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Einleitung

I.1 Das Prostatakarzinom

Beim Adenokarzinom der Prostata handelt es sich um einen malignen Tumor des
exokrinen Driusengewebes der Vorsteherdriise, die beim Mann anatomisch
extraperitoneal unterhalb der Harnblase liegt und als Geschlechtsdriise 15-30 % der

Samenflissigkeit produziert. (Hautmann & Gschwend 2014, Hammes et al. 2015)

Das Prostatakarzinom (PCA) waéchst in der Regel langsam und zunédchst innerhalb der
Prostata, kann jedoch die Organkapsel durchbrechen und dann lokal fortschreiten. Ab
einer gewissen Tumorgrofie kann es zur Metastasierung tberwiegend in Lymphknoten
und ins Skelett kommen. (Jacobs 1983, Logothetis & Lin 2005)

I.1.1  Epidemiologische Aspekte, Risiko- und Schutzfaktoren

Das Prostatakarzinom stellt in Deutschland, wie auch in Europa, die am hdaufigsten
diagnostizierte Krebserkrankung beim Mann dar. (Damber & Aus 2008, Kaatsch et al.
2013) AuBerdem weist der Tumor in den USA die zweithdchste malignombedingte
Mortalitit des Mannes auf, hier zu Lande nach dem Bronchial- und Kolonkarzinom die
dritth&ufigste. (Crawford 2003, Hricak et al. 2007, Maruthappu et al. 2015)

Nach Angaben des Robert-Koch Institut (RKI) erkrankten 2014 in Deutschland 57.370
Méanner an dem von der Vorsteherdriise ausgehenden malignen Tumor und 13.704
Manner verstarben. (Robert Koch Institut 2017) Seit 1999 ist ein Anstieg der jahrlich neu
auftretenden Prostatakarzinome um mehr als 50 % zu verzeichnen. (Kaatsch et al. 2013)
Die Zahl der Neuerkrankungen stieg nicht zuletzt auch durch die wachsende
Anerkennung der Bedeutung des PSA-Werts fur die PCA-Diagnostik an. (Haberland et
al. 2010, Becker 2011)

Die Risikofaktoren, an einem PCA zu erkranken, lassen sich in beeinflussbare und nicht
beeinflussbare Faktoren unterteilen. Als wichtigster nicht beeinflussbarer Faktor gilt das
Alter. (Ferlay et al. 2010) So werden kaum Erkrankungen bei Mannern unter 50 Jahren
diagnostiziert. 85 % der Betroffenen sind &lter als 65 Jahre. Zudem steigt die Sterberate
bei Ménnern, die alter als 85 Jahre sind, auf bis zu 75 % an. (Gronberg 2003, Hautmann



et al. 2007) Auch bei ethnischen Gruppen zeigen sich Unterschiede in der Haufigkeit von
Neuerkrankungen: So haben Afroamerikaner verglichen mit weillen europdisch-
stdimmigen Mannern in den USA eine 58 % hohere Inzidenzrate. (Cuzick et al. 2014) Des
Weiteren spielt die genetische Disposition eine Rolle. So verdoppelt sich das Risiko an
einem Prostatakarzinom zu erkranken bereits, wenn ein direkter Verwandter erkrankt ist.
(Steinberg et al. 1990, Carter et al. 1992)

Ein beeinflussbarer Faktor ist dagegen die Erndhrung. So wird zum Beispiel ein erhéhter
Konsum von Fleisch- und Milchprodukten und Lebensmitteln mit einem hohen Anteil an
gesattigten Fettsduren wie a-Linolensdure mit einem hoheren Risiko in Verbindung
gebracht, an einem PCA zu erkranken. (Harvei et al. 1997, Giovannucci et al. 2007)
Ebenso gilt die Hemmung der korpereigenen Vitamin-D-Produktion als potentiell
kanzerogen. (Chan et al. 1998, Chan et al. 2001)

Ein protektiver Faktor in Bezug auf die Erndhrung scheint hingegen der Verzehr von
Gemise wie zum Beispiel Tomaten oder Sojabohnen zu sein. Bei Sojabohnen geht man
bedingt durch den hohen Gehalt von Phytodstrogenen wie Flavonoiden von einer auch
das PCA betreffenden antikanzerogenen Wirkung aus. Bei Tomaten soll Lykopin dafiir
verantwortlich sein. So liele sich zudem die geringere Inzidenz bei Asiaten und
Vegetariern erklaren. (Denis et al. 1999, Ellinger et al. 2009) Des Weiteren scheinen sich
eine physische Fitness und ein reguldrer Body-Mass-Index als praventiv fiir das Entstehen
eines PCAs auszuwirken. (Giovannucci et al. 2007, Liu et al. 2011) Weiter hat eine
diabetische Stoffwechsellage moglicherweise durch IGF-Rezeptortypen einen negativ

prognostischen Einfluss. (Heni et al. 2012)

I.1.2  Klinische Symptomatik

Da der Tumor in 85 % der Falle in der peripheren Driisenzone entsteht und sich zu Beginn
innerhalb der Kapsel ausbreitet, ist er im Anfangsstadium symptomlos und wird somit
vom Erkrankten zun&chst nicht wahrgenommen. Sein in der Regel langsames Wachstum
unterscheidet das PCA von anderen bdsartigen Tumoren. Im fortgeschrittenen Stadium
kénnen dann obstruktive oder irritative Miktionsbeschwerden bei einer mdglichen
Infiltration des Blasenhalses oder der Urethra auftreten. In einigen Fallen kommt es auch
zur Hamatospermie. Auch Impotenz oder eine einseitige Harnstauung konnen als

Symptome von Infiltrationen ins umliegende Gewebe auftreten. (von Rundstedt et al.

10



2008) Haben sich im fortgeschrittenen Stadium bereits Metastasen in Lymphknoten oder
im Skelettsystem entwickelt, sind die Symptome vielféltig. (Schmelz et al. 2014)

I.1.3  Priméardiagnostik

Eine gewissenhafte Diagnostik bildet auch beim PCA die Grundlage fir die moglichst
gute Detektion eines eventuell vorhandenen Tumors und fur die Therapieentscheidung

im weiteren Verlauf.

Die géangigsten Untersuchungsmethoden bei Verdacht auf eine maligne Entartung der
Vorsteherdriise sind die digital-rektale Untersuchung (DRU), die transrektale
Ultraschalluntersuchung (TRUS) und die PSA-Bestimmung einer dem Patienten zuvor
entnommenen Blutprobe. Liegt dann der Verdacht auf ein PCA vor, kdnnen letztlich nur
eine Stanzbiopsie und die anschliefRende histologische Begutachtung des Gewebes Uber
einen maoglichen Tumor Gewissheit bringen. Sofern es sich tatsachlich um ein PCA
handelt, wird mit verschiedenen weiteren Verfahren versucht, die GroRe, die Richtung,
das MaR der Ausbreitung (Ausbreitungsdiagnostik) und die Malignitat abzuschatzen,

bevor mit der Therapie begonnen wird.

1.1.3.1  Digital-rektale Untersuchung (DRU)

Die digital-rektale Untersuchung gehdrt neben dem TRUS und der Serum-PSA-
Bestimmung zur Standard-Basisdiagnostik. Unter der Voraussetzung, dass sich der
Tumor in der peripheren posterolateralen Driisenzone befindet, der Patient bereits
Miktionsbeschwerden hat und der Tumor mindestens ein VVolumen von 0,2 ml ausfiillt,
erweisen sich 15-40 % der Palpationsbefunde als manifeste tumordse Lasion. (Richie et
al. 1993) Da diese Methode zur Diagnose eine relativ geringe Sensitivitét besitzt, stark
vom Konnen des Behandlers abhangt und kleine Tumoren oft unentdeckt bleiben, ist sie
jedoch als singuléares PCA-Detektionsmittel ungeeignet. (Quinlan et al. 2007, Stenzl
2009, Wirth et al. 2011)

1.1.3.2  Transrektale Ultraschalluntersuchung (TRUS)

Da die konventionelle Graustufen-Sonographie eine &hnlich geringe Sensitivitat (< 40 %)
wie die DRU aufweist, ist sie allein ebenso ungeeignet fur eine definitive
Diagnosestellung. So sind 50 % der PCAs, die groRer als 1 cm sind, sonografisch nicht

darstellbar. (Schmelz et al. 2014) Die Ultraschallsonographie-gesteuerte 18-G-
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Prostatastanzbiopsie ist bei einer auffalligen DRU oder einem erhthten PSA-Wert das
Mittel der Wahl, um einen Tumor zu diagnostizieren oder gegebenenfalls auszuschlieRen.
(Rifkin 1998, Ghafoori et al. 2015) Durch die Weiterentwicklung der verschiedenen
Sonografie-Techniken wie Farbdoppler-Ultraschall, Power-Doppler Ultraschall,
kontrastverstarkte Ultraschall-Bildgebung und Elastographie wurde die Relevanz des
Ultraschalls in der PCA-Diagnostik zudem deutlich gesteigert. (Pallwein et al. 2007)

1.1.3.3  PSA-Bestimmung

Die Bestimmung der prostataspezifischen Antigen (PSA)-Konzentration im Blut ist der
am haufigsten verwendete Tumormarker weltweit. Die von den Epithelzellen der
prostatischen Ausfuhrungsgidnge in geringen Mengen physiologisch produzierte
kallikreindhnliche  Serinprotease  dient als Parameter zur  Friherkennung,
Stadieneinteilung, zur abschéatzenden Prognose und Nachkontrolle des PCAs. (Stephan et
al. 2009) Das PSA ist ein Glykoprotein, welches Organspezifitat aufweist. Jedoch ist es
nicht tumorspezifisch. Es kann neben dem Vorhandensein eines Tumors zum Beispiel
auch bei einer Prostatitis oder einer benignen Hypertrophie erhdhte Werte zeigen. (Rohde
et al. 2006)

Trotz des verbreiteten Gebrauchs der PSA-Bestimmung zur PCA-Diagnostik ist sie kein
zuverléssiger Indikator fir einen Tumor. Der kritische PSA-Grenzwert, ab dem in der
Regel eine Stanzbiopsie empfohlen wird, betragt 4,0 ng/ml. (Brawley et al. 2009)
Dennoch haben 65-70 % der Manner mit einem erhéhten PSA-Wert zwischen 4-10
ng/ml negative Biopsieergebnisse. Dazu gehdren mehr als 10 % der 50 bis 69 Jahre alten
Manner. (Donovan et al. 2003, Draisma et al. 2009) Die hohe Rate an Uberdiagnosen und
unnotigen Biopsien auf Grund eines erhdhten PSA-Werts werden daher stark kritisiert.
(Roobol et al. 2010) Eine weitere Schwierigkeit ist die schlechte Sensitivitét des Tests bei
der Detektion klinisch relevanter Tumoren, besonders im fortgeschrittenen Stadium, die
paradoxerweise niedrige PSA-Werte aufweisen kdnnen. Bis zu 15 % der an einem PCA
Erkrankten weisen einen niedrigeren PSA-Wert als 4 ng/ml auf, was bei alleiniger PSA-
Wert-Diagnostik zu unerkannten Tumoren flhrt. (Thompson et al. 2004) Dennoch ist die
PSA-Bestimmung in Sensitivitat und Spezifitat der DRU sowie der TRUS Uberlegen und

trégt einen entscheidenden Anteil zu Friherkennung und Screening des PCA bei. (Shetty
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& Cerny 1992, Catalona et al. 1994) Die Tabelle 1 zeigt, wie das PCA-Risiko mit
steigendem PSA-Wert zunimmt.

Absolutes Risiko in % fir die :
Diagnose eines ‘Risikogruppe:Kontrollintervall

Absolutes Risiko in % flr

die Diagnose eines PCA fortgeschrittenen PCA

Hohes Risiko i1-2 Jahre
1,07 14 42
0,95 12 6,6 :

M_|t_tleres Max. 4 Jahre
083 11 3,0 Risiko
0,63 7,7 2,1

Geringes
0,82 25 0,6

Tabelle 1: Ubersicht iiber die in Lilja et al. 2011 ermittelten Risiken in Abhangigkeit des PSA-Wertes und
Uber die von den Autoren der Studie vorgeschlagenen Kontrollintervalle (Lilja et al. 2011,
Krebsgesellschaft & Deutsche Krebshilfe 2016)

Obwohl die Bestimmung des PSA-Wertes die Diagnostik des PCA revolutioniert hat,
muss die PSA-Friiherkennung weiter verbessert werden. Geeignete Biomarker, die dazu

beitragen konnten, sollten verstarkt untersucht werden. (Shen & Abate-Shen 2010)

1.1.3.4 PCAS3-Test

Der PCA3-Test dient als Biomarker dem Nachweis von PCA3-positiven Tumorzellen im
Urin. Der PCA3-Test hangt wie der PSA-Wert teilweise von der Grolie der Prostata ab.
Der Marker kommt in PCA-Krebszellen jedoch in 100-fach hoheren Konzentrationen vor
als in gesundem Gewebe. Damit ist er durch seine hohe Spezifitit abgesehen von den
Kosten der PSA-Bestimmung tberlegen. (Nakanishi et al. 2008, Auprich et al. 2011)

Der PCA3-Test hilft, Patienten mit einer hohen Wahrscheinlichkeit fir eine positive
Biopsie zu detektieren und verhindert damit unnétige Biopsien. Obwohl der Test keine
direkte Risikoklassifikation vornehmen kann, wird vermutet, dass es eine Korrelation
zwischen der Aggressivitat des Tumors und PCA3 gibt. Das konnte beispielsweise bei
einer Active- Surveillance-Therapie hilfreich sein. (Haese et al. 2008, Auprich et al. 2011,
Truong et al. 2013) Zudem besteht ein Zusammenhang zwischen der TumorgréRe und
dem PCAS3-Score. (Nakanishi et al. 2008) Bei Mé&nnern mit persistierenden hohen PSA-
Werten und vielfachen negativen Biopsieergebnissen kann der PCA3-Test Aufklarung
bringen. (Loeb 2008)
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1.1.3.5 Diagnostische Stanzbiopsie

Letzten Endes kann eine eindeutige Diagnose nur durch die Entnahme von
Prostatagewebe gestellt werden. Eine Stanzbiopsie wird bei einem auffalligen DRU-
Befund, bei einem PSA-Wert > 4 ng/ml oder > 3 ng/ml und einem freien PSA < 15 %
oder einer auffalligen PSA-Velocity empfohlen. (Harris & Lohr 2002, Holtl et al. 2008,
Brooks et al. 2010, Carroll et al. 2016, Krebsgesellschaft & Deutsche Krebshilfe 2016)

Ultraschallgezielte transrektale Stanzbiopsie mit 18 G Nadeln ist die am weitesten
verbreitete Methode. Viele Jahre lang war die Sextantenbiopsie die Standardprozedur der
Prostatadiagnostik. Jedoch kann man die Detektionsrate stark erhdhen, wenn bei normal
grofRen Prostatae bis 50 Mikroliter 8-12 und bei grofieren 12-14 systematische Stanzen
ausgefuhrt werden. (Mariappan et al. 2004, Heidenreich et al. 2008) Um diese Anzahl der
Stanzen zu erreichen und Schmerzen zu vermeiden, wird vor dem Eingriff in der Regel
eine periprostatische infiltrative Lokalanésthesie durchgefuhrt. (Aus et al. 2005, Hergan
et al. 2007) Um einer Entziindung vorzubeugen, ist eine Antibiotika-Prophylaxe mit
Gyrasehemmern stets empfohlen. (Aus et al. 1996) Die Anzahl positiver Biopsien und
das AusmaB des Befalls der jeweiligen Stanzzylinder sind bei systematischer
Biopsietechnik ein MaR fur das Tumorvolumen. Sie haben damit prognostischen
Aussagewert und sind Parameter fur die histologische Gradeinteilung und
Therapieentscheidung. (Shetty & Cerny 1992, Schmelz et al. 2014)

Trotz des groBen molekularen Arsenals, das den Pathologen heute zur Verfugung steht,
um die gewonnenen Gewebeproben zu untersuchen, fehlt es noch an Biomarkern, die
genauer zwischen insignifikanten, kurablen und letalen PCAs differenzieren konnen.
(Kristiansen 2012) Auch konnten nach erfolgter Biopsie mittels geeigneter Biomarker
bereits Aussagen zu einem mdoglichen Erfolg einer Therapie mittels zielgerichteter
Arzneien wie mTOR-Inhibitoren getroffen werden und somit die Patienten herausgefiltert

werden, die von einer derartigen Therapie profitieren wiirden.

1.1.4 Tumorklassifikation

Damit der Arzt die richtige Behandlung auswéhlen und eine Prognose abgeben kann,
muss der Tumor klassifiziert werden. Im histopathologischen Befund sollten der Gleason-
Grad, der Tumorhistologieschlussel, das Tumorstadium und die Tumorausdehnung fur

jeden positiven Stanzzylinder angegeben sein. (Stenzl 2009)
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1.1.41  Typing

Unter Typing versteht man die Bestimmung des Tumor-Typs. Hierbei werden gutartige
Veranderungen und Prakanzerosen von einem Prostatakarzinom abgegrenzt. Dabei sind
vor allem die low grade PIN (prostatische intraepitheliale Neoplasie) und die high grade
PIN von Bedeutung. Wéhrend es sich bei der low grade PIN um eine gutartige
Veranderung der Drisenzellen handelt, ist die high grade PIN eine mdgliche
Krebsvorstufe. (Bostwick 1995)

1.142 TNM-System

Das TNM-System Dbietet eine weltweit einheitliche Stadieneinteilung von
Krebserkrankungen gemal ihrer klinisch und falls méglich histopathologisch bestimmten
anatomischen Ausbreitung. (Wittekind & Oberschmid 2010) So werden bei der TNM-
Klassifikation die Grof3e und lokale Tumorextension des Primértumors (T), der regionére
Lymphknotenbefall (N) und Fernmetastasen (M) beurteilt, um mit Hilfe des
Tumorstadiums bei der Diagnosestellung nicht nur die Wachstumsrate und das Ausmaf
des Tumors, sondern auch die Art des Tumors und die Tumor-Wirtsbeziehung zu
veranschaulichen. (Wittekind & Meyer 2013) Die TNM-Klassifikation des PCA sieht wie
folgt aus:

Stadium . Charakteristikum

T-Primartumor

TX Priméartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fir Primértumor
T1 Klinis:ch nichfc erkennbarer Tumor, d(_er wede_r tastbar
noch in den bildgebenden Verfahren sichtbar ist
Tumor zufélliger histologischer Befund in 5 % oder
Tla . .
weniger des resezierten Gewebes
T1b Tumor zufalli_ger histologischer Befund in mehr als
5 % des resezierten Gewebes
Tic Tumor du_rch Nadelbiopsie diagnostiziert (nicht
palpabel, Diagnose durch PSA-Erhéhung)
T2 Tumor auf die Prostata begrenzt
T2a Tum_or infiltriert die Halfte eines Lappens oder
weniger
T2b Tumor infiltriert mehr als die Halfte eines Lappens
T2c Tumor infiltriert beide Lappen
T3 Tumorausbreitung extrakapsular
T Extrakapsuldre Ausbreitung (ein- oder beidseitig) ohne
a
Befall der Samenblasen
T3b Tumor infiltriert Samenblase(n) und/oder Blasenhals
T4 Tumorinfiltriert benachbarte Strukturen (Sphincter
externus, Rektum, Levator-Muskulatur, Beckenwand)
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Stadium | Charakteristikum

'N—Regionare Lymphknoten

NX Regiondre Lymphknoten konnen nicht beurteilt
werden
NO Kein Anhalt fir regionare Lymphknotenmetastasen
N1 Regiondre Lymphknotenmetastasen
M-Fernmetastasen
MX Fernmetastasen kénnen nicht beurteilt werden
MO Kein Anhalt fir Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
Mla Nicht regionarer Lymphknotenbefall
M1b Knochenmetastasen
Milc Andere Fernmetastasen

Tabelle 2: TNM-Klassifikation des PCA (Wittekind 2010)

1.1.43 Gleason-Score (Histopathologisches Grading)

Das Gleason-Grading nutzt man zur histopathologischen Beurteilung des
Prostatagewebes. Um den Gleason-Score zu ermitteln, bewertet man die
Drusenarchitektur der entnommenen Stanzzylinder nach ihrer Differenzierung. Das
haufigste und zweith&ufigste Zellvorkommen wird in die Grade 1-5 (1= gut differenziert;
5= wenig differenziert) eingeteilt (s. Abbildung 1).

a5 Gleason with proposed refinements
Ori ISUP 2005 Gl
ginal Gilcanan o and modifications to ISUP 2005

PROSTATIC ADENOCARGINOMA
t Histologic Patterns )

Hum Pathol 23;273-79,1992 Am J Surg Pathol 29;1228-42,2005 J Urol 183;433-40,2010

Abbildung 1: Ubersicht lber das originale Gleason-Grading 1992 und die beiden modifizierten
Ausflihrungen aus den Jahren 2005 und 2010 (Brimo et al. 2013)

Der Score wird errechnet, indem man die beiden Grade addiert. (Gleason 1992) Daraus
ergeben sich als mdogliche errechenbare Werte die Scores 2-10. Aufgrund schlechter
Reproduzierbarkeit sollen jedoch nur noch Gleason-Grade 6-10 zugeteilt werden.
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(Epstein et al. 2005) Der Gleason-Score der Biopsie korreliert mit der lokalen
Ausdehnung des Tumors und dem Lymphknotenstatus. Deswegen verschlechtert sich die
Prognose bei einem Gleason-Score tber 7. (Schmelz et al. 2014) Zudem besteht ein
Zusammenhang zwischen dem Gleason-Score und den Uberlebensraten nach einer
radikalen Prostatektomie (RPE). (Narain et al. 2001) Weltweit hat sich entsprechend der
Konsensuskonferenz der Gleason-Score der International Society of Urological
Pathology (ISUP) aus dem Jahre 2005 etabliert. Die Uberarbeitete Version (2014) ist in
Tabelle 3 dargestellt. (Epstein et al. 2005, Epstein 2010, Epstein et al. 2016)

Prognostic Grade Group

3+3=6 |

3+4=7a 1
4+3=T7b I
8 v
9-10 \

Tabelle 3: ISUP-Gleason-Nomenklatur 2014 (Epstein et al. 2016)

I.1.5  Therapiemdglichkeiten des  nichtmetastasierten  Prostata-
karzinoms

Als Therapiemdglichkeiten des nicht metastasierten lokal begrenzten und lokal

fortgeschrittenen PCAs stehen vielféltige Optionen zur Verfiigung. Die wichtigsten sind:

Active Surveillance (AS), die Radikale Prostatektomie (RPE), die Strahlentherapie (RT)

und die hormonablative Therapie (HAT).

Active Surveillance (AS), aktive Uberwachung oder verzdgerte Behandlung beschreibt
das Aufschieben der kurativen Behandlung eines Low-risk-PCAs bis sie notig wird. Mit
diesem Therapieansatz kdnnen einigen Mannern mit einem Tumor im Frihstadium die
Nebenwirkungen einer Therapie erspart werden, ohne ihr Uberleben zu gefahrden.
(Parker 2004)

Unter der radikalen Prostatektomie (RPE) versteht man die komplette Resektion der
Prostata, der anhdngenden Samenblasen und eines Abschnitts der Samenleiter. (Rohde et
al. 2006) Die RPE reduziert die krankheitsspezifische Mortalitat, die allgemeine
Mortalitat, das Risiko fur eine lokale Progression des PCA und fiir Metastasen. (Bill-
Axelson et al. 2005) Sofern die Befunde, die préoperativ vorliegen, fir einen
organbegrenzten Tumor sprechen und eine Lebenserwartung von mindestens zehn Jahren

gegeben ist, wird eine radikale Prostatektomie angestrebt. (Rohde et al. 2006) Studien
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zeigen, dass beziglich der Gesamtmortalitdt und der krankheitsspezifischen Mortalitét
die RPE gegenuber dem Watchful Waiting signifikante Vorteile besitzt. (Holmberg et al.
2002, Bill-Axelson et al. 2008)

Radioonkologische Therapiemdglichkeiten mit ahnlich gutem Outcome wie die RPE
liefern die perkutane Bestrahlung (externe Radiatio in konventioneller Technik, externe
3-D-konformale und externe intensitdtsmodulierte Radiatio (IMR)) und die Implantation
von radioaktivem Material mittels Sonographie (LDR-Brachytherapie (Low-Dose-Rate;
Seedimplantation), HDR-Brachytherapie (High-Dose-Rate; Afterloading)). Diese
Therapien haben wie die RPE in der Regel eine kurative Intention. (Hakenberg et al. 2003,
Rohde et al. 2006)

Die meisten Prostatakarzinome sind hormonabhangige Tumoren, die durch Androgene
wachstumsstimuliert und kontrolliert werden. Eine neoadjuvante oder adjuvante
Hormonentzugstherapie (HAT) vor oder nach einer kurativen Therapie kann deswegen
sinnvoll sein. Fir die lokalisierten Intermediate- und High-risk- PCAs ist hachgewiesen,
dass die Parameter lokale Kontrolle des Tumors und progressionsfreies Uberleben nach
einer Radiotherapie durch eine adjuvante androgenablative Therapie deutlich verbessert
werden konnen. (Schmelz et al. 2014)

Derzeit gibt es einige neue Behandlungsmethoden, die sich neben den etablierten
Therapien als Optionen anbieten. Eine Methode ist die gezielte thermische Zerstérung
des bosartigen Gewebes der Prostata mit Hilfe von hochintensivem fokussiertem
Ultraschall (HIFU). Der Tumor kann auf diese Weise minimalinvasiv und mit
minimierten Nebenwirkungen behandelt werden. (Eberli et al. 2014) Eine weitere
Therapieoption ist die Kryotherapie, bei der im Gegensatz zum HIFU die Tumorzellen
mittels starker Kalte zerstdrt werden sollen. Beide Therapieformen sollen sich vor allem
als Salvage-Therapien bei rezidiviertem, noch nicht metastasiertem PCA eigenen, werden
aber momentan noch von keiner deutschen Leitlinie zur Therapie des PCA empfohlen.
(Autran-Gomez et al. 2012, Krebsgesellschaft & Deutsche Krebshilfe 2016)
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I.1.6  Fortgeschrittenes Prostatakarzinom

I.1.6.1  Metastatische Tumorausbreitung und Klinische Symptomatik
Metastasen entstehen Ublicherweise zundchst lymphogen. Die Lymphknoten in der Fossa
obturatoria und der lliakalgeféal3e sind die ersten Orte der lymphogenen Streuung. Die
nachste Station sind die prasakralen und inguinalen Lymphknoten und die Lymphknoten
entlang der paraaortalen Region. Erst danach werden die mediastinalen und
supraklavikularen Lymphknoten infiltriert. Der durch die Lymphmetastasen behinderte
Lymphabfluss fuhrt in der Regel zu Lymphddemen vor allem der unteren Extremitéten.
In seltenen Fallen treten auch Harnleiterobstruktionen bei maligner retroperitonealer
Fibrosierung auf. (Hautmann & Gschwend 2014, Schmelz et al. 2014)

Die hdmatogene Aussaat beim PCA betrifft bevorzug das Skelettsystem. Am haufigsten
sind die Lendenwirbelkdrper, das proximale Femur, das Becken, die thorakalen
Wirbelkorper, die Rippen, das Sternum und der Schadel betroffen. Zunéchst zeigen im
Allgemeinen die zentralen, spater die peripheren Skelettabschnitte Tumorabsiedlungen.
(Hautmann & Gschwend 2014) Die Erkrankten leiden aufgrund der Metastasen haufig an
Knochenschmerzen und Anamien. Auerdem neigen sie zu Knochenbriichen. Dies kann

zu neurologischen Ausfallen bis hin zur Querschnittslasion fihren. (Loidl et al. 2014)

Im spéten Stadium der Erkrankung sind auch viszerale Organe wie die Lunge, die Leber
und die Nebenniere von Metastasierungen betroffen. (Hautmann & Gschwend 2014,
Stenzl et al. 2014)

1.1.6.2  Diagnostik der metastatischen Ausbreitung

1.1.6.2.1 Positive Lymphknoten

Gibt es bei einem grofReren Tumor den Verdacht auf pelvine Lymphknotenmetastasierung
wird im Normalfall ein CT empfohlen. (Schmelz et al. 2014) Jedoch sind die zur
Verfugung stehenden bildgebenden Verfahren Ultraschall, Lymphographie, CT und
MRT flr den sicheren Nachweis fir Lymphknotenmetastasen zu ungenau. Nur die
operative Lymphadenektomie z.B. mittels Laparoskopie der regionalen Lymphknoten der
Prostata, die Lymphknotenkette der Fossa obturatoria, ermdglicht ein genaues N-

Staging. (Fahlenkamp et al. 1997) Bei einem Gleason-Score grofler als 7 oder dem
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Tumorstadium T3/T4 konnen bereits bei ca. einem Viertel der Patienten befallene
Lymphknoten (N1) nachgewiesen werden. (Abuzallouf et al. 2004)

1.1.6.2.2 Ossdre Metastasen

Knochenmetastasen findet man bei ca. 85 % der Méanner, die an einem PCA sterben. Bei
einem PSA-Wert tber 10 ng/ml sind bei 2,3 % der Patienten Knochenmetastasen zu
erwarten, bei einem PSA-Wert tiber 20 ng/ml steigt die Pravalenz auf ca. 16 %, bei einem
Gleason-Score Uber 7 auf 28 % und bei dem Tumorstadium T3/T4 auf 47 %. Meist
handelt es sich um osteoblastische Metastasen, Hyperkalzamien sind selten. (Abuzallouf
et al. 2004, Gillessen & Strasser 2006)

Zur Festlegung des Therapiekonzepts, zur Therapielberwachung und zur Prognose ist die
Kenntnis eines metastatischen Befalls des Skelettsystems von grof3er Bedeutung. (Rubens
1998) Zur Diagnostik einer Skelettmetastasierung stehen verschiedene Mdglichkeiten zur
Verfugung: Die Skelettszintigrafie, die MRT, das konventionelle Rontgen und die CT.
(Ketelsen et al. 2008)

1.1.6.3  Therapie des lymphknotenpositiven Prostatakarzinoms

Als lokale Therapieoptionen fiir Patienten mit gesicherten Lymphknotenmetastasen
stehen die operative Entfernung und die Strahlentherapie zur Verfligung. Systemisch
kann eine sofortige oder verzdgerte hormonablative Therapie in Betracht kommen.
(Swanson et al. 2006)

I.1.6.4  Therapiemdglichkeiten des metastasierten Prostatakarzinoms

Bei der Therapie des metastasierten PCA steht im Gegensatz zum lokal begrenzten PCA
die palliative Intention im Vordergrund. Neben dem wachsamen Beobachten (WW) gibt
es Therapieoptionen, die die Progredienz der Erkrankung hinauszégern kénnen. Sofern
eine Therapie ausbleibt, betragt die Uberlebenszeit bei bekannten Metastasen ca. drei
Jahre (s. Tabelle 4).

20



! Metastasen ‘Mortalitat
vorhanden :5-10 Jahre

Tla 0% 2%

T1b 25 % 20 %

T2a 15 % 20 %

T2c 35% 70 %

T3 50 % 75%

N1, M1 100 % > 50 % (3 Jahre)

Tabelle 4: Natirlicher Krankheitsverlauf unbehandelter
Patienten nach Catalona et al. (Hautmann & Gschwend 2014)

1.1.6.4.1 Hormonentzug

Hormonablative Mainahmen aller Art stellen die systemische Standardbehandlung mit
palliativem Charakter flr das fortgeschrittene und metastasierte PCA dar. (Rini & Small
2002, Lee et al. 2014) Das Prinzip bei der Behandlung besteht in einer Verlangsamung
des Wachstums der hormonsensitiven, neoplastischen Prostatazellen durch die Senkung
des Androgenspiegels und/oder die Blockade der Androgenwirkung. (Rohde et al. 2006)
Ein h&aufiges Problem bei Patienten mit PCA ist im Verlauf der Krankheit die
Schmerzsymptomatik. Deswegen ist die Schmerztherapie haufig ein wichtiger Fokus bei
der Behandlung. Bei 80-90 % der Patienten kommt es durch eine hormonablative
Therapie zur Verbesserung der Knochenschmerzen und damit zu einem guten

Ansprechen auf die Therapie. (Gillessen & Strasser 2006)

1.1.6.4.1.1 Orchiektomie (Chirurgische Kastration)

Die chirurgische Kastration ist die medizinhistorisch &lteste Therapie, um einen
Testosteronentzug zu bewirken. Bei der Orchiektomie wird durch die Entfernung des
Hodenparenchyms und der darin enthaltenen Leydig’schen Zellen als wesentliche
Produktionsstatte des Testosterons (> 95 %) der Serumtestosteronspiegel auf Werte unter
0,5 ng/ml gesenkt (Kastrationsniveau). (Rohde et al. 2006, Woérmann & Wolff 2010)

1.1.6.4.1.2 GnRH-Analoga (LHRH-Agonisten, LHRH-Analoga)

Die subkutane Applikation von GnRH -Analoga (Gonadotropin-Releasing-Hormon ) gilt
als die Standardhormontherapie und findet in Form von Depotpraparaten einen breiten
klinischen Einsatz zur Behandlung des lokal fortgeschrittenen und metastasierten PCAs.
(Heidenreich et al. 2014) Durch die kontinuierliche LHRH-Rezeptor-Stimulation
(luteinisierendes Hormon Releasing-Hormon) und die dadurch ausgeltste Abnahme der

Rezeptorzahl der Hypophyse wird die Senkung des Testosteronspiegels im Blut bis auf
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Kastrationsniveau bewirkt, weshalb man auch von medikamentdser Kastration spricht.
Der Kastrationsspiegel wird zwei bis vier Wochen nach Therapiebeginn erreicht. (Mohler
2014) Wahrend dieser Zeit kann es zu einem Flare-up-Phanomen kommen, das zusatzlich
durch die Gabe eines Antiandrogens behandelt wird. (Rohde et al. 2006, Schally et al.
2015, Vis et al. 2015)

1.1.6.4.1.3 Antiandrogene

Antiandrogene wirken als Antagonisten im Bereich des Androgenrezeptors. Man
unterteilt sie in nichtsteroidale (z.B. Flutamid, Nilutamid, Bicalutamid) und steroidale
(Cyproteronacetat, =~ Medoxyprogesteronacetat) ~ Antiandrogene.  Nichtsteroidale
Antiandrogene weisen keinen zusétzlichen endokrinen Effekt auf. Dagegen haben die
steroidalen Antiandrogene durch ihre gestagene Wirkung auch einen antigonadotropen
Effekt. Das fuhrt zusétzlich zu einer verminderten LH-Produktion (luteinisierendes

Hormon) und damit zu einer Senkung des Testosteronspiegels. (Ebert et al. 2001)

1.1.6.4.2 Chemotherapie

Die Option der kombinierten Hormon-Chemotherapie hat die Erstlinientherapie des
metastasierten, hormonsensitiven Prostatakarzinoms veréndert. (Sweeney et al. 2015,
James et al. 2016) Bei Patienten mit gutem Allgemeinzustand ist Mittel der ersten Wahl
zusétzlich zur Androgendeprivation eine Chemotherapie mit Docetaxel. Laut deutschen
Leitlinien soll die Docetaxelgabe innerhalb von 4 Monaten nach Beginn der
Androgendeprivation beginnen. Insgesamt werden 6 Zyklen alle drei Wochen in einer

Dosierung von 75 mg/m? empfohlen. (Krebsgesellschaft & Deutsche Krebshilfe 2016)

1.1.6.4.3 Aspekte der symptomatischen Therapie

Des Weiteren spielt die Palliativmedizin beim fortgeschrittenen und vor allem beim
metastasierten PCA, insbesondere bei den durch Knochenmetastasen ausgeldsten
Schmerzen, eine wesentliche Rolle bei der Linderung der Beschwerden und der damit
einhergehenden Verbesserung der Lebensqualitat. Hierbei koénnen eine externe
Strahlentherapie, eine Radionuklidtherapie oder eine medikamentdose Therapie
beispielsweise mit Bisphosphonaten zum Einsatz kommen. (Berruti et al. 2001, Coleman
2001, Saad & Schulman 2004)
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1.1.6.5 Aspekte der Therapie des kastrationsresistenten
Prostatakarzinoms

Trotz anhaltender Hormondeprivation wachsen voriibergehend nicht proliferierende
Tumorzellen durchschnittlich nach 18 bis 24 Monaten weiter. Dann handelt es sich um
ein kastrationsresistentes Prostatakarzinom (CRPC), das nicht mehr hormonsensitiv ist.
(Rohde et al. 2006, Korzeniewski et al. 2013, Merseburger et al. 2013) Kommt es nach
der Ausschopfung weiterer hormonablativer Mallnahmen wie der maximalen
Androgenblockade (MAB) erneut zu einer Progredienz des Tumors und sind ausgedehnte
Metastasierungen vorhanden, ist die Indikation fir eine Chemotherapie, auch unter dem
Gesichtspunkt der Verbesserung der Lebensqualitat, gegeben. (Group 2000, Wirth &
Nippgen 2003) Seit TAX 327 (Tannock et al. 2004) und SWOG 99-16 (Petrylak et al.
2004) qilt die Behandlung mit dem Taxan Docetaxel als Goldstandart der priméaren
Therapie des CRPC. Auch die Mdglichkeit einer Therapie mittels Abirateron oder
Sipuleucel-T als Erstlinientherapie ist gegeben. (Kantoff et al. 2010, Ryan et al. 2015) Es
sollten allerdings alle fur eine Therapieentscheidung wichtige Faktoren wie die
Symptomatik, die Nebenwirkungen der Therapieoptionen, die Komorbiditat, die
Lokalisation von Metastasen und die generelle Tumorlast berlicksichtigt werden.
(Krebsgesellschaft & Deutsche Krebshilfe 2016) Bei Knochenmetastasen stehen
Radium-223 (Parker et al. 2017), Bisphosphonate oder Denosumab zur Verfiigung. Als
Second-line-Therapie hat sich Cabazitaxel oder Mitoxantron bewéhrt. (Michels et al.
2006, Attard et al. 2015, Francini et al. 2015) Zudem konnen Enzalutamid oder
Abirateronacetat in Kombination mit Prednison das Gesamtlberleben mit CRPC
verlangern. (Cabot et al. 2012, Ryan et al. 2015)

Trotz dieser Moglichkeiten ist die Therapie des CRPC gerade im Hinblick auf das
Uberleben sehr eingeschrankt. Aus diesem Grund sollten neue Therapien z.B. auf
molekularer Ebene wie die in dieser Arbeit beleuchtete mTOR-Inhibition auf ihre

Wirksamkeit beim CRPC untersucht werden.

1.1.7  Prognostische Faktoren

Insgesamt erwies sich eine Kombination aus PSA-Wert, klinisch bestimmtem
Tumorstadium und nach der Stanzbiopsie erhobenem Gleason-Score in Bezug auf die

Bestimmung der lokalen Tumorextension als guter Prédiktor und auch als prognostischer
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Anhaltspunkt. (Partin et al. 2001) Jedoch lassen sich erst nach der operativen Entfernung
der Prostata definitive Aussagen uber die Tumorausdehnung und eine mdgliche

Metastasierung machen.

Zudem konnen Nomogramme wie zum Beispiel die Partin-Tabellen und die Kattan-
Nomogramme herangezogen werden. Hierbei wird mit Hilfe des PSA-Werts, dem
Gleason-Score und dem DRU-Befund préoperativ versucht, das Tumorstadium noch
besser vorherzusagen, um die Wahrscheinlichkeit fir eine mogliche Tumorprogression
und die Mdglichkeit fur ein Rezidiv zu ermitteln. (Kattan et al. 1999, Partin et al. 2001,
Graefen et al. 2004) In letzter Zeit werden bei prognostischen Fragen auch die Bildgebung
mit mpMRT (multiparametrische Magnetresonanz-Tomographie der Prostata) und die
PET-MRT als Kombination aus Magnetresonanztomographie (MRT) und
Positronenemissionstomographie (PET) vermehrt herangezogen. (Roosen 2014, Asbach
et al. 2015, Knorr et al. 2017, Liehr et al. 2017) Trotzdem sind die Mdglichkeiten fur
prognostische Aussagen sehr begrenzt. Diagnostischer und auch prognostischer
Goldstandard ist nach wie vor die konventionelle Histologie. Im Gegensatz zum
Mammakarzinom, wo molekulare Biomarker als prognostische Indikatoren seit langem
erfolgreich eingesetzt werden, ist diese Entwicklung beim Prostatakarzinom noch nicht
angekommen. (Beenken et al. 2001, Dhanasekaran et al. 2001, Tsutsui et al. 2003,
Makretsov et al. 2004, Kristiansen 2009) Zum einen kdnnte man durch eine prézisere
Einschatzung der Tumorausdehnung und -aggressivitat viele Patienten vor einer
Ubertherapie bewahren und zum anderen den vorselektierten und geeigneten Patienten
eine individualisierte und rechtzeitige Therapie ermdglichen. (Kristiansen 2009) Deshalb
wurden in den letzten Jahren verstarkt unterschiedliche molekulare Ansétze wie
beispielsweise der Verlust der PTEN-Expression in PCA-Tumorzellen untersucht, um
noch genauere prognostische Aussagen insbesondere tiber eine mogliche Metastasierung
treffen zu konnen. (Schmitz et al. 2007) Ein vielversprechender Ansatz scheinen auch die
verschiedenen molekularen Komponenten des mTOR-Signalwegs zu sein. Dieser wird in
der vorliegenden Arbeit unter anderem als moglicher prognostischer Faktor naher

untersucht.
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[.2 Das mTOR-System

Mechanistic Target of Rapamycin (mTOR; einst: mammalian Target of Rapamycin) ist
eine zytosolische Serin-Threonin-Kinase. Seinen Namen erhielt mTOR, weil man
erkannte, dass es die Zielstruktur des Immunsuppressivums Rapamycin im S&ugetier
darstellt. (Keith & Schreiber 1995, Bosotti et al. 2000, Shaw & Cantley 2006, Liu &
Zheng 2007, Seeliger et al. 2007, Iwenofu et al. 2008, Zoncu et al. 2011, Laplante &
Sabatini 2012) Das Polypeptid besteht aus 2549 Aminosduren und gehoért zu einem
Proteinkomplex, dem mTOR-System, das das Zellwachstum, den Zellzyklus und die
Proliferation der Zelle Giber verschiedene Signalkaskaden reguliert. (Loewith et al. 2002,
Hay & Sonenberg 2004) Das mTOR-System kontrolliert die Translation von mRNA, die
flr Proteine kodiert, die flr das Fortschreiten des Zellzyklus in der G1-Phase und fiir den
Ubergang von der G1-Phase in die S-Phase bendtigt werden. (Bjornsti & Houghton 2004,
Hay & Sonenberg 2004) mTOR steuert zudem den Metabolismus der Zelle, die
Organisation des Aktinskeletts, die Angiogenese und die Apoptose in Abhangigkeit vom
Néhrstoffangebot, von der Sauerstoffkonzentration, von Wachstumsfaktoren, Zytokinen,
Hormonen, Mitogenen und anderen zelluldren Stimuli. (Franke et al. 2003, Bjornsti &
Houghton 2004, Hay & Sonenberg 2004, Mamane et al. 2006, Guertin & Sabatini 2007,
Efeyan & Sabatini 2010) Somit kontrolliert mTOR das Uberleben einer Zelle.
(Mungamuri et al. 2006, DeBerardinis et al. 2008, Yuan et al. 2009, Laplante & Sabatini
2012) Es konnte dariiber hinaus festgestellt werden, dass das mTOR-System bei vielen
Krankheiten wie Adipositas, Diabetes Typ 2, neurodegenerativen Erkrankungen und auch
bei Malignomen eine Rolle spielt. (Yuan et al. 2009, Laplante & Sabatini 2012)

[.2.1  Aufbau, Funktion und Regulation des mTOR-Systems

Die Kinase mTOR (Molekiilmasse: 298 kDa), die vor allem tber den Wachstumsfaktor-
PI3K-Akt-Signalweg agiert, liegt mit anderen Proteinen in zwei verschiedenen
Proteinkomplexen vor: mTOR Komplex 1 (mTORC1) und 2 (mTORC2). Die beiden
Komplexe weisen eine unterschiedliche Empfindlichkeit gegenliber Rapamycin auf.
mTORC 1 wird durch Rapamycin und seine Analoga gehemmt, mTORC2 nicht.
(Loewith et al. 2002, Guertin & Sabatini 2005, Shaw & Cantley 2006, Johnson et al. 2010,
Bitting & Armstrong 2013)
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Beide mTOR-Komplexe sind ahnlich groB3, wobei mTORC1 aus 6 und mTORC2 aus 7
Proteinen besteht. Sie verfligen jeweils Uber das eigentliche mTOR-Protein, das
mammalian LST8/G-protein B-subunit like protein (mLST8/GBL (Kim et al. 2003,
Jacinto et al. 2004)), das DEP domain containing mTOR-interacting protein (DEPTOR
(Peterson et al. 2009)) und den Ttil/Tel2 complex (Kaizuka et al. 2010). Fir mTORCL1
sind das regulatory-associated protein of mTOR (Raptor (Hara et al. 2002, Kim et al.
2002)) und proline-rich Akt substrate 40 kDa (PRAS40 (Sancak et al. 2007, Thedieck et
al. 2007, Vander Haar et al. 2007, Wang et al. 2007)) spezifisch. Bei mTORC2 sind
hingegen das Protein rapamycin-insensitive companion of mTOR (Rictor (Jacinto et al.
2004, Sarbassov et al. 2004)), mSIN1 (mammalian stress-activated map Kkinase-
interacting protein 1 (Frias et al. 2006, Jacinto et al. 2006)) und protein observed with
rictor 1 and 2 (protorl/2 (Pearce et al. 2007, Thedieck et al. 2007, Pearce et al. 2011))
beteiligt. Raptor und Rictor fungieren dabei als Adaptorproteine, die den mTOR-
Komplexen Substrate présentieren und mit anderen Proteinen interagieren. (Sarbassov et
al. 2004, Pearce et al. 2007, Thedieck et al. 2007)

Die Aktivierung von mTORCL1 fuhrt zur Phosphorylierung von zwei regulatorischen
Proteinen des Zellzyklus und des Zellwachstums: 4E-BP1 (eukaryotic translation
initiation factor 4E-binding protein 1) und S6K1 (protein S6 kinase 1). (Flynn & Proud
1995, Fingar et al. 2002, Dann et al. 2007, Meyuhas 2008, Ma & Blenis 2009, Vinod &
Venkatesh 2009)

Durch die Phosphorylierung des Translationsinhibitors 4E-BP1 wird elF4E freigesetzt
und damit die Inhibition der Translation aufgehoben. So kann der Translations-
Initiations-Komplex (elF4E) an mRNA-Transkripte binden und damit eine cap-
abhangige Translation initiieren, was zur vermehrten Synthese von Proteinen fiihrt, die

die Zellproliferation und das Zellwachstum regulieren. (Gingras et al. 2001)

Die Phosphorylierung des Proteins S6K1 fuhrt zu dessen Aktivierung. S6K1 treibt die
Protein-Biosynthese durch Aktivierung des Proteins S6 an, das die Translation von
ribosomalen Proteinen und Elongationsfaktoren bewaltigt. (Fingar et al. 2002, Meyuhas
2008) Es bindet zudem an die mitochondriale Membran und inaktiviert dort das
proapoptotische Molekil BAD. (Jiang & Liu 2008) AuBerdem aktiviert S6K1 die
wachstumsregulatorischen Proteine Hypoxie-induzierter Factor-1o (HIF-1a) und den
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eukaryotischen Elongationsfaktor 2 (eEF2). (Wang et al. 2001, Cam et al. 2010, Dodd et
al. 2015) S6K1 ist zudem in der Lage, mTORC1 mittels positivem Feedbackloop zu

phosphorylieren und so die Aktivitat der Kinase anzuregen.

mTORC2 aktiviert die Proteinkinase B (Akt) durch Phosphorylierung an Ser473.
(Sarbassov et al. 2005, Seeliger et al. 2007, Russell et al. 2011) Akt wiederum hemmt die
Apoptose durch die Deaktivierung von fir die Regulation der Apoptose zustandigen
Proteinen. (Cardone et al. 1998, Brunet et al. 1999) mTORC2 kann aullerdem die Kinase
SGK1 (serum-, and glucocorticoid-induced protein kinase 1) und die Proteinkinase C
(PKC a) durch Phosphorylierung aktivieren und reguliert durch die Phosphorylierung der
kleinen GTPasen Rho und Rac die Organisation des Aktinskeletts. (Jacinto et al. 2004,
Sparks & Guertin 2010)
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der mTOR-Regulation (L Burgio et al. 2012)

Der mTOR Signalweg wird in normalen Zellen Uber positive und negative Signale
reguliert. Zu den positiven Regulatoren zahlen Wachstumsfaktoren wie der Insulin-like
growth factor 1 (IGF 1) sowie die VEGFs (vascular endothelial growth factors), Zytokine

wie Interleukin 2 (IL-2) und Hormone wie das Peptid Insulin, die alle ihre positiven
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Signale mTOR gegenuber ber den PI3K-Akt-Signalweg vermitteln. (Seeliger et al.
2007) Zu den wichtigsten negativen Regulatoren des PI3K-Akt-Signalwegs zahlen
hingegen der TSC (Tuberous Sclerosis Complex) und PTEN (Phosphatase and Tensin
homolog) wie in Abbildung 2 zu erkennen. (Wu et al. 1998, Ramaswamy et al. 1999,
Efeyan & Sabatini 2010, Zinzalla et al. 2011)

TSC ist ein Heterodimer bestehend aus zwei Proteinen: TSC1 (Hamartin) und TSC2
(Tuberin). TSC2 ist hierbei die katalytische Untereinheit und ein GTPase aktivierendes
Protein (GAP), das die mit Ras verwandte kleine GTPase Rheb (Ras-homologe-enriched-
in-brain) inaktiviert. In vitro Experimente zeigen, dass Rheb wiederum die
Kinaseaktivitdt von mTORC1 verstarkt. (Inoki et al. 2003, Inoki et al. 2006, Sancak et al.
2007, Vander Haar et al. 2007) Wird also der TSC1/2-Komplex entweder durch eine
Mutation wie beispielsweise bei der tuberdsen Sklerose oder durch Wachstumssignale
der Zelle inaktiviert, flhrt das zur gesteigerten Aktivitdt von Rheb und somit von mTOR.
(Crino et al. 2006) Im Gegensatz dazu inhibiert PRAS40 (proline-rich Akt substrate of
40 kDa) die Rheb-GTP-abhdngige mTORC1-Aktivitat und ist in Zellen stabil mit
mTORC1 assoziiert. In intakten normalen Zellen zwingt Akt Rheb-GTP und PRAS40
trotz ihrer antagonistischen Wirkungen miteinander zu kommunizieren. Akt
phosphoryliert PRAS40 und reduziert damit seine Fahigkeit mMTORC1 zu inhibieren.
(Sancak et al. 2007) Akt ist zudem in der Lage, TSC2 zu phosphorylieren. Dadurch
verringert sich die inhibitorische Wirkung von TSC auf mTOR. (Yuan et al. 2009)

Neben der méglichen Phosphorylierung von mTOR durch S6K1 an Ser2448 (Chiang &
Abraham 2005), ist auch Akt in der Lage, mTOR an Ser2448 zu phosphorylieren. (Li et
al. 2015) mTOR hat verschiedene Phosphorylierungsstellen. Man konnte feststellen, dass
der mTORC1-Komplex mTOR mit der Phosphorylierungsstelle Ser2448 beinhaltet,
wohingegen der mTORC2-Komplex vor allem aus mTOR mit der Phosphorylierung an
Ser2481 besteht. (Copp et al. 2009) Die Phosphorylierung von mTOR fuhrt unweigerlich
zur Aktivierung der Kinase. Die Phosphorylierungsstelle des verwendeten
Priméarantikdrpers p-mTOR war in der vorliegenden Arbeit Ser2448.
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1.2.2  Die Bedeutung des mTOR-Signalwegs bei der Karzinogenese

Man hat bereits vor einigen Jahren erkannt, dass die Verénderung eines einzelnen
Schrittes im mTOR-Signalweg unter Umstanden zu einer veranderten Zelldynamik und
letztlich zur Tumorentstehung fuhren kann. (Tee & Blenis 2005, Mamane et al. 2006,
Grant 2008) So konnte bei zahlreichen Tumoren wie dem Nierenzellkarzinom, dem
Melanom und dem Mammakarzinom bereits gezeigt werden, dass die Hochregulation des
mTOR-Signaltbertragungswegs eine groRe Rolle bei der Karzinogenese spielt. (Iwenofu
et al. 2008) Eine vermehrte mTOR-Aktivitat fuhrt unter anderem zur gesteigerten
Synthese von verschiedenen Proteinen wie beispielsweise Cyclin-D1, das beim Ablauf
des Zellzyklus relevant ist, und HIFs (Hypoxie-induzierte Faktoren), die zur vermehrten
Angiogenese fuhren, indem sie die Expression von Wachstumsfaktoren wie den VEGFs
(vascular Endothelial growth factors) und PDGF (platelet-derived growth factor-f3)
vorantreiben. (Yuan et al. 2009) AulRerdem wirkt mTOR positiv auf den Metabolismus
von Krebszellen, indem es die Akt-abhangige Glukoseaufnahme in die Zellen begunstigt.
(Zoncu et al. 2011) Ein Beispiel fir den Zusammenhang zwischen mTOR und der
Entstehung von Tumoren zeigt unter anderem auch die Erforschung des TSC1/TSC2-
Komplexes. Man erkannte, dass Mutationen der Gene, die fiir den TSC1/TSC2-Komplex
codieren, die Erbkrankheit tuberdse Sklerose (TSC) zur Folge haben. Die verminderte
oder fehlerhafte Ausbildung des Komplexes, der fir die Aktivitdtsminderung
insbesondere von mTORCL1 verantwortlich ist, geht bei dieser Erkrankung mit tumordsen
Veranderungen verschiedener Organe einher. (Jones et al. 1999, Crino et al. 2006,
Guertin & Sabatini 2007, Laplante & Sabatini 2012)

Neben mTOR wurde in der vorliegenden Arbeit ein Fokus auf die phosphorylierte Form
von mTOR, p-mTOR, gelegt. Zudem wurde der Translationsinhibitior 4E-BP1
untersucht, der dem mTOR-Komplex nachgeschaltet ist. Zahlreiche Studien zeigen einen
Zusammenhang zwischen diesen Proteinen und der Entstehung von Tumoren. Beim
Kolonkarzinom z.B. ist sowohl die Expression von mTOR als auch von p-mTOR
verglichen mit intakter Kolonmukosa signifikant erhéht. (Xu et al. 2011) Auch beim
Plattenepithelkarzinom der Mundhdéhle und beim Ovarialkarzinom konnte wéhrend der
Karzinogenese ein Anstieg der p-mTOR-Expression beobachtet werden. (Altomare et al.
2004, Yang et al. 2013, Martins et al. 2016)
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4E-BP1 kann an 7 Stellen phosphoryliert werden. mTOR ist in der Lage, 4 dieser Stellen
zu phosphorylieren und die Initiation der Translation cap-abhdngiger mRNAs zu
ermdoglichen. Diese Phosphorylierungsstellen sind Threonin 37, 46 und 70 und Serin 65.
(Tee & Blenis 2005, Averous & Proud 2006, Armengol et al. 2007) Ebenso wie bei m-
TOR und p-mTOR scheint die Expression von 4E-BP1 bei der Entstehung verschiedener
Tumoren veréndert zu sein. Hierbei zeigt sich aber nicht wie bei mTOR und p-mTOR
eine erhohte Expression in den meisten Tumoren, sondern eine verminderte, was sich
durch die vermehrte Phosphorylierung durch mTOR erklaren lassen konnte. Beim
Kardiakarzinom zeigt sich beispielsweise eine signifikant verminderte Expression von

4E-BP1 im Vergleich zu normalem Gewebe des Mageneingangs. (Yang et al. 2013)

Dass der Signalweg bei der Karzinogenese eine wichtige Rolle spielt, wird auch deutlich,
wenn man sich mit Veranderungen der Phosphatase PTEN, die upstream von mTOR als
Tumorsuppressor agiert, auseinandersetzt. (Grant 2008) Wird PTEN aktiviert, fihrt das
normalerweise zum Zelltod durch Einleitung der Apoptose. (Salmena et al. 2008) Kommt
es zu Mutationen an PTEN, kann das Enzym seine Funktion als Tumorsuppressor jedoch
nicht mehr wahrnehmen. Das flihrt zur unkontrollierten Zellvermehrung, was bei
zahlreichen Tumoren beobachtet werden kann. (Li et al. 1997, Steck et al. 1997)

1.2.2.1  Relevanz bei der Entstehung des Prostatakarzinoms

Die Vermutung liegt nahe, dass auch bei der Entstehung des PCA eine Veranderung der
Expressionen der drei Proteinparameter festzustellen ist. Eine Verbindung zwischen dem
mTOR-Signalweg und der Entstehung einer prostatischen intraepithelialen Neoplasie
(PIN) konnte bereits in einer Studie mit Méausen gezeigt werden. So induzierte aktiviertes
Akt, das man Mausen verabreichte, eine PIN. (Majumder et al. 2004) Zudem konnte
festgestellt werden, dass die mTOR-Expression bei Gewebe, das aus einer PIN stammt,
hoher ist als bei Normalgewebe. (Kremer et al. 2006) Des Weiteren scheint mMTORC2
eine besondere Rolle bei der Genese eines PCA zuzukommen. In einer Studie konnte
gezeigt werden, dass mTORC2 die Voraussetzung fur die PCA-Entstehung bei Mausen
ist, denen der Tumorsuppressor PTEN fehlt. (Hietakangas & Cohen 2008, Guertin et al.
2009) Zudem deutet vieles darauf hin, dass auch eine veranderte Expression von 4E-BP1
bei der Entstehung eines Prostatakarzinoms von Bedeutung sein konnte. (Kremer et al.
2006)
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1.2.3 Die Bedeutung des mTOR-Signalwegs beim Fortschreiten
verschiedener Tumoren
Die Relevanz des mTOR-Signalwegs bei der Progression von malignen VVorgéngen wird
vor allem deutlich, wenn man sich Studien zu der aktivierten Kinase ansieht. Denn m-
TOR ist erst in der aktivierten Form, p-mTOR, in der Lage seine Substrate 4E-BP1 und
S6K1 zu phosphorylieren (s. Kapitel Aufbau, Funktion und Regulation des mTOR-
Systems). Dass die Expression von p-mTOR mit der Progression von Tumoren im
Zusammenhang steht, zeigt eine Studie uber Magenkrebs. Mittels Tissue Microarrays und
Immunhistochemie wurde die Beziehung zwischen der Expression von p-mTOR und der
Lymphknotenmetastasierung untersucht. Mit diesen Methoden, die auch der
vorliegenden Arbeit zu Grunde liegen, wurde herausgefunden, dass die Expression von
p-mTOR im Gewebe von Karzinomen ohne Lymphknotenmetastasierung gering war im
Vergleich zu Gewebe von Karzinomen mit vielen (> 16) befallenen Lymphknoten.
Zudem wurde die Auswirkung der Expression von p-mTOR auf die 5-Jahres-
Uberlebensrate untersucht. So (iberlebten deutlich mehr Patienten mit ausgepragter
Lymphknotenmetastasierung (> 16) weitere 5 Jahre, wenn das untersuchte Gewebe keine
oder nur eine geringe p-mTOR-Expression zeigte. Patienten, deren Gewebe eine hohe p-
mTOR-Expression aufwies, lebten kirzer. (An et al. 2010) Eine weitere Studie zu
Magenkrebs bekraftigt diese Ergebnisse. Eine positive Korrelation zwischen der
zytoplasmatischen p-mTOR-Expression und der Anzahl der involvierten Lymphknoten
und dem Tumorstadium war bei einer Vielzahl der untersuchten Tumoren zu beobachten.
(Murayama et al. 2009) Auch bei Brustgewebe konnte ein Zusammenhang zwischen dem
gehduften Vorkommen der phosphorylierten Form von mTOR und der Entstehung und
dem Fortschreiten von Tumoren festgestellt werden. Des Weiteren wurde fur das
Mammakarzinom gezeigt, dass eine verstiarkte p-mTOR-Expression in der Regel mit
kiirzeren Uberlebenszeiten zusammenhing. (Zhou et al. 2004) Auch beim
Plattenepithelkarzinom des Penis konnte gezeigt werden, dass die p-mTOR Expression
in Tumorgewebe verglichen mit normalem Gewebe erhéht ist und dass eine starke
Uberexpression von p-mTOR bei vielen Tumoren, die bereits Metastasen in
Lymphknoten gebildet hatten, zu beobachten war. (Ferrandiz-Pulido et al. 2013) Des
Weiteren konnten bei einer Studie mit Patienten, die an einem neuroendokrinen Tumor

der Bauchspeicheldrise (pNET) erkrankt waren, sowohl m-TOR als auch p-mTOR-

31



Uberexpressionen bei einer groRen Zahl der Tumoren festgestellt werden. Bei p-mTOR
schien zudem der Differenzierungsgrad mit der Expression im Zusammenhang zu stehen.
Denn eine Uberexpression von p-mTOR wurde bei 67 % der schlecht differenzierten und
nur bei 27 % der gut differenzierten Tumoren beobachtet. (Shida et al. 2010)

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen zeigte eine Studie Uber das Bronchialkarzinom keine
statistisch signifikante Korrelation zwischen der Expression sowohl von mTOR als auch
von p-mTOR und der Prognose der Patienten, die an der Studie teilnahmen. (Li et al.
2015) In einer anderen Studie konnte bei dieser Art von Tumor hingegen ein
Zusammenhang zwischen der p-mTOR-Expression und der TumorgrofRe festgestellt
werden, der allerdings der Expressionsbeobachtung im Magenkarzinom und
Mammakarzinom widerspricht. Die groReren Tumoren wiesen hier deutlich geringere p-

mTOR-Expressionen auf als die kleineren. (Ali et al. 2011)

Eine weitere Studie zeigte, dass die Aktivierung von mTOR auch beim
Endometriumkarzinom eine Rolle spielt. Die Studienergebnisse zeigten in diesem Fall,
dass die Expression von p-mTOR bei Karzinomen, die eine starke Infiltration ins
Myometrium aufwiesen, signifikant verringert war. Auch wurde gezeigt, dass die
Patientinnen mit p-mTOR-positiven Tumoren durchschnittlich langer krankheitsfrei
uberlebten. (Choi et al. 2010) Diese Ergebnisse stehen jedoch wie die Ergebnisse von Ali
et al. zum Bronchialkarzinom im Kontrast zu den oben bereits beschriebenen
Beobachtungen bei vielen Karzinomen, dass die weiter fortgeschrittenen Tumoren eine
erhdhte p-mTOR-Expression aufweisen. Eine andere Studie zum Endometriumkarzinom
stellte ferner den umgekehrten Zusammenhang fest. Eine hohe p-mTOR-Expression war
hier Uberwiegend in fortgeschrittenen Tumoren zu beobachten und in vielen Féllen mit

einer Metastasierung in Lymphknoten verbunden. (Darb-Esfahani et al. 2009)

Eine Studie Uber das Kardiakarzinom, das den Magenkarzinomen zugerechnet wird,
beweist, dass sowohl mTOR als auch p-mTOR in Karzinomgewebe, aber auch in
normaler Magenschleimhaut zu finden sind. Die mTOR-Expression war hier bei
Karzinomgewebe geringer als bei normalem Gewebe, wéhrend die p-mTOR-Expression
im Gegensatz zu den Ergebnissen der oben erwahnten Studien zum Magenkrebs keinen

signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gewebearten zeigte. Bei der Betrachtung
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des Verhaltnisses zwischen der p-mTOR- und der mTOR-Expression fiel jedoch auf, dass
das Krebsgewebe eine deutliche hohere p-mTOR-Expression in Relation zur m-TOR-
Expression aufwies als das gesunde Gewebe. Diese Beobachtung legt die Vermutung
nahe, dass weniger die Uberexpression von p-mTOR an sich als vielmehr die Aktivierung
von mTOR durch dessen Phosphorylierung eine Rolle bei der Entstehung und
insbesondere bei der Progression von Tumoren spielt. (Yang et al. 2013)

Auch 4E-BP1 scheint eine wesentliche Bedeutung bei der Progression von Tumoren zu
spielen. (De Benedetti & Graff 2004) Die Phosphorylierung des Translationsinhibitors
AE-BP1 fuhrt wie oben bereits beschrieben zu einer Aufldsung der Bindung zwischen 4E-
BP1 und elF4E und damit letztlich zum Start der Translation verschiedener cap-
abhangiger mRNAs, die fur Proteine kodieren, die fir das Zellwachstum und die
Zellproliferation zustandig sind. Fir Tumoren, bei denen die Translation ihrer onkogenen
MRNAs hochgefahren wird, wirde das in der logischen Konsequenz bedeuten, dass
uberwiegend die phosphorylierte Form von 4E-BP1, p4E-BP1 und der ungebundene
Initiationsfaktor elFAE exprimiert sein dirften und die Expression des

unphosphorylierten Translationsinhibitors 4E-BP1 vermindert sein misste.

Tatsachlich konnte bei experimentellen Versuchen gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von elF4E in einer vermehrten Translation von onkogenen mRNAs
resultiert. (Ruggero et al. 2004) Dagegen fiihrt die Reduktion der elF4E-Expression und
die damit einhergehende geringere Translation der onkogenen mRNA in experimentellen
Modellen zur Apoptose von malignen Zellen und zur Unterdriickung von Tumorinvasion
und Metastasierung. (Rinker - Schaeffer et al. 1993, Herbert et al. 2000, Graff et al. 2007)

Eine veranderte 4E-BP1-Expression beobachtet man bei verschiedenen Kopf- und
Halstumoren und bei einigen Tumoren des Gastrointestinaltrakts. (Nathan et al. 2004) So
zeigten Martin et al. in ihrer Studie zu Tumoren des Gastrointestinaltrakts, dass eine
negative Korrelation zwischen der 4E-BP1-Expression und der Tumorprogression zu
erkennen war. (Martin et al. 2000) Weiterhin erkannte man, dass der Verlust der Funktion
von 4E-BP1 eine Epithelial-mesenchymale Transition indizieren kann und die F&higkeit

von Krebszellen zur Metastasierung erhoht. (Wang et al. 2014)
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Zu diesen Beobachtungen passt auch die Erkenntnis, dass die Uberexpression der
phosphorylierten Form von 4E-BP1 mit einer schlechteren Prognose und Tumorprogress
bei Brustkrebs und beim Ovarialkarzinom assoziiert ist. (Castellvi et al. 2006, Armengol
et al. 2007, Rojo et al. 2007) In einer weiteren Studie zu Brustkrebs konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass die Phoyphorylierung von 4E-BP1 mit dem Fortschreiten des
Tumors assoziiert werden kann und das krankheitsfreie Uberleben bei einer

Uberexpression vermindert ist. (Zhou et al. 2004)

1.24 Die Relevanz des Signalwegs bei der Progression des
Prostatakarzinoms

Dass der mTOR-Signalweg nicht nur eine zentrale Rolle bei der Entstehung eines Tumors
der Prostata, sondern auch beim Tumorprogress und bei der Metastasierung spielt, konnte
bis dato von zahlreichen Studien bestatigt werden. (Kaarbg et al. 2010, Bitting &
Armstrong 2013, Edlind & Hsieh 2014) So konnten fur nahezu 100 % der metastasierten
Tumoren Veranderungen wie Mutationen, verdnderte Proteinexpressionen und
Veranderungen der Kopienzahl im PI3K/Akt/mTOR-Signalweg festgestellt werden.
(Taylor et al. 2010) Auch wird mTOR eine zentrale Rolle beim metastasierten PCA
zugeschrieben, weil sein Einfluss auf das Tumorwachstum durch die Regulation von
HIFla (Hudson et al. 2002) und die Inhibition von TGFb1 (transforming growth factor-
b1) groR ist. (Van der Poel 2004) Zudem zeigt eine neue Studie von Talesa et al., dass die
Aktivitat der Enzymsysteme Glyoxalase 1 (Glol) und Glyoxalase 2 (Glo2) vermutlich
beide eine Rolle beim Tumorprogress des PCA spielen und Uber den
PTEN/PI3K/Akt/mTOR-Signalweg gesteuert werden. (Talesa et al. 2017)

Auf der anderen Seite gibt es Beobachtungen, die gegen eine Relevanz beim PCA-
Progress sprechen. So erkannten Ko et al. zum Beispiel keinen signifikanten Unterschied
im p-mTOR-Proteinanteil zwischen HGPIN und PCA, weshalb die Autoren vermuten,
dass der Akt/mTOR-Signalweg doch eine limitierte Rolle in der Progression des PCA
spielt. (Ko et al. 2014)

Wie der Initiationsfaktor 4E-BP1 und der PCA-Tumorprogress korreliert sind, wurde von
Graff et al. bereits 2009 untersucht. Mittels Immunhistochemie wurde deutlich, dass
sowohl eine signifikant erhohte elF4E als auch p-4E-BP1-Expression beim
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fortgeschrittenen Prostatakarzinom im Vergleich zur benignen Prostatahyperplasie
(BPH) zu beobachten ist. Vor allem flr elF4E zeigte sich deutlich, dass alle untersuchten
Gewebe die gleiche prozentuale Zahl an gefarbten Zellen aufwiesen, sich die Zellen
jedoch in ihrer zytoplasmatischen Farbeintensitét unterschieden. Bei BPH war die elF4E-
Farbeintensitét gering, bei low grade PCA (Gleason-Score < 7) war die Férbeintensitat
etwas starker und bei high grade PCA (Gleason-Score > 7) war sie sehr stark. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass erhéhte Expressionen von elF4E und p-4E-BP mit
geringerem Patienteniiberleben korrelieren, wohingegen eine gleichmaRige 4E-BP1-
Expression signifikant mit einem besseren Patientenuberleben zusammenhangt. (Graff et
al. 2009)

Welche Rolle das mTOR-System beim Progress des PCAs tatséchlich spielt, ist bisher
nicht eindeutig erforscht. Deswegen befasst sich die vorliegende Arbeit unter anderem

mit dieser Frage.

[.2.5 Der mTOR-Signalweg und das kastrationsresistente
Prostatakarzinom

Dass eine Verbindung zwischen dem mTOR-Signalweg und dem Androgenrezeptor (AR)
besteht, ist bisher nicht eindeutig ersichtlich, kann aber vermutet werden. (Edlind & Hsieh
2014) Einige Studien lassen auf eine gegenseitige Beeinflussung schlieRen. Man erkannte
beispielsweise, dass eine Unregelmaligkeit im PI3K-Akt-mTOR-Signalweg, die aus dem
Verlust von PTEN resultiert, die Entstehung einer Androgenunabhangigkeit begunstigt
und letztlich zum CRPC fihrt. (Wang et al. 2003, Jiao et al. 2007) Es wurde zudem
deutlich, dass der Verlust von PTEN bei Prostata-Epithelzellen dazu fiihren kann, dass
weniger AR-Zielgene transkribiert werden, was eine Verbindung des mTOR- und des
AR-Signalwegs bekréftigt. (Carver et al. 2011, Mulholland et al. 2011)

Eine mdgliche Verbindung der beiden Signalwege konnte auch in der Aktivierung des
AR unabhéngig von seinen Liganden durch die Hochregulation des Akt/mTOR- und
ERK/MAPK (extracellular-signal regulated kinase /mitogen-activated protein kinase; s.
Abbildung 3 E) Signalwegs bestehen. (Shen & Abate-Shen 2010)
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stromalen Zellen parakrine proapoptotische Signale, die auf die benachbarten epithelialen Zellen wirken
und die Rickbildung der normalen Prostata indizieren, C-F: Kastrationsresistenz kann durch eine Vielzahl
an molekularen Mechanismen getriggert werden: C: AR-Amplifikation, D: AR-Mutation, E: Liganden-
unabhéngige AR-Aktivierung durch die Hochregulation anderer Signalwege wie dem Akt/mTOR- oder
ERK/MAPK-Signalweg, F: endogene Biosynthese von Androgenen durch die Tumorzellen (Shen & Abate-

Shen 2010)
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1.3 Zielgerichtete Therapie - mTOR-Inhibition

Dass das Wachstum verschiedener Tumoren durch die Inhibition des mTOR-Signalwegs
eingeschrankt werden kann, verdeutlicht, wie sehr der Signalweg bei der
Tumorprogression involviert ist. Zielgerichtete Krebstherapien greifen in die
zytologischen und biologischen Eigenschaften der Krebszellen ein. Sie behindern die
Tumorzellen beispielsweise in ihrem Stoffwechsel oder der Angiogenese oder regen sie
zur Apoptose an. (Ghobrial et al. 2005, Roukos 2009, Awada et al. 2015) In Bezug auf
das PCA erscheinen molekulare Ansatze wie Signaltransduktionsinhibitoren besonders
vielversprechend. Beim Nierenzellkarzinom hat sich die Therapie mit Hilfe dieser
Inhibitoren bereits etabliert. (Morgan et al. 2009) Fur das fortgeschrittene
Mammakarzinom wurde gezeigt, dass bei postmenopausalen Frauen mit
Hormonrezeptor-positivem Karzinom das progressionsfreie Uberleben durch die
Inhibition des mTOR-Signalwegs verbessert werden kann. (Baselga et al. 2012)
Deswegen scheint die Mdglichkeit zu bestehen, dass das molekulare Targeting des
mTOR-Pathways auch bei der Therapie von fortgeschrittenen Stadien des PCA und
eventuell auch des CRPC neue Tiren 6ffnet.

1.3.1 Arten der mTOR-Inhibition

Neben den allosterischen mTOR-Inhibitoren Rapamycin und seinen Derivaten, die zur
ersten Generation der mTOR-Inhibitoren z&hlen und vor allem mTORC1 hemmen, gibt
es indes eine zweite Generation der mTOR-Inhibitoren. Hierzu z&hlt zum Beispiel
Sapanisertib (MLNO0128, INK128). (Benjamin et al. 2011) Diese Inhibitoren konkurrieren
mit ATP am katalytischen Zentrum von mTOR und sind somit in der Lage, neben
MTORC1 auch mTORC2 zu inhibieren. (Guertin & Sabatini 2009)

1.3.1.1  Rapamycin und seine Derivate

Der meist erforschte mTOR-Inhibitor ist Rapamycin (Synonym: Sirolimus), was als
makrozyklisches Antiobiotikum von dem Streptomyzeten Streptomyces hygroscopicus
produziert wird. Rapamycin und seine Derivate hemmen die Aktivitat von mTOR, indem
es ein Komplex mit dem Immunophilin FKBP12 (FK506-binding protein of 12 kDa)
bildet, das an eine Region des C-Terminus von mTOR, genannt FRB (FKBP12-
rapamycin binding), bindet (s. Abbildung 4). Diese grenzt an das katalytische Zentrum
von mTOR. (Choi et al. 1996, Garcia-Echeverria 2010) Zu den bekanntesten Anologa
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(engl. rapalogs) von Rapamycin gehdéren Temsirolimus (CCI-779), Everolimus
(RADO001) und Ridaforolimus/Deforolimus (AP23573, MK-8669). (Faivre et al. 2006)

HEAT repeats FAT FRB Kinase domain FATC

‘ TOR :
Abbildung 4: TOR und Rapamycin (Benjamin et al. 2011)

1.3.1.2  Zweite Generation: ATP-kompetitive mTOR-Inhibitoren

Rapamycin ist ein allosterischer mTOR-Inhibitor. Im Gegensatz dazu sind die neueren
mTOR-Inhibitoren ATP-Analoga. Diese verringern die Aktivitat der Kinase mTOR,
indem sie mit ATP um die Kinase-Domane bei mTOR konkurrieren. ATP ist das
physiologische Substrat, das seine Phosphatgruppe abgibt, damit mTOR die
nachgeschalteten Proteine wie 4E-BP1 phosphorylieren kann. So inhibieren diese dualen
Inhibitoren alle Kinase-abhangigen Funktionen von mTORC1 und mTORC2 und
verhindern damit auch die riickwirkende Aktivierung der PI3K/Akt-Signalkaskade.
(Benjamin et al. 2011) Zur zweiten Generation gehoren auch die dualen mTOR/PI3K-
Inhibitoren, die wirksam mTORC1, mTORC2 und zusétzlich alle katalytischen
Isoformen von PI3K hemmen und somit ein breiteres Wirkungsspektrum besitzen.

(Zaytseva et al. 2012) Zu den mTOR-Inhibitoren der zweiten Generation gehdren neben
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Sapanisertib zum Beispiel Dactolisib (BEZ235) und Voxalisib (XL765). (Zheng & Jiang
2015)

1.3.1.3  Die dritte Generation der mTOR Inhibitoren

Da man erkannte, dass Mutationen entweder in der FRB- oder der Kinasedoméne von
MTOR eine Resistenz gegeniliber den Inhibitoren der ersten und der zweiten Generation
indizieren konnen, wurde eine weitere Form der mTOR-Inhibition entwickelt.
RapaLink-1 z.B. enthélt Rapamycin, welches an einen ATP-kompetitiven mTOR-
Inhibitor gekoppelt ist und durch die bivalente Wirkung die Inhibition der mutierten
Bereiche erzielt. (Rodrik-Outmezguine et al. 2016, Conciatori et al. 2018) So zeigte
sich, dass RapaLink-1 im Gegensatz zu den fruheren Inhibitoren in praklinischen
Studien die p-4E-BP1-Level niedriger halt und die Zellproliferation besser einddmmen
kann. Ob ein Erfolg im klinischen Studiendesign ebenfalls realisierbar ist, bleibt

abzuwarten. (Conciatori et al. 2018)

1.3.2 Einsatz

Rapamycin hat zunéchst aufgrund seiner hemmenden Wirkung auf T-Zellen nur als
immunsupprimierendes Medikament Verwendung gefunden. 1999 erhielt es seine
Zulassung von der Food and Drug Administration (FDA) in der Transplantationsmedizin,
in welcher das Medikament seitdem zur Verhinderung von Organabstoliungen eingesetzt
wird. (Klintmalm & Nashan 2014, Xie et al. 2016) Seit 2003 werden auch in der
Kardiologie Stents eingesetzt, die mit Rapamycin beschichtet sind. So konnte die Anzahl
an Stentverschlissen durch die Neubildung von Gewebe deutlich gesenkt werden.
(Sehgal 2003)

Auch bei Karzinomen zeigten mTOR-Inhibitoren zum Teil eine gute Wirkung. So ist
Everolimus bei der Behandlung des Nierenzellkarzinoms, des mit der tubergsen Sklerose
assoziierten subependymalen Riesenzellastrozytoms, neuroendokrinen Tumoren der
Bauchspeicheldriise und beim Mammakarzinom (ER+) zugelassen. (Dienstmann et al.
2014) Temsirolimus ist ebenfalls beim fortgeschrittenen Nierenzellkarzinom und beim
Mantelzell-Lymphom als medikamenttse Therapieoption zugelassen. (Dienstmann et al.
2014, Xie et al. 2016) Neben dem Nierenzellkarzinom konnte auch beim Blasenkarzinom

bei Inhibition des mTOR-Signalwegs eine Reduktion der Zellproliferation beobachtet
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werden. (Dancey 2005, Vignot et al. 2005, Ching & Hansel 2010) Rapamycin zeigte sich
auch bei einigen Tumoren als potentiell effektiv bei der Prévention -einer
Metastasenbildung. (Boffa et al. 2004, Zhou & Huang 2010) So konnte man z.B. beim
Nierenzellkarzinom erkennen, dass Rapamycin nicht nur das Tumorwachstum sondern
auch eine Metastasierung des Primartumors in die Lunge verhindern kann. (Luan et al.
2003) Der inhibitorische Effekt von Rapamycin auf die Bildung von Metastasen konnte
unter anderem daran liegen, dass durch die mTOR-Hemmung die Produktion
verschiedener Wachstumsfaktoren verringert wird, fur die gezeigt wurde, dass sie z.B.
bei der Entstehung von Knochenmetastasen beim Mammakarzinom eine Rolle spielen.
(Yin et al. 1999, Luan et al. 2003, Zhou & Huang 2010) Auch wurde in verschiedenen
Studien der Effekt von Rapamycin auf die Lymphangiogenese und die Bildung von
Lymphknotenmetastasen untersucht. Es stellte sich heraus, dass Rapamycin die Anzahl
der Lymphgefae im Bereich eines Tumors und die Metastasierung in regionére
Lymphknoten signifikant verringern kann. (Huber et al. 2007, Kobayashi et al. 2007,
Seeliger et al. 2007)

Trotz dieser guten Studienlage zeigten Rapamycin und seine Derivate nur limitierte
klinische Erfolge gerade im Hinblick auf das Therapieansprechen von soliden Tumoren.
(Carew et al. 2011, Zheng & Jiang 2015, Conciatori et al. 2018)

Im Vergleich zu Rapamycin und seinen Analoga zeigten die mMTOR-Hemmer der zweiten
Generation eine groRere Wirksamkeit in Bezug auf die Inhibition der Zellproliferation
und die Apoptoseinduktion sowohl von im Labor kultivierten Tumorzellen als auch bei
Tiermodellen. Auch konnte man sehen, dass einige Rapamycin-resistente Tumoren auf
diese Therapie ansprachen. (Bhagwat et al. 2011, Serova et al. 2013, Lou et al. 2014,
Zheng & Jiang 2015) So haben es zahlreiche Inhibitoren wie BEZ235 und INK128 nach
erfolgreichen Phase-1-Ergebnissen aufgrund geringer Toxizitdt und relativ guter
Wirksamkeit in Phase-11-Studien zahlreicher fortgeschrittener solider Tumoren geschafft.
(Pallet & Legendre 2013, Zheng & Jiang 2015, Xie et al. 2016) Auch kombinierte
Therapien der mTOR und PI3K-Inhibitoren mit bereits etablierten Arzneien werden
derzeit vermehrt in unterschiedlichen Studienmodellen und bei verschiedenen
Karzinomen geprift. (Zaytseva et al. 2012, Xie et al. 2016, Di Leo et al. 2017, Pons-
Tostivint et al. 2017)
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1.3.3 mTOR-Inhibition zur Behandlung fortgeschrittener Stadien des
Prostatakarzinoms

Bereits 2014 erkannten Majumder et al., dass die Inhibition von mTOR die Apoptose von
Zellen einer PIN bei Madusen indizieren kann. (Majumder et al. 2004) Auch die
Proliferation von PC3-Prostatakarzinomzellen konnte im praklinischen Studienmodell
durch die Inhibition des Signalweges wirksam gestoppt werden. (Wu et al. 2005)
Allerdings zeigten trotz des bedeutenden Erfolgs von Rapamycin und seinen Analoga in
der Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms (Motzer et al. 2008, Kwitkowski et
al. 2010) und bei neuroendokrinen Tumoren der Bauchspeicheldriise (Yao et al. 2011),
verschiedene Studien mit mTOR-Inhibitoren bei Mé&nnern mit fortgeschrittenem PCA nur
sehr geringe bis gar keine radiographisch sichtbaren Anzeichen eines Tumorriickgangs
oder eines PSA-Ansprechens. Auch die Zeit von 2-3 Monaten bis zur klinischen
Progression des Tumors nach Therapiebeginn ergab keinen Hinweis auf ein Ansprechen
der Therapie. (Amato et al. 2008, Bitting & Armstrong 2013, Templeton et al. 2013) Eine
Studie in der Patienten mit CRPC eine Behandlung mit Everolimus und dem
Chemotherapeutikum  Gefitinib  erhielten, zeigte auch kein  signifikantes
Therapieansprechen. (Rathkopf et al. 2015, Graham et al. 2018)

Eine mdgliche Erklarung fir die limitierte klinische Effizienz der allosterischen mTOR-
Inhibitoren beim fortgeschrittenen PCA konnte darin bestehen, dass diese Inhibitoren
nicht in der Lage sind, Rapamycin-resistente Substrate wie 4E-BP1 und Akt in
ausreichendem Male zu inhibieren. (Feldman et al. 2009, Thoreen et al. 2009, Hsieh et
al. 2010, Edlind & Hsieh 2014) Zudem war zu beobachten, dass es durch die mTOR-
Hemmung paradoxerweise zur Aktivierung von Akt und elF4E kommen kann. (Sun et al.
2005)

Eine bessere Inhibition der mTOR-Substrate konnte bisweilen bei der zweiten Generation
beobachtet werden. So zeigte der duale PI3K/mTORC-Inhibitor BEZ235 eine Reduktion
des Tumorvolumens bei Mausen, die durch den Verlust von PTEN an einem PCA
erkrankten. In Kombination mit dem Androgenrezeptor-Signalweg-Inhibitor
Enzalutamid konnte man sogar noch bessere Ergebnisse sehen. (Carver et al. 2011) Floc'h
et al. zeigten ebenfalls im Mausmodell, dass eine Kombination aus mTOR und Akt-

Hemmung als Therapie des CRPC effektiv ist. Sie bedienten sich bei ihrer Studie des
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selektiven Akt-Inhibitors MK-2206 und Ridaforolimus (MK-8669). (Floc'h et al. 2012)
Diese Studien machen deutlich, dass eine alleinige Inhibition des mTOR-Signalwegs
beim fortgeschrittenen PCA nicht ausreichend ist. Mdoglicherweise kann eine
Kombinationstherapie aus AR-, PI3K und mTOR-Signalweg-Inhibitoren im klinischen
Outcome die notwendigen Erfolge liefern. (Carver et al. 2011, Edlind & Hsieh 2014)

Dies sollte weiter erforscht werden. Denn neben der richtigen Kombination der
verschiedenen Signalwegsinhibitoren, die gemeinsam eine Potenzierung des
antikarzinogenen Effektes auch beim fortgeschrittenen PCA erzielen kénnten, muss der
richtige Zeitpunkt einer solchen Therapie abgepasst werden. Zudem kdnnte man im
Vorfeld mittels molekularer Untersuchung von bereits gewonnenem Gewebe diejenigen
Patienten selektieren, bei denen ein Therapieansprechen wahrscheinlich ist, um die
Misserfolge zu verhindern.
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II.

Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es, die drei Marker mTOR, p-mTOR und 4E-BP1 hinsichtlich ihres

Expressionsverhaltens entlang der Tumorprogression zu untersuchen. Hierfir wurde ein

grolRes Kollektiv von Gewebe aus benignen Prostatae und Tumoren aller Stadien

analysiert, um einen direkten Vergleich der Gewebegruppen machen zu kénnen und die

Aktivitdt des mTOR-Systems in Bezug auf das Fortschreiten des Tumors hin zum

metastasierten kastrationsresistenten Prostatakarzinom zu beleuchten. Das wurde in der

Art bisher noch nicht durchgefhrt.

Es sollten fur folgende Fragen Antworten gefunden werden:

Konnen bereits erkannte Zusammenhange zwischen der Proteinexpression und

der Dignitét des Gewebes bestatigt werden?

Wie verhdlt sich lichtmikroskopisch benignes < 5 mm versus > 10 mm vom

Tumor entfernt angrenzendes Gewebe im Hinblick auf die Parameter?

Bestehen Korrelationen zwischen klinisch-pathologischen Parametern sowie dem

Tumorgrad und der Expression der Marker?

Kann man aus den Ergebnissen Konsequenzen fiir die Diagnostik und Prognostik
ableiten?

Wie zeigen sich die Expression von 4E-BP1 in Bezug auf die zelluldre

Lokalisation bei der Progression des Tumors?

Konnte die Inhibition des mTOR-Signalwegs der Metastasierung des Tumors

entgegnen?

Wie verhalten sich die Marker im metastasierten hormonsensitiven und
katrationsresistenten Gewebe und ergeben sich therapeutische Implikationen aus
den Beobachtungen?
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I1I.

Material und Methodik

Zur Durchfuhrung dieser Studie fanden ausschliel3lich die im folgenden Kapitel

beschriebenen Materialien und Methoden Verwendung.

II.1  Ethik

Alle Patienten, deren Gewebeproben flr diese Studie herangezogen wurden, wurden
bezuglich der Studienteilnahme sowohl schriftlich als auch mindlich unmissverstandlich
aufgeklart und haben vor der Operation der wissenschaftlichen Verwendung des
asservierten Gewebes in geschriebener Form zugestimmt. Bei der Ausfiihrlichkeit der
Patientenaufklarung wurde kein Unterschied beziglich Operationsgrund oder
Operationsmethode gemacht. Alle Patienten erhielten die gleichen Informationen zur
Studienteilnahme.

Dem Ethikantrag (Nr. 842/2016BO2) zur Bearbeitung von Schnittpréparaten des
verwendeten Arrays wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat und

vom Universitatsklinikum Tibingen am 18.01.2017 uneingeschrénkt stattgegeben.

III1.2 Datenschutz und -sicherheit

Der Umgang mit persénlichen Daten der Patienten, die an dieser Studie teilnahmen,
geschah jederzeit vertraulich und unter Einhaltung des Datenschutzgesetzes. Die
Erhebung von klinischen Daten der Patienten vor der Anonymisierung der Datenbanken
erfolge ausschliellich von unmittelbar Mitwirkenden dieser Studie, die der &rztlichen
Schweigepflicht unterlagen. Nach Erstellung der Datenbanken erfolgte die
Datenverarbeitung ausschlielich in anonymisierter Form, indem jedem Patienten eine
laufende Nummer (1, 2, 3 usw.) zugeteilt wurde, die den Namen ersetzte. Weder Initialen
noch Geburtsdaten fanden sich in diesen anonymisierten Datenbanken. Dadurch wurde
verhindert, dass sensible Daten in Umlauf gelangen und es konnte mit einer Datenbank
gearbeitet werden, die ausschliel3lich Zahlen enthélt. Die Bearbeitung der Daten erfolgte
ausschlief3lich mittels eines Rechners, der abgekoppelt vom internen Netzwerk der Klinik
war und keinen Internetanschluss besaR. Zudem wurden die Datenbanken fortwéhrend
mittels eines Passwortes geschitzt, um sie vor dem eventuellen Zugang von Unbefugten

zu bewahren.
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1I1.3  Patientenkollektiv der Studie

Das Gesamtkollektiv dieser Studie umfasst ausschlieBlich mannliche Patienten, die sich
im Zeitraum von Mai 2003 bis Oktober 2014 in der der Klinik fir Urologie des
Universitatsklinikums Tubingen an der Prostata operieren lieRRen.

Das Gewebe der verwendeten Prostatae stammt sowohl von Patienten, die einen Tumor
hatten als auch von solchen mit BPH. Es wurden zum einen die Patienten ausgewahlt, bei
denen vor der Operation eine transrektale ultraschallgestitzte Prostatabiopsie
vorgenommen wurde und bei denen im Anschluss an die histopathologische
Diagnosesicherung eine radikale Prostatektomie erfolgte. Zum anderen wurden die
Patienten ausgewahlt, die als Therapie des fortgeschrittenen PCA eine palliative TUR-P
erhielten. Hinzu kamen die Patienten, die sich entweder aufgrund eines
Harnblasenkarzinoms oder BPH einer operativen Therapie unterzogen. Hierbei wurden
die Patienten ausgewahlt, die mittels TVP, TUR-P oder radikaler Zystoprostatektomie

therapiert worden waren.

Die Auswahl der Patienten erfolgte retrospektiv, nicht spezifizierend und nach den im

Kapitel ,,Einschluss- und Ausschlusskriterien aufgezeigten Bedingungen.

I11.3.1 Einschluss- und Ausschlusskriterien

Alle Studienteilnehmer waren Patienten der Klinik fiir Urologie des
Universitatsklinikums Tabingen. Grundvoraussetzung fiir die Studienteilnahme war die
Einwilligung des Patienten zur wissenschaftlichen Aufarbeitung und Verwendung des
jeweils entnommenen Gewebes. Es wurden ausschlieflich Praparate ausgewahlt, bei
denen so viel Material vorhanden war, dass die routinemaRige histopathologische
Aufarbeitung und Beurteilung durch die Entnahme von Gewebe fir diese Studie keine
Beeintrachtigung erfuhr.

I1.3.1.1 Gewebe von Prostatae ohne malignes Prostatakarzinom

Dieser Gruppe gehdren die Patienten an, die entweder aufgrund einer BPH oder aufgrund
eines muskelinfiltrierenden Harnblasenkarzinoms in Tlbingen operiert worden sind. Sie
erhielten eine TUR-P, TVP oder eine radikale Zystoprostatektomie (s. Kapitel
,,Patientenkollektiv der Studie*). Pramisse fiir die Aufnahme in die Studie war fir diese

Gewebegruppe, dass histologisch kein Tumor nachweisbar war. Sofern es sich um
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Prostatae handelte, die bei einer Zystoprostatektomie entfernt worden waren, musste die
Infiltration des Blasenkarzinoms oder ein zuséatzliches Prostatakarzinom ausgeschlossen

werden.

I11.3.1.2 Gewebe von Prostatae aus RPE nach gesicherter Diagnose mittels
Biopsie
Alle Patienten dieser Gruppe unterzogen sich einer radikalen Prostatektomie nach
bioptisch gesicherter Diagnose eines organbegrenzten PCA. Diese Patienten waren bis
zum Zeitpunkt der Prostatektomie mit keiner Therapie vorbehandelt worden. Weder eine
Radio- oder Chemotherapie noch weitere Therapien waren in der Klinik oder bei einem
niedergelassenen Urologen begonnen worden. Eine weitere Pramisse war, dass das
entnommene Gewebe routinemalig histopathologisch aufbereitet wurde (s. Kapitel
,»Aufbereitung des OP-Materials®) und somit Paraffinblocke und GroBflachenschnitte
(,,Whole-mount sections*) vorhanden und verfiigbar waren. Des Weiteren wurden nur
Tumoren in die Studie einbezogen, die vom Driisengewebe der Prostata abstammten und
bei denen im Zuge der pathologischen Verifikation die Lokalisation der tumordsen Areale
Klar erkennbar und gut vom gesunden Gewebe abgrenzbar waren. Einige zundchst
ausgewahlte Préparate, die sich ob der nicht klar vom gesunden Gewebe abgrenzbaren

Tumorareale als ungeeignet erwiesen, wurden nicht mit in die Studie einbezogen.

I1.3.1.3 Gewebe von Prostatae mit fortgeschrittenem PCA (palliativ)

Die Patienten, die fur diese Gruppe ausgewahlt wurden, erhielten eine palliative Therapie
mittels TUR-P. Zu dieser heterogenen Gruppe gehort das Gewebe von den Patienten mit
metastasiertem PCA (M1). Die Tumoren unterscheiden sich nicht nur in Bezug auf das
TNM-Stadium, sondern auch auf ihre Ansprechbarkeit auf eine Hormontherapie. Die
Gruppe besteht sowohl aus hormonsensitiven als auch aus kastrationsresistenten
Karzinomen. Ein PSA-Anstieg (Uber 0,2 ng/ml) oder eine Zunahme der
krankheitsspezifischen Beschwerden unter einer suffizienten antiandrogenen Therapie
markiert i. d. R. den Ubergang eines hormonsensitiven PCAs in die kastrationsresistente
Form. (Heidenreich et al. 2014) Die in dieser Studie untersuchte Fragestellung mit dem
Fokus der Krankheitsprogression forderte, dass der Hormonstatus des untersuchten
Gewebes eindeutig festgestellt werden konnte. Da drei Gewebeproben kein eindeutiger

Status zugeordnet werden konnte, wurden diese aus der Studie entfernt.
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111.3.2 Gewebegruppen der Studie

Durch die Entnahmeorte der Gewebeproben aller Prostatae dieser Studie ergaben sich

insgesamt 9 Gewebegruppen, die zusammen ein Progressionsarray darstellten. In

Klammern befinden sich die jeweiligen Bezeichnungen auf den Arraymaps.

1.

Benignes Prostatagewebe aus Prostatae ohne PCA; Gewebe aus TVP, TUR-P und
Zystoprostatektomien (,,benigne®)

Benignes Prostatagewebe aus Prostatae mit organbegrenztem Low Gleason
Tumor; Gewebe aus radikalen Prostatektomien;

Entnahmeort: mind. 10 mm vom Tumor entfernt (,,fern*)

Benignes Prostatagewebe aus Prostatae mit organbegrenztem High Gleason
Tumor; Gewebe aus radikalen Prostatektomien;

Entnahmeort: mind. 10 mm vom Tumor entfernt (,,fern®)

Benignes Prostatagewebe aus Prostatae mit organbegrenztem Low Gleason
Tumor, Gewebe aus radikalen Prostatektomien;

Entnahmeort: weniger als 5 mm vom Tumor entfernt (,,nah*)

Benignes Prostatagewebe aus Prostatae mit organbegrenztem High Gleason
Tumor, Gewebe aus radikalen Prostatektomien;

Entnahmeort: weniger als 5 mm vom Tumor entfernt (,,nah*)

Prostatagewebe mit organbegrenztem Low Gleason Tumor;

Gewebe aus einer RPE;

Entnahmeort: im Tumorzentrum (,, Tumor®)

Prostatagewebe mit organbegrenztem High Gleason Tumor;

Gewebe aus einer RPE;

Entnahmeort: im Tumorzentrum (,, Tumor®)

Prostatagewebe mit fortgeschrittenem/metastasiertem hormonsensitivem Tumor
(HS, M1); Gewebe aus palliativen TUR-P (,,palliativ*)

Prostatagewebe mit fortgeschrittenem kastrationsresistentem/metastasiertem
Tumor (CR, M1); Gewebe aus palliativen TUR-P (,,palliativ*)

Aus dieser Auflistung l&sst sich leicht erkennen, dass einige Prostatae und somit einige

Patienten Mehrfachauflistungen in der Datenbank erzeugen, da ihr Prostatagewebe mehre
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Entnahmeorte hat und dadurch verschiedene Gewebegruppen bedient. Zur

Veranschaulichung dient Tabelle 5.

Prostata . Entnahmeortl |  Entnahmeort2 :  Entnahmeort 3
Prostata mit Low ‘Histologisch benigne;  iHistologisch benigne;  Histologisch maligne; im
Gleason Tumor ‘weit vom Tumor entfernt inah am Tumor ‘Tumorzentrum

(=10 mm) (<5 mm)
Prostata mit High ‘Histologisch benigne;  iHistologisch benigne;  Histologisch maligne; im
Gleason Tumor ‘weit vom Tumor entfernt :nah am Tumor ‘Tumorzentrum

(> 10 mm) (<5 mm)

Tabelle 5: Ubersicht iiber die Entnahmeorte bei RPE-Prostatae (Low und High Gleason)

1.4  Anfertigung der Datenbanken

Alle relevanten Patientendaten und Befunde wurden retrospektiv aus den Patientenakten
zusammengetragen und mit Microsoft Excel 2016® (Microsoft Deutschland GmbH,
UnterschleiBheim) zu zwei Datenbanken in Form von Excel-Tabellen zusammengesetzt.

Bei den Informationen, die die Datenbanken enthielten, handelte es sich um die Parameter
Nachname, Vorname und Geburtsdatum des Patienten, Datum der Operation, Alter zum
Zeitpunkt der Operation, Operationsverfahren, PSA-Wert vor der Operation, TNM-
Stadium, Auftreten eines oder mehrerer Zweitmalignome und ob der Tumor komplett
entfernt wurde oder ein Residualtumor zurlckblieb. Wenn bei benignem Prostatagewebe
ein maligner Tumor, zum Beispiel ein Harnblasenkarzinom, auftrat, wurde das ebenfalls
in die Datenbank Ubertragen. Sofern eine antihormonelle Therapie zur Anwendung kam,
wurde die Beschreibung beziiglich Art und Dauer dieser in die Datenbank aufgenommen.
Der histopathologisch erfassten Gleason-Grade, der Gleason-Score und das TNM-
Stadium des Karzinoms sowie die K-Nummer der Pathologie wurden aullerdem in die

Datenbanken Ubertragen.

Die erste Datenbank wurde so gestaltet, dass es moglich war, jedem Gewebeentnahmeort
eine Nummer zuzuweisen. Das Auffiihren aller Entnahmeorte fuhrte dazu, dass Prostatae,
die mehrere Entnahmeorte aufwiesen, Mehrfachauflistungen in der Datenbank erzeugten
(s. Kapitel ,,Gewebeproben®). In dieser Datenbank konnte nach der Auswertung der
immunhistochemischen Farbung der drei Marker der entsprechende Féarbe-Ergebniswert

flr jeden Dot der verschiedenen Entnahmeorte erganzt werden.
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Die zweite Datenbank beinhaltete jedes Prostatagewebe und somit jeden Patienten
hingegen nur einmal ohne Berticksichtigung der Entnahmeorte. Diese Datenbank leitete

sich von der ersten ab und diente der erleichterten Evaluation der Patientendaten.

Bei der Erstellung der Datenbanken fiel auf, dass 10 Patientenproben, die im Vorfeld zu
den palliativen Proben hinzugefuigt worden waren, einem nicht metastasierten PCA (M0)
angehorten. Aufgrund dessen wurden diese Proben aus dem Kollektiv entfernt. Von den
ursprunglich 124 Patienten wurden somit 3 Patienten durch die unmdogliche Zuordnung
hormonsensitiv/kastrationsresistent (s. Kapitel ,,Einschluss- und Ausschlusskriterien‘)
und 10 Patienten durch eine falsche Zuordnung aussortiert. Insgesamt betrug das
Gesamtkollektiv letztlich 111 Patienten.

Nach der Erstellung der Datenbanken wurden diese anonymisiert und ausschlieflich in

dieser Form weiter ausgewertet.

II1.5 Aufbereitung des OP-Materials

Alle Organpraparate, die dieser Studie zu Grunde liegen, wurden freundlicherweise vom
Institut fur Pathologie der Universitdt Tubingen zur Verfugung gestellt. Samtliche
Gewebeproben stammen von formalin-fixiertem und in Paraffin eingebettetem
Prostatagewebe. Die Aufbereitung erfolgte routinemaRig zur histologischen Bewertung

der OP-Praparate.

III.5.1 Prostatagewebe von radikalen Prostatektomien

Zunachst wurden die operativ entfernten Prostataresektate zur Fixation 24 Stunden in
4,5%iger auf pH 7 gepufferter Formaldehyd-L6ésung (SAV LP GmbH, Flintsbach am Inn,
Deutschland) aufbewahrt und am folgenden Tag zur Bewertung des Resektionsrandes
tuschemarkiert. Daraufhin erfolgte die Aufarbeitung der Prostatapréparate geméal dem
Stanford-Protokoll (Stamey et al. 1988) in horizontale 3-mm-Schnitte mit einer
Schneidemaschine (V6, Bizerba, Balingen, Deutschland). Zuvor wurden Samenblasen,
Samenleiter, Apex und Basis einer jeden Driise abgesetzt. Alternierend wurden die
Lamellen fiir die routinemaRige histopathologische Aufarbeitung zurechtgeschnitten und
fir die GroRflachenaufarbeitung (Whole-mount sections) vollstandig belassen. Danach

erfolgte die Dehydrierung, Entfettung und das Einbetten in Paraffin mit Hilfe von
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Einbettkassetten, die auf die GroRe der Organpraparate abgestimmt waren (Makroflow-
Kassetten, Microm International GmbH, Walldorf, Deutschland).

11.5.1.1 Anfertigung der GroRflachenschnitte und Verifikation

Von jedem Paraffinblock, der fir diese Studie herangezogen wurde, wurde ein 5 pm
dinner GroRflachenschnitt angefertigt und auf einen groRen Glasobjekttrager (66x76
mm, R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) aufgezogen. Dieser wurde
anschlieBend mit Hamatoxylin-Eosin (HE) geférbt. Es folgte die Verifikation der Schnitte
durch den erfahrenen Pathologen Dr. Marcus Scharpf. Dieser umrandete mit einem
Filzstift auf jedem Objekttrdger die tumordsen Areale (circeln). So konnten die
filzstiftmarkierten Schnitte als Schablone fir die Herstellung der TMAs (Tissue-
Microarrays, s. Kapitel ,,Tissue-Microarray-Anfertigung®) fungieren, indem sie die
richtige Platzierung der Stanzen in den jeweiligen Paraffinblécken vorgaben. Eine
zusétzliche studienassoziierte Befundung der Préparate wurde von einem Kollegen in

Pittsburgh durchgefiihrt, der die Schnitte ebenfalls markierte.

1I1.5.2 Prostatagewebe von TVP und Zystoprostatektomien

Die Gewebeproben dieser Prostatae wurden ebenfalls in 4,5%iger auf pH 7 gepufferte
Formaldehyd-L6sung konserviert und anschlieBend in Paraffin eingebettet. Die
Tumormarkierung mit Filzstift (s. Kapitel ,,Anfertigung der Grofflachenschnitte und
Verifikation®) entfiel bei diesen Prdparaten naturgemdf, da es sich um benignes
Prostatagewebe von Patienten handelte, bei denen entweder eine benigne
Prostatahyperplasie (TVP) oder ein Blasenkarzinom (Zystoprostatektomie) diagnostiziert
worden war. Mit Hilfe eines zu dem Paraffinblock angefertigten HE-Schnittes wurde bei
diesen Prostatae unter dem Mikroskop ein drisenhaltiger reprasentativer Bereich

herausgesucht, der sich fur die Platzierung der Stanzen als geeignet zeigte.

1I1.5.3 Prostatagewebe von TUR-P und palliativen TUR-P

Eine TUR-P ist die operative Therapie der Wahl bei einer fortgeschrittenen benignen
Prostatahyperplasie. Bei Harnverhalt aufgrund eines fortgeschrittenen Prostatakarzinoms
kommt hadufig eine palliative TUR-P zur Anwendung. Die bei diesen Operationen
gewonnenen Gewebe unterscheiden sich von den bisher genannten, da das entfernte

Gewebe nicht die Prostata in toto betrifft. Bei einer TUR-P wird in der Regel lediglich
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der periurethrale Teil der Prostata mittels hochfrequenzfiihrender Schlinge entfernt.
(Schmelz et al. 2014) Das entfernte Gewebe wurde ebenfalls in 4,5%iger auf pH 7
gepufferter Formaldehyd-Losung konserviert und anschlieBend in Paraffin eingebettet.
Auch hier dienten die HE-Schnitte des jeweiligen Paraffinblocks als Vorlage, um die

Stanzen innerhalb des Driisengewebes zu platzieren.

II1.6  Tissue-Microarray

Die Tissue-Mikroarray-Technik (TMA) ist in der Tumorpathologie eine viel genutzte und
gut etablierte Methode, um Gewebe auf DNA-, RNA- oder Proteinebene zu untersuchen.
(Rubin et al. 2002, Ramos-Vara 2005)

II1.6.1 Allgemeine Aspekte

Die Technik des TMA wurde von Kononen et al. im Jahr 1998 begriindet. (Kononen et
al. 1998) Sie bietet gegenuiber anderen Techniken zur Untersuchung von Gewebeproben
zahlreiche Vorteile. Durch das Zusammensetzen von einer Vielzahl von Gewebeproben
in Form von kleinen zylinderférmigen Stanzen zu Arrays kann Gewebe von einem grof3en
Patientenkollektiv simultan in situ analysiert werden. (Nocito et al. 2001, Sauter 2012)
Dadurch sind Untersuchungen schneller, ubersichtlicher und unter Kostenersparnissen
durchfiihrbar. (Kallioniemi et al. 2001, Nocito et al. 2001, Milanes-Yearsley et al. 2002)
Zudem wird die Gewebezerstérung bei der Materialgewinnung aus dem Spenderblock
minimiert. (Nocito et al. 2001) Des Weiteren bietet die Technik den Vorteil, dass alle
Proben unter den gleichen Bedingungen (Temperatur etc.) gefarbt werden kénnen und
somit insgesamt eine bessere Vergleichbarkeit der Gewebe gewahrleistet wird. (Hsu et
al. 2002) In vielen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die TMA-Technik bei der
Analyse von PCA-Biomarkern trotz der Heterogenitat des Tumors sehr gute Ergebnisse
liefern kann. (Perrone et al. 2000, Rubin et al. 2002, Varambally et al. 2002) Man
unterscheidet bei der TMA-Technik zwischen der manuellen und der automatischen
Herstellung. Die manuelle Applikation erlaubt eine Anordnung von bis zu 120, die
automatische Applikation eine Anordnung von bis zu 1000 Gewebeproben in einem
Paraffinblock. (Kramer et al. 2007)
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111.6.2 Tissue-Microarray-Anfertigung

Die Anfertigung der TMAS geschah von Hand mit einem Tissue Microarray Kit der Firma
Beecher Instruments (MTA-I, Beecher Instruments Inc., Sun Prairie, Wisconsin, USA).
Hierbei wurden zwei bis acht Stanzen mit einem Durchmesser von 1,0 mm aus dem
Spenderblock (donor block) eines jeden Patienten entnommen und in einen
Empfangerblock (recipient block) eingesetzt (s. Abbildung 5). Diesem nur aus Paraffin
bestehenden Empféangerblock wurden in 1 mm Abstanden bis zu 64 (8x8) zylindrische
Stanzen mit demselben Durchmesser wie die Gewebestanzen entnommen. So entstanden
zylindrische Hohlrdume. Unmittelbar nach Entstehung eines jeden Hohlraumes wurde

dieser mit der entsprechenden Spenderblock-Gewebestanze gefullt.

Abbildung 5: Herstellung eines Tissue-Mikroarrays; Quelle: Bildarchiv des Labors
der Klinik fur Urologie des Universitatsklinikums Tibingen

Die Anzahl der zylindrischen Stanzen einer jeden Prostata war hierbei abhdngig von dem
vorliegenden Praparat. Handelte es sich um eine Prostata mit Low Gleason oder High
Gleason Tumor, die durch eine RPE entfernt worden war, wurden in der Regel zwei
Stanzen im Tumorzentrum entnommen, vier Stanzen im direkt an den Tumor
angrenzenden histologisch benignen Gewebe, das 0 bis 5 mm vom Tumor entfernt war
(auf den Array-Maps mit ,,nah“ deklariert), und zwei Stanzen in dem von dem Tumor
mindestens 10 mm entfernten histologisch benignen Gewebe (auf den Arraymaps mit
,fern® deklariert). Dies gelang mit Hilfe der HE-Grol3flachenschnitt-Schablonen (s.
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Kapitel ,,Anfertigung der GroBflachenschnitte und Verifikation*). Von den Prostatae, die
mittels palliativer TUR-P entfernt worden waren, wurden zwei Stanzen des tumordsen
Gewebes entnommen (auf den Arraymaps mit ,,palliativ deklariert). Handelte es sich um
benignes Prostatagewebe, welches bei einer TUR-P, TVP oder Zystoprostatektomie
entfernt wurde, wurden ebenfalls zwei Stanzen aus dem Driisengewebe angefertigt (auf

den Array-Maps mit ,,benigne* deklariert).

Als Orientierungshilfe und zur genauen Identifikation der einzelnen Arrays wurden
zusatzlich 3-5 Stanzen aus Schweinehodengewebe an verschiedenen Stellen und in
unterschiedlicher Anordnung (iiberwiegend L- oder T-férmig) zu den Patientenproben in

den Empfangerblock eingebracht.

So entstanden zundchst 10 Tissue-Microarrays mit den Gewebezylindern der an dieser

Studie teilnehmenden Patienten.

11.6.2.1 Arraymaps

Um die spatere Dokumentation der Mikroskopierergebnisse zu erleichtern, wurden
passend zu den jeweiligen Arrays Auswertebdgen, so genannte ,,Arraymaps®, erstellt (s.
Kapitel ,,Interpretation des Expressionsverhaltens). Diese spiegeln genau die Anordnung
der Proben auf dem Objekttrager wieder und erlaubten das Eintragen der in dieser Studie

gewonnenen Daten.

II1.7 Weitere Aufarbeitung zu Mikroskopiepraparaten

Aus den produzierten TMA-Paraffinblécken wurden im Anschluss 5 um dicke Schnitte
mit Hilfe eines Mikrotoms (Leica Rotationsmikrotom RM2125RT, Leica Biosystems
Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) angefertigt. Das Glétten der Schnitte erfolgte
im Paraffin-Streckbad (TFB 45, Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland) bei 48°C.
Danach folgte das Aufbringen auf SuperFrost-plus-Objekttrager (R. Langenbrinck,
Emmendingen, Deutschland). Im letzten Schritt wurden die fertig bestiickten
Objekttréger bei 37°C zur Trocknung ca. 16 Stunden im Warmeschrank (B40, Memmert,
Schwabach, Deutschland) aufbewahrt. Durch die Anfertigung der dinnen Schnitte,
entstanden aus den Gewebezylindern in den Paraffinblocken Gewebepunkte (Dots) auf
den Objekttragern (s. Abbildung 6).
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Abbildung 6: Die fertigen Dots auf einem Objekttréager beispielhaft gezeigt an
einem Array angeférbt mit 4E-BP1 bei 4-facher Vergréfierung

1.8 Nachstanzen

Vor der immunhistochemischen Féarbung erfolgte die erstmalige Sichtung der Gewebe
der verschiedenen Arrays. Da sich die Gewebezylinder beim Anfertigen der
mikroskopierbaren Schnitte zum Teil aus dem Empféangerblock herausgeldst hatten,
abgeschwommen waren oder die sichtbaren Dots nur zusammengefaltet zu sehen waren,
wurden drei weitere Tissue-Mikroarrays mit den verloren gegangenen oder nicht
auswertbaren Geweben, sogenannten Nachstanzen, angefertigt. Damit wurde die Zahl der
nicht auswertbaren Gewebeproben auf ein Minimum reduziert. Die Vorgehensweise der
nachgestanzten Arrays entsprach hierbei der im Kapitel ,,Tissue-Mikroarray-

Anfertigung® bereits beschriebenen.

Die Anzahl der angefertigten Tissue-Mikroarrays betrug letztlich somit 13.

1.9 Immunhistochemische Farbung

Die Immunhistochemie (IHC) beruht auf dem Prinzip der Antigen-Antikorperreaktion.
Ziel ist es hierbei, Proteine oder andere Strukturen in biologischem Untersuchungsgut
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(Gewebe) mit Hilfe von z.B. Antikorpern (AK), die an Farbstoffe gekoppelt sind, sichtbar
zu machen. (Ramos-Vara 2005)

I11.9.1 Allgemeine Aspekte

Man unterscheidet in der IHC hauptsachlich direkte von indirekten Farbungen. Von
der direkten Methode wird gesprochen, wenn ein primérer spezifischer AK, der mit einem
Enzym konjugiert ist, unmittelbar an das Gewebe (Epitop) bindet. Die indirekte Methode
hingegen besteht aus zwei Schritten: Als erstes bindet ein spezifischer unkonjugierter AK
an das Epitop. Dann wird im zweiten Schritt ein enzymkonjungierter sekundarer AK
aufgetragen, der an das Fc -Fragment des zuvor aufgebrachten primaren AK selektiv
bindet. Als Epitopindikator dient dann ein Farbstoff, der in der ausgelosten Enzym-
Substrat-Reaktion aus einem hinzugegebenen Chromogen entsteht. Der Vorteil dieser
Methode ist die hdhere Sensitivitat, da mehrere sekundare AK an einen priméaren AK
binden kénnen. (Ramos-Vara 2005, Aoki et al. 2010, Kerl et al. 2013)

111.9.2 Die Dextran-Polymer-Methodik

Die in der vorliegenden Arbeit genutzte Farbemethode ist die Dextran-
Polymerkonjugatmethode (EnVision™), die zu den Nachweisverfahren mit einer sehr
hohen Sensitivitat z&hlt. Hierbei ist der speziesspezifische sekundare AK mit einem
enzymmarkierten Polymer (Dextran) verbunden. Da es sich um die indirekte Zweischritt-
Methode handelt, bindet zunéachst der unkonjugierte primare AK an das Epitop und
daraufhin der sekundére AK an den priméren AK. Der Vorteil dieser Methode liegt darin,
dass die Dextrane mit sehr vielen Enzymen beladen werden kdnnen, was in einer
starkeren Chromogenumsetzung und damit in einer besseren Anfarbung des Epitops an
der Stelle der Antigene resultiert. Zudem wird im Gegensatz zur Labeled (Strept-)Avidin-
Biotin-Methode (LSAB) kein Biotin verwendet, was die Qualitat der Farbung negativ
beeinflussen kann. (Key 2006, Vosse et al. 2007, Kerl et al. 2013)

I11.9.3 Ausfuhrung der immunhistochemischen Farbung am TMA

Die immunhistochemische Fé&rbung wurde im uroonkologischen Labor des
Universitatsklinikum Tibingen von Frau Ursula Kihs durchgefuhrt. Als erster Schritt,
der vor der regelrechten Farbung der 5 um dicken Gewebeschnitte durchgefiihrt werden
musste, erfolgte das Abschmelzen des Paraffins. Die Entparaffinierung ist erforderlich,

da es sich bei der Farbelosung um ein wéssriges Medium handelt. Hierfur wurden die
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Schnitte 30 min lang bei 58°C in einem Wérmeschrank (ED 53, Binder GmbH,
Tuttlingen, Deutschland) aufbewahrt und anschlieBend dreimal fir 10 min mit dem
Intermedium Xylol inkubiert. Danach erfolgte die Rehydratisierung mit Alkohol in
absteigender Konzentration, indem die Préparate jeweils zweimal 7 min mit 100 %
Ethanol, zweimal 7 min mit 96 % Ethanol und einmal 7 min mit 70 % Ethanol durchtrankt
wurden. Es folgte eine finfminltige Spilung mit Aqua dest. Der nachste Schritt der
Vorbehandlung war die Demaskierung. Fir die AK mTOR und p-mTOR wurden die
Schnitte 20 min lang und fur 4E-BP1 dreimal 5 min lang in der Mikrowelle (Stufe 2) in
Citratpuffer (10 mM, pH 6,0; hergestellt unter Kontrolle des pH-Werts aus 18 ml
Stammpuffer A (Zitronensaure) + 82 ml Stammpuffer B (Natriumcitrat) und auf 2000 ml
mit Aqua dest. aufgefillt) gekocht. Darauf folgte ein dreiBigmindtiges Abkihlen auf
Raumtemperatur (RT, ca. 21°C) und es wurde zweimal 5 min mit TBST-Pufferlésung
(Tris-buffered Saline and Tween 20: 0,5 mol Tris, 0,15 mol NaCl, 0,1 % Tween 20;
hergestellt aus 50 ml 1-molarem Tris, 50 ml 3-molarem NaCl und 1000 pl Tween 20)
gewaschen. Um Reaktionen mit alkalischen Phosphatasen oder Peroxidasen zu
vermeiden, wurde das Gewebe je nach SchnittgréRRe mit ca. 5-8 Tropfen Dualblock (Dual
Endogenous Enzyme Block, Dako S2003, Dako Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland) ca. 10 min lang inkubiert und anschlieBend noch zweimal 5 min mit TBST-
Pufferldsung gewaschen.

Im Anschluss an die Vorbehandlung erfolgte die Inkubation mit den fiir formalinfixierte,
paraffinierte Gewebe passenden Primdrantikérpern (mTOR, p-mTOR und 4E-BP1). Die
Inkubation mit den verdiinnten AK erfolgte tber Nacht bei 4°C im Kdihlschrank. Die
optimale Konzentration der Primarantikdrper in der Verdinnungsflissigkeit (Dako S
S0809, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) wurde im Voraus bereits
ermittelt. Die Verdinnung betrug fur mTOR 1:25, fir p-mTOR 1:50 und fur 4E-BP1
1:100. Daraufhin wurde dreimal 5 min mit TBST-Pufferlosung gespilt, um die
Entfernung der tberschussigen AK sicherzustellen. Daraufhin wurden die Schnitte 30
min lang mit den sekundaren Briicken-AK (LINK, Vial 1, Testkit EnVision™ G|2
System/AP Rabbit/Mouse, K5355, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland)
inkubiert und erneut dreimal 5 min mit TBST-Pufferlésung gespult. Die Inkubation mit
AP-Enzyme (ENHANCER, Vial 2, Testkit EnVision™ G|2 System/AP, Rabbit/Mouse,
K5355, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) fur 30 min war der néchste
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Schritt, der mit dreimal finfminltigem Spilen mit TBST-Pufferldsung beendet wurde.
AnschlieBend wurden die Proben fir 12 min (mTOR), 9 min (p-mTOR) und 10 min (4E-
BP1) in Permanent Red Arbeitsldsung (1000 pl Permanent Red Substrat (Vial 3), 10 pl
Liquid Permanent Red Chromogen (Vial 4), Testkit EnVision™ G2 System/AP
Rabbit/Mouse, K5355, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) gelagert.
Dabei lief durch die Enzyme die Umwandlung von Chromogen in roten Farbstoff ab. Die
Beendigung dieser Reaktion geschah durch zweimal finfminutiges Spilen mit Aqua dest.
Die Gegenfarbung zur Kontrastverstarkung erfolgte danach 40 sec (nTOR), 60 sec (p-
mTOR) und 20 sec (4E-BP1) lang mit Hamatoxylin nach Mayer. Das restliche
H&matoxylin wurde mit Aqua dest. abgespult. Die Gewebeschnitte wurden daraufhin 7
min lang in Leitungswasser geblaut. Das Eindecken der Schnitte erfolgte mit Aquatex

(Merck, Darmstadt, Deutschland) und zuletzt wurde ein Deckglas aufgebracht.

Als Priméarantikdérper wurden folgende monoklonalen Kaninchenantikorper verwendet:
MTOR (7C10) Rabbit mAb (IHC Specific) #2983; p-mTOR (Ser2448) (49F9), Rabbit
mAb (IHC Specific) #2976; 4E-BP1 (53H11) Rabbit mAb (IHC Specific) #9644. Alle
Primdrantikorper stammen von der Firma Cell Signaling Technology (Danvers,
Massachusetts, USA; s. Tabelle 6).

Jegliche Reagenzien, die bei der Farbung der Schnitte Verwendung fanden, wurden den
Herstellerangaben entsprechend aufbewahrt und vor Beginn der Inkubationsschritte auf
RT gebracht.

Eine Qualitatskontrolle erfolgte bei allen Farbedurchgangen durch jeweils eine
Positivkontrolle mit ausgewiesenem antigentragendem humanem Gewebe und eine
Negativkontrolle ohne Primarantikorper. Diese Kontrollen sichern die richtige

Interpretation der immunhistochemischen Farbereaktion. (Dabbs 2013)
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Primar-  Phospho- Firma Herkunft Verdiinn- iVerdinn- ‘Inkuba-  Inkuba-

Antikorper irylierungs- ‘ungsme-  ung ‘tionszeit i tionstem-
‘stelle dium peratur
mTOR - Cell Kaninchen, :Dako® S 1:25 18 h 4°C
Signaling  :monoklonal:S0809
Technology
®
p-mTOR  :Ser2448 Cell Kaninchen, :Dako® S :1:50 18 h 4°C
Signaling  :monoklonal:S0809
Technology
®
4E-BP1 - Cell Kaninchen, :Dako® S :1:100 18 h 4°C
Signaling monoklonal:S0809
Technology
®

Tabelle 6: Ubersicht iiber die verwendeten Primarantikorper

[11.10 Uberprifung der deklarierten Gewebegruppe

Bevor die Evaluation der geférbten Dots begonnen werden konnte, musste entschieden
werden, ob der Dot der jeweiligen Gewebebezeichnung, die auf der Arraymap vermerkt
war, gerecht wurde. Das bedeutet, dass ein Dot der Gewebegruppe ,,benigne*, ,,nah* oder
»fern® keinen Tumor enthalten durfte. Die Dots der Gewebegruppe ,,Tumor* und
»palliativ’® hingegen mussten tumordses Gewebe aufweisen. War dies nicht der Fall,
konnte der Dot nicht gewertet werden. Diese Aufgabe wurde sehr sorgféltig mit Hilfe von
Herrn Dr. Marcus Scharpf vorgenommen und sicherte die korrekte histologische

Evaluation.

II.11 Verbundprojekt

Durch die kompetente und freundliche Unterstiitzung von weiteren Doktoranden der
Urologie, die an diesem Verbundprojekt arbeiteten, konnten die oben aufgefiihrten
Arbeitsschritte organisiert und bewerkstelligt werden. Die Durchsicht der Patientenakten
und die Erhebung der relevanten Daten zur Erstellung einer definitiven Datenbank, die
die Basis der statistischen Auswertung bildete, ibernahmen Herr Lennart Jobst und Herr
Luca Ulrich. Die Erstellung des Tissue-Microarrays mit allen Malinahmen, die zur
Vorbereitung nétig waren, wurde durch Herrn Yannick Pach und Herrn David Rodriguez

sehr sorgfaéltig durchgefihrt.
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II1.12 Histologische Evaluierung der immunhistochemischen
Farbung

Im Anschluss an die durch die an diesem Verbundprojekt mitarbeitenden Doktoranden
und Mitwirkenden dieser Studie durchgefuhrten Arbeitsschritte konnte durch mich die

Auswertung der immunhistochemischen Farbung vorgenommen werden.

II1.12.1 Erfassung des Expressionsverhaltens

Die Erfassung des Expressionsverhaltens erfolgte zunéchst durch Mikroskopieren mittels
eines Zeiss-Universal-Lichtmikroskops (Zeiss Universal, Carl Zeiss, Jena, Deutschland)
bei mittlerer konstanter Lichtintensitat und bei 25-facher (Mé&andern) bis 160-facher
VergroRerung, um sich eine Ubersicht iiber die Gewebeproben (Dots) und ihre Farbung

zu verschaffen.

Die Positivkontrollen (s. Kapitel ,,Praktische Durchfithrung der Féarbung®) der drei
Marker zeigten eine adaquate immunhistochemische Reaktion im Sinne einer

ausgepragten Anféarbbarkeit und die Negativkontrollen wie erwartet keine Reaktion.

Als erstes wurde jeder Dot charakterisiert, indem er mit zwei bis drei stichpunktartigen
Satzen beschrieben wurde. Die Beschreibung enthielt Informationen dariiber, wie sich die
Drusen des jeweiligen Dots darstellten und ob die Farbung gleichmaRig sichtbar war.
Einige Dots waren nur zur Halfte sichtbar oder durch den Schneidevorgang vollstandig

herausgeldst. Auch das wurde notiert.

Als ndchster Schritt schloss sich das Digitalisieren der Préparate an, indem die
Objekttréager mit den Gewebedots (Arrays) mit einem Objekttrager-Scanner (Leica Slide
Scanner SCN400, Leica Biosystems GmbH, Nussloch, Deutschland) eingescannt
wurden. Die erhaltenen Datensatze waren insgesamt 31,16 Gigabyte (GB) grof3, wobei
die einzelnen Arrays eine GrolRe von 438 MB bis 1,06 GB hatten. Sie wurden auf einer

externen Festplatte gespeichert.

Die Digitalisierung ermdoglichte das Betrachten der Gewebedots mit Hilfe des zuvor
kostenfrei heruntergeladenen Programms Aperio ImageScope (Leica Biosystems GmbH,
Nussloch, Deutschland), eines Notebooks und eines an dieses Notebook angeschlossenen

Monitors. Das Programm ImageScope ermoglichte es, die Gewebedots bis zu einer 200-
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fachen VergroRerung zu betrachten. Um eine bessere Vergleichbarkeit der einzelnen
Gewebedots zu erzielen und einen Anhaltspunkt fiir die verschiedenen Férbeintensitaten
zu haben, wurde mit dem Bildbearbeitungsprogramm Ulead Photolmpact (Corel
Corporation, Ottawa, Ontario, Kanada) ein Eich-Bild, das alle Farbeintensitaten
beinhaltet, zusammengestellt. Hierflr wurden zunéchst Screenshots der in den jeweiligen
Intensitaten angeféarbten Driisenzellen angefertigt, die dann von oben nach unten in

aufsteigender Farbeintensitdt zu einem einzigen Bild zusammengesetzt wurden (s.

128 Aperio ImageScope v12.1.0.5029 - [ImageCollection_0000007443_2015-09-18 15_40_18.scn - ' _EJ pmTOR - Windows-Fotoanzeige = “
File Edit Image View Tools Window Help | = o
FNeoW-0 O0=< [ Hfecl HEPG Oheliew0o = Wk T ‘ Datei Drucken E-Mail  Breanen v Offnen (2]

Zoom

Fi
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i
|
|

[ 37248x 37824 x 3= 39GB, fle = 64SMB | 25374, 17735 50312953 | 27917,20292 | prefetching / trackmap / progressive rendering AIC.T20% | PAN

Abbildung 7: Beispiel fur einen Dot (p-mTOR) bei 40-facher VergroRerung und das dazugehorige Eich-
Bild

Fur die Herstellung der Eich-Bilder musste zundchst festgelegt werden, wie viele
Farbeintensitdten es fur eine Farbung geben soll und welche Dots diese am besten
darstellen, um die Dots dann als ,,Musterdots* reprisentativ fiir die jeweilige

Farbeintensitat heranziehen zu kénnen. Das erforderte ein erneutes Mikroskopieren aller
Dots.

I11.12.2 Interpretation des Expressionsverhaltens

Als néchstes schloss sich das Mikroskopieren mithilfe der angefertigten Eich-Bilder an.
Der Vorteil dieses Mikroskopierens mit dem Notebook und Monitor lag darin, dass die

Zellen auf einem grof3en Bildschirm betrachtet und nach Bedarf die Eich-Bilder fir einen

60



direkten Vergleich eingeblendet werden konnten. Beides kam der analogen Bewertung
der Farbeintensitat der Driisenzellen zugute.

Bewertet wurde zun&chst ausschlieBlich die Férbeintensitat der Zellen des
Driisenepithels. Da keine einheitliche Farbeintensitat in den Dots zu erkennen war und
sich bis auf einige Ausnahmen alle Drlsenzellen anférbten, war ein Score wie der
immunreaktive Score (IRS) nach Remmele und Stegner (Remmele & Stegner 1987, Li et
al. 2008, Chuang et al. 2009) nicht verwendbar. Aus diesem Grund kam der
semiquantitative H-Score (Detre et al. 1995, Theodorescu et al. 1997, Aye Thike 2001,
Ishibashi et al. 2003, Nasir et al. 2011, Ferrandiz-Pulido et al. 2013) zur Anwendung, der
sich fir die zytoplasmatische Farbung aufgrund der Heterogenitét der Féarbeintensitét der
einzelnen Dots als am geeignetsten darstellte. Jeder Farbeintensitat wurde jeweils ein
Zahlenwert zugeordnet. Bei allen drei Proteinparametern (ImTOR, p-mTOR und 4E-BP1)
gab es 4 Intensitdten mit den Werten ,,0-3%. ,,0“ stellte dabei die nicht angeféarbten Zellen,
, 1 die schwach angefirbten Zellen, ,,2 die Zellen mit mittlerer und 3 die Zellen mit
hochster Farbeintensitdt dar. Des Weiteren war bei der Auswertung der
Immunhistochemie fur den Marker 4E-BP1 im Gegensatz zu mTOR und p-mTOR bei

den meisten Dots eine Féarbung der Kerne deutlich erkennbar (s. Abbildung 8).
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Abbildung 8: Bespiel fir einen Dot, der bei 4E-BP1 im Gegensatz zu mTOR und p-mTOR eine
Anfarbbarkeit der Kerne zeigt

Die Beobachtung, dass neben dem Zytoplasma auch die Kerne eine 4E-BP1- Expression
aufwiesen, konnte bereits in verschiedenen Studien gemacht werden. So fanden z.B.
Rong et al. in ihrer Studie heraus, dass ca. 30 % des Proteins im Nukleus lokalisiert war.
(Rong et al. 2008) Auch Kasajima et al. erkannten eine Anfarbung der Kerne im
Tumorgewebe, bewerteten diese jedoch aufgrund der geringen Farbeintensitat nicht.
(Kasajima et al. 2011) Im Gegensatz zu diesen beiden Studien erkannten Xu et al., die
verschiedene Tumore, unter anderem auch PCA-Gewebe, mit 4E-BP1 anfarbten, keine
zellulére Anféarbbarkeit. (Xu et al. 2004)

Da in dieser Studie eine eindeutige Anfarbung der Kerne erkennbar war, wurde fir 4E-
BP1 eine weitere Einteilung fur Aussagen, die die zellulare Lokalisation betreffen,
vorgenommen: Falls in einem Dot nahezu keine Kerne angeféarbt waren (< 1 %), erhielt
er zusétzlich zu dem zytoplasmatischen Wert den nukledren Wert 0. Waren wenige Kerne
angefarbt (2-10 %), so wurde ihm der Wert 1 zugeordnet. In dem Fall, dass maRig viele
Kerne angefarbt wurden (11-49 %), erhielt der Dot zusétzlich den Wert 2. Waren viele
Kerne angeféarbt (> 50 %), wurde ihm der Wert 3 zugeordnet. Ein Zusammenhang
zwischen der Férbeintensitat und der angefarbten Kerne konnte zunéchst jedoch nicht

62



ausgemacht werden. D. h. bei einem benignen Dot war die Farbeintensitat der Zellen
beispielsweise ,,1* und der Wert der angefarbten Kerne ,,2, wohingegen bei einem
anderen die Intensitit ebenfalls ,,1° war, aber keine Kerne angefarbt waren (nukleérer
Wert ,,0°). Aus diesem Grund wurde die Bewertung der Zellkerne unabhéngig von der

Anférbbarkeit des Zytoplasmas der Zellen begutachtet.

So wurde jeder einzelne Dot der drei Proteinparameter am Monitor bezlglich der
Farbeintensitat der Drusenzellen studiert. Um der Heterogenitat der Anfarbbarkeit der
Zellen in einem Dot Rechnung zu tragen, wurde der Dot in 10 %-Abstufungen beurteilt.
Alle Drisenzellen eines Dots zusammen entsprachen somit 100 %. Beispiel: ein Dot hat
20 % Zellen mit der zytoplasmatischen Farbeintensitat 0, 10 % mit der Farbeintensitat 1,
40 % Zellen mit der Farbeintensitat 2 und 30 % Zellen mit der Farbeintensitat 3. Die
Gesamtwertung des Dots wurde dann aus den partikuldren Werten errechnet, indem der
Intensitatswert mit der Prozentzahl der in der jeweiligen Intensitat angefarbten Zellen
multipliziert und nachfolgend die Ergebnisse addiert wurden. In dem oben beschriebenen
Beispiel bedeutet das: 0-20+1-10+2-40+3-30=180. Diese Art der Dot-Bewertung kam
insbesondere den mit p-mTOR angefarbten Geweben zugute. Denn eine Auffalligkeit bei
dieser Farbung war, dass die Farbung insgesamt deutlich heterogener war als die von
MTOR und 4E-BP1 und einige Drisen in einem Dot z.T. sehr stark angefarbt waren,
wohingegen der Rest des Dots eine geringere Anfarbbarkeit aufwies (= Verteilung der
Féarbung fokal, s. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Beispiel fur einen Dot (p-mTOR), der eine fokale Verteilung der Farbung zeigt

Eine weitere Besonderheit bei p-mTOR war, dass die Drisenzellen innerhalb des
luminalen Zytoplasmas und in der luminalen Zellwand zum Teil eine starkere
Anférbbarkeit zeigten als innerhalb des basalen Zytoplasmas, was 2 verschiedene
Farbeintensitédten in einer Zelle bedeutete (s. Abbildung 10). Um die Vergleichbarkeit der
Dots trotzdem zu gewahrleisten, erfolgte die Bewertung der Zellen wie im folgenden
Beispiel erlautert: Alle Zellen (100 %) wiesen basal eine Farbeintensitat von 1 auf und
luminal eine Farbeintensitat von 2, dann bedeutete das fiir die Berechnung des Scores:
Luminal Férbeintensitdt 2 und basal Farbeintensitat 1-50+2-50=150. Ein weiteres

Beispiel: 60 % der Zellen wiesen basal eine Farbeintensitat von 2 auf und luminal eine
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Farbeintensitat von 3 auf, wahrend die restlichen 40 % der Zellen eine Farbeintensitat von
1 aufwiesen. Der Score berechnete sich dann wie folgt: 30-2+30-3+40-1=190.

Abbildung 10: zwei Beispiele fur Dots (p-mTOR), bei denen sich eine Zweifarbigkeit einiger Zellen zeigte
(s. Pfeile)

Eine derartige Beschreibung der Farbeintensitit mit einem numerischen Wert wurde fiir
jeden Dot und jeden Marker durchgefiihrt. Das bedeutet, es existierte schlieBlich fur jeden
Dot genau ein Gesamtwert (s. Abbildung 11). Der niedrigste Gesamtwert betrug 0 Punkte,
wenn alle Zellen (100 %) den Farbeintensitatswert O erhielten. Der hochste Gesamtwert
(Score) von 300 Punkten wurde erreicht, wenn alle Zellen (100 %) die Farbeintensitat 3
erhielten. Von 0 bis 300 konnte somit in 10er-Schritten jeder Gesamtwert vergeben
werden. Sofern der Dot einen Score von 0-50 erhielt, war er insgesamt negativ, also wenig
gefarbt. Bei einem Score von 51-100 war der Dot schwach positiv, bei 101-200 Punkten

maRig positiv und bei 201-300 Punkten stark positiv. Diese Scorewertung wurde bei allen

65



drei Markern angewendet. Die Dots, die mit 4E-BP1 markiert wurden, wurden zusatzlich
mit der oben beschriebenen Wertung in Bezug auf die Kerne versehen.

m Firbeintensitat 3 ® Farbeintensitat 2

Farbeintensitdt 1 Farbeintensitdt 0

20%

Ergebnis:
40% 403
+10-2
+30-1
+20-0
=170

30%

10%

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Berechnung der Gesamtwerte anhand
eines Beispieldots

Die zur Dokumentation der Mikroskopierergebnisse angefertigten Arraymaps dienten
dem Eintrag der gewonnenen Einzel- und Gesamtwerte. Das Eintragen der Werte wurde
verblindet durchgefihrt. Zu den Informationen, die sich auf den Arraymaps befanden,
zéhlten lediglich die K-Nummer der Pathologie, die Blocknummer des Paraffinblockes,
aus dem das Gewebe stammte und die Zuordnung zu einer Gewebegruppe. Dadurch war
nach der Bewertung aller Dots die Zuordnung zu den in den Datenbanken aufgelisteten
Gewebeentnahmeorten gesichert. Wéhrend der Bewertung konnten hingegen keine
Konklusionen auf die individuellen Patientendaten gezogen werden, was moglicherweise
einen negativen Einfluss auf die Objektivitdt bei der Beurteilung der Farbung der

einzelnen Dots gehabt hatte.

Auf diese Weise wurde jeder Dot zwei Mal mikroskopiert und jeweils ein
Farbeintensitats-Gesamtwert ermittelt. Im Fall von 4E-BP1 wurde zudem in den zwei
Mikroskopierdurchgangen die Anzahl der angeférbten Kerne bestimmt. Bei der

Bewertung der Dots war darauf zu achten, dass der zweite Mikroskopierdurchgang
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zeitlich von dem ersten Durchgang entfernt war, damit die Erinnerung an die Dotwertung

nicht mehr allzu présent war.

Danach wurden die Ergebnisse beider Mikroskopierdurchgénge aufgedeckt und die
Gesamtwerte miteinander verglichen. Sofern die Abweichung der beiden Ergebnisse
mehr als 10 % (& 30 Punkte) betrug, wurde ein drittes Mal mikroskopiert. Im Fall von
4E-BP1 wurde zudem ein drittes Mal mikroskopiert, wenn der zweite nukledre Wert von
dem ersten abwich. Somit existierten, je nachdem, ob der Dot zwei- oder dreimal
mikroskopiert wurde, entsprechend viele Gesamtwerte. Um am Ende genau einen Wert
pro Dot zu erhalten, wurde bei zwei Durchgangen wie folgt vorgegangen: Sofern der
Gesamtwert des zweiten Mikroskopierdurchgangs derselbe war wie der des ersten, wurde
dieser als Ergebniswert Gbernommen. Beispiel: 230 (erster Wert) und 230 (zweiter Wert);
Ergebnis: 230. Bei einer Gesamtwert-Abweichung bis 30 Punkte wurde der Mittelwert
aus beiden Durchgéngen gebildet. Bei einer Abweichung von 10 oder 30 Punkten kam
man somit auf ein Ergebniswert mit der Endziffer 5. Beispiel: 210 (erster Wert) und 220
(zweiter Wert); Ergebnis: 215. Sofern die Abweichung 20 Punkte betrug, hatte der
Ergebniswert die Endziffer 0. Beispiel: 210 (erster Wert) 230 (zweiter Wert); Ergebnis:
220. Bei drei Mikroskopierdurchgédngen wurden alle drei Gesamtwerte miteinander
verglichen. Sofern der dritte Wert mit einem der beiden vorigen Werte identisch war,
wurde dieser als Ergebniswert festgelegt. Bsp.: 140 (erster Wert), 180 (zweiter Wert) und
180 (dritter Wert); Ergebnis: 180. In dem Fall, dass der dritte ermittelte Wert genau den
Mittelwert der anderen beiden Werte darstellte, wurde dieser bernommen. Bsp.: 120
(erster Wert), 160 (zweiter Wert) und 140 (dritter Wert); Ergebnis: 140. Falls weder der
eine noch der andere oben beschriebene Fall zutraf, wurden die zwei am né&chsten
beieinander liegenden Werte herangezogen und aus ihnen der Mittelwert gebildet. Ein
Wert fiel somit aus der Bewertung. Bsp.: 130 (erster Wert), 170 (zweiter Wert), 160
(dritter Wert); Ergebnis: 165.

Sofern bei der nukledren Bewertung von 4E-BP1 beide Mikroskopierdurchgénge die
gleichen Werte aufwiesen, wurde dieser als Ergebniswert festgelegt. Beispiel: 1 (erster
Wert) und 1 (zweiter Wert); Ergebnis: 1. In dem seltenen Fall, dass ein drittes Mal

mikroskopiert werden musste, weil sich die ersten beiden Durchgénge unterschieden,
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wurde der doppelt ermittelte Wert als Ergebniswert definiert. Beispiel: 2 (erster Wert), 1
(zweiter Wert) und 2 (dritter Wert); Ergebnis: 2.

Somit erhielt letztlich jeder Dot genau einen zytoplasmatischen Wert zwischen 0 und 300
und die Dots mit dem Marker 4E-BP1 zusétzlich einen nukledren Wert zwischen 0 und
3.

I11.12.3 Synchronisation des Expressionsverhaltens in die Datenbanken

AbschlieRend erfolgte das Ubertragen der in die Arraymaps eingetragenen Ergebnisse in
die Datenbanken. Gesetz den Fall, dass mehrere Dots einer Gewebegruppe eines
Patienten und damit auch mehrere Ergebnisse existierten, wurden sowohl der Mittelwert
als auch der hochste Wert dieser Ergebnisse (Mittelwert-Score und Maximalwert-Score)
in den Datenbanken vermerkt, um die statistische Auswertung der Ergebnisse zu
ermoglichen. Hierfir wurden die Uberschriften ,,mTOR Mittelwert, ,,mTOR
Maximalwert®, ,,p-mTOR Mittelwert®, ,,p-mTOR Maximalwert®, ,4E-BP1 Mittelwert",
,4E-BP1 Maximalwert”, ,,4E-BP1 Kern Mittelwert” und ,,4E-BP1 Kern Maximalwert*

in den Datenbanken ergénzt. Somit wurden insgesamt acht Spalten hinzugeftigt.

II1.13 Statistische Auswertungen der Datenbanken

Die statistische Evaluierung der in den Datenbanken zusammengetragenen Parameter
wurde mit der Statistiksoftware JMP 13.0.0® (SAS Institute, Cary, North Carolina, USA)
durchgefiihrt.

Als parameterfreier statistischer Test kam der Wilcoxon-Test zum Einsatz. Als Post-Hoc-
Test wurde der Tukey-HSD-Test verwendet, mit dem alle Paare miteinander verglichen
wurden. Regressionsanalysen wurden vorgenommen, um die Beziehungen zwischen

mehreren unabhangigen Variablen zu modellieren.

Die bildliche Darstellung der Daten erfolgte auf Basis der von JMP erstellten Ergebnisse
als Quantile. Die x-Achse wurde hierbei mit den ordinalen und nominalen Werten und

die y-Achse mit den stetigen Werten bestickt.

Zur Veranschaulichung der Korrelation von zwei stetigen Werten wurde eine

Ausgleichsgerade dargestellt.
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Bei der Untersuchung der Kernanfarbung von 4E-BP1 wurden zur Verbildlichung
Mosaikdiagramme erstellt. Die x-Achse wurde hier ebenfalls mit den ordinalen Werten
bestlickt. Die y-Achse zeigt den prozentualen Anteil der jeweils angefarbten Kerne. Die
farbliche Abstufung entspricht den Scores 0 bis 3 (s. ,Interpretation des

Expressionsverhaltens®).

Das verwendete Signifikanzniveau lag bei 5 % (a= 0,05). Das heift, es konnten jene

Mittelwertunterschiede als signifikant erachtet werden, deren p-Wert unter 0,05 lag.

I1.14 Verwendete Programme und technische Erfassung der
Farbung

e Literaturverwaltungsprogramm: EndNote X7.3.1® (Thomson Reuters, New York
City, Vereinigte Staaten)

e Textverarbeitungsprogramm: Microsoft® Word 2016 (Microsoft Deutschland
GmbH, Unterschlei8heim)

e Erstellung der Tabellen: Microsoft® PowerPoint 2016 (Microsoft Deutschland
GmbH, Unterschleiheim)

e Bildbearbeitungsprogramme: Ulead Photolmpact 8.0® (Corel Corporation,
Ottawa, Ontario, Kanada), Paint.NET 4.0.19® (Microsoft Corporation, Redmond,
Washington, USA), Inkscape 0.92.2® (Free Software Foundation, Boston,
Massachusetts, USA)

e Bildbetrachtungssoftware: Aperio ImageScope 12.1.0® (Leica Biosystems
GmbH, Nussloch, Deutschland)

e Statistiksoftware: JMP 13.0.0%° (SAS Institute, Cary, North Carolina, USA)

e Datenbankerstellung: Microsoft Excel 2016® (Microsoft Deutschland GmbH,
UnterschleiBheim)

e Objekttrager-Scanner: Leica Slide Scanner SCN400, (Leica Biosystems GmbH,
Nussloch, Deutschland)
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IV. Ergebnisse

IV.1 Charakteristika des Studienkollektivs

Von den insgesamt 111 Patienten dieser Studie litten 85 an einem Prostatakarzinom in
unterschiedlichen Stadien. Bei 53 Patienten erfolgte eine radikale Prostatektomie. 32 der
85 Patienten mit PCA erhielten als Therapie des fortgeschrittenen PCA (M1) eine
palliative TUR-P. Hinzu kamen 26 weitere Patienten, die sich entweder aufgrund eines
Harnblasenkarzinoms oder BPH einer operativen Therapie unterzogen. Das Gewebe

dieser 26 Patienten wies keinen malignen Tumor auf.

Das Patientenalter am Tag der Operation reichte von 51 bis 95 Jahre. Im Mittel betrug es
68,3 Jahre. Der Median lag bei 68 Jahren und die Standardabweichung bei 7,6 Jahren (bei
n=111). Der vor der Operation ermittelte PSA-Wert betrug im Durchschnitt 95,6 ng/ml.
Der Median ergab 7,8 ng/ml und die Standardabweichung 485,9 ng/ml (bei n = 101).

Die Verteilung des Alters am Tag der OP und des PSA-Wertes vor der OP zeigte sich bei
den verschiedenen Subkollektiven wie in Tabelle 7 aufgelistet.

Patienten ohne PCA Patienten mit PCA (MO0) Patienten mit PCA (M1)

Anzahl gesamt 26 53 32
. bei . bei . bei

Spanne | Mittelwert e Spanne | Mittelwert e Spanne | Mittelwert e
Alter am Tag der OP 70,5 64,4 72,8
(in Jahren) 55-82 (£ 6,6) 26 51-78 (£5.3) 53 54-95 (+8,5) 32
PSA vor der OP 1,3- 9,7 8,4 301
(in ng/ml) 318 (£8,2) 2010130 1 oq 51 04T i geyq) |30

Tabelle 7: Differenzierte Ubersicht tiber das Alter am Tag der OP und den PSA-Wert vor der OP

Von den 26 Patienten ohne Prostatakarzinom, die in diese Studie aufgenommen wurden,
sind 11 Patienten mittels TUR-P operiert worden. Bei 8 Patienten wurde eine
transvesikale Prostata-Adenom-Enukleation durchgefiihrt und bei 7 Patienten eine
radikale Zystoprostatektomie. Diese 7 Patienten litten alle an einem muskelinvasiven
Blasenkarzinom. Sofern im Ergebnisteil von ,,benigne* gesprochen wurde, bezog sich die
Auswertung allein auf diese 26 Prostatae. Wenn die Bezeichnung ,,benignes Gewebe*
lautete, waren sowohl die Gewebeproben der 26 Prostatae, die keinen malignen Tumor
aufwiesen, als auch die Gewebeproben aus tumorangrenzenden histologisch benignen

Arealen inkludiert.
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Die insgesamt 32 Patienten mit fortgeschrittenem PCA (M1) lieRen sich in 14 Patienten
mit hormonsensitivem und 18 Patienten mit kastrationsresistentem PCA aufteilen. VVon
diesen 32 Patienten wurden 28 mittels antiandrogener Therapie behandelt. Hier lag die
Therapiedauer zwischen einem Monat und 180 Monaten. Im Durchschnitt betrug sie 32,3
Monate. Der Median ergab 15 Monate und die Standardabweichung 40,6 Monate (bei n
= 28). Das N-Stadium dieser Patienten zeigte sich wie folgt:

Patienten
mit PCA (M1)
0 [3(15%)
N-Stadium
1 17 (85%)
bei n= 20

Tabelle 8: N-Stadium der Patienten
mit metastasiertem PCA

Die Verteilung des T-Stadium und des Gleason-Scores der organbegrenzten und

metastasierten PCAs zeigte sich wie folgt:

Patienten Patienten
mit PCA (M0) | mit PCA (M1)
T2a 5(9,43%) 0 (0%)

T2c 32 (60,38%) 2 (11,76%)
T-Stadium | T3a |12 (22,64%) 1(5,88%)

T3b 4 (7,55%) 3(17,65%)
T4 0(0%) 11 (64,71%)
bei n= 53 17

Tabelle 9: Differenzierte Ubersicht tiber das T-Stadium

Patienten Patienten
mit PCA (M0) | mit PCA (M1)

6 12(22,64%) |0(0%)
7a 11(20,75%) |1(3,57%)
Gleason- = 7b 6(11,32%) 0 (0%)

Score 8 10(18,87%) |3 (10,71%)
13 (24,53%) 21 (75%)
10 1 (1,89%) 3(10,71%)

bei n= 53 28

Tabelle 10: Differenzierte Ubersicht tiber den Gleason-
Score
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IV.2 Immunhistochemisches Expressionsverhalten

Es zeigten sich flr die verschiedenen Antikorper unterschiedliche Farbeverhalten, die im

Folgenden beschrieben sind.

IV.2.1 Immunhistochemisches Farbeergebnis von mTOR

Die Farbung mit mTOR zeigte sich ausschliel3lich im Zytoplasma des Drisenepithels. Sie
war schwach rot und im gesamten Zytoplasma einer Zelle iberwiegend einheitlich. Die
Abbildung 12 zeigt exemplarisch an vier unterschiedlichen Dots, wie sich die Driisen mit
mTOR anféarben lieen. Bei mTOR lieRen sich vier verschiedene Férbeintensitaten
herausarbeiten, mit Hilfe derer ein Gesamtscore fir jeden Dot berechnet werden konnte
(s. Kapitel ,Interpretation des Expressionsverhaltens®). Mit 0 sind die Zellen
gekennzeichnet, die keine Farbung aufwiesen, und mit 3 die Zellen mit der stérksten

Farbeintensitat.
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Abbildung 12: Féarbeergebnis von mTOR: Intensitaten 0-3 bei drei Vergréfierungen

IV.2.2 Immunhistochemisches Farbeergebnis von p-mTOR

Die Farbung mit p-mTOR manifestierte sich ebenfalls im Zytoplasma des Driisenepithels.
Sie war leuchtend rot und im Zytoplasma einer Zelle z.T. inhomogen. Die Zellen zeigten
innerhalb des luminalen Zytoplasmas und in der luminalen Zellwand zum Teil eine
starkere Anfarbbarkeit als basal, was 2 verschiedene Férbeintensititen in einer Zelle
bedeutete (s. Abbildung 10 im Kapitel ,,Interpretation des Expressionsverhaltens). Eine
weitere Auffalligkeit bei dieser Farbung war, dass die Farbung insgesamt deutlich
heterogener war und einige Drisen in einem Dot z.T. sehr stark angefarbt waren,

wohingegen der Rest eine geringe Anfarbbarkeit aufwies (s. Abbildung 9 im Kapitel
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HInterpretation des Expressionsverhaltens®). Wie bei mTOR zeigten sich bei p-mTOR
vier verschiedene Farbeintensitaten, die in Abbildung 13 anhand von vier verschiedenen
Dots beispielhaft abgebildet werden.

150x 375X 750x

N

Abbildung 13: Farbeergebnis von p-mTOR: Intensitéten 0-3 bei drei VergréRerungen

IV.2.3 Immunhistochemisches Farbeergebnis von 4E-BP1

4E-BP1 zeigte eine zytoplasmatisch leuchtend rote Farbung. Die Farbung stellte sich in
einer Zelle homogen dar. Die Abbildung 14 zeigt exemplarisch an unterschiedlichen Dots
und in drei VergroRerungen, wie sich die Drisen mit 4E-BP1 anféarben lieRen. Bei 4E-
BP1 lieRen sich wie bei mTOR und p-mTOR vier verschiedene Farbeintensitaten
herausarbeiten.
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Abbildung 14: Farbeergebnis von 4E-BP1: Intensitaten 0-3 bei drei VergréRRerungen

Bei 4E-BP1 im Gegensatz zu mTOR und p-mTOR waren neben dem Zytoplasma zum
Teil auch die Kerne angefarbt. Abbildung 15 zeigt exemplarisch an vier verschiedenen
Dots, wie unterschiedlich stark die Anfarbbarkeit der Kerne schwankte. Es gab Dots, bei
denen nahezu keine Kerne angefarbt waren (< 1 % der Kerne), bis hin zu Dots, bei denen

mehr als 50 % der Kerne angefarbt waren.
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e DEN
nahezu keine Kerne wenige Kerne angefarbt
angefarbt (< 1%) (2-10%)

maRig viele Kerne viele Kerne angefarbt
angefarbt (11-50 %) (=251 %)

Abbildung 15: Beispiele aus verschiedenen Dots (4E-BP1), bei denen unterschiedlich
viele Kerne angefarbt waren

IV.3 Ergebnisse bezilglich der Dignitdt der untersuchten
Gewebe

Bei der Betrachtung des Farbeverhaltens von Tumor- und Normalgewebe wurde das

Tumorgewebe mit dem Gewebe aus den 26 benignen Prostatae und dem die Tumoren

angrenzenden histologisch benignen Gewebe (£ benignes Gewebe) verglichen.

IV.3.1 Expression von mTOR in Bezug auf die Gewebedignitat

Beim Vergleich des Tumorgewebes mit dem benignen Gewebe war der Unterschied nicht
signifikant (p = 0,1418). Das Tumorgewebe wies einen Median von 152,5 (M: 143,6) auf,
wohingegen das benigne Gewebe einen Median von 133,3 zeigte (M: 135,3; s. Abbildung
16).
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p =0,1418

Expression mTOR

Tumorgewebe benignes Gewebe

Abbildung 16: Vergleich der Expressionen von mTOR im Tumorgewebe (bei n =
83) und im benignen Gewebe (bei n = 127); p = 0,1418

IV.3.2 Expression von p-mTOR in Bezug auf die Gewebedignitat

Im Falle von p-mTOR ergaben sich mediane Werte von 162,0 (M: 156,4) und 195,0 (M:
191,3) flir das Tumorgewebe und das benigne Gewebe (p < 0,0001; s. Abbildung 17).
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Abbildung 17: Vergleich der Expressionen von p-mTOR im Tumorgewebe (bei n
=81) und im benignen Gewebe (bei n = 126); p < 0,0001

IV.3.3 Expression von mTOR unter Beriicksichtigung der Aktivierung
von mTOR in Bezug auf die Gewebedignitat

Der p-mTOR-Antikorper (p-mTOR (Ser2448):. #2983 (49F9), Rabbit mAb (IHC
Specific); Cell Signaling Technology (Danvers, Massachusetts, USA)) erkennt nur
phosphoryliertes mTOR, also p-mTOR. Der mTOR-Antikdrper (mTOR: #2983 (7C10),
Rabbit mAb (IHC Specific); Cell Signaling Technology (Danvers, Massachusetts, USA))
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hingegen erkennt laut Hersteller sowohl phosphoryliertes als auch unphosphoryliertes
mTOR. Damit eine Beurteilung der Aktivierung von mTOR geschehen konnte, wurde der
Quotient von p-mTOR zu mTOR (p-mTOR/mTOR) berechnet.

Es wurde bei dem Quotienten p-mTOR/mTOR deutlich, dass sich die Expression im
tumordsen Gewebe mit dem Median von 1,0 (M: 1,3) signifikant (p < 0,0001) von dem
benignen Gewebe mit dem Median von 1,5 (M: 1,7) unterschied (s. Abbildung 18).
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Expression p-mTOR/mTOR

Tumorgewebe benignes Gewebe

Abbildung 18: Vergleich der Expressionen von p-mTOR/mTOR im Tumorgewebe
(bei n =81) und im benignen Gewebe (bei n = 126); p < 0,0001

IV.3.4 Expression von 4E-BP1 in Bezug auf die Gewebedignitat
Auch bei 4E-BP1 zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p < 0,0001) zwischen den

Expressions-Scores des Tumorgewebes und des benignen Gewebes. Der Median des
Tumorgewebes belief sich auf 159,2 (M: 154,7), wohingegen der Median des benignen
Gewebes bei 105,0 (M: 108,0) lag (s. Abbildung 19).
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Abbildung 19: Vergleich der Expressionen von 4E-BP1 im Tumorgewebe (bei n =
82) und im benignen Gewebe (bei n = 123); p < 0,0001

IV.3.5 Expression von 4E-BP1 unter Beachtung der intrazellularen
Lokalisation in Bezug auf die Gewebedignitat

Da sich bei 4E-BP1 anders als bei m-TOR und p-mTOR neben dem Zytoplasma auch die

Kerne anfarben lielen, wurde, um eine Aussage Uber die zellulare Lokalisation machen

zu konnen, bei 4EBP1 Uber einen zusatzlichen Score (0-3) die Bewertung der Kerne

vorgenommen (S. ,,Jmmunhistochemisches Farbeergebnis von 4E-BP1%).

Es zeigte sich, dass beim tumordsen Gewebe insgesamt deutlich mehr Kerne angefarbt
waren als beim benignen Gewebe. Bei 20 % aller Tumordots waren mehr als 50 % (3)
der Kerne angefarbt. Mehr als 50 % (3) aller Kerne waren beim benignen Gewebe
hingegen nur in 4 % der Dots angeféarbt (s.

Abbildung 20). Das Likelihood-Verhaltnis lag bei < 0,0001. Der Median belief sich beim
Tumorgewebe sowie beim benignen Gewebe auf 1.
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Abbildung 20: Schematische Darstellung des prozentualen Anteils der angefarbten
Kerne im Tumorgewebe (bei n = 82) und im benignen Gewebe (bei n = 123); p <
0,0001.

IV.3.6 Korrelation der untersuchten Proteinparameter unter Beachtung
der Gewebedignitat

Beim Vergleich der Parameter untereinander zeigte sich eine positive Korrelation
zwischen den Expressionen von p-mTOR und mTOR sowohl im Tumorgewebe (p =
0,0024; r>=0,111) als auch im benignem Gewebe (p < 0,0001; r2= 0,220; s. Abbildung
21 A). Auch bei 4E-BP1 und mTOR zeigte sich eine positive Korrelation zwischen den
Expressionen. Diese Korrelation war ebenfalls sowohl im Tumorgewebe (p = 0,0102; r?
= 0,080) als auch im benignen Gewebe (p < 0,0001; r?> = 0,125) auszumachen (s.
Abbildung 21 B). Bei 4E-BP1 und p-mTOR wurde auch eine Korrelation deutlich. Die
Korrelation war im Tumorgewebe verstirkt (p < 0,0001; r? = 0,248) und im benignen
Gewebe (p = 0,0005; r? = 0,095) gering zu erkennen (s. Abbildung 21 C).
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Abbildung 21: Korrelation der Expressionen der Proteinparameter im
Tumorgewebe und im benignen Gewebe
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Bei Betrachtung des Zytoplasmas und der Kerne bei 4E-BP1 zeigte sich ebenfalls eine
Korrelation. Diese Korrelation war im Tumorgewebe (p < 0,0001; r? = 0,569) und im
benignen Gewebe (p < 0,0001; r>= 0,312) sehr deutlich zu erkennen (s. Abbildung 22).
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Abbildung 22: Korrelation der Expressionen der zelluldren Lokalisation bei 4E-BP1
im Tumorgewebe und im benignen Gewebe

IV.4 Ergebnisse beztglich der Diversitat im Prostataraum

In diesem Abschnitt wurden die verschiedenen Entnahmeorte innerhalb der Prostatae
betrachtet, die mittels RPE entfernt worden waren und ein organbegrenztes PCA (MO0)
aufwiesen. Neben dem Tumorgewebe (in den Abbildungen: Tumor MO0) wurde das die
Tumoren umgebende histologisch benigne Gewebe untersucht. Hier wurde zwischen nah
(weniger als 5 mm vom Tumor entfernt) und fern (mindestens 10 mm vom Tumor
entfernt) unterschieden. Um zusétzlich den Expressionsunterschied des die Tumoren
umgebenden histologisch normalen Gewebes mit benignem nicht an einen malignen
Tumor angrenzendem Gewebe zu untersuchen, wurde das Gewebe aus den 26 benignen
Prostatae (in den folgenden Abbildungen: benigne) hinzugenommen. So ergab sich eine

Sequenz aus vier Gewebegruppen.

Mediane betrugen fir mTOR beim tumordsen Gewebe (PCA M0) 152,5 (M: 144,8), beim
tumornahen Gewebe 147,5 (M: 145,9), beim tumorfernen Gewebe 145,0 (M: 145,1) und
beim benignen Gewebe 91,3 (M: 95,8). Die Differenz der Expressionen war sowohl
zwischen dem Tumorgewebe (MO) und dem benignen Gewebe (p = 0,0011) als auch
zwischen dem tumornahen und dem benignen Gewebe (p = 0,0008) als auch zwischen

dem tumorfernen und dem benignen Gewebe signifikant (p = 0,0010; s. Abbildung 23
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A). Bei p-mTOR waren keine signifikanten Unterschiede auszumachen. Die medianen
Werte der Expression vom Tumorgewebe hin zum benignen Gewebe sahen wie folgt aus:
175,0 (M: 176,3), 197,5 (M: 193,4), 205,0 (M: 199,5), 177,5 (M: 171,5 s. Abbildung 23
B). Bei dem Quotienten p-mTOR/MTOR war lediglich ein geringer signifikanter
Unterschied zwischen dem Tumorgewebe (M0) zum benignen Gewebe zu erkennen (p =
0,0401). Die Medianwerte betrugen beim Tumorgewebe 1,2 (M: 1,5), beim tumornahen
Gewebe 1,4 (M: 1,5), beim tumorfernen Gewebe 1,4 (M: 1,5) und beim benignen Gewebe
bei 1,7 (M: 2,1; s. Abbildung 23 D). Die Mediane bei 4E-BP1 vom Tumorgewebe hin
zum benignen Gewebe sahen wie folgt aus: 189,3 (M: 184,9), 96,7 (M: 105,2), 102,5 (M:
104,9), 126,7 (M: 119,6). Die Differenz war sowohl zwischen dem Tumorgewebe und
dem benignen Gewebe als auch zwischen dem Tumorgewebe und dem tumorfernen
Gewebe als auch zwischen dem Tumorgewebe und dem tumornahen Gewebe signifikant
(alle: p <0,0001; s. Abbildung 23 C).
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Abbildung 23: Vergleich der Expressionen aller Parameter in PCA MO Gewebe in Abhéngigkeit von der
Lokalisation und Expression im benignen Gewebe aus Prostatae ohne malignen Tumor
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IV.4.1 Expression der Parameter in Bezug auf die Diversitdt unter
Berlcksichtigung der zellularen Lokalisation bei 4E-BP1

Die Medianwerte betrugen fur die Kerne bei 4E-BP1 beim tumordsen Gewebe (PCA MO)
2 und bei den anderen Gewebegruppen 1. Die Differenz der Gruppen war mit p < 0,0001
signifikant. Es zeigte sich, dass die Zahl der angefarbten Kerne vom Tumorgewebe hin
zum benignen Gewebe abnahm. Beim Tumorgewebe waren bei vielen Dots (25 %) mehr
als 50 % der Kerne angefarbt und nur bei 4 % der Dots waren weniger als 1 % (0) aller
Kerne angefarbt. Beim tumornahen Gewebe waren bei 6 % Dots mehr als 50 % angefarbt
(3) und bei 16 % waren weniger als 1 % (0) aller Kerne angefarbt. Beim tumorfernen
Gewebe waren noch bei 4 % Dots mehr als 50 % der Kerne angefarbt (3) und bei 27 %
waren weniger als 1 % (0) aller Kerne angefarbt. Eine Kernanfarbung von mehr als 50 %
(3) war beim benignen Gewebe nicht zu finden, wohingegen eine Kernanfarbung von
weniger als 1 % (0) bei 32 % der Dots erkennbar war (s. Abbildung 24).
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Abbildung 24: Darstellung des prozentualen Anteils der angeféarbten Kerne bei 4E-
BP1 in PCA MO Gewebe in Abhédngigkeit von der Lokalisation und Expression im
benignen Gewebe aus Prostatae ohne malignen Tumor; p < 0,0001

IV.4.2 Expression der Parameter in Bezug auf die Diversitat unter
Beriicksichtigung des Gleason-Scores

Als néchstes folgte die Betrachtung der MO Tumoren separat flir low und high Gleason

Karzinome. Zu den low Gleason Tumoren (Tumor MO LG) zéhlten alle PCAs mit einem

Gleason-Score von 7b und weniger. Den high Gleason Tumoren (Tumor M0 HG) waren

dementsprechend alle Karzinome, die einen Gleason-Score von 8 und mehr aufwiesen,

zugeordnet.
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IV.4.2.1 MO Low Gleason Tumoren

Es zeigte sich hier bei den Parametern ein dhnliches Bild wie bei der Betrachtung aller
MO Tumoren. Lediglich bei p-mTOR/mTOR bestand bei der separaten Betrachtung der
low Gleason Tumoren kein signifikanter Unterschied zwischen dem Tumorgewebe und
dem benignen Gewebe (p = 0,6526). Die Mediane fur den Quotienten p-mTOR/mTOR
betrugen beim low Gleason Tumorgewebe (PCA MO0) 1,5 (M: 1,8), beim low Gleason
tumornahen Gewebe 1,4 (M: 1,6) und beim low Gleason tumorfernen Gewebe 1,4 (M:
1,6).

Es zeigte sich wie bei der der Betrachtung aller MO Tumoren, dass beim low Gleason
Tumorgewebe insgesamt deutlich mehr Kerne (4E-BP1) angeféarbt waren als beim low
Gleason tumornahen, low Gleason tumorfernen und benignen Gewebe. Anders als bei der
Betrachtung aller MO Tumoren zeigte sich bei den low Gleason Tumoren jedoch, dass
beim tumornahen Gewebe bei weniger Dots (4 %) mehr als 50 % (3) der Kerne angeférbt
waren als beim tumorfernen Gewebe (7 %). Die Differenz der Gruppen war mit p <
0,0001 signifikant (s. Abbildung 25).
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Abbildung 25: Darstellung des prozentualen Anteils der angeféarbten Kerne bei 4E-
BP1 in PCA MO low Gleason Tumorgewebe in Abhéngigkeit von der Lokalisation
und Expression im benignen Gewebe aus Prostatae ohne malignen Tumor; p <
0,0001

1V.4.2.2 MO High Gleason Tumoren

Auch bei der separaten Betrachtung der high Gleason Tumoren zeigte sich bei den
Parametern ein &hnliches Bild wie bei der Betrachtung aller organbegrenzten Tumoren.
Es lieR sich jedoch bei p-mTOR /mTOR ein signifikanter Unterschied zwischen dem

Tumorgewebe und dem benignen Gewebe (p = 0,0008), zwischen dem tumornahen und
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dem benignen Gewebe (p = 0,0358) und zwischen dem tumorfernen und dem benignen

Gewebe (p = 0,0193) ausmachen. Die medianen Expressionen fur p-mTOR/mTOR
betrugen beim tumordsen Gewebe (PCA MO0) 1,1 (M: 1,2), beim tumornahen Gewebe 1,5

(M: 1,5) und beim tumorfernen Gewebe 1,4 (M: 1,4; s. Abbildung 26).
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Abbildung 26: Vergleich der Expressionen von p-mTOR/mTOR in PCA MO high
Gleason Tumorgewebe in Abhéngigkeit von der Lokalisation und Expression im

benignen Gewebe aus Prostatae ohne malignen Tumor

Die Untersuchung der high Gleason Tumoren (MO) ergab anders als die Betrachtung aller

MO Tumoren, dass beim high Gleason tumorfernen Gewebe eine Kernanfarbung von

mehr als 50 % (3) bei keinem Dot vorhanden war. Die Differenz der Gruppen war mit p

= 0,0083 signifikant (s. Abbildung 27).
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Abbildung 27: Darstellung des prozentualen Anteils der angeférbten Kerne bei 4E-
BP1 in PCA MO high Gleason Tumorgewebe in Abhéngigkeit von der Lokalisation
und Expression im benignen Gewebe aus Prostatae ohne malignen Tumor; p =

0,0083
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IV.5 Expression der  verschiedenen  Parameter im

Tumorgewebe in Bezug auf patientenindividuelle und
klinische Daten

IV.5.1 Korrelation der Expression der verschiedenen Parameter im
Tumorgewebe mit patientenindividuellen Daten

Die gemittelten Expressionen wurden flr jeden Parameter unter Berticksichtigung des M-

Stadiums mit dem Patientenalter zum Zeitpunkt der OP und dem Tumormarker PSA

korreliert und auf Zusammenhang hin tUberpruft.

IV.5.1.1 Expression und Alter innerhalb der organbegrenzten und
metastasierten Prostatakarzinome

Eine Korrelation (p = 0,0029) konnte bei mTOR beobachtet werden. Hierbei wurde
deutlich, dass die mittlere mTOR-Expression eines jeden Patienten mit einem
organbegrenzten Prostatakarzinom positiv. mit dem Alter zum Zeitpunkt der OP
korrelierte (r>= 0,167; s. Abbildung 28 A). Eine Korrelation (p = 0,0008) konnte auch bei
dem Quotienten p-mTOR/mTOR beobachtet werden. Es wurde deutlich, dass die p-
mMTOR/mTOR-Expression eines jeden Patienten mit einem organbegrenzten
Prostatakarzinom mit dem Alter zum Zeitpunkt der OP Korrelierte (r> = 0,210; s.
Abbildung 28 B).
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Abbildung 28: Korrelation der Expression von mTOR und p-mTOR/mTOR im Gewebe organbegrenzter
Prostatakarzinome (PCA MQ) mit dem Alter zum Zeitpunkt der OP (Alter)
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Eine Korrelation (p = 0,0399) konnte innerhalb der metastasierten Prostatakarzinome bei
4E-BP1 beobachtet werden. Man sah, dass die mittlere 4E-BP1-Expression eines jeden

Patienten mit einem metastasierten Prostatakarzinom positiv. mit dem Alter zum
Zeitpunkt der OP Kkorrelierte (= 0,138; s. Abbildung 29).

PCA M1

- - N N
o w1 o (%
o o o o

U1
o

Expression 4E

50 60 70 80 90

Alter

Abbildung 29: Korrelation der Expression von 4E-BP1 im
Gewebe metastasierter Prostatakarzinome (PCA M1) mit dem
Alter zum Zeitpunkt der OP (Alter)

1V.5.1.2 Expression und PSA-Wert innerhalb der organbegrenzten und
metastasierten Prostatakarzinome

Signifikant mit dem PSA-Wert korrelierte bei den organbegrenzten Tumoren keiner der

untersuchten Proteinparameter.

IV.5.2 Expression der verschiedenen Parameter in Bezug auf klinische
Daten

IV.5.2.1 Expression der Parameter in Abhangigkeit des T-Stadiums der
Prostatakarzinome

Hinsichtlich T-Stadium zeigten sich beim Zytoplasma bei p-mTOR/mTOR und 4E-BP1
signifikante Unterschiede (s. Tabelle 11).
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Parameter Median Mittelwert p-Wert (T <3avs. T 2 3a)

T<3a Tz 3a T<3a T2 3a
mTOR 141,0 165,0 135,9 149,7 0,2275
p-mTOR 173,2 155,0 176,5 152,5 0,0966
p-mTOR/mTOR | 1,3 1,0 1,6 1,3 0,0455
4E-BP1 205,0 159,2 186,4 139,7 0,0137

Tabelle 11: Mediane, Mittelwerte und p-Werte der untersuchten Parameter im Hinblick auf das T-Stadium
der Karzinome

Am gravierendsten zeigte sich der Unterschied fur die Kerne bei 4E-BP1. Bei den
Tumoren mit niedrigerem T-Stadium (< 3a) waren signifikant mehr Kerne angefarbt (p =
0,0068) als bei solchen mit hohem T-Stadium (> 3a). Der Median der Kernexpression bei
den Prostatakarzinomen mit niedrigerem T-Stadium lag bei 2 und bei denen mit hohem
T-Stadium bei 1. Bei 30 % aller Gewebedots aus PCAs mit niedrigem T-Stadium (< 3a)
waren mehr als 50 % (3) der Kerne angeférbt, wohingegen bei den Gewebedots aus PCAs
mit hohem T-Stadium (> 3a) nur 13 % eine Kernanfarbung von mehr als 50 % (3) zeigten
(s. Abbildung 30).
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Abbildung 30: Schematische Darstellung des prozentualen Anteils der angefarbten
Kerne im Tumorgewebe mit niedrigerem T-Stadium (< 3a) und mit hohem T-
Stadium (> 3a; bei n = 67; p = 0,0068)

1V.5.2.2 Expression der Parameter in Abhangigkeit des N-Stadiums
Hinsichtlich N-Stadium zeigten bei den Parametern p-mTOR, p-mTOR/mTOR, 4E-BP1
und den Kernen bei 4E-BP1 signifikante Unterschiede. Tabelle 12 zeigt jeweils die
Mediane, Mittelwerte und die p-Werte fur alle zytoplasmatischen Expressionen der
Parameter hinsichtlich N-Stadium (NO vs. N1).
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Parameter Median Mittelwert p-Wert (NO vs. N1)
NO N1 NO N1

mTOR 151,25 157,5 141,61 148,45 0,7470

p-mTOR 173,15 130,65 173,52 135,63 0,0112

p-mTOR/mTOR | 1,21 0,88 1,56 1,03 0,0150

4E-BP1 190,9 111,65 181,25 115,16 | 0,0034

Tabelle 12: Mediane, Mittelwerte und p-Werte der untersuchten Parameter im Hinblick auf das N-Stadium

der Karzinome

Bei den Kernen von 4E-BP1 zeigte sich, dass bei 27 % der Dots aus NO PCAs mehr als
50 % (3) angefarbt waren. Bei Betrachtung der Gewebedots aus N1 PCAs waren bei 11
% mehr als 50 % (3) der Kerne angefarbt (s. Abbildung 31). Bei den NO Tumoren waren
demzufolge signifikant mehr Kerne angeférbt (p = 0,0018) als bei den N1 Tumoren. Der
Median der Kernexpression bei den NO Prostatakarzinomen lag bei 2 und bei den

Karzinomen mit Lymphmetastasen bei 0,5.
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Abbildung 31: Schematische Darstellung des prozentualen Anteils der angefarbten
Kerne im NO und N1 Tumorgewebe (bei n = 70; p = 0,0018)

1V.5.2.3 Gleason-Score
Bei der Untersuchung beztglich des Farbeverhaltens des Gewebes im Hinblick auf den
Gleason-Score (GS), wurden das Gewebe aller Tumoren mit niedrigerem GS (< 7b) mit

dem Tumorgewebe aller Karzinome mit hohem GS (> 7b) verglichen. Es zeigten sich fur

p-mTOR/mTOR und 4E-BP1 signifikante Unterschiede (s. Tabelle 13).
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Parameter Median Mittelwert p-Wert (GS < 7b vs. GS > 7b)
GSs7b  GS>7b | GS<7b |GS>7b

mTOR 139,3 166,3 132,9 152,1 0,1386
p-mTOR 173,2 155,0 175,4 149,7 0,0693
p-mTOR/mTOR | 1,5 0,9 19 11 0,0021
4E-BP1 206,3 138,5 182,4 140,3 0,0117

Tabelle 13: Mediane, Mittelwerte und p-Werte der untersuchten Parameter im Hinblick auf den Gleason-
Score (GS) der Karzinome

Es zeigte sich auch ein signifikanter Unterschied bei den Expressionen der Kerne bei 4E-
BP1. Bei den Tumoren mit niedrigerem GS waren signifikant mehr Kerne angefarbt (p =
0,0002) als bei solchen mit hohem GS. Der Median der Kernexpression bei den
Prostatakarzinomen mit niedrigerem GS lag bei 2 und bei denen mit hohem GS bei 1. Bei
25 % aller Gewebedots aus PCAs mit niedrigem GS waren mehr als 50 % (3) der Kerne
angeférbt, wohingegen bei den Gewebedots aus PCAs mit hohem GS nur 16 % eine
Kernanfarbung von mehr als 50 % (3) zeigten (s. Abbildung 32).
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Abbildung 32: Schematische Darstellung des prozentualen Anteils der angefarbten
Kerne im Tumorgewebe mit niedrigerem GS (< 7b) und mit hohem GS (> 7b; bei n
=78; p=0,0002)

1V.5.2.4 Ergebnisse der Parameter unter dem Aspekt der Malignitat und
der Metastasierung

Beim Vergleich des Gewebes aus benignen Prostatae (ben.) mit dem Gewebe aus

organbegrenzten (M0) Tumoren und dem Gewebe metastasierter Tumoren (M1) ergaben

sich fur das zytoplasmatische Féarbeveralten aller Parameter signifikante Unterschiede.
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Die nachfolgenden zwei Tabellen fassen die wichtigsten Werte bezliglich Medianen,
Mittelwerten (Tabelle 14) und signifikanten p-Werten (Tabelle 15) ubersichtlich

Zusammen.

Parameter Median Mittelwert

ben. MO M1 ben. | MO M1
mTOR 91,3 | 152,5 150,0 958 | 144,8 1417
p-mTOR 177,5 175,0 ' 115,0 171,5 |176,3 1243
p-mTOR/mTOR | 1,7 1,2 0,9 2,1 1,5 1,1
4E-BP1 126,7 ' 189,3 | 100,0 | 119,6 | 184,9 | 105,0

Tabelle 14: Mediane und Mittelwerte der Expressionen der untersuchten Parameter in
benignem Gewebe (ben.), in organbegrenzten Tumoren (MOQ) und in metastasierten
Tumoren (M1)

Parameter p-Wert bei n=
ben.vs. MO | ben.vs.M1 MO vs. M1

mTOR 0,0009 0,0053 109

p-mTOR 0,0022 <0,0001 107

p-mTOR/mTOR 0,0011 107

4E-BP1 0,0001 <0,0001 107

Tabelle 15: Signifikante Differenzen bei der Betrachtung von benignem Gewebe
(ben.), organbegrenzten Tumoren (MO) und metastasierten Tumoren (M1)

Bei der Betrachtung der Kerne bei 4E-BP1 ergab sich folgendes Bild:
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Abbildung 33: Darstellung des prozentualen Anteils der angefarbten Kerne bei 4E-
BP1 im benignen Prostatagewebe (benigne), Gewebe organbegrenzter Karzinome
(Tumor MO) und im Gewebe metastasierter Karzinome (Tumor M1); bei n = 107,
p < 0,0001
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Die Medianwerte betrugen fir die Kerne bei 4E-BP1 beim benignen Gewebe 1, beim
Tumorgewebe organbegrenzter Karzinome (MO) 2 wund beim Tumorgewebe

metastasierter Prostatakarzinome (M1) 0. Die Differenz war mit p < 0,0001 signifikant.

Es zeigte sich, dass beim Gewebe organbegrenzter Karzinome insgesamt deutlich mehr
Kerne angeféarbt waren als bei den anderen beiden Gewebegruppen. Bei den Dots aus
Tumorgewebe organbegrenzter Karzinome zeigte sich eine Kernanfarbung von mehr als
50 % (3) in 25 % der Dots, wéhrend eine sehr geringe Zahl an angefarbten Kernen
(weniger als 1 % 2 0) bei 4 % aller Dots vorkam. Bei den metastasierten Tumoren zeigte
sich diese Verteilung wie folgt: Bei 10 % waren mehr als 50 % angefarbt (3) und bei 65
% weniger als 1 % (0). Beim benignen Gewebe zeigte sich, dass eine Kernanfarbung von
mehr als 50 % (3) nicht zu finden war, wahrend 32 % der Dots eine geringe Anfarbbarkeit

der Kerne (weniger als 1 % 2 0) aufwies.

IV.6 Ergebnisse hinsichtlich des Hormonabhangigkeitsstatus
der untersuchten metastasierten Tumoren

Bei der Betrachtung der 32 metastasierten Prostatakarzinome lieRen sich sowohl bei den

gemittelten Expressionen als auch bei den maximalen Expressionen fir keinen der

untersuchten Parameter signifikante Unterschiede beim Vergleich der Tumoren, die

sensitiv auf Hormone reagieren (HS), mit den Tumoren, die kastrationsresistent sind

(CR), ausmachen. Bei mTOR, p-mTOR und 4E-BP1 (s. Abbildung 34) lieR sich eine

Abnahme der Expression im Gewebe der kastrationsresistenten Karzinome erkennen.
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Abbildung 34: Vergleich der Expressionen von 4E-BP1 im Gewebe

hormonsensitiver (bei n = 14) und kastrationsresistenter Tumoren (bei n = 17; p =
0,2927)

Auch die Kerne zeigten sich bei 4E-BP1 im Gewebe hormonsensitiver Tumoren etwas
vermehrt angefarbt. Bei 57 % aller Gewebedots metastasierter hormonsensitiver
Karzinome waren weniger als 1 % (0) aller Kerne angefarbt. Bei 14 % waren 2-10 % (1)
der Kerne angefarbt. Bei 7 % waren 11-49 % (2) der Kerne angeférbt und bei 22 % waren
mehr als 50 % (3) angeférbt. Die Verteilung zeigte sich bei den Tumordots metastasierter
kastrationsresistenter Karzinome wie folgt: Bei 71 % waren weniger als 1 % (0) aller
Kerne angefarbt. Bei 23 % waren 2-10 % (1) der Kerne angefarbt. Bei 6 % waren 11-49

% (2) der Kerne angefarbt und dass mehr als 50 % (0) der Kerne angefarbt waren, kam
nicht vor (0 %).
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Abbildung 35: Schematische Darstellung des prozentualen Anteils der angefarbten
Kerne im Gewebe metastasierter hormonsensitiver Tumoren (bei n = 14) und im
Gewebe metastasierter kastrationsresistenter Tumoren (bei n = 17; p = 0,1477)
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Es zeigte sich auch hier kein signifikanter Unterschied (p = 0,1477) zwischen den
Kernexpresssionen des Gewebes metastasierter hormonsensitiver Karzinome und
metastasierter kastrationsresistenter Karzinome. Der Median lag bei beiden

Gewebegruppen bei 0.

Bei dem Quotienten p-mTOR/MTOR hingegen lieR sich beim Gewebe aus
kastrationsresistenten Karzinomen im Vergleich zum Gewebe aus hormonsensitiven
Tumoren eine geringe Zunahme der Expression erkennen, auch wenn diese ebenfalls
nicht signifikant war. Alle relevanten zytoplasmatischen Expressionsergebnisse der
untersuchten Proteinparameter und die p-Werte des Vergleichs hormonsensitive

Karzinome versus kastrationsresistente Karzinome sind in der Tabelle 16 aufgelistet.

Parameter Median Mittelwert p-Wert (HS vs. CR)
M1HS |M1CR M1HS | M1CR

mTOR 160,7 | 141,3 1526  133,2  0,4821

p-mTOR 125,0 100,0 130,3 120,0 0,3364

p-mTOR/mTOR 0,8 0,9 0,9 1,2 0,4005

4E-BP1 120,0 90,0 122,6 90,4 0,2927

Tabelle 16: Mediane. Mittelwerte und p-Werte der untersuchten Parameter im Hinblick auf den
Hormonstatus der Karzinome

IV.7 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse -
Gegenuberstellung der Gewebegruppen gemaR der
Progressionssequenz

Es wurden nachfolgend zusammenfassend die Gewebegruppen gemal der

Progressionssequenz Gewebe aus benignen Prostatae (ben.), an Tumor angrenzendes

histologisch benignes Gewebe (angr.), Gewebe organbegrenzter low Gleason Tumoren

(MO LG), Gewebe organbegrenzter high Gleason Tumoren (MO0 HG), Gewebe

metastasierter hormonsensitiver Tumoren (M1 HS) und Gewebe metastasierter

kastrationsresistenter Tumoren (M1 CR) dargestellt.
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IV.7.1 Gegenuberstellung der mittleren Expressionen entlang der
Progressionssequenz

Die Tabelle 17 zeigt alle Mediane und die Tabelle 18 alle Mittelwerte der Expressionen

fir die Gewebegruppen entlang der Progressionssequenz.

Parameter Median

ben. angr. MOLG MOHG M1HS | M1CR
mTOR 91,3 146,7 | 141,8 | 166,3 |160,7 | 1413
p-mTOR 177,5 | 200,7 174,4 175,0 125,0 100,0
p-mTOR/mTOR | 1,7 1,4 1,5 1,1 0,8 0,9
4E-BP1 126,7 |99,2 206,3 185,0 120,0 | 90,0

Tabelle 17: Mediane der mittleren Expressionen der untersuchten Parameter entlang
der Progressionssequenz

Parameter Mittelwert

ben. angr. MOLG MOHG MI1HS M1CR
mTOR 95,8 145,5 137,5 152,4 152,6 133,2
p-mTOR 171,5 196,4 180,9 171,2 130,3 120,0
p-mTOR/mTOR | 2,1 1,5 1,8 1,2 0,9 1,2
4E-BP1 119,6 105,1 187,4 182,3 122,6 90,4

Tabelle 18: Mittelwerte der mittleren Expressionen der untersuchten Parameter
entlang der Progressionssequenz

Fur mTOR zeigte sich, dass sich die mittlere Expression des high Gleason Tumorgewebes
(MO HG), des Gewebes aus metastasierten hormonsensitiven Tumoren (M1 HS) und des
histologisch benignen angrenzenden Gewebes signifikant von dem benignen Gewebe
unterschied (s. Abbildung 36). Die mittlere Expression von p-mTOR zeigte eine
signifikante Differenz zwischen dem Gewebe aus metastasierten kastrationsresistenten
Tumoren (M1 CR) und sowohl dem benignen Gewebe, dem angrenzenden Gewebe, dem
low Gleason Tumorgewebe (MO) als auch dem high Gleason Tumorgewebe (MO).
AuBerdem zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen dem Gewebe aus
metastasierten hormonsensitiven Tumoren (M1 HS) und dem angrenzenden Gewebe und
zwischen dem low Gleason Tumorgewebe und dem Gewebe aus metastasierten

hormonsensitiven Tumoren (M1 HS, s. Abbildung 37).

Bei den gemittelten Expressionen fur den Quotienten p-mTOR/mTOR zeigte sich das

high Gleason Tumorgewebe, das Gewebe aus metastasierten hormonsensitiven Tumoren
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(M1 HS) und das Gewebe aus metastasierten kastrationsresistenten Tumoren (M1 CR)
jeweils gegeniiber dem benignen Gewebe als statistisch signifikant unterschiedlich. Man
erkennt bei der Expression p-mTOR/mTOR ahnlich wie bei p-mTOR eine Abnahme der
Expression bei metastasierten Tumoren. Die Expressionsabnahme beginnt bei p-
MTOR/MTOR jedoch schon friher in der Sequenz als bei p-mTOR, nédmlich bei den
organbegrenzten high Gleason Tumoren (s. Abbildung 38).

Die Unterschiede der mittlere Expression zeigte sich bei 4E-BP1 vor allem beim
Vergleich des low Gleason Tumorgewebes (p < 0,0001) und des high Gleason
Tumorgewebes (p < 0,0001) jeweils zum Gewebe aus metastasierten
kastrationsresistenten Tumoren sehr eindrlcklich, aber auch das organbegrenzte low
Gleason und high Gleason Tumorgewebe zeigten sich signifikant unterschiedlich zum
angrenzenden Gewebe (beide p < 0,0001). Alle signifikanten p-Werte sind der Abbildung
39 zu entnehmen.
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Abbildung 36: Vergleich der gemittelten Expressionen von mTOR entlang der
Progressionssequenz, bei n =210
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Abbildung 37: Vergleich der gemittelten Expressionen von p-mTOR entlang der
Progressionssequenz, bei n = 207

p =0,0138
p = 0,0017
p = 0,0120

1  e—
— ___I_I_J%

mittlere Expression p-mTOR/
mTOR

ben. angr. MOLG MOHG M1HS M1CR

Abbildung 38: Vergleich der gemittelten Expressionen von p-mTOR/mTOR
entlang der Progressionssequenz, bei n = 207
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Abbildung 39: Vergleich der gemittelten Expressionen von 4E-BP1 entlang der
Progressionssequenz, bei n = 205

IV.7.2 Gegeniberstellung der maximalen Expressionen entlang der
PI’OQI‘ESSiOI’lSSEC]UGnZ

Die maximale Expression zeigte bei mTOR ahnliche signifikante Unterschiede wie die
mittlere Expression. Ein zuséatzlich signifikanter Unterschied im Vergleich zur mittleren
Expression war zwischen dem organbegrenzten low Gleason Tumorgewebe (Median:
187,5; Mittelwert: 165,6) und dem benignen Gewebe (Median: 107,5; Mittelwert: 109,8)
zu beobachten (p = 0,0118). Bei der maximalen Expression von p-mTOR fiel auf, dass
sich anders als bei der mittleren Expression ein geringer signifikanter Unterschied
zwischen dem histologisch benignen an Tumor angrenzenden Gewebe (Median: 232,5;
Mittelwert: 226,1) und dem benignen Gewebe (Median: 190,0; Mittelwert: 193,1)
erkennen liel (p = 0,0299).

Auch bei p-mTOR liel} sich ein signifikanter Unterschied zwischen dem an Tumor
angrenzenden Gewebe (Median: 1,3; Mittelwert: 1,4) und dem benignen Gewebe
(Median: 1,7; Mittelwert: 2,1) erkennen (p = 0,0054).

Bei der maximalen Expression von 4E-BP1 zeigte sich ebenfalls ein sehr &hnliches Bild
wie bei der mittleren Expression. Auch hier zeigt sich wie bei der mittleren Expression
ein signifikanter Unterschied zwischen dem organbegrenzten Gewebe (low Gleason:
Median: 227,5; Mittelwert: 211,9; high Gleason: Median: 220,0; Mittelwert: 204,8) und
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dem Gewebe aus metastasierten kastrationsresistenten Tumoren (Median: 135,0;
Mittelwert: 119,1; low Gleason: p = 0,0001; high Gleason: p = 0,0006).

1V.7.3 Gegenuberstellung der Expression von 4E-BP1 unter Beachtung

der zellularen Lokalisation entlang der Progressionssequenz
Es zeigte sich, dass beim low und high Gleason Tumorgewebe mehr Kerne angeférbt
waren als bei den anderen Gewebegruppen. Mehr als 50 % (3) der Kerne waren im
benignen Gewebe nicht angefarbt, bei 32 % waren weniger als 1 % (0) aller Kerne
angeféarbt (Median: 1). Beim angrenzenden Gewebe war eine Kernanfarbung von mehr
als 50 % bei 5 % der Dots erkennbar und eine Kernanfarbung von weniger als 1 % bei 21
% (Median: 1). Bei den Dots aus organbegrenztem low Gleason Tumorgewebe zeigte
sich, dass bei 23 % mehr als 50 % der Kerne angefarbt waren und bei 4 % weniger als 1
% (Median: 2). Beim high Gleason Tumorgewebe zeigte sich die Verteilung ahnlich: Bei
28 % der Dots waren mehr als 50 % der Kerne angefarbt und bei 4 % weniger als 1 %
(Median: 1). Bei 21 % aller Gewebedots aus metastasierten hormonsensitiven Tumoren
waren mehr als 50 % (0) aller Kerne angefarbt und bei 57 % waren weniger als 1 % (0)
angefarbt (Median: 0). Beim Gewebe aus metastasierten kastrationsresistenten
Karzinomen zeigte sich, dass bei keiner Probe (0 %) mehr als 50 % der Kerne angefarbt
waren. Bei 71% der Proben waren weniger als 1 % aller Kerne angeféarbt (Median: 0).
Die Unterschiede zwischen den fiinf Gruppen erwies sich als signifikant (p < 0,0001, s.
Abbildung 40).

100% I I

60%

wmN = O

40%

20%

Expression Kerne 4E-BP1

0%
ben. angr. MO MO M1 M1
LG HG HS CR

Abbildung 40: Darstellung des prozentualen Anteils der angeférbten Kerne bei 4E-
BP1 entlang der Progressionssequenz, bei n = 205; p < 0,0001
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V. Diskussion

Der zu diskutierende thematische Schwerpunkt dieser Arbeit war die Frage nach der
Expression und Rolle der dem mTOR-Signalweg zugehorigen Proteinparameter mTOR,
p-mTOR und 4E-BP1 im Hinblick auf die Progression des Prostatakarzinoms.

Die Bedeutung des mTOR-Signalwegs beziiglich der Entstehung verschiedener Tumoren
insbesondere des PCAs wurde in zahlreichen Studien eingehend beleuchtet. Wie sich der
Signalweg aber entlang einer Progressionssequenz im direkten Vergleich von benignem
Gewebe, von Gewebe tumorumgebender Areale, von Gewebe organbegrenzter Tumoren
und Gewebe metastasierter hormonsensitiver und kastrationsresistenter Tumoren verhélt,

wurde in der Forschung des PCA bisher noch nicht genauer untersucht.

Wie sich die Markerexpressionen im Tumorgewebe und in dem Tumor angrenzenden
histologisch benignen Gewebe verhalten und in wieweit man die Erkenntnisse flr
diagnostische Aussagen nutzen kénnte, wurde in der vorliegenden Arbeit betrachtet.
Ebenso wurde die Frage nach der prognostischen Bedeutung fir die Marker besonders
vor dem Hintergrund einer moglichen Ubertherapie erortert. Im Fokus dieser Arbeit stand
jedoch das Gewebe fortgeschrittener PCAs. Gerade im Hinblick auf PCAs im
metastasierten Stadium liegen bisher wenig Daten tber molekulare Veranderungen der
involvierten Signalwege vor. (Haffner et al. 2013) Auch ist unklar, inwieweit eine
Inhibition des mTOR-Signalwegs die Metastasierung des Tumors verhindern kann und
bis zu welchem Stadium der Erkrankung das Eingreifen in den Signalweg aus
molekularbiologischer Sicht sinnvoll ist. Hierfur lieferten die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit eindrickliche Antworten.

Einen klinischen Wendepunkt stellt zudem das Fortschreiten vom metastasierten
hormonsensiblen hin zum hormonrefraktdren PCA dar. (Talesa et al. 2017) Da das
klinische Management fir dieses nichtheilbare Stadium der Erkrankung bisher an seine
Grenzen stofit, werden dringend neue Therapieansédtze bendtigt, die ein langeres
Uberleben generieren konnen. Die Arbeit untersuchte deshalb die Frage nach der
moglichen Wirksamkeit einer Therapie mittels mTOR-Inhibition im hormonrefraktéren
Stadium.

Ein weiterer Fokus der Arbeit lag auf der Frage nach der zelluldren Lokalisation der
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Aktivierung des Signalweges. In verschiedenen Studien wurde bereits erkannt, dass die
Antikorper mTOR und p-mTOR in unterschiedlichen Kompartimenten der Zelle verstarkt
exprimiert wurden. (Zhang et al. 2002, Kremer et al. 2006, Giguere 2018) In der
vorliegenden Arbeit lieR sich dies fir die Kerne und das Zytoplasma bei 4E-BP1

ausmachen, was bis dato ein Novum darstellte.

Die Auswertung der vorliegenden Arbeit zeigte signifikante Ergebnisse, die in diesem
Teil eingehend diskutiert werden sollen.

V.1  Expressionen der untersuchten Parameter im benignen
und tumordsen Gewebe
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass die Expression von mTOR im
Gewebe der Tumoren héher war als im benignen Gewebe. Ahnliche Beobachtungen
konnten auch Kremer et al. machen, die ebenfalls mittels Immunhistochemie PCA-
Gewebe und benignes Prostatagewebe analysierten. In den untersuchten PCA-
Gewebeproben war die mTOR-Expression doppelt so hoch wie die im benignen Gewebe.
Ebenso konnte im PIN-Gewebe eine mTOR-Uberexpression bemerkt werden, die jedoch
geringer war als die im malignen Tumorgewebe (Kremer et al. 2006). Eine
Hochregulation von mTOR im PCA wurde auch von Morgan et al. beschrieben. In 30-50
% der PCAs konnte eine vermehrte Expression beobachtet werden. In den meisten Féllen
war die Uberexpression an den Verlust des Tumorsuppressors PTEN gekoppelt. (Morgan
et al. 2009) Bei Schanz wurde ebenfalls deutlich, dass mTOR im Tumorzentrum stérkere
Expressionen zeigte als im benignen Prostatagewebe. (Schanz 2014) Auch Jendrossek et

al. erkannten eine erhohte mTOR- Expression beim PCA. (Jendrossek et al. 2008)

p-mTOR zeigte in der vorliegenden Arbeit anders als mTOR eine signifikant geringere
Expression im Tumorgewebe als im benignen Gewebe (p < 0,0001). Dieses Ergebnis
deckt sich mit den Ergebnissen von Miller et al. Unter Verwendung des gleichen p-
mTOR-Antikorpers zeigte sich hier eine verringerte p-mTOR-Expression sowohl in der
Membran als auch im Zytoplasma der Tumorzellen bei 29 % der Gewebedots. Ein
kompletter Verlust der Expression war bei 24 % der untersuchten PCA -Gewebeproben
ersichtlich. (Muller et al. 2013) Auch bei Evren et al. war eine Abnahme der p-mTOR-

Expression im high-grade PIN-Gewebe hin zu High-Grade-Tumoren ersichtlich. (Evren
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et al. 2010) Bei Kremer et al. zeigte sich ein uneinheitliches Bild: Beim Vergleich des
Tumorgewebes mit dem Normalgewebe war eine erhthte p-mTOR-Expression im
Zytoplasma der Tumorzellen zu erkennen, die Membranen der Tumorzellen zeigten
jedoch eine geringere Expression als die der benignen Driisenzellen. (Kremer et al. 2006)
Auf der anderen Seite existieren einige Studien, die eindeutig aussagten, dass p-mTOR
im Tumorgewebe verglichen mit Normalgewebe verstarkte Expressionen aufwies: Bei
Dai et al. beispielsweise erkannte man hohere p-mTOR-Expressionen beim untersuchten
PCA-Gewebe verglichen mit Gewebeproben aus 20 Prostatae mit BPH (Dai et al. 2009)
und bei Jendrossek et al. hatte fast die Halfte der PCA-Proben eine erhohte p-mTOR
Expression. (Jendrossek et al. 2008) Auch Sutherland et al. konnten einen p-mTOR-
Expressionsanstieg von benignem Gewebe ber high-grade PIN hin zu Tumorgewebe
erkennen. (Sutherland et al. 2014) Eine vermehrte Phosphorylierung von mTOR zeigte
sich ferner nicht nur beim PCA sondern auch bei anderen Tumoren wie dem
Ovarialkarzinom. (Altomare et al. 2004) Diese offensichtlich kontrare Studienlage im
Hinblick auf die p-mTOR-Expression kénnte auf der Tatsache beruhen, dass in den
verschiedenen Studien grundsatzlich andere Patientenkollektive untersucht wurden, die
sich in ihrer ethnische Herkunft und zahlreichen weiteren Faktoren unterscheiden. Eine
andere mogliche Erklarung fiir die Diskrepanzen ware die Methode, mit der die
Expression des Proteinparameters ausgewertet wurde, wobei der subjektive Aspekt einer
Bewertung der Farbeintensitat mit den Augen eine Rolle spielt. Ein weiterer Punkt, der
kritisch betrachtet werden sollte, ist die Definition des benignen Gewebes in den
verschiedenen Publikationen. In der vorliegenden Arbeit wurde das Tumorgewebe mit
dem die Tumoren angrenzenden histologisch benignen Gewebe und dem Gewebe
benigner Prostatae, die Uberwiegend aus BPHs stammten, verglichen. Aus
histopathologischer Sicht ist dies sinnvoll, jedoch konnte eine molekularbiologisch
stattgefundene Veranderung des Gewebes sowohl aus den tumorumgebenden Bereichen
als auch aus den BPH-Geweben die Ergebnisse beeinflusst haben. Prostatae ohne
Anzeichen auf pathologische Verdnderungen wurden in der vorliegenden Arbeit nicht

untersucht.

Auch der Aktivierungsstatus von mTOR (p-mTOR/mTOR) zeigte in der vorliegenden
Arbeit eine signifikant geringere Expression im malignen im Vergleich zum benignen

Gewebe (p < 0,0001). Bei Kruck et al. wurde fiir das Nierenzellkarzinom das Gegenteil
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gezeigt: Der Quotient von p-mTOR/mTOR wies im Tumorgewebe eine starkere
Expression auf als im benignen Gewebe. (Kruck et al. 2010) Schanz konnte im Gegensatz
zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit auch eine Expressionssteigerung des
Aktivierungsstatus beim PCA im Vergleich zum benignen Prostatagewebe feststellen.
(Schanz 2014) Dabei stellte Schanz das Tumorgewebe dem histologisch benignen den
Tumor umgebenden Gewebe gegentber. Das bei Schanz untersuchte Gewebe stammte
aus benignen Arealen 0-10 mm vom Tumor entfernt und aus dem am weitesten vom
Tumor entfernten Ort, wohingegen in der vorliegenden Arbeit lediglich die 0- mind. 10
mm vom Tumor entfernten benignen Bereiche untersucht wurden. Somit kdnnte man
vermuten, dass die unterschiedlichen Ergebnisse der Studie im Vergleich zu der
vorliegenden auf der Entfernung des entnommenen benignen Gewebes zum
Tumorgewebe beruhen und molekulare Veranderungen, die bereits mit dem Tumor
assoziiert sind, im bis zu 1 cm vom Tumor entfernten benignen Gewebe das Ergebnis der

vorliegenden Arbeit beeinflusst haben.

In der vorliegenden Arbeit wurde deutlich, dass die Expression von 4E-BP1 im
Zytoplasma des malignen Driisengewebes signifikant héher war als im benignen
Prostatagewebe. Diese Beobachtung deckt sich mit der Literatur: Bei Kremer et al. war
eine erhohte 4E-BP1-Expression bei 100 % der Gewebeproben aus PCA zu finden
(Kremer et al. 2006). Auch Jendrossek et al. erkannten eine erhohte Expression des
Translationsinhibitors im PCA-Gewebe. (Jendrossek et al. 2008) Nicht nur eine 4E-BP1-
Uberexpression, sondern auch eine vermehrte Expression von elF4E konnte in fritheren
Studien beobachtet werden. (De Benedetti & Graff 2004, Graff et al. 2009) Anders als
beim PCA konnte beim Kardiakarzinom hingegen eine signifikant verminderte
Expression von 4E-BP1 verglichen mit normalem Gewebe ausgemacht werden, wéhrend
eine Uberexpression von p-4E-BP1 im Tumorgewebe zu erkennen war. (Yang et al. 2013)
In der vorliegenden Arbeit zeigte sich ahnlich der erhohten zytoplasmatischen Expression
von 4E-BP1 im Tumorgewebe, dass im tumordsen Gewebe signifikant mehr Kerne
angefarbt waren als im benignen Gewebe. Vergleichbare immunhistochemische
Untersuchungen zur zelluldren Lokalisation von 4E-BP1 beim PCA fehlen. Fir die
phosphorylierte Form von 4E-BP1 konnte jedoch im Gewebe von Mammakarzinomen
gezeigt werden, dass der phosphorylierte Translationsinhibitor sowohl im Zytoplasma als
auch im Kern stark exprimiert war. (Ma et al. 2015) Eine Studie zum Ameloblastom
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untersuchte ebenfalls die zellulare Lokalisation von p-4E-BP1: Bei 23 Patienten (27 %)
war eine Expression im Kern des untersuchten Gewebes und bei 55 (64,7 %) im
Zytoplasma sichtbar. (Li et al. 2012)

V.1.1 Die Bedeutung bei der Tumorentstehung

Die Bedeutung des intakten mTOR- Signalwegs bei der Tumorentstehung wurde in
letzter Zeit zunehmend beleuchtet. Bei VVersuchen mit Mausen, die durch den Verlust von
PTEN ein PCA entwickeln sollten, erkannte man, dass das Ausschalten des mTOR-
Signalwegs zum Teil die Tumorentstehung in der Prostata inhibieren konnte. (Nardella et
al. 2009) Dass Rictor als Bestandteil des mTOR-Komplex 2 Voraussetzung fir die
Entstehung von PCAs bei Mé&usen ohne PTEN ist, stellte Guertin 2009 mittels
Immunhistochemie fest. (Guertin et al. 2009)

Auch 4E-BP1 scheint eine entscheidende Rolle bei der Tumorentstehung zu spielen.
Downstream von mTOR fungiert unphosphoryliertes 4E-BP1 als inhibierender Regulator
der mMRNA-Translation, indem es an den eukaryotischen Translations-Initiationsfaktor 4E
(elF4E) bindet. Bei der Phosphorylierung von 4E-BP1 dissoziiert das Protein und die cap-
abhéngige Translation kann durch den Initiationsfaktor begonnen werden. Somit tragt 4E-
BP1 zur Regulation des Zellwachstums und Kontrolle des Zellzyklus bei. (Fingar et al.
2004) Vor diesem Hintergrund kénnte man annehmen, dass die Hochregulation von 4E-
BP1 im Prostatakarzinom wie in der vorliegenden Arbeit gesehen als Antwort auf eine
vermehrte Expression von elFAE zum Schutz vor einer molekularen Dysregulation und
einer eventuell damit verbundenen malignen Veranderung des Gewebes dient. Das wiirde
auch die Beobachtungen der Studie von Hsieh et al. erklaren: Auf Basis von mRNA-
Untersuchungen an einer humanen PCA-Zelllinie, die eine Doxycyclin-induzierbare
dominant-negative Mutante von 4E-BP1 exprimierte, erkannte man, dass eine verstérkte
4E-BP1-Expression in einer signifikanten Abnahme der Invasion von PCA-Zellen
resultierte. (Hsieh et al. 2012) Eine weitere Studie konnte demonstrieren, dass Patienten
mit PCA langer lebten, wenn vermehrt 4E-BP1 vorhanden war, was ebenfalls eine
protektive Eigenschaft des Translationsinhibitors vermuten lasst. (Graff et al. 2009)
Neuere Studien bestétigen diese Theorie ebenso: Ding et al. zeigten 2018, dass bei

Méusen mit PTEN-Verlust und einer damit einhergehenden PCA-Entstehung eine
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genetische Deletion sowohl von 4E-BP1 als auch 4E-BP2 alle Phasen der
Tumorentstehung signifikant beschleunigen konnte. (Ding et al. 2018)

V.2 Diversitat im Prostataraum lokal begrenzter Karzinome -
Betrachtung des dem Tumor angrenzenden Gewebes
Bei der Betrachtung der Prostatae, die mittels RPE entfernt worden waren und ein
organbegrenztes PCA (MO0) aufwiesen, wurden sowohl Stanzen aus dem Tumorgewebe,
als auch aus dem angrenzenden benignen Gewebe entnommen. Zum einen wurde 0-5 mm
vom Tumor entfernt gestanzt (,,nah“) und zum anderen mindestens 10 mm vom Tumor
entfernt (,,fern*). Als Referenz wurde das Gewebe aus den 26 benignen Prostatae
hinzugenommen. Das angrenzende Gewebe musste durch einen erfahrenen Pathologen
als histologisch eindeutig benigne verifiziert werden, ansonsten wurde es nicht in die

Auswertung einbezogen.

In anderen Studien zum PCA wurde oft kein Unterschied zwischen dem angrenzenden
Gewebe, das sich in unmittelbarer N&he des Tumors befindet und dem angrenzenden
Gewebe, das sich in einem grofieren Abstand vom Tumor befindet, gemacht. Somit
erfolgte die Betrachtung des angrenzenden Gewebes in toto. (Rubin et al. 2002, Ozen et
al. 2008) Dass das tumorumgebende Gewebe in Bezug auf die Konsistenz vom
Tumorgewebe der Prostata abgrenzbar ist, zeigt eine Studie von Hoyt et al. Es wurde
festgestellt, dass sich das Tumorgewebe als signifikant fester darstellte als das umgebende
mikroskopisch benigne Gewebe. (Hoyt et al. 2008) Mittels TMA und Immunhistochemie
konnte Merseburger fur PTEN, p-Akt und p27K"! (cyclin-dependent kinase inhibitor 1B)
im an Tumor angrenzenden, aber histologisch benignen Gewebe erhéhte Expressionen
der Parameter verglichen mit Gewebe benigner Prostatae finden. p-Akt und p27XiPt
zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen dem angrenzenden und dem malignen
Gewebe. Bei PTEN erkannte man allerdings im Tumorgewebe eine verringerte
Expression des Markers und die hdchste Expression in den angrenzenden Zonen.
(Merseburger et al. 2006)

Bei Schanz, der ebenfalls mTOR, p-mTOR und 4E-BP1 untersuchte und wie in der
vorliegenden Arbeit innerhalb des benignen Gewebes unter anderem zwischen benignem

nah an Tumor angrenzendem (5 mm) und benignem weiter vom Tumor entferntem (10
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mm) differenzierte, zeigte sich fir alle drei Parameter, dass ein Expressionsanstieg von
10 mm vom Tumor entfernten Gewebe Uber das 5 mm entfernte hin zum Tumorgewebe
erkennbar war. (Schanz 2014) Derartige Expressionsunterschiede innerhalb des
angrenzenden Gewebes konnte die vorliegende Arbeit fir mTOR und seinen
Aktivierungsstatus nicht bestatigen. Bei mTOR wurde deutlich, dass die Expressionen im
Tumorgewebe und im angrenzenden Gewebe (,,nah® und ,,fern*) annahernd gleich hoch
waren. Im Gewebe aus Prostatae ohne malignen Tumor war die Expression signifikant
geringer. Beim Aktivierungsstatus konnte man ebenfalls sehen, dass die Expressionen
sowohl im Tumorgewebe als auch im angrenzenden Gewebe (,,nah“ und ,,fern*) dhnlich
waren. Im Gewebe der benignen Prostatae war die Expression hoher. Bei der separaten
Betrachtung der high Gleason Tumoren war erkennbar, dass das benigne Gewebe
signifikant hohere Expressionen aufwies als die Gewebegruppen aus den tumortragenden
Prostatae. Diese Expressionsbeobachtungen weisen darauf hin, dass das angrenzende
Gewebe zwar morphologisch benigne scheint, aber auf molekularer Ebene bereits so
starke Veranderungen in Richtung Tumor aufweist, dass eine konsequente Abgrenzung

vom Tumorgewebe mittels der Parameter schwierig ist.

Diese Beobachtungen kdnnten fur die Definition des R-Status von Bedeutung sein. Der
chirurgische R-Status ist fur die prognostische Evaluation neben dem Gleason-Grading
und dem TNM- Status wichtig. Der histologische Nachweis von Tumorgewebe im
Absetzungsrand (R1) ist mit einer erhdhten Rate an Tumorrezidiven verbunden. (Swindle
et al. 2005, Vis et al. 2006, Krebsgesellschaft & Deutsche Krebshilfe 2016) Wenn ein
mikroskopisch positiver Schnittrand mit einem Gleason-Score von 7-10 verbunden war
oder bereits eine Invasion in Lymphknoten stattgefunden hat, zeigte sich das hochste
Risiko fir ein biochemisches Rezidiv nach RPE. (Karakiewicz et al. 2005) Vor dem
Hintergrund der Ergebnisse dieser Studie stellt sich die Frage, ob die Definition von RO
innerhalb der R-Klassifikation Uberdacht werden misste und (ber die Standard-
Histologie hinaus eine Anfarbung der Resektate mit mTOR und p-mTOR sinnvoll wére,
damit molekular verandertes Gewebe angrenzend an den Tumor erkannt und eine bessere
prognostische Aussage getroffen werden kann. Zusatzlicher Aufwand und erhebliche
Kosten der Methode miissten allerdings durch den positiven Effekt einer moglicherweise

genaueren prognostischen Einschatzung gerechtfertigt werden. Um die Frage nach dem
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prognostischen Stellenwert der Marker in Bezug auf den R-Status genauer zu beleuchten,

mussten weitere Studien durchgefihrt werden.

Weiter konnten die Marker bei transurethralen Resektionen der Prostata zur Detektion
von mdoglichen Malignomen zum Einsatz kommen. Man muss bedenken, dass bei der
transurethralen Resektion nur Gewebe der BPH, das heifRt aus der Ubergangszone,
entnommen und untersucht wird. Die periphere Zone als Sitz der haufigsten
Prostatakarzinome verbleibt trotz radikaler Entfernung der BPH. Hier kénnen sich erneut
Tumoren bilden oder noch Auslaufer des bei der transurethralen Resektion entfernten
Tumors befinden. (Hautmann & Gschwend 2014) So kdénnte man das morphologisch
benigne BPH-Gewebe mittels IHC untersuchen und erhohte Marker-Expressionen
konnten auf einen Tumor in der peripheren Zone hinweisen. Das in dieser Studie
untersuchte benigne Gewebe zeigte fir mTOR und p-mTOR im Vergleich zum
malignomtragenden Gewebe deutliche Expressionsunterschiede. Wenn der Ansatz
stimmt, kdnnte man annehmen, dass Patienten mit BPH keinen weiteren Tumor in der
peripheren Zone aufweisen. Um das zu beweisen, fehlte in dieser Studie die Mdglichkeit,
da bei den TURPSs nicht die periphere Zone entfernt wurde.

Fur 4E-BP1 zeigte sich anders als bei den anderen Markern eine deutliche Abgrenzung
des angrenzenden Gewebes zum malignen Gewebe. Das maligne Gewebe wies eine hohe
Expression auf, wihrend das angrenzende Gewebe (,,nah* und ,,fern*) eine signifikant
niedrigere Expression zeigte. Die Kernexpression bei 4E-BP1 lieR erkennen, dass die
Zahl der angeféarbten Kerne vom Tumorgewebe hin zum Gewebe der benignen Prostatae
abnahm. Diese Expressionsunterschiede kénnte man sich bei knappen RO-Resektionen
zu Nutze machen. Fir das Adenokarzinom des Pankreas konnte gezeigt werden, dass
Patienten, die eine R1-Resektion erhielten, langer tberlebten verglichen mit Patienten mit
lokal fortgeschrittenem nicht mehr resezierbarem Karzinom. RO-Resektionen fuhrten zu
einem langeren Uberleben verglichen mit R1-Resektionen. Jedoch konnte man sehen,
dass dieser Uberlebensvorteil verloren ging, wenn der Tumor nur 1 mm Abstand zum
Resektionsrand aufwies, auch wenn keine direkte Beteiligung des Randes bestand.
(Konstantinidis et al. 2013) Da 4E-BP1 in der vorliegenden Arbeit gut zwischen Tumor

und benignem angrenzenden Gewebe differenzierte, konnte man eventuell bei Tumoren,
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die mit sehr geringem Abstand zum morphologisch benignen Gewebe reseziert worden
sind, durch eine Farbung mit 4E-BP1 die Prognose besser bewerten.

V.2.1 Diagnostische Implikationen

Die mittels der Marker erkennbaren Veranderungen im umgebenden Gewebe der
Prostatatumoren konnten auch fir die Diagnostik im Sinne einer Verwendung bei der
histologischen Untersuchung von Biopsiegewebe bedeutsam sein. So wéren eventuell
frihe Lasionen, bei denen sich bereits VVerdnderungen bemerkbar machen, die mit der
konventionellen Histologie nicht erkennbar sind, besser detektierbar, und vor allem
jungere Patienten mit Vorlauferldsionen kdnnten profitieren. Allerdings muss hier die
Gefahr der Ubertherapie bedacht werden. So bestiinde die Gefahr, dass vermehrt
Tumoren diagnostiziert und therapiert werden, die zeitlebens nicht zu einer Symptomatik

fuhren wirden.

Ein weiterer diagnostischer Nutzen der Marker konnte in Bezug auf das Wiederholen von
Biopsien bestehen. Komplikationen wie Infektionen nach Prostatabiopsie durfen nicht
unterschatzt werden (Loeb et al. 2011), weshalb eine mehrfache Biopsie mdglichst
vermieden werden sollte. Die Entscheidung, dem Patienten eine Nachbiopsie zu
empfehlen, muss davon abhangig gemacht werden, wie wahrscheinlich ein positives
Ergebnis beim zweiten Biopsieren ist. (Pinsky et al. 2007) Ein Punkt, der bei der
Entscheidung fiir oder gegen eine Nachbiopsie einen grof3en Stellenwert hat, ist der PSA-
Wert. Zackrisson konnte in einer Studie 2003 zeigen, dass 26 % der Manner mit negativen
Biopsieergebnissen und steigendem PSA-Wert innerhalb von 4 Jahren einen Tumor
entwickelten. (Zackrisson et al. 2003) Dennoch erweist sich das Management von
Patienten mit negativen Biopsieergebnissen und trotzdem erhohten PSA-Werten als
schwierig, da eine klare Linie fehlt. (Anastasiadis et al. 2006) So konnten die Marker bei
negativen Biopsien, die durch eine falsche Platzierung entstanden sind, und bei anhaltend
hohem PSA-Wert wertvolle Hinweise auf Verénderungen im angrenzenden Gewebe
geben und als Faktor bei der Abschatzung der Wahrscheinlichkeit fur das VVorhandensein
eines malignen Geschehens einbezogen werden, was die Entscheidung fir oder gegen

eine erneute Biopsie deutlich erleichtern sollte.
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V.3  Expressionen der Marker hinsichtlich der
Tumorprogression — Betrachtung des Tumorgrades und
klinisch-pathologischer Parameter

In Bezug auf klinische Parameter erkannte man in der vorliegenden Arbeit, dass bei nicht

metastasierten Tumoren die mTOR- Expression mit zunehmendem Alter anstieg und

beim Aktivierungsstatus von mTOR war eine umgekehrte Korrelation des Markers zum

Alter der Patienten zum Zeitpunkt der OP erkennbar. Bei metastasierten Tumoren

hingegen zeigte sich, dass 4E-BP1 mit steigendem Alter vermehrt exprimiert wurde. Flr

die Kerne bei 4E-BP1 zeigte sich keine signifikante Korrelation. Dies ist besonders im

Hinblick auf die Kern-Zytoplasma-Relation, die im bosartigen Tumor zum Kern hin

verschoben ist, auffallig. (Thomas 2006) Somit zeigte sich, dass die Anférbbarkeit der

Kerne bei den metastasierten Tumoren in Bezug auf das Alter unabhangig von ihrer

GroRe war. Bei allen Parametern waren die Expressionen bei niedrigerem T-Stadium (<

3a) starker als bei hohem T-Stadium (> 3a). AuBer bei mTOR, hier zeigte sich eine

starkere  Anfarbbarkeit der Dots bei hoherem  T-Stadium.  Signifikante

Expressionsunterschiede waren beim Aktivierungsstatus, bei 4E-BP1 und den Kernen bei

4E-BP1 ersichtlich. Bei den Kernen zeigte sich der deutlichste Unterschied: Es waren

signifikant mehr Kerne angeférbt bei kleinerem T-Stadium des Tumors (p = 0,0068).

Hinsichtlich N-Stadium zeigten die Farbungen mit p-mTOR, p-mTOR/mTOR, 4E-BP1

und die Kerne bei 4E-BP1 signifikante Unterschiede. Bei fast allen Parametern waren

hohere Expressionen bei NO-Tumoren als bei N1-Tumoren zu beobachten. Wie auch
beim T-Stadium bildete mTOR eine Ausnahme. Hier zeigte sich eine hohere Expression
bei Tumoren mit Lymphmetastasen. Bei der Untersuchung bezlglich des Féarbeverhaltens

des Gewebes im Hinblick auf den Gleason-Score (GS < 7b vs. > 7b) zeigten sich fir p-

mTOR/MTOR und 4E-BP1 signifikante Unterschiede. Bei allen untersuchten Parametern

auler bei mTOR war bei hoherem GS eine geringere Expression erkennbar. Bei mTOR
war eine vermehrte Expression bei hoherem GS zu erkennen. Es zeigte sich auch ein
signifikanter Unterschied bei den Kernen bei 4E-BP1. Bei den Tumoren mit niedrigerem

GS waren signifikant mehr Kerne angeféarbt als bei solchen mit hohem GS (p = 0,0002).

Somit wurde deutlich, dass sich beim Progress der Erkrankung im Gesamtbild eine

verminderte mTOR-Aktivitat abzeichnete. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass

bei PCAs indiziert durch PTEN-Verlust, die Inhibition von PI3K und die mTOR
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Inhibition mit dem dualen Kinaseinhibitor BEZ235 das Tumorvolumen von bestehenden
Tumoren reduzierte, was die Aktivitat des Signalwegs bei der Erhaltung tumordser
Geschehen demonstrierte. (Carver et al. 2011) Schon 1999 zeigte McMenamin, dass eine
verringerte Expression von PTEN als Regulator des mTOR-Systems mit einem hoheren
Gleason-Score assoziiert war. (McMenamin et al. 1999) Diese Beobachtung passt zu den
vorliegenden Ergebnissen, da man bei einer verringerten PTEN-Expression auch von

einer geringeren mTOR-AKktivitat ausgehen kann.

p-mTOR, der Aktivierungsstatus p-mTOR/mTOR und 4E-BP1 zeigten bei der
Betrachtung des Gewebes wie oben beschrieben eine verringerte Expression bei der
Progredienz des PCAs. Wie in der vorliegenden Arbeit war auch bei Miller et al.
erkennbar, dass der Expressionsverlust von p-mTOR mit fortgeschrittenem
Tumorstadium,  hoherem  Gleason-Score und dem  Vorhandensein  von
Lymphknotenmetastasen einherging. (Muller et al. 2013) Fur andere an der mTOR
Signalkaskade beteiligte Bausteine konnte eine Uberexpression beim Tumorprogress
beobachtet werden. Bei der Untersuchung der Akt-Expression im benignen und malignen
Prostatagewebe zeigte sich bei Lao et al. eine positive Korrelation zwischen dem
Proteinparameter und dem Gleason Grad der Gewebeproben. Die meisten Tumorareale
mit hohem Gleason Grad lielRen eine starke Akt-Expression erkennen. (Liao et al. 2003)
Beim Mammakarzinom zeigte sich, dass p-4E-BP1 (berwiegend in schlecht
differenzierten Tumoren exprimiert war und mit der Tumorgrofe, mit dem Auftreten von
Lymphknotenmetastasen und lokalen Rezidiven korrelierte. Die Koexpression von p-4E-
BP1 und p-elF4G war an eine hohe Tumorproliferationsrate gekoppelt. (Rojo et al. 2007)
Fur Prostata-Tumorgewebe, das mit p-elFE angeféarbt wurde, zeigte sich ebenso, dass
Tumoren mit einem Gleason-Score Uber 7 eine signifikant hohere Expression aufwiesen
als Tumoren mit einem Gleason-Score von 7 und weniger. (Furic et al. 2010) Bei Liao et
al. zeigte sich neben der vermehrten Akt-Expression im Gewebe fortgeschrittener
Tumoren auch eine Expressionskorrelation mit dem praoperativen PSA-Wert. (Liao et al.
2003) Dagegen war eine Korrelation der Parameterexpressionen und des praoperativen
PSA-Werts in der vorliegenden Arbeit nicht festzustellen. Da eine Korrelation flir einen
Zusammenhang der Expressionen mit dem Progress des Tumors sprache, ist diese

Beobachtung kritisch zu sehen.
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V.3.1 Prognostische Implikationen

Derzeit wird intensiv nach prognostisch relevanten Biomarkern gesucht, die - eventuell
auch in Kombination - die Aggressivitat des vorliegenden PCAs und damit den
Krankheitsverlauf effektiver VVorhersagen kdnnen als der Gleason-Score allein. (Cordon-
Cardo et al. 2007, Shen & Abate-Shen 2010) Vor allem die Differenzierung zwischen
indolenten und aggressiven Tumoren bei Patienten mit der Diagnose eines PCAs mit
einem niedrigen Gleason-Score nach Biopsie, stellt sich als grofRe klinische
Herausforderung dar. (Sartor et al. 2008) Dieses Differenzierungsproblem fuhrt unter
anderem zu einer groBen Ubertherapie von Patienten, bei denen eine konservative
Therapie ausreichend ware. Insgesamt zieht das eine geringere Erfolgsquote nach sich,
was das Uberleben der Patienten anbelangt, da durch die Uberdiagnose und die
Ubertherapie der Patienten mit indolentem PCA der Erfolg fiir die Patienten, die von einer
Intervention profitieren, geschmélert wird. (Shen & Abate-Shen 2010)

Die in dieser Arbeit untersuchten Biomarker kdnnten in Hinblick auf prognostische
Aussagen eine Hilfestellung geben und vor allem eine Kombination der Marker koénnte
prognostisch relevant sein. Die Uberexpression von mTOR in Kombination mit dem
Verlust von p-mTOR und 4E-BP1 stellte sich in den vorliegenden Ergebnissen als
Prédiktor fur das Fortschreiten des PCAs da. Vor allem bei 4E-BP1 zeigte sich eine stark
verminderte Expression sowohl im Kern als auch im Zytoplasma bei fortgeschrittenem
Stadium des Tumors. Im Gegensatz dazu erkannte man beim Osophaguskarzinom eine
signifikant hohere 4E-BP1-Expression bei T3NOMO-Tumoren als bei Tumoren im
TAN1MO-Stadium. (Salehi & Mashayekhi 2006) Das Ergebnis der vorliegenden Studie
lasst sich vielmehr mit einer Studie von Karlsson et al., in der Mammakarzinomgewebe
untersucht wurde, vergleichen. Hier zeigte sich, dass eine nukledre Expression des
Proteins mit einem besseren klinischen Ergebnis verknipft war, wohingegen eine hohe
zytoplasmatische Expression und hohe mRNA-Level mit high-grade Tumoren und einer
schlechteren Prognose korrelierten, was vermuten lasst, dass das Protein in verschiedenen
Zellkompartimenten eine unterschiedliche Rolle spielt. (Karlsson et al. 2013)
Schatzungsweise 30 % des Proteins sind im Zellkern lokalisiert, wo es die Verfugbarkeit
von elF4E fir Translation regelt, indem es elFAE im Kern zuriickhélt und so die
Ribosomenbindung verhindert. (Rong et al. 2008) Hohe nukleédre Level des Proteins

wirden so die Translation inhibieren und dadurch auch die Proliferation von malignen
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Zellen reduzieren, was die bessere Prognose erklaren kénnte. (Karlsson et al. 2013) Auch
beim Nierenzellkarzinom wurde mittels TMA und immunhistochemischer Methodik
deutlich, dass unterschiedliche Expressionen des mTOR vorgeschalteten Akt im Kern
und im Zytoplasma mit einer unterschiedlichen Prognose einhergingen. Es zeigte sich,
dass eine hohe nukledre pAKT-Expression mit einer giinstigen Prognose und eine hohe
zytoplasmatische pAKT-Expression mit einer schlechten Prognose assoziiert war.
(Pantuck et al. 2007) Die in dieser Studie ermittelten Ergebnisse legen im Gegensatz zu
der Studie von Karlsson et al. zum Mammakarzinom die Vermutung nahe, dass der
Verlust der Expression des Proteins beim Fortschreiten des Prostatakarzinoms nicht auf
ein Kompartiment beschrankt ist, sondern die gesamte Zelle betrifft. Da die Betrachtung
der Kerne ein signifikanteres Ergebnis lieferte als die des Zytoplasmas, wirde es
ausreichen sich bei der Untersuchung des Gewebes zu prognostischen Zwecken auf die

Kerne zu konzentrieren.

Die Uberexpression der aktivierten phosphorylierten Form und eine verminderte
Expression von mTOR beim Progress des PCAs, wie sie in der vorliegenden Studie
beobachtet werden konnte, wurde bereits bei anderen Karzinomen wie dem
Magenkarzinom oder dem Adenokarzinom des Gallengangs deutlich. Hier konnte eine
vermehrte p-mTOR-Expression mit einer schlechteren Prognose assoziiert werden.
(Herberger et al. 2007, Yu et al. 2009) Auch beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus
konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression mit einer schlechteren Prognose
einherging. Sowohl die Gesamtmortalitat als auch die spezifische Sterberate war erhoht.
Allerdings zeigte sich in der Studie keine Korrelation mit einem klinischen oder
pathologischen Parameter wie Alter, Geschlecht, histologischem Grading, T- oder N-
Stadium. (Hirashima et al. 2010) Beim Magenkarzinom korrelierte eine Uberexpression
von p-mTOR signifikant mit dem Auftreten von Lymphmetastasen. (Yu et al. 2009) Bei
Miller et al. zeigte sich, dass beim PCA der Verlust der Intensitdt von p-mTOR
signifikant mit dem Auftreten eines biochemischen Rezidivs korrelierte. (Miller et al.
2013) Auf der anderen Seite zeigten Studien zum Ovarialkarzinom und zum
Adenokarzinom der Lunge eine erhohte p-mTOR Expression, wenn die Karzinome eine
bessere Prognose aufwiesen. (Noske et al. 2008, Anagnostou et al. 2009) Maoglicherweise

resultieren diese Unterschiede des mTOR-Status im Hinblick auf die Progression und
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damit auch auf die prognostische Bedeutung daraus, dass der Signalweg in verschiedenen
Organen eine andere Entwicklung durchmacht.

Insgesamt ist die Relevanz der in der vorliegenden Studie betrachteten Marker in Hinsicht
auf die prognostische Aussagekraft vor dem Hintergrund, dass es sich um eine
retrospektiv aufgebaute Studie handelt, unter Vorbehalt zu sehen. Andere Studien zum
PCA, die genauere prognostische Angaben machen kénnen, enthalten so zum Beispiel
Daten zum Uberleben der Patienten. (Berney et al. 2009)

Der Einsatz von immunhistochemischen, DNA-zytometrischen oder
molekularbiologischen  Untersuchungen muss gerechtfertigt sein, indem der
Mehraufwand, der mit diesen Methoden einhergeht, einen Nutzen fur die Patienten
darstellt. (Kristiansen 2012) Derzeit sind allerdings keine molekularen Biomarker
bekannt, die eine bessere prognostische Einschétzung liefern als das Gleason Grading des
Tumors. (True et al. 2006) Dennoch kénnte man mittels der hier untersuchten Marker in
Kombination mit dem Gleason-Grading eine bessere prognostische Vorhersagbarkeit
erreichen. Deswegen sollten in Zukunft weitere Studien durchgefiihrt werden, die im
Follow-Up die klinischen Ergebnisse wie die Rezidivrate und das Uberleben niher
beleuchten.

V.4  Metastasierung des Tumors

Knochen ist der bevorzugte Ort fiir Metastasen beim PCA. Man schatzt, dass ca. 70 %
der fortgeschrittenen Prostatakarzinome Knochenmetastasen bilden. Trotz des grof3en
Fortschritts in Forschung und Klinik beim Management des PCA, gibt es derzeit keine
spezifischen Therapien fur Patienten, die Rezidive und/oder Metastasen erleiden.
Knochenmetastasen und die skelettbezogenen Komplikationen schréanken die
Lebensqualitat der Patienten ein und stellen eine groRe Belastung fiir das
Gesundheitssystem weltweit dar. (Logothetis & Lin 2005, Clemons et al. 2012, Bertoldo
et al. 2014) Momentan stehen verschiedene Optionen zur Symptomlinderung zu
Verfligung, eine Mdglichkeit die Patienten zu heilen besteht derzeit allerdings nicht. In
den vergangenen Jahren wurden verschiedene Ansatze entdeckt wie auf molekularer
Ebene in die Signalwege beim PCA und seinem Progress hin zur Metastasierung

eingegriffen werden kann. Ein gutes Beispiel hierfiir ist Denosumab, was den RANKL-
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Signalweg blockiert. (Yee & Raje 2012) Herr Yannick Pach hat sich innerhalb unseres
Verbundprojektes in seiner Arbeit mit RANK und RANKL beim Progress des PCAS
auseinandergesetzt und signifikante Ergebnisse der Markerexpressionen erhalten. (Y.

Pach, personliche Mittteilung)

Dass der mTOR-Signalweg eine Relevanz bei der Metastasierung von Tumoren hat,
wurde beispielsweise fir das kolorektale Karzinom gezeigt. So fanden Gulhati et al.
heraus, dass mMTORC 1 und 2 in der Lage sind eine epithelial-mesenchymale Transition
(EMT) und die Metastasierung uber den RhoA- und Racl-Signalweg zu steuern. Eine
erhdéhte mTOR-Expression war sowohl in Primartumoren als auch in Lebermetastasen zu
finden und es waren keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Priméartumor und
den Metastasen erkennbar. (Gulhati et al. 2011) Eine erhdhte mTOR-Expression war
ebenso bei neuroendokrinen Tumoren des gastroenteropankreatischen Systems
erkennbar. Bei Tumoren des Vorderdarms erkannte man eine signifikante erhdhte
Expression, wenn Fernmetastasen vorhanden waren. (Kasajima et al. 2011) Bei
Magenkrebs im pT2b-Stadium zeigte sich ebenfalls ein Anstieg der mTOR-Expression
mit zunehmender Anzahl der Lymphknotenmetastasen. Auch eine Korrelation der
Expression mit der krankheitsfreien Uberlebenszeit war erkennbar. Eine Uberexpression
ging mit einer kiirzeren Uberlebenszeit einher. (An et al. 2010) Beim Chordom, einem
Knochentumor der Wirbelséule, wurde deutlich, dass bei Gewebe, das eine starke mTOR-
Expression erkennen liel3, eine Tumorinvasion in das umliegende Muskelgewebe bereits
stattgefunden hatte. (Chen et al. 2014)

Dass sich das mTOR-System und die beteiligten Proteine beim PCA im Ungleichgewicht
befinden, konnten Taylor et al. 2010 fiir 42 % der lokal fortgeschrittenen Tumoren und
flir fast 100 % der fortgeschrittenen Tumoren bestétigen. (Taylor et al. 2010) 2003 zeigte
Wang bereits, dass die prostataspezifische Deletion des Genes von PTEN bei Mdusen
zum metastasierten PCA flihrte (Wang et al. 2003) Auch Hsieh erkannte, dass die
vermehrte Aktivitdt von mTOR und die Deregulierung der Biosynthese aller mit dem
System verbundenen Proteine als Grundvoraussetzung fir die Bildung von Metastasen
bei Méausen mit PCA offenbarte. (Hsieh et al. 2012) Zudem wurde herausgefunden, dass
das epitheliale Zelladhdsionsmolekiil (EpCAM) (iber den PI3K/Akt/mTOR Signalweg

mit der Metastasierung des PCA assoziiert ist. (Ni et al. 2013) Des Weiteren erkannte
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man, dass das Zytokin Transforming Growth Factor-beta (TGF-R) die Metastasierung des
PCA in den Knochen durch microRNA-96 und durch die Aktivierung des mTOR-
Signalwegs fordert. (Siu et al. 2015)

Der molekulare Mechanismus der Regulation der Zellmotilitdt und der Metastasierung
uber den mTOR-Weg ist zurzeit noch nicht vollstandig geklart. Einer der vermuteten
Ansatze ist, dass die Kontrolle der Dynamik des Aktinzytoskeletts und der Zellmotilitat
uber die Modulierung der Expression und Aktivitat der kleinen GTPasen wie RhoA, Racl
und Cdc42 bewerkstelligt wird. Weiterhin spielen die durch mTOR gesteuerten Proteine
S6K1 und 4E-BP1 vermutlich eine Rolle bei der Phosphorylierung von fokalen
Zelladhésions-Proteinen wie beispielsweise Paxillin. Zudem ist mTOR mdglicherweise
in der Lage die Metastasierung ber die Verdnderung der Tumorumgebung anzustol3en.
(Zaytseva et al. 2012) Auch in der vorlegenden Arbeit stellte sich das die Tumoren

umgebende Gewebe bereits verandert dar (s. V.2).

Die Ergebnisse, die die vorliegende Arbeit beziiglich des mTOR-Systems lieferte, zeigten
eine Abnahme der Proteinexpressionen im Gewebe fernmetastasierter Tumoren und
somit eine Weiterfuhrung des Bildes, was bei der Betrachtung des T- und N-Stadiums
und des Gleason-Scores bereits beobachtet werden konnte. Anders als beim T- und N-
Stadium und beim Gleason-Score, wo eine geringe Uberexpression von mTOR im
fortgeschrittenen Stadium des PCA zu erkennen war, zeigte sich bei der Betrachtung der
Tumoren mit Fernmetastasen im Gegensatz zu den nicht metastasierten Tumoren eine

Abnahme der Expression.

Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass die mTOR-Aktivierung im
organbegrenzten Stadium des PCA eine Schlusselrolle Ubernimmt und im
fortgeschrittenen metastasierten Stadium die Aktivitat des Signalwegs heruntergefahren
wird. Wahrend die Aktivierung des Signalwegs als Fruhereignis beim PCA mit einem
Gipfel in organbegrenzten Karzinomen zu sein scheint, deuten die evaluierten Ergebnisse
darauf hin, dass die fortgeschrittenen Karzinome andere Signalwege benutzen, die nicht
mit der Aktivierung des mTOR-Systems assoziiert sind, wie zum Beispiel der stromal
cell-derived-factor-1/ CXCR4-Signalweg. (Taichman et al. 2002)
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Wie beim Zytoplasma zeigten sich bei 4E-BP1 weniger Kerne im Gewebe metastasierter
Tumoren angeférbt als bei organbegrenzten Karzinomen. Diese Beobachtung wirde
dafiir sprechen, dass eine Ubertragung des onkogenen Signals in den Kern bei Tumoren
im frihen Stadium vonstattengeht und im metastasierten Stadium des Karzinoms dieses
Signal nicht mehr Gbertragen wird, da es nicht mehr benétigt wird, um die malignen sich
bereits verselbststandigten Prozesse aufrechtzuerhalten. Weitere Hinweise beziglich der
Aktivitdt des mTOR-Systems bei der Metastasierung des PCA ergeben sich indirekt bei
der Betrachtung der mTOR-Inhibitoren, deren Wirkung auf maligne Knochentumoren

und fortgeschrittene Karzinome im néchsten Punkt diskutiert wird.

V.4.1 mTOR-Inhibition und der Effekt auf Metastasen

Dass die Inhibition der mTOR-Signalkaskade bei verschiedenen Krebsarten im
fortgeschrittenen metastasierten Stadium zu therapeutischen Erfolgen fihrt, zeigt
beispielsweise Temsirolimus, ein Rapamycin-Analogon, was das Uberleben von
Patienten mit fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom (RCC) verbessert. (Hudes et al.
2007) Der mTOR-Signalweg ist allerdings nur einer von vielen, in den bei der
Erkrankung eingegriffen werden kann. (Ravaud et al. 2013) Ebenso zugelassen beim
metastasierten klarzelligen RCC ist der mTOR- Inhibitor Everolimus. (Motzer et al. 2008,
Rini et al. 2014) In Kombination mit Levatinib, einem VEGFR-Inhibitor, konnten beim
metastasierten RCC in der Zweitlinienbehandlung gute therapeutische Erfolge erzielt
werden. (Nabi et al. 2018) Weiter konnte man bei Kopf-/Halstumoren unter mTOR-
Inhibition eine verminderte Lymphangiogenese und Metastasierung in Lymphknoten
feststellen. (Patel et al. 2011)

Ein anderes Beispiel fir die Wirkung des Eingriffs in den mTOR-Kreislauf auf die
Metastasierung von Tumoren ist eine neue Studie von Hua und Kollegen. Ruscogenin,
ein pflanzliches Pharmakon, bewirkte in Versuchen mit hepatozelluldren Karzinomen
eine Unterbrechung der Krebszellmigration und -invasion und eine Hemmung der
Bildung metastatischer Herde im Lungengewebe. Uber das Herunterregulieren der
Phosphorylierung von Akt und mTOR verringerte Ruscogenin die Level von MMP-2,
MMP-9, uPA, VEGF und HIF-1a. (Hua et al. 2018)

Dass der Signalweg auch bei der Entstehung und Progression maligner Tumoren des

Knochens involviert ist, lassen Studien erkennen, bei denen mTOR-Inihibitoren wie

117


https://de.wikipedia.org/wiki/Nierenzellkarzinom

Temsirolimus oder Ridaforolimus klinische Wirksamkeit bei Patienten mit priméren
Osteosarkomen zeigten. (Mita et al. 2013, Schwartz et al. 2013, Thornton et al. 2013)
mTOR scheint bei der Osteoklastendifferenzierung beteiligt zu sein. Glantsching et al.
bewiesen, dass M-CSF, RANKL und TNF-a — alle benotigt fir das Uberleben von
Osteoklasten - ihren anti-apoptotischen Effekt auf Osteoklasten mittels dem mTOR/S6K
Signalweg ausiiben, indem sie Osteoklasten mit Rapamycin behandelten und eine
vermehrte Apoptose der Osteoklasten in vitro zu beobachten war. (Glantschnig et al.
2003) Auch Indo et al. zeigten, dass sowohl eine genetische als auch pharmakologische
Inhibition von mTOR die Osteoklastendifferenzierung hemmt. (Indo et al. 2013) Kneissel
und seine Kollegen konnten ebenfalls feststellen, dass Everolimus in der Lage ist, die

Osteoklastendifferenzierung einzuschranken. (Kneissel et al. 2004)

Evidenz daflr, dass mTOR bei Knochenerkrankungen eine pathologische Rolle spielt,
wurde auch durch eine experimentelle Studie zur rheumatoiden Arthritis anhand von
Tiermodellen gezeigt. Durch mTOR-Inhibition mit Sirolimus oder Everolimus liel sich
hier eine reduzierte synoviale Osteoklastenbildung in vivo und eine vermehrte Apoptose
der Osteoklasten in vitro erzielen. AuRerdem zeigten sich bei mTOR-Inhibition weniger
Knochenerosionen, weniger Schaden in der Knochenstruktur und weniger
Knorpelverlust. (Cejka et al. 2010)

Auf der anderen Seite spielt mTOR wahrscheinlich auch eine Rolle bei der
Differenzierung der Osteoblasten. Osteoblasten produzieren Osteoprotegerin (OPG), das
RANKL antagonisiert und damit verhindert, dass RANKL an RANK, was sich auf der
Osteoklastenoberflache befindet, bindet. OPG hemmt Osteoklastendifferenzierung.
Somit sind Osteoblasten mittels OPG in der Lage, der Osteoklastendifferenzierung zu
entgegnen. (Roodman 2004) Eine Verbindung des Signalweges und dem OPG-Spiegel
wurde mittels Knochenmarksstammzellen von Mdusen untersucht. Die Behandlung mit
Rapamycin fuhrte zu einem Anstieg des OPG-Spiegels in diesen Zellen. (Mogi & Kondo
2009)

Verschiedene Studien haben die Effekte einer mTOR-Inhibition auf Knochentumoren
und experimentelle Knochenmetastasen anhand von in vivo Modellen getestet (s. Tabelle
19). Hussein et. al zeigten, indem sie 4T1-Brustkrebszellen in die Tibiae von Mé&usen
injizierten und diese mit Rapamycin behandelten, dass der mTOR-Inhibitor in der Lage
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ist, osteolytische Lé&sionen zu reduzieren und das Leben der behandelten Mé&use im
Vergleich zu denen ohne Rapamycin-Gabe zu verlangern (21 vs. 16 Tage). (Hussein et
al. 2012) Morgan et. al zeigten &hnliche Ergebnisse beim PCA. Auch sie injizierten
Tumorzellen, C4-2 CaP-Zellen, in Mausetibiae und behandelten die Tiere mit
Everolimus, Docetaxel und Zoledronsédure einzeln und in Kombination. Dabei zeigte sich
in vivo die starkste Tumorreduktion im Knochen bei der Behandlung mit allen drei
Medikamenten. (Morgan et al. 2008)

Tumor behandelt mit  Effekt

e reduzierte Anzahl osteolytischer :Hussein et al.
Mammakarzinom Rapamycin I:a3|onen . (Hussein et al.
e Uberleben verlangert (21 vs. 16 :2012)
Tage)
e Hoherer Serum-OPG-Spiegel Hartwich et al.
Neuroblastom Rapamycin e Erhohte Knochendicke (Hartwich et al.
2013)
e  Beeintréchtigung der Okui et al. (Okui
Plattenepithelkarzinom Temsirolimus Tumorbildung et al. 2011)
der Mundhéhle e Hemmung der Entstehung von
osteolytischen Lasionen
Osteoblastisches Everolimus + *  langsamerer Tumorprogress Moriceau et al.
Osteosarkom Zoledronséure ¢ mehr Knochenmasse %fg)'ceau tal.
Osteolytisches Everolimus + *  langsamerer Tumorprogress Mori(_:eau etal.
Osteosarkom Zoledronsaure ¢ mehr Knochenmasse (Zl\élloor)lceau etal.
Everolimus + e Verringerung des Morgan et al.
Prostatakarzinom Docetaxel + Tumorvolumens (Morgan et al.
Zoledronséure 2008)

Tabelle 19: Methodisch unterschiedlich aufgebaute Studien an Méausen, bei denen die Inhibition des
mTOR-Signalwegs Effekte auf Tumoren im Knochen hatte (Bertoldo et al. 2014)

Die Mechanismen, die den in diesen Studien beobachteten Wirkungen der mTOR-
Inhibition in Bezug auf maligne Prozesse im Knochen zugrunde liegen, sind bisher nicht
vollstandig geklart. An sich sind drei mogliche Erklarungen denkbar: 1. Die mTOR-
Inhibition erzielt ihren Effekt direkt in den Zellen des Knochenstoffwechsels und der
Osteoklasten, 2. Die mTOR-Inhibition zeigt sich in den Tumorzellen der
Knochenmetastasen oder 3. Die mTOR-Inhibition zeigt sich in den Primartumorzellen.
(Bertoldo et al. 2014) Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sprechen aufgrund der
abnehmenden Expression der Marker im in den Knochen metastasierten PCA fiir letzteres
und konnte erklaren, warum die mTOR-Inhibition in der Praxis bei verschiedenen

fortgeschrittenen Karzinomen, insbesondere beim PCA, nicht den Effekt hat, den man
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sich erhofft hatte. Eine mogliche Erklarung liefert auch eine Studie von Hsieh, die den
Grund flr die Rapamycin-Resistenz von Karzinomen auf die ungentigende Inhibierung
der Proteine, die mTOR nachgeschaltet sind, zurlckfihrt wie die mTORC1-abhédngige
Uberaktivierung von 4E-BP-elF4E. (Hsieh et al. 2010) Fiir organbegrenzte PCAs kann
diese Theorie mit der vorliegenden Studie unterstitzt werden, da ein Anstieg der 4E-BP1-
Expression bei diesen Tumoren beobachtet werden konnte. Eine Abnahme der
Expression bei metastasierten Karzinomen spricht allerdings nicht dafiir, dass eine
ungenigende Hemmung des Translationsinitiationsfaktors der Grund flr das Versagen

der mTOR-Inhibitoren in diesem Stadium der Erkrankung ist.

Somit deuten die vorliegenden Ergebnisse der Studie darauf hin, dass eine friihe oder
sogar praventive Hemmung von mTOR aufgrund der ersichtlichen Aktivitat im
organbegrenzten Stadium bessere Erfolge erzielen konnte als die Hemmung des
Signalwegs im spaten Stadium der Erkrankung. So konnten mTOR-Inhibitoren
beispielsweise als chemopréventive Arznei bei Patienten eingesetzt werden, bei denen bei
einer Biopsie eine benigne Prostatahyperplasie oder eine intraepitheliale Neoplasie und
gleichzeitig eine Deletion von PTEN festgestellt wurde. (Tolcher 2004)

V.5 Hormonsensitives und kastrationsresistentes PCA

Irgendwann kommt es unter einer suffizienten antiandrogenen Therapie unweigerlich
dazu, dass das hormonsensitive PCA kastrationsresistent (friiher androgenunabhangig)
wird. Definiert ist dieser Zustand durch das Fortschreiten des Tumors mit steigendem
PSA-Wert oder durch einen Krankheitsprogress, der sich z.B. in einer Zunahme der
Symptome zeigt. (Shen & Abate-Shen 2010, Miller 2011) In diesem Stadium stehen den
Klinikern nur wenig, lediglich palliative und symptomorientierte Therapieoptionen zur
Verfligung. Seit der Verdffentlichung der randomisierten kontrollierten Studien TAX 327
(Tannock et al. 2004) und SWOG 99-16 (Petrylak et al. 2004) gilt das Taxan Docetaxel
als therapeutischer Goldstandard beim kastrationsresistenten Prostatakarzinom. In beiden
Studien zeigte sich bei den Patienten, die eine Chemotherapie mit Docetaxel bekamen,
im Vergleich zur Therapie mit Mitoxantron (TAX 327: 18.9 vs. 16.5 Monate, p = 0,009)
oder Mitoxantron und Prednison (SWOG 99-16: 17.5 vs. 15.6 Monate, p = 0, 02) ein
signifikanter Uberlebensvorteil. Obwohl beide Studien eine klare Standardtherapie fr
Manner mit CRPC aufzeigt, wird hier deutlich, dass weitere Therapieoptionen bendtigt
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werden, die bessere Erfolge beziiglich des Uberlebens liefern als 2,4 Monate. (Morgan et
al. 2009) Neben der Therapie des CRPC zeigen aktuelle Phase-I11-Studienergebnisse,
dass eine Chemotherapie zusétzlich zu einer Hormontherapie auch beim
hormonsensitiven fortgeschrittenen/metastasierten Prostatakarzinom Vorteile haben
kann. Im Vergleich zur alleinigen hormonablativen Therapie brachte die frihe
kombinierte Chemo-Hormontherapie mit Docetaxel einen medianen Uberlebensvorteil
von 13,6 Monaten (CHAARTED) (Sweeney et al. 2015) und von 15 Monaten
(STAMPEDE) (James et al. 2016). So scheint ein friiher Einsatz von Abirateronacetat in
Kombination mit Prednison ein &hnliches Ergebnis zu erzielen wie eine frihe
Chemotherapie (LATITUDE). (Fizazi et al. 2017)

Die Bedeutung des mTOR-Signalwegs bei der Entstehung des CRPCs und die Interaktion
des Signalweges mit dem Androgenrezeptor (AR) sind bisher nur wenig erforscht. Auch
wenn einige Studien eine Verbindung vermuten lassen, ist unklar, in welchem Umfang
eine direkte Beeinflussung des Rezeptors stattfindet. (Lin et al. 2001, Yang et al. 2005)
In der vorliegenden Arbeit zeigten sich fur alle untersuchten Parameter aufer fur den
Aktivierungsstatus von mTOR (p-mTOR/mTOR: 0,8 vs. 0,9) ein Abfall der Expression
bei den metastasierten kastrationsresistenten Tumoren (CR) verglichen mit den
metastasierten  hormonsensitiven  Tumoren  (HS).  Signifikant waren die
Expressionsunterschiede jedoch bei keinem Parameter, was unter anderem auch auf die
begrenzte Zahl der untersuchten Tumoren zuriickzufihren sein kénnte (HS: 14 vs. CR:
18). Eine Studie, in der ebenfalls bei fortgeschrittenen PCAs die mTOR-Expression
ermittelt wurde, ist die von Audet-Walsh et al. Er und seine Kollegen fanden heraus, dass
mTOR im Nukleus von Gewebe aus kastrationsresistenten Tumoren und Metastasen
starker exprimiert wurde als in den friheren Krankheitsstadien und die Expression als
Indikator fiir eine schlechtere Prognose galt. (Audet-Walsh et al. 2017) Da in der
vorliegenden Arbeit nicht die Kerne, sondern das Zytoplasma der Driisenzellen betrachtet
wurde, weil die Kerne keine wahrnehmbaren Unterschiede in der Anfarbbarkeit mit dem
verwendeten mTOR-Antikorper aufwiesen, ist ein direkter Vergleich mit dieser Studie
schwierig. Eine mogliche Erklarung fur beide Ergebnisse ware, dass die mTOR-
Signalstruktur mit der Progression des Tumors zum CRPC in den Kern transferiert wird

und somit im Zytoplasma eine geringere Expression beobachtet werden kann.
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V.5.1 Bedeutung fur die Therapie
Man kann davon ausgehen, dass der PI3K/Akt/mTOR- und der Androgenrezeptor (AR)-

Signalweg sich gegenseitig Uber einen komplexen Rickkopplungsmechanismus
regulierend beeinflussen. (Carver et al. 2011, Mulholland et al. 2012, Bitting &
Armstrong 2013) So regulieren entscheidende Faktoren des mTOR-Signalwegs direkt
und indirekt die Expression und die transkriptionelle Aktivitdt des ARs. (Lin et al. 2001,
Yang et al. 2005) Es zeigte sich beispielsweise, dass der mTOR-Signalweg den AR-
Signalweg Uber die feedback Inhibition der Human Epidermal Growth Factor 2/3 Kinasen
(HER2/3), die die Stabilitdt und Transkriptionsaktivitdt des AR unterstiitzen, hemmt.
(Carver et al. 2011)

Eine Assoziation der Aktivitit des mTOR-Signalwegs und dem AR beim
fortgeschrittenen Prostatakarzinom wurde auch durch die Beobachtung deutlich, dass die
Therapie mit Everolimus oder Rapamycin in einer erhohten AR-Transktiptionsaktivitat
sowohl in androgenabh&ngigen als auch in androgenunabhéngigen LNCaP-Zellen
resultierte. (Lin et al. 2003, Cinar et al. 2005) Weiter konnten bei LNCaP-
Prostatakarzinom-Zellen nach der Behandlung mit Antiandrogenen erhéhte Level von p-
mTOR und p-Akt beobachtet werden. (Schayowitz et al. 2008)

Die praklinische Studienlage weist darauf hin, dass die Inhibition des mTOR-Signalwegs
beim CRPC erfolgreich sein kdnnte. So erkannte man, dass androgenabhangige LNCaP-
Prostatakarzinom-Zellen in vitro nur schwach auf eine Inhibierung von mTOR reagieren,
wahrend das Wachstum von Kastrationsresistenten C4-2-Zellen durch die Inhibition
signifikant verringert werden konnte. (Ghosh et al. 2005) Auch zeigten Kinkade et al. in
einer praklinischen Studie, dass durch die Inhibition des mTOR- und ERK/MAPK-
Signalwegs das Wachstum von CRPCs bei Mausen verhindert werden konnte, was daftr
sprechen wirde, dass eine Kombinationstherapie mit Akt/mTOR- und/oder MAP-
Kinase-Inhibitoren und einer Chemotherapie in diesem Stadium des Karzinoms auch im

klinischen Studienmodell erfolgreich sein msste. (Kinkade et al. 2008)

Im Gegensatz zu diesen Studienergebnissen weisen die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit vielmehr darauf hin, dass sich die Aktivitat des Signalweges mit zunehmender
Progression und der Abnahme des Ansprechens auf Hormone verringert. Dies wirde

erklaren, warum eine Inhibition von mTOR Kklinisch nicht erfolgreich bzw. zumindest als
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Monotherapie beim CRPC nicht ausreichend ist. (Amato et al. 2008, Morgan et al. 2009,
Templeton et al. 2013) So zeigten sich in Phase-11-Studien zum CRPC, bei denen die
mTOR-Inhibitoren Everolimus und Temsirolimus als Monotherapie getestet wurden,
kein gutes Therapieansprechen. (Armstrong et al. 2013, Templeton et al. 2013) Eine
weitere Phase-1I-Studie mit dem ATP-kompetitiven mTOR-Inhibitor MLNO0128 bei 9
Patienten mit fortschreitendem CRPC, die zuvor Enzalutamid oder Abirateronacetat
bekamen, musste aufgrund der starken Nebenwirkungen und der ausbleibenden Wirkung
abgebrochen werden. Bei keinem Patienten war ein PSA-Rickgang oder eine
Verringerung der Zahl der zirkulierenden Tumorzellen (CTC) im Blut wahrend der
Behandlung mit dem mTOR-Inhibitor zu beobachten. (Graham et al. 2018)

Nun konnte man sich Uberlegen, dass eine kombinierte Therapie mit einem mTOR-
Inhibitor als zuséatzliches Praparat eventuell wirksamer ist eine mTOR-Monotherapie

Diverse Studien zeigen jedoch, dass dies nicht der Fall ist. So zeigte die Kombitherapie
aus Everolimus oder Temsirolimus und Docetaxel (Courtney et al. 2015, Emmenegger et
al. 2015) oder Bicalutamid (Chow et al. 2016) keinen Vorteil. In einer Phase-1-Studie mit
Abirateronacetat und BEZ235 beim metastasierten CRPC, einem dualen PI3K/mTOR-
Inhibitor, zeigte sich ebenfalls kein objektives Therapieansprechen. Die Kombination aus
Abirateron/Prednison und BEZ235 200 mg taglich wurde wegen der stark ausgepragten
Nebenwirkungen wie Mukositis, Hypotonie oder Dyspnoe bei 50 % der Patienten
vorzeitig beendet. (Wei et al. 2017) Eine weitere Studie untersuchte die
Kombinationstherapie aus Docetaxel, Bevacizumab und Everolimus bei unselektierten
chemotherapie-naiven Patienten mit CRPC und kam zu dem Schluss, dass diese
Kombination nicht wirksamer ist als eine Docetaxel Monotherapie und gleichzeitig ein

groRReres Risiko fur starke Nebenwirkungen besteht. (Gross et al. 2018)

Ein Grund, warum die Therapie mit mTOR-Inhibitoren in den bisher durchgefiihrten
Studien nicht die erhoffte Wirkung zeigt, konnte darin liegen, dass eine intrazellulare
Kommunikation und Produkthemmung zwischen den verschiedenen mitogenen
Signalwegen besteht, so beispielsweise auch zwischen dem PISK/AKT/mTOR- und dem
Ras/Raf/Mek/Erk-Signalweg. Folglich reicht es vermutlich nicht, in einen einzelnen
Schritt dieser Kaskade zu intervenieren, um das Fortschreiten des Tumors hin zur

Kastrationsresistenz zu beeinflussen. (L Burgio et al. 2012, Bitting & Armstrong 2013)
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So sprechen auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dagegen, dass eine alleinige
mTOR-Therapie in diesem Stadium der Erkrankung funktioniert. Die Therapie mit der
Kombination eines mTOR-Inhibitors und einer Chemo- oder Hormontherapie wurde
beim CRPC in randomisierten Phase-111-Studien bisher nicht getestet. (Gross et al. 2018)
Deswegen muss die  Wirksamkeit einer  kombinierten  Therapie  aus
Chemo/Hormontherapie und zielgerichteter Therapie mittels Signalweginhibitoren fur
das fortgeschrittene metastasierte PCA in verschiedenen Studienmodellen weiter
untersucht werden. Auch sollte in kiinftigen Studien genauer beleuchtet werden, ob die
Effektivitat der Inhibitoren des mTOR-Signalwegs unter anderem davon abh&ngen
konnte, wie weit fortgeschritten eine Hormontherapie bei den Patienten mit einem PCA

schon ist.
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V.6 Grenzen der vorliegenden Arbeit

Durch die groRe Zahl der Stanzen, die auf dem aus 111 Patienten bestehenden Kollektiv
basierend, mittels TMA hergestellt wurden, konnte eine gute Vergleichbarkeit der
Gewebegruppen gewahrleistet werden. Von jedem Prostatagewebe wurden bis zu 14
Stanzen entnommen, was zu einem groRRen Probenkollektiv fihrte. Dennoch sollte man
bedenken, dass flr die verschiedenen Gewebegruppen jeweils nur 26 (benignes Gewebe),
53 (organbegrenztes PCA) und 32 (metastasiertes PCA) Prostatae als Untersuchungsgut
dienten und die Représentativitat somit eingeschrankt wurde.

Die Tatsache, dass durch die Technik des TMA lediglich wenige Millimeter kleine
Stanzen aus den Prostatae entnommen wurden, bietet zahlreiche Vorteile, wird der
Heterogenitat des PCAs jedoch nicht gerecht. (Ciccarese et al. 2017) Auch um diesem
Problem zu entgegnen, wurden so zahlreich Dots aus der gleichen Gewebegruppe
entnommen. Ein weiterer Punkt, der auf das Wesen des TMA zurickzufiihren war, sollte
Erwahnung finden: Trotz mehrfacher sorgféltiger histopathologischer Evaluation durch
erfahrene Mitarbeiter der Studie, konnten einige Gewebeproben nicht gewertet werden,
da es sich nicht um das deklarierte Gewebe der jeweiligen Gruppe handelte. Hinzu kam,
dass bei der TMA-Herstellung einige Gewebedots abgeschwommen oder zerrissen sind.
Dem wurde entgegnet, indem gezielt Nachstanzen der fehlenden oder beschadigten

Gewebedots genommen wurden. Dennoch konnten nicht alle Proben bewertet werden.

Das Mikroskopieren geschah jederzeit unter Zuhilfenahme von auf dem individuellen
Farbeverhalten der verschiedenen Proteinparameter basierenden Eich-Bildern. Mittels
mehrfacher zeitlich voneinander getrennten Mikroskopierdurchgéangen am Rechner durch
ein geeignetes Computerprogramm wurde zusatzlich die Vergleichbarkeit der
Gewebebewertung erhéht. AuBerdem wurde darauf geachtet, dass der Raum, wo das
Mikroskopieren stattfand, stets in gleichem MaRe abgedunkelt war. Trotzdem handelte
es sich um eine subjektive Art der Auswertung, da die Farbung nicht in standardisierter

maschineller Form bewertet wurde.

Letztlich handelte es sich bei der vorliegenden Studie um eine retrospektive Betrachtung,
die aufgrund der fehlenden Daten beziiglich Follow-up keine Vorhersage Uber
beispielsweise das Patiententiberleben zulie3, was die Betrachtung der Ergebnisse in

Bezug auf prognostische Gesichtspunkte einschrénkte.
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V.7  Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnten signifikante Expressionsunterschiede der analysierten Proteine
mTOR, p-mTOR und 4E-BP1 als Bestandteile des mTOR-Signalwegs entlang der
Progression des Prostatakarzinoms detektiert werden.

Es wurde ersichtlich, dass man mithilfe der Marker gut zwischen malignem und
benignem Gewebe differenzieren kann. Eine signifikant verringerte Expression von p-
mTOR und eine Uberexpression von 4E-BP1 im malignen Gewebe wie sie in fritheren

Studien bereits beobachtet wurden, konnten in dieser Arbeit bestatigt werden.

Ein weiterer Aspekt, der im Hinblick auf mdgliche Rebiopsien im klinischen Alltag
relevant werden konnte und in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, ist die
Beobachtung, dass im die Tumoren angrenzenden lichtmikroskopisch benignen Gewebe

erkennbare Veranderungen des Signalwegs gefunden wurden.

Weiterhin wurde eine deutlich verminderte Expression des aktivierten mTOR und 4E-
BP1 im high Gleason Tumorgewebe verglichen mit low Gleason Tumorgewebe erkannt,

was im Hinblick auf prognostische Fragestellungen hilfreich sein kdnnte.

Beziiglich der zelluldren Expression des Translationsinitiationsfaktors 4E-BP1 erkannte
man eine dhnliche Verteilung der Anfarbung des Zytoplasmas wie auch der Kerne beim
Progress des Tumors. Da die Kerne z.B. bei der Betrachtung des Tumorstadiums
deutlichere Ergebnisse lieferten als das Zytoplasma, kdnnte man sich in zukinftigen

Studien auf die Betrachtung der Kerne fokussieren.

Deutlich wurde beim Progress des Tumors vor allem, dass eine Abnahme der
Parameterexpression mit der Metastasierung des Karzinoms verbunden war, was zu der
Annahme fiihrt, dass es sich bei der Aktivierung von mTOR um ein friihes Ereignis beim
PCA handelt. Gerade im Hinblick auf eine mogliche Therapie des fortgeschrittenen
Malignoms und der Entgegnung der Metastasierung mittels zielgerichteter Therapie
durch mTOR-Inhibitoren scheint der Signalweg nicht der richtige Angriffspunkt zu sein.

Bei der Betrachtung der metastasierten hormonsensitiven und katrationsresistenten
Tumore dieser Studie liel} sich eine weitere Abnahme der Proteinexpressionen im
kastrationsresistenten Gewebe erkennen. Wenn man sich diese Ergebnisse ansieht, wird

ersichtlich, warum TOR-Inhibitoren in den aktuellen Phase-111-Studien beim CRPC keine
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Wirkungen zeigen. Aus diesem Grund sollten in Zukunft weitere Studien mit
verschiedenen mTOR-Inhibitoren durchgefuhrt werden, die ihren Fokus stérker auf das

organbegrenzte Stadium legen.
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VI

Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist die am hé&ufigsten diagnostizierte Krebsart bei Mannern und
belegt insgesamt den dritten Platz der durch ein Karzinom bedingten Todesursachen beim
Mann. Ein Groldteil der Karzinome wird im organbegrenzten Stadium erkannt und
therapiert. Wenn im Verlauf der Krankheit ein Rezidiv mit Metastasenbildung entsteht
oder der Tumor erst im fortgeschrittenen bereits metastasierten Stadium diagnostiziert
wird, kann das Karzinom nur fir eine begrenzte Zeit und lediglich unter palliativen
Gesichtspunkten therapiert werden. Hierbei steht als Therapieoption die Beeinflussung
des Androgenrezeptor-Signalwegs mittels Hormontherapie im Vordergrund. Kommt es
letztlich trotz der Unterdriickung der Produktion von mannlichen Geschlechtshormonen
zur kastrationsresistenten Form des Karzinoms, stellt dies therapeutisch eine grofe
Herausforderung dar. Neben vielen anderen Signalwegen spielt vor allem der mTOR-
Signalweg beim PCA eine Rolle. Dass Alterationen des Signalwegs bei den meisten
humanen Karzinomen zu finden sind und der Pathway bei der Entstehung des PCAs
offenbar eine Schlisselrolle einnimmt, konnte in zahlreichen Studien beobachtet werden.
Inwieweit der Pathway bei der Progression des PCAs vom organbegrenzten zum
metastasierten und letztlich hormonrefraktaren Karzinom integriert ist und die beteiligten
Proteine damit fr diagnostische, prognostische und insbesondere therapeutische Ansétze
im Sinne der gezielten Krebstherapie genutzt werden kdnnten, wurde in dieser Arbeit

untersucht.

Mittels Tissue-Microarray-Technik und Immunhistochemie wurden in der vorliegenden
Studie Prostata-Gewebeproben von 111 Patienten untersucht und die Expressionen von
MTOR, p-mTOR und 4E-BP1 im Zytoplasma der Zellen mittels H-Score ausgewertet. Im
Gegensatz zu mTOR und p-mTOR wurde bei 4E-BP1 eine differierende Anfarbbarkeit
der Kerne beobachtet, weshalb hier eine Bewertung des Gewebes hinsichtlich der Anzahl
der angeféarbten Kerne vorgenommen wurde. Dies wurde in dieser Form bisher noch nicht
untersucht. Das explorierte Gewebe stammte aus benignen Prostatae (26), Prostatae mit

organbegrenztem Karzinom (53) und Prostatae mit metastasiertem Karzinom (32).

Die medianen Expressionen von mTOR im benignen Gewebe (ben.), im an Tumor
angrenzenden Gewebe (angr.), im Gewebe organbegrenzter low Gleason Tumoren (MO

LG), im Gewebe organbegrenzter high Gleason Tumoren (MO HG), im Gewebe
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metastasierter hormonsensitiver Tumoren (M1 HS) und im Gewebe metastasierter
kastrationsresistenter Tumoren (M1 CR) beliefen sich auf: 91, 147, 142, 166, 161 und
141 (angr., MO HG und M1 HS signifikant unterschiedlich zu ben.). Bei p-mTOR ergaben
sich folgende Expressionen: 178, 201, 174, 175, 125 und 100 (M1 CR signifikant
unterschiedlich zu MO HG, MO LG, angr. und ben. und M1 HS signifikant unterschiedlich
zu MO LG und angr.). Der Quotient p-mTOR/ mTOR (Aktivierungsstatus von mTOR)
erreichte Wertevon 1,7; 1,4; 1,5; 1,1; 0,8 und 0,9 (MO HG, M1 HS und MO0 CR signifikant
unterschiedlich zu ben.). Bei 4E-BP1 zeigten sich die Expressionen im Zytoplasma wie
folgt: 127, 99, 206, 185, 120, 90 (M1 CR signifikant unterschiedlich zu MO HG und MO
LG, M1 HS signifikant unterschiedlich zu MO HG und MO LG, MO HG signifikant
unterschiedlich zu angr. und ben. und MO LG signifikant unterschiedlich zu angr. und
ben.). Bei der Kernexpression von 4E-BP1 erkannte man eine Anféarbbarkeit von mehr
als der Halfte der Kerne bei 0 % des benignen Gewebes. Bei den anderen Gewebegruppen
ergaben sich folgende Anteile: 5 %, 23 %, 28 %, 21 %, 0 %. Die Verteilung einer
geringen Kernanfarbung (< 1% der Kerne angefarbt) zeigte sich dagegen wie folgt: 32 %,
21 %, 4 %, 4 %, 57 %, 71 % (p < 0,0001). Bei der Betrachtung der Parameter in Bezug
auf patientenindividuelle und Klinische Daten zeigte sich bei den organbegrenzten
Tumoren (PCA MO) eine positive Korrelation der mTOR-Expression (r? = 0,167; p =
0,0029) und eine negative Korrelation der p-mTOR/mTOR-Expression (r> = 0,210; p =
0,0008) mit dem Alter zum Zeitpunkt der OP. Bei den metastasierten Tumoren (PCA M1)
ergab sich eine positive Korrelation der 4E-BP1-Expression (Zytoplasma) mit dem Alter
zum Zeitpunkt der OP (r=0,138; p = 0,0399).

Es fiel auf, dass eine Aktivierung des mTOR-Signalwegs im die Tumoren umgebenden
histologisch benignen Gewebe erkennbar war. Diese Beobachtung konnte bereits in
friheren Studien gemacht werden. Diese Verdnderungen im angrenzenden Gewebe
deuten darauf hin, dass das umgebende Gewebe molekularbiologisch bereits in die
malignen Prozesse involviert ist. Diese Tatsache kdnnte man sich diagnostisch z.B. bei
der Prostatabiopsie zu Nutze machen. Prognostische Relevanz kénnte darlber hinaus die
Expression des Aktivierungsstatus haben. Im low Gleason Tumorgewebe zeigte sich eine
deutlich geringere Expression als im high Gleason Tumorgewebe. Es wurde auch
ersichtlich, dass ein Abfall der mTOR-Aktivitadt mit dem Progress der Erkrankung und
insbesondere der Metastasierung einherging. So zeigten die metastasierten
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kastrationsresistenten Karzinome gefolgt von den metastasierten hormonsensitiven
Karzinomen die geringste Proteinexpression. Diese Ergebnisse decken sich mit den
aktuellen Klinischen Studien, bei denen eine Therapie mit mTOR-Inhibitoren keine
Wirksamkeit bei PCAs im Endstadium zeigte. Vielmehr handelt es sich bei der
Aktivierung von mTOR um ein frihes Ereignis. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
deuten somit darauf hin, dass die fortgeschrittenen PCAs andere Signalwege benutzen,
die keine Assoziation zur Aktivierung des mTOR-Systems aufweisen. Um die Evidenz
der vorliegenden Ergebnisse zu untermauern, sollten weitere experimentelle und

Klinische Studien folgen.
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VIIL

Anhang

VII.1 Verzeichnisse

VIL.1.1 Abkirzungen

Akt

al.

angr.
AP
AP23573
AR

AS

ATP
ben.
BEZ235
BPH
bzw.
CCI-779
Cdc42
CR
CRPC
CT

CTC
CXCR4
DEPTOR
dest.

d.h.
DNA
DRU
eEF2
elF4E
EMT

Protein kinase B

alii/aliae

angrenzend

Alkalische Phosphatase
Ridaforolimus/Deforolimus
Androgenrezeptor

Active Surveillance
Adenosintriphosphat

benigne

Dactolisib

Benigne Prostatahyperplasie
beziehungsweise

Temsirolimus

Cell division control protein 42 homolog
kastrationsresistent

Katrationsresistentes Prostatakarzinom
Computertomographie

zirkulierende Tumorzellen
CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4

DEP domain containing mTOR-interacting protein
destillata

das heif3t

Deoxyribonucleic acid

Digitale rektale Untersuchung
eukaryotischer Elongationsfaktor 2
Eukaryotic translation initiation factor 4E

epithelial-mesenchymale Transition
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ER+ Ostrogenrezeptor postitiv

ERK/Erk extracellular-signal regulated kinase
etc. et cetera

Fc Fragment crystallisable

FDA Food and Drug Administration
FKBP12 FK506-binding protein of 12 kDa
FRB FKBP12-rapamycin binding

GAP GTPase aktivierendes Protein

GB Gigabite

GBL G-protein B-subunit like

Glol Glyoxalase 1

Glo2 Glyoxalase 2

GnRH Gonadotropin-Releasing-Hormon
GS Gleason-Score

GTP Guanosintriphosphat

h hour, Stunde

HAT hormonablative Therapie

HDR High-Dose-Rate

HE H&matoxylin-Eosin

HER2/3 human epidermal growth factor 2/3
HG high Gleason

HGPIN hochgradig prostatische intraepitheliale Neoplasie
HIF Hypoxie-induzierter Faktor

HIFU hochintensiver fokussierter Ultraschall
HS hormonsensitiv

HSD honest significant difference

i.d.R. in der Regel

IGF 1 Insulin-like growth factor 1

IHC Immunhistochemie

IL-2 Interleukin 2

IMR intensitatsmodulierte Radiatio

Inc. Incorporated
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IRS
LDR
LG
LHRH
LNCaP
LSAB

MAB
mADb
MAPK
max.

MB
M-CSF

ml
MLNO0128
mLST8
mm

mM
MMP-2/-9
(mp)MRT
mMRNA
mSIN1
mTOR
mTORC 1/2
ng

Nr.

OP

OPG

PCA
PCA3
PDGFp
PET

Immunreaktiver Score

Low-Dose-Rate

low Gleason
Luteinisierungs-Hormon-Releasing-Hormon
Lymph Node Carcinoma of the Prostate
Labelled (Strept-)Avidin-Biotin

Mittelwert

maximalen Androgenblockade

monoclonal antibody

mitogen-activated protein kinase

Maximal

Megabite

Macrophage colony-stimulating factor
Milliliter

Sapanisertib

Mammalian lethal with sec-13 protein 8
Millimeter

Millimol

matrix metalloproteinase-2/-9
(multiparametrische) Magnetresonanztomographie (der Prostata)
messenger ribonucleic acid

Mammalian stress-activated map kinase-interacting protein 1
Mechanistic target of rapamycin
Mechanistic target of rapamycin complex 1/2
Nanogramm

Nummer

Operation

Osteoprotegerin

Prostatakarzinom

Prostata Cancer Antigen 3

platelet-derived growth factor-§

Positronen-Emissions-Tomographie
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pH

PI3K
PIN
PKC a
p-mTOR
pNET
PRAS40
protorl/2
PSA
PTEN
p27Kip1
RADO001
RANK
RANKL
Raptor
Ras

Raf
RCC
Rheb
RhoA
Rictor
RKI
RNA
RPE
R-Status
RT

S.

sec
SGK1
S6K1
TBST
TGFbl

potentia hydrogenii

Phosphoinositid-3-Kinase

Prostatische intraepitheliale Neoplasie
Proteinkinase C o

Phospho-mTOR

neuroendokriner Tumor der Bauchspeicheldriise
Proline-rich Akt substrate 40 kDa

protein observed with rictor 1 and 2
Prostataspezifischen Antigen

Phosphatase and Tensin homolog
cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
Everolimus

Receptor activator of nuclear factor kappa-B
Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
Regulatory-associated protein of mammalian target of rapamycin
Rat sarcoma

Rat fibrosarcoma

Renal cell carcinoma
Ras-homologe-enriched-in-brain

Ras homolog gene family, member A
Rapamycin-insensitive companion of mTOR
Robert-Koch-Institut

ribonucleic acid

Radikale Prostatektomie

Resektionsstatus

Raumtemperatur oder Radiotherapie

siehe

Sekunde

serum-, and glucocorticoid-induced protein kinase 1
S6-Kinase 1, auch p70S6 Kinase 1
Tris-buffered Saline and Tween

transforming growth factor-b1l
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TMA
TNF-a
TNM
TRUS
TSC
TSC1
TSC2
TUR-P
TVP
uPA
USA
VEGF
VEGFR
VS.
ww
XL765
z.B.
z.T.

%

°C
4E-BP1

Tissue microarray
Tumornekrosefaktor-o

Tumor, Nodes, Metastasen
Transrektaler Ultrschall

Tuberous Sclerosis Complex
Hamartin

Tuberin

Transurethrale Prostataresektion
Transvesikale Prostatektomie
urokinase-type plasminogen activator
United States of America
vascular endothelial growth factor
vascular endothelial growth factor receptor
versus

Watchful waiting

Voxalisib

zum Beispiel

zum Teil

Prozent

Grad Celsius

4E-binding protein 1

Mikrometer

Mikroliter

Kleiner als

groRer als
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