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1 Einleitung

1.1 Prostata und Prostatakarzinom

Die Prostata ist eine exokrine Drise des inneren ménnlichen Genitales, die im kleinen Becken
in topographischer Ndhe zu Urethra, Harnblase, Samenblasen, Diaphragma urogenitale und
Rektumampulle liegt (Sokeland et al., 2004; Benninghoff & Drenckhahn, 2008).
Makroskopisch lasst sich die Prostata in drei Lappen und den ventral gelegenen Isthmus
Prostatae einteilen. Eine straffe Bindegewebskapsel umschliet die Prostata, deren
fibromuskulares Stroma tubuloalveoldre Drusen enthélt, welche in die Harnréhre minden.
Diese produzieren ein dunnflissiges Sekret, das bis zu einem Drittel des Ejakulats ausmacht
(Sarosdy, 1997; Lippert, 2011).

Nach klinisch-histologischen Aspekten erfolgt die Gliederung der Prostata, wie in Abbildung
1.1 dargestellt, in die periurethrale Ubergangszone mit 5%-10% der Prostatadriisenmasse, die
zentrale Zone mit 25% und die periphere Zone mit 70% des Driisengewebes. Das anterior
gelegene fibromuskulare Stroma gilt als drisenfrei (McNeal, 1981; Schinke et al., 2005 ;
Benninghoff & Drenckhahn, 2008).

Zentrale Zone

Anterior-fibromuskulares
Stroma

Periphere Zone

Abb. 1.1 Zoneneinteilung der Prostata nach McNeal; Schematische Darstellung des zonalen Aufbaus der
Prostata, von periurethral nach peripher/anterior gegliedert unter topographischer Beziehung zu Urethra und
Samenblasen. Nach (Hammerich et al., 2008)

Das Adenokarzinom der Prostata gilt als haufigster maligner Tumor des Mannes und stellt mit
10% Gesamtkrebsmortalitat deutschlandweit die maligne Erkrankung des Mannes dar, die

8



neben Malignomen von Lunge und Darm die hochste Mortalitatsrate fuhrt (Robert Koch-
Institut, 2013).

Die Prostatakarzinogenese ist multifaktoriell, wobei die Einzelkomponenten teilweise
kontrovers diskutiert werden. Als wichtigster Risikofaktor gilt ein Alter Giber 60 Jahre, gefolgt
von positiver Familienanamnese, wobei generell davon ausgegangen wird, dass 85% der
Prostatakarzinome sporadisch und nur 15% familiar bedingt sind (Zeegers et al., 2003; Rohde
etal., 2007; Kral et al., 2011). Einen weiteren Risikofaktor stellt die ethnische Zugehdrigkeit
dar, wobei hochste Prostatakarzinominzidenzen flr afroamerikanische und niedrigste flr
asiatische Méanner gelten: Neben genetischen Polymorphismen scheint dieser Unterschied
auch in ethnientypischen Ernahrungsgewohnheiten zu grinden, wobei lykopenhaltige
Tomatenprodukte, Soja und Grintee als praventiv beschrieben werden (Hebert et al., 1998;
Cussenot & Valeri, 2001; Quinn & Babb, 2002; Bostwick et al., 2004a; Gupta, 2007; Kimura,
2011).

Mehr als 90% der Prostatakarzinome sind Adenokarzinome mit hauptsachlich azinarem
Wachstumsmuster (Bostwick et al., 2003; Eble et al., 2004). Zu 68% kann der Tumorursprung
der peripheren Zone, zu 24% der periurethralen und zu 8% der zentralen Zone zugeordnet
werden, insgesamt sind jedoch uber 50% aller Prostatakarzinome multifokal nachweisbar
(McNeal et al., 1988; Shannon et al., 2003). Als pramaligner Vorlaufer gilt die prostatische
intraepitheliale Neoplasie (PIN), ein Carcinoma in situ, welches in niedriggradige und
hochgradige PINs unterteilt wird. Eine Adenom-Karzinom-Sequenz wie beim Kolonkarzinom
ist bis dato nicht bekannt, das Vorliegen eines hochgradigen PIN gilt jedoch als relevant fir
den Progress zu hdhergradigen Prostatakarzinomen der peripheren Zone (Bostwick et al.,
2004b ; Bonkhoff, 2006; Bonkhoff, 2007).

Kapseluberschreitende Tumoren der Prostata infiltrieren vor allem die Samenblasen, die
erektilen Nervenstrange, Blase und Rektum. Eine erste lymphogene Absiedelung erfolgt
iliakal, retroperitoneal und paraaortal. Im Rahmen der hd&matogenen Metastasierung kommt es
vor allem zu osséren Filiae mit osteoplastisch-osteolytischer Morphe, die insbesondere das
Achsenskelett und dabei aufgrund des vendsen Abstroms vornehmlich die lumbale
Wirbelsdule betreffen. Die weitere hdmatogene Metastasierung betrifft Lunge, Leber, Pleura
und Nebennieren (Bubendorf et al., 2000; Brossner et al., 2001; Ye et al., 2007).



1.2 Karzinogenese des Prostatakarzinoms

Fur die Transformation einer Zelle in eine Tumorzelle sind genetische Anderungen der
kontrollierenden Zellzyklusgene essentiell. Diese betreffen vor allem Protoonkogene und
Tumorsuppressorgene. Hanahan und Weinberg beschreiben die sechs Charakteristika der
Karzinogenese, die in Abbildung 1.2 dargestellt sind und im Folgenden néher erldutert
werden sollen (Hanahan & Weinberg, 2000).

Autarkie bei Wachstums-
signalan

Ausblaibanda Apoptosa Tumorzallan umgshen die
Tumorsuporessorgana

Tumorangiosanase Invasion und Metastasiaruns

Abb. 1.2 Charakteristika der Karzinogenese; Schematische Darstellung des Karzinogenese-Modells nach
Hanahan & Weinberg (Hanahan & Weinberg, 2011)

Autarkie bei Wachstumssignalen

Die physiologische Zellproliferation wird durch Wachstumsfaktoren wie IGF-1 (Insulin-Like
Growth Factor 1) gesteuert. Zur Signaltransduktion bindet der Wachstumsfaktor an eine
Rezeptor-Tyrosinkinase, die durch Autophosphorylierung das Signal ins Zellinnere
weiterleitet. Die Signaltransduktion verlduft als Kaskade Uber zytoplasmatische Kinasen und
regt Uber Transkriptionsfaktoren, die Kernlokalisationssequenzen besitzen und so in den

Nukleus vordringen kénnen, die Transkription an (Ritter, 2005; Korbmacher, 2010).

Tumorzellen hingegen besitzen die Féhigkeit, eigene Signaltransduktionskaskaden zu
generieren. Hier kann der extrazelluldre Anteil, die Funktion des transmembrandsen
Rezeptors, oder die intrazelluldare Kaskade bis hin zur Transkription modifiziert sein
(Hanahan & Weinberg, 2000).
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So koénnen Wachstumsfaktoren in Form von Rezeptor-Liganden-Komplexen beispielsweise
den Androgenrezeptor (AR) phosphorylieren und somit aktivieren. Zusétzlich besteht durch
Fehlfunktion des Rezeptors die Mdglichkeit der Entstehung einer autokrinen
Wachstumsschleife, in der der Tumor seine wachstumsférdernden Faktoren selbst generiert.
Diese ligandenunabhéngige Aktivierung des AR spielt vor allem bei der Entwicklung des
Prostatakarzinoms hin zur Androgenresistenz eine elementare Rolle (Glynne-Jones et al.,
1996; Gil-Diez de Medina et al., 1998; Giri et al., 2001; Culig et al., 2002; Bérgermann et al.,
2014).

Tumorzellen umgehen die Tumorsuppressorgene

Wahrend des Zellzyklus sorgen Tumorsuppressorgene als Kontrollpunkte fir ein
Proliferationsgleichgewicht: Zellen verlassen den aktiven Zellzyklus und gehen in die
Ruhephase Uber, aus der sie jedoch Uber extrazelluldre Signale reaktiviert werden koénnen.
Alternativ treten Zellen in postmitotische Stadien ein, in denen sie sich u.a. zu Gewebezellen
differenzieren. Durch Mutation, Deletion, aber auch durch epigenetische Verdnderungen

kdénnen Tumorsuppressorgene inaktiviert werden (Hanahan & Weinberg, 2000).

Bisher wurden beim Prostatakarzinom zahlreiche Tumorsuppressorgene analysiert.
Beispielhaft soll die Rolle des in dieser Arbeit als Marker verwendete PTEN (Phosphatase

and Tensin homolog) unter Kapitel 1.7 erldutert werden.

Uneingeschrankte Teilungsfahigkeit durch ausbleibende Seneszenz

Im Gegensatz zu normalem Gewebe schiitzen in hochproliferativen Geweben sowie in

Stammzellen repetitive Sequenzen die Chromosomenenden, sogenannte Telomere.

Ohne Telomere trate eine Chromosomenendverkiirzung bei jeder einzelnen Zellteilung auf
mit resultierender Seneszenz und Zelltod. Im Laufe der Karzinogenese gewinnen Tumorzellen
ebenfalls eine Telomeraseaktivitat, die sie vor Zellalterung schiitzt. So 1&sst sich in circa 90%
der untersuchten Prostatakarzinomproben eine Telomeraseaktivitdt nachweisen, die bei
gesundem Prostatagewebe inexistent ist (Shay & Bacchetti, 1997; Zhang et al., 1998; Heaphy
etal., 2011).
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Ausbleibende Apoptose

Im gesunden Gewebe dient die Apoptose der Homdoostase und kann sowohl intrinsisch Gber
Caspasen als auch extrinsisch tber Tumornekrosefaktorrezeptoren initiiert werden. Dem
Zelltod zu entgehen stellt neben Proliferation einen wichtigen Faktor in der Karzinogenese
dar, der Gber den Funktionsverlust von Proto-Onkogenen, Uberexpression deren Antagonisten
sowie dem Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen gewonnen wird. Eine wesentliche
Rolle hinsichtlich ausbleibender Apoptose bei Prostatakarzinomen wird hierbei den
Protoonkogenen und Antagonisten der sogenannten Bcl-2-Familie zugeschrieben, die im
Rahmen des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs fungieren, auf den in Kapitel 1.7 néher
eingegangen werden soll (Quinn et al., 2005; Adams & Cory, 2007).

Tumorangiogenese

Die Versorgung mit Sauerstoff und Néhrstoffen stellt eine wachstumslimitierende GroR3e dar.
Tumorzellen besitzen die Féhigkeit, diese zu umgehen, indem sie mittels angiogenetischer
Faktoren die GefalRpermeabiliat erhthen, Endothelzellen zu Proliferation und perivaskularer
Migration stimulieren und schlieBlich Uber Neuanordnung dieser Endothelzellen ein
Kapillarsystem mit GefaRnetzanschluss generieren (Folkman et al., 1989). Die Expression
dieser Faktoren kann sowohl durch Hypoxie, aktivierte Onkogene, als auch inhibierte
Tumorsuppressorgene getriggert werden und aus strukturellen Anderungen des kapilldren
GeféaRnetzes in Mikroblutungen und Mikrothromben resultieren. Diese gelten als wichtige
Karzinomkomplikationen und beglnstigen wiederum eine Metastasierung (Verheul et al.,
2000; van Moorselaar & Voest, 2002; Baeriswyl & Christofori, 2009; Labelle et al., 2011;
Nagy & Dvorak, 2012). Einige Studien zu Prostatakarzinomen zeigen, dass Neoangiogenese
bereits in Tumorfriihstadien eine wichtige Rolle spielt und mit schlechterer Prognose und

Tumorprogress assoziiert ist (Chevalier et al., 2002; Raica et al., 2009).

Tumorwachstumsverhalten: Invasion und Metastasierung

Ungebremstes Wachstum und das Herauslosen aus dem epithelialen Zellverband erlaubt es
Tumoren, hdmatogen und lymphogen zu metastasieren. Werden im normalen Gewebe Uber

direkten Zellkontakt wachstumsregulatorische Signalkaskaden angeregt, so lasst sich bei
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tumords verdnderten Zellen eine Inaktivierung dieser feststellen. Eine wichtige Rolle fiur die
Metastasierungsfahigkeit des Prostatakarzinoms scheint der Verlust von transmembranen
Adhasionsproteinen zu spielen. Die Kopplung dieser mit Tyrosinrezeptorkinasen resultiert in
einer zellverbandstabilisierenden und antiproliferativen Signalkaskade. Bei Inaktivierung der
Adhasionsproteine aufgrund Allelverlust, epigenetischer Veranderung des entsprechenden
Promotors oder Funktionsverlust der Adhé&sionsproteinuntergruppen kommt es in Folge zu
Zellproliferation, Tumorwachstum und Destabilisierung von Zell-Zell-Kontakten, was als
wichtigster Faktor zur Erlangung von Metastasierungs- und Invasionsfahigkeit gesehen wird
(Graff et al., 1995; Rowley & Mason, 1997; Hirohashi, 1998; Demarzo et al., 2003; Hanahan
& Weinberg, 2011).

1.3 Diagnostik

Etwa 5-15% der Prostatakarzinome werden inzidentell ohne vorbestehenden Tumorverdacht
im Rahmen einer transurethralen Resektion der Prostata (TURP) diagnostiziert, die
beispielsweise bei urethraler Stenosierung im Rahmen einer benignen Prostatahyperplasie
(BPH) vorgenommen wird. Latente Karzinome werden postmortem durch Obduktion
diagnostiziert und zeigten sich zu Lebzeiten symptomlos. Als insignifikante Karzinome
werden organbegrenzte, niedriggradige Prostatakarzinome bezeichnet, die wie die anderen
angefuhrten Karzinomformen in der Regel nicht therapiebedurftig sind. Es bedarf daher einer
Differenzierung nicht-therapiebedurftiger von therapiebediirftigen Karzinomerscheinungen
wie den manifesten Prostatakarzinomen, welche Klinisch diagnostiziert und histologisch
gesichert werden, sowie von okkulten Prostatakarzinomen, die Klinisch erstmalig durch
Metastasen in Erscheinung treten (Martino et al., 2004; Melchior et al., 2009; Hakenberg,
2010).

Der Gefahr der Ubertherapie bei Detektion insignifikanter Tumoren muss in der Diagnostik
Rechnung getragen werden, um durch friihe, richtig-positive Erfassung und Beurteilung eines
Karzinombefundes die Therapiemalnahmen auswéhlen zu kénnen, die die Lebensqualitét des
Patienten so wenig wie moglich belasten und doch ein optimales Behandlungsergebnis

erzielen.

Bei der digitalen rektalen Untersuchung (DRU) ist aus anatomischen Grinden lediglich die
dorsale Seite der Prostata palpabel. Ein positiver Tastbefund ist zudem nur méglich, solange

das Karzinom ein Mindestvolumen von 0,2ml besitzt. Nur 18% der Karzinome werden
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isoliert durch einen aufféalligen Tastbefund diagnostiziert. Aufgrund dessen eignet sich die
DRU nur in Kombination mit weiteren diagnostischen Mitteln als Friiherkennungsmethode ab
dem 40. Lebensjahr fur Prostatakrebs (Heidenreich et al., 2010; Bérgermann et al., 2014).

Das Prostataspezifische Antigen (PSA) ist eine Serinprotease aus der Familie der glanduldren
Kallikreine, die 1979 erstmalig als gewebespezifisches Antigen der Prostata identifiziert
wurde (Wang et al., 2002, Rao et al., 2008). Das Glykoprotein wird androgenreguliert von
Prostataepithelzellen produziert und in Seminalplasma sowie zu einem geringeren Anteil ins
Serum sezerniert (Lilja, 1985). Erhéhte Zellaktivitat durch das Vorliegen eines Prostatatumors
spiegelt sich in erhdhten PSA-Spiegeln wider. PSA ist jedoch nicht karzinomspezifisch: BPH,
Prostatitiden, Harnverhalt oder Manipulationen kénnen sich temporar erhéhend auf den PSA-
Wert auswirken (Wirth et al., 2014). Die Gliederung der altersspezifischen Referenzwerte

nach Osterling ist Abb. 1.3 zu entnehmen.

Altersgruppe in Jahren Grenzwerte PSA in ng/ml
40 - 49 <25
50 - 59 <35
60 - 69 <45
70-79 <6,5

Abb. 1.3 Altersspezifische PSA-Grenzwerte; nach Oesterling, aus (Vanherpe & Osieka, 2003).

Durch die PSA-Screeninguntersuchung wurde seit 1990 die Sterblichkeitsrate des
Prostatakarzinoms um 20% reduziert (Robert Koch-Institut & die Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2010; Schroder et al., 2012).
Gleichzeitig  erhohte sich  jedoch die Inzidenzrate mit  Aufkommen  des
Prostatakarzinomscreenings und im Rahmen des demographischen Wandels, im Intervall von
1980 bis 2004 beispielsweise um bis zu 240% (Potosky et al., 1995; Robert Koch-Institut,
2010; Robert Koch-Institut, 2013b).

Mit der Zahl der detektieren Prostatakarzinome stieg auch die Zahl der detektierten
insignifikanten, klinisch silenten Prostatakarzinome. Dabei werden durch das Screening
Patienten als erkrankt erfasst, welche zeitlebens jedoch keine klinischen Symptome zeigen
und durch Therapie ihres latenten Prostatakarzinoms keinen Gewinn im Sinne von

Lebensqualitat oder Lebensverlangerung erfahren (Schroder et al., 2009).

Mithilfe des transrektalen Ultraschalls (TRUS) ist eine Beurteilung der Prostatamorphologie,

des Volumens, extraglanduldren Wachstums wund potentieller Ldsionen mdglich.
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Unspezifische Tumorprasentation und schwieriges Erkennen von multiplen Kleinstlasionen
setzen die Sensitivitat fur einen Tumornachweis bei etwa 50% an. Aufgrund dessen wird der
TRUS vor allem als Visualisierungshilfe zur Biopsie oder bei Platzierung lokaler
Radiotherapeutika empfohlen (Salo et al., 1987; Sedelaar et al., 2001; Raja et al., 2006;
Hricak et al., 2007; Mueller-Lisse, 2008).

Die transrektale oder transperineale Stanzbiopsie gilt in der Prostatakarzinomdiagnostik als
obligat. Standardméfig wird sie unter sonographischer Bildgebung mittels Biopsiepistole und
unter perioperativer Antibiotikaprophylaxe durchgefihrt, wobei standardmaRig zwdlffach
lateral und parasagittal aus Apex, Mitte und Basis gestanzt wird (Eichler et al., 2006; Raja et
al., 2006; Bootsma et al.,, 2008). Eine Biopsieindikation basiert auf der HOhe des
(kontrollierten) PSA-Spiegels oder einer auffalligen DRU (Catalona et al., 1994; Bérgermann
et al. 2010, Mottet et al., 2014). Bei initial negativen Stanzergebnissen kann bei
weiterbestehendem Tumorverdacht eine Re-Biopsie nach sechs Wochen vorgenommen

werden, bei der Detektionsraten von 10-20% beschrieben werden (Djavan et al., 2002).

Im Rahmen der Stagingdiagnostik stehen Verfahren wie Sonographie, Computertomographie,
Magnetresonanztomographie, Magnetresonanzspektroskopie, Urethrozystoskopie, intravenose
Urographie oder Skelettszintigraphie zur Verfligung, um Tumorausdehnung, Infiltration,
Metastasierung oder einen zeitlichen Verlauf beurteilen zu kénnen (Carroll et al., 2006; Wirth
etal., 2014).

1.4 Therapieoptionen

Unter Berticksichtigung von Lokalisation, Erstmanifestation oder Rezidiv, Lebenserwartung
bezogen auf 10 Jahre, Komorbiditdten, Metastasierung, Androgenrezeptorstatus sowie
Risikostratifizierung mittels Kklinischer Prognosefaktoren erfolgt die Therapieauswahl
(National Collaboration Centre for Cancer, 2014; Wirth et al., 2014).

Fir lokale Prostatakarzinome bei gleichzeitiger Lebenserwartung tuber 10 Jahre bieten sich die
Mdglichkeiten von ,,Active Surveillance* (aktive Uberwachung bei Niedrigrisikotumor.
Kurative Intervention jederzeit moglich), radikaler Prostatatektomie mit oder ohne
Lymphadenektomie oder Radiatio (perkutan, lokal als Brachytherapie) an. Bei Lokalrezidiv
oder nach unvollstdndiger Tumorresektion besteht die Mdoglichkeit einer anschlielRenden,

adjuvanten Radiatio bzw. friihzeitiger Kombination mit Hormontherapie, welche auf die

15



Androgenabhangigkeit des Karzinomwachstums abzielt. Sind weniger als 10 Jahre Uberleben
zu erwarten, kann die Strategie ,,Watchful-Waiting (beobachtendes Abwarten) mit
Symptomkontrolle versucht werden (Ohori & Scardino, 2002; Bott et al., 2003; Bastian et al.,
2009; Heidenreich et al., 2010).

Zur Nachsorge nach lokal kurativ intendierter Therapie erfolgt die regelméRige PSA-
Bestimmung: Erstmalig wird der PSA-Spiegel spatestens 12 Wochen postinterventionell,
innerhalb der folgenden 2 Jahre vierteljghrlich, im 3. und 4. Jahr halbj&hrlich und vom 5. Jahr
an in jahrlichen Intervallen erfasst. Etwa 3 Monate nach radikaler Prostatatektomie sollte der
PSA-Wert unter der Nachweisgrenze liegen. Ein biochemisches Rezidiv gilt bei
Wiederanstieg des PSA-Wertes als gesichert, wenn mindestens zwei Messergebnisse im
Abstand von 2 Wochen steigende Tendenz von >0,2ng/ml boten (Heidenreich et al., 2010;
Wirth et al., 2014).

Im metastasierten Stadium ist eine kurative Therapie nicht mehr maoglich, das mediane
Uberleben bei Vorliegen von Fernmetastasen wird mit 28-53 Monaten beschrieben
(Heidenreich et al., 2010). Durch hormonablative Therapie kann das androgenabhangige
Tumorwachstum fiir wenige Jahre verzdgert werden. Die 10 Jahre-Uberlebensrate wird
dennoch auf lediglich 7% angesetzt, da die Progression im weiteren Verlauf zu
androgenunabh&ngigem Tumorwachstum flhrt (Tangen et al., 2003). Auch durch Applikation
von Chemotherapeutika kann in diesem androgenunabhangigen Stadium nur eine kurzzeitige
Wachstumsverzogerung erreicht werden, sodass eine Symptomkontrolle zur Verhinderung
beispielsweise pathologischer Frakturen in den Vordergrund rickt (von Eschenbach, 1981,
Ye et al., 2007; Keil, 2012).

1.5 Kilinische Prognosefaktoren (PSA/TNM/Resektionsrand/Gleason)

Bei der Analyse von Biomarkern mit moglicher prognostischer Relevanz missen diese in
klinischen Bezug gebracht werden. Dies wird versucht, indem sie mit etablierten, klinisch
bedeutsamen Prognosefaktoren wie PSA-Wert, TNM-Stadien, Resektionsrand und Gleason
korreliert werden. Auf die in dieser Arbeit verwendeten klinischen Prognosefaktoren soll im

Folgenden eingegangen werden. Auf PSA wurde bereits in Kapitel 1.4 Bezug genommen.
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TNM-Staging

Ausarbeitung und Weiterentwicklung der TNM-Klassifikation erfolgten durch die Union
Internationale Contre Le Cancer (UICC) und das American Joint Committee on Cancer
(AJCC). Die TNM-Klassifikation dient der Stadieneinteilung maligner Tumoren sowie der

individuellen Risikostratifizierung bzw. Therapiekonzepterstellung und wird in Abbildung 1.4

dargestellt.
> Primartumor nicht beurteilbar
TO Kein Anhalt fur Primartumor
T1 Klinisch nicht erkennbarer Tumor, nicht palpabel, in Bildgebung nicht erfassbar
Tla Inzidentelles Karzionom. <5% des resezierten Gewebes
Tib ,.Inzidentelles Karzinom®. > 5% des resezierten Gewebes
Tlc Diagnose in Nadelbiopsie (z.B. mit PSA erhéht)
T2 Tumor begrenzt auf Prostata
T2a Tumor beféllt < Halfte eines Lappens
T2b Tumor beféllt > Hélfte eines Lappens
T2c Tumor in beiden Lappen
T3 Tumor durchbricht Prostatakapsel
T3a Extrakapsuléare  Ausbreitung  (ein-/beidseitig/mikroskopisch  nachgewiesene Infiltration
Blasenhals)
T3b Tumor infiltriert Samenblasen
T4 Tumor infiltriert weitere benachbarte Strukturen/ist an Beckenwand fixiert
Nx Regionére Lymphnoten nicht beurteilbar
NO Keine regionaren Lymphknoten-Metastasen
N1 Regionére Lymphknoten-Metastasen
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
M1la Nichtregionare/r Lymphknoten
M1b Knochen
M1ic Weitere Lokalisation/en

Abb. 1.4 TNM-Klassifikation; nach (Wittekind & Meyer, 2010)

Die Facettenklassifikation TNM basiert auf dem klinischen Bild von Neoplasien und wird
auch als cTNM bezeichnet. Sie beschreibt die Ausdehnung des Primarius und eine eventuell
zusatzliche Metastasierung zu einem festgelegten Zeitpunkt. Hierbei steht T fiir Ausdehnung,
Infiltration und Wachstumsverhalten des Primartumors, N fur regiondren Lymphknotenbefall,
bzw. Lymphknotenmetastasen und M fur Fernmetastasen, wozu auch befallene, nicht-
regiondare Lymphknoten z&hlen. Zusétzlich existiert eine pathologische Klassifikation, pTNM.
Diese wird intraoperativ bzw. postoperativ mittels histopathologischer Untersuchung gebildet
und bietet Anhalt fir die Wahl einer adjuvanten Therapie und weiteren Prognoseeinschatzung
(Greene et al., 2002; Wittekind & Meyer, 2010).
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Resektionsrand (englisch ,,margin)

Intraoperativ. wird entnommenes Prostatagewebe randstdndig eingefarbt und im
pathologischen Institut mikroskopisch untersucht. Der Nachweis von Tumorzellen am
Absetzungsrand wird als ,,Resektionsrand-positiv bezeichnet. Die Einteilung erfolgt mit dem
Buchstaben R fur Residualtumor und wird mit X (nicht beurteilbar), 0 (kein Residuum), 1
(mikroskopisch nachweisbares Residuum) oder 2 (makroskopisch nachweisbares Residuum)
zusatzlich bezeichnet (Wittekind & Meyer, 2010).

Der positive Resektionsrand wird als unabhangiger Prédiktor fur ein biochemisches Rezidiv
diskutiert. Einige Studien zeigten jedoch auf, dass der Resektionsstatus vor allem flr
Tumoren mit extrakapsularer Ausdehnung und maRiger Differenzierung als Préadiktor
funktioniert, nicht jedoch fiir organbegrenzte, friihe Tumoren, da in diesen Féllen trotz
positiven Resektionsrandes nur wenige Lokalrezidive zu beobachten sind. Der
multifaktoriellen Genese des positiven Absetzungsrandes (Tumorgrolle, -lokalisation,
Operationstechnik, Erfahrung des Operateurs) wird eine wichtige Rolle zugesprochen:
Mehrere Autoren sprechen sich dafir aus, dass unter optimalen Operationsbedingungen ein
positiver Resektionsstatus seltenst bei organbegrenzten, sondern vielmehr bei aggressiven und
infiltrativen Karzinomen auftrete, denen bereits prdoperativ ein erhéhtes Rezidivrisiko
zugeschrieben wirde (Ohori et al., 1995; Graefen, 2006; Vis et al., 2006).

Trotz einiger kontroverser Aussagen wird der Resektionsrandstatus weiterhin als wichtiger
Prognosefaktor gehandelt, muss aber im Kontext mit Tumorvolumen, Gleason-Score und
weiteren Prognosefaktoren gesehen werden, bevor eine Therapiestrategie durchgefuhrt
(Wieder & Soloway, 1998; Swindle et al., 2008).

Grading nach Gleason

Die histologische Graduierung bei Neoplasien der Prostata erfolgt (ber den
Zelldifferenzierungsgrad, der mit zunehmender Entdifferenzierung ein steigendes malignes
Potential aufweist. Die Graduierung erfolgt von G1, gut differenziert, Uber G2, maRig
differenziert, zu G3/4, schlecht differenziert/entdifferenziert (Greene, 2002).

Zahlreiche histologische Wachstumsmuster lassen sich beim Prostatakarzinom unterscheiden,

die haufig gleichzeitig geboten werden. Aufgrund dieser erschwerten Klassifikation wurde die
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Einteilung nach Gleason geschaffen. Hierbei lassen sich die Wachstumsmuster der
Driisenarchitektur nach dem Gleason-System in 5 histomorphologische Grade unterteilen, die
jeweils einen Punktewert von 1 bis 5 erhalten (Gleason, 1992). Abbildung 1.5 fuhrt diese

Einteilung auf.

o Gleason Grad |

Scharf begrenzter Knoten, Driisen nundlich, gleichformig,
dicht gepackt, mittelgrof.

Gleason Grad 2

Knoten partiell unscharf begrenzt, Driisenanordnung un-
gleichm3figer, m lockererem Verbund.

Gleason Grad 3

Unscharfer Knoten, Infiltration von Randzellen, Dritsen klem
und ungleichmiBig, teils solide Areale.

Gleason Grad 4

Wenige Drisenzellen, tells verschmelzend, solide Areale
unscharfer Tumorrandbereich.

Gleason Grad 5

Keme Driisen, solide Zellplatten,

Abb. 1.5 Gleason Grading; schematische Darstellung der Driisenmorphologie, nach (Helpap & Riibben, 1998;
Humphrey, 2004)

Aus der Summe der Grade des visuell dominierenden primaren und sekundaren
Wachstumsmusters bildet sich der Gleason-Score, der von minimal 2 (1+1) bis maximal 10
(5+5) rangiert. Das sekunddre Wachstumsmuster muss hier mindestens 3% der
Gesamtlasionen bieten. Eine Summe aus (3+4) gilt als prognostisch glnstiger als der gleiche
Score aus der Summe (4+3), da bei letzterem das primare Wachstumsmuster eine hohere
Entdifferenzierung aufweist und somit hoheres Malignitatspotential bietet (Humphrey, 2004).

Aufgrund der Korrelation des Gleason-Grades mit Malignitdt und Entdifferenzierung gilt
dieser als einer der wichtigsten Faktoren, mit dem sich eine prognostische Aussage zur
Prostatakarzinomentwicklung treffen lasst und somit die Wahl des Therapieschemas
beeinflusst. Dies trifft jedoch lediglich auf primére, unbehandelte Karzinome zu (Gleason et
al., 2002; Bonkhoff, 2005; Epstein, 2010).
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1.6 Molekularbiologische Methoden

In Kombination mit der Verwendung grofRer Gewebekollektive und umfassenden klinischen
Informationen zum Patientengut finden in dieser Arbeit bezlglich molekularbiologischer
Methoden vor allem die Immunhistochemie (IHC), die Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(FISH), sowie die Tissue-Microarray-Methode (TMA) Verwendung.

Die TMA-Methode bietet zahlreiche Vorteile: Umfangreiche Gewebekollektive - bis zu 1000
Proben auf einem Objekttrager - kénnen mit groRer Geschwindigkeit und vergleichsweise
geringem Aufwand untersucht werden. Zudem verlauft die Farbung und Behandlung aller
Proben eines TMA-Schnittes gleichzeitig, unter gleichen Bedingungen und somit
standardisiert ab, was eine Streuung der Ergebnisse durch systematische Fehler reduziert.
Ergebnisse aus grolRen Gewebekollektiven ermdglichen zudem ein hoheres Signifikanzniveau
als entsprechend kleinere. Weiterhin besteht eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, da
zur Gewebeanalyse nur 0,6mm Gewebe des Originalgewebeblocks entnommen werden
mussen, sodass dieser fir weitere Untersuchungen zur Verfligung steht. Schlie3lich kénnen
an jedem einzelnem TMA-Block vielfache Schnitte mittels Mikrotom vorgenommen werden,
die eine Reproduktion und somit Kontrolle der Analyseergebnisse ermdglichen (Kramer et
al., 2007; Dancau et al., 2010).

1.7 Molekulare Biomarker: PTEN, AR, mTOR, ERG

Um nach Durchfiihrung einer radikalen Prostatektomie die Uberlebenswahrscheinlichkeit
abschatzen zu kénnen, werden Prognosefaktoren wie Gleason-Score, Resektionsrand, PSA im
Serum und TNM-Stadium verwendet. Molekularbiologische Marker lassen direkte
Rickschlisse auf Zellaktivitdt zu. Da dies in Verbindung mit klinischen Prognosefaktoren als
Ansatz fir individualisierte Diagnostik gilt, liegt die Wichtigkeit der erweiterten Suche nach
Markern, welche als diagnostische bzw. prognostische Biomarker fiir das Prostatakarzinom
herangezogen werden konnten, auf der Hand. Die in dieser Arbeit verwendeten, bereits

etablierten, Biomarker sollen im Folgenden aufgefuhrt werden.

PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog deleted on chromosome 10) gilt als
Tumorsuppressorgen am Genlokus 10923 und stellt einen zentralen Punkt in der
Karzinogenese des Prostatakarzinoms dar, indem es fur eine Lipidphosphatase der
Zellzyklusregulation und Zelladhdsion kodiert. (Gray et al.,, 1995). Wird das

Tumorsuppressorgen durch Verlust der Heterozygotie inaktiviert, so entféallt die
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Antagonisierung  der  PI3K/Akt-Kaskade,  welche  ber  Transkriptionsfaktoren
Zellproliferation, -tberleben, -migration und -wachstum stimuliert (Davies et al., 1999; Chow
& Baker, 2006). In der Literatur wird beschrieben, dass bei 28%-70% der Prostatakarzinome
am Genlocus von PTEN Deletionen vorhanden sind (Gray et al., 1995; Cairns et al., 1997;
Reid et al., 2010). Bereits im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass ein PTEN-
Funktionsverlust die Prostatakarzinomentwicklung beginstigt und sich im Verlauf ein
proliferierendes und invasives Wachstum einstellte (Wang et al., 2003; Ma et al., 2005).
Durch zahlreiche Studien konnten der Deletionsstatus von PTEN mit wichtigen
Tumorcharakteristika wie Zellproliferation bei gleichzeitig verminderter Apoptose (Pourmand
et al. 2007), lokal fortgeschrittenem Tumorstadium (Verhagen et al., 2006; de Muga et al.,
2010) und Tumorprogress (Halvorsen et al., 2003; Eble et al., 2004) assoziiert werden.

Desweiteren wird nach heutiger Studienlage der Funktionsverlust von PTEN als
zusammenhéangend  mit  aggressivem  Wachstumsverhalten, = Metastasierung  und
Hormonresistenz, interpretiert (Wu et al., 2007; Pourmand et al., 2007; Mulholland et al.,
2011; Krohn et al., 2012).

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung von Signalkaskaden wie der
proteinphosphorylierenden Akt-Kaskade (besser bekannt als Proteinkinase-B) und von
Wachstumsfaktoren wie IGF-1R (Insulin-like growth Faktor-1-Rezeptor) aufgrund eines
Funktionsverlusts des PTEN-Gens mit schlechterer Prognose bzw. verkiirzter Uberlebenszeit
zu assoziieren sind (Saal et al., 2007; Tennant et al., 2009; Zu et al., 2013). Reid et al.
diskutieren  hierzu  die  Mdglichkeit, mittels FISH einen  Genverlust  bei
Prostatakarzinomproben zu detektieren und so einen Biomarker zur Hand zu haben, der ein
Patientenkollektiv beziiglich Uberleben bei Prostatatumoren besser differenzieren konne
(Reid et al., 2010).

Der Androgenrezeptor (AR) zahlt zur Familie der nukledren Rezeptoren und bildet einen
Rezeptor-Liganden-Komplex mit Testosteron bzw. 5a-Dihydrotestosteron aus. Dieser
Komplex mit Transkriptionsfaktorfunktion bewirkt tber Expression zahlreicher Zielgene
unter anderem Zelldifferenzierung und Wachstum der Prostata. Wahrend der Karzinogenese
des Prostatakarzinoms lassen sich vielféltige Genveranderungen des AR bzw. dessen
epigenetische Regulation beobachten (Schulz & Hoffmann, 2009; Waltering et al., 2012). An
vorderster Front dieser Verédnderungen stehen Punktmutationen und alternatives Splicing,

welche die Ligandenspezifitit des Androgenrezeptors aufheben, Uberexpression von AR
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sowie Amplifikation des AR-Gens (Trapman & Brinkmann, 1996; Holzbeierlein et al., 2004;
Waltering et al., 2012).

Es wurde aufgezeigt, dass in metastasierten, hormonresistenten Prostatakarzinomzellen der
Androgenrezeptor bzw. dessen Gentranskripte hochexprimiert vorliegen (Stanbrough et al.,
2006; Taplin et al., 1995). Linja et al. beschreiben eine im Mittel sechsfache Expression von
AR bei androgenresistenten Prostatakarzinomen, im Vergleich zu androgenabhédngigen
Prostatakarzinomen oder BPH (Linja et al., 2001). Aufgrund AR-Uberexpression kénnen
Tumorzellen auf niedrigste Androgendosen reagieren und so proliferieren (Zegarra-Moro et
al.,, 2002; Linja & Visakorpi, 2004; Waltering et al., 2009). Weiterflhrend zeigt die
Studienlage auf, dass ein hoher AR-Expressionsstatus mit einer htheren Wahrscheinlichkeit
eines Tumorrezidivs korreliert (Li et al., 2004; Donovan et al., 2010) und AR als Marker fir
Metastasierung, Hormonsensitivitat, Tumorproliferation und Rezidivrisiko gilt, solange AR
im Kontext mit Stadium und Therapieschema interpretiert wird (Quinn et al., 2005; Grivas et
al., 2012).

MTOR (mammalian target of rapamycin) stellt einen Teil des PI3K-AKT-mTOR-
Signalweges (Phosphatidylinositol-3-Kinase/Proteinkinase B der Gene AKT1-3) dar, welcher
uber Transkriptionsfaktoren Zellproliferation, -uberleben, -migration und -wachstum
stimuliert (Chow & Baker, 2006), dessen komplexe Interaktionen trotz mehrjéhriger
Untersuchungen nicht géanzlich geklart sind. Fir den PI3BK-AKT-mTOR-Signalweg spielen
die Komplexformen von mTOR eine Schlisselrolle, die wie folgt vorliegen kénnen: Durch
den mTOR-complex1 mit dem sogenannten Protein Raptor (regulatory associated protein of
TOR) erfolgt die Kontrolle von Proteinbiosynthese und Zellzyklus, indem bei
Néhrstoffmangel die Komplexform mTORCL1 stabilisiert wird und damit negativ regulierend
auf die phosphorylierende mTOR-Kinase wirkt (Kim et al., 2002). Dieser Komplex 1 ist
durch das Immunsuppressivum Rapamycin (Sirolimus/Tensirolimus) und seine Analoga
inhibierbar (Oshiro et al., 2004). Der mTOR-complex 2 mit Rictor (rapamycin insensitive
companion of mTOR) gilt als Rapamycin-unempfindlich. Seine Rolle wird als Regulator flr
Proliferation und Aktivierung des AKT-Signalweges diskutiert (Jacinto et al., 2004; Hresko &
Mueckler, 2005). In nicht-tumorésem Gewebe stellt mTOR einen Regulator fir
Wachstumssignale, Na&hrstoffverfugbarkeit, Verfugbarkeit von Sauerstoff und den
Energiestatus der Zelle dar. MTOR-abhangige Phosphorylierung aktiviert Signalkaskaden,
welche u.a. zur Expression von Genen wie AKT fiihren und damit Zellproliferation anregen.

In der Karzinogenese spielt der PI3BK/AKT/mTOR-Signalweg vor allem beziglich der
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Entwicklung fortgeschrittener Prostatakarzinomstadien eine wichtige Rolle: Nur in
Karzinomgewebe lasst sich eine Uberexpression von mTOR feststellen (Kremer et al., 2006).
Muiller et al. assoziieren darlber hinaus den aktivierten mTOR-Signalweg bei ERG-positiven
Proben mit fortgeschrittenem Tumorstadium, hohem Gleason-Grade, frihem Tumorrezidiv

sowie Lymphknotenmetastasen (Muller et al., 2013).

ERG (Eythroblast transformation-specific Related Gene) aus der Genfamilie der ETS-Gene
(E-26 transformation specific sequence) stellt ein Protoonkogen auf 21g22.2 dar. Durch die
nahe Lage zu dem Genlokus 21g22.3, welcher dem androgen-regulierten Gen TMPRSS2
(transmembrane serine protease 2 gene) zugeordnet wird, ist in 50% der
Prostatakarzinomproben eine Fusionierung der beiden Gene zu TMPRSS2:ERG zu
beobachten (Tomlins et al., 2005; Petrovics et al., 2005; Salagierski & Schalken, 2012).
Ruhende Protoonkogene kénnen durch eine Positionierung neben regulatorisch-aktivierenden
Genloci aktiviert werden, wie es bei der Genfusion von TMPRSS2:ERG zu beobachten ist
(Tomlins et al., 2007). Eine solche Repositionierung und Fusion kann (ber den
Androgenrezeptor vermittelt werden (Shafi et al., 2013). Androgeninduziert resultiert eine
Uberexpression des ERG-Genprodukts in Form des Transkriptionsfaktors ERG. Die
Uberexpression von ERG Genprodukten treibt tber Signalkaskaden die Tumorentstehung
voran (Tomlins et al., 2007; Ribeiro et al., 2011).

Mehrere Autoren thematisieren ERG in seiner Rolle als Fusionsgen TMPRSS2-ERG im
Zusammenhang mit der Karzinogenese des Prostatakarzinoms, wobei die Uberexpression des
TMPRSS2:ERG-Genprodukts mit aggressivem Tumorphénotyp assoziiert wird, im Speziellen
mit der Tendenz zu héheren Tumorstadien und ungiinstiger Uberlebensrate (Demichelis et al.,
2007; Gopalan et al., 2009; Salagierski & Schalken, 2012).

Petrovics et al. suggerieren, dass ERG eine Mdglichkeit als Marker fiir tumorfreie
Uberlebenszeit darstellen konne, indem nach radikaler Prostatektomie die ERG-Expression
quantitativ in Bezug auf tumorfreie Zellen evaluiert werde (Petrovics et al., 2005). Auch eine
Rolle als spezifischer, da nur in Prostatakarzinomgewebe nachweisbarem, nicht-invasiven
Biomarker fur die Prostatakarzinomdiagnostik bzw. zur Kontrolle falsch-negativer Biopsien
wird in der Literatur diskutiert (Hessels et al., 2007; Nguyen et al., 2011).

23



1.8 UAP1

Das Gen UAP1 (Uridindiphosphat-N-Acetylglucosamin Pyrophosphorylase 1), welches sich
auf Chromosom 1q23.3 befindet, codiert fur das zytoplasmatische Protein UAP1 (Mio et al.
1999) und ist ein Enzym der Aminozuckermetabolisierung, kurz HBP (Hexosamine
Biosynthesis Pathway) (Mio et al., 1998). Dessen Funktion besteht in der Aktivierung der N-
acetylierten ~ Aminozucker  N-Acetylglucosamin-1-Phospat  (GIcNAc-1-P) und  N-
Acetylgalactosamin-1-Phosphat (GalNAc-1-P), da der Einbau acetylierter Aminozucker als
Metabolit in Glykoproteinen, Glykolipiden und Proteoglykanen nur als aktivierte
Uridindiphosphat-Derivate (UDP) funktioniert. Hierbei katalysiert UAP1 im letzten Schritt
der Aminozuckerbiosynthese (unter Verwendung von Uridintriphosphat (UTP) die
Phosphorylierung von GIcNAc-1-P und GalNAc-1-P zu UDP-N-Acetylglucosamin (UDP-
GIcNACc) und UDP-N-Acetylgalactosamin (UDP-GalNAc) (Mio et al., 1998; Peneff et al.,
2001; Linnemann & Kiihl, 2005).

UAP1 wird als spermaassoziiertes Antigen beschrieben (Mio et al., 1998), von dem
angenommen wird, dass es androgenreguliert arbeitet (DePrimo et al., 2002) und mit
mannlicher  Infertilitdit (Diekman &  Goldberg, 1994) sowie  aggressivem
Prostatakarzinomwachstum (Luo et al., 2002) assoziiert ist. Bei einer Untersuchung zu
Expressionsorten von UAP1 konnte festgestellt werden, dass UAP1 vor allem in der
peripheren bzw. zentralen Zone der Prostata exprimiert wird, dem Ausgangsort aggressiverer
Tumoren, was die Aussage von Luo et al. zu tendenziell aggressivem Wachstum unterstreicht

(Van der Heul-Nieuwenhuijsen et al., 2006).

UDP-GIcNACc dient als Substrat fur die Glycosyltransferase OGT (O-N-Acetylglucosamin-
Transferase), welche zytosolische und nukleére Proteine posttranslational modifiziert und so
zellregulatorisch wirkt (Hart et al., 2011). Ein Zusammenhang zwischen der Uberexpression
OGT-modifizierter Proteine mit Karzinogenese bzw. Tumorprogress wird fir zahlreiche
Karzinomentitaten, u.a. flr das Prostatakarzinom, beschrieben (Lynch & Reginato, 2011;
Lynch et al., 2012).

Eine wichtige Analyse zur klinischen Relevanz von UAP1-Expression erfolgte durch Guyon
et al. Hierbei wurde Uberexpression von vier sogenannten ,,Signaturgenen® UAP1, PDLIM5
(PDZ and LIM domain protein 5), IMPDH2 (Inosin-5"-Monophosphat-Dehydrogenase-2) und
HSPD1 (Heat Shock 60kDa Protein 1) als mogliches Unterscheidungskriterium zwischen

Tumorgewebe und Normalgewebe beschrieben. In Zusammenschau von Karzinomspezifitat

24



und dem zu beobachtenden Zusammenhang zwischen Genexpression und Gleason Score 3/4
in Prostatakarzinomzellen wurde UAP1 eine potentielle Rolle als diagnostischer Marker
zugedacht (Guyon et al., 2009). Weitere Charakteristika des Gens UAP1 bzw. seines
Genprodukts, vor allem mit klinischem Bezug zu Prostatakarzinomen, liegen nach derzeitiger

Studienlage noch nicht vor.

1.9 Ziel der Arbeit

Das Prostatakarzinom ist der hdufigste maligne Tumor des Mannes. Trotz hoher Inzidenzen
(63710 Ménner in Deutschland im Jahre 2012) ist bei einem relativ geringen Anteil der
Prostatakarzinome mit einem progressiven, letalen Verlauf zu rechnen - die relative 5-Jahres-
Uberlebensrate lag 2012 bei 93% (Robert Koch-Institut, 2013). Diesem Umstand miissen die
TherapiemalRnahmen Rechnung tragen und so wenig aggressiv wie notig und mdglich
gestaltet werden, um den Patienten ein maximales MaR an Lebensqualitat zu ermdglichen. Fir
derart individuelle Therapieschemata ist eine Diagnosestellung in friilhen Stadien von gréiter
Wichtigkeit. Weitverbreitet ist hierbei die Screeningmethode mittels PSA, woraus sich jedoch
keine eindeutige Schlussfolgerung auf zukunftiges Tumorverhalten und die entsprechende
Therapiewahl treffen lasst. Die Suche nach Biomarkern, die eine individuellere Diagnostik
sowie prognostische Aussagen hinsichtlich des Prostatakarzinoms ermdglichen, stellt somit
ein wichtiges Ziel dar. In der Tissue-Microarray Methode besteht die Mdglichkeit, anhand
eines groflen Gewebekollektivs und mittels zugehorigen klinischen Parametern (PSA/pT-
Stadium/pN-Stadium/Gleason-Score/Resektionsrand) neue potentielle Tumormarker auf ihre
Klinische Funktion zu testen. Indem Klinische Daten bereits untersuchter Biomarker (ERG,
PTEN, AR, mTOR) mit dem Expressionsstatus des zytoplasmatische, androgenregulierten,
karzinomspezifischen UAP1 und den entsprechenden klinischen Daten in Kontext gebracht
werden, soll das spezifische Expressionsmuster und die prognostische Rolle von UAP1 in

Prostatakarzinomgewebe analysiert und UAP1 als mdglicher Biomarker evaluiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv und Gewebekollektiv

Der Datenbank des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf stehen Datensatze von 3261
Patienten zur Verfugung, die sdmtlich im Urologischen Zentrum und der Martini-Klinik des
UKE im Zeitraum 1992 bis 2005 radikal prostatektomiert wurden. Postoperativ wurden die
Prostataresektate sodann mittels Formalin und Paraffin fixiert. Bei vorliegendem
Patientenkollektiv fand keine neo-/adjuvante Therapie statt. Weiterfihrende Therapie
(Salvage) wurde nur bei Auftreten eines biochemischen Rezidivs initiiert. Die Datensétze
enthalten Informationen Gber klinische Verlaufsdaten wie Patientenalter, PSA-Wert pra-
operativ, pT-Stadium, pN-Stadium, Gleason-Score,  Resektionsrand-Status  und

Nachsorgeergebnis bzw. biochemisches Rezidiv.

Der Beobachtungszeitraum der Nachbehandlung bzw. -betreuung erstreckte sich tber einen
Zeitraum von 1-219 Monaten (Mittelwert: 72 £44,7). In dieser Nachsorgephase erhielten die
Patienten im ersten Jahr vierteljahrlich, im zweiten Jahr halbjéhrlich und ab dem dritten Jahr
jahrlich einen Nachsorgebogen, in welchem die Dokumentation der regelmaRig in
hausarztlicher Versorgung gemessenen postoperativen PSA-Werte stattfand, um ein

Biochemisches Rezidiv (BCR) friihzeitig diagnostizieren zu konnen.

2.2 TMA-Herstellung

Dem Gewebearchiv wurden 3261 Gewebeproben entnommen, die als ,,whole-mount-
sections® (Komplettpréparate) ganzlich in Paraffin eingebettet vorlagen. Die Identifizierung
der Gewebeblocke erfolgte iiber sogenannte ,,E-Nummern® (automatisch zugeordnete,
elektronische Nummerierung), die fir die klinischen Patientendaten Geschlecht, Alter und
zusatzliche histopathologische Detailinformationen wie Gleason-Score, PSA-Wert usw.
kodierten. Weiterhin wurden die entsprechenden Héamatoxylin/Eosin (HE)- gefarbten
Referenzschnitte entnommen, welche auf Objekttrdgern vorlagen. Gewebeblocke mit einer
Tiefe von weniger als 3mm wurden verworfen, da diese zu wenig Gewebe enthielten. Die
restlichen Gewebeblocke und deren entsprechende Referenzschnittprdparate wurden in
Sammelkdrben arrangiert. Dieses Arrangement entsprach der Anordnung des spateren TMA-
Blocks und wurde analog in einem Rasterschema, ,,cartoon* genannt, dokumentiert. Das

Raster unterteilte sich in Quadranten, die je mit einem lateinischen Grobuchstaben (A-F)
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gekennzeichnet waren. Innerhalb dieser Einzelquadranten kennzeichneten arabische Ziffern
(1-9) in aufsteigender Ordnung die Langsachse, kleine lateinische Buchstaben (a-..) in
aufsteigend-alphabetischer Anordnung die Querachse. Somit ergab sich flr jeden Einzelspot
des Rasters eine Kennzeichnung wie beispielsweise Eb4, was der Koordinate b4 im Quadrant
E entspréche. Jeder dieser Einzelkoordinaten entsprach eine E-Nummer. Die Zuordnung

Koordinate — E-Nummer wurde separat in einer Tabelle (sogenanntes ,,Punchfile®) notiert.

Die Referenzschnitte wurden von Pathologen beurteilt und Bereiche mit gruppierten
Tumorzellen bzw. hohem Gleason-score farblich als Index-Tumor markiert. Hierbei galt: rot
= Tumor, schwarz = Dysplasie/Carcinoma in situ, blau= normales Gewebe. Durch Auflage
der markierten Referenzschnitte auf die entsprechenden Gewebebldcke konnte das dort nativ
vorliegende Gewebe festgelegt und analog des Index-Tumors markiert werden.

Die Apparatur des Tissue Microarrayer wurde speziell flir das pathologische Institut Hamburg
hergestellt und beinhaltet eine Halterung fiir die Paraffinblocke, eine manuell absenkbare,

scharf- und dinnwandige Hohlnadel und eine Nadel mit Bohrschliff, wie in Abbildung 2.1

dargestellt.

Abb. 2.1 TMA Herstellungsaufbauten; a) Tissue-Microarrayer mit Empfangerbldcken (Pathologisches Institut
des UKE) b) Bohraufsatz rechts im Bild, Hohlnadelaufsatz links im Bild.

Die Bohrung verlauft PC-gesteuert (Software Pathologisches Institut UKE) Uber eine x-y-
Motorik, wobei durch Koordinatenangabe die Bohrlécher prazise positioniert werden kénnen.
Im ersten Schritt wurde bei Zimmertemperatur ein Stanzzylinder von 0,6mm Durchmesser
mit dem Bohrgewinde aus einem Leerparaffinblock (aus ,Peel-A-Way“-Paraffin;
Schmelztemperatur 53-55°C. Polysciences Inc., PA, Cat. No. 19797) entnommen und der
Entnahmeort mit einem Pinsel von Paraffinspanen befreit. Die hierbei vorgenommene

Bohrung entsprach dabei einer Koordinate des bereits erwdhnten Koordinatenrasters
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(cartoon). Zwischen den einzelnen Bohrléchern im Leerparaffinblock wurde ein Abstand von
0,2mm, zum Rand des Blockes ein Abstand von 3-5mm belassen, um mehr Stabilitat zu
gewadhrleisten. Im ndchsten Schritt wurde mit der Hohlnadel ein Stanzzylinder von ebenfalls
0,6mm aus dem Indextumor des Gewebeblocks (=Spenderblock) entnommen, zur Hélfte in
das vorgebohrte Loch des Leerblocks (=Empféngerblock) eingebracht und vorsichtig mit
einem Objekttragerglas blndig eingedrickt. Restparaffin wurde nach jedem Schritt mittels

eines Pinsels entfernt. Schematisch sind diese Schritte in Abbildung 2.2 dargestellt.
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Abb. 2.2 Schematische Erstellung eines Tissue-Microarrays: A: Entnahme einer 0,6mm messenden Stanze aus
dem Spenderblock (Donor) analog des markierten Indextumors. B: Anfertigung eines 0,6mm messenden
Bohrlochs im Empfangerblock (Recipient). Einbringung der Tumorstanze. C: Schneiden des fertiggestellten
Empféangerblocks. Aufbringen der jeweiligen Schnitte auf Objekttréager. Nach (Kononen et al., 1998).

Die Schritte des Entnehmens und Einbringens wurden pro Leerblock 129-522-fach
wiederholt, sodass 3261 Gewebestanzen und zusétzliche Kontrollstanzen aus
Normalprostatagewebe (Quadrant F) auf 7 TMA-Blocken aufgeteilt waren. Diese wurden
abschlieBend zur Fixierung der Gewebestanzen 10min bei 40°C erwarmt, die Oberflachen
durch sanftes Daruberstreichen mit einem Objekttragerende geglattet und damit versiegelt.
Ein Beispiel fertiggestellter TMA-Blocke mit Stanzen von Prostatakarzinomen ist in
Abbildung 2.3 aufgefiihrt.
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Abb. 2.3 Fertiggestellte TMA-Bldcke; Beispiele fertiggestellter Empfangerblécke mit Prostatakarzinomstanzen
des Pathologischen Instituts des UKE Hamburg.

Zur Herstellung der Einzelschnitte wurden die mit Gewebestanzen versehenen Paraffinbldcke
einzeln in das Rotationsmikrotom (Microm GmbH, HM 355s, Walddorf) eingespannt und bei
Raumtemperatur angeschnitten. Diese ersten wenigen Anschnitte wurden verworfen, bis
samtliche Gewebestanzen des Paraffinblocks gleichméRig erfasst waren. Mit einer kleinen
Handwalze wurde hierauf eine selbstklebende Folie (Tape Windows PSA System, HCE
GmbH) auf den TMA-Block aufgebracht und ein Schnitt durchgefiihrt. Das so gefertigte 4pum
dicke Schnittpréparat wurde auf einen mit Klebstoff beschichteten Adhésions-Objekttrager
(Snowcoat PSA 4x Slides, Leica Biosystems) aufgewalzt und flir 1min mit einer UV-Licht-
Lampe (Diago, Medite Medizintechnik, Schweiz) bestrahlt. Die so eintretende
polymerisierende Bindung verhindert ein Abschwimmen der Schnitte von den Objekttragern
bei spateren aggressiven Verfahren, wie dem Autoklavierung oder Behandlungen unter pH
9,8. Das Losen der selbstklebenden Folie wurde durch das Aufbringen von TPC-Lésung (TPC
Solvent, Leica) ermdglicht. Nach Lufttrocknung fur 1 Stunde bei Raumtemperatur stand das

Préparat fur weitere Arbeitsschritte zur Verfligung.

2.3 Immunhistochemie

Um die durch Formalinfixierung und Paraffineinbettung verdeckten Gewebeepitope fir die zu
applizierenden Antikorper freizulegen und so eine Antikdrperbindung herbeifiihren zu
kénnen, wurde vor der immunhistochemischen Behandlung eine mehrteilige
Gewebevorbereitung durchgefiihrt. Diese beinhaltete Deparaffinierung und Rehydrierung des
Karzinomgewebes, Antigendemaskierung und Blockierung der endogenen Peroxidase.
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Hierauf erfolgte das eigentliche immunhistochemische Verfahren, das nach folgendem
Prinzip ablduft: Der von einem Kaninchen stammende Primarantikdrper UAPL bindet an
entsprechende zelluldare Rezeptoren. An den Primarantikdrper bindet ein Briickenantikdrper
(Maus anti Kaninchen bzw. Kaninchen anti Maus, je nach Primérantikérper), der an eine
Peroxidase gekoppelt ist. Der Ort der Antikorperkomplexbildung kann (ber ein
hinzupipettiertes DAB-Chromogen-Substrat in einer Braunfarbung detektiert und somit

ausgewertet werden.

Die Entparaffinierung und Rehydrierung der Arrays erfolgte in absteigenden Reihen.
Einbringung in Xylol fir 60 min, aufeinanderfolgend einsenken fiir je 2min im Ethanolbad
100%, Ethanolbad 100%, Ethanolbad 96%, Ethanolbad 96%, Ethanolbad 80%, Ethanolbad
80%, Aqua destillata, Aqua destillata. Abschlielend erfolgte ein Eintauchen der Arrays in
TBST-Pufferlésung (Tris-Buffered Saline Tween, 3g Tris, 8g NaCl, 0,2g KCL, 2ml Tween,
20 je 1000ml, pH auf 7,6 einstellen), die wahrend der 5-minitigen Dauer zweimal

ausgewechselt wurde.

Durch Formalinfixierung kommt es zu mdglichen Anderungen der Antigenstruktur, einer
Maskierung von Epitopen und damit zu potentiellem Immunreaktivitatsverlust der
Gewebeschnitte. Eine Verbesserung bzw. Wiederherstellung der Reaktivitat war fur den hier
verwendeten Antikérper durch hitzeinduzierte Antigendemaskierung (heat induced epitope
retrival/HIER) mdoglich. Dabei wurden die Gewebeschnitte in TE- Pufferlésung (Tris 10mM,
EDTA, 1mM, pH auf 7,8 einstellen) fur 5min bei 121°C autoklaviert und danach bei
gedffnetem Autoklaven allmahlich abgekihlt. Anschlieend wurden die Schnitte fiir 5min

wiederum in TBST-Pufferlosung eingetaucht.

Um ein Hintergrundfarbsignal durch Mitreaktion der endogenen Peroxidase zu verhindern,
wurde diese im Peroxidaseblock ausgeschaltet. Die TMA-Schnitte wurden 10min mit
Blocking-Peroxidase Solution (Dako S2023 ready to use) bedeckt und hierauf zweimal fir

5min in (jeweils frischer) TBST-Pufferldsung gespuilt.

Der Primérantikorper Anti-UAP1 (HPA014659 SIGMA, rabbit) wurde im Verhéltnis 1:150
verdiinnt mit Antibody Diluent (DAKO Real Antibody Diluent S2022) auf die
Gewebeschnitte pipettiert. Bei den Antikdrperinkubationen war ein Austrocknen der Schnitte
zu verhindern und somit die o0.g. Losung ggf. nachzupipettieren. Nach mindestens 30-
minutiger Inkubation erfolgte ein zweifacher Waschgang in jeweils frischer TBST-

Pufferlosung, um (berschissiges Antikorpermaterial abzuspiilen. Hierauf wurde ein
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Brickenantikdorper hinzugegeben. Dieser lag als enzymgekoppeltes Polymerkonjugat mit der
Meerrettichperoxidase (HRP: horse radish peroxidase) (ChemMate DAKO EnVision
Detection Kit K5007 gebrauchsfertig/Flasche A ChemMate DAKO EnVision/HRP,
Rabbit/Mouse) vor. Bei 30-minitiger Inkubation bei 37°C band der enzymgekoppelte
Brickenantikdrper an den Primarantikdrper. Wiederum wurde ein zweimaliger Waschgang
fir je 5min mit TBST-Pufferlosung durchgefuhrt. Die Visualisierung wurde bei
Raumtemperatur durch Zugabe von DAB-Chromogen-Substrat (3,3"-
Diaminobenzidintetrahydrochlorid) (ChemMate DAKO EnVision Detection Kit K5007
gebrauchsfertig/Flasche C Chem Mate DAB+ Chromogen) und einer Pufferldsung mit
Wasserstoffperoxid (ChemMate = DAKO  EnVision Detection Kit  K5007
gebrauchsfertig/Flasche B ChemMate Substrate Buffer) unter 10-minltiger Einwirkzeit
erreicht. Hierbei setzte das 0.g. antikérpergekoppelte Enzym HRP Wasserstoffperoxid und

Chromogen zu einem braunen Farbkomplex und Wasser um.

Abb. 2.4 Immunhistochemische Farbung von Prostatakarzinomgewebe mit UAP1; Beispiel eines Objekttragers
mit Prostatakarzinomstanzen nach immunhistochemischer Bearbeitung (Pathologisches Institut, UKE
Hamburg). In der Ubersichtsaufnahme zeigt sich die Expression von UAP1 als Braunfarbung.

Die Schnitte wurden im Anschluss mit Aqua destillata gespilt und zur besseren
Kontrastbildung einer einmindtigen Gegenfarbung mit Hamalaun nach Mayer unterzogen.
Beim anschlieenden ,,Blauen®, erreichte man einen blauvioletten Farbton, indem man die
Gewebeschnitte 5min mit Leitungswasser spulte und so den pH-Wert anhob. Zur Fixierung
wurde eine aufsteigende Reihe (je 2min 80% Ethanol, 80% Ethanol, 96% Ethanol, 96%

31



Ethanol, 100% Ethanol, 100% Ethanol, Xylol, Xylol, Xylol) verwendet. Beim abschlieRenden
sogenannten ,,Eindeckeln® wurde Eukitt Kleber aufgebracht, der mit Xylol eine starke
Verbindung eingeht. Nach Auflegen eines Deckglases standen die TMA-Schnitte sodann zur

Auswertung bereit.

2.4 Auswertung

Nach Verblindung der klinischen Daten wurden die immunhistochemisch gefarbten TMAs
unabhangig durch Frau Dr. M.-C. Tsourlakis, Arztin fur Pathologie des pathologischen
Instituts des UKE Hamburg, am Mikroskop (Zeiss, Axioskop 40) untersucht. Rasterspots, an
denen das zu untersuchende Gewebe verfahrensbedingt verloren gegangen war, oder bei
welchen der Indextumor beim Stanzvorgang verfehlt wurde, wurden mit ,.kein Gewebe* bzw.
,»kein Tumor* bezeichnet und gingen nicht mit in die Auswertung ein. Die Ergebnisse wurden
in ein dem TMA entsprechendes Raster-File eingetragen und schlieflich in einer Exceltabelle

notiert, in welcher zugleich die zugehérigen klinischen Patientendaten dokumentiert vorlagen.

Die Auswertung der einzelnen Gewebespots erfolgte nach dem Kriterium der Farbintensitat,
die durch Bindung des Markers UAP1 an Gewebeepitope hervorgerufen wird. Hierbei wurde
jeder Rasterspot fur Zellkern sowie Zytoplasma analysiert. Die Expressionsintensitat wurde
nach einem subjektiven Intensitatsscore des pathologischen Institutes des UKE geschétzt und
fur Zellkern sowie Zytoplasma getrennt notiert. Dabei entsprachen die Werte der

zytoplasmatischen sowie nukledren Farbeintensitaten folgender tabellarischer Einteilung:

Intensitat 0 Keine Anfarbung
Intensitat 1 Schwache Anféarbung
Intensitat 2 MaRige Anfarbung
Intensitat 3 Starke Anfarbung

Die moglichen Farbintensitaten sind in folgender Tabelle aufgefuhrt.

zytoplasmatisch Intensitat 0 Intensitat 1 Intensitat 2 Intensitat 3

nuklear Intensitat O Intensitat 1 Intensitat 2 -

Beispiele der verschiedenen Farbeintensitaten sind in Abbildung 2.5 dargestellt.
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Abb. 2.5 Beispiele von UAP1-Farbeintensitaten; Abbildung von Mikrophotographien von immunhistochemisch
mit UAP1 behandelten Prostatakarzinomstanzen zur Evaluation der UAP1-Expressionsintensitédt. Von oben links
im Bild nach unten rechts: Keine UAP1-Farbung. Zytoplasmatische Intensitét 1. Nukleére Intensitét 1.
Zytoplasmatische Intensitat 2. Nukleére Intensitat 2. Zytoplasmatische Intensitét 3.

Zur weiteren Auswertung und Evaluation von UAP1 als prognostischen Biomarker wurde
dieser mit den klinischen Standardparametern des untersuchten Gewebekollektivs sowie der
Expression von ERG, PTEN, AR und mTOR verglichen. Die Daten dieser komparativen
Biomarker wurden anhand desselben Gewebekollektivs gewonnen und stehen aus friiheren
Publikationen zur Verfligung. Die hier verwendete Datenbank verfligt somit iber Ergebnisse
von ERG-Expression in 2874 Gewebespots, wobei ERG-positive Tumorzellen zu 98,5%
ERG-Reorganisation, vereinbar mit TMPRSS2-ERG-Fusion, zeigten (Minner et al., 2011).
PTEN-Deletionsstatus wurde anhand von 1406 Tumorspots (Krohn et al.,, 2012), AR-
Expression bei 2665 Proben (Minner et al., 2011) und mTOR-Expression in 2871

Prostatakarzinomproben (Miller et al., 2013) erhoben.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Gliederung der Standardparameter entspricht der
standardméafiiigen Variableneinteilung am pathologischen Institut des UKE (Schlomm et al.,
2012; Tsourlakis et al., 2013) und wird in Tabelle 2.6 dargestellt.

33



PSA (ng/ml) <4 4-10 10-20 >20
pT-Stadium pT2 pT3a pT3b pT4
pN-Stadium NX NO N+
Gleason-Score <3+3 3+4 4+3 >4+4
Margin RO R1
ERG Positiv Negativ
PTEN (FISH) Normal Heterozygote Deletion | Homozygote Deletion
AR- Negativ Schwach Moderat Stark
Expression
mTOR Negativ Schwach Moderat Stark

Abb. 2.6 Einteilung der verwendeten Variablen; in der verwendeten Gruppierung der Standardparameter
entspricht N+ einem Lymphknotenstatus von >N1. R0 entspricht ,, Resektionsrand negativ®, R1 ,, Resektionsrand
positiv*.

Weiterhin wurde in Kaplan-Meier-Kurven das Uberleben bis zum einem BCR, dem
klinischen Endpunkt der Uberlebenskurven, dargestellt. Als BCR wurde ein PSA-Wert von
>0,2ng/ml mit einem Folgewert >0,2 nach radikaler Prostatektomie definiert (Heidenreich et
al., 2010). Bei Eintreten des klinischen Events eines biochemischen Rezidivs galten die Daten
des entsprechenden Patienten als ausgefallen, woraufhin eine Salvage-Radiatio eingeleitet
wurde. Wurde bis zum Abschluss der Datenerhebung kein Event dokumentiert, wurden diese
Daten rechtszensiert. Ebenso wurde im Todesfall wie auch bei patienteneigenméchtiger
Beendigung des Follow-Up zensiert.

2.5 Statistik

Die statistische Datenbearbeitung wurde mit der Software JMP 8.0 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA) durchgefihrt. In Kreuztabellen wurde zur Kontingenzanalyse die UAP1-
Expressionsintensitdt mit den klinisch-pathologischen Variablen PSA-Wert, pT-Stadium, pN-
Stadium, Gleason-Score und Resektionsrand  assoziiert, um relative und absolute
Haufigkeiten der Merkmalsauspragung zu erhalten. Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson
(likelihood-test) wurde durchgefuhrt, um die Signifikanz der aufgestellten Assoziationen zu

untersuchen, wobei als Signifikanzniveau ein a-Fehler von 0,05 festgelegt wurde.
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Weiterhin wurde in Kaplan-Meier-Kurven das Uberleben bis zum BCR, dem klinischen
Endpunkt der Uberlebenskurven, dargestellt. Die Medianzeit berechnete sich durch Kreuzung
zwischen Uberlebenskurve und der Gerade y=50%-Uberlebenswahrscheinlichkeit. Das

mittlere Uberleben wurde durch das arithmetische Mittel der Uberlebensdaten beschrieben.

Mittels Log-Rank-Test wurde die Signifikanz eines Unterschiedes zwischen den

Uberlebenskurven untersucht.

3 Ergebnisse

Von insgesamt 3261 Gewebespots waren 1829 auswertbar. 1432 entfielen, da sich in 592
Fallen das Gewebe in den ersten Arbeitsschritten der Array-Erstellung abldste und so fiir
weitere Prozessschritte nicht mehr zur Verfigung stand. Aullerdem wiesen Stanzen in 840
Fallen trotz sorgfaltiger Markierung der zu untersuchenden Tumorareale kein Tumormaterial

auf.

3.1 Zytoplasmatische UAP1-Expression

3.1.1 Vergleich mit klinischen Prognosefaktoren
Die zytoplasmatische UAP1 Expressionsintensitdat wurde in einer Kontingenztabelle mit
tumorphénotypischen Standardparametern verglichen, die entsprechende deskriptive Statistik

ist Abbildung 3.1 zu entnehmen. Eine nukledre Expression wurde dabei nicht berlicksichtigt.
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ngesamt nauswertbar Int 0 Int 1 Int 2 Int 3 P-Wert
Gewebeproben 3261 1829 3230177y 580(31.7) BGE(47.3) 60(3.3)
PSA
=4 RET 273 59(21.6) 839 (32.6) 17 (42.9) g8(2.9) 03989
4-10 1742 985 160(16.2) 307(31.2) 4B80(487) 38(3.9)
10-20 G668 386 74(19.2) 1200(31.1)  181(46.9) 11(2.8)
=20 231 140 23(16.4) 49(35) 66 (47.1) 2(1.4)
pT Stadium
pT2 2150 1163 211(18.1) 361(31) BB5 (47.T) 36(3.1) 01209
pT3a G643 401 G7(16.7) 123(30.7) 197 (49.1) 14(3.5)
pT3b 383 225 36(16) 86 (38.2) 93 (41.3) 10(4.4)
pT4 42 20 5{25) 2(10) 13 (65) a(0)
phl Stadium
Mx 1527 883 164 (18.6) 290(32.8) 402(455) 27(3.1) 0.5928
MO 1584 264 144 (16.7)  260(30.1) 428(49.5) 32(3.7)
M+ 2] 56 10(17.9) 19(33.9) 26 (46.4) 1(1.8)
Gleason Score
=3+3 1475 TG4 151(19.8) 231(30.2) 360(47.1) 22(2.9) 0.0045
3+4 1361 a22 1210147y  269(327) 402(43.9) 30(3.6)
4+3 325 191 35(18.3) 66 (34.6) 86 (45) 4(2.1)
zd+4 57 32 12(37.5) G(18.8) 10(31.3) 4(12.5)
Resektionsrand
RO 2551 1402 289(18.5) 437(31.2) 6G61(47.1) 45(3.2) 03698
R1 665 406 G0 (14.8) 135(33.3) 1487 (48.5) 14 (3.4)

Abb. 3.1 Vergleich mit klinischen Prognosefaktoren; ein signifikanter Unterschied l&sst sich fiir Gleason-Score
erkennen (p = 0,0045). Die p-Werte fir den Vergleich mit PSA (p = 0,3989), pT-Stadium (p = 0,1209), p-N-
Stadium (p = 0,5988) und Resektionsrand (p = 0,3698) trafen nicht das Signifikanzniveau. Angaben in
Klammern entsprechen prozentualen Haufigkeiten.

Bei einem signifikanten p-Wert von 0,0045 liel§ sich ein Unterschied zwischen Gleason-Score
verschiedener Auspragung und UAP1-Expressionsstatus erkennen. Mit steigendem Gleason-
Score von <3+3 hin zu >4+4 konnte beobachtet werden, dass die zytoplasmatische Expression
sank. Abweichend wurde fir Intensitat O ein ahnlicher hoher Prozentsatz bei Gleason <3+3
(19,8) und 4+3 (18,3) beobachtet, jedoch lief sich eine zunehmend negative
zytoplasmatischer Expression von Gleason 3+4 zu >4+4 nachvollziehen. Auch fiir die Gruppe
Intensitat 1 und 2 lieRen sich Abweichungen in der sinkenden Expression feststellen, die bei
Intensitat 1 Gleason Score 3+4 (32,7%) und Gleason 4+3 (34,6%), bei Intensitit 2 Gleason
3+4 (48,9%) betrafen. Bei nur 4 auswertbaren Spots von insgesamt 32 lieBen sich die
Gruppen Gleason 3+4 (3,6%) und Gleason >4+4 (12,5%) mit UAP1-Expressionsintensitiat 3

keinem der genannten Expressionsmuster zuordnen.

Im Vergleich von UAP1-Expression mit PSA (p = 0,3989), pT-Stadium (p = 0,1209), pN-
Stadium (p = 0,5988) oder Resektionsrand (p = 0,3698) konnte jeweils das Signifikanzniveau
nicht getroffen werden. Die entsprechenden Daten werden ebenfalls in Abbildung 3.1

dargestellt.
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3.1.2  Vergleich mit PTEN-Deletionsstatus

n n
PTEN FISH gesamt _auswertbar Int 0 Int 1 Int 2 Int 3 P-Wert
naormal 1781 886 160(18.1) 282(33) 408(46) 26(29) 01083
heterozygote

Deletion 186 a3 g8(8.2) 32(327) 53(541) 5(5.1)
homozygote

Deletion 256 134 26(194) 41(306) 65(485) 2(15)

Abb. 3.2 Vergleich mit PTEN-Deletionsstatus; eine signifikante Abhangigkeit zwischen UAP1-Expression und
PTEN-Deletionsstatus l&sst sich nicht erkennen (p = 0,1093). Angaben in Klammern entsprechen prozentualen
Haufigkeiten.

Der Vergleich von UAP1-Expression mit dem PTEN-Deletionsstatus in einer Kontingenztafel
ergab einen p-Wert von 0,1093. Damit konnte keine signifikante Abhangigkeit zwischen
UAP1 Expression und dem PTEN Deletionsstatus nachgewiesen werden. Die entsprechenden
statistischen Daten und theoretischen Haufigkeiten werden in Abbildung 3.2 aufgezeigt.

3.1.3 Vergleich mit AR-Expressionsstatus

Abbildung 3.3 stellt die deskriptive Statistik des Vergleichs AR-Expressionsstatus mit UAP1-
Expressionintensitat dar. Das Signifikanzniveau wurde mit einem p-Wert von < 0,0001
getroffen. Einhergehend mit steigender AR-Expressionsintensitdat von negativ bis hin zu
starker Expressivitat zeigte sich ebenfalls eine hohere UAP1-Expressionsintensitat. Deutlich
trat diese tendenzielle Entwicklung bei Intensitat 2 (16,4% bei negativem AR-Status, 53,1%
bei starker AR-Expression) und bei Intensitdt 0 (52,2% bei negativem AR-Status, 11,8% bei
starker AR-Expression) auf. Ebenfalls lieR sich ein prozentualer Anstieg fur Intensitat 3
nachvollziehen (1,5% bei negativem AR-Status, 4,5% bei starker AR-Expression), fir
schwache bzw. moderate AR-Expression wurden jedoch dhnliche Prozentsdtze berechnet
(1,5% und 1,1% respektive).
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Abb. 3.3 Vergleich mit AR-Expressionsstatus; ein signifikanter Unterschied l&asst sich zwischen den Gruppen der
UAP1- Expression und des AR-Expressionsstatus erkennen (p < 0,0001). Angaben in Klammern entsprechen
prozentualen Haufigkeiten.

Zu beachten waren hierbei die geringen Fallzahlen bei negativem/schwachen/moderatem AR-
Expressionsstatus (lediglich 1, 2 bzw. 3 Tumorspots respektive) im Gegensatz zu 51 Spots bei
starker AR-Expression. Auch fur UAP1-Expressivitat der Intensitit 2 wurde ein Abweichen
von vorbeschriebenem Muster verzeichnet, da auf starke AR-Expression nur 30,6%, auf die
Gruppe der moderaten AR-Expression jedoch 36,8% der auswertbaren Tumorproben

entfielen.

3.1.4 Vergleich mit mTOR-Expressionsstatus
Der Vergleich UAP1-Expression mit mTOR-Expressionsstatus lasst sich in der
schematischen Darstellung der Abbildung 3.4 nachvollziehen und ergab einen signifikanten

Unterschied bei einem p-Wert von < 0,0001.
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Abb. 3.4 Vergleich mit mTOR-Expressionsstatus; ein signifikanter Unterschied lasst sich in der Verteilung der
relativen Haufigkeiten von UAP1-Expression und mTOR erkennen (p < 0,0001). Angaben in Klammern
entsprechen prozentualen Haufigkeiten.

Dabei lieR sich mit steigender Expression von mTOR von negativ hin zu stark eine ebenfalls
steigende UAP1-Expression der Intensitdt 2 erkennen sowie eine entsprechend fallende
Expression flr Intensitat 0. Bei UAP1-Expressionsintensitit 1 zeigte sich ebenfalls ein
Anstieg der Prozentzahlen von negativer (33,7%) zu schwacher (34,8%) mTOR-Expression,
flr moderate und starke mTOR-Expression blieb diese jedoch etwa konstant bzw. angedeutet
sinkend (29,8% bzw. 29,1% respektive). Der Gruppe UAP1-Expression Intensitéat 3 liel? sich
keinem eindeutigen Muster zuordnen, es fiel hier jedoch die geringe Anzahl an Tumorspots

flr starke mTOR-Expression auf, die bei lediglich 5 von 179 Gewebeproben lag.

3.1.5 Vergleich mit ERG-Expressionsstatus

In Abbildung 3.5 wird die Kontingenzanalyse von zytoplasmatischer UAP1-Expression mit
dem ERG-Expressionsstatus schematisch dargestellt. Bei einem p-Wert von p < 0,0001
konnte ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der relativen Haufigkeiten berechnet
werden. Dabei traten bei einem positiven ERG-Expressionsstatus die hoheren UAP1-
Expressionsintensitaten Intensitat 2 (62,2%) und Intensitat 3 (5%) auf, bei einem negativen
ERG-Expressionsstatus traten niedrigere (Intensitat 1 39,3%) bzw. fehlende UAP1-
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Expression (Intensitat 0 31,4%) auf. Auf Intensitat 3 entfielen insgesamt nur 58 von 1778

auswertbaren Tumorspots.

n n
ERG gesamt auswertbar M0 Int 1 Int 2 Int 3 P-Wert
neg 2276 773 243(314) 304(303) 218(28.2) 8(1)  =0.0001
pos 1990 1005 69(6.9) 261(26) G25(62.2) 50(5)
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Abb. 3.5 Vergleich mit ERG-Expressionsstatus; ein signifikanter Unterschied Iasst sich zwischen den relativen
Haufigkeiten erkennen (p < 0,0001). Angaben in Klammern entsprechen prozentualen Haufigkeiten.

3.1.6 Vergleich bei ERG-Negativitat mit klinischen Prognosefakoren

Zur weiteren Aufschlisselung des UAP1-Expressionsmusters wurden 773 auswertbare
Prostatakarzinomspots negativen ERG-Expressionsstatus —mit tumorphénotypischen
Standardmerkmalen verglichen. Abbildung 3.6 stellt die deskriptive Statistik dieses
Vergleichs dar.

Bei p-Werten, die das festgelegte Signifikanzniveau nicht trafen, konnte kein Unterschied in
der Verteilung der Haufigkeiten von zytoplasmatischer UAP1-Expression in ERG-negativen
Prostatakarzinomspots in Bezug auf PSA-Wert (p = 0,6825) oder Resektionsrand (p = 0,4521)
festgestellt werden.

Der Vergleich von UAP1-Expression in ERG-negativen Prostatakarzinomproben mit dem pT-
Stadium ergab hingegen einen signifikanten p-Wert von 0,0125. Es zeigte sich, dass mit
hoherem pT-Stadium bzw. entsprechend TumorgréRe und -ausbreitung ein hdoherer

Prozentsatz an UAP1-exprimierenden Karzinomproben der Intensitdt 2 einherging. Dabei
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lieRen sich in den Gruppen UAP1-Expression Intensitdt O sinkende, fur Intensitat 1 steigende
Prozentzahlen von pT2-Stadium zu pT3b abgrenzen.

nauswertbar Int 0 Int 1 Int 2 Int 3 P-Wert
Gewebeproben 773 243(314) 304(393) 218(282) a1
FSA
=4 115 43(37.4) 40(34.8) 300(26.1) 201.7) 06825
4-10 3493 121(30.8) 159(40.5) 110(28) 3(0.8)
10-20 186 B8(31.2) 73(358.2) A2 (28) 30(1.6)
=20 G5 1T (26.2) 251(38.5) 23(354) oo
pT Stadium
pT2 509 173 (34) 200(39.3) 131(25.7) (1) 0.0125
pT3a 154 44 (28.6) 60 (39) 48(31.8) 1(0.6)
pT3b g2 20021.7) 40{43.5) 30{32.6) 2022)
pT4 11 4(36.4) ooy T(63.6) oo
ph Stadium
Mx 37T 132(35) 154 (40.8) B88(23.3) 30(0.8) 0.0443
0 359 101(28.1)  137(38.2) 17(32.6) 4(1.1)
M+ 27 g(29.6) T(25.9) 11{40.7) 1(3.7)
Gleason Score
=3+3 335 130(28.8) 131({391) 73(218) 10(0.3) 0.0002
3+4 311 Ta25.1) 129(415)  99(31.8) 5(1.6)
4+3 a7 22(22.7) 35(36.1) 39040.2) 1(1)
=4+4 23 11(47.8) 5(21.7) G(26.1) 1(4.3)
Resektionsrand
R0 93 194 (32.7)  232(391) 161(27.2) Gi1) 04521
R1 173 47 (27.2) G30358.3) 5G(32.4) 2(1.2)

Abb. 3.6 Vergleich bei ERG-Negativitat mit klinischen Prognosefaktoren; ein signifikanter Unterschied liel? sich
jeweils zwischen den Haufigkeiten von UAP1-Expression ERG-negativer Tumorspots und pT-Stadium (p =
0,0125), pN-Stadium (p = 0,0448) und Gleason-Score (p = 0,0002) erkennen. Die p-Werte fur den Vergleich mit
PSA (p = 0,6825) und Resektionsrand (p = 0,4521) trafen nicht das Signifikanzniveau. Angaben in Klammern
entsprechen prozentualen Haufigkeiten.

Abweichend hierzu zeigten sich die Gewebegruppen mit pT4-Stadium und UAP1-
exprimierende Proben mit Intensitat 3. Dabei entfielen auf UAP1-Expressionsintensitat 3 (8
von 766 auswertbaren Tumorspots) und pT4-Stadium (11 von 766 auswertbaren

Tumorproben) nur geringe Fallzahlen.

Der Vergleich der immunhistochemischen Farbungsintensitdit UAP1-exprimierender, ERG-
negativer Prostatakarzinomspots mit dem pN-Stadium ergab den signifikanten p-Wert von
0,0448. Es lieR sich beobachten, dass ein positiver Lymphknotenstatus vor allem mit den
starker UAP1-exprimierenden Gruppen der Intensitdten 2 und 3 einherging, ein negativer
bzw. nicht zu definierender Befall regiondrer Lymphknoten NO/Nx jedoch vor allem bei
fehlender oder schwacher zytoplasmatischer UAP1-Expression Intensitdt O bzw. 1

abzugrenzen war.

41



Weiter wurden UAP1-exprimierende, ERG-negative Prostatakarzinomproben mit dem

Parameter Gleason Score verglichen. Dies ergab einen signifikanten Unterschied bei einem p-

Wert von 0,0002, bei dem sich mit ansteigendem Gleason-Score von <3+3 hin zu 4+3 ein

Anstieg in der UAP1-Expressionsgruppe Intensitdt 2 bzw. entsprechend Absinken fir

Intensitdt O abzeichnete. Bei einer Fallzahl von 23 von 766 Proben grenzte sich jedoch die

Gruppe Gleason >4+4 von genanntem Muster ab. Auch die UAP1-exprimierenden Karzinome

der Intensitat 3 zeigten kein entsprechendes Muster bei lediglich 8 von 766 auswertbaren

Proben. Zudem konnten fir UAP1-Expression Intensitat 1 zwar steigende Prozentzahlen von

<3+3 (39,1%) auf 3+4 (41,5%) berechnet werden, neben dem o0.g. Abweichen der Gleason-

Gruppe >4+4 zeigte sich jedoch auch die Gruppe 4+3 als abweichend mit einem geringerem
Prozentsatz (36,1%) als bei 3+4 (41,5%).

3.1.7 Uberlebensanalyse bei ERG-Negativitat

T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 = 120
BCR
Anzahl Anzahl
AP ngesamt  ausgefallen Zensiert Mittelwert  Median-Zeit P-Wert
Intd 224 53 171 110.469 ) 01916
Int1 277 73 14949 12142 165.3
Int2 211 74 137 949378 )
Int3 a 3 3] 715 aa.1
Kombiniert 720 208 512 119.733

Abb. 3.7 Uberlebensanalyse bei ERG-Negativitét; ein signifikanter Unterschied lasst sich bei einem p-Wert von

0,1916 nicht ermitteln.

Weiterhin wurde untersucht, wie sich das rezidivfreie Uberleben im Vergleich mit der

Variable UAP1-Expression

ERG-negativer
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Uberlebens gab es bei einem p-Wert von 0,1916 keinen signifikanten Unterschied zwischen
der Gruppe UAP1L-exprimierender, ERG-negativer Prostatakarzinome und der Zeit bis zum
gemessenen Klinischen Event des Gewebekollektivs, dem biochemisch nachweisbaren
Rezidiv. Die entsprechenden Kaplan-Meier-Uberlebenskurven und die prozentuale

Aufspaltung der gesamt 720 Karzinomproben sind in Abbildung 3.7 einsehbar.

3.1.8 Vergleich bei ERG-positivem Status mit klinischen Prognosefaktoren

nauswertbar Int0 Int1 Int 2 Int3 P-Wert
Gawebeproben 1005 69(6.9) 261(26) 625(62.2) 50(5)
PSA
<4 146 13(8.9) 47(32.2) 80(54.8) 6(4.1) 0.3179
4-10 571 35(6.1) 142(249) 3350(63) 34(6)
10-20 188 14(7.4) 42(223) 125(66.5) 7(3.7)
=20 71 6(8.5) 22(31) 41(57.7) 2(2.8)
pT Stadium
pT2 616 30(4.9) 151(245) 405(65.7) 30(49) 0.0155
pT3a 243 23(9.5) 60(24.7) 147(60.5) 13(5.3)
pT3b 125 14(11.2) 44(35.2) €0(48) 7(5.6)
pT4 9 1(11.1) 2(222) 6(66.7) 0(0)
pN Stadium
Nx 473 25(5.3) 127(26.8) 238(63) 23(4.9) 0.1265
NO 488 40(8.2) 117 (24) 304 (62.3) 27(5.5)
N+ 29 2(6.9) 12(414) 15(51.7) 0(0)
Gleason Score
2343 408 14(3.4) 95(233) 279(68.4) 20(4.9) 0.0002
3+4 489 40(8.2) 134(274) 291(59.5) 24(49)
4+3 88 13(14.8) 27(30.7) 45(51.1) 3(34)
24+4 8 1(12.5) 1(12.5) 3(37.5) 3(37.5)
Resektionsrand
RO 768 57(7.4) 191(249) 482(62.8) 38(49) 0.3602
R1 224 11(4.9) 66(29.5) 136(60.7) 11(4.9)

Abb. 3.8 Vergleich bei ERG-positivem Status mit klinischen Prognosefaktoren; ein signifikanter Unterschied der
Verteilung l&sst sich zwischen UAP1-Expression ERG-positiver Tumorspots und pT-Stadium (p = 0,0155) und
Gleason-Score (p = 0,0002) erkennen. Die p-Werte flir PSA (p = 0,3179), pN-Stadium (p = 0,1265) oder
Resektionsrand (p = 0,3602) treffen nicht das Signifikanzniveau. Angaben in Klammern entsprechen
prozentualen Haufigkeiten.

Ergdnzend zu den bereits erfolgten Analysen wurden auch die Verhéltnisse wvon
zytoplasmatischer UAP1-Expression ERG-positiver Prostatakarzinome mit
Tumorstandardparametern untersucht. Die zugehorige Kreuztabelle 1&sst sich Abbildung 3.8

entnehmen.

Im Vergleich mit PSA konnte wurde im Chi-Quadrat-Test ein p-Wert von 0,3179 ermittelt,
sodass sich im Vergleich mit dem UAP1-Expressionsstatus ERG-positiver Prostatakarzinome
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kein signifikanter Unterschied ergab. Die p-Werte fir die Korrelation mit pN-Stadium (p =
0,1265) sowie Resektionsrand (p = 0,3602) trafen ebenfalls nicht das festgelegte

Signifikanzniveau.

993 Tumorspots wurden fur den Vergleich von UAP1-Expression ERG-positiver
Prostatatumoren mit dem pT-Stadium ausgewertet. Dies ergab einen signifikanten
Unterschied bei einem p-Wert von 0,0155. Dabei lieB sich bei einem Anstieg der
Tumorstadien von pT2 zu pT3b ebenfalls ein Anstieg der UAP1-Expressionsintensitat O bzw.
1 Dbei Abfallenden Prozentzahlen der Intensitdt 2 erkennen. Ein Abweichen von
beschriebenem Muster wurde fiir die Gruppen Intensitat 0, 1 und 2 jeweils im Stadium pT4
beobachtet, fur das lediglich 9 von 993 Gewebeproben zur Analyse verfiighar waren. Zudem
war fiur die UAP1-Expressionsintensitdt 3 zwar wie bei Intensitdt 2 ein Absinken der
absoluten Fallzahlen mit steigendem pT-Stadium zu verzeichnen, die entsprechenden
Prozentzahlen entsprachen jedoch bis auf pT4 (kein auswertbarer Tumorspot) einem

annaherend ansteigenden Muster.

Fur den Vergleich von UAP1-Expression bei ERG-positiven Prostatakarzinomproben mit
dem Standardparameter Gleason-Score ergab sich ein signifikanter p-Wert von 0,0002. Von
der Gruppe mit niedrigstem Malignitatspotential Gleason-Score <3+3 hin zu Gleason-Score
4+3 zeichnete sich eine deutlicher Anstieg in der UAP1-Expression Intensitat O und Intensitét
1 sowie eine Absinken fiir Intensitat 2 und Intensitat 3 ab. Die Gruppe Gleason-Score >4+4
konnte bei einer auffallend geringen Fallzahl (8 von 993 auswertbaren Tumorspots) keinem

der genannten Muster zugeordnet werden.

3.1.9 Uberlebensanalyse bei ERG-positivem Status

In Abbildung 3.9 werden die Kaplan-Meier-Uberlebenskurven bzw. die deskriptive Statistik
des Vergleichs von UAP1-Expression ERG-positiver Prostatakarzinome mit der Zeit bis zu
einem BCR dargestellt, welches wie bereits erwahnt als Uberschreiten eines Grenz-PSA-
Werts von > 0,2ng/ml mit einem Folgewert > 0,2ng/ml definiert wurde. In Bezug auf das
Uberleben ergab sich dabei ein signifikanter Unterschied bei einem p-Wert von 0,0139.
Hierbei wurde bei UAP1-Expressionsintensitat Intensitat 0 und Intensitat 3 eine kiirzere Zeit
bis zu einem biochemischen Rezidiv notiert, als bei der Gruppe Intensitat 1 oder Intensitét 2.

Die entsprechende Abbildung spiegelt dies in einem gruppierten Kurvenverlauf der

44



Intensitaten 0 und 3 - mit deutlichem Abfall bei ca. 118 Monaten der Intensitdt 0 - im

Gegenzug zu den Uberlebenskurven der Gruppen Intensitat 1 und 2 wider.
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Abb. 3.9 Uberlebensanalyse bei ERG-positivem Status; ein p-Wert von 0,0139 lasst einen signifikanten
Unterschied erkennen.

Im Einzelnen trat bei 26 von 67 Tumorspots (38,8%) der Intensitdt O ein BCR ein, diese
galten als ausgefallen. Die restlichen 41 Patientendaten wurden zensiert. Die 50%
Uberlebenswahrscheinlichkeit wurde von der Intensitat 0-Uberlebenskurve bei 116,5
Monaten gekreuzt. Eine UAP1-Expressionsintensitat 1 zeigte sich bei insgesamt 241 Spots,
von denen 60 (24,9%) durch Erreichen des klinischen Events als ausgefallen galten und 181
zensiert wurden; die Medianzeit konnte nicht ermittelt werden. 576 Tumorspots wurden
Intensitat 2 zugeordnet, von denen in 135 Fallen (23,4%) ein BCR eintrat bzw. 441 Daten
zensiert wurden. Die Medianzeit, bei der die Uberlebenswahrscheinlichkeit 50% betragt,
wurde nicht erreicht. Von 44 Spots der Intensitat 3 galten 17 (38,6%) nach Eintritt eines BCR
als ausgefallen, 27 Gewebespots wurden zensiert. Die Medianzeit wurde fiir die Intensitat 3-

Gruppe bei 160,7 Monaten erreicht.
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3.2 Zytoplasmatische/nukledare UAP1-Expression

Zur weiteren Charakterisierung der UAP1-Expressionsmuster wurden 1829 auswertbare
Tumorspots getrennt fiir Zytoplasma und Zellkern analysiert. Mit ,,Negativ wurde eine
fehlende Expression im Zytoplasma beschrieben, die isoliert-positive zytoplasmatische

Expression wurde mit ,,Zytoplasma“ angegeben.

3.2.1 Vergleich mit klinischen Prognosefaktoren

ngesamt nauswertbar  negativ  Zytoplasma nukledrint.1  nukledrint. 2 P-Wert
Gewebeproben 3261 1829 295(16.1) 99(5.4) 947 (51.8) 458 (26.7)
PSA
=4 527 273 BR(20.1) 11 (4) 135(49.8) 711(28) 0.45834
410 1742 936 145 (14.8) BD(5.1) £34(54.2) 256 (28)
10-20 668 336 85 (17.1) 26(6T) 194 (50.3) 100 (25.9)
=20 23 140 22{15.7) 8(5.7) &8 (43.8) 42 (30)
pT Stadium
pT2 2150 1163 194 (16.7) 80(5.2) 630(54.2) 279 (24) 0.085
pT3a 543 401 82 (15.5) 201(5) 192 (47.9) 127 (31.7)
pT3b 383 225 33(14.7) 16(7.1) 107 (47.8) 69(30.7)
pT4 42 20 2(10) 1(5) 9(45) 8 (40)
pM Stadium
Mx 1827 883 150 (17) 42(4.8) B02 (56.9) 189(21.4) <0.0001
MO 1584 854 132(15.3) B2(8) 407 (47.1) 273(31.8)
M+ 00 B& 8014.3) 2(3.8) 27148.2) 19(33.9)
Gleason Score
Z3+3 1475 764 141(18.5) 45 (8) 398 (52.1) 179(23.4) 0.0303
3+4 1361 822 110(13.4) 42 (1) 432 (52 6) 238 (29)
4+3 325 181 32(16.8) 9(4.7) 94(49.2) BG(29.3)
zd+d 5T 32 8(25) HILH 14(43.8) 101(31.3)
Resektionsrand
RO 2851 1402 241 (17.2) T1(5.1) 743 (53) 347 (24.8) 0.0014
R1 865 408 B0(12.3) 26 (6.4} 196 (48] 135(33.3)

Abb. 3.10 Vergleich mit klinischen Prognosefaktoren; fur den Vergleich von UAP1-Expression mit den
Tumorcharakteristika pN-Stadium (p < 0,0001), Gleason-Score (p = 0,0308) und Resektionsrand (p = 0,0014)
lassen die p-Werte jeweils auf einen signifikanten Unterschied schliefen. Die P-Werte fiir den Vergleich mit PSA
(p = 0,4634) und pT-Stadium (p = 0,085) trafen das Signifikanzniveau nicht. Angaben in Klammern entsprechen
prozentualen Haufigkeiten.

In Abbildung 3.10 wurden in einer Kreuztafel die H&aufigkeiten zytoplasmatischer bzw.

nukledrer UAP1-Expression gegen klinisch-pathologische Tumorcharakteristika aufgetragen.

Der Vergleich von UAP1-Expression mit PSA (p = 0,4634) und pT-Stadium (p = 0,085) traf
nicht das festgelegte Signifikanzniveau. Ein Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen

konnte demnach nicht bestéatigt werden.
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Fur den Vergleich der UAP1-Expression auf nukledrer bzw. zytoplasmatischer Ebene mit
Lymphknotenstatus errechnete sich ein signifikanter p-Wert < 0,0001. Zu beachten ist die
geringe Fallzahl von 56 auswertbaren Proben bei positivem Lymphknotenbefall im Gegensatz
zu 883 Tumorspots mit unklarem und 864 Gewebespots mit negativem Lymphknotenstatus.
Zwar wurde bei positivem Lymphknotenstatus eine anteilig héhere UAP1-Kernexpressin n2
notiert, als bei negativem bzw. unklarem Lymphknotenstatus. Den weiteren Gruppen der
positiven bzw. negativen zytoplasmatischen Expression sowie der Kernexpression nl lief3

sich kein eindeutiges Muster zuordnen.

Bei weiterer Untersuchung der UAP1-Expressionsmuster wurde der Ort der UAP1-
Expression (nukleér/zytoplasmatisch) mit Gleason Score verglichen. Dies ergab mit einem p-
Wert von 0,0308 einen signifikanten Unterschied. Mit ansteigendem Malignitatspotential der
Gleason-Score-Untergruppen von <3+3 hin zu >4+4 stieg auch die UAP1-Kernexpression n2
bei gleichzeitig sinkender Kernexpression nl und sinkender zytoplasmatischer UAP1-
Expression. Gleichlaufig hierzu zeigte sich in der Gruppe der negativen zytoplasmatischen
Expression unter Ausnahme Gleason-Score <3+3 (18,5%) ein Anstieg der prozentualen
Haufigkeiten von Gleason 3+4 (13,4%) hin zu Gleason >4+4 (25%). Entsprechend sank der
Anteil der positiven UAP1-Expression.

Der Vergleich von UAP1-Expression auf zellularer Ebene mit dem Tumorcharakteristikum
Resektionsrand ergab einen signifikanten p-Wert von 0,0014. Es lieR sich fir Proben mit
positivem Resektionsrand eine steigende zytoplasmatische Expression bei entsprechend
sinkender negativer zytoplasmatische Expression beobachten. Zudem liel? sich eine steigende

UAP1-Kernexpression n2 bei gleichzeitig sinkender Kernexpression nl abgrenzen.

3.2.2 Vergleich mit ERG-, AR- und mTOR-Expressionsstatus
Im Folgenden wurde die zytoplasmatische bzw. nukledare UAP1-Expression mit dem
Expressionsstatus von ERG, AR und mTOR verglichen. Die beschreibende Statistik zu

genannten Vergleichen wird in Abbildung 3.11 aufgezeigt.

Fur die UAP1-Expressionsmusteranalyse mittels AR-Status wurde ein signifikanter p-Wert
von < 0,0001 errechnet. Es liel3 sich mit steigender AR-Expressionsintensitét - von negativer
hin zu starker — eine entsprechend ansteigende UAP1-Kernexpressivitat von sowohl Intensitéat

nl als auch Intensitdit n2 beobachten. Zudem zeigte die Gruppe der negativen
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zytoplasmatischen Expression sinkende prozentuale Fallzahlen von AR-negativer zu starker
AR-Expression. Die UAP1-Gruppe mit positiver zytoplasmatischer Expression hingegen bot

aberrante Ergebnisse, die sich keinem eindeutigen Muster zuordnen liel3en.

n nuklearint. nuklear Int.
auswertbar negativ Zytoplasma 1 2 P-Wert
ERG
negativ 773 227 (29.4) 71(9.2) 385(49.8) a0 {11.6) =0.0001
positiv 1006 59(5.9) 26 (2.6) 535(53.2) 3BG(384)
17749 286 (16.1) a7 (5.5) 9200517y 4T6(26.8)
AR
negativ 67 32(47.8) G619) 230(34.3) 6(9) =0.0001
schwach 135 40(29.6) 14 (10.4) G1(452) 20014.8)
moderat 266 583(21.8) 27110.2) 1300489y  51{19.2)
stark 1145 121 (10.6) 42(37) 614(536) 368(321)
mTOR
negativ 403 103 (25.6) 2T(6.7) 174(432)  99(24.6) =0.0001
schwach 4490 a0{18.4) 32(6.5) 241(482) 127(259)
moderat 578 66 (11.4) 31(54) 315(545) 16G(28.7)
stark 179 a(5) 4(2.2) 110 (61.5) 56 (31.3)

Abb. 3.11 Vergleich mit ERG-, AR- und mTOR-Expressionsstatus; sowohl fir den Vergleich mit dem ERG-, als
auch dem AR- und mTOR-Expressionsstatus ergeben sich p-Werte, welche fiir jeweils p < 0,0001 einen
signifikanten Unterschied nahelegen. Angaben in Klammern entsprechen prozentualen Haufigkeiten.

Bei einem p-Wert < 0,0001 konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den in der
Kreuztabelle errechneten Haufigkeiten von mTOR-Expression und UAP1-Expressionsort in
Zytoplasma oder Kern erkannt werden. Ahnlich wie bei der AR-Expression konnte mit
héherer mTOR-Expression auch eine steigende nukledre UAP1-Expression nl und n2
festgestellt werden. Zudem reduzierte sich die negative zytoplasmatische Expression von
negativem mTOR-Status hin zu starker mTOR-Expression. Gleichl&ufig wurde eine Abnahme
der positiven zytoplasmatischen Expression notiert. Der Anteil der positiv zytoplasmatisch
UAP1-exprimierenden Tumorproben zeigte sich deutlich geringer als der ohne UAP1-

Expression im Zytoplasma.

In der Analyse UAP1-Expression in Zytoplasma oder Kern mit Bezug auf den ERG-Status
ergab sich bei einem p-Wert von Kkleiner 0,0001 ein signifikanter Unterschied der
Hé&ufigkeitsverteilungen. Dabei ging — vergleichbar mit den Untersuchungen zu mTOR und
AR - mit positivem ERG-Status eine erhdhte UAP1-Kernexpression der Intensitat n1 und n2
einher, wie auch eine deutlich geringere prozentuale Anzahl an Tumorspots ohne

zytoplasmatische UAP1-Expression. Die Karzinomproben mit negativem ERG-Status zeigten

48



hohere zytoplasmatische UAP1-Expression, insgesamt war der Anteil der zytoplasmatisch
UAP1-exprimierenden Tumorspots geringer als der der negativen.

3.2.3 Uberlebensanalyse bei zytoplasmatischer/nuklearer UAP1-Expression

100 % =
S
80 % — —
Rermidiviraies _ -
Uberlaben .
40 % - neqg —
cyto —
20% | N1 —
nz
Dl?'v“‘ T T T | | L L | T T |
O gk P R P AV PP PP
MMonate
Anzahl Anzahl . . .
Gruppe ngesamt ausgefallen zensiert Mittelwert Median-Zeit P-Wert
negativ 274 70 204 108232 . 0.1492
Zytoplasma a0 27 63 121.671 165.3
nuklearint. 1 873 216 G657 118.758 .
nuklearint. 2 458 144 314 118.013 165.3
Kombiniert 1695 457 1238 123.06

Abb. 3.12 Uberlebensanalyse bei zytoplamatischer/nukledrer UaP1-Expression; bei einem p-Wert von 0,1492
konnte kein signifikanter Unterschied beziiglich Uberleben erschlossen werden.

Abbildung 3.12 zeigt die deskriptive Statistik der Kaplan-Meier-Analyse und des
vorgenommenen Log-Rank-Tests. Hierbei wurde untersucht, wie sich das rezidivfreie
Uberleben im Vergleich mit der Variable des UAP1-Expressionsortes (Zytoplasma bzw.
Kern) anderte. Bei einem p-Wert von 0,1492 konnte bei einer Probengréfie von 1695 Spots

hinsichtlich Uberlebens kein Unterschied bestatigt werden.

3.2.4 Vergleich bei ERG-Negativitat mit klinischen Prognosefaktoren
773 Gewebespots wurden flr den Vergleich der zytoplasmatischen bzw. nukledaren UAP1-
Expression ERG-negativer Prostatakarzinomzellen mit tumorphéanotypischen

Standardparametern ausgewertet. Die deskriptive Statistik ist Abbildung 3.13 zu entnehmen.

Der Vergleich von zytoplasmatischer/nukledrer UAP1-Expression mit PSA ergab bei einem

p-Wert von 0,2983 keinen signifikanten Unterschied.
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auswgzrthar negativ zytoplasmatisch nukledrintl nukledr Int2 P-Wert
Gewebeproben 773 227(29.4) 71(89.2) 285(49.8) a0{11.6)
FSA
=4 1145 41(357) 11(9.6) 53(46.1) 10(8.7) 0.2983
4-10 393 115({29.3) 33(8.4) 207 (527 38(9.7)
10-20 186 500(26.9) 19{10.2) a0{4a.4) 27 (14 5)
=20 65 AT (26.2) 5(7.7) 30(46.2) 13 (20)
pT Stadium
pT2 a049 163 (32) 47(9.2) 257 (B0.5) 42(8.3) 0.00449
pT3a 154 41(26.6) 15(8.7) 6944 8) 29(18.8)
pT3b 92 19(20.7) T(7.6) 50(54.3) 16(17.4)
pT4 1 2(18.2) 0oy G(54.5) 3(27.3)
ph Stadium
MNx T 124 (32.9) 20(8) 196 (52) 27(7.2) 0.0028
MO 3549 95(26.5) 37(10.3) 17147 6) 56(15.6)
M+ 27 G(22.2) 1(3.7) 14 (51.9) G(22.2)
Gleason Score
=3+3 335 125(37.3) 36(10.7) 154 (46) 20(6) =0.0001
3+4 3N T2(232) 26(8.4) 170(54.7) 43(13.8)
4+3 a7 21(21.6) T{T.2) 42(49.5) 21(21.6)
zd+4 23 T(30.4) 0y 10({43.5) G(26.1)
Resektionsrand
RO 543 185(31.2) 51(8.6) 300 (50.6) A7 (9.6) 0.0047
R1 173 40023.1) 18(10.4) 8247 .4) 33{19.1)

Abb. 3.13 Vergleich bei ERG-Negativitat mit klinischen Tumorstandardparametern; ein signifikanter
Unterschied kann jeweils im Vergleich mit pT-Stadium (p = 0,0049), pN-Stadium (p = 0,0028), Gleason-Score
(p <0,0001) und Resektionsrand (p = 0,0047) hergestellt werden. Der p-Wert der Assoziation mit PSA (p =
0,2983) trifft nicht das Signifikanzniveau. Angaben in Klammern entsprechen prozentualen Haufigkeiten.

In der Analyse UAP1-Expression in Zytoplasma oder Kern mit Bezug auf das pT-Stadium
wurde bei einem p-Wert von 0,0049 ein signifikanter Unterschied angenommen. Mit
steigendem Tumorstadium von pT2 zu pT4 wurde ein gleichlaufiger Anstieg der UAP1-
Kernexpression mit Intensitat n1 unter Ausnahme der Subgruppe pT3a (44,8%) festgestellt.
Zudem sank der prozentuale Anteil der Tumorspots mit zytoplasmatisch negativer UAP1-
Expression. Hingegen lieRen sich die Ergebnisse der zytoplasmatisch- bzw. mit Kernintensitat
n2 UAP1-Exprimierenden keinem Muster zuordnen. Zudem standen fiir die Charakterisierung
der UAP1-Expression nur 11 Tumorspots des pT4-Stadiums zur Verfugung.

Fur die UAP1-Expressionsmusteranalyse mittels Lymphknotenstatus ergab sich ein
signifikanter p-Wert von 0,0028. Bei positivem Lymphknotenstatus pN+ wurden im
Gegensatz zu nicht sicher bestimmbarem (pNx) bzw. negativem Lymphknotenstatus (pNO)
eine hohere UAP1-Expression im Zellkern mit sowohl Intensitat nl1 als auch n2 beobachtet.

Jedoch wurden bei pN+ flr die Gruppen der negativ bzw. positiv. UAP1-exprimierenden
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Tumorspots niedrigere prozentuale Anteile als bei pNx/pNO festgestellt, wobei insgesamt der
Anteil von Proben ohne UAP1-Expression im Zytoplasma tberwog.

Weiter  lieB sich  im  Vergleich der  UAP1-Expressivitait  ERG-negativer
Prostatakarzinomproben mit Gleason-Score bei einem p-Wert von < 0,0001 ein signifikanter
Unterschied annehmen. Hierbei konnte mit steigendem Gleason-Score bzw. hdherem
Malignitatspotential von Gleason <3+3 zu >4+4 eine ebenfalls ansteigende UAP1-
Kernexpression n2 festgestellt werden. Die Gruppen von negativer bzw. positiver
zytoplasmatischer UAP1-Expression zeigten sinkende Prozentzahlen analog zu steigendem
Gleason-Score, unter Ausnahme der Subgruppe Gleason-Score >4+4 der zytoplasmatisch
negativ UAP1-Exprimierenden. Hierbei fiel eine geringe Fallzahl (23 von insgesamt 766
auswertbaren Tumorproben) flir Gleason-Score >4+4 auf. Insgesamt Giberwog der Anteil von
Tumorproben ohne zytoplasmatische UAP1-Expression den der UAP1L-positiv-
Exprimierenden im Zytoplasma. Fur die Gruppe mit Kernexpressivitdt nl bot sich mit
steigendem Gleason-Score eine sinkende UAPIL-Expression unter Einschrankung der
Subgruppe <3+3 (46%).

Als weiterer Punkt der Expressionsanalyse von UAP1 wurde der Vergleich von UAP1-
Expression im Zytoplasma bzw. Kern ERG-negativer Prostatakarzinomzellen mit dem
klinischen Parameter Resektionsrand gezogen. Der errechnete p-Wert von 0,0047 legte einen
signifikanten Unterschied nahe. Dabei konnte beobachtet werden, dass bei positivem
Resektionsrand R1 eine hohere UAP1-Kernexpression n2 vorlag als bei RO, da hier
tendenziell die Kernexpression nl abzugrenzen war. Zudem war mit positivem
Resektionsrand ein hoherer Prozentsatz an positiver zytoplasmatischer UAP1-Expression zu

beobachten, bei negativem Resektionsrand tiberwog der negative UAP1-Expressionsstatus.

3.2.5 Uberlebensanalyse bei ERG-Negativitat

In Abbildung 3.14 werden deskriptive Statistik und Grafik von Kaplan-Meier-Analyse und
Log-Rank-Test zum Vergleich zwischen rezidivfreiem Uberleben mit der Variable UAP1-
Expressionsort (Zytoplasma bzw. Kern) dargestellt. Bei einem p-Wert von 0,0198 konnte ein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Uberlebensraten festgestellt werden. Ein mittleres
kurzes rezidivfreies Uberleben (100,1 Monate) wurde dabei fir die nukleare
Expressionsintensitat n2, ein etwas besseres Uberleben (165,3 Monate) lieR sich fiir positive
zytoplasmatische UAP1-Expression beobachten.
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Abb. 3.14 Uberlebensanalyse bei ERG-Negativitét; bei einem p-Wert von 0,0198 besteht ein signifikanter
Unterschied hinsichtlich Uberleben.

Es zeigte sich, dass von 210 Spots ohne zytoplasmatische UAP1-Expression 47 (22,3%) mit
einem biochemischen Rezidiv registriert wurden, der Rest wurde zensiert, da ein klinisches
Event BCR nicht erreicht wurde. In der Gruppe der 65 Spots mit UAP1-Expression im
Zytoplasma lag die Anzahl der Ausgefallenen mit Event bei 22 (33,8%), die der Zensierten
bei 43. Die Uberlebenskurve der zytoplasmatische UAP1-Exprimierenden kreuzte die Gerade
des 50%-Uberlebens, woraus sich eine Median-Zeit von 165,3 Monaten ergab. Eine nukleére
UAP1-Féarbung mit Intensitét 1 liel3 sich bei 358 Gewebespots auswerten. VVon diesen galten
103 (28,8%) durch biochemisches Rezidiv als ausgefallen, 255 wurden zensiert. Weitere 87
Tumorspots (41,4%) zeigten nukledr eine UAP1-Expression der Intensitat 2. Davon wurde bei
36 Patienten ein biochemisches Rezidiv notiert, 51 zeigten ein rezidivfreies Uberleben und
wurden zensiert. Der Median des Uberlebens dieser Gruppe, dass 50% der Untersuchten noch

ohne Rezidiv waren, lag bei 100,1 Monaten.

3.2.6 Vergleich bei ERG-positivem Status mit klinischen Prognosefaktoren
Es wurden 1006 Gewebespots fir den Vergleich der zytoplasmatischen bzw. nukleédren

UAP1-Expression ERG-positiver  Prostatakarzinomzellen mit  tumorphénotypischen

52



Standardparametern ausgewertet. Die deskriptive Statistik der Kreuztabelle wird in Abbildung
3.15 abgebildet.

auswgrtbar negativ  Zytoplasma Mukledrin1  MNuklear Int2 P-Wert
Gewebeproben 1006 h8(5.9) 26(2.6) h35(53.2) 386(38.4)
FSA
=4 146 11(7.5) gy TE(R2.1) h8(40.4) 0.2007
4-10 572 28(4.9) 16(2.8) 316(55.2) 212 (37.1)
10-20 188 14(7.4) T(3.7) ag(52.1) 68 (36.7)
=20 71 a(T) 2(2.8) 35(49.3) 28040.8)
pT Stadium
pT2 616 24(3.9) 12(1.9) 350(56.8) 230(37.3) 0.0024
pT3a 243 21(8.6) 5(2.1) 121(49.8) 96(39.5)
pT3b 126 13(10.3) g8(6.3) BB (437) A0(38.7)
pT4 g ) 1(11.1) 3(333) 5(55.6)
pM Stadium
M 473 2004.2) 1(2.3) 285(60.3) 157 (33.2) 0.0048
MO 4389 35(7.2) 14(2.9) 230(47) 210(42.9)
M+ 29 2(6.9) 1(3.4) 13(44.8) 13(44.8)
Gleason Score
=3+3 408 10(2.5) 9(2.2) 233(57.1) 156 (38.2) 0.0131
3+4 480 36(7.3) 15(3.1) 251(51.2) 188(38.4)
4+3 aa 1M{12.5) 2(2.3) 41(46.6) 34 (38.6)
=4+4 a 1(12.5) a¢ay 4 (50) 3(37.5)
Resektionsrand
RO TG69 A0(6.5) 18(2.5) 418 (54.5) 281(36.5) 0.08349
R1 224 8(3.6) 7(3.1) 110(48.1) 98 (44.2)

Abb. 3.15 Vergleich bei ERG-positivem Status mit klinischen Prognosefaktoren; fir den in der Kreuztabelle
abgebildeten Vergleich findet sich ein signifikanter Unterschied fur pT-Stadium (p = 0,0024), pN-Stadium (p =
0,0048) und Gleason-Score (p = 0,0131). Fir PSA (p = 0,2007) und Resektionsrand (p = 0,0839) wird das
Signifikanzniveau nicht getroffen. Angaben in Klammern entsprechen prozentualen Haufigkeiten.

Im Vergleich mit dem Tumorparameter PSA ergab sich ein p-Wert von 0,2007, womit das
Signifikanzniveau nicht getroffen wurde. Ebenso konnte fiir den VVergleich mit dem Parameter

Resektionsrand kein signifikanter p-Wert bestimmt werden (p = 0,0839).

Fur den Vergleich des UAP1-Expressionsortes ERG-positiver Prostatakarzinomproben mit
dem Parameter Tumorstadium pT wurde das Signifikanzniveau mit einem p-Wert von p =
0,0024 getroffen. Unter Berucksichtigung der niedrigen pT4-Fallzahl von nur 9 Tumorspots
(gesamt 994) lieR sich mit steigendem Tumorstadium von pT2 zu pT4 ein Absinken der
Prozentzahlen der UAP1-Kernexpression nl zugunsten einer steigenden Kernexpression n2
abgrenzen. Gleichlaufig stieg zudem die Expression von UAPL1 im Zytoplasma, wobei der

prozentuale Anteil der negativen UAP1-Expression gesamt tiberwog.

Ein signifikanter p-Wert von 0,0048 konnte bei der Untersuchung der UAP1-
Expressionslokalisation ERG-positiver Prostatakarzinomzellen im Vergleich mit dem pN-
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Stadium errechnet werden. Dabei dominierte fiir unklaren oder negativen Lymphknotenstatus
die UAPI1-Kernexpression nl, Dbei positivem Lymphknotenstatus hingegen die
Kernexpression n2. Zudem war eine verstarkte zytoplasmatische UAPL1-Expression bei
positivem Lyphknotenbefall zu beobachten, wobei jedoch insgesamt der Anteil der Proben

ohne zytoplasmatische UAP1-Expression uberwog.

Im Vergleich der UAP1-Expression ERG-positiver Prostatakarzinomspots mit Gleason-Score
konnte bei einem p-Wert von 0,0131 von einem signifikanten Unterschied ausgegangen
werden. Unter Beachtung der geringen Fallzahl (8 von 994) der Subgruppe Gleason >4+4
konnte mit fortschreitendem Gleason-Score ein Abfall der UAP1-Kernexpression nl bei
gleichzeitigem Anstieg der Kernexpression n2 notiert werden. Zudem lieR sich gleichlaufig
ein prozentualer Anstieg der Tumorproben ohne zytoplasmatische UAP1-Expression
beobachten. Die Ergebnisse fur positive zytoplasmatische UAP1-Expression konnten keinem

der genannten Muster zugeordnet werden.

3.2.7 Uberlebensanalyse bei ERG-positivem Status

Bei einer Kollektivgréfie von 929 Patienten wurde mittels Kaplan-Meier-Analyse und Log-
Rank-Test untersucht, wie sich das rezidivfreie Uberleben im Vergleich mit der Variable des
UAP1-Expressionsortes (Zytoplasma bzw. Kern) in ERG-positiven Karzinomproben &nderte.
Abbildung 3.16 stellt die deskriptive Statistik und Grafik dieser Tests dar.
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Abb. 3.16 Uberlebensanalyse bei ERG-positivem Status: es zeigt sich ein signifikanter Unterschied der
Uberlebensraten (p = 0,0066).

Bei einem p-Wert von 0,0066 konnte ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der
Uberlebensraten angenommen werden, wobei bei fehlender zytoplasmatischer UAP1-
Expression das kirzeste, bei der nukledren Intensitdt n2 das zweitkirzeste rezidivfreie
Uberleben der Untersuchten zu beobachten war. 57 Gewebespots exprimierten kein UAP1 im
Zytoplasma. Von diesen wurde bei 23 Patienten (40,4%) ein biochemisches Rezidiv
festgestellt. Bei den restlichen 34 Patienten konnte kein Event ermittelt werden, weshalb eine
Zensur erfolgte. Die Median-Zeit dieser Gruppe besagte, dass nach 114,7 Monaten bei 50%
der Untersuchten ein biochemisches Rezidiv vorlag. Die Gruppe der zytoplasmatisch UAP1-
Exprimierenden umfasste 23 Spots. 4 Gewebespots galten als ausgefallen (17,4%), 19 wurden
ohne BCR zensiert. Von 490 Tumorspots mit nuklearer UAP1-Expression der Intensitat 1
fielen 107 (21,8%) aus, 383 wurden zensiert. Eine UAP1-Expression im Kern mit Intensitat 2
zeigten 359 auswertbare Spots. Davon fielen 105 Daten (29,2%) aufgrund biochemischen
Rezidivs aus, 254 wurden ohne Auftreten eines klinischen Events zensiert und sodann die
Medianzeit durch Kreuzen der Uberlebenskurve dieser Gruppe mit der 50%-

Uberlebensgerade gebildet. Die so errechnete Medianzeit betrug 165,3 Monate.
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4 Diskussion

Ziel dieser Studie war es, die Expression von UAP1 zu evaluieren und im Kontext bekannter
klinisch-pathologischer ~ Faktoren als moglichen  prognostischen  Biomarker  zu
charakterisieren.

UAP1 ist ein zytoplasmatisches Enzym der Aminozuckermetabolisierung (Mio et al., 1998),
dessen Uberexpression neben den bereits genannten drei weiteren ,,Signaturgenen (PDLIMS5,
IMPDH2, HSPD1) spezifisch in Prostatakarzinomgewebe nachgewiesen werden konnte
(Guyon et al., 2009).

Das Vorliegen von UAP1-Uberexpression bei Prostatakarzinomen wurde zusétzlich durch
Analysen basierend auf Daten der Oncomine-Datenbank bestétigt, in welcher
molekularbiologische Daten aus onkologischen Microarray-Studien aufgefiihrt werden
(Rhodes et al., 2004; Itkonen et al., 2013).

Mehrere Studien belegen, dass eine Uberexpression von HBP-Enzymen (englisch
Hexosamine  Biosynthesis  Pathway = Aminozuckerstoffwechselenzyme)  mit
Prostatatumorgenese bzw. der Kanzerogenese anderer Tumorentitaten assoziiert wird (Mi et
al., 2011; Krzeslak et al., 2012; Lynch et al., 2012). Jedoch kléart die aktuelle Studienlage nur
ansatzweise die Rolle der einzelnen HBP-Enzyme fiir die Karzinogenese des

Prostatakarzinoms, UAP1 nicht ausgenommen.

4.1 Zusammenhang von UAP1-Expression mit klinischen Prognosefaktoren

Der Gleason-Score gilt als etablierter prognostischer Indikator, wobei ein hoher Score einem
hohen Malignitatspotential bzw. der hohen Wahrscheinlichkeit eines postoperativen PSA-
Rezidivs entspricht (Brimo et al., 2013). In vorliegender Studie wurde ein signifikanter
Zusammenhang zwischen UAP1-Expression und Gleason-Score festgestellt. Mit steigendem
Gleason-Score wurde eine gleichfalls steigende UAP1-Expression im Zellkern bei sinkender
UAP1-Expression im Zytoplasma beobachtet.

Auch Ma et al. assoziierten UAP1-Expression mit dem Gleason-Score und entwickelten unter
Verwendung dieses Zusammenhangs ein Schema, mit welchem sie bei 75% der insgesamt
141 untersuchten Patienten mit 99% Spezifitdt und 68% Sensitivitat eine Vorhersage zu

einem vorliegenden Prostatakarzinom mit Gleason-Score >7 treffen konnten. Hierbei wurden
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neben UAP1 neun weitere Biomarker verwendet, unter anderem PSA und ERG. In zwei
Algorithmen konnten mittels dieser Biomarker einerseits Malignome von BPH unterschieden,
andererseits das Patientenkollektiv in Gleason-Score <7 oder >7 unterteilt werden. Beide
Algorithmen zusammengeflhrt ergaben oben genanntes Pradiktionsschema zur Voraussage
eines aggressiven, therapiebedirftigen Prostatakarzinoms mit Gleason-Score >7 (Ma et al.,
2014).

Es fand bereits Erwéhnung, dass UAP1 ein zytoplasmatisches Enzym sei. In dieser Studie
wurde beobachtet, dass bei Gleason-Scores von <3+3 UAP1 vornehmlich im Zytoplasma, bei
Gleason-Scores von 4+3 und hoher hauptséchlich im Zellkern exprimiert wurde. Mit
steigendem Gleason-Score zeigt sich ein erhohtes Malignitatspotential. Eine Verlagerung der
UAP1-Expression von Zytoplasma zu Nukleus koénnte somit hinweisend auf ein hoheres

Malignitatspotential sein.

Nach aktueller Studienlage findet sich bei Prostatakarzinomen wie auch bei anderen
Tumorentitdten héaufig eine den Ergebnissen dieser Arbeit gegenldufige Biomarker-
Expressionsverschiebung von Nukleus in das Zytoplasma. Am Prostatakarzinom zeigen
Dhillon et al. diese Expressionsverlagerung anhand P63 auf, eines Biomarkers aus der P53-
Familie, und assoziierend die VVerschiebung mit hoherer Mortalitat (Dhillon et al., 2009). Eine
weitere Studie zum Prostatakarzinom Korreliert die Expressionsverlagerung des
Androgenrezeptor-Kofaktors P44/MEP50 mit Androgenresistenz (Peng et al., 2008). Bei
klarzelligen Nierenzellkarzinomen wurde eine hohe zytoplasmatische Expression bei
physiologisch nukleédr exprimierten Tumorsuppressors P27kipl als Hinweis auf eine schlechte
Prognose gewertet (Kruck et al.,, 2012). Ebenso wurde beim Kolonkarzinom eine
zytoplasmatische Uberexpression des Tumorsuppressorproteins ING5 (inhibitor of growth 5)
mit schlechterer Prognose assoziiert, als vergleichsweise bei Expression im Nukleus (Zheng
etal., 2011).

Eine mdgliche Verlagerung der Expression von UAP1 zugunsten Expression im Kern im
Verlauf der Prostatakarzinogenese lasst sich dergestalt jedoch nicht ausschlielen. Weitere
Untersuchungen zu diesem Thema, insbesondere mit Biomarkern, die wie UAP1 ein
zytoplasmatische Enzym bzw. einen Teil der Aminozuckerstoffwechselkette darstellen,

konnten Klarung bieten.

Ein signifikanter Zusammenhang mit UAP1-Expression wurde jeweils fur Tumorstadium,

Lymphknotenstatus und Resektionsrand festgestellt. Dabei zeichnete sich ab, dass mit
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héherem Tumorstadium, positivem Lymphknotenstatus bzw. Resektionsrand eine starkere
Kernexpression von UAP1 abzugrenzen war. Gleichzeitig wurde bei hoheren Tumorstadien
und positivem Lymphknotenstatus ein Rlckgang der zytoplasmatischen UAP1-Expression
verzeichnet. Dies legt die Annahme nahe, dass eine erhohte UAP1-Expression hinweisend auf

einen Prostatakarzinomprogress sein konnte.

Eine Korrelation zwischen steigender Expression von Biomarkern mit unglnstigem
Tumorphanotyp bzw. Tumorprogress bei Prostatakarzinompatienten wurde auch von Lu et al.
untersucht. Es fand sich bei der Expressionsanalyse der Dipeptidylpeptidase CD26 ein
signifikanter Unterschied zwischen Expression in Normal- zu Tumorgewebe. Zusétzlich
korreliert CD26 mit PSA, Resttumormasse, Tumorstadium und Tumorgrofie. AuRerdem
wurde mit CD26-Expressionsanstieg ein Progress in Tumorstadien notiert (Lu et al., 2013).
Kritisch zu bewerten ist jedoch die GrélRe des Gewebekollektivs, welches aus nur 36
Prostatakarzinomproben und acht nicht-tumordésen  Proben  bestand.  GroRere
Patientenkollektive, wie in vorliegender Arbeit, sind nétig, um die beobachteten

Korrelationen zu verifizieren.

Weiterhin wurde ein &hnlicher Zusammenhang anhand eines Tumorkollektivs von 7478
Patienten untersucht (Tsourlakis et al., 2013). Hierbei wurde die Expressivitdt von DAXX
(Death-domain-associated protein) analysiert, eines Proteins mit wichtiger regulatorischer
Rolle bei Chromatinremodellierung, Transkription und Apoptose. Es wurde ebenfalls ein
signifikanter ~ Zusammenhang zwischen DAXX als molekularem Marker und
Prostatakarzinomentwicklung, -progress und unglnstigem Tumorphénotyp gestellt, wobei
eine starke DAXX-Expression mit hdherem Gleason-Score/Tumorstadium, gesteigertem

Zellproliferationsindex und frihem BCR assoziiert wurde.

Ebenfalls wurde an einem Probenkollektiv von 8179 Prostatakarzinomen die Expressivitat
von BII-Tubulin untersucht, einem zytoskelettalen Protein, bei Uberexpression assoziiert mit
schlechter Prognose zahlreicher Tumorentitdten (Tsourlakis et al., 2014). In der
entsprechenden Arbeit wurde ein signifikanter Zusammenhang zu hohem Gleason-Score,
fortgeschrittenem pT-Stadium und frihem BCR beschrieben, und gezeigt, dass eine

Uberexpression von BlI1-Tubulin als unabhangiger Pradiktor fiir Karzinomprogress fungierte.

Lymphknotenstatus, Resektionsrand und Tumorstadium stellen klinische bzw. prognostische
Verlaufsparameter dar. Ludwig et al. postulieren, dass Biomarker im klinischen Staging

erganzend zu konventionell verwendeten diagnostischen Modalitdten Verwendung finden
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sollten, da Biomarker direkte Riickschlisse auf zelluldre Aktivitat erlauben und somit eine
weitere Moglichkeit der Subklassifizierung von Malignomen bieten (Ludwig & Weinstein,
2005). Diese zusétzlichen Informationen wiederum ermdglichen eine individualisierte
Prognostik bzw. Therapieplanung. Der signifikante Zusammenhang ansteigender UAP1-
Kernexpressivitat mit hoherer Adversitat der klinischen Verlaufsparameter konnte diese
Anforderung erfillen. Quantitative Untersuchungen zu UAP1-Expressionsgrenzwerten in
Bezug auf Tumorstadien kdnnten dazu beitragen, UAP1 als mdglichen Biomarker flr das

klinische Staging zu qualifizieren.

Wie aufgefiihrt zeigte sich eine steigende UAP1-Kernexpression bei zunehmend ungiinstigem
Verlauf der klinisch-prognostischen Parameter. Zusatzlich wurde jedoch vermerkt, dass
teilweise auch bei prognostisch glinstigeren Parametern wie niedrigem pT-Stadium,
negativem Lymphknotenstatus oder negativem Resektionsrand eine UAP1-Kernexpression in
geringer Expressionsintensitat vorlag, wenngleich hier eine zytoplasmatische Expression zu

erwarten gewesen ware.

Eine mdgliche Erklarung konnte darin zu finden sein, dass die isolierte Betrachtung einzelner
klinischen Verlaufsparameter, beispielsweise des pT-Stadiums, die Tumorrisikogruppen nicht
adaquat wichtet. Da sich das pT-Stadium rein morphologisch auf die Tumorausdehung
bezieht, sollte insbesondere bei niedrigen pT-Stadien der Gesamtkontext von pTNM beachtet

werden.

Die Einordnung von heterogenen Tumoren in Risikogruppen von niedrig, maRig oder
hochgradig l&sst sich durch den Verbund prognostisch unglinstiger Risikofaktoren erzielen
(D’Amico et al., 2002; Nguyen et al., 2009). Ein isoliert niedriges pT-Stadium bei noch nicht
stattgefundener Metastasierung bzw. fehlender Infiltration umliegender Strukturen schlief3t
ohne Hinzuziehung von PSA und Gleason-Score einen Hochrisiko-Tumor somit nicht aus.
Ein solcher kdnnte sich in initialem pT-Stadium -bzw. bei negativem Lymphknotenstatus oder
negativem Resektionsrand- bereits durch hohere UAP1-Kernexpression bemerkbar machen
und oben genannte UAP1-Kernexpression niedriger Intensitdt bewirken. Weitere
Untersuchungen mit Aufzeichnung von Hochrisiko- gegen Niedrigrisiko-Tumoren und nicht-

Malignomen in Verbindung mit UAP1-Expression konnten diesen Ansatz weiterentwickeln.

Wie bereits erwéhnt wurde bei Anstieg der Adversitat der klinischen Verlaufsparameter und
bei hoherer UAP1-Kernfarbeintensitdt ein Rickgang der zytoplasmatischen UAP1-
Expression verzeichnet. Eine Ausnahme stellte hierbei die Analyse zu UAPI1-
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Expressionsmustern mit dem klinischen Prognosefaktor Resektionsrand dar, da hier keine
entsprechend sinkende zytoplasmatische UAP1-Expression nachgewiesen werden konnte.

Ein moglicher Grund konnte darin bestehen, dass sich aufgrund von Gewebeschéden, welche
im Rahmen der Resektion insbesondere am Apex entstehen kénnen, in einigen Fallen das
Zuordnen eines Resektionsrandstatus schwierig gestaltete (Evans et al., 2008). Zudem wird
die isolierte Auswirkung eines positiven Resektionsrandstatus auf die Wahrscheinlichkeit
eines BCR kritisch diskutiert. Vielmehr wird die Bericksichtigung beziehungsweise das
Zusammenspiel von Resektionsrandstatus mit weiteren Prognosefaktoren wie Gleason-Score,
pT-Stadium und PSA konstatiert (Marks et al., 2007; van Oort et al., 2008; Alkhateeb et al.,
2010; Yossepowitch et al., 2014).

Bei der Korrelation von UAP1-Expression mit PSA konnte in dieser Studie kein signifikanter

Zusammenhang bewiesen werden.

Eine Erklarung konnte darin begriinden, dass UAP1 und PSA in unterschiedlichen Medien
untersucht wurden, was moglicherweise die Vergleichbarkeit eingeschrénkt. Die Moglichkeit
des Nachweises und der Quantifizierung von UAP1 im Plasma ist bekannt (Albitar et al.,
2014; Ma et al., 2014). In vorliegender Arbeit hingegen lag das Hauptaugenmerk auf der
Beurteilung der UAP1-Expression in Prostatagewebeproben, wahrend die verwendeten PSA-

Werte praoperativ im Serum gemessen wurden.

Zudem ist das verwendete Serum-PSA im Gegensatz zu UAP1 nicht karzinomspezifisch
(Casadio et al., 2013). Zwar ist PSA ein etablierter klinischer Verlaufsparameter, zahlreiche
Studien diskutieren jedoch vielfache Limits des diagnostischen Serummarkers. Griindend auf
der Unspezifitat erhohter PSA-Spiegel — auch BPH, Pharmaka oder Prostatitis kdnnen einen
PSA-Anstieg bedingen — beziehungsweise der verminderten PSA-Produktion hohergradiger
Prostatakarzinome findet sich keine Korrelation von PSA-Spiegel und pT-Stadium, PSA gilt
nicht als unabhangiger Pradiktor fur Tumorvolumen (Partin et al., 1990; Noldus & Stamey,
1996; Stamey et al., 2002). Nogueira et al. kritisieren zudem, dass die festgelegte PSA-
Schwelle von 4,0 ng/mL eine Differenzierung von Hochrisiko und Niedrigrisiko-
Prostatakarzinomen nicht gewahrleiste. Unter zusétzlicher Berticksichtigung der Mdglichkeit
falsch-positiver und falsch-negativer Proben flhre dies zu nicht-indizierten Biopsien und -
unter Beachtung der Diskrepanz bei Prostatakarzinomen zwischen Lebenszeitrisiko (ca. 18%)

und Mortalitat (ca. 3%) - zu nicht-indizierten, UberméaRigen Therapien, weshalb PSA isoliert
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nicht als diagnostischer Parameter zu werten sei (Shariat & Karakiewicz, 2008; Nogueira et
al., 2009; Stephan et al., 2014).

Es ist zu erwarten, dass sich bis 2050 durch den demographischen Wandel der Anteil der tber
60-Jahrigen verdoppeln wird. Damit einhergehend ist mit einer proportionalen Zunahme des
Prostatakarzinoms zu rechnen (Beske, 2007; Wirth et al., 2014). Hierbei richtet sich das
Hauptaugenmerk auf den Hoffnungstrager Molekulardiagnostik, der tber Biomarker eine
individualisierte Risikostratifizierung verspricht (Helfand et al., 2013; Fillmore et al., 2014).
UAP1 ist prostatakarzinomspezifisch, im Serum quantifizierbar und zeigt mit zunehmender
Adversitat von klinischen Prognosefaktoren eine zunehmende Expressionsintensitat sowie
eine Expressionsverschiebung von Zytoplasma zu Nukleus und kdnnte somit dieser Hoffnung
entsprechen.

4.2 Zusammenhang von UAP1-Expression mit ERG-Expression

In nicht-tumordésem Prostataepithel lasst sich eine Expression des Protoonkogens ERG
(vergleiche Kapitel 1.7) nicht nachweisen. Die aktuelle Studienlage beschreibt jedoch in 40-
80% der Prostatakarzinomzellen eine Fusionierung von ERG mit dem regulatorisch-
aktivierenden Gen TMPRSS2 zu TMPRSS2/ERG. Bei Vorliegen eines TMPRSS2/ERG-
Fusionsgens wird in Gber 90% der Falle androgenreguliert eine Uberexpression von ERG
beobachtet, was im Vergleich mit ERG-negativen Prostatakarzinomzellen in aberranter
Transkription, PTEN-Verlust, Zellmigration und -differenzierung resultiert. Die Androgen-
Stimulation wiederum kann in ERG-positiven Prostatakarzinomzellen zu einer erhthten Rate
von Fusionierungen zu TMPRSS2/ERG fihren (Yin et al., 2011). Ein positiver
TMPRSS2/ERG-Fusionsgen-Status schlieflich wird in der Literatur mit Karzinogenese sowie
aggressiverem Tumorphanotyp des Prostatakarzinoms assoziiert (Demichelis et al., 2007;
Tomlins et al., 2008; Wang et al., 2008; Attard et al., 2008; Rubio-Briones et al., 2010; Yu et
al., 2010).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ergaben einen signifikanten Zusammenhang von

ERG-Expression mit UAP1-Expression.

Dabei zeichnete sich bei der Untersuchung des Zusammenhangs von ERG-positiven

Prostatakarzinomen mit UAP1-Expression ab, dass mit jeweils héherem Tumorstadium,
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Lymphknotenstatus und Gleason-Score respektive eine deutlich geringere zytoplasmatische
UAP1-Expression bei gleichzeitig steigender UAP1- Kernexpression vorlag.

Wie bereits bei den klinischen Prognoseparametern diskutiert (vgl. Kapitel 4.1) l&sst sich auch
fur die ERG-positiven Prostatakarzinomzellen mit progredient ungunstigen Klinischen
Parametern eine Anderung der UAP1-Expressionsmuster von Zytoplasma zu Kern
beobachten. Die aberrante ERG-Expression ist ein Ereignis, das mit Tumorprogress in
Verbindung gesetzt wird (Carver et al., 2009; Berg et al., 2014), weshalb eine korrelierende
UAP1-Expression ebenfalls auf Tumorprogress hindeuten konnte. Zusatzlich beschreibt die
Studienlage einen durch TMPRSS2/ERG vermittelten Ubergang von epithelialem zu
mesenchymalem Gewebe (Leshem, 2011), die Assoziation mit jlingerem Patientenalter
(Steurer et al., 2014) sowie den mdglichen Einsatz als Prognosemarker (Leyten et al., 2014).
Weitere Untersuchungen zu ERG-UAP1-Assoziation - insbesondere mit hormonrefraktaren,
metastasierten Prostatakarzinomen im Gegensatz zu lokal begrenzten Prostatatumoren -
konnten zusatzlich wegweisend hinsichtlich der Bedeutung von UAP1-Expression bei
fortgeschrittenen, metastasierten Prostatakarzinomen sein, insbesondere auch da angenommen
wird, dass bei multilokalen Prostatakarzinomen die Loci mit nachweisbaren TMPRSS2-ERG-
Genfusionierungen zur Metastasierung neigen (Mehra et al., 2008; Perner et al., 2010; Guo et
al., 2012).

Waren bei den bereits aufgefiihrten Expressionsanalysen dieser Arbeit gegenlaufige Muster
von UAP1-Kernexpression und Expression im Zytoplasma verzeichnet worden, so konnte
dies fir die Korrelation der ERG-negativen UAP1-exprimierenden Prostatakarzinomproben
mit den klinischen Verlaufsparametern nicht bestatigt werden. Es wurde mit hoherem
Tumorstadium, positivem Lymphknotenstatus oder hoheren Gleason-Scores respektive
vermehrt UAPL im Zytoplasma exprimiert. Gleichzeitig fiel jedoch, wie auch bei den ERG-
positiven Proben beschrieben, eine insgesamt prozentual hohere UAP1- Kernféarbeintensitat

auf.

Eine mdgliche Ursache dieser inhomogenen Muster fir Kern- bzw. Zytoplasmaexpression
kdnnte in der Methodik vermutet werden. Miller et al. beschreiben den verzerrenden Effekt
durch Fixierungsvorgénge, der in variabler immunhistochemischer Anfarbung bzgl. ERG-
Status resultieren kénne (Muller et al., 2013). Ebenfalls besteht die Mdglichkeit von Bias-
Effekten, die durch falsch-positive immunhistochemische Reaktionen bei Proteiniiberschuss

beziehungsweise -lberlagerung entstehen (Tsourlakis et al., 2013). Zudem wurde die IHC-
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Methode, angewandt bei fortgeschrittenen Prostatakarzinoma, als unbestandig-sensitiv zur
Detektion von ERG-Fusionierungen beschrieben (Udager et al., 2014).

UAP1-Kernexpression wurde in vorliegender Arbeit mit adverser Klinik assoziiert. Zwar gilt
das Hauptaugenmerk der Studienlage den TMPRSS2-ERG-Fusionsgenen bzw. der ERG-
Uberexpression, jedoch beschreiben einige Autoren ebenfalls Beobachtungen zu ERG-
negativen Prostatakarzinomen. So wurde bei der Untersuchung von SEC14L1
(Saccharomyces cerevisiae-like 1), einem Regulator des Fettstoffwechsels, in Hinblick auf
den ERG-Status festgestellt, dass mit ERG-positiven Karzinomzellen ein langes rezidivfreies
Uberleben sowie Ausbleiben von Lymphknotenmetastasen, mit ERG-negativen Zellen ein
frihes biochemisches Rezidiv, hohere Gleason-Scores, pT-Stadien und héhere préoperative
PSA-Spiegel einhergingen. Hieraus wurde auf verschiedene Rollen von SEC14L je nach
ERG-Status geschlossen (Burdelski et al., 2015). Auch durch Nachweis einer Uberexpression
des bereits erwédhnten Proteins DAXX konnte bei gleichzeitig ERG-negativen
Prostatakarzinomproben ein signifikant friiheres BCR beobachtet werden. Fir DAXX wurden
gleichfalls abweichende Rollen je nach ERG-Status vermutet. Ursdachlich wurde
angenommen, dass DAXX partiell durch ERG antagonisiert werde, indem DAXX -
Effektorproteine Uber gemeinsame Schnittstellen durch ERG inaktiviert wirde (Tsourlakis et
al., 2013). Dies konnte auch eine mdgliche weitere Ursache fir die Korrelation UAP1-
exprimierender, ERG-negativer Prostatakarzinomzellen mit unglnstigen klinischen

Verlaufsparametern darstellen.

Krohn et al. verzeichneten friihere BCR ERG-negativer Prostatakarzinomproben als bei ERG-
positivem Status (Krohn et al., 2012). Dieser Sachverhalt konnte in den Untersuchungen
dieser Arbeit zu BCR nachvollzogen werden: Im Gegenzug zu den anderen Biomarkern AR,
mTOR und PTEN konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem ERG-Status und
dem rezidiv-freien Uberleben, gemessen in Monaten, festgestellt werden. Bei den ERG-
negativen Karzinomen trat das friheste Rezidiv bei den Proben mit Kernfarbeintensitét 2 auf,
bei den ERG-positiven Proben zu einem spateren Zeitpunkt, bei negativer zytoplasmatischer

Farbung.

Mehrere Autoren gruppierten anhand des ERG-Status die untersuchten Prostatakarzinome,
welche wiederum durch unterschiedliche Prognosefaktoren unterteilt wurden. Zusatzlich zu
der Tendenz, dass ERG-negative Prostatakarzinomproben mit frilherem Rezidiv assoziiert

werden, wurden jedoch fir beide Gruppen vergleichbare Prognosen beschrieben (Gopalan et
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al., 2009; Krohn et al., 2012; Rubio-Briones et al., 2010; Mdller et al., 2013). Da in
vorliegender Arbeit fir UAP1-exprimierende Proben mit ERG-Negativitat bzw. —positiven
Status ein unterschiedlicher Zeitpunkt bis zum Eintreten des frihesten BCR beobachtet
wurde, sollte dieser Zusammenhang sollte mit Hinblick auf UAP1 als mdglichen

prognostischen Biomarker weiter untersucht werden.

4.3 Zusammenhang von UAP1-Expression mit mTOR-Expression

Die Serin-Threonin-Kinase mTOR wirkt nach Aktivierung Uber Phosphorylierung positiv
regulatorisch auf den PI3-Akt-Signalweg und induziert so Proteinbiosynthese und
Zellwachstum (vgl. Kapitel 1.7). Demzufolge wird mTOR eine wichtige Rolle in der
Kanzerogenese zahlreicher Tumoren zugesprochen, beim Prostatakarzinom im Besonderen
wird die Aktivierung des P13-Akt-mTOR-Signalwegs bei 30-50% der Tumoren beobachtet
und mit Tumorprogress und Metastasierung assoziiert (Reid et al., 2010; Taylor et al., 2010;
Morgan et al., 2009).

Zwischen mTOR und UAP1 konnte in vorliegender Arbeit ein signifikanter Zusammenhang
bestatigt werden. Bei gleichzeitig signifikantem Zusammenhang mit ungunstigen klinischen
Parametern, wie bereits dargelegt, konnte mittels UAP1 die klinische Bedeutung des mTOR-
Wegs spezifiziert werden, die als unzureichend erforscht beschrieben wird (Miller et al.,
2013). Der mTOR-Signalweg gilt insofern als elementar, da die Hemmung der

Signaltransduktion therapeutisch Verwendung findet.

Unter den Inhibitoren des PI3K/Akt/mTOR-Wegs wird den mTOR-Hemmern das grofite
Interesse entgegengebracht; diese stellen bei Tumoren wie Nierenzellkarzinomen und
pankreatisch-neuroendokrinen Tumoren wichtige Therapeutika dar (Bjornsti & Houghton,
2004; Yao et al., 2011). Das Makrolid-Antibiotikum und Immunsuppressivum Rapamycin
bindet als Komplexform an mTOR und inhibiert dessen Funktion. Uber die Hemmung von
mTOR wird durch Rapamycin folglich der PI3-Akt-mTOR-Signalweg inhibiert. Der
therapeutische Effekt wird jedoch beim Prostatakarzinom als variabel diskutiert. Armstrong et
al. zeigten beispielsweise, dass bei nur kurzzeitiger préaoperativer Behandlung mit Rapamycin
die Phosphorylierung und damit Aktivitat der folgenden Enzyme adéquat reduziert, ein Effekt
auf Tumorwachstum oder -differenzierung der Prostatakarzinomzellen jedoch nicht erzielt
werden konnte (Armstrong et al., 2010). Relevante Nebenwirkungen einer Langzeittherapie

machen eine zusétzliche Prognostik mittels Biomarkern erstrebenswert. So konnte ein
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karzinomspezifisches Ansprechen auf die Therapie vorbestimmt beziehungsweise das
Patientenkollektiv selektiert werden, das von einer mTOR-Inhibition profitieren konnte
(Guertin & Sabatini, 2007; Morgan et al., 2009). UAPL1 ist prostatakarzinomspezifisch und
bietet aufgrund des Zusammenhangs mit klinischen Prognosefaktoren und der mTOR-
Expression eine vielversprechende Basis fir weitere Untersuchungen, um zu eruieren, ob sich
UAP1 als Biomarker bei der Wahl therapeutischer Ansétze beziiglich mTOR-Inhibition

anwenden lieRe.

4.4 Zusammenhang von UAP1-Expression mit PTEN-Status

Durch PTEN wird der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg (vgl. Kapitel 1.7) negativ reguliert. Der
Verlust des Tumorsuppressorgens resultiert in einer Daueraktivierung des Signalwegs und gilt
als eine der Hauptkomponenten, die Wachstum, Proliferation und Zelliberleben von
Tumorzellen beglnstigt (Vivanco & Sawyers, 2002; Chow & Baker, 2006).

Zwischen den Parametern PTEN und UAP1-Expression wurde keine signifikante Assoziation
gefunden. Eine mdgliche Ursache kodnnte darin zu finden sein, dass PTEN und UAP1-
Expression aufgrund unterschiedlicher Wirkmechanismen auf zellularer Ebene unabhéngig
voneinander stattfinden. Uber mTOR wird UAP1 zwar mit dem PI3K/Akt/mTOR-Signalweg
assoziiert, welcher tber PTEN negativ reguliert wird. Die fehlende Signifikanz im Vergleich
von UAP1-Expression mit dem PTEN-Deletionsstatus kdnnte jedoch darauf hinweisen, dass
UAP1 als Enzym des Aminozuckerstoffwechsels dieser Regulation nicht unterliegt. Weitere
Untersuchungen hierzu sind nétig, um das Verhéltnis von PTEN und UAP1 néher zu

beleuchten.

4.4.1 Zusammenhang von UAP1-Expression mit IGF-1R

Ein vielfach untersuchter Zusammenhang wird fur PTEN und IGF-1R (Insulin-Like Growth
Factor-1-Rezeptor) beschrieben, welche beide Einfluss auf den P13-Akt-Weg nehmen. Dabei
entféllt auf IGF-1R eine zentrale Rolle, indem der P13-Akt-Weg durch IGF-1R direkt aktiviert
wird und in Zellproliferation, verénderter Differenzierung sowie erhohtem zelluldrem
Uberleben resultiert. Eine erhdhte IGF-1R-Expression wird insbesondere bei gleichzeitigem
Verlust des Gegenspielers PTEN mit ungunstiger Prognose beim Prostatakarzinom in

Verbindung gebracht, weiterhin mit Entwicklung wvon Therapieresistenzen beztglich
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Chemotherapie und Radiatio bei multiplen Tumorentitaten (Gennigens et al., 2006; Samani et
al., 2007; Lee et al., 2007; Bussink et al., 2008; Isebaert et al., 2011; Zu et al., 2013).

Zusatzlich wird in der Literatur eine Assoziation zwischen dem PI3K/Akt/mTOR-Weg und
AR beschrieben: IGF-1R und AR interagieren (ber Rickkopplungsmechanismen und
stimulieren sich gegenseitig. Nach Anregen durch Androgengabe konnte eine zehnfache
Aktivitat des IGF-1R nachgewiesen werden, woraus wiederum eine erhéhte Glykosylierung
des AR resultierte (Pandini et al., 2005; Wu et al., 2006; Sayeed et al., 2012). Itkonen et al.
schlossen daraus, dass unter Androgeneinfluss eine Glykosylierung von IGF-1R notwendig
flr eine vollstandige AR-Aktivierung sei und somit eine mogliche therapeutische Ansatzstelle
vertreten konnte. Durch die Gabe von Tunicamycin, eines Inhibitors der
Glykoproteinsynthese, konnte die androgenabhangige Plasmamembranbindung von IGF-1R
erzielt werden (Itkonen & Mills, 2013).

IGF-1R als direkter Aktivator des PIBK/Akt/mTOR-Wegs, der damit assoziierte und bereits
beschriebene Tumorprogress sowie die erwahnten Interaktionen mit PTEN und AR
begriinden die Rolle von IGF-1R-Inhibitoren als interessanten Ansatzpunkt in der Therapie
des Prostatakarzinoms. Jedoch wurden bei diesbeziiglich getesteten Therapeutika wie auch
bei Langzeit-Antiandrogentherapie einheitlich Nebenwirkungen wie Hyperglykédmie und
Hyperlipidamie festgestellt, von denen angenommen wurde, dass sie in Insulinresistenz und -
dysregulation  begrindet und zusatzlich mit raschem  Therapieversagen der
Antiandrogentherapie assoziiert seien (Braga-Basaria et al., 2006; Busaidy et al., 2012;
Bitting & Armstrong, 2013; Gunter et al., 2013). Hyperglykamie und Hyperlipiddmie stellen
wesentliche Faktoren des Metabolischen Syndroms dar, das als Hauptrisikofaktor der
koronaren Herzkrankheit ursachlich die meisten Todesfélle der Industrienationen begriindet
(World Health Organisation (WHO), 2008). Um das zusétzliche Mortalitatsrisiko durch das
Metabolische Syndrom zu reduzieren wird empfohlen, die antiandrogene Therapie mit
Therapeutika zu koppeln, die Hyperglykdmie bzw. Hyperlipiddmie adressieren (Busaidy et
al., 2012; Malaguarnera et al., 2014).

Des Weiteren wird das Vorliegen eines Metabolischen Syndroms mit aggressiveren
Prostatatumoren assoziiert (Ozbek et al., 2014). Dies scheint konkordant mit der Beobachtung
zusétzlicher antikanzerogener beziehungsweise kanzeroprotektiver Effekte bei suffizienter
Therapie des metabolischen Syndroms, wobei mehrere Angriffspunkte beschrieben werden:

Del Barco et. al zeigen auf, dass Metformin unter anderem tber die Inhibition von mTOR die
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PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade negativ beeinflusst (Del Barco et al.,, 2011), eine
Auswirkung auf die Zeit bis zu einem BCR wurde von Michl et al. jedoch verneint (Michl et
al., 2014). Weitere Studien begriinden, dass durch Therapie der Hyperinsulindmie auch die
Kaskade um den IGF-1-Rezeptor negativ reguliert wird, wodurch eine antikanzerogene
Wirkung erzielt werden kann, da Insulin neben dem Insulinrezeptor auch Affinitat zu IGF-1R
besitzt (Vigneri et al., 2009; Pierce, 2012). Auch unter Therapie der Hyperlipidamie mittels
Statinen beziehungsweise Fibraten wurde von antikanzerogenen Effekten berichtet, die unter
anderem in oxidativem Stress der Prostatakarzinomzellen und reduzierter AR-Expression
resultierten (Yang et al., 2011; Zhao et al., 2013).

Die Entwicklung einer Insulinresistenz wird mit erhohten UDP-GICNAC-Spiegeln in der
Skelettmuskulatur assoziiert (Patti et al., 1999). Durch Inhibition der UAP1-Expression
konnte ein signifikantes Absinken dieser UDP-GICNAC-Spiegel beobachtet werden (ltkonen
et al.,, 2014). Diese Beobachtung stellt UAP1 als mdglichen Angriffspunkt in der
Pharmakotherapie der Insulinantwort dar. Zusétzliche Untersuchungen und direkte
Korrelation von UAP1 mit IGF-1R sind vonndten, um weitere Aspekte der Rolle von UAP1
zu beleuchten, vor allem auch in Hinblick auf Hyperglykdmie, Insulinantwort und

antiandrogene Therapie.

4.5 Zusammenhang von UAP1-Expression mit AR-Expression

Der AR stellt einen zentralen Punkt fur Wachstum- und Entwicklung der Prostata dar,
ebenfalls jedoch auch fir die Karzinogenese des Prostatakarzinoms sowie die Entwicklung
androgen-unabhangigen Wachstums (vgl. Kapitel 1.7). Die Schlisselrolle des AR fur fokal
beziehungsweise metastasierend wachsende Prostatakarzinome erkléart die Anstrengungen,
den AR therapeutisch ins Auge zu fassen. Eine Herausforderung stellt jedoch weiterhin die
unausweichliche Entwicklung der Prostatakarzinome zur Androgenunabhé&ngigkeit dar, in
welcher eine antiandrogene Therapie die AR-Aktivitat nicht mehr suffizient beeinflussen
kann (Lonergan & Tindall, 2011; Bluemn & Nelson, 2012; Waltering et al., 2012; Itkonen &
Mills, 2013).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ergaben einen signifikanten Zusammenhang fur AR-
Expression mit UAP1-Expression. Dabei zeichnete sich ab, dass mit steigender AR-
Expression eine gleichzeitig steigende UAP1-Kernexpression vorlag, die anteilig die

zytoplasmatische UAP1-Expression Giberwog.
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Es wird angenommen, dass der Steroidrezeptor AR vor Ligandenbindung hauptséchlich im
Zytoplasma vorliegt, wo er in Komplexform mit heat-shock-Proteinen nachzuweisen ist. Nach
Androgenbindung dimerisiert und transloziert der AR in den Zellkern, in welchem folgend

die Expression androgenabhangiger Protein erfolgen kann (Barboro et al., 2013).

Das zytoplasmatische UAP1-Gen wird als androgenabhéngig beschrieben (DePrimo et al.,
2002; Guyon et al., 2009), zudem konnte im Rahmen dieser Arbeit wiederholt im
Zusammenhang mit adversen Tumorcharakteristika eine Verschiebung von zytoplasmatischer
zu nukledarer UAP1-Expression verzeichnet werden. Eine gegenseitige Interaktion zwischen
dem AR und UAP1 koénnte neben der androgenabhangigen UAP1-Expression diese

Beobachtung erklaren.

Die AR-Uberexpression wird in erster Linie mit Tumorprogress hin zu hormonunabhéangigem
Wachstum assoziiert. Zusatzlich wird darauf basierend ein schlechtes klinisches Outcome
beziehungsweise ein hoheres Rezidivrisiko assoziiert (Henshall et al., 2001; Linja &
Visakorpi, 2004; Chen et al., 2004; Taylor et al., 2010).

Die initial effektive pharmakologische Androgen-Ablation durch Blockade der frei-
zirkulierenden Androgene fihrt innerhalb eines iberschaubaren Zeitraums zu einem Rezidiv
sowie androgen-unabhdngigem, metastasierenden Prostatakarzinomwachstum. Zeigt sich
auch trotz Chemotherapie mit Docetaxel ein Tumorprogress, lassen sich durch das seit 2012
zugelassene Abirateron, ein Inhibitor der Testosteronsynthese, sowie durch Enzalutamid, ein
ebenfalls 2012 zugelassener Inhibitor der AR-Funktion, ein prolongiertes Uberleben um etwa
4-5 Monate erzielen (De Bono et al., 2011; Scher et al., 2012).

Zusétzlich konzentrieren sich aktuelle Therapieansatze unter anderem auf die Inhibition der
Feedbackmechanismen zwischen AR und dem PI3K/Akt/mTOR-Weg. Zudem konnte in
Zelllinien sowie im Mausmodell mittels sogenannter SARM (selektiver AR-Modulatoren)
die Androgenkonzentration durch Synthesehemmung prostataspezifisch inhibiert werden,
wobei gleichzeitig die anabole Androgenwirkung auf das muskuloskelettale System erhalten
blieb. Die Emphase auf Entwicklung beziehungsweise Weiterentwicklung neuer
therapeutischer Schemata liegt auf der Hand. Die gewichtige Bedeutung, die
molekularbiologischen Vorgange vor allem der progressiv und metastasierend wachsenden
Prostatakarzinomzellen zu verstehen und individuell therapeutisch begegnen zu kdnnen

unterstreicht wiederum die Bedeutsamkeit von moglichen Biomarkern wie UAP1, die mit AR
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assoziiert werden (Bitting & Armstrong, 2013; Schmidt et al., 2014; Lorente & De Bono,
2014).

4.6 Limitationen

Vorliegende Arbeit wurde retrospektiv gestaltet. Die Nachteile retrospektiver Studien, wie
beispielsweise die eingeschrankte Mdglichkeit einer endgiltigen Klarung kausaler
Zusammenhange, insbesondere auch unter Berucksichtigung potentieller Storfaktoren, sind
hinlanglich bekannt (Keyes et al., 2014). Aufgrund des retrospektiven Charakters konnte kein
Einfluss auf bereits erhobene Klinische Daten genommen werden, weshalb einzelne
untersuchte Gruppen wie pT4-Stadium oder Gleason-Score >4+4 teils nur geringe Fallzahlen

aufwiesen.

Die Auswertung und Gruppierung der verschiedenen Intensitdten der UAP1-Expression
erfolgte durch eine Einzelperson uber mehrere Tage. Auch wenn zu Beginn jeder neuen
Auswertungssitzung stichprobenartig mehrere bereits ausgewertete Proben erneut analysiert
wurden, ist von einer Intraobserver-Variabilitat auszugehen, bei welcher zu verschiedenen
Zeitpunkten unterschiedliche Ergebnisse gleicher Proben bei nur einem Untersucher
beobachtet werden (Keyes et al., 2014). Fur mehr Untersucherunabhangigkeit der Ergebnisse
sollte somit der gleichzeitige Einsatz mehrerer gleichqualifizierter bzw. -angeleiteter

Untersucher erwogen werden.

3261 Gewebeproben wurden immunhistochemisch behandelt, jedoch standen zur Auswertung
schlieflich nur 1829 Proben zur Verfuigung. Die nicht auszuwertenden Stanzen enthielten in
840 Fallen kein Tumormaterial und in 592 Fé&llen insgesamt kein Gewebe. Es ist davon
auszugehen, dass einzelne Behandlungsschritte, vor allem die Exposition gegeniber
aggressiver alkalischer Reagenzien, zu einem Abschwimmen der Gewebeschnitte von den
Objekttragern fihren. Dem sollte, wie geschehen, durch die Verwendung beschichteter
Objekttrager vorgebeugt werden. Zudem wird empfohlen, die Schnitte mit einem Schutzfilm
aus Celloidin vollstandig zu bedecken, der trotzdem eine Durchléssigkeit fir beispielsweise
Farbereagenzien gewaéhrleistet (Lang, 2012). Andere Grinde fir das Abschwimmen von
Gewebeschnitten konnen in der Schnittdicke oder in einem zu hohen Fettgewebe der Probe
grinden, was bei der Anfertigung der Gewebestanzen zu beachten ist (Lang, 2012;
Osterwalder, 0.D.). Auch sollte bei der Stanzenentnahme noch sorgfaltiger auf Konkordanz

zwischen Tumormarkierung auf dem Objekttrager und zu stanzender Region auf dem
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Paraffinblock geachtet werden, um die Anzahl der Gewebeproben ohne Tumornachweis zu

reduzieren.

4.7 Ausblick

4.7.1 Regulatorische Aktivitat von UAP1

Der signifikante Zusammenhang zwischen AR-Uberexpression, IGF-1R und UAP1 sowie die
Assoziation von UAPL - als Enzym der Aminozuckerbiosynthese - mit adversen klinischen
Verlaufsparametern lasst, wie bereits erwahnt, ein mechanistisches Zusammenspiel mit

Rickkopplungsmechanismus vermuten.

Der Einfluss des Aminozuckerstoffwechsels wurde mit Hinblick auf die Karzinogenese bei
mehreren Tumorentitdten untersucht. So wurde ein Zusammenhang von Tumorprogress und
Metastasierung des Mammakarzinoms mit erhohten Spiegeln an O-GlcNAc-modifizierten
Proteinen festgestellt (Krzeslak et al., 2012). Auch wurde erhohte O-GIcNAcetylierung sowie
OGT-Expression bei Tumorprogress und —invasion weiterer Tumorentitdten wie Bronchial-
und Kolonkarzinome bestatigt (Mi et al., 2011). Zudem stellten Sreekumar et al. bei
Prostatakarzinomen hohe Spiegel an N-Acetylglucosamin und N-Acetylgalaktosamin fest
(Sreekumar et al., 2009).

Die Stoffwechselprodukte der Aminozuckerbiosynthese dienen, wie unter Kapitel 1.8 bereits
erwéhnt, als Metabolite flir membranstandige oder zu sezernierende Proteine sowie als
Substrat fir die OGT-Transferase zur posttranslationalen Modifikation von regulatorisch
wirksamen Proteinen. Diese Modifikation wird unter anderem durch nutritiven Stress
reguliert und findet sich gehduft bei Karzinomen wie dem Prostatakarzinom (Hart et al., 2011,
Lynch et al., 2012). Inshesondere spielt OGT eine zentrale Rolle fiir Tumorwachstum und
Metastasierung (Caldwell et al., 2010; Gu et al., 2010; Mi et al., 2011; Ferrer et al., 2014).
Darauf basierend und unter Berticksichtigung der Funktion, dass UAPL1 als letztes Enzym der
Aminozuckerbiosynthese das Substrat der OGT bereitstellt, l&sst sich eine regulatorische
Auswirkung von UAP1-Expression auf OGT und deren Rolle in der Karzinogenese

annehmen (Itkonen et al., 2013).

Eine generalisierte  Uberexpression um bis zu 50% von Enzymen des
Aminozuckerbiosynthese-Stoffwechselwegs (HBP), insbesondere auch von UAP1, konnte bei

AR-Uberexprimierenden Prostatakarzinomzellen nachgewiesen werden (ltkonen et al., 2013).
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Waurde die Glykosylierung pharmakologisch inhibiert, so war das Zelliberleben um 20%
ricklaufig. Gleichzeitig wurde eine 50% reduzierte Expression von androgenabhangigen
Genen beobachtet. Dies wurde als Maoglichkeit der Karzinomzellen interpretiert, durch
Uberexpression von HBP-Enzymen abweichende Zellwachstumregulation und AR-Aktivitat
zu generieren (Lynch et al., 2012; Itkonen & Mills, 2013). Dieser Zusammenhang unterstiitzt
die Annahme einer regulatorischen Wirkung von UAP1-Expression und stimmt mit dem in
vorliegender Arbeit beobachteten signifikanten Zusammenhang zwischen AR- und UAP1-

Expression tberein.

4.7.2 Einfluss von UAP1 auf die ER-Stressantwort

Mediiert durch AR-Aktivierung konnte eine erhdhte Aktivitdt der HBP-Enzyme mit einer
resultierenden erhohten Stressantwort des Endoplasmatischen Retikulums (ER) beobachtet
werden (Segawa et al., 2002). Diese ER-Stressantwort resultiert in Aktivierung von Caspasen
und Zellapoptose, wenn nicht zuvor eine Homdostase wiederhergestellt wird (Breckenridge et
al.,, 2003; Samali et al., 2010). Das Vorliegen einer ER-Stressantwort wird durch den
Nachweis der sogenannten ER-Stressmarker CHOP (C/EBP Homologous Protein), GRP78
(Glucose-Regulated Protein 78) und GRP94 (Glucose-Regulated Protein 97) demonstriert
(Kurtoglu et al., 2007; Xi et al., 2011).

In einer aktuellen Studie, basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit, konnte eine erhdhte
ER-Stressantwort in Zusammenhang mit UAP1-Inhibition beobachtet werden. Dabei wurde
die UAP1-Expression in verschiedenen Prostatakarzinom-Zelllinien mittels siRNA inhibiert,
worauf um bis zu 60% erniedrigte UDP-GICNAc-Spiegel resultierten (Itkonen et al., 2015).
UDP-GIcNACc wird, wie bereits erwéhnt, fir die O-GIcNAcetylierung in Zytoplasma, Nukleus
und Mitochondrien sowie fir die O- bzw. N-Glykosylierung von Proteinen in Golgi-Apparat
und ER benétigt (Butkinaree et al., 2010; Schwarz & Aebi, 2011). Mittels Tunicamycin, eines
Inhibitors  der  Glykoproteinsynthese, und 2-DG (2-Desoxy-D-Glucose), eines
Glukoseanalogons und Glykolyseinhibitors, wurde die O-/N-Glykosylierung in Zellreihen
inhibiert, worauf ein deutlicher Anstieg der ER-Stressmarker abzugrenzen war. Es wurde
folglich angenommen, dass eine hohere UAP1-Expression zu einer erhohten Resistenz
gegenuber Inhibitoren der N-Glykosylierung und damit hoherer Widerstandsfahigkeit gegen
ER-Stress fuhre (Itkonen et al., 2015).
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Um diese Hypothese weiterzuverfolgen wurde untersucht, ob eine UAP1-Inhibition Zellen
auf  N-Glykosylierungs-Inhibitoren sensibilisiere. Bei niedrigen Dosen von Tunicamycin
ohne Auswirkung auf Zellwachstum wurde die UAP1-Expression inhibiert, woraufhin es zu
einer Reduktion der Wachstumsrate der Zelllinien kam. In nicht-neoplastischem
Prostatagewebe konnte durch Gabe von Tunicamycin/2-DG keine zuséatzlich erhohte
Apoptoserate erreicht werden, weshalb angenommen wurde, dass keine entsprechende
Sensibilisierung auf N-Glykosylierungs-Inhibitoren vorliege. Eine hohe UAP1-Expression
scheint daher einen spezifischen Wachstumsvorteil fir Karzinomzellen unter ER-Stress
darzustellen (Itkonen et al., 2015).

Dies weckt die Hoffnung, mittels UAP1-Inhibierung eine Sensibilisierung auf N-
Glykosylierungs-Inhibitoren und folglich mittels erhdhter ER-Stressantwort und Apoptose
einen prostatakarzinomspezifischen, therapeutischen Effekt erreichen zu kdnnen. Zudem steht
UAP1 mit adversen Kklinischen Verlaufsparametern sowie mTOR, ERG und AR in
Zusammenhang und zeigt mit zunehmend unginstiger Klinik eine Expressionsverlagerung
von Zytoplasma in den Zellkern, was in Zusammenschau eine zentrale Rolle fir
Karzinogenese und Tumorprogress des Prostatakarzinoms vermuten l&sst. Zusatzliche
Untersuchungen sollten angestrebt werden, um die zugrundeliegenden molekularen
Mechanismen weiter aufzuschlisseln und UAP1 als mdgliches therapeutisches Ziel neben

einer Funktion als Biomarker in Erwégung zu ziehen.
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5 Zusammenfassung

Als héufigster maligner Tumor des Mannes zeigt das Prostatakarzinom bei einer relativen 5-
Jahres-Uberlebensrate von 93% einen vergleichsweise geringen Anteil an progressiven,
todlichen Verlaufen, weshalb Diagnostik und Therapiegestaltung diesem Umstand Rechnung
tragen muissen. Biomarker werden hier als Hoffnungstrager erachtet, konventionelle
Diagnostik- und Screeningmethoden zu ergénzen und zu individualisieren. UAP1 gilt als
androgenabhéngiges, zytoplasmatisches Enzym der Aminozuckerbiosynthese, ist im

Blutplasma quantifizierbar und zeigt sich in Prostatakarzinomen tberexprimiert.

Ziel dieser Arbeit war es, die Expressionsmuster von UAPL in Prostatakarzinomzellen in
Zusammenhang mit den klinischen Standardparametern Gleason-Score, PSA, pT-Stadium,
pN-Stadium und Resektionsrand sowie den Markern PTEN, AR, mTOR und ERG zu
charakterisieren und in diesem Kontext als mdglichen prognostischen Biomarker zu
evaluieren.

Unter Verwendung der TMA-Methode konnte nach immunhistochemischer Farbung von
3261 Prostatakarzinomproben ein signifikanter Zusammenhang zwischen erhohter UAP1-
Expression und Klinisch ungiinstigem Tumorphénotyp gezeigt werden. Zudem verlagerte sich
mit zunehmender Malignitat der Tumorcharakteristika die UAP1-Expression vom Zytoplasma
in den Zellkern. Ublicherweise wird in der Literatur bei klinisch zunehmend ungiinstigem
Tumorphanotyp eine Biomarker-Expressionsshift vom Zellkern in das Zytoplasma
beobachtet. Trotzdem liegt die Vermutung nahe, dass UAPL1 eine relevante Rolle im

Zusammenhang mit Tumorprogress des Prostatakarzinoms spielt.

Eine erhohte UAP1-Expression stand dartber hinaus im signifikanten Zusammenhang mit der
Uberexpression von AR, mTOR und ERG, die sdmtlich entscheidenden Einfluss auf die
Karzinogenese des Prostatakarzinoms haben. Dies legt die Vermutung nahe, dass auch UAP1

im mechanistischen Zusammenspiel eine bedeutende Relevanz in der Karzinogenese halt.

Daruber hinaus sollte die klinische Aussagekraft der UAP1-Expressionsmuster insbesondere
in Hinsicht auf IGF-1R und das metabolische Syndrom weiter untersucht werden, um einen

moglichen Einzug in die klinische Diagnostik ausreichend beurteilen zu kdnnen.

In Zusammenschau verspricht UAP1 bedeutende Relevanz fir eine Rolle als prognostischer

Biomarker.
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Auf den Ergebnissen dieser Arbeit aufbauend konnte weiterfiihrend gezeigt werden, dass eine
Inhibition der UAP1-Expression unter Gabe von N-Glykosylierungs-Inhibitoren spezifisch in
Prostatakarzinomzellen zu einer Stressantwort des Endoplasmatischen Retikulums fihrte.
Diese  karzinomspezifische  Sensibilisierung  resultiert  in  einer  reduzierten
Tumorwachstumsrate und weckt somit die Hoffnung, mittels erhohter ER-Stressantwort und

Apoptose einen prostatakarzinomspezifischen, therapeutischen Effekt erreichen zu kdnnen.

Dies unterstreicht zusétzlich den Stellenwert der Ergebnisse vorliegender Arbeit und stellt
UAP1 aufgrund seiner zentralen Rolle fiir Karzinogenese und Tumorprogress nicht nur als
mdglichen prognostischen Biomarker, sondern auch als vielversprechendes Ziel bei der

Therapie des Prostatakarzinoms in Aussicht.
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