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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Prostata

Die Prostata liegt an der Basis der Harnblase und umgibt dort die Urethra des Mannes.
Sie besteht aus 30-50 Einzeldrisen, die je einen eigenen Ausfihrungsgang in die
Urethra haben. Sie ist von einer fibrosen Kapsel umgeben, die auch einige glatte Mus-
kelzellen enthalt. Nach dorsal grenzt sie an das Rektum, wo sie ca. 4 cm ab ano derb
tastbar ist. Man teilt die Prostata nach McNeal in funf Zonen ein. Klinisch am relevan-
testen sind die periurethrale Zone, in der die benigne Prostatahyperplasie zur Einen-
gung der Urethra fuhrt, sowie die periphere Zone, in der vorwiegend das maligne Pros-
tatakarzinom entsteht. Letzteres fuhrt im Regelfall nicht zur Einengung der Urethra und
bleibt dadurch lange unerkannt. Diese beiden zellularen Veranderungen entstehen un-
abhangig voneinander, konnen also auch parallel in der gleichen Prostata vorhanden

sein.

1.2 Das Prostata-Karzinom

1.2.1 Epidemiologie

Das Prostatakarzinom ist die haufigste Krebserkrankung des Mannes, es macht 25,4%
aller diagnostizierten Krebserkrankungen aus. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei
69 bis 70,9 Jahren. Pro Jahr werden etwa 59.620 Neuerkrankungen verzeichnet. Die
Pravalenz liegt zwischen 14 und 70 pro 100.000 Mannern, wobei ein Nord-Sid- und
ein West-Ost-Gefalle zu beobachten ist. Durch vermehrte Vorsorge mittels PSA-Test
kommt es zur haufigeren Erkennung niedrigerer Stadien. 40% der Manner in der west-
lichen Welt bekommen irgendwann ein Prostatakarzinom, allerdings werden nur 10%
symptomatisch und nur bei 3% fiihrt es direkt zum Tod. Das relative 5-Jahres-Uberle-
ben liegt bei 93%, die 10-Jahres-Uberlebensrate liegt bei 91%. Die Wahrscheinlichkeit,
mit einem Prostatakarzinom zu versterben, ist hoher als die Wahrscheinlichkeit, dass
das Prostatakarzinom ursachlich fir den Tod ist. (Institut, 2016, Leitlinienprogramm
Onkologie & Deutsche Krebsgesellschaft, 2019)
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1.2.2 Entstehung

Die genauen Ursachen fur die Entstehung eines Prostatakarzinoms sind im Wesentli-
chen unbekannt. Es gibt lediglich statistische Hinweise auf Risikofaktoren. Der wich-
tigste Risikofaktor fur eine Erkrankung am Prostatakarzinom ist das hohe Lebensalter.
Ein weiterer signifikanter Faktor ist eine positive Familienanamnese. So ist das relative
Risiko verdoppelt, wenn ein erstgradiger Verwandter bereits an einem Prostatakarzi-
nom erkrankt ist. Weiterhin ist das Prostatakarzinom assoziiert mit anderen Ernah-
rungsweisen und soziodkonomischen Faktoren — dies wird wegen des Nord-Sud- und
des West-Ost-Gefalles angenommen — und mit chronischen lokalen entztndlichen
Prozessen. Nicht nachweisen konnte man einen statistisch signifikanten Zusammen-
hang mit Vasektomien und Adipositas, ebenso wenig mit Testosteronsubstitution bei
Hypogonadismus. Diabetes mellitus scheint statistisch gesehen eher protektiv hin-
sichtlich der Entstehung eines Prostatakarzinoms zu sein (Leitlinienprogramm

Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2019).

Ein wichtiger Faktor fir den Progress der Erkrankung scheint der Androgenrezeptor
zu sein. Dies zeigt sich durch die Effektivitat der antiandrogenen Hormontherapie bei
Patienten mit hohen Stadien, wobei diese bei Patienten in niedrigen Stadien bisher

nicht eingesetzt wird (Crawford et al., 2018).

1.2.3 Diagnostik

Die Fruherkennung ist als sehr ineffektiv zu bezeichnen. Viele der so erkannten Pros-
tatakarzinome waren vermutlich niemals symptomatisch geworden, sodass dadurch
vielfach eine Ubertherapie erfolgt. Ein Vorteil der Friiherkennungsmafnahmen hin-
sichtlich des Uberlebens konnte bisher nicht nachgewiesen werden, daher werden
diese nicht allen Patienten empfohlen. Es ist schwierig, einerseits eine Ubertherapie
mit vorhandenen Nebenwirkungen zu vermeiden und gleichzeitig aber den richtigen
Patienten in frihen Stadien noch eine Therapie mit kurativem Ansatz anbieten zu kén-
nen (Sikaris, 2012). Daher wird in anderen Landern, bspw. Danemark kein standardi-
siertes Screening bei asymptomatischen Mannern durchgefuhrt (Nguyen-Nielsen and
Borre, 2016). Die Entwicklung neuer prognostischer Biomarker ist sehr aufwandig. Au-
Rerdem mussen auch immer die Kosteneffektivitat und die tatsachliche Hilfe bei der

klinischen Entscheidungsfindung mit einbezogen werden (Kretschmer and Tilki, 2017).
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Am verbreitetsten ist der PSA-Test, der gerne von Hausarzten fur Manner in der Al-
tersgruppe von 45-70 Jahren angeboten wird. Die erhaltenen Werte sind allerdings
sehr differenziert zu betrachten, da sie abhangig von der ProstatagroRe, aber auch
von der vorherigen lokalen physischen Belastung oder auch einer Entzindung der
Prostata physiologisch erhdht sein kdnnen. Hierdurch gibt es einen Graubereich, in
dem die Werte weitere Unsicherheit fir den Patienten bedeuten und diese zum Teil
unnaotig weiter kontrolliert werden. Des Weiteren sind nicht-PSA-produzierende Pros-
tatakarzinome zu erwahnen, bei denen dieser Test zur Detektion nicht fahig ist. Ledig-
lich 1% der Manner profitierten von der flachendeckenden Durchfuhrung von regelma-
Rigen PSA-Tests und der daraus resultierenden Therapie (Bérgermann et al., 2006).
Neuere Studien zeigen durch die Verwendung von Scoring-Systemen eine Verbesse-
rung von Sensitivitat und Spezifitat und empfehlen die Bestimmung des PSA-Wertes
in der funften Lebensdekade zur Zuordnung zu einer Risikogruppe mittels dieses Ba-
seline-PSA (Lakes and Arsov, 2019). Ebenfalls ist mit der PSA-Dichte, also dem Quo-
tienten aus PSA und Prostatavolumen, ein neuer Wert entstanden, der gerade in nied-
rig- bis mittelgradigen Neoplasien eine bessere Trennscharfe bietet (Park and Yu,
2023).

Zusatzlich empfohlen wird die digitorektale Untersuchung (DRU). Diese sollte nach
der Blutentnahme zur PSA-Testung erfolgen, um den Wert durch die Manipulation
nicht kunstlich zu erhdhen. Hierbei kann je nach Fingerlange der untersuchenden Per-
son nur der dorsale Bereich der Prostata abgetastet werden. Dies wiederum ermog-
licht eine Detektion vor allem in héheren Stadien, ein frihes Prostatakarzinom kann
aber leicht Ubersehen werden, vor allem, wenn es an anderer Stelle vorkommt. Die
Sensitivitat der DRU wird mit ca. 50-65%, die Spezifitdt mit 75-90% angegeben, je
nach Quelle und auch Erfahrung des Untersuchenden deutlich schlechter (Koulikov et

al., 2012). Dadurch ist sie als alleinige Mal3nahme nicht ausreichend.

Sicherer, kostenglnstig und schnell durchzufihren ist der transrektale Ultraschall,
bei dem das gesamte Organ durchleuchtet werden und hinsichtlich Inhomogenitaten
beurteilt werden kann. Dieser wird aber nicht regelhaft zur Friiherkennung eingesetzt
und hat ebenfalls seine Schwachen, da das Tumorgewebe oft isoechogen zur Prostata
ist und somit nur schwierig detektiert werden kann. Hilfreich ist aber die Beurteilung

hinsichtlich vermehrter Durchblutung und eines mdglichen Kapseldurchbruchs, sowie
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die mogliche Messung des Prostatavolumens (Aarnink et al., 1998, Smeenge et al.,
2012).

Empfehlenswert ist die Durchfihrung einer Magnetresonanztomographie (MRT) des
kleinen Beckens zur weiteren Beurteilung der Prostata. Hier konnen durch die Ver-
wendung verschiedener Sequenzen neue Erkenntnisse Uber das Tumorausmalf’ und
moglicherweise vorliegende Metastasen gewonnen werden. Des Weiteren kdnnen
dadurch Stanzbiopsien aus gezielt ausgewahlten Bereichen der Prostata erfolgen,
was die Trefferquote von reprasentativen Tumorarealen deutlich steigert. Hierdurch
konnen Patienten eher einer definitiven radikalen Therapie oder aber einem Active
Surveillance Protokoll zugewiesen werden. In der Active Surveillance hat die MRT ei-
nen nur eher fraglichen Nutzen gegenuber der systematischen Stanzbiopsie (Lee et
al., 2021, Sun et al., 2019b).

Die definitive Diagnosesicherung erfolgt beim Verdacht mittels Stanzbiopsie. Diese
wird empfohlen bei Vorliegen von einem PSA-Wert = 4 ng/ml unter Bertcksichtigung
der EinflussgrofRen, bei einem karzinomverdachtigen Ergebnis bei der DRU, und bei
einem auffalligen PSA-Anstieg im Serum. Hierbei werden aus zufallig oder MRT-ge-
steuert bewusst ausgewahlten Bereichen der Prostata zehn bis 12 Gewebestanzen
entnommen und histologisch untersucht (Ismail and Gomella, 2013). Aktuelle Verof-
fentlichungen befurworten aus praktischer und mikrobieller Sicht den perinealen Zu-
gang vor dem transanalen (Chiu et al., 2022), zusatzlich sollte eher eine gesteuerte
als eine systematische Stanzbiopsie erfolgen (Lv et al., 2023). Bei Nachweis von nur
einer Prostatischen Intraepithelialen Neoplasie (PIN) oder bei suspektem PSA-Verlauf
sollte diese Biopsie nach Ablauf von sechs Monaten wiederholt werden, ebenso sollten
im Rahmen der Active Surveillance wiederholt Stanzbiopsien erfolgen

(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2019).

Sofern die Diagnose Prostatakarzinom gestellt werden konnte, erfolgt als nachstes
das Staging mittels Abdomensonographie, Réontgen der Wirbelsaule, ggf. Ganzkor-
perszintigraphie bzw. besser Ganzkdrper-MRT (Nakanishi et al., 2022) und ggf. die

laparoskopische pelvine Lymphadenektomie.
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1.2.4 Klassifikation

Am Ende der Diagnostik steht die Klassifikation des Prostatakarzinoms, anhand derer

die Therapieentscheidung getroffen wird.

1.2.4.1 T-Stadium

Das T-Stadium beschreibt, wie grof3 der Primartumor gewachsen ist und ob dieser die

bestehenden Begrenzungen des Organs beachtet oder ob er Uber diese hinaus-

wachst. Je groRer und invasiver das Karzinom gewachsen ist, desto hoher ist auch

das T-Stadium. Eine erste Einschatzung des T-Stadiums kann bereits mittels der digi-

tal rektalen Untersuchung erfolgen — wenn sich zum Beispiel beide Prostatalappen

verhartet anfiihlen, ist das ein Hinweis dafir, dass es sich mindestens um ein Stadium

T2 handeln kdnnte. Sonographisch bzw. per MRT lie3e sich dieser Verdacht bereits

erharten - ob tatsachlich noch keine einzelnen veranderten Zellen Uber die Organkap-

sel hinaus gewachsen sind, kann nur der Pathologe in seiner mikroskopischen Unter-

suchung sehen (B. Helpap, 1997).

T-Stadium Beschreibung

T-Stadium Beschreibung

pTX
pTO
pT1

pT1a

pT1b

pTic

pT2

pT2a

Keine Beurteilbarkeit des Primartumors
Kein Hinweis auf einen Primartumor

Klinisch unauffalliger Tumor, nicht tastbar

Akzidenteller Tumor, < 5% des Gewebes

troffen

Akzidenteller Tumor, > 5 % des Gewebes
troffen

Tumornachweis in Stanzbiopsie (bspw.
erhohtem PSA-Wert)

Klinisch tastbarer Tumor, organbegrenzt

< 50% eines Prostatalappens betroffen

be-

be-

bei

pT2b
pT2c
pT3

pT3a

pT3b

pT4

pT4a

pT4b

> 50% eines Prostatalappens betroffen
Beide Prostatalappen betroffen

Klinisch tastbarer Tumor mit invasivem
Wachstum tber die Organkapsel hinaus
Invasives Wachstum Uber die Organkap-
sel hinaus ohne Invasion der Samenbla-
sen

Invasives Wachstum Uber die Organkap-
sel hinaus mit Invasion der Samenblasen
Invasives Wachstum in angrenzende
Strukturen, ggf. Fixierung in der Umge-
bung.

Infiltration von Blasenhals / externem
Sphinkter / Rektum

Infiltration von M. levator ani oder Fixation

am Beckenrand

Tabelle 1: Klinische und histopathologische Ermittlung des T-Stadiums, modifi-
ziert nach B. Helpap (1997).
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1.2.4.2 Das N-Stadium und das M-Stadium

Das N-Stadium beschreibt den Befall der regionaren Lymphknoten, wohingegen das
M-Stadium Fernmetastasen beschreibt, welche sowohl andere Organe als auch weiter
entfernte Lymphknoten betreffen konnen. Hierbei ist zu beachten, dass beispielsweise
eine regionare Lymphknoten-Metastase mit 1,5 cm Durchmesser und ein in maximaler
Ausdehnung 3 cm messender Befall eines paraaortalen Lymphknotens nicht als Sta-
dium N2 MO, sondern als N1 M1a beschrieben werden musste. Um hier eine erste
Idee vom Befallsmuster zu erhalten, wird mit den Kollegen der Radiologie zusammen-
gearbeitet, die mittels Skelettszintigraphie leicht Skelettmetastasen erkennen kénnen
bzw. mittels Kontrastmittel-Computertomographie bereits Hinweise auf Fernmetasta-

sen geben kdnnen (B. Helpap, 1997).

N-Stadium Befall der regionaren Lymphknoten? M-Stadium Befall anderer Organe?
pNX Regionare Lymphknoten nicht beurteilbar pMX Vorliegen von Fernmetastasen nicht beur-
teilbar
pNO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen pMO Keine Fernmetastasen
pN1 Solitdre Lymphknotenmetastase, < 2 cm pM1 Fernmetastasen vorhanden

pN2 Solitdre LK-Metastase > 2 cm und < 5 cm| pM1a  nicht regiondre LK
ODER multiple LK-Metastasen < 5 cm pM1b  Skelettmetastasen

pPN3 LK-Metastasen > 5 cm pM1c  Metastasen in anderen Organen

Tabelle 2: Histopathologische bzw. radiologische Ermittlung des N-Stadiums und
des M-Stadiums, modifiziert nach (B. Helpap, 1997).

1.2.4.3 Die UICC Stadieneinteilung

Anhand des TNM-Systems wird das Prostatakarzinom weiter nach UICC eingeteilt. Bis
T2 NO MO gilt ein Prostatakarzinom als lokal begrenzt, bis T4 NO MO ist es lokal fort-
geschritten. Ab N1 und/oder M1 ist ein Prostatakarzinom fortgeschritten bzw. metasta-

siert (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2019).
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1.2.4.4 Gleason-Score

Die Einteilung nach dem Gleason-Score hat ebenfalls eine prognostische Bedeutung,
da anhand dessen eine Einteilung in low-, mid-, oder high-risk Karzinome erfolgen
kann. Hierzu wird jeweils das haufigste und das zweithaufigste Wachstumsmuster er-

mittelt.

Gleason 1 ist gut differenziert und es gibt nur kleine und gleichférmige Drisen, den-
noch ist eine gestorte Architektur vorhanden. Gleason 2 zeigt einen grolieren Zwi-
schenraum zwischen umschriebenen Herden von dichteren Drusen, die in Form und
Grolde variabler sind. Bei Gleason 3 infiltrieren die Drisenzellen an den Randern, sind
mittelgradig differenziert und stehen eher einzeln als gruppiert. In diesem Stadium ist
auch ein papillares oder cribriformes Wachstumsmuster mdglich. Hier ist noch keine
Nekrose vorhanden. Bei Gleason 4 imponieren unregelmaflige Zellmassen mit wenig
Drusenformationen. Es handelt sich um polymorphe Tumorzellen, teils mit klarem Zy-
toplasma. Haufig sind auch Mitosefiguren vorhanden. Bei Gleason 5 fehlen Drisen-
konfigurationen, es Uberwiegen papillare, cribriforme oder solide Wachstumsmuster,
entsprechend einem sehr schlecht differenzierten Karzinom. Es ist eine zentrale Nek-

rose moglich.

Klinische Relevanz hat vor allem der kombinierte Gleason-Score, bei dem die beiden
haufigsten Wachstumsmuster addiert werden. Dabei ist es vor allem beim kombinier-
ten Gleason-Score von 7 relevant, ob hauptsachlich ein Gleason 3 oder 4 vorlag. Da-
her benennt man die Gleason-Summe von 3+4 als 7a und die Gleason-Summe von
4+3 als 7b (Epstein et al., 2016).
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1.2.4.5 Prognostic Grade Group
Die International Society of Urological Pathology (ISUP) schlagt statt der Gleason-
Summe die Etablierung einer Prognostic Grade Group vor, deren Zusammensetzung

folgender Tabelle enthommen werden kann.

Gleason-Summe Prognostic Grade Group
3+3=6 PGG |
3+4=7a PGG Il
4+3 =7b PGG Il
8 PGG IV
9-10 PGG V

Tabelle 3: Ermittlung der Prognostic Grade Group durch die Gleason-Summe, in
Anlehnung an (Schlomm and Sauter, 2016).

Hierbei bliebe allerdings die Interobservervariabilitdt unbeachtet, da es oft Grenzfalle
gebe, insbesondere zwischen Gleason 3 und 4. Es wird daher vorgeschlagen, neben
den einzelnen Wachstumsmustern und der Summe ebenfalls ein Tertidrmuster mit an-
zugeben, das einen sehr geringen Anteil des Praparates ausmacht. Eine beispielhafte
Aussage eines Pathologen solle also beispielsweise bei einem globalen Gleason von
3 mit sehr geringen Anteilen von Wachstumsmuster 4 statt 3+4=7a eher 3+3=6 (mit 5-
10% Gleason 4) lauten, um dem behandelnden Urologen ein genaueres Bild des Tu-

mors beschreiben zu kdnnen (Schlomm and Sauter, 2016).

1.2.5 Verlauf

Der Verlauf der Erkrankung bei jingeren Patienten ist meist schlechter als bei Alteren.
Dies ist damit zu erklaren, dass bei betroffenen jliingeren Patienten oft ein aggressive-
res Tumorwachstum zu beobachten ist als bei den Alteren, deren Tumoren oft langsa-
mer wachsen und niedrigere Stadien aufweisen. Zusatzlich ist das karzinomspezifi-
sche Mortalitatsrisiko bei jingeren Patienten hoher (Abrahamsson, 1996). Eine wei-
tere EinflussgroRe kdonnte der Androgenspiegel sein, der nach dem 40. Lebensjahr
langsam und kontinuierlich abfallt, bis er zum 70. Lebensjahr nur noch 2/3 des Aus-

gangswertes betragt. Eine Abhangigkeit des Wachstums von den Androgenen wurde
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schon erwahnt und Iasst sich auch mit dem schlechteren Verlauf der jingeren Patien-
ten vereinbaren. Dennoch sei ein erhdhtes Risiko fur die Entstehung eines Prosta-
takarzinoms bei hypogonadalen Patienten und Androgensubstitution nicht zu be-

obachten (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2019).

An Komplikationen sind Metastasierungen in pelvine Lymphknotenstationen und die
Knochen — vor allem die lumbosakrale Wirbelsaule — zu nennen, wobei auch Filialisie-

rungen der Leber haufiger vorkommen.

1.2.5.1 Therapie

Anhand des Stadiums und des Alters der Patienten kdnnen unterschiedliche Thera-
pieoptionen angeboten werden. Die entsprechenden Therapieansatze sind in der In-
terdisziplindren Leitlinie der Qualitét S3 zur Friherkennung, Diagnose und Therapie
der verschiedenen Stadien des Prostatakarzinoms aufgefihrt (Leitlinienprogramm

Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2019).

Active Surveillance ist sinnvoll im niedrigen Stadium. Das Konzept soll eine Uberthe-
rapie vermeiden und dennoch einen Progress frihzeitig erkennen, um eine kurative
Therapie einleiten zu kdnnen. Hierfur sind regelmafige Kontrolluntersuchungen not-

wendig. Es handelt sich hierbei um einen Therapieansatz mit kurativem Ziel.

Bei lokal begrenzten Tumoren ist auch eine LDR-Brachytherapie (Low Dose Rate)
madglich, bei der der y-Strahler lod-125 in das Tumorareal eingebracht wird und Uber

einen langen Zeitraum die erforderliche Strahlendosis appliziert.

Ist die Tumormasse grofRer, empfiehlt sich eine radikale Prostatektomie, bei Lymph-
knotenbefall ggf. mit Lymphadenektomie. Hier konnte durch die Verwendung der La-
paroskopie und des DaVinci-Operations-Roboters das perioperative Risiko vermindert
werden (Sridharan and Sivaramakrishnan, 2018). Zusatzlich ist das Outcome im Ver-
gleich zur offenen bzw. rein laparoskopischen Operation hinsichtlich der Rate an post-
operativer Inkontinenz und erektiler Dysfunktion verbessert worden (Gandaglia et al.,
2015), wobei zur nervenschonenden Operation weitere Forschung notwendig sei
(Stenzl, 2009). Einschrankend muss dennoch erwahnt werden, dass sich die Zeit bis

zum Wiedereintritt ins tagliche Leben in Abhangigkeit von der Operationsmethode
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nicht signifikant unterscheidet (Bier et al., 2016). Bei R1-Resektion oder Infiltration der

Samenblasen kann zusatzlich eine Bestrahlung des Tumorbetts erforderlich sein.

Die externe Bestrahlung ist der radikalen Prostatektomie gleichberechtigt und eben-
falls ein kurativer Ansatz. Durch die IGRT (Image Guided Radiation Therapy) konnte
die Lagerung des Patienten und damit die Konzentrierung der Strahlendosis verbes-

sert werden. In hoheren Stadien kann zusatzlich eine Hormontherapie notwendig sein.

Spatestens bei metastasierten Tumoren sollte eine Hormontherapie eingesetzt wer-
den, welche eine Androgendeprivation an verschiedenen Stellen der Synthesekette
bewirken soll. Verwendet werden GnRH-Analoga (Buserelin) und GnRH-Blocker (Aba-
relix), ggf. kombiniert mit Antiandrogenen (Flutamid), Androgenrezeptorenblocker (En-
zalutamid), sowie weitere Chemotherapeutika wie Docetaxel. Eine operative Kastra-
tion mittels beidseitiger Orchiektomie kann alternativ erwogen werden (Gamat and
McNeel, 2017).

Als letztes soll noch das Watchful Waiting als palliatives Therapiekonzept erwahnt
werden, welches bei alten Patienten Anwendung findet, die meist weniger als 10 Jahre
Restlebenserwartung und schwere Begleiterkrankungen haben und eher mit als an
dem Prostatakarzinom versterben werden. Therapiert wird erst, wenn das Karzinom
symptomatisch wird, wodurch Nebenwirkungen bei Ubertherapie vermieden werden

konnen.

1.2.6 Prognose

1.2.6.1 Uberlebensraten

Bei stadiengerechter Behandlung haben Patienten bis T1 eine normale Lebenserwar-
tung. T2-Patienten haben eine 5-Jahreniberlebensrate (5-JUR) von 80%, nach 10
Jahren (10-JUR) leben noch 60%. Bei nicht metastasierten T3-Patienten betragt die
5-JUR 40%, die 10-JUR nur noch 25%. Sobald ein Tumor das Stadium T4 oder M+
erreicht hat, ist die Lebenserwartung sehr unterschiedlich, meist betragt sie nur einige

Monate bis wenige Jahre (Gasser, 2019).
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1.2.6.2 Klassifikation fur Wachstum und Ausbreitung

Das National Comprehensive Cancer Network (NCCN) hat vier Risikogruppen etab-
liert, die die Wahrscheinlichkeiten von schnellem Wachstum und schneller Ausbreitung
abbilden sollen. Diese basieren auf dem Tastbefund, der Prostatagrof3e, dem gemes-
senen PSA, den Ergebnissen der Stanzbiopsie, T-Stadium und Gleason-Score. Die

jeweiligen Gruppen sind in der folgenden Tabelle 4 zu finden.

Risikogruppe nach
NCCN PSA [ng/ml] T-Stadium Gleason Bemerkung

Very low risk <10 T1c <6 Tumor nicht tastbar und in der Bildgebung
nicht sichtbar. Stanzbioptisch in < 3 Pro-

ben und < 50% der Stanze Tumor nachge-

wiesen.
Low risk <10 T1a—-T2a <6
Intermediate risk 10-20 T2b oder T2c 7 2 Befunde reichen aus
High risk > 20 T3a 8-10 2 Bedingungen missen erfiillt sein
Very high risk T3b oder T4 8-10

Tabelle 4: Risikogruppen nach NCCN in Anlehnung an (Cancer.net, 2018).

Die Prostate Cancer Foundation (Foundation, 2019) fasst die Risikogruppen uber-

schneidend nochmals zusammen in

low risk mit PSA < 10 ng/ml und Gleason <6,

intermediate risk mit PSA 10-20 ng/ml oder Gleason 7

high risk mit PSA > 20 oder Gleason >8

Very high risk mit = T3b oder vielen positiven Stanzen

1.2.6.3 Klassifikation fur Rezidive
In der aktuellen Leitlinie gibt es Risikogruppen fur ein Rezidiv bei lokal begrenztem

Prostatakarzinom (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2019):

- Niedriges Risiko: PSA < 10 ng/ml, Gleason-Score < 6, T-Stadium < T1c¢/T2a

- Mittleres Risiko: PSA > 10 ng/ml < 20ng/ml ODER Gleason-Score 7 ODER T2b

- Hohes Risiko: PSA > 20ng/ml ODER Gleason-Score = 8 ODER T-Stadium =
T2c
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Die WHO teilt ebenfalls in prognostische Gruppen ein, allerdings basierend auf dem

Gleason-Score:

Prognostische | Gleason- | Biochemisch rezidivfreies 5- Behandlungsoptionen
Gruppe Score Jahres-Uberleben

1 3+3=6 97,5 % Active surveillance

2 3+4=7 93,1 % Radikale Prostatektomie bzw.
Active surveillance bei ausge-
wahlten Patienten

3 4+3=7 78,1 % Radikale Prostatektomie oder
Bestrahlung

4 4+4=8 63,6 % Radikale Prostatektomie oder

5 9und 10 48,9 % Bestrahlung, evtl. mit antiandro-
gener Therapie

Tabelle 5: WHO-Einteilung in prognostische Gruppen nach dem Gleason-Score in
Anlehnung an (Gasser, 2019).

1.2.6.4 Histologische Marker

Zur Prognose stehen neben der TNM-Klassifikation, dem PSA-Wert und der reinen

Histologie bzw. dem Gleason-Score nur wenig Parameter zur Verfigung. Nennens-

wert ist die Arbeit von Glen Kristiansen aus dem Jahr 2012, in der er solche immun-

histochemische Marker beschreibt. Zur Diagnose verhelfen Basalzellmarker, gemein-

sam mit dem infiltrativen Wachstum und der fehlenden Auspragung der Basalzell-Zy-

tokeratine.

In der Arbeit genannt werden das prostate cancer mucin-like antigen (PMA), die Alpha-
Methylacyl-CoA Racemase (AMACR), GOLM1, Fatty acid synthase (FASN) und die

TMPRSS2-ERG-Genfusion als Nachweisparameter fur Karzinome. Der prostatische

Ursprung kdnne mittels Prostate-specific antigen (PSA), Prostate-specific membrane
antigen (PSMA), Androgen receptor (AR), Prostein (SLC45a3), ERG und NKX3.1

nachgewiesen werden.

Trotz all dieser Marker sei nach wie vor die konventionelle Morphologie der Zellen der

Eckpfeiler der histologischen Diagnostik, da es immer auch Grenzfalle gebe, in denen

diese typischen Marker vom Soll abweichen. AuRerdem bestehe weiterhin das Prob-

lem, die Falle mit einem insignifikanten Karzinom zu erkennen, also eben diese Pati-

enten, bei denen ein Watchful Waiting einer chirurgischen Therapie vorzuziehen ware.

Es gebe zwar den Nachweis, dass auf Genebene eine vermehrte PITX2-Methylierung

und eine PITX2-Runterregulierung mit einer schlechten Prognose einhergehen —
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allerdings nur bei Patienten nach radikaler Prostatektomie und nicht im Biopsiesta-
dium, wo eine solche Information sinnvoll ware. Selbst die Ki-67-Farbung sei nicht als

prognostischer Marker geeignet.

Es gibt also viele mogliche Marker, von denen aber bisher keiner einen wirklichen Auf-
schluss zur Prognose zum Zeitpunkt der Biopsie geben kann. Kristiansen behauptet
sogar, dass es sinnvoller sein kann, bei niedrigem Gleason-Score auf solche Marker
zu verzichten und sich eher nach der Histologie zu richten, wahrend im Graubereich
von Gleason 6-7 neue Biomarker zur Differenzierung wilnschenswert waren
(Kristiansen, 2012).

Zusammenfassend kann man sagen, dass sehr viele Karzinome genau in diesen
Graubereich fallen und eine Prognose fur diese Patienten bisher sehr schwierig ist.
Dies konnte durch das bessere Verstandnis des zellularen Stoffwechsels in Zukunft

deutlich vereinfacht werden.
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1.3 Der Androgenrezeptor

1.3.1 Der Androgenrezeptor

Das AR-Gen kodiert flir den Androgenrezeptor. Dieser ist in vielen Geweben vorhan-
den und ermdglicht die Wirkung der mannlichen Geschlechtshormone auf die Zellen.
Es handelt sich um einen nuklearen Transkriptionsfaktor, der u.a. Proliferation,
Apoptose, Migration, Invasion und Differenzierung reguliert (Culig and Santer, 2014).
Er wird durch die Steroidhormone Testosteron und Dihydrotestosteron aktiviert. Bindet
ein solches Androgen an den Androgenrezeptor, bewegt sich der Androgen-Rezeptor-
Komplex in den Zellkern, wo er an die DNA bindet und dort androgenabhangige Gene
reguliert (Medicine, 2019a). Klinische Relevanz hat der Androgenrezeptor vor allem
bei der palliativen Therapie des metastasierten Prostatakarzinoms mittels Andro-
genantagonisten. Nach zwei bis drei Jahren entwickelt sich das Karzinom meist zu
einem kastrationsresistenten Prostatakarzinom weiter, welches sich durch androgen-

. unabhangiges Wachstum aus-
Interstitium

zeichnet. Selbst beim kastrati-

onsresistenten Prostatakarzi-

@ saeduktase, (") DYT nom konnen Androgenrezep-

o torantagonisten verwendet
CaR ) werden, um das metastasen-
Zytosol S .
@‘Eﬂ. freie Uberleben um ca. zwei
&> Jahre Zu verlangern

(Schwentner, 2019). Beim kast-

rationsresistenten Prostatakar-

Zellkern

zinom wurde in 15-30% der
. O
%\I\ Falle eine Punktmutation im
DANS
\\j AR-Gen nachgewiesen und in
Aktivierung 30-50% eine Genamplifikation
androgenabhangiger (Fujita and Nonomura, 2019).
Gene

Abbildung 1: Der Androgenrezeptor als nuklearer Transkriptionsfaktor. Testosteron
(T) gelangt in die Zelle und wird in Dihydrotestosteron (DHT) umgewandelt. Dieses
bindet unter Abspaltung vom Hitzeschockprotein (HSP) an den Androgenrezeptor
(AR). Zwei dieser Komplexe Dimerisieren und werden in den Zellkern transloziert,
wo sie an ihre Zielgene der DNS binden und deren Expression regulieren. Modifiziert
und vereinfacht nach (Lonergan and Tindall, 2011).
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1.3.2 Gene mit Androgenabhangigkeit

1.3.2.1 KLK2 und PSA

Das KLK2-Gen kodiert fur die Kallikrein related Peptidase 2 bzw. Kallikrein-2. Bei dem
daraus gebildeten Protein handelt es sich um eine hochaktive Serin-Protease, die Pro-
PSA zum biologisch aktiven PSA spaltet. Primar kommt es in Prostatagewebe vor
(Medicine, 2019c). Es gibt bereits Hinweise auf ein vermehrtes Tumorwachstum bei
vermehrter Auspragung in Prostata-Tumorzellen (Shang et al., 2014a). Ebenfalls gibt
es Hinweise auf die vermehrte Bildung verschiedener anderer Subtypen je nach And-
rogenspiegel bzw. bei antiandrogener Therapie (Lai et al., 2014). KLK2 ist bereits 1997
mit hochgradigen Prostatakarzinomen in Verbindung gebracht worden (Darson et al.,
1997). Der Marker wurde zeitnah zur Ermittlung der Prognose verwendet (Slawin et
al., 2000) (Shariat et al., 2002) und spater als mogliche Zielstruktur beim kastrations-
resistenten Prostatakarzinom genannt (Shang et al., 2014a). 2021 wurden andere
KLK-Subtypen naher beleuchtet. Erwahnenswert sei hier eine erhdhte Auspragung
von KLK14 in der gemeinsamen Anzucht mit Osteoblasten. Uber die gleichzeitige Ak-
tivierung von KLK 2/3/14 und TGF3 werde symbiotisch das Wachstum der Osteoblas-
ten und Prostatakarzinomzellen geférdert (Lovell et al., 2021). Diese erhdhte Auspra-
gung von KLK-Subtypen in Tumorgewebe kénnte gegebenenfalls sogar chirurgisch
durch Fluoreszenz nutzbar gemacht werden, um intraoperativ gesundes Gewebe von

Tumorgewebe unterscheiden zu kdnnen (Lovell et al., 2021).

Das PSA ist ein in den Ductuli prostatae gebildetes Glykoprotein. Es wird in das Dru-
senlumen abgegeben und tragt zur Verflissigung des Ejakulates bei. Es spaltet auch
das in der Samenblase gebildete Semenogelin, das die Spermien bewegungsunfahig
macht und eine frihzeitige Kapazitation verhindert. Dadurch sind die Spermien nach
der Durchmischung beider Sekrete voll beweglich. Ein kleiner Anteil des PSA gelangt
physiologisch auch ins Blut, wo es als Marker fur Prostatagewebe durch Radio- oder

Enzymimmunoassays messbar ist (Wang et al., 2017).
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1.3.2.2 TMPRSS2

Das TMPRSS2-Gen kodiert fur die Transmembrane Serine Protease 2. Es nimmt an
vielen physiologischen und pathologischen Stoffwechselwegen teil. Die Protease
kommt physiologisch am apikalen Teil des Prostataepithels vor. Von dem Gen ist be-
kannt, dass es durch Androgeneinfluss in Prostatakarzinomen vermehrt exprimiert
wird und in Androgen-unabhangigen Prostatakarzinomen weniger stark exprimiert ist
(GeneCards, 2019e). Durch den unphysiologischen Kontakt des Enzyms mit anderen
Geweben im Rahmen der Tumorausbreitung und der damit ebenfalls einhergehenden
Dislokation des Enzyms auf die gesamte Zellmembran ware ebenfalls eine Rolle beim

Tumorwachstum denkbar (Chen et al., 2010).

TMPRSS2 wurde beim Prostatakarzinom als hochreguliert erfasst, beim androgenun-
abhangig wachsenden Prostatakarzinom sei es aber herunterreguliert. Hierdurch
konnte es als molekularer Marker fur die Erkennung des Prostatakarzinoms hilfreich
sein und bereits einen Hinweis auf eine bestehende Kastrationsresistenz geben. Dies
sei auch prognostisch fiir das rezidivfreie Uberleben nutzbar und war in der Arbeit
spezifischer hierflr als der mikroskopisch bestimmte Nodalstatus (Lunger et al., 2021).
Ko et al. haben herausgefunden, dass bei androgenabhangig erhohter TMPRSS2-Ak-
tivitat die Matriptase aktiviert wird und durch Schadigung der Extrazellularmatrix die
Bildung von Metastasen, die lokale Invasivitat und das Tumorwachstum fordert (Ko et
al., 2015). Eine Aktivierung der Matriptase fiihrte auch in Hautzellen zur Bildung von
Karzinomen, wahrend eine Inaktivierung der Matriptase zu weniger Tumorwachstum
und weniger Metastasenbildung fuhrte (Uhland, 2006).

1.3.3 Gene des Glukosestoffwechsels

1.3.3.1 SLC2A1

SLC2A1 steht fir Solute Carrier Family 2 Member 1 bzw. GLUT1. Es kodiert fur den
wichtigsten Glukosetransporter der Blut-Hirn-Schranke. Das Protein ist in der Zell-
membran zu finden und transportiert Pentosen und Hexosen, wie Glukose, Gallen-
salze und organische Sauren. Das Protein ist flr die basale Zuckeraufnahme zustan-
dig. Dieser Zucker dient als Energiequelle und auch als Substrat der
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Proteinbiosynthese und Lipidsynthese (GeneCards, 2019c). In Tumorzellen ist GLUT1
aufgrund des erhdhten Energiebedarfs vermehrt exprimiert, in experimentellen Stu-
dien wird nach einer Moglichkeit geforscht, diese Information therapeutisch nutzbar zu

machen (Kapoor et al., 2016).

1.3.3.2 SLC16A3

SLC16A3 steht fur Solute Carrier Family 16 Member 3 und kodiert fur den Monocar-
boxylic Acid Transporter 4 (MCT4). Dabei handelt es sich um einen protonabhangigen
Transporter, der kurzkettige Monocarboxylate wie Laktat, Ketonkorper und Pyruvat in
beide Richtungen durch die Zellmembran schleust. Hinzu kommt noch der Transport
von Glukose, Gallensalzen und organischen Sduren, Metallionen und Aminosaurebe-
standteilen. Damit hat auch dieses Gen Funktionen der Energieversorgung und der
Substratbereitstellung flr die Proteinbiosynthese. Assoziiert mit dem Gen sind bei-
spielsweise verschiedene Formen des Mammakarzinoms (GeneCards, 2019d). Wich-
tig ist dieser Transporter fir Tumorzellen vor allem bei hypoxischem Stoffwechsel, um
den zellinternen sauren pH-Wert ausgleichen zu konnen. Durch das Ausscheiden der
sauren Stoffe in Verbindung mit den Protonen wird ebenfalls die Umgebung der Tu-
morzellen saurer und damit lebensunfreundlicher fir die Nachbarzellen gestaltet
(Hiremath et al., 2018). Ebenfalls gibt es neue Hinweise, dass eine verstarkte Auspra-
gung von SLC16A3 der Bildung einer pro-Tumor Immun-Mikroumgebung forderlich
sein kénnte (Xie et al., 2021).

1.3.3.3 LDHA

Das Gen LDHA kodiert fur die Lactate Dehydrogenase A. Diese katalysiert die Reak-
tion von Laktat und NAD zu Pyruvat und NADH, welches den letzten Schritt der anae-
roben Glykolyse und einen Teil des Citratzyklus darstellt. Die alternative Glykolyse ist
eine wichtige Funktion von Tumorzellen, die auf diese Weise ihren hohen Energiebe-

darf decken und gleichzeitig Biomasse aufbauen kdnnen (GeneCards, 2019b).
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1.4 Relevante Energiestoffwechselprozesse bei Karzinomzellen

1.4.1 Warburg — Effekt

Im erstmals von Warburg verdéffentlichen Paper wird beschrieben, dass Karzinomzel-
len primar einen anaeroben Stoffwechsel haben. Das in der Glykolyse entstehende
Pyruvat wird demnach nicht in den Citratzyklus Uberfuhrt, sondern zu Laktat verstoff-
wechselt. Hieraus ergeben sich fur die Karzinomzellen mehrere Vorteile, da das ent-
stehende Laktat als Radikalfanger diene und sich dadurch eine gewisse Resistenz
gegenuber ionisierenden Strahlungen und Chemotherapeutika ergibt, welche Uber die
Bildung von Radikalen ihre Wirkung zeigen. Die weiteren Metabolite konnen als Bau-
substanz fur eine schnelle Zellteilung verwendet werden. Nachteilig sei der bis zu 10-

fach erhohte Glukosebedarf der Karzinomzellen (Warburg et al., 1958).

Eidelman et al. schreiben, dass der Warburg-Effekt mit hohem Glukoseverbrauch erst
bei spaten und stark mutierten Prostatakarzinomzellen relevant werde und zuvor vor
allem der Citratzyklus der Energiegewinnung diene, der in gesundem Prostatagewebe

zur Citratproduktion blockiert sei (Eidelman et al., 2017).

1.4.2 Reverser Warburg — Effekt und Laktat — Shuttle

Cardoso et al. beschreiben ein Zusammenspiel von MCT4 und MCT1. MCT4 kommt
in Prostatakarzinomzellen vor, wo es Apoptose inhibiere und Zellproliferation und -
invasion beschleunige. Zusatzlich sei MCT4 ebenfalls in den Fibroblasten des Stromas
vorhanden, von denen so Laktat in die Umgebung der Tumorzellen exportiert werden
konne. Dieses Laktat sorge zum einen flr einen sauren pH-Wert in der Tumorumge-
bung und kénne zum anderen durch die MCT1 wieder in Tumorzellen importiert wer-
den, wo es zu Pyruvat umgewandelt und schlieBlich dem Citratzyklus innerhalb der
Mitochondrien als Substrat dienen kénne. Hierdurch kann die Tumorzelle Energie in
Form von NADH generieren (Cardoso et al., 2021, Bok et al., 2019).

Dieses Phanomen der Umprogrammierung der umgebenden Zellen ist bereits bei vie-

len Karzinomen bekannt und wird als Reverser Warburg-Effekt bezeichnet. Epitheli-

ale Tumorzellen induzieren im normalen Stromagewebe die Produktion von energie-

reichen Metaboliten, indem diese eine Art Wundheilungsgewebe bilden, was wiede-

rum der Angioneogenese und dem Tumorwachstum forderlich sei. Dies gilt insgesamt
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bei vielen Karzinomen bereits als schlechter Pradiktor (Pavlides et al., 2009, Pinheiro
et al., 2012, Martinez-Outschoorn et al., 2014).
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1.5 Fragestellung dieser Arbeit

Ziel der Arbeit ist es, aufgrund eines ausgewahlten Kollektivs von Patienten mit Pros-
tatakarzinom zu untersuchen, inwiefern bei Prostatakarzinomzellen in Abhangigkeit
der Androgenrezeptor-Aktivitat Veranderungen des Glukosestoffwechsels vorhanden
sind und ob diese mit Downstream-Genen und klinischen Daten korrelieren. Um diese
funktionellen Veranderungen des Glukosestoffwechsels in Prostatakarzinomen auf
Genebene zu untersuchen, sollen die unten genannten Metabolismus-assoziierten
Gene mittels gPCR auf ihre Expression hin gepruft werden und mit der Expression des
AR und AR-Zielgenen verglichen werden. Es sollen sowohl die Expressionen der Pa-
rameter in Prostatakarzinom-Geweben als auch deren Interaktionen untereinander un-

tersucht und mit den klinischen Daten der Patienten korreliert werden.

Die Androgenrezeptor-Aktivitat soll Uber die Messung der Gene AR, KLK2 und
TMPRSS2 dargestellt werden. AR ist das Gen fiur den Androgenrezeptor, der nach
Aktivierung durch Androgene als Transkriptionsfaktor Wirkung zeigt. Hierdurch nimmt
er beim Prostatakarzinom direkt oder Uber nachgeschaltete Gene Einfluss auf den
Energiestoffwechsel und das Tumorwachstum. Nachgeschaltete Gene sind u.a. KLK2
und TMPRSS2. KLK2 ist neben der Bildung von PSA mitverantwortlich fir die Regu-
lation von IGF-Transport und -Aufnahme, es ist mit dem Prostatakarzinom assoziiert.
Eine vermehrte Auspragung von TMPRSS2 geht mit aggressiveren und friher metas-

tasierenden Tumoren einher.

FUr einen Rulckschluss auf den Glukosestoffwechsel sollen die Gene SLC2A1,
SLC16A3 und LDHA bestimmt werden. SLC2A1 kodiert mit GLUT1 fur ein wichtiges
Glukosetransportprotein. LDHA katalysiert die Bildung von Pyruvat zu Laktat unter an-
aeroben Bedingungen. SLC16A3 kodiert flr den Laktattransporter MCT4.

Eine potenzielle Korrelation des AR mit Metabolismus-assoziierten Genen kénnte

wichtige Implikationen flr die Behandlung von fortgeschrittenen Tumoren haben.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In die Studie eingeschlossen wurden diejenigen Patienten, die sich aufgrund eines
diagnostizierten Prostatakarzinoms an der Universitatsklinik flr Urologie in Tubingen
vorstellten und dort einer Prostatektomie unterzogen worden sind. Ebenfalls musste
zwingend durch den Patienten eine Einverstandniserklarung zur Verwendung des Ge-

webes zu Forschungszwecken unterschrieben worden sein.

Um flr eine zuklnftige Follow-Up-Studie nicht zu lange warten zu mussen, wurde will-
kirlich der 01.03.2012 als Stichtag bestimmt, vor dem die Operation stattgefunden
haben musste. Von diesem Datum aus wurden in Richtung Vergangenheit alle an der
Universitatsklinik fur Urologie in Tubingen operierten Patienten hinsichtlich des Zutref-

fens der Einschlusskriterien evaluiert.

Fir die vorliegende Arbeit wurde zunachst ein Ausgangskollektiv erstellt. Dieses bein-
haltete nur prostatektomierte Patienten mit OP-Datum zwischen dem 01.01.2003 und
dem 01.03.2012.

Von diesen Patienten wurde das Vorliegen einer in Paraffin gegossenen Frischgewe-
beprobe uberpruft und von diesen ein Schnittbild erstellt. Diese H.E.-gefarbten
Schnitte wurden durch Dr. Marcus Scharpf (Institut fir Pathologie, Uniklinik Tlbingen)
hinsichtlich des Tumoranteils in der analysierten Ebene befundet. Die pathologische
Untersuchung zur Histologie am Ort musste einen Tumoranteil von > 40% Tumorge-
webe in dem asservierten Frischgewebe nachweisen, da hauptsachlich Tumorgewebe
analysiert werden sollte. Von den ubrig gebliebenen 132 Patienten wurden diejenigen
nicht einbezogen, die entweder eine seltene Tumorkonstellation oder einen Sekundar-
tumor vorzuweisen hatten oder zu wenig klinische Daten in der Akte zu finden waren.
Die vorgefundenen klinischen Daten wurden auf einem nicht mit dem Internet verbun-
denen Computer der Klinik in einer passwortgeschutzten Datenbank gespeichert. Zu
den gespeicherten Daten zahlen zum Beispiel der vor OP gemessene PSA-Wert und

die pathologisch ermittelten Gleason-Werte.
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Nach Inventur des -80°C-Kuhlschranks wurden wiederum alle Patienten aus der Stu-
diendatenbank entfernt, bei denen trotz Eintrag in der Kihlschrank-Datenbank kein

Frischgewebe vorlag.

Ubrig blieben 102 Patienten, von denen folgende Daten vorliegen: der vor OP gemes-
sene fPSA-Wert, das im TRUS gemessene Prostatavolumen, das Gewicht und die
GrolRe des Patienten, das OP-Datum, die entsprechende Probennummer aus dem La-
bor der Klinik fir Urologie, der Tumoranteil der Histologie am Ort, das in der Pathologie
bestimmte Volumen und das Gewicht der entnommenen Prostata, die TNM-Klassifi-
kation und der Gleason-Score. Bei drei Patienten ist teils der Pathologiebericht unvoll-
standig und teils die sonstige Dokumentation der Patientendaten lickenhaft. Diese
Patienten werden bei der Analyse der entsprechenden klinischen Daten gesondert als
fehlend aufgeflihrt. Ein Ausschluss erfolgte nicht, da das Probenmaterial von sehr gu-
ter Qualitat war und die vorhandenen Daten zur statistischen Auswertung ausreichend

waren.

2.1.1 Einschlusskriterien

- Primartumor der Prostata

- Vorstellung des Patienten in der Universitatsklinik fir Urologie in Tubingen

- Prostatektomie vor dem 01.03.2012

- Unterschriebene Einverstandniserklarung zur Gewebeasservierung fur For-
schungszwecke

- Vorliegen von asserviertem Kryo-Frischgewebe

- Histopathologischer Nachweis von > 40 % Tumoranteil im Frischgewebe

- Vorliegen eines Paraffin-Blocks mit asserviertem Frischgewebe aus dem Tu-
morgebiet in ausreichender Menge fur alle Untersuchungen, auch fiir Folgear-
beiten mit Micro Arrays zur Beurteilung der Proteinebene.

- Madglichst vollstandiger histologischer Pathologiebefund mit TNM-Klassifikation,

Gleason-Score, Resektionsstatus, Prostatagewicht und —volumen
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2.1.2 Ausschlusskriterien

- Sekundarer Tumor der Prostata laut Pathologiebefund.
- Histologie am Ort mit < 40 % Tumorgewebe.

- Zu wenig asserviertes Gewebe flr alle Untersuchungen.

- Seltenere Patienten- bzw. Tumorkonstellationen, die flr andere Studien ge-
blockt sind.
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2.2 Gewinnung, Aufbereitung und Analyse der Gewebeproben

2.2.1 Verwendete Arbeitsmaterialien

2.2.1.1 Verwendete Gerate
Cooling Plate COP 30
Eppendorf Multipette M4
Eppendorf Reference 2 100-1000ul blau
Eppendorf Reference 2 20-200ul gelb
Eppendorf Reference 2 2-20ul gelb
Eppendorf Reference 2 0,1-2,5 pl grau
Mikroskop Zeiss Olympus
Mikrotom, Leica RM2125RT
Mikro 200, Mikroliterzentrifuge

Prazisionswaage Kern EG620-3NM
Spectrophotometer ND 1000
Step One Plus, Real-Time PCR System

Thermomixer comfort

Tissue Flotation Bath TFB 45
TissueRuptor

Vortex-Genie 2

Medite GmbH (Burgdorf, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Carl Zeiss AG (Jena, D)

Leica Microsystems GmbH (Wetzlar, D)
Andreas Hettich GmbH & Co.KG (Tuttlin-
gen, D)

Kern & Sohn GmbH (Balingen, D)
Nanodrop (Wilmington, USA)

Applied Biosystems, Thermo Fisher Sci-
entific (Waltham, USA)

Eppendorf AG (Hamburg, D)

Medite GmbH (Burgdorf, D)

Qiagen (Hilden, D)
Industries,

Scientific Inc.

USA)

(Bohemia,

2.2.1.2 Verwendete Chemikalien und Substanzen

Eosin
Ethanol 99%, vergallt
Formaldehyd 37%

Hamatoxylin

Leitungswasser
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Merck KGaA (Darmstadt, D)
SAV LP GmbH (Flintsbach, D)
Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Merck KGaA (Darmstadt, D)

Stadtwerke TUbingen (TUbingen, D)
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B-Mercaptoethanol

Paraffin

RNAse away

RNase free Water
VectaMount H5000 permanent mounting
medium

Xylol (Normapur)

2.2.1.3 Verwendete Kits
QIAquick Purification Kit
QlAshredder
Omniscript ® Reverse Transcription Kit
Reverse Transcription System A3500
RNase free DNase Set
RNeasy Mini Kit
TagMan® Gene Expression Assay SM

TagMan® Gene Expression Assays
MTO Hs00171172_m1 (AR)

TagMan® Gene Expression Assays
MTO Hs02800695 m1 (HPRT1)
TagMan® Gene Expression Assays
MTO Hs00428384 g1 (KLK2)
TagMan® Gene Expression Assays
MTO Hs01378790_g1 (LDHA)
TagMan® Gene Expression Assays
MTO Hs00892681_m1 (SLC2A1)
TagMan® Gene Expression Assays
MTO Hs00358829_m1 (SLC16A3)

Thermo Fisher
USA)
McCormick Scientific (St. Louis, USA)
Scientific (Waltham,

Scientific (Waltham,

Thermo Fisher
USA)
Qiagen (Hilden, D)

Vector Laboratories (Burlingame, USA)

VWR International GmbH (Fontenay-

Sous-Bois, Fr)

Qiagen (Hilden, D)

Qiagen (Hilden, D)

Qiagen (Hilden, D)

Promega Corporation (Madison, USA)
Qiagen (Hilden, D)

Qiagen (Hilden, D)

Applied Biosystems, Thermo Fisher Sci-
entific (Waltham, USA)

Thermo Fisher
USA)
Thermo
USA)
Thermo
USA)
Thermo
USA)
Thermo
USA)
Thermo
USA)

Scientific (Waltham,

Fisher Scientific (Waltham,

Fisher Scientific (Waltham,

Fisher Scientific (Waltham,

Fisher Scientific (Waltham,

Fisher Scientific (Waltham,
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TagMan® Gene Expression Assays
MTO Hs01122322_m1 (TMPRSS2)
TagMan® Gene Expression Assays
MTO Hs01044475 _m1 (UCHL5)
TagMan® PreAmp Master Mix

Thermo Fisher
USA)

Thermo Fisher
USA)

Applied Biosystems, Thermo Fisher Sci-
entific (Waltham, USA)

Scientific (Waltham,

Scientific (Waltham,

2.2.1.4 Sonstige verwendete Materialien

Biosphere Filter Tips 0,1-2,5 ul
Deckglaser 24x60 mm

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reac-
tion Plate, 0.1 mL

MicroAmp™ Fast 8-Tube Strip, 0.1 mL

MicroAmp™ Optical Adhesive Film

MicroAmp™ Optical 8-Cap Strips

MicroAmp™ 96-Well Support Base

Objekttrager 25x75x1,0 mm
Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 0,1-
10ul (grau)

Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 2-
20ul (gelb)

Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 20-
200ul (gelb)

Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 50-
1000ul (blau)

TissueRuptor Disposable Probes

Sarstedt (NUmbrecht, D)

R. Langenbrinck (Emmendingen, D)
Applied Biosystems, Thermo Fisher Sci-
entific (Waltham, USA)

Applied Biosystems, Thermo Fisher Sci-
entific (Waltham, USA)

Applied Biosystems, Thermo Fisher Sci-
entific (Waltham, USA)

Applied Biosystems, Thermo Fisher Sci-
entific (Waltham, USA)

Applied Biosystems, Thermo Fisher Sci-
entific (Waltham, USA)

R. Langenbrinck (Emmendingen, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Qiagen (Hilden, D)
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2.2.1.5 Verwendete Software

cBioPortal for Cancer Genomics Memorial Sloan Kettering Cancer Center
(New York, USA)

Endnote X8 Clarivate Analytics (Philadelphia, USA)

IBM SPSS Statistics 25 fur PC IBM Deutschland GmbH (Ehningen,
Deutschland)

Microsoft Excel 365 Microsoft Corporation (Redmont, USA)

Microsoft Word 365 Microsoft Corporation (Redmont, USA)

Mozilla Firefox Mozilla Corporation (Mountain View,
USA)

StepOnePlus Software v2.3 Applied Biosystems, Thermo Fisher Sci-

entific (Waltham, USA)

2.2.2 Gewebegewinnung

Analog zum Vorgehen von Lutz et al. 2018 wurde unmittelbar nach der OP eine Ge-
webeprobe direkt aus dem vermuteten Tumorareal enthommen. Hierzu wurden Infor-
mationen wie die praoperative Bildgebung, die Lage der positiven Stanzbiopsien, so-
wie die taktile und visuelle (Schnittflache) Untersuchung des Prostatektomieprapara-
tes zusammengeflhrt und aus dem tumorverdachtigsten Areal eine kleine langliche
Gewebeprobe von ungefahr 5 x 5 x 3 mm entnommen und gesondert von dem Rest-
praparat aufgearbeitet. Die enthommene Probe wurde in drei gleichgroRe Teile zer-
schnitten. Die beiden auf3eren Drittel wurden zur bestmdglichen Erhaltung der mRNA
sofort mittels Flussigstickstoff gekuhlt, in bereits vorher beschriftete Gewebeproben-
rohrchen Uberfuhrt und bis zur Analyse bei -80°C gelagert. Das mittlere Drittel wurde
in Formalin eingelegt, anschlieend entwassert und durch die Pathologie in einen Pa-
raffinblock verarbeitet, der die histologische Beurteilung der enthommenen Probe er-
laubte (Lutz et al., 2018a).
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2.2.3 Herstellung der Schnittpraparate

Aus jedem Paraffin-Block musste nun ein Schnittbild gefertigt werden, um die Histolo-
gie am Ort bestimmen zu konnen. Der durch die Abteilung fur Pathologie hergestellte
Paraffin-Block wurde mit Hilfe der Kuhlplatte auf -5°C gekulhlt, um den Block besser
schneiden zu kénnen und das Schnittergebnis zu verbessern. Im Anschluss daran
wurde der Block in das Mikrotom gespannt und darauf geachtet, dass die Blocke im-
mer in der gleichen Ausrichtung fixiert wurde. Dadurch war das Risiko Ubermafigen
Gewebeverlusts im Falle eines erneuten Schneidens vermindert. Das Anschneiden
eines Paraffin-Blocks wurde mit Schnitten mit 20 ym Dicke durchgefihrt, bis das fi-
xierte Gewebe vollstandig in einem reprasentativen Abschnitt zur Darstellung kam.
Aus diesem Gebiet wurden nun zwei bis vier Schnitte mit 5 ym Dicke erstellt, die unter
Zuhilfenahme eines Pinsels und eines Skalpells in ein Wasser-Ethanol-Bad mit Raum-
temperatur Uberflhrt wurden. Dieses enthielt ca. 5 ml Ethanol auf 500 ml deminerali-
siertes Wasser, was das Aufspreiten der Schnitte begtinstigte. Hier wurden auch mit
dem Skalpell Uberflissige Paraffinrander entfernt, die den kommenden Arbeitsschritt
behindern kdnnten. Die so bearbeiteten Schnitte wurden mit einem Objekttrager in das
warme Wasserbad gebracht. Dieses enthielt reines demineralisiertes Wasser und war
ca. 55°C warm. Bei dieser Temperatur wurde die Glattung des Paraffins noch weiter
verbessert. Die so ganz glatten Schnitte wurden auf den bereits mit der zugehdrigen
Nummer beschrifteten Objekttrager Ubernommen, sodass moglichst wenig Wasser un-
ter der Paraffinschicht blieb. Der Objekttrager wurde kurz so getrocknet, dass uber-
schissiges Wasser von unterliegendem Zellstoff aufgenommen werden konnte. Die
bis hier intakte Paraffinschicht wurde nun mit dem Skalpell zerstort, ohne das Gewebe
zu verletzen oder zu verschieben. Dieser Vorgang forderte den Trocknungsprozess
und erleichterte den Schmelzvorgang vor der HE-Farbung. Der Objekttrager wurde flr
ca. 15 Minuten auf den Rand des Gewebewasserbads gelegt und anschlief3end in eine
offene Minchner-Mappe einsortiert. In dieser trockneten die Schnitte fur mindestens
24 Stunden, bevor die HE-Farbung durchgeflhrt werden konnte, ohne dass sich die

Gewebeschnitte vom Objekttrager I6sen.
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2.2.4 Hamatoxilin-Eosin (H.E.) Farbung

Nach der beschriebenen Trocknung wurden die Objekttrager im Trockenschrank bei
60°C fur 30 Minuten aufgewarmt. Dadurch verflussigte sich das Paraffin und konnte
auf untergelegte Zellstoffticher abtropfen. AnschlieRend wurden die noch warmen
Schnitte nach dem in der Tabelle 6 genannten Schema und den angegebenen Zeiten
in der richtigen Reihenfolge in Bader der genannten Medien gestellt, sodass die Ob-

jekttrager vollstandig von der jeweiligen Flussigkeit bedeckt waren:

Station Zeit Medium Besonderheit
1 10 Min. Xylol
2 10 Min. Xylol
3 10 Min. Xylol
4 5 Min. Ethanol 100%
5 5 Min. Ethanol 100%
6 5 Min. Ethanol 96%
7 5 Min. Ethanol 96%
8 5 Min. Ethanol 70% Lagerung = 5 Minuten mdglich
9 5 Min. Hamatoxylin-Lésung
10 15 Min. FlieRendes Leitungswasser Alkalischer pH zum Farben des Hamatoxylins
11 2 Min. Eosinlésung
12 20 Sek. Ethanol 96%
13 20 Sek. Ethanol 96%
14 3 Min. Ethanol 100%
15 5 Min. Ethanol 100%
16 5 Min. Xylol
17 5 Min. Xylol Langere Aufbewahrung mdglich
18 5 Min. Xylol Langere Aufbewahrung moglich

Tabelle 6: Ablaufplan der HE-Farbung

Es musste unter dem Abzug gearbeitet werden, da Xylol und Ethanol leicht flichtige

und gesundheitsschadliche Substanzen sind.

Nach Station 18 wurden die Schnitte jeweils zuerst mit Hilfe von Zellstofftichern auf-
legend getrocknet und danach mit einem Plastikstab mit VectaMount (Vecta Labora-

tories, Burlingame, California, USA) betropft und mit einem Deckglaschen 24 x 60 mm
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abgedeckt. Die Schnitte mussten nun erneut fur 24 Stunden trocknen, damit die Fixier-

I6sung erharten konnte.

Als Ergebnis der Farbung waren die Zellkerne hell- bis kraftig blau gefarbt und lielken
sich gut von dem nun rot bis rosa gefarbten Zytoplasma, Bindegewebe und der Mus-

kulatur differenzieren.

Im Anschluss an diese Trocknung wurden die Schnitte dem Pathologen mit einer Uber-

sichtstabelle zur Befundung und Bestimmung des Tumorgehalts am Ort Ubergeben.

2.2.5 Histologische Begutachtung

Die histopathologische Untersuchung der asservierten Gewebeproben erfolgte unab-
hangig von der Untersuchung der gesamten Prostata im Rahmen der Behandlung des
Patienten, da letztere therapierelevant war und zum Zeitpunkt der Studie bereits durch-
gefuhrt worden war. Die Untersuchung der Asservate ist entweder bereits im Rahmen
vorhergehender Studien erfolgt oder bei der Zusammenstellung des Kollektivs dieser
Arbeit durchgeflhrt worden. Hierzu wurde, wie beschrieben, von jedem ausgewahlten

Asservat ein Schnitt in H.E.-Farbung erstellt.

Die Begutachtung zur Ermittlung der Histologie am Ort wurde durch Dr. Marcus
Scharpf (Universitatsklinik Tubingen, Institut fir Pathologie) durchgefuhrt, da er in TU-
bingen einer der auf Prostatakarzinome spezialisierten Pathologen ist. Er ermittelte,
wie viel Prozent des jeweiligen Praparates der Tumor ausmachte. Hierzu wurde vom
histologischen Schnitt das Stroma herausgerechnet und der Rest als 100% definiert.
Dieser Rest enthalt nun normale Drusenstrukturen neben Tumorarealen. Das mir mit-
geteilte Ergebnis der ,Histologie am Ort“ entspricht dem durch den Pathologen abge-
schatzten Tumoranteil in Prozent von den vorher definierten 100%. Dieser Anteil
wurde auf die direkt daneben liegenden, initial in Flussigstickstoff asservierten Lamel-
len extrapoliert, sodass dort auch von einem ahnlichen Tumoranteil ausgegangen wer-
den konnte, wie es ebenfalls bei der Arbeit von Lutz et al. 2018 geschehen ist (Lutz et
al., 2018a). Fir die Verwendung einer Probe in dieser Arbeit wurde gefordert, dass der
Tumoranteil mindestens 40% des reprasentativen Schnittes entspricht und dass tat-
sachlich ein Prostatakarzinom vorlag. In diesem Schritt erfasste Blasenkarzinome oder

Sarkome wurden aussortiert und der gesamte Patient aus der Studie eliminiert.
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Eine erneute Auswertung hinsichtlich T-Stadium, N-Stadium und Gleason-Score er-
folgte nicht, da hierzu die Gesamtheit der Prostata gemeinsam mit weiteren Daten
betrachtet werden muss und diese Begutachtung bereits direkt nach der Operation
erfolgt war. Diese Daten wurden aus dem histopathologischen Bericht des gesamten
Prostatektomiepraparates entnommen. Eine Erlauterung zu T- und N-Stadium, sowie

dem Gleason-Score findet sich in den Kapiteln 1.2.4, 1.2.4.2 und 0.

2.2.6 Ermittlung der klinischen Daten

Zur Feststellung, inwiefern die rekrutierten Patienten der Grundgesamtheit ahnlich
sind, und zur weiterfuhrenden Auswertung und Korrelation der analysierten Gene mit
klinischen Daten mussten neben den experimentell bestimmten Daten eben diese kli-
nischen Daten ermittelt werden. Hierzu wurde auf die elektronische klinische Akte des
Falls zugegriffen und die entsprechenden Daten in anonymisierter Form in eine Da-

tenbank Ubertragen.

Aus dem Protokoll der Anasthesieaufklarung konnten Korpergrof3e und -gewicht er-

mittelt werden.

Im histopathologischen Bericht fanden sich Daten zu T-Stadium, N-Stadium, Gleason-
Score, Resektionsstatus und Prostatagewicht. Die Stadien und Scores konnten jeweils

mit den Daten aus dem Entlassbrief abgeglichen werden.

Im Entlassbrief war meist der praoperativ ermittelte PSA-Wert im Blut und das im
TRUS ermittelte Prostatavolumen aufgefuhrt. Aus Geburtsdatum und OP-Datum lasst
sich das Alter bei der OP berechnen. Hierzu wurden beide Daten in eine dafur ange-
legte Exceltabelle eingetragen, welche automatisch das Alter bei der OP berechnete.
Anschlieliend wurde in der Arbeitsdatenbank eine laufende Nummer vergeben und
dort nur das Alter bei OP eingetragen, sodass von dort aus kein Riickschluss mehr auf

einzelne Patienten madglich ist.

Dieser Schritt erfolgte vor der weiteren Arbeit mit den Gewebeproben, um die Patien-
ten zusatzlich dahingehend durchleuchten zu kdnnen, ob beispielsweise ein sekunda-
res Karzinom vorlag. Diese Patienten mit Sekundarkarzinom, bspw. Sarkom oder Bla-

senkarzinom, wurden eliminiert, selbst wenn in der Histologie am Ort davon nichts zu
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erkennen war. Sofern in der Krankengeschichte nichts Auffalliges zu finden war, er-

folgte das Heraussuchen der Kryogewebeprobe und die weitere Arbeit im Labor.

2.2.7 RNA-Isolierung aus tiefgefrorenem Frischgewebe

2.2.7.1 Prinzip

Im verwendeten Kryogewebe ist die mRNA nicht frei, sondern in den Gewebe- bzw.
Zellverbanden fixiert. Zur Darstellung der mRNA-Expression musste die mRNA also
zuerst aus dem Gewebe freigesetzt und isoliert werden. Hierbei galt zu beachten, dass
ubiquitar RNasen vorkommen, die freie RNA abbauen. Ebenfalls waren in den Proben
DNasen vorhanden, die das spatere Umschreiben und Lagern der RNA in DNA ver-

hindern wurden.

Da im Labor der Universitatsklinik fur Urologie Tubingen bisher kein Protokoll fur die
RNA-Isolierung vorhanden war, musste eines erstellt werden. Hierzu wurde auf beste-
hende Protokolle und Erfahrungen aus dem Zentrallabor der Universitatsklinik Ttbin-
gen zuruckgegriffen und ebenfalls eigene Testreihen mit Uberschissigem Gewebe
durchgefuhrt.

Der Ausdruck der selbst erarbeiteten Anleitung zur RNA-Isolierung mittels RNeasy
mini kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) und zum DNase-Verdau mittels RNase free
DNase Set (Qiagen, Hilden, Deutschland) flr den Laborarbeitsplatz befindet sich als
Abbildung 2 und Abbildung 3 auf den nachsten Seiten.
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RNA-Extraktion mittels RNeasy mini kit

Vorbereitung:
1. 10l B-Mercaptoethanol (B-ME) pro 1 ml Puffer-RLT zufligen.
Lagerung bis 1 Monat bei 15-25°C.

2. Puffer-RPE-Konzentrat mit 96-100% Ethanol verdiinnen. Menge siehe Etikett (260 ml)

Durchfiihrung:

1. 20-30 mg Gewebe auf Trockeneis abwiegen. (Richtlinie: Wirfel mit 3mm Kantenldnge
entspricht 30-35 mg)

2. Gewebezerkleinerung und Homogenisierung in 200 pl RLT (unter Abzug pipettieren wegen B-
ME. siehe Vorbereitung!). Die Homogenisierung muss maglichst gut gemacht werden, sonst
klumpt es spater und die Membran der Saule bzw. die Pipette verstopft. TissueRuptor fir 20
Sekunden bei voll-speed, dabei auf und ab bewegen. Wenn noch Gewebereste zu erkennen
sind, den Vorgang wiederholen. Dabei auf (Zwischen-) Kihlung achten.

3. 400 pl RLT zugeben und mit der Pipette mischen. Die Mischung auf die QiaShredder column
geben und bei voll-speed zentrifugieren.

4. Lysat abpipettieren, ohne das Pellet (gallertartige Masse) zu beriihren, und in ein neues
MikrozentrifugengefaR fiillen.

5. (entsprechend der vorherigen Menge an RLT) 600 pl Ethanol 70% einflllen und mit der
Pipette mischen, bis keine Schlieren mehr sichtbar sind.

6. 600 pl der Probe auf die RNeasy spin column in einem collection tube (2ml) geben und fur 1
Minute bei 10.000 rpm zentrifugieren. Durchfluss verwerfen (enthilt RLT-Puffer 2 Giftmiill).
Vorgang mit den verbleibenden 600 pl der Probe wiederholen, Durchfluss verwerfen.

7. 350 ul RW1-Puffer auf RNeasy spin column geben und fiir 1 Minute bei 10.000 rpm
zentrifugieren. Durchfluss verwerfen.

8. DNase-Verdau mittels RNase-free DNase Set.

Vorbereitung:

DNase | Stammldsung: 1.500 Kunitz units in 550 pl RNas-freiem Wasser mit
RNase-freier Nadel und RNAse-freier Spritze |6sen. Nicht vortexen, da die DNase |
sehr schnell physikalisch denaturiert.

Lagerung in Einzeldosen (single-use) bei -20°C flr 9 Monate oder bei 2-8°C flir 6
Wochen. Kein Wiedereinfrieren.

Durchfiihrung:

Es werden vermischt 7 Teile RDD und 1 Teil DNase-I-Stammldsung (angewarmt auf
Raumtemperatur) zu 80 pl pro Probe. Diese 80 ul werden direkt auf die Membran der
RNeasy spin column pipettiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Abbildung 2: Selbsterarbeitete Anleitung zur RNA-Extraktion mittels RNeasy mini
kit inklusive DNase-Verdau bis zum Einfrieren der RNA-L&sung, Seite 1
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9. Anschliefend werden 350 pl RW1-Puffer zugefiigt und alles fiir 1 Minute bei 10.000 rpm
zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen.

10. Wechsel des collection tube (2ml).
500 pl RPE-Puffer werden auf die RNeasy spin column pipettiert, fir 1 Minute auf der Saule
belassen und ohne collection tube 1-2 x geschwenkt, um auch die Salze im Deckel zu
erreichen.

Zentrifugieren fir 1 Minute bei 10.000 rpm. Durchfluss verwerfen.

11. 500 pl RPE-Puffer werden auf die RNeasy spin column pipettiert, fir 1 Minute auf der Saule
belassen und ohne collection tube 1-2 x geschwenkt.
Zentrifugieren fiir 1 Minute bei 10.000 rpm. Durchfluss verwerfen.

12. 500 pl Ethanol 80% werden auf die RNeasy spin column pipettiert, fiir 1 Minute auf der Saule
belassen und ohne collection tube 1-2 x geschwenkt.
Zentrifugieren fiir 1 Minute bei 10.000 rpm, der Durchfluss wird verworfen.

13. Wechsel des collection tube (2ml) und erneutes Zentrifugieren fir 1 Minute bei full-speed,
um auch die letzten Reste der Fliissigkeiten zu entfernen.

14. RNeasy spin column in neues 1,5 ml collection tube stecken.
Eluieren mit 32 pul RNase/DNase-freiem Wasser, hierbei pro Probe jeweils eine neue
Pipettenspitze verwenden. 1 Minute stehenlassen.
Zentrifugieren fiir 1 Minute bei 10.000 rpm.

15. Reeluieren desselben RNase/DNase-freien Wassers (¥30ul Durchfluss), 1 Min stehenlassen.

Zentrifugieren fir 1 Minute bei 10.000 rpm.
16. Sofortige Kiihlung mit Trockeneis.

17. Qualitatskontrolle mittels Nanodrop: 1,3 pl RNA-freies H,0 als Nullwert; RNA-40;

Sollwerte:
Konzentration 2 150 ng/ul Ratio 260/280: 1,8-2,2 Ratio 260/230: 1,7-2,2

18. Einfrieren

Abbildung 3: Selbsterarbeitete Anleitung zur RNA-Extraktion mittels RNeasy mini
kit inklusive DNase-Verdau bis zum Einfrieren der RNA-L6sung, Seite 2
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2.2.7.2 Vorbereitung des Arbeitsplatzes
Der gesamte Arbeitsplatz wurde gereinigt und mit RNAse away (Thermo Fisher Sci-

entific, Waltham, USA) benetzt, um eine Verschmutzung der Proben zu verhindern.

Zur Vorbereitung der Reagenzien wurden 10ul B-Mercaptoethanol (3-ME, Thermo Fis-
her Scientific, Waltham, USA) pro 1 ml Puffer-RLT zugeflgt. Dabei wurde wegen des
B-ME unter dem Abzug gearbeitet. Dieses Gemisch war bei Raumtemperatur bis 1
Monat lagerbar. Ebenfalls wurde das Puffer-RPE-Konzentrat mit 260ml 96-100% Etha-

nol verdunnt, wie auf dem Etikett beschrieben.

2.2.7.3 Abwiegen und Gewebezerkleinerung

Nach den Verdunnungen wurde 20-30 mg Gewebe auf Trockeneis abgewogen. Zur
groben Zerteilung in kleinere Gewebebrocken hat sich die Verwendung eines Morsers
in Verbindung mit Flussigstickstoff bewahrt. Die Gewebestlicke wurden dann mit einer
gekuhlten Pinzette auf die mittels Trockeneis geklhlte Waagschale Gberfuhrt. Erfah-
rungsgemal wiegt ein Wurfel Prostatagewebe mit der Kantenlange 3 mm in etwa 30-
35 mg. Ist zu viel RNA enthalten, funktioniert der Extraktionsprozess durch Uberladung
der Saulen nicht richtig. Im Zweifel oder bei zu geringer Ausbeute sollte daher lieber
etwas weniger Gewebe verwendet werden, um hdéhere RNA-Konzentrationen in der
Endlésung zu erhalten. Die abgewogene Gewebemasse wurde dokumentiert, um bei
spateren Fragen auf diese Information zurtckgreifen zu kdnnen. Meist wurden ca. 22
mg abgewogen, da bei dieser Masse die besten Ergebnisse erzielt werden konnten,

vgl. dazu auch Kapitel 2.2.7.8.

Zur Gewebezerkleinerung wurden die Gewebestlicke unter dem Abzug mit 200 ul RLT
mit Temperaturen von 2-8°C in ein beschriftetes Mikrozentrifugengefaly berfuhrt. Der
TissueRuptor wurde fur 20 Sekunden bei Full-Speed in die Losung gehalten und dabei
leicht auf und ab bewegt. Sollten noch Gewebereste zu erkennen gewesen sein, so
wurde der Vorgang wiederholt, bis die Losung relativ homogen aussah. Dabei wurde
zwingend auf ausreichende Kuhlung und Zwischenkihlung geachtet, da bei der Zer-
kleinerung geratebedingt Warme entsteht. Bei hdheren Temperaturen denaturiert die
RNA und ist danach flir die kommenden Analyseschritte unbrauchbar. Daher wurde
bis zu diesem Schritt penibel auf eine ununterbrochene Kiihlung geachtet.
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Es wurden 400 ul RLT zugegeben und mittels Pipette vermischt, sodass insgesamt
600 ul RLT und das homogenisierte Gewebe enthalten waren. Diese Mischung wurde
auf die Qia-Shredder column in einem neuen beschrifteten Mikrozentrifugengefal® ge-
geben und kurz bei Full-Speed zentrifugiert. Dabei war es hilfreich, die Position des
Saulendeckelgelenks stets nach innen zu rotieren. So war gewabhrleistet, dass sich alle
Zellreste am gegenuberliegenden Boden sammeln und der nachste Schritt schneller

bearbeitet werden konnte.

Das Lysat wurde abpipettiert und in ein neues beschriftetes Mikrozentrifugengefal® ge-
fullt, ohne das Pellet bzw. die gallertartige Masse zu beruhren. Diese war stets gegen-

uber des Deckelgelenks zu finden.

2.2.7.4 Aufreinigung der RNA-LGsung
Entsprechend der vorherigen Gesamtmenge an RLT wurden nun 600 pl Ethanol 70%
eingefillt und mit der Pipette gemischt, bis keine Schlieren mehr sichtbar sind. Somit

waren nun ca. 1200 ul Losung in dem Zentrifugengefald enthalten.

600 ul der Probe wurden auf eine beschriftete RNeasy spin column pipettiert, die in
einem collection tube (Volumen 2 ml) steckte. Dabei wurde beim Einfullen beachtet,
den Boden der Saule nicht zu berthren, um die dortige Membran nicht zu beschadi-
gen. Anschlieliend wurde fur eine Minute bei 10.000 rpm zentrifugiert. Hierbei war es
essentiell wichtig, erneut auf die Ausrichtung der Deckelgelenke zur Mitte der Zentri-
fuge zu achten. Die RNA haftete am Saulengewebe fest und wurde dort konzentriert,
wo am meisten Durchfluss entstand. Dies war genau an der Stelle der Fall, wo die
Zentrifugalkraft am grof3ten war, also in diesem Fall gegenuber des Deckelgelenks.
Eben an dieser Stelle ist auch in den folgenden Schritten die gré3te Menge an Aufrei-
nigungslésungen durchgeflossen. Der Durchfluss wurde in den Giftmull (3-ME) ver-
worfen. Dieser Vorgang wurde mit den verbleibenden ca. 600 pyl Gemisch wiederholt,

der Durchfluss wurde erneut verworfen.

Auf die RNeasy spin column wurden 350 pyl RW1-Puffer gegeben und diese flr eine

Minute bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen.
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2.2.7.5 DNase-Verdau

Auf der Membran der Saule hafteten nun unter anderem die enthaltenen DNA- und
RNA-Strange. Fur die weitere Analyse sollten die RNA-Fragmente verwendet werden,
sodass zunachst noch die DNA-Strange entfernt werden mussten. Es erfolgte der
DNase-Verdau mittels RNase-free DNase Set (Qiagen, Hilden, Deutschland). Die
DNase | Stammlésung wurde hergestellt, indem dem Pulver 550 ul RNase-freies Was-
ser mittels RNase-freier Nadel und Spritze zugefugt wurde. Zum Auflosen wurde nicht
gevortext, da das enthaltene Enzym physikalisch sehr leicht denaturiert wird. Die La-
gerung der DNase | erfolgte in Einzeldosen, da ein Wiedereinfrieren nicht empfohlen
ist. Die Haltbarkeit betragt bei -20°C neun Monate bzw. bei 2-8°C sechs Wochen.

Fir den DNase-Verdau wurden 7 Teile RDD-Puffer und 1 Teil DNase-I-Stammlésung
auf Raumtemperatur aufgewarmt, zu insgesamt 80 ul pro Probe zusammengefiigt und
direkt auf die Membran der RNeasy spin column pipettiert. Die Inkubationszeit betrug

15 Minuten bei Raumtemperatur.

Direkt im Anschluss wurden 350 ul RW1-Puffer dazugegeben und wieder fir eine Mi-
nute bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde zusammen mit dem collection

tube verworfen und ein neues collection tube wurde ab nun verwendet.

2.2.7.6 Weitere Aufreinigung der RNA-L6sung

Um enthaltene Salze zu entfernen, wurden 500 pl RPE-Puffer auf die Saule pipettiert.
Diese wurde innerhalb einer Minute zweimalig geschwenkt, um auch die im Deckel
haftenden Salze zu erreichen. Beim Schwenken der Saule war zu beachten, dass
diese grundsatzlich ohne collection tube zu erfolgen hatte, da darin eventuell enthal-
tene Flussigkeitsreste zu einer Verunreinigung fuhren konnten. Nach der Einwirkzeit
erfolgte erneut die Zentrifugierung fur 1 Minute bei 10.000 rpm mit anschlieRender
Verwerfung des Durchflusses. Dieser Vorgang wurde mit weiteren 500 ul RPE-Puffer

wiederholt.

Abweichend von der Betriebsanleitung wurde nun einmalig 500 pl Ethanol 80% auf die
RNeasy spin column pipettiert, fir 1 Minute unter zweimaligem Schwenken auf der
Saule belassen und im Anschluss fur 1 Minute bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Durch-

fluss wurde verworfen. Die Losung ist zu etwa 80% mit der verwendeten RPE-Puffer-
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Losung identisch, siehe Vorbereitung zu Beginn in Kapitel 2.2.7.2.. Dieses Vorgehen
erfolgte aufgrund von Empfehlungen aus dem Zentrallabor der Uniklinik Tlbingen, wo
dieser zusatzliche Schritt regelmallig Verwendung findet und dadurch eine deutlich

bessere Reinheit der RNA-L6sungen erhalten wird.

Das collection tube wurde erneut gewechselt und die Saule fur eine Minute bei Full-
Speed trocken zentrifugiert, um auch die letzten Flussigkeitsreste von der Membran

zu entfernen.

2.2.7.7 Asservierung der RNA-Losung und Qualitatskontrolle

Um die RNA-Fragmente von der Sdulenmembran zu I6sen, wurde die Saule auf ein
neues beschriftetes, 1,5 ml fassendes collection tube gesteckt und 32 pl
RNase/DNase-freies Wasser direkt auf die Membran pipettiert. Nach einer Minute
wurde fir 60 Sekunden mit 10.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss umfasste ca. 30
pl. Dieser wurde erneut auf die Membran pipettiert und nach einer Minute Wartezeit

fur eine Minute bei 10.000 rpm zentrifugiert.

Nach dem letzten Zentrifugieren wurden die Saulen verworfen und die collection tubes

verschlossen in den -20°C-Cooler gesteckt.

Es folgte die Qualitatskontrolle mittels Nanodrop. Hierzu wurden 1,3 pl RNA-freies
Wasser als Nullwert verwendet. Im Computer-Bildschirm wahlte ich RNA-40 als Modus

aus.
Die Soll-Werte waren wie folgt festgelegt:

- RNA-Konzentration = 150 ng/pl
- Ratio 260/280: 1,8-2,2
- Ratio 260/230: 1,7-2,2

Als letzter Schritt der RNA-Extraktion erfolgte das zwischenzeitliche Einfrieren bei

-20°C fir wenige Tage bzw. -80°C flr eine Lagerung Uber mehr als flinf Tage.
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2.2.7.8 Vortest zur Bestimmung der optimalen Menge an Frischgewebe fur

die RNA-Isolierung
Dieses Unterkapitel beschaftigt sich mit der optimalen Einwaage des Frischgewebes.
Da es sich hierbei nur um einen Vortest handelt, dessen Konsequenz bereits beschrie-
ben worden ist, soll der Ubersicht wegen ausnahmsweise auf die strenge Trennung

zwischen Material und Methoden, Ergebnissen und Diskussion verzichtet werden.

Es sollte nach der Erarbeitung des korrekten Arbeitsablaufs und der Erstellung einer
vorlaufigen Arbeitsanweisung zuerst die optimale Menge an Frischgewebe ermittelt
werden, mit der die beste Ausbeute an RNA-LOsung erzielt werden kann. Dabei war
das Ziel eine moglichst gute RNA-LOsung, die als Substrat flr die weiteren Schritte
dienen sollte. Die bewerteten Parameter waren in diesem Fall der Gehalt der Losung
an RNA, sowie die 260/280- und die 260/230-Ratio als Angaben zur Reinheit. Hierzu
wurde von derselben Probe Frischgewebe abgewogen, zerkleinert, aufgereinigt und
schliel3lich mittels Nanodrop analysiert. Die Ergebnisse werden in der folgenden Ta-

belle 7 dargestellt.

Einwaage [mg] Menge extrahierter

Frischgewebe RNA [ng/ul] 260/280-Ratio 260/230-Ratio
Leerwert 0,83 0,36 1,58
15 13,89 1,56 0,99
19 406,30 2,01 2,09
20* 147,81 2,04 1,97
24 126,4 2,00 1,44

Tabelle 7: Ergebnis des Vortests zur Ermittlung der optimalen Menge Frischge-
webe zur RNA-Extraktion. Die Probe 20* ist kurzfristig aufgetaut, die Kihlkette ist
also unterbrochen worden. Mit dieser Probe ist nur fur diesen Test
weitergearbeitet worden.

Es wurden alle Proben nach Protokoll und in gleicher Weise bearbeitet, mit Ausnahme
der Kuhlkette bei der Probe 20*. Diese ist beim Zerkleinerungsprozess mittels Tissue-
Ruptor nicht durchgehend gekuhlt worden, sondern hat sich leicht erwarmt. Dies war
daran zu erkennen, dass das Gewebestuck verformbar war und an der Spitze des

TissueRuptors geklebt hat. Nach der Verfahrensanweisung ware diese Probe fir die
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richtige Arbeit sofort verworfen worden, zu Testzwecken der Relevanz durchgehender
Klhlung ist jedoch der Durchlauf einmalig auch mit einer kurzzeitig aufgetauten Probe
vollendet worden. In der Folge hat das zu einem schlechteren Zerkleinerungsergebnis
gefuhrt und auch zu einem geringeren Gehalt an RNA in der Zielldsung. Die RNA-

Ldsung ist selbstverstandlich verworfen worden.

FuUr das schlechte Ergebnis bei Probe 15 mg ist bisher keine sinnvolle Erklarung ge-
funden worden, ggf. kdnnte eine unvorteilhafte Stelle beim Frischgewebe erwischt wor-

den sein, die wenig RNA enthalt — z.B. Blutbestandteile eines Gefalkes.

Es zeigte sich, dass insbesondere eine zu hohe Einwaage schlechte Ergebnisse
bringt, da laut Aussage des Instituts fur klinische Chemie und Pathobiochemie der
Universitatsklinik Tubingen die Saulen dann Uberladen wirden und sie im ersten
Schritt die noch verunreinigte RNA nicht ausreichend an sich binden kdonnten. Diese
unzureichend gebundene RNA werde dann bei den folgenden Waschschritten in gro-
Ren Mengen abgesplilt, sodass in der Ziellésung entsprechend weniger RNA enthal-

ten sei.

Ebenfalls kann man anhand der Proben 19 mg und 20* mg darauf schlie3en, dass das
Einhalten der Kihlkette von starker Bedeutung ist. Eine mogliche Erklarung dafur
ware, dass die RNA bei warmeren Temperaturen und lytischen Zellen eher abgebaut

wird.

Beim Kollektiv wurde fur die Einwaage ein Zielkorridor von 17 — 23 mg Frischgewebe
festgelegt, wie oben bereits beschrieben. Diese wurde fir jede Probe dokumentiert,
sodass bei schlechter RNA-Ausbeute oder mangelnder Reinheit der Losung bei zu-
nachst hoherer Einwaage im Folgeversuch eine entsprechend niedrigere Menge

Frischgewebe verwendet werden konnte.
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2.2.8 Umschreiben in cDNA

2.2.8.1 Prinzip

Die PCR soll mit einer DNA als Ursprungsstrang durchgefuhrt werden. Somit missen
aus den vorliegenden RNA-Strangen komplementare DNA (cDNA) — Strange synthe-
tisiert werden. Diese haben den Vorteil, dass die Haltbarkeit bzw. Stabilitat einer DNA
der einer RNA deutlich Uberlegen ist. Dadurch ist eine langere Lagerung und ggf. Wie-
derholung zum Vergleich meiner Ergebnisse mit anderen Arbeiten moglich. Denkbar
ware auch eine modulare Erweiterbarkeit der Arbeit um einige Gene. Aul3erdem |asst
sich eine DNA deutlich besser vervielfaltigen und ist daher flr die geplante Analyse

besser geeignet.

Zum Umschreiben der RNA in eine cDNA wird das Omniscript Reverse Transcription

Kit von Qiagen verwendet. Dieses wird bei -20°C gelagert.

2.2.8.2 Vorbereitende Anmerkungen zum Kit und zur Primerauswahl

Das Protokoll vom Kit ist auf die Umschreibung von Mengen zwischen 50 ng bis 2.000
ng RNA ausgelegt. Fur diese Arbeit wurden bei allen Proben in etwa 1.000 ng RNA
abgeschatzt, damit die Ergebnisse nicht zu stark durch Berechnungen verzerrt werden

wurden.

Bei der Auswahl der Primer sollte im Falle eines Oligo-dT-Primers eine Mindestnukle-
otidlange von 12 eingehalten werden. Fur diese Arbeit wurde ein Random-Hexamer-
Primer verwendet und es konnten damit sehr gute Ergebnisse erzielt werden. Dieser
Primer besteht aus zufallig zusammengesetzten Nukleotiden und ist sechs Basen
lang. Durch die hohe Diversitat kann diese Art Primer an vielen Stellen an die RNA

binden, wodurch mdglichst viele RNA-Fragmente Ubersetzt werden konnen.

2.2.8.3 Vorbereitung der Reagenzien

Als erster Schritt mussten alle bendtigten Reagenzien aufgetaut werden. Die umzu-
schreibenden RNA-L6sungen wurde auf Eis aufgetaut. Die Primer-Losungen, Buffer-
RT, dNTP-Mix und RNase-freies Wasser wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und

direkt danach auf Eis bis zur Verwendung gelagert. Alle Losungen wurden kurz
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gevortext und anschlieend kurz zentrifugiert, um Losungstropfen aus dem Deckel und

von den Seitenwanden mit erfassen zu konnen.

Der RNase-Inhibitor wurde durch Zugabe von 1:1 RNase-/DNase-freiem Wasser auf
10 units/ul verdinnt. Der 10x Buffer-RT-Aliquot wurde 1:9 mit Wasser verdunnt, so-
dass die Konzentration nur noch 1x betragt. Es wurde nun 1:1 die verdinnte RNase-
Inhibitor-L6sung mit dem 1x Buffer-RT-Aliquot vermischt, maximal 5 Sekunden gevor-
text und anschlieRend kurz abzentrifugiert. Die entstandene Lésung hiel® ab diesem
Zeitpunkt RNase-Inhibitor-Lésung (10 u/ul). Die Verdinnung war notwendig, um in den
spateren Schritten entsprechend kleine Mengen pipettieren zu kdnnen. Eine Lagerung
dieser verdinnten Lésung ist nicht empfohlen, daher wurde sie fur jede Charge frisch

hergestellt und direkt verwendet.

Die Herstellung des Mastermix wurde auf folgende Weise durchgefuhrt: Es wurden auf
Eis pro Probe 2 ul 10x Buffer-RT, 2ul dNTP-Mix, 1ul Omniscript, 2ul Oligo-dT-Primer
(10 u/pl) und 1pl RNase-Inhibitor-Lésung (10 u/ul) mit der Pipette vermischt, maximal
5 Sekunden gevortext und kurz abzentrifugiert. Fur groRere Chargen wurde der Ansatz

mit ca. 10% Uberschuss berechnet.

2.2.8.4 Berechnung der benotigten Menge RNA-LGsung

Die bendtigte Menge an RNA-LAsung richtete sich nach der mittels Nanodrop gemes-
senen RNA-Konzentration. Es wurde festgelegt, dass in etwa 1.000 ng RNA in DNA
umgeschrieben werden sollte. Die Pipettiergenauigkeit wurde auf 0,5 ul festgelegt,
mindestens sollte ein Volumen von 1 pl pipettiert werden. Die mdglichen Volumina
waren also 1 pl, 1,5 pl, 2 pl usw.. Verwendet wurde diejenige Menge Losung, die am
ehesten 1.000 ng RNA entsprach. Ich fuhre nun einige Beispiele der durchgefuhrten

Berechnung auf:
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Errechnete RNA-

Probe RNA [ng/ul] Verwendete pl Menge [ng]
08-119 969,5 1 969,5

12-008 436,9 25 1092,25
10-362 735,7 1,5 1103,55
08-033 1201,5 1 1201,5
08-041 816,6 1 816,6

10-099 295,7 3,5 1034,95

Tabelle 8: Beispielhafte Berechnungen der bendtigten Menge an RNA-Ldsung

2.2.8.5 Durchfiihrung der cDNA-Synthese

Es wurden in ein beschriftetes Eppendorf-Cup 8 pl des Mastermix gegeben. Hinzu kam
die ermittelte Menge an RNA-L6sung. Die Reaktionslosung wurde mit RNase-/DNase-
freiem Wasser auf 20 ul aufgeflllt, mit der Pipette vermischt, kurz gevortext, anzentri-
fugiert und anschlieend fir 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die gleichmaRige und
gleichbleibende Temperatur wurde durch Verwendung des Thermomixer comfort (Ep-
pendorf AG, Hamburg, D) garantiert, der auf den Modus ohne Mischen bei konstanter

Temperatur eingestellt war.

Die erhaltene cDNA-L6sung wurde in 4 Aliquots a 5 ul aufgeteilt und bei -20°C
eingefroren. Fur die langerfristige Lagerung ab vier Tagen wurde eine Temperatur von

-80°C verwendet.

Eine Messung der tatsachlich enthaltenen cDNA erfolgte nicht, da die verwendeten
Qiagen-Kits etabliert sind und ihre Wirksamkeit erwiesen ist. Durch die Verwendung
von mehreren Housekeeping-Genen ist die Vergleichbarkeit der in der PCR gemesse-
nen Daten trotz nicht 100%iger Ubereinstimmung der eingegebenen cDNA-Menge ge-
geben, siehe dazu auch Kapitel 2.2.9.3 auf Seite 63.

Sollte bei der folgenden PCR auffallen, dass das Umschreiben bei einer Probe wider
Erwarten nicht funktioniert hat, so kdnnte man die RNA vor dem Umschreiben zur
cDNA manuell denaturieren. Hierzu musste zuerst erneut die RNA aus Kryogewebe
extrahiert werden, um Fehler und RNA-Abbau beim vorherigen Auftauen zu eliminie-
ren. Nach der Lagerung bei -80°C und dem Auftauen auf Eis wirde die RNA-Lésung
fir 5 Minuten auf 65°C erwarmt und anschlieend direkt auf Trockeneis gekunhlt. An-

schliefend wirde die Reaktionsmischung zugegeben und die Synthese begonnen
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werden, wie oben beschrieben. Dieses Vorgehen war fur die vorliegende Arbeit nicht

notig, ist aber wissenswert fur nachfolgende Arbeiten.

2.2.9 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

2.2.9.1 Der Gen-Strang

Man kann zwischen RNA- und DNA-Strangen unterscheiden. Der Hauptunterschied
besteht im Grundgerust, das bei der RNA aus Phosphat und Ribose und bei der DNA
aus Phosphat-Desoxyribose besteht. Die DNA ist deutlich stabiler als die RNA, kann
aber dadurch nicht so leicht abgelesen werden. Folglich ist die DNA eher eine Lage-
rungsform des Erbguts, wohingegen die RNA sich gut als Arbeitsform eignet. Ein wei-
terer Unterschied besteht in den Basenpaarungen. Bei der DNA bindet Adenin mit
Thymin und Guanin mit Cytosin. Die RNA kennt kein Thymin und hat stattdessen Uracil
als Bindungspartner fir das Adenin. Durch die molekulare Beschaffenheit entstehen
bei der Anlagerung von Guanin und Cytosin (G-C) drei Wasserstoffbrickenbindungen
und bei Adenin und Thymin (A-T) bzw. Adenin und Uracil (A-U) zwei Wasserstoffbru-
cken, die fur eine optimale Haftung von zwei komplementaren Strangen bzw. auch

strangeigenen komplementaren Abschnitten sorgen.

Im Zellkern tierischer Zellen liegt die DNA als komplementarer Doppelstrang vor, es
passen also in der richtigen Reihenfolge immer zwei Basenpaare der Strange zuei-
nander. Die beiden Strange sind umeinander verschlungen und bilden eine Doppelhe-

lix.

Die Strange haben eine gegenlaufige Ausrichtung, wobei durch Zahlung der Kohlen-
stoffatome der 2‘-Desoxyribose das eine Ende des Strangs als 3 und das andere Ende
als 5' deklariert wurde. Die Ablesung erfolgt in 3'-5'-Richtung, wahrend die Synthese
biochemisch bedingt in 5-3‘-Richtung ablaufen muss. Da in dieser wissenschaftlichen
Arbeit Einzelstrang-RNA amplifiziert werden soll und spater bei der PCR beide Strange
in 3‘-5'-Richtung abgelesen werden kénnen, wird an dieser Stelle auf die Erklarung der

Besonderheiten bei der Replikation tierischer Zell-DNA nicht naher eingegangen.
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2.2.9.2 Funktionsprinzip der PCR/ qPCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren, das physiologisch in jeder
Zelle mit Zellkern (in vivo) vorkommt. Es dient der Vervielfaltigung der DNA und auch
dem Umschreiben von DNA in RNA. Dabei handelt es sich um einen beispielsweise
fur die Zellteilung und die Proteinbiosynthese nétigen Prozess. Die Reaktion kann zur
Vervielfaltigung bzw. — wie hier — flir Analysezwecke im Labor (in vitro) kiinstlich nach-
geahmt werden. Im Folgenden wird schwerpunktmafig auf die Durchfuhrung der PCR

im Labor eingegangen.

Far die Durchfuhrung ist es wichtig, zumindest einen kleinen Teil vom Anfang der Se-
quenz zu kennen. Bei einem einzelnen Strang reicht ein Primer vor der Sequenz, bei
einem Doppelstrang braucht man zwei Primer, die jeweils gegenlaufig auf den Stran-
gen vor der gewiunschten Sequenz binden kdnnen. Ebenfalls werden aktivierte Nukle-
otid-Molekule in Form von Nukleosid-Triphosphat-Molekulen in ausreichender Menge
und eine hitzestabile Polymerase bendtigt. Am haufigsten wird das Enzym aus dem in
Warmwasserquellen zu findenden Bakterium Thermus aquaticus verwendet (Tag-Po-
lymerase), welches ein Temperaturoptimum von ca. 75°C hat. Die Reaktion selbst wird
in wiederholten Schritten durchgefuhrt, bis die gewunschte Menge an Genprodukten

synthetisiert wurde.

In einem ersten Schritt mussen eventuell vorhandene Doppelstrange voneinander ge-
trennt werden, d.h. die RNA/DNA muss denaturiert werden. Biochemisch werden die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basenpaaren Adenin und Thymin (A-T)
der DNA bzw. Adenin und Uracil (A-U) im Falle der RNA, sowie zwischen Guanin und
Cytosin (G-C) bei DNA und RNA gespalten. Dies erfolgt durch das Erhitzen auf 95°C.

Der zweite Schritt umfasst die Bindung der Primer an die vorgesehenen komplemen-
taren RNA- bzw. DNA-Abschnitte. Ein Primer ist ein Starter, der spater dem ersten Tell
des neuen DNA- bzw. RNA-Strangs entspricht. Primer werden benétigt, damit das En-
zym, das spater den komplementaren Strang synthetisieren soll, iberhaupt an den
schon vorhandenen Strang binden und von dort aus seine Arbeit aufnehmen kann.
Dafur ist es wichtig, dass die Bindung an dem 3‘-Ende des Strangs stattfindet, da die
Synthese des komplementaren Strangs stets von 5 nach 3‘ geschieht und dazu der
zu kopierende Strang von 3‘ nach 5' abgelesen werden muss. Die optimale
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Temperatur liegt zwischen 55 — 65°C. Fur diese Arbeit wurde das Abkuhlen der Tem-

peratur auf 60°C festgelegt.

Durch Erwarmung auf ca. 72°C wird das Enzym, die Tag-Polymerase, aktiv, fahrt Gber
den Strang und bildet durch Verknipfung der passenden Basen einen komplementa-
ren DNA-Strang bis zum Abbruch der Reaktion. Das Ergebnis sind zwei angelagerte
Strange, die durch erneute Erwarmung auf 95°C denaturiert werden. Der nachste Re-

aktionszyklus kann beginnen.

Fur die vorliegende Arbeit wurde die quick PCR verwendet, die sich durch schnellere
Reaktionszeiten und somit eine kirzere Gesamtdauer auszeichnet. Die zyklische Wie-
derholung konnte durch ein Real-Time PCR System (Step One Plus, Applied Biosys-
tems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) einfach bewerkstelligt werden. Die
Synthese wurde eingeleitet durch 2 Minuten bei 50°C und 2 Minuten bei 95°C. Die
anschlielRenden 40 Zyklen beinhalteten 1 Sekunde bei 95°C und 20 Sekunden bei

60°C mit kurzen Erhitzungs- bzw. Erkaltungsphasen dazwischen.

2.2.9.3 Die Rolle des Housekeeping-Gens

Man kann nicht garantieren, dass von jeder Probe genau die gleiche Menge Frischge-
webe die gleiche Menge Gen-Material enthalt und dass nach dem Umschreiben in
cDNA genau die gleiche Menge in der gleichen Konzentration pro Probe enthalten ist.
Die Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Probenkonstellationen ist nur durch Ver-
wendung eines oder besser mehrerer Housekeeping-Gene gegeben. Housekeeping-
Gene sind Gene, die in allen Zellen ubiquitar in annahernd gleicher Menge vorkom-
men. Zellen mit vergleichsweise wenig Genmaterial haben auch wenig Housekeeping-
Gene ausgepragt; Zellen mit viel Genmaterial haben eine groRere Housekeeping-Gen-
Menge. Zur Angleichung der verschiedenen Gen-Mengen wurde von den im Labor
bestimmten Ergebnissen je Gen das Ergebnis des Housekeeping-Gens abgezogen
und damit der Uberschuss des getesteten Gens ermittelt. Hierdurch war die Vergleich-
barkeit der unterschiedlichen Proben gegeben.

Das erste Housekeeping-Gen dieser Arbeit ist HPRT1 und kodiert fur die Hypoxanthin-
Phosphoribosyl-Transferase 1. Dieses Enzym ist Teil des Purinstoffwechsels und ka-

talysiert den Nukleotidaufbau aus Adenin, Hypoxanthin, Xanthin und Guanin. Durch
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diesen sogenannten Salvage-Pathway wird nicht nur ATP eingespart, sondern auch
die Harnsaurebildung reduziert. Es wird also in der Zelle auf effiziente Weise Energie
eingespart und es kdnnen gentigend Nukleotide fur die DNA- und RNA-Synthese be-
reitgestellt werden (Medicine, 2019b) (al., 2005) (GeneCards).

Als zweites Housekeeping-Gen hat UCHLS Anwendung gefunden, das fur die
Ubiquitin Carboxyl-Terminale Hydrolase L5 kodiert. Dieses Enzym ist spezifisch fur die
Deubiquitinierung von Lys-48-gebundenen Polyubiquitin-Ketten zustandig, die in der
19S Untereinheit der 26S Proteasomen-Einheit vorkommen. Es ist beteiligt an DNA-
Rekombination, DNA-Reparatur und der Deubiquitinierung von Proteinen bzw. post-
translationalen Proteinmodifikation. Ebenfalls beteiligt ist es an der Herunterregulation
des TGF-B-Rezeptor-Signalwegs (Consortium, 2019) (UniProt, GeneCards).

FUr diese Arbeit wurde entschieden, zwei Housekeeping-Gene zu verwenden. Diese
Verwendung unterschiedlicher Referenzgene ist in der Literatur bereits mehrfach po-
sitiv erwahnt und hat den Vorteil, dass eventuell unbertcksichtigte oder unbekannte

Einflussfaktoren weniger ins Gewicht fallen (Tsaur et al., 2013) (Zhao et al., 2018).

2.2.9.4 Durchfuhrung der qPCR

Vorbereitend wurden am Computer die benétigten Einstellungen vorgenommen, um
eine Verzerrung der Ergebnisse durch unkontrollierte Reaktionen wahrend der Einga-
ben verhindern zu kdnnen. Das Eingeben der Probennummern und der Belegung der
Reaktionsplatte nahm recht viel Zeit in Anspruch, sodass dies vor Ansetzen der Reak-

tionsmischung durchgefuhrt wurde.

Als Ablauf bei der Analyse wurden folgende Zeiten und Temperaturen festgelegt: 2
Minuten 50°C, 2 Minuten 95°C, anschlief3end 40 x 1 Sekunde bei 95°C und 40 x 20
Sekunden bei 60°C im Wechsel.

Zur Durchfuhrung der PCR wurden folgende Reagenzien bendtigt: 5,0 yl Mastermix,
0,5ul TagMan Assay, 3,5ul Nuclease-freies Wasser, 1,0ul Probe. Diese Reagenzien
wurden in die Vertiefungen einer Probenplatte (MicroAmp™ Fast Optical 96-Well
Reaction Plate, 0.1 mL, Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
gegeben. Im Verlauf zeigte sich, dass zum sparsameren Umgang mit Reagenzien und
Probenmaterial die Reaktionsmenge halbiert werden konnte, sodass nur noch
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insgesamt 5 yl Reaktionsvolumen in das Reaktionsgefal® gegeben werden musste.
Damit man nicht so sehr geringe Mengen pipettieren musste, war es sehr sinnvoll, erst
einen Ansatz der Reaktionsmischung zu erstellen, von diesem 4,5 ul in die Vertiefun-
gen zu pipettieren und anschlielend die 0,5 pl Probenmaterial mit der Pipette einzu-

mischen.
Exkurs:

Das Vorlegen des Probenmaterials hat sich als nicht sinnvoll erwiesen, da diese
geringe Menge nicht sicher am Boden des Gefdl3es haften blieb. Eventuell in
der Pipettenspitze enthaltene Reste konnten so ebenfalls nicht erfasst werden.
Am besten funktionierte das Auswaschen des Probenmaterials mittels Reakti-
onslésung beim Durchmischen der Reagenzien wéhrend des Einfiillens. Dies
brachte im Test auch die besten Ergebnisse mit der geringsten Abweichung

zwischen den technischen Duplikaten.

Fiir diesen Vortest wurden von einer einzelnen Probe Analysen erstellt, bei de-
nen lediglich die Reihenfolge des Einfiillens unterschiedlich war. Zur Bestim-
mung der Abweichung wurden je technische Duplikate verwendet. Auf dem
Strip (MicroAmp™ Fast 8-Tube Strip, 0.1 mL, Applied Biosystems, Thermo Fis-
her Scientific, Waltham, USA) waren zwei Negativproben, zwei mit vorgelegtem

Assay und zwei mit vorgelegtem Mastermix.

Die Platte wurde mittels Folie (MicroAmp™ Optical Adhesive Film, Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, USA) abgedeckt. Sollten an den GefalRwandungen noch einzelne
grol3e Tropfen vorhanden gewesen sein, so konnten diese mit einer schwungvollen
Armbewegung und raschem Abbremsen durch die eigene Tragheit nach unten ge-
drickt werden. War dies zufriedenstellend gelungen, wurde die Reaktionsplatte in das
Gerat eingelegt und der Prozess am Computer gestartet. Bei den richtigen Einstellun-
gen erfolgte die Datenubertragung an das Gerat automatisch, ebenso die gesamte

Analyse.
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2.2.9.5 Ermittlung der Rohdaten

Im Gerat wurde nach jeder Wiederholung die Extinktion gemessen. An den Primern,
die oben als Assays bezeichnet wurden, befanden sich Farbstoffe, die durch die bei
der Replikation stattfindende Reaktion aktiviert wurden. Dieser Farbumschlag der L6-
sung von farblos zur entsprechenden Farbstofffaroung konnte mittels Lichtdurchlas-
sigkeitsprifung, genannt Extinktionsmessung, nachvollzogen werden. Anhand des
steigenden Farbungsgrades konnte die Steigerung der Genstranganzahl gemessen
werden. Diese Messungen fuhrt das Gerat automatisch durch und zeigt die Ergebnisse

nach jedem Durchlauf direkt auf dem Computerbildschirm an.

Am Ende der Analyse lieferte das System Rohdaten, die einerseits als Graph und an-
dererseits als rudimentare Tabelle angezeigt wurden. Abbildung 4 und Abbildung 5
stellen beispielhaft einen Ausschnitt eines Datensatzes eines Analysendurchlaufs gra-
phisch dar. Das Ergebnis, das vom Gerat ermittelt wurde, entspricht der Anzahl an
Circles, nach denen sich ein steady-state einstellte, angegeben ist also die Anzahl an
Reaktionsdurchlaufen, nach denen stabil stets die Verdopplung an Signal gemessen

werden konnte.

Amplification Plot
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Abbildung 4: Beispielhafte Gesamtergebnisanzeige der Rohdaten eines Durch-
laufs von UCHL-5 als Graph (am Computer in Farbe, hier in Graustufen). Die x-
Achse zeigt die Anzahl an Cycles, die Y-Achse zeigt logarithmisch aufgetragen
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die Anderung der Extinktion. Nach anfanglichen nicht verwertbaren Messungen
beginnen ab ca. Circle 16 sich die ersten verwertbaren Kurven zu bilden. Die klei-
neren Striche bei Circle 33-34 und 36-38 entsprechen der Negativprobe und zei-
gen an, dass dort — wie erwartet — keine Reaktion stattgefunden hat.

Amplification Plot
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Abbildung 5: Beispielhafte Ergebnisanzeige der Rohdaten der Duplikate der
Probe 10-429 mit dem Gen SLC16A3 als Graph (am Computer in Farbe, hier in
Graustufen). Die x-Achse zeigt die Anzahl an Circles, die Y-Achse zeigt logarith-
misch aufgetragen die Anderung der Extinktion. Man sieht, dass nach anfanglich
nicht auswertbaren Messungen sich zwei ordentliche Kurven gebildet haben, die
direkt Ubereinander liegen und fast nicht voneinander zu unterscheiden sind. Dies
zeigt an, dass die Reaktion gut funktioniert hat und gibt einen ersten Hinweis auf
die gute Verwertbarkeit der Ergebnisse. Genauer beweist man dies jedoch durch
Verwendung der direkten Zahlenergebnisse.

Diese Rohdaten lie3en sich in eine Excel-Tabelle exportieren, und lagen dort in der
Form vor, dass unten in der Mappe ,Results“ in Spalte A die zugewiesene Position auf
der Platte aufgeflhrt war, in Spalte B die zugewiesene Probe, in Spalte C das zuge-
wiesene Gen, in Spalte E die Art des Farbstoffs und in Spalte J der ermittelte Ct-Wert.
Die anderen Mappen der Rohdatei enthalten weitere Informationen zu Einstellungen
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und tatsachlichen Messergebnissen, die aber fur die Auswertung der Daten nicht wei-
ter wichtig sind. Im Falle von Fehimessungen kénnen diese Informationen weitere
Ruckschlisse auf die Fehlerquelle zulassen. Abbildung 6 zeigt beispielhaft einen Aus-

schnitt aus der exportierten Tabelle.

A B c D E F G H J K L M N 0 P Q R
1 |Block Tvpn_QEweII
2 |Chemistry TAQMAN
3 |ExperimenD:\Applied Biosystems\StepOne Software v2.3\experiments\Buehrmann'20180125_3_TMPRSS2x31_2.eds
4 |Experimen2018-01-28 16:23:27 PM CET
5 |Instrument steponeplus
6 |Passive ReROX
i

8 |WWell Sample Nz Target Nar Task Reporter  Quencher RQ RQMin  RQMax Cr CrMean CrSD ACT ACT Mean ACT SE  HK Contro HK Contro AACT
9 |A1 08-051  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 237626 2345671 0.296902
10 |A2 10124 TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 2344058 2314528 0.258766
11|A3 03-188  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 2273119 2261112 01293583
12 |Ad 03-228  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 22,87849 2265556 0456941
13 |AS 03-238  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 21,88022 21,96301 0,087875
14 |AB 03-254  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 21,2767 2094196 0,300475
15 |AT 03-302  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 21,8672 2174673 0177485
16 |AB 04-345 TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 25,39496 2528859 0,094191
17 |A9 04-391  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 21,38129 21.07184  0.27171
18 |A10 04-516  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 22,26225 21,93865 0.282
19 |A11 04-494  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 2296361 23.16444 0.183071
20 |A12 06-085  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 22,0315 2194266 0,118875
21(B1 05-051  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 2343783 2345671 0,296902
22|B2 10-124  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 23,0371 2314528 0,258766
23 |B3 03-183  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 2262804 2261112 0129353
24 |B4 03-223  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 2212994 2265556 0456941
25 |Bs 03-238 TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 2205521 2196301 0,087875
26 |B6 03-254  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 20,85359 20,94196 0.300475
27 |B7 03-302  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 21,54292 2174673 0177485
23 |B8 04-3d5  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 25,25506 2528859 0.094191
29 |B9 04-391  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 20,9619 2107184 027171
30 |B10 04-516  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 21,80832 21,93865 0.252
31|81 04-494  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 23,32199 23,16444 0183071
32 |B12 06-085  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 21,80762 21,94266 0118875
33|C1 08-051  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 23,16969 2345671 0,296902
34 |C2 10-124 TWMPRSS2 UNKNOWWIFAM NFQ-MGB 2295815 2314528 0258766
35|C3 03-183  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 2247414 2261112 0129353
36 |C4 03-223  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 22,95823 2265556 0.456941
37|Cs 03-238  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 21,95361 21,96301 0.087875
38 |C6 03-254  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 20,69557 20,94196 0.300475
39 |CT 03-302 TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 21,83009 2174673 0177485
40 |C8 04-345  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 2521576 2528859 0094191
411|C9 04-391  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 2087232 21,0784 0.27171
42|C10 04-516  TMPRSS2 UNKNOWIFAM NFQ-MGB 21,7454 2193865 0.282
43 1C11 04-494 TMPRSS? LINKNOWIEAM MNEQ-MGH 23 20774 23 16444 0 183071
Sample Setup Results | Raw Data Multicomponent Data Amplification Data BioGroup Analysis Result Technical Analysis Result ®

Abbildung 6: Beispielhafter Ausschnitt einer Ergebnistabelle der Rohdaten. Rele-
vant fir die Auswertung sind insbesondere die Spalten B, C und J mit Daten zur
Probennummer, zum untersuchten Gen und zum Ct-Wert. Man kann erkennen,
dass das Programm im ddCT-Modus ebenfalls Werte fir dCT und ddCT berech-
nen kann, sofern eine Referenzprobe angegeben wird. Dies ist aber nicht zwin-
gend erforderlich — zum Einsparen von Durchlaufen und zum sparsamen Umgang
mit den verfugbaren Materialien wurde auf die wiederholte Analyse der Referenz-
probe verzichtet und die Werte flr dCT und ddCT spater in der Datenbank manu-
ell berechnet.

Es wurden wiederum aus dieser Datei die genannten Daten zur Probe, zum untersuch-
ten Gen und zum Ct-Wert exportiert und mit den Ergebnissen aller anderen Durchlaufe
und Recherchen zusammengefihrt. Hieraus wurde eine anonymisierte Datenbank er-
stellt, die einen Ruckschluss auf die einzelne Person nicht ermdglichte. Hierzu wurden

den Patienten Nummern gegeben, die Initialen und Geburts- und OP-Daten entfernt,
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sowie die einzelnen Messwerte nach Bildung von Mittelwerten ebenfalls entfernt. Zur
weiteren Bearbeitung wurden diese anonymisierten Informationen als Ganzes in eine

SPSS-Datenbank tberflhrt, in der die weiteren Berechnungen durchgefuhrt wurden.

2.2.10 Berechnung der Ratio nach der ACt-Methode

Zum statistischen Vergleich der unterschiedlichen Daten ist es praktikabel, die Ratio

nach dem ACt-Standard zu berechnen.

Als erster Schritt wurde die ACt ermittelt. Wichtig war, dass jeweils derselbe Proband
zu den Proben gehorte, es unterschied sich in diesem Schritt nur das jeweils unter-
suchte Gen. Dadurch war es maoglich, alle ermittelten Cycles auf die enthaltene Ge-
samt-Genmenge umzurechnen und dadurch untereinander vergleichbar zu machen.
Es wurde zuerst der Mittelwert aller gultigen Cycles berechnet. Dieser Mittelwert wird

in die folgende Formel eingesetzt:

ACt = CtZL'elgen - CtHousekeeping—Gen

Zum Vergleich der Proben untereinander musste nun eine Referenzprobe bestimmt
werden, die als Vergleichspartner fur alle anderen Proben verwendet wurde. Welche
Probe gewahlt wurde, war fur die Analyse irrelevant. Fur diese Arbeit wurde die
Probe 08-119 als Referenzprobe bestimmt, da sie relativ nah an die bei der Um-
schreibung geforderte Konzentration von 1.000 ng/pl herankam. In diesem zweiten
Schritt waren die untersuchten Gene gleich, es handelte sich jedoch um Proben ver-
schiedener Probanden. Dieser Rechnungsschritt stellte den direkten Vergleich der
verschiedenen Probanden untereinander dar. Es folgte die Berechnung der AACt
mittels folgender Formel:

AACt = ACtProbe - ACtReferenzprobe 08—119

Die fur die weiteren statistischen Tests verwendete Ratio wurde im dritten Schritt durch
Einsetzen in die untenstehende Formel ermittelt. Sie stelle laut Literatur das beste Mit-
tel zum Vergleich der Gene und Patienten untereinander dar, da die Werte in den
meisten Fallen nicht normalverteilt seien und die Logarithmierung das Mittel der Wahl

sei, um die unbehandelten Ergebnisse zu entzerren (toptipbio.com). Die Basis des
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Exponenten gibt gleichzeitig die erwartete Effizienz der einzelnen PCR-Durchlaufe an.
Die Basis 2 geht jeweils von einer Verdopplung der Genmenge pro Zyklus aus
(Scientific).

Ratio = 278AcCt

Eine Ratio von 1 bedeutet genau gleiche Auspragung des Zielgens im Vergleich zu
der Referenzprobe. Werte > 1 bedeuten starkere Auspragung, Werte < 1 entsprechend
geringere Auspragung. Genauer bedeutet eine Ratio von 2 eine doppelt so starke Aus-
pragung im Vergleich zur Referenzprobe, wahrend eine Ratio von 0,5 eine halb so
starke Auspragung anzeigt — sofern von einer jeweiligen Verdopplung der Genmenge

pro Zyklus ausgegangen werden kann.

Die Berechnungen dieses Kapitels wurden mittels Microsoft Excel 365 durchgefihrt
und zur Vermeidung von Eingabefehlern anschlieRend mit IBM SPSS Statistics 25

kontrolliert.

2.3 Heranziehung von Daten aus der TCGA-Datenbank

The Cancer Genome Atlas Program (TCGA, National Cancer Institute & National Hu-
man Genome Research Institute, USA) ist eine offentlich zugangliche Datenbank, die
Veranderungen des Genoms innerhalb verschiedener Tumorerkrankungen zentral
sammeln und jedermann zuganglich machen soll. Ziel ist es, durch die grol3en gebun-
delten Datenmengen eventuelle Ruckschlisse zu neuen diagnostischen Moglichkei-
ten und auch neuen Behandlungsstrategien ziehen zu kdnnen und in diesen neu er-

mittelten Bereichen weiter forschen zu kdnnen (Institute, Institute).

Zur Validierung der ermittelten Daten dieser Arbeit sollte ein Abgleich mit der TCGA-
Datenbank erfolgen. Hierzu mussten zuerst die passenden Datensatze aus der Da-
tenbank ausgewabhlt, heruntergeladen und anschlief3end in die Statistiksoftware impor-

tiert werden.
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2.3.1 Auswahl und Download der Daten

Es erfolgte zunachst der direkte Zugriff auf die TCGA-Datenbank unter https://por-
tal.gdc.cancer.gov/. Hier gestaltete sich der Download der entsprechenden Daten je-
doch als schwierig, insbesondere die Auswahl der bendtigten Dateien aus den ent-

sprechenden Kategorien war sehr undurchsichtig.

Zur einfachen Auswahl der passenden Datensatze wurde das online-Tool cBioPortal
for Cancer Genomics verwendet (Cerami et al., 2012, Gao et al., 2013). Dieses Portal
wurde dafur entwickelt, Datensatze aus frei zuganglichen Analysedatenbanken zu-
sammenzufuhren und herunterzuladen. Unter anderem unterstitzt es mRNA-Expres-

sionsdaten, wodurch es sich flr diese Arbeit in ganz besonderem Mal}e eignete.

Bei dem Download der passenden Daten aus der TCGA-Datenbank unterstitzte mich

Prof. Dr. Tilman Todenhdofer (Universitatsklinik fur Urologie, Tubingen)

1. Auf der Webseite www.cbioportal.org wurde der Tab Download gewahlt.

2. Links unter Prostate wurde Prostate Adenocarcinome TCGA Provisional (499
samples) ausgewahilt.

3. Im nachsten Schritt unter Select Genomic profiles wurde mRNA expression
(RNA Seq V2 RSEM gewahlt.

4. Im nachsten Feld unter Select Patient/Case set blieb die Einstellung unveran-
dert auf All samples (499).

5. Unter Enter genes blieb im Auswahlfeld User-defined list ausgewahlt, im Feld
darunter wurden nun die bereits untersuchten Gene eingegeben. Eine Tren-
nung mehrerer Gene voneinander geschah mittels Leerzeichen. Es erfolgte fol-
gende Eingabe: HPRT1 UCHL5 AR KLK2 TMPRSS2 SLC2A1 SLC16A3 LDHA
Unter dem Eingabefeld erschien ein griuner Haken mit All Gene Symbols are
valid.

6. Als vorletzter Schritt musste noch der Haken bei Transpose data matrix gesetzt
werden.

7. Download anklicken.
Die heruntergeladene Datei im .txt-Format enthielt Datensatze von 499 Probanden.

Die folgende Abbildung 7 zeigt beispielhaft die Auswahlfelder vom cBioPortal bis zum

Download-Button.
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Abbildung 8 zeigt den Anfang des heruntergeladenen Textdokuments, das mittels

Microsoft Editor gedffnet wurde. Es wurde im Anschluss in SPSS importiert.

{25} cBioPortal for Cancer Genomic X

< (IR D veww chioportalorg

[ s=% cBioPortal

Select Studies for Visualization & Analys

ssssss

o
3
0O000RO000000000C

O000®0O00

limited file containing

Abbildung 7: Screenshot der Oberflache vom cBioPortal und der dort auszuwahlen-
den Felder bis zum Download (Cerami et al., 2012, Gao et al., 2013).
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J cBioPortal_data - Editor

Datei
GENE_ID 367
COMMON AR
TCGA-CH-5767-01
TCGA-G9-6332-01
TCGA-GI-6336-01
TCGA-G9-6348-81
TCGA-GI-6356-81
TCGA-G9-6362-01
TCGA-GI-6363-01
TCGA-G9-6364-01
TCGA-GI-6365-81
TCGA-G9-6367-01
TCGA-G9-6370-01
TCGA-G9-6371-01
TCGA-G9-6373-01
TCGA-GI-6378-01
TCGA-G9-6384-81
TCGA-GI-6385-01
TCGA-G9-6494-01
TCGA-GI-6496-01
TCGA-EJ-7123-01
TCGA-EJ-7125-081
TCGA-G9-6329-01
TCGA-G9-6333-01
TCGA-G9-6338-01
TCGA-G9-6342-01
TCGA-GI-6343-01
TCGA-G9-6351-81
TCGA-GI-6353-01
TCGA-G9-6361-01
TCGA-GI-6369-01
<

Format

3251

Bearbeiten

138.
206.
131.
456.

13@.
597.
192.
551.
b27.
451.
168.
245,

460.
635.
153.

141.
174.
158.
348.
183.

Ansicht

HPRT1
1608.62087

2792
3984
2848
7948

5242
6961
3379
3e58e
2984
8412
1799
9988

08142
6176
7356

7792
4841
3188
7811
7386

.4832
.1183
.3489
L3423

Hilfe
3817
KLK2

83.0744 1168.9289

1278.7392

1414.2962
1855.3244

3939 9123 6513 7113 51377

LDHA SLC16A3 SLC2A1  TMPRSSZ UCHLS

511.6192 128965.1462 7686.2819
76@.7558 153719.9298 8418.3494
599.9747 134758.98@1 7738.4596
653.2181 117253.6823 11637.2878
484.9638 69332.6989 819@.3312

185469.1742 8983.8103

841.7266 69894.1418 18470.7091
517.9442 102658.8392 7546.3804
606.4985 81009, 2080 7718.8850
358.5985 200354.6657 3991.@619
327.0863 59711.4569 4286.4215
574.3688 238745.8519 7384.3189
574.1461 65584.5223 7715.0886
486.6627 65138.7@78 3456.4315
427.7193 1095825.7815 7118.9802
391.7197 162466.3836 5355.6263
482 .5441 126726.9684 4814.3619
835.4885 194375.7184 5555.3161
516.8327 157427 .5688 5895.6522
451.2856 178697.7129 18244.8236
549.2454 1084806.6085 8266.4813
589.1182 189848.4853 6@875.8469
668.9765 72278.7846 9115.6716
49@.4632 980875.2044 7123.3424
589.5357 251649.7175 5184.4756
500.18@3 167955.2831 5431.3018
411.2426 136839.571@ 5185.7692
541.9125 100486.6219 6947.5386
1293.9776 217289.6929 62508.4166

115.78@9

- o
71.5892 1388.3058 47255.2474 495.4610
65.4083 781.3872 23255.9263 368.4811
285.8227 1273.3821 33841.9122 392.
352.5456 1162.3439 37897.5344 415.
307.1945 1325.8470 32379.9@10 377.
551.4309 25705.3148 467.3034
76.9534 843.7821 19847.8931 464.6454
120.0709 1038.1037 15727.9575 496
283.1926 723.8669 12075.8003 437
255.9886 1278.1552 54903.1105 306
453.3239 1796.6761 35030.4102 343
81.2374 166@.3319 23702.1943 428.4838
191.5262 1248.1626 17340.2508 405
226.4375 1431.5353 26259.6325 212
143.4568 1859.5773 29415.7154 465.
148.9738 1175.8669 30852.4416 347
107.0989 1719.7374 66508.6155 523.
209.0517 1193.9655 33224.8563 246
103.1688 1451.7318 51997.0523 461
147.3662 1735.2789 74786.7122 556
369.7379 1182.2875 3161.2391 329
192.8785 1406.0038 32418.7617 301
415.2452 794.2431 21129.5309 279
176.2035 1175.6585 26073.0245 335.
204.8637 1136.8214 34171.9479 244,
92.6794 1147.1331 467609088 394.9485
261.08947 1005.9172 32188.6895 288.
111.2279 1262.6303 20538.6792 520.
72.8398 1084.0276 38948.8217 203.2849
Zel,Spl 100%  Unix (LF) UTF-8

Abbildung 8: Anfang des Textdokuments mit den heruntergeladenen Daten aus
der TCGA-Datenbank.

2.3.2 Import der Daten in SPSS

Zur statistischen Verwertbarkeit musste die Textdatei in SPSS eingelesen werden.

Hierzu wurde die heruntergeladene Textdatei per drag-and-drop in das SPSS-Feld ge-

zogen. Nach der Berechnung einer ersten Vorschau startete automatisch der Assistent

fur Textimport von SPSS. Dort erfolgten folgende Eingaben:

1. Weist die Textdatei ein vordefiniertes Format auf? - Nein, weiter.

Variablenanordnung? - Mit Trennzeichen

Nummer der Zeile mit Variablenname? 2> 2

Was ist das Dezimalzeichen? = Punkt

Weite

r

Zeile mit erstem Fall? > 3

Wie viele Falle sollen importiert werden? - Alle

Weite

r

Welches Zeichen trennt die Variablen? = Tabulator

Bei fhrende und nachfolgende Leerzeichen wurde nichts angewahlt
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Bei Texterkennungsmerkmal wurde keines ausgewahlt
Weiter

5. In Schritt 5 kdnnen die Variablen neu benannt und das Datenformat neu gewahit
werden. Hier wurde flr die erste Spalte statt Common Fallnummer als Zeichen-
folge eingegeben, die Gene blieben unverandert benannt und wurden als Zah-
lenformat festgelegt.

Weiter

6. Die Einstellungen sollten nicht als Vorlage gespeichert werden, ebenfalls sollte
die Syntax auch nicht eingegeben werden.
Fertigstellen

7. In der Ausgabe wurde eine Fehlermeldung angezeigt: bei den Genen gibt es
fehlende Werte. Das liegt daran, dass bei Fall 122 keine entsprechenden Werte
eingegeben worden sind. Dieser Fall wurde aus der Datenbank entfernt, sodass
nunmehr 498 Datensatze in der Datenbank enthalten waren.

8. Bei der angezeigten Datenbank wurden die festgelegten Datenformate und
Messniveaus kontrolliert. Diese waren bei der als Zeichenfolge formatierten
Fallnummer nominal und bei den einzelnen Genen numerisch mit metrischem
Messniveau.

9. Die erzeugte Datenbank wurde unter TCGA *Datum*.sav gespeichert und flr

die weiteren statistischen Analysen verwendet.
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2.4 Statistische Analyse der ermittelten Daten

Zur Erstellung einer deskriptiven Statistik, sowie zur statistischen Analyse von Vertei-
lungen, zur Signifikanzanalyse und zum Erstellen von Diagrammen und weiteren die
Statistik betreffenden Tabellen wurde das Statistikprogramm IBM SPSS Statistics 25
fur PC (IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland) verwendet. Hierbei wurde

ein p-Wert von < 0,05 als statistisch signifikant erachtet.

Zuerst war es notwendig, sich mit moglichen statistischen Tests auseinanderzusetzen,
sowie deren Anwendungsbereiche und Berechnungen kennenzulernen. Dazu werden
in den folgenden Unterkapiteln die verwendeten statistischen Tests vorgestellt, die
nach Empfehlungen des Arzteblatts fiir diese Arbeit ausgewahlt worden sind (Prel,
2010).

2.4.1 Kodierung von Gleason-Score, T-Stadium und Risikogruppe

Zur vereinfachten graphischen Darstellung und zur Ermdéglichung des Rechnens mit
statistischen Tests wurden fir das T-Stadium und die Risikogruppe Range entspre-
chend folgender Tabelle vergeben und mit diesen die Berechnungen durchgefuhrt. In
den entsprechenden Kapiteln und unter den Diagrammen wird auf diese Tabelle ver-

wiesen.

Rang Gleason-Score T-Stadium _ Risikogruppe Rang Gleason-Score T-Stadium  Risikogruppe
1 2 T1 Very low risk 8 8 T4
2 3 T2a Low risk 9 9
3 4 T2b Intermediate risk 10 10
4 5 T2c High risk
5 6 T3a Very high risk
6 7a T3b
7 7b T3c

Tabelle 9: Vergebene Range zur einfacheren graphischen Darstellung und vor al-
lem flr Berechnungen mit dem T-Stadium und der durch den kombinierten
Gleason-Score ermittelten Risikogruppe (low/mid/high-risk carcinoma).
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2.4.2 Deskriptive Statistik und Prufung des Kollektivs auf Plausibili-
tat

Es wurden zunachst die Patientenstammdaten verarbeitet. Bei den jeweiligen Para-

metern Alter, KérpergrofRe und Korpergewicht wurden zunéachst die Haufigkeiten und

die Verteilung der Daten erfasst. Es wurden Minimum, Maximum, Median, die Quarti-

len, sowie Mittelwert und Standardabweichung erfasst. Zusatzlich erfolgte eine Vorte-

stung auf Normalverteilung mit Hilfe von Histogrammen mit eingezeichneter Normal-

verteilungskurve und Q-Q-Diagrammen.

Q-Q-Diagramme dienen zur Einschatzung, inwiefern Messwerte einer Normalvertei-
lung entsprechen konnten. Sie zeigen als 45°- Ausgleichsgerade die erwartete Hau-
figkeit im Falle einer Normalverteilung, die tatsachlichen Werte sind ebenfalls aufge-
tragen. Je genauer die Verteilung der Messwerte der Idealgeraden entspricht, desto

eher liegt auch eine Normalverteilung vor.

Bei den laut Vortestung méglicherweise normalverteilten Daten erfolgte dann der Ver-
such des Beweises der Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-Tests und
Shapiro-Wilk-Tests.

Der Kolmogorov-Smirnov-Test vergleicht die jeweiligen Messwerte mit einer hypothe-
tischen Normalverteilungskurve und berechnet deren Abweichung. Ist die flachenma-
Rige Abweichung oberhalb eines kritischen Wertes, muss die Hypothese einer beste-

henden Normalverteilung verworfen werden (Ebermann, 2010).

Der Shapiro-Wilk-Test vergleicht vereinfacht die Varianz der Stichprobe mit der erwar-
teten Varianz im Falle einer Normalverteilung. Je nach Abweichung oder Ubereinstim-
mung wird die Nullhypothese, dass eine Normalverteilung vorliegt, nicht verworfen
(Shapiro, 1965). Schwierig ist bei diesem Test, dass mit niedriger werdendem p-Wert
eine hohere Wahrscheinlichkeit fur die irrtimliche Annahme einer Normalverteilung
vorliegt. Darum ist die mehrfache Testung und vorherige Inaugenscheinnahme der

Verteilungsgraphen sinnvoll.

Auf dieselbe Weise wurde im Anschluss auch mit den restlichen Daten verfahren.
Hierzu zahlen die erfassten klinischen Daten: praoperativ gemessenes freies PSA,
Tumorstadium nach T, N und M, kombinierter Gleason-Score, Risikogruppe nach
NCCN.
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AnschlieRend wurde das Kollektiv auf Plausibilitdt gepruft, also die Verteilung der
Stammdaten im Kollektiv mit veroffentlichten Daten der jeweiligen Verteilung in der
Allgemeinbevélkerung verglichen. Zusatzlich erfolgte die Uberpriifung logisch nach-
vollziehbarer und bereits bewiesener Umstande, also eine Korrelation vom Alter mit
der Prostatagrofde, die Korrelierung von Prostatagrof3e und -gewicht, sowie die Korre-

lation dieser genannten Werte mit dem PSA-Wert.

2.4.3 Nachweis der Korrelationen mittels Student’s t-Test flur unab-
hangige Stichproben

Die weiteren Korrelationen zuerst der Stammdaten untereinander, dann der klinischen
Daten untereinander, der klinischen Daten mit den experimentellen Daten und der ex-
perimentellen Daten untereinander erfolgte mittels Student’s t-Test fur unabhangige
Stichproben. Als Trennmarke der beiden zu bildenden Gruppen ist jeweils der Median
verwendet worden. Dies bewirkt, dass im Vergleich zum Mittelwert als Trennmarke
einerseits Ausreil3er keine zu starke Gewichtung erhalten und andererseits die beiden

verglichenen Gruppen in etwa gleich grol sind.

Als Vortest musste der Levene Test der Varianzgleichheit durchgefuhrt werden. Der
Levene Test der Varianzgleichheit testet, ob sich die Varianz von zwei Gruppen unter-
scheidet. Die Nullhypothese lautet, dass eine Varianzgleichheit vorliegt. Diese darf nur
bei einem p-Wert < 0,05 abgelehnt werden. Ziel ist bei diesem Test also eine Signifi-

kanz mit p > 0,05 zum Nachweis der Varianzgleichheit.

Dieser Test ist notwendig fur die Anwendbarkeit des T-Tests fur unabhangige Stich-

proben.

Im Anschluss wurde jeweils der Student’s t-Test fur unabhangige Stichproben durch-
gefuhrt. Der t-Test fir unabhangige Stichproben Uberprift, ob die Mittelwerte zweier
Stichproben verschieden sind. Voraussetzung zur Anwendbarkeit ist eine Intervallska-
lierung der abhangigen Variable. Diese muss normalverteilt sein (Zurich, 2018). Dies
sei laut zentralem Grenzwertsatz aber bei > 30 Analysen vernachlassigbar, vgl. dazu
Kapitel 2.4.4 Zentraler Grenzwertsatz der Statistik. Ebenfalls muss zur Gruppierung
eine unabhangige Variable vorhanden sein. In beiden Gruppen muss die Varianz an-
nahernd identisch sein (Nachweis mittels Levene-Tests). Die einzelnen Messwerte
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mussen voneinander unabhangig sein.
Die Nullhypothese lautet, dass kein Unterschied beider Gruppen bezlglich der abhan-
gigen Variable vorliegt. Um diese Nullhypothese verwerfen zu kénnen, muss p < 0,05

sein. Ziel zum Nachweis eines signifikanten Unterschieds ist also ein p < 0,05.

In SPSS ist der Test zu finden unter Analysieren > Mittelwerte vergleichen > T-Test fur

unabhangige Stichproben (Zurich, 2019).

2.4.4 Zentraler Grenzwertsatz der Statistik

Der zentrale Grenzwertsatz der Statistik besagt, dass sich die Verteilung der Mittel-
werte mehrerer Stichproben mit zunehmender Zahl an Stichproben immer weiter einer
Normalverteilung annadhert. Einschrankend muss erwahnt werden, dass dies nur auf
natlrliche oder zufallige Ereignisse zutrifft, wie z.B. die Kérpergrélie bei Mannern oder
die Korpergrolde bei Frauen, jeweils einzeln betrachtet. Ausgehend von der Hypo-
these, dass der zentrale Grenzwertsatz auf die Genexpression beim Prostatakarzinom
anwendbar ist, sind bei > 30 Analysen (hier 102) trotzdem parametrische Tests durch-
fuhrbar (Weigand, 2009).

2.4.5 Darstellung der Ergebnisse

Zur Darstellung der Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit wurde pro Parameter jeweils
eine Tabelle mit den Gruppenstatistiken der beiden verglichenen Gruppen erstellt, in
die direkt der T-Wert und das Signifikanzniveau eingetragen wurden. Ergibt der Le-
vene-Test der Varianzgleichheit ein signifikantes Ergebnis, so sind die Varianzen nicht
gleich, sodass in der Tabelle die jeweils nachste Zeile fir Varianzungleichheit verwen-
det werden muss. Die entsprechend signifikanten Ergebnisse sind Uberall grau mar-
kiert.

Um zusatzlich zu den Zahlenwerten eine bessere eine Idee von der Verteilung bzw.
der Korrelation zweier Variablen desselben Patienten gewinnen zu konnen, wurde un-
ter der Tabelle jeweils ein Streudiagramm mit Ausgleichsgerade abgebildet. Zur Er-
stellung eines Streudiagramms werden die Achsen eines Koordinatensystems jeweils
mit den darzustellenden Parametern beschriftet und die daraus resultierenden Punkte

markiert. Es entsteht eine Punktwolke, durch die eine Ausgleichsgerade gezogen
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werden kann und die Ruckschlusse auf eine ggf. bestehende Korrelation zulasst.
Wenn mehrere Parameter verglichen werden sollen, konnen unterschiedliche Farben
und Skalierungen verwendet werden. Beachtet werden muss, dass je nach Skalierung
der Achsen eine Korrelation vorgetauscht oder unerkannt bleiben kann. Daher ist stets

die Uberpriifung mittels statistischer Tests notwendig (Center).

Fur die Darstellung der Verteilung von ordinalskalierten Parametern ist ein Box-Plot
deutlich besser geeignet als ein Streudiagramm, da ein Boxplot die Gruppenbildung
besser widerspiegelt. Ein Bloxplot besteht fur jede Datenkategorie aus einer Box, die
die Daten zwischen der ersten und dritten Quartile widerspiegelt. Sie enthalt einen
Strich als Unterteilung, die dem Median entspricht. Folglich enthalt die Box die Halfte
der vorliegenden Daten. Die Lange der angehangten Antennen entspricht dem Wert,
der gerade noch in maximal dem 1,5-fachen des Interquartilabstandes liegt. Ausreil3er
sind als Kreise, extreme Ausreilder als Sternchen auf3erhalb der Antennen dargestellt.
Antennen und Ausreilder entsprechen den aulleren Quartilen, vom Median aus gese-
hen, und damit ebenfalls 50% der Daten. Zum Vergleich mehrerer Datenkategorien

werden mehrere dieser Boxplots nebeneinander abgebildet.

Im Anschluss an die Auswertung der eigenexperimentell bestimmten Daten wurde mit
den aus der TCGA-Datenbank ermittelten Daten ebenso verfahren. Die Darstellung
der so bezogenen Vergleichs-Ergebnisse erfolgte gesondert in einem eigenen Kapitel,
um eine Vermischung der Ergebnisse zu vermeiden und die Auswertung und den Ver-
gleich der Ergebnisse in der spateren Diskussion vornehmen zu konnen. Aus der
TCGA-Datenbank wurden leider keine klinischen Daten erhalten, es handelte sich le-

diglich um Daten zur Auspragung der einzelnen Gene.

2.5 Datenschutz

Bei der Gewinnung der Proben, der Datenerfassung, der Speicherung und Auswer-
tung wurde mit allen Daten der vertrauliche Umgang, die arztliche Schweigepflicht und
die Auflagen des Datenschutzes beachtet. Die Gewinnung der Proben und die Klini-
sche Datenerfassung vor der endgultigen Anonymisierung wurden ausschliel3lich

durch schweigepflichtiges Personal durchgeflhrt, das direkt an der Studie mitgewirkt
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hat. Die Dateneingabe erfolgte vor der Anonymisierung ausschlie3lich an Computern,
die vom Kliniknetzwerk abgekoppelt waren und keinen Internetanschluss besalien.
Die Daten wurden direkt nach der Erfassung der klinischen Parameter unwiderruflich
anonymisiert und lagen danach ausschlieRlich in anonymisierter Form (laufende Pati-
entennummern 1, 2, 3 etc.) vor. Nur in dieser Form wurden sie bearbeitet und weiter-
gegeben. In der anonymisierten Datenbank sind keine Initialen oder Geburtsdaten vor-
handen. Eine Rickfihrung der Daten war zu keinem Zeitpunkt mdglich. Erst nach der
endgultigen Anonymisierung und auch Entfernung der einzelnen Messwerte wurden
statistische Analysen an der Datenbank durchgefuhrt, da hierzu eine Verbindung mit

dem Universitatsnetzwerk notwendig war.

2.6 Ethik

Die retrospektive Untersuchung der Proben, sowie die Erfassung der Ergebnisse in
der Datenbank wurde bei Beachten der 0.g. Datenschutzbestimmungen durch das Vo-
tum der Ethik-Kommission der Universitatsklinik Tubingen mit der Nummer
575/2018B02 uneingeschrankt genehmigt.

Die initiale Asservierung des Gewebes erfolgte gemal Votum Nr. 279/2010BO2 oder
routinemafig. Die Patienten wurden vor der Operation ausfuhrlich Uber die Asservie-
rung zu Studienzwecken mundlich und schriftlich aufgeklart. Allen Patienten wurden
diesbeziglich die gleichen Informationen mitgeteilt. Es erfolgten dadurch keine weite-
ren Untersuchungen oder Malinahmen direkt an oder mit den Patienten. Die durchge-
fuhrten Operationen waren medizinisch notwendig und wurden durch die Studienteil-
nahme weder verzogert noch erschwert. Fur den Patienten ergab sich durch die Teil-

nahme an der Studie kein Vor- oder Nachteil beztglich der Behandlung.
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3 Ergebnisse

Der Zusammenstellungsprozess des Patientenkollektivs ist in Kapitel 2.1 ausfuhrlich
beschrieben worden. Im Folgenden sollen die Eigenschaften des Kollektivs hinsichtlich
Stammdaten, klinischer tumorspezifischer Daten und der im Labor ermittelten Daten

beschrieben werden.

Dabei werden zuerst die Haufigkeiten und deren Verteilung genannt. Dies ist interes-
sant, um die ungefahre Lage der Werte abschatzen zu konnen. Zur Vereinfachung
werden die Werte auch mit Hilfe von Histogrammen visualisiert. Dabei geben die Bal-
ken die jeweilige Haufigkeit der Messwerte an, wohingegen die schwarze Linie die

erwartete Haufigkeit bei Normalverteilung zeigt.

Bei den Q-Q-Diagrammen stellt die schwarze Linie auch die Normalverteilung dar. Die
einzelnen Messwerte werden dort nicht gruppiert, sondern als Messpunkte eingetra-
gen. Derartige Diagramme geben einen weiteren Hinweis darauf, ob die Messwerte
normalverteilt sind oder nicht. Den Beweis, dass Werte normalverteilt sind, kann nur

ein statistischer Test bringen.

3.1 Patientenstammdaten

Das mediane Alter des Kollektivs lag bei 66 Jahren, die Halfte der Patienten war zwi-

schen 61 und 70 Jahre alt, der jingste Patient war 51 und der Alteste 77.

Der Mittelwert der KorpergroBe liegt bei 175,3 cm. Die untere Quartile liegt bei 170
cm, der Median bei 175 cm, die obere Quartile liegt bei 180 cm. Der kleinste Patient

war 162 cm grof3, der Grof3te mafly 196 cm.

Bei dem Korpergewicht lag der Mittelwert bei 83,8 kg. Die untere Quartile lag bei
76,75 kg und die obere Quartile bei 90,50 kg. Der leichteste Patient wog 62 kg, der
schwerste 115 kg.
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Std.-

N Mittelwert Abw. Min Max Perzentile
Giltig Fehlend 25 50 75
Alter bei OP 101 1 65,4 6,42 51,00 77,00 61,00 66,00 70,00
Korpergrofe (cm) 97 5 175,3 6,76 162,00 196,00 170,00 175,00 180,00
Korpergewicht
(kg) 97 5 83,8 10,64 62,00 115,00 76,75 84,00 90,50

Tabelle 10: Tabellarische Darstellung der klinischen Patientendaten.

3.2 Klinische Daten

3.2.1 Praoperative PSA-Werte

Der Median der praoperativ gemessenen PSA-Werte lag bei 8,2 ng/ml. Die weitere
Verteilung ist in Tabelle 11 dargestellt. Abbildung 9 stellt die Verteilung graphisch dar
und verdeutlicht, dass die meisten Patienten einen PSA < 20 ng/ml hatten. Es zeigt
sich bereits hier, dass beim PSA keine Normalverteilung vorliegt, da die Balken im
Diagramm zu sehr von der Ausgleichskurve abweichen.

Beschreibung PSA [ng/ml] - 40

Maximum 53,4 ﬁ 0

: =

Obere Quartile 12,7 E 20

Median 8,2 T " /\

. o]

Untere Quartile 5,9 0 100 200 300 400 500 GO0

Minimum 1,1 PSA praoperativ (ng/ml)
Tabelle 11: Verteilung der PSA-Werte. Abbildung 9: Histogramm zur Ver-

teilung der praoperativ gemesse-
nen PSA-Werte mit eingezeichne-
ter erwarteter Haufigkeit bei Nor-
malverteilung. Standardabwei-
chung 10,8.
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3.2.2 Tumorstadium nach TNM-Klassifikation

Zum Zeitpunkt der Operation hatten 49% der Patienten mit einem dokumentierten T-
Stadium niedriger als T3 eine organbegrenzte Tumorausdehnung. Bei 51% der Pati-
enten mit dokumentiertem T-Stadium war im Prostatapraparat histologisch ein die
Prostatakapsel Uberschreitendes Wachstum nachweisbar, was einem Stadium = T3a

entspricht. Die genaue Stadienverteilung des T-Stadiums ist in Tabelle 12 dargestellt.

Glltige Pro- Kumulierte Pro-
T-Stadium Haufigkeit Prozent zente zente
Giltig 2a 6 5,9 6,0 6,0
2c 43 42,2 43,0 49,0
3a 22 21,6 22,0 71,0
3b 25 24,5 25,0 96,0
3c 1 1,0 1,0 97,0
4 3 2,9 3,0 100,0
Gesamt 100 98,1 100,0
Fehlend 2 1,9
Gesamt 102 100,0

Tabelle 12: Verteilung der Tumorstadien: 49% der Patienten hatten ein T-Stadium
niedriger als T3.

Lymphonodale Metastasen entsprechend eines N1-Status hatten 19%, die Tumoren

von 81% der Probanden hatten mit NO nicht in die Lymphknoten metastasiert.

Der M-Status war leider bei den wenigsten Patienten erfasst, sodass eine statistische
Auswertung zu Fernmetastasierungen an dieser Stelle nicht mdglich war. Ein M1-Sta-
tus war lediglich bei 3 Patienten beschrieben. Es kann davon ausgegangen werden,
dass in den allermeisten Fallen ein MO-Status vorliegt. In der Regel missen Patienten
vor einer Prostatektomie ein Staging durchlaufen, in dem eine Metastasierung auffal-
len wirde. Dieses wird im Regelfall spatestens postoperativ, aber noch vor der Entlas-
sung durchgefuhrt. Wenn Fernmetastasen gefunden werden, wird dies im Entlassbrief
explizit erwahnt, damit der Patient zeitnah die adaquate und stadienangepasste The-
rapie erhalten kann. Es kann also davon ausgegangen werden, dass in dieser Arbeit

hauptsachlich nicht fernmetastasierte Karzinomzellen untersucht wurden.
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3.2.3 Kombinierter Gleason Score

Von den an der Studie teilnehmenden Patienten hatten laut Pathologiebericht der ent-
nommenen Prostata 35,4% eine Gleason-Summe < 7a, wahrend 64,6% eine Gleason-
Summe = 7b hatten. Genauer hatten 9,1% einen kombinierten Gleason-Score von 5-
6, 56,6% hatten eine Gleason-Summe von 7. Bei 34,3% der Probanden wurde ein
Karzinom mit einem entsprechenden kombinierten Gleason-Score von 8-10 entfernt.

Die genaue Verteilung der einzelnen Scores ist in Tabelle 13 genauer aufgefluhrt.

Gliltige Pro- Kumulierte Pro-
Haufigkeit Prozent zente zente
Giltig 5 1 1,0 1,0 1,0
6 8 7,8 8,1 9,1
7a 26 25,5 26,3 35,4
7b 30 29,4 30,3 65,7
8 13 12,7 13,1 78,8
g 19 18,6 19,2 98,0
10 2 2,0 2,0 100,0
Gesamt 99 97,1 100,0
Fehlend Fehlend 3 2,9
Gesamt 102 100,0

Tabelle 13: Verteilung der Patienten nach kombiniertem Gleason-Score. Unter-
schieden ist die Gleason-Summe von 7 in 7a (3+4) und 7b (4+3).

3.2.4 Verteilung hinsichtlich Risikogruppe nach NCCN

Die Kriterien zur Einteilung der Karzinome in low-, intermediate- und high-risk Karzi-
nome nach NCCN finden sich in Kapitel 1.2.6.2 wieder. 6,9% der Patienten hatten ein
low-risk Karzinom, die Masse hatte mit 52% ein intermediate Risk Karzinom. Ein High
Risk bzw. Very High Risk Karzinom hatten zusammen 36,2% der Probanden. Die Ver-

teilung der Haufigkeiten ist in Tabelle 14 dargestellt.
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Gultige Pro- Kumulierte Pro-
Haufigkeit Prozent zente zente
Giltig Low Risk 7 6,9 7,2 7,2
Intermediate Risk 53 52,0 54,7 61,9
High Risk 8 7,8 8,2 70,1
Very High Risk 29 28,4 29,9 100,0
Gesamt 97 95,1 100,0
Fehlend 5 4.9
Gesamt 102 100,0

Tabelle 14: Tabelle zur Darstellung der Haufigkeitsverteilung der Risikogruppen

nach NCCN.

3.3 Prufung des Kollektivs auf Plausibilitat

Entsprechend der Verteilung in der Gesamtbevdlkerung sollten auch in diesem Kollek-

tiv natlrliche Dinge, wie Korpergrolie und Korpergewicht, normalverteilt sein. Hierzu

wurden die entsprechenden Werte nach Kolmogorov-Smirnov und Shapiro-Wilk ge-

testet, siehe Tabelle 15. Es zeigt sich, dass fur die Allgemeinbevdlkerung gultige Ge-

setze auch in diesem Kollektiv gelten und Korpergréfie und Kérpergewicht normalver-

teilt sind. Es muss in diesem Fall p > 0,05 gelten, um ein statistisch signifikantes Er-

gebnis zu erhalten.

Kolmogorov-Smirnov?@ Shapiro-Wilk
Statistik df Signifikanz Statistik df Signifikanz
KorpergroRe (cm) ,068 97 ,20° ,98 97 ,203
Korpergewicht (kg) ,078 97 ,16 ,98 97 ,287
Alter bei OP ,096 101 ,02 ,97 101 ,015

*. Dies ist eine untere Grenze der echten Signifikanz.

a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Tabelle 15: Tests auf Normalverteilung nach Kolmogorov-Smirnov und Shapiro-
Wilk. Signifikante Ergebnisse beweisen, dass keine Normalverteilung vorliegt.
Nicht signifikante Ergebnisse weisen eine Normalverteilung nach, dies gilt nach
beiden Tests fur KorpergrofRe und Kérpergewicht.
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Des Weiteren gibt es allgemein gultige Zusammenhange, deren Nachweis nun auch
im Kollektiv erbracht werden soll. So gibt es Beobachtungen, dass altere Manner eine

grélere Prostata und somit auch einen héheren PSA-Wert im Serum haben.

Die Patienten wurden in zwei Gruppen aufgeteilt, Trennmarke war der Median der Al-
tersverteilung bei 66 Jahren. Es zeigt sich, dass in Abhangigkeit vom Alter keine Kor-
relation mit KorpergrolRe (p = 0,076) und Korpergewicht (p = 0,252) nachgewiesen
werden konnte. Es konnte aber eine zweiseitig signifikante Korrelation mit dem Pros-

tatavolumen (p = 0,009) und mit dem Prostatagewicht (p = 0,018) berechnet werden.

Umgekehrt sind auch in Abhangigkeit vom PSA positive Korrelationen mit dem Pros-
tatavolumen (p=0,043) und mit dem Prostatagewicht (p=0,025) nachweisbar.
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3.4 Korrelation der experimentellen Daten mittels Student’s t-

Test fur unverbundene Stichproben

Zur Ermittlung moglicher Korrelationen wurden pro Parameter jeweils per Trennwert

Gruppen gebildet und bei den gemessenen Daten signifikante Unterschiede gesucht.

3.4.1 Korrelation der experimentellen Daten mit den Patienten-

stammdaten

3.4.1.1 Experimentelle Ergebnisse in Abhangigkeit vom Alter

Es wurde wiederum die Grenze beim Median von 66 Jahren gesetzt. Die Gruppenauf-
teilung und Signifikanz des T-Tests sind in Tabelle 16 zu finden, alle Gruppierungen
haben mindestens 45 zugeordnete Probanden. Es ergab sich kein statistisch signifi-

kantes Ergebnis.

Std.-Abwei- Standardfehler T Signifikanz
Alter bei OP N Mittelwert chung des Mittelwertes (2-seitig)
AR-Ratio > 66 56 ,99 ,51 ,07 41 ,685
< 66 45 ,95 44 ,07
KLK2-Ratio > 66 56 ,75 ,46 ,06 -1,47 ,145
< 66 45 ,88 44 ,07
TMPRSS2-Ratio = 66 56 74 ,64 ,09 -1,14 ,256
< 66 45 ,89 ,67 ,10
SLC2A1-Ratio > 66 56 ,54 ,23 ,03 -1,71 ,091
< 66 45 ,63 ,31 ,05
SLC16A3-Ratioc =66 56 ,56 ,36 ,05 13 ,897
< 66 45 ,55 43 ,06
LDHA-Ratio > 66 56 ,70 ,25 ,03 -,26 7197
< 66 45 ,71 ,26 ,04

Tabelle 16: Gruppenstatistik der experimentell bestimmten Daten in Abhangigkeit
vom Patientenalter.
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3.4.2 Korrelation der experimentellen Daten mit den klinischen Pati-

entendaten

3.4.2.1 T-Stadium

Bei Gruppenbildung anhand des T-Stadiums wurden die Probanden in die in Tabelle

17 aufgefuhrten Gruppen eingeteilt.

Es zeigt sich eine in Abhangigkeit vom T-Stadium negative Assoziation mit zweiseitiger
Signifikanz fur KLK2 (p = 0,009) und TMPRSS2 (p = 0,011). Fir SLC16A3 konnte

lediglich eine positive Assoziation einseitiger Signifikanz (p= 0,046) nachgewiesen

werden.
Std.-Abwei- Standardfehler T Signifikanz
T-Stadium N Mittelwert des Mittelwertes (2-seitig)
AR-Ratio >T2 51 ,99 ,45 ,06 ,34 737
<T3 49 ,96 ,52 ,07
KLK2-Ratio > T2 51 ,69 ,37 ,05 -2,67 ,009
<T3 49 ,93 ,50 ,07
TMPRSS2-Ratio > T2 51 ,64 ,64 ,09 -2,59 ,011
<T3 49 ,97 ,63 ,09
SLC2A1-Ratio >T2 51 ,58 ,31 ,04 -,01 ,991
<T3 49 ,58 ,24 ,03
SLC16A3-Ratio >T2 51 ,62 43 ,06 1,71 ,091
<T3 49 ,49 ,35 ,05
LDHA-Ratio >T2 51 73 25 ,03 ,82 412
<T3 49 ,69 ,27 ,04

Tabelle 17: Gruppenstatistik der experimentell bestimmten Daten bei Gruppenbil-

dung anhand des T-Stadiums.
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3.4.2.2 Nodalstatus

Es wurde auch eine Gruppeneinteilung nach dem Nodalstatus vorgenommen, deren

Statistik in Tabelle 18 zu finden ist. Es ergeben sich einige Korrelationen:

Der Nodalstatus ist knapp nicht zweiseitig signifikant negativ mit der AR-Ratio (p =
0,052) assoziiert.

Fur die KLK2-Ratio ergab sich eine signifikante positive Assoziation mit dem Nodal-
status (p = 0,002), die SLC16A3-Ratio ist mit dem Nodalstatus signifikant negativ as-
soziiert (p = 0,048).

Std.-Abwei- Standardfehler T Signifikanz

N N Mittelwert chung des Mittelwertes (2-seitig)

AR-Ratio 0 81 ,93 ,46 ,05 -1,97 ,052
1 19 1,17 ,54 12

KLK2-Ratio 0 81 ,87 ,46 ,05 3,19 ,002
1 19 ,52 ,31 ,07

TMPRSS2-Ratio 0 81 ,86 ,69 ,08 1,75 ,083
1 19 ,57 41 ,09

SLC2A1-Ratio 0 81 ,56 ,23 ,03 -,96 ,349
1 19 ,66 43 ,10

SLC16A3-Ratio 0 81 ,52 ,39 ,04 -2,00 ,048
1 19 71 ,40 ,09

LDHA-Ratio 0 81 ,70 ,26 ,03 -,62 ,536
1 19 74 24 ,06

Tabelle 18: Gruppenstatistiken der Einteilung der experimentell bestimmten Da-
ten nach dem Nodalstatus.
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3.4.2.3 Gleason Summe

Auch fur die Auswertung der experimentellen Daten hinsichtlich des zugrunde liegen-

den kombinierten Gleason-Scores erscheint die Trennung der beiden Gruppen zwi-

schen 7a und 7b am logischsten zu sein. Hierflr ergeben sich keine zweiseitig signifi-

kanten Ergebnisse.

Werden die Grenzen entsprechend dem NCCN erweitert, ergibt sich fur eine Grenze

zwischen Gleasonsumme 6 und 7a eine signifikante negative Assoziation mit der
TMPRSS2-Ratio (p=0,035).

Wird die Grenze zwischen die Gleasonsumme von 7b und 8 gelegt, so ergibt sich flr

diesen Bereich eine signifikante negative Assoziation fur die KLK2-Ratio (p=0,018).

Gleason- Std.-Abwei- Standardfehler T Signifikanz
Summe N Mittelwert chung des Mittelwertes (2-seitig)

AR-Ratio >7b 64 1,03 52 07 1,54 127
<=7a 35 87 39 ,07

KLK2-Ratio > 7b 64 78 46 ,06 -,64 ,523
<=7a 35 84 A7 .08

TMPRSS2-Ratio = 7b 64 80 65 ,08 -,07 944
<=7a 35 81 69 12

SLC2A1-Ratio  27b 64 61 31 ,04 1,86 ,066
<=7a 35 52 20 ,03

SLC16A3-Ratio 2 7b 64 59 35 ,04 1,02 ,309
<=7a 35 50 A7 ,08

LDHA-Ratio >7b 64 75 28 ,04 1,93 ,057
<=7a 35 64 18 ,03

Tabelle 19: Gebildete Gruppen der experimentell bestimmten Daten nach dem

kombinierten Gleason-Score.
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3.4.2.4 PSA-Wert

Bei Gruppierung der experimentell bestimmten Daten nach dem praoperativ gemes-
senen PSA-Wert ergeben sich die in Tabelle 20 aufgefihrten Gruppen. Hierfur wurde
die Grenze bei 10 ng/ml gesetzt, es ergeben sich keine Assoziationen der gemesse-
nen Parameter in Abhangigkeit vom PSA-Wert. Bei Setzen der Grenze fur das PSA
bei 4 ng/ml ergibt sich flir die Assoziation der AR-Ratio ebenfalls kein signifikantes
Ergebnis (p = 0,110).

PSA praop. Std.-Abwei- Standardfehler T Signifikanz
(ng/ml) N Mittelwert chung des Mittelwertes (2-seitig)

AR-Ratio = 10,00 37 1,08 ,51 ,08 1,58 ,119
< 10,00 59 ,93 47 ,06

KLK2-Ratio > 10,00 37 ,81 ,49 ,08 -,08 ,934
< 10,00 59 ,82 44 ,06

TMPRSS2-Ratio = 10,00 37 ,84 ,65 11 25 ,803
< 10,00 59 ,81 ,68 ,09

SLC2A1-Ratio > 10,00 37 ,62 ,32 ,05 ,97 ,337
< 10,00 59 ,56 ,25 ,03

SLC16A3-Ratio  =10,00 37 ,57 ,35 ,06 ,13 ,897
< 10,00 59 ,55 43 ,06

LDHA-Ratio > 10,00 37 ,70 ,26 ,04 -,26 ,799
< 10,00 59 72 ,26 ,03

Tabelle 20: Gruppenstatistik der experimentell bestimmten Daten bei Gruppierung
durch den praoperativ ermittelten PSA-Wert.

Aus der TCGA-Datenbank wurden Daten von 499 Patienten heruntergeladen und in
SPSS importiert. Enthalten war allerdings nur die Starke der Auspragung der unter-
suchten Gene, zu den klinischen Daten oder weiteren Tumoruntersuchungen waren in
diesem Datensatz keine Daten vorhanden. Ein Patientenfall war leer, sodass in die

statistische Auswertung die Daten von 498 Patienten eingegangen sind.
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3.5 Korrelation der experimentellen Ergebnisse von AR und sei-
nen Down-Stream-Parametern und Vergleich mit der TCGA-
Datenbank

3.5.1 Deskriptive Statistik der TCGA-Daten
In den folgenden Kapiteln werden Informationen zur Verteilung der Messwerte aus der
TCGA-Datenbank gegeben. Die Tabelle 21 zeigt die Verteilung tabellarisch. Diese

zeigt, dass fur alle untersuchten Gene Daten flr jeden Patienten vorhanden sind.

HPRT1 UCHLS5 AR KLK2 TMPRSS2 SLC2A1 SLC16A3  LDHA

N Gultig 498 498 498 498 498 498 498 498

Fehlend 0 0 0 0 0 0 0 0
Mittelwert 530,87 432,96 636,57 139565,94 31802,94 1146,19 253,14  6898,39
Median 487,06 422,06 506,78 132525,15 29400,74 1109,18 197,70  6239,61
Std.-Abweichung 186,18 151,06 566,83 65225,84 17273,33 340,90 187,76  3585,69
Minimum 188,59 67,87 13,55 453,14 9,18 343,21 20,09  1950,75
Maximum 2044,60 1233,03 4759,26 436561,28 105150,44 2879,52 1586,78 51978,37
Perzentile 25 414,25 333,03 234,19 97449,85 20301,82 913,43 129,78  4955,75

75 598,86 524,67 866,87 174335,33 41559,55 1343,89 320,71 7799,75

Tabelle 21: Deskriptive Statistik zu den Daten aus der TCGA-Datenbank.

Es gab keine fehlenden Falle, sodass fir alle Gene insgesamt jeweils 498 Falle aus-

gewertet werden konnten.

Far HPRT1 wurden Werte zwischen 188,59 (Minimum) und 2044,60 (Maximum) er-
mittelt. Der Mittelwert lag bei 530,87, die Standardabweichung bei 186,18. Die 25.
Perzentile lag bei 414,25, der Median bei 487,06 und die 75. Perzentile lag bei 598,86.

Bei UCHLYS5 lagen die Werte zwischen 67,87 (Minimum) und 1233,03 (Maximum). Der
Mittelwert lag bei 432,96 mit einer Standardabweichung von 151,06. Der Median lag
bei 422,06. Die untere Quartile lag bei 333,03, die obere Quartile lag bei 524,67
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Fir das AR-Gen lag das Minimum bei 13,55, das Maximum lag bei 4759,26. Der Mit-
telwert lag bei 636,57, die Standardabweichung bei 566,83. Der Median lag bei 506,78.
Die untere Quartile lag bei 234,19, die obere Quartile bei 866,87.

Bei KLK2 war das Minimum bei 453,14 und das Maximum bei 436561,28. Der Mittel-
wert lag bei 139565,94, die Standardabweichung bei 65225,84. Die 25. Perzentile lag
bei 97449,85, der Median bei 132525,15, die 75. Perzentile lag bei 174335,33.

Fir TMPRSS2 lagen die Werte zwischen minimal 9,18 und maximal 105150,44. Der
Mittelwert lag bei 31802,94 und die Standardabweichung bei 17273,33. Der Median
lag bei 29400,74, die untere Quartile bei 20301,82 und die obere Quartile bei
41559,55.

Bei SLC2A1 lag der Mittelwert bei 1146,19, die Standardabweichung bei 340,90. Das
Minimum lag bei 343,21, das Maximum bei 2879,52. Die 25. Perzentile lag bei 913,43,
die 50. Perzentile lag bei 1109,18, die 75. Perzentile lag bei 1343,89.

Fiar SLC16A3 wurden Werte zwischen minimal 20,09 und maximal 1586,78 ermittelt.
Der Mittelwert lag bei 253,14, die Standardabweichung bei 187,76. Die untere Quartile
lag bei 129,78, der Median bei 197,70 und die obere Quartile bei 320,71.

Fur das Gen LDHA lagen die Werte zwischen 1950,75 (Minimum) und 51978,37 (Ma-
ximum). Der Mittelwert lag bei 6898,39, die Standardabweichung bei 3585,69. Der Me-
dian lag bei 6239,61. Die 25. Perzentile lag bei 4955,75, die 75. Perzentile lag bei
7799,75.
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3.5.2 Korrelationen der eigen-experimentellen Ergebnisse in Abhan-

gigkeit von AR

Die nétige Gruppeneinteilung der experimentellen Daten nach der AR-Ratio erfolgte
mit dem Median als Trennmarke. Die Gruppenstatistik ist in Tabelle 22 aufgeflhrt.
Beide Gruppen enthalten so viele Studienteilnehmer, dass die Testung auf Normalver-

teilung entfallt. Es zeigen sich keine zweiseitig signifikanten Ergebnisse.

Std.-Abwei-  Standardfehler T Signifikanz

AR-Ratio N Mittelwert chung des Mittelwertes (2-seitig)

KLK2-Ratio 2,91 51 .88 51 ,07 1,49 139
<,91 51 .75 .39 ,05

TMPRSS2-Ratio 2,91 51 ,92 81 11 1,79 077
<,91 51 ,69 43 ,06

SLC2A1-Ratio 2,91 51 ,63 ,32 ,05 1,91 ,060
<,91 51 ,53 21 ,03

SLC16A3-Ratio = ,91 51 ,62 44 ,06 1,81 ,073
<,91 51 48 .33 ,05

LDHA-Ratio = ,91 51 67 27 ,04 -1,16 248
<,91 51 73 24 ,03

Tabelle 22: Gruppenstatistik bei Einteilung der experimentellen Daten anhand der
AR-Ratio.
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3.5.3 Korrelationen der TCGA-Daten in Abhangigkeit von AR

Laut statistischem Grenzwertsatz kann der t-Test mehr oder weniger von der Normal-
verteilung unabhangig auch bei ausreichend hoher Fallzahl angewendet werden.
Diese Zahl ist mit ca. 30 Fallen definiert. Bei annahernd 500 Probanden ist diese Min-

destanforderung bei jeder Gruppe weit Uberschritten und der Test anwendbar.

Es wird nun fur die méglichen Downstream-Parameter jeweils eine mogliche Korrela-

tion mittels t-Testung in Abhangigkeit von AR untersucht.

Fir AR erfolgte der t-Test einmal mit Aufteilung nach dem Median und einmal mit Auf-
teilung nach dem Mittelwert. Dadurch fallen etwaige grobe Ausreil3er weniger ins Ge-

wicht, es bleibt aber auch der Gesamteindruck des Kollektivs erhalten.

Die Tabelle 23 zeigt die Gruppenzusammensetzung der TCGA-Daten bei Aufteilung
nach dem Median. Erwartungsgemal} sind beide Gruppen gleich grol3. Hier zeigt sich
eine positive Korrelation der Gene TMPRSS2 (p < 0,001) und SLC2A1 (p < 0,001) mit
dem AR. Negativ korrelieren statistisch signifikant KLK2 (p < 0,001) und SLC16A3 (p
<0,001).

Darunter ist in Tabelle 24 die Gruppenaufteilung fur AR nach dem Mittelwert zu finden.
Es sind jeweils 187 bzw. 311 Probanden in die Gruppen eingeteilt worden. Darin zeigt
sich ebenfalls eine positive Korrelation mit statistischer Signifikanz fir die Gene
TMPRSS2 (p < 0,001) und SLC2A1 (p < 0,001). Eine negative Korrelierung konnte fur
die Gene KLK2 (p <0,001), SLC16A3 (p < 0,001) und zusatzlich fur LDHA (p = 0,044)

nachgewiesen werden.

Insgesamt |asst sich bei Beachtung dieser beiden Korrelationsanalysen fiur die Auftei-
lung der Daten nach dem AR-Wert schliel3en, dass eine signifikante positive Korrelie-
rung mit TMPRSS2 (p < 0,001) und SLC2A1 (p < 0,001) vorliegt. Ebenfalls ist eine
negative Korrelation mit KLK2 (p < 0,001) und SLC16A3 (p < 0,001) nachgewiesen
worden, die negative Korrelation mit LDHA ist fir die Aufteilung nach dem Mittelwert
zweiseitig signifikant (p = 0,044), bei Aufteilung nach dem Median nur einseitig signifi-
kant (p = 0,042).
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Std.-Abwei-  Standardfehler T Signifikanz

AR N Mittelwert chung des Mittelwertes (2-seitig)

KLK2 > 506,78 249  128562,66 51491,08 3263,11 -3,82 <0,001
< 506,78 249  150569,23 75043,48 4755,69

TMPRSS2 =506,78 249 34639,13 18774,76 1189,80 3,71 <0,001
< 506,78 249 28966,76 15142,49 959,62

SLC2A1  =506,78 249 1232,47 339,05 21,49 5,83 <0,001
< 506,78 249 1059,90 320,93 20,34

SLC16A3 2506,78 249 213,49 156, 9,89 -4,82 <0,001
< 506,78 249 292,79 207,75 13,17

LDHA > 506,78 249 6619,70 3185,42 201,87 -1,74 0,083
< 506,78 249 7177,07 3932,35 249,20

Tabelle 23: Gruppenstatistiken der TCGA-Daten von AR bei Aufteilung nach dem
Median

Std.-Abwei-  Standardfehler T Signifikanz

AR N Mittelwert chung des Mittelwertes (2-seitig)

KLK2 > 636,57 187 127478,58 50821,70 3716,45 -3,52 <0,001
< 636,57 311 146833,90 71623,64 4061,40

TMPRSS2 2 636,67 187 35565,56 18860,14 1379,19 3,66 <0,001
< 636,57 311 29540,54 15850,98 898,83

SLC2A1  =2636,57 187 1253,23 346,96 25,37 5,49 <0,001
< 636,57 311 1081,83 320,97 18,20

SLC16A3 =636,57 187 206,39 159,80 11,69 -4,62 <0,001
< 636,57 311 281,25 197,71 11,21

LDHA > 636,57 187 6480,60 2812,24 205,65 -2,02 0,044
< 636,57 311 7149,60 3962,22 224,68

Tabelle 24: Gruppenstatistiken der TCGA-Daten flir AR bei Aufteilung nach dem
Mittelwert.
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3.5.4 Graphische Gegenuberstellung der Korrelationen in Abhan-

gigkeit von AR

3.5.4.1 KLK2

250 | R Linear = 0,005

2,00 @ e

1,50 1

KLK2-Ratio

1,007

a0

0ot
00 1,00 200 3,00 400

AR-Ratio

Abbildung 10: Streudiagramm der eigenexperimentellen Ergebnisse von AR mit
KLK2 (p = 0,139). Die Ausgleichsgerade hat die Gleichung y=0,75+0,06*x.
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Abbildung 11: Streudiagramm der TCGA-Daten von AR mit KLK2. Man erkennt
eine statistisch signifikante negative Korrelation (p < 0,001).

Man erkennt in den eigenexperimentellen Ergebnissen eine Ausgleichsgerade
mit positiver Steigung, wahrend die TCGA-Daten eine negative Steigung erken-

nen lassen.
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3.5.4.2 TMPRSS2

TMPRSS2-Ratio
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Abbildung 12: Streudiagramm der eigenen Daten von AR und TMPRSS2 (p = 0,077).
Die Ausgleichsgerade hat die Gleichung y=0,42+0,39*x.
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Abbildung 13: Streudiagramm der TCGA-Daten von AR mit TMPRSS2. Man er-
kennt eine positive Korrelation, die statistisch signifikant ist (p < 0,001).

Es zeigt sich sowohl fur die eigenexperimentellen als auch fur die TCGA-Daten

eine positive Ausgleichsgerade. Fur die eigenexperimentellen Daten konnte

keine zweiseitige Signifikanz berechnet werden, die TCGA-Ergebnisse sind als

hochsignifikant anzusehen.
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3.5.4.3 SLC2A1
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Abbildung 14: Streudiagramm der eigenen Daten von AR mit SLC2A1 (p =
0,060). Die Ausgleichsgerade hat die Gleichung y=0,39+0,19*x.
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Abbildung 15: Streudiagramm der TCGA-Daten von AR mit SLC2A1. Man er-
kennt eine statistisch signifikante positive Korrelation (p < 0,001).

Zu erkennen ist in beiden Diagrammen eine positive Steigung der Ausgleichsgera-
den. Es wurde fur die eigenen Daten keine signifikante Korrelation herausgefunden.
Die positive Korrelation der Daten aus der TCGA-Datenbank ist signifikant.
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3.5.4.4 SLC16A3
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Abbildung 16: Korrelation der eigenen Daten von AR mit SLC16A3 (p = 0,073).
Die Ausgleichsgerade hat die Gleichung y=0,28+0,28*x.
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Abbildung 17: Streudiagramm der TCGA-Daten von AR mit SLC16A3. Man er-
kennt eine statistisch signifikante negative Korrelation (p < 0,001).

Zu erkennen ist bei den eigenen Daten eine positive Steigung der Ausgleichsgerade
ohne zweiseitig signifikante Korrelation, in den TCGA-Daten hat die Ausgleichsgerade

eine negative Steigung. Die Verteilung der eigenen Daten ahnelt eher einer Punkt-

wolke.
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3.5.4.5 LDHA
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Abbildung 18: Streudiagramm der eigenen Daten von AR mit LDHA, fur die keine

Signifikanz berechnet wurde (p = 0,248). Die Ausgleichsgerade hat die Gleichung
y=0,66+0,04*x.
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Abbildung 19: Streudiagramm der TCGA-Daten von AR mit LDHA. Man erkennt
eine negative Steigung der Ausgleichsgeraden, die Korrelation ist je nach Eintei-
lung der Werte signifikant bzw. nicht signifikant (p = 0,044 bzw. p = 0,083).
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3.6 Korrelation der Downstream-Parameter untereinander und

Vergleich der eigenen Daten mit den TCGA-Daten

3.6.1 Korrelationen der Daten in Abhangigkeit von KLK2

3.6.1.1 Eigene Daten

Die Gruppeneinteilung mit p-Werten sind in der Tabelle 25 dargestellt. Als Trennmarke

wurde auch hier der Median gewahlt. Beide Gruppen enthalten 51 Mitglieder, sodass

keine Testung auf Normalverteilung nétig ist. Es konnte eine zweiseitig signifikante

positive Korrelation der KLK2-Ratio mit der TMPRSS2 Ratio nachgewiesen werden (p

= 0,001). Eine negative Korrelation konnte zweiseitig signifikant fur die SLC16A3- Ra-
tio nachgewiesen werden (p<0,001). Je mehr KLK2, desto mehr TMPRSS2 und desto

weniger SLC16A3 war in der Probe enthalten.

Std.-Abwei-  Standardfehler T Signifikanz
KLK2-Ratio N Mittelwert chung des Mittelwertes (2-seitig)
TMPRSS2-Ratio 2,70 51 1,01 ,68 ,10 3,38 ,001
<,70 51 ,60 ,55 ,08
SLC2A1-Ratio >,70 51 ,61 24 ,03 1,05 ,295
<,70 51 ,55 ,30 ,04
SLC16A3-Ratio 2,70 51 41 23 ,03  -3,89 <0,001
<,70 51 ,69 47 ,07
LDHA-Ratio >,70 51 ,68 ,28 ,04 -,86 ,392
<,70 51 ,73 ,23 ,03

Tabelle 25: Gruppenstatistiken bei Einteilung der experimentellen Daten anhand

der KLK2-Ratio.
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3.6.1.2 TCGA-Daten

Auch mit den TCGA-Daten erfolgte der t-Test in Abhangigkeit von KLK2. Die Daten

wurden nach dem Median aufgeteilt, um etwaige Ausreil3er nicht zu stark zu gewich-

ten.

Die Tabelle 26 zeigt die Gruppenstatistiken bei Aufteilung nach dem Median. Es ent-
standen zwei gleich grolde Gruppen mit je 249 Proben pro Gen und Gruppe. Hier zeigte
sich eine statistisch signifikante positive Korrelation fur TMPRSS2 (p < 0,001). Eine

negative Korrelation mit statistischer Signifikanz konnte flr die Energiestoffwechsel-

gene SLC16A3 (p < 0,001) und LDHA (p = 0,006) nachgewiesen werden.

T Signifi-
Std.-Abwei-  Standardfehler kanz
KLK2 N Mittelwert chung des Mittelwertes (2-seitig)
TMPRSS2 = 132525,15 249 37923,38 17477,58 1107,60 8,45 0,000
< 132525,15 249 25682,51 14739,47 934,08
SLC2A1  2132525,15 249 1142,09 305,49 19,36 -0,27 0,789
< 132525,15 249 1150,28 373,55 23,67
SLC16A3 =2132525,15 249 199,84 134,43 8,52 -6,60 0,000
< 132525,15 249 306,44 216,51 13,72
LDHA > 132525,15 249  6461,31 3799,51 240,78 -2,74 0,006
< 132525,15 249  7335,46 3308,52 209,67

Tabelle 26: Gruppenstatistiken fur die TCGA-Daten von KLK2
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3.6.1.3 Graphische Gegenuberstellung
KLK2 x TMPRSS2
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Abbildung 20: (links) Streudiagramm der eigenen Daten der KLK2-Ratio mit der
TMPRSS2-Ratio (p = 0,001). Die zugehdrige Geradengleichung lautet
y=0,26+0,67*x.

Abbildung 21: (rechts) Streudiagramm der TCGA-Daten von KLK2 mit TMPRSS2.
Es zeigt sich eine statistisch signifikante positive Korrelation (p < 0,001).

Es zeigt sich eine konkordante positive Ausgleichsgerade. Die Korrelation ist in beiden

Fallen statistisch signifikant.
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KLK2 x SLC2A1
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Abbildung 22: (links) Streudiagramm der eigenen Daten der KLK2-Ratio mit der
SLC2A1-Ratio (p = 0,295).

Abbildung 23: (rechts) Streudiagramm der TCGA-Daten von KLK2 mit SLC2A1.
In der Punktwolke zeigt sich keine nachweisbare Korrelation (p = 0,83).

Fur keine der Punktwolken liel3 sich eine Korrelation nachweisen.
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Abbildung 24: (links) Streudiagramm der eigenen Daten der KLK2-Ratio mit der
SLC16A3-Ratio (p < 0,001).

Abbildung 25: (rechts) Streudiagramm der TCGA-Daten von KLK2 mit SCL2A1.
Es zeigt sich eine statistisch signifikante negative Korrelation (p < 0,001).

Die negative Ausgleichsgerade ist konkordant, die Korrelation ist in beiden Fallen
signifikant.
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KLK2 x LDHA
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Abbildung 26: (links) Streudiagramm der eigenen Daten der KLK2-Ratio mit der
LDHA-Ratio (p = 0,392).

Abbildung 27: (rechts) Streudiagramm der TCGA-Daten von KLK2 mit LDHA. Es
zeigt sich eine statistisch signifikante negative Korrelation (p = 0,006 bzw. p =
0,009).

In Abhangigkeit von der KLK2-Ratio lie® sich eigenexperimentell keine signifi-
kante Korrelation herleiten. Die TCGA-Ergebnisse deuten auf eine negative Kor-

relation hin.
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3.6.2 Korrelationen der Daten in Abhangigkeit von TMPRSS2

3.6.2.1 Eigene Daten

Es erfolgte die Analyse der experimentell ermittelten Daten mit Gruppenbildung an-
hand der TMPRSS2-Ratio. Als Trennmarke wurde der Median gewahlt. Dementspre-
chend enthalten beide Gruppen 51 Teilnehmer, wodurch die Testung auf Normalver-
teilung entfallt. Es zeigte sich fur die TMPRSS2-Ratio eine positive Korrelation mit
zweiseitiger Signifikanz fur die SLC2A1-Ratio (p < 0,001). Je mehr TMPRSS2 enthal-

ten war, desto mehr SLC2A1 war in der Probe enthalten.

TMPRSS2- Std.-Abwei-  Standardfehler T Signifikanz
Ratio N Mittelwert chung des Mittelwertes (2-seitig)

SLC2A1-Ratio = ,67 51 ,68 ,31 ,04 3,81 <0,001
<,67 51 ,48 ,19 ,03

SLC16A3-Ratio =,67 51 ,56 44 ,06 15 0,885
<,67 51 ,55 ,34 ,05

LDHA-Ratio > 67 51 71 ,28 ,04 25 0,800
<,67 51 ,70 ,23 ,03

Tabelle 27: Gruppenstatistik der experimentellen Daten bei Einteilung nach der
TMPRSS2-Ratio

3.6.2.2 TCGA-Daten
Auch fur TMPRSS2 erfolgte der t-Test mit Trennmarke Median. Die Tabelle 28 zeigt
die Gruppenstatistik. Es ergaben sich zwei gleich grofe Gruppen mit je 249 Probanden

pro Gruppe und Gen.

Fiar das TMPRSS2-Gen wurden im t-Test positive Korrelationen mit KLK2 (p < 0,001)
und SLC2A1 (p <0,001) nachgewiesen. Eine negative Korrelation wurde fur SLC16A3
(p <0,001) und LDHA (p < 0,001) berechnet. Die Ergebnisse sind als Streudiagramme
in Abbildung 29, Abbildung 30, Abbildung 31 und Abbildung 33 aufgeflhrt.
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Std.-Abwei-  Standardfehler T Signifikanz

TMPRSS2 N Mittelwert chung des Mittelwertes (2-seitig)

SLC2A1  229400,74 249 1231,21 317,53 20,12 5,74 <0,001
< 29400,74 249 1061,17 342,87 21,73

SLC16A3 =29400,74 249 205,71 134,26 8,51 -5,82 <0,001
< 29400,74 249 300,57 219,34 13,90

LDHA > 29400,74 249  6236,55 3743,49 237,23 -4,19 <0,001
< 29400,74 249  7560,23 3297,41 208,97

Tabelle 28: Gruppenstatistiken flr die TCGA-Daten von TMPRSS2.

3.6.2.3 Graphische Gegeniiberstellung

TMPRSS2 x SLC2A1
250 |
2,00 | @
2
n-_"? 150 |
b o o .
O 1w . ° i 2
; I e .. ° o‘o °
50| "- ! '1‘ .‘ ‘.
o 8%

oo |

3000 |

2500 |

2000 |

1500 |

y=0,42+0,15"

SLC2A1

1000 |

500 |

0o

1,00

2,00

TMPRSS2-Ratio

3,00

4,00 0 20000 40000 60000 80000 100000 120000

TMPRSS2

Abbildung 28: (links) Streudiagramm der eigenen Daten von TMPRSS2 mit
SLC2A1 mit positiver Steigung der Ausgleichsgeraden (p < 0,001).

Abbildung 29: (rechts) Streudiagramm der TCGA-Daten von TMPRSS2 mit
SLC2A1. Es zeigt sich eine statistisch signifikante positive Korrelation (p < 0,001).

Es zeigt sich eine statistisch signifikante positive Korrelation der eigenen Daten, die in
den TCGA-Daten bestatigt wird.
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TMPRSS2 x SLC16A3
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Abbildung 30: (links) Streudiagramm der eigenen Daten von TMPRSS2 mit
SLC16A3 ohne statistische Signifikanz (p = 0,885).

Abbildung 31: (rechts) Streudiagramm der TCGA-Daten von TMPRSS2 mit
SLC16A3. Es zeigt sich eine statistisch signifikante negative Korrelation (p <
0,001).
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Abbildung 32: (links) Streudiagramm der eigenen Daten von TMPRSS2 mit LDHA
ohne Signifikanz (p = 0,800).

Abbildung 33: (rechts) Streudiagramm der TCGA-Daten von TMPRSS2 mit
LDHA. Es zeigt sich eine statistisch signifikante negative Korrelation (p < 0,001).
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3.6.3 Korrelationen der Daten in Abhangigkeit von SLC2A1

3.6.3.1 Eigene Daten

Es erfolgte die Gruppenbildung anhand der SLC2A1-Ratio, als Trennmarke wurde der
Median verwendet. Dadurch ergaben sich zwei Gruppen mit je 51 Teilnehmern, die
nicht auf Normalverteilung getestet werden mussen. Die genaue Gruppenstatistik ist
in Tabelle 29 aufgeflihrt. Es ergab sich eine zweiseitig signifikante positive Korrelation
fur die SLC2A1-Ratio mit der SLC16A3-Ratio (p = 0,002) und fur die LDHA-Ratio (p =
0,006). Je mehr SLC2A1, desto mehr SLC16A3 und desto mehr LDHA war in der
Probe enthalten.

Std.-Abwei-  Standardfehler T Signifikanz

SLC2A1-Ratio N Mittelwert chung des Mittelwertes (2-seitig)
SLC16A3-Ratio =,53 51 ,67 ,46 ,07 3,26 0,002
<,53 51 43 ,25 ,04
LDHA-Ratio > 53 51 77 ,27 ,04 2,78 0,006
<,53 51 ,63 ,22 ,03

Tabelle 29: Gruppenstatistik bei Einteilung der experimentellen Daten anhand der
SLC2A1-Ratio.

3.6.3.2 TCGA-Daten
Fur SLC2A1 erfolgte ebenfalls die t-Testung mit Trennmarke Median. Die Tabelle 30

zeigt die Gruppenstatistiken. Es wurden zwei gleich grol3e Gruppen pro Gen gebildet,
die je 249 Proben enthalten.

Es waren keine neuen zweiseitig signifikanten Korrelationen nachzuweisen, es zeigte

sich lediglich eine einseitig signifikante negative Korrelation mit SLC16A3 (p = 0,039).

Std.-Abwei-  Standardfehler T Signifikanz
SLC2A1 N Mittelwert chung des Mittelwertes (2-seitig)
SLC16A3 =1109,18 249 238,27 178,40 11,31 -1,77 0,077
<1109,18 249 268,00 195,91 12,42
LDHA >1109,18 249 6967,66 4234,92 268,38 0,43 0,667
<1109,18 249 6829,12 2796,79 177,24

Tabelle 30: Gruppenstatistiken fur die TCGA-Daten von SLC2A1

110



Ergebnisse

3.6.3.3 Graphische Gegenuiberstellung
SLC2A1 x SLC16A3
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Abbildung 34: (links) Streudiagramm der eigenen Daten von SLC2A1 mit
SLC16A3 (p = 0,002). Es ergibt sich eine Ausgleichsgerade mit positiver Stei-

gung.
Abbildung 35: (rechts) Streudiagramm der TCGA-Daten von SLC2A1 mit

SLC16A3. In der Punktwolke zeigt sich keine statistisch signifikante Korrelation (p
= 0,077), wobei die Ausgleichsgerade eine ebenfalls positive Steigung aufweist.
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Abbildung 36: (links) Streudiagramm der eigenen Daten von SLC2A1 mit LDHA
(p = 0,006).

Abbildung 37: (rechts) Streudiagramm der TCGA-Daten von SLC2A1 mit LDHA. In
der Punktwolke zeigt sich keine statistisch signifikante Korrelation (p = 0,667).
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3.6.4 Korrelationen der Daten in Abhangigkeit von SLC16A3

3.6.4.1 Eigene Daten

Es erfolgte die Gruppeneinteilung zur Korrelation der experimentellen Ergebnisse an-
hand der SLC16A3-Ratio. Als Trennmarke wurde wieder der Median gewahlt, sodass
zwei gleichgrolde, 51 Teilnehmer starke Gruppen entstehen und keine Testung auf
Normalverteilung erforderlich war. Die genaue Gruppenstatistik ist in Tabelle 31 auf-
gefuhrt. Es zeigt sich eine zweiseitig signifikante positive Korrelation der SLC16A3-
Ratio mit der LDHA-Ratio (p = 0,005). Je mehr SLC16A3, desto mehr LDHA enthielt
die Probe.

Std.-Abwei-  Standardfehler T Signifikanz
SLC16A3-Ratio N Mittelwert chung des Mittelwertes (2-seitig)
LDHA-Ratio 2,45 51 77 ,26 ,04 2,90 ,005
<,45 51 ,63 ,24 ,03

Tabelle 31: Gruppenstatistik bei Einteilung der experimentellen Daten anhand der
SLC16A3-Ratio.

3.6.4.2 TCGA-Daten
Als Trennmarke fur die t-Testung wurde wiederum der Median gewahlt. Die Tabelle 32
zeigt die Gruppenstatistiken fur die Aufteilung der Daten von SLC16A3. Es entstanden

dadurch zwei gleich gro3e Gruppen mit je 249 Teilnehmern pro Gruppe und Gen.

Es zeigt sich eine positive Korrelation zweiseitiger Signifikanz mit LDHA (p = 0,009).

Std.-Abwei-  Standardfehler T Signifikanz

SLC16A3 N Mittelwert chung des Mittelwertes (2-seitig)
LDHA > 197,70 249 7319,45 3402,66 215,64 2,64 0,009
< 197,70 249 6477,32 3719,15 235,69

Tabelle 32: Gruppenstatistiken flr die TCGA-Daten von SLC16A3 bei Aufteilung
nach dem Median
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3.6.4.3 Graphische Gegenuberstellung
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Abbildung 38: (links) Streudiagramm der eigenen Daten von SLC16A3 mit LDHA
(p = 0,005).

Abbildung 39: (rechts) Streudiagramm der TCGA-Daten von SLC16A3 mit LDHA.
Es zeigt sich eine positive Korrelation, welche zweiseitig signifikant ist (p = 0,009).

Die positive Ausgleichsgerade der eigenen Daten wird in den TCGA-Daten bestatigt,

die Korrelation ist in beiden Fallen statistisch signifikant.
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3.6.5 Zusammenfassung der Korrelationen der eigenen Daten

Zur verbesserten Ubersicht der mittels t-Test ermittelten Korrelationen wurden die
nachfolgenden Tabellen erstellt. Eingetragen sind signifikante positive (+) und nega-
tive (-) Korrelationen. Ergebnisse mit nur einseitiger Signifikanz sind in Klammern ge-

setzt.

Bei HPRT1 und UCHLS5 wurde jeweils mit dem Mittelwert an Zyklen ausgewertet und
entsprechend keine Ratio berechnet. Generell bedeutet ein spateres Anschlagen al-
lerdings weniger Genmenge, sodass eine positive Korrelation der reinen Zahlenwerte
eigentlich eine negative Korrelation mit der Genmenge bedeuten wirde. Um die Logik
der Beziehungen der Parameter untereinander beizubehalten, sind daher fir HPRT1
und UCHLS5 die berechneten Korrelationen + und — vertauscht worden. Hier ein Bei-
spiel: In der Tabelle sieht man eine positive Korrelation von UCHL5 mit AR. Dies be-
deutet, dass in Proben mit insgesamt mehr gewonnenem genetischem Material auch
anteilsmafig mehr AR enthalten war als in Proben, die insgesamt weniger genetisches

Material enthielten.

Die Tabelle 36 zeigt die nachgewiesenen Korrelationen der klinischen Daten mit den
experimentellen Daten. Die Tabelle 34 zeigt die nachgewiesenen Korrelationen der

experimentellen Daten untereinander.
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Tabelle Ppatientenalter 33:
Zusam- K 5
orpergrolse menfas-
sung Kérpergewicht der mittels
t-Test PSA .
nachgewie-
senen T-Stadium - - - +
N-Stadium + . + + . Korrelatio-
nen der R.Stat
o + + .
alus Patienten-
daten Gleason-Summe - - + + mit den
. experimen-
Prostatagewicht .
tell g ermittelten
Daten. Prostatavolumen Einseitige
Korrelatio-
nen sind in Klammern gesetzt.
N ™
F 2 o« € 2 § ¢ %
a o < < a 9 o 1
I -} E 1) @
HPRT1 + - ,
UCHL5 + + -
AR
KLK2 + +
TMPRSS2 + +
SLC2A1 + + + +
SLC16A3 + - + +
LDHA + +

Tabelle 34: Zusammenfassung der mittels t-Test nachgewiesenen Korrelationen, ein-
seitige Korrelationen in Klammern.
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3.6.6 Zusammenfassung der Korrelationen der TCGA-Daten
Der Ubersichtlichkeit wegen sind die Ergebnisse der t-Tests mit den TCGA-Daten in

diesem Kapitel nochmal in Tabelle 35 und Tabelle 36 tabellarisch zusammengefasst.
Dadurch kdnnen Ubergreifende Zusammenhange besser erfasst und dargestellt wer-
den.

Es zeigt sich, dass sowohl fur die Trennmarke Median als auch flir die Gruppierung
nach dem Mittelwert grotenteils die gleichen Korrelationen nachgewiesen werden
konnten. Lediglich die Signifikanzniveaus unterscheiden sich teilweise. Ebenfalls
konnte fur die Gruppierung nach dem Mittelwert zusatzlich noch eine Korrelation in
Abhangigkeit von AR mit LDHA nachgewiesen werden, die bei Gruppierung nach dem

Median nur einseitig signifikant war (dortiges p = 0,083).

Gruppierung nach Median

Median AR KLK?2 TMPRSS2 SLC2A1 SLC16A3 LDHA
AR (p<0,001)+ (p<0,001)+

KLK2 (p < 0,001) +

TMPRSS?2 (p < 0,001) + (p < 0,001) +

SLC2A1 (p < 0,001) + (p < 0,001) +

SLC16A3 (p = 0,009) +
LDHA (p <0,001) +

Tabelle 35: Zusammenfassung der im t-Test nachgewiesenen zweiseitig signifi-
kanten Korrelationen fir die TCGA-Daten mit Trennmarke Median.

Gruppierung nach Mittelwert

|Mitte|wert AR KLK?2 TMPRSS2 SLC2A1 SLC16A3 LDHA

AR (p<0,001)+  (p<0,001)+

KLK2 (p < 0,001) +

TMPRSS2 (p < 0,001) + (p < 0,001) +

SLC2A1 (p < 0,001) + (p < 0,001) +

SLC16A3 (p = 0,003) +
LDHA (p = 0,001) +

Tabelle 36: Zusammenfassung der im t-Test nachgewiesenen zweiseitig signifi-
kanten Korrelationen fur die TCGA-Daten mit Trennmarke Mittelwert.
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4 Diskussion

4.1 Hintergrund und Ubersicht

Der Androgenrezeptor und seine Aktivitat haben beim Prostatakarzinom einen ent-
scheidenden Einfluss auf das Tumorwachstum. Dies wird durch die Wirksamkeit der
antiandrogenen Therapie und die bei weiter entdifferenzierten kastrationsresistenten
Karzinomzellen vorhandene eigene Steroidproduktion bzw. Mutation des Androgenre-
zeptors hin zur androgenunabhangigen Daueraktivierung deutlich. Zusatzlich benotigt
das Prostatakarzinom durch den erhohten Zellumsatz und den gesteigerten Metabo-

lismus eine hohe Energiezufuhr in Form von Glukose.

Ziel dieser Arbeit ist es, mogliche Veranderungen des Glukosestoffwechsels von Pros-
tatakarzinomzellen in Abhangigkeit vom Androgenrezeptor zu beleuchten, die eventu-

ell spater therapeutisch nutzbar gemacht werden konnten.

Es sind neben dem Androgenrezeptor Gene mit nachgewiesener Abhangigkeit von AR
ausgewahlt worden, um die AR-Aktivitat besser abbilden zu kdnnen. Ausgewahlt wur-
den hierfur KLK2 und TMPRSS2. Fir beide Gene wurde neben der Abhangigkeit von
der AR-Aktivitat bereits eine Assoziation mit dem Prostatakarzinom nachgewiesen
(Shang et al., 2014b) (Bonk et al., 2020).

Zur Abbildung des Energiestoffwechsels der Prostatakarzinomzellen wurden die Gene
SLC2A1, SLC16A3 und LDHA ausgewahlt. SLC2A1 kodiert fir GLUT1 und damit den
wichtigsten Glukosetransporter. SLC16A3 kodiert fur MCT4, einen Transporter von
u.a. Laktat, Pyruvat und Ketonkorpern. LDHA katalysiert die Reaktion von Laktat zu
Pyruvat. Mit Hilfe der in den Karzinomzellen enthaltenen Genmenge dieser Gene ist
ein Ruckschluss auf den stattfindenden Energiestoffwechsel der Karzinomzellen mog-
lich.

Bei Tumorpatienten der urologischen Universitatsklinik Tubingen wurden — nach ent-
sprechender Einwilligung in das Procedere — intraoperativ Frischgewebeproben ent-
nommen und fur Forschungszwecke in einer Datenbank zusammengefuhrt. Hierbei
gab es zum jeweiligen Tumor einen reprasentativen Gewebeblock zur histologischen
Auswertung und zwei damit direkt benachbarte Frischgewebeproben. Aus dieser Da-
tenbank wurden anhand des histologisch eruierbaren Tumoranteils Proben
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ausgewahlt und klinische Daten zu den passenden Patienten zusammengefuhrt. Die
Datenbank wurde im Anschluss zur Weiterbearbeitung datenschutztechnisch bearbei-
tet, sodass kein Rickschluss mehr auf die einzelne Person mdglich war. Es erfolgte
die RNA-Isolierung aus einem reprasentativen Anteil der Frischgewebeproben, sowie
das Umschreiben in cDNA fur die weitere Analyse und Lagerung. Im Anschluss wur-
den fur die jeweiligen untersuchten Gene PCR-Analysen durchgeflhrt und die daraus
generierten Ergebnisse in einer Datenbank erfasst und statistisch analysiert. Zur Veri-
fizierung der Ergebnisse erfolgte nach einem generellen Plausibilitatscheck ein Ver-
gleich mit dem Datensatz aus der TCGA-Datenbank. Dabei zeigten sich Uberschnei-
dungen, aber auch Unterschiede bei den Assoziationen. Teils war in den Ergebnissen
der eigenen Laboruntersuchungen nur ein Trend bzw. eine Korrelation zweiseitiger
Signifikanz nachweisbar, wohingegen in der TCGA-Datenbank eine klare Korrelation
errechnet werden konnte. Dies liegt mutmalRlich an der grofieren Fallzahl. Es konnten

dennoch einige Korrelationen bestatigt werden.

Beispielsweise liegt eine positive Korrelation zwischen der Auspragung von AR und
der Auspragung von TMPRSS2 und SLC2A1 vor. Eine hdhere AR-Aktivitat scheint
also mit einer hdheren Aktivitat von GLUT1 assoziiert zu sein. Damit scheint der AR

und seine Aktivitat mit dem Glukosemetabolismus zusammenzuhangen.
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4.2 Patientenstammdaten und Plausibilitatsprufung des Kollek-
tivs
Die Daten zum Patientenalter, der Kérpergrofde und des Korpergewichts sind anna-

hernd normalverteilt, so wie dies in der Grundgesamtheit der Patienten zu erwarten

ware.

In diesem Kollektiv haben Patienten mit zunehmendem Alter eine groRere (p = 0,005)
und schwerere Prostata (p = 0,009). Dies entspricht dem aktuellen Wissensstand flr
die Grundgesamtheit der Manner und ist auch in anderen Kollektiven nachgewiesen
worden (Untergasser et al., 2005), ebenso tritt ein mit einer groferen Prostata einher-
gehendes BPS im Alter deutlich haufiger auf (Berges, 2008).

Eine grolRere Prostata produziert normalerweise auch mehr PSA, also sollte in der
Grundgesamtheit der Manner ein hdherer PSA-Spiegel ein Hinweis auf eine groRRere
Prostata sein (im Kollektiv p = 0,043). Die groRRere Prostata sollte dann auch mit einem
grolReren Gewicht einhergehen. Im Kollektiv korreliert das praoperative PSA ebenfalls
positiv mit dem Prostatagewicht (p = 0,025).Je hoher das T-Stadium, also je groRRer
und invasiver der Tumor wachst, desto héher ist auch der PSA-Spiegel (p = 0,006).
Ein grélRerer Tumor spricht aber nicht automatisch fir ein grélieres Organ, es gibt

keine Korrelation vom T-Stadium mit dem Prostatagewicht und dem Prostatavolumen.

Bei Korrelation des Alters, der KérpergroRe und des Korpergewichts mit den experi-
mentellen Daten ergaben sich keine statistisch signifikanten Korrelationen. Dies kann
mit der Vielfalt der Prostatakarzinom-Subtypen erklart werden und kdnnte bei umfang-

reicheren Kollektiven anders sein.

Der Diabetes-Status der an dieser Arbeit teilnehmenden Patienten ist nicht erfasst
worden. Einige Studien legen aber nahe, dass Diabetes mellitus als Vorerkrankung
ebenfalls einen Einfluss auf den Stoffwechsel der Prostatakarzinomzellen und sogar
den nahen umgebenden Zellen haben kénnte (Heni et al., 2012). Schon langer ist be-
kannt, dass ein héheres Glukoseangebot, das beim Patienten durch einen erhdhten
HbA1c-Wert nachweisbar ist, mit einem aggressiveren Tumorwachstum einhergeht
(Kim et al., 2010). Diese Patienten haben wahrscheinlich ein hdheres Risiko flr

Lymphknotenmetastasen und eine starkere Zellentartung (Lutz et al., 2018b).
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Housekeeping-Gene stehen in der eigentlichen Auswertung nur im Hintergrund. Es
scheint aber auch plausibel, dass die beiden verwendeten Housekeeping-Gene mitei-
nander stark positiv korrelieren — je spater der steady-state bei HPRT1 erreicht war,
desto spater war er auch bei UCHLS5 erreicht (p < 0,001) und umgekehrt (p < 0,001).
Die Housekeeping-Gene erganzen sich also gut miteinander und zeigen kongruent

zueinander die enthaltene Genmenge der Probe an.

Insgesamt kann man also sagen, dass in der Allgemeinheit glltige Grundsatze auch
im vorliegenden Kollektiv Gultigkeit haben. Dadurch steigt die Wahrscheinlichkeit,
dass im Kollektiv herausgefundene Korrelationen oder Assoziationen ebenfalls auf die

Allgemeinheit extrapoliert werden konnen.
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4.3 Korrelation der klinischen Daten

4.3.1 T-Stadium
Beim T-Stadium ist eine negative Assoziation mit KLK2 (p = 0,009) und TMPRSS2 (p

= 0,010) nachgewiesen worden. Dies passt nicht ganz zu der Literatur, laut der entwe-
der ein hoherer Spiegel von KLK2 (Shang et al., 2014b) oder ein hoherer Spiegel von
TMPRSS2 (Bonk et al., 2020) mit hoheren Tumorstadien und aggressiverem Wachs-
tum einhergeht. Ein Vergleich mit der TCGA-Datenbank wurde fur die klinischen Daten
nicht durchgefliihrt, da die Fragestellung der Arbeit sich auf den AR und die nachge-

schaltenen Gene bezieht und nicht auf eine Korrelation mit klinischen Daten.

Die positive Assoziation vom T-Stadium mit SLC16A3 ist in dieser Arbeit nicht signifi-
kant nachweisbar. Diese positive Assoziation wurde in einer Arbeit aus 2011 beschrie-
ben, in der eine vermehrte Auspragung von unter anderem MCT-Isoformen bei der

PIN auch mit einem hdéheren T-Stadium einherging (Pértega-Gomes et al., 2011).

4.3.2 Nodalstatus

Es ergab sich eine positive Assoziation des Nodalstatus mit KLK2 (p = 0,002) und
TMPRSS2 (p = 0,083). Dies spricht wieder fur das Vorliegen von mehreren Entitaten
des Prostatakarzinoms. Einerseits gibt es ein Prostatakarzinom mit erhohten KLK2-
Raten, welches mit schlechter Prognose einhergeht (Shang et al., 2014b). Anderer-
seits gibt es spater einen KLK2-Verlust mit erhdhten TMPRSS2-Raten, die ebenfalls
mit einer schlechten Prognose im Sinne von Metastasen einhergehen (Bonk et al.,
2020).

Zusatzlich ist eine negative Assoziation des Nodalstatus mit AR (p = 0,052) nachge-
wiesen worden. Dies konnte durch den im spateren Verlauf stattfindenden Wandel der
Karzinomzellen zu einem androgenunabhangigen Wachstum hin bedingt sein (Gamat
and McNeel, 2017).

Ebenfalls ist eine negative Assoziation des Nodalstatus mit SLC16A3 (p = 0,048) nach-
gewiesen worden. Dies passt nicht zum aktuellen Kenntnisstand, da in Zellreihen von
metastasierten Prostatakarzinomzellen eine erhéhte Expression von MCT4 aufgezeigt
werden konnte (Pereira-Nunes et al., 2020).
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Einschrankend muss erwahnt werden, dass Zellkulturen nicht immer einen Ruck-
schluss auf den tatsachlich stattfindenden Stoffwechsel geben kénnen. Es gibt einer-
seits androgenunabhangige Basalzellen und andererseits luminale Zellen, die in Ab-
hangigkeit von Androgenen PSA produzieren und KLK2 exprimieren. Vielfach gewinne
man in der Zellkultur jedoch Intermediarzellen, die Eigenschaften der beiden genann-
ten Zellarten haben. Teilweise reprasentieren diese Zellkulturen dann also nicht die
tatsachlich im Patienten vorhandenen Prostatakarzinomzellen und deren Stoffwechsel
(Buhler et al., 2010). Hinzu komme noch, dass es selbst innerhalb der Prostata in den
verschiedenen Zonen verschiedene Arten von Prostatazellen gebe. Beispielsweise sei
in der peripheren Zone unter anderem weniger p53 exprimiert, was das bevorzugte
Auftreten von Karzinomen in diesem Bereich miterklaren konnte (Kirschenbaum et al.,
2006). Die Ergebnisse aus Zellkulturen sind also immer mit Vorsicht zu betrachten und
nicht zwangslaufig mit denen aus primarem Karzinomgewebe vergleichbar, da sich die
tatsachlich vorhandenen Zellen voneinander und deren Zusammenspiel untereinander
unterscheiden konnen. In dieser vorliegenden Arbeit wurde primares Karzinomgewebe
verwendet, also natirlich gewachsene Tumorzellen aus Patienten und keine kinstli-
chen Karzinomzellen. Dies konnte eventuelle Differenzen der Ergebnisse dieser Arbeit
mit den Ergebnissen der in anderen Arbeiten oftmals verwendeten Zellkulturlinien er-

klaren.

4.3.3 Gleason-Summe

Fir die Gleason-Summe konnte eine positive Korrelation mit LDHA nicht signifikant
nachgewiesen werden (p = 0,057). Diese war allerdings in einer Studie aus 2020 nach-
weisbar, die mittels PET-CT in einer Zellkultur mit Prostatakarzinomzellen bei High-
Grade Prostatakarzinomzellen ab Gleason 4 eine deutlich hdhere LDHA-Aktivitat
nachgewiesen hat und dies als Moglichkeit sieht, beim frisch diagnostizierten Prosta-
takarzinom oder im Rahmen der Active Surveillance low-grade und high-grade nicht-
invasiv differenzieren zu kénnen (Sriram et al., 2020). Mdglicherweise hatte eine ho-
here Fallzahl eine Signifikanz zeigen kénnen.
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4.3.4 PSA

Bemerkenswert ist, dass das praoperativ gemessene PSA nur knapp nicht signifikant
mit der Auspragung von AR korreliert (p = 0,110), es aber keine Korrelation mit KLK2
gibt. In der Zellkultur und im Mausmodell war bereits gezeigt worden, dass KLK2 PSA
aktivierte, das dann nicht mehr in freier Form nachweisbar war (Williams et al., 2010).
In dieser Arbeit ist bei PSA immer das im Labor messbare freie PSA gemeint. Theore-
tisch musste man davon eine negative Korrelation ableiten kdnnen, also weniger freies

PSA praoperativ bei mehr KLK2-Expression.
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4.4 Korrelation der experimentellen Daten und Vergleich mit
dem TCGA-Datensatz

4.4.1 AR und AR-Aktivitat

In der Literatur ist wiederholt eine Abhangigkeit von AR und den mutmallich nachge-
schalteten Genen KLK2 und TMPRSS2 beschrieben worden, die einen Hinweis auf
die AR-Aktivitat geben (Murtha et al., 1993, Wadosky et al., 2019, Vander Griend et
al., 2009, Culig and Santer, 2014, Shang et al., 2014b), (Bonk et al., 2020), Vgl. auch
Kapitel 1.3.2 ab Seite 32).

Im Rahmen dieser Arbeit ist keine signifikante zweiseitige Korrelation von AR mit
TMPRSS2 nachgewiesen worden (p = 0,077). Diese war in den TCGA-Daten signifi-
kant positiv (TCGA p < 0,001). Fur KLK2 ist eine positive Korrelation mit TMPRSS2 (p
= 0,001) nachgewiesen, die in den TCGA-Daten bestatigt wurde (TCGA p < 0,001).

Die unterschiedliche Korrelation von AR mit TMPRSS2 in den eigenen Daten und den
TCGA-Daten konnte an der mit 102 recht niedrigen Fallzahl liegen. Vergleichsweise
wurden aus der TCGA-Datenbank 498 Datensatze exportiert. Zusatzlich kdnnte trotz
Plausibilitatsprifung des Kollektivs eine Selektionierung durch unbekannte Elnfluss-
faktoren stattgefunden haben. So kdnnten im eigenen Kollektiv vergleichsweise viele
TMPRSS2-negative Tumore enthalten sein, wahrend die TCGA-Datenbank statistisch
gesehen wahrscheinlicher ein besseres Abbild der Verteilung aller Tumorvarianten
bietet. Allerdings muss auch erwahnt werden, dass ein p-Wert von 0,077 nicht weit

von der statistischen Signifikanz < 0,05 entfernt ist.

Fur das Prostatakarzinom gibt es verschiedene Therapieansatze, die sich auf den AR
beziehen. Da diese weiterhin Probleme in Vertraglichkeit und Wirkung haben, besteht

weiterer Forschungs- und Optimierungsbedarf.

Es war bereits 1941 beobachtet worden, dass durch operative Kastration und damit
Androgenentzug der Tumor und seine Metastasen schrumpften (Huggins et al., 1941),
was auf eine Reduktion des Energiestoffwechsels hindeuten kdnnte. Vergleichbare

Ergebnisse sind auch durch chemische Kastration erreichbar (Sciarra et al., 2004).
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Allerdings haben die operativen und medikamentdsen Androgen-unterdrickenden
Therapien Nebenwirkungen, die fur die Patienten bedeutsam sein kénnen. Die neue-
ren nichtsteroidalen Antiandrogene haben im Vergleich zum obsoleten Cyprotero-
nacetat Vorteile hinsichtlich besserer Libido, Potenz und korperlicher Leistungsfahig-
keit, fehlendem kardiovaskularen Risiko und fehlender Hepatotoxizitat. Sie bewirken
aber deutlich haufiger eine Gynakomastie und Brustschmerz (Gillatt, 2006). Die jewei-
ligen Nebenwirkungen der neuen Medikamente sind medikamentos teils gut be-
herrschbar, bedeuten fur die einzelnen Patienten dennoch teils starke Einschrankun-

gen in der Lebensqualitat (Sciarra et al., 2004).

Generell ist nach Kastration ebenfalls die dann fehlende immunsuppressive Wirkung
der Androgene und damit die Verstarkung der korpereigenen Abwehr durch beispiels-
weise Einwanderung von Lymphozyten vorteilhaft. Problematisch ist allerdings die
ausnahmslose Mutation der Tumorzellen hin zu einem androgenunabhangigen
Wachstum (Gamat and McNeel, 2017), beispielsweise durch eigenstandige Produk-
tion von Androgenen (Eidelman et al., 2017) oder Eigenstimulation des AR (Sobhani
et al., 2021).

Die aktuelle Forschung beschaftigt sich mit der Kombination von Chemotherapeutika
wie bspw. Docetaxel mit der Androgendeprivationstherapie und mit der Entwicklung
neuer wirksamerer antihormoneller Substanzen, um auch fur héhergradige Prosta-
takarzinome eine optimal wirksame und nebenwirkungsarme Therapiesequenz finden

zu kénnen (Kretschmer and Todenhdofer, 2020).

Aulierdem wird untersucht, ob die Expression von bestimmten AR-Subtypen bereits
eine Aussage zur moglichen Effektivitat einer antiandrogenen Therapie treffen kann
und dadurch die Therapie weiter optimiert werden kdnnte, damit jeder Patient die fur
ihn optimale Therapie erhalt. Beispielsweise gibt es mit AR-V7 eine Splice-Variante
von AR, die keine Ligandenbindungsstelle hat und standig aktiv ist (Todenhofer et al.,
2017, Sobhani et al., 2021). Bei Auspragung dieser Variante ist selbst unter antiand-
rogener Therapie eine erhdohte Auspragung von KLK2 und KLK3 beobachtet worden
(Lovell et al., 2021).

Bonk et al. haben herausgefunden, dass auch eine verminderte Expression von KLK2

mit einer hdheren Invasivitat, erhdhten Zellteilungsraten, hdherem Gleason-Score und
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friherem erneuten PSA-Anstieg einhergehen kann. Die Arbeitsgruppe hat in diesen
Fallen eine Haufung des TMPRSS2-ERG-Fusionsgen beobachtet (Bonk et al., 2020).

Es scheint also mehrere Entitaten des Prostatakarzinoms zu geben, welche den Ener-
giestoffwechsel der Karzinomzellen abhangig von KLK2 oder TMPRSS2 beeinflussen

konnen und entsprechend unterschiedliche Therapieansatze bieten konnten.

Das weitere Verstandnis der nachgeschalteten Stoffwechselprozesse kénnte weitere
neue Therapieansatze aufzeigen, die unter Umstanden nebenwirkungsarmer sein
oder eine langerfristige Remission bewirken konnten. Diese konnten ggf. als Ersatz
oder Erganzung der Androgendeprivationstherapie oder beim kastrationsresistenten
Prostatakarzinom Anwendung finden. Hierzu ist es allerdings erforderlich, entspre-

chende Zielstrukturen zu finden.

4.4.2 SLC2A1 und GLUT1

In den eigenen experimentellen Ergebnissen wurde fur TMPRSS2 eine positive Kor-
relation mit SLC2A1 (p < 0,001) berechnet, welche in den TCGA-Daten bestatigt wer-
den konnte (TCGA p < 0,001). In den TCGA-Daten ist ebenfalls eine positive Korrela-
tion von AR mit SLC2A1 (TCGA p < 0,001) nachweisbar.

Die Dysregulation von Glukosetransportern ist bei verschiedenen Karzinomen bereits
erwahnt, insbesondere die des auch hier untersuchten GLUT1 (Yietal., 2023, Moreno-
Acosta et al., 2017). Edemir hat 2020 eine Ubersichtsarbeit zu verschiedenen Trans-
portproteinen veroffentlicht, in der es nicht primar um das Prostatakarzinom geht. Es
werden SLC2A1 und SLC16A3 als prognostisch ungtinstige Marker bei anderen Tu-
morentitaten genannt, da deren verstarkte Auspragung mit einem verkirzten Uberle-
ben vergesellschaftet war (Edemir, 2020). Die vermehrte Auspragung von GLUT1 und
damit einhergehende Assoziation mit einer schlechteren Prognose ist beispielsweise
fir das Mammakarzinom (Younes et al., 1995), das Lungenkarzinom (Ogawa et al.,
1997) und das kolorektale Karzinom (Haber et al., 1998) beschrieben worden. GLUT1

sei bei verschiedenen Tumorentitaten haufig dereguliert und durch die Funktion der
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Energieversorgung mit Glukose ein gutes Ziel fur neue Therapiesubstanzen (Ancey et
al., 2018).

Beim Prostatakarzinom haben Androgene und der AR ebenfalls einen Einfluss auf die
GLUT1-Aktivitat (Gonzalez-Menendez et al., 2018b), wobei es Hinweise daflr gibt,
dass Androgene selbst ohne AR-Aktivierung bereits den Glukosemetabolismus direkt

beeinflussen konnten (Martins et al., 2013).

2010 konnte gezeigt werden, dass beim Prostatakarzinom eine vermehrte GLUT1-Ex-
pression mit einer kirzeren Zeit bis zum PSA-Rezidiv einherging. Diese Arbeit sieht
GLUT1 eher als mdglichen prognostischen Marker, um die richtigen Patienten fiir eine
engere Nachsorge auswahlen zu kdnnen, nicht aber als moglichen therapeutischen
Ansatz (Jans et al., 2010).

Xiao et al. haben 2017 gezeigt, dass die GLUT1-Expression in Prostatatumorgewebe
im Vergleich zum normalen Prostatagewebe erhoht ist und dies wahrscheinlich fur
Glykolyse und Proliferation wichtig ist. Abweichend zur vorherigen Arbeit von Jans sa-
hen sie eine Unabhangigkeit der GLUT1-Expression von Tumorgréf3e und -stadium.
Sie erklarten, dass GLUT1 am ehesten nicht mit der Progression korreliert und schran-
ken damit die Bedeutung von GLUT1 als mdglichen prognostischen Marker wieder ein
(Xiao et al., 2018).

Es wurde mittels PET-CT die '8F-FDG-Aufnahme von Prostatakarzinomzellen unter-
sucht, wobei diese Studie sich auf Gleason-Summen von 8-10 beschrankte. Die Ar-
beitsgruppe fand heraus, dass die '®F-FDG-Aufnahme zumindest beim high-grade
Prostatakarzinom mit der Auspragung von GLUT1 korrelierte und damit fur die Prog-
nose und die Auswahl der geeigneten Therapie hilfreich sein kdnnte (Meziou et al.,
2020).

Es gibt Hinweise auf einen androgenabhangig gesteigerten Glukoseverbrauch mit ge-
steigerter Laktatproduktion und gesteigerter Expression von GLUT1 und MCT4, was
Proteinprodukt von SLC16A3 ist. Zusatzlich ist in der Zellkultur nach Gabe von Dihyd-
rotestosteron eine entsprechende Hochregulierung von GLUT1 und auch GLUT3
nachgewiesen worden (Vaz et al., 2016). Andersherum ist im Zellversuch nach And-
rogenentzug bei bestimmten Prostatakarzinomzelllinien eine verminderte Aufnahme

von Fluordesoxyglukose (FDG) beschrieben worden (Emonds et al., 2011), was fur
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eine Herunterregulierung von GLUT1 durch Androgenentzug spricht (Mochizuki et al.,
2001) und wiederum die Hypothese der hier nachgewiesenen AR-Aktivitats-Abhangig-
keit von GLUT1 starkt.

In einer anderen Arbeit ist gezeigt worden, dass durch Steigerung der AR-Expression
ebenfalls eine haufigere Expression von GLUT1 (SLC2A1) beobachtet werden kann
(Wang et al., 2020). Zuvor war bereits eine durch Androgene gesteigerte GLUT1-Ex-
pression beschrieben worden, was den Tumorzellen ebenfalls flr die Reduktion des
durch Glukoseentzug entstehenden Oxydationsstresses diene (Gonzalez-Menendez
et al., 2018a). Der AR steigert dabei direkt die Expression von SLC2A1 bzw. GLUT1
(Massie et al., 2011). Eine Arbeitsgruppe sieht GLUT1 als vielversprechende Zielstruk-

tur fUr die Therapie des kastrationsresistenten Prostatakarzinoms (Wang et al., 2020).

GLUT1-Inhibitoren sind Bestandteil der aktuellen Forschung zur Entdeckung neuer
Therapieoptionen (Pliszka and Szablewski, 2021, Reckzeh and Waldmann, 2020). Bei
anderen Karzinomen werden bereits entsprechende GLUT1-Inhibitoren zur Therapie
an Zellkulturen getestet, beispielsweise fur neuroendokrine Tumoren und kleinzellige
Bronchialkarzinome (Winter et al., 2023), fur das Pankreaskarzinom (Poonprasartporn
et al., 2024). Eine Arbeit zur kombinierten GLUT 1-Inhibition mit Chemotherapie beim
Melanom zeigte ein deutlich besseres Ansprechen der Tumorzellen, wohingegen Fib-
roblasten deutlich weniger sensitiv waren und keine signifikante Menge Sauerstoffra-
dikale bildeten (Nawrot-Hadzik et al., 2023).

GLUT1-Inhibitoren kdnnten auch zur Therapie des kastrationsresistenten Prostatakar-
zinoms verwendet werden oder aber in Kombination mit der Androgendeprivationsthe-

rapie die Zeit bis zur Kastrationsresistenz verlangern.

Eine Arbeitsgruppe, die ebenfalls einen Zusammenhang der GLUT1-Expression mit
dem Gleason-Score und der Zellproliferation gesehen hat, will GLUT1 therapeutisch
nutzbar machen. Sie haben bei GLUT1-Inhibition die vermehrte Bildung von Sauer-
stoffradikalen und schlieldlich Apoptose der Prostatakarzinomzellen nachweisen kon-
nen (Cardoso et al., 2021).

Eine Arbeitsgruppe sieht in der mikro-RNA miR-378a einen moglichen GLUT1-Inhi-

bitor. Diese sei beim fortgeschrittenen Prostatakarzinom herunterreguliert, wodurch
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GLUT1 vermehrt exprimiert werde. Die beste Wirksamkeit zeigte sich im Zellversuch
beim frihen Prostatakarzinom, weitere Versuche gab es bisher nicht (Cannistraci et
al., 2022). Fraglich ist der therapeutische Nutzen und wie man diese mikro-RNA in die

Tumorzellen bekommen konnte.

Monoethanolamin verlagert den GLUT1 ins Zytosol und behindert den Wiedereinbau
in die Zellmembran. Die Expression an sich werde hierbei nicht verandert. Hierdurch
werden die Prostatakarzinomzellen durch Glukoseentzug unter metabolischen Stress
gesetzt. Weiterhin induziert Monoethanolamin die Apoptose durch Autophagie. Diese
Beobachtungen wurden im Xenograft-Modell an Mausen bestatigt (Garlapati et al.,
2021).

Einige weitere Arbeitsgruppen versuchen bereits, sich dieses Wissen in der Therapie
nutzbar zu machen. So wurde mit Fasentin ein im virtuellen Modell an GLUT1 binden-
der Inhibitor entwickelt (Wood et al., 2008), der in neueren Studien aber auch unab-
hangig vom Glukosemetabolismus einen negativen Effekt auf die Angioneogenese
hatte. Dieser war mit bereits bekannten GLUT1-Inhibitoren so nicht nachzuvollziehen

(Ocana et al., 2020). Hier besteht also weiterer Forschungsbedarf.

Ein anderer Ansatz ist, die Uberexprimierung von GLUT1 auszunutzen und eben die-
sen Transporter fir den Import von Medikamenten in die Prostatakarzinomzelle zu
verwenden. Dies hat den Vorteil, dass die Medikamente zielgerichtet in den Tumorzel-
len konzentriert werden und dort den grof3ten zytotoxischen Effekt hat. Eine Arbeits-
gruppe hat mit Glukose-Konjugaten von 1,4-Naphthoquinon vielversprechende Stoffe
gefunden, die diesen Ansatz nutzen und Uber eine Eliminierung der Mitochondrien die

Apoptose der Karzinomzellen einleiten (Dyshlovoy et al., 2019).
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4.4.3 SLC16A3 / MCT4, Laktatshuttle und LDHA / LDH

In den eigenen experimentellen Ergebnissen wurde fur KLK2 eine signifikante nega-
tive Korrelation mit SLC16A3 (p < 0,001) und mit LDHA (p = 0,009) nachgewiesen.

In den TCGA-Daten zeigte sich eine negative Korrelation von je KLK2 und TMPRSS2
mit jeweils SLC16A3 und LDHA (jeweils TCGA p < 0,001).

Eine erhohte AR-Aktivitat, gemessen durch die erhohte KLK2- und TMPRSS2-Expres-
sion, ist also in den Daten mit einer Runterregulation von SLC16A3 und LDHA asso-

Ziiert.

In den eigenen Daten lie} sich eine statistisch signifikante positive Assoziation von
SLC2A1, SLC16A3 und LDHA untereinander feststellen (p-Werte siehe ab Kapitel
3.6.3 ab Seite 110). Diese ist insofern konklusiv, als dass sie fur jeden der Parameter
untereinander nachgewiesen werden kann. In den TCGA-Daten ist lediglich eine po-

sitive Assoziation von SLC16A3 und LDHA nachzuweisen.

4.4.3.1 SLC16A3 und MCT4

MCT4, das Proteinprodukt von SLC16A3, ist unter anderem ein Protonentransporter,
sowie ein Transporter von Laktat, Pyruvat und Ketonkorpern, sowie von Medikamen-
ten (Edemir, 2020). Tumorareale sind fur den absolut erhdhten Energiebedarf relativ
schlecht perfundiert, wodurch neben dem erforderlichen anaeroben Stoffwechsel auch
die Diffusion der Chemotherapeutika zum Wirkort bereits erschwert wird. Durch die
Hochregulation von MCT4 und damit der Senkung des pH-Wertes im Tumorgebiet fin-
det ein ion-trapping von leicht basischen Chemotherapeutika statt, die dann nur in un-
zureichendem Malie in die Tumorzelle eindringen kdnnen. Durch den zusatzlich ge-
nerell niedrigen Sauerstoffpartialdruck in der Tumorzelle ergebe sich eine Resistenz
gegenuber Radiotherapie durch geringere Bildung von Sauerstoffradikalen. Eine ver-
mehrte Hypoxie scheint aulerdem mit einer hdheren Metastasierungsrate einherzu-
gehen (Gillies et al., 2002). Andere Quellen gehen davon aus, dass die verschiedenen
MCT-Isoformen in Tumorzellen eher aus der Not heraus hochreguliert seien, da die
Tumorzellen sonst durch Ansammlung toxischer Metabolite — wie zu viel Laktat — zu-

grunde gehen kdnnten (Eidelman et al., 2017, Franklin and Costello, 2007).
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Beim Pankreaskarzinom habe man bereits das Malignitatspotenzial verringern kon-
nen, indem MCT4 als Ziel einer Chemotherapie verwendet wurde (Edemir, 2020).
Auch fir das Blasenkarzinom gibt es bereits Arbeiten, die eine Uberexpression von
MCT4 mit schlechterem Uberleben assoziieren. Eine MCT4-Inhibition hingegen sei mit
reduzierter Proliferation, vermehrter Apoptose und vermehrten Sauerstoffradikalen
vergesellschaftet. Im Zellmodell sei ebenfalls ein reduziertes Tumorwachstum beo-
bachtet worden. Die Arbeit bezieht sich auf den basischen Subtyp des Urothelkarzi-
noms (Todenhofer et al., 2018), grundlegende Stoffwechselprozesse konnten jedoch

gut auf andere Karzinome Ubertragbar sein (Vgl. (Edemir, 2020)).

Alle MCT-Isoformen und CD147 werden bei der PIN vermehrt exprimiert und gehen
mit schlechter Prognose im Sinne von héheren PSA-Spiegeln, héherem Gleason-
Score und héherem T-Stadium, perineuralem Wachstum und fritherem PSA-Rezidiv

einher (Pértega-Gomes et al., 2011).

Es wurde in androgenresistenten Prostatakarzinomzellreihen von einer verminderten
Expression von GLUTS3, aber einer hoheren Expressionsrate von MCT4 und einer er-
hohten LDH-Aktivitat berichtet. Nebenbefundlich seien Hinweise auf einen erhdhten
oxidativen Stress gefunden worden. Diese Arbeitsgruppe sieht LDH und MCT4 als
maogliche Parameter zur ErschlieBung neuer Diagnostik- und Therapiemaoglichkeiten
(Vaz et al., 2012).

MCT4-Inhibitoren sind Bestandteil der aktuellen Forschung und werden fir verschie-

dene Karzinome als neue Therapieoption in Erwagung gezogen (Liu et al., 2023).

Eine Arbeit aus 2019 zeigt, dass bei Inhibierung der MCT4-Expression in der Prosta-
takarzinomzellkultur die Zellproliferation reduziert und die Apoptose eingeleitet wurde.
Dort wurde auch die parallele Herunterregulation von VEGF, CD147, MMP2 und
MMP9 beschrieben, welche somit als mdgliche Downstream-Parameter von MCT4 in-

frage kdmen und fur die Invasivitat mitverantwortlich seien (Sun et al., 2019a).

Zusatzlich sind bereits Tierversuche durchgefihrt worden, die eine MCT4-Inhibition
mit vermindertem Tumorwachstum ohne groRere Toxizitat bei Mausen zeigte. Ein-
schrankend sind hier nur Verhaltensanalysen der Mause fur 15 Tage durchgefihrt
worden, was von einer Langzeittherapie beim Menschen weit entfernt ist. Die Studie

kommt zu dem Ergebnis, dass die MCT4-Inhibition eine mdgliche und nutzliche
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Antwort auf die Kastrationsresistenz des Prostatakarzinoms und auch anderer Karzi-
nome sein kdnnte, da sie beim karzinombedingt umprogrammierten Energiestoffwech-
sel eingreift (Choi et al., 2016).

Beim neuroendokrinen Prostatakarzinom fihrte eine MCT4-Blockade zu verminderter
Laktatsekretion, vermindertem Glukosemetabolismus und vermindertem Zellwachs-
tum. Auch diese Arbeit bezeichnet die MCT4-Inhibition als vielversprechenden Thera-
pieansatz (Choi et al., 2018).

Maoglicherweise kdnnte also neben einer GLUT1-Inhibition auch eine MCT4-Inhibition

zielfuhrend sein, hier ist aber ebenfalls noch viel Forschung erforderlich.

4.4.3.2 Der (reverse) Warburg — Effekt

Es ist schon langer bekannt, dass der bereits in der Einleitung beschriebene Laktat-
Shuttle (Vgl. Kapitel 1.4.2, S. 35f) auch beim Prostatakarzinom existiert (Fiaschi et al.,
2012). Fibroblasten des Stromas produzieren Laktat und schleusen dies uber MCT4
nach extrazellular. Von dort aus kann die Tumorzelle iber MCT1 das Laktat nach intra-
zellular einschleusen, es in Pyruvat umwandeln und im Citratzyklus zur Energiegewin-
nung verwenden. Zusatzlich nehmen Tumorzellen mit oxidativem Stoffwechsel
dadurch mehr Laktat und weniger Glukose auf. Diese steht dann Tumorzellen mit an-

aerobem Stoffwechsel zur Verfigung (Liu et al., 2023).

Eine MCT1/MCT4-Coexpression sei mit einer schlechten Prognose entsprechend ei-
nem pT3-Stadium oder einem kombinierten Gleason-Score = 9 vergleichbar. Die Ar-
beitsgruppe schrankt zur therapeutischen Relevanz ein, dass MCTs ebenfalls flr das
Einschleusen von Medikamenten in die Tumorzellen verantwortlich seien (s.0.) und
eine Inhibierung ggf. zusatzliche Nachteile fir eine anschliellende Chemotherapie ha-
ben kdénnte (Andersen et al., 2015). Die gleiche Hypothese, dass der Laktat-Shuttle
zwischen Stroma- und Tumorgewebe mit einer schlechten Prognose im Sinne eines
pT3-Stadiums einhergeht, wurde bereits 2014 aufgestellt (Pértega-Gomes et al.,
2014).

Mehrere Arbeitsgruppen haben den reversen Warburg-Effekt und den Bezug von den
Karzinom-assoziierten Fibroblasten zu den Prostatakarzinomzellen untersucht und

sind zu dem Schluss gekommen, dass die Prostatakarzinomzellen die
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Laktatproduktion der Fibroblasten mittels Produktion vom Hypoxie-induzierten Faktor
1 steuern kdnnen (Sanita et al., 2014, Martinez-Outschoorn et al., 2014, Fiaschi et al.,
2012).

Der HIF-1a (hypoxia-inducible factor) erhéht die Glykolyse, Erythropoese und Angio-
neogenese — Letzteres Uber Stimulierung von VEGF — und kann mittels abhangiger
Proteine auch auf den Zellzyklus Einfluss nehmen, namentlich p51, p21 und Bcl-2. Ein
HIF-1a-Verlust konne aber durch verminderte hypoxieinduzierte Apoptose und stress-
bedingte Proliferation auch zum beschleunigten Tumorwachstum fihren (Carmeliet et
al., 1998). Zusatzlich sei auch GLUT1 ein Protein, das durch Hypoxie und damit er-
hohte AMPK-Spiegel (5’-AMP-Activated-Protein-Kinase) vermehrt exprimiert werde
(Laderoute et al., 2006).

Als erster Versuch des therapeutischen Einsatzes war 2008 im Xenograft-Mausmodell
beim Zervixkarzinom, kolorektalen Karzinom und Lungenkarzinom durch MCT1-Inhi-
bition der Wechsel der Karzinomzellen zur Glykolyse und unter Glukoseentzug und
Hypoxie der Zelltod beschrieben worden. Durch den sinkenden Laktatspiegel waren

die Ubrig gebliebenen Zellen durch Bestrahlung abtétbar (Sonveaux et al., 2008).

MCT1 und MCT4 sind Bestandteil der aktuellen Forschung bei vielen Karzinomen
(Singh et al., 2023). Die kombinierte Inhibition von MCT1 und MCT4 zeigte beispiels-
weise bei Mammakarzinomzellen eine Verbesserung der zytotoxischen Wirkung
(Nadai et al., 2023).

In Zellreihen metastasierten Prostatakarzinoms werde mehr MCT1/4 exprimiert als in
Zellreihen von lokal begrenztem Prostatakarzinom. Auch hier sank bei MCT1/4- und
LDH- Inhibition die Zellteilungsrate in vitro und in vivo. Die Arbeitsgruppe sieht diese
Kombination als mogliche neue Strategie bei der Therapie des Prostatakarzinoms
(Pereira-Nunes et al., 2020).

Neben GLUT1 und MCT4 ware also auch MCT1 eine mdgliche Zielstruktur flr neue

Medikamente zur Therapie des Prostatakarzinoms.
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4.4.3.3 LDHA bzw. LDH

Laktat und Pyruvat sind als Radikalfanger fur die Unempfindlichkeit der Karzinomzel-
len gegenuber Radiochemotherapie mitverantwortlich. Der saure Umgebungs-pH wirkt
der korpereigenen Tumorabwehr entgegen (Vaupel and Multhoff, 2021). Das ion-trap-
ping und die Bedeutung hinsichtlich der Energieversorgung ist bereits oben erwahnt
worden (Vgl. Kapitel 4.4.3.1). Zusatzlich fuhrt der niedrige pH zu einer Saure-induzier-
ten Toxizitat fir das umgebende Gewebe, zur Schadigung der Extrazellularmatrix
durch unter anderem Freisetzung von Cathepsin B und zur Angioneogenese (Gatenby
and Gillies, 2004, Gatenby et al., 2006).

Laktat steigert die Proliferation der Prostatakarzinomzellen und erh6ht deren Metasta-
sierungsrate. Eine Supprimierung von LDHA hatte entsprechend einen Riickgang des
Tumorwachstums und der lymphonodalen und viszeralen Metastasen zur Folge und
erhdhte die Apoptoserate (Cardoso et al., 2021). Damit Ubereinstimmend schreiben
Xian et al. ebenfalls von der Schaffung einer tumorgunstigen Mikroumgebung durch
LDHA und bezeichnen dies als moglichen Therapieansatz zur Metastasenkontrolle

und Reduktion des Tumorwachstums (Xian et al., 2015).

Eine andere Studie aus 2020 hat gezeigt, dass vor allem bei stark entdifferenzierten
Prostatakarzinomzellen eine hohere LDHA-Aktivitat vorliegt. Die Arbeitsgruppe hat
dies mittels PET-CT nachgewiesen und dabei keinen relevanten Unterschied der
LDHA-Aktivitat zwischen Normalgewebe und nur leicht entdifferenzierten Prostatakar-
zinomzellen festgestellt. Parallel dazu war auch eine héhere Auspragung von MCT4
erkannt worden, was auf den Warburg Effekt hindeutet. Dieser Unterschied der LDH-
und MCT4-Expression wird in der Studie als Mdglichkeit gesehen, um eventuell beim
noch nicht therapierten Karzinom die Trennscharfe zu erhéhen und die Entscheidung
zu vereinfachen, ob diesem Patienten eine kurative Therapie nutzlich ware oder er mit

einem Watchful Waiting aktuell besser versorgt ware (Sriram et al., 2020).

Eine LDH-Inhibition ist Bestandteil der aktuellen Forschung im Zellmodell, beispiels-
weise beim Mammakarzinom (Khajah et al., 2024), ist aber auch in Kombination mit
MCT1- und MCT4-Inhibition bereits oben als vielversprechende Therapieoption er-

wahnt worden (Pereira-Nunes et al., 2020).

Méogliche Zielstrukturen fur die Therapie des Prostatakarzinoms sind also unter ande-
rem GLUT1, MCT4, MCT1 und LDH.
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4.5 Schlussfolgerungen

Beim Prostatakarzinom sind in der vorliegenden Arbeit einige Korrelationen des AR

mit nachgeschalteten Stoffwechselparametern aufgezeigt worden.

KLK2 und TMPRSS2 sind androgenabhangig regulierte Gene, die neben der tatsach-
lichen Exprimierung von AR die Aktivitat des Androgenrezeptors widerspiegeln. Eine
hohere Androgenrezeptoraktivitat korreliert mit einer gesteigerten Expression von
SLC2A1 und damit GLUT1, dem wichtigsten Glukosetransporter. Dieser stellt die pri-

mare Versorgung der Prostatakarzinomzellen mit Glukose sicher.

LDHA und damit der anaerobe Stoffwechsel scheint erst spater bei starker entdifferen-
zierten Karzinomzellen eine gréfRere Rolle zu spielen und dann unabhangig von AR

verstarkt ausgepragt zu sein.

Die als Indikator flr den Stoffwechsel ausgewahlten Gene SLC2A1, SLC16A3 und
LDHA korrelieren jeweils miteinander, was wiederum durch den hohen Glukosever-
brauch beim anaeroben Stoffwechsel im Sinne des Warburg-Effekts und dem daraus
resultierenden und erforderlichen Export von Laktat erklarbar ware. Durch den War-
burg-Effekt wird ausreichend Energie und Substrat fir das massive Wachstum bereit-
gestellt. Das saure Milieu férdert die Invasivitat und schitzt Gber das lon-Trapping vor
basischen Chemotherapeutika. Laktat und Pyruvat dienen als Radikalfanger und ma-

chen die Tumorzelle widerstandsfahiger gegen Chemo- und Strahlentherapie.

Die Hochregulation von SLC2A1 kann laut Literaturrecherche auch die benachbarten
Fibroblasten betreffen, die dann ein Laktat-Shuttle-System aufbauen und so die Kar-
zinomzellen mit zusatzlicher Energie versorgen, was dem reversen Warburg-Effekt
entspricht. Dieser werde mutmallich durch den Androgenrezeptor, Hypoxie und den
dann gebildeten HIF1 gefordert. Flr den reversen Warburg-Effekt ist ebenfalls eine
verstarkte Expression von SLC2A1, SLC16A1 (in dieser Arbeit nicht untersucht),
SLC16A3 und LDHA erforderlich.

TMPRSS2 scheint ein moglicher Marker fur Filialisierung zu sein und ist in der Literatur

als ein Marker fiir die Zeit bis zum biochemischen Rezidiv beschrieben.

SLC16A3 scheint mit einer insgesamt invasiveren und hdhergradigeren Erkrankung

und einer schlechteren Prognose vergesellschaftet zu sein.
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Insgesamt konnten diese Ergebnisse dazu beitragen, die zielgerichtete medikamen-
tose Therapie des Prostatakarzinoms zu verbessern. Die genauen Auswirkungen ei-
nes zielgerichteten Eingriffs in die hier untersuchten Energiestoffwechselprozesse
mussen weiter erforscht werden. Hierzu zahlen insbesondere das Zusammenspiel von
AR, KLK2, TMPRSS2, GLUT1, HIF1, MCT1, MCT4 und LDH in Abhangigkeit vom Tu-
morstadium mit einer gréReren Fallzahl und im Zusammenspiel mit den umgebenden
Zellen des Stromas. Zusatzlich sollte eine Verifikation der erhaltenen Ergebnisse die-
ser hier vorliegenden Arbeit auf Proteinebene erfolgen, da von diesen Proben bisher
nur die Genebene untersucht wurde. Auch nach der Literaturrecherche scheinen
SLC2A1, SLC16A3 und LDHA fir die Therapie und LDHA fir die Diagnostik vielver-

sprechende Ansatze zu sein.

Einschrankend muss jedoch auf die Plastizitdt von Tumorzellen und deren standige
Mutation hingewiesen werden, die eine zielgerichtete (Mono-) Therapie erschweren.
Als zielfuhrend wird sich eher wieder die Kombination mehrerer Therapieverfahren

herausstellen (Cardoso et al., 2021).
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4.6 Limitationen der vorliegenden Arbeit

Das Patientenkollektiv ist bereits in Kapitel 3.3 Priifung des Kollektivs auf Plausibilitat
auf Plausibilitat gepruft worden. Einschrankend kann nur das monozentrische Studien-
design und die vergleichsweise geringe Fallzahl mit n = 102 erwahnt werden. Eine
Studie mit mehr Teilnehmern aus mehr und auch Uberregionalen Zentren kdnnte sta-
tistisch signifikantere Ergebnisse fur die Grundgesamtheit der Manner aufzeigen, ge-
rade bei dem heterogenen Prostatakarzinom. Dies ist anhand der Ergebnisse der
TCGA-Daten ersichtlich, wobei nach Literaturrecherche auch in anderen Teilen der

Welt vergleichbare Ergebnisse erzielt worden sind.

Bei der vorliegenden Arbeit wurde keine Vorauswahl nach Stadien durchgefihrt. Es
konnten bei hoherer Fallzahl und Beschrankung auf low- oder high-Grade Prostatakar-

zinome weitere Unterschiede des Metabolismus erkennbar sein.

Es wurde fur den Einschluss einer Probe in diese Studie ein Befall von mindestens
40% eines reprasentablen Gewebeschnitts gefordert. Eine Interobservervariabilitat
kann hier ausgeschlossen werden, da samtliche Schnitte ausschlie3lich durch Dr. M.
Scharpf (Institut fur Pathologie, Universitatsklinik Ttbingen) befundet wurden. Ein-
schrankend kann hier bei kleineren Karzinomen die Extrapolation auf die angrenzen-
den Kryo-Frischgewebeproben genannt werden, welches eventuell schon wieder Nor-

malgewebe enthalten haben konnte.

Zusatzlich konnte bei der Probengewinnung und Zerkleinerung des Frischgewebes im
Mérser akzidentell angrenzendes Normalgewebe fir die Analysen verwendet worden

sein.

Hinzu kommt noch die Komplexitat der Signalwege. Es kdnnte durch bisher unbe-
kannte Einflussfaktoren — bspw. auch intraoperativ — zu einem veranderten Stoffwech-
sel kommen, sodass die dann experimentell nachgewiesene Genexpression nicht

mehr der vorher in vivo vorhandenen entsprache.

Bezlglich der teils unterschiedlichen Ergebnisse der hier analysierten Genexpressio-
nen zu den Proteinprodukten in der Literatur sei erwahnt, dass die Genexpressionsre-
gelkreise hoch komplex sind und die Halbwertszeit der mRNA und die der jeweiligen

Proteinprodukte teils sehr verschieden sind (Jackson et al., 2000, Mata et al., 2005).
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Einschrankend dazu muss aber auch erwahnt werden, dass generell die stoffwechsel-
bezogene mMRNA eine hohe Stabilitat aufweist (Sharova et al., 2009).

Zusatzlich muss beachtet werden, dass eine Auspragung auf Genebene nicht zwangs-
laufig einer Auspragung auf Proteinebene entspricht, sondern diese durch weitere Ein-
flussfaktoren beeinflusst werden kann. Beispielsweise verandern erhdhte Zink-Spiegel

eine Herunterregulierung der AR-Proteinexpression (To et al., 2018).
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5 Zusammenfassung

Der Androgenrezeptor (AR) hat eine groRe Bedeutung fur das Tumorwachstum des
Prostatakarzinoms, die durch die Wirksamkeit der antiandrogenen Therapie und der
beim kastrationsresistenten Prostatakarzinom spater vorhandenen eigenstandigen
Steroidhormonproduktion der Tumorzellen bzw. Mutation des AR unterstrichen wird.
Gleichzeitig spielen Veranderungen des Glukosemetabolismus beim Prostatakarzi-

nom eine wichtige Rolle fur die Biologie des Tumors.

In dieser vorliegenden Arbeit sollte die Expression und Aktivitat des Androgenrezep-

tors und dessen Einfluss auf Metabolismus-assoziierte Gene untersucht werden.

Hierzu wurden in Prostatakarzinomproben von 102 Patienten die Genexpression des
AR sowie die Expression der AR-regulierten Gene KLK2 und TMPRSS2 untersucht
und mit der Genexpression von Regulatoren des Glukosemetabolismus (SLC2A1,
SLC16A3 und LDHA) korreliert. Die Genexpression dieser Parameter wurde nach
Genextraktion aus asserviertem Kryo-Frischgewebe mittels qPCR erfasst. Die erhal-
tenen Daten wurden mit klinischen Patientendaten und untereinander korreliert. Zur
Validierung der eigenexperimentellen Ergebnisse wurden diese mit Daten der TCGA-
Datenbank verglichen, um auch madgliche seltenere statistische Zusammenhange er-

kennen zu konnen.

Es zeigte sich eine AR-Abhangigkeit von KLK2, TMPRSS2 und SLC2A1. KLK2 und
TMPRSS2 korrelierten ebenfalls positiv mit SLC2A1. TMPRSS2 war Marker fur ein
invasiveres Wachstum, SLC16A3 zeigte ein invasiveres Wachstum, eine hdhere Me-
tastasierungsrate und laut Literatur eine schlechtere Prognose an. SLC2A1, SLC16A3
und LDHA korrelierten positiv miteinander. LDHA war AR-unabhangig erhoht bei star-

ker entdifferenzierten Zellen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine erhdhte AR-Aktivitat eine hohere Aus-
pragung von SLC2A1 bewirkt. Zusatzlich scheinen sowohl der Warburg-Effekt als auch
der reverse Warburg-Effekt auch beim Prostatakarzinom Selektions- und Wachstums-

vorteile zu bewirken.

Die vorliegenden Daten unterstutzen die Hypothese, dass ein Targeting des Glukose-

metabolismus zur Erganzung der antiandrogenen Therapie oder Chemotherapie
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sinnvoll sein konnte. Mogliche Zielstrukturen hierfur konnten GLUT1, MCT4 oder auch
LDH sein.

Insgesamt ist das genaue Zusammenspiel der AR-abhangigen Gene und des Karzi-
nomenergiestoffwechsels noch nicht vollstandig geklart. Sinnvoll ist sicherlich die wei-
tere Forschung mit KLK2, SLC2A1 oder SLC16A3 als moglichem Therapieansatz, ggf.
in Kombination mit Antiandrogenen, Chemo- oder Strahlentherapie. SLC16A3 und

LDHA konnten weitere diagnostisch und prognostisch relevante Parameter darstellen.
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