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Das Prostatakarzinom stellt das haufigste
Karzinom bei Minnern in den meisten
westlichen Bevélkerungen dar und ist die
zweithdufigste Ursache fiir den Krebstod
bei Mannern [1]. Trotz seiner hohen Mor-
biditit bleibt die Atiologie des Prostata-
karzinoms zum grofiten Teil unbekannt
[1].

Beginnend im Jahre 1988, konnte ei-
ne markante Zunahme an Diagnosen von
Prostatakrebserkrankungen aufgrund der
Entwicklung eines Tests fiir prostataspe-
zifisches Antigen (PSA) verzeichnet wer-
den. Es existiert aber weiterhin eine Streit-
frage iiber den Wert von PSA als Tumor-
marker [2]. Wegen seiner limitierten Aus-
sagekraft ist PSA kein ausreichend guter
Marker, der als alleiniges Screeningwerk-
zeug benutzt werden sollte.

Die Molekularbiologie hat zu einem
schnellen Anstieg an einer Anzahl po-
tentieller neuer Prostatatumormarker ge-
fuhrt, die schliefilich vielleicht die Schwi-
chen von PSA antizipieren konnten [2].
Trotz des betréchtlichen Fortschritts und
der laufenden wissenschaftlichen An-
strengungen in der Entwicklung diagnos-
tischer Verfahren konnte bislang kein aus-
reichend guter Marker bis zur Praxisrei-
fe entwickelt werden [2]. In dieser Arbeit
sollen die bisherigen Ergebnisse der Un-
tersuchungen an zirkulierenden Blutma-
krophagen und deren potenzieller Wert
als verlasslicher neuer Tumormarker dar-
gelegt werden.

Aus elektronenmikroskopischen im-
munhistochemischen Untersuchungen
der Prostata ist bekannt, dass in ein Pros-
tatakarzinom eingewanderte Gewebe-
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Prostatakarzinomscreening
durch einen neuen Marker
auf der Basis zirkulierender
Blutmakrophagen?

makrophagen PSA enthalten [3]. Die bis-
herige Lehrmeinung ging aber davon aus,
dass diese Makrophagen nach der Pha-
gozytose am Ort verbleiben. Gleichzeitig
wurden Zellen in der Blutzirkulation ge-
funden, die nicht epithelialen Ursprungs
sind, also keine Karzinomzellen darstel-
len, aber PSA auf der Oberfliche aufwei-
sen [4, 5]. Weder der Ursprung dieser Zel-
len, noch der des PSA waren bisher be-
kannt.

Es ist nachweisbar, dass eine kleine Un-
tergruppe von zirkulierenden CD14-po-
sitiven (CD14*) Monozyten, welche zu-
sitzlich den Aktivierungsmarker CD16
(FcyRIII-receptor) auf der Oberflache ex-
primieren, bei Patienten mit bakterieller
Sepsis erhoht ist [6]. Wir konnten erst-
mals zeigen, dass diese Subpopulation von
Zellen auch bei Vorliegen eines Prostata-
karzinoms erhoht ist. Dieser Anstieg ist
vergleichbar mit dem Anstieg der Subpo-
pulation bei Bestehen einer ausgeprégten
bakteriellen Sepsis und zwar in einem Sta-
dium der Prostataerkrankung, die als kli-
nisch stabil bezeichnet wird.

Die CD14*CD16*-Subpopulation wur-
de zunichst als proliferative Monozyten
bezeichnet (PM) [7 8, 9, 10] und es wur-
de angenommen, dass diese Zellen an den
Ort der Inflammation vordringen [11, 12,
13, 14], ihn aber nicht mehr verlassen. Erst
kiirzlich wurde entdeckt, dass es sich hier-
bei offensichtlich um zirkulierende Ma-
krophagen handeln muss [15, 16, 17, 18].

In publizierten Studien konnten wir
zeigen, dass diese zirkulierenden Makro-
phagen zusitzlich Anteile enthalten, die
epithelialen Ursprungs (zur Gewebezelle

gehorig) sind. Diese epithelialen Anteile
waren u. a. epitheliales Membranantigen,
Cytokeratin und PSA [19]. Damit muss
angenommen werden, dass diese Makro-
phagen bereits im Gewebe waren und die
Fragmente der dort phagozitierten Zellen
in sich tragen [19, 20]. Interessanterweise
konnte die Anzahl der im Blut gefunde-
nen zirkulierenden PSA-positiven Makro-
phagen (imPSA) zusitzlich fiir die Strati-
fizierung von Patienten in solche mit ma-
ligner Prostataerkrankung und solche oh-
ne genutzt werden.

In dieser Arbeit soll der klinische Nut-
zen dieser Entdeckung fiir die Erkennung
eines Prostatakarzinoms durch eine ein-
fache Blutprobe und deren weitere Vali-
dierung dargestellt werden.

Patienten

Von September 2005 bis September 2006
wurden, zusitzlich zu den bisherigen Un-
tersuchungen [19, 20, 21], 38 Patienten mit
und 36 Patienten ohne Prostatakarzinom
untersucht (B8 Tab. 1). Diese Patienten
wurden geblindet in 2 voneinander unab-
héngigen Studienzentren (43 Patienten
aus Zentrum 1, 31 Patienten aus Zen-
trum 2) untersucht. Insgesamt besaflen
18 Patienten ein lokal begrenztes Prostata-
karzinom. Diese Patienten waren alle ne-
gativ fiir Prostatakarzinome in den intra-
operativ entnommenen Lymphknoten.
Die Blutprobe wurde 1 Tag praoperativ
entnommen. Weitere 20 Patienten litten
an einem metastasierten Prostatakarzi-
nom mit Knochenmetastasen, welche
mittels Computertomographie (CT) und
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Tab. 1

Vergleich verschiedener PSA-Messverfahren fiir Patienten mit BPH oder Prostatakarzinom und Kontrollen

Parameter

imPSA

Kontrolle

BPH

Lokal begrenztes Prostatakarzinom
Metastasiertes Prostatakarzinom
Serum-PSA

Kontrolle

BPH

Lokal begrenztes Prostatakarzinom
Metastasiertes Prostatakarzinom

9ys. BPH.

bvs. BPH, vs. Kontrolle.

¢vs. lokal begrenztes Prostatakarzinom, vs. BPH.
dys. BPH.

evs. BPH, vs. Kontrolle.

fvs. lokal begrenztes Prostatakarzinom, vs. BPH.

Patienten (Nr.) Mittelwert

20 1,82 1,79
16 2,95 2,26
18 12,76 9,73
20 29,44 16,18
20 0,79 1,6

16 19,28 33,55
18 11,23 9,44
20 203,20 231,37

Standardabweichung

Signifikanzniveau
n.s.?

0,0001®
0,0001¢

0,005¢

n.s.t
0,001

Knochenscan verifiziert wurden. Als Kon-
trollgruppe dienten Patienten mit entwe-
der histologisch durch Biopsie bestitigter
benigner Prostatahypertrophie (BPH)
oder gesunde junge Personen (14 Ménner,
6 Frauen, Kontrolle).

Probenabnahme, Immun-
fluoreszenzfarbung und
Durchflusszytometrie

Fiir die Analyse wurden dem Patienten
6 ml Vollblut in einem speziellen Abnah-
merd6hrchen, einem sog. ,,cell preparation
tube“ (CPT™) mit Natriumzitrat (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), ent-
nommen. Dieses Produkt kombiniert ein
Antikoagulantium mit einem Ficoll-Dich-
tegradienten, die durch eine Gelbarriere
voneinander getrennt sind. Durch eine
einmalige 5-miniitige Zentrifugation kon-
nen die peripheren blutmonozytéren Zel-
len (PBMC) abgetrennt werden und ste-
hen sofort der weiteren Analyse zur Ver-
fagung.

Anschlieflend wurde eine Ober-
flachenfarbung mit Allophycocyanin-
(APC-)konjugiertem monoklonalen An-
tikérper (mAb) gegen CD14 (Clone M®
P9, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA), und einem Fluoresceinisothyocy-
anate- (FITC-)konjugiertem Anti-CD16-
Antiantikorper (Clone NPKis, Becton Di-
ckinson, Franklin Lakes, NJ, USA) durch-
gefiihrt. Zusitzlich wurde ein Aliquot die-
ser Probe intrazelluldr mit einem Phyco-
erythrin-gelabelten PSA-Antikérper (Clo-
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ne ER-PRS8), wie zuvor bereits beschrie-
ben [19, 20], geférbt.

Mindestens 10.000 Zellen wurden un-
tersucht. Zentrum 1 benutzte ein LSR1-
Durchflusszytometer (Becton Dickinson
Franklin Lakes, NJ, USA) mit CellQuest-
Pro-Software (Becton Dickinson Franklin
Lakes, NJ, USA), die Zelluntersuchungen
im Zentrum 2 wurden mit einem FACS-
Calibur-Durchflusszytometer (Becton
Dickinson Franklin Lakes, NJ, USA) un-
ter Verwendung der CellQuest-Software
(Becton Dickinson Franklin Lakes, NJ,
USA) durchgefiihrt.

Datenanalyse und
statistische Auswertung

Die Zellen wurden zunéchst im sog. ,,for-
ward scatter/side scatter dot plot“ darge-
stellt und die Monozyten/Makrophagen
fiir weitere Multifarbanalysen selektiert.
Die Auszdhlung der Zellen erfolgte dann
in einer CD14/CD16- bzw. CD14/PSA-
Darstellung. Fiir die statistische Auswer-
tung wurde die SPSS 12.0-Software fiir
Windows (Chicago, IL, USA) benutzt.

Die Daten wurden in Mittelwerten mit
Standardabweichung (SD) dargestellt. Die
Subgruppenanalysen wurden mit Hilfe
des Mann-Whitney-U-Tests fiir 2 Grup-
pen und dem Kruskal-Wallis-Test fiir
>2 Gruppen durchgefiihrt. Eine statisti-
sche Signifikanz wurde bei einem p<o,05
angenommen.

Fiir die Ergebnisse wurde weiterfiih-
rend die ,receiver operator characteris-

tics“ (ROC) zur Sensitivitéts-/Spezifitéts-
analyse sowie der Fliche unter der Kur-
ve (AUC) fiir Patienten mit Prostatakar-
zinom berechnet. Weiterhin wurde eine
Regressionsanalyse fiir Serum-PSA und
imPSA im Hinblick auf das Erkrankungs-
stadium durchgefiihrt.

Ergebnisse

Die schon zuvor beschriebenen guten Er-
gebnisse [4, 19, 20] kénnen auch in der
jetzt als geblindet durchgefithrten Multi-
centeruntersuchung weiterhin bestétigt
werden. Es ergibt sich ein signifikanter
Unterschied in der Anzahl der im Blut
auftauchenden zirkulierenden Makropha-
gen zwischen Patienten mit lokal begrenz-
tem und metastasiertem Prostatakarzi-
nom (B Tab. 1). Ein typischer ,,dot plot*
eines Patienten mit metastasiertem Pros-
tatakarzinom ist in @ Abb. 1 dargestellt.
Weiterhin zeigen unsere Ergebnisse,
dass eine signifikante Unterscheidung
zwischen den Kontrollpatienten, Pati-
enten mit BPH und solchen mit lokal be-
grenztem Prostatakarzinom eindeutig
moglich ist (@ Tab. 1). Es konnte ein sta-
tistisch signifikanter Anstieg des imPSA
zwischen der Kontrollgruppe (p=0,0001)
und BPH-Patienten im Vergleich zu Pa-
tienten mit Prostatakarzinom gefun-
den werden (B Tab. 1). Wegen der ho-
hen SD war diese Unterscheidung mit
Hilfe des klassischen Serum-PSA-Tests
nicht moglich (B Tab. 1). Diese Ergeb-
nisse waren zwischen den Studienzentren



nicht statistisch signifikant unterschied-
lich (8 Abb. 2).

O Tab. 1 zeigt weiterhin, das sich ein
signifikanter Unterschied in der Anzahl
der zirkulierenden Makrophagen zwi-
schen der Kontrollgruppe (n=20), Pa-
tienten mit BPH (n=16) und Patienten
mit lokal begrenztem Prostatakarzinom
(n=18) ergibt. Es zeigt sich, dass der imP-
SA-Wert bei Patienten mit lokalisiertem
Prostatakarzinom im Mittel 3-mal ho-
her ist, verglichen mit Patienten mit BPH
(p=0,0001). Weiterhin zeigt sich ein signi-
fikanter Unterschied zwischen Patienten
mit metastasiertem und lokal begrenztem
Prostatakarzinom. Der imPSA-Wert lag
bei den metastasierten Patienten im Mit-
tel doppelt so hoch (p=0,0001).

Die AUC fiir den imPSA-Wert lag bei
0,966 (p=0,0001). Eine Regressionsana-
lyse zeigt, dass imPSA ein vom Serum-
PSA-Wert unabhangiger Marker bei BPH
[R-Square=0,176, nicht signifikant (n.s.)]
und lokalisiertem Prostatakarzinom (R-
Square=0,021, n.s.) ist.

Um die Leistungsfihigkeit des Tests
in Bezug auf Sensitivitat vs. Spezifitit zu
ermitteln, wird eine ROC fiir das Unter-
scheidungsmerkmal ,lokal begrenztes
Prostatakarzinom® geplotted (nicht abge-
bildet). Die AUC fiir diese Gruppe betragt
0,966 (p=0,0001).

Diskussion

Die Spezifitit des Serum-PSA-Tests muss
als suboptimal angesehen werden, da in
nahezu 75% der Ménner mit einem Se-
rum-PSA-Wert zwischen 4 und 10 ng/ml
bei der Biopsie kein Karzinom gefunden
wird [22, 23]. Um aber mit dem aggres-
siven und metastasierungsfreudigen Po-
tential einiger frither Prostatakarzinom-
typen umgehen zu konnen, werden neue
Testverfahren dringend benétigt.

Um diesem Anspruch gerecht zu wer-
den haben wir eine neue Methode entwi-
ckelt, die auf der Basis von im Blut zirku-
lierenden phagozytosefahigen Zellen be-
ruht. Diese spezielle, erst kiirzlich ent-
deckte Subpopulation der monozytaren
Zellreihe enthalt neben Baustrukturen
von epithelialen Zelle wie Cytokeratin
und epithelialem Membranantigen auch
PSA bei Patienten mit einem Prostatakar-
zinom [19, 20]. Zur besseren Isolierung

CD14+|CD16+ macrophages

10°

10*

CD16 FITC-A

103

102

1 TT IIIII
102 103 104 10°
CD14 APC-A

10°
1

CD14 APC-A
103 10*
1 IIIIIII

102

LALILELL I L L B B R L B
102 103 10% 10°
PSA 10 PE-A

Abb. 1 A Dot plot” einer CD14/CD16- (a) und einer imPSA/CD14-Verteilung (b) bei einem Patien-

ten mit metastasiertem Prostatakarzinom. Die roten Punkte reprasentieren Lymphozyten und ande-
re CD14~-Zellen; die blauen Punkte im unteren linken Eck stehen fiir CD14'°"+-Monozyten; die blau-
en Punkte in der rechten unteren Ecke zeigen CD14*CD14**-Monozyten; die violetten Punkte charakte-
risieren CD16™-Zellen. Im oberen linken Eck zeigen sich natiirliche Killerzellen, im oberen rechten Eck die
Makrophagen. Die griin markierten Punkte zeigen Zelle, die zusatzlich imPSA enthalten

ki
= gl
m
=

50,00
Zentrum
K
| P
25,00
S
£
s
(=
£
000 | i
Abb. 2 » Verteilung
der Kontrolle mit BPH
oder Prostatakarzinom

T
und imPSA in 2 unter- Kontrolle

schiedlichen Studien-
zentren

dieser Zellreihe und Stabilisierung der Er-
gebnisse ist eine Anfirbung der Zellober-
flache mit CD14 und CD16 niitzlich [21].
Zusétzlich konnten wir die bisherigen gu-
ten Ergebnisse in einer geblindeten Mul-
ticenteruntersuchung verifizieren. Trotz
der unterschiedlichen benutzten Gerite
und unterschiedlicher Gerétesoftware wa-
ren die Ergebnisse zwischen den beiden
Studienzentren im Bezug auf die unter-
suchten Gruppen nicht statistisch signifi-
kant unterschiedlich (8 Abb. 2).

Mit Hilfe der imPSA-Bestimmung
war es moglich, eine klare, statistisch si-
gnifikante Differenzierung zwischen Pa-
tienten mit BPH und lokal begrenztem
Prostatakarzinom vorzunehmen. Dies

T T T
BPH Prostate-Ca met. P-Ca

Studiengruppe

war wegen der grofien Spanne der Werte
und der daraus resultierenden hohen SD
durch die Serum-PSA-Bestimmung nicht
moglich. Diese Ergebnisse demonstrieren
noch einmal die Uberlegenheit des imP-
SA-Tests iiber die konventionelle Serum-
PSA-Bestimmung. Durch eine Regressi-
onsanalyse der Daten kann gezeigt wer-
den, dass der imPSA-Wert ein vom Se-
rum-PSA unabhingiger Marker ist.
Unserer Meinung nach ist die Untersu-
chung des imPSA-Wertes eine hoch spe-
zifische unabhéngige Methode zur Diffe-
renzierung zwischen benigner und ma-
ligner Prostataerkrankung. Dieser Para-
meter ist einfach zu bestimmen und lie-
fert stabile Analyseergebnisse. Unsere
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weiteren Forschungsbemiihungen zielen
darauf hin, dieses neue Testverfahren als
Screeningmethode einer breiten Offent-
lichkeit zugénglich zu machen.

Korrespondenzadresse

Dr. R. Herwig

Urologische Klinik, Medizinische Universitat
Wahringer Giirtel 18-20, 1090 Wien
Osterreich

ralf herwig@meduniwien.ac.at

Literatur

_

. Hsing AW, Chokkalingam AP (2006) Prostate can-
cer epidemiology. Front Biosci 11: 1388-1413
. Chodak G (2006) Prostate cancer: epidemiology,
screening, and biomarkers. Rev Urol 8(Suppl 2): 3-8
. Sinha AA, Wilson MJ, Gleason DF (1987) Immuno-
electron microscopic localization of prostatic-spe-
cific antigen in human prostate by the protein A-
gold complex. Cancer 60: 1288-1293
. Hamdy FC, Lawry J, Anderson JB et al. (1992) Cir-
culating prostate specific antigen-positive cells
correlate with metastatic prostate cancer. Br J Urol
69:392-396
. Fadlon EJ, Rees RC, McIntyre C et al. (1996) Detec-
tion of circulating prostate-specific antigen-posi-
tive cells in patients with prostate cancer by flow
cytometry and reverse transcription polymerase
chain reaction. Br J Cancer 74: 400-405
. Nockher WA, Scherberich JE (1998) Expanded
CD14+ CD16+ monocyte subpopulation in pati-
ents with acute and chronic infections undergoing
hemodialysis. Infect Immun 66: 2782-2790
. Cheung DL, Hamilton JA (1992) Regulation of hu-
man monocyte DNA synthesis by colony-stimula-
ting factors, cytokines, and cyclic adenosine mo-
nophosphate. Blood 79: 1972-1981
. Finnin M, Hamilton JA, Moss ST (1999) Direct com-
parison of the effects of CSF-1 (M-CSF) and GM-
CSF on human monocyte DNA synthesis and CSF
receptor expression. J Interferon Cytokine Res 19:
417-423
. Finnin M, Hamilton JA, Moss ST (1999) Characteri-
zation of a CSF-induced proliferating subpopulati-
on of human peripheral blood monocytes by sur-
face marker expression and cytokine production.
J Leukoc Biol 66: 953-960
10. Moss ST, Hamilton JA (2000) Proliferation of a sub-
population of human peripheral blood monocytes
in the presence of colony stimulating factors may
contribute to the inflammatory process in diseases
such as rheumatoid arthritis. Immunobiology 202:
18-25
11. Bitterman PB, Saltzman LE, Adelberg S et al. (1984)
Alveolar macrophage replication. One mechanism
for the expansion of the mononuclear phagocyte
population in the chronically inflamed lung. J Clin
Invest 74: 460-469
12. Hamilton JA (1993) Rheumatoid arthritis: oppo-
sing actions of haemopoietic growth factors and
slow-acting anti-rheumatic drugs. Lancet 342:
536-539
13. Henderson B, Glynn LE, Bitensky L, Chayen J (1981)
Evidence for cell division in synoviocytes in acutely
inflamed rabbit joints. Ann Rheum Dis 40: 177-181

N

w

N

w

[=)}

~N

[oc]

Nel

1070 | Der Urologe 9 - 2007

14. Jutila MA, Banks KL (1988) Increased macrophage
division in the synovial fluid of goats infected with
caprine arthritis-encephalitis virus. J Infect Dis 157:
1193-1202

15. Hornell TM, Burster T, Jahnsen FL et al. (2006) Hu-
man dendritic cell expression of HLA-DO is subset
specific and regulated by maturation. J Immunol
176:3536-3547

16. Quadbeck B, Stucke M, Eckstein AK et al. (2006)
Dysregulation of TNF/TNFR superfamily members:
A systemic link between intra- and extrathyroidal
manifestations in Graves' disease. Scand J Immu-
nol 64: 523-530

17. Tacke F, Randolph GJ (2006) Migratory fate and dif-
ferentiation of blood monocyte subsets. Immuno-
biology 211: 609-618

18. Gille C, Spring B, Tewes L et al. (2006) A new me-
thod to quantify phagocytosis and intracellular de-
gradation using green fluorescent protein-labeled
Escherichia coli: comparison of cord blood macro-
phages and peripheral blood macrophages of
healthy adults. Cytometry A 69: 152-154

19. Herwig R, Horninger W, Rehder P et al. (2005) Abi-
lity of PSA-positive circulating macrophages to
detect prostate cancer. Prostate 62: 290-298
20. Herwig R, Pelzer A, Horninger W et al. (2004)
Measurement of intracellular versus extracellu-
lar prostate-specific antigen levels in peripheral
macrophages: a new approach to noninvasive di-
agnosis of prostate cancer. Clin Prostate Cancer 3:
184-188

. Herwig R, Djavan B, Kramer G et al. (2006) Diffe-
rentiation enhancement of circulating immune
cells containing intracellular PSA: A new method
for discrimination between benign and malignant
prostatic disease. J Urol 175: 82

22. Barry MJ (2001) Clinical practice. Prostate-specific-
antigen testing for early diagnosis of prostate can-
cer. N Engl J Med 344: 1373-1377

23. Ornstein DK, Kang J (2001) How to improve pros-
tate biopsy detection of prostate cancer. Curr Urol
Rep 2:218-223

2

e

Urologe 2007 - 46:1070-1071 - DOI 10.1007/500120-007-1420-8 - Online publiziert: 1. Juli 2007

© Springer Medizin Verlag 2007

A.Rabien’ - G. Kristiansen? - E.P. Diamandis? - K. Jung' - C. Stephan’
1 Klinik fiir Urologie, Charité - Universitatsmedizin Berlin,Campus Charité Mitte, Berlin
2 |nstitut fiir Pathologie, Charité - Universitatsmedizin Berlin,

Campus Charité Mitte, Berlin

3 Department of Pathology and Laboratory Medicine, Mount Sinai Hospital, Toronto

Humane Kallikreine als

Tumormarker

Validierung potenzieller Marker des Prostatakarzinoms

in Serum und Gewebe

Die humanen Kallikrein-dhnlichen Pepti-
dasen (KLK, alt: Kallikreine), zu denen
auch das prostataspezifische Antigen
(PSA) gehort, sind sekretorische Proteine,
die sowohl an Prozessen des Zellwachs-
tums, der Migration und Angiogenese als
auch an Invasion und Metastasierung be-
teiligt sind [1]. Da unsere Untersuchungen
der beiden jiingsten Mitglieder der KLK-
Familie, KLK14 und KLKis, erste Hinwei-
se auf eine tumorspezifische Regulation
beim Prostatakarzinom lieferten [2, 4, 5],
wurden ausfithrliche Expressionsprofile
fur KLK14 und KLK15 in Gewebe von
Prostataadenokarzinomen nach radikaler
Prostatektomie erstellt und mit klinisch-
pathologischen bzw. Verlaufsdaten kom-

biniert. Die Analyse 25 lasermikrodisse-
zierter Gewebepaare (normal/Tumor)
mittels quantitativer RT-PCR (reverse
transcriptase polymerase chain reaction)
zeigte keine tumorrelevanten Ergebnisse
auf Transkriptionsebene.

Die umfangreiche immunhistoche-
mische Analyse der KLK14- und KLKis-
Proteine an 237 Paraffinschnitten mit im
Labor Diamandis generierten Antikorpern
[3, 5] stellte jedoch die prognostische Be-
deutung der Kallikreine heraus. Die Ex-
pression beider Proteine korrelierte positiv
mit dem pathologischen Tumorstadium
(Rangtest nach Spearman). Eine hohere
KLKi5-Expression ging mit einem héheren
Gleason-Grad des Tumors einher (exakter
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Abb. 1 A Kaplan-Meier-Analysen der KLK14- (links) bzw. KLK15-Expression (rechts) von 193 Prostata-
karzinomen mit signifikant kiirzerer progressionsfreier Uberlebensrate fiir Félle mit héherer KLK-Ex-
pression [zensierte Félle sind markiert (+); postoperative Beobachtungszeit 10-188 Monate, Median

60 Monate]

Test nach Fisher). Kaplan-Meier- Analysen
zeigten, dass ein hoheres KLK14- bzw.
KLKi15-Niveau mit einer kiirzeren rezidiv-
freien postoperativen Verlaufszeit assozi-
iert war. Rezidive wurden dabei durch den
Anstieg der PSA-Werte in der Nachbeob-
achtungszeit definiert (@ Abb. 1).

Die multivariate Analyse dichoto-
misierter Daten nach dem ,,cox propor-
tional hazards regression model® stell-
te KLK15 als unabhingigen prognosti-
schen Faktor im Vergleich mit den rele-
vanten klinisch-pathologischen Parame-
tern prioperativer PSA-Wert, Tumorsta-
dium, Tumorgrad nach Gleason und Sta-
tus des Operationsrandes heraus (rela-
tives Risiko =1,739; 95%-Konfidenzinter-
vall =1,033-2,928; p=0,037).

Mit im Labor Diamandis kiirzlich ent-
wickelten hochspezifischen ELISA- (en-
zyme-linked immunosorbent assay-)Tests
fiir KLK14 und KLKi5 konnten die Protei-
ne bereits im Prostatagewebe und Samen-
plasma nachgewiesen werden [2, 5]. Ein
Vergleich gesunder Probanden mit Prosta-
takarzinompatienten im KLKi4-ELISA
zeigte ein hoheres KLK14-Niveau im Serum
der Krebspatienten [2]. Aufgrund dieser
viel versprechenden Daten sollen ausge-
dehnte Serumtests erfolgen, um die Eig-
nung der Kallikreine KLK14 und KLKis5 als
prognostische Marker in Kombination mit
den bisher nicht ausreichenden PSA-Wer-
ten bewerten zu konnen.

Gefordert durch die Deutsche Forschungsge-
meinschaft (JU365/6-1/2) und die SONNEN-
FELD-Stiftung, Berlin.
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Forschungsaktivitaten
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um das Prostatakarzinom
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Ulm (Prof. Dr. Dr. h.c.R.
Hautmann, Arbeitsgruppe

PD Dr. R. Kiifer)

Schwerpunkt der Forschungsaktivititen
um das Prostatakarzinom an der Urolo-
gischen Universitatsklinik in Ulm sind die
Identifikation von Biomarkern sowohl fiir
die Diagnostik als auch solche mit pro-
gnostischem Wert oder als potentielle
Therapietargets. Mit der Identifikation von
Zielstrukturen fiir eine Therapie ist die
Forschung auf dem Gebiet der Pathways

verkniipft. Im Nachfolgenden sollen in
Form eines Berichts die Hauptaktivititen
auf diesem Gebiet skizziert werden.

Zur Differenzierung eines harmlosen
von einem aggressiven Prostatakarzinom
(PCA) sowie zur Prognoseeinschitzung
besteht grofler Bedarf der Identifikation
spezifischer Marker. Idealerweise sollten
solche Marker sowohl diagnostisch wert-
voll sein, als auch die Biologie des Tu-
mors unabhéngig von klinischen Para-
metern reflektieren und einen prognosti-
schen Wert besitzen. Eine auf Biomarker
gestiitzte Klassifikation konnte z. B. nicht
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nur fiir das lokalisierte PCA bedeutend
sein, sondern auch therapeutische Ent-
scheidungen beim fortgeschrittenen Kar-
zinom beeinflussen. Zum jetzigen Zeit-
punkt besteht ein hoher Bedarf an der
Identifikation und Verifizierung moleku-
larer Marker, die die Tumorbiologie des
Prostatakarzinoms umfassend abbilden.
Ziel eigener Forschungsaktivititen ist es,
das Prostatakarzinom aus verschiedenen
Perspektiven zu beleuchten und die Einzel-
aspekte zu einem Gesamtbild zu verbinden.
Technisch kommen insbesondere Analyse-
methoden moderner Hochdurchsatzver-
fahren zur Anwendung. Eine zentrale Me-
thode ist die Verifizierung von z. B. mittels
Expressionschips identifizierter Zielstruk-
turen auf Proteinebene mit Tissue-Microar-
rays (TMA). Potentielle Marker werden
dariiber hinaus in In-vitro- und In-vivo-
Experimenten aufgearbeitet und mit kli-
nischen Parametern korreliert.
Das Gesamtziel der Forschungsaktivi-
taten auf dem Gebiet des Prostatakarzi-
noms ist:
== die Nutzung moderner Techniken zur
Identifikation potentieller Biomarker
fir das Prostatakarzinom,
== die Verifikation potentieller Marker
auf Proteinebene und

== die Interpretation beziiglich eines dia-
gnostischen, eines pradiktiven oder
therapeutischen Wertes.

Im Nachfolgenden werden einige Projekte
dargestellt, zu denen ausfithrliche und pu-
blizierte Vorarbeiten der eigenen Arbeits-
gruppe der Urologischen Universitatskli-
nik Ulm vorliegen und welche die Grund-
lage fiir aktuelle und weiterfithrende For-
schungsaktivititen sind.

Der Phinotyp eines malignen Tumors
wird von multiplen genetischen und epige-
netischen Verdnderungen bestimmt. Meist
liegt eine Aktivierung oder eine Inaktivie-
rung komplexer zelluldrer Funktionen zu-
grunde. Dies kann sich im veranderten Ex-
pressionsmuster zahlreicher Gene wider-
spiegeln. Eine ideale Voraussetzung zur ef-
fektiven Exploration wurde durch die Ent-
wicklung molekularbiologischer Tech-
niken (z. B. Microarrays auf Chipbasis) ge-
schaffen. Durch stindige Weiterentwick-
lungen sind die rein technischen Voraus-
setzungen der cDNA- oder Oligonukleo-
tid-Microarrays und SNP-Chips weitest-
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gehend gegeben. Im Gegensatz dazu befin-
den sich Verfahren, die sich mit der Analy-
se der komplexen Datensitze beschiftigen
vergleichsweise in den Anfingen. Cluster-
analysen und die Applikation von neuro-
nalen Netzen finden hier eine Anwen-
dung. Bekannt ist, dass verschiedene Me-
thoden verschiedene Ergebnisse aus den
gleichen Datensétzen generieren kénnen.
Die Schwierigkeit besteht darin, zu erken-
nen, ob eine gefundene Gruppeneinteilung
wirklich besteht oder durch die Methode
generiert wird.

Fiir das Prostatakarzinom lassen sich
zwei Strategien erkennen. Die 1. versucht
bestimmte Phidnotypen wie ,,Progress-
neigung“ molekularbiologisch abzubil-
den. Die 2. Strategie zielt darauf ab, ein-
zelne Gene, die als besonders stark ver-
andert auffallen, fiir die praktische Nut-
zung aufzuarbeiten. Im Rahmen des For-
schungsschwerpunktes Bioinformatik an
der Universitit Ulm hat sich u. a. eine Ar-
beitsgruppe zwischen der Urologie, Pa-
thologie und der Informatik (Abteilung
Neuroinformatik Universitdt Ulm, Profes-
sor Palm) gebildet. Ein Ziel ist es, mit ro-
busten Analysemethoden komplexe Da-
tensétze aus dem Gebiet des PCA zu be-
arbeiten. Hierbei liegt aktuell ein Schwer-
punkt auf der Optimierung dimensions-
reduzierender Merkmalsverfahren. Wih-
rend die Expressionsstirken mehrerer
tausend Gene in einem Experiment ge-
messen werden kénnen, werden meist nur
wenige Dutzend Experimente (z. B. An-
zahl der Gewebeproben) durchgefiihrt.
Dies fiihrt zu Datensétzen mit sehr hoher
Dimensionalitit aber geringer Anzahl von
Stichproben.

Ein Ansatz zur Losung dieses Dilem-
mas ist die rechnerische Reduktion der
Dimensionen ohne Informationsverlust.
Ein mogliches Verfahren zur Dimensi-
onsreduktion ist die Hauptachsentrans-
formation (principal component ana-
lysis). Hierbei werden neue Muster mit
einer geringeren Dimension gebildet.
Dies geschieht durch eine Projektion der
hochdimensionalen Expressionsprofile
in niedrigere Dimensionen. Die Variabi-
litét und damit die Information bleibt in
den Daten moglichst gut erhalten. Diese
Methode wurde an einem Datensatz der
kollaborierenden Arbeitsgruppe um Prof.
Chinnaiyan (University of Michigan,

USA) durchgefiihrt. Es gelang linear die
beiden Klassen, das lokalisierte und das
metastasierte PCA, mit nur zwei Haupt-
komponenten zu trennen. Ein néchster
Schritt ist die Benennung der Gene, die
zur Bildung dieser beiden Hauptkompo-
nenten herangezogen wurden. Auf die-
ser Basis weiterfiihrende Arbeiten ha-
ben bisher z. B. das ,,Ras-induced-sene-
scence-1“ und die Proteinphosphatase-1
identifiziert. Die Bedeutung der entspre-
chenden Genprodukte fiir das Prostata-
karzinom muss weiter analysiert werden.
Idealerweise steht nach entsprechender
Verifizierung an einem separaten Daten-
satz eine kleine Gruppe von Genen zur
Verfiigung, mit denen die Klassifikati-
on durchfiihrbar ist. Ahnliche Analysen
sind auf der Basis der SNP-Arrays in Ko-
operation mit Prof. Rubin, Harvard Me-
dical School, Boston, geplant.

Es gibt mehrere Ansitze fiir eine un-
abhingige Bestitigung von Expressions-
profilen. Die Verwendung der Immunbhis-
tochemie auf Basis der TMA ist Schwer-
punkt der eigenen Arbeitsgruppe. Als ein
Hochdurchsatzverfahren sind TMA ein
ideales Werkzeug zur Erfassung der mo-
lekularen Epidemiologie, der Expression
eines Proteins in unterschiedlichen Ge-
webearten oder Tumorstadien. TMA kon-
nen prinzipiell fiir jede Studie verwendet
werden, fiir die konventionelle Schnit-
te herangezogen werden. Mit TMA ist es
moglich, eine grofle Zahl von Gewebe-
proben unter denselben Bedingungen zu
screenen. TMA helfen, Gewebe und Res-
sourcen effizient einzusetzen, insbeson-
dere durch die Moglichkeit, eine Vielzahl
von Experimenten an nur sehr wenig Ge-
webe durchzufithren.

Anhand der nachfolgenden Zielstruk-
turen wird skizziert, wie unterschiedliche
TMA (,,Multitumor-TMAS, ,,Progressi-
ons-TMA" oder ,Outcome-TMA®) gezielt
zur Verifizierung von spezifischen Mar-
kern eingesetzt wurden, die die Vorarbeit
fiir aktuelle Projekte darstellen.

a-Methylacyl-CoA-
Racemase (AMACR)

Erst vor wenigen Jahren wurde, basierend
auf den Erkenntnissen von cDNA-Expres-
sionsanalysen, ein Zusammenhang zwi-
schen AMACR und dem Prostatakarzi-
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nom beschrieben. Seit diesen Erstbe-
schreibungen sind zahlreiche weitere Pu-
blikationen im Zusammenhang mit ver-
schiedenen Neoplasien, einschliefSlich
dem PCA, erschienen. In einigen Institu-
ten wir die AMACR inzwischen zusétzlich
in der Diagnostik des PCA eingesetzt.
Eigene weiterfithrende Arbeiten be-
schiftigen sich mit der Darstellung der
Rolle von AMACR in der Pathogenese
des PCA. Moglicherweise handelt es sich
»nur um einen Bystander-Effekt. Folge-
studien sollen die diagnostische Wertig-
keit von AMACR auch in Kombination
mit anderen Markern wie Basalzellcyto-
keratin evaluieren. Insbesondere hiermit
soll eine Abgrenzung zu PIN-Lisionen
und anderen Verdnderungen wie ,,aty-
pical adenomatous hyperplasia®, ,,foamy
glands® oder Atrophie gelingen. Mogli-
cherweise wird AMACR in Zukunft auch
eine Rolle als Serummarker spielen, da ei-
ne humorale Antwort gegen AMACR im
Serum quantitativ erfasst werden kann.

E-Cadherin (E-cad)

Cadherine vermitteln die Integritdt der
Zellverbande in gesunden Organen. Eines
der wichtigsten Molekiile in epithelialem
Gewebe ist das E-Cadherin. Eigene Arbei-
ten haben sich mit der veranderte E-Cad-
herin-Expression und der Bedeutung
identifizierter Spaltprodukte beim Prosta-
takarzinom beschiftigt.

In einer Analyse der Expression von
E-Cadherin zusammen mit dem Expres-
sionsmuster von ,enhancer of zeste ho-
molog 2“ (EZH2) hatte die Kombination
den stérksten pradiktiven Wert beziiglich
eines rezidivfreien Uberlebens. Im eige-
nen Datensatz eines Hochrisikokollektivs
mit lymphknotenpositiven Patienten wird
diese Interaktion aktuell untersucht.

Die Entwicklung bis hin zum metas-
tasierten Prostatakarzinom findet sicher
tiber mehrere Einzelschritte statt. Es wird
vermutet, dass hierbei das Aufbrechen der
zelluldren Adhisionsmolekiile ein wesent-
licher Schritt ist. Mitunter wurden Me-
talloproteinasen (MMP) hierfiir verant-
wortlich gemacht. Eine der am stérksten
alterierten Metalloproteinasen (entspre-
chend eigener Daten) war die ,,adisinteg-
rin and metalloproteinase 15“ (ADAM-
15). ADAM-15 konnte mittels TMA auf
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Proteinebene als deutlich tiberexpri-
miert in lokalisiertem PCA im Vergleich
zu Normalgewebe der Prostata verifiziert
werden. Die starkste Expression zeigten
Karzinommetastasen. Trotz der Tatsa-
che, dass ADAM-15 auf 1q21 lokalisiert ist,
einem Lokus, der mehrfach als amplifi-
ziert in Metastasen des PCA beschrieben
wurde, steht der Beweis aus, dass ADAM-
15 pathogenetisch relevant ist. Weitere Ar-
beiten zielen darauf ab, sowohl die mole-
kularen Mechanismen der Wirkung von
ADAM-15 darzustellen, als auch die Ex-
pression von ADAM-15 in anderen Tumo-
ren zu erfassen.

Beziiglich der Spaltprodukte wurden
umfangreiche Arbeiten an einem 80-kDa-
Fragment von E-Cadherin durchgefiihrt.
Eigene Ergebnisse an untersuchten Gewe-
beproben und anhand von In-vitro-Expe-
rimenten gaben Anlass, das 8o-kDa-Frag-
ment im Serum von Prostatakarzinom-
patienten quantitativ zu analysieren. Ein
von der eigenen Arbeitsgruppe beschrie-
bener potentieller pradiktiver Wert dieses
Serummarkers wir aktuell an Proben an-
derer Kollektive aufgearbeitet (Kooperati-
on: Urologie Hamburg, Prof. Huland und
Urologie Innsbruck, Prof. Bartsch).

CD-168 (RHAMM)

Ein weiterer Schwerpunkt der eigenen Ak-
tivitaten soll die Identifikation immuno-
gener Zielstrukturen beim Prostatakarzi-
nom sein. Zur Entwicklung einer Targeted-
Therapie stehen Strukturen im Mittelpunkt
des Interesses, die eine humorale immuno-
gene Antwort bewirken. Eine dieser mog-
lichen Zielstrukturen ist das CD-168, das
nachweislich bei der Leukdmie eine immu-
nogene Antwort hervorruft. Fiir diese Ziel-
struktur wurden von der eigenen Arbeits-
gruppe bereits TMA ausgewertet und eine
klare Uberexpression beim Prostatakarzi-
nom identifiziert. Ausstehend und Gegen-
stand aktueller Aktivitéten ist der Nachweis
der humoralen Response auf CD-168 beim
Prostatakarzinom.

Die TMPRSS2-ETS-Genfusion

Uberraschenderweise wurde vor kurzem
mittels eines neuen bioinformatischen
Ansatzes eine neuartige Genfusion beim
Prostatakarzinom identifiziert. Dabei fu-

sioniert das androgenregulierte Gen
TMPRSS2 mit einem der 3 Gene der ETS-
Gengruppe. Bei den ETS-Genen handelt
es sich um eine Gruppe von Transkripti-
onsfaktoren, die bereits in Ewing-Sarko-
men als transloziert beschrieben wurden.
Ahnlich wie bei Ewing-Tumoren scheint
die Genfusion auch beim Prostatakarzi-
nom nachgeschaltete genetische Verande-
rungen und das klinischen Verhalten zu
beeinflussen. Diese Fusion ldsst sich in der
Mehrzahl der klinisch auffilligen Prosta-
takarzinome nachweisen und fiithrt zur
Uberexpression der drei ETS-Transkripti-
onsfaktoren ERG (21q22.3), ETV1 (7p21.2)
oder ETV4 (17q21). Unter Berticksichti-
gung der hohen Inzidenz des Prostatakar-
zinoms und dem relativ hohen Prozent-
satz TMPRSS2-ETS-positiver Karzinome
handelt es sich um die am haufigsten vor-
kommende Alteration auf chromosoma-
ler Ebene, die bisher bei einer mensch-
lichen Neoplasie beschrieben wurde.

Neuere Daten weisen darauf hin, dass
die Genfusion beim Prostatakarzinom ei-
nen charakteristischen klinischen Ver-
lauf definieren kénnte und somit dessen
Nachweis als diagnostischer Test und Bio-
marker mit prognostischer Relevanz ein-
gesetzt werden kann. Auflerdem konnte
die TMPRSS2-ETS-Genfusion beim Pros-
tatakarzinom die Grundlage fiir die Ent-
wicklung einer rationalen, zielgerichte-
ten Therapie sein. Tests zur Detektion der
Genfusion auf der Basis von Biopsiema-
terial und/oder Urinproben sind in Ent-
wicklung. Nachfolgende Studien sollen
die diagnostischen und prognostischen
Moglichkeiten in der klinischen Applika-
tion aufzeigen.

Weitere aktuelle Projekte
zum Prostatakarzinom der
Urologischen Universitatsklinik

Einfluss von ,Histone-

Deacetylase- (HDAC-)Inhibitoren”
auf das Prostatakarzinom

Fiir die Therapie des metastasierten Pros-
tatakarzinoms gibt es weiterhin keine op-
timalen Behandlungskonzepte. Es be-
steht der dringende Bedarfan der Identi-
fikation neuer, selektiver und hoch wirk-
samer Substanzen. Sowohl Butyrate als
auch Retinoide haben in soliden Tumo-
ren eine inhibitorische Wirkung bewie-



sen. In weiteren Studien soll die Effekti-
vitdt einer Kombinationstherapie von
Substanzen aus diesen Gruppen unter-
sucht werden.

Weiterentwicklung der Chorion-
Allantois-Membran des Hiihnereies
als Tierversuchsersatzmodell
Die Chorion-Allantois-Membran des be-
fruchteten Hithnereies ist ein ideales In-
vivo-Modell zur Untersuchung verschie-
dener Marker mittels Immunhistoche-
mie. Ziel ist es, dieses Tierversuchser-
satzmodell fiir toxikologische und phar-
makodynamische Zwecke weiter zu ent-
wickeln. Die Wertigkeit soll im Vergleich
zum Mausmodell dargestellt werden.
Ausgewihlte publizierte Vorarbeiten,
auf denen aktuell geplante Projekte auf-
bauen:

1. Kestler HA, Kufer R (2004) Necessity and useful-
ness of bioinformatic methods for microarray data
analysis. Urologe A 43: 669-674

2. Kuefer R, Hofer MD, Gschwend JE, Rubin MA (2004)
Tissue microarrays. High-throughput procedures
to verify potential biomarkers. Urologe A 43: 659-
667

3. Rios-Doria J, Kuefer R, Ethier SP, Day ML (2004)
Cleavage of beta-catenin by calpain in prostate
and mammary tumor cells. Cancer Res 64: 7237-
7240

4, PernerS, Hofer MD, Kim R et al. (2007) Prostate-
specific membrane antigen expression as a predic-
tor of prostate cancer progression. Hum Pathol 21:
21

5. Rubin MA, Zerkowski MP, Camp RL et al. (2004)
Quantitative determination of expression of the
prostate cancer protein alpha-methylacyl-CoA ra-
cemase using automated quantitative analysis
(AQUA): a novel paradigm for automated and con-
tinuous biomarker measurements. Am J Pathol
164: 831-840

6. Kuefer R, Hofer MD, Zorn CS et al. (2005) Assess-
ment of a fragment of e-cadherin as a serum bio-
marker with predictive value for prostate cancer.
BrJ Cancer 92:2018-2023

7. Tomlins SA, Rhodes DR, Perner S et al. (2005) Re-
current fusion of TMPRSS2 and ETS transcription
factor genes in prostate cancer. Science 310: 644—
648

8. Hofer MD, Kuefer R, Huang W et al. (2006) Pro-
gnostic factors in lymph node-positive prostate
cancer. Urology 67: 1016-1021

9. Kuefer R, Day KC, Kleer CG et al. (2006) ADAM15
disintegrin is associated with aggressive prostate
and breast cancer disease. Neoplasia 8: 319-329

10. Perner S, Demichelis F, Beroukhim R et al. (2006)
TMPRSS2: ERG Fusion-associated deletions provi-
de insight into the heterogeneity of prostate can-
cer. Cancer Res 66: 8337-8341

11. Kuefer R, Genze F, Zugmaier W et al. (2007) Anta-
gonistic effects of sodium butyrate and N-(4-hy-
droxyphenyl)-retinamide on prostate cancer. Neo-
plasia 9: 246-253

Naturwissenschaftliche
Fakultat, Universitat Ulm,
Institut fiir Allgemeine
Zoologie und Endokrinologie
(Prof. Dr. K.-D. Spindler)

Schwerpunkt der Forschungsaktivititen
um das Prostatakarzinom am Institut fiir
Allgemeine Zoologie und Endokrinologie
ist die Analyse der Wirkung von Kofak-
toren auf die Transaktivierung und Trans-
lokation von Steroidrezeptoren. Hiermit
verkniipft sind die Identifikation neuer
Progressionsmarker bzw. potentieller Tar-
gets fiir die Therapie.

Modulation p53-induzierter
Hitzeschockproteine und deren
Wirkung auf die Stabilitat des
Androgenrezeptors

(AG Hormonrefraktares Prostata-
karzinom: Dr. M.V. Cronauer)

Die Entstehung hormonrefraktarer Pros-
tatakarzinomzellen wahrend einer Hor-
monablationstherapie stellt die Hauptur-
sache fiir den Tumorprogress sowie die
hohe Mortalitatsrate des fortgeschrittenen
Prostatakarzinoms (PCA) dar. Unsere Ar-
beitsgruppe verfolgt die Hypothese, dass
das Tumorsuppressorprotein ps3 bei der
Entstehung hormonrefraktarer Tumoren
eine zentrale Rolle spielt. Bisher war be-
kannt, dass eine Uberexpression von p53
die Signaliibertragung bei einer Reihe von
Steroidrezeptoren wie dem Glukokortiko-
idrezeptor, dem Ostrogenrezeptor sowie
dem (fiir das PCA wichtigen) Androgen-
rezeptor (AR) blockiert. Umso iiberra-
schender sind neuere In-vitro-Ergebnisse,
denen zufolge auch eine Verminderung
der Expression bzw. Funktion des ps53-
Proteins die androgene Signalkette in
PCA-Zellen hemmt. Die ps53-vermittelten
Mechanismen, welche zu einer Inhibition
der androgenen Signalkette fithren, sind
bisher unbekannt.

Der AR ist ein induzierbarer Trans-
kriptionsfaktor, welcher im inaktiven Sta-
dium durch einen Multichaperon- bzw.
Hitzeschockprotein- (HSP-)Komplex sta-
bilisiert wird. Zentrale HSP des Multicha-
peronkomplexes, welcher den AR stabi-
lisiert, sind HSP9o sowie HSP7o. Inter-
essanterweise vermag ps3 die Expressi-
on verschiedener Mitglieder der HSP70-

Familie zu beeinflussen und somit mog-
licherweise iiber die Modulation von
HSP7o0-Proteinen auf die AR-Signalket-
te Einfluss nehmen. Untersuchungen un-
serer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass
eine Verminderung der Synthese von
HSP7o0-Proteinen mittels pharmakolo-
gischer Inhibitoren sowohl die Funkti-
on als auch die Stabilitit des AR entschei-
dend beeinflussen. Die Regulation der
Androgenrezeptorstabilitdt durch HSP7o-
modulierende Pharmaka stehen derzeitig
im Mittelpunkt unserer In-vitro- Arbeiten
und stellen einen interessanten Ansatz im
Hinblick auf die Therapie hormonrefrak-
tarer Prostatakarzinome dar.

Wirkung von nitrosativem

Stress auf die Entwicklung
hormonrefraktarer Prostata-
karzinomzellen

(AG Hormonrefraktares Prostata-
karzinom: Dr. M.V. Cronauer)

Chronische Entziindungsprozesse erho-
hen das Krebsrisiko sowie den Verlauf von
Tumorerkrankungen. Ein in vielen Ent-
ziindungsherden dominierendes Enzym
ist die sog. induzierbare Stickstoffmono-
xidsynthase (iNOS, inducible nitric oxide
synthase), welche hohe Konzentrationen
an Stickstoffmonoxid (NO) iiber lingere
Zeitraume synthetisieren kann. Neben
akuten/chronischen Entziindungsreakti-
onen konnte eine erhohte Synthese von
NO durch iNOS bei einer Vielzahl von pa-
thophysiologischen Prozessen wie Au-
toimmunerkrankungen sowie bei ver-
schiedenen Karzinomen, so auch dem
Prostatakarzinom (PCA), nachgewiesen
werden. Erste In-vitro-Untersuchungen in
AR-positiven PCA-Zellen zeigten, dass
NO in der Lage ist, androgenrezeptor
(AR-)vermittelte Signale zu unterdrii-
cken.

Der AR ist ein ligandenabhéngiger
Transkriptionsfaktor, welcher nach Bin-
dung des Androgens in den Zellkern wan-
dert und dort mittels sog. Zinkfingerdo-
manen mit der DNS interagiert und so-
mit verschiedene androgenabhingige Ge-
ne anschaltet. Wie erste Untersuchungen
zeigten, fiihren erhohte intrazellulire NO-
Konzentrationen zu einer Modifikation
der Zinkfingerstrukturen des AR und ver-
hindern in weiterer Folge dessen Fahigkeit
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Abb. 1 A Schematische Darstellung des kano-
nischen WNT-Signalweges: Die Bindung eines
WNT-Liganden an seinem Rezeptor (FRZD) fiihrt
zu einer Aktivierung des Proteins, dishevelled”
(DSH). Aktiviertes DSH fiihrt zu einer Vermin-
derung der GSK-3B-Aktivitat was wiederum zu
einem Anstieg an intrazellularem, freien §-Ca-
tenin fuhrt

an die DNA zu binden. Interessanterwei-
se werden durch NO weder die Expressi-
on noch die Fahigkeit des AR in den Kern
zu wandern beeinflusst.

Im Fokus der vorliegenden Arbeiten
steht derzeitig die Frage, inwiefern NO-
induzierter nitrosativer Stress zur Ent-
wicklung hormonrefraktiarer PCA-Zellen
beitridgt. Des Weiteren untersuchen wir,
ob und inwiefern der Wirkungsmechanis-
mus NO-freisetzender Verbindungen bei
der Behandlung von hormonrefraktiren
PCA nutzbar gemacht werden kann.

Direkte Wirkung der Glycogen-
Synthase-Kinase-3[ (GSK-3p)
auf die androgene Signalkette
im hormonrefraktaren
Prostatakarzinom

(AG Hormonrefraktares Prostata-
karzinom: Dr. M.V. Cronauer und
Urologische Universitatsklinik
Ulm: Dr. L. Rinnab)

Die Entstehung hormonrefraktirer Karzi-
nomzellen wihrend einer Hormonablati-
onstherapie stellt die Hauptursache fiir
den Tumorprogress und die hohe Morta-
litdtsrate des fortgeschrittenen Prostata-
karzinoms (PCA) dar. Wahrend in vitro
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der Verlust des AR der vorherrschende
Mechanismus fiir die Entwicklung einer
Hormoninsensitivitdt ist, zeigen In-vivo-
Untersuchungen, dass die Expression des
AR in Zellen hormonrefraktirer PCA
weitgehend erhalten bleibt oder sogar ge-
steigert ist. Neuere Studien konzentrieren
sich daher auf koregulatorische Proteine,
welche mit nukledren Rezeptoren inter-
agieren und deren Signalwirkung modu-
lieren. Als ein solcher Kofaktor wurde B-
Catenin identifiziert. Wahrend B-Catenin
im kanonischen WNT-Signalweg eine
Schliisselrolle bei der Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie dem ,,T-cell
factor” (TCF/LEF) spielt, bindet freies p-
Catenin auch an die Hormonbindungsdo-
méne des AR und verstarkt hier andro-
geninduzierte Signale. Neuere Untersu-
chungen an PCA-Zellinien deuten darauf-
hin, dass unter androgenablatierten Be-
dingungen ein WNT/B-Catenin-indu-
ziertes Proliferationssignal eher iiber den
AR als tiber TCF vermittelt wird. Ein in-
teressanter Faktor ist dabei die Glycogen-
synthase-Kinase-3(3 (GSK-3), ein Enzym,
das eine Schliisselrolle beim kontrollierten
Abbau des freien, intrazelluldren B-Caten-
ins spielt.

Das freie f-Catenin spielt im PCA eine
duale Rolle: Einerseits dient es als wichtiges
Signalmolekiil im kanonischen WNT-Si-
gnalweg, anderseits kann es androgenin-
duzierende Signale verstirken. Es stellt
sich jedoch zunehmend heraus, dass die
GSK-3P neben ihrer Funktion als Stabili-
tatskontrolle des freien f-Catenins auch
iiber die Fihigkeit verfiigt, verschiedene
Steroidrezeptoren direkt zu phosphorylie-
ren und deren Funktion zu beeinflussen.
Erste Untersuchungen in PCA-Zelllinien,
die die Auswirkungen einer Modulation
der GSK-3B-Expression bzw. Funktion
auf die AR-Signalkette untersuchten, ver-
liefen widerspriichlich. So konnten zwei
Arbeitsgruppen im Jahr 2004 unabhén-
gig voneinander zeigen, dass eine Inhibi-
tion der GSK-3p die Fahigkeit des AR, Re-
portergene zu aktivieren, erh6hte (Salas et
al. 2004, Wang et al. 2004). Im Gegensatz
zu diesen Arbeiten stehen 2 weitere Un-
tersuchungen aus demselben Jahr, die da-
fiir sprechen, dass die Funktion der GSK-
3P fiir eine Aufrechterhaltung androgen-
induzierter Signale absolut notwendig ist
(Liao et al. 2004, Mazor et al. 2004). Ei-

ne definitive Erkldrung fiir diese kontro-
versiellen Resultate steht deshalb noch aus
und soll im Rahmen unseres Projekts wei-
ter untersucht werden.

Die Daten von Salas und Wang spre-
chen dafiir, dass die Inhibition der GSK-
3P, so wie bisher angenommen, zu ei-
ner Erh6hung des endogenen B-Catenins
fithrt und es somit in weiterer Folge zu ei-
ner Unterstiitzung eines androgenen Sti-
mulus kommt. Die Studien von Liao und
Mazor hingegen zeigten, dass eine Ver-
minderung der GSK-3f-Aktivitit zu einer
Verminderung eines androgeninduzierten
Signals fiihrt. Dieser Befund wird durch
eine weitere Studie am ER unterstiitzt, bei
der eine Verminderung der GSK-3f-Ak-
tivitat ebenfalls zu einer Verminderung
eines Ostrogeninduzierten Signals fiihrt
(Medunjanin et al. 2005). Des Weiteren
konnten sowohl Liao als auch Mazor zei-
gen, dass eine Verminderung des endo-
genen B-Catenins (wie es z. B. bei einer er-
hohten GSK-3B-Aktivitdt zu erwarten wi-
re) eher eine stimulierende Wirkung auf
die androgene Signalkette hat (Liao et al.
2004, Mazor et al. 2004).

Diese Resultate konnten in unserer Ar-
beitsgruppe — in der von uns verwendeten
PCA-Zelllinie 22Rv1 - bestitigt werden.
Ferner konnte in einer weiteren Arbeit
gezeigt werden, dass eine stabile Uberex-
pression von B-Catenin in der androgen-
abhéngig wachsenden PCA-Zelllinie LN-
CaP die Proliferationsrate nicht erhoht,
somit also den AR nicht beeinflusst (Che-
sire et al. 2002). Es bleibt daher unklar, ob
die GSK-3p ihren Effekt direkt auf den AR
ausiibt oder nur indirekt tiber die Modu-
lation des 3-Catenins. Erste Untersuchung
mit einer Reihe von unterschiedlichen
spezifischen pharmakologischen GSK-30-
Inhibitoren deuten auf bisher unbekann-
te GSK-3B-vermittelte Mechanismen bei
der Regulation AR-abhangiger Signale hin
(8 Abb.1).

Ziele unseres Projekts sind die Unter-
suchung der verschieden Wirkmechanis-
men von pharmakologischen GSK-3p-
Inhibitoren auf den AR (i.e. Transaktivie-
rung, Translokation, sowie Phosphorilie-
rung). Parallel hierzu werden die Folgen
einer Verminderung der endogenen GSK-
3p-Expression durch spezifische ,,short
hairpin RNA® (shRNA) untersucht. Die
oben genannten Experimente sollen ge-



naue Aussagen iiber die Modulation der
endogenen GSK-3B-Funktion bzw. -Ex-
pression auf die AR-Signalkette in ver-
schiedenen humanen AR-positiven PCA-
Zelllinien (LNCaP, LNCaP-SSR, 22Rv1,
PC-3AR) zulassen. Die aus dem Vorhaben
zu erwartenden Erkenntnisse sollen Auf-
schluss tiber das direkte Zusammenspiel
der GSK-3f mit dem AR geben und auf-
zeigen, ob gezielte Eingriffe in die GSK-
3B-Aktivitdt als Grundlage fiir neue The-
rapieansitze bei der Behandlung des hor-
monrefraktiren PCA dienen kénnen.
Ausgewihlte publizierte Vorarbeiten,
auf denen die aktuellen Projekte aufbauen:
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2. Cronauer MV, Schulz WA, Burchardt T et al. (2004) In-
hibition of p53 function diminishes androgen re-
ceptor-mediated signaling in PCa cell lines. Onco-
gene 23:3541-3549

3. Cronauer MV, Schulz WA, Ackermann R, Burchardt
M (2005) Effects of WNT/p-catenin pathway ac-
tivation on signaling through T-cell factor and an-
drogen receptor in PCa cell lines. Int J Oncol 26:
1033-1040

4. Cronauer MV, Ince Y, Engers R et al. (2007) Nitric
oxide-mediated inhibition of androgen receptor
activity: Possible implications for PCa progression.
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Nachweis hypermethylierter
Genpromotoren zur Diagnostik
des Prostatakarzinoms

Eine Fritherkennung des Prostatakarzi-
noms (PCA) erhoht die Heilungschancen
dieser Erkrankung durch Operation,
Strahlungsbehandlung oder Androgenab-
lation. Neuere Verfahren zielen darauf ab,
die PCA-Diagnostik durch die Erfassung
epigenetischer Marker (z. B. der Methylie-
rung des GSTP1-Genpromotors) zu ver-
bessern. Wir haben untersucht, ob die bis-
lang retrospektiv an postoperativ isolier-
ten Biopsiematerialien bestimmte hohe
diagnostische Effizienz auch in einem
prospektiven Untersuchungsansatz er-
reicht werden kann [1]. Dazu wurden bei
86 Prostatabiopsien DANN aus den kor-
respondierenden Waschlésungen isoliert,
einer Bisulfitkonvertierung unterzogen
und die relative Methylierung des GSTP1-
Promoters quantitativ, mittels Realtime-
PCR erfasst. Fiir einen relativem Methy-
lierungsgrad von 8% wurden die maxima-
le Sensitivitat und Spezifitit in Bezug auf
das Ergebnis der histopathologischen Un-
tersuchung der Biopsien als intermedia-
rem Endpunkt der Studie in Hohe von 92
bzw. 86% erhalten. Fiir den positiv und
negativ pradiktiven Wert wurden 82 und
94% errechnet. Als ROC-Wert wurde 0,9
(95%-Konfidenzintervall=0,82-0,98) fiir
die Fliche unter der Kurve bestimmt.
Unsere Untersuchung zeigt, dass mit
einer quantitativen Analyse der GSTP1-
Promotermethylierung auch in einem
prospektiven Untersuchungsansatz, der
zudem mit derzeitigen Routineuntersu-
chungsverfahren kompatibel ist, eine sehr
gute diagnostische Effizienz erreicht wer-
den kann. Interessanterweise konnte be-

reits nach 6-monatiger Nachbeobach-
tungszeit ein PCA identifiziert werden,
das in der priméren stanzbioptischen his-
topathologischen Untersuchung unauf-
fallig war, aber bereits zu diesem Zeit-
punkt einen erhéhten GSTP1-Methylie-
rungsgrad aufwies. Daher diirfte erst eine
Langzeitbeobachtung Aufkldrung tiber
die tatsdchlich zu erreichende, diagnos-
tische Sensitivitat und Spezifitat des Ver-
fahrens bringen.

Korrespondenzadresse

J. Hagemann

Klinik und Poliklinik fiir Urologie und
Kinderurologie, Medizinische Hochschule
Hannover
hagemann.joerns@mh-hannover.de

Literatur

1. EilersT, Machtens S, Tezval H et al. (2007) Prospective
diagnostic efficiency of biopsy washing DNA GSTP1
island hypermethylation for detection of adenocarci-
noma of the prostate. Prostate 67: 757-763

Der Urologe 9 - 2007 ‘ 1077



Prostatakarzinom

Urologe 2007 - 46:1078-1080 - DOI 10.1007/500120-007-1432-4 - Online publiziert: 11. Juli 2007

© Springer Medizin Verlag 2007

D. Weckermann' - B. Polzer? - C. Klein?
T Urologische Klinik, Klinikum, Augsburg

2 Abteilung Onkogenomik, Klinikum der Universitat, Regensburg

Bedeutung Cytokeratin-positiver
Zellen im Knochenmark bei Patien-
ten mit klinisch organbegrenztem

Prostatakarzinom

Seit Jahren wird die Bedeutung dissemi-
nierter Tumorzellen im Knochenmark
(KM) bei Patienten mit unterschied-
lichen Primédrtumoren untersucht. Das
Interesse an dieser ,minimalen residu-
alen Tumorerkrankung® ist gewachsen,
seit es Hinweise darauf gibt, dass sog. Tu-
morstammezellen {iber Resistenzmecha-
nismen verfiigen, die es ihnen ermégli-
chen, systemische Tumortherapien zu
»iberleben®.

Disseminierte Cytokeratin-positive
(CK*-)Zellen findet man bei 20-40% der
Patienten mit unterschiedlichen nicht-
metastasierten epithelialen Tumoren in
einer Frequenz von 1-10 Zellen pro 1-
2x10% Knochenmarkzellen. Beim Mam-
makarzinom ist dieser Befund am besten
untersucht. Hier wird ein CK*-Knochen-
mark in Einzelféllen bei der Therapiepla-
nung berticksichtigt.

Beim lokoregiondren Prostatakarzi-
nom ist die Datenlage eher sparlich. Die
eigene Arbeitsgruppe hat bereits 1992 da-
mit begonnen, Knochenmarkaspirate vor
und nach radikaler Prostatektomie zu un-
tersuchen. Die ersten KM-Punktate wur-
den mit dem monoklonalen Antikorper
(AK) CK2 gefirbt, der lediglich eines von
20 epithelialen Cytokeratinen nachweist.
Die Ergebnisse waren enttduschend. Der
Nachweis CK2*-Zellen korrelierte weder
mit etablierten Risikofaktoren noch mit
dem Verlauf nach radikaler Prostatekto-
mie [1, 2].

Da CK2 nur eine Cytokeratinkompo-
nente erfasst, fithrten wir Paralleluntersu-
chungen mit CK2 und einem Pancytoke-
ratin-AK durch, der ein gemeinsames Epi-

1078 | Der Urologe 9 - 2007

top mehrerer CK-Komponenten erkennt.
Wihrend der Nachweis CK2*-Zellen wie-
derum keinen Einfluss auf den postopera-
tiven Verlauf hatte, entwickelten Manner
mit Pancytokeratin® praoperativen Kno-
chenmark signifikant haufiger PSA-Re-
zidive als Patienten mit negativem Kno-
chenmarkbefund. Verglichen mit anderen
Prognoseparametern erwies sich der pra-
operative Knochenmarkbefund als unab-
hingiger Prognosefaktor [3].

Trotz des Stadienshifts zu organbe-
grenzten Tumoren und Verbesserungen
der Operationstechnik entwickeln immer
noch ca. 30% der Patienten nach radika-
ler Prostatektomie einen biochemischen
Progress, fiir den es zumindest in der An-
fangsphase kein morphologisches Korre-
lat gibt. Wir fithrten daher Knochenmark-
punktionen in regelmafligen Abstinden
nach radikaler Prostatektomie durch. In
Einzelféllen liegen Ergebnisse bis zum 11.

Abb. 1 » Aspiration
einer epithelialen Zel-
le aus dem Knochen-
mark eines Patienten
mit einem MO-Prosta-
takarzinom

postoperativen Jahr vor. Die Knochen-
markaspirate wurden mit dem Pancyto-
keratin-AK und mit dem EpCAM- (epi-
thelial cell adhesion molecule-)Antikor-
per untersucht. Auflerdem wurden Tu-
morzellen mit einer Glaskapillare aus dem
Knochenmark aspiriert und zytogenetisch
analysiert (8 Abb. 1). Wihrend der pra-
operative Nachweis Pancytokeratin*-Zel-
len mit einem schlechteren postopera-
tiven Verlauf korreliert, hat das Persistie-
ren oder Neuauftreten dieser Zellen nach
der Operation keinen Einfluss auf den
weiteren Verlauf. Man muss daher davon
ausgehen, dass der Nachweis Pancytoke-
ratin*-Tumorzellen im Knochenmark ein
Marker fiir die Aggressivitat des Prostata-
karzinoms darstellt.

Aufgrund unserer bisherigen Unter-
suchungen ist allerdings unklar, ob die-
se Zellen direkte Vorlauferzellen von Me-
tastasen sind. Unsere molekularzytogene-
tischen Analysen zeigen zweifelsfrei, dass
CK*-Zellen multiple chromosomale Ano-
malien aufweisen und daher maligne Zel-
len sind (B Abb. 2). Unsere zukiinftigen
Studien sollen priifen, ob sich CK™-Tu-
morzellpopulationen im Knochenmark
von Prostatakarzinompatienten finden
lassen, die Eigenschaften direkter metas-
tatischer Vorlduferzellen aufweisen. Die
Charakterisierung dieser Zellen soll da-
zu beitragen, neue spezifische Tumor-
therapien zu entwickeln, die in der Lage
sind, Patienten mit minimaler residualer
Tumorerkrankung zu heilen.
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Epigenetik

des Prostatakarzinoms

Untersuchung zellularer Informationstrager jenseits der

DNA-Sequenz

Epigenetische Mechanismen betreffen
Verinderungen des zelluldren Informati-
onsgehalts ohne Verdnderung der DNA-
Sequenz. 1983 wurde erstmalig die Ge-
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nomhypomethylierung bei Tumoren be-
schrieben [1]. Neben der Hypomethylie-
rung sind die Cytosin-DNA-Methylie-
rung, Histonmodifikationen und das ,,loss

12-14

18-10

Abb. 2 € Zytogenetische
Analyse der Zelle durch
komparative genomische
Hybridisierung
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3. Weckermann D, Mdiller P Wawroschek F et al.
(2001) Disseminated cytokeratin positive tumor
cells in the bone marrow of patients with prostate
cancer: detection and prognostic value. J Urol 166:
699-704

of imprinting® (wobei es zum Abschalten
eines elterlichen Allels kommt) wichtige
epigenetische Mechanismen, die auch bei
der Karzinogenese eine Rolle spielen kon-
nen. Unser Augenmerk gilt der verdn-
derten DNA-Hypermethylierung beim
Prostatakarzinom [2].

Die Hypermethylierung einer CpG-In-
sel im Promoterbereich eines bestimmten
Gens bewirkt dessen Ruhigstellung, d. h.
die Genexpression wird verhindert [2, 3]. In
unseren Arbeiten an Prostatakarzinomge-
webe konnte gezeigt werden, dass die CpG-
Insel-Hypermethylierung im Promotorbe-
reich weniger Gene (APC, GSTP1, PTGSz,
EDNRB, RAR-f3) im Prostatagewebe aus-
reicht, um diagnostische und prognosti-
sche Aussagen zu machen [4, 5, 6].

Anhand der Untersuchung des Methy-
lierungsstatus kann statistisch signifi-
kant zwischen Prostatakarzinomgewe-



be und benignen Prostatahyperplasie un-
terschieden werden. Ferner kann mittels
spezifischem Methylierungsmuster ein
Prostatakarzinom von anderen Karzino-
men unterschieden werden (7, 8]. Weitere
Untersuchungen haben gezeigt, dass die
CpG-Insel-Hypermethylierung an GSTP1
auch in sog. Prostatakarzinomvorlaufer-
stadien, wie der proliferativen inflamma-
torischen Atrophie der Prostata oder der
prostatischen intraepithelialen Neoplasie,
zu finden ist [9]. Derzeit wird in Zusam-
menarbeit mit dem Institut fiir Patholo-
gie untersucht, ob mittels CpG-Insel-Hy-
permethylierung eine individuelle Risiko-
Kklassifizierung eines jeden Patienten mog-
lich ist und man somit jedem Patienten ei-
ne individuelle Therapie anbieten kann.

Um die Umsetzung als klinisch ein-
setzbaren Biomarker zu erméglichen, ha-
ben wir ferner die CpG-Insel-Hyperme-
thylierung an GSTP1 in Serumproben von
Prostatakarzinompatienten untersucht.
Wir konnten zeigen, dass die Bestimmung
des Methylierungsstatus an GSTP1 in pra-
operativ gewonnenen Serumproben der
stirkste unabhéngige Risikofaktor fiir ein
PSA-Rezidiv nach radikaler Prostatekto-
mie bei lokal begrenztem Prostatakarzi-
nom darstellt [10].

Therapeutisch ist die Hemmung der
DNA-Methyltransferase (z. B. durch Cy-
tidinanaloga) von Bedeutung, da dies zur
Reexpression u. a. von Tumorsuppressor-
genen fithrt. Die DNA-Methylierung und
Histonmodifikationen fiihren in einem
komplizierten Wechselspiel zur Genab-
schaltung, wobei die Ursachen und Sta-
tionen dieses Wechselspiels noch unklar
sind. Eine zentrale Rolle beim Prostata-
karzinom scheint der bei vielen Karzino-
men betroffene Pocket-Protein-/E2F-Si-
gnalweg zu spielen. In unserer Koopera-
tion ist geplant, die Interaktionen dieser
epigenetischen Mechanismen beim Pros-
tatakarzinom zu erfassen, sowie die Be-
einflussbarkeit der Gene-silencing-Me-
chanismen durch Inhibitoren und Sup-
pressoren zu untersuchen.
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Der Tumorsuppressor RECK
im Prostatakarzinom

Verminderte RECK-Expression

als Indikator fiir proteolytische Imbalance

Im Rahmen unserer Studien zu Matrix-
Metalloproteinasen (MMP) beim Prosta-
takarzinom wurde eine Imbalance zwi-
schen tumorférdernden MMP und ihren
Inhibitoren in entarteten Prostatazellen
nachgewiesen [1, 2]. RECK (reversion-in-
ducing cysteine-rich protein with kazal
motifs), ein endogener MMP-Inhibitor
[4], dessen tumorsuppressive Eigen-
schaften eine Dysregulation beim Prosta-
takarzinom vermuten lieflen, ist daher
Gegenstand unserer aktuellen For-
schung.

Auf transkriptionaler und translatio-
naler Ebene wurden RECK-Expressi-
onsprofile von Prostataadenokarzino-
men nach radikaler Prostatektomie er-

stellt und in Relation zu klinisch-patholo-
gischen bzw. Verlaufsdaten der Patienten
gesetzt [3]. Sowohl quantitative RT-PCR
(reverse-transcriptase polymerase chain
reaction) von lasermikrodissezierten Pro-
ben als auch umfangreiche immunhisto-
chemische Analysen zeigten eine vermin-
derte RECK-Expression im Tumor bezo-
gen auf das entsprechende nicht-maligne
Gewebe des Patienten. Eine verminderte
RECK-Proteinexpression ist mit hoheren
Tumorstadien (pT3-4) und hoherem Tu-

Gefordert durch die Deutsche Forschungsge-
meinschaft (JU365/6-1/2) und die SONNEN-
FELD-Stiftung.
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morgrad (Gleason-Score 7-10) assoziiert.
Fiir Prostatakarzinome mit einem Glea-
son-Grad>7y konnte RECK in einer multi-
variaten Analyse mit dem ,,Cox proportio-
nal hazards regression model® als unab-
héngiger prognostischer Faktor identifi-
ziert werden. Als Indikator von Rezidiven
wurde dabei der Anstieg des prostataspe-
zifischen Antigens (PSA) im Serum im
langfristigen Verlauf nach radikaler Pros-
tatektomie genutzt (B Tab. 1).

Wir gehen von der Arbeitshypothe-
se aus, dass RECK sich nicht nur als Bio-
marker fiir Prostatatumoren eignet, son-
dern auch als Zielstruktur fiir therapeu-

Tab. 1

Abb. 1 « Sperzifische
Inhibition von RECK-
mRNA mittels RECK-
siRNA in PC-3-Zellen
(Real-time-RT-PCR,

3 Tage nach Transfek-
tion). Die Expression
der RECK-mRNA wurde
auf das Housekeeping-
Gen HPRT normiert
(n=4, p<0,001; ANOVA,
multipler Test nach Tu-
3 key mit 95%-Konfiden-
zintervall)

tische Ansitze dienen kann. Basis dazu ist
die derzeitige Validierung des Targets auf
Zellkulturebene. Zur Bewertung der funk-
tionellen Relevanz des Tumorsuppressors
RECK beim Prostatakarzinom wird einer-
seits die RECK-Expression in den deut-
lich RECK-exprimierenden Prostatakar-
zinomzelllinien LNCaP und PC-3 mittels
si(small interfering)RNA bzw. entspre-
chenden Plasmiden herunter reguliert.
Andererseits wird RECK in DU-145-Zel-
len mit schwacher endogener RECK-Ex-
pression tiberexprimiert. In ersten Expe-
rimenten wurde mit Hilfe verschiedener
RECK-siRNA eine signifikante Reduk-

Univariate und multivariate Analyse klinisch-pathologischer Faktoren und der

RECK-Expression in Relation zum Risiko des PSA-Wiederanstiegs nach radikaler Prostat-

ektomie [111 Patienten (Gleason-Grad 7-10; postoperative Beobachtungszeit 10-185
(Median 51) Monate]

Variable

denzintervall)
Univariate Analyse

Relatives Risiko (95%-Konfi- p

Alter (<62 und >62) Jahre

Praoperativer PSA-Wert (<9,7
und >9,7) pg/Il
Tumorstadium (pT2 und
pr3-4)

RECK-Expression (<0 und >0)
Multivariate Analyse

Alter (<62 und >62) Jahre

Praoperativer PSA-Wert (<9,7
und >9,7) pg/I
Tumorstadium (pT2 und
pT3-4)

RECK-Expression (<0 und >0)

1,030 (0,583-1,820)
1,166 (0,659-2,062)

1,444 (0,788-2,649)

0,360 (0,166-0,782)

1,039 (0,567-1,903)
1,630 (0,878-3,024)

1,147 (0,637-2,067)

0,434 (0,193-0,976)

0,919
0,597

0,235

0,010

0,901
0,122

0,648

0,043
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tion der RECK-Expression auf ca. 10%
des Kontrollwertes erzielt (8 Abb. 1).
Dies dient als Ausgangspunkt fiir anschlie-
lende Untersuchungen zu Proliferation,
Apoptose und Invasivitit RECK-regulier-
ter Zellen, die tumorrelevante Funktionen
des Proteins erkennen lassen sollen.

Korrespondenzadresse

Dr. A. Rabien

Klinik fir Urologie, Charité - Universitatsmedizin
Berlin, Campus Charité Mitte

Charitéplatz 1, 10117 Berlin
anja.rabien@charite.de

Literatur

1. Jung K, Lein M, Ulbrich N et al. (1998) Quantifica-
tion of matrix metalloproteinases and tissue inhi-
bitors of metalloproteinase in prostatic tissue: ana-
lytical aspects. Prostate 34: 130-136

2. Lichtinghagen R, Musholt PB, Lein M et al. (2002)
Different mRNA and protein expression of matrix
metalloproteinases 2 and 9 and tissue inhibitor
of metalloproteinases 1 in benign and malignant
prostate tissue. Eur Urol 42: 398-406

3. Rabien A, Burkhardt M, Jung M et al. (2007) Decre-
ased RECK expression indicating proteolytic imba-
lance in prostate cancer is associated with higher
tumor aggressiveness and risk of prostate-speci-
fic antigen relapse after radical prostatectomy. Eur
Urol 51: 1259-1266

4. Takahashi C, Sheng Z, Horan TP et al. (1998) Regu-
lation of matrix metalloproteinase-9 and inhibi-
tion of tumor invasion by the membrane-ancho-
red glycoprotein RECK. Proc Natl Acad Sci USA 95:
13221-13226



Urologe 2007 - 46:1083-1084 - DOI 10.1007/s00120-007-1436-0 - Online publiziert: 14. Juli 2007

© Springer Medizin Verlag 2007

M. Jung’ - F. Ohl' - C. Stephan’ - A. Rabien' - G. Kristiansen? - A. Radoni¢3 -

S.A. Loening' - K. Jung’

' Klinik fur Urologie, Charité - Universitatsmedizin Berlin, Charité Campus Mitte, Berlin
2 Institut fiir Pathologie, Charité - Universitdtsmedizin Berlin,

Charité Campus Mitte, Berlin

3Klinik fiir Innere Medizin Il (Onkologie und Hamatologie),
Charité - Universitatsmedizin Berlin, Charité Campus Mitte, Berlin

Quantifizierung von Genexpres-
sionen beim Prostatakarzinom

Welche endogenen Referenzgene sind geeignet?

Genexpressionsstudien bilden in der On-
kologie die Grundlage fiir die Entwick-
lung neuer Biomarker und die Erfassung
potenzieller Zielstrukturen von Medika-
menten. Diese Studien basieren auf quan-
titativen Daten spezifischer mRNA, die
mit Hilfe der Real-time-RT-PCR (reverse
Transkription-Polymerasekettenreakti-
on) bestimmt werden. Fir die Auswer-
tung der Expressionsdaten ist die relative
Quantifizierung die am haufigsten be-
nutzte Methode. Hierbei wird die Hohe
der Expression eines Zielgens auf ein en-
dogenes, ein sog. ,Housekeeping-Gen®
oder Referenzgen bzw. auf einen sich aus
mehreren Referenzgenen zusammenge-
setzten Normierungsfaktor bezogen [s].
Vorteile einer relativen im Vergleich zur
absoluten Quantifizierung sind, dass Ef-
fekte, die bei der Probenmaterialgewin-
nung, RNA-Isolierung oder reversen
Transkription auftreten konnen, tiber die
Bestimmung des Ziel- und Referenzgens
aus der gleichen cDNA-Probe weitge-
hend ausgeglichen werden konnen. Um
Fehler bei der Interpretation von Expres-
sionsdaten zu vermeiden, miissen Refe-
renzgene jedoch folgende Anforde-
rungen erfiillen: ubiquitires Vorkom-
men, konstante nicht-regulierte Expres-
sion im Untersuchungsmaterial (z. B.
Gewebe, Zellen), ein Expressionsniveau

Gefordert durch die Deutsche Forschungsge-
meinschaft (JU365/6-1/2) und die SONNEN-
FELD-Stiftung, Berlin.

ahnlich dem des Zielgens und Pseudo-
genfreiheit.

Eine Medline-Recherche ergab, dass
ausreichend fundierte Untersuchungen
iiber geeignete Referenzgene beim Pros-
tatakarzinom fehlen [4]. In >60% der
Studien wird noch immer mit Hilfe der
Gene B-Actin oder GAPD eine relative
Quantifizierung vorgenommen, ob-
wohl zahlreiche Untersuchungen deren

Eignung in Frage stellen. Auf der Basis
dieser Literaturrecherche untersuchten
wir ein Panel von 16 mdglichen Kandi-
datengenen (ACTB B-Actin, ALAS1 -
Aminolavulinatsynthase, ALB Albumin,
B2M B2-Microglobulin, G6PD Glucose-
6-Phosphatdehydrogenase, GAPD Gly-
ceraldehyd-3-Phosphatdehydrogena-
se, HMBS Hydroxymethylbilansyntha-
se, HPRT1 Hypoxanthinphosphoribo-
syltransferase 1, K-ALPHA-1 K-ALPHA-
1-Tubulin, POLR2A RNA-Polymerase II,
PPIA Peptidylprolylisomerase A, RPL13A
ribosomales Protein Li13a, SDHA Succi-
natdehydrogenase-Komplex, Unterein-
heit A, TBP TATA-Box-bindendes Pro-
tein, UBC Ubiquitin C, YWHAZ Tyro-
sin-3-Monooxygenase), [4]. Genexpres-
sionen dieser Kandidatengene wurden
in gepaarten malignen und nicht-malig-
nen Prostatagewebeproben nach Mikro-
dissektion von 17 Prostatektomieprapa-
raten bestimmt.

Die Expressionshohen der 16 unter-
suchten Kandidatengene zeigten einen
weiten Bereich, der etwa von 16-37 PCR-
Zyklen reichte (B8 Abb.1). Die Gene
HMBS (p=0,009), ACTB (p=0,010) und
RPL13A (p=0,013) wiesen signifikant un-
terschiedliche Expressionen zwischen den
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Abb. 1 A Expressionshohen der Kandidatenreferenzgene in gepaarten nicht-malignen und malignen
Prostatagewebeproben. Cr-Werte (threshold cycle) sind Real-time-PCR-Zyklenzahlen [Zyklenzahlen
sind invers zur Expressionshohe; Boxen (leer nicht-maligne, gestreift maligne) obere und untere Quar-
tile mit den Medianen, Balken 10er bzw. 90er Perzentilen]. Die zur relativen Quantifizierung am besten
geeigneten 3 Gene sind farbig markiert. (Mod. nach [4], Abkiirzungen s. Text)
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gepaarten Gewebeproben auf. Diese Gene
schieden somit als mogliche Referenzgene
sofort aus. Die restlichen Kandidatengene
wurden mit dem Computerprogramm
»geNorm® ausgewertet, das die stabilsten
2 Referenzgene aus diesem Panel durch
schrittweise Elimination des jeweils ,,in-
stabilsten ermittelt und einen Normali-
sierungsfaktor berechnet [6].

In unserer Studie waren die Gene
HPRT1 und ALAS: die stabilsten. Das Pro-
gramm berechnet auch, ob durch Hinzu-
nahme weiterer Gene die Stabilitit noch
erhoht werden kann und die Normierung
damit zuverldssiger wird. Dies war fiir das
Gen K-ALPHA-1der Fall. Ein dhnliches Er-
gebnis wurde mit dem Programm ,,Norm-
Finder® erhalten [1, 4]. Das bedeutet, dass
fiir die relative Quantifizierung eines Ziel-
gens bei Genexpressionsstudien zum Pros-
tatakarzinom entweder eines dieser 3 sta-
bil im nicht-malignen und malignen Ge-
webe exprimierten Gene oder besser ein
Normalisierungsfaktor aus den genann-
ten 2 oder 3 Genen genutzt werden sollte.
Zu beachten ist jedoch, dass die hier ermit-

telten Referenzgene eine zuverldssige Nor-
mierung von Expressionsdaten im Prosta-
tagewebe nur dann zulassen, wenn unter
vergleichbaren Studienbedingungen Un-
tersuchungen vorgenommen werden.

Dieses Studiendesign, geeignete Refe-
renzgene durch die Auswertung der Ex-
pressionsdaten mit den oben genannten
Computerprogrammen nach vorherge-
hender Elimination von ungeeigneten Re-
ferenzgenen durch Paarvergleiche zu er-
mitteln, haben wir inzwischen auch fiir
das Harnblasen- und Nierenzellkarzinom
angewendet. Fiir das Harnblasenkarzi-
nom bzw. Nierenzellkarzinom erwiesen
sich aus einem Panel von jeweils 9 bzw.
10 Kandidatenreferenzgenen SDHA und
TBP [3] bzw. PPIA und TBP [2] als die am
besten geeigneten Referenzgene.
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Neue Serummarker des Prostatakar-
zinoms und ihr Einsatz in artifiziellen
neuronalen Netzwerken (ANN)

Fiir eine frithzeitige Diagnose des Prosta-
takarzinoms (PCA) ist das prostataspezi-
fische Antigen (PSA) der wichtigste Se-
rummarker. Das PSA weist jedoch nur ei-
ne ungeniigende diagnostische Spezifitat
auf. Unter Nutzung des Quotienten des
freien PSA zum Gesamt-PSA (f/tPSA oder
%fPSA) kann die diagnostische Spezifitit
des PSA um etwa 20% erhoht werden [1].
Mit Hilfe von artifiziellen neuronalen
Netzwerken (ANN), welche die Werte des
PSA und %fPSA sowie zusitzliche Para-
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meter wie das Patientenalter, das Prostata-
volumen und die digital-rektale Untersu-
chung beriicksichtigen, wird eine zusitz-
liche Spezifititsverbesserung erzielt [2, 6].

Anhand multizentrisch erhobener
Daten von 1188 Patienten wurde das
ANN-Computerprogramm ,,Prostata-
Class“ entwickelt. Seit 2002 ist es auf
der Webseite der Klinik fiir Urologie der
Charité (http://www.charite.de/ch/uro)
als Download frei verfiigbar bzw. Online
nutzbar [5].
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Die Ergebnisse der verschiedenen tP-
SA- und fPSA-Testsysteme differieren
z. T. jedoch erheblich. Dies wiirde zu un-
terschiedliche Biopsieempfehlungen fiih-
ren, sobald fixe Grenzwerte des tPSA bzw.
%fPSA dafiir herangezogen werden [8].
Deshalb wurde vor der geplanten Erweite-
rung des Programms ,,ProstataClass* fir
andere PSA-Testsysteme eine Studie mit
5 verschiedenen tPSA- und fPSA-Testsys-
temen an insgesamt 4480 Patienten aus
5 Zentren durchgefiihrt [12]. Die Ergeb-
nisse zeigten, dass eine optimale Bewer-
tung der Befunde nur mit einem fiir das
jeweilige PSA-Testsystem erarbeiteten
ANN zu erzielen ist [12]. Deshalb wurden
parallel tPSA- und fPSA-Messungen mit
5 der am haufigsten genutzten PSA- und
fPSA-Testsysteme (Abbott, Bayer, Beck-
man Coulter, DPC, Roche) an ca. 800 Pa-
tientenseren durchgefiithrt und enstpre-
chende testspezifische ANN aufgestellt.
Dieses neue ,,ProstataClass2007-Pro-
gramm® beinhaltet nunmehr eine PSA-

Geférdert durch die Deutsche Krebshilfe (70—
3295-ST1), Deutsche Forschungsgemeinschaft
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Risikoabschatzung fur Prostatakrebs

Charité - Universitatsmedizin Berlin
ProstataClass HCS 2007/01

Patient
Daturn: 4/10/2007

[~Sprache
e Artifizielles neuronales Netz (ANN)
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Patientenidentiikation | Institut fir Medizinische Informatik
Alter [Jahre] [55 Risikoabschatzung fiir Prostatakrebs

Gesamt-PSA [ng/ml] [4

%IPSA

Prostatavolumen [mi]

~Test wahlen
" Abbott AxSYM (9

Abb. 1 »ANN-Compu-
terprogramm,Prostata-
Class2007" fiir die Auswer-
tung von Messdaten ver-
schiedener PSA-Testsys-
teme

" Beckman Access
 DPC Immulite 2000

Testsystemabfrage (8 Abb. 1). Das Pro-
gramm kann per E-Mail angefordert wer-
den und wird in Kiirze als Download und
auf CD erhiltlich sein.

Zusammen mit einer Schweizer Ar-
beitsgruppe haben wir bei 898 Patienten
die Proform des PSA als neuen Serumpa-
rameter neben dem fPSA und dem tPSA
gemessen [10]. Dabei zeigte sich, dass der
alleinige Parameter ProPSA keine Spe-
zifitatsverbesserung gegeniiber dem tP-
SA erbringt, dass aber die Kombination
der Parameter tPSA, %fPSA und proP-
SA in einem ANN teilweise sogar die kli-
nischen Parameter Prostatavolumen und
Status der DRU ersetzen kann [10].

Eine weitere Studie beinhaltete die Ein-
beziehung dreier neuer Serumtumormar-
ker (humanes Kallikrein 11, Makropha-
geninhibitor Cytokin-1 und Makropha-
genmigrations-Inhibitions-Faktor) in ein
PSA- und %fPSA-basiertes ANN [11]. Kei-
ner der Marker verbesserte als Einzelindi-
kator die diagnostische Spezifitit im Ver-
gleich zum PSA oder %f{PSA [11], obwohl
von anderen Autoren eine Verbesserung
der PCA-Diagnostik beschrieben wurde.
Unter Beriicksichtigung des Prostatavolu-
mens war das ANN mit den 3 neuen Se-
rummarkern aber die beste Methode, ein
PCA zu erfassen [11]. Fiir eine weitere Pa-
tientenpopulation mit erhdhtem PCA-Ri-
siko, wie z. B. mit niedrigen %fPSA-Wer-
ten, kann bereits ein ANN mit dem hu-
manen Kallikrein 11 die PCA-Detektion
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deutlich verbessern [9]. Die ANN-Ein-
bindung des humanen glanduldren Kalli-
kreins 2 (KLK2), welches als vielverspre-
chender neuer Serummarker des PCA
galt, zeigte dagegen nur im niedrigen PSA-
Bereich von 1-4 pg/l eine signifikante Ver-
besserung im Vergleich zum %fPSA [7].
In einer aktuellen Ubersicht haben wir
kiirzlich weitere Einzelheiten zur Nutzung
von neuen Markern innerhalb von ANN-
Anwendungen in der Prostatakarzinom-
diagnostik zusammengestellt [4]. Die zu-
nehmende Bedeutung von ANN als Hilfs-
mittel in der Diagnostik und Prognosebe-
urteilung von PCA-Patienten ist klar er-
sichtlich, da nur durch multivariate Aus-
wertungen die Komplexitit dieses Krank-
heitsgeschehens erfasst werden kann [3].
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Neue Serummarker zur Diagnostik
von Knochenmetastasen
beim Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom ist der haufigste ma-
ligne Tumor des élteren Mannes. Obwohl
die meisten Patienten mit einem organbe-
grenzten Tumor durch eine radikale Pros-
tatektomie geheilt werden kénnen, erleiden
etwa 20% der betroffenen Ménner einen
Riickfall oder einen systemischen Progress.
Bei etwa 70% der Patienten mit einem fort-
geschrittenen Prostatakarzinom sind Kno-
chenmetastasen nachweisbar. Diese beein-
flussen nicht nur die Schmerzsymptoma-
tik, die Co-Morbiditit und damit auch die
Lebensqualitit, sondern auch den Todes-
zeitpunkt. Die exakte Erfassung von Kno-
chenmetastasen ist fiir die Therapiewahl
und Therapieiiberwachung entscheidend.
Dieser Aspekt gewinnt durch die Einfiih-
rung neuer Medikamente (Bisphospho-
nate, Chemotherapeutika) zunehmend an
Bedeutung. Die Knochenszintigraphie
kann als ,Goldstandard* fiir die Detektion
von Knochenmetastasen angesehen wer-
den. Sie ist jedoch relativ teuer und hat di-
agnostische Limitationen. Aus dieser Situ-
ation heraus leitet sich ein Bedarf an ,.ein-
fachen® Serummarkern fiir die quantitative
Erfassung von Knochenmetastasen ab.
Fiir die Verifizierung des Einsatzes von
Serummarkern in der Routine gibt es ge-
genwdrtig nur wenige aussagekraftige Stu-
dien. Dariiber hinaus besteht eine erheb-
liche Diskrepanz zwischen dem Ausmaf3
an kommerziell verfiigbaren und klinisch
eingesetzten Testsystemen zur Beurteilung
einer Knochenmetastasierung und der tat-
sachlichen Datenlage. In verschiedenen
Studien konnte gezeigt werden, dass Kno-
chenmarker die subtilen Verdnderungen
des Knochenmetabolismus bei der Forma-
tion und Resorption des Knochens im Se-
rum reflektieren. Dadurch kénnten sie als
diagnostische Indikatoren bei der Kno-
chenmetastasierung genutzt werden.

In einer ersten Studie haben wir 10 po-
tenzielle Knochenmarker parallel im Se-
rum von metastasierten und nicht-metas-
tasierten Prostatakarzinompatienten sowie
in entsprechenden Kontrollgruppen hin-
sichtlich ihrer diagnostischen Validitit mit-
einander verglichen [1]. 7 Marker [OPG
(Osteoprotegerin), bALP (knochenspezi-
fische Phosphatase), tALP (alkalische Phos-
phatase), PINP (N-terminales Prokollagen-
propeptid des Typ-I-Kollagens), TRAP
(Tartrat-resistente saure Phosphatase, Iso-
enzym 5b), NTx (cross-linked N-termi-
nales Telopeptid des Typ-I-Kollagens)] wa-

ren bei Patienten mit gesicherten Knochen-
metastasen im Serum erh6ht. Sowohl Kno-
chenformations- und Knochenresorptions-
marker als auch Marker der Osteoklastoge-
nese weisen bei Patienten mit Knochenme-
tastasen ein signifikant verdndertes Expres-
sionsmuster auf und kénnen somit als dia-
gnostische Hilfsmittel genutzt werden.
Osteopontin, als ein weiterer Kandidat
zur Einschitzung der Knochenmetastasie-
rung, ist ein nicht kollagendses Protein im
Knochen, welches an der Knochenneubil-
dung beteiligt ist. In der Kanzerogenese ver-
schiedener Tumorentititen spielt Osteopon-
tin eine Rolle. Dariiber hinaus konnte eine
Uberexpression im Prostatakarzinomgewe-
be nachgewiesen werden. Daher wurden in
einer weiteren Studie die Analyte Osteopon-
tin, ICTP (C-terminales Telopeptid des Typ-
I-Kollagens), PINP und bALP parallel im
Serum von 154 Patienten mit und ohne Kno-
chenmetastasen bestimmt [3]. Osteopontin
sowie die anderen untersuchten Knochen-
marker waren bei Patienten mit Knochen-
metastasen deutlich erhoht. Zusitzlich
konnte eine negative Korrelation zwischen
der Hohe der Knochenmarkerkonzentrati-
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Abb. 1 A Knochenmarker im Therapieverlauf bei Prostatakarzinompatienten mit Knochenmetastasen
ohne (a) und mit Progress (b) unter der Behandlung mit Zoledronsaure. Angegeben sind die mittleren
prozentualen Verdnderungen zum Wert vor Therapiebeginn
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on im Serum und dem Uberleben der Pati-
enten beobachtet werden.

Im Rahmen einer Multicenterstudie, in
der die Wirksamkeit der Zoledronsaure auf
die Knochenmetastasierung untersucht
wurde, wurden parallel die 6 Knochenmar-
ker tALP, bALP, NTx, CTx, ICTP, PINP im
Serum von Prostatakarzinompatienten mit
nachgewiesenen Knochenmetastasen ge-
messen [2]. Die Knochenmarker wurden
vor Therapiebeginn und alle 12 Wochen
bestimmt. Die Patienten mit einem gesi-
cherten Knochenmetastasenprogress hat-
ten im Verlauf signifikant hhere Konzent-
rationen von tALP, bALP, ICTP und PINP
als die Patienten mit einer stabilen oder
sich verbessernden Situation der Knochen-
metastasen. In @ Abb. 1 sind die Verldufe
der Markerkonzentrationen in beiden
Gruppen dargestellt. Die Knochenformati-

onsmarker zeigten in dieser spezifischen
Studie allgemein eine bessere Diskrimina-
tionsfahigkeit. Wir schlussfolgern, dass se-
lektive Knochenmarker den Effekt der Bis-
phosphonat-Therapie anzeigen kénnen
und damit eine Therapieoptimierung
(Fortsetzung oder Beenden) moglich ist.

Die vorliegenden Untersuchungsergeb-
nisse sowie Daten anderer Studien unter-
streichen die Bedeutung der Knochenmar-
ker in der Diagnostik und Therapie des
Prostatakarzinoms. Es sollten im europa-
ischen Maf3stab prospektive Studien durch-
gefithrt werden, die das offensichtlich er-
hebliche diagnostische Potenzial der Kno-
chenmarker identifizieren und damit auch
die klinische Anwendung der Serummar-
ker absichern kénnen.
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Komparative Evaluierung von Expres-
sionsmustern bekannter und neuer pros-
tatakarzinom-assoziierter Gene beziig-
lich einer Eignung als molekularbiolo-
gische Diagnose- und Prognosefaktoren

Generell fiir Tumoren und auch fiir das
Prostatakarzinom im Speziellen gilt: Wird
der Tumor frithzeitig und signifikant nach-
gewiesen, bestehen durchaus Moglichkeiten
zur kurativen Behandlung. Wichtige Vor-
aussetzungen fiir eine aussichtsreiche The-
rapieentscheidung sind die Abschitzung
des individuellen Tumorpotenzials im Hin-
blick auf die maligne Aggressivitét, die Klas-
sifizierung als organbegrenzter Tumor
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(OCD) und die prézise Abschitzung des
konkreten Progressionsrisikos fiir jeden
einzelnen Patienten. Die heutigen Metho-
den zur Prostatakarzinomdiagnostik basie-
ren auf dem Nachweis eines im Blutserum
befindlichen Tumormarkers (prostataspe-
zifisches Antigen, PSA), auf digital-rektalen
Tastuntersuchungen und auf dem histopa-
thologischen Prostatakarzinomnachweis
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anhand entnommener minimaler Gewebe-
proben (Prostatastanzbiopsien).

Die beschriebenen Methoden zeichnen
sich durch eine limitierte Sensitivitit und
Spezifitit aus, was die Suche nach neuen al-
ternativen und moglichst nicht-invasiven
bzw. nicht zusitzlich belastenden Nach-
weismethoden nétig macht. Im Mittelpunkt
der genannten Drittmittelprojekte steht da-
her eine sichere Prostatakarzinomdiagnose
anhand minimal-invasiv oder nicht-inva-
siv gewonnener biologischer Proben (Pros-
tatafeinnadelbiopsien, Urinproben). Be-
reits validierte molekularbiologische Me-
thoden (insbesondere der quantitativen
PCR) konnten eine Verbesserung bzw. Er-
weiterung der histopathologischen Begut-
achtung von Prostatagewebeproben bzw.
die Untersuchung aufbereiteter Urinpro-
ben von Patienten mit Verdacht auf ein pri-
mares Prostatakarzinom ermdglichen. Die
quantitative Bestimmung der aus der Lite-
ratur bekannten prostatakarzinomspezi-
fischen Transkriptsignaturen bildet dabei
die Grundlage fiir die Optimierung mathe-
matischer Modelle. Ein erstes 4-Gene-Mo-
dell zur Prostatakarzinomvorhersage konn-
te dabei bereits an gepaarten Prostatekto-
miegewebeproben etabliert [1] und an arte-
fiziellen Prostatabiopsien validiert werden.

Als weitere langfristige Ziele kénnen die
mogliche Vorhersehbarkeit eines OCD so-
wie die Charakterisierung der tumorbio-
logischen Prostatakarzinomaggressivitit
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mittels geeigneter Transkriptmarker for-
muliert werden. Als Fernziel ist die Identi-
fizierung selektiver Transkriptmuster anzu-
geben, die der Unterscheidung signifikanter
und nicht-signifikanter Prostatakarzinome
dienen, um individuell angepasste Thera-
pieentscheidungen treffen zu konnen.
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Erstellung eines Proteinprofils
aus Gewebeproben der Prostata

Hintergrund

Die derzeit verfiigbaren diagnostischen
Methoden sind nur bedingt geeignet, Kar-
zinome der Prostata (PCA) im Friihstadi-
um zu erkennen und ein Karzinom von ei-
ner gutartigen Prostatahyperplasie (BPH)
sicher zu unterscheiden [1, 2, 3]. Die Nut-
zung der zweidimensionalen (2D-)Protein-
gelelektrophorese in Kombination mit der
Massenspektrometrie eréffnet die Mog-
lichkeit, Veranderungen in der Proteinex-
pression zu erkennen und nach Identifika-
tion ggf. Kandidaten als ,,krankheitsassozi-
ierte Proteine zu definieren. Diese Kandi-
daten kénnen als Markerproteine zur Frith-

pl 4.0

erkennung, Differentialdiagnose, Verlaufs-
kontrolle, Prognose oder als neue thera-
peutische Targets genutzt werden. In dem
Projekt werden mittels Proteomanalyse
Gewebeproben aus Prostatabiopsien zur
Identifizierung von differentiell exprimier-
ten Proteinen analysiert. Das Ziel ist die Er-
stellung eines Proteinprofils zur Identifizie-
rung von malignen und benignen Erkran-
kungen der Prostata.

Material und Methode
Die Gewebeproben und Patientendaten

wurden nach Zustimmung der Ethikkom-
mission zu diesem Projekt entnommen.

» pl 7.0

MwW
(kDa)

— 120

— 85

Abb. 1 A Typisches Proteinexpressionsmuster einer Prostatabiopsie, 2D-Gelelektrophoresetrennung
liber einen pH von 4-7 in einem 12,5%igen SDS-Gel; Sypro-Ruby-Farbung

Der Urologe 9 - 2007 ‘ 1089



Zusammenfassung - Abstract

Urologe 2007 - 46:1089-1091  DOI 10.1007/s00120-007-1510-7

© Springer Medizin Verlag 2007

U.Zimmermann - R. Ummanni - H. Junker - S. Venz - S. Teller - J. Giebel - R. Walther
Erstellung eines Proteinprofils aus Gewebeproben der Prostata

Zusammenfassung

Die Bestimmung des prostataspezifischen
Antigens hat das Management des Prostata-
karzinoms deutlich verbessert. Die niedrige
Spezifitat limitiert jedoch den generellen Ein-
satz insbesondere zur Entdeckung von Karzi-
nomen im Friihstadium. Fiir die Etablierung
von Proteinprofilen, die malignes und benig-
nes Gewebe unterscheiden konnen, ist die
Identifikation multipler Proteine notwendig.
Das Ziel unserer Untersuchungen ist die Iden-
tifikation von unterschiedlich exprimierten
Proteinen in beiden Geweben mit der zwei-
dimensionalen (2D-)Gelelektrophorese und
nachfolgender Massenspektrometrie. Wir un-

tersuchten, ob sich Prostatabiopsien fiir die-
se Untersuchungen eignen. Erste Ergebnisse
zeigten in beiden Geweben unterschied-
liche Expressionsmuster. In der anschlieRen-
den Real-time-PCR konnte fiir einige Protei-
ne auch ein erhhter mRNA-Gehalt nachge-
wiesen werden. Wir schlussfolgern, dass sich
Biopsien fiir die Untersuchung mit der 2D-
Gelelektrophorese und Massenspektromet-
rie zur Erstellung von Proteinexpressionsmus-
tern eignen.

Schliisselworter
Prostatagewebe - Karzinom - Biopsie - Prote-
inmuster

Establishing a protein signature from prostate tissue biopsies

Abstract

The prostate-specific antigen test (PSA) has
been a major factor contributing to a bet-
ter management of prostate cancer. The low
specificity limits its use in diagnosis especial-
ly in early detection of prostate cancer. Multi-
ply expressed proteins need to be identified
to establish a disease-specific protein signa-
ture that distinguishes between cancerous
and noncancerous tissue. The first aim of our
study is to identify differentially expressed
proteins in both tissues using two-dimen-
sional gel electrophoresis and subsequent
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mass spectrometry. We elucidated whether
prostate biopsies are useful. First results have
shown a different protein expression pattern
in cancerous and noncancerous tissue. PCR
revealed an increasing amount of mRNA for
some upregulated proteins. We conclude that
biopsies are useful material to establish pro-
tein expression patterns.

Keywords
Prostate tissue - Cancer - Biopsy - Protein pat-
tern

Das Untersuchungsmaterial fiir die Prote-
omanalyse wurde aus Biopsien von Pati-
enten gewonnen, die sich wegen eines er-
hohten PSA-Wertes einer Biopsie unterzie-
hen mussten. Nach erfolgter Zustimmung
der Patienten wurden 13 Biopsien entnom-
men. Ein Biopsiezylinder wurde sofort in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis
zur weiteren Verarbeitung bei —80C° gela-
gert. Die anderen 12 Biopsien wurden his-
tologisch klassifiziert. Die Gewinnung von
RNA und Protein aus derselben Probe er-
folgte unter Verwendung des Trizol-Rea-
gents (Invitrogen). Die Proteinpellets wur-
den in Lysispuffer (8 M Harnstoff, 2 M Thi-
oharnstoff, 4% CHAPS, 65 mM Dithiotrei-
tol, 40 mM Tris) aufgenommen. Die isoe-
lektrische Fokussierung (IEF) mit immobi-
lisierten pH-Gradienten (pH 4-7 pH 3-
10 NL) erfolgte mit der PROTEAN IEF Cell
(Bio-Rad). 100-500 pg Proteinlysat wurde
in Rehydratisierungspuffer (8 M Harnstoff,
2 M Thioharnstoff, 1% CHAPS, 15 mM
DTT, 0,5% Immobiline) auf ein Gesamtvo-
lumen von 450 pl aufgefiillt und in IPG-
DryStrips (GE Healthcare) eingequollen.
Die IEF erfolgte in einem Stufenprogramm
bis zu einer Gesamtvoltstundenzahl von
50.000 bei maximal 8000 V und 20°C. Die
Separation in der 2. Dimension erfolgte in
einem 12,5%igen SDS-Gel (25x20 cm) mit
der PROTEAN™ plus Dodeca™Cell (Bio-
Rad). Nach Visualisierung der Proteine
durch eine Fluoreszenz- oder Coomassie-
Farbung wurden die Gele mit einem Scan-
ner digitalisiert. Im Anschluss daran er-
folgte ein Vergleich der Gele mit Hilfe der
Software Delta 2D (Decodon) im Dual-
chanel-image-Verfahren. Differentiell ex-
primierte Proteine wurden massenspektro-
metrisch identifiziert.

Ergebnisse

Bis zum gegenwirtigen Zeitpunkt wurden
Gewebeproben von 23 Patienten unter-
sucht. Erste Proteomanalysen im pH-Be-
reich von 4-7 zeigten eine Vielzahl diffe-
rentiell exprimierter Proteine, von denen
zunéchst 11 Kandidaten zur weiteren Vali-
dierung ausgewéhlt wurden. Es wurde
uberpriift, ob sich die Expressionsunter-
schiede auf der Proteinebene auch auf
RNA-Ebene bestitigen lassen. Dies erfolgte
mit der quantitativen Real-time-PCR unter
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Verwendung des ,,Housekeeping-Gens®
RPLPo. Fiir 4 Proteine haben sich die Ex-
pressionsunterschiede der Proteomdaten
bestitigt. Inzwischen sind 79 differentiell
exprimierte Proteine massenspektromet-
risch identifiziert worden und die Zuord-
nung des Proteinprofils zu den histolo-
gischen Ergebnissen erlaubte die Identifi-
zierung von benignen und malignen Pro-
teinexpressionsmustern (8 Abb. 1).

Fazit fiir die Praxis

Die Ergebnisse zeigen, dass sich Gewebe-
proben, die durch eine Biopsie gewonnen
wurden, fiir eine Analyse differentiell expri-
mierter Proteine eignen und karzinomty-
pische Expressionsmuster erkannt werden
konnen. Im nachsten Schritt wird durch im-
munhistochemische Untersuchungen die
Lokalisation der Proteine im Prostatagewe-
be aufgeklart. Weiterfiihrende funktionelle
Untersuchungen der Proteine miissen kla-
ren, welchen Stellenwert die differenzierte
Expression fiir das Prostatakarzinom hat.
Durch die Erh6hung der Probenanzahl soll-
te ein Vergleich zwischen den Proteinprofi-
len von Patienten mit einem Prostatakarzi-
nom und solchen ohne maligne Prostata-
veranderungen die Erstellung eines Risiko-
profils erlauben.
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Die Bedeutung von Defekten
im,,Mismatch-Reparatursystem”
fiir die Entstehung und den Verlauf
des Prostatakarzinoms

Forschungsinteresse

Mismatch-Reparatur- (MMR-)Defekte fiih-
ren zu einer erh6hten Mutationsrate in mi-
totischen Zellen und so zur Entstehung von
Tumoren. Um die Bedeutung von MMR-
Defekten in verschiedenen Geweben zu un-
tersuchen, wurden verschiedene transgene
Mausmodelle mit MLH1-Gen-Defekten
(z. B. konditionell inaktivierbares Mausmo-
dell und G67R-mutante Mauslinie) etab-
liert. Diese Modelle werden benutzt, um
Mechanismen der Tumorgenese und ver-
schiedene Funktionen von MLH1 zu analy-
sieren. Um genetische und molekulare Me-
chanismen der Entwicklung von MMR-De-
fekten in Prostatakarzinomen in vivo zu un-
tersuchen, soll ein Mausmodell etabliert
werden, das eine prostataspezifische Inakti-
vierung des MMR-Systems ermoglicht.

Erganzend und weiterfithrend werden
humane MMR-Defekte des Prostatakar-
zinoms identifiziert, um deren moleku-
lare und genetische Veranderungen zu
beschreiben.

Vorlaufige Ergebnisse

Durch die Benutzung des Cre/loxP-Systems
konnte eine prostataspezifische Deletion des
MLHi-Gens in der Maus erfolgreich durch-
gefithrt werden. Diese Méuse wurden durch
eine beschleunigte Tumorgenese in der
Prostata charakterisiert. Erginzend wurden

aus einer Tumorgewebebank MMR-De-
fekte humaner Prostatakarzinome detek-
tiert. Diese Tumoren werden im Hinblick
auf ihren klinischen Verlauf und auf mole-
kulare Veranderungen untersucht.
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Hoch intensiver fokussierter gepul-
ster Ultraschall (HIFU) zur lokalen
Ablation des Prostatakarzinoms

Die lokale Therapienotwendigkeit des
Prostatakarzinoms (PCA) ist fiir die meis-
ten Tumorstadien nicht unumstritten, da
samtliche klassischen lokalen Therapien in
Abhingigkeit des Tumorstadiums und der
Tumoraggressivitit eine nicht unerhebliche
Rezidivquote zeigen und der natiirlicher
Tumorverlauf zumeist langsam ist. Demo-
graphie und Diagnostik werden die Anzahl
neuer Erkrankungen/Jahr stark steigern
und férdern zunehmend kleine lokalisier-
te Karzinome bei alteren Mannern zu Tage.
~Wait and see“ nach Jahren der urolo-
gischen ,Vorsorge“ scheint diesen Pati-
enten keine addquate physische wie psy-
chische Antwort auf Thr Problem zu sein.
Somit nimmt die Zahl lokaler Therapien -
wider aller Statistik und Kritik - zu. Zudem
scheint auch als palliativer — Tumor kont-
rollierender — Ansatz eine adjuvante Lokal-
therapie von Vorteil zu sein.

Bei allen lokalen Therapien hiangen
die - anscheinend therapieimmanente —
Morbiditét wie auch Risiken und Neben-
wirkungen nicht unerheblich von der Er-
fahrung und Eingriffshaufigkeit des The-
rapeuten ab.

Therapieassoziierte Invasivitit, Kom-
plikationen und therapeutische Alterna-
tiven blockierende Wege, sowie Zeitpunkt
und Reihenfolge einer wahrscheinlichen
Therapiesequenz miissen primir bedacht
werden.

Diese, die Therapie des PCA betref-
fenden Gedanken lassen eine standardi-
sierte, nichtinvasive, einmalige Therapie
mit breitem Indikationsspektrum und da-
her hoher Behandlungsfrequenz als giins-
tig erscheinen, wenn sie medizinisch, aus-
bildungstechnisch, logistisch und kos-
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tentechnisch zum Spektrum des Thera-
peuten passt.

Methodik

Seit 1989 wird in Zusammenarbeit der
Urologie der Universitit Lyon (Duber-
nard, Gelet), dem franzésischen staatli-
chen Forschungsinstitut INSERM 558 (J.Y.
Chappelon) und dem Gerétehersteller
EDAP der hoch intensive fokussierte ge-
pulste Ultraschall (HIFU) zur Behand-
lung des PCA entwickelt.

Seit 1996 fithrt die urologische Abtei-
lung des Klinikums Miinchen Harlaching
in enger Kooperation mit den o. g. Insti-
tutionen eine klinische, prospektive Mul-
ti-Kohortenstudie mit dem HIFU-Gerét
von EDAP (Ablatherm®) durch. Die breit-
gefdcherte, komplette Datenerfassung re-
gistriert jeden bisher in Miinchen mit die-
ser Technologie behandelten Patienten.
Zu jedem ,,HIFU-Patienten® wird eine
Tumorakte mit Kopien seiner krankheits-
relevanten Befunde, simtliche Tumor-,
Therapie-, Maschinen-, Nebenwirkungs-
und Follow-up-Daten angelegt. Dariiber
hinaus werden diese Daten standardisiert
und in einer ACCESS-Datenbank erfasst
und regelmiflige Patientenbefragungen
und Zwischenanalysen durchgefiihrt.

Wegweisende technologische wie the-
rapeutische Modifikationen wurden auf-
grund von Metaanalysen dieser Daten
durchgefiihrt.

Die 9 beobachteten Kohorten sind:
== 1Dbis 3: lokales PCA ,,low risk", ,,medi-

um risk®, ,high risk“ (T1-2/Nx/Mo),
== 4: lokal fortgeschrittenes PCA (T3-4/

Nx/Mo),

== 5: systemisches PCA (N+/M+; T1-4/
Ni1/Mx-1),

== 6 bis 8: rezidivierendes PCA ,,post
Rad", ,,post Surg®, ,,post HA® (rT1-4),

== 9: sonstige, seltene Indikationen ,lo-
kaler Koagulation®: Urothelkarzinom
der prostatischen Urethra, Himatu-
rie nach Radiatio und Antikoagulati-
on, PCA-Residual-Samenblasenrezi-
div, PCA-Deferens-Rezidiv, Urothel-
karzinom-Urethrastumpfrezidiv.

Es gilt zu priifen, ob ,,Roboterchirurgie® -
wie die HIFU-Behandlung - diese Forde-
rungen erfiillen kann. Aufgrund der na-
tirlichen Dynamik der Erkrankung ist ein
langer Beobachtungszeitraum fiir diese
Evaluation anzusetzen.

Aus diesem Grund wurde die Laufzeit
der prospektiven Registrierung und regel-
mafligen Follow-up-Abfragen auf 20 Jah-
re konzipiert (1996-2016).

Seit dem Jahr 2000 hat sich an Metho-
dik und Effizienz der Technologie nichts
mehr gedndert, die Behandlungsstrategie
sowie die Behandlungsdosis stellen jedoch
nach wie vor unerforschte Variable dar,
sodass die seither erhobenen Daten zwar
relevante, jedoch nur monozentrische
Therapieergebnisse widerspiegeln.

Im Februar 2007 wurde eine neue
Komplettabfrage der 1350 bisher in Miin-
chen behandelten Patienten begonnen.

Die Daten dieser Metaanalyse, die wohl
die grofite HIFU-Patientenzahl, das brei-
teste Indikationsspektrum und die ldngs-
te bisherige Beobachtungsdauer aufwei-
sen, werden mit den bisher publizierten
franzosischen, italienischen und deut-
schen Daten, die zwar gleiche Technolo-
gie jedoch andere Behandlungsstrategien
verfolgen, verglichen, diskutiert und im
Herbst 2007 publiziert.
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Aufbau von Daten- und Gewebe-
banken fiir neue Prognosefaktoren
beim Adenokarzinom der Prostata

Ein interdisziplinarer uropathologischer Ansatz

Fiir das klinische Management nach radi-
kaler Prostatektomie ist eine enge Zusam-
menarbeit zwischen Urologie und Patholo-
gie unerlésslich. Die Prognoseabschétzung
im klinischen Alltag stiitzt sich im Wesent-
lichen auf die Parameter der klassischen
Histopathologie und préoperativer Serum-
marker. Die 4 Kernparameter sind somit
das T-Stadium, der Resektionsstatus, der
Gleason-Grad und der praoperative PSA-
Spiegel, dessen Wertigkeit auch in der
Fritherkennung unumstritten ist [1, 4]. Je-
doch ergeben sich hinsichtlich der Bedeu-
tung des Resektionsstatus Zweifel und die
Notwendigkeit einer standardisierten Er-
fassung wird diskutiert. Neben den klas-
sischen histopathologischen Parametern
wurden aber gerade hinsichtlich einer
moglichen Wertigkeit fiir die Abschétzung
der postoperativen Prognose eine Vielzahl
molekularer Parameter beschrieben, wie
beispielsweise Bcl-2, EGFR, Ki67 und
COX-2 [6]. Eine Evaluation dieser neuen
Marker bedarf eines langfristigen prospek-
tiven Ansatzes und einer Sammlung von
tiefgefrorenen Gewebe- und Serumproben
sowie einer interdisziplinaren Evaluation.
Es besteht eine enge Kooperation auf dem
Gebiet des Prostatakarzinoms zwischen
den Instituten fiir Pathologie der Universi-
taten Regensburg und Erlangen und den
Kliniken fiir Urologie der Universititen
Regensburg und Wiirzburg. So werden La-
borkapazititen gemeinsam vorgehalten
und Projekte durchgefiihrt [2, 3].
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Im Folgenden soll kurz ein Projekt
zum Aufbau einer uropathologischen Ge-
webe- und Datenbank und zur Evaluation
diverser Parameter dargestellt werden.

Seit 2003 wird von allen Patienten der
Urologischen Klinik der Universitét Re-
gensburg nach entsprechender Aufkla-
rung Urin, Serum und EDTA-Vollblut
vor einer radikalen Prostatektomie asser-
viert. Nach Prostatektomie wird das Pra-
parat unverziiglich unfixiert im Institut fiir
Pathologie zugeschnitten (Grof3flichen-
schnitte). Dabei werden représentative Tu-
mor- und Normalgewebe vor der Paraf-
finfixierung entfernt und bei —80°C gela-
gert. Im Rahmen der histopathologischen
Begutachtung werden am Paraffinblock
ausreichend grofle reprisentative Areale
markiert und in einen ,tissue microarray*
(TMA) tibergefithrt. Anhand des TMA
werden nun diverse Parameter bestimmt,
die in der Literatur als vielversprechend
beschrieben worden sind [FGFR3, COX-
2, Ki-67 labeling index, ,fatty acid syntha-
se“ (FASN), MYC, B-adrenerge Rezeptor-
kinase 1 (BARK1, GRK2) Proteinphospha-
tase PPia und PP2A (PPP2CB), NM23-Hi,
Cyclin D1, Tag, Bcl-2, ps3, ILK, Syndecan-
1, MUC-1, EGFR, HER2/neu, HSP-90, Ep-
CAM, MMP-2, CD-10, CD-117].

Die Wertigkeit des chirurgischen Re-
sektionsrandes ist weiterhin umstritten, ei-
ne Einteilung in lediglich R1 vs. Ro scheint
eine limitierte prognostische Aussagekraft
zu besitzen [5]. Daher wird ein Tumorkon-

takt des Resektionsrandes hinsichtlich Lo-
kalisation, Ausdehnung der Kontaktfliche
und Gleason-Anteil exakt erfasst. Mit die-
ser prospektiven Datenerhebung soll eine
mogliche Bedeutung eines detaillierten Re-
sektionsstatus beleuchtet werden.

Die histopathologische Begutachtung
des Prostatektomiepréparats ist fiir die Ein-
schétzung der Prognose nach radikaler Pros-
tatektomie essentiell und stellt die wichtigste
Grundlage zur Einleitung adjuvanter Maf3-
nahmen dar [1]. Fiir eine maximale Aus-
schopfung dieser Informationsquelle ist die
Kooperation zwischen Uropathologen und
Urologen zwingend vorausgesetzt. In &hn-
licher Weise muss die Evaluation neuer An-
sdtze bereits in den ersten Stadien in enger
Zusammenarbeit zwischen diesen beiden
Disziplinen erfolgen. Der gemeinsame Auf-
bau von Daten- und Gewebebanken fiihrt
dabei unweigerlich zu einem Austausch von
Ideen und Anschauungen und stellt somit
nicht nur die Materialgrundlage der wei-
teren Forschung, sondern auch der person-
lichen Zusammenarbeit dar. Die Einbin-
dung mehrerer Institute und Kliniken po-
tenziert diesen Effekt — eine Netzwerkbil-
dung sollte von den Fachgesellschaften ent-
sprechend propagiert werden.
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Chronische Inflammation als
Promotor- und Behandlungstarget
bei benigner Prostatahyperplasie
(BPH) und beim Prostatakarzinom

Chronisch inflammatorische Prozesse in
der Prostata stellen einen wesentlichen
Faktor in der Entstehung und Progression
der benignen Prostatahyperplasie dar [1,
2]. Der primére Ausgangspunkt der chro-
nischen Inflammation ist ungeklart. Eine
wesentliche Beteiligung autoimmunolo-
gischer Vorginge an der Entstehung der
chronischen Entziindung ist aber unbe-
stritten. Selbst die spezifische Erkennung
prostatischer Sekretionsprodukte durch
autoreaktive T-Lymphozyten [3, 4] ist be-
reits belegt.

Derzeit fiihren wir ein Screening auf
prostatische Autoantigene im Serum von
BPH-Patienten im Vergleich mit norma-
len Probanden und Kindern durch. Es
zeigte sich eine signifikante Haufung von
Autoantikérpern im Serum von BPH-Pa-
tienten sowohl gegen Epithel- als auch ge-
gen stromale Antigene [5]. Eine Reaktion
gegen fetale Antigene konnte nicht gezeigt
werden, sodass die vielfach propagierte
Reexpression von fetalen Antigenen kei-
ne Rolle in der BPH zu spielen scheint.

Eine Schliisselrolle in der chronischen
Entziindung der Prostata haben chronisch
aktivierte CD4*-Helfer-T-Lymphozyten
inne [6], welche insbesondere durch die
proinflammatorischen Zytokine Interleu-
kin-15 (IL-15 [7]) und Interferon-y (IFN-
y [8]) permanent rekrutiert werden. Die-
se Zellen steigern die Produktion proin-
flammatorischer Zytokine um das 10Fache
(IFN-y, IL-2) und stimulieren damit das
Wachstum der prostatischen Stroma- und
Epithelzellen. Sobald klassische BPH-No-
duli auftreten, steigt die lokale Produk-
tion von IL-4 und IL-13 an, sodass man
von einer stadiumabhéngigen Immunant-

wort in der Pathogenese der BPH ausge-
hen kann [6, 8].

Eine immunologische Neuklassifika-
tion der BPH nach immunbhistologischen
Veranderungen wird gerade in einer natio-
nalen Arbeitsgruppe in Osterreich etab-
liert. Dazu werden 1000 BPH-Gewebe-
proben systematisch nach einer Reihe von
immunologischen Parametern gescreent.
Von besonderer Bedeutung fiir die Auf-
rechterhaltung der chronische Entziin-
dung im BPH-Gewebe ist eine erst kiirz-
lich neu definierte T-Helfer-Subpopulati-
on, die sog. TH17-Zellen [9]. Diese Hel-
fer-T-Zellen zeichnen fiir den Ubergang
einer iiberschieflenden Entziindungsre-
aktion in eine klassische Autoimmuner-
krankung/Reaktion verantwortlich und
werden von einem iibergeordneten Zy-
tokin (IL-23) gesteuert. Mittels immu-
nologischer (Immunhisto- und Immun-
zytochemie, Durchflusszytometrie) und
molekularbiologischer (Real-time-RT-
PCR-)Methoden gelang es, das Zytokin
und seinen Rezeptor (IL-23R) auf Prote-
in- und mRNA-Ebene nicht nur in BPH-
Geweben, sondern auch in Prostatakar-
zinomen, Zelllinien und Primérkulturen
nachzuweisen [10].

Eine interessante immunologische
Sonderstellung der Prostata ergibt sich
durch den Nachweis von Toll-like-Rezep-
toren (TLR, [8, 11]) und Molekiilen wie
CD38 [12] auf prostatischen Epithelzellen,
welche man primér auf immunologischen
Zellen vermuten wiirde. Die Relevanz die-
ser Befunde fiir Erkrankungen der Prosta-
ta zeigt sich dadurch, dass es bei der BPH
zu einer partiellen Unterdriickung des
CD38-Molekiils auf Epithelzellen kommt,

die mit der gleichzeitigen Uberexpression
des immunologischen ,, Aktivierungsmo-
lekiils“ HLA-DR einhergeht.

Dass dieses Phanomen signifikant hau-
figer auf atrophischen Driisenarealen vor-
kommt, lasst auch auf eine Rolle bei der
Tumorentstehung schlieen [12,13]. Uber-
dies konnte eine Korrelation dieser Ver-
anderungen des Prostataepithels mit dem
Auftreten der akuten Harnretention bei
BPH-Patienten gezeigt werden [14]. Die
genaue Rolle inflammatorischer Prozesse
bei der klinischen Progresssion der BPH,
insbesondere der Einfluss auf die Auslo-
sung der Harnretention, ist ebenfalls ein
Schwerpunkt unserer Untersuchungen.

Nicht nur fiir die Pathogenese der BPH,
sondern auch fiir die des Prostatakarzi-
noms riickt die chronische Inflammati-
on als Pathogenesefaktor zunehmend ins
Zentrum des Interesses. Epidemiologische
Untersuchungen fanden ein erhohtes rela-
tives Risiko bei bestimmten venerischen
Vorerkrankungen und Prostatitis und
identifizierten Allele verschiedener im-
munologisch oder stressrelevanter Gene
(RNASEL, Bestandeteil eines Interferon-
induzierbaren RNA-Degradationsweges;
MSR1, Untereinheit eines Makrophagen-
Scavenger-Rezeptors) als Risikomodu-
latoren [15, 16, 17]. Es wurde eine Kaska-
de von inflammationsgetriggerten Ereig-
nissen postuliert, welche, beginnend mit
einer Infektion und/oder einer der oben
genannten Keimbahnmutationen/-varia-
tionen vom normalen Epithel iiber die
proliferative inflammatorische Atrophie
(PIA [18]) und prostatische intraepithelia-
le Neoplasie (PIN) zum lokalisierten und
schlieflich metastasierenden Prostatakar-
zinom fiihren konnte. Unser Nachweis
der IL-23-Zytokin- und -Rezeptorexpres-
sion bei nicht-immunologischen pros-
tatischen Zellen legt die Vermutung na-
he, dass das IL-23-/IL-23R-System in der
Prostata neben immunologischen Funk-
tionen auch in der Homdostase des epi-
thelialen/stromalen Wachstums eine ent-
scheidende Rolle spielen konnte. Tatséch-
lich erwiesen sich verschiedene Konzent-
rationen von rekombinantem, humanem
IL-23 in [*H]-Thymidin-Inkorporations-
assays bei verschiedenen benignen und
malignen Prostatazellen als wachstums-
hemmend [10]. Inwieweit und v. a. wann
die von IL-23 getriggerte Signaltransduk-
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tion die benigne und maligne Proliferati-
on regulieren kann, ist Gegenstand der-
zeitiger Untersuchungen in unserem La-
bor.

Einen weiteren Schwerpunkt in der
Aufdeckung der Atiologie der Prostataer-
krankungen des alternden Mannes stellt
das systematische Screening nach infektio-
logischen Ursachen der chronischen Ent-
ziindung in der Prostata dar. Ob es sich da-
bei um den Zusammenbruch der Regulati-
on akuter Entziindungsprozesse durch re-
zidivierende Infektionen mit unterschied-
lichen Keimen handeln kénnte oder um
einen ,Helicobacter” der Prostata, der
zu einer iiberschieflenden Immunreakti-
on fithrt, wird derzeit untersucht. Da die
meisten zu dieser Frage durchgefiihrten
Studien alteren Datums sind, oder sich nur
mit wenigen Organismengruppen befas-
sen, fithren wir bei normalen, BPH- und
Prostatakarzinomgewebeproben Untersu-
chungen auf die Nachweisbarkeit von Bak-
terien, Pilzen, Viren und Protozoen durch,
die dem derzeitigen Goldstandard der mi-
krobiologischen Diagnostik entsprechen.
Vorlaufige Ergebnisse zeigen sowohl in
Prostatakarzinom- als auch in BPH-Ge-
weben eine unerwartet auffillige Prava-
lenz von Trichomonaden [19].

Das gemeinsame Vorkommen der
chronischen Entziindung sowohl bei der
BPH als auch beim Prostatakarzinom
legt aber trotz der weitgehenden anato-
mischen Trennung dieser beiden Er-
krankungen durchaus eine gemeinsame
Schiene in der Pathogenese nahe. Die ge-
naue Charakterisierung der gewebestin-
digen Leukozyten in der Transitionszone
im Vergleich zur peripheren Zone mit-
tels Immunfluoreszenzvielfachfirbung
und automatischer Bildanalyse (TISSUE-
FAXS) soll erste Hinweise auf die Spezi-
fitat der chronischen Infiltration geben.
Vorstellbar ist auch eine unterschiedliche
lokale Disposition bzw. Suszeptibilitit der
genannten Zonen auf chronische Entziin-
dungsprozesse. Grofiflichenschnitte von
radikalen Prostatektomiepréparaten wer-
den zudem nach Laserdissektion mole-
kularbiologisch untersucht, um unter-
schiedliche Genexpressionsmuster mit
dem Entziindungsausmaf$ zu korrelieren.
Als Kontrolle werden Gewebeproben von
immunsupprimierten Patienten unter-
sucht, die das Ausschalten funktionstiich-
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tiger T-Zellen auf die Art und das Ausmaf}
der chronischen Inflammation wiederge-
ben sollen.

Die Erkenntnisse zu den durch den
chronischen Inflammationsprozess be-
einflussten Signaltransduktionswegen in
prostatischen Zellen sollen schliefilich zur
gezielten therapeutischen und prophylak-
tischen Intervention bei der BPH, v. a.
aber beim Prostatakarzinom fiihren.
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Molekulare Hochdurchsatzfor-
schung beim Prostatakarzinom

Im klinischen Management des Prostata-
karzinoms erfahren wir téglich Einschrén-
kungen durch die unzureichende Spezifitit
von PSA, die ungenaue Vorhersagbarkeit
des Krankheitsverlaufs und die unbefriedi-
genden Therapiemoglichkeiten metasta-
sierter Tumoren. Kann die Molekularbio-
logie uns helfen, diese Probleme zu 16sen?
Unzahlige Studien haben bisher zahlreiche
vielversprechende molekulare Marker her-
vorgebracht, von denen sich jedoch bisher
keiner in der klinischen Routine durchset-

zen konnte [1]. Erkldrungen fiir dieses er-
niichternde Ergebnis sind die zu geringen
Stichprobengrofien und fehlendes Follow-
up der meisten molekularen Studien, nicht
standardisierte Versuchsprotokolle und
subjektive Auswertekriterien [1]. Weiterhin
ist es sehr wahrscheinlich, dass wichtige
Prozesse in der Tumorbiologie des Prosta-
takarzinoms noch nicht vollstdndig ent-
schliisselt sind.

In der molekularen Tumorforschung
hat im letzten Jahrzehnt ein Paradigmen-

wechsel — weg von der hypothesenbasier-
ten Forschung hin zum Hochdurchsatz-
screening — stattgefunden. Solche manch-
mal etwas abschitzig auch als ,,fishing ex-
peditions® bezeichneten Experimente ha-
ben das Ziel, viele Tausend biologische
Messgroflen parallel zu untersuchen (high
throughput).

In unserer Arbeitsgruppe nutzen wir
die cDNA-Microarray- und Matrix-CGH-
Technik zur parallelen Analyse aller beim
Menschen bekannter Gene auf dem RNA-
und DNA-Level [2, 3]. Da diese Methoden
technisch sehr aufwindig sind, werden
nur relativ wenige initiale Untersuchungen
zum Screening nach neuen Markersigna-
turen durchgefiihrt. Wir halten dabei die
technisch bedingte Varianz dieser Analy-
sen durch standardisierte Gewebeaufar-
beitung und Lasermikrodissektion so ge-
ring wie méglich [4, 5]. ,,High-throughput-
Screeninganalysen® zeichnen sich oft durch
ein enormes Missverhéltnis zwischen Stich-
probengrofle (n<100) und Anzahl unter-
suchter Variablen (n>30.000) aus. Deshalb
ist eine unabhingige technische und me-
thodische Validierung der aus Arrayanaly-
sen gewonnenen Daten notwendig. Hier-
zu nutzen wir eine Array-basierte Tagman-
RT-PCR-Technik (low density arrays). Mit

RN

p<0.0001

p<0.0001

Abb. 1 A Klinische Validierung: a Prostatakarzinom-TMA bestehend aus 3500 verschiedenen Tumoren aus der Hamburger
Tumorbank, b Proteinexpression (Immunhistochemie), ¢ Nachweis einer Genamplifikation mittels,, fluorescence in situ hybri-
dization” (FISH), d Mutationsanalyse (Sequenzierung), e Korrelation molekularer Verdnderungen mit klinischen Langzeitdaten
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Abb. 2 A Analyseplattform zur molekularen High-throughput-Forschung

dieser Methode lassen sich bis zu 400 Ein-
zel-PCR in einem Experiment durchfiih-
ren. Ziel ist es hierbei, die statistische Rele-
vanz der identifizierten Marker an grofie-
ren Tumorkollektiven zu ermitteln (metho-
dische Validierung). Fiir bisher nicht anno-
tierte Gene kann zusétzlich deren Funkti-
on untersucht werden (funktionelle Geno-
manalyse [2]).

Fiir eine aussagekriftige klinische Vali-
dierung ist es notwendig, molekulare Ver-
anderungen in einem groflen Tumorkol-
lektiv mit dokumentierten klinisch-pa-
thologischen Daten und Langzeit-Follow-
up zu untersuchen. Unsere Arbeitsgruppe
hat hierfiir einen bisher einzigartigen Ge-
webechip (,,tissue microarray, TMA) her-
gestellt (8 Abb. 1). Dieser Chip enthalt ca.
3500 Prostatakarzinome mit komplett do-
kumentiertem Langzeit-Follow-up und
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erlaubt erstmals Korrelationen von mo-
lekularen Markern zur Langzeitprognose
an einem statistisch aussagekraftigen Kol-
lektiv von Prostatakarzinompatienten [6].
Weiterhin kénnen mit Hilfe dieser neuen
Diagnostikplattform Verkniipfungen zwi-
schen verschiedenen Genen und Proteinen
hergestellt werden, die bisher aufgrund ih-
rer geringen Prévalenz an kleinen Tumor-
kollektiven nicht aufgefallen sind [7]. Mit
der Anzahl der untersuchten Marker steigt
die Menge der méglichen Verkniipfungen
proportional an, was uns erlaubt, auch ver-
schiedene Muster von Markern zu analysie-
ren. Die biologische Funktion bisher unbe-
kannter Gene wird mit Hilfe von zelluldren
Hochdurchsatzassays (funktionelle Geno-
mik) analysiert (B8 Abb. 2). Hier wird die
Beteiligung dieser Gene an zentralen tu-
morrelevanten Prozessen wie Zellprolife-

v

Klinische Anwendung
Analytische Assays
Serum, Biopsien
Neue Therapietargets

ration, Apoptose oder Migration getestet,
was zu einem besseren Verstdndnis ihres
Zusammenhangs mit Entstehung und Pro-
gression des Prostatakarzinoms fiihrt.

Diagnostik

Eine der dringendsten Fragen in der Dia-
gnostik des Prostatakarzinoms ist: ,Was
machen wir mit Patienten mit erh6htem
PSA und mehrfach negativen Prostatabi-
opsien?“. Auf der Grundlage von Vorversu-
chen an Prostatagewebe von jungen Min-
nern haben wir mit unserer Analysestrate-
gie histologisch gesundes Gewebe von
Prostatakarzinompatienten mit Prostatage-
webe von altersgematchten gesunden Pro-
banden verglichen. Insgesamt konnten bei
der Untersuchung von insgesamt 37.500
untersuchten Genen viele Gene gefunden



werden, die zwischen den beiden Gruppen
unterschiedlich exprimiert waren. Bei der
nachfolgenden Validierung an unabhén-
gigen Patientenproben wurde eine statis-
tisch robuste Gensignatur gefunden, die in
histologisch normalen Prostatabiopsien
auf die Anwesenheit eines Prostatakarzi-
noms an anderer Stelle des Organs hin-
weif3t [8]. Zurzeit fithren wir eine prospek-
tive klinische Studie durch, die zeigen soll,
ob diese Gensignatur zur Diagnose und Ri-
sikostratifizierung an histologisch nega-
tiven Prostatabiopsien geeignet ist.

Prognose

Die prognostische Relevanz zahlreicher
Gene aus den eigenen Arrayexperimenten
sowie bekannter prostatakarzinomassozi-
ierter Gene wurde bereits mit Hilfe un-
seres TMA untersucht. Bei nahezu allen
Genen konnte eine statistisch signifikante
Korrelation zur Prognose dokumentiert
werden [6, 9, 10, 11]. Nach unserer Ein-
schitzung konnen einige dieser Marker
hoffnungsvolle Kandidaten auf dem Weg
zur Unterscheidung von indolenten und
signifikanten Prostatakarzinomen darstel-
len (molekulares Staging). Um Marker zur
Vorhersage des natiirlichen Verlaufs beim
Prostatakarzinom zu untersuchen, miis-
sen prognoseassoziierte Marker in wei-
teren Schritten an Prostatabiopsien von
Patienten mit einem dokumentierten na-
tirlichen Krankheitsverlauf (z. B. aus
»Watchful-waiting-Strategien®) untersucht
werden. Hierzu hat unsere Arbeitsgruppe
bereits die technischen Grundlagen ent-
wickelt, um zahlreiche Prostatabiopsien in
einen TMA zu integrieren. Auf diese Wei-
se konnen nun standardisierte Analysen
an tausenden Prostatabiopsien simultan
durchgefiihrt werden [1].

Therapie

Beim metastasierten, hormonresistenten
Prostatakarzinom besteht ein dringender
Bedarfan wirksamen Medikamenten. Viel
wird von einer neuen Generation von
Krebsmedikamenten erwartet, welche
ganz gezielt molekulare Verdnderungen
von Tumorzellen attackieren. Alle diese
Medikamente werden heute bei einigen
wenigen Tumortypen eingesetzt, bei de-
nen die molekulare Zielldsion des entspre-

chenden Medikaments bekanntermafSen
auftritt. Herceptin ist beispielsweise fiir
die Behandlung einer Untergruppe von
metastasierenden Mamakarzinomen zu-
gelassen, bei denen eine Her2-Positivitat
(Proteiniiberexpression/Genamplifikati-
on) besteht. Das Anti-EGFR-Medikament
Iressa (Gefitinib) hat sich bei den seltenen
Lungenkarzinomen mit Mutationen im
Bereich der Exons 18-21 als hochwirksam
erwiesen [12, 13]. Obwohl genspezifische
Medikamente bisher nur bei ganz verein-
zelten Tumorindikationen zum Einsatz
kommen, ist bereits bekannt, dass analo-
ge Verdanderungen der Zielgene dieser
Medikamente auch bei anderen Tumor-
typen vorkommen. Her2-Amplifikati-
onen wurden beispielsweise neben Ma-
makarzinomen u. a. auch bei Karzinomen
von Harnblase, Pankreas, Magen, Oso-
phagus, Kolon, Lunge, Gallenblase oder
Endometrium gefunden [14, 15, 16]. Es
bleibt zu hoffen, dass diese oder andere
Medikamente in Zukunft auch beim Pros-
tatakarzinom einen therapeutischen Nut-
zen zeigen werden.

Fazit fiir die Praxis

Molekulare Screeningmethoden haben
das Potential, bisher noch unbekannte
biologische Prozesse in der Karzinogene-
se und Progression onkologischer Er-
krankungen aufzudecken. In Zukunft
wird eine der Hauptaufgaben die sinn-
volle Verkniipfung molekularer Analyse-
daten mit klinisch relevanten Daten sein.
Die TMA-Technik erlaubt die parallele
molekulare Analyse tausender Tumoren
und Korrelation der gewonnenen Daten
mit klinischen Verlaufsdaten. Die Appli-
kation dieser Technik an Prostatabio-
psien verspricht die Identifikation neuer
Marker zur Vorhersage des natiirlichen
Krankheitsverlaufs und Therapieanspre-
chens von Prostatakarzinomen. Tumorbi-
ologisch relevante molekulare Prozesse
stellen gleichzeitig potentielle Ziele fiir
neue genspezifische Medikamente (Tar-
get-Therapie) dar. Der therapeutische
Nutzen solcher Marker muss parallel mit
zelluldren Funktionsassys und im Tiermo-
dell getestet werden.

Hier steht eine Anzeige.
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Es ist zu erwarten, dass sich molekulare
Veranderungen, die sich im Gewebe ab-
spielen, auch im Blut oder Urin nachwei-
sen lassen. Ein Hauptziel unserer For-
schung ist die Detektion neuer Serum-
und Urinmarker zur Diagnose und Pro-
gnoseabschidtzung beim Prostatakarzi-
nom. Die vorgestellte Analyseplattform
(s. @ Abb. 2) ermdglicht ein globales
Screening nach neuen Markern und die
notwendige umfassende klinische Vali-
dierung zur Etablierung neuer diagnosti-
scher- und prognostischer Tests sowie
neuer Therapiestrategien beim Prostata-
karzinom.
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Resveratrol und neu synthetisierte
Resveratrol-Analoga zur Therapie
des Prostatakarzinoms

Viele natiirlich vorkommende Substan-
zen, wie Flavonoide oder Phenole, kdnnen
die Entstehung einer Reihe von Krank-
heiten verhindern oder bei der Behand-
lung verschiedener Erkrankungen, wie
z. B. Tumorerkrankungen oder Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, wirkungsvoll
eingesetzt werden. Diese Substanzen kén-
nen in verschiedenen Pflanzenextrakten,
Gewiirzmischungen bzw. Pflanzen wie
Beeren, Trauben, Erdniissen und auch im
Wein gefunden werden und wurden z. B.
bereits in der Chinesischen Medizin ein-
gesetzt [1].

Resveratrol (3,5,4 trihydroxystilbene),
eine polyphenolische Substanz (B8 Abb. 1),
findet man in einer groflen Anzahl von
Pflanzen, v. a. in Weintrauben, Himbeeren,
Maulbeeren und Erdniissen. Besonders
hohe Konzentrationen sind in der Haut
von roten Weintrauben. In der Natur hat
Resveratrol die Aufgabe, die Pflanzen vor
Pilzbefall zu beschiitzen. Es hat neben ei-
ner chemopréventiven und zytostatischen
Wirkung gegen eine Vielzahl von mensch-
lichen Tumoren auch noch zytotoxisches,
antibakterielles, antimykotisches und kar-
dioprotektives Potential [2, 3, 4, 5].

Die zuletzt genannte Eigenschaft wird
besonders in der franzésischen Bevolke-
rung bemerkbar, denn die Franzosen lei-
den Zeit ihres Lebens weniger an koro-
naren Herzkrankheiten als das restliche Eu-
ropa, obwohl ihre Ernahrung reich an Fet-
ten ist. Man konnte zeigen, dass ein regel-
mafliger Genuss von Rotwein in modera-
ten Mengen, zum sog. ,,franzosische Para-
doxon" fithrt (Die Tatsache, dass die Wahr-

scheinlichkeit an koronarer Herzkrankheit
zu erkranken, verglichen mit allen ande-
ren Européischen Staaten in Frankreich
um 40% reduziert ist [6]). Eine Erklarung
fiir dieses Paradoxon liegt evtl. darin be-
griindet, dass Resveratrol ein potentes An-
tioxidans und ein metallischer Chelatbild-
ner ist [7], weiters hemmt es die Blattchen-
aggregation, die Oxidation von Low-den-
sity-Lipoproteinen und die Expression von
Htissue factor® [8].

Intensive Forschungen auf dem Gebiet
der biochemischen Aktivitit von Resverat-
rol hat es bereits gegeben und diese haben
gezeigt, dass die Antitumorwirkung eine
multifaktorielle Genese hat:
== Hemmung der Ribonukleotidreduk-

tase: Die Ribonukleotidreduktase wird

benétigt um die Ribonukleotide in

die dazugehorigen Desoxyribonukle-

osidtriphosphate (ANTP) zu reduzie-

ren. Dieser Schritt limitiert die De-no-
vo-DNA-Synthese. In malignen Zellen
findet man massiv erhohte Ribonuk-
leotidreduktasewerte verglichen mit
normalen Zellen. Daher ist dieses En-
zym ein exzellentes Ziel fiir die Che-

motherapie bei Krebs [9].
== Inhibition der Tumorinitiation, -pro-

motion und -progression: Es kommt

unter Resveratrol-Gabe zu einem Zell-
zyklusarrest in den Phasen S und G2

des Zellzyklus [10].
== Induktion von Apoptose: Studien ha-

ben gezeigt, dass Resveratrol in der La-

ge ist, die Apoptose und Differenzie-
rung in vielen Tumorzellen zu férdern

(z. B. Leukdmie, Brustkrebs etc. [4, 11]).

== COX-Inhibition: Eine selektive Hem-
mung der Cyclooxygenase 2 (COX-
2) konnte fiir Resveratrol nicht ge-
zeigt werden. Aber wie @ Tab. 1 zeigt,
hemmt Resveratrol beide Isoenzyme
(COX-1 und COX-2) mit vergleich-
barer Wirksamkeit [12].

Verschiedene Analoga von Resveratrol
wurden bereits als Antitumorsubstanzen
synthetisiert. 3,4,5,3' 4’5 hexahydroxy, He-
xamethoxy und verwandte Analoga sind
Substanzen, die ein grofies Potential zu ha-
ben scheinen. Diese von uns erstmals syn-
thetisierte und untersuchte Hexahydroxy-
Substanz war der wirksamste Inhibitor des
Wachstums verschiedener humaner Tu-
morzellen, im Vergleich mit Resveratrol
selbst oder anderen untersuchten Resverat-
rol-Analoga [12, 13, 14]. AufSerdem hat die-
se Substanz selektive Hemmung fiir COX-
2 gezeigt. Diese Resultate sind deswegen
von besonderer Wichtigkeit, da man davon
ausgeht, dass selektive COX-2-Inhibitoren
nicht nur fiir die Krebsprévention sondern
auch fiir die Therapie von grofier Wichtig-
keit sein konnten. Die Indikationen fiir die
Verwendung von COX-2-Inhibitoren um-
fassen inzwischen eine Reihe von Zu-
standsbildern und Erkrankungen. In neu-
eren Studien wird die hemmende Wirkung
von COX-2-selektiven Inhibitoren auf die
Entstehung und das Wachstum von malig-
nen Erkrankungen untersucht.

Verwendung von Resveratrol
zur Pravention und Therapie
des Prostatakarzinoms

Von vielen Autoren wurde vorgeschlagen,
Resveratrol (aufgrund der vielfiltigen bio-
chemischen Wirkungen) bzw. seine Deri-
vate zur Tumorpravention und Therapie
beim humanen Prostatakarzinom zu ver-

OH

HO

OH

Resveratrol (3,5,4'trihydroxystilbene)

Abb. 1 A Resveratrol (3,5,4'trihydroxystilbene)
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Abb. 2 <, Clonogenic
assay” und,growth in-
hibition assay” in PC3-
Zellen unter Resvera-
trol-Verwendung

Abb. 3 «, Clonogenic
assay” in LNCaP-Zellen
und DU-145-Zellen un-
ter Resveratrol

Abb. 4 <, Clonogenic
assay” in PC3-Zellen
unter Verwendung von
M4 und M8

Abb. 5 <, Clonogenic
assay” in LNCaP-Zellen
unter Verwendung von
M4 und M8

wenden. Die Wirkung auf den Zellzyklus
(Zellzyklusarrest in den Phasen S und G2)
fithrt zu einer Hemmung der Promotion
und Progression von Tumoren [10]. Daher
stellt dieser Prozess einen entscheidenden
Punkt in der Antitumorwirkung dar.

Aus Studien geht hervor, dass Resve-
ratrol sowohl die Zellzyklusregulation, als
auch die Induktion von Prostatatumor-
zellen positiv beeinflusst und dass es zur
PSA-Downregulation fiihrt. Diese posi-
tiven Wirkungen zeigten sich nicht nur an
hormonabhingigen, sondern auch an hor-
monunabhingigen Zellen [15].

Weiters konnte fiir Resveratrol ge-
zeigt werden, dass die Zellen in der S-Pha-
se des Zellzyklus in ihrem Wachstum ge-
hemmt werden. Kampa et al. [16] konn-
ten zeigen, dass das Wachstum von Pros-
tatazellen durch verschiedene Polypheno-
le gehemmt wird. Resveratrol hat im na-
nomolaren Bereich in den Zellen LNCaP
und PC3 (B8 Abb. 2, 3, 4, 5) die beste Wir-
kung gezeigt.

Da die Inzidenz von Prostatatumoren in
den letzten Jahren stetig gestiegen ist, ist es
von dufSerster Wichtigkeit, nach neuen The-
rapieoptionen Ausschau zu halten. Resve-
ratrol und Stilbenederivate sind Substanzen
mit sehr groflem Potential im Bereich der
Pravention und Therapie dieser Tumoren-
titat. Besonders die Tatsache, dass Resverat-
rol die PSA-Genexpression durch einen An-
drogenrezeptor-unabhingigen Mechanis-
mus beeinflusst, macht diese Substanzklasse
zu einer potentiell wichtigen Therapieopti-
on. Ein ideales chemopréventives oder che-
motherapeutisches Medikament wiirde in
neoplastischen oder préaneoplastischen Zel-
len die normale Wachstumssteuerung wie-
der herstellen, z. B. die Modulation von ano-
malen Signalbahnen modulieren. Resverat-
rol wirkt auf eine Art und Weise, die in die-
se Richtung zielt. Die basalen Mechanismen
der Krebsentstehung sind auch die Ansatz-
punkte von Resveratrol. Dieser Punkt lasst
daraufhoffen, dass von Resveratrol und des-
sen Derivaten in der Heilung des Prostata-

karzinoms noch viel zu erwarten ist.

Korrespondenzadresse
Prof. Dr. B. Djavan

Klinik fur Urologie, Universitat
Wahringer Giirtel 18-20, A-1090 Wien
Osterreich

bdjavan@hotmail.com



Tab. 1

2-Aktivitat

Hemmende Wirkung von Stilbenen (Resveratrol-Analogen) auf COX-1- und COX-

Stoff 1Cs0 [uM] COX-2/COX-1 [uM]
COX-1 COX-2 Ratio

3,4,5,3,5'pentamethoxystilbene 10 0,6 0,06

3,4,5,3/4,5'hexamethoxystilbene 10 0,5 0,05

3,4,54'tetrahydroxystilbene 5 0,01 0,002

3,5,3/5'tetrahydroxystilbene 0,01 <0,001 <0,1

3,5,3'4'tetrahydroxystilbene 5 0,005 0,001

3,5,3,4,5'pentahydroxystilbene 0,01 0,005 0,5

3,4,5,34,5'hexahydroxystilbene 0,5 0,001 0,002

3,5 4'trihydroxystilbene (Resveratrol) 0,5 0,5 1
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A. Meyer

Abteilung Strahlentherapie und Spezielle Onkologie,

Medizinische Hochschule, Hannover

Genetische Determinanten der Strah-
lensensibilitat bei der LDR-Brachy-
therapie des Prostatakarzinoms

Eine schwerwiegende Nebenwirkung der
Radiotherapie ist eine erhohte Strahlen-
sensibilitdt mit der Entwicklung von ver-
starkten Akut- als auch Spattoxizititen des
Normalgewebes, welche die maximal ver-
schreibbare Dosis limitieren. Deren Ursa-
chen beruhen auf Unterschieden in der
intrinsischen Strahlensensibilitdt und
scheinen in der Mehrzahl der Fille gene-
tisch determiniert zu sein. Dabei konnte
die Identifizierung dieser Patienten im
Vorfeld einer Strahlentherapie zu einer In-
dividualisierung der Radiotherapie und
einer Verbesserung der therapeutischen

Breite mit Verhinderung von schweren
Bestrahlungsfolgen bei besonders strah-
lensensiblen Patienten beitragen.

Ein Zusammenhang zwischen kli-
nisch manifester Strahlensensibilitdt und
Stérungen der DNA-Doppelstrangbruch-
reparatur ist durch frithere Untersu-
chungen autosomal rezessiver Chromo-
somenbruchsyndrome wie z. B. der Ata-
xia teleangiectatica (AT, Synonym: Lou-
is-Bar-Syndrom) bekannt. Seit einiger
Zeit mehren sich die Hinweise, dass das
Prostatakarzinom mit reduzierter DNA-
Reparaturkapazitit assoziiert ist. In un-

8. Athar M, Back JH, Tang X et al. (2007) Resveratrol: A
review of preclinical studies for human cancer pre-
vention. Toxicol Appl Pharmacol (in press)

9. Ovesna Z, Horvathova-Kozics K (2005) Structure-
activity relationship of trans-resveratrol and its
analogues. Neoplasma 52: 450-455

10. Pezutto JM (2004) Resveratrol: a whiff that induces
a biologically specific tsunami. Cancer Biol Ther 3:
889-890

11. Aziz MH, Nihal M, Fu VX et al. (2006) Resveratrol-
caused apoptosis of human prostate carcinoma
LNCaP cells is mediated via modulation of phos-
phatidylinositol 3'-kinase/Akt pathway and Bcl-fa-
mily proteins. Mol Cancer Ther 5: 1335-1341

12. Liao Z, Mason KA, Milas L (2007) Cyclo-oxygenase-
2 and its inhibition in cancer: is there a role? Drugs
67:821-845

13. Horvath Z, Murias M, Saiko P et al. (2006) Cytoto-
xic and biochemical effects of 3,3/4,4,5,5"-hexahy-
droxystilbene, a novel resveratrol analog in HL-60
human promyelocytic leukemia cells. Exp Hematol
34:1377-1384

14. Murias M, Handler N, Erker T et al. (2004) Resve-
ratrol analogues as selective cyclooxygenase-2 in-
hibitors: synthesis and structure-activity relation-
ship. Bioorg Med Chem 12:5571-5578

15. Benitez DA, Pozo-Guisade E, Alvarez-Barrientos A
et al. (2007) Mechanisms involved in resveratrol-
induced apoptosis and cell cycle arrest in prostate
cancer-derived cell lines. J Androl 28: 282-293

16. Kampa M, Hatzoglou A, Notas G et al. (2000) Wi-
ne antioxidant polyphenols inhibit the proliferati-
on of human prostate cancer cell lines. Nutr Can-
cer37:23-33

serem beantragten interdisziplindren
Projekt wollen wir untersuchen, in wel-
chem Ausmaf3 eine genetische Pradispo-
sition fiir die Entstehung einer erhohten
Kklinischen Strahlensensibilitt disponiert.
Dies erfolgt durch eine molekulargene-
tische Analyse von 24 ausgewéhlten Gen-
varianten mit Relevanz fiir die Reparatur
von strahleninduzierten oxidativen Chro-
mosomenschiaden (darunter ATM sowie
andere Strahlensensibilitatsgene wie z. B.
CHEK2, MDC1, TGFB1 und die ,,X-ray
cross complementing-Gene®) an einem
krankenhausbezogenen Kollektiv von
500 Patienten, welche mit einer intersti-
tiellen LDR-Brachytherapie (permanente
Seed-Implantation) bei lokal begrenztem
frithen Prostatakarzinom therapiert wor-
den sind. Vergleichend werden die Se-
ren von 500 altersgleichen Mannern ohne
anamnestischen Hinweis auf das Vorlie-
gen eines Prostatakarzinoms untersucht,
die in der Blutbank vorliegen.

Das Projekt wird gefordert durch ein Stipendi-
um der hochschulinternen Leistungsforderung
(HILF) der Medizinischen Hochschule.
Hannelore-Munke-Preis fiir Forschungsforde-
rung.
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Die Ergebnisse der molekulargene-
tischen Analyse dieser Studie sollen mit
den parallel durchgefiihrten klinischen
Erhebungen verglichen werden, um ei-
nen moglichen Zusammenhang zwi-
schen dem Auftreten einer genetisch dis-
ponierten erhohten Strahlensensibilitét
und dem Behandlungsergebnis hinsicht-
lich der Toxizitdt und des biochemisch re-
zidivfreien Uberlebens aufzuzeigen.

Folgende Institutionen partizipieren
an diesem Projekt:
== Abteilung fiir Strahlentherapie und

Spezielle Onkologie der Medizi-

nischen Hochschule Hannover

(Direktor: Prof. Dr. ].H. Karstens;

Dr. Andreas Meyer, PD Dr. M. Bre-

mer, Dipl. Phys. Rolf Baumann,

Dr. A. Warszawski),
== Abteilung fiir Urologie und Kinder-

urologie der Medizinischen Hoch-

schule Hannover (Direktor: Prof. Dr.

Udo Jonas; Leitung urologisch-onko-

logisches Labor: Dr. rer. nat. Jiirgen

Serth, Dr. ]. Hagemann),
== Abteilung fiir Urologie des Marien-

krankenhauses Bergisch Gladbach

GmbH (Leitung: Dr. Stefan Mach-

tens),
== Abteilung Gynikologie und Geburts-

hilfe der Medizinischen Hochschu-

le Hannover (Leitung des gynékolo-

gisch-onkologischen Labors: Dr. Thi-

lo Dork).

Korrespondenzadresse

Dr. A. Meyer

Abteilung Strahlentherapie und Spezielle Onko-
logie, Medizinische Hochschule
Carl-Neuberg-Stra3e 1, 30625 Hannover
Andie.Meyer@gmx.net

Interessenkonflikt. Der korrespondierende Autor
weist auf folgende Beziehung hin: Geldmittel wurden
wie im Artikel angemerkt verwendet. Trotz des mdg-
lichen Interessenkonflikts ist der Beitrag unabhangig
und produktneutral.
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Interdisziplindre Untersuchungen
zur Verbesserung der Behandlungs-
qualitat des Prostatakarzinoms

Optimierung des Nervenerhalts bei radikaler Prostatektomie

Da in urologischen Klinken die operative
Behandlung des Prostatakarzinoms einen
wesentlichen Aspekt darstellt, wird im
universitiren Forschungsschwerpunkt auf
deren kontinuierliche Verbesserung abge-
zielt. Bei radikalen Prostatektomien wird
bereits in vielen K liniken ein erheblicher
Anteil in nervschonender Technik ope-
riert [1]. Resultierend haben sich weitrau-
mige Moglichkeiten zur anwendungsbe-
zogenen und damit translationalen expe-
rimentellen Forschung entwickelt.

Ein Schwerpunkt bildet die Nachbeob-
achtung von Patienten unter Betrachtung
der bisherig praktizierten operativen Ver-
sorgung, sowohl das onkologische Resul-
tat betreffend als auch Fragen der postthe-
rapeutischen Lebensqualitit evaluierend.

Verschiedene interdisziplindre Pro-
jekte decken das Spektrum von Fragestel-
lungen ab, welches von molekularen on-
kologischen Untersuchungen iiber anato-
misch-histologische Evaluationen bis hin
zur Untersuchung und Einfithrung neu-
er diagnostischer Verfahren reicht. Er-
gebnisse dieser Fragestellungen beein-
flussen unmittelbar die klinische Alltags-
routine. So konnte beispielsweise die ope-
rative Technik durch vorliegende Ergeb-
nisse modifiziert, die Infrastruktur der
praoperativen Diagnostik optimiert und
eine verbesserte Nomenklatur der Prosta-
taperipherie fiir die Informationsiibermit-
telung im Rahmen der Schnellschnittdi-
agnostik etabliert werden.

Da sich in den letzten Jahren neben
der Verschiebung in der Alterspyramide
gleichzeitig eine ansteigende Lebenser-
wartung entwickelt, hat sich das Augen-
merk auf die Lebensqualitét verstérkt.

Untersuchungen zur Lebens-
qualitat und Funktionalitat nach
radikal-chirurgischer Therapie
des Prostatakarzinoms

Auftreten und Ausmaf3 lebensqualitit-
seinschrankender Auswirkungen bei radi-
kaler Prostatektomie sind von unter-
schiedlichen Faktoren abhingig, deren
Zusammenhang bisher nicht erschépfend
geklart wurde. Klinische Parameter sowie
operative Vorgehensweisen zeigen Aus-
wirkungen auf die zu erwartende postope-
rative Situation. Die nerverhaltende Pros-
tatektomie kann fiir den Patienten den Er-
halt von Lebensqualitit bedeuten: Erektile
Dysfunktionen sollten dabei in geringe-
rem Ausmaf zu erwarten sein, wahrend
die Auswirkung auf die Kontinenz kon-
trovers diskutiert wird.

Retrospektiv wurde nach radikaler
Prostatovesikulektomie unter Berticksich-
tigung von pré- und intraoperativen Para-
metern die Auswirkung einer nerverhal-
tenden Prostatektomie auf die postopera-
tive Lebensqualitét im Hinblick auf Konti-
nenz, Miktion und Potenz untersucht. As-
pekte der Lebensqualitdt wurden subjek-
tiv durch die Patienten mittels validierter
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basal \Q
I:I <45
Prostata von
I:I >70 links lateral
Abb. 2 A Lokale Sensitivitat im Prostataraum
[] <o
Prostata von
D >90 links lateral
Abb. 3 A Lokale Spezifitat im Prostataraum
apikal

Abb. 1 <« Darstellung der Histologie serieller
Prostataflachenschnitte und entsprechend
korrespondierende MRT-Bilder

Fragebogen der EORTC beantwortet und
mit einer retrospektiven Evaluation der
klinischen Parameter zum Zeitpunkt der
Operation erginzt.

Mittels Fragebogenversand an die Pati-
enten sollen die relevanten funktionellen
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Nachbeobachtungen und Aussagen zum
allgemeinen Empfinden evaluiert werden.
Dabei wird einerseits die radikale Prostat-
ektomie mit der Strahlentherapie in Bezug
auf die resultierende Lebensqualitit ver-
glichen, andererseits ein allgemeines Bild

der Auswirkungen der radikalen Prosta-
tektomie und die entsprechenden epide-
miologischen Daten zur Funktionalitat
nach nerverhaltenden Techniken erho-
ben. Resultierend sollen folgende Fragen
beantwortet werden:
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Interdisziplinare Untersuchungen zur Verbesserung der Behandlungsqualitat des
Prostatakarzinoms. Optimierung des Nervenerhalts bei radikaler Prostatektomie

Zusammenfassung

Hintergrund. Beim Prostatakarzinom tre-
ten neben dem onkologischen Resultat in der
Folge die Fragen nach der Lebensqualitdt zu-
nehmend in den Vordergrund. Mit der Etab-
lierung eines multidisziplindr kooperierenden
Forschungsnetzwerkes wird die Optimierung
der Diagnostik und der resultierenden Be-
handlung des Prostatakarzinoms angestrebt.
Methode. Hauptmerkmal der interdiszip-
lindren Kooperation ist das ineinander greifen
bearbeiteter Einzelprojekte. Einen Schwer-
punkt bilden histologische Ganzflachen-
schnittpraparate der Prostata mittels derer
anatomische Studien der peripheren Nerven-
verldufe und eine Gegeniiberstellung der Tu-
morsituation zur entsprechenden MRT-Bild-
gebung durchgefiihrt werden. Durch serielle
Anordnung der Schnitte werden dreidimen-
sionale (3D-)Rekonstrukte der lokalen Vertei-
lung von karzinomatosen Arealen in der Pros-
tata und immunhistochemische Heterogeni-

The interdisciplinary approach to improve treatment quality of prostate

taten untersucht. Im Rahmen des Lymphkno-
tenstagings werden Verfahren etabliert, die
die Darstellung von Tumorzellen in Lymph-
knotenlysaten ermdglicht. Resultierend aus
der Therapie wird die subjektivempfundene
Lebensqualitat und Funktionalitaten durch
Fragebogenevaluationen ermittelt.
Ergebnisse. Durch anatomische Studien der
Nervenverldufe wurden neue Erkenntnisse
gewonnen, die im Hinblick auf die nerverhal-
tenden operativen Techniken sich in Zukunft
auf die postoperative Lebensqualitdt auswir-
ken werden. Wesentliche Erkenntnisse konn-
ten fiir die Interpretation der Bildgebung im
Rahmen der praoperativen Planung erlangt
werden. Erste identifizierte molekulare Mar-
ker in histologisch tumorfreien Arealen von
tumortragenden Prostaten erweitern die Be-
wertungsmaglichkeit von Stanzbiopsien im
Rahmen des lokalen Stagings. Die Tumorzell-
last einzelner Lymphknoten kann numerisch

cancer. Optimized nerve sparing in radical prostatectomy

Abstract

Background. After sufficient oncological
treatment of prostate cancer the life quality
becomes most important. A multi disciplin-
ary research network aims to optimize the
diagnostics and the resulting treatment of
prostate cancer.

Methods. Main characteristics of the inter-
disciplinary cooperation are the interlocked
individual projects. A major research field is
investigation of the whole mounted pros-
tate sections to study the peripheral nerves
and the comparison of histological tumor lo-
cations with the MRI. Using serial sections of
prostate specimens, three-dimensional com-
puter-animated models are created illustrat-
ing the tumors histological and immunohis-
tochemical distributions. For nodal staging, a

new methodology is investigated to demon-
strate single tumor cells in lymphatic tissue
lysates. A retrospective evaluation of life qual-
ity including the functional outcome is per-
formed by using questionnaire surveys.
Results. Anatomical studies gave new in-
sights into the exact localizations of peripher-
al nerves which may lead to an improvement
of the surgical approach in nerve-sparing rad-
ical prostatectomy. For the preoperative plan-
ning the MRl imaging might need a different
interpretation in relation to the topograph-

ic location. Studies using molecular markers
and their relation and distribution patterns
gave new insights regarding interpretation of
histological biopsy results concerning the tu-
mor extension. Numerical quantification of

quantifiziert und Mikrometastasierungen in
histologisch negativen Lymphknoten iden-
tifiziert werden. Die nerverhaltende Technik
weist zur Lebensqualitat und erektilen Funk-
tionalitét eine deutliche Korrelation auf.
Schlussfolgerung. Interdisziplinare Projekte
mit anwendungsbezogenen Fragestellun-
gen sind fiir die Translation hilfreich. Resul-
tierend kann durch entsprechende Diagnos-
tik die Therapie individualisiert werden, die
sowohl eine optimale onkologische Behand-
lung als auch resultierend den maximalen Er-
halt der Lebensqualitét fiir den einzelnen Pa-
tienten anstrebt.

Schliisselworter

Extrakapsularer Nervenverlauf - Forschungs-
netzwerk - Lebensqualitdt - Lymphknotensta-
ging - Radikale Prostatektomie

tumor cells in each lymph node demonstrat-
ed micro metastases in histological negative
nodes contributing to the nodal staging. A
close connection of the nerve-sparing tech-
nique was demonstrated with quality of life
aspects and functional results.

Conclusion. An interdisciplinary approach
is mandatory for translational prostate can-
cer research. As a result, individualized diag-
nostic and therapeutic approaches improve
oncological results and at the same time pro-
vide the best quality of life in these patients.

Keywords

Lymph node staging - Nerve sparing radi-

cal prostatectomy - Prostate peripheral nerve
course - Quality of life - Research network
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1. Welche generellen Unterschiede er-
geben sich zwischen erfolgter Thera-
pie in den Jahren 2001-2004 beziig-
lich der Lebensqualitit? Welche Pa-
rameter haben sich in diesem Zeit-
raum parallel verandert (beispielswei-
se Operationstechniken)?

2. Inwiefern haben sich klinische und
intraoperative Parameter entlang des
Beobachtungszeitraums 2001-2004
verandert?

3. Welchen pri- und intraoperativen Pa-
rametern kann ein Einfluss auf die
postoperative Situation zugeordnet
werden, und welcher?

4. Wie wirkt sich die Technik der ner-
verhaltenden Prostatektomie auf die
subjektiv empfundene Lebensquali-
tat aus? Welche Daten lassen sich zu
postoperativer erektiler Funktionalitit
erheben, gibt es Zusammenhénge mit
Kontinenz?

5. Wie verhalten sich unilateraler bzw.
bilateraler Nerverhalt im funktio-
nellen Ergebnis?

Die ersten Ergebnisse weisen auf eine all-
gemeine Qualititsverbesserung mit stei-

1108 | Der Urologe 9 - 2007
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Abb. 4 <« Darstellung
der raumlichen Ver-
haltnisse durch 3D-Re-
konstruktion von se-
riellen Flachenschnit-
ten des Prostatekto-
mieprdparats (rot Tu-
morareale), (Macke-
Vision)

Abb. 5 <Immunhis-
tochemisch dargestell-
te Tumorzellen (rot) in
Zelllysaten dissaggre-
gierter Lymphknoten
aus einem pelvinen
Lymphadenektomie-
praparat

gender Operationsfrequenz [1]. Weiterhin
sind in ersten Auswertungen verschiedene
Aspekte der subjektiv empfundenen Le-
bensqualitit nach Prostatektomie evalu-
iert: Die ,globale Lebensqualitat (der
»QLQ-Score®) gewichtet einzelne Ant-
worten und fasst diese zu einem Score von
0-100 (als maximale Lebensqualitit) zu-
sammen. Im Mittel wird von Patienten
ohne Nerverhalt eine globale Lebensqua-
litat von 73 (+20 SD) angegeben. Patienten
mit einseitigem Nerverhalt zeigen eine
globale Lebensqualitit von 8o (+15 SD)
wihrend Patienten mit beidseitigem Ner-
verhalt eine globale Lebensqualitit von 77
(£23 SD) erreichen.

Die vorliegenden Daten bediirfen einer
differenzierteren Auswertung. Zur Beur-
teilung der postoperativen Lebensqualitat
werden stratifizierte Gruppen gebildet, die
sich nur innerhalb der Variable ,,durchge-
fithrte Art des Nerverhalts“ unterscheiden
und daneben vergleichbare Auspragungen
von lebensqualitatsbeeinflussenden Para-
metern besitzen. Weiterhin miissen sozio-
logische Aspekte der ,,Erwartungshaltung
an eine operative Technik® mit in die Be-
wertung der Ergebnisse eingehen und so-

mit zusdtzliche Patientendaten dieses so-
ziologisch-psychologische Moment be-
treffend zur Auswertung gelangen.

Evaluation der pratherapeu-
tischen Stagingparameter beim
Prostatakarzinom anhand histolo-
gischer Ganzflachenschnitte von
Prostatektomiepardparaten

Lokales Staging in
unterschiedlichen Prostataarealen

Kooperationen mit der Radiologie und der
Pathologie ermoglichen die Untersuchung
der Wertigkeit der MRT-Untersuchung der
Prostata mittels rektaler Spule fiir die ope-
rative Planung (8 Abb. 1). Insbesondere
soll die Validitit der Bildgebung im Bezug
zu den verschiedenen topographischen
Abschnitten der Prostata untersucht wer-
den. Dies ermdglicht vor der Einleitung ei-
ner Therapie Informationen iiber Lage,
Ausdehnung, Randstandigkeit und Multi-
fokalitdt des Prostatakarzinoms zu erhal-
ten. Solche Informationen kénnen bei der
Entscheidung beziiglich eines uni- oder bi-
lateralen Nerverhalts eine Rolle spielen
oder beziiglich der Entscheidung der Ope-
rabilitét, der Einschétzung von Organiiber-
schreitung und Samenblasenbefall. Neben
hoher Sensitivitit gegeniiber geringer Spe-
zifitdt der MRT-Tumordetektion sind Ab-
héngigkeiten der Detektionsrate von der
Grof3e des Tumorareals bekannt, nicht aber
von dessen Lokalisation innerhalb der
Prostata. Fir kapseliiberschreitendes
Wachstum findet sich eine hohe Spezifitit
des MRT [2]. Eine Verbesserung der Aus-
sagekraft pradiktiver Modelle unter Einbe-
zug des MRT-Stagings konnte ebenfalls ge-
zeigt werden [3].

Zum postoperativen Staging kann die
Technik der seriellen Komplett-Horizontal-
schnitte der Prostatektomiepréparate ein-
gesetzt werden, die eine flichenhafte und
rdumliche Darstellung der Tumorlokalisa-
tion erlauben [4]. Die retrospektive Evalua-
tion solcher Ganzflichenschnitte ermaogli-
cht die Einschétzung der MRT-Bildgebung
unter Verwendung einer endorektalen Spu-
le fiir das préoperative Staging des Prosta-
takarzinoms. Dabei sollen hauptsichlich
die Lokalisation und die rdumliche Aus-
dehnungen des Tumorareals beriicksich-
tigt und Detektionsraten in Abhéngigkeit



der Lokalisation des Tumorareals inner-

halb der Prostata dargestellt werden. Durch

die Korrelation des histologischen Ergeb-
nisses mit der jeweils korrespondierenden

MRT-Befundung des entsprechenden Are-

als sollen Ubereinstimmungen und Abwei-

chungen aufgedeckt und im Hinblick auf
topographische Parameter wie Lage, Gro-

e und Anzahl von Tumorarealen bewer-

tet werden, woraus sich dabei die folgenden

Fragestellungen ergeben:

1. Wie ist die MRT fiir das Staging vor ra-
dikaler Prostatektomie einzuschitzen.
Gibt es Under-/Overstaging und von
welchen Faktoren ist dies abhéngig?

2. Welche Sensitivititen und Spezifi-
taten ergeben sich fiir unterschied-
liche Tumorlokalisationen und -aus-
dehnungen? Finden sich generelle
Unterschiede zwischen unterschied-
lichen Prostataarealen beziiglich der
Tumordetektion mittels MRT?

3. Finden sich generelle klinische Fak-
toren, die Einfluss auf die Rate der
Tumordetektion mittels MRT (z. B.
der Gleason-Score) nehmen?

Resultierend kann bereits im Vorfeld mit
dem Patienten die Moglichkeit eines Er-
halts des Gefaf3-Nerven-Biindels realisti-
scher eingeschéatzt und beurteilt werden.

Bei der Analyse wird die Prostata in
12 Sektoren (jeweils rechts/links, ventral/
dorsal und Apex/Mitte/Basis) unterteilt
und die prdoperative MRT-Bildgebung
sektorenweise dem korrespondierenden
Ergebnis der Flichenhistologien gegenii-
bergestellt. Lokale Sensitivititen und Spe-
zifitdten werden dabei mittels klassischer
4-Felder-Tafel berechnet. Erste Ergebnisse
zeigen, dass die lokale Sensitivitat sowohl
apikal als auch in der ventralen Prostata-
mitte geringer ist als in einer darauf fol-
genden Schicht (bestehend aus der dor-
salen Mitte und dem ventralen Anteil der
Prostatabasis) und am hochsten ist sie ba-
sal dorsal der Prostata. Damit zeigt sich ei-
ne Erhéhung der lokalen Sensitivitit ba-
salwirts, allerdings nicht horizontal ge-
schichtet, sondern als Gradient, der in ei-
ner transversal eingekippten Horizontal-
ebene geschichtet ist (B Abb. 2).

Die lokale Spezifitit zeigt sich sowohl
apikal als auch in der ventralen Mitte ho-
her, als in der darauf folgenden Schicht,
bestehend aus der dorsalen Mitte und dem

basalen Prostataanteil. Wieder zeigen sich
unterschiedliche lokale Spezifititen ent-
lang der Prostataarchitektur, erneut als
ein Gradient, der in einer transversal ein-
gekippten Horizontalebene geschichtet ist
(8 Abb. 3). Allerdings stellt sich im Ge-
gensatz zur Sensitivitat hier eine Verringe-
rung der Werte basalwirts dar. So entste-
hen Bewertungskriterien fiir die Interpre-
tation der MRT-Bildgebung vor radikaler
Prostatektomie: Es kann bisher geschlossen
werden, dass im MRT dargestellte Prosta-
takarzinomareale im basodorsalen Pros-
tatabereich mit hoher Wahrscheinlichkeit
tatsdchlichen Tumorarealen entsprechen,
wihrend tumorfrei dargestellte Areale im
apikoventralen Bereich relativ sicher keine
Tumoranteile beinhalten.

Die weiter entwickelten bildgebenden
Verfahren mit den resultierenden dia-
gnostischen Moglichkeiten fordern im
gleichen Zuge eine entsprechende Ver-
besserung der histopathologischen Beur-
teilung. Durch den Einsatz neuester im-
munbhistologischer Marker kénnten in der
Zukunft nicht nur die endgiiltige Histolo-
gie exakter beschrieben werden, sondern
auch stanzbioptische Gewebezylinder, die
bisher als unauffillig galten, als maligne
Bereiche innerhalb der Prostata erfasst
und damit die tatsdchlichen raumlichen
Verhiltnisse dargestellt werden [5].

Heterogenitat
tumortragender Prostate

Raumliche Darstellung
und Interpretation von
Parameterverteilungen

Histologisch stellt sich das Prostatakarzi-
nom mit einem heterogenen Gewebebild
dar. Uber makroskopisch-topographische
Zonierungen oder Heterogenititen ist we-
nig bekannt, auch nicht iiber Verhaltnisse
auflerhalb des histologischen Tumorareals
der Prostata. Allerdings sind etliche mole-
kulare Parameter bekannt, die in malignen
Geweben verandert sind. In Kooperation
mit der Pathologie werden an seriellen
Grenzflachenschnitten die molekularen
Parameterverteilungen raumlich ermittelt
und im Hinblick auf ihre Lokalisation un-
tersucht. Uber die dabei angefertigten Par-
affinlamellen wird ein Raster von 30—50
Arealen gelegt und Gewebe der einzelnen

Areale zu einem ,tissue microarray®
(TMA) gefertigt. So reprisentiert der TMA
die Lokalisationen innerhalb der Prostata.

Die dreidimensionale Betrachtung der
Prostata und die Moglichkeit des raum-
lichen Darstellens helfen in der Diagnos-
tik, standardisierte Verfahrensweisen zur
Evaluation der Verhéltnisse zu entwickeln
und eine verbesserte Nomenklatur der
Prostataoberfliche und des Prostatavolu-
mens genauer zu definieren (8 Abb. 4).
In Kooperation mit der Pathologie und
der Radiologie ist bei der Beschreibung
von Lokalisationen in der Prostata bereits
eine standardisierte Nomenklatur in die
klinische Routinekommunikation einge-
gangen, die gedanklich auf den seriellen
Horizontalflichenschnitten basiert.

Neben der exakteren histopatholo-
gischen Beurteilung des Prostataprapa-
rats ist die korrekte Einschitzung des
Lymphknotenbefalls von signifikanter
Bedeutung. Durch die Verbesserung der
Lymphknotenbeurteilung kann eine be-
reits eingetretene Metastasierung aufge-
deckt und entsprechend therapiert wer-
den. Damit kénnen nicht nur die Stadi-
en exakter beschrieben, sondern auch die
Morbiditéts- und Mortalitdtsdaten ex-
akter interpretiert werden.

Neue Strategien bei der
Diagnostik der lymphogenen
Metastasierung des
Prostatakarzinoms

Die lymphogene Metastasierung gilt als
bedeutendster prognostischer Faktor
beim Prostatakarzinom. Die Diagnostik
der Metastasierung ist auch heute, trotz
bedeutender Fortschritte der bildge-
benden Verfahren, oftmals limitiert. Gold-
standard der operativen Diagnostik ist
beim Prostatakarzinom die pelvine
Lymphadenektomie. In den vergangenen
Jahren wurden bedeutende Erkenntnisse
iiber die Lymphabflusswege und Metasta-
sierungsmuster beim Prostatakarzinom
beschrieben [6]. Mit Hilfe von Stufen-
schnittverfahren und immunhistoche-
mischen Spezialfirbungen kénnen mitt-
lerweile selbst Mikrometastasen in
Lymphknoten diagnostiziert werden. Die-
se Verfahren sind jedoch mit einem hohen
finanziellen und personellen Aufwand
verbunden und deren Bedeutung fiir das
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0,79/6,31

1,44/14,69

5,02/35,59

Prostatakarzinom nicht ausreichend cha-
rakterisiert.

Zum Lymphknotenstaging beim Pros-
tatakarzinom werden in Kooperation mit
Pathologie, Nuklearmedizin, Radiologie
und Dermatologie verschiedene wissen-
schaftliche Projekte durchgefiihrt. Mit den
laufenden Studien werden zum einen Me-
thoden zur Erhéhung der Sensibilitét und
Spezifitat des préaoperativen Stagings mit-
tels Bildgebung (z. B. MRT und PET-CT),
andererseits der operativen Diagnostik mit-
tels Staginglymphadenektomie untersucht.

Durch neu entwickelte immunzyto-
logische Analysen werden auch kleins-
te Metastasen detektiert. Dazu werden
die Lymphknoten in Einzelzellen aufge-
schlossen, wodurch immunzytochemisch
sogar der Nachweis einzelner Tumorzel-
len gelingt [7], (@ Abb. 5). Durch die re-
prasentative Darstellung der Verhiltnisse
im gesamten Lymphknotenvolumen kann
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damit die Tumorzelllast im einzelnen
Lymphknoten quantifiziert werden. Ers-
te Ergebnisse belegen die Korrelation der
immunzytologisch ermittelten Tumorzell-
zahlen zur korrespondierenden Histolo-
gie: Histologisch befallene Lymphknoten
weisen in der Immunzytologie Tumor-
zellzahlen bis zu 2500/Mio. auf. Es findet
sich allerdings auch eine Subgruppe histo-
logisch negativer Lymphknoten, die aber
immunzytochemisch Tumorzellen enthal-
ten. Damit ist eine dort lokalisierte Mikro-
metastasierung aufgedeckt und quantifi-
zierbar geworden [8]. Klinisch muss die
Bedeutung einer solchen Mikrometasta-
sierung im Verlauf beurteilt und der Cha-
rakter dieser Zellen mittels genetischer
Analysen verifiziert werden.

Um Aussagen iiber die Prognose in-
dividueller Patienten zu gewinnen, wird
die Bedeutung unterschiedlicher Metas-
tasierungscharakteristika evaluiert. Be-

Abb. 6 < Unterschiedliche
Befallsmuster von pelvinen
Lymphknoten, Zytokeratin-
farbung

askuldre |

Abb. 7 <« Linke Flache des
radikalen Prostatektomie-
préaparats, mittlere Nerven-
zahlen im jeweiligen Seg-
ment, die Nervenhaupt-
lokalisation des dorsola-
teralen neurovaskularen
Biindels wird von zusatz-
lichen Nervenhdufungen
liberlagert

sonderes Augenmerk wird hierbei auf die
anatomische Verteilung der befallenen
Lymphknoten im Koérper, die quantita-
tive Tumorlast und die histologischen Be-
fallmuster einzelner Lymphknoten gelegt
(8 Abb.6). Auerdem sollen Biomarker
identifiziert werden, die eine tumorbio-
logische Relevanz bei Mechanismen der
lymphogenen Metastasierung des Prosta-
takarzinoms aufweisen.

Mit diesen Untersuchungen soll die
Diagnostik einer lymphogenen Metas-
tasierung verbessert und zum anderen -
im Falle einer Metastasierung — Entschei-
dungshilfen fiir weitere Therapieschritte
in Abhdngigkeit der Tumorbiologie und
prognostischen Wertigkeit der Metasta-
sierungscharakteristik gefunden werden.

Um die Lebensqualitét fiir den einzel-
nen Patienten weiter zu verbessern, be-
darf es der Weiterentwicklung der opera-
tiven Techniken. Vorraussetzung ist und



bleibt eine optimale préoperative Pla-
nung. Durch eine verbesserte und frith-
zeitigere Diagnose des Prostatakarzinoms
kann in der Regel davon ausgegangen
werden, dass der Tumor organbeschrinkt
ist und damit die Option des Nerverhalts
gegeben ist. Dieser hat als Grundvoraus-
setzung beste anatomische Kenntnisse.

Evaluation der Nervenverlaufe
an der Prostataperipherie im
Hinblick auf die nerverhaltende
Prostatektomie

Nervschonende Operationstechniken ha-
ben einen zunehmenden Stellenwert. Die
Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Scho-
nung der Nerven ist die genaue Kenntnis
deren Lokalisation und Verlauf. Neuere
Studien weisen hierbei auf einen wesentlich
komplexeren Verlauf der Nervenfasern hin,
als ein bisher angenommenes Gefaf3-Ner-
ven-Biindel dorsolateral der Prostata [9].
Mittels immunhistologischer Untersu-
chungen soll der anatomisch Verlauf von
Nervenfasern in der Peripherie der Pros-
tata dargestellt, Variationen dokumentiert
und Hinweise fiir die Optimierung der
operativen Techniken und fiir funktionelle
Betrachtungen gegeben werden. In Ko-
operation mit der Pathologie wurden his-
tologische und immunhistochemische Un-
tersuchungen an den Ganzflichenschnit-
ten der Prostata durchgefiihrt. Ziel die-
ser Darstellungen der Nervenverldufe war
die verbesserte Kenntnis der Lokalisati-
on relevanter Nervenstrukturen und da-
mit auch der Optimierung der operativen
Vorgehensweise an der Prostataperiphe-
rie bei nerverhaltender Intention. Radika-
le Prostatektomiepréparate, entweder oh-
ne, mit unilateralem oder mit bilateralem
Nerverhalt, wurden in seriellen Ganzfla-
chenschnitten aufgearbeitet und das Ner-
vengewebe immunhistochemisch mit-
tels des Nervenmarkers PGP 9.5 evaluiert.
Der Querschnitt der jeweiligen kompletten
Prostata wurde in 12 Sektoren unterteilt (3
Hohen: apikal/Mitte/basal, unterteilt in die
Bereiche ventral/ventrolateral/dorsolate-
ral/dorsal) und die peripheren Nerven sek-
torenweise mikroskopisch ausgezahlt. Un-
tersucht wurden die nicht nerverhaltenen
Seiten im Sinne einer anatomischen Eva-
luation der prostataperipheren Nerven und
auch die Verteilung und Quantitat verblie-

bener Nerven auf der nerverhaltenen Sei-
te radikaler Prostatektomiepriparate. Uber
das bekannte dorsolaterale neurovaskuldre
Biindel zeigen sich zusitzliche Hauptner-
venlokalisationen, welche das Vorhanden-
sein von anterioren Nervenbahnen late-
ral und ventral entlang der Prostata be-
stitigen [9]. Die anterioren Nervenverlau-
fe scheinen jedoch nicht direkt von basal
nach apikal entlang der Prostata zu verlau-
fen. Es deutet sich v. a. auf mittlerer Prosta-
tahohe ein ventralwiértig gerichteter Ner-
venverlauf an [10], (B Abb.7).

Weiterhin findet sich eine individuelle
Variation dieses anterioren Anteils, wobei
sich neben dem klassischen dorsolateralen
Nervenbiindel mit relativ geringem ante-
rioren Anteil weit verzweigt verlaufende
Prostatanerven mit einem anterioren An-
teil von bis zu 50% finden [11]. Zu priifen
ist, ob diese Variationen nur die ventral-
wirtige Verlaufsrichtung betreffen oder
ob die Nerven bereits basal weit verzweigt
auf die Prostata treffen. Interessanterwei-
se zeigt sich am Prostataapex im dorsalen
Bereich eine iiberdurchschnittlich hohe
Nervenfaserdichte. Ob diese Haufung von
Nerven, die aufgrund ihrer Lokalisation
eine Potenz- und Kontinenzfunktionalitat
nahe legen, nun durch eine dem dorsola-
teralen Nervenbiindel iiberlagerte kaudal-
dorsale Nervenrichtung zustande kommt
oder eine Portion relevanter Nerven die
Prostata erst auf mittlerer Hohe von late-
ral erreicht, wird kommende Fragestellun-
gen beinhalten. Genauso muss die funkti-
onelle Bedeutung der Nerven an ihren ver-
schiedenen Lokalisationen der Prostatape-
ripherie geklart werden.

Die Verhaltnisse nach nerverhaltender
Technik zeigen je nach Lokalisation auf
der Prostatafliche unterschiedliches Aus-
maf3 von Nervenschonung: allgemein ver-
bleibt periprostatisches Nervengewebe auf
der nerverhaltenen Fliche des Praparats.
Nervschonung wird gegenwértig vorran-
gig dorsolateral ausgefiihrt, wo am Pripa-
rat eine deutliche Reduktion des Nerven-
gewebes gegeniiber ,,nicht nervschonend*
imponiert und hier wiederum speziell im
apikalen Bereich. Teilweise findet sich ei-
ne Diskontinuitit der Nerven entlang ih-
res Verlaufs [12].

Die individuelle Variation im Nerven-
verlauf zeigt Auswirkungen auf das Aus-
mafd der erhaltenen Nerven im anteri-

oren Bereich bei nerverhaltener Situati-
on: bei Prostaten des verzweigten Nerven-
typs findet sich an nerverhaltenen Flichen
im anterioren Bereich die 2- bis 3fache An-
zahl an Nervenfasern gegeniiber Prostaten
mit echten dorsolateralen Biindeln [11]. Es
bleibt zu priifen, ob mittels geeigneter bild-
gebender Verfahren der individuelle Typ
der Nervenverteilung dargestellt und da-
mit wichtige Hinweise auf die jeweils anzu-
wendende operative Technik méglich sind.
Weiterhin miissen funktionelle Parallelen
zu den anatomischen Ergebnissen gesucht
und aufgezeigt werden. Diese ersten Ergeb-
nisse beziiglich extrakapsulirer Nervenver-
laufe der Prostata tragen zum Verstandnis
des individuell unterschiedlichen funkti-
onellen Ergebnisses nach nerverhaltender
radikaler Prostatektomie bei.

Fiir die chirurgische Préparation der
Apexregion kann die Kenntnis um die dor-
sal verlaufenden Nerven wichtige Hinweise
geben. Das Wissen um die anterioren Ner-
venverldufe sollte Einfluss auf die operative
Technik nehmen, indem dort — zumindest
bei Patienten mit verzweigtem Nervenver-
lauf - hoher als bisher ventral inzidiert und
mit dem Abtrennen von Nervengewebe in
nervschonender Absicht begonnen wird.

Fazit fiir die Praxis

Die Aufarbeitung der im vorliegenden
Studienkomplex gewonnenen Daten las-
sen Riickschliisse auf die Operation und
ihren postoperativen Verlauf zu. Werden
diese gleichzeitig unter den neuen Er-
kenntnissen beziiglich der anatomischen
Situation der extrakapsuldren Nerven-
verldufe betrachtet, imponieren Aspekte,
welche die Operationstechnik und resul-
tierend die postoperative Funktionalitat
beeinflussen. Die Erweiterung der pra-
operativen Diagnostik ermoglicht die in-
dividuelle praoperative Planung und da-
mit ein optimiertes operatives Vorgehen.
Die verbesserte histologische Einschét-
zung des Karzinomstadiums (Lymphkno-
ten, Tumorausdehnung im Organ) be-
stimmt den zu wahlenden Therapiean-
satz. Exakt eingestufte Patienten konnen
einer qualifizierten Therapie zugefiihrt
werden, wodurch auf die Zeit gesehen
und mit spezifizierten Therapieansatzen
die Mortalitat positiv beeinflusst wird.
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Die Diagnose des Prostatakarzinoms zu
einem friiheren Zeitpunkt und die zu-
nehmende Lebenserwartung miissen in
der Verfeinerung der operativen Verfah-
ren miinden, was nur durch die Kldrung
des Kontinenzmechanismus und die ana-
tomischen Gegebenheiten in Bezug auf
die Nervenverlaufe moglich ist. Dies wird
dazu beitragen, dass sich die postopera-
tive Lebensqualitat von der praopera-
tiven oft kaum unterscheidet.
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Postoperative Anastomosenkon-
trolle nach radikaler retropubischer

Prostatektomie

Kann der transrektale Ultraschall die Zystographie ersetzen?

Hintergrund

Anastomoseninsuffizienzen nach radika-
ler retropubischer Prostatektomie konnen
bei vorzeitiger Katheterentfernung zu ei-
ner hoheren Strikturrate fithren [1, 2]. Bis-
her ist die Zystographie die Methode der
Wahl zur Beurteilung der vesikourethra-
len Anastomose nach RRP. In einer Pilot-
studie zeigten de Stefani et al. [3], dass
durch einen kontrastmittelverstirkten
(Levovist®), transrektalen Ultraschall
Anastomoseninsuffizienzen sicher dia-
gnostiziert werden konnen.

In unserer prospektiven Studie wurde
untersucht, ob sich mit dem transrektalen
Ultraschall ebenso sicher wie durch die
Zystographie, Anastomoseninsuffizienzen
nach RRP diagnostizieren lassen. Hierfiir
wurde die Detektionsrate des TRUS mit
der der Zystographie verglichen.

Material und Methoden

Zwischen Oktober 2005 und Februar 2006
wurden 100 konsekutive Patienten in die
Studie aufgenommen, die aufgrund eines
lokalisierten Prostatakarzinoms radikal
prostatektomiert wurden. Klinische und
histopathologische Patientendaten sind in
O Tab. 1 aufgefiihrt. Das Ausschlusskrite-
rium einer Analkanalstenose, welches
mittels digital rektaler Untersuchung un-
tersucht wurde, traf fiir keinen Patienten
zZu.

Die Operationen wurden mit leichten
Modifikationen entsprechend der Walsh-
Methode [4] von 5 Operateuren unserer
Klinik durchgefiihrt. Die vesikourethra-
le Anastomose wurde standardisiert mit-

tels sechs 3-o-monofiler Polydioxanon-
Einzelknopfnédhten (PDS) bei 1, 3,5, 7 9
und 11 Uhr gekniipft. Die Anastomosen-
kontrolle erfolgte am 6. POD durch eine
kombinierte Untersuchung mit transrek-
talem Ultraschall und Zystographie. Hier-
fiir wurde der Patient auf einem Rontgen-
tisch in Rechtsseitenlage positioniert und
die Anastomosenregion per Transrektal-
schall (Combison GE 750 7,5-mHz-Son-
de) untersucht. Der Blasenauslass, der
transurethrale Katheter und die Becken-
bodenmuskulatur boten sowohl in der
transversalen, wie auch in der longitu-
dinalen Ultraschallebene gute Orientie-
rungsmoglichkeiten [5]. Um ein artifizi-
elles Abdichten von Anastomosenlecka-
gen durch den Katheterballon zu vermei-
den, wurde der Katheter einige Zentime-
ter in die Blase geschoben und anschlie-
end unter TRUS-Kontrolle 100 ml Kon-
trastmittel (Urolux®Retro 31%, Sanoche-
mia Diagnostics GmbH, Deutschland)
instilliert. Paravasate imponierten als neu-
auftretende, hypoechoische Areale mit ty-
pischen Flussphdanomenen (s. @ Abb. 3,
57,9).

AnschliefSend wurde ein Zystogramm
in 2 Ebenen angefertigt. Im Falle einer
Anastomoseninsuffizienz wurde das Pa-
ravasat sowohl durch den TRUS, als auch
anhand der Zystographie in 4 Grade ein-
geteilt (minimal, gering, méflig, ausge-
prégt). Die Detektionsrate von Parava-
saten wurde fiir den TRUS und die Zysto-
graphie getrennt ermittelt und verglichen.
Die Sensitivitdt und Spezifitit der Zysto-
graphie wurde als ,,Goldstandard", d. h. als
100% definiert und daran der Transrektal-
schall gemessen. Beide Untersuchungs-
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methoden wurden von einem Untersu-
cher (T.E.) durchgefiihrt.

Im Falle minimaler Paravasate wurde
der Katheter am selben Tag (6. POD) ent-
fernt. Bei kleinen Paravasaten wurde der
Katheter nach drei Tagen, ohne erneu-
te Kontrolle entfernt. Alle Patienten mit
mifliggradigen oder ausgepragten Para-
vasaten, wurden einer erneuten Kontrolle
nach 7 Tagen in Kombination von TRUS
und Zystographie unterzogen.

Die Daten der Patienten mit und oh-
ne Anastomosenleckage wurden mittels t-
bzw. x*-Test untersucht. Das Signifikanz-
niveau wurde mit 0,05 definiert. Fiir die
statistische Analyse wurde eine Statistica-
Software (Version 7.1, StatSoft®) verwen-
det.

Ergebnisse

Am 6. POD nach radikaler Prostatekto-
mie zeigten 79 von 100 Patienten suffizi-
ente Anastomosenverhiltnisse, sodass der
Katheter entfernt werden konnte
(B Abb. 1). Bei 21 Patienten wurden un-
terschiedliche Schweregrade von Anasto-
moseninsuffizienzen diagnostiziert. Alle
Paravasate, die in der Zystographie doku-
mentiert wurden, waren zuvor mittels
transrektalem Ultraschall identifiziert
worden (B Tab. 2). Somit wurden bei der
Anastomosenkontrolle mit dem TRUS
keine falsch-negativen Befunde erhoben.
Bei 2 Patienten wurden kleine paraureth-
ral gelegene hypoechoische Areale in dem
TRUS als minimale Paravasate fehlgedeu-
tet. Die anschlieflend durchgefiihrte Zys-
tographie zeigte in diesen Fillen keine Pa-
ravasation. Diese 2 falsch-positiven Be-
funde reduzierten die Spezifitit des TRUS
verglichen mit der Zystographie auf 97,5%
(2/79) in unserer Studie, wihrend die Sen-
sitivitét fiir beide Methoden 100% betrug.
Auch minimale Paravasate (n=8) wurden
sicher mit dem TRUS identifiziert
(B Abb. 2, 3). Bei diesen Patienten konn-
te am selben Tag der Katheter entfernt
werden (6. POD).

Kleine Paravasate wurden in 5 Fillen
gesehen (8 Abb. 4, 5). Hier wurden die
Katheter ohne eine erneute Kontrolle nach
3 Tagen entfernt (9. POD). Aufgrund ma-
Riger oder ausgepragter Anastomosenin-
suffizienzen (B Abb. 6,7, 8,9) wurde bei
8 Patienten der TRUS und die Zystogra-
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Postoperative Anastomosenkontrolle nach radikaler
retropubischer Prostatektomie. Kann der transrektale
Ultraschall die Zystographie ersetzen?

Zusammenfassung

Hintergrund. Eswurde untersucht, ob Anas-
tomoseninsuffizienzen nach radikaler retro-
pubischer Prostatektomie (RRP) genauso si-
cher durch eine transrektale Ultraschallun-
tersuchung identifiziert werden konnen, wie
durch eine Zystographie.

Material und Methoden. Von Oktober 2005
bis Februar 2006 wurden prospektiv 100 radi-
kal prostatektomierte Patienten untersucht.
Am 6. postoperativen Tag (POD) nach RRP
wurde die vesikourethrale Anastomose in ei-
ner kombinierten Untersuchung aus trans-
rektalem Ultraschall (TRUS) und einer Zysto-
graphie untersucht.

Ergebnisse. Beider Mehrheit der Patienten
(79%) war die Anastomose am 6. postopera-
tiven Tag (POD) wasserdicht oder zeigte mini-
male Leckagen (8%), die eine Katheterentfer-

nung zulieBen. Insgesamt wurden 21 Parava-
sate diagnostiziert, welche unterschiedliche
Schweregrade aufwiesen. Aufgrund kleiner
(n=5), maBiger (n=3) bzw. ausgepragter Pa-
ravasate (n=>5) wurde der Katheter am 9., 14.
bzw. 21. POD entfernt. Bezliglich der Para-
vasatdetektion war die Sensitivitat des TRUS
und der Zystographie identisch. Per TRUS
wurden 2 falsch-positive Befunde erhoben.
Schlussfolgerung. Die Anastomosenkont-
rolle nach radikaler Prostatektomie kann auf-
grund gleicher Sensitivitat mittels TRUS statt
einer Zystographie durchgefiihrt werden.

Schliisselworter

Prostatakarzinom - Radikale Prostatektomie -
Zystographie - Anastomoseninsuffizienz -
Transrektaler Ultraschall

Postoperative monitoring of anastomosis after radical retropubic
prostatectomy. Transrectal ultrasound can replace cystography?

Abstract

Objective. We determined if transrectal ul-
trasound (TRUS) is as reliable as cystography
in detecting vesicourethral extravasates after
radical retropubic prostatectomy (RRP).
Patients and methods. Between October
2005 and February 2006 we prospectively in-
vestigated 100 consecutive patients under-
going RRP. The vesicourethral anastomosis
was proven 6 days after operation by a com-
bined investigation with TRUS and cystog-
raphy.

Results. In the majority of patients (79%) the
vesicourethral anastomosis was watertight
on postoperative day 6 (POD) or showed min-
imal leakage (8%) so that the urinary cathe-
ter was removed. Different degrees of parav-
asates were detected in 21 patients. Because
of small, moderate, or marked paravasations

the indwelling catheter was removed on POD
9,14,and 21in 5, 3, and 5 patients, respec-
tively. Every paravasate documented by cys-
tography had been detected by TRUS before.
Therefore, TRUS showed no false-negative re-
sult in detecting insufficient anastomosis. In
two patients paraurethral fluid was detect-
ed by TRUS mimicking anastomotic paravasa-
tion, without confirmation by cystography.
Conclusions. TRUS can safely replace cys-
tography to detect anastomotic leakage after
radical prostatectomy.

Keywords

Prostate cancer - Extravasation of contrast
media - Cystography - Prostatectomy - Ultra-
sonic diagnosis
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Tab. 1

Patientencharakteristika (n=100). Statistischer Vergleich mit t- und x>-Test

(p=0,05)

Parameter Kein Paravasat [n (%)]  Paravasat [n (%)] p
Patienten 79 (100) 21(100)

Durchschnittliches Alter [Jahre] 63,2 (48-72) 65,9 (53-73) 0,06 n.s.
(min.—max.)

pT

pT2a-c 52(65,8) 12(57,1) n.s.
pT3a 23(29,1) 8(38,1)

pT3b 3(3,8) 1(4,8)

pT4 1(1,3) 0(0,0)

pN

Nx 27 (34,2) 10 (47,6) n.s.
NO 51 (64,5) 10 (47,6)

N1 1(1,3) 1(4,8)

Resektionsrand

Negativ 66 (83,5) 17 (81,0) ns.
Positiv 13(16,5) 4(19,0)

Gleason-Score

<6 38(48,0) 12(57,1) ns.
7 33(41,8) 6(28,6)

>8 8(10,2) 3(14,3)

Mittlerer PSA [ng/ml] (min.—max.) 7,66 (2,1-13,1) 7,44 (3,7-13,2) n.s.
Nerverhaltende RRP

Bilateral 34 (43) 7(333) ns.
Unilateral 18(22,8) 6(28,6)

Keine 27 (34,2) 8(38,1)

Durchschnittliche Operationszeit 152 (115-210) 159 (115-230) ns.

[min] (min.—max.)
Durchschnittlicher Blutverlust [ml]
(min.—-max.)

n.s. nicht signifikant.

867 (250-2500)

919 (150-3000)

Tab.2 Dauer der Katheterableitung nach RRP (n=100) und Inzidenz der Paravasate dia-

gnostiziert durch TRUS und Zystographie

92 falsch-positive Befunde durch TRUS.

Katheterentfernung n  AusmaR des Paravasats
(POD nach RRP)

6 87 Kein/minimal

9 5 Gering

14 3 MaBig

21 5  Ausgepragt

Paravasatdetektion Paravasatdetektion
TRUS Zystographie
87/10° 87/8

5/5 5/5

3/3 3/3

5/5 5/5

phie nach 7 Tagen wiederholt. Bei 3 bzw.
5 Patienten konnte im Verlauf der Kathe-
ter 14 bzw. 21 Tage nach RRP entfernt wer-
den. Die durchschnittliche Strahlendosis
der Zystographie betrug 46,4 (9-151) cGy/
cm?. Klinische und histopathologische
Daten der Patienten mit oder ohne Anas-
tomosenleckage zeigten keinen signifi-
kanten Unterschied (8 Tab. 1).
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Diskussion

Die vorzeitige Katheterentfernung nach
radikaler retropubischer Prostatektomie
kann bei insuffizienter Anastomose zu ei-
ner vermehrten Fibrose und folglich ho-
heren Strikturrate fithren [1, 2]. Die Zysto-
graphie ist derzeit das Standardverfahren
zur Anastomosenkontrolle nach radikaler
retropubischer Prostatektomie. Im Ver-
gleich zur Sonographie ist die Zystogra-
phie mit einem grofleren apparativen Auf-
wand, hoheren Kosten und aufgrund der

Strahlenexposition als invasiver zu beur-
teilen. Zudem ist aus fritheren Studien be-
kannt, dass die Mehrzahl der Patienten
zwischen dem 3. und 7. POD bereits eine
suffiziente Anastomose haben und somit
uberfliissigerweise einer Rontgenuntersu-
chung unterzogen werden [6, 7, 8, 9].

Diese prospektive Studie zeigt, dass der
TRUS im Vergleich zur Zystographie ge-
nauso zuverldssig ist, d. h. aufgrund glei-
cher Sensitivitdt diese ersetzen kann.
Keines der Paravasate wurde durch den
TRUS tibersehen. Ein wesentlicher Vor-
teil der Anastomosenkontrolle per TRUS
beruht auf der fehlenden Strahlenexposi-
tion des Patienten. Dies erlaubt ein eng-
maschigeres Kontrollintervall, sodass der
frithest mogliche Zeitpunkt zur Katheter-
entfernung exakter zu ermitteln ist. Auf-
grund der geringen Durchmesser moder-
ner Transrektalsonden (18x20 mm) ent-
spricht die Invasivitit des TRUS nach un-
serer Erfahrung der einer digital rektalen
Untersuchung. Ein Ausschlusskriterium
fiir den TRUS sollten jedoch Patienten
mit einer Analkanalstenose sein. Da je-
der Patient vor radikaler Prostatektomie
digital rektal und mit TRUS untersucht
wird, kann die Patientencompliance vor
geplanter Anastomosenkontrolle einfach
eingeschitzt werden.

Ein moglicher Nachteil beruht auf der
Tatsache, dass der transurethrale Katheter
zu einer Schallausloschung fithrt und so-
mit die ventralen Anastomosenabschnitte
der TRUS entgehen. Jedoch wurde bei der
von uns verwendeten Operationstechnik
bei seit 2003 insgesamt 1300 radikal re-
tropubisch durchgefithrten Prostatekto-
mien kein ventrales Paravasat beobach-
tet, sodass Katheterartefakte klinisch ir-
relevant sind.

In einer kleinen (n=30) prospektiven
Pilotstudie bestitigten De Stefani et al. [3]
unsere Ergebnisse. Die Autoren nutzten
Ultraschallkontrastmittel (Levovist®), um
Leckagen der vesikourethralen Anasto-
mose darzustellen. In Vorversuchen ha-
ben wir festgestellt, dass fiir die TRUS-
Untersuchung der Anastomose Koch-
salzlosung ausreicht. Die Instillation von
Rontgenkontrastmittel wurde in dieser
Studie benutzt, um den Zeitaufwand fiir
die Patienten moglichst gering zu halten
und um TRUS und Zystographie kombi-
niert durchfithren zu kénnen. Das TRUS-



Abb. 1 A TRUS (longitudinal): wasserdichte Anastomose

(B Blase, A vesikourethrale Anastomose)

Abb. 3 A TRUS (longitudinal): minimales Paravasat
(B Blase, C Katheter, P Paravasat)

Bild bei der Instillation von Réntgenkon-
trastmittel und Natriumchloridlésung
unterscheidet sich nicht. Beriicksichtigt
man nur die Kosten fiir das in der Zysto-
graphie benutzte Kontrastmittel, kann bei
100 Anastomosenkontrollen ca. 1200 €
eingespart werden.

Die Kontrolle der vesikourethralen
Anastomose nach radikaler Prostatek-
tomie ist bisher nicht standardisiert. Die
Menge des Instillationsvolumens, die Ein-
teilung von Paravasaten entsprechend ih-

Abb. 2 A Zystographie (lateral): minimales Paravasat

(B Blase, C Katheter, P Paravasat)

Abb. 4 A Zystographie (lateral): geringes Paravasat
(B Blase, C Katheter, P Paravasat)

rer Grofle, die Lange der Kontrollinter-
valle im Falle einer Insuffizienz beruhen
aufindividuellen klinischen Erfahrungen.
Unabhingig von der Art des Verfahrens
zur Kontrolle der Anastomose unterlie-
gt die Entscheidung zur Katheterentfer-
nung sowohl bei der Zystographie, wie
beim TRUS subjektiven Kriterien. Ein
Nachteil des transrektalen Ultraschalls
beruht darauf, dass die Grofle eines Para-
vasats auch bei konstantem Instillations-
volumen nicht wie bei der Zystographie

anhand zweier Bilder (p.-a. und seitlich)
abgeschitzt werden kann, sondern einer
dynamischen Untersuchung bedarf. Den-
noch ist bei entsprechender TRUS-Er-
fahrung des Untersuchers nur eine kurze
Lernkurve erforderlich. Wir empfehlen
initial entsprechend unseres Studiende-
signs eine kombinierte Anwendung von
TRUS und Zystographie, bevor auf eine
Zystographie ginzlich verzichtet wird.
Andere Autoren entwickelten verschie-
dene Algorithmen, um Risikofaktoren fiir
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Abb. 5 A TRUS (transversal): geringes Paravasat (C Katheter, P Paravasat)

Abb. 6 A Zystographie (lateral): maBiges Paravasat
(B Blase, C Katheter, P Paravasat)

Abb. 7 < TRUS (transversal): maBiges Paravasat (C Katheter, P Paravasat)

Abb. 8 A Zystographie (lateral): ausgepragtes Paravasat
(B Blase, C Katheter, P Paravasat)

Abb. 9 <« TRUS (transversal): ausgepragtes Paravasat
(A vesikourethrale Anastomose, P Paravasat)
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Anastomoseninsuffizienzen identifizieren
zu koénnen. Hierdurch sollte auf die Zysto-
graphie ganz verzichtet, oder deren Hau-
figkeit deutlich vermindert werden. In ei-
ner prospektiven Studie ermittelten Gna-
napragasam et al. [10] die Vorhersagbar-
keit von Paravasaten durch eine intra-
operative Anastomosenkontrolle und Ri-
sikofaktoren, wie erschwerte Operations-
bedingungen bei der Anastomosennaht
und perioperative Harnweginfekte mit ei-
ner Spezifitit von 86,1% und einer Sensi-
tivitit von 70,0%. Bei alleiniger Anwen-
dung dieses Algorithmus wéren in dieser
Studie 6,5% der Patienten mit einer Anas-
tomoseninsuffizienz {ibersehen worden.

Fening et al. [7] stellten einen si-
gnifikanten Zusammenhang zwischen
dem Abfall des postoperativen Hamato-
krits und dem Ausmafl einer Paravasa-
tion im postoperativen Zystogramm her
(p<o,001). Sie definierten darauthin Ri-
sikogruppen fiir Anastomoseninsuffizi-
enzen in Abhéngigkeit des postoperativen
Hématokritabfalls. Thr Fazit bestand dar-
in, auf eine Zystographie bei geeigneter
Risikokonstellation ganz zu verzichten.

Ischia u. Lindsay [8] zeigten, dass ei-
ne intraoperativ durchgefithrte Anas-
tomosenkontrolle mit Blasenfiillungen
von 250 ml Kochsalzlésung eine gu-
te Vorhersage der Anastomosendichtig-
keit am 7. POD ist. Bei fehlenden post-
operativen Komplikationen und intra-
operativer Dichtigkeit hétte auf 97,1% der
Zystogramme verzichtet werden kénnen.
In dieser Studie zeigten 2,9% der Patienten
trotz unauffilliger intraoperativer Dichtig-
keitspriifung am 7. POD eine Paravasati-
on.

Letztlich konnte keiner der zitierten
Studien die Sensitivitit der Zystographie
oder des TRUS erreichen. Zudem konn-
te kein Algorithmus das Zystogramm er-
setzen.

Fazit fiir die Praxis

Mochte man nach radikaler retropubi-
scher Prostatektomie den transurethra-
len Katheter zum frithest moglichen Zeit-
punkt entfernen und eine Anastomosen-
insuffizienz sicher ausschlieen ist der
transrektale Ultraschall ein verlassliches,
wenig invasives Verfahren. Die Strahlen-

exposition durch ein Zystogramm ist so-
mit verzichtbar.
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Genexpressionsprofile bei hormon-
refraktaren Prostatakarzinomen

Hintergrund

Die molekularen Mechanismen der Ent-
wicklung eines hormonrefraktaren Pros-
tatakarzinoms sind nach wie vor unklar.
Ein hormonrefraktires Prostatakarzinom
zeigt einen PSA- oder klinischen Progress
per definitionem nach hormonablativer
Therapie (hormoninsensitiv) bzw. nach
zusitzlich antiandrogener Therapie (hor-
monresistent). Die seit 2004 zugelassene
Therapie mit Docetaxel zur Behandlung
des hormonrefraktiren Prostatakarzi-
noms zeigt zwar eine signifikante Uberle-
bensverlangerung durch diese Chemothe-
rapie, die Chemotherapie bleibt jedoch
palliativ. Beim Prostatakarzinom sind in-

zwischen mehrere Signaltransduktions-
wege erkannt, die mit der Progression und
Metastasierung des Tumors korreliert
sind. Anderungen in der Signaltransduk-
tion sind in verschiedenen Stadien des
metastasierten Tumors nachweisbar und
korrelieren zur Prognose.
Ziele der aktuell durchgefithrten Un-
tersuchungen sind:
== Etablierung eines Genexpressionspro-
fils aus transurethral reseziertem Pri-
mirtumorgewebe bei hormonrefrak-
taren Prostatakarzinomen,
== Etablierung eines Genexpressionspro-
fils aus Stanzbiopsien des Primartu-
mors bei hormonrefraktiren Prosta-
takarzinomen,
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Tab. 1

Signaltransduktionswege des hormonrefraktdren Prostatakarzinoms im Vergleich zum hormonsensitiven Prostatakarzinom oder

benignem Gewebe

Transcriptson chip  Deregulated transcripts
77 17

12 2

13
93
37
46
29
33
23
23
35
24
28
28
71
29
30
62
35

N
w

N B NN NN NN WNNN WWwWwL o =

73
41
144
88
44
170
57
57
58
121
211
72
86
94
176
225

N W N DNDNMNMOBDNDNNDNONNDNDND

Transcripts on chip [%] Corrected p-value

0,220779221 0,003117
0,166666667 0
0,153846154 0,001578
0,139784946 0,001183
0,135135135 0,001183
0,108695652 0,001936
0,103448276 0,006863
0,090909091 0,001183
0,086956522 0,001183
0,086956522 0,007438
0,085714286 0
0,083333333 0,001578
0,071428571 0.,005325
0,071428571 0,007438
0,070422535 0,001578
0,068965517 0,001578
0,066666667 0,00355
0,064516129 0,001578
0,057142857

0,054794521 0,001183
0,048780488 0,006984
0,048611111 0,001183
0,045454545 0,00355
0,045454545 0,004102
0,035294118 0,002185
0,035087719 0,00284
0,035087719 0,004642
0,034482759 0,00307
0,033057851 0,002582
0,028436019 0,001183
0,027777778 0,002185
0,023255814 0,012909
0,021276596 0,002367
0,017045455 0,001936
0,008888889 0,002367

Pathway

Ribosome

Glycosaminoglycan degradation

Fatty acid biosynthesis (path 2)
Oxidative Phosphorylation

Valine, leucine and isoleucine degradation
Benzoate Degradation via CoA ligation
Proteasome

Butanoate metabolism

Beta-Alanine metabolism

GPI anchor biosynthesis

Lysine degradation

Limonene and pinene degradation
Notch signaling pathway

ATP synthesis

Pyrimidine metabolism

Propanoate metabolism

Ubiquitin mediated proteolysis

Fatty acid metabolism

Starch and sucrose metabolism

Adherens junction

Fructose and Mannose metabolism

Focal adhesion

Cell cycle

Nicotinate and nicotinamide metabolism
Regulation of actin cytoskeleton
Glycerophospholipid metabolism
Inositol phosphate metabolism
Glycolysis/gluconeogenesis

Purine metabolism

MAPK signaling pathway

Synthesis and degradation of ketonbodies
Apoptosis

Tight junction

Calcium signaling pathway
Cytokine-cytokine receptor interaction

== Identifikation von deregulierten Si-
gnaltransduktionswegen.

Methoden

Bei 20 Patienten wurden transurethrale
Resektionen am hormonrefraktiren me-
tastasierten Prostatakarzinom durchge-
fihrt. Diese Resektionen wurden auf-
grund einer Obstruktionssymptomatik
der betroffenen Patienten (sog. ,,Palliativ-
TUR®) erforderlich. Die RNA des gewon-
nen Gewebes wurde isoliert und mittels
»Affymetrix DNA Microarray*
(8746 Transkripte) analysiert. Parallel er-
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folgte eine immunhistochemische Unter-
suchung durch einen ,tissue microarray*

Ergebnisse

Durch den Vergleich von technischen und
biologischen Replikaten konnte ein robus-
tes Protokoll zur Genexpressionsprofilie-
rung aus transurethral reseziertem Prosta-
tagewebe entwickelt werden. Die niedrigs-
ten Korrelationen der biologischen und
technischen Replikate lagen bei 0,96 bzw.
0,98. Die signifikant deregulierten biolo-
gischen Signaltransduktionswege des hor-
monrefraktiren Prostatakarzinoms im Ver-

gleich zum hormonsensitiven Prostatakar-
zinom oder benignem Gewebe sind in
O Tab. 1 dargestellt. Die Korrelation der
verschiedenen Genexpressionsprofile im
Unterschied von BPH, Prostatakarzinom
und HRPC ist in @ Abb. 1 als Clusterdia-
gramm dargestellt. In einer Einzelanalyse
konnten 10 verschiedene Gene gefunden
werden, die eine deutlich differente Expres-
sion zwischen Prostatakarzinom und HRPC
aufwiesen (8 Abb. 2). Diese Gene repra-
sentieren insbesondere Funktionen im Zell-
zyklus, der Apoptose, des MAPK-Signal-
transduktionsweges, des Calciumsignal-



BPH_142
DPH_100
PCA_121
PCA_47
RPH_132
PCA_193
PCA_132
PCA_22
PCA_28
HRPC_58
PCA_17
HRPC_126
PCA_33
PCA_11
HRPC_123
HRPC_124
HRPC_122
HRPC_120
HRPC_125
HRPC_269

BPH_142 —
BPH_133 —
PCA_121 —
PCA_47 —
BPH_132 —
PCA_193 —
PCA_132 —

PCA_22 —
PCA_23 —

HRPC_53 —
PCA_17 —
HRPC_123 —
PCA_33 —
PCA_11 —
HRPC_123 —
HRPC_124 —
HRPC_122 —
HRPC_120 —
HRPC_125 —
HRPC_269

CLUSTER
H PCA

STABILITY

MIXED HRPC
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Abb. 1 A Korrelation der verschiedenen Genexpressionsprofile
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trasduktionsweges und des Notch-Signal-
transduktionsweges (@ Tab. 2).

Fazit fiir die Praxis

Im ersten Teil der Forschungsarbeiten
konnte ein robustes Protokoll zur Genex-
pressionsanalyse aus transurethral rese-
ziertem Prostatagewebe etabliert wer-
den. Es fanden sich reproduzierbare Hin-

HRPC

weise auf signifikant deregulierte Signal-
transduktionswege und einzelne deregu-
lierte Gene. In weiteren Schritten werden
die gleichen Untersuchungen an Bio-
psiematerial durchgefiihrt, um auf ein-
facherem Wege ein Therapiemonitoring

der Patienten bewerkstelligen zu konnen.

Durch diese Form der Genanalyse ist eine
Biomarkeruntersuchung von hormonre-
fraktaren Prostatakarzinomen maglich.

Tab.2 Spezielle Funktionen der Gene

Gene symbol Deregulation in HRPC
Cell cylce

CDKN1A Down
cbC2L5 Down
GAK Up
CCND1 Up
Apoptosis

PPP3CB Down
CASP9 Down
MAPK pathway

YWHAZ Up
DUSP1 Down
PPP3CB Down
JUND Down
STK24 Down
FGF13 Up
Calcium signaling

SLC25A5 Up
PPP3CB Down
MYLK Down
Notch pathway

CTBP2 Down
NOTCH2 Down

Langerfristig konnen damit Biomarkerun-
tersuchungen bei Therapiestudien durch-
gefiihrt werden, die im Sinne der zielge-
richteten Tumortherapie einzelne Signal-
transduktionswege beeinflussen (z. B.,act
pathway", mTor-Inhibitoren).
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Aberrante Expression von ,Spindle-
checkpoint-Genen” in Tumoren

der Prostata

Forschungsinteresse

»Spindle-checkpoint-Gene“ haben die
Aufgabe, die Integritit des Genoms wih-
rend der Zellteilung zu tiberwachen. Es
wurde gezeigt, dass Defekte in ,,Spindle-
checkpoint-Genen® in Zusammenhang
mit der Tumorgenese stehen. Um die Be-
deutung der aberranten Expression dieser
Gene fiir die Entstehung von Prostatakar-
zinomen zu untersuchen, wurde die Ex-
pression dieser Gene in einer Gruppe von
Prostatakarzinompatienten analysiert. Er-
gianzend wurde ein ,,spindle-checkpoint-
defektes Mausmodell etabliert. Dieses
Modell wird benutzt, um die Bedeutung
von ,,Spindle-checkpoint-Dysfunktionen®
fir die Entstehung von Therapieresisten-
zen zu untersuchen.
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Vorlaufige Ergebnisse

Es konnte gezeigt werden, dass die aber-
rante Expression des ,,Spindl-checkpoint-
Gens“ BUB1B mit der Progression des
Prostatakarzinoms korreliert. Hierbei
wurde gehduft eine verringerte Expressi-
on in weit fortgeschrittenen Prostatakar-
zinomstadien beobachtet. Erganzend
wurde in In-vitro-Experimenten gezeigt,
dass BUB1B-haploinsuffiziente murine
embryonale Fibroblasten eine erhohte Re-
sistenz gegen Docetaxel besitzen.
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