem Tumor, welcher zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme bereits

hormonrefraktar war

Zur Subgruppe Tumorgewebe aus nicht-metastasierten PCAs gehoéren die
Gewebedots aus den folgenden Gewebegruppen:

- Maligne verandertes Prostatagewebe aus nicht-metastasierten low-Gleason
Tumoren
- Maligne verandertes Prostatagewebe aus nicht-metastasierten high-Gleason

Tumoren

Zur Subgruppe M1 Tumorgewebe gehdren die Gewebedots aus den folgenden

Gewebegruppen:

- Maligne verdndertes Prostatagewebe aus fortgeschrittenem bereits
metastasiertem Tumor, welcher zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme noch
hormonsensibel war

- Maligne verandertes Prostatagewebe aus fortgeschrittenem, bereits
metastasiertem Tumor, welcher zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme bereits

hormonrefraktar war

Zur Subgruppe hormonsensitives M1 Tumorgewebe gehdren die Gewebedots aus den

folgenden Gewebegruppen:

- Maligne verandertes Prostatagewebe aus fortgeschrittenem bereits
metastasiertem Tumor, welcher zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme noch

hormonsensibel war

Zur Subgruppe hormonrefraktares M1 Tumorgewebe gehdren die Gewebedots aus

den folgenden Gewebegruppen:

- Maligne verandertes Prostatagewebe aus fortgeschrittenem, bereits
metastasiertem Tumor, welcher zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme bereits

hormonrefraktér war

Zur Subgruppe tumorfreie Prostaten gehodren die Gewebedots aus den folgenden

Gewebegruppen:
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- Benignes Prostatagewebe aus Prostaten ohne PCA

Zur Subgruppe fern vom PCA gehoren die Gewebedots aus den folgenden

Gewebegruppen:

- Benignes Prostatagewebe aus Prostaten mit nicht-metastasiertem low-Gleason
Tumor mit Entnahme fern vom Tumor
- Benignes Prostatagewebe aus Prostaten mit nicht-metastasiertem high-

Gleason Tumor mit Entnahme fern vom Tumor

Zur Subgruppe nah am PCA gehoren die Gewebedots aus den folgenden

Gewebegruppen:

- Benignes Prostatagewebe aus Prostaten mit nicht-metastasiertem low-Gleason
Tumor mit Entnahme nah am Tumor
- Benignes Prostatagewebe aus Prostaten mit nicht-metastasiertem high-

Gleason Tumor mit Entnahme nah am Tumor

Zur Subgruppe low-Gleason angrenzend gehéren die Gewebedots aus den folgenden

Gewebegruppen:

- Benignes Prostatagewebe aus Prostaten mit nicht-metastasiertem low-Gleason
Tumor mit Entnahme nah am Tumor
- Benignes Prostatagewebe aus Prostaten mit nicht-metastasiertem low-Gleason

Tumor mit Entnahme fern vom Tumor

Zur Subgruppe high-Gleason angrenzend gehoéren die Gewebedots aus den folgenden

Gewebegruppen:

- Benignes Prostatagewebe aus Prostaten mit nicht-metastasiertem high-
Gleason Tumor mit Entnahme nah am Tumor
- Benignes Prostatagewebe aus Prostaten mit nicht-metastasiertem high-

Gleason Tumor mit Entnahme fern vom Tumor

Zur Subgruppe low-Gleason Tumor gehdren die Gewebedots aus den folgenden

Gewebegruppen:

- Maligne verandertes Prostatagewebe aus nicht-metastasierten low-Gleason

Tumoren
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Zur Subgruppe high-Gleason Tumor gehéren die Gewebedots aus den folgenden

Gewebegruppen:

- Maligne verandertes Prostatagewebe aus nicht-metastasierten high-Gleason

Tumoren

[1.7 DAS PATIENTENKOLLEKTIV

Urspringlich war fur die Arbeit ein Patientenkollektiv von n=142 Patienten rekrutiert,
dieses reduzierte sich im weiteren Verlauf jedoch durch weitere Ein- und
Ausschlusskriterien auf n=111 Patienten.

In das Kollektiv dieser Studie konnten nach Anwendung der Ein- und
Ausschlusskriterien (siehe Kapitel 11.6 Ein- und Ausschlusskriterien) diese 111
Patienten eingeschlossen werden, welche alle im Zeitraum zwischen Mai 2003 und
Oktober 2014 in der Klinik fir Urologie des Universitatsklinikums Tibingen operiert
wurden. Davon waren 85 Patienten an einem Prostatakarzinom erkrankt. 53 dieser 85
Patienten erhielten bei Vorliegen eines stanzbioptisch gesicherten, nicht-
metastasierten Prostatakarzinoms eine radikale Prostatektomie, wahrend die tbrigen
32 Patienten bei Vorliegen eines fortgeschrittenen, bereits metastasierten
Prostatakarzinoms im Rahmen ihres palliativen Therapiekonzepts eine transurethrale
Resektion der Prostata erhielten. Die Gewebeproben der 26 Patienten ohne
Prostatakarzinom stammen einerseits von Patienten mit einer benignen
Prostatahyperplasie und andererseits von Patienten, welchen aufgrund eines
Harnblasenkarzinoms neben der Entfernung ihrer Harnblase routinemaf3ig die
Prostata mitentfernt wurde. Diese 26 Patienten teilen sich wie folgt auf: 7 Patienten
erhielten aufgrund eines Harnblasenkarzinoms eine radikale Zystoprostatektomie und
von den 19 Patienten mit benigner Prostatahyperplasie erhielten 8 eine transvesikale
Prostataadenomenukleation (TVP) und 11 eine transurethrale Resektion der Prostata.
Die Gewebeproben dieser 26 Patienten waren alle histopathologisch gesichert ohne
Anhalt fir Malignitat.

Das Durchschnittsalter aller 111 in die Studie eingeschlossenen Patienten am
Operationstag betragt 68,3 Jahre, wobei zum Zeitpunkt der Operation der jlingste

Patient 51 Jahre und der alteste Patient 95 Jahre alt war.
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Bei den Patienten mit einem low-Gleason-Tumor lag das durchschnittliche Alter bei
der Operation bei 63,1 Jahren, bei Patienten mit high-Gleason-Tumor bei 65,8 Jahren,
bei Patienten mit metastasiertem, hormonsensitivem Prostatakarzinom bei 73,8
Jahren, bei Patienten mit metastasiertem, hormonrefraktarem Prostatakarzinom bei
72,1 Jahren und bei Patienten, welche histopathologisch gesichert kein
Prostatakarzinom hatten, bei 70,5 Jahren.

Die Angaben zum durchschnittlichen Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation

in den jeweiligen Patientengruppen ist in Tabelle 3 ersichtlich.

Von 81 der 85 Patienten mit einem Prostatakarzinom konnte retrospektiv ein Gleason-
Score ermittelt werden. Hier zeigte sich, dass 12 Patienten einen Gleason-Score von
6 hatten, 11 Patienten hatten einen Gleason-Score von 7a, 6 Patienten hatten einen
Gleason-Score von 7b, 14 Patienten hatten einen Gleason-Score von 8, 34 Patienten
hatten einen Gleason-Score von 9 und 4 Patienten hatten einen Gleason-Score von
10.

Von 70 der 85 an einem Prostatakarzinom erkrankten Patienten konnte retrospektiv
das T Stadium, als MalR3 fir die raumliche Ausdehnung des Primartumors ermittelt
werden. Hierbei wurden die pT Stadien, welche postoperativ nach Prostatektomien
durch die histopathologische Untersuchung bestimmt wurden und cT Stadien, welche
durch klinische Untersuchungen ermittelt wurden, einbezogen. Die cT Stadien
stammen Uberwiegend von den Patienten mit metastasierten Prostatakarzinomen, da
hier keine radikalen Prostatektomien durchgefihrt wurden und somit keine
vollstandigen Praparate fir die histopathologische Untersuchung zu Verfligung
standen. Hierbei wurde bei 5 Patienten ein T2a Stadium festgestellt, wobei hier alle
Patienten zur Gruppe der nicht-metastasierten Prostatakarzinome gehoéren. Bei 34
Patienten wurde das Stadium T2c vorgefunden, wobei hiervon 32 Patienten zur
Gruppe der nicht-metastasierten Prostatakarzinome gehdren und 2 zur Gruppe der
metastasierten Prostatakarzinome. Bei 13 Patienten wurde das Stadium T3a
vorgefunden, wobei hiervon 12 Patienten zur Gruppe der nicht-metastasierten
Prostatakarzinome gehéren und 1 Patient zur Gruppe der metastasierten
Prostatakarzinome. 7 Patienten wurden dem Stadium T3b zugeordnet, wobei hiervon
4 zur Gruppe der nicht-metastasierten Prostatakarzinome gehéren und 3 zur Gruppe
der metastasierten Prostatakarzinome. 11 Patienten hatten ein T4 Stadium, wobei

hiervon alle Patienten ein metastasiertes Prostatakarzinom hatten.
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Von den 85 Patienten mit Prostatakarzinom konnte bei 72 retrospektiv der Status des
Lymphknotenbefalls ermittelt werden. 18 Patienten hiervon hatten einen
Lymphknotenbefall, wobei hiervon 17 Patienten zur Gruppe der metastasierten
Prostatakarzinome gehorten.

Die Zuordnung der Patientenzahlen zu den jeweiligen T-Stadien und der
Lymphkontenstatus mit Unterteilung in die Gruppe der nicht-metastasierten und
metastasierten Prostatakarzinome ist in Tabelle 2 ersichtlich.

Tabelle 2: Patientenanzahl zugeordnet zum jeweiligen T- Stadium, sowie solche mit Lymphonodal

positivem Stadium unterteilt in Patienten mit nicht-metastasierten Prostatakarzinomen und Patienten
mit fortgeschrittenen, metastasierten Prostatakarzinomen

Patienten mit nicht- Patienten mit metastasiertem
. Prostatakarzinom
metastasiertem
Prostatakarzinom
T2a 5 0
T2c 32 2
T3a 12 1
T3b 4 3
T4 0 11
N+ 1 17

AulRerdem wurde retrospektiv der PSA-Wert zum néchstmdéglichen Zeitpunkt vor der
Operation ermittelt. Dieser konnte bei 101 Patienten ermittelt werden und die PSA-
Werte erstreckten sich insgesamt zwischen 0 ng/ml und 4757 ng/ml. Der Mittelwert
betrug hierbei 95,6 ng/ml, der Median lag bei 7,8 ng/ml und die Standardabweichung
bei 485,9 ng/ml. Um dies etwas differenzierter betrachten zu kénnen, wurden diese
Ergebnisse mit Unterteilung in die Gewebegruppen untersucht. Hier zeigten sich bei
den Patienten aus der Gruppe der nicht-metastasierten low-Gleason-Tumoren PSA-
Werte zwischen 2,29 ng/ml und 25,4 ng/ml, einen Mittelwert von 8,6 ng/ml, der Median
lag bei 6,3 ng/ml und die Standardabweichung bei 5,7 ng/ml. Bei den Patienten mit
nicht-metastasierten high-Gleason-Tumoren lagen die PSA-Werte zwischen 0,08

ng/ml und 30 ng/ml, der Mittelwert bei 8,1 ng/ml, der Median betrug 6,9 ng/ml und die
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Standardabweichung 6,2 ng/ml. Bei den bereits metastasierten, jedoch noch
hormonsensitiven Prostatakarzinompatienten lagen die PSA-Werte zwischen 0 ng/ml
und 4757 ng/ml, der Mittelwert bei 407,5 ng/ml, der Median bei 15,55 ng/ml und die
1257,6 ng/ml.
hormonrefraktaren Prostatakarzinomen hatten PSA-Werte zwischen 5,08 ng/ml und

Standardabweichung bei Die Patienten mit metastasierten,
862 ng/ml, einen Mittelwert von 207,9 ng/ml, einen Median von 125 ng/ml und eine
Standardabweichung von 251,1 ng/ml. Die Patienten dieser Studie, bei denen
histopathologisch gesichert kein Prostatakarzinom vorlag, hatten PSA-Werte zwischen
1,31 ng/ml und 31,8 ng/ml, einen Mittelwert von 9,7 ng/ml, einen Median von 7,17

ng/ml und eine Standardabweichung von 8,2 ng/ml.

Die Angaben zum durchschnittlichen PSA-Wert zum nachstmdglichen Zeitpunkt vor

der Operation in den jeweiligen Patientengruppen sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Beschreibung des Patientenkollektives bezogen auf Alter zum Operationszeitpunkt und PSA

zum néchstmaoglichen Zeitpunkt vor Operation. Mit Einteilung in Patientengruppen.

Patienten mit Prostatakarzinom

Patienten ohne
Prostatakarzinom

Anzahl 85 26
Medianes Alter bei 66 71
Operation (Mittelwert: 67,6; Altersspanne: 51-95) (Mittelwert: 70,5;
Altersspanne:
55-82)

PSA zum 116,8 (n=81) 9,7 (n=20)
nachstmdglichen (x541,1; Median: 8,6) (£8,2; Median:
Zeitpunkt vor der 7,2)

Gewebegewinnung
(Mittelwert)

Patienten mit nicht-
metastasiertem
Prostatakarzinom (MO)

Patienten mit metastasiertem
Prostatakarzinom (M1)

Patienten ohne
Prostatakarzinom

Anzahl 53 32 26
Medianes Alter bei 65 72 71
Operation (Mittelwert: 64,4; (Mittelwert: 72,8; Altersspanne: 54- (Mittelwert: 70,5;
Altersspanne: 51-78) 95) Altersspanne:
55-82)

PSA zum 8,4 (n=51) 301,0 (n=30) 9,7 (n=20)
nachstmdglichen (£5,9; Median: 6,8) (+867,1; Median: 53) (8,2; Median:
Zeitpunkt vor der 7,2)

Gewebegewinnung
(Mittelwert)

Low- High- Hormonsensitiv | Hormonrefraktar | Patienten ohne
Gleason Gleason Prostatakarzinom
Anzahl 28 25 14 18 26
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Medianes Alter bei 63 66 73,5 715 71

Operation (Mittelwert: (Mittelwert: (Mittelwert: 73,8; (Mittelwert: (Mittelwert: 70,5;
63,1; 65,8; Altersspanne: 72,05; Altersspanne:

Altersspanne: | Altersspanne: 54-95) Altersspanne: 56- 55-82)

51-72) 57-78) 84)

PSA zum 8,6 (n=28) 8,1 (n=23) 407,5 (n=14) 207,9 (n=16) 9,7 (n=20)

nachstmadglichen (£5,7; (£6,2; (x1257,6; (x251,1; Median: (£8,2; Median:

Zeitpunkt vor der | Median: 6,3) | Median: 6,9) Median: 15,6) 125) 7,2)

Gewebegewinnung

(Mittelwert)

Von den 32 Patienten mit einem metastasierten Prostatakarzinom erhielten 28 eine
antiandrogene Therapie, wobei bei diesen die Dauer der Therapie im Durchschnitt bei
32,3 Monaten lag (Median: 15 Monate, Standardabweichung: 40,6 Monate). Die
Spanne in der Therapiedauer erstreckte sich von einem Monat bis hin zu 180 Monaten.

Bei 110 der Patienten des fir diese Studie verwendeten Kollektivs konnte der
Diabetesstatus eruiert werden. Hier zeigte sich, dass 91 der Patienten nicht an
Diabetes mellitus erkrankt waren, 18 Patienten litten unter einen Diabetes mellitus Typ
2 und 1 Patient hatte einen Pradiabetes. Es gab in dieser Studie keinen Patienten, der
an Diabetes mellitus Typ 1 erkrankt war. Damit hatten 16,4% der Patienten dieses

Kollektives einen Diabetes mellitus Typ 2.

Bezogen auf die einzelnen Gewebegruppen zeigte sich, dass sich diese 18 Patienten
mit Diabetes mellitus Typ 2 wie folgt verteilen. In der Gruppe der Patienten ohne
Prostatakarzinom hatten 6 von 26 Patienten einen Diabetes mellitus Typ 2 und damit
23,08% der Patienten. 1 Patient von 28 in der Gruppe der nicht-metastasierten low-
Gleason-Tumoren hatte einen Diabetes mellitus Typ 2 und zusétzlich hatte 1 Patient
einen Pradiabetes, was jeweils 3,57% entspricht. In der nicht-metastasierten high-
Gleason-Tumor-Gruppe hatten 5 von 25 Patienten einen Diabetes mellitus Typ 2, also
20% der Patienten. In der Gruppe der hormonsensitiven, metastasierten
Prostatakarzinompatienten wurde bei einem von 13 Patienten ein Diabetes mellitus
Typ 2 festgestellt und damit bei 7,69%. In dieser Gruppe konnte bei einem Patienten
der Diabetesstatus nicht evaluiert werden. 5 von 13 Patienten in der Gruppe der
hormonrefraktdren, metastasierten Prostatakarzinome hatten einen Diabetes mellitus

Typ 2 und damit 27,78%.

Zusammengefasst gab es bei den nicht-metastasierten Prostatakarzinomen unter 53

Patienten 6 Diabetiker somit waren nur 11,3% dieser Gruppe Diabetiker. Zusatzlich
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kam hier ein Patient mit Pradiabetes hinzu. Unter den Patienten mit metastasierten
Prostatakarzinomen hatten von 31 Patienten 6 einen Diabetes und somit waren
19,35% der Patienten in dieser Gruppe Diabetiker. Prozentual am starksten vertreten,
mit 23,08%, waren die Diabetiker bei den Patienten ohne Prostatakarzinom.

1.8 AUFARBEITUNG DER GEWEBEPROBEN

Die verwendeten Organprdparate oder Resektionsgewebe wurden allesamt in
Formalin fixiert. Diese Fixierung fand durch eine 24 stundige Lagerung in 4,5%iger,
neutral pH gepufferter Formaldehyd-Losung (SAV-Formaldehydldsung neutral
gepuffert 4,5%, SAV-LP, Flintsbach) statt.

Die Praparate aus radikalen Prostatektomien wurden dann analog zum Stanford-
Protokoll (Stamey et al., 1988) weiterverarbeitet und mittels einer Schneidemaschine
(V6, Bizerba, Balingen, Deutschland) geschnitten. Die Schnitte verliefen horizontal mit
einem Abstand von 3mm, zuvor wurden jedoch die Samenblasen, die Apex und die
Basis der Prostaten entfernt. Die Schnitte verblieben jeweils alternierend im Institut flr
Pathologie des Universitatsklinikums Tubingen zur routinemafigen
histopathologischen Beurteilung, welches uns freundlicherweise die Ubrigen Schnitte

fur diese Studie zur Verfigung stellte.

Aus den transvesikalen Adenomenukleationen der Prostata (TVP) und den
Zystoprostatektomien wurden jeweils im Rahmen des histopathologischen

Routinezuschnitts reprasentative Gewebeelemente identifiziert und aufgearbeitet.

Gewebeproben aus transurethralen Resektionen der Prostata (TUR-P) entstanden

durch Kompletteinbettung des Resektionsgewebes.

Diese  Schritte waren bei den Gewebeproben aus transvesikalen
Adenomenukleationen der Prostata (TVP) und transurethralen Resektionen der
Prostata (TUR-P) nicht notwendig, da dabei keine entsprechend groRen Praparate

anfallen, die geschnitten werden mussten.

Nach dem Dehydrieren des Gewebes an einem entsprechend konfigurierten
Automaten (Shandon Pathcentre, Thermo scientific, Waltham, MS, USA) erfolgte die
Gewebeeinbettung in Paraffin. Die Gewebeproben aus Zystoprostatektomie, TVP und
TUR-P wurden in herkdmmlichen Routine Einbettkassetten von der Firma Langenbrick
(Emmendingen, Deutschland) platziert. Im Falle von Prostatektomiepréaparaten
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erfolgte eine Einbettung der Grol3flachenlamellen in grofReren Einbettkassetten
(Makroflow, Mikrom, Walldorf). Das Ausgiel3en der Kassetten mit Paraffin erfolgte
ebenfalls in der Pathologie des Universitatsklinikums an einer Giel3station (MPS/W,
SLEE, Mainz, Deutschland).

Bei den Gewebeproben aus radikalen Prostatektomien wurden anschlie3end mittels
eines Mikrotoms (Rotationsmikrotom 1512, Leitz, Wetzlar, Deutschland) 5um dicke
Grol¥flachenschnitte hergestellt und zur histopathologischen Verifizierung mit
Hamatoxylin-Eosin (H.E.) gefarbt. Diese Verifizierung der Tumorareale und bei den
benignen Gewebeproben aus Zystoprostatektomien die Bestatigung der
drisenhaltigen Areale wurde freundlicherweise durch den erfahrenen Pathologen Dr.
Marcus Scharpf durchgefihrt. Zu diesem Zweck markierte er mit einem Filzstift auf
jedem Objekttrager die Tumorareale bzw. die benignen driisenhaltigen Areale. Die
markierten Objekttrager konnten dann als eine Schablone fur den jeweiligen
Paraffinblock verwendet werden, wodurch das gezielte Stanzen der entsprechend
bendtigten Arealen des Préparats fur die Herstellung der Tissue-Microarrays
ermdglicht wurde. Von den Gewebeproben aus TUR-P und TVP wurden zur
Verifizierung durch Dr. Marcus Scharpf Hamatoxylin-Eosin (H.E.) Farbungen
angefertigt und bei den tumorfreien Gewebeproben aus TVP und TUR-P bei Vorliegen
einer benignen Prostatahyperplasie die drisenhaltigen Areale markiert. Bei den
Gewebeproben aus palliativer TUR-P wurden analog hierzu die tumortragenden

Areale markiert.

11.9 TISSUE MICROARRAY (TMA)

Kononen et al. verwendeten 1998 als erste die Tissue Microarray-Technik. Diese
Technik hat gro3e Vorteile fur die Untersuchung z.B. biologischer und genetischer
Variationen in Tumorgeweben. Bei dieser Technik werden, wie in Abbildung 7
ersichtlich, zylindrische Stanzen von Gewebeproben entnommen und mehrere dieser
Gewebezylinder nebeneinander und je nach Bedarf in mehreren Reihen,
schachbrettférmig geordnet in ein Paraffinblock eingebettet. Aus diesem Paraffinblock
kénnen mindestens 200 Schnitte in 4-8 um dicke angefertigt werden, wenn die
entnommenen Proben grof3 genug sind und dadurch kdnnen an den gleichen Stanzen
der Gewebeproben eine Vielzahl an Untersuchungen durchgefiihrt werden. (Kononen
et al., 1998)
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11.9.1 ERSTELLUNG DER TISSUE MICROARRAYS (TMA)

Zur Herstellung dieser Tissue Microarrays wurde ein Tissue Microarrayer (MTA-I,
Beecher Instruments Inc., Sun Prairie, Wisconsin, USA) vom urologischen Labor des
Universitatsklinikums Tudbingen verwendet. Zur richtigen (und flir spéatere
Auswertungen nachverfolgbaren) Anordnung der Stanzzylinder wurden vorab Array-
Maps (Ausschnitt einer Array-Map in Abbildung 6 ersichtlich) erstellt auf denen die
Gewebeproben anhand ihrer Pathologienummer den Patienten zugeordnet werden
konnten. AulRerdem wurden auf den Array-Maps weitere Informationen vermerkt wie
beispielsweise bei den Gewebeproben aus radikalen Prostatektomien der
entsprechende Gleason-Score und die damit verbundene Zuordnung in die high- oder
low-Gleasongruppe des Kollektives und der Entnahmeort der Stanzen (direkt vom
Tumor, nah am Tumor, fern vom Tumor). Bei der Planung der Array-Maps wurde
darauf geachtet, dass die Gewebeproben von Patienten welche histopathologisch
gesichert tumorfreie Prostaten hatten und von Patienten mit fortgeschrittenen, bereits
metastasierten und palliativ mittels transurethraler Resektion der Prostata (TUR-P)
behandelten Prostatakarzinomen zwischen die high- und low-Gleason Gewebeproben
gemischt wurden. Dadurch sollte eine Verfalschung in der Auswertung vermieden
werden, da bei diesen andersartigen Gewebeproben mdglicherweise ein deutlich
unterschiedliches Farbeergebnis vorliegen kdnnte. AuRerdem wurden sogenannte
Landmarken aus Schweinemuskelgewebe, welches sich deutlich von Prostatagewebe
unterscheidet, in unterschiedlicher Anordnung und an unterschiedlichen Stellen in die
Arrays eingeplant, um spéater eine zuverlassige Identifizierung der Schnitte

gewahrleisten zu kénnen.
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Abbildung 6: Exemplarischer Ausschnitt einer flr diese Studie erstellte Array-Map (die
Pathologienummern wurden zum Datenschutz geschwarzt)

Zur Anfertigung der Tissue Microarrays wurden dann aus den wie oben (siehe Kapitel
[1.8 Aufarbeitung der Gewebeproben) beschrieben vorbereiteten Gewebeproben,
welche nun den Spenderblock darstellten, Stanzen mit einem Durchmesser von
0,6mm entnommen. Diese wurden dann in einen Empfangerblock aus Paraffin gemaf
der Reihenfolge auf den Array-Maps, in dort vorher ebenfalls durch Stanzen
geschaffene zylindrische Hohlrdume, eingebracht. Der Ablauf des Stanzens und der
Ubertragung der Gewebeproben in den Empfangerblock wird schematisch in
Abbildung 7 gezeigt. Die Abstande, in welchen die Stanzzylinder in den
Empfangerblock eingebracht waren, lagen bei 1mm und in einem Array wurden bis zu
64 (8x8) Gewebeproben verarbeitet. Nun wurden die fertigen Empfangerblécke noch
angeschmolzen, um somit die durch das Stanzen entstandenen Locher zu
verschlieen, wodurch ein herausrutschen der Gewebeproben verhindert werden

sollte.
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Abbildung 7: Tissue Microarray Herstellung. a Gewebeentnahme in Form von Stanzzylindern. Es wird
dabei Gewebe aus ausgewdhlten Regionen enthommen. Hierzu wird ein H.E.-gefarbter
Grof3flachenschnitt als Schablone verwendet. b Transfer der Gewebestanzen in vorher definierter
Position in den Empfangerblock aus Parafin. ¢ Ein Klebefilm wird zu Erleichterung des
Schneidevorgangs auf den Parafinblock aufgebracht. (Kononen et al., 1998)

Im Anschluss daran wurden aus diesen Empfangerblécken mit Hilfe eines Mikrotoms
(Leitz Rotationsmikrotom 1512, Ernst Leitz GmbH, Wetzlar, Deutschland) 4-6 um
dunne Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden nun in einem Wasserbad (TFB 45,
Medite GmbH, Burgdorf) bei 48°C geglattet, auf Superfrost-Plus-Objekttrager
(Langenbrinck, Emmendingen) aufgezogen und in einem Warmeschrank (ED 35, WTB
Binder/Tuttlingen) Gber Nacht bei 37°C getrocknet.

Durch das Schneiden in diinne Schnitte entstehen aus den Gewebeprobenzylindern
runde Gewebepunkte auf den Objekttrdgern im Durchmesser der Stanzzylinder,

welche auch als Dots bezeichnet werden.

In der urspringlichen Planung dieser Studie war vorgesehen, dass von den Patienten
mit histopathologisch gesichert tumorfreien Prostaten, sowie von Patienten mit
fortgeschrittenen, metastasierten Prostatakarzinomen jeweils zwei Gewebedots
entnommen werden. Von Patienten mit lokal begrenzten Prostatakarzinomen war
geplant je zwei Stanzen aus dem Tumorgewebe zu entnehmen und zusatzlich 4
Stanzen aus Gewebe angrenzend an den Tumor mit Entnahmeort nah am Tumor und

2 Stanzen mit Entnahmeort fern vom Tumor.
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Da jedoch bei einer ersten Sichtung der nun fertigen Objekttrager auffiel, dass sich
einige Stanzzylinder aus den Empfangerblocken geldst hatten und dass auf manchen
Arrays einige Gewebedots defekt waren, wurden Nachstanzen angefertigt um den

Ausfall dieser Dots fur die Auswertung zu reduzieren.

[1.10 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNGEN

[1.10.1 ALLGEMEINE INFORMATIONEN ZUR IMMUNHISTOCHEMIE

Durch die immunhistochemische Farbung kénnen gezielt bestimmte Proteine sichtbar
gemacht werden und dadurch Rickschlisse auf die Expression der dafir kodierenden
Gene geschlossen werden. Das Funktionsprinzip dahinter ist, dass durch eine
Antigen-Antikérperbindung bestimmte Epitope der Proteine, welche als Antigen
fungieren, durch bei der Farbung verwendete Antikorper markiert werden. Diese durch
die Antikdrper markierten Epitope kdnnen nun durch Nachweismethoden sichtbar
gemacht werden, wobei es hier je nach Art der immunhistochemischen Farbung

unterschiedliche Nachweismethoden gibt.

Bei den gangigsten Nachweismethoden wird ein Farbstoff appliziert, welcher erst
durch eine enzymatische Reaktion sichtbar gemacht werden muss. Es gibt hierbei
direkte und indirekte Nachweismethoden. Der Unterschied ist, dass bei der direkten
Nachweismethode das Enzym zum Sichtbarmachen des Farbstoffes direkt an den
Antikérper gekoppelt vorliegt und bei der indirekten Nachweismethode bindet ein
zweiter, enzymgekoppelter Antikorper an das Fc-Element des antigenbindenden
Antikorpers. Bei beiden Nachweismethoden wird jedoch mehr Farbstoff gebildet, je

mehr Antigen vorliegt, an das die Antikérper binden kdénnen.

[1.10.2 AVIDIN-BIOTIN-PEROXIDASE-KOMPLEX -METHODIK (ABC-METHODIK)
BEI DER PROTEINKINASE B (AKT)- UND INSULIN-REZEPTOR R-SUBUNIT-
FARBUNG

Die Farbungen zur Untersuchung des Expressionsverhaltens der Proteinkinase B (Akt)

und der Insulin-Rezeptor RB-subunit wurden beide mit dem Dako REAL™ Detection

System durchgefuhrt. Es handelt sich bei beiden Farbungen um indirekte

Nachweismethoden, welche mit der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Methodik

(ABC-Methode) funktionieren.
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Bei der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Methodik handelt es sich um eine einfache
und trotzdem sensitive Farbungsmethode mit der man Antigene in Formalin-fixiertem

Gewebe nachweisen kann. (Hsu et al., 1981b)

Avidin ist ein Glykoprotein, welches eine extrem grof3e Affinitdt zu dem Vitamin Biotin
hat. Bei der hier verwendeten Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Methodik kommen
sekundare Antikorper zum Einsatz, welche kovalent gebundene Biotinmolekule
tragen. Diese passen zum primaren Antikdrper, welcher das Zielantigen markiert.
Anschliel3end wird ein Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex hinzugegeben, welcher eine
ebenfalls kovalent an ein Biotinmolekil gebundene Peroxidase hat. An dieses
Biotinmolekul bindet das Avidin und tber dieses Avidin als Brickenmolekuil wird das
Biotin des Auvidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes an das Biotin des sekundaren
Antikorpers gebunden. (Hsu et al., 1981b, Hsu et al., 1981a)

Die eigentliche Farbung entsteht dann durch eine Peroxidasereaktion. Zu dieser
Reaktion wird zuséatzlich Wasserstoffperoxid, was durch die Peroxidase in Wasser
Sauerstoff umgewandelt wird, und ein Chromogen benétigt (in diesem Fall 3,3-
Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (DAB)), welches bei der Reaktion oxidiert wird und

damit braun farbt.

11.10.3 DURCHFUHRUNG DER FARBUNGEN

Fur diese Studie wurden folgende Antikdrper verwendet:

- Akt (pan) (40D4) Mausantikérper mAb #2920 von der Firma Cell Signaling
Technolog Inc. (Beverly, MA, USA). Laut Hersteller farbt dieser Antikorper alles
endogen vorhandene Akt an und kreuzreagiert nicht mit anderen verwandten
Proteinen.

- Insulin RB (H-70): sc-20739 von der Firma Santa Cruz Biotechnology Inc.
(Dallas, TX, USA). Dabei handelt es sich um einen polyklonalen Kaninchen-
Antikorper, welcher sich gegen die Aminoséduren 941-1010 der humanen

Insulinrezeptor B-subunit richtet.

Nachdem die Gewebeproben wie in Kapitel 11.9.1 Erstellung der Tissue Microarrays
beschrieben auf den Objekttragern fixiert wurden, mussten sie zunachst entparaffiniert
und rehydriert werden, da es ansonsten zur Verfalschung der Farbungen kommen

kann.
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Zur Entparaffinierung wurden die Praparate fur die beiden immunhistochemischen
Farbungen jeweils zunachst zur Abschmelzung des Paraffins fir 30 Minuten bei 58°C
in einen Warmeschrank (ED 35, WTB Binder/Tuttlingen) gelegt und anschlielRend
dreimal fur 10 Minuten mit dem Ldsungsmittel Xylol behandelt. Die darauffolgende
Rehydrierung wurde mit Hilfe einer Alkoholreihe mit absteigender Konzentration
durchgefuhrt. Hierzu wurden die Préparate zweimal fur jeweils 5 Minuten mit
100%igem Ethanol, anschlielRend zweimal fur jeweils 5 Minuten mit 96%igem Ethanol
und schlussendlich einmal fir 5 Minuten mit 70%igem Ethanol behandelt.
AnschlieBend wurden die Praparate noch fur 30 Minuten in 3%igem
Wasserstoffperoxid (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) inkubiert, da dies die
durch eine endogene Peroxidaseaktivitdt hervorgerufene Hintergrundfarbung
reduziert. Zum Abschluss wurde fir 5 Minuten eine Spilung mit einem aus 0,05M Tris
mit pH 7,6 und 0,15M NaCl sowie 0,1% Tween20 bestehenden TBST (TRIS buffered
Saline with Tween 20) durchgefuhrt.

Durch die Fixierung der Praparate kann es zu einer Antigenmaskierung kommen,
welche die immunhistochemische Farberaktion verfalschen kann. Deshalb sollte vor
der eigentlichen Farbung eine Demaskierung durchgefiihrt werden. Zum Demaskieren
wurden in diesem Fall die Praparate in einem Citratpuffer (10 mM, pH 6,0) gekocht.
Der Citratpuffer besteht aus Zitronensaure-Monohydrat und Natriumcitrat-Dihydrat.
Die damit behandelten Praparate wurden in einer Mikrowelle (Moulinex Micro Chef MO
500) bei 600 Watt fur zum Kochen gebracht. Dabei wurden die Praparate fir die
Proteinkinase B (Akt) Farbung fur 20 Minuten und die Praparate fur die Insulinrezeptor
[3-subunit Farbung fir 15 Minuten zum Kochen gebracht und anschlielend kihlten alle

Praparate und der Citratpuffer bei Raumtemperatur fir 30 Minuten ab.

Nach der Demaskierung wurden alle Praparate nochmal fir 3 mal 5 Minuten mit TBST
(TRIS buffered Saline with Tween 20) gesplilt.

AnschlieRend wurden fur beide Farbungen die Praparate fur 15 Minuten in einer
Avidin-Losung inkubiert und danach zweimal fir 5 Minuten mit TBST (TRIS buffered
Saline with Tween 20) gespdult. Im Weiteren wurden die Praparate fur 15 Minuten in
einer Biotin-L6ésung inkubiert und danach wieder fur zweimal 5 Minuten mit TBST
(TRIS buffered Saline with Tween 20) gespult. Zur Inbukation mit der Avidin- und
Biotin-L6sung wurde dabei der Avidin/Biotin Blocking-Kit (Vector Blocking-Kit SP-

2001, Vector Laboratories, Burlingame, USA) verwendet.
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Im nachsten Schritt wurden jeweils die primaren Antikdrper der entsprechenden
Farbung hinzugefiigt. Diese mussten zuvor jedoch mit Hilfe von Dako REAL™
Antibody Diluent der Fa. Agilent Technologies (Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland) in festgelegten Verhéltnissen verdinnt werden. Bei der Proteinkinase B
(Akt) Farbung war das Verdinnungsverhéltnis von dem Antikdrper zu dem
Verdiinnungsmedium (Dako REAL™ Antibody Diluent, Agilent Technologies) 1:1000,
bei der Insulinrezeptor-3-subunit-Farbung hingegen betrug das Verhaltnis 1:100. Die
Praparate wurden jeweils bei 4°C Gber Nacht mit den Antikérpern inkubiert.

Daraufhin wurden alle Praparate erneut dreimal fiir 5 Minuten mit TBST (TRIS buffered
Saline with Tween 20) gewaschen.

Als nachstes wurden die Praparate fur beide Farbungen fur jeweils 30 Minuten mit dem
sekundaren Antikdrper (Fertigreagenz aus Kit, Dako REAL™ Detection System,
Agilent Technologies) bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie3end wieder dreimal
fur 5 Minuten mit TBST (TRIS buffered Saline with Tween 20) gespililt.

Danach wurden alle Praparate fur 30 Minuten mit einem Streptavidin-Biotin-Komplex
(Fertigreagenz aus Kit) inkubiert und danach wieder dreimal fur 5 Minuten mit TBST

(TRIS buffered Saline with Tween 20) gewaschen.

Um nun die Farbereaktion einzuleiten, wurden die Praparate mit einem Farbesubstrat
aus 1000ul Substratpuffer und 20ul 3,3-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (DAB)
inkubiert. Die Praparate der Proteinkinase B (Akt) Farbung wurden hierbei fur 2
Minuten und die Praparate der Insulinrezeptor 3-subunit Farbung fir 7 Minuten
inkubiert. Im Anschluss mussten alle Praparate fir zweimal 5 Minuten mit destilliertem
Wasser gespllt werden, um die Farbereaktion zu stoppen. Diese Farbereaktion hat

eine Braunfarbung der mit Antikérpern markierten Anteile des Praparats zufolge.

Die anschlielende Gegenfarbung mit Hamatoxylin nach Mayer wurde bei der
Proteinkinase B (Akt) Farbung fur 30 Sekunden und bei der Insulinrezeptor 3-subunit
Farbung fur 20 Sekunden durchgefiihrt und danach wurden alle Préaparate fur 7
Minuten mit Leitungswasser gesplult, was zu einer Erh6hung des pH-Wertes fihrt. Die
Erhéhung des pH-Wertes bewirkt in diesem Zusammenhang eine stérkere

Blaufarbung.
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Zum Schluss musste nun eine Dehydratation aller Praparate durchgefuhrt werden.
Hierzu wurden sie erst zweimal fur je 3 Minuten mit 96%igem Alkohol, anschliel3end
zweimal fur je 5 Minuten mit 100%igem Alkohol und zum Schluss dreimal fur je 5
Minuten mit Xylol behandelt.

Zur Fixierung der Farbung wurden die Praparate abschlie3end noch mit Vecta-Mount
(Vector Laboratories) Eindeckmedium und einem Deckglas eingedeckt.

[1.11 AUSWERTUNG DES EXPRESSIONSVERHALTENS DER
IMMUNHISTOCHEMISCHEN FARBUNGEN

Bei der Auswertung der Farbeintensitaten wurden ausschlie3lich die Zellen des

Drusenepithels, mit der in der Einteilung vorgesehenen Gewebedignitat,

bertcksichtigt. Um diese besser beurteilen zu kbnnen, wurde vor der Auswertung eine

Einarbeitungsphase am Lichtmikroskop (Zeiss Universal, Carl Zeiss, Jena,

Deutschland) durchgefuhrt.

Die Auswertung aller auf dem Array befindlichen Dots bezlglich ihrer Farbeintensitat
erfolgte anhand digitaler Abbildungen der mit Hilfe eines Objekttrager-Scanner (Leica
Slide Scanner SCN400, Leica Biosystems GmbH, Nussloch, Deutschland)
eingescannten Préparate. Die digitalisierten Dots konnten mit Hilfe des frei erhaltlichen
Programms Aperio ImageScope (Leica Biosystems GmbH, Nussloch, Deutschland)
betrachtet werden. Mit Hilfe dieses Programmes konnten die Dots bis zu einer 200-
fachen Vergré3erung dargestellt werden. Um bei der Auswertung eine bestmdgliche
Vergleichbarkeit zu erzielen, wurde sie stets an dem gleichen Bildschirm durchgefihrt
und um die Genauigkeit der Auswertung zu verbessern wurde hierzu ein
Fernsehbildschirm (LG 49LJ515V, 49 Zoll, full HD) verwendet, da sich damit eine
bessere Bildqualitat erzielen lies und durch das groR3ere Bild die Auswertung leichter

fiel als an einem Computerbildschirm.

[1.11.1 ENTWICKLUNG EINES GEEIGNETEN SCORES FUR DIE AUSWERTUNG
DER FARBEINTENSITATEN

Es zeigte sich bei der Einarbeitungsphase, dass die Farbung der jeweiligen Dots nicht

homogen war, sondern dass mehrere Farbeintensitaten innerhalb eines Dots vorlagen.

Daher wurde ein semiquantitativer H-Score (Detre et al., 1995, Kitawaki et al., 1999,

Maygarden et al., 1994) entwickelt. Ein solcher H-Score erschien am sinnvollsten, da

bei den Farbungen der Proteinkinase B (Akt) und der Insulin-Rezeptor-3-subunit die
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Dots eine hohe Heterogenitat in ihrem Farbeverhalten zeigten (Maygarden et al.,
1994).

Es wurde nach der Einarbeitungsphase beschlossen, dass sowohl fur die
Proteinkinase B (Akt)-Farbung als auch fur die Insulin-Rezeptor-R3-subunit-Farbung
wie in den Abbildungen 8 und 9 ersichtlich funf Abstufungen der Farbeintensitaten
ausgewahlt werden. Diese ordneten sich von Stufe 0, was ungefarbten Drisenzellen
entsprach, tber leicht gefarbte (Stufe 1), mafig gefarbte (Stufe 2), stark gefarbte (Stufe

3) bis hin zu maximal gefarbten Drusenzellen, welche der Stufe 4 zugeordnet wurden.

Abbildung 8: Beispielhaft ausgewahlte Gewebedots mit jeweils einem eingezeichneten Bereich,
welcher darunter 15-fach vergréRert dargestellt ist. Die 15-fach vergrof3erten Ausschnitte sind in Form
einer Eichgerade mit den Farbeintensitaten 0-1V der Proteinkinase B (Akt) Farbung zusammengestellt.
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Abbildung 9: Beispielhaft ausgewahlte Gewebedots mit jeweils einem eingezeichneten Bereich,
welcher darunter 15-fach vergréRert dargestellt ist. Die 15-fach vergrof3erten Ausschnitte sind in Form
einer Eichgerade mit den Farbeintensititen O0-IV der Insulinrezeptor (-subunit Féarbung
zusammengestellt.

Bei der Auswertung anhand des beschriebenen H-Scores entsprach das gesamte
Drusenepithel innerhalb eines Dots 100% der bezuglich der Farbung auszuwertenden
Zellen. AuRerdem wurden bei Tumordots nur maligne veranderte Drusenzellen
bewertet und bei den angrenzenden Dots wurde darauf geachtet, dass sie nur
benignes Drisengewebe enthielten. Es wurde beschlossen, dass die
Farbeintensitaten in 5% Schritten den Farbestufen zugeordnet werden und so in die

Auswertung eingehen, um die Heterogenitat zu bertcksichtigen.

Um letztendlich einen Score-Wert zu erhalten, wurden die jeweiligen in einem Dot
gefundenen Farbestufen mit den Prozentzahlen multipliziert, mit denen sie in diesem

Dot aufgetreten waren und diese Werte addiert.

Beispiel: Finden sich in einem Dot 20% der Farbestufe 0, 20% der Farbestufe 1, 20%
der Farbestufe 2, 20% der Farbestufe 3, 20% der Farbestufe 4, errechnet der Score-

Wert folgendermaf3en (20x0)+(20x1)+(20x2)+(20x3)+(20x4) = 0+20+40+60+80 = 200.
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Daraus ergibt sich, dass der niedrigstmogliche Score-Wert 0 betragt (bei 100%
Farbestufe 0) und der hochstmogliche Score-Wert 400 betragt (bei 100%
Farbeintensitat 4).

[1.11.2 DURCHFUHRUNG DER AUSWERTUNG

Fur die Auswertung wurden nach Sichtung aller Dots des Arrays reprasentative
Bereiche ausgesucht, welche der entsprechenden Farbeintensitdt von 0-4
entsprachen. Von diesen Bereichen wurden aus dem Programm Aperio ImageScope
(Leica Biosystems GmbH, Nussloch, Deutschland) Bildschirmabgriffe gemacht um
diese als Referenzbilder fiir das weitere Mikroskopieren nutzen zu kénnen. Durch das
Mikroskopieren mit Hilfe der digitalisierten Préaparate war es maoglich die
Referenzbilder auf dem Bildschirm direkt neben den zu mikroskopierenden Bereichen
der jeweiligen Dots zu betrachten und somit einen optimalen Vergleich der

Farbeintensitat mit der Farbestufe zu erzielen.

Alle Dots wurden vorerst in zwei Durchlaufen jeweils einmal mikroskopiert und die
Ergebnisse, namlich der Farbe-Score sowie die maximal vorzufindende

Farbeintensitat, verblindet auf jeweils einer Arraymap dokumentiert.

AnschlieRend an diese zwei Auswertungsdurchlaufe wurden die Ergebnisse des
Farbe-Scores der jeweiligen Dots miteinander verglichen und um mogliche
Auswertungsfehler zu minimieren wurde vorab festgelegt, dass ein dritter
Auswertungsdurchlauf angeschlossen werden muss, falls eine zu grol3e Differenz
zwischen den Ergebnissen vorlag. Hierfir wurden Grenzwerte festgelegt, ab welchem
eine dritte Auswertungsrunde durchgefiihrt werden musste. Die Grenzwerte wurden
entsprechend dem vorliegenden Farbe-Score abgestuft, da bei niedrigen Farbe-Score
Ergebnissen eine kleinere Differenz relativ gesehen bereits einen groReren Einfluss
hat. Bei Farbe-Score Ergebnissen im Bereich von 0-100 wurde der Grenzwert auf 210
festgelegt, im Bereich von 101-200 auf 220, im Bereich von 201-300 auf 230 und im
Bereich 301-400 auf =35 festgelegt.

Ebenfalls wurde vorab festgelegt, wie mit den Ergebnissen verfahren werden soll,
wenn sie entweder oberhalb oder unterhalb des Grenzwertes lagen. Lagen die
Ergebnisse aus den ersten beiden Auswertungsrunden unterhalb des Grenzwertes,
wurde von diesen der Mittelwert gebildet und dieser Wert entsprach dann dem
endgdultigen in die Statistik eingehenden Wert fur diesen Dot. Lagen die Ergebnisse
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aus den beiden Auswertungsrunden oberhalb des Grenzwertes, folgte eine dritte
Auswertungsrunde und nun mussten die drei vorliegenden Ergebnisse genauer
betrachtet werden. War das Ergebnis aus der dritten Auswertungsrunde identisch mit
einem der Werte aus den ersten beiden Auswertungsrunden, wurde dieser Wert
verwendet. Entsprach das Ergebnis der dritten Auswertungsrunde genau dem
Mittelwert aus den ersten beiden Auswertungsrunden, wurde dieser Mittelwert
verwendet und wenn der Wert aus der dritten Auswertungsrunde einem der beiden
Werte aus den ersten beiden Auswertungsrunden ahnlicher war, wurde von diesen

beiden der Mittelwert verwendet und der Ausrei3er-Wert verworfen.

[1.11.3 WEITERVERARBEITUNG DER AUSWERTUNGSERGEBNISSE IN DER
DATENBANK

Die durch die Auswertung entstandenen Ergebnisse wurden nun in die Datenbank in

Form einer Excel-Tabelle eingetragen und somit schlussendlich den Patienten und den

entsprechenden Gewebegruppen (siehe Kapitel 11.6.4 Einteilung in Gewebegruppen)

wieder zugeordnet.

Wenn innerhalb einer Gewebegruppe bei einem Patienten mehrere Dots auswertbar
waren, wurden alle Ergebnisse einzeln eingetragen und von diesen zusatzlich noch
der Mittelwert gebildet und dieser ebenfalls in der Datenbank vermerkt. Aul3erdem
wurde die maximal gefundene Farbe-Intensitat aus dieser Gewebegruppe bei dem

entsprechenden Patienten eingetragen.

[1.12 STATISTIK

Die fur diese Arbeit verwendeten Daten wurden alle in Form einer Datenbank
gesammelt, welche mit Hilfe von Microsoft Excel 2016® erstellt wurde. Fur die
statistische Auswertung wurde das Programm JMP 13.0.0® (SAS Institute, Cary, North

Carolina, USA) verwendet.

Zur Untersuchung der Verteilungen der erhobenen Daten wurden die jeweiligen
Normal-Quantil Plots betrachtet sowie nachgeschaltet der Shapiro-Wilk Test (Shapiro

& Wilk, 1965) zur Prufung einer vorliegenden Normalverteilung ausgewertet.

Da die zugrunde liegenden Daten keine Normalverteilung aufwiesen, wurden stets
nichtparameterfreie statistische Tests angewendet. Zur Untersuchung auf lineare

Zusammenhange zwischen den stetigen Daten der Farbeintensititen wurde
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Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (Spearmans rho) (Spearman, 1904)
eingesetzt. Zur Testung signifikanter Unterschiedlichkeit gruppierter stetiger Daten
kam der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (Wilcoxon-Test) (Mann & Whitney, 1947) zum
Einsatz. Als nachgeschaltete Tests im Falle von mehr als zwei Gruppen wurde jeweils
der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test fur alle Paare durchgefuhrt.

Bei mehrfacher Testung wurde stehts das Signifikanzniveau nach Bonferroni korrigiert,
um einer Alphafehlerkumulierung entgegen zu wirken. (Bonferroni, 1936, Abdi, 2007)
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ERGEBNISSE

[11.1 EXPRESSIONSVERHALTEN DER INSULINREZEPTOR R-SUBUNIT

UND DER PROTEINKINASE B (AKT) IN DER IMMUNHISTOCHEMIE
Bezlglich der Expression zeigte sich bei der immunhistochemischen Farbung der
Insulinrezeptor 3-subunit sowie der Proteinkinase B (AKT) eine braunliche Farbung
des Zytoplasmas mit verschiedenstarker Intensitat. Die Auswertung wurde wie in
Kapitel 11.11 Auswertung des Expressionsverhaltens der immunhistochemischen
Farbungen beschrieben durchgefiihrt. Das Expressionsverhalten wurde bei hoher
Heterogenitat beziglicher der Farbungen innerhalb einzelner Dots anhand eines
Auswertungsscores (siehe Kapitel 11.11.1 Entwicklung eines geeigneten Scores fir die
Auswertung der Farbeintensitaten) analysiert, bei welchem Ergebnisse zwischen 0

und 400 moglich waren.

.1.1 EXPRESSION DER MARKER INSULINREZEPTOR R-SUBUNIT UND
DER PROTEINKINASE B (AKT) IM GESAMTKOLLEKTIV
Bei der Analyse aller ausgewerteten Dots ohne Bertcksichtigung ihrer

Gewebeherkunft zeigten sich bei den immunhistochemischen Farbungen die in

Tabelle 4 zusammengefassten Charakteristika.

Die Normal Quantilen Plots der Expressionsdaten legten bei der Farbung der
Proteinkinase B (Akt) keine Normalverteilung nahe, wahrend bei der Farbung der
Insulinrezeptor 3-subunit die Daten eine Normalverteilung annehmen liel3en. Der
Shapiro-Wilks W Test bestéatigte diese Vermutungen flr
(Akt):  W=0,984573; p=0,0311;
W=0,989144; p=0,1428). Zur weiteren Auswertung wurden aufgrund der nicht-

beide Farbungen

(Proteinkinase B Insulinrezeptor  3-subunit:
normalverteilten Expressionsdaten der Proteinkinase B (Akt) parameterfreie Tests

(Wilcoxon Test, Spearmans rho) verwendet.

Tabelle 4: Expressionscharakteristiken der immunhistochemischen Farbungen Proteinkinase B (Akt)
und Insulinrezeptor R-subunit im Gesamtkollektiv.

Proteinkinase B (Akt)

Insulinrezeptor 3-subunit

Mittelwert (Median)

204,60 (200)

144,95 (140)

Standardabweichung

88,86

58,28

Standardfehler

6,36

4,16

63



Obergrenze des 95% 217,15 153,16
Konfidenzintervalls

Untergrenze des 95% 192,05 136,74
Konfidenzintervalls
N 195 196
1.1.2 EXPRESSION IN NORMALGEWEBEN IM VERGLEICH ZU
TUMORGEWEBEN

Bei dieser Analyse wurden alle auswertbaren Dots als Normalgewebe
zusammengefasst, welche kein Prostatakarzinomgewebe enthielten. Als
Tumorgewebe wurden alle auswertbaren Dots zusammengefasst, welche
Prostatakarzinomgewebe enthielten. Welche Gewebegruppen in diesen Subgruppen
enthalten waren ist in Kapitel [1.6.5 Definierung von Subgruppen aus den
Gewebegruppen fur die statistische Auswertung ersichtlich.

I11.1.2.1 EXPRESSION DER PROTEINKINASE B (AKT) IN NORMALGEWEBEN IM VERGLEICH
ZU TUMORGEWEBEN

Bei der Auswertung des Expressionsverhaltens der immunhistochemischen Farbung
der Proteinkinase B (AKT) in Normalgeweben im Vergleich zu Tumorgeweben
ergaben sich die in Tabelle 5 aufgefiihrten Expressionseigenschaften. Es zeigte sich
ein signifikanter Unterschied in der Expression zwischen diesen beiden Gruppen mit
starkeren Expressionen in Tumorgeweben im Vergleich zu Normalgeweben
(Abbildung 10; p <,0001).
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Abbildung 10: Vergleich der Expression der Proteinkinase B (Akt) in den
Gruppen Normalgewebe und Tumorgewebe. Signifikanter p-Wert mit *

markiert.

Tabelle 5: Expressionscharakteristiken der Proteinkinase B (Akt) in Normalgeweben im Vergleich zu

Tumorgeweben.
Gruppe N Mittelwert | Std- Std-Fehler MW | Untere | Obere
) Abweichung 95% 95%

(Median)

Normalgewebe | 121 | 177,07 84,55 7,69 161,85 | 192,29
(175)

Tumorgewebe | 74 | 249,63 76,95 8,95 231,80 | 267,45
(263,1)
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I11.1.2.2 EXPRESSION DER INSULINREZEPTOR R-SUBUNIT IN NORMALGEWEBEN IM
VERGLEICH ZU TUMORGEWEBEN

Bei der Auswertung des Expressionsverhaltens der immunhistochemischen Farbung
der Insulinrezeptor R-subunit in Normalgeweben im Vergleich zu Tumorgeweben
ergaben sich die in Tabelle 6 aufgefihrten Expressionseigenschaften. Es zeigte sich
jedoch kein signifikanter Unterschied in der Expression zwischen diesen beiden
Gruppen (Abbildung 11; p=0,0696).
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Abbildung 11: Vergleich der Expression der Insulinrezeptor R-subunit
in den Gruppen Normalgewebe und Tumorgewebe. Signifikante p-
Werte mit * markiert.

Tabelle 6: Expressionscharakteristiken der Insulinrezeptor 3-subunit in Normalgeweben im Vergleich
zu Tumorgeweben.

Gruppe N Mittelwert | Std- Std-Fehler | Untere | Obere
) Abweichung | MW 95% 95%
(Median)
Normalgewebe | 119 | 138,06 58,99 541 127,35 | 148,77
(135)
Tumorgewebe | 77 | 155,60 55,90 6,37 142,92 | 168,29
(145)
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11.1.3 EXPRESSION IN NORMALGEWEBEN IM VERGLEICH ZU NICHT-
METASTASIERTEM TUMORGEWEBE UND ZU GEWEBE VON
FORTGESCHRITTENEN, METASTASIERTEN TUMOREN

Hier wurde die Expression der immunhistochemischen Farbungen in Normalgeweben

mit Gewebe aus nicht-metastasierten Prostatakarzinomen und mit Gewebe von

fortgeschrittenen, bereits metastasierten Prostatakarzinomen verglichen. Welche

Gewebegruppen in den hier betrachteten Subgruppen enthalten waren ist in Kapitel

[1.6.5 Definierung von Subgruppen aus den Gewebegruppen fir die statistische

Auswertung ersichtlich.

I11.1.3.1 EXPRESSION DER PROTEINKINASE B (AKT) IN NORMALGEWEBEN IM VERGLEICH ZU
NICHT-METASTASIERTEM TUMORGEWEBE UND ZU GEWEBE VON
FORTGESCHRITTENEN, METASTASIERTEN TUMOREN

Bei der Auswertung der Expression der immunhistochemischen Farbung der
Proteinkinase B (Akt) in Normalgeweben im Vergleich zu Gewebe aus nicht-
metastasierten Tumoren und zu Gewebe aus fortgeschrittenen, bereits metastasierten
Tumoren, zeigte sich, dass ein signifikanter Unterschied der Proteinkinase B (Akt)-
Expression zwischen den Gruppen vorlag (p<,0001). Die Auswertung des
Expressionsverhaltens der immunhistochemischen Farbung der Proteinkinase B (Akt)
in Normalgeweben im Vergleich zu Gewebe aus nicht-metastasierten Tumoren und zu
fortgeschrittenen, bereits metastasierten Tumoren ergab die in Tabelle 7 aufgeflhrten
Expressionseigenschaften. Die post-hoc Analyse (siehe Abbildung 12) zeigte in
Normalgeweben (Mittelwert 177,07) eine signifikant niedrigere Proteinkinase B (Akt)-
Expression im Vergleich zu Gewebe aus nicht-metastasierten Tumoren (Mittelwert
236,58; p=0,0001) und metastasiertem Tumorgewebe (Mittelwert 276,80; p<0,0001).
Bei einem Bonferroni-korrigierten Signifikanzniveau auf p=0,0166 konnte kein
signifikanter Unterschied der Farbung zwischen Gewebe aus nicht-metastasierten
Prostatakarzinomen und metastasiertem Tumorgewebe festgestellt werden
(p=0,0415), auch wenn die Daten trotzdem eine starkere Expression entlang der

Progression nahelegen.
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Abbildung 12: Vergleich der Expression der Proteinkinase B (Akt) in den Gruppen
Normalgewebe, nicht-metastasiertes Tumorgewebe und fortgeschrittenes, metastasiertes
Tumorgewebe. Bonferroni-korrigiertes Alphalevel fir drei Vergleiche auf p=0,0166.
Signifikante p-Werte mit * markiert.

Tabelle 7. Expressionscharakteristiken der Proteinkinase B (Akt) in Normalgeweben im Vergleich zu
nicht-metastasiertem Tumorgewebe zu fortgeschrittenem, metastasiertem Tumorgewebe.

Gruppe N Mittelwert Std- Std- Untere | Obere
. Abweichung Fehler 95% 95%

(Median) MW

Normalgewebe 121 177,07 84,55 7,69 161,85 | 192,29
(175)

Nicht- 50 236,58 80,28 11,35 213,77 | 259,40

metastasiertes (245,94)

Tumorgewebe

M1 Tumorgewebe | 24 276,80 62,64 12,79 250,35 | 303,25
(295)
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I11.1.3.2 EXPRESSION DER INSULINREZEPTOR R-SUBUNIT IN NORMALGEWEBEN IM
VERGLEICH ZU NICHT-METASTASIERTEM TUMORGEWEBE UND zU GEWEBE VON
FORTGESCHRITTENEN, METASTASIERTEN TUMOREN

Bei der Auswertung der Expression der immunhistochemischen Farbung der
Insulinrezeptor 3-subunit in Normalgeweben im Vergleich zu Gewebe aus nicht-
metastasierten Tumoren und zu Gewebe aus fortgeschrittenen, bereits metastasierten
Tumoren, zeigte sich, dass ein signifikanter Unterschied der Insulinrezeptor 3-subunit-
Expressionen zwischen diesen Gruppen vorlag (p= 0,0032). Die Auswertung des
Expressionsverhaltens der immunhistochemischen Farbung der Insulinrezeptor 3-
subunit in Normalgeweben im Vergleich zu Gewebe aus nicht-metastasierten Tumoren
und zu Gewebe aus fortgeschrittenen, bereits metastasierten Tumoren ergab die in
Tabelle 8 aufgefiihrten Expressionseigenschaften. Die post-hoc Analyse (siehe
Abbildung 13) zeigte in Normalgeweben (Mittelwert 138,06) eine signifikant niedrigere
Insulinrezeptor  RB-subunit-Expression im Vergleich zu nicht-metastasiertem
Tumorgewebe (Mittelwert 170,67; p= 0,0030). Ebenfalls signifikant unterschiedlich
zeigten sich die Expressionen in nicht-metastasierten Prostatakarzinomen und
metastasierten Prostatakarzinomen (Mittelwert 132; p= 0,0021) mit stéarkeren
Expressionen in Gewebe aus nicht-metastasiertem Tumorgewebe. Es konnte jedoch
kein signifikanter Unterschied der Expressionen im Vergleich von Normalgeweben zu
metastasiertem Tumorgewebe gezeigt werden (p= 0,5539). Bei der gesamten post-
hoc Analyse wurde ein Bonferroni-korrigiertes Signifikanzniveau auf p=0,0166

bericksichtigt.
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Abbildung 13: Vergleich der Expression der Insulinrezeptor R-subunit in den Gruppen
Normalgewebe, nicht-metastasiertes Tumorgewebe und fortgeschrittenes, metastasiertes
Tumorgewebe. Bonferroni-korrigiertes Alphalevel fir drei Vergleiche auf p=0,0166.
Signifikante p-Werte mit * markiert.

Tabelle 8: Expressionscharakteristiken der Insulinrezeptor 3-subunit in Normalgeweben im Vergleich
zu nicht-metastasiertem Tumorgewebe zu fortgeschrittenem, metastasiertem Tumorgewebe.

Gruppe N Mittelwert Std- Std- | Untere | Obere
. Abweichung | Fehler | 95% 95%

(Median) MW

Normalgewebe 119 138,06 58,99 541 | 127,35 | 148,77
(135)

Nicht- 47 170,67 57,91 8,45 | 153,67 | 187,67

metastasiertes (166,88)

Tumorgewebe

M1 Tumorgewebe | 30 132 43,86 8,01 | 115,62 | 148,38
(127,5)
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.1.4 EXPRESSION IN GEWEBE AUS FORTGESCHRITTENEN,
METASTASIERTEN PROSTATAKARZINOMEN VOR DEM HINTERGRUND
EINER EINTEILUNG IN HORMONSENSITIVE UND HORMONREFRAKTARE
PROSTATAKARZINOME

Bei dieser Analyse wurde untersucht, ob ein signifikanter Unterschied zwischen der

Expression der immunhistochemischen Farbungen in Gewebe von hormonsensitiven,

fortgeschrittenen, metastasierten Prostatakarzinomen und hormonrefraktaren,

fortgeschrittenen, metastasierten Prostatakarzinomen vorlag. Welche

Gewebegruppen in den hier betrachteten Subgruppen enthalten waren ist in Kapitel

11.6.5 Definierung von Subgruppen aus den Gewebegruppen fir die statistische

Auswertung ersichtlich.

I11.1.4.1 EXPRESSION DER PROTEINKINASE B (AKT) IN GEWEBE AUS HORMONSENSITIVEN,
FORTGESCHRITTENEN, METASTASIERTEN PROSTATAKARZINOMEN IM VERGLEICH
ZU DER EXPRESSION IN HORMONREFRAKTAREN, FORTGESCHRITTENEN,
METASTASIERTEN PROSTATAKARZINOMEN

Bei der Auswertung des Expressionsverhaltens der immunhistochemischen Féarbung
der Proteinkinase B (Akt) in hormonsensitiven, fortgeschrittenen, metastasierten
Prostatakarzinomen im Vergleich zu hormonrefraktaren, fortgeschrittenen,
metastasierten Prostatakarzinomen ergaben sich die in Tabelle 9 aufgeflihrten
Expressionscharakteristiken. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der
Proteinkinase (Akt) Expression zwischen diesen beiden Gruppen (Abbildung 14; p=
0,9287).
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Abbildung 14: Vergleich der Expression der Proteinkinase B (Akt) in den Gruppen
metastasierten Prostatakarzinomen und hormonrefraktaren,
metastasierten Prostatakarzinomen. Signifikanter p-Wert mit * markiert.

hormonsensitiven,

Da sich zwischen diesen beiden Gewebegruppen kein signifikanter Unterschied in der

Expression der Proteinkinase B (Akt) zeigte, wurden diese im Folgenden immer als

fortgeschrittene, metastasierte Prostatakarzinome zusammengefasst betrachtet.

Tabelle 9: Expressionscharakteristiken der Proteikinase B (Akt) in hormonsensitiven, metastasierten
Prostatakarzinomen im Vergleich zu hormonrefraktaren, metastasierten Prostatakarzinomen.

Prostatakarzinome

Gruppe N | Mittelwert | Std- Std-Fehler | Untere | Obere
) Abweichung | MW 95% 95%
(Median)
Hormonsensitive, 9 275,35 69,5 23,17 221,91 | 328,79
metastasierte (297,5)
Prostatakarzinome
Hormonrefraktare, | 15 277,7 60,7 15,67 244,07 | 311,27
metastasierte (292,5)
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111.1.4.2 EXPRESSION DER INSULINREZEPTOR 3-SUBUNIT IN GEWEBE AUS

HORMONSENSITIVEN, FORTGESCHRITTENEN, METASTASIERTEN
PROSTATAKARZINOMEN IM VERGLEICH ZU DER EXPRESSION IN
HORMONREFRAKTAREN, FORTGESCHRITTENEN, METASTASIERTEN

PROSTATAKARZINOMEN
Bei der Auswertung des Expressionsverhaltens der immunhistochemischen Farbung
der Insulinrezeptor 3-subunit in hormonsensitiven, metastasierten Prostatakarzinomen
im Vergleich zu hormonrefraktaren, metastasierten Prostatakarzinomen ergaben sich
die in Tabelle 10 aufgefihrten Expressionscharakteristiken. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied in der Expression zwischen diesen beiden Gruppen
(Abbildung 15; p= 0,7030).
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Abbildung 15: Vergleich der Expression der Insulinrezeptor (3-subunit in den

Gruppen hormonsensitiven, metastasierten Prostatakarzinomen und
hormonrefraktaren, metastasierten Prostatakarzinomen. Signifikante p-Werte mit *
markiert.

Da sich zwischen diesen beiden Gewebegruppen kein signifikanter Unterschied in der
Expression der Insulinrezeptor 3-subunit zeigte, wurden diese im Folgenden immer als

fortgeschrittene, metastasierte Prostatakarzinome zusammengefasst betrachtet.
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Tabelle 10: Expressionscharakteristiken der Insulinrezeptor [-subunit in hormonsensitiven,
metastasierten  Prostatakarzinomen im  Vergleich zu hormonrefraktaren, metastasierten
Prostatakarzinomen.

Gruppe N | Mittelwert | Std- Std-Fehler | Untere | Obere
) Abweichung | MW 95% 95%
(Median)
Hormonsensitive, 12 127,29 39,9 11,52 101,94 | 152,64
metastasierte (125)
Prostatakarzinome
Hormonrefraktare, | 18 135,14 47,2 11,12 111,68 | 158,60
metastasierte (131,25)

Prostatakarzinome

.1.5 EXPRESSION IN GEWEBE AUS TUMORFREIEN PROSTATEN IM
VERGLEICH ZU AN NICHT-METASTASIERTE PROSTATAKARZINOME
ANGRENZENDES, BENIGNES PROSTATAGEWEBE UND ZU
TUMORGEWEBEN

Bei der folgenden Analyse wurden die Expressionen der immunhistochemischen
Farbungen in histopathologisch gesichert tumorfreien Prostaten verglichen mit
tumorfreiem Gewebe mit einem Entnahmeort moglichst weit entfernt, sowie mit
Entnahmeort nah an einem nicht-metastasierten Prostatakarzinom und auf3erdem mit
Tumorgewebe aus nicht-metastasierten Prostatakarzinomen und mit Gewebe aus
fortgeschrittenen, metastasierten Prostatakarzinomen. Welche Gewebegruppen in
den hier betrachteten Subgruppen enthalten waren ist in Kapitel 11.6.5 Definierung von

Subgruppen aus den Gewebegruppen fir die statistische Auswertung ersichtlich.

I11.1.5.1 EXPRESSION DER PROTEINKINASE B (AKT) IN GEWEBE AUS TUMORFREIEN
PROSTATEN IM VERGLEICH ZU AN NICHT-METASTASIERTE PROSTATAKARZINOME
ANGRENZENDES, BENIGNES PROSTATAGEWEBE UND ZU TUMORGEWEBEN

Bei der Auswertung der Expression der immunhistochemischen Farbung der
Proteinkinase B (Akt) in Gewebe aus histopathologisch gesichert tumorfreien
Prostaten im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe aus Prostaten mit nicht-
metastasiertem Prostatakarzinom sowohl mit Entnahmeort fern vom Tumor als auch
nah am Tumor, zu Gewebe aus nicht-metastasierten Prostatakarzinomen und zu
Gewebe aus fortgeschrittenen, metastasierten Prostatakarzinomen ergaben sich die
in Tabelle 11 aufgefiihrten Expressionscharakteristiken. Es zeigte sich, dass ein
signifikanter Unterschied zwischen den Expressionen dieser Gruppen vorlag
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(p<,0001). Die post-hoc Analyse zeigte die in Tabelle 12 und Abbilung 16
zusammengefassten Unterschiede. So wies das Gewebe aus metastasiertem
Prostatakarzinomgewebe eine signifikant héhere Expression der Proteinkinase B (Akt)
als die benignen Gewebeproben aus tumorfreien und aus nicht-metastasierten
Prostatakarzinompraparaten auf (p<,0001). Ein streng signifikanter Unterschied zu
Gewebe aus nicht-metastasiertem Prostatakarzinom ergab sich nicht, wobei sich
dennoch ein Trend in den Mittelwerten der Expression vermuten liel3. Ferner zeigte
sich allerdings, dass das Gewebe aus nicht-metastasiertem Prostatakarzinomen eine
signifikant hohere Expression der Proteinkinase B (Akt) als das benigne Gewebe aus
den nicht-metastasierten Prostatakarzinompraparaten nah am Primartumor
(p=0,0014) und fern vom Primartumor (p=0,0006) aufwies. Der Unterschied zu
Gewebe aus tumorfreien Prostaten erwies sich nach Anpassung des Alphalevel als
nicht signifikant (p=0,0277), auch wenn hier ebenfalls ein Trend mit einer héheren
Expression in nicht-metastasiertem Prostatakarzinomgewebe vermutet werden kann.
Der Vergleich der Ubrigen Gruppen untereinander erbrachte keine signifikanten
Unterschiede. Das Alphalevel wurde mittels Bonferroni-Korrektur fiur multiples

Vergleichen auf p=0,005 angehoben.

Tabelle 11: Expressionscharakteristiken der Proteinkinase B (Akt) in Gewebe aus histopathologisch
gesichert tumorfreien Prostaten im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe mit Enthahmeort mdglichst fern
und nah vom Tumor bei nicht-metastasiertem Prostatakarzinom, zu Gewebe aus nicht-metastasierten
Prostatakarzinomen und zu fortgeschrittenen, metastasierten Prostatakarzinomen.

Gewebegruppen | N | Mittelwert | Std.-Abw. | Std.- 95% KI|95% KI
] Fehler unten oben
(Median) Mittelwert
tumorfreie 26 190,46 72,40 14,20 161,22 | 219,71
Prostaten (182,9)
fern vom PCA 45 173,32 76,36 11,38 150,38 | 196,26
(175)
nah am PCA 50 173,48 97,34 13,77 145,81 | 201,14
(161,96)
nicht- 50 236,58 80,28 11,35 213,77 | 259,40
metastasiertes
Tumorgewebe (245,9)
M1 24 276,80 62,64 12,79 250,35 | 303,25
Tumorgewebe
(295)
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Abbildung 16: Vergleich der Expression der Proteinkinase B (Akt) in den Gruppen Gewebe aus
histopathologisch gesichert tumorfreien Prostaten, tumorfreies Gewebe mit Entnahmeort méglichst fern
und nah vom Tumor bei nicht-metastasiertem Prostatakarzinom, zu Gewebe aus nicht-metastasierten
Prostatakarzinomen und fortgeschrittenen, metastasierten Prostatakarzinomen. Bonferroni-korrigiertes
Alphalevel fiir 10 Vergleiche auf p=0,005. Signifikante p-Werte mit * markiert.
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Tabelle 12: Vergleich des Expressionsverhaltens zwischen den in II1.1.5 definierten Gewebegruppen.
Alphalevel korrigiert auf p=0,005. Signifikante p-Werte mit * markiert.

tumorfreie | fern vom | nah am | nicht- M1
Prostaten | PCA PCA metastasiertes | Tumorgewebe
Tumorgewebe
tumorfreie p=0,4592 | p=0,3634 | p=0,0277 p=0,0001*
Prostaten
fern vom p=0,4592 p=0,7872 | p=0,0006* p<,0001*
PCA
nah am p=0,3634 | p=0,7872 p=0,0014* p<,0001*
PCA
nicht- p=0,0277 | p=0,0006* | p=0,0014* p=0,0415
metastasiertes
Tumorgewebe
M1 p=0,0001* | p<,0001* | p<,0001* | p=0,0415
Tumorgewebe

111.1.5.2 EXPRESSION DER INSULINREZEPTOR R-SUBUNIT IN GEWEBE AUS TUMORFREIEN
PROSTATEN IM VERGLEICH ZU AN NICHT-METASTASIERTE PROSTATAKARZINOME
ANGRENZENDES, BENIGNES PROSTATAGEWEBE UND ZU TUMORGEWEBEN

Bei der Auswertung der Expression der immunhistochemischen Farbung der
Insulinrezeptor R3-subunit in Gewebe aus histopathologisch gesichert tumorfreien
Prostaten im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe aus Prostaten mit nicht-
metastasiertem Prostatakarzinom mit Entnahmeort fern vom Tumor und nah am
Tumor, zu Gewebe aus nicht-metastasierten Prostatakarzinomen und zu Gewebe aus
fortgeschrittenen, metastasierten Prostatakarzinomen ergaben sich die in Tabelle 13
aufgeflihrten Expressionscharakteristiken. Es zeigte sich, dass ein signifikanter
Unterschied zwischen den Expressionen dieser Gruppen vorlag (p=0,0210). Die post-
hoc Analyse zeigte die in Tabelle 14 und Abbildung 17 zusammengefassten
Unterschiede. So lag die mittlere Expression der Insulinrezeptor [3-subunit in
metastasiertem Prostatakarzinomgewebe signifikant unter der Expression in nicht-
metastasiertem Prostatakarzinomgewebe (p=0,0021). Ferner schien die Expression
der Insulinrezeptor B-subunit in nicht-metastasiertem Prostatakarzinom héher als in
benignem Gewebe aus nicht-metastasierten Prostatakarzinompréaparaten nah am
Primartumor (p=0,0194), fern vom Primartumor (p=0,0090) und ebenso héher als in
Gewebe aus tumorfreien Prostaten (p=0,0411). Allerdings lag hier das

Signifikanzniveau fur alle Vergleiche oberhalb des Bonferroni-korrigierten Niveaus von
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p=0,005. Ein Trend in den Mittel- und Medianwerten liel3 sich dennoch erkennen.
Gewebe aus metastasiertem Primartumor zeigte im Vergleich zu allen drei benignen
Gewebegruppen keinen signifikanten Unterschied in der Expression der

Insulinrezeptor 3-subunit.

Tabelle 13: Expressionscharakteristiken der Insulinrezeptor 3-subunit in Gewebe aus histopathologisch
gesichert tumorfreien Prostaten im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe mit Entnahmeort mdglichst fern
und nah vom Tumor bei nicht-metastasiertem Prostatakarzinom, zu Gewebe aus nicht-metastasierten
Prostatakarzinomen und zu fortgeschrittenen, metastasierten Prostatakarzinomen.

Gewebegruppe | N | Mittelwert | Std.- | Std.-Fehler | 95% KI | 95% KI
) Abw. | Mittelwert unten oben
(Median)
tumorfreie 24 134,64 56,80 11,59 110,65 | 158,62
Prostaten (125)
fern vom PCA 47 140,07 54,88 8,00 123,96 | 156,18
(131,25)
nah am PCA 48 137,81 64,80 9,35 118,99 | 156,62
(139,69)
nicht- a7 170,67 57,91 8,45 153,67 | 187,67
metastasiertes (166,88)
Tumorgewebe
M1 30 132 43,86 8,01 115,62 | 148,38
Tumorgewebe (127,5)
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Abbildung 17: Vergleich der Expression der Insulinrezeptor 3-subunit in den Gruppen Gewebe aus
histopathologisch gesichert tumorfreien Prostaten, tumorfreies Gewebe mit Entnahmeort méglichst fern
und nah vom Tumor bei nicht-metastasiertem Prostatakarzinom, zu Gewebe aus nicht-metastasierten
Prostatakarzinomen und fortgeschrittenen, metastasierten Prostatakarzinomen. Bonferroni-korrigiertes
Alphalevel fur 10 Vergleiche auf p=0,005. Signifikante p-Werte mit * markiert.

Tabelle 14: Vergleich des Expressionsverhaltens zwischen den in 11l.1.5 definierten Gewebegruppen.
Alphalevel korrigiert auf p=0,005. Signifikante p-Werte mit * markiert.

tumorfreie | fern vom | nah am | nicht- M1
Prostaten | PCA PCA metastasiertes | Tumorgewebe
Tumorgewebe
tumorfreie p=0,8593 | p=0,8112 | p=0,0411 p=0,9861
Prostaten
fern vom p=0,8593 p=0,9436 | p=0,0090 p=0,5724
PCA
nah am p=0,8112 p=0,9436 p=0,0194 p=0,4785
PCA
nicht- p=0,0411 | p=0,0090 | p=0,0194 p=0,0021*
metastasiertes
Tumorgewebe
M1 p=0,9861 | p=0,5724 | p=0,4785 | p=0,0021*
Tumorgewebe
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111.1.6 EXPRESSION IN GEWEBE AUS TUMORFREIEN PROSTATEN IM
VERGLEICH ZU NICHT-METASTASIERTEM TUMORGEWEBE UND DARAN
ANGRENZENDEM, BENIGNEM PROSTATAGEWEBE IN ABHANGIGKEIT DER
ENTDIFFERENZIERUNG UND zU GEWEBE AUS METASTASIERTEN
PROSTATAKARZINOMEN

Im Folgenden wurde untersucht ob der histologische Grad der Entdifferenzierung der
Drusenzellen einen Einfluss auf die Expression der Parameter in den
immunhistochemischen Farbungen sowohl in Tumorgeweben, als auch in
angrenzenden Normalgeweben hatte. Hierzu wurden Gewebe aus histopathologisch
gesichert tumorfreien Prostaten im Vergleich zu tumorfreiem, an sowohl an nicht-
metastasierte low- als auch an high-Gleason Tumoren angrenzendes Gewebe, zu
Tumorgewebe aus nicht-metastasierten sowohl aus low- als auch aus high-Gleason-
Tumoren und zu fortgeschrittenen, metastasierten Prostatakarzinomen betrachtet.
Welche Gewebegruppen in den hier betrachteten Subgruppen enthalten waren ist in
Kapitel 11.6.5 Definierung von Subgruppen aus den Gewebegruppen fir die statistische

Auswertung ersichtlich.

[11.1.6.1 EXPRESSION DER PROTEINKINASE B (AKT) IN GEWEBE AUS TUMORFREIEN
PROSTATEN IM VERGLEICH ZU NICHT-METASTASIERTEM TUMORGEWEBE UND
DARAN ANGRENZENDEM, BENIGNEM PROSTATAGEWEBE IN ABHANGIGKEIT DER
ENTDIFFERENZIERUNG UND ZU GEWEBE AUS METASTASIERTEN
PROSTATAKARZINOMEN

Bei der Auswertung der Expression der immunhistochemischen Farbung der
Proteinkinase B (Akt) in Gewebe aus histopathologisch gesichert, tumorfreien
Prostaten im Vergleich zu tumorfreiem, an nicht-metastasierte low-Gleason Tumoren
angrenzendes Gewebe, zu tumorfreiem, an nicht-metastasierte high-Gleason
Tumoren angrenzendes Gewebe, zu Tumorgewebe aus nicht-metastasierten low-
Gleason-Tumoren, zu Tumorgewebe aus nicht-metastasierten high-Gleason-Tumoren
und zu fortgeschrittenen, metastasierten Prostatakarzinomen ergaben sich die in
Tabelle 15 aufgeflhrten Expressionscharakteristiken. Es zeigte sich, dass ein
signifikanter Unterschied zwischen den Expressionen dieser Gruppen vorlag
(p<,0001). Die post-hoc Analyse zeigte die in Tabelle 16 und Abbildung 18
zusammengefassten Unterschiede. Das Alphalevel wurde mittels Bonferroni-Korrektur
fur multiples Vergleichen auf p=0,0033 angehoben. Es zeigte sich, dass in
Gewebeproben aus metastasierten  Prostatakarzinomen signifikant mehr

Proteinkinase B (Akt) exprimiert wird, als in den an nicht-metastasierte low-Gleason-
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(p<,0001) und high-Gleason-Tumore (p=0,0002) angrenzende, benigne
Gewebeproben und als Gewebe aus tumorfreien Prostaten (p=0,0001). Zudem kann
eine starkere Expression als in low-Gleason Tumorgewebe angenommen werden,
auch wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit Uber dem korrigierten Alphalevel lag
(p=0,0042). Ein signifikanter Unterschied zur Expression in high-Gleason
Tumorgewebe konnte indes nicht nachgewiesen werden. Ein ahnlicher Verhalt zeigte
sich in Gewebe aus nicht-metastasierten high-Gleason Tumoren, auch wenn lediglich
fur an nicht-metastasierte low-Gleason-Tumore angrenzendes Gewebe eine
signifikant niedrigere Expression nachgewiesen werden konnte (p<,0001), schien dies
trotz Uberschreiten des Alphalevels ebenso fiir an nicht-metastasierte high-Gleason-
Tumore angrenzende Gewebe (p=0,0034) und fir Gewebe aus tumorfreien Prostaten
(p=0,0043) annehmbar. Weiterhin schien das an nicht-metastasierte low-Gleason
Tumore angrenzende Gewebe eine deutlich geringere mittlere Expression der
Proteinkinase B (Akt) als das nicht-metastasierte low-Gleason Tumorgewebe selbst
aufzuweisen, wobei auch dieser Unterschied nicht signifikant nach Alphalevelkorrektur
war (p=0,0092). Der Vergleich der Expression der Proteinkinase B (Akt) in an nicht-
metastasierte high-Gleason Tumore angrenzende Gewebeproben mit an nicht-
metastasierte low-Gleason Tumore angrenzende Gewebeproben zeigte einen
ahnlichen Trend in den Mittelwerten hin zu einer starkeren Expression in high-Gleason
Tumoren. Die Signifikanz lag hier jedoch deutlich tber korrigiertem Niveau (p=0,0523).

In den weiteren Gruppenvergleichen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

Tabelle 15: Expressionscharakteristiken der Proteinkinase B (Akt) in Gewebe aus histopathologisch
gesichert tumorfreien Prostaten im Vergleich zu tumorfreiem, an nicht-metastasierte low-Gleason
Tumoren, angrenzendes Gewebe, tumorfreiem, an nicht-metastasierte high-Gleason Tumoren
angrenzendes Gewebe, zu Tumorgewebe aus nicht-metastasierten low-Gleason Tumoren, zu
Tumorgewebe aus nicht-metastasierten high-Gleason Tumoren wund zu fortgeschrittenen,
metastasierten Prostatakarzinomen.

Gewebegruppe | N | Mittelwert | Std.- | Std.-Fehler | 95% Kl |95% KI
) Abw. | Mittelwert unten oben

(Median)

tumorfreie 26 190,46 72,40 14,20 161,22 219,71

Prostaten (182,9)

low-Gleason 53 156,53 86,16 11,83 132,78 180,28

angrenzend (160)

high-Gleason 42 194,69 85,64 13,21 168,01 221,38

angrenzend (188,75)
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low-Gleason 26 214,36 77,41 15,18 183,09 245,63
Tumor (212,5)
high-Gleason 24 260,66 77,81 15,88 227,80 293,52
Tumor (266,88)
M1 24 276,80 62,64 12,79 250,35 303,25
Tumorgewebe (295)
p <,0001*
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Abbildung 18: Vergleich der Expression der Proteinkinase B (Akt) in den Gruppen Gewebe aus
histopathologisch gesichert tumorfreien Prostaten,, tumorfreies, an nicht-metastasierte low-Gleason
Tumoren, angrenzendes Gewebe, tumorfreies, an nicht-metastasierte high-Gleason Tumoren
angrenzendes Gewebe, Tumorgewebe aus nicht-metastasierten low-Gleason Tumoren, Tumorgewebe
aus nicht-metastasierten  high-Gleason Tumoren und fortgeschrittenen, metastasierten
Prostatakarzinomen. Bonferroni-korrigiertes Alphalevel fur 15 Vergleiche auf p=0,0033. Signifikante p-
Werte mit * markiert.
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Tabelle 16: Vergleich des Expressionsverhaltens zwischen den in I1l.1.6 definierten Gewebegruppen.
Bonferroni-korrigiertes Alphalevel fur 15 Vergleiche auf p=0,0033. Signifikante p-Werte mit * markiert.

tumorfreie | low-Gleason | high- low- high- M1
Prostaten | angrenzend | Gleason Gleason Gleason | Tumorgewebe
angrenzend | Tumor Tumor
tumorfreie p=0,1058 p=0,9096 p=0,3273 p=0,0043 | p=0,0001*
Prostaten
low-Gleason p=0,1058 p=0,0523 p=0,0092 p<,0001* | p<,0001*
angrenzend
high-Gleason | p=0,9096 p=0,0523 p=0,4013 p=0,0034 | p=0,0002*
angrenzend
low-Gleason p=0,3273 p=0,0092 p=0,4013 p=0,0545 | p=0,0042
Tumor
high-Gleason | p=0,0043 p<,0001* p=0,0034 p=0,0545 p=0,5567
Tumor
M1 p=0,0001* | p<,0001* p=0,0002* p=0,0042 p=0,5567
Tumorgewebe

111.1.6.2 EXPRESSION DER INSULINREZEPTOR R-SUBUNIT IN GEWEBE AUS TUMORFREIEN
PROSTATEN IM VERGLEICH ZU NICHT-METASTASIERTEM TUMORGEWEBE UND
DARAN ANGRENZENDEM, BENIGNEM PROSTATAGEWEBE IN ABHANGIGKEIT DER
ENTDIFFERENZIERUNG UND ZU GEWEBE AUS METASTASIERTEN
PROSTATAKARZINOMEN

Bei der Auswertung der Expression der immunhistochemischen Farbung der
Insulinrezeptor RB-subunit in Gewebe aus histopathologisch gesichert, tumorfreien
Prostaten im Vergleich zu tumorfreiem, an nicht-metastasierte low-Gleason Tumoren
angrenzendes Gewebe, zu tumorfreiem, an nicht-metastasierte high-Gleason
Tumoren angrenzendes Gewebe, zu Tumorgewebe aus nicht-metastasierten low-
Gleason-Tumoren, zu Tumorgewebe aus nicht-metastasierten high-Gleason-Tumoren
und zu fortgeschrittenen, metastasierten Prostatakarzinomen ergaben sich die in
Tabelle 17 aufgeflhrten Expressionscharakteristiken. Es zeigte sich, dass ein
signifikanter Unterschied zwischen den Expressionen dieser Gruppen vorlag
(p=0,0241). Die post-hoc Analyse zeigte die in Tabelle 18 und Abbildung 19
zusammengefassten Unterschiede. Das Alphalevel wurde mittels Bonferroni-Korrektur
fur multiples Vergleichen auf p=0,0033 angehoben. Nach dieser Korrektur zeigten sich
streng genommen keine signifikanten Unterschiede der Expression der Insulinrezeptor
[3-subunit in den verglichenen Gewebegruppen. Dennoch muss erwahnt werden, dass
sich ein deutlicher Trend zu einer niedrigeren Expression der Insulinrezeptor 3-subunit
in Gewebe aus metastasierten Prostatakarzinomen im Vergleich zu Gewebe aus low-

Gleason Tumoren (p=0,0096) und aus high-Gleason Tumoren (p=0,0092) zeigt.
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Weiterhin zeigte der Trend, dass in an nicht-metastasierte low-Gleason Tumore
angrenzendes Gewebe eine niedrigere Expression der Insulinrezeptor 3-subunit als in
nicht-metastasiertem low-Gleason Tumorgewebe (p=0,0077) und als in nicht-
metastasiertem high-Gleason Tumorgewebe (p=0,0125), jedoch eine nahezu
identische mittlere Expression im Vergleich zu metastasiertem
Prostatakarzinomgewebe vorlag (131,63 vs. 132, p=0,7690).

Tabelle 17: Expressionscharakteristiken der Insulinrezeptor 3-subunit in Gewebe aus histopathologisch
gesichert tumorfreien Prostaten im Vergleich zu tumorfreiem, an nicht-metastasierte low-Gleason
Tumoren, angrenzendes Gewebe, tumorfreiem, an nicht-metastasierte high-Gleason Tumoren
angrenzendes Gewebe, zu Tumorgewebe aus nicht-metastasierten low-Gleason Tumoren, zu

Tumorgewebe aus nicht-metastasierten high-Gleason Tumoren wund zu fortgeschrittenen,
metastasierten Prostatakarzinomen.

Gewebegruppe | N | Mittelwert | Std.- | Std.-Fehler | 95% KI |95% KI
) Abw. | Mittelwert unten oben

(Median)

tumorfreie 24 134,64 56,80 11,59 110,65 158,62

Prostaten (125)

low-Gleason 52 131,63 49,60 6,88 117,82 145,44

angrenzend (131,16)

high-Gleason 43 147,75 69,77 10,64 126,28 169,23

angrenzend (150)

low-Gleason 26 173,03 60,48 11,86 148,60 197,46

Tumor (169,69)

high-Gleason 21 167,75 55,90 12,20 142,30 193,19

Tumor (157,5)

M1 30 132 43,86 8,01 115,62 148,38

Tumorgewebe (127,5)
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Abbildung 19: Vergleich der Expression der Insulinrezeptor 3-subunit in den Gruppen Gewebe aus
histopathologisch gesichert tumorfreien Prostaten,, tumorfreies, an nicht-metastasierte low-Gleason
Tumoren, angrenzendes Gewebe, tumorfreies, an nicht-metastasierte high-Gleason Tumoren
angrenzendes Gewebe, Tumorgewebe aus nicht-metastasierten low-Gleason Tumoren, Tumorgewebe
aus nicht-metastasierten  high-Gleason Tumoren und fortgeschrittenen, metastasierten
Prostatakarzinomen. Bonferroni-korrigiertes Alphalevel fiir 15 Vergleiche auf p=0,0033. Signifikante p-
Werte mit * markiert.

Tabelle 18: Vergleich des Expressionsverhaltens zwischen den in 111.1.6 definierten Gewebegruppen.
Bonferroni-korrigiertes Alphalevel fir 15 Vergleiche auf p=0,0033. Signifikante p-Werte mit * markiert.

tumorfreie | low- high- low- high- M1
Prostaten | Gleason Gleason Gleason | Gleason | Tumorgewebe
angrenzend | angrenzend | Tumor Tumor
tumorfreie p=0,8014 p=0,4401 p=0,0621 | p=0,1035 | p=0,9861
Prostaten
low-Gleason p=0,8014 p=0,2668 p=0,0077 | p=0,0125 | p=0,7690
angrenzend
high-Gleason | p=0,4401 p=0,2668 p=0,1456 | p=0,2269 | p=0,2995
angrenzend
low-Gleason p=0,0621 | p=0,0077 p=0,1456 p=0,9659 | p=0,0096
Tumor
high-Gleason | p=0,1035 | p=0,0125 p=0,2269 p=0,9659 p=0,0092
Tumor
M1 p=0,9861 | p=0,7690 p=0,2995 p=0,0096 | p=0,0092
Tumorgewebe
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[11.2 INDIVIDUELLER ZUSAMMENHANG DER EXPRESSION DER
PROTEINKINASE B (AKT) UND DER INSULINREZEPTOR R-
SUBUNIT

Zur Untersuchung eines individuellen Zusammenhangs zwischen der Expression

beider Proteine wurde Spearmans Rangkorrelationskoeffizient bestimmt. Hierbei

zeigte sich wie in Abbildung 20 ersichtlich ein signifikanter positiver linearer

Zusammenhang (Spearman p: 0,5428; p<,0001*). Dabei wurde die Dignitat der

Gewebeproben nicht berticksichtigt. Dieser Zusammenhang bestand auch weiterhin

bei der separaten Betrachtung von Normalgeweben (Spearman p: 0,5917; p<,0001%)

und Tumorgeweben (Spearman p: 0,3641; p=0,0018%).

400
350

300

Proteinkinase B (Akt) Expression

0 50 100 150 200 250 300 350
Insulinrezeptor R-subunit Expression

= [ineare Regression

Abbildung 20: Linearer Zusammenhang zwischen der Expression der Proteinkinase B (Akt) und der
Insulinrezeptor 3-subunit in allen untersuchten Geweben. Signifikante p-Werte mit * markiert.

86



Bei der separierten Betrachtung des linearen Zusammenhangs der Expressionen der
beiden Parameter Proteinkinase B (Akt) und Insulinrezeptor [3-subunit in
Normalgeweben, low-Gleason Tumorgeweben, high-Gleason Tumorgeweben und
Gewebe aus metastasierten Prostatakarzinomen zeigte sich ein signifikanter
Zusammenhang in Normalgeweben (Spearman p: 0,5917; p<,0001) und in Geweben
aus low-Gleason Tumoren (Spearman p: 0,6915; p<,0001), jedoch nicht mehr in
Geweben aus high-Gleason Tumoren (Spearman p: 0,3839; p=0,0858) und in
Geweben aus metastasierten Prostatakarzinomen (Spearman p: 0,3664; p=0,0782)
(siehe Abbildung 21).

Die der Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefuhrten linearen Regressionen sind in
Tabelle 19 zusammengefasst.
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Abbildung 21: Zusammenhang der Expression der Proteinkinase B (Akt) und der Insulinrezeptor R3-
subunit in Normalgeweben (A), low-Gleason Tumorgeweben (B), high-Gleason Tumorgeweben (C) und
Gewebe aus metastasierten Prostatakarzinomen (D). Bonferroni-korrigiertes Alphalevel fiir 4 Vergleiche
auf p=0,0125. Signifikante p-Werte mit * markiert.

87



Tabelle 19: Zusammenfassung der Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefiihrten linearen
Regressionen.

Gruppe Spearman p | p-Wert
alle 0,5428 <,0001*
Gewebeproben

Normalgewebe 0,5917 <,0001*
Tumorgewebe 0,3641 0,0018*

low-Gleason 0,6915 <,0001*
Tumorgewebe
high-Gleason 0,3839 0,0858
Tumorgewebe
M1- 0,3664 0,0782
Tumorgewebe
Diabetiker 0,4136 0,0320
nicht- 0,5261 <,0001*
Diabetiker

[11.3 EXPRESSIONSVERHALTEN DER INSULINREZEPTOR R-SUBUNIT
UND DER PROTEINKINASE B (AKT) BEI DIABETIKERN UND
NICHT-DIABETIKERN

111.3.1 INDIVIDUELLER ZUSAMMENHANG DER EXPRESSION DER
INSULINREZEPTOR R-SUBUNIT UND DER PROTEINKINASE B (AKT) BEI
DIABETIKERN UND NICHT-DIABETIKERN

Beim Vergleich des Zusammenhangs der Expressionen der Insulinrezeptor 3-subunit

und der Proteinkinase B (Akt) bei nicht-Diabetikern (Spearman p: 0,5261; p<,0001*)

zu Diabetikern (Spearman p: 0,4136; p=0,0320) konnte der positive lineare

Zusammenhang bei den Diabetikern nicht mehr gezeigt werden (Tabelle 19), wobei

hier die geringe Anzahl der Patienten mit Diabetes (n=17) bzw. deren

Gewebeprobenanzahl (n=29) bertcksichtigt werden muss und sich auch hier ein

mdoglicher Zusammenhang zwischen den beiden Expressionen zueinander annehmen

lasst. AuRerdem wurde das Alphaniveau nach Bonferroni auf p=0,025 bei doppelter

Testung angehoben.
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111.3.2 ABSOLUTE EXPRESSION DER INSULINREZEPTOR R-SUBUNIT UND
DER PROTEINKINASE B (AKT) BEI DIABETIKERN UND NICHT-
DIABETIKERN IN ALLEN GEWEBE UNABHANGIG VON DER DIGNITAT

Bei der Auswertung des Expressionsverhaltens der immunhistochemischen Farbung

der Proteinkinase B (AKT) bei Diabetikern im Vergleich zu Nicht-Diabetikern zeigte

sich fur alle Gewebe zusammengenommen ohne Unterteilung nach der Dignitat ein
signifikanter Unterschied in der Expression (Abbildung 22; p= 0,0073*) mit hoheren

Expressionen der Proteinkinase B (Akt) bei Diabetikern im Vergleich zu nicht-

Diabetikern.
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Abbildung 22: Vergleich der Expression der Protinkinase B (Akt) bei Diabetikern und nicht-Diabetikern.
Signifikanter p-Wert mit * markiert.

Bei der Auswertung des Expressionsverhaltens der immunhistochemischen Farbung
der Insulinrezeptor R-subunit bei Diabetikern im Vergleich zu nicht-Diabetikern zeigte
sich genauso ein signifikanter Unterschied in der Expression zwischen diesen beiden

Gruppen (Abbildung 23; p= 0,0004) auch mit starkeren Expressionen bei Diabetikern.
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Abbildung 23: Vergleich der Expression der Insulinrezeptor [-subunit bei Diabetikern und nicht-
Diabetikern. Signifikanter p-Wert mit * markiert.

[11.4 EXPRESSIONSVERHALTEN DER INSULINREZEPTOR R-SUBUNIT
UND DER PROTEINKINASE B (AKT) BEI DIABETIKERN UND
NICHT-DIABETIKERN IN NORMALGEWEBEN UND
TUMORGEWEBEN

Bei diesem Vergleich wurden die Expressionen der Proteinkinase B (Akt) und der

Insulinrezeptor 3-subunit einerseits vor dem Gesichtspunkt des Diabetesstatus und

andererseits der Gewebedignitat unterteilt betrachtet. Dabei wurden unter

Normalgewebe alle auswertbaren Dots zusammengefasst, welche von der Gruppe der

histopathologisch gesichert, tumorfreien Patienten und von angrenzendem Gewebe

der Patienten mit nicht-metastasiertem Prostatakarzinom stammen. Als Tumorgewebe
wurden alle auswertbaren Dots zusammengefasst, welche Prostatakarzinomgewebe

(nicht-metastasierte Prostatakarzinome, sowie fortgeschrittene, bereits metastasierte

Prostatakarzinome) enthalten. Daher ging der Diabetesstatus von Patienten mit nicht-

metastasierten Tumoren jeweils bei Normalgeweben als auch bei Tumorgeweben in

die Auswertung mit ein.
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Im Vergleich der Expression der Proteinkinase B (Akt) im Normalgewebe zwischen
Diabetikern und nicht-Diabetikern zeigt sich ein signifikanter Unterschied (p=0,0027)
mit sehr viel starkeren Expressionen bei Diabetikern, wahrend dieser im Tumorgewebe
nicht nachweisbar war (p=0,6612) (siehe Tabelle 20 und Abbildung 24). Hier muss die
geringe Anzahl von Diabetikern nach Aufteilung in Normalgewebe und Tumorgewebe
beriicksichtigt werden. So gab es lediglich n=17 auswertbare Normalgewebeproben
und lediglich n=11 auswertbare Tumorgewebeproben von Patienten mit Diabetes.
Dennoch liel3 sich anhand der Daten ein Trend vermuten, dass Diabetiker auch im
Tumorgewebe die Proteinkinase B (Akt) starker exprimieren, als nicht-Diabetiker.
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Abbildung 24: Vergleich der Expression der Proteinkinase B (Akt) in den Gruppen Normalgewebe und
Tumorgewebe bei Diabetikern und nicht-Diabetikern. Bonferroni-korrigiertes Alphalevel fiir zwei
Vergleiche auf p=0,025. Signifikante p-Werte mit * markiert.

Im Vergleich der Expression der Insulinrezeptor 3-subunit im Normalgewebe zwischen
Diabetikern und nicht-Diabetikern zeigt sich wieder ein signifikanter Unterschied
(p=0,0004) mit sehr viel starkerer Expression bei den Diabetikern, wahrend dieser im

Tumorgewebe nicht nachweisbar war (p=0,2645) (siehe Tabelle 20 und Abbildung 25).
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Hier muss wieder die geringe Anzahl von Diabetikern nach Aufteilung in
Normalgewebe und Tumorgewebe bertcksichtigt werden. So gab es lediglich n=16
auswertbare Normalgewebeproben und lediglich n=11 auswertbare
Tumorgewebeproben von Patienten mit Diabetes. Dennoch lie3 sich anhand der
Daten ein Trend vermuten, dass Diabetiker auch im Tumorgewebe die Insulinrezeptor

3-subunit starker exprimieren als nicht-Diabetiker.
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Abbildung 25: Vergleich der Expression der Insulinrezeptor 3-subunit in den Gruppen Normalgewebe
und Tumorgewebe bei Diabetikern und nicht-Diabetikern. Bonferroni-korrigiertes Alphalevel fir zwei
Vergleiche auf p=0,025. Signifikanter p-Wert mit * markiert.
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Tabelle 20: Vergleich des Expressionsverhaltens der Proteinkinase B (Akt) und der Insulinrezeptor 13-
subunit fir Gewebe von Diabetkern und nicht-Diabetikern. Bonferroni-korrigiertes Alphalevel fiir zwei
Vergleiche auf p=0,025. Signifikante p-Werte mit * markiert.

Nicht-Diabetiker Diabetiker p-Wert
Mittelwert Mittelwert
(Median) (Median)
Proteinkinase B | 168,0 232,7 0,0027*
(Akt)
Normalgewebe (164,4) (237,5)
Insulinrezeptor 3-| 131,6 181,4 0,0004*
subunit
Normalgewebe (127.5) (189,4)
Proteinkinase B | 247,2 265,6 0,6612
(Akt)
Tumorgewebe (261,3) (268.8)
Insulinrezeptor 3- | 153,3 165,7 0,2645
subunit
Tumorgewebe (140,6) (157,5)

Der Vergleich der Proteinexpressionen zwischen Normalgeweben und
Tumorgeweben in den Subgruppen Diabetiker und nicht-Diabetiker (siehe
Abbildungen 24 und 25 und Tabelle 21) ergab eine signifikant starkere Expression der
Proteinkinase B (Akt) im Tumorgewebe von nicht-Diabetikern (p<,0001*). Dies konnte
bei Diabetikern nicht beobachtet werden, hier scheint das Expressionsniveau der
Proteinkinase B (Akt) in Tumorgeweben eher auf dem des Normalgewebes zu liegen,
mit leicht starkeren Expressionen im Tumorgewebe. Im Vergleich dazu scheint die
Expression der Insulinrezeptor 3-subunit bei nicht-Diabetikern in Normalgeweben und
Tumorgeweben nach Bonferroni-Korrektur auf p=0,025 nicht signifikant
unterschiedlich zu sein, auch wenn sich ein Trend vermuten lasst mit leicht hoheren
Expressionen im Tumorgewebe (p=0,0373). Bei Diabetikern zeigten sich zwar keine
signifikanten Unterschiede in der Expression beider Marker zwischen Normalgeweben
und Tumorgeweben, die Betrachtung der mittleren Expressionen (Abbildungen 24 und
25) lassen allerdings eine etwas starkere Expression der Proteinkinase B (Akt) in
Tumorgeweben und interessanterweise eine deutliche Reduktion der Expression der
Insulinrezeptor R-subunit aufgrund einer sehr hohen Expression in den
Normalgeweben vermuten. Hier ist erneut auf die geringe GroRe der Gruppe

hinzuweisen.
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Tabelle 21: Vergleich des Expressionsverhaltens der Proteinkinase B (Akt) und der Insulinrezeptor 13-
subunit fir Normalgewebe und Tumorgewebe von Diabetikern und nicht-Diabetikern. Bonferroni-
korrigiertes Alphalevel fiir zwei Vergleiche auf p=0,025. Signifikante p-Werte mit * markiert.

Normalgewebe Tumorgewebe p-Wert
Mittelwert Mittelwert
(Median) (Median)
Proteinkinase B | 168,0 247,2 <,0001*
(Akt) bei nicht-
Diabetikern (164,4) (261,3)
Insulinrezeptor 3- | 131,6 153,3 0,0373
subunit bei nicht-
Diabetikern (127,5) (140,6)
Proteinkinase B|232,7 265,6 0,1383
(Akt) bei
Diabetikern (237,5) (268,8)
Insulinrezeptor (3-|181,4 165,7 0,1746
subunit bei
Diabetikern (189,4) (157,5)
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V. DISKUSSION

V.1 WESEN DER ARBEIT UND SYNOPSIS

Sowohl die Proteinkinase B (Akt) als auch die Insulinrezeptor 3-subunit sind wichtige
Schaltstellen in ihren jeweiligen Signalwegen, né&mlich dem PI3K/Akt- und dem
Insulinsignalweg. Diese beiden Stoffwechselwege und insbesondere ihre Rolle fur die
Tumorgenese und Tumorprogression sind bereits seit langerem Gegenstand der
Forschung. AufRerdem wird vermutet, dass diese beiden Stoffwechselwege
regulatorisch miteinander in Verbindung stehen.

Einen Beitrag zum Verstandnis der Rolle des Insulinsignalweges als Aktivator des
onkologisch relevanten PI3K/Akt-Signalweges (Bevan, 2001, Lizcano & Alessi, 2002)
leisten zu kdénnen und das insbesondere im Hinblick auf die verschiedenen Stadien
der Progression des Prostatakarzinoms ist daher ein wichtiger Schwerpunkt dieser
Arbeit.

Ob und inwiefern der Diabetesstatus einen modulierenden Einfluss auf diese
Zusammenhange nehmen kann, ist noch nicht ausreichend geklart und auch Thema
dieser Arbeit gewesen. Bekannt ist, dass Diabetes einen grof3en Einfluss auf die
Entstehung und Progression bestimmter Malignome haben kann und dass das
Prostatakarzinom als einziger Tumor, welcher bei Vorliegen eines Diabetes seltener
auftritt, hierbei eine Sonderrolle einnimmt (Lutz et al., 2018b). Wodurch dies und die
aggressiveren Verlaufe der Prostatakarzinome bei zusatzlichem Vorliegen eines
Diabetes zustande kommen, ist noch nicht véllig verstanden. Es ist denkbar, dass
gerade die beiden hier besprochenen Signalwege hierzu beitragen. Die hier
vorliegende Arbeit soll einen Teil zur Aufklarung dieser Fragen beitragen, indem die
Interaktion der beiden Parameter in verschiedenen Gruppen verglichen und soweit

mdoglich der Einfluss eines vorliegenden Diabetes gepruft wird.

Weiterhin stellte sich fur die vorliegende Arbeit vor allem die Frage, ob die beiden
untersuchten Parameter Proteinkinase B (Akt) und Insulinrezeptor [3-subunit als
Progressionsparameter dienen kénnen, um die Aggressivitat der Prostatakarzinome
besser abschatzen zu konnen. Aul3erdem ware es winschenswert durch weitere

Aufklarung dieser Zusammenhéange neue Hypothesen Uber Therapiestrategien und
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Therapieziele aufstellen zu kdnnen und dies maoglicherweise insbesondere unter

Berucksichtigung des Diabetesstatus als Einflussfaktor.

Ein weiterer Bestandteil dieser Arbeit war es zu untersuchen, wie sich an
Prostatakarzinome angrenzendes Gewebe biologisch in Bezug auf die Parameter
Proteinkinase B (Akt) und Insulinrezeptor 3-subunit verhalt. Damit wurde versucht
mehr Uber das Wachstumsverhalten und die fir die Progression wichtige

Tumorausbreitung von Prostatakarzinomen zu erfahren.

Zu diesem Zweck wurden mittels Immunhistochemie und der Microarray-Technik die
Expressionen der beiden Parameter (Proteinkinase B (Akt) und Insulinrezeptor 3-
subunit) anhand von Prostatagewebeproben im Sinne einer Progressionsreihe, und
an nicht-metastasierte Prostatakarzinome angrenzendes Gewebe von 111 Patienten

analysiert und mit klinischen Daten korreliert.

V.2 ONKOLOGISCHE RELEVANZ DER PARAMETER PROTEINKINASE
B (AKT) UND INSULINREZEPTOR R-SUBUNIT

IV.2.1 DIE PROTEINKINASE B (AKT) UND DIE INSULINREZEPTOR R-SUBUNIT
ALS PARAMETER FUR DIE MALIGNITAT DES PROSTATAKARZINOMS
Bei dem fur diese Arbeit durchgefiihrten Vergleich der Proteinkinase B (Akt)-
Expression zwischen benignem und malignem Gewebe zeigten sich signifikant hohere
Expressionen im Tumorgewebe (p <,0001). Auch in der Arbeit von Jendrossek et al.
aus dem Jahr 2008 zeigten sich anhand von immunhistochemischen Untersuchungen
hohere Expressionen der Proteinkinase B (Akt) in malignem Gewebe im Vergleich zu
benignem Gewebe bei Prostatakarzinomen. Das benigne Gewebe der Arbeit von
Jendrossek et al. stammte jedoch ausschlieRlich von histologisch unauffalligem
Gewebe aus radikalen Prostatektomien bei Vorliegen eines Prostatakarzinoms. In der
vorliegenden Arbeit wurden aulRerdem benigne Gewebeproben von tumorfreien
Prostaten eingeschlossen. AulRerdem fanden Jendrossek und Kollegen bei ihren
Untersuchungen einen erhéhten Anteil an phosphorylierter Proteinkinase B (Akt).
(Jendrossek et al., 2008) Das zeigt, dass in Prostatakarzinomgewebe einerseits, wie
auch in der vorliegenden Arbeit, die Expression der Proteinkinase B (Akt) erhéht zu
sein scheint und andererseits eine erhéhte Aktivitat des PI3K/Akt-Signalweges durch
eine vermehrte Phosphorylierung der Proteinkinase B (Akt) stattzufinden scheint. Es
gibt viele Arbeiten wie die von Thomas et al. aus dem Jahr 2004 und Merseburger et
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al. aus dem Jahr 2006, welche die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges uber die
Phosphorylierung der Proteinkinase B (Akt) in Prostatakarzinomgewebe beschreiben.
Dabei spielt insbesondere eine vermehrte Aktivierung der Proteinkinase B (Akt) durch
einen Verlust des Phosphatase und Tensin homologue (PTEN) Tumorsupressorgens,
dessen transkribierte Proteine als Phosphatasen den Anteil an phosphorylierter
Proteinkinase B (Akt) verringern, eine bedeutende Rolle. (Thomas et al., 2004,
Merseburger et al., 2006b) Diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese Uber eine
proonkogene Wirkung des PI3K/Akt-Signalweges und uber die Bedeutung der
Proteinkinase B (Akt) als wichtiger Parameter fur die Malignitdt bei

Prostatakarzinomen.

Einzig in einer Arbeit von Waalkes et al. von 2010, bei der Prostatagewebe aus
Feinnadelbiospien untersucht wurde, fanden sich erniedrigte Proteinkinase B (Akt)
Expressionen in malignem Gewebe im Vergleich zu benignem Gewebe. Das Gewebe
stammte hierbei jedoch ausnahmslos aus Prostaten, welche ein Prostatakarzinom
enthielten und es wurden nur 42 Gewebeproben insgesamt untersucht. (Waalkes et
al., 2010)

Fur die Expression der Insulinrezeptor R-subunit vor dem Hintergrund der Malignitat
des Prostatakarzinoms liegen bisher kaum Daten vor. Das liegt vermutlich
insbesondere daran, dass die Insulinrezeptor R-subunit als Teil des
Insulinstoffwechsels zwar eine wichtige Rolle in der Tumorgenese und
Tumorprogression spielt, diese jedoch eher indirekt Uber die Aktivierung
nachgeschalteter Signalwege einnimmt. Denn die (-subunit ist mit ihrer
Tyrosinkinaseaktivitat der biologisch aktive Teil der Insulinrezeptoren, sie reguliert
dadurch die ihr nachgeschalteten Signalwege und hat insofern vorrangig eine wichtige
regulatorische Funktion (Youngren, 2007, Haeusler et al., 2018). Diese Rolle ist
selbstverstandlich immens wichtig fir die Pathogenese maligner Erkrankungen wie
dem Prostatakarzinom, jedoch weniger vor dem Hintergrund der Betrachtung der

Insulinrezeptor B-subunit als direktem Parameter fur die Malignitat.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten bei der Analyse der Expression der
Insulinrezeptor 3-subunit keinen signifikanten Unterschied zwischen malignem und
benignem Gewebe (p=0,0696) ohne Einteilung der Gewebeproben in Subgruppen.

Diese Ergebnisse suggerieren daher, dass die 3-subunit des Insulinrezeptors nicht
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sinnvoll eingesetzt werden kann, um die Malignitat von Prostatagewebe

einzuschatzen.

Fur die Fragestellung des direkten Einflusses des Insulinrezeptors auf die
Tumorgenese und Progression spielt die Differenzierung in die Isoformen A und B eine
bedeutendere Rolle. Dies erklart sich durch die bei der Isoform A, zusatzlich zum
Insulin vorhandene hohe Affinitat zum Insulin-like growth Faktor-11 (IGF-II) wodurch sie
dessen Wirkung als Wachstumshormon utbermittelt (Belfiore et al., 2009). Analysen
Uber das Verhaltnis der Isoform A zur Isoform B in malignem Gewebe im Vergleich zu
benignem Gewebe wurden bereits fir verschiedene Malignomarten durchgefihrt.
Auch fir das Prostatakarzinom gibt es Untersuchungen zu dieser Thematik. Die Daten
deuten darauf hin, dass sich die proonkogenen Effekte den der Insulinstoffwechsel auf
Prostatagewebe zu haben scheint, vermutlich insbesondere durch ein erhéhtes
Verhaltnis der Expression der Isoform A des Insulinrezeptors erklart und nicht durch

eine Steigerung der Insulinrezeptoren im gesamten. (Heni et al., 2012)

Mit Hilfe der konventionellen Immunhistochemie lasst sich jedoch zumindest bisher
keine Unterscheidung in die Isoformen A und B des Insulinrezeptors durchfiihren. Eine
Arbeit von Cox et al. von 2009 untersuchte unter anderem auch mittels
Immunhistochemie an einem Tissue Microarray die Expression der R3-subunit des
Insulinrezeptors in  Prostatakarzinomgewebe im Vergleich zu benignem
Prostatagewebe und fand dabei eine signifikant hohere Expression in malignem
Gewebe (p<0,001). (Cox et al., 2009) Diese Ergebnisse konnte die vorliegende Arbeit
bei der Analyse und dem Vergleich aller benignen mit malignen Gewebeproben ohne

weitere Unterteilung nicht bestatigen.

IV.2.2 DIE PROTEINKINASE B (AKT) ALS PROGRESSIONSPARAMETER DES
PROSTATAKARZINOMS

Es gibt bereits ausfihrliche Arbeiten, welche die begunstigende Rolle der

Proteinkinase B (Akt) sowie ihres Signalweges auf die Tumorgenese und die

Tumorprogression beschreiben.

Daher stellte sich die Frage, ob die Stéarke der Expression der Proteinkinase B (Akt)
analog zur hier untersuchten Progressionsreihe von Prostatagewebe verlauft und
damit die Proteinkinase B (Akt) einen Parameter fur die Progression von

Prostatakarzinomen darstellt.
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Die vorliegenden Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass die Proteinkinase B
(Akt) als Progressionsparameter geeignet sein kann. So zeigte sich bei der
Unterteilung in Normalgewebe, Gewebe aus nicht-metastasierten Prostatakarzinomen
und Gewebe aus metastasierten Prostatakarzinomen ein Anstieg der Expression der
Proteinkinase B (Akt) analog zur Progressionsreihe. Die Expression stieg von
Normalgewebe zu nicht-metastasiertem Prostatakarzinomgewebe signifikant (p
<,0001) und weiter zu metastasiertem Prostatakarzinomgewebe an, wobei dieser
Anstieg von nicht-metastasiertem zu metastasiertem Prostatakarzinomgewebe bei
Bonferroni-korrigiertem  Signifikanzniveau auf p=0,0166 nicht signifikant war
(p=0,0415). Dennoch war auch hier der Trend zum Expressionsanstieg analog zur
Progressionsreihe deutlich erkennbar. Selbst bei der nochmaligen Unterteilung dieser
Gruppen in Gewebe aus tumorfreien Prostaten, Gewebe angrenzend an nicht-
metastasierte low-Gleason Tumoren und an high-Gleason Tumoren, Gewebe aus
nicht-metastasierten low-Gleason Tumoren und high-Gleason Tumoren und Gewebe
aus metastasierten Tumoren war dieser Trend zu hoheren Expressionen bei
héhermalignem Gewebe weiterhin erkennbar, wenn auch bei einem Bonferroni-
korrigiertem Alphalevel fir 15 Vergleiche auf p=0,0033 nicht signifikant fur jeden der

Vergleiche.

Auch Jendrossek et al. konnten an einem Kollektiv von 45 Patienten, welche alle an
nicht-metastasierten  Prostatakarzinomen erkrankt waren und radikalen
Prostatektomien unterzogen wurden einen Zusammenhang der Expression der
Proteinkinase B (Akt) mit der Progression von Prostatakarzinomen aufzeigen. In dieser
Arbeit wurden die Expressionen der Proteinkinase B (Akt) und ihrer phosphorylierten
Form (p-Akt) untersucht. Zu diesem Zweck wurden wie in der hier vorliegenden Arbeit
immunhistochemische Untersuchungen durchgefiihrt. Die Daten dieser Arbeit zeigen,
dass Expressionen der Proteinkinase B (Akt) in benignem Gewebe seltener erhoht
sind als in malignem Gewebe und in Gewebe von Patienten mit niedrigermalignen
Prostatakarzinomen seltener als in Gewebe von Patienten mit hoheren Gleason
Scores. Es muss bei der Betrachtung dieser Ergebnisse jedoch auf die niedrige in das

Kollektiv eingeschlossene Patientenzahl von n=45 hingewiesen werden.

Die Autoren bekraftigen also die in der vorliegenden Arbeit aufgestellte Hypothese
einer Steigerung der Expression der Proteinkinase B (Akt) analog zur Progression.

AulR3erdem zeigte sich eine signifikante Erh6hung der phosphorylierten Form der
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Proteinkinase B (Akt) in Geweben von Patienten mit Gleason Scores =6 im Vergleich
zu Geweben von Patienten mit Gleason Scores 4-5 (p<0,001). Durch die teilweise
stattgehabte Follow-up Erhebung war es moglich festzustellen, dass eine Erhdhung
der Expression der phosphorylierten Form der Proteinkinase B (Akt) auch analog zur
klinischen Progression verlief. (Jendrossek et al., 2008)

Damit zeigen diese Daten, dass sich nicht nur die Expression der Proteinkinase B (Akt)
selbst analog zur Progression von Prostatakarzinomen zu erhéhen scheint, sondern
auch eine Steigerung der Phosphorylierung und damit der Aktivierung der
Proteinkinase B (Akt) analog zur Progression erfolgt.

Insbesondere die Bedeutung der Proteinkinase B (Akt) und ihres Signalweges fur die
bei der Metastasierung stattfindenden biologischen Prozesse ist von immenser
Wichtigkeit fur die Progression von Prostatakarzinomen. Diese Fragestellung gewinnt
insbesondere dadurch an Relevanz, dass Prostatakarzinome im metastasierten
Stadium im Gegensatz zu nicht-metastasierten Prostatakarzinomen bisher als nicht
heilbar gelten (Deutsche Krebsgesellschaft e.V., 2016). Die Tatsache, dass in der
vorliegenden Arbeit die Expressionen der Proteinkinase B (Akt) analog zur
Progression anstiegen und die starksten Expressionen in Gewebe von metastasierten
Prostatakarzinomen festgestellt wurden, unterstiitzt die Annahme, dass dieser
Signalweg eine zentrale Rolle fur die in metastasiertem Gewebe stattfindenden

biologischen Prozesse spielt.

Fur ein tiefergreifendes Verstandnis dieser Prozesse wéren genauere Untersuchen
des gesamten PI3K/Akt-Signalweges einschlief3lich aller Isoformen der Proteinkinase
B (Akt) und der zugehoérigen durch sie regulierten Proteine winschenswert, welche

einen Einfluss auf die Progression von Malignomen haben kénnen.

IV.2.2.1 DIE ROLLE DER PROTEINKINASE B (AKT) FUR DIE KASTRATIONSRESISTENZ VON
PROSTATAKARZINOMEN

Da der PI3K/Akt-Signalweg eine wichtige Rolle fiir den Ubergang des
Prostatakarzinoms in seine kastrationsresistente Form zu spielen scheint (Graff, 2002,
Bonaccorsi et al., 2004, Merseburger et al., 2006b), stellte sich die Frage, ob es einen
Unterschied in der Expression der Proteinkinase B (Akt) zwischen Gewebe aus

hormonsensitiven und hormonrefraktaren Prostatakarzinomen gibt.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten keine Unterschiede in der Expression
der Proteinkinase B (Akt) zwischen hormonsensitiven und hormonrefraktaren
Prostatakarzinomen zeigen. Damit sind Hinweise gegeben, dass der Ubergang zur
Kastrationsresistenz nicht mit einer Veranderung in der Pathophysiologie des
Proteinkinase B (Akt) Signalweges verbunden ist. Zu einer stichhaltigeren Aussage
hierzu mussten jedoch weitere Parameter des Signalweges untersucht werden. Die
Veranderungen im Sinne der hoheren Expression der Proteinkinase B (Akt) sind
bereits im hormonsensiblen Stadium zu detektieren. Die Tatsache, dass in dieser
Arbeit gezeigt werden konnte, dass Gewebe aus metastasierten Prostatakarzinomen
allgemein die starksten Expressionen der Proteinkinase B (Akt) aufweisen, konnte
dafir sprechen, dass wenn in Zukunft fur diese Phase der Erkrankung eine
zielgerichtete Therapie mit Zielen im PI3K/Akt-Signalweg (Sarker et al., 2009)
entwickelt werden konnte, diese nicht erst am Ubergang zum hormonrefraktéaren
Stadium sondern bereits im Hormonsensiblen eingesetzt werden sollte. Allerdings wird

dieser Sachverhalt kontrovers diskutiert (s.u.).

AulRerdem konnten Graff und Kollegen im Jahr 2000 anhand von an auf kastrierten
und nicht-kastrierten Nacktmausen (Ubertragenen Prostatakarzinom-Zelllinien
durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass der Grad der Aktivierung der
Proteinkinase B (Akt) in engem Zusammenhang mit der Progression von
Prostatakarzinomen, bis hin zum Ubergang in die Kastrationsresistenz steht. Dabei
wurde die Expression und Aktivierung der Proteinkinase B (Akt) in androgen-
unabhéangigen Zellen mit androgen-abhangigen Zellen verglichen. Es zeigte sich, dass
die Expression der Proteinkinase B (Akt) in  kastrationsresistenten
Prostatakarzinomzellen im Vergleich zu hormonsensiblen Prostatakarzinomzellen
nicht erhéht war, was die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstitzt, bei der auch
kein signifikanter Unterschied zwischen hormonsensitiven und hormonrefraktéren,
metastasierten Prostatakarzinomgewebeproben in Bezug auf die Proteinkinase B (Akt)
Expression vorlag. Es zeigte sich jedoch in der Arbeit von Graff et al. eine deutlich
erhohte Aktivierung der Proteinkinase B (Akt) in androgen-unabhangigen
Prostatakarzinomzellen im Vergleich zu androgen-abhéngigen Zellen. (Graff et al.,
2000) In der Zusammenschau dieser Ergebnisse scheint die Aktivierung der
Proteinkinase B (Akt) durch Phosphorylierung eine groRere Rolle in der
kastrationsresistenten Form von Prostatakarzinomen zu spielen als die Steigerung der

Expression.
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IV.2.3 DIE INSULINREZEPTOR R-SUBUNIT ALS PROGRESSIONSPARAMETER
DES PROSTATAKARZINOMS

Die meisten bisher durchgefiuihrten Arbeiten zum Thema des Insulinrezeptors als

Einflussgrofie auf die Progression des Prostatakarzinoms untersuchten den Einfluss

der unterschiedlichen Insulinrezeptor Isoformen auf die Tumorgenese und

Tumorprogression, da sich herausstellte, dass insbesondere die Isoform A des

Insulinrezeptors diese Effekte hat (Belfiore et al., 2009, Heni et al., 2012).

Die Insulinrezeptor R-subunit ist der Teil des Insulinrezeptors, der Uber eine
Tyrosinkinaseaktivitat verfigt. Damit ist die 3-subunit der Teil des Insulinrezeptors, der
als biologisch aktiver Teil des Rezeptors tber die Phosphorylierung seiner Substrate
das Signal des Insulinsignalweges Ubermittelt und einen regulatorischen Einfluss auf
verschiedene Signalwege hat. (Saltiel & Kahn, 2001, Youngren, 2007)

Uber die reine Bestimmung der Expression der R-subunit des Insulinrezeptors als
Progressionsparameter sind die vorliegenden Ergebnisse auch vor diesem
Hintergrund des potentiellen regulatorischen Einflusses, den der Insulinsignalweg auf

den PI3K/Akt-Signalweg austiben kénnte, interpretiert worden.

Insbesondere der Isoform A des Insulinrezeptors und damit einem Tell
Insulinsignalweges wird jedoch schon lange auf der Basis zahlreicher zu dieser
Fragestellung durchgefuhrten Arbeiten eine Bedeutung fur die Entstehung und/oder
die Progression von verschiedenen Malignomen wie beispielsweise dem
Schilddrusenkarzinom (Vella et al., 2002, Vella & Malaguarnera, 2018), dem
Ovarialkarzinom (Kalli et al., 2002), dem Mammakarzinom (Sciacca et al., 1999,
Frasca et al., 1999), dem Colonkarzinom (Frasca et al., 1999) und dem
Bronchialkarzinom (Frasca et al., 1999) zugesprochen. Es gibt jedoch auch aktuelle
Untersuchungen zu diesem Thema wie beispielsweise von Wang et al. aus dem Jahr
2018 anhand von quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR),
Western Blot- und in-vivo Untersuchungen am Endometriumkarzinom, bei denen sich
zeigte, dass das Ausschalten der Isoform A des Insulinrezeptors zu einer verringerten
Fahigkeit zur Migration und Invasion und zu einer reduzierten Apoptose der

Endometriumkazinomszellen fuhrt. (Wang et al., 2018)

Es stellte sich die Frage, ob auch die die Starke der Expression der Insulinrezeptor 3-

subunit analog zur hier untersuchten Progressionsreihe von Prostatagewebe verlauft
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und damit die Insulinrezeptor 3-subunit einen Parameter fur die Progression von

Prostatakarzinomen darstellt.

Die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Expression der
Insulinrezeptor RR-subunit nicht analog zur Progressionsreihe der untersuchten
Gewebeproben des Prostatakarzinoms verlauft. Es zeigte sich, dass es zwar bei
Gewebe aus nicht-metastasierten Prostatakarzinomen eine signifikant hohere
durchschnittliche Expression der Insulinrezeptor [3-subunit im Vergleich zu
Normalgewebe (p=0,0030) gab, diese jedoch bei Gewebe aus metastasierten
Prostatakarzinomen im Vergleich zu den nicht-metastasierten Prostatakarzinomen
wieder signifikant (p=0,0021) abfiel. Bei niedrigmalignen Tumoren mit low-Gleason
Einteilung zeigte sich die starkste Expression.

Die komplexe Rolle der Insulinrezeptor [3-subunit macht eine Aussage zu ihrer
Beteiligung an Prozessen der Progression des Prostatakarzinoms allerdings sehr

schwierig.

Der klassische Insulinrezeptor ist ein Heterotetramer, bestehend aus zwei alpha- und
zwei beta-subunits (Youngren, 2007). Es stellte sich jedoch heraus, dass es auch
Hybridrezeptoren gibt, welche zur Halfte aus Insulinrezeptoranteilen (also einer alpha-
und einer beta-subunit) und zur Halfte aus Insulin-like growth Faktor | Rezeptoranteilen
(IGF-IR) bestehen. Es gibt also den klassischen Insulinrezeptor, welcher im
eigentlichen Sinne nur eine Affinitat zu Insulin hat, wobei hierbei in die Isoformen A
und B unterschieden werden muss und hier die Isoform A zuséatzliche ein Affinitat zum
Insulin-like growth Faktor 1l (IGF-11) hat. Der Hybridrezeptor aus Insulinrezeptor und
Insulin-like growth Faktor | Rezeptor (IGF-IR) kann sowohl Insulin-like growth Faktor |
(IGF-I) als auch Insulin-like growth Faktor Il (IGF-Il) binden und laut neuerer
Ergebnisse auch Insulin, jedoch mit einer mehr als 20-fach geringeren Affinitat
(Slaaby, 2015). Alle diese Rezeptoren beinhalten die auch in der hier vorliegenden
Arbeit untersuchte R-subunit des Insulinrezeptors und werden deshalb bei dieser
Analyse miterfasst. Sie unterscheiden sich jedoch in ihrer Rolle als Ubertrager von
Wachstumssignalen und daher ihrem Anteil an der Tumorgenese und Progression.
(Cox et al., 2009, Benyoucef et al., 2007, Belfiore, 2007)

Fur das Prostatakarzinom zeigt eine Arbeit von Cox et al., welche unter anderem

ebenfalls Analysen der 3-subunit des Insulinrezeptors anhand von Immunoblotting
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Untersuchungen an Prostatakarzinomzelllinien und durch Untersuchungen eines
immunhistochemisch gefarbten und nach Gleason-Scores eingeteilten Tissue
Microarrays durchfiuihrten, einerseits signifikant hohere Insulinrezeptor [3-subunit
Expressionen in malignem im Vergleich zu benignem Gewebe (p<0,001) und
andererseits, dass sich diese Expressionen -entgegen den Ergebnissen, die in der
vorliegenden Arbeit gefunden wurden- in Relation zum Gleason Score ansteigend
analog mit héheren Gleason-Scores zeigten. Diese Daten lassen auch vermuten, dass
aufgrund einer starkeren Expression der 3-subunit des Insulinrezeptors in
héhergradigen Prostatakarzinomen im Vergleich zum ebenfalls untersuchen Insulin-
like growth Faktor | Rezeptor (IGF-IR) mehr klassische Insulinrezeptoren gebildet
werden und weniger Hybridrezeptoren und das hohergradige Prostatakarzinome
dadurch eine hoéhere Sensitivitat fur Insulin aufweisen kénnten. (Cox et al., 2009)
Diese Zusammenhéange liel3en sich mit Hilfe der Daten der hier vorliegenden Arbeit
nicht vollumféanglich bestatigen, da sich zwar in low-Gleason Prostatakarzinomen und
damit malignem Gewebe hohere Expressionen der [3-subunit des Insulinrezeptors
zeigten als in benignem Prostatagewebe, jedoch keine weitere Expressionssteigerung
analog zu hohergradig entdifferenzierten Prostatakarzinomzellen nachzuweisen war,
sondern die Expression der [-subunit bei high-Gleason und metastasierten
Prostatakarzinomen wieder geringer war. Bei der vorliegenden Arbeit wurde jedoch
auch nicht das Verhéltnis des Insulinrezeptors zum Insulin-like growth Faktor |

Rezeptor (IGF-IR) analysiert.

V.3 IMPLIKATIONEN DIESER ERGEBNISSE FUR DIE THERAPIE DES
PROSTATAKARZINOMS

Vor dem Hintergrund der in dieser Arbeit durchgeflihrten Untersuchungen stellte sich
die Frage, wie die beiden hier untersuchten Signalwege sowie die durch deren Analyse
gewonnenen Erkenntnisse zu neuen Therapieansatzen oder zu veranderten

Therapieschemata bereits bekannter Therapien fuhren kénnten.

Insgesamt ware in Zukunft ein individuellerer Therapieansatz beim Prostatakarzinom
denkbar, bei dem vor einer Therapie durch molekularbiologische Untersuchungen von
Biopsiematerial oder an Operationspraparaten mehrere biologische Marker bestimmt
werden, welche die Abschéatzung der Aggressivitat des Prostatakarzinoms verbessern
bzw. eventuelle Angriffspunkte fir eine Targeted-Therapie liefern konnen. Fir diese

Untersuchungen wirde sich gegebenenfalls die auch fir diese Arbeit verwendete
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Tissue Microarray-Technik eignen, da sie fur diesen Zweck eine zeit- und
kostensparende Methode darstellt, auch wenn diese Technik Limitationen aufweist
und nicht fur alle biologischen Marker gleichwertig angewendet werden kann
(Merseburger et al., 2006a).

Insbesondere eine in unterschiedlichen Tumorstadien variierende Tumorbiologie
konnte also eine noch starker an den Tumorstadien orientierte Therapie bedingen.
Zudem zeigt sich beim Prostatakarzinom generell eine sehr hohe Variabilitat in der
Tumorbiologie (Kuczyk et al., 1998), sodass sich die Therapie nicht nur am
Tumorstadium sondern auch am individuellen Tumor und seiner speziellen Biologie

orientieren konnte, wenn diese evaluiert wird.

Besonders die Therapie des kastrationsresistenten Prostatakarzinoms stellt weiterhin
eine grofRe Herausforderung dar und auch hier kdnnte eine Hemmung bestimmter
Teile des Proteinkinase B (Akt) Signalwegs einen Vorteil bringen, da dieser Signalweg
am Ubergang der Prostatakarzinome in die Kastrationsresistenz beteiligt zu sein
scheint (Graff et al., 2000, Graff, 2002, Bonaccorsi et al., 2004). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit weisen allerdings auf einen friheren Zeitpunkt der Signalwegs-

Modulation in der Progressionssequenz hin.

Generell ist die Prognose des Prostatakarzinoms sehr variabel, da es sehr aggressive
Verlaufsformen gibt, an denen die Patienten innerhalb von ein bis zwei Jahren
versterben und andererseits gibt es die latenten Prostatakarzinome, welche in der
gesamten Lebenszeit der Patienten nicht symptomatisch werden (Kuczyk et al., 1998).
Daher ist es sehr wichtig bessere Prognoseparameter fir das Prostatakarzinom zu
finden, um das biologische Verhalten besser abschatzen zu kdénnen und daran
orientiert die Therapie anzupassen (Merseburger et al., 2006a). Es gibt eine Vielzahl
molekularbiologischer Marker, welche in Zukunft hierfir in Frage kommen, allerdings
noch nicht in die klinische Routine aufgenommen werden konnten (Kristiansen, 2012).
Einige Beispiele hierfir, die bereits in ersten Ansatzen zu diesem Thema untersucht
wurden neben dem Insulinrezeptor (und damit auch seiner 3-subunit) (Heni et al.,
2012, Vella et al.,, 2018) und der Proteinkinase B (Akt) (Jendrossek et al., 2008,
Merseburger et al., 2006b, Thomas et al., 2004, Waalkes et al., 2010) sind
beispielsweise: Phosphatase und Tensin homologue (PTEN) und p27X®? (Halvorsen
et al., 2003, Merseburger et al., 2006a), die als diagnostischer Parameter genutzte

alpha-methylacyl Coenzym A Racemase (AMACR) (Rubin et al., 2002b, Merseburger
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et al., 2006a), der Transkriptionsfaktor p63 (Davis et al., 2002, Merseburger et al.,
2006a), der Androgenrezeptor, Myelocytomatosis oncogene cellular homolog (MYC)
und Cyclin-D1 (Bubendorf et al., 1999, Merseburger et al., 2006a), p53 und B-cell
lymphoma 2 (bcl-2) (Merseburger et al., 2003, Bauer et al., 1996, Matsushima et al.,
1997, Kuczyk et al., 1998, Stackhouse et al., 1999, Zellweger et al., 2003), Mammalian
target of rapamycin (mTOR) und seine phosphorylierte Form (p-mTOR) (Russo et al.,
2018, Schanz et al., 2016, von Sivers, 2018), Eukaryotic translation initiation factor 4E-
binding protein 1 (4E-BP1) (Russo et al., 2018, Schanz et al., 2016, von Sivers, 2018),
Dickkopf-1 (DKK-1) und Sclerostin als Inhibitoren des Wnt-pathways (Todenhofer et
al., 2014b, Aufderklamm et al., 2018), Transketolase like 1 (TKTL1) (da Costa et al.,
2018), Farnesyl pyrophosphate synthase (FPPS) (Todenhdofer et al., 2013a), Galactin-
3 (Knapp et al., 2013, Merseburger et al., 2008), Receptor activator of the NF-kB ligand
(RANKL) und Osteoprotegerin (OPG) (Todenhofer et al., 2013b, Todenhofer et al.,
2014a, Todenhoefer et al.,, 2011), XPA-210 als Derivat der Thymidine Kinase-1
(Aufderklamm et al., 2012)

Ob und welche dieser Biomarker im klinischen Alltag Einzug halten kénnen, wird sich

erst nach weiteren Untersuchungen zu diesem Thema zeigen.

Ein tiefergreifendes Verstandnis der im Prostatagewebe stattfindenden
Stoffwechselprozesse und der veradnderten Biologie in Karzinomen ist essentiell fur
das Finden neuer Therapieansatze und neuer Ziele fur eine Targeted-Therapie. Die
Mdglichkeit, Ziele im Signalweg der Proteinkinase B (Akt) fur eine Targeted-Therapie
nutzbar machen zu kénnen, wurde bereits zum Thema einiger Studien (Jendrossek et
al., 2008, Van Spronsen et al.,, 2005). Durch die Hemmung von Aktivatoren der
Proteinkinase B (Akt) wie der Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) und des
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) sowie von den durch die
Proteinkinase B (Akt) aktivierten Proteinen wie dem mammalian target of rapamycin
(mTOR) kénnen Tumore fur die cytotoxischen Effekte von Chemotherapien und
ionisierender Strahlung besser empfanglich gemacht werden (Jendrossek et al., 2008,
Gupta et al., 2003, Handrick et al., 2006, Mondesire et al., 2004, Zimmermann et al.,
2006, Nakamura et al., 2005).

Leider erwiesen sich PI3K- sowie Proteinkinase B (Akt)-Inhibitoren in ersten

Untersuchungen zur Therapie beim Prostatakarzinom als nicht sehr spezifisch, sodass
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sich mTOR-Inhibitoren als weiter Downstream gelegener Bestandteil des PI3K/Akt-
Signalweges als vielversprechender erwiesen.(Morgan et al., 2009)

Dies konnte unter anderem auch daran liegen, dass es von Proteinkinase B (Akt) drei
Isoformen (Aktl, Akt2, Akt3) vorkommen, welche ein hohes Mal3 an Homologie
aufweisen (Virtakoivu et al., 2012) und dennoch unterschiedliche und zum Teil
gegensatzliche Wirkungen zeigen. Das zeigt sich insbesondere am Beispiel des
Ovarialkarzinoms und des Mammakarzinoms bei denen Aktl eine hemmende Wirkung
auf die Migration und Invasion der malignen Zellen hat und Akt2 die Adhasion und
Invasion begunstigt und damit eine kontrare Wirkung auf die Metastasierungsvorgénge
dieser Malignome hat (Yoeli-Lerner et al., 2005, Meng et al., 2006, Arboleda et al.,
2003). Dieses hohe Maf} an Homologie im Aufbau dieser Isoformen und gleichzeitig
deren unterschiedliche Funktion machen ein therapeutisches Eingreifen an dieser

Stelle des Signalweges schwierig.

Auch die Rolle des Insulin-like growth Faktor Systems Uber den Insulin-like growth
Faktor-l Rezeptor in der Resistenz von Tumoren gegen Chemo- und
Bestrahlungstherapie konnte bereits héufig gezeigt werden. Berlcksichtigt man nun
die Ahnlichkeit der Isoform A des Insulinrezeptors mit diesem Rezeptor und die
Tatsache, dass auch dartber die Wirkung des Insulin-like growth Faktors Gbermittelt
wird, kénnte auch der Insulinrezeptor hierbei eine Rolle spielen und gegebenenfalls
ein Ziel fur neue Therapien darstellen. Bei ersten Versuchen den Insulin-like growth
Faktor-l Rezeptor als Ziel fir eine Therapie zu wahlen, zeigte sich ein gesteigertes
Insulinrezeptor A signalling, was zu einer Insulinresistenz mit Hyperinsulinamie fihrt,
da durch die starkere Expression der Isoform A weniger der metabolisch aktiveren
Isoform B exprimiert wird. Aul3erdem haben Tumorzellen mit einer gesteigerten
Expression der Isoform A des Insulinrezeptors sogar einen Uberlebensvorteil, was
durch diese Kreuzreaktivierung zu einer Resistenz gegeniber dieser Therapieform
fuhrt. Das zeigt, dass der Insulinrezeptor fir eine solche Form der Therapie immer
beriicksichtigt werden muss. Am erfolgreichsten in in-vitro und in-vivo Experimenten
war der Einsatz von Antikérpern und Molektlen, welche die Tyrosinkinase-Aktivitat des
Inulin-like growth Faktor-I Rezeptors hemmen, da diese die metabolische Aktivitat des

Insulinrezeptors nicht beeinflussen. (Belfiore et al., 2009)

Zusammengefasst wéare es moglicherweise denkbar, dass in Zukunft auch eine

Targeted-Therapie mit Zielen im Insulinstoffwechsel und/oder des Stoffwechsels des
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Insulin-like growth Faktors und insofern auch des Insulinrezeptors und seinem
Signalweg (vor allem durch seine Kreuzreaktivierung durch Blockierung des Inulin-like
growth Faktor-1 Rezeptors (King et al., 2014)) in der Therapie von Malignomen sinnvoll
werden kdnnte. Dies wird auch bereits durch einige Arbeiten angedeutet (Wang et al.,
2018, Belfiore et al., 2009) wobei hier bisher hauptséachlich Inulin-like growth Faktor-I
Rezeptor Antikorper, Kinaseantikorper und Ligandenantikérper untersucht wurden und

diese weiterhin kritisch erforscht werden sollten (King et al., 2014).

V.4 DAS BIOLOGISCHE VERHALTEN VON AN PROSTATAKARZINOME
ANGRENZENDEM PROSTATAGEWEBE
Um festzustellen, ob in der Starke der Expression der Proteinkinase B (Akt) und der
Insulinrezeptor (3-subunit innerhalb von Prostaten, welche ein Prostatakarzinom
enthalten, eine rdumliche Komponente vorliegt, wurde Gewebe mit Entnahmeort nah
am Tumor und fern vom Tumor aus den in dieser Studie enthaltenen nicht-
metastasierten Prostatakarzinomen betrachtet und diese untereinander sowie mit dem
Tumorgewebe sowohl aus den nicht-metastasierten, als auch aus fortgeschrittenen,
metastasierten Prostatakarzinomen und mit Gewebe aus histopathologisch gesichert
tumorfreien Prostaten verglichen. Man erhoffte sich hier ebenfalls ein genaueres
Verstandnis Uber die Tumorbiologie von Prostatakarzinomen zu erlangen und
festzustellen, ob die Biologie von an Prostatakarzinomen angrenzendem, jedoch
histologisch unauffalligem Prostatagewebe ebenfalls verandert ist, oder ob dieses sich
in Bezug auf die untersuchten Parameter eher wie Gewebe verhalt, welches aus

tumorfreien Prostaten stammit.

Weitere Erkenntnisse dartiber, wie sich Gewebe biologisch verhalt, welches an einen
Tumor angrenzt, jedoch histopathologisch unauffallig ist, kbnnten unter anderem die
Diagnostik des Prostatakarzinoms verbessern. Erste Untersuchungen vor dem
Hintergrund dieser Hypothese wurden bereits durchgefiihrt (Merseburger et al., 2006b,
Waalkes et al., 2010, Heni et al., 2012). AuBerdem kann dies Rickschlisse Uber das
Wachstumsverhalten und Uber die fir die Progression wichtige Tumorausbreitung

zulassen.

Die in dieser Arbeit entstandenen Ergebnisse konnten jedoch die Hypothese, dass sich
in dem an Prostatakarzinome angrenzendem Gewebe ebenfalls tumordhnliche

biologische Veranderungen nachweisen lassen nicht bestatigen.
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Die vorliegenden Daten von der Untersuchung der Expression der Proteinkinase B
(Akt) zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gewebeproben mit
Entnahmeort nah und den Gewebeproben mit Entnahmeort fern von einem nicht-
metastasierten Prostatakarzinom (p=0,7872) und Beide unterscheiden sich nicht
signifikant von den Gewebeproben aus tumorfreien Prostaten (fir nah am PCA:
p=0,3634; fur fern vom PCA: p=0,4592). Sowohl die Gewebeproben mit Entnahmeort
nah am Prostatakarzinom als auch die Gewebeproben mit Entnahmeort fern vom
Prostatakarzinom weisen signifikant schwachere Expressionen der Proteinkinase B
(Akt), als in Gewebe aus nicht-metastasierten Prostatakarzinomen (p=0,0014 und
p=0,0006) und als in Gewebe aus metastasierten Prostatakarzinomen (p<,0001 und
p<,0001) auf. Anhand der vorliegenden Daten konnten sich keine tumorbiologischen
Veradnderungen in an Prostatakarzinomen angrenzendem Gewebe nachweisen
lassen. Dieser Zusammenhang ist weiterhin bei der Analyse der Expression der
Proteinkinase B (Akt) von angrenzendem Gewebe mit Unterteilung der nicht-
metastasierten Prostatakarzinome nach high- und low-Gleason ersichtlich, obwonhl hier
bei kleiner werdenden Gruppen und Bonferroni-korrigiertem Signifikanzniveau auf
p=0,0033 nicht statistisch signifikant fur jeden Vergleich. Dennoch ist ein deutlicher
Trend zu erkennen, sodass unabhangig von der Aggressivitat der Prostatakarzinome
in angrenzendem Gewebe keine verdnderte Expression der Proteinkinase B (Akt),

ahnlich zu der in Tumorgewebe, vorzuliegen scheint.

Merseburger und Kollegen untersuchten 2006 neben anderen molekularbiologischen
Markern die phosphorylierte und damit aktivierte Form der Proteinkinase B (Akt) in
Prostatakarzinomgewebe, in an diese Prostatakarzinome angrenzendem Gewebe und
in Gewebe aus histopathologisch gesichert tumorfreien Prostaten. Diese
Untersuchung wurde ebenfalls mittels Immunhistochemie und der Microarray-Technik
durchgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, dass sich sowohl in Prostatakarzinomgewebe
(p<0,01) als auch in dem angrenzenden Gewebe (p<0,05) eine signifikant héhere
Expression der phosphorylierten Proteinkinase B (Akt) im Vergleich zu Gewebe aus
tumorfreien Prostaten nachweisen liel3. Zwischen Prostatakarzinomgewebe und dem
angrenzenden Gewebe konnte dabei kein signifikanter Unterschied in der Expression

gezeigt werden. (Merseburger et al., 2006b)

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit widersprechen der Arbeit von Merseburger et

al. jedoch nicht zwingend, da bei der vorliegenden Arbeit nicht die phosphorylierte und
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damit aktivierte Form der Proteinkinase B (Akt) untersucht wurde. Da also ein anderer
molekularbiologischer Parameter untersucht wurde, sind diese Ergebnisse nicht direkt
vergleichbar. In der Zusammenschau der beiden Arbeiten l&sst sich die Hypothese
aufstellen, dass in an Prostatakarzinomen angrenzendem Gewebe im Vergleich zu
tumorfreiem Gewebe die Proteinkinase B (Akt) zwar nicht starker exprimiert wird, die
biologisch aktive, phosphorylierte Form der Proteinkinase B (Akt) jedoch sehr wohl
erhoht vorliegt. Das bedeutet, dass das angrenzende Gewebe zwar tumorahnliche
biologische Veranderungen aufweist, jedoch nicht durch eine starkere Expression der
Proteinkinase B (Akt), sondern durch eine starkere Aktivierung derselben durch
Phosphorylierung. Diese Daten sprechen dafir, dass eine Aktivierung der
Proteinkinase B (Akt) allein fur die Tumorgenese des Prostatakarzinoms nicht

ausreicht, sondern das zusatzlich eine Hochregulierung der Expression notwendig ist.

In einer Arbeit von Waalkes et al. aus dem Jahr 2010 wurden immunhistochemische
Untersuchungen an Gewebeproben aus Feinnadelbiopsien von 14 Patienten
untersucht. Dabei wurden 42 Gewebeproben untersucht, welche von
Prostatakarzinomgewebe, direkt an diese Prostatakarzinome angrenzendem Gewebe
und von benignem Prostatagewebe stammten, welches aus einer vom
Prostatakarzinom weit entfernten Lokalisation biopsiert wurde. Dabei wurde neben
anderen Parametern auch die Expression der phosphorylierten Form der
Proteinkinase B (Akt) untersucht. In dieser Arbeit fanden sich sogar signifikant
erniedrigte Expressionen der phosphorylierten Proteinkinase B (Akt) in Tumorgewebe
im Vergleich zu den benignen Gewebeproben mit Biopsielokalisation entfernt vom
Prostatakarzinom (p=0,028). Die Expression in an Prostatakarzinome angrenzendem
Gewebe zeigte mittlere Expressionen, es liel3 sich jedoch kein signifikanter
Unterschied zu Prostatakarzinomgewebe feststellen. (Waalkes et al., 2010) Beim
Vergleich dieser Ergebnisse mit der vorliegenden Arbeit muss bertcksichtigt werden,
dass mit der phosphorylierten Form der Proteinkinase B (Akt) wieder ein anderer
molekularbiologischer Parameter untersucht wurde und dass die Gewebeproben der
Arbeit von Waalkes et al. aus der Feinnadelbiopsie stammen und damit aus einer nicht
direkt zur Gewebegewinnung aus Operationspraparaten vergleichbaren Modalitat.
Aulerdem wurden dabei nur eine sehr geringe Anzahl an Gewebeproben untersucht,
namlich 14 benigne vom Prostatakarzinom weit entfernt stammende Gewebeproben,
14 Prostatakarzinomgewebeproben und 14 direkt an die Prostatakarzinome

angrenzende Gewebeproben von nur 14 Patienten, was die Aussagekraft reduziert.
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Auch in der Analyse der Expression der Insulinrezeptor [3-subunit zeigt sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gewebeproben mit Entnahmeort nah und den
Gewebeproben mit Entnahmeort fern von einem nicht-metastasierten
Prostatakarzinom (p=0,9436) und beide unterscheiden sich nicht signifikant von den
Gewebeproben aus tumorfreien Prostaten (fir nah am PCA: p=0,8112; fur fern vom
PCA: p=0,8593). Sowohl in der Analyse der Expressionen ohne Unterteilung der nicht-
metastasierten Prostatakarzinome, als auch mit Unterteilung der nicht-metastasierten
Prostatakarzinome in low- und high-Gleason kénnen bei Bonferroni-korrigiertem
Signifikanzniveau auf p=0,005 und p=0,0033 keine statistisch signifikanten
Unterschiede in der Expression zwischen dem angrenzenden Gewebe und dem

Gewebe aus Prostatakarzinomen festgestellt werden.

In der erwahnten Arbeit von Heni et al. sind auch vergleichbare Aussagen zur
Diversitat der Markerexpressionen im Prostagewebe getroffen worden. Dabei konnte
gezeigt werden, dass sich in Bezug auf die RNA dieser Parameter das an
Prostatakarzinome angrenzende, aber histologisch unaufféallige Gewebe ahnlich wie
das Prostatakarzinomgewebe selbst verhalt und nicht wie Gewebe aus tumorfreien
Prostaten. AuRerdem konnte darin wiederum bestatigt werden, dass insbesondere die
Isoform A des Insulinrezeptors eine bedeutende Rolle in der Tumorgenese und

Tumorprogression zu spielen scheint. (Heni et al., 2012)

Diese Arbeit legt also nahe, dass bezogen auf den Stoffwechselweg des
Insulinrezeptors in an Prostatakarzinome angrenzendem Gewebe karzinomahnliche
biologische Veranderungen nachzuweisen sind. Das dies in der vorliegenden Arbeit
bei der Untersuchung der Expression der 3-subunit des Insulinrezeptors nicht bestatigt
werden konnte, kdonnte sich dadurch erklaren, dass dabei die Isoformen A und B des
Insulinrezeptors nicht getrennt betrachtet werden kénnen. Das lasst die Hypothese zu,
dass in an Prostatakarzinomen angrenzendem Gewebe nicht der Insulinrezeptor als
solcher starker exprimiert wird, die Isoform A, welche den gré3eren Einfluss auf die
Stoffwechselfunktionen der Tumorgenese und Tumorprogression hat, im Verhéltnis
gesehen jedoch sehr wohl haufiger vorkommt. Dies legt nahe, dass in
Prostatakarzinomen auch im umliegenden Gewebe ein die Karzinogenese
beglnstigendes Missverhaltnis der Produktionen der Isoformen des Insulinrezeptors
vorliegt, was wiederum auf die Progression vorantreibende Wachstumsprozesse im

umliegenden Gewebe hindeutet.
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IV.5 DER INSULINSIGNALWEG ALS POTENZIELLE REGULATORISCHE
KOMPONENTE DES ONKOLOGISCH RELEVANTEN PI3K/AKT-
SIGNALWEGES

IV.5.1 DIE ZUSAMMENHANGE DER SIGNALWEGE DER PROTEINKINASE B (AKT)
UND DER INSULINREZEPTOR R-SUBUNIT

Der regulatorische Zusammenhang des Insulinsignalweges mit dem PI3K/Akt-

Signalweg wurde bereits haufig beschrieben (Bevan, 2001, Lizcano & Alessi, 2002).

Aus diesem Grund wurde in der hier vorliegenden Arbeit auch der Zusammenhang der
Expressionen der beiden fiur diese Stoffwechselwege zentralen Proteine,
Proteinkinase B (Akt) und Insulinrezeptor 3-subunit, untersucht um zu analysieren, ob
sich hierbei ein Muster erkennen lasst, dass neue Erkenntnisse Uber das
Zusammenspiel dieser beiden Signalwege liefert. Das wiederum kann hoffentlich zu
neuen Hypothesen Uber die Aktivierungsvorgange des onkologisch relevanten
PI3K/Akt-Signalweges fuhren.

Zu diesem Zweck wurden lineare Regressionsanalysen durchgefuhrt, welche fur die
Expressionen der beiden Parameter sowohl unabhéangig von der Gewebedignitat
(Spearman p: 0,5428; p<,0001) als auch mit Unterteilung in Normalgewebe
(Spearman p: 0,5917; p<,0001) und Tumorgewebe (Spearman p: 0,3641; p=0,0018)
einen linearen Zusammenhang zeigen. Bei der genaueren Betrachtung der linearen
Zusammenhange der Expressionen der beiden Parameter im Tumorgewebe durch
eine Unterteilung der Gewebeproben in Tumorgewebe aus nicht-metastasierten low-
Gleason Prostatakarzinomen, Tumorgewebe aus nicht-metastasierten high-Gleason
Prostatakarzinomen und Tumorgewebe aus metastasierten Prostatakarzinomen zeigt
sich, dass der lineare Zusammenhang bei nicht-metastasierten low-Gleason Tumoren
noch besteht (Spearman p: 0,6915; p<,0001), dieser jedoch bei den nicht-
metastasierten high-Gleason Tumoren (Spearman p: 0,3839; p=0,0858) und den
metastasierten Prostatakarzinomen (Spearman p: 0,3664; p=0,0782) nicht mehr

nachzuweisen ist.

Diese Ergebnisse bestédtigen also, dass auch in Hinblick auf die Starke der
Expressionen der beiden Parameter unter bestimmten Voraussetzungen ein
Zusammenhang besteht. Mit Bertcksichtigung der bereits beschriebenen Verbindung

der beiden Signalwege ist anzunehmen, dass eine starkere Expression der 3-subunit,
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als durch seine Tyrosinkinase biologisch aktiver Bestandteil, des Insulinrezeptors
(Youngren, 2007, Kruger et al., 2008) auch die Expression bzw. die Aktivitat der
Proteinkinase B (Akt) hochreguliert wird. Das wiederum fuhrt zu den beschriebenen
Einflissen der Proteinkinase B (Akt) auf die Tumorgenese und Tumorprogression.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass insbesondere bei den
niedrigmalignen low-Gleason Prostatakarzinomen wie auch im Normalgewebe der
Prostata ein starker Zusammenhang dieser beiden Parameter besteht, wahrend diese
Verbindung im Laufe der Progression zu high-Gleason und nochmal deutlicher zu
metastasierten Prostatakarzinomen aufgehoben ist. Das kénnte bedeuten, dass die
Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges, als fir die Genese und Progression von
Prostatakarzinomen  wichtiger  Signalweg, insbesondere in low-Gleason
Prostatakarzinomen stark vom Insulinsignalweg abhangig ist, wéhrend in
héhermalignen Prostatakarzinomen der PI3K/Akt-Signalweg zwar weiterhin eine
grof3e Rolle spielt, dieser jedoch durch eine Entkopplung vom Insulinsignalweg auf

andere Aktivations- und Regulationsmechanismen zuriickgreift.

In der Arbeit von Jendrossek et al. wurden die Expressionen der Proteinkinase B (Akt)
und ihrer phosphorylierten Form (p-Akt) in nicht-metastasierten Prostatakarzinomen
untersucht. AuRerdem wurden in dieser Arbeit mit der Expression des Phosphatase
und Tensin homologue (PTEN) und dessen phosphorylierter Form (p-PTEN) ein Tell
des die Proteinkinase B (Akt) aktivierenden Signalweges analysiert. Zusatzlich wurden
einige Expressionen von Substraten der Proteinkinase B (Akt) untersucht. Diese Arbeit
zielte also insbesondere auf der Untersuchung eines der bekanntesten
Aktivierungswege des Proteinkinase B (Akt) Signalweges ab, namlich Uber eine
Reduktion der Aktivitdt von PTEN, was zu einer Aktivierung der Proteinkinase B (Akt)
und des darauf folgenden Signalweges fuhrt. Es zeigte sich jedoch, dass obwohl
sowohl eine Steigerung der Expression der Proteinkinase B (Akt) als auch ihrer
phosphorylierten Form (p-Akt) in Tumorgewebe deutlich haufiger auftrat als in
benignem, an die Prostatakarzinome angrenzendem Gewebe die Expression von
PTEN nur bei 20% der Gewebeproben der untersuchten Patienten erniedrigt war. Bei
der Analyse der Expression der Proteinkinase B (Akt) in Gewebeproben von Patienten
mit Gleason Scores 4-5 zeigte sich eine Steigerung der Expression in 61,5% der Falle
und in Gewebeproben von Patienten mit Gleason Scores 26 in 84,4% der Falle. Hier

zeigte sich jedoch in Gewebeproben von Patienten mit Gleason Scores 4-5 nur in
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15,4% und in Gewebeproben von Patienten mit Gleason Scores 26 nur in 21,9% der
Félle eine Reduktion der Expression von PTEN. Bei einem erhdhten Verhéltnis der
phosphorylierten Form der Proteinkinase B (Akt) zur nicht-phosphorylierten Form der
Proteinkinase B (Akt) hatte keiner der Patienten in der Gruppe Gleason Scores 4-5
eine erniedrigte Expression von PTEN und in der Gruppe der Patienten mit Gleason
Scores 26 nur 21,9%. Ein weiterer Mechanismus der Inaktivierung von PTEN ist die
Phosphorylierung. In 31% der Falle lag eine Erhohung des phosphorylierten PTEN in
malignem Gewebe vorlag. Insbesondere in der Gruppe Gleason Scores 26 wurde die
phosphorylierte Form des PTEN haufiger gefunden als in der Gruppe Gleason Scores
4-5.

Zusammengefasst zeigte sich in 48,8% der untersuchten Prostatakarzinomfalle
entweder eine erniedrigte Expression von PTEN oder eine erhdhte Expression der
phosphorylierten Form des PTEN, mit einer Tendenz zu einem haufigeren Vorliegen
einer der beiden Falle bei Patienten mit h6heren Gleason Scores (Gleason Scores 26).
In 42,9% der Falle zeigte sich eine erhdhte Aktivierung der Proteinkinase B (Akt) durch
Phosphorylierung bei gleichzeitig vorliegender reduzierter Aktivitat von PTEN. Diese
Ergebnisse deuten stark darauf hin, dass es sowohl eine PTEN-abhangige, als auch
eine PTEN-unabhéangige Aktivierung des Proteinkinase B (Akt) Signalweges gibt.
(Jendrossek et al., 2008)

IV.5.2 FRUHE UND SPATE AKTIVIERUNG DES PROTEINKINASE B (AKT)
SIGNALWEGES

Insbesondere bei niedrigeren Gleason Scores scheint das Phosphatase und Tensin
homologue (PTEN) demnach also nicht die alleinige Rolle fir die Hochregulation der
Aktivitat des PI3K/Akt-Signalweges zu spielen. Die Aktivierung des Proteinkinase B
(Akt) Signalweges durch Wegfall des PTEN erscheint damit ein Ereignis zu sein, dass
—zumindest im Prostatakarzinom— in einer spaten Phase greift. Auch der
Insulinsignalweg kann tber die Phosphorylierung der Insulin Rezeptor Substrate (IRS)
durch die als Tyrosinkinase biologisch aktive 3-subunit des Insulinrezeptors zu einer
Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (PI13K) fihren, welche wiederum durch ihren
Signalweg zu einer erhdhten Aktivitat der Proteinkinase B (Akt) fuhrt. (Bevan, 2001,
Lizcano & Alessi, 2002, Youngren, 2007)
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Auch wenn in der vorliegenden Arbeit nur die Expression der Parameter
Insulinrezeptor 3-subunit und Proteinkinase B (Akt) als Bestandteile ihres jeweiligen
Signalweges untersucht wurden, so zeigt sich dennoch durch die linearen
Regressionsanalysen insbesondere bei Normalgewebe und den low-Gleason
Prostatakarzinomen ein enger Zusammenhang der Expressionen der beiden
untersuchten Parameter. Nimmt man nun an, dass diese beiden Parameter als
zentrale Proteine ihres jeweiligen Signalweges reprasentativ fur die Aktivitat dieser
Signalwege sind kann man argumentieren, dass gerade bei den low-Gleason
Prostatakarzinomen der regulatorische Einfluss der des Insulinsignalweges auf den
PI3K/Akt-Signalweg besonders grol3 ist.

Dieser Hypothese zufolge kdnnte gerade der Insulinsignalweg eine Antwort auf die
Frage der PTEN-unabhangigen Aktivierung des Proteinkinase B (Akt) Signalweges
insbesondere bei low-Gleason Prostatakarzinomen (also als Frihereignis im
Vergleich) liefern, wahrend bei hohergradigen Prostatakarzinomen eine Entkopplung
des PI3K/Akt-Signalweges vom Insulinsignalweg stattzufinden scheint und hierbei die
PTEN-abhangige Aktivierung des Proteinkinase B (Akt) Signalweges an Bedeutung
gewinnt. Um diese Annahme zu bekréftigen, sollten jedoch weitere Untersuchungen
einschlie3lich weiterer Parameter des Insulinsignalweges wie beispielsweise der
Insulin Rezeptor Substrate (IRS) und des PI3K/Akt-Signalweges wie beispielsweise
der phosphorylierten Form der Proteinkinase B (Akt) an Gewebe aus
Prostatakarzinomen durchgefiihrt werden. Ganz besonders wichtig ware es, am
vorliegenden Kollektiv die Rolle des Phosphatase und Tensin homologues (PTEN) in

den Gewebeproben zu analysieren.

V.6 DIABETES ALS MODULIERENDER FAKTOR DER
STOFFWECHSELFUNKTIONEN DER PROTEINKINASE B (AKT) UND
DER INSULINREZEPTOR R-SUBUNIT

Bei der Unterteilung in Diabetiker und Nicht-Diabetiker konnte der in Kapitel IV.5.1

beschriebene lineare Zusammenhang der Expressionen der Proteinkinase B (Akt) far
die Nicht-Diabetiker (Spearman p: 0,5261; p<,0001) weiterhin gezeigt werden. Bei den
Diabetikern (Spearman p: 0,4136; p=0,0320) war zwar bei Bonferroni-korrigierten

Signifikanzniveau (auf p=0,025) kein signifikanter Zusammenhang der beiden
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Parameter miteinander mehr festzustellen. Dennoch lassen auch diese Ergebnisse
einen deutlichen Trend erkennen, welcher fir einen linearen Zusammenhang der
beiden Parameter miteinander spricht und somit ist anzunehmen, dass die fehlende
statistische Signifikanz durch die geringen Anzahl der Patienten mit Diabetes (n=17)
und deren untersuchten Gewebeproben (n=29) zu erklaren ist. Aussagen zur
Entkoppelungen der beiden Signalwege ko&nnen damit nur sehr eingeschrankt

getroffen werden.

Die Hypothese, dass es bei Diabetikern mit Prostatakarzinom in Bezug auf den
Regulationsmechanismus der Proteinkinase B (Akt) durch einen veranderten
Insulinstoffwechsel zu einem unterschiedlichen tumorbiologischen Verhalten kommt
konnte durch diese Daten also nicht eindeutig gestitzt werden. So gibt es zumindest
was die Expressionen der Parameter, Proteinkinase B (Akt) und Insulinrezeptor R3-
subunit, betrifft wenig Hinweise, dass der Insulinstoffwechsel durch seine
Veradnderungen bei Vorliegen eines Diabetes seine Rolle in der Regulation des
PI3K/Akt-Signalweges verliert. Dies hétte durch eine anderweitige Aktivierung dieses
Stoffwechselweges und einer Entkopplung der beiden Signalwege einen moglichen
Erklarungsansatz fur die unterschiedlichen Verlaufe von Prostatakarzinomen bei
zusatzlichem Vorliegen eines Diabetes liefern kénnen. Der fehlende Zusammenhang
der Expressionen bei Diabetikern, der in der vorliegenden Arbeit gefunden wurde,
fordert eine Evaluation dieses Sachverhaltes an einem grol3eren Kollektiv von

Diabetikern.

Allerdings zeigen die Expressionen mit Berticksichtigung der Gewebedignitat deutliche
Unterschiede: So exprimieren Diabetiker in ihren Prostatakarzinomgeweben nur wenig
mehr Proteinkinase B (Akt) als Patienten ohne Diabetes. Allerdings sind die
Proteinkinase B (Akt) Expressionen im Normalgewebe der Diabetiker wesentlich hher
als in den nicht-Diabetikern (237,5 im Vergleich zu 164,4; p=0,0027; siehe Abbildung
24). Damit ist die Steigerung der Expression von Normalgeweben zu den

Prostatakarzinomgeweben bei den Nicht-Diabetikern wesentlich héher (p<,0001).

Im Jahr 2007 untersuchten Venkateswaran et al. den Einfluss einer Hyperinsulindmie
auf das Wachstumsverhalten von Prostatakarzinomen. Dazu wurden Untersuchungen
an einer Prostatakarzinomzelllinie in einem Xenograftmodel mit Nacktmausen
durchgefuhrt. Die Hélfte der Nacktmause wurde dabei kohlenhydrat- und fettreich

erndhrt und die andere Halfte kohlenhydratarm und fettreich. Nach neun Wochen unter
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diesen diatetischen Malinahmen wurden die Insulin- und Insulin-like growth Faktor 1
Spiegel im Serum der Nacktm&use bestimmt und aufl3erdem die Expression der
Proteinkinase B (Akt) und deren phosphorylierte Form (p-Akt) sowie die Expression
der Insulinrezeptor [R-subunit in den Tumorzellen analysiert. Bei diesen
Untersuchungen zeigte sich, dass in der Gruppe der Nacktmause, welche
kohlenhydrat- und fettreich erndhrt wurden neben einem durchschnittlich 45% hoheren
Tumorvolumen auch signifikant héhere Insulin- (p=0,039) und Insulin-like growth
Faktor 1 (p=0,022) -Spiegel nachweisbar waren. In deren
Prostatakarzinomtumorgewebe zeigten sich aul3erdem leicht erh6hte Konzentrationen
der Proteinkinase B (Akt) und deutlich erhdhte Konzentrationen der phosphorylierten
Form der Proteinkinase B (p-Akt) sowie leicht erhdhte Konzentrationen des
Insulinrezeptors. Aul3erdem zeigte sich in dieser Gruppe ein signifikant erhohtes
Tumorwachstum (p<,001) und in in-vitro Untersuchungen eine héhere Proliferation von

deren Tumorzellen (p=0,005). (Venkateswaran et al., 2007)

Auch bei Diabetikern zeigt sich in der Regel eine Hyperinsulinamie, entweder durch
eine reaktive Uberproduktion bei Insulinresistenz, oder durch therapeutische
Mafl3nahmen (Vigneri et al., 2009), sodass sich hier metabolisch und biologisch eine
Vergleichbarkeit annehmen lasst. Ein wie von Venakteswaran et al. aufgezeigtes
aggressiveres Verhalten der Prostatakarzinome in der Gruppe mit kohlenhydratreicher
und fettreicher Diat zeigt sich ebenso bei Diabetikern, sodass die Daten ein
Zusammenhang mit der Hyperinsulindmie annehmen lassen. Bei der vorliegenden
Arbeit liel3 sich in Tumorgewebe bei den Diabetikern ebenfalls eine leichte Erhéhung
der Proteinkinase B (Akt) und der Insulinrezeptor 3-subunit zeigen. Dieser Unterschied
war jedoch zu gering um bei der geringen Anzahl der Diabetiker ein statistisch
signifikantes Ergebnis zu erzielen. Unter Berucksichtigung der Annahme, dass das
Gewebe aus der Gruppe der Nacktmause mit kohlenhydratreicher und fettreicher Diat
sich biologisch &ahnlich wie Diabetiker verhalten, wirden diese Ergebnisse dafir
sprechen, dass sich bei Diabetikern die Expression der Proteinkinase B (Akt) zwar nur
in schwachem Mal3 zunimmt, diese jedoch deutliche starker durch Phosphorylierung
aktiviert wird. Daher wéare es interessant, zusatzlich an dem hier vorliegenden Kollektiv
die phosphorylierte Form der Proteinkinase B (Akt) zu bestimmen. Eine starkere
Aktivierung der Proteinkinase B (Akt) ist wiederum eine potenzielle Erklarung fir die
auch von Venakteswaran et al. nachgewiesenen aggressiveren Prostatakarzinome. In

der Arbeit von Venakteswaran et al. konnte jedoch aufgrund der Methodik kein
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benignes Prostatagewebe untersucht  werden, sodass hier keine
Vergleichsmoglichkeit der Ergebnisse bestand.

Nicht-Diabetiker sind anhand der hier ermittelten Daten durch die hohe Steigerung der
Proteinkinase B (Akt) in den Tumorgeweben gekennzeichnet. Damit sind Hinweise
gegeben, dass die Tumorentstehung vor allem bei nicht-Diabetikern stark im
Zusammenhang mit einer Erh6hung der Expression der Proteinkinase B (Akt) steht.
Fur Diabetiker scheint dieser Zusammenhang weniger zu bestehen, mdglicherweise
spielen dort andere  Aktivierungskaskaden oder im  Vergleich  zur
Expressionssteigerung eher eine vermehrte Phosphorylierung der Proteinkinase B
(Akt) eine vorrangigere Rolle.

Obwohl Diabetiker in ihren Tumorgeweben die Insulinrezeptor 3-subunit etwas starker
exprimieren als in vergleichbaren Geweben der Patienten ohne Diabetes, exprimieren
die Diabetiker sogar weniger Protein als in den korrespondierenden Normalgeweben
(Abbildung 25, 189.4 vs. 157.5). Dies liegt darin begriindet, dass die Insulinrezeptor (3-
subunit Expression (noch stéarker als im Falle von Proteinkinase B (Akt)) im
Normalgewebe der Diabetiker sehr viel hoher nachzuweisen ist, als in den

Normalgeweben der nicht-Diabetiker.

Die Steigerung der Expression der Insulinrezeptor 3-subunit von Normalgeweben zu
den Prostatakarzinomgeweben ist damit bei den nicht-Diabetikern relativ gering
wahrend sie im Vergleich dazu bei den Diabetikern sogar in Prostatakarzinomgewebe

deutlich schwéacher ausfallt.

Damit sind erneut Hinweise gegeben, dass die Tumorbiologie des Prostatakarzinoms
vom Insulin-signalling zumindest beeinflusst zu werden scheint und sich hier die

Proteinexpression als Korrelat zur klinischen Situation (Diabetesstatus) zeigen kann.

Madglicherweise spielt die Produktion des Insulin-like growth Faktor | Rezeptors (IGF-
IR), oder von Hybridrezeptoren, welche zur Hélfte aus Insulinrezeptoranteilen (also
einer alpha- und einer beta-subunit) und zur Halfte aus Insulin-like growth Faktor |
Rezeptoranteilen (IGF-IR) bestehen, beim Prostatakarzinom eine Rolle, indem die
Biosynthese der Insulinrezeptor 3-subunit zu dessen Herstellung modifiziert wird und
damit weniger Insulinrezeptor 3-subunit gebildet werden kann. (Cox et al., 2009,
Benyoucef et al., 2007, Belfiore, 2007)
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Es zeigen sich vor allem in Normalgewebe der Patienten deutliche Unterschiede in
den Expressionen der untersuchten Proteinparameter (siehe Abbildungen 24 und 25).
Hier muss gemutmal3t werden, dass Patienten mit Diabetes bezogen auf die beiden
Parameter bereits in ihren physiologischen Kdrpergeweben Alterationen aufzeigen,
die auch auf die Biologie des Prostatakarzinoms Auswirkungen haben. Lutz et al.
konnten vergleichbare Unterschiede der Expression des Androgenrezeptors in
Normalgeweben der Prostata zwischen Diabetikern und Patienten ohne Diabetes
aufzeigen (Lutz et al., 2018a).

V.7 LIMITATIONEN DER VORLIEGENDEN ARBEIT

IV.7.1 PATIENTENKOLLEKTIV UND DATENERHEBUNG

Aufgrund der bekannten Tatsache, dass Diabetiker seltener an einem
Prostatakarzinom erkranken, sind Gewebeproben von solchen Patienten ebenso
selten verfugbar. Dies schlug sich auch in der Probenzahl dieser Arbeit nieder, so dass
die Analysen in der Subgruppe der Diabetiker aufgrund der geringen Probenzahl
lediglich einen Trend aufweisen kdnnen. Fur eine stichhaltige statistische Analyse,
insbesondere einer feiner aufgegliederten Subgruppenanalyse innerhalb der

Diabetiker, ist der Datenumfang daher zu gering.

Weiterhin muss angemerkt werden, dass die Art der Datenerhebung, teilweise mit
Patientenkontakt, durch verschiedene Bias-Faktoren limitiert ist. Ein solcher Faktor
ware in der vorliegenden Arbeit der Erinnerungs-Bias, sprich, dass Informationen rein
aus der Erinnerung widergegeben werden und so einer gewissen Verzerrung
unterliegen konnen. Da jedoch lediglich die Information tber das Vorliegen einer
Diabetes Erkrankung per Patienten- bzw. Hausarzt- oder Urologenkontakt tberpruft
wurde, scheint es recht unwahrscheinlich, dass ein Patient bzw. Hausarzt eine falsche

oder verzerrte Information diesbeziglich angab.

IV.7.2 TMA-TECHNIK

Die TMA-Technik bietet eine schnelle und kosteneffiziente Lésung zur vergleichenden
Untersuchung von Biomarkern in Gewebeproben. Dabei stitzt sich die Technik auf
eine Probenredundanz, um durch wenige Gewebebiopsien eine Aussage bezglich
der gesamten Prostata zu treffen. Limitiert wird diese Technik daher durch den Verlust
von Gewebeproben. Ein solcher Verlust kann durch das Abschwimmen des

Gewebedots wahrend der Farbung entstehen. Durch diesen Gewebsverlust steigt die
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Gefahr einer verzerrten Auswertung. Des Weiteren kann es zu einem
Informationsverlust durch Beschadigung des Gewebedots auf dem Objekttrager
kommen. Eine solche mechanische Beschadigung ist beim Schneiden mit dem
Mikrotom nicht auszuschlief3en.

Es wurde bereits gezeigt, dass ein einzelner Gewebedot nicht reprasentativ fur das
gesamte Gewebe gleicher Dignitat ist, sofern eine gewisse Heterogenitat in diesem
Gewebe vorliegt (Merseburger et al., 2006a). Zwar konnte fir
Prostatakarzinomgewebe dargelegt werden, dass durch drei bis vier unterschiedliche
Entnahmeorte ein untersuchter Tumor sehr gut wiedergegeben wird (Rubin et al.,
2002a). Jedoch muss angenommen werden, dass verschiedene Biomarker nicht
homogen im Gewebe exprimiert werden und dass eine Heterogenitat auch in kleinen
Arealen vorliegen kann. Daher wurde in der vorliegenden Studie versucht, einer
maoglichen heterogenen Markerexpression gerecht zu werden, indem mehrere Proben
aus grol3eren, wohldefinierten Arealen enthommen wurden, um diese Areale zu

charakterisieren.

VI.7.3 INTER- UND INTRAOBSERVER-VARIABILITAT

Die Auswertung eines mittels Immunhistochemie gefarbten TMA stellt keinen rein
objektiven und eindeutig reproduzierbaren Prozess dar und hangt von der Erfahrung
der untersuchenden Person ab. In der vorliegenden Arbeit wurde daher versucht, der
Intraobserver-Variabilitdt durch wiederholtes Auswerten der Farbungen und Re-
Evaluierung bei stark abweichenden Ergebnissen entgegen zu wirken. Ferner wurde
fur eine stets gleiche Arbeitsumgebung (z.B. Lichtstarke des Mikroskops und Helligkeit

des Auswertebildschirms) gesorgt, um auf3ere Einflisse zu minimieren.

VI.7.4 KOMPLEXITAT DER SIGNALWEGE

Da beide hier untersuchten Signalkaskaden auf der Interaktion zahlreicher Parameter
beruhen und sowohl deren Regulation als auch deren Dysregulation auf
verschiedenen zellularen Ebenen erfolgen, kann die Auswertung von zwei
exemplarischen Proteinmarkern keine umfassenden Aussagen Uber die
zellphysiologischen Prozesse treffen. Allerdings ist die Auswahl der Faktoren als
Schlusselproteine der beiden Kaskaden doch am Ort der jeweiligen physiologischen

Leistung (Enzymaktivitat) erfolgt und damit bestmdglich reprasentativ.
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V1.8 SCHLUSSFOLGERUNG

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass die Proteinkinase B
(Akt) ein potenzieller Parameter fur die Progression des Prostatakarzinoms ist und
daher die Erhebung ihrer Expression einen Anhalt fur die Aggressivitat von
Prostatakarzinomen liefern konnte. Dies gilt fir die Insulinrezeptor 3-subunit weniger,
welche ihre Rolle fir die Entstehung und Progression des Prostatakarzinoms -wie zu
erwarten- vor allem in der Regulation des PI3K/Akt-Signalweg einzunehmen scheint.

Die Daten der vorliegenden Arbeit deuten weiterhin darauf hin, dass dieser
regulatorische Zusammenhang insbesondere bei niedrigmalignen
Prostatakarzinomen von grof3er Bedeutung ist. Bei héhergradiger Entartung scheinen
andere Aktivierungsmechanismen des PI3K/Akt-Signalweges einzugreifen, hier
deuten Daten aus anderen Arbeiten auf eine PTEN-abh&ngige Aktivierung hin.

In an Prostatakarzinome angrenzendem Gewebe konnten anhand der Ergebnisse
dieser Arbeit keine tumorbiologischen Veranderungen in Bezug auf die untersuchten
Proteine nachgewiesen werden. In Zusammenschau mit anderen Arbeiten ist es
denkbar, dass in der Tumorumgebung zwar eine Aktivierung der Proteinkinase B (Akt)
durch Phosphorylierung stattfindet, dies jedoch fur die Transformation nicht ausreicht

und erst durch eine zusatzliche Steigerung der Expression eine Malignitat entsteht.

Es sind Hinweise gegeben, dass die Tumorentstehung vor allem bei nicht-Diabetikern
stark im Zusammenhang mit der Proteinkinase B (Akt) Aktivierung steht. Fur Diabetiker
scheint dieser Zusammenhang weniger zu bestehen. Die Tumorbiologie des PCAs
scheint vom Insulin-signalling zumindest beeinflusst zu werden und die
Proteinexpression sich als Korrelat zur klinischen Situation des Diabetes zeigen zu

kdnnen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Der PI3K/Akt-Signalweg hat eine wichtige pathogenetische Bedeutung fir die
Tumorentstehung und insbesondere auch fur die Progression des Prostatakarzinoms
(PCASs). Der Insulinsignalweg hat einen Einfluss auf die Tumorbiologie zahlreicher
solider Tumore. Diabetes als Begleiterkrankung ist dabei mit aggressiveren Formen
des PCAs verbunden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Expressionen der fur diese Signalwege zentralen
Proteine Proteinkinase B (Akt) und Insulinrezeptor [3-subunit mit klinischen und
metabolischen Eigenschaften von PCA-Patienten zu vergleichen. Dabei sollten I)
insbesondere ihr Verhalten entlang einer angenommenen Progressionsreihe von
Prostata- und PCA-Geweben im Sinne einer Aggressivitatsbeurteilung untersucht, I1)
das biologische Verhalten von an PCA angrenzendem Gewebe und damit der
Tumorumgebung dargestellt, I1ll) potenzielle regulatorische Mechanismen, des
Insulinsignalwegs auf den PI3K/Akt-Signalweg untersucht und 1V) die Verhéltnisse bei

Patienten mit Diabetes mellitus gesondert untersucht werden.

Anhand eines Kollektivs von n=111 Patienten wurden die Expressionen der beiden
Parameter mittels Immunhistochemie und der Tissue Microarray-Technik an
Paraffingeweben verschiedener Dignitat im Sinne einer Progressionsreihe von
tumorfreiem Prostatageweben Uber organbegrenzte PCA hin zu Proben aus
metastasierten hormonrefrakten PCA und zusatzlich an PCA angrenzende Gewebe
untersucht. Die hierbei gewonnenen Daten wurden anschlieend mit klinischen Daten

und insbesondere dem Diabetesstatus korreliert.

Es ergab sich fir die Proteinkinase B (Akt) eine starkere Expression in Tumorgewebe
als in benignem Gewebe mit einer sukzessiven Steigerung entlang der
Progressionsreihe wahrend die Insulinrezeptor 3-subunit die starkste Expression in
niedrigmalignen, low-Gleason PCA zeigte. Sowohl in benignem, als auch hoher
malignem PCA-Gewebe waren niedrigere Expressionen nachweisbar. An PCA
angrenzendes Gewebe verhielt sich in Bezug auf die Expression der untersuchten
Parameter wie Gewebe aus tumorfreien Prostaten und zeigte daher keine
tumorahnlichen biologischen Veranderungen. Ein linearer Zusammenhang der beiden
Proteine miteinander zeigte sich in benignem Gewebe und bei low-Gleason PCA. Bei

hohergradig entarteten PCA war dieser Zusammenhang nicht mehr nachweisbar. Vor
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dem Hintergrund des Diabetesstatus zeigten sich die Expressionen beider Parameter
im Normalgewebe der Diabetiker wesentlich héher als bei den nicht-Diabetikern, damit
ist die Steigerung der Expression von Proteinkinase B (Akt) hin zu den PCA-Geweben
bei Nicht-Diabetikern wesentlich hdher. Die Expression der Insulinrezeptor 3-subunit
in Normalgeweben fallt damit zu den Expressionen in PCA-Geweben bei nicht-
Diabetikern sogar deutlich Richtung PCA hin ab.

Es liegen damit Hinweise vor, dass die Proteinkinase B (Akt) ein Parameter fur die
Progression des PCA ist und als Anhalt fir die Aggressivitat von PCA herangezogen
werden konnte, wahrend die Insulinrezeptor 3-subunit eher in der Regulation des
PI3K/Akt-Signalwegs von Bedeutung zu sein scheint. Die Daten der vorliegenden
Arbeit deuten insbesondere bei niedrigmalignen PCA auf eine Bedeutung dieses
regulatorischen Zusammenhanges hin. Bei héhergradiger Entartung scheinen andere
Aktivierungsmechanismen des PI3K/Akt-Signalweges einen groReren Stellenwert zu
haben, Daten aus anderen Arbeiten deuten hier auf eine PTEN-abhangige Aktivierung
hin. In an PCA angrenzendem Gewebe konnten keine tumorbiologischen
Veranderungen der untersuchten Proteine nachgewiesen werden. Nicht-Diabetiker
zeigen eine hohe Steigerung der Expression der Proteinkinase B (Akt) in den
Tumorgeweben. Damit sind Hinweise gegeben, dass die Tumorentstehung vor allem
bei nicht-Diabetikern stark im Zusammenhang mit der Proteinkinase B (Akt) steht. Fur
Diabetiker scheint dieser Zusammenhang weniger zu bestehen. Das Insulin-signalling
scheint die Tumorbiologie des PCAs zumindest zu beeinflussen und die
Proteinexpression sich als Korrelat zur klinischen Situation des Diabetes zeigen zu

kdnnen.

Diese Ergebnisse kénnen dazu beitragen Diagnostik, die Prognoseabschatzung und
mdoglicherweise Therapie des PCAs zu verbessern. Bei individuell nachweisbarer
Expression der Parameter sind Madoglichkeiten gegeben therapeutisch mittels
zielgerichteter Therapie in die hier untersuchten Stoffwechselwege einzugreifen. Dabei
sind auch hier dargestellte regulatorische Einfliisse des Insulin-signalling auf den

PI3K/Akt-Signalweg zu berticksichtigen.
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