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|. Einleitung

I.1 Das Organ Prostata

[.1.1 Anatomie
Die Prostata ist ein walnussgrol3es, aus tubuloalveoléaren Driisen bestehendes Organ

und gehdrt zum urogenitalen System des Mannes (Aaron, 2016). Die Prostata
befindet sich inferior zum Apex der Blase, vor dem Rektum (Ittmann, 2018) sowie
hinter der Symphysis Pubis. Lateral zur Prostata befinden sich die beiden Levator-
Ani-Muskeln (Singh, 2021). Die Samenblaschen befinden sich lateral an der Basis der
Prostata. Eine nicht vergrof3erte Prostata wiegt zwischen 15 und 20 Gramm. Die
Prostata wird klassischerweise nach McNeal in drei verschiedene Zonen eingeteilt:
die zentrale, die periphere und die Ubergangszone. Die periphere Zone macht
ungefahr 70 % der gesamten Masse der Prostata aus und ist der Teil der Prostata,
der am haufigsten von Prostatakarzinomen betroffen ist. Die Ubergangszone
umschlingt die Urethra und macht in gesunden Mannern 5 % des Prostata-Volumens
aus. Die benigne prostatische Hyperplasie tritt am haufigsten in der Ubergangszone
auf (Ittmann, 2018). Durch die Expansion des Gewebes in dieser Zone entstehen die
mit BPH assoziierten Symptome sowie Probleme beim Wasserlassen, was durch die
Néahe der Zone zur Urethra erklart werden kann (Aaron et al., 2016). Die zentrale Zone
macht die restlichen 25 % des Prostata-Volumens aus. Die Zone hat die Form eines
Konus, wobei das breite Portio mit der Basis der Prostata einhergeht (Ittmann, 2018).
Sie umschlingt die Ejakulationsgange (Aaron et al., 2016). Die Prostata wird tber dem
hypogastrischen Nerv sympathetisch und parasympathetisch iber dem Beckennerv
innerviert (White et al., 2013).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Prostata (Hamm et al., 2007)

[.1.2 Histologie
Die Histologie der Prostata umgreift drei verschiedene Arten von Zellen, aus denen

die Azini und die Drisen der Prostata bestehen: luminale, basale und neuroendokrine.
Die Azini kénnen vor allem in der zentralen Zone gefunden werden. Die luminalen
Zellen sind sdulenformig und besitzen ein blasses, eosinophiles Zytoplasma sowie
runde Nuklei, die an der Basis der Zelle zu finden sind. Die luminalen Zellen stellen
einige Bestandteile der Samenflissigkeit her sowie das PSA, das zur frihen
Identifizierung von Prostatakarzinomen genutzt wird. Die Basalzellen grenzen an die
Basalmembrane an, besitzen ovoide Nuklei sowie geringe Mengen Zytoplasma. Diese
Zellen farben positiv auf nukleares p63 sowie High-Molecular-Cytokeratin.
Neuroendokrine Zellen kénnen tber neuroendokrine Marker sowie Chromogranin und
Synaptophysin immunhistochemisch identifiziert werden. Das prostatische Stroma ist
fiboromuskular, mit vielen glatten Muskelzellen sowie Fibroblasten, Blutgefal3en, und
Nerven (Ittmann, 2018).

1.1.3 Physiologie
Die Prostata besitzt im urogenitalen System des Mannes folgende physiologische

Rollen: Sie agiert vor allem als Drise, die wichtige Bestandteile des Ejakulates des
Mannes produziert (Frick & Aulitzky, 1991). Die Sekretionen beinhalten Citrat, Zink
(Costello & Franklin, 2013), Enzyme, Lipide und Amine, die einen wichtigen
Bestandteil des Sekretes der mannlichen Prostata ausmachen und fir eine
regelrechte Motilitdt der Spermatozoen sorgen (Kumar & Majumder, 1995). Wahrend

der Ejakulation ziehen sich die glatten Muskelzellen der Prostata zusammen, was die
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prostatischen Sekretionen in die Urethra drickt (Shafik et al., 2006). Teil des
produzierten Sekrets ist auch das durch die Prostata produzierte PSA (Balk et al.,
2003), das als Biomarker zur Erkennung von Prostatakarzinomen verwendet wird.
Androgene spielen eine wesentliche Rolle bezuglich des Wachstums, der Funktion
und der Entwicklung der Prostata. Das Testosteron wird durch die Leydig-Zellen der
Hoden sowie durch die Nebennieren produziert. Dieses dringt in die Prostata ein,
wobei es zum Dihydrotestosteron (DHT) reduziert wird und dadurch die Androgen-

Rezeptoren mit einer hdheren Affinitat binden kann.

|.2 Prostatakarzinom

[.2.1 Pathologie
Weltweit ist Prostatakrebs die am zweithaufigsten vorkommende Malignitat bei

Méannern (nach Lungenkrebs). Das Risiko, an Prostatakrebs zu erkranken, steigt mit
dem Alter. So betragt das Durchschnittsalter bei Diagnosestellung circa 66 Jahre.
Afroamerikanische Manner besitzen ein hoheres Risiko, an Prostatakrebs zu
erkranken als weiRe Manner. In Europa hat der skandinavische Raum die héchsten
Inzidenzen von Prostatakrebs. Dies lasst sich auf verschiedene soziale, genetische,
und Umweltfaktoren zurtckfuhren. Prostatakrebs kann in den Anfangsphasen
asymptomatisch sein. Die ersten Symptome sind auf eine Hyperplasie der Prostata
zuruckzufiihren. Weitere Symptome sind ein schwacher Urinstrahl, Drdngen beim
Wasserlassen und Nykturie. In spateren Stadien kommen Symptome wie
Urinretention sowie Knochenschmerzen dazu, da sich in Knochen am haufigsten
Metastasen bilden (Rawla & Prasanth, 2019).

1.2.2 Risikofaktoren
Verschiedene Risikofaktoren fordern die Entstehung von Prostatakarzinomen. So

scheint eine westliche Diat prostatakrebsfordernd zu sein, wahrend eine asiatische
Prostatakrebs inhibierend zu sein scheint. Ein niedriger Vitamin-D-Spiegel bzw. wenig
Sonnenexposition ist krebsférdernd, was die hohe Prostatakrebs-Rate in
Skandinavien erklaren konnte. Eine chronische Prostataentziindung (Prostatitis),
Viren wie HPV-16 und Pilze sowie Trichomonas Vaginalis fordern ebenfalls die
Entwicklung von Prostatakrebs. Eine wichtige genetische Komponente spielt ebenso
eine grofl3e Rolle. 20 % aller Patienten mit Prostatakrebs sind erblich belastet. Ursache

sind Mutationen im HPC1-Gen, die die Ribonuklease L kodiert — ein Enzym, das

11



wichtige antivirale sowie apoptose-regulierende Wirkungen hat (Rawla & Prasanth,
2019).

1.2.3 Pathogenese
Die Pathogenese des Prostata-Karzinoms ist komplex und multifaktoriell. Jahrelange

Forschung machen eine Kombination von genetischen und epigenetischen Faktoren
fur die maligne Transformation von prostatischem Epithel verantwortlich. Obwohl
luminale Zellen bis dato immer als die sich proliferierenden Zellen im Vordergrund
standen, scheinen auch basale Zellen das nétige molekulare Werkzeug zu besitzen,
um eine maligne Transformation zu verursachen (Schrecengost & Knutsen 2013). Das
Wachstum des Prostatakarzinoms ist von der Aktion von Androgenen abhangig,
weswegen die Androgen-Deprivation ein wichtiger Bestandteil der Behandlung von
Patienten mit Prostata-Karzinomen ist. Bei weiter fortgeschrittenen Tumoren tritt durch
bestimmte molekulare Faktoren, z. B. Transforming Growth Factor Beta, auch eine
androgen-unabhéngige Aktivierung des Androgen-Rezeptors ein (Velchetti et al.,
2008).

1.2.4 Pathomorphologie
Die pathomorphologische Veranderung des Prostataepithels kann durch den

Gleason-Score quantifiziert werden. Das Zytoplasma in den Zellen des
Prostatakarzinoms ist oftmals fein granular, kann aber durch die Einlagerungen von
intrazellularen Lipiden auch klar bzw. schaumig sein. Es besteht ebenso eine nukleare
sowie nukleolare Vergréf3erung und eine Hyperchromasie. Mitotische Figuren treten
erst in spateren Stadien auf. Typisch fir eine maligne Transformation ist der Verlust
von Basalzellen. Die Architektur des Prostataepithels verandert sich ebenso: Die
Drusenstruktur verkleinert sich, dabei sind kleine, dicht gepackt Driisen mitirregularen
Abgrenzungen, eine glatte laminare Flache sowie eine Aufspaltung von Stroma-
Fasern typisch. Makropathologisch tritt ein Prostatakarzinom als kornige, feste, grau-
gelbliche Masse mit schlechter Demarkierung auf. Die Masse lasst sich durch reine
makropathologische Inspektion nur in 63 % der Falle als Prostatakrebs identifizieren.
In 19 % werden die Massen falschlich als Prostatakarzinome identifiziert (Iczkowski,
2016).

12



|.3 Klassifikation von Prostatakarzinomen

1.3.1 Gleason Score
Der Gleason Score ist ein Punktesystem und wird als prognostisches Werkzeug zur

Bewertung von prostatischen Adenokarzinomen verwendet (Delahunt et al., 2012).
Beim Gleason-Score-System ergeben sich durch die Begutachtung des
histologischen Musters 1-5 Punkte, wobei eine hdhere Punktezahl mit einem
zunehmend malignem Zellmuster einhergeht. Da Prostatakarzinome oftmals ein
heterogenes Muster aufweisen, werden die beiden am haufigsten auftretenden Muster
genommen, ihre einzelne Punktegabe berechnet und anschlielend
zusammengezahlt (Epstein et al., 2016). Um den genauen Gleason Score zu
ermitteln, wird durch Pathologen vor allem die Architektur der Anordnung der malignen
Zellen sowie die Stufe der Differenzierung erértert (Munjal & Leslie, 2021). Mittels des
Gleason Score kann der prognostische sowie der therapeutische Verlauf des

Patienten ermittelt werden (Epstein et al., 2016).

1.3.2 TNM
Die Einteilung in ein Krankheitsstadium erfolgt mittels TNM Staging. Je nach

Einteilung werden die Patienten mit unterschiedlichen Methoden behandelt. Die

deutsche Krebsgesellschaft legt folgende TNM-Einteilung vor:

Tabelle 1: Einteilung von Prostatakarzinomen je nach Tumorausdehnung, Lymphknotenmetastasen
und Fernmetastasen (Deutsche Krebsgesellschaft, 2021)

Tumorausdehnung (T)

TX | Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO kein Hinweis auf einen Primartumor

T1 | Kklinisch unauffalliger, nicht-tastbarer Tumor

Tla | zufalliger Nachweis eines Tumors in der histologischen Untersuchung
operativ entfernten Prostatagewebes, héchstens 5 % des Gewebes betroffen

T1lb | zufalliger Nachweis eines Tumors in der histologischen Untersuchung
operativ entfernten Prostatagewebes, mehr als 5 % des Gewebes betroffen

T1lc | Tumornachweis durch Nadelbiopsie, die z. B. aufgrund eines erhéhten PSA-
Wertes durchgefihrt wurde

T2 tastbarer Tumor, der auf die Prostata beschrankt ist

T2a | maximal die Hélfte eines Prostatalappens betroffen

T2b | mehr als die Hélfte eines Prostatalappens betroffen, der andere Lappen ist
nicht betroffen

T2c | beide Prostatalappen betroffen

T3 | Ausdehnung des Tumors Uber die Prostatakapsel hinaus*
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*Die Ausbreitung eines Tumors bis in die Prostataspitze oder in die
Prostatakapsel (aber nicht dartiber hinaus) wird nicht als T3-, sondern als T2-
Tumor gewertet.

T3a | Tumorausbreitung ein- oder beidseitig Uber Prostatakapsel hinaus,
Samenblasen tumorfrei

T3b | Ausbreitung bis in die Samenblase(n)

T4 | Tumor ist fixiert oder hat sich auf benachbarte Strukturen (auRer der
Samenblase), wie SchlieBmuskeln, Rektum und/oder Beckenboden,
ausgebreitet

Lymphknotenmetastasen (N)

NX | regionale Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO | keine regionalen Lymphkontenmetastasen nachweisbar

N1 | regionale Lymphkontenmetastasen nachweisbar

Fernmetastasen (M)

MO | keine Fernmetastasen nachweisbar

M1 | Fernmetastasen nachweisbar

Mla | nichtregionale Lymphknoten betroffen

M1b | Knochenmetastasen nachweisbar

M1lc | andere Organe betroffen

I.4 Screening & Diagnose

1.4.1 Screening
Um Prostatakrebs fruhzeitig erkennen und behandeln zu kdnnen, werden digital-

rektale Untersuchungen durchgefihrt und der PSA-Wert bestimmt. Diese
Untersuchungen finden im Rahmen der Vorsorgeuntersuchungen von Mannern statt
(Naji et al., 2018). Das prostataspezifische Antigen ist eine prostataspezifische
Kallikrein-Serine-Protease, die durch das Epithel der Prostata produziert wird und im
Blut gemessen werden kann. Das PSA wird bei Entziindung, nach Operation und bei
Malignitat der Prostata erhdht ausgeschiittet. Es handelt sich hierbei also um einen
sensitiven, aber nicht-spezifischen Wert. Ein Schwellenwert von 4.0 ng/mL besitzt
eine Sensitivitat von 67.5-80.0 % bei Prostatakarzinomen (Harvey et al., 2012).

Bei der digital-rektalen Untersuchung wird mittels des Zeigefingers die Prostata auf
GrolRe, Schmerzempfindlichkeit und Oberflachentextur untersucht (Muangpoon et al.,
2020). Durch die Kombination von digital-rektaler Untersuchung und PSA-Wert
konnten epidemiologisch mehr M&anner mit einem frGhen Stadium des

Prostatakarzinoms erkannt und behandelt werden (Eastham et al., 2003).
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|.4.2 Diagnose
Patienten mit einem erhohten PSA-Wert und/oder einer auffalligen digital-rektalen

Untersuchung sollten weiter auf ein Prostatakarzinom untersucht werden. (Boehm et
al., 2023)

Zur weiteren Diagnostik kann eine MRT-Bildgebung eingesetzt werden. Die MRT hat
eine gute Sensitivitat fir die Detektion und Lokalisation von Prostatakarzinomen mit
einem ISUP Grad > 2, inshesondere wenn der Tumordurchmesser groRer als 10 mm
ist. In der Cochrane-Studie zeigte die MRT eine Sensitivitat von 91% fur die
Erkennung von Prostatakarzinomen.

MRT-gezielte Biopsien konnen in zwei verschiedenen diagnostischen Pfaden
eingesetzt werden: 1) der "kombinierte Pfad", bei dem Patienten mit positivem MRT-
Befund einer kombinierten systematischen und gezielten Biopsie unterzogen werden
und Patienten mit negativem MRT-Befund einer systematischen Biopsie unterzogen
werden; oder 2) der "MRT-Pfad", bei dem Patienten mit positivem MRT-Befund nur
einer gezielten MRT-gezielten Biopsie unterzogen werden und Patienten mit
negativem MRT-Befund gar nicht biopsiert werden. (EAU Guidelines., 2023)
Generell kdnnen Biopsien entweder transrektal oder transperineal durchgefiihrt
werden. Der transperineale Zugang zeigte weniger Komplikationen. (Xiang et al.,
2019)

Je nach Land werden 10-18 Biopsien abgenommen. Die Biopsien werden

anschlieRend mittels des Gleason Score ausgewertet (Harvey et al., 2012).

1.5 Behandlung
Der Behandlungsalgorithmus ist je nach Region und Land unterschiedlich und

verandert sich je nach Studienlage. So gibt es in Europa die EAU-EANM-ESTRO-
ESUR-ISUP-SIOG Guidelines on Prostate Cancer.

Es existieren verschiedene Therapien zur effektiven Behandlung von
Prostatakarzinomen. Das Watch and Wait oder das Active-Surveillance-Verfahren
kann bei einem wenig aggressiven Prostatakarzinom mit niedrigem PSA-Wert
(<10 ng/L) und niedrigem Gleason Score (3+3) angewendet werden. Chirurgische
Eingriffe (wie zum Beispiel die radikale Prostatektomie) sowie die Radiotherapie
werden zur Behandlung von lokalen, nicht-metastasierten Prostatakarzinomen
angewandt. Bei metastasiertem Prostatakarzinom wird h&ufig eine Kombination von

Chemotherapie und Androgen-Deprivations-Therapie angewendet (Litwin et al.,
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2017). Der aktuelle Behandlungsalgorithmus der European Society of Urology teilt die
Behandlung des Prostatakarzinoms grob in 4 verschiedene Subkategorien ein. Diese
sind die Behandlung des ,intermediate risk”, ,high risk localized”, ,locally advanced”
und cN1 Prostatakarzinoms. Innerhalb dieser Subkategorien werden die Patienten
nach weiteren Kriterien wie z.B. Prostatavolumen und Funktion der ableitenden

Harnwege eingeteilt. (EAU Guidelines.,2023)

[.5.1 Active Surveillance vs. Watch and Wait
Das Prostatakrebs-Screening reduziert die Sterblichkeit an Prostatakrebs. Es kann

jedoch auch zu einer ,Uberdiagnostik* und einem zu aggressiven Vorgehen
gegeniber indolenten Prostatakarzinomen kommen (Loeb et al., 2017). Diese kann
zu einem unnoétigem psychologischen sowie physiologischen Schaden fiihren
(Kinsella et al., 2018). Die konservative Behandlung der Prostatakarzinome wird
oftmals in ,watchfull waiting (WW)* und ,active surveillance” eingeteilt (Loeb et al.,
2017). Bis dato bedeutet ,watchful waiting“, den Patienten mit Prostatakarzinom erst
dann zu behandeln, wenn Symptome auftreten (Xu et al., 2012).

Die ,active surveillance® des Prostatakarzinoms basiert bei niedrigem
Progressionsrisiko auf einem strengen Kontrollprotokoll mit digital-rektaler
Untersuchung (mindestens einmal jahrlich), PSA-Titerbestimmung (mindestens alle 6
Monate), und wiederholter Biopsie (alle 2 bis 3 Jahre). (EAU Guidelines.,2023)
Wenn die Progressionsparameter auf eine Progredienz des Prostatakarzinoms
deuten, kann dieser je nach Situation kurativ oder palliativ behandelt werden (Kinsella
et al., 2018).

1.5.2 Radikale Prostatektomie
Bei der radikalen Prostatektomie wird die komplette Prostata, inklusive gentigend

Gewebe entfernt, um tumor-negative Margen zu erhalten. Das Ziel ist, das gesamte
Tumorgewebe zu entfernen, ohne Komorbiditdten, z.B. verminderte sexuelle
Funktion sowie Inkontinenz, hervorzurufen. Der dabei klassischerweise retropubisch
verwendete Ansatz wird dabei mehr und mehr von der roboterassistierten
laparoskopischen Behandlungsvariante verdrangt. Unabhangig vom Ansatz hangt der
Erfolg der Operation stark von der Fahigkeit des Operateurs ab (Vernooij et al., 2020).
Obwohl sich die onkologischen Resultate der restropubischen Tumorentfernung sowie
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der laparoskopischen und roboterassistierten ahneln, weisen die letzteren Ansatze
bessere Resultate beziiglich des Blutverlustes, der Rekonvaleszenz und der Asthetik
auf (Frota et al., 2008).

1.5.3 Radiotherapie
Bei der Radiotherapie existieren — ahnlich wie bei der Prostatektomie — verschiedene

Ansatze: die externe Strahlentherapie sowie die Brachytherapie. Bei der externen
Strahlentherapie gibt es beispielsweise die Image Guided Intensity Modulated
Radiation Therapy. Bei dieser werden multiple, sich tiberschneidende Strahlenbtindel
auf die Prostata gerichtet, wodurch es zu einer hohen Strahlungskonzentration im
Tumorgewebe kommt. Bei der Protonstrahltherapie werden Protonen mit hoher
Energie abgefeuert, die die gesamte Energie auf einmal abgeben, sobald sie eine
spezifische Tiefe erreichen. Diese Form von Strahlentherapie wird oftmals bei
Karzinomen benutzt, die in der Nahe lebenswichtiger Organe liegen.

Eine weitere Therapie ist die High Dose- und Low Dose-Brachytherapie. Bei der Low
Dose-Variante werden niedrig-radioaktive Seeds permanent in die Prostata
eingesetzt. Bei der High Dose-Variante werden hoch-radioaktive Seeds temporér in
die Prostata eingesetzt (Gay & Michalski, 2018). Die Nebenwirkungen der
Radiotherapie sind Probleme beim Wasserlassen sowie Inkontinenz,
Verdauungsprobleme, Hamatochezie und Erektionsprobleme sowie Potenzschwund

(Nguyen und Zagars, 1998).

1.5.4 Hormontherapie
Das Wachstum der Prostata ist von der Stimulation durch Androgene abhangig. Daher

ist die Deprivation von Androgenen durch die Kastration ein wichtiger Bestandteil der
Behandlung von Prostatakarzinomen (Desai et al., 2021).

Die Androgen-Deprivationstherapie ist der ,Gold Standard“ der Behandlung von neu
diagnostiziertem metastasiertem Prostatakarzinom sowie bei wiederkehrendem
Karzinom, das nicht durch die Salvage-Therapie behandelt werden kann. Die
Kastration kann entweder medizinisch oder chirurgisch durchgefihrt werden. In den
USA war die chirurgische Kastration (bilaterale Orchiektomie oder subkapsulare
Orchiektomie) bis in die 1980er Jahre die am meisten durchgeftihrte Form von
Kastration. Danach gab es dank den neu entdeckten, lang wirkenden GnRH-Analoga-

(z. B. Goserelin und Histrelin) sowie den GnRH-Antagonisten (Degarelix) einen
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Wandel. Diese Medikamente fiihren zu einem Testosteronspiegel wie nach Kastration
(<50 ng/dL) und besitzen einen &hnlichen Wirkungsgrad wie die Kastration mit
Hinblick auf die Tumorkontrolle (Garje et al., 2019). Die GnRH-Analoga binden sich
mit einem spezifischen Rezeptor an den hypophysischen Gonadotropen. Die erhdhte
Aktivierung des GnRH-Rezeptors fuhrt zur Desensibilisierung und somit zu einer
Inhibition der Gonadotropin-Sekretion. Die GnRH-Antagonisten inhibieren die GnRH-
Signal-induzierte Transduktion und somit die Gonadotropin-Sekretion (Ortmann et al.,
2002). Nebenwirkungen der Androgen-Deprivationstherapie sind die verminderte
Insulin-Sensibilitat, Fettleibigkeit, Dyslipidamie, Hypercholesterinamie,
Hypertriglyceriddmie, Osteoporose sowie ein erhdhtes Risiko, an Herzkrankheiten zu
erkranken (Freedland & Abrahamsson, 2020).

[.5.5 Chemotherapie
Metastasierte Prostatakarzinome konnen kastrationssensitiv oder kastrationsresistent

sein. Die meisten kastrationssensitiven Prostatakarzinome schreiten in das Stadium
der kastrations-Resistenz fort. Eine Methode zur weiteren Behandlung des
Prostatakarzinoms ist die Chemotherapie. Im Jahr 2004 wurde Docetaxel als die
standardmafiiige Chemotherapie fir kastrationsresistente Prostatakarzinome
festgelegt (Quinn et al. 2017). Docetaxel inhibiert die mikrotubulare Depolymerisation
und dampft die BCL-2- sowie BCL-XL-Genexpression — dieser Mechanismus erhéht
die Apoptose-Rate der Krebszellen (Pienta, 2001). Carbitaxel wurde entwickelt, um
Patienten zu behandeln, die eine Doxetaxel-Resistenz entwickelt haben. Carbitaxel
stimuliert die tubulare Depolymerisation und inhibiert somit die Zellteilung (Nightingale
et al., 2012). Neue Studien, wie die CHAARTED-Studie, zeigten, dass das Uberleben
der Patienten mit einer Kombination von Hormon und Chemotherapie verbessert wird
(Quinn et al., 2017).

Neben der klassischen Chemotherapie existieren neue Behandlungsmethoden, u. a.
monoklonale Antikorper, die bestimmte Rezeptoren binden und Signalwegs-
Kaskaden unterbrechen koénnen. Monoklonale Antikérper kdnnen ebenso mit
Radioisotopen, Immunotoxinen und Zytotoxinen konjungiert werden, um
anschlieend an Prostatakarzinom-spezifische Rezeptoren zu docken, sodass das
maligne Prostatagewebe zerstort wird. Die aktuell erforschten Rezeptoren hierzu sind
der EGFR und HER2/neu sowie die TAA’s (tumor associated antigens) PSA, Mucin,
und PSMA (Vieweg, 2007).
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|.6 Diabetes Mellitus

1.6.1 Einfihrung
Diabetes Mellitus ist eine Gruppe von Stoffwechselkrankheiten. Diese charakterisiert

sich durch eine Hyperglykdmie aufgrund eines Defekts der Insulin-Sekretion, Insulin-
Aktion oder beidem (Schuster, 2002). Zur Diagnose von Diabetes wird die Nichtern-
Glukose (Cut-off: 2126 mg/dl (7.0 mmol/l)) und/oder die 2-Stunden postprandiale
Glukose 2200 mg/dl (11.1 mmol/l) bestimmt. Symptome einer Hyperglykdmie sind
Polydipsie, Gewichtsverlust sowie eine verschwommene Sicht. Chronische
Hyperglykdmie kann zu einer Ketoazidose oder zu einem nicht-ketotischen
hyperosmolarem Syndrom fiihren.

Diabetes Mellitus wird in unterschiedliche Subtypen aufgeteilt: Diabetes Mellitus Typ
1, bei dem ein Verminderung der Insulin-Sekretion stattfindet, und 5-10 % aller
Patienten mit Diabetes Mellitus ausmacht. Dieser Subtyp kann durch eine serologisch
identifizierbare autoimmune Aktion an den Langerhans-Inseln sowie durch genetische
Marker identifiziert werden (American Diabetes association, 2010). In der Regel
erkranken Patientin mit Diabetes Mellitus Typ 1 im Kindes- oder im Jugendalter (Sapra
& Bhandari, 2021).

90-95 % aller Patienten mit Diabetes Mellitus leiden an Diabetes Mellitus Typ 2. Bei
diesem Subtyp besteht eine Resistenz der Zellen auf Insulin sowie eine relative (keine
absolute) Verminderung des Insulinspiegels. Diese entsteht unter anderem durch
Fettleibigkeit, falsche Erndhrung und einem ungesunden Lebensstil. Es gibt auch
andere Typen des Diabettes Mellitus, z. B. Diabetes durch genetische Defekte der
Beta-Zellen, genetische Defekte der Insulin-Aktion, Diabetes der Schwangerschaft
und medikamenteninduzierten Diabetes Mellitus (American Diabetes Association,
2010). Langfristig fuhrt Diabetes zu einem erhohten Risiko, an mikro- und

makrovaskularen Krankheiten zu erkranken (Killilea, 2002).

1.6.2 Diabetes und Malignome
Die Stoffwechselkrankheit Diabetes hat unterschiedliche Auswirkungen auf

Malignome. Einige epidemiologische Studien suggerieren ein erhdhtes Risiko einer
karzinomatbésen Umwandelung der Organe Leber, Bauchspeicheldriise, Magen,

Kolon, Rektum, Nieren und Brust bei Patienten mit Diabetes Mellitus (Abudawood,
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2019). Der Grund dafur lasst sich in komplexen Biomechanismen finden. Diabetiker
(Typ 2) besitzen eine ausreichende Produktion an Insulin, die Insulinrezeptoren
reagieren jedoch nicht adaquat darauf, was zu einem erhdhten Blutzucker fihrt.
Insulinrezeptoren sind sehr wichtige Bestandteile des Stoffwechsels der Krebszellen
und konnen die Mitogenese dieser auf molekularer Ebene beeinflussen, was zum Teil
zu einem erhéhtem Krebsrisiko fihren kann. Ein erhoéhter Ausstof3 von Insulin bei
Diabetikern hat auch endokrine Folgen. So wird vermutet, dass die erhohte
Konzentration von Insulin bei Frauen eine hohere Ostrogen- und Testosteron-
Konzentration nach sich zieht. Dies beschleunigt die Pathogenese bei Brust- und
Gebarmutterkrebs. Da Patienten mit Diabetes einen hoheren Blutzucker haben,
kommt bei dieser Verbindung ebenfalls die Warburg-Hypothese zum Tragen. Diese
sagt voraus, dass Krebszellen einen héheren Verbrauch von Glukose beanspruchen
als normale Zellen, was durch FDG-PET-Analysen von Krebspatienten deutlich
wurde. So kénnen sich die Krebszellen bei Diabetikern viel besser teilen, da sie die
fur die hohe Mitoserate wichtige Glukosekonzentration fur sich beanspruchen kénnen.
Jedoch scheint die Konzentration der Insulinrezeptoren in diesem Fall wichtiger zu
sein als die Warburg-Hypothese (Giovanucci et al., 2010). Ein ebenfalls sehr wichtiger
Faktor bei der Verbindung zwischen Diabetes und Krebs sind die
Entziindungsparameter. Diabetes steht mit Fettleibigkeit in Verbindung und fettleibige
Menschen besitzen mehr adiposes Gewebe. Es produziert Zytokine sowie einige
andere bioaktive Substanzen mit entzindungsstimulierender Wirkung sowie TNF-
alpha, IL-1, IL-6, IL-10, Leptin, Adiponectin, Monocyte Chemoattractant Protein,
Angiotensinogen, Resistin, Chemokine und Serum Amyloid-Proteine, die kollektiv als
Adipokine bezeichnet werden (Tsalamandris et al.,, 2019). Inflammation ist
bekanntermaf3en auch ein pro-onkogener Prozess. So wurde zum Beispiel die TNF-
Alpha-Aktivitat mit Proliferation, Invasion und Metastasierung in Verbindung gebracht
(Wang & Lin, 2008).

|.7 Rezeptoren

[.7.1 IGF-1-Rezeptor (IGF-1R)
Der Insulin-Growth-Factor-1-Rezeptor (IGF-1R) ist ein transmembraner Rezeptor in

Zellmembran, Zytoplasma und Nukleus der Zellen. Er wird durch die Hormone Insulin-
Growth-Factor-1 und Insulin-Growth-factor-2 aktiviert und gehért zur Klasse der

Tyrosin-Kinase-Rezeptoren (Riedemann & Macualay, 2006). Die Aktivierung des
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Rezeptors hat einen anabolen Effekt und beschleunigt das Wachstum verschiedener
Gewebe sowie der Muskeln und Knochen (Locatelli & Bianchi, 2014). Dieser Rezeptor
reguliert aber auch Metabolismus und die Differentiation von Zellen (Kavran et al.,
2014).

Der IGF-1R besteht aus Single Pass Protein Subunits, die als Homodimere durch Di-
Sulfid-Brucken verbunden sind. Durch eine Furin-artige Spaltung entstehen Alpha-
und Beta-Ketten, die ebenfalls durch Di-Sulfid-Briicken verbunden sind. Diese formen
sechs extrazellulare Domains, eine transmembrane Region sowie eine
juxtamembrane Region, eine Tyrosin-Kinase-Domain und ein C-Terminal. Die
Bindung von Signalmolekulen stimuliert die Rezeptor-Kinase-Aktivitat, was zu einer
Phosphorylierung von multiplen Substraten und zu einer Initiation von bestimmten
Signalwegs-Kaskaden fuhrt (Kavran et al., 2014).

Die durch IGF-1R aktivierte Phosphorylierung von IRS aktiviert die Ras-Raf-Erk und
die PIBK/AKT/mTOR-Kaskade (Yuan et al., 2018) Ebenso flihrt die Aktivierung von
IGF-1R zu einer Hochregulierung von pro-mitogenen Faktoren wie Cyclin D1 und E,
und zu einer Inhibierung von antimitogenen Faktoren, wie PTEN (Brahmkhatri et al.,
2015).
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Abbildung 2: Exemplarische Darstellung der von Insulin-Like-Growth-Factor in Gang gesetzten
Signalwegskaskade (Higashi, 2012)

Die Achse der Sekretion des IGF1R gliedert sich folgendermal3en: der GHRH des
Hypothalamus stimuliert die Hypophyse zur Sekretion von GH, was die Leber zur
Sekretion von IGF1R stimuliert. Der IGF1R beeinflusst die Hypophyse anschlie3end
durch Feedback Inhibition zur Senkung der Sekretion des GH Volumens. (Blum et al.,
2018)
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1.7.2 Ostrogenrezeptor B (ER-B) )
Es gibt drei verschiedene Arten von Ostrogenrezeptoren (ER). Die ersten beiden

Ostrogenrezeptoren a und B gehoren zur Klasse der Nuklearrezeptoren, der dritte
Ostrogenrezeptor ist der membrangebundene Ostrogenrezeptor. In dieser Arbeit wird
lediglich der Effekt des Ostrogenrezeptors B behandelt. Das Gen fiir den
Ostrogenrezeptor B wird auf dem Chromosom 14g23.2 gefunden. Der
Ostrogenrezeptor besteht aus einer N-Terminal Domain, einer DNA Binding Domain,
einer ligandbindenden Domain und zwei Activation Function Domains (Kumar et al.,
2011). Der Ostrogenrezeptor B aktiviert durch DANN-Bindung in der DANN
spezifische Gene - sogenannte ,Estrogen Responsive Elements.” Der
Ostrogenrezeptor B moduliert die Genaktivierung auch durch die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren so wie durch Activating Protein 1 und Stimulating Protein 1
(zhao et al. 2008). Der Ostrogenrezeptor B besitzt ebenso einen antiproliferativen
Effekt und adaptiert die Lunge wahrend der Schwangerschaft (Weihua, 2000).

Die Testikel produzieren etwa 20 % des Ostrogens bei Mannern, wahrend der Rest
lokal in anderen Geweben (z. B. Hirn, Knochen, und Haut) durch Aromatase ein
Enzym produziert, das Androgene in Ostrogene umwandelt (Cooke et al., 2017).

Die Leydig-Zellen in den Testikeln produzieren unter Stimulation von LH Testosteron,
das anschlieRend, wie in den anderen Geweben auch, durch Aromatase in Ostrogen
umgewandelt wird. Das Ostrogen inhibiert die Aktion von LH auf Leydig-Zellen, was
als Feedback-Kontrolle von Leydig-Zellen interpretiert werden kann (Schulster et al.,
2016).

[.7.3 Interleukin-6R (IL-6R)
Das Gen fur den Interleukin-6-Rezeptor-1 befindet sich auf dem Chromosom 1q 21.3.

Der Interleukin-6-Rezeptor ist ein Protein-Komplex, bestehend aus der Interleukin-6-
Rezeptor-Subunit und dem Interleukin-6-Signal-Transducer GP130 (National Center
for Biotechnology Information, 2022). Er befindet sich nur auf der Zellmembran und
im Zytoplasma. Wenn sich das Zytokin Interleukin-6 mit dem Rezeptor bindet, kommt
es zu einer Homodimerisierung, was zu einem hohen Affinitdtskomplex aus IL-6,
Interleukin-6-Rezeptor und GP130 fuhrt. Diese aktivierte Kaskade fuhrt zu einem
sogenannten Cis-Signaling (Weidle et al., 2010). Dies aktiviert JAK durch
Phosphorylierung, was wiederum zur Aktivierung zweier unterschiedlicher Kaskaden
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fuhrt: der SHP-2 ERK MAPK-Kaskade und der JAK/STAT-Kaskade (Mihara et al.,
2012). Die Aktivierung von MEK/ERK resultiert in der Aktivierung von Serum
Response Elements und Interleukin-6 Response Elements (Weidle et al., 2010).
Durch diese Kaskaden werden Zellwachstum, Apoptose, Proliferation und
Immunregulation kontrolliert (Li et al.,, 2014). Zudem brauchen die T- und B-Zellen
Interleukin-6 zur normalen Proliferation und Funktion. AuRerdem spielt Interleukin-6
eine Rolle bei der Regulation der Korpertemperatur. Interleukin-6 gilt auch als
Mediator fur Entzindungen bei einer Reihe von autoimmunen Krankheiten wie
Multiple Sklerose und Morbus Crohn (Hong et al., 2014).
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Abbildung 3: Darstellung der von Interleukin-6R in Gang gesetzten Rezeptorkaskade (Troncale et al,
2006)

Die Produktion von Interleukin-6 ist ein sehr komplexer Vorgang (Wu et al., 2017).
Interleukin-6 wird zum Beispiel von Adipozyten ausgeschuttet, was zu einer Erh6hung
des CRP-Spiegels fihrt (Anty, et al.,, 2006). Zudem wird es von Makrophagen
ausgeschittet, nachdem diese pathogene Molekile erkannt haben (Tanaka et al.,

2014). Interleukin-6 werden zahlreiche weitere physiologische Rollen zugeschrieben.
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[.7.4 IGF-1R und Malignome
Die Signalwege des Insulin-Like-Growth-Factor-1-Receptor sind ein kontrolliertes und

reguliertes Netzwerk. Der IGF-1R besitzt oftmals eine erhéhte Expression in malignen
Tumorzellen, was unter anderem zu einer erhéhten Proliferation, Metastasen-Bildung,
Invasion und Resistenz auf die Chemotherapie fihren kann. Die IGF-1R-induzierte
Proliferation wurde bereits in Karzinomen der Eierstocke sowie in
Rhabdomyosarkomen festgestellt. Eine h6here Expression des IGF-1R wurde zudem
mit einem schlechteren Ansprechen auf die Chemotherapie bei Patienten mit
Magenkrebs korreliert. Dabei scheinen die in Kapitel 1.7.1 beschriebenen und durch
IGF-1R aktivierten Kaskaden eine relevante Rolle bezuglich des Tumorwachstums
und der Inhibierung der Apoptose bei Chemotherapie-resistenten Zellen zu spielen
(Yuan et al., 2018). Da die Expression des IGF-1R-Rezeptors bei einigen Krebsarten
eine wichtige Rolle bei der Tumorbiologie zu spielen scheint, lasst sich vermuten, dass

eine &hnliche Verbindung bei Prostatakarzinomen bestehen kdnnte.

1.7.5 ER-B und Malignome
Die Relevanz des Ostrogenrezeptor 8 auf die Tumorentstehung und Tumortberleben

wurde zum Teil bereits bei Brustkarzinomen entschlisselt. Hierbei scheint der
Ostrogenrezeptor B ein wichtiger Rezeptor fir das Zellwachstum zu sein (Palmieri et
al., 2002). Er wird somit als ein neuer Rezeptor fur eine potenzielle Therapie benannt,
spezifisch fur den Rezeptorblocker Tamoxifen (Hartmann et al., 2009). Andererseits
stellten Song et al. fest, dass der Ostrogenrezeptor B durch die Interaktion mit CLDN6
und Beclin 1 vor Krebs schitzen kénnte. Das steuert scheinbar insgesamt zu einer
verringerten Zellmigration, Invasion und zu einer erhéhten Autophagie bei (Song et
al.,, 2009). Zudem wurde bei Brust-, Lungen- und kolorektalem Karzinom eine
verringerte Expression des Ostrogenrezeptors B festgestellt. Der Ostrogenrezeptor 3
scheint laut Lazennec eine tumorsuppressive Rolle bei Ovar-Karzinomen zu spielen.
Dies lasst sich darauf zurlckfuhren, dass bei diesem Krebs eine hohere
Ostrogenrezeptor-B-Expression mit einer hoheren Apoptose-Rate der Krebszellen
einhergeht. Dies kénnte mit der Aktivierung des flr die Apoptose wichtigen Proteins
Fas zusammenhangen. Zudem wurden bei den mit Ostrogenrezeptor B behandelten
Krebszellen eine geringere Invasion und ein geringerer Drang zur Metastasierung
festgestellt (Lazennec et al., 2006). Es lasst sich durch vorherige Studien feststellen,

dass sich die Rolle des Ostrogenrezeptors B hinsichtlich der Tumorbiologie nicht klar
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einordnen lasst. Die Rolle des Ostrogenrezeptors B fur die Biologie der
Prostatakarzinome wurde ebenso nur sparlich beschrieben, weswegen es genauerer

Untersuchungen bedarf, um eine prazisere Einordnung moéglich zu machen.

[.7.6 IL-6R und Malignome
Die Effekte von Interleukin-6 und seinem Rezeptor auf Malignome sind sehr

unterschiedlich. Spezifisch kommt es darauf an, tber welche Art von Malignitat
gesprochen wird. So ist Interleukin-6 bei Brust- und Lungenkrebs
zellwachstumsinhibierend, bei Melanomen zellwachstumsinhibierend, jedoch
Metastasen-generierend und bei gastrointestinalem Krebs, Eierstock- und
Nierenkrebs sowie multiplen Myelomen und in der Leukamie ein proliferierender
Faktor. Bei Brustkrebs wurde eine hohere Metastasen-Rate aufgrund hoher
Interleukin-6-Level festgestellt, da das Interleukin-6 die flr die Metastasen wichtige
VEGF hochreguliert. Bei Gliomen kommt es ebenfalls zu einer durch STAT3
aktivierten VEGF-Hochregulierung. Bei kolorektalen Karzinomen ist der Interleukin-6
ein proliferierender Faktor, da er durch die Stimulation von STAT3 die anti-
apoptotischen Gene der T-Zellen aktiviert, was zur chronischen Entziindung und somit
zur Formation von Malignomen fiihrt. Bei B- und T-Zellen in Non-Hodgkin-Lymphomen
wurde festgestellt, dass die Zellen eine autokrine Stimulation durch Interleukin-6
vornehmen. Grol3e B-Zell-Lymphome reagieren sensitiv auf eine Wachstumsinhibition
durch TGF-Beta. Dies kann jedoch durch die Stimulation von Interleukin-6 tber STAT-
Aktivierung Uberwunden werden. Bei Melanomen wird das Wachstum durch einen
Arrest in der GO/G1-Phase des Zellzyklus durch Interleukin-6 gehindert. Diese kdnnen
die Melanome jedoch durch eine SOCS-Aktivierung Uberbricken. Bei multiplen
Myelomen stimuliert die Interleukin-6-Kaskade durch STAT und BCL-2 das Uberleben
und die Chemotherapie-Resistenz der Krebszellen (Hong et al., 2007). Es wird
deutlich, dass IL-6 und der durch IL-6 aktivierte IL-6R bei vielen Krebsarten eine pro-
onkogene Rolle spielt. Deswegen lasst sich ebenso davon ausgehen, dass dieser
Rezeptor auch mit Blick auf die Tumorbiologie des Prostatakarzinoms wichtig ist. Eine
genaue Hypothese, ob der Interleukin-6R pro- oder anti-onkogene Wirkungen besitzt,
lasst sich jedoch vor dem Hintergrund der verschiedenen Auswirkungen, die der IL-

6R bei anderen Tumorarten hat, nicht aufstellen.
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1.7.7 Subzellulare Rezeptorexpression des IGF-1R und Tumorprogression
Die Veradnderung der subzellularen Lokalisation eines Rezeptors geht mit der

Veranderung der zytophysiologischen Rolle eines Rezeptors einher. Beim IGF-1R,
der — wie bereits beschrieben — eine signifikante Rolle in der Tumorgenese spielen
kann, gab es bereits einige Ansatze, diesen Rezeptor zu inhibieren und somit die
Tumorprogression zu vermindern. Die meisten Ansétze scheiterten jedoch, weswegen
die aktuelle Forschung versucht, die Rolle der Internalisation und der subzelluléaren
Lokalisation des IGF-1R zu erdrtern. Eine Rezeptor-Kinase, die internalisiert wurde,
ist entweder an intrazellulare Membrane, endosomal oder nuklear gebunden. Die
Internalisation geschieht durch Vesikel-Formation. Die Produktion von ,Clathrin
Coated Pits“ ist hierbei die prddominante Form der Internalisation. Die weitere
Translokation in den Golgi-Apparat konnte in der Tumorgenese eine wichtige Rolle
spielen, denn eine hohe Konzentration von IGF-1R im Golgi-Apparat wurde mit
migrierenden Krebszellen in Verbindung gebracht. E-Kadherin, ein Protein, das die
Lokalisation des IGF-1R im Plasmamembran stabilisiert, geht bei Migration maligner
Zellen verloren. Der Grund fur die Translokalisation des IGF-1R in den Golgi-Apparat
findet sich in der Rolle dieses Organells: Der Golgi-Apparat spielt eine wichtige Rolle
bei der Synthese und Modifikation neuer Proteine und somit in der Migration,
Polarisation und DNS-Reparatur. Durch die Translokalisation des IGF-1R in den
Golgi-Apparat und verschiedener anderer fur die Tumorgenese wichtiger Proteine
entsteht somit ein effizientes Signalnetzwerk. Wie sehr die Translokalisation des IGF-
1R in den Golgi-Apparat die vorbeschriebenen Signalwegs-Kaskaden mehr oder
weniger amplifiziert, ist nicht erforscht.

Die Translokalisation des IGF-1R in den Nukleus wird durch die Bindung des IGF-1 in
Gang gesetzt. Der IGF-1-gebundene IGF-1R wird mittels endosomalem Transport
durch einen komplexen Mechanismus in den Nukleus transportiert. Der nukleare
IGF1-R kann sich mit der DNA binden und somit die Transkription verstarken. In HeLa-
Zellen erhoht IGF1-R durch die DANN-Bindung die Produktion von SNAI2, ein Protein,
das E-Kadherin inhibiert und somit die EMT begtinstigt. In Prostatakarzinomen erhoht
der nukleare IGF-1R die Produktion von JUN und FAM21 — Proteine, die die
Zellmigration, Wachstum und das Uberleben von Prostatakarzinomen fordern (Rieger
& O’Connor, 2021). Die erorterte Pathophysiologie des IGF-1R im Rahmen der
Tumorprogression lasst darauf schliel3en, dass eine hohere zytoplasmatische und

nukleare Expression mit einem héheren Tumorgrad einhergehen sollte.
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1.7.8 Subzellulare Rezeptorexpression des ER-B und Tumorprogression
Die subzellulare Lokalisation des ER-B wurde bereits bei anderen Tumorarten als

signifikanter prognostischer Faktor festgestellt. So erorterten Stefano et al., dass bei
Ovar-Karzinomen die zytoplasmatische Expression des ER-B ein unabhangiger
negativer prognostischer Faktor bezlglich des Disease Free Survial zu sein scheint
(De Stefano et al., 2011).

Die verschiedenen Rezeptor Subtypen des ER-B und ihre subzellulare Lokalisation
haben unterschiedliche prognostische Einflisse auf Brustkarzinome. So wurde die
nukleare Expression des ER-B 2 und ER-B 5 positiv mit dem Gesamtiiberleben der
Patienten korreliert und negativ mit der Metastasen-Bildung, wahrend die
zytoplasmatische Expression des ER-B2 signifikant mit einem kirzeren Uberleben
einherging (Shabaan et al., 2008).

Im metastatischen Adenokarzinom der Lunge wurde eine nukleare Expression des
ER-B positiv mit dem Grad der Differenzierung der Zellen korreliert, wahrend eine
zytoplasmatische Expression bei Patienten mit EGFR-Mutation mit einem
vermindertem Patiententberleben einherging (Ding et al., 2018).

Insgesamt lasst sich aus den bisherigen Studien beztiglich der Verbindung zwischen
dem ER-B und seiner subzellularen Lokalisation schlieBen, dass vor allem eine
zytoplasmatische Expression eine pro-onkogene Wirkung nach sich zieht, wahrend

die nukleare Expression eher eine protektive Rolle zu haben scheint.

1.7.9 Subzellulare Rezeptorexpression des Interleukin-6R und Tumorprogression
Die Rolle des Interleukin-6R beziglich der Tumorprogression wurde bereits weit

erforscht. Jedoch ist die Verdnderung der subzellularen Lokalisation des Interleukin-
6-Rezeptors in Bezug auf die Tumorprogression kaum erértert. Aus diesem Grund ist
keine genaue Hypothese bezlglich der Verbindung zwischen subzellularer

Lokalisation und Tumorprogression des Interleukin-6R maéglich.

1.7.10 IGF-1R- und ER-B Expression vor dem Hintergrund der Tumorprogression.
Die Korrelation der einzelnen Rezeptoren zueinander wurde bereits bei einigen

Tumor-Arten erortert. Es muss jedoch vorweggenommen werden, dass diese
Korrelation auf einer eher zellularen, aber nicht subzellularen Ebene dargestellt
wurde, wodurch sich eine Hypothesenstellung beziglich der Korrelation der

Rezeptorkonzentration auf subzellularer Ebene schwierig gestaltet. Gleichzeitig ist es
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jedoch interessant zu sehen, wie sich die vorbekannte zellulare Korrelation auf
subzellularer Ebene widerspiegelt.

Die Insulin-Like-Growth-Faktor-Achse und die Ostrogenrezeptor-B-Achse besitzen
einige Uberlappungspunkte, die durch die Brustkrebsforschung zum Vorschein
gekommen sind. So wurde festgestellt, dass das gemeinsame Binden von Insulin-
Like-Growth-Factor 1&2 auf den Insulin-Like-Growth-Factor-1-Rezeptor zur
Phosphorylierung des intrazellularen Ostrogenrezeptors B fiihrt und tiber die PI3 AKT-
Kaskade die Transkription des Ostrogenrezeptors B antreibt. Der IGF-1R und der ER-
B konnen die PI3K/Akt-Kaskade aktivieren. So aktiviert der IGF-1R die
Proteinsynthese, Zellen-Proliferation und inhibiert die Apoptose, wahrend ER-f3 das
Zelleniberleben fordert (Hamilton et al., 2015).
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Abbildung 4: Darstellung der Schnittpunkte der von ER-B und IGF-1R aktivierten Kaskaden (Hamilton
et al, 2015)

In einer Studie von Cookmann und Belcher zeigte sich bei Medulloblastomen ein
ebenso relevanter Zusammenhang zwischen der ER-B-Expression und der IGF-1R-
Expression. Hier wurden bei ER-B-Knockout-Méausen eine signifikant verminderte
IGF-1R-Expression sowie eine erhohte Apoptose-Rate festgestellt. Dieselbe Studie
zeigte bei humanen D283Med-Zellen, dass bei einer Behandlung mit einem ER-[3-
Agonisten der durch den Caspase-3 in Gang gesetzten Zelltod vermindert wird. Dies

geschieht durch die Phosphorylierung des IGF-1R sowie durch die vermehrte
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Aktivierung der Erk1/2 sowie Akt-Signale (Cookman et al., 2015). Es existieren zwar
noch keine Studien, die den genauen Zusammenhang des ER-B und IGF-1R auf einer
sub-zellularen Ebene herstellen, es kann jedoch in Bezug auf vorherigen Studien die
Hypothese aufgestellt werden, dass es eine positive Korrelation zwischen dem IGF-
1R und dem ER-B gibt, und dass dieser Zusammenhang mit einer pro-onkogenen

Wirkung einhergeht.

[.7.11 IGF-1R- und IL-6R-Expression vor dem Hintergrund der Tumorprogression
Die Zusammenarbeit der Kaskaden dieser beiden Rezeptoren wurde unter anderem

bei nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (NSCLC) festgestellt. Dort wurden
synergistisch hohe Expressionen von IL-6 GP130, IGF1 und IGF1R festgestellt,
zudem war die Uberlebensrate der Patienten mit diesem Phanomen deutlich niedriger.
Der IGF-1R kann via dem PI3-AKT-Pathway die Expression des Interleukin-6 via NF-
K B erhdhen. NSCLC-Zellen, die mit IGF-1 und Interleukin-6 gleichzeitig behandelt
wurden, hatten eine hdhere Expression von p-AKT und p-ERK1/2, was auf eine
gemeinsame Signalwegs-Kaskade hindeutet. Es wurde ebenso festgestellt, dass
Interleukin-6 und IGF-1 synergistisch die Zellen-Apoptosen inhibieren und die Mitosen
der Zellen fordern, was zu einem Wachstum des Tumors fuhrt (Tang et al., 2019).
Eine weitere Studie mit dem NSCLC durch Zheng et al. zeigte, dass, der IL-6 und
IGF1 durch die Aktivierung des IL-6R und des IGF-1R die EMT des Karzinoms
vorantreiben konnen, u. a. durch die gemeinsame Aktivierung der STAT3-Achse.
Ebenso zeigte diese Studie, dass die erhohte Sekretion des IL-6 zu einer erhbhten
Aktivierung des IGF1R und des IL-6R via einer positiven Ruckkopplungsschleife fiihrt
(Zheng et al., 2019). Zusatzlich besitzen der IGF1R und der IL-6R eine weitere
gemeinsame Achse — die Ras-Raf-Mek-Erk-Achse (Johnson et al., 2018 & Mitsiades
et al., 2004), die eine wichtige regulative Rolle bei der Differenzierung von Wachstum
und Uberleben einer Zelle spielen (Ufuk et al., 2020). In Anbetracht der vorliegenden
Daten kann die Hypothese aufgestellt werden, dass die gemeinsamen
Tumorkaskaden der beiden Rezeptoren eine pro-onkogene Wirkung nach sich ziehen,
und dass, falls in Prostatakarzinomen ebenso ein positive Ruckkopplungsschleife
besteht, eine positive Korrelation zwischen den beiden Rezeptoren hinsichtlich der

Tumorprogression existieren sollte.
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[.7.12 ER-B und IL-6R Expression vor dem Hintergrund der Tumorprogression
Es wurde festgestellt, dass das proinflammatorische Zytokin Interleukin-6 durch die

Aktivierung der Osteoklasten eine wichtige Rolle bei der Bildung von Osteoporose
spielt. Die Ostrogentherapie wird verwendet, um den Pathomechanismus der
Osteoporose zu stoppen. Dabei wird ein Mechanismus in Gang gesetzt, bei dem die
Aktion des Ostrogenrezeptors B via NF-k B und C/EBP-B auf die Transkription von
Interleukin-6 vermindert wird (Stein & Yang, 1995). Ein weiteres wichtiges
Zusammenspiel der beiden Faktoren lasst sich auch bei multiplen Myelomen
erkennen. Interleukin-6 spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese von multiplen
Myelomen. Das von IL-6R aktivierte STAT3 ist ein wichtiges Protein in dieser
Kaskade. Es kann durch den PIAS3 (Protein Inhibitor of Activated STAT3) gebunden
und die DANN-Bindung sowie Transaktivierung blockiert werden. Die PIAS3-
Expression wird durch die Ostrogenrezeptor-B-Aktion vorangetrieben. Durch den
Ostrogenrezeptor B kann jedoch nicht die Phosphorylierung von JAK2 und STAT3
unterbunden werden. Der Ostrogenrezeptor B unterbindet ebenfalls nicht die
Expression von IL-6R und gp130 m-RNA (Wang et al., 2001). Aus den vorliegenden
Daten kann die Hypothese aufgestellt werden, dass zwar die Transkription des IL-6R
durch den ER-B nicht vermindert, jedoch der Wirkmechanismus inhibiert wird.
Dadurch kann auf eine negative Korrelation der beiden Rezeptoren vor dem

Hintergrund der Tumorprogression geschlossen werden.

1.7.13 Uberlappung der Signalwegs-Kaskaden
In Bezug auf die vorliegende Literatur kdnnen zusammenfassend folgende

Hypothesen beztiglich der Korrelationen der Rezeptoren zueinander mit Hinblick auf
die Rezeptorexpression im Rahmen der Tumorprogression aufgestellt werden: Der
IGF-1R kann die Phosphorylierung des ER-B vorantreiben, ebenso haben der ER-f3
und der IGF-1R gemeinsame Ziele in der Signalwegs-Kaskade, die eine pro-
onkogene Wirkung nach sich ziehen. Hierdurch kann die Hypothese aufgestellt
werden, dass sich mit einer zunehmenden Tumorprogression eine positive Korrelation
zwischen den beiden Rezeptoren abzeichnen sollte. Ebenso haben der IGF-1R und
der IL-6R einige gemeinsame Uberlappungspunkte, die insgesamt eine pro-onkogene
Rolle spielen. Somit kann auch hierbei eine positive Korrelation der beiden
Rezeptoren zueinander mit zunehmender Tumorprogression angenommen werden.

Zwischen dem II-6R und dem ER-B kann keine klare gemeinsame Signalwegs-
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Kaskade erdrtert werden. Jedoch stimuliert der ER-f die Produktion des PIAS3, ein
Inhibitor der Ziele der durch den IL-6R stimulierten Signalwegs-Kaskade des STATS3.
Ob dies einen Einfluss auf die Rezeptorexpression des II-6R hat, ist jedoch
anzuzweifeln. Insgesamt lasst sich die Hypothese aufstellen, dass sich die
Konzentration der Rezeptoren im Verlauf der Tumorprogression erhdhen wird — dies
jedoch aufgrund des erhdohten Bedarfes der Zelle an Rezeptoren mit pro-onkogener
Wirkung und nicht aufgrund eines epigenetischen Einflusses der aktivierten
Rezeptoren, was zu einer erhdhten Produktion eines anderen Rezeptoren flhrt. Die

gemeinsamen Signalwegs-Kaskaden sind im folgenden Bild zusammengefasst.
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Abbildung 5: Darstellung der mdglichen Uberschneidungspunkte der Signalwegskaskaden der
Rezeptoren IGF1R, ER-B und IL-6R. Die Literaturangaben, die diese Signalwegskaskaden
vorschlagen, sind folgend nummeriert: (1): Hamilton et al, 2015 (2): Grivennikov & Karin 2010 (3): Yuan
et al. 2018 (4): Zheng et al. 2019, (5): Azevedo et al. 2011, (6): Cheteh et al. 2020, (7): Johnson et al.
2018 (8): Wang et al. 2001, (9): Xiao et al. 2019, (10): Tang et al. 2019 (11): Troncale et al. 2006.

1.8 Fragestellung
Der IGF-1R, ER-B und IL-6R sind zellulare Rezeptoren, die scheinbar, wie in der

Einfihrung bereits erortert, eine wichtige Rolle in der Tumorbiologie von
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verschiedenen Arten von Karzinomen spielen. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die
zellulare und subzellulare Expression des IGF-1R, ER-B und IL-6R entlang der
Tumorprogression des Prostatakarzinoms zu erdrtern. AnschlieRend wird ebenfalls
der Grad der Interaktion der Rezeptoren untereinander durch die Errechnung der
Korrelation der Rezeptoren in den einzelnen Tumorphasen diskutiert. Zuletzt werden

diese Ergebnisse mit dem Diabetesstatus der Patienten verglichen.

[I. Material und Methoden

1.1 Ethik
Aufgrund der Arbeit mit humanem Gewebe wurde ein Ethikantrag an die

Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Universitat Tubingen gestellt und

unter folgendem Votum uneingeschrankt bestatigt: 842/2016BO2.

[I.2 Datenschutz
Der Datenschutz wurde durch die Verschlisselung der Datenbank sowie durch das

Benutzen der Pathologie-Nummern auf einer Array Map anstatt des Namens der
Patienten gewahrleistet. Lediglich Mitarbeiter, die zur Schweigepflicht verpflichtet

waren, hatten Zugriff auf die patientenbezogenen Daten.

[1.3 Erhebung patientenbezogener Daten und Datenbanken
Das Erheben von patientenbezogenen Daten geschah retrospektiv und wurde bereits

von einem vorherigen Doktoranden vollendet. Die Datenbank wurde mit einem
Passwort gesichert, sodass nur an dem Projekt arbeitende Personen auf die

Datenbank Zugriff hatten.

Die folgenden Patientendaten waren in der Datenbank enthalten:
-Gewebegruppe

-Patientengruppe

-Name/Vorname

-Pathologienummer

-Geburtsdatum

-Alter bei OP

-OP-Datum
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-OP-Verfahren

-TNM-Status

-Gleason 1 und 2 sowie gesamt Gleason Score

-Angrenzender Gleason 1 und 2 sowie angrenzender Gleason Gesamtscore
- T von angrenzendem Tumor

- PSA zum Zeitpunkt der Gewebegewinnung oder der nachstmaégliche Zeitpunkt davor
- Vorgeschichte bei PC-Patienten

- Art der antihormonellen Therapie/Dauer der antihormonellen Therapie

- Art des Array (reguléar, Nachstanze)

- Anzahl und Art des Gewebes

- Zeile auf dem reguléren Array

- Zeile auf dem Nachstanz-Array (11 und 12)

- Diabetes-Status

- Diabetes-Medikation

- Arztbrief-Zuganglichkeit

- Todesdatum

- Patientenadresse

- Patiententitel

- Patiententelefonnummer

- Hausarzt Name/Stral3e/Ort/Faxnummer

- Urologen-Name/Stral3e/Ort/Faxnummer

Das Gewebe der Patienten wurde in die folgenden Gruppen eingeteilt:

Tabelle 2: Gewebegruppen.

Benign

Palliativ

Low Gleason-Tumor

Low Gleason nah

Low Gleason fern

High Gleason-Tumor

High Gleason nah

High Gleason fern
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Hierbei stellt die Gruppe ,Benign“ alle Patienten dar, bei denen histologisch keine
Malignitat in der Prostata gefunden wurde. Die Gruppe ,Palliativ® umfasst alle
Patienten, bei denen eine transurethrale palliative Entfernung des Tumors
stattgefunden hat — unabhangig vom Gleason Score und Tumor-Stadium. Die Gruppe
,Low Gleason® sowie ,High Gleason“ umfasst die Patienten, bei denen eine radikale
Prostataektomie angewendet wurde, um einen Low Gleason- bzw. High Gleason-
organbegrenzten Tumor zu entnehmen. Vom Tumor selbst wurde eine Biopsie
vorgenommen sowie anschlieBend von tumornahem — nicht-malignem — und von
tumorfernen — nicht-malignem — Gewebe, die die Gruppen Low/High Gleason-Tumor,

Low/High Gleason nah und Low/High Gleason fern widerspiegeln.

[1.4 Ein- und Ausschlusskriterien
Die folgenden Ein- und Ausschlusskriterien wurden verwendet, um das

Patientenkollektiv zu erstellen: Der Paraffinblock, in dem sich das Gewebe befand,
musste mindestens 3 mm dick sein. Das Gewebe durfte nicht zu hart, zu pords oder
zu weich sein. Die Paraffinblocke durften nicht beschadigt bzw. gebrochen sein.
Ebenso durfte das Gewebe des Patienten nicht bereits fur anderen Studien benutzt
werden. Die Patientendaten mussten vollstandig sein, damit das Gewebe fir die
Studie benutzt werden durfte, auRerdem musste nach der Anwendung von Teilen des
Gewebes fir immunhistochemische Farbung noch gentigend Gewebe fur die
gesetzlich vorgeschriebene Aufbewahrung des Routinepréparats zur Verfigung
stehen.

Fir Patienten mit radikalen Prostataektomien musste das Gewebe vorerst als
Adenokarzinom von einem Pathologen begutachtet werden, bei multifokalem Tumor
mussten die einzelnen Tumorareale klar voneinander abgrenzbar sein. Bei Patienten
nach palliatvem TURP musste das Gewebe als klar hormonsensibel oder

hormonrefraktar eingeteilt werden.

[1.5 Patientenkollektiv
Unter Berticksichtigung der Ein- und Ausschlusskriterien reduzierte sich die Anzahl

des Patientenkollektivs von n=142 auf n=111. Von den 111 Patienten hatten 85 ein
Prostatakarzinom, von denen 53 ein nicht-metastasiertes Prostatakarzinom hatten,
das mit radikaler Prostataektomie entfernt werden konnte, und 32 ein bereits

metastasiertes Prostatakarzinom, das palliativ. mit einer transurethralen

34



Prostataresektion teilentfernt wurde. Von den 26 Patienten mit benignem Gewebe
hatten 19 Patienten eine benigne prostatische Hyperplasie, von denen bei acht das
Gewebe mit einer transvesikalen TVP und bei 11 mit einer transurethralen Resektion
entfernt wurde. Bei sieben Patienten wurde die Prostata routinemafRlig wegen der

Feststellung eines Harnblasenkarzinoms mitentfernt.

[1.6 Aufarbeitung der Gewebeproben

[1.6.1 Benignes Gewebe
Nach der Entnahme des Gewebes durch eine Operation wurden folgende Schritte

vorgenommen: Bevor das Gewebe weiterverarbeitet wurde, musste es nach dem
Entnehmen direkt in eine 4 %ige Formaldehyd-Losung getan werden, damit seine
Zersetzung (Autolyse) verhindert wird. Nachdem sich das Gewebe in Formalin befand,
wurde das Gewebe in eine Form geschnitten, die in die Routine-Einbettkassetten der
Firma Langenbrick (Emmendingen, Deutschland) fur pathologische Zwecke passt. Die
darauffolgende Entwésserung mit Alkohol sorgte daflir, dass die Proben in Paraffin
eingelegt werden konnten. Zuvor wurde jedoch ein Intermedium verwendet (Xylol),
das sich sowohl mit Paraffin als auch mit Alkohol mischt. AnschlieRend wurde das
Gewebe mit fluissigem und erwdrmtem Paraffin Ubergossen und auf einer
Einbettkassette fixiert. Aus dem erkalteten und geharteten Gewebe entstanden ein
Block, aus dem anschlie3end ein HE-(Hematoxylin und Eosin)-gefarbter Schnitt zum
Mikroskopieren angefertigt werden konnte. Das drusenhaltige Gewebe wurde
anschlieRend am Institut flr Pathologie in Tubingen von Herr Dr. Scharpf mittels eines

Folienstiftes gekennzeichnet, um dann gestanzt zu werden.

[1.6.2 Prostataektomie
Nach einer radikalen Prostataektomie wurde das unbearbeitete Prostata-Gewebe fiir

24 Stundenin 4,5 %, SAV-LP, Flintsbach Formal-Aldehydlésung (SAV-LP, Flintsbach,
Deutschland) eingelegt. Daraufhin wurde die Prostata in Abstanden von drei mm in
Richtung des Rektums geschnitten, wobei jeder zweite Schnitt fur die histologische
Diagnostik verwendet wurde. Die ausgewahlten Gewebeschnitte wurden dehydriert
und in einer Einbettkaste fir Gewebe (Mikroflow Mikrom, Waldorf) eingebettet. Der
Apex und die Basis der Prostata sowie die Samenblasen wurden dabei entfernt. Aus
diesem Gewebe wurden anschlieBend 5 pum dinne HE-Schnitte angefertigt. Diese
Schnitte wurden anschlielRend vom pathologischen Institut auf Malignitat untersucht,

die malignen Stellen wurden anschlieRend mit Folienstift gekennzeichnet und der
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Gleason Score an den jeweiligen Stellen angegeben. Die gekennzeichneten Stellen

wurden anschlie3end zur Herstellung des Tissue Microarray verwendet.

11.6.3 TURP
Bei einem palliativen TURP wurden mithilfe von einem Resektoskop Prostata-Spane

entnommen. Diese wurden anschlieend, wie das benigne Gewebe, mit Paraffin
bearbeitet, woraus ein gehéarteter Block mit dem beinhaltenden Gewebe resultierte.
Aus diesem Block wurden anschlieRend HE-gefarbte Schnittpraparate angefertigt. Die
malignen Stellen, die spater zum Stanzen verwendet wurden, wurden ebenfalls von

Herr Dr. Scharpf gekennzeichnet.

[I.7 Tissue Microarray Produktion
Der Tissue Microarray ist eine Methode, bei der eine grol3e Anzahl von

Gewebeproben nebeneinander aufgereiht werden konnen, um anschlielend
histologisch ausgewertet zu werden. Dies geschieht, indem einzelne
gewebereprasentative Stanzen aus dem Gewebe entnommen werden. Diese werden
auf spezifische DNA, RNA oder — wie bei diesem Versuch — auf Rezeptoren mittels
Immunhistochemie getestet, wodurch die Quantifizierung bestimmter Molekile
moglich ist. Durch das Nebeneinanderaufreinen kénnen die Gewebeproben direkt
miteinander verglichen werden, wodurch eine Analyse von viel Gewebe in einer
kurzen Zeit moglich ist.

Vor der Herstellung eines Tissue Microarray muss eine sogenannte Array Map erstellt
werden. Dies ist ein mit Kastchen bedrucktes DIN-A3-Blatt. In den Kastchen stehen
die Pathologie-Nummer sowie der Tumorstatus (Gleason Score Low oder High),
ebenso wie die Distanz der Stanze zum Tumor (Tumor/nah/fern) sowie benign fur
Patienten ohne Karzinom oder palliativ fur Patienten mit transurethraler palliativer
Prostata-Entfernung. Die Array Map ist eine Vorlage fur das Tissue Microarray in dem
Sinne, dass die im Array Map generierte Reihenfolge von Patientenproben bei der
Produktion des Tissue Microarray eingehalten wird. Beim Erstellen der Array Map
muss auch das Einsetzen von Schweinshoden-Gewebe-Dots beachtet werden, die
sich histologisch deutlich von humanem Gewebe unterscheiden. Diese sollen als
Wegweiser bzw. als Bestatigung fungieren, dass die ,Gewebe-Dots" in der richtigen

Orientierung auf den Empfangerblock tbertragen wurden.
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Um einen ,Tissue Microarray“ zu produzieren, muss zuerst ein in Paraffin befindendes
und mit Formalin fixiertes Gewebe ausgewéhlt werden. Dann muss die relevante
Flache, die zur Herstellung des , Tissue Microarray“ verwendet werden soll, markiert
werden. Dies geschah in Tubingen unter der Aufsicht von Dr. Scharpf, der das
Gewebe begutachtete und zwei Proben pro Patienten flur BPH-benignes
Drusengewebe, zwei fir tumorinternes Driisengewebe, vier fur tumornahes benignes
Drusengewebe, und zwei fir tumorfernes benignes Drisengewebe auswéhlte. Fir
Patienten, deren Gewebe mittels palliativer transurethraler Resektion gewonnen

wurde, wurden entweder zwei oder vier Proben dieses Gewebes ausgewahlt.

Bei der Vorbereitung des Empfangerblocks wurde das Paraffin auf 55-58 °C erhitzt.
Dabei wurde es flissig und konnte somit in die entsprechende Form gegossen
werden. Anschlieend wurden Kunststoffkassetten als Halterung in die Form gelegt
und das Wachs bei Raumtemperatur zum Abkuhlen und Erh&rten gebracht. Im
nachsten Schritt wurden Unebenheiten entfernt. Sobald der Block eingeschlossene
Luftblasen aufwies, konnte der Block nicht verwendet werden. Bei dieser Studie wurde
ein Maximum von 64 Gewebe-Dots pro Array eingehalten, wobei das empfohlene
Maximum bei 700 Gewebe-Dots lag.

Es wurde ein Tissue Microarrayer (MTA-I, Beecher Instruments Inc., Sun Prairie,
Wisconsin, USA) fur den folgenden Vorgang benutzt. Der Tissue Microarrayer besitzt
zwei Stanzen: eine, um Locher in den Empfangerblock zu stanzen, und eine, um das
Gewebe aus dem vorgefertigten Paraffinblock zu entnehmen, das anschlieRend in
den Empfangerblock mittels der Stanze eingesetzt wurde. Dabei sollte der
Spenderblock eine Starke von mindestens 1 mm haben. Die besten Ergebnisse

werden jedoch bei einer Starke von 3-4 mm erzielt.

Der Empfangerblock wurde anschlie3end in eine Halterung eingespannt. Daraufhin
wurde das erste Loch mit einem Durchmesser von 0,5-1 mm angelegt, was mit einer
Einstellung des Tissue Microarrayers reguliert werden konnte. Nachdem die
Spenderstanze das Loch gestanzt hat, wurde der Empfangerblock mithilfe des vorher
angelegten und gekennzeichneten HE-Schnittes in Entnahmeposition gebracht.
Sobald der HE-Schnitt mit dem Spenderblock in der Position tbereinstimmte, konnte
die Entnahmestanze in die Position des gekennzeichneten Feldes gebracht werden,

sodass die Stanze direkt Giber dem gekennzeichneten Feld lag. AnschlieRend wurde
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der HE-Schnitt entfernt, der Block gestanzt und die gewunschte Probe entnommen.
Diese Probe wurde dann in das vorgestanzte Loch im Empfangerblock gesetzt. Der
Abstand zwischen dem Mittelpunkt der Stanzen betrug 0.8 mm bei einer Verwendung
von 0.6 mm Stanzen.

Nachdem alle Stanzen mit dieser Methodik in den Empfangerblock gesetzt wurden —
unter Beachtung der Vorgaben der Array Map —, musste die Oberflache des
Empfangerblocks geglattet werden. AnschlieRend wurde der Empfangerblock in
einem Ofen platziert, binnen 15 bis 20 Minuten von 37 °C bis 45 °C erhitzt und zwei
bis drei Stunden im Ofen gelagert, was eine bessere Verbindung zwischen den
Stanzen und dem Empfangerblock bewirkte. Der aufgewarmte Block konnte
anschlieRend mit gleichmafigem Druck vom Objekttrager bearbeitet werden, um eine

regelmanige Oberflache zu erzielen.

Fir das Schneiden des Paraffinblocks wurde ein rotierendes Mikrotom (Leitz
Rotationsmikrotom 1512, Ernst Leitz GmbH, Wetzlar, Deutschland) verwendet. Dieser
fertigte 4-6 ym grof3e Schnitte an, die anschlie3end in ein Wasserbad (TFB 45, Medite
Gmbh, Burgdorf, Deutschland) gelegt wurden. Um unter dem Mikroskop sichtbar
gemacht zu werden, wurden die Schnitte des Empfangerblocks auf einen Objekttrager
(Superfrost Plus Lanenbrick, Emmendingen, Deutschland) aufgezogen. Zur Fixierung
der Schnitte auf dem Objekttrager wurde der Objekttrager tber Nacht bei einer
Inkubationstemperatur von 37 °C in einem Warmeschrank (ED 35 WTB

Binder/Tuttlingen) gelagert.

[1.8 Immunhistochemische Farbung
Die Immunhistochemie besitzt eine Reihe von Anwendungen. In der Tumordiagnostik

kann sie zur Bestimmung von tumorspezifischen Enzymen, Genen, Antigenen und
Proliferationsmarkern verwendet werden. Diese prognostischen Marker bieten eine
Verbesserung der konventionellen prognostischen Analyse durch klinisches Staging
und histologisches Grading (Duraiyan et al., 2012).

Bei der direkten Immunfluoreszenz bindet ein einziger Fluorophor-konjugierter
Antikdrper das Molekll des Interesses. Bei der indirekten Methode gibt es zwei
Antikdrper: der erste ist nicht konjugiert und bindet das Molekul, wahrend mehrere
Fluorophore konjugierte sekundare Antikdrper den priméaren Antikérper binden. Die

indirekte Methode hat den Vorteil, dass durch die héhere Quantitat von gebundenen
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Antikorpern ein starkeres Signal entsteht. Dadurch ist diese Methode sensibler als die

indirekte Methode (Becheva et al., 2018). Bei diesem Projekt wird je nach Rezeptortyp

entweder die direkte oder die indirekte Methode verwendet.

[1.8.1 Direkte Immunhistochemie

I Fluorophore

Primiérer Ahtikérper

s
st

:
:

;
HEp

Abbildung 6: Darstellung eines mit fluoreszierendem Enzym konjungierten Antikdrpers, der einen
Rezeptor so bindet, wie es bei direkten Immunhistochemie der Fall ist (Eigene Darstellung, in

Anlehnung an Im et al., 2019)
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[1.8.2 Indirekte Immunhistochemie

Sekundare Antil&irpq; + Fluorophore

Primarer Anhtikorper

Abbildung 7: Darstellung eines Priméarantikorpers, der den Rezeptor bindet. An diesen Priméarantikorper
bindet sich ein Sekundarantikdrper, der mit einem fluoreszierenden Enzym so konjungiert ist, wie es
bei indirekter Immunhistochemie der Fall ist (eigene Darstellung, in Anlehnung an Im et al., 2019)

[1.9 Durchflhrung der Immunhistochemie
Fur die Studie wurden folgende Primarantikdrper, Sekundarantikbrper und
Nachweismethoden verwendet:

IGF1R:

Primarantikorper: IGF1R (3C8B)
Insulin-like growth factor | receptor
ABBIOTEC (Cat.Nr.: 252711) (Abbiotec, San Diego, USA)
Sekundarantikorper: Fertig-Reagenz aus Kit
Nachweismethode: Dako REAL™ Detection System (Dako, Glustrup, Schweden)
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse

ER-B:

Primarantikorper: Estrogen Receptor 3 Antibody (ER-R3))

Thermo scientific PA1-313 (Thermo Scienctific Waltham, USA)
Sekundarantikorper: Anti rabbit aus Kit
Nachweismethode: ADVANCE HRP, Dako (Code K4067) (Dako, Glustrup,
Schweden)
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Interleukin 6R:

Primarantikorper: IL6-R

Interleukin 6 receptor

GeneTex Cat.Nr.: GTX54364 (GeneTex, Irvine, USA)
Sekundarantikdrper: Fertig-Reagenz aus Kit
Nachweismethode: Dako REAL™ Detection System

Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse (Dako, Glustrup, Schweden)

Damit ein Gewebe immunhistochemisch weiterverarbeitet werden kann, muss es fur
jeden Rezeptor (IL-6R, ER, und IGFR-1) entparaffiniert werden. Dazu wurde das
Gewebe dreimal 10 Minuten lang mit Xylol bearbeitet. Anschlieend wurde das
Gewebe fur jeden Rezeptor re-hydriert, indem es zweimal fur funf Minuten mit 100 %
Ethanol, dann zweimal fur funf Minuten mit 96 % Ethanol und einmal fur finf Minuten
mit 70 % Ethanol bearbeitet wurde. Im nachsten Schritt wurde die endogene
Peroxidase fir jeden Rezeptor reduziert, indem das Gewebe fir 30 Minuten mit 3 %
H20:2 inkubiert und fir den IL-6R und IGFR-1 fur funf Minuten mit TBST (TRIS buffered

Saline with Tween 20) und fur den ER-f in destilliertem Wasser gewaschen wurde.

Zur Demaskierung wurde das Gewebe fur den IL-6R und IGFR-1 dreimal fiinf Minuten
in einer Mikrowelle (Moulinex Micro Chef MO 500) in 10 mM Citratpuffer (pH6,0)
gekocht und anschlie3end fur 30 Minuten in Puffer zum Abkihlen stehengelassen.
Fur den ER-B wurde das Gewebe einmal 20 Minuten in einer Mikrowelle gekocht und
anschlieRend fur 30 Minuten zur Abkuhlung stehengelassen. Nachfolgend wurde das
Gewebe fur den IL-6R und IGFR-1 fur dreimal fiunf Minuten in TBST gewaschen. Beim
ER-B waren es zweimal finf Minuten. Im darauffolgenden Schritt wurde das Gewebe
fur IL-6R und IGFR-1 in einer Avidin-Losung fir 15 Minuten prapariert, anschliel3end
fur zweimal funf Minuten in TBST gewaschen und dann in eine Biotin-Losung fur eine
Inkubationszeit von 15 Minuten gelegt. Hierfir kam ein Avidin/Biotin blocking Kit
(Vector Blocking-Kit SP-2001, Vector Laboratories, Burlingame, USA) zur

Anwendung.

Bevor das Gewebe den Antikérpern ausgesetzt werden konnte, musste es flr die
Rezeptoren IGFR-1 und IL-6R zuerst fir zweimal fiunf Minuten mit TBST gewaschen
werden. Darauffolgend wurde das fur den IL-6R bestimmte Gewebe dem IL6-R-

Primarantikorper ausgesetzt — in einem Verdinnungsmedium von Dako
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REAL™Antibody Dilutent (Dako, Glustrup, Schweden) mit einer Verdiinnung von
1:600 und uber Nacht bei 4 °C in einem Kihlschrank inkubiert. Das fur den IGFR-1
bestimmte Gewebe wurde mit dem Primarantikérper IGFR-1 mit einer Verdinnung
von 1:1500 in einem Verdinnungsmedium Dako REAL ™Antibody Diluent (Dako)
behandelt und anschlie3end tiber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank inkubiert. Fir den
ER-B wurde der ER-B-Antikdrper mit einer Verdinnung von 1:200 im
Verdinnungsmedium Darko real verdinnt verwendet und das Gewebe tiber Nacht bei
4 °C inkubiert.

Anschlie3end wurde das Gewebe fiir alle Rezeptoren dreimal fiunf Minuten mit TBST
gewaschen. AnschlieRend wurde an dem mit IL-6R und IGFR-1 primarantikérper-
behandelten Gewebe ein Sekundéarantikdrper angewendet —ein Fertigreagenz aus Kit
mit einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur. Fir das ER-B-Gewebe
wurde ein Advance HRP link (anti rabbit SAK)-Sekundérantikérper verwendet. Dieses
Gewebe wurde ebenfalls bei Raumtemperatur fur 30 Minuten stehengelassen. Im
nachfolgenden Schritt wurde das Gewebe fur alle Rezeptoren fur dreimal funf Minuten
mit TBST gewaschen. Darauffolgend wurde fur das IL-6R- und IGFR-1-Gewebe ein
Streptavidin Biotin-Komplex als Fertigreagenz aus Kit mit einer Inkubationszeit von 30
Minuten angewendet. Beim ER-B-Gewebe waren es ADVANCE HRP-Enzyme —

ebenfalls mit einer Inkubationszeit von 30 Minuten.

Anschlielend wurde das Gewebe fir alle Rezeptoren fir dreimal fuinf Minuten mit
TBST gewaschen, danach wurde fir das IL-6R- und IGFR-1-Gewebe das
Farbsubstrat DAB (1000 pl Substratpuffer. + 20 ul DAB) aus Kit fir eine
Inkubationszeit von drei Minuten angewandt. Beim ER-B war dies ein Dako Liquid
DAB-Substrate Chromogen System K3467 (Dako, Glastrup, Schweden) (1000 pl
Puffer + 20 ul DAB), das eine Inkubationszeit von zwei Minuten besal3. Anschlie3end
wurde das Gewebe fir den IL-6R und IGFR-1 fur zweimal funf Minuten mit
destilliertem Wasser gewaschen, beim ER-B fur zweimal funf Minuten in TBST. Fir
die Gegenfarbung wurde Hamatoxylin nach Mayer verwendet. Die Gegenfarbung
wurde fur 45 Sekunden beim IL-6R-Gewebe, fur 20 Sekunden beim IGF-R1-Gewebe
und fir 30 Sekunden beim ER-B durchgefihrt. Darauffolgend wurde das Gewebe fir
alle Rezeptoren fur sieben Minuten in Leitungswasser geblaut. Anschlielend wurde
das Gewebe fur alle Rezeptoren fur zweimal drei Minuten mit 96 % Ethanol, dann fur

zweimal funf Minuten mit 100 % Ethanol und zuletzt fir dreimal funf Minuten mit Xylol
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dehydriert. Im letzten Schritt wurden alle Rezeptoren mit dem permanenten

Eindeckmedium VectaMount (Vector Laboratories, Burlingame, USA) bedeckt.

[1.10 Mikroskopie & Ergebniserlauterung
Die insgesamt 36 Praparate wurden mit einem Karl-Zeiss-Lichtmikroskop (Zeiss

Universal, Carl Zeiss, Jena, Deutschland) mikroskopiert. Fur die Auswertung wurde
ein modifizierter H-Score verwendet. Der H-Score wurde je nach Rezeptor-Typ und
bewerteten Zellstrukturen (Zytoplasma, Zellmembran oder Zellkern) modifiziert, um
die Intensitat der Farbung der einzelnen Zellstrukturen zu reflektieren. Fiur dieses
Projekt wurde lediglich das Epithel und nicht das Stroma der jeweiligen

Gewebeproben ausgewertet.

Tabelle 3: Darstellung der Zellstrukturen und der Einteilung des jeweiligen H-Score

IGF-1R Ostrogenrezeptor B | Interleukin-6 Rezeptor
Zytoplasma 0- nicht gefarbt 0- nicht gefarbt 0- nicht gefarbt
0,5- minimal gefarbt | 0,5- minimal gefarbt 0,5- minimal gefarbt
1- wenig gefarbt 1- wenig gefarbt 1- wenig gefarbt
2- moderat gefarbt 2- moderat gefarbt 2- moderat gefarbt
3- stark gefarbt 3- stark gefarbt 3- stark gefarbt
Zellkern 0- nicht gefarbt 0- nicht gefarbt -
1- wenig gefarbt 1- wenig gefarbt
2- stark gefarbt 2- stark gefarbt
Zellmembran 0- nicht gefarbt - 0- nicht gefarbt
1- wenig gefarbt 1- wenig gefarbt
2- stark gefarbt 2- stark gefarbt

Folgende Grafiken zeigen reprasentativ die Intensitdt der Farbungen des

Prostatagewebes, zusammen mit dem jeweiligen H-Score:
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Abbildung 8: Darstellung der H-Score-Quantifizierung fur das IGF-1R-Zytoplasma (VergrofRerung bei

allen Abbildungen: x 16,99)
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Abbildung 9: Darstellung der H-Score-Quantifizierung fur die IGF-1R-Zellkerne (Vergré3erung bei allen
Abbildungen: x 16,99)
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Abbildung 10: Darstellung der H-Score-Quantifizierung fur das IGF-1R-Zellmembran. (VergréRerung
bei allen Abbildungen: x 16,99)
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Abbildung 11: Darstellung der H-Score-Quantifizierung fur das ER-B-Zytoplasma (VergréRerung bei
allen Abbildungen: x 16,99)
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Abbildung 12: Darstellung der H-Score-Quantifizierung fur die ER-B-Zellkerne (VergroRerung bei allen

Abbildungen: x 16,99)
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Abbildung 13: Darstellung der H-Score-Quantifizierung fir das IL-6-Zytoplasma (Vergréf3erung bei
allen Abbildungen: x 16,99) Notiz: Es konnte kein Bild flr einen Zytoplasma-H-Score von 0 gefunden
werden.

H-Score: 0 H-Score: 1 H-Score: 2

Abbildung 14: Darstellung der H-Score-Quantifizierung fur IL-6R-Zellmembran (Vergroerung bei allen
Abbildungen: x 16,99)
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Wie in der obigen Tabelle und den Grafiken zu sehen ist, wurde der Zellkern fir IL-6R
und die Zellmembran von ER-B nicht gefarbt. Dies liegt daran, dass diese
Zellkomponenten die jeweiligen Rezeptoren nicht tragen und somit nicht gefarbt
werden. Da es in einem Gewebe-Dot oftmals keine homogene Verteilung der
Farbstarke gab, wurden die Anteile mit einer bestimmten Farbstédrke prozentual
aufgeteilt, mit ihrer Farbstarke multipliziert und addiert. Zum Beispiel betrug bei einem
Gewebe-Dot, bei dem 40 % der Flache einen Zytoplasma-Farbescore von 1 hatte und
60 % der Flache einen Farbescore von 2, der Gesamtscore (40 x 1 + 60 x 2) — also
insgesamt 160. Der maximale Wert fir Zytoplasma war somit 300, fir den Zellkern
200 und fur Zellmembran ebenfalls 200.

Die Praparate wurden dreimal mikroskopiert — einmal am Mikroskop und zweimal an
einem Toshiba Laptop Computer (Toshiba, Minato City, Japan). Um am Computer
mikroskopieren zu kénnen, wurden die Gewebe-Dots am Institut fir Pathologie an
einem Objekttrager-Scanner (Leica Slide Scanner SCN400, Leica Biosystems GmbH,
Nussloch, Deutschland) eingescannt. Die Dateien wurden dann auf einer Festplatte
gespeichert, um dann am Laptop ausgewertet zu werden. Zur Sichtung der Dateien
wurde die Software Ventana image viewer (Ventana medical systems, Oro, USA)
eingesetzt.

Wenn der H-Score aller drei Ergebnisse pro Gewebe-Dot innerhalb von 50 Punkten
lag, wurde der Mittelwert aller drei Ergebnisse genommen und als Schlusswert
festgelegt. Wenn es eine Diskrepanz von mindestens 51 Punkten zwischen den
Ergebnissen gab, wurde der Gewebe-Dot am Computer erneut mikroskopiert. Falls
es hierdurch drei von vier Ergebnissen mit einer Diskrepanz von weniger als 50
Punkten gab, wurde der Durchschnitt dieser drei Ergebnisse als finaler Wert
genommen. Wenn es immer noch eine Diskrepanz von mindestens 51 Punkten gab,
wurde der Punkt so oft erneut mikroskopiert, bis es drei Ergebnisse mit einer

Diskrepanz von weniger als 51 Punkten gab.

Die Ergebnisse wurden in sogenannte Array Maps eingetragen, d. h. mit 8 x 8-
Kastchen bedruckte DIN-A3-Blatter, auf denen die Grundinformation (Patientencode
und Gewebestatus) fur den jeweiligen Gewebedot eingetragen war. Fur die 12 Arrays
pro Rezeptor gab es 12 DIN-A3-Blatter.

Das verwendete Mikroskop hatte die Vergréf3erungen x 10, x 20, x 50. Jeder Gewebe-

Dot wurde mit jeder der vorhandenen VergréRerungen untersucht, um ein genaues
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und reprasentatives Ergebnis zu produzieren. Die Lichtstarke von 0,1 wurde wahrend
der gesamten Untersuchung beibehalten. Beim Mikroskopieren mit dem Laptop wurde

die Bildschirmhelligkeit konstant gehalten.

[1.11 Statistische Auswertung
Alle Daten wurden in eine von der Abteilung fur Urologie vorgefertigten Microsoft-

Excel® 2016-Datenbank eingetragen, die alle patientenrelevanten Daten enthalt. Fur
die statistische Auswertung wurde das Programm JMP 13.0.0® (SAS Institute, Cary,
North Carolina, USA) verwendet.

Folgende statistische Tests kamen zum Einsatz:

Um die Rezeptoren-Expression zweier Gewebegruppen miteinander zu vergleichen,
(Benign und Tumor, NO und N1, MO und M1), wurde der einfaktorielle Test, Chi
Quadrat Approximation (Karl Pearson, 1900), verwendet, der berechnet, ob zwei
Datensets einen signifikanten Unterschied aufweisen. Fur drei oder mehr Datensets
der Gewebegruppen wurden mittels des Tukey Kramer Tests (Tukey, 1949)
homogene Gruppen gebildet, wobei alle Datensets in einer Gruppe keinen
signifikanten Unterschied aufweisen, aber einen signifikanten Unterschied zu einer
anderen Datengruppe. Die Gruppierung wurde durch die Ermittlung des p-Wertes
zwischen den einzelnen Datensets ermittelt.

Um herauszufinden, ob es eine signifikante Korrelation zwischen zwei Rezeptor-
Expressionen in einer bestimmten Gewebegruppe gab, wurde ein F-Test (Fisher,
1920) durchgefuhrt. Das Programm ermittelte ebenso alle Quantile, den Mittelwert und
die oberen und unteren 95 % KI, die fir den Vergleich der Datensets der Patienten

mit und ohne Diabetes wichtig waren.
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lll. Ergebnisse

[ll.1 Patienteneigenschaften

Im folgenden Abschnitt werden die Unterschiede der klinisch relevanten

Eigenschaften der Patienten erlautert.

Tabelle 4: Anzahl der Patienten in den einzelnen Gewebekategorien

Patiententyp Anzahl

alle Patienten 111

Patienten mit Normalgewebe 26

Patienten nach Prostatektomie (Low 28
Gleason)

Patienten nach Prostatektomie (High 25
Gleason)

Patienten nach TURP (Hormonsensitiv) 14

Patienten nach TURP (Hormonrefraktar) 18

Tabelle 5: Durchschnittsalter und Altersumfang der Patienten in den jeweiligen Kategorien.

Patiententyp Durchschnittsalter Altersumfang
(Median) (Range)
Patienten mit 75 51-82
Normalgewebe
Patienten mit 63 51-70
Prostatakarzinom (Low
Gleason)
Patienten mit 66 57-78
Prostatakarzinom (High
Gleason)
TURP-Patienten 73,5 54-95
(hormonsensibel)
TURP-Patienten 71,5 56-94
(hormonrefraktar)

Tabelle 5 zeigt, dass die Patienten mit Normalgewebe das hochste Durchschnittsalter

hatten, wahrend Patienten mit einem Low Gleason das niedrigste Durchschnittsalter

aufwiesen. Die Gruppe mit dem kleinsten Altersumfang ist die Gruppe der Patienten

mit Prostatakarzinom High Gleason, wahrend die Gruppe mit dem grof3ten

Altersumfang die Gruppe TURP (hormonsensibel) ist.
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Tabelle 6: Durchschnittlicher PSA-Wert pro Patientengruppe, ebenso wie der Mittelwert.

Patiententyp PSA-Wert (am PSA-Wert (am Anzahl der
nachsten der nachsten der ermittelten PSA-
Gewebegewinnung | Gewebegewinnung Werte
Mittelwert) Median
Patienten mit 9,748,2 7.218,2; 20
Normalgewebe
Patienten mit 8,6+5,7 6.3+5,7 28
Prostatakarzinom
(Low Gleason)
Patienten mit 8,116,2 6.916,2 23
Prostatakarzinom
(High Gleason)
TURP-Patienten 407,5+1257,6 15.6£1257,6 14
(hormonsensibel)
TURP-Patienten 207,9+251,1 125+251,1 16

(hormonrefraktar)

Wie Tabelle 6 zeigt, hatten die Low-Gleason-Patienten den niedrigsten PSA-

Medianwert, wahrend die Gruppe ,TURP hormonrefraktar® den hochsten PSA-

Medianwert aufwies. Die Gruppe ,High Gleason“ zeigte den niedrigsten Mittelwert,

wahrend die Gruppe ,TURP hormonsensibel“ den héchsten Mittelwert hatte. Beim

Vergleich der einzelnen Gruppen wird deutlich, dass die TURP-Patienten einen

signifikant héheren PSA-Wert zu verzeichnen hatten als die drei anderen Gruppen.

Bei dieser Tabelle ist ebenfalls zu beachten, dass der PSA-Wert nicht von allen

Patienten ermittelt wurde, was an der Anzahl der ermittelten PSA-Werte pro Gruppe

zu sehen ist.

Tabelle 7: Alter der Patienten bei der Operation pro Gewebegruppe

Patiententyp Medianes Mittelwert des Altersspanne
Alter der Alters der
Operation Operation
Patienten mit 71 70.5 55-82
Normalgewebe
Patienten mit 63 63.1 51-72
Prostatakarzinom (Low
Gleason)
Patienten mit 66 65.8 57-78
Prostatakarzinom (High
Gleason)
TURP-Patienten 73.5 73.8 54-95
(hormonsensibel)
TURP-Patienten 715 72.05 56-84
(hormonrefraktar)
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Diese Tabelle zeigt deutlich, dass die Low-Gleason-Patienten im Mittel und

Durchschnitt das

niedrigste  Alter

hatten,

wahrend die

Gruppe

,TURP

(hormonsensibel)* im Mittel und Durchschnitt das héchste Alter zu verzeichnen hatte.

Die Gruppe ,TURP (hormonsensibel) hatte die grof3te Alterspanne, wéahrend die

Gruppe ,Low Gleason“ und ,High Gleason® die niedrigste Altersspanne hatten.

Tabelle 8: Zeigt die Anzahl der Patienten pro Tumorstadium und Patientengruppe

T-Stadium

Low Gleason

High Gleason

hormonsensibel

hormonrefraktar

Tla

Tlb

Tic

1

T2a

T2b

T2C

T3a

RN

T3b

T4

a1

g |O|:

Keine
Angabe

(o]

=
'_\

Tabelle 9: Anzahl der Patienten pro Gleason Score und Patientengruppe.

Gleason Score

Low Gleason

High Gleason

hormonsensibel

hormonrefraktar

6

12

7a

10

7b

6

8

11

9

13

10

keine Angabe

Wl N NI DN

In den Tabellen 8 und 9 ist die zudem die Anzahl und Einteilung der Patientengruppen

nach Gleason Score und T-Stadium zu sehen.
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IGFR1 Zellkern mittl score

IGFR1 Membran mittl score

[l1.2 Vergleich der IGF-1R-Expression in den Subkomponenten der Zelle
entlang der Tumorprogression
[11.2.1 Benignes und malignes Gewebe

Der Vergleich zwischen benignem und malignem Tumorgewebe beziglich der IGF-
1R-Expression in den einzelnen Bestandteilen der Zelle zeigte folgendes

Expressionsverhalten:

200 A 200 { B p=0,0001 ——
p=0,0001 —— °
9 \
150 A = 150 [ 4
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100 4+ @ 100 == ¥
o
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s 4
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=0,0015
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benigne Tumor
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Abbildung 15: Einfaktorielle Analyse von IGF-1R-Zellkern/Zytoplasma/Zellmembran-Expression nach
benignem (Stufe 0) und tumordsen (Stufe 1) Gewebe:
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Tabelle 10: Vergleich des Medians der IGF-1R-Zellkern/Zytoplasma/Zellmembran-Expression
zwischen benignem und tumorésen Gewebe

0 80,525 100

Es gab einen signifikanten Unterschied zwischen benignem und malignem Gewebe
sowie IGF-1R-Expression im Zellkern (p=0,0001), in der Zellmembran (p=0,0015)
sowie im Zytoplasma (p=0,0001). Die Expression der IGF-1-Rezeptors ist im
tumordsen Gewebe in den zellularen Subkomponenten hoher als im benignen
Gewebe. Der Median war in der Tumorgewebegruppe im Zellkern und Zytoplasma

hoher und gleich bei der Zellmembran.

[11.2.2 Vergleich der IGF-1R-Expression in den Subkomponenten der Zelle zwischen
benignem, MO- und M1-Gewebe

I11.2.2.1 IGF-1R-Zellkern-Expression

p<0,0001
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Abbildung 16: Vergleich des Expressionsverhaltens des IGF-1R-Zellkerns bei benignem (Stufe 0), MO-
(Stufe 1) und M1-(Stufe 2)-Gewebe sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

55



Tabelle 11: Expressionsverhalten des IGF-1R im Zellkern der prostatischen Zellen bei benignem (Stufe
0), MO- (Stufe 1)- und M1-(Stufe 2)-Gewebe.

Stufe

Gruppe

B
B
A

Anzahl

118
a7
25

Median

0
0
93,34

Die Analyse des Expressionsverhaltens des IGF-1R im Zellkern der prostatischen

Zellen wies folgende Unterschiede zwischen benignem, MO- und M1-Gewebe auf: Die

IGF-1R-Expression ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen dem benignem

und dem MO-Gewebe (p=0,7917), wahrend die Expression des M1-Gewebes
signifikant hoher war als die des benignen (p<0,0001) und des MO-Gewebes
(p<0,0001). Nach Tukey Kramer-Paaren bilden somit das benigne und das MO-

Gewebe eine homogene Gruppe und das M1-Gewebe eine homogene Gruppe.

[11.2.2.2 IGF-1R-Zytoplasma-Expression

|7 P<0.0001

200

150

100

IGFR1 Zytoplasma mittl score
m
(=]

P<0,0001

|

P=0,1736

benigne
Stufe 0

MO M1
Stufel  Stufe2

S

Alle Paare
Tukey-Kramer
0,05

Abbildung 17: Vergleich des Expressionsverhaltens des IGF-1R-Zytoplasma bei benignem (Stufe 0),
MO- (Stufe 1)- und M1-(Stufe 2)-Gewebe sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer
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Tabelle 12: Expressionsverhalten des IGF-1R im Zytoplasma bei benignem (Stufe 0), MO- (Stufe 1)-
und M1-(Stufe 2)-Gewebe sowie Paarung nach Tukey-Kramer.

Stufe Gruppe
0 B
1 A
2 A

Anzahl

118
a7
25

Median

80,525
98,33
100

Die Analyse des Expressionsverhaltens des IGF-1R im Zellkern der prostatischen

Zellen zeigte folgende Unterschiede zwischen benignem (p<0,0001) und MO- und

(p<0,0001) M1-Gewebe:

Das benigne Gewebe hat eine signifikant niedrigere Expression des IGF-1R im
Zytoplasma als das MO- und M1-Gewebe, wahrend das MO- und M1-Gewebe keine
signifikanten Unterschiede bei der Expression des IGF-1R im Zytoplasma aufweisen

(p=0,1736). Somit bilden nach Tukey Kramer-Paaren das MO- und M1-Gewebe eine

homogene Gruppe und das benigne Gewebe eine homogene Gruppe.

[11.2.2.3 IGF-1R-Zellmembran-Expression

P=0,0232 P=0,8918
200
w 'l l
g | )
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=
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G 50 | }
|
0 P=0.0275
i Alle Paare
benigne MO M1 Tukey-Kramer
Stufe 0 Stufel Stufe2 |45

Abbildung 18: Vergleich des Expressionsverhaltens des IGFR1 im Zellmembran bei benignem (Stufe
0), MO-(Stufe 1)- und M1- (Stufe 2)-Gewebe sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer
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Tabelle 13: Expressionsverhalten der IGF-1R-Membran bei benignem (Stufe 0), MO- (Stufe 1)- und M1-
(Stufe 2)-Gewebe sowie Paarung nach Tukey-Kramer

Stufe Gruppe Anzahl Median
0 B 118 100
1 A 47 100
2 A 25 100

Die Analyse des Expressionsverhaltens des IGF-1R in der Zellmembran der
prostatischen Zellen zeigte folgende Unterschiede zwischen benignem, MO- und M1-
Gewebe: Die Expression von IGF-1R war im benignem Gewebe signifikant niedriger
als die im M0-(p=0,0275)- und M1-(p=0,0232)-Gewebe, wéhrend sie zwischen MO-
und M1-Gewebe nicht signifikant unterschiedlich war (p=0,8918). Somit bilden nach
Tukey Kramer das MO- und M1-Gewebe homogene Gruppen und das benigne

Gewebe eine homogene Gruppe.

[11.2.3 Vergleich der IGF-1R-Expression in den Subkomponenten der Zelle zwischen
benignem, angrenzendem, Low Gleason, High Gleason, und M1-Gewebe

[11.2.3.1 IGF-1R-Zellkern-Expression

P<0.0001 | I |
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£
o
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Stufe 0 Stufe 1 Stufe 2 Stufe3 Stufed Tukey-Kramer
0,05

Abbildung 19: Vergleich des Expressionsverhaltens des IGF-R1 im Zellkern bei benignem (Stufe 0),
angrenzenden (Stufe 1), Low Gleason (Stufe 2), High Gleason (Stufe 3) und M1-(Stufe 4)-Gewebe
sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer
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Tabelle 14: Expressionsverhalten des IGF-1R im Zellkern bei benignem (Stufe 0), angrenzendem
(Stufe 1), Low Gleason (Stufe 2), High Gleason (Stufe 3) und M1-(Stufe 4)-Gewebe sowie Paarung
nach Tukey-Kramer

Stufe Gruppe Anzahl Median
0 B 25 18,33
1 C 93 0
2 C 25 0
3 BundC 22 6,67
4 A 25 93,34

Die Analyse des Expressionsverhalten des IGF-1R im Zellkern der prostatischen
Zellen zeigte folgende Unterschiede zwischen benignem, angrenzendem, Low
Gleason-Score, High Gleason-Score und M1-Gewebe:

Das benigne Gewebe besall eine signifikant hohere IGF-1R-Expression als das
angrenzende Gewebe (p=0,0003). Das angrenzende Gewebe wies keine signifikant
unterschiedliche IGF-1R-Expression auf als das Low (p=0,9918) oder High (p=0,7169)
Gleason Score-Gewebe. Das maligne Gewebe hat eine signifikant hohere IGF-1R-
Expression als alle anderen Gewebegruppen (p<0,0001) und das benigne Gewebe
besall eine signifikant hohere IGF-1R-Expression als das angrenzende und Low
Gleason-Gewebe (p=0,002), wahrend die Expression zwischen High Gleason und
benignem Gewebe nicht signifikant unterschiedlich ist (p=0,1587). Nach Tukey
Kramer-Paaren bildet das angrenzende und Low Gleason-Gewebe eine homogene
Gruppe, das benigne Gewebe eine homogene Gruppe und das maligne Gewebe eine
homogene Gruppe, wahrend das High Gleason-Gewebe in zwei homogenen Gruppen

(B und C) vorzufinden ist.
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[11.2.3.2 IGF-1R-Zytoplasma-Expression

200 - .
—| P<0,0001 I -
E r
S p<0,0001 I =l
wvi
— 150 o
= i
k= P=0,0058
: [ Poooss |
£
;_‘G 100 : 4
s - SR LSNR e e (D = S St - R DR
O =
o e 5
& P=0,1344 ’_}—|
i —r= — P=0,7476

b 50
Ll =S
9

P<0.0001
= [
o o]
P=0,0005
‘I p=0,3270 ‘li

benigne angrenzende low Gl.  highGl. M1 Alle Paare
Stufe 0 Stufe 1 Stufe2  Stufe3 Stufeq | Tukey-Kramer
0,05

Abbildung 20: Vergleich des Expressionsverhaltens des IGF-R1 im Zytoplasma bei benignem (Stufe
0), angrenzenden (Stufe 1), Low Gleason (Stufe 2), High Gleason (Stufe 3) und M1-(Stufe 4)-Gewebe
sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Tabelle 15: Expressionsverhalten des IGF-1R-Zytoplasmas bei benignem (Stufe 0), angrenzenden
(Stufe 1), Low Gleason (Stufe 2), High Gleason (Stufe 3) und M1-(Stufe 4)-Gewebe sowie Paarung
nach Tukey-Kramer

Stufe Gruppe Anzahl Median
0 B 25 66,65
1 B 93 83,33
2 A 25 88,67
3 A 22 100

4 A 25 100

Die Analyse des Expressionsverhaltens des IGF-1R in der Zellmembran der
prostatischen Zellen zeigte folgende Unterschiede zwischen benignem
angrenzenden, Low Gleason, High Gleason und M1-Gewebe:

Es gab keine signifikanten Unterschiede in der IGF-1R-Expression zwischen
benignem und angrenzendem Gewebe (p=0,1344). Die IGF-1R-Expression war im
Low Gleason-Gewebe signifikant hoher als im angrenzenden (p=0,0393) und
benignen (p<0,0001) Gewebe. Das High Gleason-Gewebe hatte eine signifikant
hohere IGF-1R-Expression als das angrenzende (p=0,0058) und benigne (p<0,0001)
Gewebe, zeigte jedoch keine signifikant unterschiedliche Expression im Vergleich
zum Low Gleason-(p=0,9716)-Gewebe. Das M1-Gewebe hat eine signifikant héhere

Expression als das benigne (p<0,0001) und das angrenzende (p<0,0001) Gewebe,
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zeigte jedoch keine signifikant unterschiedliche Expression im Vergleich zum Low
Gleason-(p=0,3270)- und High Gleason- (p=0,7476)-Gewebe. Somit bilden nach
Tukey Kramer das benigne und angrenzende Gewebe eine homogene Gruppe,

ebenso das Low Gleason, High Gleason und M1-Gewebe eine homogene Gruppe.

[11.2.3.3. IGF1R Zellmembran Expression
Die Analyse des Expressionsverhaltens des IGF1R in der Zellmembran der

prostatischen Zellen hat die folgenden Unterschiede zwischen benignem,
angrenzendem, low Gleason, high Gleason, und M1 Gewebe aufgewiesen:
Es gab keine signifikanten Unterschiede aul3er zwischen benignem und M1 Gewebe,

wobei das M1 Gewebe eine signifikant héhere Expression als das benigne hat.

l11.3 Vergleich der IGF-1R-Expression in den Subkomponenten der Zelle entlang der
TNM-Klassifikation

[11.3.1 Korrelation zwischen TNM-Stadium und der IGF-1R-Zellkern-Expression
[11.3.1.1 IGF-1R-Zellkern-Expression nach T-Stadium
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Abbildung 21: Vergleich des Expressionsverhaltens des IGF-R1 im Zellkern bei den Tumorstadien T2a,
(Stufe 4) T2c (Stufe 6), T3a (Stufe 7), T3b (Stufe 8) und T4 (Stufe 9) sowie die entsprechende
Darstellung nach Tukey Kramer
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Tabelle 16: Expressionsverhalten des IGF-1R-Zellkerns fur die Tumorstadien T2a, (Stufe 4) T2c¢ (Stufe
6), T3a (Stufe 7), T3b (Stufe 8) und T4 (Stufe 9) sowie Paarung nach Tukey Kramer.

Stufe Gruppe Anzahl Median
4 BundC 4 0
6 C 28 0
7 BundC 12 1,76
8 Aund B 6 60,42
9 A 11 84,45

Die Analyse des Expressionsverhaltens des IGF-1R-Zellkerns der prostatischen
Zellen wies folgende Unterschiede zwischen den einzelnen Tumorstadien auf: Beim
Gewebe im T2a-Stadium gab es keinen signifikanten Unterschied zum T2c-
(p=0,9942), T3a-(p=0,9877) und T3b-(p=0,1564)-Stadium. Das T4- (p=0,0003)-
Stadium hatte eine signifikant hohere IGF-1R-Expression. Das T2c-Stadium besal}
keine signifikant andere IGF-1R-Expression als das T3a-(p=0,9997)-Stadium, jedoch
eine signifikant niedrigere Expression als das T3b-(p=0,0479)- und T4-(p<0,0001)-
Stadium.

Das T3a zeigte keinen signifikanten Unterschied zum T3b-(p=0,1263)-Stadium,
jedoch eine signifikant niedrigere IGF-R1-Expression als das T4-Stadium (p<0,0001).
Das T3b- und T4-(p=0,1691)-Stadium zeigten keine signifikanten Unterschiede in der
IGF-1R-Expression. Nach Tukey Kramer kamen folgende Gruppen zustande: Gruppe
C besteht aus dem T2a-, T2c- und T3a-Stadium. Gruppe B besteht aus dem T2a-,
T3a-, und T3b-Stadium und Gruppe A aus dem T3b- und T4-Stadium.
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[11.3.1.2 IGF-R1-Zellkern-Expression mittlerer Score nach N-Stadium
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Abbildung 22: Vergleich des Expressionsverhaltens des IGF-R1 im Zellkern bei regionalen
Lymphknoten NO und N1 sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Wie Abbildung 22 zu entnehmen ist, hat ein Tumor mit nodalen Metastasen einen
signifikant héheren (p= <0,0001) IGF-1R-Score als ein Tumor ohne Metastasen. Der
Median und der Mittelwert sind bei N1 (Median: 84.45, Mittelwert: 15.73) ebenfalls

héher als bei NO (Median: 0 Mittelwert: 4.40).

[11.3.1.2 IGF-R1-Zellkern-Expression nach M-Stadium
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Abbildung 23: Vergleich des Expressionsverhaltens des IGF-R1 im Zellkern bei MO und M1 Gewebe

sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer
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Ebenso hat ein Tumor im M1-Stadium einen signifikant héheren (P= <0,0001) IGF-
1R-Zellkern-Score als im MO-Stadium. Der Median und der Mittelwert sind bei M1
(Median: 93.34, Mittelwert: 10.86) ebenfalls signifikant hoher als bei MO (Median: 0
Mittelwert: 2,81).

[11.3.2 Korrelation zwischen TNM-Stadium und der IGF-1R-Zytoplasma-Expression
111.3.2.1 IGF-1R-Zytoplasma-Expression nach T-Stadium
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Abbildung 24: Vergleich des Expressionsverhaltens des IGF-R1 im Zytoplasma bei den Stadien T2a,
(Stufe 4) T2c (Stufe 6), T3a (Stufe 7), T3b (Stufe 8) und T4 (Stufe 9) sowie die entsprechende
Darstellung nach Tukey Kramer

Tabelle 17: Expressionsverhalten des IGF-1R Zytoplasmas flr die Tumorstadien T2a, (Stufe 4) T2c
(Stufe 6), T3a (Stufe 7), T3b (Stufe 8) und T4 (Stufe 9) sowie Paarung nach Tukey Kramer

Stufe Gruppe Stufe Anzahl Median
4 A 4 4 92,49

6 A 6 28 96,24

7 A 7 12 97,915
8 A 8 6 100

9 A 9 11 100

Die Analyse des Expressionsverhaltens des IGF-1R-Zytoplasma der prostatischen

Zellen zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen der IGF-1R-Expression im
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Zytoplasma und dem T-Stadium. Alle T-Stadien befanden sich in derselben Tukey

Kramer-Gruppe.

111.3.2.2. IGF-R1-Zytoplasma-Expression nach N-Stadium
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Abbildung 25: Vergleich des Expressionsverhaltens des IGF-R1 im Zytoplasma bei regionalen
Lymphknoten NO und N1 sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Das Expressionsverhalten des IGF-1R im Zytoplasma des prostatischen Epithels wies
keine signifikanten Unterschiede (P=0,8829) der IGF-1R-Expression hinsichtlich der
N-Stadien auf. Der Median (N0=99.17 N1= 100) und der Mittelwert (NO= 106,85 N1=

103,70) ahnelten sich ebenfalls.
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[11.3.2.3 IGF-R1-Zytoplasma-Expression nach M-Stadium
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Abbildung 26: Vergleich des Expressionsverhaltens des IGF-R1-Zytoplasmas bei MO und M1 Gewebe
Gewebe sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Das Expressionsverhalten des IGF-1R im Zytoplasma des prostatischen Epithels wies
keine signifikanten Unterschiede (p=0,1548) der IGF-1R-Expression mit Blick auf die
M-Stadien auf. Der Median war ebenfalls ahnlich (N0O=98,33 N1= 100) und der
Mittelwert héher bei N1 (118,45) als bei NO (103,56).

111.3.3. IGF-1R-Zellmembran-Expression nach TNM-Stadium

Hierbei wurden keine Zusammenhange zwischen dem T-Stadium, N-Stadium, M-

Stadium und dem IGF-1R-Score in der Membran gefunden.
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ER-beta Zellkern mittl score

[11.4. Vergleich der ER-B-Expression in den Subkomponenten der Zelle
entlang der Tumorprogression

111.3.1. Benignes und malignes Gewebe

Der Vergleich zwischen benignem und malignem Tumorgewebe mit Blick auf die ER-

B-Expression

Expressionsverhalten ergeben:
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Abbildung 27: Vergleich des Expressionsverhaltens des ER-3 Zellkerns (A)/Zytoplasma(B) bei benignem
und tumorésen Gewebe

Tabelle 18: Mediane fur den ER-B-Zellkern und Zytoplasma-Expression in benignem und

Tumorgewebe

Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen benignem und malignem Gewebe
im Zytoplasma (p=0,3412). Jedoch ist die ER-B-Expression im Zellkern (p=0,0056) in
malignem Gewebe signifikant hdher als in benignem. Zudem war der Median fir die

ER-B-Expression in malignem Gewebe bei Zellkern und Zytoplasma hoher als in

benignem.
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l11.4.2 Vergleich der ER-B-Expression in den Subkomponenten der Zelle zwischen
benignem, MO- und M1-Gewebe

[11.4.2.1 ER-B-Zellkern-Expression
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Abbildung 28: Vergleich des Expressionsverhaltens des ER- im Zellkern bei benignem (Stufe 0), MO-
(Stufe 1)- und M1-(Stufe 2)-Tumor-Gewebe sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Tabelle 19: Expressionsverhalten des ER-f im Zellkern bei benignem, MO- und M1-Tumor-Gewebe
sowie Paarung nach Tukey Kramer

Stufe Gruppe Anzahl Median
0 B 117 31,83
1 B 46 29,25
2 A 26 130,835

Die Analyse des Expressionsverhaltens des ER- im Zellkern der prostatischen Zellen
wies die folgenden Unterschiede zwischen benignem, MO- und M1-Gewebe auf:

Das M1-Gewebe hatte eine signifikant hohere ER-B-Expression als das benigne
(p<0,0001) und das MO0-(p<0,0001)-Gewebe, wahrend das MO- und das benigne
Gewebe keinen signifikanten Unterschied in der ER-B-Expression aufwiesen
(p=0,9644). Somit befinden sich nach Tukey Kramer das benigne und das MO-
Gewebe in einer homogenen Gruppe, das M1-Gewebe bildet seine eigene homogene

Gruppe.

68



[11.4.2.2 ER-B-Zytoplasma-Expression
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Abbildung 29: Vergleich des Expressionsverhaltens des ER-B-Zytoplasmas bei benignem, MO- und M1-
Gewebe sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Tabelle 20: Expressionsverhalten des ER-8 im Zytoplasma bei benignem, M0O- und M1-Tumor-Gewebe
sowie Paarung nach Tukey Kramer

Stufe Gruppe Anzahl Median
0 AundB 117 122,86

1 A 46 141,085
2 B 26 100

Die Analyse des Expressionsverhaltens des ER- im Zytoplasma der prostatischen
Zellen wies die folgenden Unterschiede zwischen benignem, MO- und M1-Gewebe
auf:

Das M1-Gewebe (p=0,0385) hatte eine signifikant niedrigere ER-B-Expression als das
MO-Gewebe, besall jedoch keine signifikant unterschiedliche Expression zum
benignen Gewebe (p=0,3515). Die ER-B-Expression zwischen benignem und MO-
Gewebe zeigte sich nicht signifikant unterschiedlich (p=0,1885). Somit bildet nach
Tukey Kramer das MO-Gewebe eine homogene Gruppe, das M1l-Gewebe eine
homogene Gruppe und das benigne Gewebe ist in beiden dieser homogenen

Gruppen vertreten.
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l1l.4.3.Vergleich der ER-B-Expression in den Subkomponenten der Zelle zwischen
benignem, angrenzendem, Low Gleason-, High Gleason- und M1-Gewebe

[11.4.3.1. ER-B-Zellkerns-Expression
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Abbildung 30: Vergleich des Expressionsverhaltens des ER-f im Zellkern bei benignem (Stufe 0),
angrenzenden (Stufe 1), Low Gleason-(Stufe 2)-, High Gleason- (Stufe 3)- und M1-(Stufe 4)-Gewebe
sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Tabelle 21: Expressionsverhalten des ER-f im Zellkern bei benignem (Stufe 0), angrenzenden (Stufe
1), Low Gleason- (Stufe 2)-, High Gleason- (Stufe 3)- und M1-(Stufe 4)-Gewebe sowie Paarung nach
Tukey Kramer

Stufe Gruppe Anzahl Median
0 B 26 65,835
1 C 91 24,59

2 C 23 21,67

3 BundC 23 57,09

4 A 26 130,835

Die Analyse des Expressionsverhaltens des ER- im Zellkern der prostatischen Zellen
wies die folgenden Unterschiede zwischen benignem, angrenzendem, Low Gleason-
, High Gleason- und M1-Gewebe aufgewiesen:

Das benigne Gewebe besal? eine signifikant hohere ER-B-Expression als das
angrenzende (p=0,0005) und das Low Gleason-Gewebe (p=0,0022). Das
angrenzende und das Low Gleason-Gewebe haben keine signifikant unterschiedliche
ER-B-Expression (p=0,9665). Das High Gleason-Gewebe zeigte keine signifikanten
Unterschiede in der ER-B-Expression, auf3er zum M1-Gewebe (p<0,0001). Das M1-
Gewebe hatte eine signifikant hohere ER-B-Expression als alle anderen
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Gewebetypen. Laut Tukey Kramer ergeben sich die folgenden Gruppen: Das
angrenzende und Low Gleason-Gewebe bilden eine homogene Gruppe. Das benigne
Gewebe bildet eine homogene Gruppe und das M1-Gewebe eine homogene Gruppe,

wéahrend das High Gleason-Gewebe in zwei Gruppen (B und C) vertreten ist.

[11.4.3.2. ER-B-Zytoplasma-Expression
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Abbildung 31: Vergleich des Expressionsverhaltens des ER-f im Zytoplasma bei benignem (Stufe 0),
angrenzenden (Stufe 1), Low Gleason (Stufe 2), High Gleason (Stufe 3) und M1-(Stufe 4)-Gewebe
sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Tabelle 22: Expressionsverhalten des ER-B im Zytoplasma bei benignem (Stufe 0), angrenzendem
(Stufe 1), Low Gleason (Stufe 2), High Gleason (Stufe 3) und M1-(Stufe 4)-Gewebe sowie Paarung
nach Tukey Kramer

Stufe Gruppe Anzahl Median
0 B 26 92,085

1 A 91 132,5

2 A 23 135

3 A 23 146,67

4 Aund B 26 100

Die Analyse des Expressionsverhaltens des ER-B im Zytoplasma der prostatischen
Zellen hat die folgenden Unterschiede zwischen benignem, angrenzendem, Low
Gleason, High Gleason und M1-Gewebe gezeigt:

Das benigne Gewebe besald eine signifikant niedrigere ER-B-Expression als das
angrenzende (p=0,0002), Low-(p=0,0027)- und High (p=0,0020) Gleason-Gewebe.
Zwischen dem M1- und dem benignen (p=0,5135) sowie allen anderen Geweben gab
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es keine signifikanten Unterschiede. Somit befinden sich alle Gewebearten — bis auf
das benigne — in der Tukey Kramer-Gruppe A, wéhrend das benigne Gewebe die

Gruppe B bildet. Das M1-Gewebe ist in Gruppe A sowie in Gruppe B vorhanden.

1.5 Vergleich der ER-B-Expression in den Subkomponenten der Zelle
entlang der TNM-Klassifikation

[11.5.1 Korrelation zwischen TNM-Stadium und der ER-B-Zellkern-Expression

[11.5.1.1 ER-B-Zellkern-Expression nach T-Stadium
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At_)bilaljng 32: Verg'léiéh des_ExpreésionS\}efhaltén aés-E_R"—B im Zellkern bei den Tumorstadien T2a,
(Stufe 4) T2c (Stufe 6), T3a (Stufe 7), T3b (Stufe 8) und T4 (Stufe 9) sowie die entsprechende
Darstellung nach Tukey Kramer

Tabelle 23: Expressionsverhalten des ER-B im Zellkern fiir die Tumorstadien T2a, (Stufe 4) T2c (Stufe
6), T3a (Stufe 7), T3b (Stufe 8) und T4 (Stufe 9) sowie die Paarung nach Tukey-Kramer

Stufe Gruppe Anzahl Median
4 Aund B 3 40

6 B 29 30,84
7 Aund B 13 57,09
8 Aund B 7 73,34
9 A 9 96,67

Die Analyse des Expressionsverhaltens des ER- im Zellkern der prostatischen Zellen

wies die folgenden Unterschiede zwischen den einzelnen T Stadien auf:
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Es gab keine signifikanten Unterschiede bei der ER-B-Expression im Hinblick auf die
T-Stadien aul3er zwischen T2c und T4 (p=0,0203), wobei T4 eine signifikant hthere
ER-B-Expression aufwies als das T2c-Stadium. Somit befinden sich nach Tukey
Kramer alle Stadien au3er T2c in Gruppe A und alle Stadien — auf3er T4 — in der

Gruppe B.

[11.5.1.2. ER-B-Zellkern-Expression nach N-Stadium
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Abbildung 33: Vergleich des Expressionsverhaltens des ER-B im Zellkern bei den regionalen
Lymphknoten NO und N1 sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Das Expressionsverhalten des ER-B im Zellkern des prostatischen Epithels besal3
eine signifikant hohere (P=0,0003) ER-B-Expression im Zellkern des Gewebes mit
nodalen Metastasen als in denen ohne. Der Median war bei NO (30,84) ebenfalls
héher als bei N1 (131.67).
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[11.5.1.3. ER-B Zellkern-Expression nach M-Stadium
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Abbildung 34: Vergleich des Expressionsverhaltens des ER-B im Zellkern bei MO und M1 Gewebe
sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Das Expressionsverhalten des ER-B im Zellkern des prostatischen Epithels zeigte
ebenfalls eine signifikant hohere ER-B-Expression im Zellkern des Gewebes mit
nodalen Metastasen als in denen ohne. Der Median lag bei MO (29,25) ebenfalls héher

als bei M1 (130,84).
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l11.5.2 Korrelation zwischen TNM-Stadium und der ER-B-Zytoplasma-Expression
[11.5.2.1. Die Expression des ER-B im Zytoplasma mittlerer Score nach TNM-Stadium
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Abbildung 34: Vergleich des Expressionsverhaltens des ER-B im Zytoplasma bei den Tumorstadien
T2a, (Stufe 4) T2c (Stufe 6), T3a (Stufe 7), T3b (Stufe 8) und T4 (Stufe 9) sowie die entsprechende
Darstellung nach Tukey Kramer

Tabelle 24: Expressionsverhalten des ER-f im Zytoplasma flir die Primartumorstadien T2a, (Stufe 4)
T2c (Stufe 6), T3a (Stufe 7), T3b (Stufe 8) und T4 (Stufe 9) sowie Paarung nach Tukey Kramer

B A
I A
I A
N A
.

29
13

146,67
148
136,67
116,67
100

Die Analyse des ER- im Zytoplasma der prostatischen Zellen wies keine signifikanten

Unterschiede auf. Alle Primartumorstadien T befinden sich in derselben Tukey

Kramer-Gruppe.
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[11.5.2.2. ER-B-Zytoplasma-Expression nach N-Stadium
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Abbildung 35: Vergleich des Expressionsverhaltens des ER- im Zytoplasma bei den regionaren
Lymphknoten NO und N1 sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Das Expressionsverhalten des ER-B im Zellkern des prostatischen Epithels besal3
eine signifikant niedrigere (P=0,0456) ER-B-Expression im Zytoplasma des Gewebes

mit nodalen Metastasen als in denen ohne. Der Median lag bei NO (142,62) ebenfalls

hoher als bei N1 (106,67).
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111.5.2.3. ER-B-Zytoplasma-Expression nach M-Stadium
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Abbildung 36: Vergleich des Expressionsverhaltens des ER-B-Zytoplasmas bei MO und M1 Gewebe
sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Das Expressionsverhalten des ER- im Zellkern des prostatischen Epithels besitzt
eine signifikant niedrigere (p=0,0098) ER-B-Expression im Zellkern des Gewebes mit
Metastasen als in denen ohne. Der Median war bei MO ebenfalls h6her (141,09) als
bei M1 (100).

[11.6. Vergleich der IL-6R-Expression in den Subkomponenten der Zelle entlang
der Tumorprogression
[11.6.1. Benignes und malignes Gewebe

Der Vergleich zwischen benignem und malignem Tumor-Gewebe in Bezug auf die
Interleukin-6R-Expression in den einzelnen Bestandteilen der Zelle ergab folgendes

Expressionsverhalten:
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Abbildung 37: Vergleich des Expressionsverhaltens des Interleukin-6R im Zytoplasma/Zellmembran bei
benignem und tumorésen Gewebe

Tabelle 25: Vergleich des IL-6R-Zytoplasmas und der Zellmembran-Expression zwischen benignem
und Tumorgewebe

115,84 100

Tumor | 160 100

Es wurde in malignem Gewebe eine signifikant hohere Interleukin-6R-Expression im
Zytoplasma (p=0,0001) festgestellt als in benignem Gewebe. Die Interleukin-6-R-
Expression in der Zellmembran (p=0,0889) war jedoch nicht signifikant
unterschiedlich. Der Median war bei der Zytoplasma-Interleukin-6R-Expression im

Tumorgewebe hoher als die im benignen, wahrend er in der Zellmembran gleich war.
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[11.6.2. Vergleich der Interleukin-6R-Expression in den Subkomponenten der Zelle
zwischen benignem, MO- und M1-Gewebe

[11.6.2.1. Interleukin-6R-Zytoplasma-Expression
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Abbildung 38: Vergleich des Expressionsverhaltens von Interleukin-6R im Zytoplasma bei benignem,
MO- und M1-Gewebe sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Tabelle 26: Expressionsverhalten des Interleukin-6R im Zytoplasma bei benignem (Stufe 0), MO (Stufe
1) und M1 (Stufe 2) sowie Paarung nach Tukey-Kramer

Stufe Gruppe Anzahl Median
0 B 118 115,84
1 A 46 160
2 A 29 160

Die Interleukin-6R-Expression in benignem Gewebe war signifikant niedriger als im
MO0-(p<0,0001)- und M1-(p=0,0036)-Gewebe. Zwischen M0O- und M1-Gewebe gab es
keinen signifikanten Unterschied (p=0,8126) zur Interleukin-6R-Expression. Nach
Tukey Kramer bildet die benigne Gewebegruppe die homogene Gruppe B und das

MO- und M1-Gewebe die homogene Gruppe A.
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[11.6.2.2. Interleukin-6R-Zellmembran-Expression
Bei der Analyse der Interleukin-6R-Expression in der Zellmembran zwischen

benignem, MO und M1 sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gewebegruppen aufgefallen.

[11.6.3. Vergleich der IL-6R-Expression in den Subkomponenten der Zelle zwischen
benignem, angrenzendem, Low Gleason-, High Gleason- und M1-Gewebe

[11.6.3.1 Interleukin-6R-Zytoplasma-Expression
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Abbildung 39: Vergleich des Expressionsverhaltens des Interleukin-6R im Zytoplasma bei benignem
(Stufe 0), angrenzendem (Stufe 1), Low Gleason (Stufe 2), High Gleason (Stufe 3) und M1 (Stufe 4)-
Gewebe sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Tabelle 27: Expressionsverhalten des Interleukin-6R-Zytoplasmas bei benignem (Stufe 0),
angrenzendem (Stufe 1), Low Gleason (Stufe 2), High Gleason (Stufe 3) und M1-(Stufe 4)-Gewebe
sowie Paarung nach Tukey-Kramer

Stufe Gruppe Anzahl Median
0 C 26 82,92
1 B 93 121,25
2 Aund B 24 155,76
3 A 23 162,22
4 Aund B 29 160

Die Interleukin-6R-Expression in benignem Gewebe war signifikant niedriger als die

Expression der restlichen Gewebegruppen (p=0,0005 oder niedriger). Zudem war die
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Expression im High Gleason-Gewebe (p=0,0206) signifikant niedriger als die im
angrenzenden Gewebe. Alle anderen zeigten unter sich keine signifikanten
Expressionsunterschiede. Nach Tukey Kramer stellen sich somit folgende Gruppen
zusammen: In Gruppe A sind die Low Gleason-, High Gleason- und M1-Gewebe, in
Gruppe B befinden sich die Low Gleason-, M1- und das angrenzende Gewebe. In

Gruppe C ist das benigne Gewebe.

[11.6.3.2 Interleukin-6R-Zellmembran-Expression
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Abbildung 40: Vergleich des Expressionsverhaltens des Interleukin-6R in der Zellmembran bei
benignem (Stufe 0), angrenzenden (Stufe 1), Low Gleason (Stufe 2), High Gleason (Stufe 3) und M1-
Tumor-Gewebe (Stufe 4) sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Tabelle 28: Expressionsverhalten der Interleukin-6R in der Zellmembran der prostatischen Zellen bei
benignem (Stufe 0), angrenzenden (Stufe 1), Low Gleason (Stufe 2), High Gleason (Stufe 3) und M1-
Tumor-Gewebe (Stufe 4) sowie Paarung nach Tukey-Kramer

Stufe Gruppe Anzahl Median
0 B 26 100
1 A 92 100
2 A 24 100
3 Aund B 22 100
4 Aund B 29 100

81



Die benigne Gewebegruppe zeigte eine signifikant niedrigere Interleukin-6-
Konzentration als die angrenzende (p=0,0217) und Low Gleason-(p=0,0050)-
Gewebegruppen. Ansonsten gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gewebegruppen. Nach Tukey Kramer gibt es somit folgende Gruppen: In der Gruppe
A befinden sich alle Gewebegruppen, aul3er die benigne Gewebegruppe. In der
Gruppe B befinden sich das benigne Gewebe, das High Gleason-Gewebe und die

M1-Gewebegruppe.

1.7 Vergleich der IL-6R-Expression in den Subkomponenten der Zelle
entlang der TNM-Klassifikation

[11.7.1 Korrelation zwischen TNM-Stadium und der Interleukin-6R-Zytoplasma-
Expression

[11.7.1.1. Interleukin-6R-Zytoplasma-Expression nach T-Stadium
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Abbildung 41: Vergleich des Expressionsverhaltens des Interleukin-6R im Zytoplasma bei
Primartumorstadien T2a, (Stufe 4) T2c (Stufe 6), T3a (Stufe 7), T3b (Stufe 8) und T4 (Stufe 9) sowie
die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Tabelle 29: Expressionsverhalten des Interleukin-6R im Zytoplasma fir die Primartumorstadien T2a,
(Stufe 4) T2c (Stufe 6), T3a (Stufe 7), T3b (Stufe 8) und T4 (Stufe 9) sowie Paarung nach Tukey Kramer

Stufe Gruppe Anzahl Median
4 A 3 200

6 A 30 155,76
7 A 13 161,67
8 A 7 183,34
9 A 11 132,5
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Die Analyse des Interleukin-6R im Zytoplasma der prostatischen Zellen wies keine
signifikanten Unterschiede auf. Alle T-Stadien befinden sich in derselben Tukey
Kramer-Gruppe.

[11.7.1.2. Interleukin-6R-Zytoplasma-Expression nach N-Stadium
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Abbildung 42: Vergleich des Expressionsverhaltens des Interleukin-6R im Zytoplasma bei regionalen
Lymphknoten NO und N1 sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Das Expressionsverhalten des Interleukin-6R im Zytoplasma des prostatischen
Epithels zeigte keinen signifikanten (p=0,977) Unterschied zwischen nodal-
metastasierten und nicht-nodal-metastasierten Tumor-Gewebe. Die Mediane
ahnelten sich ebenfalls sehr (N0=160,17 N1=161,25).

83



[11.7.1.3. Interleukin-6R-Zytoplasma-Expression nach M-Stadium
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Abbildung 43: Vergleich des Expressionsverhaltens des Interleukin-6R im Zytoplasma bei MO und M1
Gewebe sowie die entsprechende Darstellung nach Tukey Kramer

Das Expressionsverhalten des Interleukin-6R im Zytoplasma des prostatischen
Epithels zeigte keinen signifikanten (p=0,70) Unterschied zwischen metastasierten,
und nicht-metastasierten Tumor-Gewebe. Die Mediane betrugen bei beiden Gruppen
160.

[11.7.2. IL-6R-Zellmembran-Expression nach TNM-Stadium

Die Analyse des Interleukin-6R in der Zellmembran der prostatischen Zellen wies
keine signifikanten Unterschiede auf. Alle T-Stadien befinden sich in derselben Tukey
Kramer-Gruppe. Es gab ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang zwischen den
N- und M-Stadien.

[11.8 Zusammenh&nge zwischen den Rezeptoren-Typen

Aufgrund der hohen Menge an ermittelten Daten wurden nur Korrelationen dargestellt,
bei der mindestens eine Datengruppe einen signifikanten Zusammenhang zwischen
Rezeptorexpression aufweist. Die restlichen Daten konnen in der Datenbank

nachgelesen werden.
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[11.7.1 Korrelation zwischen IGF-1R-Zytoplasma und IL-6R-Zytoplasma-Expression
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Abbildung 44: Zusammenhang zwischen dem Expressionsverhalten des IGF-R1 im Zytoplasma und
Interleukin-6R im Zytoplasma mittlerer Score bei den Gewebegruppen Alle (A), Benign (B), M0 (C)
und M1 (D). (Lineare Regression rot dargestellt)

Abbildung 45 zeigt die linearen Zusammenhédnge zwischen IGF-1R-Zytoplasma

mittlerer Score und IL-6R-Zytoplasma mittlerer Score. Es wird deutlich, dass eine

positive Korrelation zwischen den beiden Rezeptoren existiert. Einen signifikanten

Zusammenhang gibt es bei der Betrachtung aller Datenpunkte (p=0,001) sowie der
Datenpunkte der benignen (p=0,0014) und malignen MO- (p>0,0001)-Gewebe

getrennt voneinander. Bei der M1-Gruppe gibt es keine signifikante Korrelation

(p=0,095).
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[11.8.2 Korrelation zwischen ER-3-Zellkern und IGF-R1-Zellkern-Expression
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Abbildung 45: Zusammenhang zwischen dem Expressionsverhalten des IGF-1R im Zellkern und ER-f
im Zellkern bei den Gewebegruppen Alle (A), Benign (B), MO (C) und M1 (D)

Abbildung 46 stellt die linearen Zusammenhange zwischen IGF-1R-Zellkern mittlerer

Score und ER-B-Zellkern mittlerer Score dar.

Hierbei zeigte sich bei allen

Gewebegruppen eine positive Korrelation. Einen signifikanten Zusammenhang gab

es bei der Betrachtung aller Datenpunkte (p<0,0001) oder der Datenpunkte des

benignen Gewebes (p=0.001). Bei den Datenpunkten fur das tumorbehaftete (MO und

M1) Gewebe gab es keine signifikante Korrelation (p=0,0926, p=0,0963).
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[11.8.3 Korrelation zwischen ER-3-Zytoplasma und IL-6R-Zytoplasma-Expression
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Abbildung 46: Zusammenhang zwischen dem Expressionsverhalten des ER-§ im Zytoplasma und
Interleukin-6R im Zytoplasma bei den Gewebegruppen Alle (A), Benign (B), MO (C) und M1 (D)

Abbildung 47 zeigt die linearen Zusammenhange zwischen ER-B-Zytoplasma mittlerer

Score und IL-6R-Zytoplasma mittlerer Score. Zwischen den beiden Rezeptoren ist die

positive Korrelation deutlich erkennbar.

Einen signifikanten Zusammenhang zeigte sich bei der Betrachtung aller Datenpunkte

(p=0,001) oder bei der einzelnen Betrachtung des benignen Gewebes (p<0,0001), des
MO- (p=0,0078)- und M1-(p=0,0013)-Gewebes.
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[11.8.4 Korrelation zwischen IGF-1R-Zytoplasma und ER-B3-Zytoplasma-Expression

200 | P=0,0123 |, . . A
o ° ]
: “
3
— 150
€
£
@ 100
o
o
s,
N
& 50
[
9
0 ° °
Alle
0 50 100 150 200 250
ER-beta Zytoplasma mittl score
p=0,0057 C
200
[
2
E 150
©
£ o
©
o
o
S, 100
N
—
x
2
50
MO

100 150 200
ER-beta Zytoplasma mittl score

Abbildung 47: Zusammenhang zwischen dem Expressionsverhalten des IGF-R1 im Zytoplasma und ER-3 im
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Abbildung 48 zeigt die linearen Zusammenhénge zwischen IGF-1R-Zytoplasma

mittlerer Score und ER-B-Zytoplasma mittlerer Score. Auch hier gibt es eine positive

Korrelation zwischen den beiden Rezeptoren. Eine signifikante Korrelation zeigte sich
bei einer Betrachtung aller Datenpunkte (p=0,0123) oder der Gewebegruppe MO
(p=0,0057). Bei den Gewebegruppen Benign und M1 gab es keine signifikante

Korrelation (p=0.1352, p=0,08).

88



IGFR1 Zellkern mittl score

IGFR1 Zellkern mittl score

[11.8.5 Korrelation zwischen IGF-1R-Zellkern und ER-3-Zytoplasma-Expression
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Abbildung 48: Zusammenhang zwischen dem Expressionsverhalten des IGF-R1 im Zellkern und ER- im
Zytoplasma bei den Gewebegruppen Alle (A), Benign (B), MO (C) und M1 (D)

Eine signifikant positive Korrelation zwischen IGF-1R-Zellkern mittler Score und ER-

B-Zytoplasma mittlerer Score wurde nur in der Gewebegruppe M1 festgestellt
(p=0,0396). Bei den anderen Gewebegruppen gab es keine signifikanten

Zusammenhange. Es ist auRerdem aufféllig, dass bei den anderen Gewebegruppen

eine negative Korrelation zu bemerken ist.
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[11.8.6 Korrelation zwischen IGF-1R-Zellkern und IGF-1R-Zytoplasma-Expression.
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Abbildung 49: Zusammenhang zwischen dem Expressionsverhalten IGF-R1 im Zellkern und IGF-1R
im Zytoplasma bei den Gewebegruppen Alle (A), Benign (B), MO (C) und M1 (D)

Ein signifikanter linearer Zusammenhang einer positiven Korrelation zwischen IGF-

1R-Zellkern mittlerer Score und IGF-1R-Zytoplasma mittlerer Score wurde in der

Gewebegruppe ,Alle” festgestellt (p=0,0001), wahrend sich in den anderen

Gewebegruppen keine signifikante Korrelation zeigte.
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[11.8.7 Korrelation zwischen ER-B3-Zellkern und IL-6R-Zytoplasma-Expression.
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Abbildung 50: Zusammenhang zwischen dem Expressionsverhalten ER-B im Zellkern und ER- im Zytoplasma
bei den Gewebegruppen Alle (A), Benign (B), MO (C) und M1 (D).

Ein signifikanter linearer Zusammenhang einer positiven Korrelation zwischen ER-[3-
Zellkern mittlerer Score und IL-6R-Zytoplasma mittlerer Score wurde nur in der

Gewebegruppe ,Alle” festgestellt (P=0,037).
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[11.8.8 Korrelation zwischen IL-6-Zytoplasma und IGF-1R-Zellkern-Expression.
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Abbildung 51: Zusammenhang zwischen dem Expressionsverhalten IL-6 im Zytoplasma und IGF-1R im
Zellkern bei den Gewebegruppen Alle (A), Benign (B), MO (C) und M1 (D)

Ein signifikanter linearer Zusammenhang einer positiven Korrelation zwischen IL-6-
Zytoplasma mittlerer Score und IGF-1R-Zellkern mittlerer Score wurde nur in der

Gewebegruppe ,Alle” festgestellt (P=0,0454).

[11.9 Vergleich zwischen Diabetiker und Nicht-Diabetiker

Der Vergleich zwischen dem Gewebe der Patienten mit Diabetes mit dem Gewebe

der Patienten ohne Diabetes zeigte folgende Muster. Im Vergleich der Korrelation der
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Rezeptorexpression zueinander wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen
Diabetikern und Nicht-Diabetikern festgestellt. Ebenso war die Expression der
Rezeptoren in den verschiedenen Tumorstadien zwischen Diabetikern und Nicht-
Diabetikern ahnlich.

Als Beispiel dafiir dient die Analyse der IGF-1R-Expression im Zellkern, im Vergleich
zwischen benignem, angrenzendem, MO- und M1-Gewebe sowie zwischen
Diabetikern und Nicht-Diabetikern. Es wird deutlich, dass es ein sehr &hnliches Profil
der Expression gab, wobei die Expression in der Progression von benign zu MO sinkt,
jedoch von MO zu M1 wieder steigt. Der einzige Unterschied zwischen den beiden
Datensatzen ist, dass der Unterschied zwischen benignem und angrenzendem sowie
benignem und MO bei der Gewebegruppe der Nicht-Diabetiker einen signifikanten
Unterschied aufwies, was bei der Gewebegruppe der Diabetiker nicht der Fall war.
Jedoch muss beriicksichtigt werden, dass die Gewebegruppe Diabetiker viel kleiner

war als die Gewebegruppe Diabetiker, was diesen Unterschied erklaren konnte.
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Abbildung 52: Vergleich des Expressionsverhaltens des IGF-R1 im Zellkern bei benignem (Stufe 0)
angrenzenden (Stufe 1), MO-(Stufe 2)- und M1-Gewebe (Stufe 3) sowie die entsprechende Darstellung
nach Tukey Kramer fur die Gewebegruppe Nicht-Diabetiker
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Abbildung 53: Vergleich des Expressionsverhalten des IGF-R1 im Zellkern bei benignem (Stufe 0),
angrenzenden (Stufe 1), MO-(Stufe 2)- und M1-(Stufe 3)-Gewebe sowie die entsprechende Darstellung
nach Tukey Kramer fiir die Gewebegruppe Diabetiker

Der Unterschied zwischen Gewebe der Diabetiker und Nicht-Diabetiker zeichnet sich
an einigen Stellen an der Rohen-Rezeptor-Expression ab. Hier konnten Unterschiede
festgestellt werden. Dabei wurden der Mittelwert und der Standardfehler bzw. die
durch diese Werte entstehende obere und untere Grenze als Anhaltspunkt
genommen.

Wenn sich die Grenzwerte der beiden Rezeptorgruppen nicht Gberlappen, ist sicher,
dass die Mittelwerte und somit die Grundgesamtheit beider Patientengruppen
unterschiedlich sind und somit ein signifikanter Unterschied vorliegt. Aussagen tber
die Gaus-Verteilung kdnnen aufgrund der wenigen Daten nicht getroffen werden.
Nicht-signifikante Unterschiede wurden nicht beschrieben, kénnen jedoch in der

Datenbank nachgelesen werden.

[11.9.1 Vergleich zur IGF-1R-Zellkern-Expression zwischen Patienten mit und ohne
Diabetes

Der erste Unterschied lasst sich zwischen der IGF-1R-Expression im Zellkern der
benignen Patientengruppe mit Diabetes sowie ohne Diabetes feststellen. Hierbei lag
die obere Grenze bei Patienten ohne Diabetes bei 14.6 und die untere Grenze bei

8.97. Bei Patienten mit Diabetes betrug die obere Grenze 34.8 und die untere Grenze
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21.2. Somit ist ein signifikanter Unterschied festzustellen. Der Abstand der beiden

Patientengruppen nach oberer und unterer Grenze betragt 6.62

Tabelle 30: Vergleich der benignen Patientengruppe im Sinne der IGF-1R-Zellkern und ER-B-
Zellkern-Expression, getrennt durch einen positiven oder negativen Diabetes-Status
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Abbildung 54: Vergleich zwischen IGF-1R-Zellkern-Expression in benignem (Stufe 0) und tumordsen
(Stufe 1) Gewebe fiir Gewebegruppe Nicht-Diabetiker (A) und Diabetiker (B))

Anhand von der Abbildung 55 lasst sich erkennen, dass sich viele Datenpunkte fur die
IGF-1R-Zellkern-Expression bei Patienten ohne Diabetes unter der 10-Punkte-Marke

befindeen, wahrend sie bei den Patienten mit Diabetes eher diffus verteilt sind.

111.9.2 Vergleich zur ER-B-Zellkern-Expression bei Patienten mit und ohne Diabetes
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Ebenso gab es einen signifikanten Unterschied zwischen ER-B-Zellkern in der
benignen Gruppe zwischen Patienten mit und ohne Diabetes. Dabei lag die obere
Grenze beim ER-B-Zellkern mit Diabetes bei 75.1 und die untere Grenze bei 49.7. Bei
ER-B in der Patienten-Gruppe ohne Diabetes lag die obere Grenze bei 41.7 und die
untere Grenze bei 34.5. Der Abstand der beiden Patientengruppen zueinander lag bei

7.96.
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Abbildung 55: Vergleich zwischen ER-B-Zellkern-Expression in benignem (Stufe 0) und tumordsen
(Stufe 1) Gewebe fir die Gewebegruppe Nicht-Diabetiker (A) und Diabetiker (B)

Grafik 56 zeigt, dass sich die Expressionswerte bei der Patientengruppe ohne
Diabetes unter der 100 Marke konzentrieren. Dasselbe ist auch bei der

Patientengruppe mit Diabetes feststellbar.

Somit kann zusammenfassend gesagt werden, dass die IGF-1R- und ER-B-
Expression im Zellkern bei Patienten mit benignem Gewebe und Diabetes hdher ist

als bei Patienten ohne Diabetes.

Bei den Geweben mit nicht-metastasiertem Tumor wurde ein Unterschied zwischen
Patienten mit Diabetes und ohne Diabetes mit Blick auf die Rezeptorexpression

gefunden.
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[11.9.3 Vergleich zur IGF-1R-Zytoplasma-Expression bei Patienten mit und ohne

Diabetes

Tabelle 31: Vergleich der Tumor Patientengruppe im Sinne der IGF-1R-Zytoplasma und ER-(3-
Zytoplasma-Expression, getrennt durch einen positiven oder negativen Diabetes-Status

Mittelwert

IGF-R1-Zytoplasma ohne 106.52
Diabetes-Tumor
IGF-R1-Zytoplasma mit 78.66
Diabetes-Tumor
ER-B-Zytoplasma ohne 147.47
Diabetes-Tumor
ER-B-Zytoplasma mit 134.05
Diabetes-Tumor

Std.
Abw.
39.41
4453
36.47

14.13

Standardfehler

Mittelwert
6.08

19.91
5.70

6.32

obere untere
Grenze Grenze
112.60 100.44

98.57 58.75
155.10 138.70

140.37 127.73

Es wurde ein signifikanter Unterschied zwischen der IGF-1R-Expression im

Zytoplasma der Patientengruppe Tumor MO mit Diabetes sowie ohne Diabetes

festgestellt. Hier betrug die obere Grenze bei Patienten ohne Diabetes 112,6 und die

untere Grenze 100,44. Bei Patienten mit Diabetes lag die obere Grenze bei 98,57 und

die untere Grenze bei 58,75. Somit ist ein signifikanter Unterschied festzustellen. Der

Abstand der beiden Patientengruppen nach oberer und unterer Grenze betragt 1.87.
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Abbildung 56: Vergleich zwischen IGF-1R-Zytoplasma-Expression in benignem (Stufe 0) und tumorésen (Stufe 1)
Gewebe fur die Gewebegruppe Nicht-Diabetiker (A) und Diabetiker (B)

97




250

—_ —_ N
o w1 o
o o o

ER-beta Zytoplasma mittl score

Ul
o

Wie Abbildung 57 zu entnehmen ist, ist die Expression der Gewebegruppe Tumor
beider Patientengruppen schwer miteinander vergleichbar, da es bei der Gruppe

Tumor bei Diabetikern nur zwei Datenpunkte gibt.

[11.9.4 Vergleich der ER-B-Zytoplasma-Expression bei Patienten mit und ohne
Diabetes

Es gab ebenso einen signifikanten Unterschied zwischen ER-B-Zytoplasma in der
Tumor-Gruppe MO zwischen Patienten mit und ohne Diabetes. Dabei betrug die obere
Grenze bei ER-B-Zytoplasma mit Diabetes 140.37 und die untere Grenze 127.73. Bei
ER-B in der Patienten-Gruppe ohne Diabetes lag die obere Grenze bei 153.17 und die
untere Grenze bei 141.78. Der Abstand der beiden Patientengruppen zueinander lag

bei 1.41.

Bei der Tumorgruppe M1, also bei den Patienten mit Metastasen, konnten keine

signifikanten Unterschiede gefunden werden.
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Abbildung 57: Vergleich zwischen der ER-B-Zytoplasma-Expression in benignem (Stufe 0) und
tumordsen (Stufe 1) Gewebe fiir die Gewebegruppen Nicht-Diabetiker (A) und Diabetiker (B)

Wie der oberen Grafik zu entnehmen ist, sind die Tumor-Expressionswerte beider
Patientengruppen schwer miteinander vergleichbar, da es bei der Patientengruppe

Tumor nur zwei Datenpunkte gibt.
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V. Diskussion

IV.1 Malignome und Prostatamalignome

IV.1.1.1. IGF1R-Expression im Hinblick auf die Tumorprogression
Bei der IGF1R-Expression muss zwischen der Expression im Zellkern und im

Zytoplasma unterschieden werden. Wahrend eine hohere Expression im Zytoplasma
eine hohere Malignitat darstellt, scheint die Expression im Zellkern in der
Tumorprogression von benignem zu malignem Gewebe abzunehmen.
Interessanterweise steigt die IGF1R-Expression im Zellkern zwischen malignem,
nicht-metastasiertem, bis hin zu malignem metastasiertem Gewebe wieder an, was
auf eine Verédnderung der Rolle des IGF1R bei der Metastasierung des Gewebes

deuten kdnnte.

Benigne Zelle Low Gleason Zelle M1 Zelle

. = Hohe IGF1R Konzentration

= Niedrige IGF1R Konzentration

Abbildung 58: Bildlicher Vergleich zwischen einer benignen, Low Gleason- und M1-Zelle mit Blick auf
die IGF-1R-Expression

IVV.1.1.2 Vergleich mit anderen klinischen Studien
Hellawell et al. und Ahearn et al. haben im malignen Gewebe eine hohere Rezeptor-

Expression festgestellt als in benignem Gewebe. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen
die gleiche Korrelation in Bezug auf IGF1R im Zytoplasma, Zellkern und Zellmembran.
Die Ergebnisse von Hellawell et al. (Hellawell et al., 2002) zeigten keine Korrelation
zwischen Tumor-Stadium und IGF1R-Expression, jedoch hatte prostatisches Gewebe
mit einem hohen Gleason-Score eine hohere IGF1R-Konzentration als die mit
niedrigem Gleason-Score. Bei den vorliegenden Ergebnissen gibt es keine Korrelation

zwischen dem Gleason Score und der IGF1R-Konzentration im Zytoplasma und
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Zellkern. Zwischen T-Stadium und IGF1R-Konzentration gab es nur bei der
Datengruppe Zellkern eine signifikante Korrelation. Es gab keine Korrelation zwischen
der IGF1R-Konzentration im Zytoplasma und dem T-Stadium.

Hellawell et al. fanden keine Korrelation zwischen der nuklearen und der
zytoplasmatischen IGF1R-Expression sowie der Metastasierung. Aus den
vorliegenden Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die Metastasen bei
Patienten eine hohere IGF1R-Expression haben (bezieht sich auf N und M staging
M1). Hellawell fand eine positive Korrelation zwischen der IGF1R-Zytoplasma-
Konzentration und dem Risiko auf Rickfélle. Ahearn et al. stellten keine Korrelation

zwischen dem Tumor-Stadium und dem Gleason Score fest (Ahearn et al., 2018).

IV.1.1.3. Die Rolle des IGF1R bei der Pathogenese von Prostatamalignomen
Bei Patienten mit Prostatakrebs wurde ein hoherer Anteil von Insulin-Like-Growth-

Factor im Blut festgestellt (Wolk et al., 1998). Prostata-Tumore mit einer hohen
Expression von Insulin-Like-Growth-Factor-1-Rezeptor wurden mit einer hdheren
Tumorproliferation und weniger Apoptosen in Verbindung gebracht (Ahearn et al.,
2018). Die von IGF1R-aktivierten Kaskaden, die eine Tumor-Progression, Apoptosen-
Inhibition und ein erhohtes Zell-Uberleben nach sich ziehen, sind die PI3K/Akt- (Da
Silva et al.,2012) und die Ras-Raf-Erk Kaskade, die ebenfalls durch den IGF-1R
aktiviert wird (Heidegger et al., 2014). Der IGF-1R stimuliert zudem auch Angiogenese
durch die Aktivierung von VEGF (Hua et al., 2020). Die durch den Rezeptor aktivierte
Kaskade hat einen grol3eren Effekt bei Patienten mit dem TMPRSS2:ERG-Fusion-
gen, da ERG-positive Zellen sensitiver auf das durch Insulin-Like-Growth-Factor 1 in
Gang gesetztes Zellwachstum reagieren (Mancarella et al., 2017). Es wurde auch ein
Zusammenspiel zwischen dem Androgen-Rezeptor und dem Insulin-Like-Growth-
Factor gefunden: Es gibt eine durch den Androgen-Rezeptor (AR) meditierte
Hochregulierung von IGF1R-Expression bei Prostatazellen (Wu & Yu, 2014). Dies ist
wichtig, da der AR in der Krebs-Progression bei malignem Prostatagewebe eine
signifikante Rolle spielt und somit angenommen werden kann, dass die durch AR in
Gang gesetzte Hochregulierung von IGF1R mit der pro-malignen Rolle des AR in
Verbindung stehen kdnnte. Zudem ist die Sterberate bei Patienten mit Prostatakrebs
und einer hohen Expression von den oben genannten Rezeptoren signifikanter als bei
denen ohne (Ahearn et al., 2018). Die oben genannten Prozesse, die die Pathogenitét

des IGF1R im Zusammenhang mit dem Prostatakarzinom nahelegen, erklaren
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ebenfalls, warum die Expression des IGF1R bei malignem Gewebe hdoher ist als bei
benignem. Laut den Ergebnissen scheint dabei der IGF1R im Zytoplasma eine
wichtigere Rolle zu spielen als der im Zellkern. Dieser scheint von benignem Uber
angrenzendes, bis hin zu malignem und metastasiertem Gewebe kontinuierlich zu
steigen. Der Grund daftur kdnnte der in Kapitel 1.7.7 beschriebene Mechanismus der
Translokalisation in das Cytoplasma sein. Vor dem Hintergrund einer erhéhten
Effizienz der Proteinproduktion macht eine Verlegung des IGF1R in das Zytoplasma
durchaus Sinn. Die IGF-1R-Expression steigt vor allem im initialen Tumorstadium und
bleibt daraufhin kontinuierlich hoch. Der hohere Bedarf der Zelle an den durch PI3/K
und Ras-Raf-Mek in Gang gesetzten zytophysiologischen Auswirkungen bietet hierfur
eine plausible Erklarung. Die IGF1R-Expression im Zellkern sinkt im initialen
Tumorstadium, wahrend sie in metastasiertem Gewebe signifikant ansteigt. Somit
scheint die in Kapitel 1.7.7 beschriebene Translokalisation in den Nukleus und die
damit verbundenen epigenetischen Einflisse erst in spatem Stadium des

Prostatakarzinoms eine Rolle zu spielen.

IV.1.2.1. ER-B-Expression im Hinblick auf die Tumorprogression
Der ER-B hat ebenso wie der IGF1R eine signifikant hGhere Expression im Zellkern in

metastasiertem Gewebe als im High-Gleason-Gewebe. Die Expression im
Zytoplasma ist jedoch nicht erhoht. Zudem waren die ER-3-Werte im Zellkern bei M1-
und N1-Gewebe hoher als die der MO- und NO-Gewebe. Im Zytoplasma waren die

ER-B-Werte im M1- und N1-Gewebe signifikant niedriger als im MO- und NO-Gewebe.
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Abbildung 59: Bildlicher Vergleich zwischen einer benignen, Low Gleason- und M1-Zelle mit Hinblick
auf die ER-B-Expression

IV.1.2.2. Vergleich mit anderen klinischen Studien
Asgari und Morakabati erhielten in einer klinischen Studie zur ER-B-Expression in

Prostatamalignomen folgende Ergebnisse. Hierbei mussten mindestens 10 % der
Flache der einzelnen Proben positiv auf ER-B farben, um als ,positiv‘ getestet zu
werden, wobei 29/29- (100 %) Proben von Low- und Intermediate-Grade-Tumoren
positiv auf den ER-B getestet, aber nur 19/23 (83 %) der High-Grade-Tumoren positiv
getestet wurden. Hierbei wurde nur die nukleare Farbung in Betracht gezogen (Asgari
& Morakabati, 2014). Diese Studie steht somit im kompletten Kontrast zu den
vorliegenden Ergebnissen, da die gemessene ER-B-Expression im Zellkern bei High-
Grade-Tumoren hoher war als bei Low- und Intermediate-Grade-Tumoren.

Linja et al., die die ER-B-und ER-a-Expression in den benignen Zellen (BPH)
Prostatazellen sowie hormon-refraktaren PCa-Zellen via RT-PCR gemessen haben,
zeigten im Vergleich zu hormon-refraktaren Zellen eine doppelt so hohe ER-[3-
Expression in den benignen Zellen. Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant
(Linja, et al., 2003). Trotzdem zeigt diese Studie ein anderes Muster als die hier
vorliegenden Ergebnisse.

Horvath et al. fuhrten eine Studie zur Expression des ER-B durch. Mithilfe der
Immunhistochemie wurden die folgenden Ergebnisse vorgelegt (Es wurde nur eine
nukleare Farbung in Betracht gezogen.): In normalem prostatischem Epithel wurden

alle Gewebeproben positivauf ER- getestet. In BPH-Gewebe wurden 38/157-Proben

103



mit mehr als 5 % auf ER-B positiv gefarbten Zellen gefunden. Bei der Untersuchung
der ER-B-Expression bei Prostata-Malignomen wurden nur 18 von 159 positiv auf ER-
B getestet. Es wurde ebenso eine Verminderung des krankheitsfreien Uberleben bei
Patienten mit ER-B-negativen Prostatakarzinomen festgestellt. Somit zeigt diese
Studie ebenso einen entgegengesetzten Trend zu den unserer Studie ermittelten
Ergebnissen (Horvath et al., 2001).

Schade et al. fuhrten eine Studie zur subzellularen Lokalisation der ER-B-Subtypen
bei Prostatakarzinomen durch. Sie fanden heraus, dass Tumor-Gewebe auf ER-B1 zu
95.7 %, ER-B 2 zu 97,5 % und ER-B 5 zu 22,9 % positiv getestet wurde.

Bei ER-B 1 betrug die nukleare Expression 62,1 %, die zytoplasmatische 8,5 % und
25,1 % besal3en sowohl eine zytoplasmatische als auch nukleare Expression. Fir ER-
B 2 waren diese Werte 1%, 72% und 23,9 %. ER-B 5 hatte praktisch nur
zytoplasmatische Expression.

ER-B1-Expression wurde positiv mit einer kurzen Rekurrenz-Zeit korreliert. ER- 2
wurde negativ mit einer 5-Jahres-rezidiv-freien Zeit korreliert. Eine intensive Farbung
des ER-B 1 und 2 wurde auf3erdem mit einer héheren Mortalitat bei den Prostatakrebs-
Patienten korreliert (Schade et al., 2014).

Verglichen mit unseren Ergebnissen wurde bei dieser Studie eine hohere
zytoplasmatische Expression und eine niedrigere nukleare Expression bei Low-
Grade-als bei benignen Tumoren gefunden. Jedoch wurde bei M1-Tumoren eine
hohere nukleare und niedrigere zytoplasmatische Expression gefunden als bei Low-

Grade-Tumoren.

IV.1.2.3. Die Rolle des ER-B bei der Pathogenese von Prostatamalignomen
Es gibt zwei verschiedene Ostrogenrezeptoren, a und . Bis vor kurzem wurde

angenommen, dass der Ostrogenrezeptor a eine pro-onkogene Rolle und der
Ostrogenrezeptor B eine anti-onkogene Rolle bei Prostatakrebs spielt. Die folgenden
anti-onkogenen Rollen wurden dem ER-B zugesprochen. Der ER-B flhrt Gber die
Aktivierung von Tumor Necrosis Factor Alpha tber den Extrinsic Pathway, kann aber
auch durch FOXO3a und PTEN Uber den Intrinsic Pathway zu einer erhthten
Apoptose fuhren und hat somit unter diesem Gesichtspunkt eine tumor-
unterdrickende Wirkung (Dey et al., 2014). Ein wichtiger Faktor bei der Prostatakrebs-

Progression ist der oxidative Stress. Dieser wird unter anderem durch Entziindungen
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erhoht und mit einer erhdhten Aggressivitat des Prostatakarzinoms in Verbindung
gebracht. Eine hohere Expression von ER-3 wurde mit einer erhdhten Produktion von
Antioxidanten korreliert, eine tumor-suppressive Funktion, wahrend oxidativer Stress
die Produktion von ER-B nachweislich mindert (Christoforou et al., 2014). Laut Xiao et
al. ist die Wirkung des ER-B in normalen Prostata-Zellen tumor-suppressiv, unter
anderem durch seine inhibierende Wirkung am NFkB, da es diesen und seine pro-
inflammatorische und somit pro-onkogene Wirkungen hindert (Xiao et al., 2019). In
Bezug auf die Ergebnisse kénnten die initial erh6hten Entziindungswerte des Tumors
damit zu erklaren sein (erhéhter IL-6R), da mdglicherweise die inhibierende Wirkung
des ER-B vor allem im Zellkern zustande kommt, und da sich der Zellkern bei der
initialisierten Tumor-Progression in das Zytoplasma verlagert und somit seine
inhibierende Wirkung verlorengeht. Aul3er dieser antientztiindlichen Wirkung hat der
ER-B auch eine Auswirkung auf eine Reihe von anderen Proteinen, die eine anti-
onkogene Wirkung haben. So wird zum Beispiel das E-Cadherin-Gen, das fur die
epitheliale Integritat eine wichtige Rolle spielt, von ER-B hochreguliert. Zudem reguliert
der ER-3 den PHD2 hoch, was fur die VHL-Markierung und Zersetzung von HIF-alpha,
einem Onkogen, notig ist (Christoforou et al., 2014). Die anti-onkogene Wirkung des
ER-[3, die hier dargestellt wurde, kbnnte erklaren, wieso der Verlust dieses Rezeptors
die initiale Tumor-Progression vorantreibt, was in der kontinuierlich sinkenden
Expression zwischen benignem, angrenzendem und Low-Gleason-Gewebe der Fall
ist. Interessanterweise ist der Abfall der ER-B-Expression zwischen benignem und
angrenzendem Gewebe am hoéchsten, was andeuten koénnte, dass der Verlust des
nuklearen ER-f3 ein Ausldser der initialen Tumorentstehung seien konnte.

Es wurde jedoch auch eine ,Switching Role Theory“ in Bezug auf Prostatakrebs
aufgestellt, also eine Hypothese, die besagt, dass die Rolle des Ostrogenrezeptor B
anfanglich auf den Tumor unterdrickend wirkt, jedoch bei Tumor-Progression eine
tumor-stimulierende Wirkung hat. Diese Beobachtung scheint tiber die Kaskade, die
den Serin210-phosphorilierten Androgen-Rezeptor beinhaltet, zu laufen, die beim
Fortschreiten des Prostatakarzinoms inhibiert wird (Christoforou et al., 2014). Dies
kénnte erklaren, warum die nukleare Konzentration des ER-B zwischen benignem
Gewebe und Low-Gleason-Gewebe abfallt, jedoch anschliel3end von Low-Gleason-
bis hin zu M1.Gewebe wieder ansteigt.

Eine weitere Hypothese, die weiter untersucht werden koénnte, ist die Rolle der
verschiedene Subrezeptoren des ER-B (ER-B 1- ER-B 5) bzw. dass es keine
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Rezeptor-Verlagerung, sondern eine Aktivierung verschiedener Subrezeptoren war,
die so ein Muster zustande gebracht haben. Die Subtypen des ER-f — ER-3 2 und
ER-B 5 — agieren anscheinend als pro-onkogene Rezeptoren, die die Zellen-Migration
und Invasion férdern. So kann der ER- 2 die Aktion des ER-B 1 ausschalten und
somit die empendymal-mesenchymale Transition vorantreiben (Christoforou et al.,
2014). Diese beiden Subtypen (ER-B2 und ER-B5) sind vor allem im Zytoplasma
vorhanden (Schade et al., 2016), was ihre erhdhte Konzentration im initialen
Tumorstadium erklaren kénnte (angrenzendes Gewebe und Low Gleason). Die
andere wichtige Subform des ER-B ist die ER-B1, die vor allem im Zellkern lokalisiert
ist. Dieser Rezeptor wurde als anti-onkogener Rezeptor beschrieben, der unter
anderem einen Zell-Zyklus-Stop in friher G1-Phase in LNCaP-Zellen hervorrufen
konnte (Hurtado et al., 2008). Da, wie bereits beschrieben, der ER- 2 den ER-3 1
binden und inhibieren kann, kann davon ausgegangen werden, dass in benignem
Gewebe eine hohe Expression von ER-B1 Uberwiegt, wahrend bei der Tumor-
Progression die Expression von ER-B 2 und ER-B 5 Uberwiegt, was unter anderem

die Aktion des tumor-unterdriickende ER-f3 1 nach sich zieht.

IV.1.3.1. IL-6R Expression mit Hinblick auf die Tumor-Progression
Beim IL-6R konnte ein signifikanter Anstieg in der zytoplasmatischen

Rezeptorexpression zwischen benignem und angrenzendem sowie benignem und
Low-Gleason-Gewebe festgestellt werden. In der darauffolgenden Tumor-

Progression gab es keine signifikanten Veranderungen.
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Abbildung 60: Bildlicher Vergleich zwischen einer benignen, Low-Gleason- und M1-Zelle im Hinblick
auf die IL-6R-Expression

IV.1.3.2 Der Vergleich mit anderen klinischen Studien
Eine Studie von Hobisch et al. zeigte &hnliche Ergebnisse wie unsere Studie, wobei

ebenfalls eine hohe Expression von Interleukin-6R in malignem Gewebe festgestellt
werden konnte (Hobisch et al., 2000). In einer Studie von Tozawa et al. wurde eine
Korrelation zwischen der Interleukin-6R-Expression und dem Gleason-Score
demonstriert. Die Interleukin-6R-Expression war in High Gleason signifikant hoher als
in Low Gleason und BPH-Gewebe (Tozawa et al., 2016). In der vorliegenden Studie
wurde zwar kein signifikanter Unterschied zwischen Low Gleason und High Gleason
entdeckt, jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen Low Gleason und benignem
Gewebe. Ansonsten existieren nur unzureichende Studien, die durch
Immunhistochemie die Expression von IL-6R analysieren. Eine weitere Mdglichkeit,
die Expression von Interleukin-6R zu analysieren, ist ELISA. Bei einer solchen Studie
von Giri et al. wurde eine signifikant hohere Interleukin-6R-Expression im malignen

als in benignen Gewebe festgestellt (Giri et al., 2001).
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IV.1.3.3. Die Rolle des IL-6R bei der Pathogenese von Prostatamalignomen
Die von der Studie erzeugten Daten zeigen eine klare pro-onkogene Rolle des IL-6R,

vor allem bei der initialen Phase der Tumorentstehung. So gibt es einen stetigen
Anstieg in der zytoplasmatischen IL-6R-Expression von benignem Gewebe bis hin
zum Low-Gleason-Gewebe. AnschlieRend gab es keine signifikanten Veranderungen
beziglich der IL-6R-Expression zwischen dem Low-Gleason-, High-Gleason- und M1-
Gewebe. In Bezug darauf muss angemerkt werden, dass die Expression des
Rezeptors auf konstantem Level bleibt, was die Signifikanz der Rezeptorexpression
in allen Phasen der Tumorsequenz unterstreicht. Die Expression der Zellmembran-
gebundenen IL-6R verdndert sich nicht signifikant. Die erhéhten zytoplasmatischen
Interleukin-6-Rezeptor-Werte sind wichtig fir die Tumorbiologie, da dieser Rezeptor
durch seine GP130-Subunit den JAK aktiviert, was zu einer STAT3-Dimerisierung und
einer Translokation im Zellkern fiihrt. Ein erhdhter Level des STAT3 wirkt durch die
Aktivierung der folgenden Gene onkogen: Myc, Bcl-2, und Survivin (Cheteh et al.,
2020). AuBerdem kann STAT3 auch die Expression des NFkB erhdhen, was anti-
apoptotische und pro-proliferative Wirkungen haben kann (Grivennikov & Karin.,
2010). Zudem wird durch die e-IL-6R-aktivierte PI3K/Akt-Kaskade das Uberleben von
Zellen gefordert und durch die aktivierte MAPK das Zellwachstum und die Mitose
(Azevedo et al., 2011). Diese Eigenschaften des IL6-R machen ihn zu einem idealen
Rezeptor fur Tumorwachstum. Somit sind die erhdhten Werte bei maligner
Transformation in den vorliegenden Daten gut erklarbar. Interleukin-6 wurde zudem
generell mit einer héheren Tumor-Aggressivitat in Verbindung gebracht (Curlig, 2014).
In einigen Studien wurden jedoch ebenfalls tumorwachstums-inhibierende Wirkungen
des IL-6R festgestellt (Hobisch et al., 2000). Eine Erklarung, warum sich gerade die
zytoplasmatische Expression des IL-6R signifikant verdndert, wé&hrend die

membrandse IL-6R-Expression gleich bleibt, ist nicht zu erklaren.

IV.2 Die Relation der Rezeptoren zueinander

IV.2.1. IGF1-R und ER-B
Mdoglicherweise gibt es bei der Entstehung von Prostatakarzinomen einen ahnlichen

Pathomechanismus wie bei Brustkrebs. In den Ergebnissen konnte eine positive
Korrelation zwischen den beiden Rezeptoren im Zellkern bei benignem Gewebe und
im Zytoplasma bei malignem, nicht-metastasiertem Gewebe festgestellt werden. Aus

diesem Muster kann geschlossen werden, dass sich das biologische Zusammenspiel
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beider Rezeptoren je nach Tumor-Progression verandert und sich vielleicht vom
Zellkern in das Zytoplasma verlagert. Die beiden Rezeptoren haben nicht nur, wie
bereits beschrieben, eine gemeinsame Schnittstelle in den
Phosphorilierungskaskaden, sie kodnnten auch ihre gegenseitige Expression
beeinflussen. Pandini et. al. haben einen moglichen Grund fir diese Korrelation
gefunden. In ihrer Studie wurde die Hochregulierung von IGF1R durch Ostrogene
untersucht. Dabei hat sich herausgestellt, dass sich die Expression von IGF1R in
Prostatakrebszellen nach Behandlung mit Ostrogenen erhéht. Als moglichen Grund
dafur wurde die Src-ERK1/2-Kaskade genannt, die nach Aktivierung die Gen-
Promotor-Aktivitat sowie Gen-Transkription erhéht (Pandini et al., 2009).

IV.2.2. IGF1-R und IL-6R
Laut den Ergebnissen gibt es eine signifikante positive Korrelation der beiden

Rezeptoren im Zytoplasma von benignem sowie malignem Gewebe. Die beiden
Rezeptoren kénnten nicht nur, wie beschrieben, eine synergistische Aktion haben, sie
konnten ebenfalls ihre Expression gegenseitig hochregulieren. Eine Studie von Zhang
et al. entdeckte einen mdglichen Grund dafiir bei Docetaxel-resistenten
Prostatakarzinomzellen. So scheinen hohe Konzentrationen von IL-6 zu einer
erhdohten Expression von SOD2 zu fuhren. Dies geschieht durch den von IL-6R-
aktivierten STAT3 (Jung et al.,, 2011). Dadurch kommt es zu einer Reduktion von
reaktiven Sauerstoffspezies, was eine Reduktion von Beta Arrestin 1 und somit eine
Hochregulierung von IGF1R verursacht. Dieser Mechanismus ist auch klinisch
relevant, da eine erhféhte Konzentration von SOD2 mit einer erhéhten Docetaxel-
Resistenz korreliert wurde (Zhang et al., 2014). Zwar zeigen die vorliegenden Daten
keine Korrelation bei M1-Gewebe, dies konnte jedoch auch an der geringeren
Datenmenge liegen, da trotzdem eine klar positive Korrelation zu verzeichnen ist.
Derselbe Mechanismus kénnte ebenso bei nicht-metastasiertem Gewebe zu einer

solch positiven Korrelation fihren.

IV.2.3. ER-B und IL-6R.
Ahnlich wie bei Osteoporose (Kapitel 1.7.12) wurde in der Pathogenese von

Prostatakarzinomen auch eine Schnittstelle zwischen dem Interleukin-6R und dem

ER-B gefunden. Diese ist jedoch indirekt; so wird die Expression von NFkB und p65
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durch die Aktion von ER-B herunterreguliert. Durch diese beiden Proteine wird die
Interleukin-6-Gen-Transkription normalerweise hochreguliert. Daher sorgt die vom
ER-( getriebene Inhibition fur eine Verminderung der IL-6-Produktion und fuhrt somit
auch zu einer Verminderung der IL-6R-Aktivierung. Eine erhthte ER-B-Expression
fuhrte in dieser Studie zu einer erh6hten Apoptose-Rate und zu einer geringeren
Zellmigration (Xiao et al., 2019). Zu einem direkten Link zwischen der ER-(3-
Expression und der IL-6R-Expression konnten jedoch keine Studien gefunden
werden. Dies ist merkwurdig, da es in den vorliegenden Ergebnissen eine signifikante
positive Korrelation zwischen den beiden Rezeptoren gab. So wurde bei benignen,
malignem und M21-Gewebe eine positive Korrelation gefunden. Ob dieser
Zusammenhang rein zufallig ist, oder ob es tatséachlich einen konkreten Link gibt, ist

noch zu erforschen

IV.3 Metastasierung und die EMT
Die untersuchten Rezeptoren haben unterschiedliche Auswirkungen auf die

Metastasierung und potenziell auf die EMT eines Tumorgewebes. Diese werden im

folgenden Abschnitt einzeln untersucht.

IV.3.1 IGF1R
Mit Blick auf die Werte des IGF1R in der Tumorsequenz wird deutlich, dass es einen

signifikanten Unterschied zwischen dem High-Gleason-Tumorgewebe und dem
metastasierten Gewebe in Bezug auf die IGF1R-Zellkern-Expression gibt. Bei der
Expression im Zytoplasma gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen High-
Gleason- und M1-Gewebe zu erkennen. Zudem waren die IGF1R-Werte im Zellkern
bei M1- und N1-Gewebe signifikant héher als im MO- und NO-Gewebe.

Die erhohte Expression des IGF1R konnte folgendermal3en Uber eine IGF1R-
Translokalisation erklart werden. Die Translokalisation des IGF1R in den Zellkern
wurde bereits als ein potenzieller pro-onkogener Prozess dargestellt. So wurde eine
hohe nukleare Expression von IGF1R mit einem schlechten klinischen Ergebnis
korreliert (Poreba & Durzynska., 2020). Der Rezeptor bindet spezifische Regionen im
Genom und benimmt sich dadurch wie ein Transkriptionsfaktor. Zudem bindet IGF1-
R verschiedene Transkriptionsfaktoren und Ko-Aktivatoren so wie in etwa LEF1, was

zu einer erhéhten Konzentration von Cyclin D1 fuhrt (Solomon-Zemler et al., 2017).
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Cyclin D1 aktiviert die Proliferation von Zellen (Musgrove et al., 2011). Ein mdglicher
Mechanismus fur die Translokalisation der Rezeptoren wurde bereits im Abschnitt
1.7.7 erlautert.

Der beschriebene Prozess konnte der Grund sein, warum das metastasierende
Gewebe eine signifikant hohere nukleare IGF1R-Expression hat als das nicht-
metastasierende. Es konnte jedoch genauso gut sein, dass einfach mehr IGF1R
hergestellt wird, und dass es keine nukleare Translokalisation gibt. Aleksic et. al.
brachten eine hohe Gesamtexpression (nukleare+ zytoplasmatische) mit einem
erhohten Risiko fur Metastasen in Verbindung (Aleksic et al, 2017). Dieselbe Studie
wies auch darauf hin, dass der zytoplasmatische IGF1R der starkere Treiber der
Metastasierung ist als der nukleare IGF1R. Genaue Pathomechanismen kodnnte
anhand von anderen Tumoren ebenfalls erklart werden. Hierbei konnten Parallelen zu
Brustkrebs gezogen werden, da der IGF1R dort eine wichtige Rolle beim Prozess der
Metastasierung zu spielen scheint. Kucab und Dunn stellen die Hypothese, dass der
IGFIR bei der Metastasierung in Brustkrebs die Angiogenese und die
Lymphangiogenese durch die erhdhte Expression des VEGF 165 und des VEGF 121
fordert (Kucab & Dunn, 2003). Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wurde die
erhohte Angiogenese und Lymphangiogenese bei Prostatazellen bei erhéhter IGF1R-
Expression ebenfalls beschrieben. Die jetzigen Publikationen zu diesem Thema
beschreiben den EGF und den VEGF jedoch als durch den Membran gebundenen
IGF1R aktiviert, der anschlieRend die beiden Faktoren tber den PI3SK/AKT, MAPK,
EGFR (Yeo et al., 2017) und den VEGFR (Karar & Maity, 2011) aktiviert und nicht
durch einen direkten epigenetischen Einfluss.

IV.3.2 ER-B
Mit Blick auf Metastasen ist die Rolle des ER- ebenfalls kompliziert. Es wurde in den

Ergebnissen eine signifikant positive Korrelation zwischen der ER-B-Zellkern-
Expression und der Metastasierung festgestellt, ebenso wie ein eindeutiger Abfall der
ER-B-Zytoplasma-Expression. Dies kann nicht mit der ,Switching Role Theory“ erklart
werden. Interessanterweise haben Lai und Kollegen eine erhdhte nukleare ER-
Farbung bei Knochenmetastasen des Prostata Karzinoms entdeckt (Lai et al., 2004).
Leav et al. haben die Hypothese aufgestellt, dass die erhdhten ER-B-Werte bei
metastasierten Zellen an der biologischen Aktion von umgebendem Gewebe hangen

kénnte (Leav et al., 2001). Laut Zhu et. al. scheinen die ER-B-positiven Sub-Klone
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einen Vorteil beim Prozess der Metastasierung zu haben. Dey et. al. zufolge wurde
eine erhodhte Expression von ER-B 2 bei metastasierendem Prostatakrebs festgestellt
(Nelson et al., 2014). Der ER-3 2 ist aber vor allem ein zytoplasmatischer Rezeptor.
In den vorliegenden Ergebnissen ist die zytoplasmatische Expression des ER-( bei
metastasierendem Gewebe vermindert. Mdglicherweise kénnten zur Findung von
genauen Pathomechanismen andere Tumorarten untersucht werden: In nicht-
kleinzelligem Lungenkrebs (NSMLC) wurde eine Regulierung des MMP2 durch den
Ostrogen-Rezeptor B festgestellt, was natlrlich auch bei Prostatakrebs der Fall sein
kénnte. Hierbei wurde eine Korrelation zwischen den Expressionsgraden von ER-
und MMP2 und bei ER-B-Knockout-M&usen eine geringere Menge von MMP2
festgestellt. In derselben Studie wurde ebenso festgestellt, dass ER-B-Agonisten eine
hohere NSMLC-Aggressivitat und einen hoheren Grad der Metastasierung nach sich
zogen. Diese Regulierung scheint Uber die p38MAPK/Akt-Kaskade zu laufen, der
durch den ER-( aktiviert wird (Fan et al., 2017).

Im Gegensatz dazu steht eine Studie von Zhao et al., bei der eine Inhibition der
Metastasen bei Hautkrebs und triple-negativen Brustkrebs durch den ER-f3 festgestellt
wurde. So stimuliert die Aktivierung des ER- in den Tumor-Zellen die Ausschittung
von IL-103, was die Migration von neutrophilen Zellen an den Tumor stimuliert. Dieser
Effekt wurde jedoch nur bei bereits metastasierten Zellen festgestellt (Fan et al.,
2017). Eine Antwort darauf, warum sich der ER- bei metastasierendem Gewebe in
den Zellkern verlagern sollte, bieten diese Studien nicht. Anhand der Ergebnisse
konnte die Hypothese aufgestellt werden, dass sich bei der Metastasierung die Rolle
des ER-B erneut verandert — diesmal durch eine Verlagerung des ER-3 in den Nukleus

— und somit neue epigenetische Auswirkung nach sich zieht.

IV.3.3. IL-6R
Zwar gibt es keinen signifikanten Unterschied zwischen der Konzentration des

Interleukin-6-Rezeptor in High-Gleason- und M1-Gewebe, das bedeutet jedoch nicht,
dass der Interleukin-6-Rezeptor bei der Metastasierung keine Rolle spielt.

In einer Studie nach Noda et al. wurde in einem Tier-Modell das Zusammenspiel von
Astrozyten und den SCC-Zellen in Lungen-SCC-Metastasen im Gehirn beobachtet.
Dabei wurde festgestellt, dass der IL-6R der einzige Rezeptor war, der wahrend der

Botenstoff-Ausschittung der Astrozyten hochreguliert war. Nach der Applikation von
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Tocilizumab, einem IL-6R Inhibitor, wurde eine signifikante Inhibierung des
Metastasen-Wachstums der SCC-Zellen festgestellt (Noda et al., 2012).

In einer Studie von Ara und DeClerck wurde die Rolle des sIL-6R bei
Knochenmetastasen untersucht. Dabei wurde herausgefunden, dass dieser Rezeptor
durch die Aktivierung des Jak/Stat-3, PI3K, und MAPK eine aktive Rolle bei der
Metastasierung spielt. Zudem kénnen die Tumor-Zellen der Prostata diesen Rezeptor
Autokrin aktivieren. Die Aktivierung von STAT-3 durch Interleukin-6 in Melanom-Zellen
zieht eine Uberexpression von bFGF, MMP-2, und VEGF nach sich, was zur Invasion
und Angiogenese bei Tumoren beitragt (Ara & DeClerck, 2010).

Eine weitere Rolle, die der Interleukin-6-Rezeptor bei der Prostata-Krebs-
Metastasierung spielen kénnte, ist an seine Hochregulierung des MMP-9 geknupft,
der durch die Pi3-Akt-Kaskade aktiviert wird. Zudem wird durch die Interleukin-6-
Rezeptor-Kaskade das Protein Maspin, ein Tumorregulator, der die Zellen-Adhasion
kontrolliert, herunterreguliert. Mit IL-6 behandelte LNCaP-Zellen geraten in die
Epithelial-Mesenchymale Transition (Nguyen & Tewari, 2014). Die Ergebnisse lassen
vermuten, dass die in der Tumor-Progression konstant erhéhten IL-6R-Expressionen

konstant mit einer pro-onkogenen und EMT-férdernden Wirkung einhergehen.

IV.4. Interaktion der Rezeptoren, Prostatakarzinom und Diabetes

IV.4.1 IGF1R
Der IGF1R koénnte auch eine maligebliche Rolle in der Tumorprogression bei

Patienten mit Diabetes und Prostata-Karzinom spielen. Dies liegt daran, dass der
IGF1R durch Insulin gebunden und somit aktiviert werden kann. Dies ist ein Problem,
da Patienten mit Diabetes Typ 2 einen erh6hten Insulinspiegel haben und damit mehr
IGF1-Rezeptoren aktiviert werden. Dies fuhrt GUber die Src/Erk-1/2-Kaskade zu einer
erhohten Expression von Androgen-Rezeptoren und somit zur Proliferation des
Tumors. Diese Erkenntnis ist wichtig fir die Therapie der Patienten mit Diabetes und
Prostatakarzinom, da es indiziert, dass eine Insulin-unabhangige Therapie diesen
Mechanismus nicht aktiviert. Es begunstigt auch die Nutzung von Metformin, da es
die Insulin-Rezeptoren auf Insulin sensibilisiert und somit den Insulin-Spiegel senkt
(Lutz et al., 2018). Um auf die vorliegenden Ergebnisse zurtickzukommen: Es entsteht
die Frage, warum die IGF1R-Zellkern-Expression in benignem Gewebe bei Patienten
mit Diabetes hdher zu sein scheint als bei Patienten ohne Diabetes, und warum die

IGF1R-Zytoplasma-Konzentration bei Patienten mit malignem Gewebe und Diabetes
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niedriger ist als die ohne Diabetes. Zu diesem Thema scheint es aktuell noch keine

Erkenntnisse zu geben.

IV.4.2 ER-B
Laut den Ergebnissen scheint bei Patienten mit benignem Gewebe und Diabetes im

Vergleich zu Patienten ohne Diabetes eine erhdhte Konzentration von ER B im
Nukleus vorhanden zu sein. Dies kdnnte zumindest theoretisch erklaren, warum die
Patienten mit Diabetes ein geringeres Risiko haben, an Prostatakrebs zu erkranken,
da — wie bereits erklart — der ER B eine teils schitzende Wirkung vor Prostatakrebs
hat. Die ER-B-Zellkern-Expression war bei Prostatakrebs-Patienten mit und ohne
Diabetes niedriger als bei Patienten mit benignem Gewebe. Interessanterweise war
die ER-B-Expression in Zytoplasma im tumorésen Gewebe hdher bei Patienten ohne
Diabetes als bei Patienten mit Diabetes. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, warum
Patienten mit Diabetes einen schwereren Verlauf haben, da sie einen niedrigeren
schiutzenden Effekt durch ER B haben als Patienten ohne Diabetes. Jedoch sollten
die hier gemachten Aussagen kritisch gesehen werden, da fir die Patientengruppe

mit Tumor und Diabetes leider nur zwei Datenpunkte zur Verfigung standen.

IV.4.3. IL-6R
Der Interleukin-6R spielt bei der Pathogenese bei Diabetikern mit Hinblick auf

Prostatakrebs zwar nur eine untergeordnete Rolle, was bei den vorhandenen Daten
klar wurde, da es keine signifikanten Unterschiede in der Interleukin-6R-Expression
zwischen Diabetikern und Nicht-Diabetikern gab. Jedoch sollte nicht vergessen
werden, dass der Entztindungsmarker IL-6R dennoch wichtig ist. So wurden durch
Esposito et al. hdhere Interleukin-6-Werte bei Patienten mit Diabetes festgestellt
(Esposito et al, 2002). Da Interleukin-6 den Interleukin-6R aktiviert und dieser Effekt,
wie bereits erklart, tumorgenerierend ist, kann davon ausgegangen werden, dass,
obwohl die Konzentration von Interleukin-6R bei Diabetikern nicht signifikant erhéht
ist, die von Interleukin-6 aktivierte Kaskade trotzdem starker in Aktion tritt als bei

Patienten ohne Diabetes.
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IV.5.Verwendung der Rezeptorexpressionen als diagnostische Marker

IV.5.1. Methodik
In dieser Studie wurde nicht nur das Gewebe von benignem und malignem Gewebe

entnommen, sondern auch von tumor-angrenzendem Gewebe. So soll festgestellt
werden, ob es bereits Verdnderungen in der Rezeptor-Expression in tumor-
angrenzendem Gewebe gibt, bevor eine morphologische maligne Verdnderung
vorliegt. Dies konnte ebenfalls Implikationen fir die Diagnostik der Prostatakarzinome
haben, da durch eine erhdhte Konzentration eines Rezeptors eine angehende maligne
Transformation vermutet wird, der somit vorgebeugt werden kann. Es wurden tumor-
nahes sowie tumor-fernes benignes Gewebe biopsiert. Tumor-nahes Gewebe wurde
als Gewebe, das 0-5mm vom Tumorgewebe entfernt wurde, und tumor-fernes
Gewebe, das 1cm oder mehr dem Tumor entnommen wurde. Die folgenden
Vergleiche zwischen benignem und tumor-angrenzendem Gewebe kdnnen bestimmt

werden.

IV.5.2. IGF1R
Hierbei konnen die Expression im Zellkern und das Zytoplasma als mdogliche

Indikatoren fur eine bevorstehende maligne Transformation verwendet werden. Die
Konzentration des IGF1R in den Zellkernen in benignem Gewebe ist signifikant
niedriger als die im angrenzenden Gewebe und die Konzentration des IGF1R im
Zytoplasma ist im angrenzenden Gewebe signifikant hoher als im benignem. So
konnten Patienten mit einer Kombination der beiden Veranderungen in der IGF1R-
Konzentration eine potenzielle maligne Transformation vermuten. Natirlich sind diese
Veranderungen nur relativ und da sich die Werte der IGF1R-Konzentration zwischen
benignem und angrenzendem Gewebe uberlappen, ware diese prognostische
Maglichkeit nur bei einer wiederholten Gewebeproben-Biopsie sinnvoll, wobei eine
initiale Biopsie vorgenommen werden musste, um eine Gewebeprobe zum Vergleich

mit den spezifischen Patienten zu haben.

IV.5.3. ER-
Dasselbe Muster wie beim IGF1R gibt es ebenso beim ER-f, wobei ebenfalls die

Konzentration des ER-f in den Zellkernen in benignem Gewebe signifikant hdher und
die Konzentration des ER- im Zytoplasma in benignem Gewebe signifikant tiefer war
als die in angrenzendem Gewebe. Somit ist der ER- ein ebenso moglicher Marker

fur eine bevorstehende maligne Transformation wie der IGF1R.
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IV.5.4 IL-6R
Der Interleukin-6R konnte ebenfalls potenziell zur Diagnostik des Prostatakarzinoms

verwendet werden, da die Konzentration des Rezeptors im Zytoplasma in
angrenzendem Gewebe signifikant hoher ist als in benignem Gewebe. Entziindung ist
bekanntermaf3en ein wichtiger Bestandteil der malignen Transformation von Gewebe,
was diesen Marker fur die Diagnostik, vor allem in der Kombination mit den anderen
Markern sehr interessant macht, da eine Erhéhung von Entziindungsmarkern allein

durch benigne Prozesse entstehen kann.

IV.6. Die Rezeptoren als prognostische Marker
Prognostische Marker besitzen eine hohe Signifikanz, damit Patienten mit

Karzinomen nicht unnétig intensiv behandelt werden. Die wichtigsten prognostischen
Marker des Prostatakarzinom sind der Gleason Score und der PSA. Je mehr
prognostische Marker erértert und hinzugezogen werden kénnen, desto spezifischer

kann ein Patient eingeordnet und behandelt werden.

IV.6.1 IGF1-R
Eine hohe Expression des IGF1R wurde von Mancarella et al. in Verbindung mit einem

kumulativ langerem Patiententiberleben in Verbindung gebracht (Mancarella et al.,
2017). Andererseits zeigte sich eine positive Korrelation zwischen der IGF1-
Konzentration und dem Risiko, an Prostatakrebs zu erkranken (Wolk et al., 1998).
Hellawell et al. sowie die vorliegende Studie zeigten eine héhere IGF-1R-Expression
in malignen Prostatakrebszellen. Hierdurch ist der Nutzen des IGF1R als
prognostischer Marker eher unklar. Die vorliegenden Daten zeigen, dass eine starke
zytoplasmatische Expression des IGF-1R gekoppelt mit einer verstarkten nuklearen
Expression des IGF1R mit einem erhdhten Potential zur Metastasierung einhergeht.
Somit kann angenommen werden, dass ein Patient mit dieser Kombination bereits
Metastasen hat oder kurz davor steht, zu metastasieren, weswegen bei solchen
Patienten gegebenenfalls andere therapeutische und diagnostische Malinahmen

angewendet werden kdnnen.
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IV.6.2 ER-B
In einer Studie mit Mausen zeigten ER-B-Knockout-M&use, die mit Testosteron

behandelt wurden, eine Neigung dazu, Prostatakrebs zu entwickeln, wahrend Gallard
et al., Gabal et al. und Bardin et al. einen Verlust des ER-B bei High-Grade-
Prostatakarzinomen vorschlagen. Aufgrund dessen schlugen Christopherou et al. die
ER-B-Expression als prognostischen Marker vor (Christopherou et al., 2014). Vor dem
Hintergrund der Ergebnisse kann der ER-B tatsachlich als prognostischer Marker
vorgeschlagen werden, jedoch nicht aufgrund eines Verlustes des ER-B, sondern
aufgrund der Verlagerung. Bei Patienten mit bereits vorbekanntem, nicht-
metastasiertem Prostatakarzinom kann eine Verédnderung der ER-B-Expression im
Sinne einer erhdhten nuklearen Konzentration und einer verminderten
zytoplasmatischen Konzentration auf eine bevorstehende oder eine bereits gelaufene

Metastasierung hindeuten.

IV.6.3 IL-6R
Einige Studien brachten bereits eine hohe IL-6-Konzentration und eine erhdhte siL-

6R-Expression mit einem aggressiveren Prostatakarzinom sowie einem schlechteren
Outcome in Verbindung (Azevedo et al., 2011). Jedoch zeigen die vorliegenden Daten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Tumorstadien. Lediglich die
initiale Tumorentstehung kann mit einer signifikanten Erhéhung der IL-6R-Expression
korreliert werden. Somit sprechen die Ergebnisse eher gegen eine Verwendung des

IL-6R als prognostischen Marker.

IV.7. Therapie
Die erlauterten Ergebnisse zeigen, dass die drei behandelten Rezeptoren einen

relevanten, eher pro-onkogenen Effekt auf die Tumorbiologie des Prostatakarzinoms
haben. Moderne biologische Therapie mithilfe von monoklonalen Antikdrpern
ermdglicht entweder die Aktivierung oder Blockierung von Rezeptoren, was die
Signalwege und somit die Biologie von benignen und malignen Zellen beeinflussen

kann.

IV.7.1. IGF1-R
Da der Effekt des IGF1-R, wie diese Daten belegen, meist tumorférdernd ist, ist die

Blockierung des IGF1-R ein logischer Schritt, um zu versuchen, das

Patientenliberleben mittels eines monoklonalen Antikérpers zu entwickeln, der den
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IGF1R blockt. Ein solcher Antikdrper ist zum Beispiel Cixutumumab. Dieser Antikdrper
wurde unter anderem fir metastasierten Prostatakrebs, jedoch auch fir
Bauchspeicheldrisenkrebs und Rhabdomysarkom in einigen Phase-lI-klinischen
Studien getestet. Der monoklonale Antikdrper wurde unter anderem mit
Temserolimus, einem mTOR-Blocker, kombiniert, um unter anderem die
paradoxische Aktivierung der IGF/AKT-Achse zu unterbinden, die durch Inhibition des
PI3SK/AKT/mTOR-Signalweges zustande kommt (Wu & Yu, 2014). Eli Lilly und Co
(Indianapolis, USA), der Hersteller des Antikorpers, fihrte jedoch keine Phase-lIl-
Studien durch und weitere Versuche mit dem monoklonalen Antikdrper wurden nicht

vorgenommen.

Ein weiterer getesteter monoklonaler Antikorper ist Figitumumab. Der auf IGF1R-
spezifische 1gG2-monoklonale Antikérper wurde unter anderem bei Mannern mit
kastrationssensitiven Prostatakarzinomen getestet. Dabei wurde in einer kleinen
Phase Il ein Versuch mit 14 Personen durchgefihrt und dabei festgestellt, dass sich
die durch Immunhistochemie festgestellte IGF1R-Expression sowie die AR-
Expression signifikant verminderte. Bei einem anderen Versuch waren die PSA-Werte
um 25 %-50 % nach der Einnahme von Figitumumab gesunken (Wu &Yu, 2014). Trotz
dieser vielversprechenden Ergebnisse wurde die Entwicklung durch den Hersteller
Pfizer (New York, USA) 2011 eingestellt (Pfizer Inc., 2010).

Ein monoklonaler Antikdrper, der sich bereits in der Phase-lll-Studie befand, ist
Linsitinib. Der Antikdrper bindet und blockiert nicht nur den IGF1R, sondern auch den
Insulin-Rezeptor. In der Phase-llI-Studie wurde jedoch kein signifikanter Unterschied
im Patiententberleben zwischen Placebo und Nicht-Placebo-Gruppe entdeckt. Bei
der Interpretation der Ergebnisse wurde besonders auf die genetischen Unterschiede
zwischen den Patienten geachtet, da diese die Wirksamkeit des Medikaments
beeintrachtigen kénnen. So reagierten zum Beispiel im Phase-lll-Versuch drei
Patienten teilweise auf den monoklonalen Antikdrper. Alle Drei litten an einem Low-
Grade-Tumor, die zu 3 %, 10 %, und 20 % Ki67-Positivitat aufzeigten (Fassnacht et
al.,, 2014). Insgesamt kann aus den gescheiterten Versuchen, den IGF1R zu
blockieren und damit die Tumorbiologie zu beeinflussen, geschlossen werden, dass
die sich in der Tumorprogression verandernde Rolle und subzellulare Lokalisation
einen erheblichen Einfluss auf die Nutzbarkeit des IGF-1R als therapeutisches Ziel
hat.
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IV.7.2. ER-B
Der Ostrogen-Rezeptor B spielt, genau wie der IGF1R, eine sehr wichtige Rolle in der

Tumorbiologie bei Prostatakarzinomen. Obwohl die Rolle des ER-B immer noch
umestritten ist, da noch nicht zu 100 % entschlisselt wurde, welche Rolle der Rezeptor
bei welchem Tumorstadium spielt, wurde der Rezeptor bereits als Ziel biologischer
Therapien angewandt. So wurden zum Beispiel mit den antiproliferativen Funktionen
des ER-B im Hinterkopf ER-B-Agonisten entwickelt und ein ER-B-Agonist bei AR-
Knockout-Mausen angewandt, was zu einer TNF-a-induzierten Androgen-
unabhangigen Apoptose bei Prostatakrebszellen gefiihrt haben soll. Phytodstrogene
kénnen ebenfalls den ER-B aktivieren und hochregulieren. So wurde in-vitro eine Re-
Expression von ER-B durch Phytodstrogene festgestellt, was ebenso zur
Herabregulierung von AR fiihrte (Christoforou et al., 2014). Kim et. al entwarfen eine
Studie, bei denen Prostatakrebs-Zelllinien mit dem Agonisten/Antagonisten
Raloxifene behandelt wurden. Die Ergebnisse waren vielversprechend, da die
Apoptose-Raten bei Androgen-unabh&ngigen Zelllinien signifikant erhoht waren.
Andere Studien zeigten jedoch andere Ergebnisse, da andere Zelllinien verwendet
wurden. Ein Problem ist, dass das komplexe Zusammenspiel zwischen Stroma und
Epithel sowie ER-a und ER-B nicht durch isolierte Zelllinien wiedergegeben werden
kann. Eine weitere Forschung, vor allem mit ex-vivo-menschlichem Gewebe, ist somit
wichtig, um die genaue Rolle des ER-B zu entschlisseln und somit zu einem
nutzlichen Kandidaten von gezielter Therapie zu machen (Nelson et al., 2014). Vor
dem Hintergrund der Ergebnisse ist eine Nutzung der ER-B als therapeutisches Ziel

aufgrund seiner sich &ndernden Rolle in der Tumorprogression fragwurdig.

IV.7.3. IL-6R

Da der Interleukin-6R eine ganz klare pro-onkogene Rolle bei der Tumorprogression
von Prostatakrebs und anderen Tumoren spielt, wurden monoklonale Antikorper
entwickelt, um diesen zu inhibieren. Ein Beispiel dafir ist Tocilizumab. Tocilizumab
wird aufgrund der entziindungsmindernden Wirkung primér als Medikament gegen
rheumatoide Arthritis verwendet. Fur die Therapie von Ovarialkarzinomen befindet
sich dieses Medikament nun in Phase Il der Studien. In einer Phase-I-Studie mit
Siltuximab, einem Interleukin-6-Agonisten, wurde eine Verminderung der

Phosphorylierung des STAT3-Transkription-Faktors sowie des p44/p42 MAPK mit
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genetischer Runterregulierung der Genexpression in der IL-6- und AR-Signalwegs-
Kaskade festgestellt. Eine Phase-lI-Studie mit demselben Medikament bei Patienten
mit kastrationsresistentem Prostatakarzinom zeigte jedoch keinen klinisch relevanten
Unterschied zwischen der Chemotherapie mit Siltuximab und der Chemotherapie
ohne Siltuximab. Die niedrige Effektivitdt der Anti-IL6-Antikdrper kann durch die
Plastizitat der Tumorzellen in Vivo erklart werden. So werden durch die Anwendung
von Anti-IL-6-monoklonalen-Antikorpern die IL-6-sensitiven Klone ausgel6scht,
wahrend die resistenten Klone Uberleben und sich multiplizieren, was eine Resistenz
des gesamten Tumors nach sich zieht (Rossi et al., 2015). Es gibt nur sehr wenig
Information Uber die direkte IL-6R-Inhibition bei Patienten mit Prostatakarzinom. Laut
Economides et al. jedoch koénnte die Inhibition des IL-6R durch IL-6R-Antagonisten
eine Verminderung des Tumor-Wachstumes nach sich ziehen und somit die
Krankheitsprogression stoppen. Fur Prostatakarzinome wurde vor allem die Inhibition
von STAT3, dem Target des IL-6R in der Phosphorylierungs-Kaskade untersucht
(Azevedo et al., 2011).

IV.8. Schlussfolgerung
Aufgrund der Daten sowie der bereits vorhandenen Informationen aus vorherigen

Studien kénnen die folgenden Schlussfolgerungen zu den analysierten Rezeptoren
gezogen werden. Die Expression des IGF1R verdndert sich je nach Tumorstadium
und Subkomponente der Zelle mal3geblich. Der Anstieg des IGF1R im Zytoplasma
durch die gesamte Tumorprogression spielt eine klar pro-onkogene Rolle, da die
Expression des IGF1R im initialen Stadium ansteigt und hoch bleibt. Dies macht vor
dem Hintergrund der bereits beschriebenen Phosphorlierungskaskaden Sinn, da
diese den Einfluss von IGF1R-Expression auf die Tumor-Aggressivitat unterstreichen
und die Rezeptorexpression im Zytoplasma als potentiellen diagnostischen Marker,
aber auch als Ziel von potentiellen biologischen Therapien darstellen. Anderweitig
scheint der Verlust des IGF1R im Zellkern im initialen Stadium der Tumorprogression
pro-onkogen zu sein, bei der Progression zur Gewebemetastasierung erhéht sich
jedoch die IGF1R-Expression im Zellkern wieder. Dies birgt ein Potential des IGF1R
als diagnostischen Marker fir bevorstehende Metastasierung.

Die genaue Rolle des ER-B bei der Tumorprogression von Prostatakarzinomen ist vor
dem Hintergrund der Daten und der bereits bestehenden Hypothesen noch nicht

genau zu entschlisseln, jedoch verstarken die vorhandenen Daten die Theorie, dass
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der ER-B nicht nur anti-onkogene Rollen hat, sich aber je nach Tumorstadium und
subzellularer Lokalisation in Bezug auf seine genaue biologische Aktivitat verandert.
So scheint laut den Ergebnissen ein initialer Verlust des ER-f3 eine klare Rolle in den
ersten Schritten der Tumorprogression zu spielen, wobei der initiale Anstieg des ER-
B im Zytoplasma eine klar pro-onkogene Rolle hat. Der Verlust des ER- im Zellkern
und der gleichzeitige Anstieg im Zytoplasma kénnte ein guter Hinweis auf eine maligne
Transformation sein, trotzdem muss das Potential des Rezeptors fur biologische
Therapie hinsichtlich der Ergebnisse in Frage gestellt werden.

Der Interleukin-6R hat von allen Rezeptoren die eindeutigste Rolle bei der
Tumorprogression, da sein Anstieg im Zytoplasma in der initialen Tumorprogression
eindeutig pro-onkogene Wirkungen zeigt, was durch die vom IL-6R aktivierte Kaskade
nochmals unterstrichen wird. Der IL-6R k&nnte somit als potenzieller diagnostischer

Marker und als Target fur biologische Therapien in Betracht gezogen werden.

IV.9 Limitation der vorliegenden Arbeit
Wie bereits in der Einleitung erklart, erkranken Diabetiker seltener an

Prostatakarzinomen als Nicht-Diabetiker. Dadurch gab es weniger Patienten, die fur
die Patientengruppe Diabetes bertcksichtigt werden konnten. Aus diesem Grund ist
ein Vergleich zwischen der Patientengruppe Diabetes und Nicht-Diabetes schwieriger
(siehe Sektion ,Vergleich zwischen Diabetikern und nicht-Diabetikern®). Hier gab es
oftmals dasselbe generelle Muster, jedoch waren die Unterschiede bei der Gruppe der
Diabetes-Patienten aufgrund der geringen Datenmenge oftmals nicht signifikant.

Eine weitere Limitation ist die TMA-Technik, da fur die Gewebedots nur ein kleiner Teil
der Prostata als Reprasentative der kompletten Prostata genutzt wurde. Es wurde
wahrend der Auswertung der Dots klar, dass die Expression der einzelnen Rezeptoren
im Gewebe sehr heterogen ist und sich somit signifikant von Dot zu Dot verandern
kann. Um dieses Problem zu mindern, wurden mehrere Dots als Proben des
Prostatagewebes entnommen, um so einen reprasentativen Datensatz
wiederzugeben. Dabei gab es jedoch eine weitere Limitation: Zwar sind einige
Gewebe-Dots weggefallen, was durch ein Abschwimmen der Proben wahrend der
Farbung zu erklaren sein kénnte. Andere hingegen waren gefaltet oder beschadigt,
was in manchen Fallen die Bewertung unmdglich machte. Eine solche Beschadigung
konnte auf die Schneidetechnik mittels des Mikrotoms zurtickzufihren sein. In

seltenen Fallen beinhalteten die Dots nur Bindegewebe und kein Epithel.
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Eine weitere Limitation war die Bewertung der Gewebedots. Das Problem hierbei war,
dass die Bewertung manuell und nicht maschinell durchgefihrt wurde. Somit war die
Bewertung subjektiv und nicht objektiv. Diese Limitation wurde durch eine
Probenrunde des Auswertens am Mikroskop minimiert. Hierdurch wurden die
vorliegenden Ergebnisse erst nach einiger Erfahrung in der Gewebedot-Auswertung
in Betracht gezogen. Die Bewertung konnte durch unterschiedliche Lichtverhaltnisse
(morgens, mittags, abends) ebenfalls verzerrt werden. Eine Veranderung des Winkels
zwischen Monitor und Augen konnte die Bewertung ebenfalls verzerren, was durch

eine konstante Haltung des Laptop-Monitor-Winkels minimiert wurde.

Eine weitere nicht kontrollierte Variable ist, dass die Gewebedots einmal am
Mikroskop und zweimal am Laptop ausgewertet wurden. Am Mikroskop schienen die
Gewebedots leichter gefarbt zu sein als am Laptop. Diese Variable wurde dadurch
kontrolliert, dass alle Dots gleich oft am Laptop (2 x) sowie am Mikroskop (1 x)
betrachtet wurden. Da die einzelnen Scores am Schluss zusammengezéhlt und ein

Mittelwert gebildet wurde, sind die vorliegenden Ergebnisse reprasentativ.

V. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Expressionen des Insulin-like-Growth-Factor-
1-Rezeptors, Ostrogenrezeptor B und Interleukin-6-Rezeptor entlang der
Tumorprogression des Prostatakarzinoms zu ermitteln. Um eine solche Studie zu
entwickeln, wurde ein umfassendes Patientenkollektiv gebildet. Dieses Projekt war ein
Teil des Verbundprojektes “Diabetes und Prostata Karzinom”. Aus diesem Grund
kdnnen bereits erhobene Daten des Patientenkollektivs benutzt werden, aber auch
der Diabetes-Status von friheren Doktorarbeiten, wobei diese Daten
freundlicherweise von den Doktoranten zur Verfiugung gestellt wurden. Die
routinemanig asservierten Proben wurden mittels der Tissue Microarray-Technik zum
direkten Vergleich zwischen Patientengeweben auf die Objekttrager aufgezogen und

anschlieBend mittels Immunhistochemie gefarbt. Diese wurden daraufhin
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mikroskopiert, um eine subjektive Observation der Farbstarken unter dem Mikroskop

festzustellen, die als Indikation fur die Expression der Rezeptoren galt.

Dabei konnten die Ergebnisse des Mikroskopierens mit dem Diabetes-Status
verglichen werden. Mit dieser Dissertation sollte nun ein weiterer Teilabschnitt des
Verbundprojekts vervollstandigt, werden, der zum Ziel hatte, die Tumorbiologie des

Prostatakarzinoms besser zu erklaren.

Hierbei zeigte sich, dass die zytoplasmatische Expression des IGF1R vor allem in der
initialen Tumor-Entstehung signifikant ansteigt, wéahrend die nukleare IGF1R-
Expression in diesem Stadium sinkt. In metastasiertem Gewebe erhoht sich jedoch
die nukleare IGF-1R-Konzentration parallel zu einer hohen zytoplasmatischen IGF-
1R-Konzentration. Die Studie unterstreicht die Fragwdurdigkeit des ER-3 als protektiver
Faktor in der Tumorentstehung. Zwar scheint der nukleare ER-f in benignem Gewebe
protektiv zu wirken, was durch die hohe Expression und den Verlust dieser in der
anfanglichen Tumorentstehung deutlich wird. Jedoch erhéht sich die zytoplasmatische
Expression in der Transition von benignem zu malignem Gewebe. In metastasiertem
Gewebe erhoht sich die nukleare ER-B-Konzentration wieder. Insgesamt weisen die
Ergebnisse auf eine Veranderung der biologischen Rolle des IGF-1R & ER-f3
zwischen benignem, malignem, und metastasiertem Gewebe durch eine Verdnderung
der subzellularen Lokalisation hin. Die Ergebnisse suggerieren eine signifikante Rolle
des IL-6R bei der initialen Tumorentstehung.

Bei einem Vergleich der Proben der Patienten mit und ohne Diabetes zeigte sich eine
erhohte nukleare Konzentration des ER- bei Patienten mit Diabetes. Interessant war,
dass die zytoplasmatische ER-B-Expression bei Patienten ohne Diabetes hdher war
als bei Patienten mit Diabetes. Die Ergebnisse konnten erklaren, warum Patienten mit
Diabetes ein geringeres Risiko haben, an Prostatakarzinomen zu erkranken, wahrend

bereits erkrankte Patienten mit Diabetes einen schlechteren Verlauf vorweisen.
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VI. Anhang

VI.1 Abkirzungen
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