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1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion der Prostata

Die Prostata ist ein unpaares Organ im kleinen Becken des Mannes und wird zu den
inneren Geschlechtsorganen gezahlt (Faller et al., 2008). Sie misst ungefahr 3 x 4 x 2
Zentimeter (cm) und wiegt etwa 20 Gramm (g). Sie hat keinerlei Kontakt zum Peritoneum.
Sie umschlief3t die Urethra unmittelbar unterhalb des Harnblasenausganges. Die von den
Samenblasen ausgehenden, ebenfalls durch die Prostata verlaufenden Ductus ejaculatorii
munden am Colliculus seminalis in die Urethra. Nach dorsal wird die Prostata nur durch die
Fascia rectoprostatica (klinisch: Denonvilliers-Faszie) vom Rektum getrennt. Kaudal liegt
die Prostata dem Musculus transversus perinei profundus auf (Schuenke et al., 2015). Das
reichhaltige Bindegewebsgerust der Prostata enthdlt einen hohen Anteil an glatten
Muskelzellen (fibromuskulares Stroma), weshalb die Prostata relativ fest ist. Aulerdem ist
das Organ von einer bindegewebigen Kapsel umschlossen (Abb. 1). Entlang der Urethra
verlaufen skelettmuskulare Anteile des aulReren Blasensphinkters bis in die Prostata hinein.
Die Prostata besteht aus 40 bis 50 tubuloalveolaren apokrinen Drisen, die Gber bis zu 30
Ausfiihrungsgange zusammen mit den Ductus ejaculatorii am Colliculus seminalis in die

Urethra minden.




Das Drusenepithel besteht aus zweireihigem prismatischem Epithel und bildet je nach
Aktivitatszustand unregelmafige Auffaltungen (Abb. 2). Der Sekretionsmechanismus der
Prostata Iasst sich als apokrin bezeichnen und so finden sich Vorwdlbungen der sich mit
dem Sekret Iuminal abschnirenden, apikalen Zellmembran (Aposomen). Das
Prostatasekret dient der Verflissigung des Ejakulats und enthalt u.a. das
prostataspezifische Antigen (PSA), eine Serinprotease mit grof3er, in der Bewertung jedoch
umstrittener Bedeutung fur die Diagnostik des Prostatakarzinoms (Welsch et al., 2014).

Die Prostata wird klinisch nach McNeal in flnf histologische Zonen eingeteilt (Abb. 3). Die
periurethrale Mantelzone umschlief3t die Harnréhre im proximalen Segment zwischen
Blasenhals und Colliculus seminalis. Beidseits lateral der Periurethralzone liegt die
Transitionszone, die zusammen mit der Periurethralzone etwa 10% des Driisengewebes
enthalt. Dorsokranial der Urethra liegt die zentrale Zone, die etwa 20% des Driisengewebes
enthalt und von den Ductus ejaculatorii durchzogen wird. Die ventral gelegene anteriore
Zone besteht aus fibromuskularem Bindegewebe und macht etwa 5% der Organmasse
aus, enthalt jedoch keine Drisen. Die grofte Zone ist die periphere Zone, die beidseits im
lateralen Teil, sowie im dorsokaudalen Teil etwa 70% des Drisengewebes beinhaltet. In
dieser Zone entstehen die meisten Karzinome (Schuenke et al., 2015).



Prostata-Kapsel Periurethrale Mantelzone
Anteriore Zone |. Zentrale Zone
Transitionszone E‘ Periphere Zone

1.2 Epidemiologie und Risikofaktoren des Prostatakarzinoms

Das Prostatakarzinom (PCa) ist die haufigste Krebserkrankung des Mannes in der
westlichen Welt (Torre et al., 2015). Die Inzidenz wird fir Deutschland mit 60.000
neuerkrankten Mannern pro Jahr angegeben (Robert-Koch-Institut, 2017). In
Autopsiestudien konnte gezeigt werden, dass die Pravalenz mit steigendem Lebensalter
zunimmt (Sakr et al., 1994). Damit ist das hohe Lebensalter der wichtigste Risikofaktor fur
die Entstehung eines PCa (Grozescu and Popa, 2017). So liegt die Pravalenz des PCa bei
Mannern in ihrer siebten Lebensdekade bei 64 % (Abb. 4) (Sakr et al., 1994).
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Ein weiterer Risikofaktor fur die Entstehung eines PCa ist die familiare Vorbelastung. 5 %
bis 15 % aller Manner mit PCa haben mindestens einen Verwandten, der ebenfalls
betroffen ist. Gegeniiber Mannern mit negativer Familienanamnese ist das relative Risiko
(RR), an einem PCa zu erkranken, bei Mannern mit betroffenem Vater (RR 2,2) oder
betroffenem Bruder (RR 3,4) signifikant erhdht. Mehrere Falle in der Familie verdoppeln
dieses Risiko gegenliber Mannern mit nur einem betroffenen Verwandten (Heidegger et al.,
2019).kl

Die meisten PCa-Erkrankungen nehmen einen klinisch unauffalligen Verlauf. Trotzdem ist
das PCa die dritthaufigste Krebstodesursache bei Mannern (Thompson and Tangen, 2012).
Das grofte Problem ist die schlechte Vorhersagbarkeit der Aggressivitat des Tumors und
eines damit einhergehenden ungtinstigen Verlaufs. Da trotz groftenteils guter Prognose
und schlechter Vorhersagbarkeit seltenerer unglinstiger Verlaufe die Rate radikaler
Therapieansatze (radikale Prostatektomie und definitive Radiatio) gegeniber dem
konservativen Management der Erkrankung (,active Surveillance und ,watch and wait®)

kontinuierlich steigt, muss von einer Uberdiagnostik und Ubertherapie der Erkrankung in
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der westlichen Welt ausgegangen werden (Grozescu and Popa, 2017). Dies verdeutlicht
die immense Bedeutung der Verbesserung der Vorhersagbarkeit des klinischen Verlaufs.
Hierzu werden verschiedene Untersuchungen durchgefihrt, unter denen die

histopathologische Untersuchung einen hohen Stellenwert einnimmt.

1.3 Histopathologische Untersuchung des Prostatakarzinoms

Die Tastuntersuchung der Prostata und die Bestimmung des PSA- Wertes sind die
wichtigsten ersten diagnostischen MalRnahmen bei einem Verdacht auf ein vorliegendes
PCa. Bei einem auffalligen Tastbefund in der digital rektalen Untersuchung (DRU) oder
einem auffalligen PSA- Wert wird in der Regel eine transrektale Ultraschalluntersuchung
(TRUS) durchgefiihrt, um tumorsuspekte Lasionen zu identifizieren. Dartber hinaus kann
eine weitergehende Bildgebung mittels Magnetresonanztomogramm (MRT) des Beckens
angefertigt werden. Die diagnostische Biopsie des PCa erfolgt tblicherweise noch mittels
einer transrektal durchgefihrten Stanzbiopsie, bei der 10 bis 12 Stanzzylinder aus allen
Zonen des Organs entnommen werden. Die Ultraschallsteuerung der Biopsie wird
zunehmend erganzt durch die Fusion mit zuvor angefertigten
magnetresonanztomographischen Darstellungen der Prostata (Streicher et al., 2019). Die
Untersuchung der Stanzzylinder erfolgt histopathologisch. Die grofe Heterogenitat des
PCa fuhrt haufig dazu, dass gutartiges Driisengewebe, prostatische intraepitheliale
Neoplasie (PIN), und karzinomatds entartetes Gewebe nebeneinander gemischt vorliegen,
sodass die Diagnose erschwert wird (Grozescu and Popa, 2017). Um trotz dieser Umstande
die Diagnostik zu vereinheitlichen, wurde bereits 1966 die histopathologische Einteilung in
funf Grade nach Gleason entwickelt (Abb. 5), bei der die Driisenarchitektur beurteilt wird:
Grad 1 beschreibt einfache, runde, dichtgepackte, gut abgrenzbare Drisen, mithin
gesundes prostatisches Gewebe. Grad 2 beschreibt eine Auflockerung des Gewebes und
der Drusenverbande. Grad 3 beschreibt kleine oder mittelgroRe Driisen irregularer Form
und Anordnung, die nicht mehr eindeutig abgrenzbar sind und zum Teil papillares oder
kribriformes Epithel aufweisen. Grad 4 beschreibt kleine, mittelgroRe oder grolke
konfluierende Drisen, die saulenartig angeordnet sind. Grad 5 beschreibt die Aufhebung
der Drusenstruktur mit infiltrierendem Wachstum und papillares oder kribriformes Epithel

mit zentralen Nekrosen (Gleason, 1992).



Die Einteilung und Beurteilung ist immer wieder Gegenstand substantieller Veranderungen
durch Konsenskonferenzen, so zuletzt 2014 (Epstein et al., 2016). Es wurden fir Grad 3
bis Grad 5 neue Untergruppen definiert. Grad 3 wird nun nach Dichte eingeteilt in locker,
intermedidr und dicht, sowie nach Drusenarchitektur in atroph, verzweigt, muzinds
fibroplastisch, Paneth-Zell-artig, PIN-artig sowie pseudohyperplastisch. Grad 4 wird nach
Drusenarchitektur eingeteilt in deformiert, klein- oder grof3flachig konfluierend, glomeruloid,
kribriform, papillar, duktal und nicht-duktal. Grad 5 wird nach Drisenarchitektur eingeteilt in
einzellig, einreihig, kribriform mit Komedonekrose, pseudorosettenbildend, solide mit oder
ohne Komedonekrosen (Kweldam et al., 2019). In der praoperativen pathologischen
Diagnostik (an Biopsiegewebe) werden der Primargrad sowie der Sekundargrad bestimmit,
die zusammen den Gleason-Score ergeben. Der Primargrad beschreibt die am haufigsten
vorliegende Veranderung, der Sekundargrad beschreibt die schwerwiegendste
Veranderung. Sollte die schwerwiegendere Veranderung auch haufiger vorliegen, wird die
seltenere, weniger schwerwiegende als Sekundargrad angegeben. Anhand dieser
Beschreibung wird das PCa in 5 Schweregrade eingeteilt (Tabelle 1) (Litwin and Tan, 2017).
In der postoperativen Diagnostik (an Prostatektomiegewebe) bezeichnet der Primargrad
das am haufigsten vorliegende Muster und der Sekundargrad das zweithaufigste Muster.
Hier gibt es die Mdglichkeit einen Tertidrgrad hinzuzufugen, sollten kleinere Anteile eines
noch héhergradigen Musters vorliegen (Schiomm and Sauter, 2016).



Tabelle 1: Pathologisches Gradingsystem der Internationalen Gesellschaft fir Uro-

pathologie

Tumorgrad _ Gleason-Score

Grad 1 3+3
Grad 2 3+4
Grad 3 4+3
Grad 4 4+4,3+5und5+3
Grad 5 4+5 5+4und5+5

Trotz der weiteren Differenzierung der Grade bleibt das System problematisch. Gleason
selbst beschreibt bereits die Einschrankungen der Untersuchungsmethode. Die Einteilung
ist trotz des Versuches der Objektivierung bis heute subjektiv und von Untersucher zu
Untersucher verschieden. Selbst ein einzelner Untersucher kann bei wiederholter
Beurteilung zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen (Gleason, 1992, Munjal and Leslie,
2021).

Um den klinischen Verlauf praoperativ besser vorhersagen zu kénnen, wurde durch das
National Comprehensive Cancer Network (NCCN, USA) eine Einteilung der lokal
begrenzten Erkrankung anhand der verfigbaren Untersuchungsmethoden in funf
Risikogruppen vorgenommen (Tabelle 2). In dieser Einteilung werden verschiedene
Eigenschaften des Tumors bewertet: Das klinische Tumorstadium (cT- Stadium) nach
TNM- Klassifikation (Tabelle 3), der Gleason- Score (s.0.), sowie der PSA- Wert sollen
Auskunft geben Uber das Risiko einer weiteren Progression der Erkrankung. Diese neue
Einteilung wurde 2016 in die Tumorklassifikationen der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) aufgenommen, welche als internationaler Standard der pathologischen
Tumordiagnostik gilt (Epstein et al., 2016, Litwin and Tan, 2017).

Tabelle 2: Risikogruppen nach NCCN

Risko cT- Stadium __ Gleason Score  PSA- Wert Sonstiges

. weniger als 3 Stanzen
sehr gering T1c <6 <10 ng/mL mit < 50 % Tumormasse und
PSA- Dichte < 0,15 ng/mL/g

gering T1 bis T2a <6 <10 ng/mL -
mittel T2b bis T2c <7 10-20ng/mL -
hoch T3a 8 bis 10 > 20 ng/mL -

Primargrad 5,
oder
sehr hoch T3b bis T4 4 Stanzen

mit Grad 8 — 10 - -




Tabelle 3: 8. Auflage der TNM- Klassifikation des PCa der American Joint Comission
on Cancer (AJCC) und der Union for International Cancer Control (UICC) (Paner et
al., 2018)

Tumor

TO Kein Tumornachweis

™ nicht tastbar oder in Bildgebung nachweisbar

T1a/b Zufallsbefund in der aus anderen Griinden entfernten Prostata
T1c  Biopsiebefund nach erhohtem PSA

T2 Tastbar / in Bildgebung nachweisbar

T3 Organiibergreifendes Wachstum

T3a  Kapselbefall

T3b  Befall der Samenblasen

T4 Befall anderer lokaler Strukturen

Lymphknoten

NO Keine befallenen Lymphknoten

N1 Pelvine Lymphknoten befallen

Metastasen

MO Keine Metastasen
M1a Entfernte Lymphknoten befallen (z.B. paraaortal)

M1b  Knochenmetastasen

M1c Eingeweide (z.B. Leber, Lunge) befallen

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich wird, besteht eine der drei Kategorien ausschlie3lich aus dem
Gleason-Score, sodass die 0.g. Einschrankungen der Methode auch die Aussagekraft der
Klassifikation zumindest teilweise begrenzen. Die Entwicklung weiterer diagnostisch
einsetzbarer Marker zur individuellen Risikostratifikation des PCa sind also unerlasslich,
um die bereits erwahnte Ubertherapie der Erkrankung und die damit verbundenen Kosten
und Risiken zu reduzieren. Besonderes Augenmerk wird dabei auf die Identifikation neuer

molekularbiologischer Marker gelegt.

1.4  Molekularbiologie des Prostatakarzinoms

Mittels molekularbiologischer Methoden wie Gensequenzierung, Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) oder Mikrosatellitenanalysen konnte in den letzten Jahren eine
Vielzahl verschiedener molekularbiologischer Veranderungen identifiziert werden, die
einen Einfluss auf die Tumorprogression beim PCa haben. Es handelt sich dabei
uberwiegend um strukturelle Chromosomenaberrationen, genauer Fusionen und

Deletionen, die im Folgenden beschrieben werden.



Durch Deletion oder Translokation eines Teils des Chromosomabschnitts 2122 kommt es
in ca. 50 % der PCa zur Fusion der Gene transmembrane-protease, serine-2 (TMPRSS?2)
und v- ets erythoblastosis virus E26 oncogene homolog (ERG). Da die Expression von
TMPRSS2 von einem androgenabhangigen Promotor reguliert wird, fuhrt diese Fusion
dazu, dass auch die Expression von ERG androgenabhangig wird. Dementsprechend flhrt
die TMPRSS2:ERG- Fusion in der Prostata zu einer vermehrten Expression des
Transkriptionsfaktors ERG (Minner et al., 2013, Tomlins et al., 2005). Die Uberexpression
von ERG fuhrt in gutartigen Prostataepithelzellen in vitro und in vivo zu Entdifferenzierung
(Tomlins et al., 2007), Migration und Invasion (Tomlins et al., 2008). Somit kann eine
Schliisselposition der Uberexpression von ERG in der Tumorentstehung und
moglicherweise auch der Metastasierung angenommen werden (Yu et al., 2010). Diese fir
epitheliale Tumore ungewohnliche Veranderung in Form eines Fusionsgens ist
PCa- spezifisch (Scheble et al., 2010). Da gezeigt werden konnte, dass der
TMPRSS2:ERG- Fusionsstatus innerhalb eines Tumors heterogen ist, muss vermutet
werden, dass nicht alle Tumorzellen innerhalb von Tumoren, die als
TMPRSS2:ERG- Fusions- positiv klassifiziert wurden, auf eine Androgendeprivation
ansprechen (Minner et al., 2013). Es konnte gezeigt werden, dass der
TMPRSS2:ERG- Fusions-Status keine prognostische Relevanz hat (Krohn et al., 2012).

Das PTEN- Gen kodiert fur das Enzym phosphatase- and- tensin- homolog (PTEN). PTEN
ist ein bekannter Tumorsuppressor, der den Phosphoinositid- 3- Kinase (PI3K)/
Proteinkinase- B (AKT)/ mechanistic- target- of- Rapamycin (mTOR)/ Signalweg negativ
reguliert (Stambolic et al., 1998, Wu et al., 1998). PI3K phosphoryliert zu Beginn des
Signalweges durch extrazellulare Stimuli am Tyrosinkinaserezeptor
Phosphatidylinositol- 4,5- bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol- 3,4,5- trisphosphat
(PIP3). PTEN dephosphoryliert PIP3 zu PIP2 und verhindert so die konsekutive
aktivierende Phosphorylierung von AKT (Molinari and Frattini, 2013) (Abb. 6). Der Verlust
der PTEN- Funktion flhrt so zu einer dauerhaften Aktivierung von AKT mit entsprechender
Uberaktivitait des folgenden Signalweges und resultiert in massiv gesteigerter
Zellproliferation und letztlich in einer erhdhten Kanzerogenese (Haddadi et al., 2018). In
vivo fuhrt die prostataspezifische Depletion von PTEN zur Entwicklung eines PCa (Wang
et al., 2003). Die Inaktivierung der PTEN- Funktion ist eine der haufigsten Veranderungen
in bosartigen Tumoren und findet sich in einer Vielzahl von Neoplasien unterschiedlichen
Organursprungs wie z.B. dem Mammakarzinom, dem Endometriumkarzinom, dem
Glioblastom und dem PCa (Hollander et al., 2011, Li et al., 1997). Die Mechanismen, die
zu der Inaktivierung flhren, sind vielfaltig und tumorspezifisch. Im PCa lasst sich eine
PTEN- Deletion (10g23del) in ca. 20 % aller Falle nachweisen (Krohn et al., 2012). Weitere



Veranderungen von PTEN wie Mutation oder Neuanordnung einzelner Genabschnitte (z.B.
Inversionen) sind bekannt und eine Veranderung (inkl. Deletion) zeigt sich in ca. 50 % aller
PCa (Poluri and Audet-Walsh, 2018). Auch fir die Tumorprogression scheint PTEN eine
bedeutende Rolle zu spielen (Whang et al., 1998, Latini et al., 2001).

Growth factor

@
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Eine weitere haufige Deletion des PCa, die 6q15- Deletion, betrifft einen kurzen
DNA- Abschnitt, auf dem sich vor allem das mitogen- activated- protein- kinase- kinase-
kinase- 7(MAP3K7)- Gen befindet. Es wird angenommen, dass MAP3K7 ein
Tumorsuppressorprotein im PCa ist, da eine Korrelation zwischen dem Vorliegen der
Deletion und einem hohen Gleason-Grad gezeigt werden konnte (Wu et al., 2012). Der
Mechanismus ist bis heute nicht aufgeklart (Washino et al., 2019), jedoch zeigte sich ein
Zusammenhang zwischen einer MAP3K7- Suppression und einer gestorten
Differenzierung der Zellen, sowie eine reduzierte bis komplett fehlende Expression von
E- Cadherin, einem Adhasionsmolekiil. Diese reduzierte Expression kann ursachlich fur die
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Ablosung einzelner Tumorzellen vom Zellverband sein, und somit eine Aussaat des Tumors
beglinstigen (Rodrigues et al., 2015). Auffallig ist, dass die 6q15- Deletion ganz
uberwiegend in TMPRSS2:ERG- Fusion- negativen Tumoren beobachtet wird (Kluth et al.,
2013). Das Fehlen von ERG in Tumorfoci mit 6g15- Deletion deutet daraufhin, dass die
6q15- Deletion die Bildung der TMPRSS2:ERG- Fusion verhindert. (Kluth et al., 2016).

Das chromodomain- helicase- DNA- binding- protein- 1 (CHD1) ist ein auf 521 kodiertes
Protein, das an der Bildung, Bewegung und Entfernung von Nukleosomen in der DNA
beteiligt ist. Damit kommt dem Protein eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung
der leichteren Zuganglichkeit des Euchromatins fiir Transkriptionsfaktoren zu (Gaspar-Maia
et al., 2009). Ein Zusammenhang zwischen der 5g21- Deletion und der Tumorprogression
konnte gezeigt werden, sodass angenommen wird, dass es sich bei CHD1 um einen
Tumorsuppressor im PCa handelt (Burkhardt et al., 2013). CHD1-deletierte Patienten
haben darlber hinaus ein erhdhtes Risiko flr das Auftreten postoperativer Fernmetastasen
und die Depletion von CHD1 flihrt zu einer gesteigerten spontanen Metastasierung im PCa-
Mausmodell (Oh-Hohenhorst et al., 2022). Daruber hinaus scheint die 5g21- Deletion in
einem funktionellen Zusammenhang mit der TMPRSS2:ERG- Fusion zu stehen, da gezeigt
werden konnte, dass in Tumorzonen mit 5g21- Deletion ERG nicht exprimiert wird,
wohingegen das Vorliegen von funtionalem CHD1 die ERG- Expression férdert (Burkhardt
et al., 2013, Kluth et al., 2019).

Die 3p13- Deletion ist eine weitere haufige PCa- spezifische Aberration. Der
Transkriptionsfaktor ~ Forkhead- box- protein P1~ (FOXP1) ist ein  potentielles
Tumorsupressorprotein das auf 3p13 kodiert ist. Ein Zusammenhang zwischen der
3p13- Deletion und dem verminderten Vorliegen von FOXP1 und einer schlechteren
Prognose konnte fir das PCa gezeigt werden (Krohn et al., 2013). Es konnte gezeigt
werden, dass die 3p13- Deletion mit der TMPRSS2:ERG- Fusion und der PTEN- Deletion
vergesellschaftet ist und Uberwiegend in spaten Stadien der Progression entsteht (Kluth et
al., 2018).

Allerdings sind im PCa nicht nur genomische Aberrationen fir die Progression und die damit
einhergehende Verschlechterung der Prognose von Bedeutung. Eine klinisch besonders
relevante Veranderung betrifft den Androgenrezeptor (AR). Die im Behandlungsverlauf
haufig gewahlte therapeutische Androgendeprivation (ADT) verliert in der Regel nach 24
bis 36 Monaten ihre Wirkung und man spricht vom kastrationsresistenten PCa (CRPC)
(Chandrasekar et al., 2015). Fur diese Resistenzentwicklung werden verschiedene
Mechanismen diskutiert, wie AR- Genamplifikation (Shen and Abate-Shen, 2010),
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AR- Hypersensitivitat (Visakorpi et al., 1995), AR- Splice- Varianten mit fehlender
AR- Liganden- Bindungsdomane (z.B. AR- splice- variant 7) (Antonarakis et al., 2014).
sowie Mutationen in AR-Co- Aktivatoren bzw. -Co- Repressoren (Labbe and Brown, 2018).
Weitere  molekularbiologische  Veranderungen wie c- Myc- Amplifikation  oder
FOXA1- Mutationen wurden beschrieben und werden weiterhin untersucht (Labbe and
Brown, 2018). Da ein Zusammenhang mit diesen Veranderungen in der vorliegenden Arbeit

allerdings nicht untersucht wurde, werden sie an dieser Stelle nicht weiter besprochen.

Ein groRes Problem in der Diagnostik und der Prognoseabschatzung des PCa stellt die
grolRe Heterogenitat der Erkrankung dar. PCa treten meist multifokal auf und nicht nur die
Tumorfoci kénnen sich interfokal voneinander in ihrem molekularbiologischen Profil
unterscheiden, sondern auch intrafokal liegt haufig eine gro3e Heterogenitat vor, was die
eindeutige Identifizierung moglicher therapeutischer Targets erschwert. (Yadav et al., 2018,
Minner et al., 2013, Kluth et al., 2016, Kluth et al., 2019, Maitland et al., 2019).

1.5 Therapie des Prostatakarzinoms

Nach der Diagnosestellung gibt es verschiedene Moglichkeiten der Therapie des PCa. Die
Therapie sollte unbedingt im Rahmen multidisziplinarer Tumorkonferenzen diskutiert und
die Entscheidung nach Besprechen der Vor- und Nachteile einzelner Therapieformen mit
dem Patienten gemeinsam getroffen werden. Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick Gber

gangige Therapieoptionen beim PCa gegeben.

1.5.1 Konservative Therapieansatze

Far Patienten mit lokalem, nicht fortgeschrittenem PCa mit sehr geringem Risiko (s.0.) gibt
es die konservative Strategie der ,active surveillance®, die darauf abzielt, v.a. jingeren
Mannern mit sehr geringem Progressionsrisiko die radikaleren, nebenwirkungsbehafteten
Therapieformen zu ersparen, ohne die Mdglichkeit einer kurativen Behandlung bei einem
spateren Progress auszuschlieRen. Um dies zu gewahrleisten, werden in regelmaRigen
Abstanden und nach festgesetztem Schema Kontrollen durchgefiihrt. Im Gegensatz dazu
gibt es die ebenfalls konservative Strategie des ,watchful waiting“, welche fir alle Stadien
des PCa angewandt werden kann und darauf abzielt, Mannern mit einer kiirzeren
Lebenserwartung die Nebenwirkungen einer radikalen Therapie zu ersparen und sich auf
die Kontrolle eventuell auftretender Symptome zu konzentrieren. Der Ansatz des ,watchful

waiting* ist ausschlieRlich palliativ anzuwenden (Tabelle 4) (Mottet et al., 2017).
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Tabelle 4: “Active surveillance” und “watchful waiting” im Vergleich

Active surveillance watchful waiting
Intention kurativ palliativ
Kontrollen regelmafig patientenspezifisch
Assessment DRU, PSA, Biopsie, MRT  nicht definiert
Lebenserwartung > 10 Jahre <10 Jahre
Nebenwirkungsreduktion
Ziel ohne Reduktion der Nebenwirkungsreduktion
Prognose
geeignete Patienten mit niedrigem Risiko Patienten aller Stadien

1.5.2 Radikale Prostatektomie

Die nerverhaltende radikale Prostatektomie verfolgt das kurative Ziel einer Entfernung des
Tumors in sano. Aufgrund der meist multifokalen Beschaffenheit des PCa kann diese nur
in der vollstandigen Entfernung der erkrankten Prostata erfolgen. Typische Komplikationen
sind Harninkontinenz (12 Monate postoperativ sind noch ca. 20 % der Patienten
harninkontinent) und/ oder eine erektile Dysfunktion (ca. 70 %) (Haglind et al., 2015). Ein
erhohtes Risiko fir einen kapsellberschreitenden neoplastischen Prozess ist eine relative
Kontraindikation fur den Eingriff. Bei Befall der pelvinen Lymphknoten kann zuséatzlich eine
Lymphadenektomie durchgefiihrt werden. Eine adjuvante Bestrahlung des Tumorbetts
kann bei nicht erreichter Tumorfreiheit eine sinnvolle Erganzung des

Behandlungskonzeptes sein (Mottet et al., 2017).

1.5.3 Definitive Radiatio

Die intensitatsmodulierte Strahlentherapie stellt aufgrund der gegenuber der
dreidimensional- konformalen Strahlung verringerten Nebenwirkungen den Goldstandard
der externen Strahlentherapie dar. Bei Mannern mit PCa der niedrigen Risikogruppen
zeigte sich, dass eine Strahlendosis von 74 — 80 Gray (Gy) das Uberleben, gemessen am
Auftreten biochemischer Rezidive (BCR s. 1.5.5) im Zeitraum von 5 Jahren, signifikant
verbessert (Kuban et al., 2011, Zietman et al., 2010, Beckendorf et al., 2011). Daruber
hinaus ist die Strahlentherapie eine Behandlungssaule auch in allen héheren Stadien des
PCa (Mottet et al., 2017).

13



1.5.4 Brachytherapie

Bei der Low- dose-rate Brachytherapie werden radioaktive seeds in die Prostata
eingebracht, die eine Bestrahlung des Tumors von innen ermdglichen. Die seeds
verbleiben anschlieRend im Organ. Diese Therapieform eignet sich ausschlief3lich fur
Patienten mit niedrigen Tumorstadien. Die wichtigste Komplikation ist auch hier die
Harninkontinenz (Mottet et al., 2017).

1.5.5 Verlaufskontrolle

Die Verlaufskontrolle nach lokaler, kurativ intendierter Therapie erfolgt mittels Messung des
PSA- Wertes. Hierbei ist ein in mindestens zwei postoperativ durchgeflihrten Messungen
bestatigter Wert von > 0,2 ng/ml ausschlaggebend fir die Diagnose eines BCR. Bei
alleiniger Strahlentherapie ist ein in mindestens zwei Messungen bestatigter Wert
> 0,2 ng/ml Uber dem postinterventionellen Nadir als BCR definiert. Der Nadir bezeichnet
den niedrigsten PSA-Wert, der nach einer therapeutischen Intervention gemessen wird.
Bildgebende Verfahren wie ein MRT mit Kontrastmittel oder ein MRT mit endorektaler Spule
sind in Bezug auf die Lokalisation des Rezidivs aussagekraftig, jedoch nur bei Symptomen

bzw. therapeutischer Konsequenz indiziert (AWMF et al., 2021).

1.5.6 Therapie des rezidivierten Prostatakarzinoms

Zur Therapie des PSA- Rezidivs stehen verschiedene Mdglichkeiten zur Verfigung. Bei
glnstigen prognostischen Kriterien wie einer PSA-Verdopplungszeit von > 12 Monaten
oder einem Gleason Score von < 8 kann abgewartet werden. Es kann dem Patienten aber
auch eine perkutane Salvagestrahlentherapie mit kurativer Intention angeboten werden.
Diese kann bei erhdhtem Progressionsrisiko (PSA > 0,7 ng/ml) durch eine ADT erganzt
werden. Die ADT kann mittels Androgenrezeptorblockern, GnRH- Analoga,
GnRH- Antagonisten, Ostrogenen und Testosteronbiosynthesehemmern durchgefiinhrt
werden (Tabelle 5). Eine Alternative zur medikamentdsen antiandrogenen Therapie ist in
Ausnahmefallen die Orchiektomie. Bei unglinstigen prognostischen Kriterien wie der PSA
Verdopplungszeit < 12 Monaten oder einem Gleason Score von 8 bis 10 sollte nicht mehr
abgewartet werden, sondern die perkutane Salvagestrahlentherapie mit ADT erfolgen
(AWMF et al., 2021).
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Tabelle 5: Substanzklassen und Wirkstoffe zur antiandrogenen Therapie

Substanzklasse Wirkstoffe
Androgenrezeptorblocker 1. Generation Bicalutamid (Iversen et al., 2010)
2. Generation  Apalutamid (Smith et al., 2018, Chi et al., 2019)

Darolutamid (Fizazi et al., 2020)
Enzalutamid (Armstrong et al., 2019)

GnRH-Analoga Buserelin (Debruyne, 1988)

Goserelin (Dijkman et al., 1995)

Leuprorelin (Lawton et al., 2001)
GnRH-Antagonisten Degarelix (Klotz et al., 2008)

Relugolix (Shore et al., 2020)
Testosteronbiosynthesehemmer Abirateron (Fizazi et al., 2019, Ryan et al., 2013)

1.5.7 Therapie des metastasierten Prostatakarzinoms

Das metastasierte PCa kann in zwei Gruppen eingeteilt werden: das hormonsensitive,
metastasierte PCa (mHSPC) und das o0.g. CRPC. Fir beide Gruppen gilt, dass die Therapie
nicht mehr in kurativer Absicht erfolgt. Daraus folgt, dass das individuelle Therapiekonzept
in enger Abstimmung mit dem Patienten festgelegt werden muss. Hierbei muss
insbesondere auf den palliativen Charakter der Therapie, den Einfluss der Therapie auf die
Lebensqualitat und die unerwinschten Wirkungen der Therapie eingegangen werden. Die
Planung der Therapie orientiert sich au3erdem idealerweise am Allgemeinzustand und der
individuellen Lebenserwartung des Patienten. Fur Patienten mit mMHSPC kommen sowohl
eine ADT als auch die Kombination der ADT mit einer klassischen Chemotherapie mit
Docetaxel in Frage. Bei CRPC-Patienten wird die Entscheidung Uber eine Fortfiihrung der
Therapie anhand ausschlaggebender Kriterien wie Patientenpraferenz, Symptomatik,
Nebenwirkungen, Komorbiditat, Lebenserwartung, Lebensqualitdt, Progressionsdynamik

und genereller Tumorlast getroffen (AWMF et al., 2021).

Da sich die vorliegende Arbeit vor allem mit der Prognose des PCa in der
molekularbiologischen Diagnostik befasst, wird an dieser Stelle auf eine tiefergehende
Darstellung der vielfaltigen Therapieoptionen des PCa verzichtet. Der o.g. relativen
Ubertherapie geringgradig maligner Tumore stehen unzureichende
Behandlungsmaoglichkeiten bei fortgeschrittener Erkrankung gegentiber. Metastasierung ist
die Hauptursache fir Todesfalle im Zusammenhang mit dem PCa (Wang et al., 2018a). Um
dem entgegenzutreten, bedarf es eines besseren Verstandnisses der Progression des
PCa.
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1.6  Tumorprogression des Prostatakarzinoms

Das PCa metastasiert zunachst in die benachbarten Lymphknoten, gefolgt von Metastasen
in Knochen, Lunge und Leber (Wang et al.,, 2018a). Metastasen entstehen durch die
Ablésung einzelner oder mehrerer Zellen vom Primarius, die die Fahigkeit zur Migration
besitzen und die an einem vom Primarius entfernten Teil des Kérpers Absiedelungen in
Form neuer Tumore bilden (Suhail et al., 2019). Diese abgelésten Tumorzellen bezeichnet
man als zirkulierende Tumorzellen (CTCs), sobald sie in den Blutstrom eingetreten sind
(Intravasation). Teilweise lassen sich im peripheren Blut von Patienten mit wenigen
Metastasen sehr viele CTCs nachweisen (Nagrath et al., 2007). Dies und die Tatsache,
dass die Metastasierung nicht in alle Gewebe und Organe erfolgt, sondern bestimmte
Organe von bestimmten Tumorentitdten bevorzugt werden (Fidler, 2003), stitzt die
Hypothese, dass zusatzlich zu den Veranderungen innerhalb der Tumorzellen auch die
Umgebungsbedingungen flir die metastatische Kolonisierung von entscheidender
Bedeutung sind (Nieto et al., 2016).

Eine wichtige Rolle in diesem Prozess wird der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT)
zugeschrieben (Wang et al., 2018a), einem in der Embryonalperiode physiologischen
Vorgang wahrend der Gastrulation. EMT ist ein komplexer biochemischer Prozess, der es
polaren Epithelzellen ermdglicht, sich von der Basalmembran zu I6sen, nachdem sie einen
mesenchymalen Phanotyp angenommen haben. Dieser mesenchymale Phanotyp zeichnet
sich unter anderem durch eine verbesserte Fahigkeit zur Migration und Invasion und
verminderten Empfindlichkeit gegeniber der durch die Ablésung vom Primartumor
induzierten Apoptose (Anoikis) aus. Durch den umgekehrten Prozess, die mesenchymal-
epitheliale Transition (MET), entstehen sekundare Epithelien. Die EMT ist auch in der
Gewebsregeneration, z.B. im Rahmen der Wundheilung, aber auch im Gewebeumbau, z.B.
der Fibrosierung von Organen, beschrieben. Im Gegensatz zur embryonalen EMT ist diese
entziindungs- oder traumaassoziiert. Eine dritte Form der EMT tritt schlieRlich in Zellen auf,
die zuvor Veranderungen in Genen, die das klonale Wachstum und somit die Tumorgenese
beglnstigen, erfahren haben (Kalluri and Weinberg, 2009). Die EMT wird in der Regel
induziert durch die Expression EMT- spezifischer Transkriptionsfaktoren (u.a. Snail, Zeb,
Twist) und miRNAs. Die Auspragung mesenchymaler Merkmale ist hierbei sehr
unterschiedlich. Die Zellen oszillieren zumeist innerhalb eines Spektrums zwischen dem
epithelialen und dem mesenchymalen Zustand (Abb. 7). Einige Zellen erwerben nur einige
wenige mesenchymale Merkmale, wahrend andere ihre epithelialen Merkmale vollstandig
verlieren. Die MET beendet schlie3lich den hybriden Zustand und erméglicht den Zellen die
metastatische Kolonisierung (Nieto et al., 2016), da mit ihr der proliferative Charakter

epithelialer Zellen zurtickkehrt.
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Zum besseren Verstandnis der Metastasierungsmechanismen des PCa wurden mehrere
Xenograft-Modelle etabliert. Hierbei wurden von menschlichen Tumoren gewonnene
Tumorzellen zur Modellierung des Tumorwachstums und der Progression in vivo genutzt.
Haufig verwendete humane PCa- Zelllinien sind u.a. PC- 3, LNCaP , DU- 145, und VcaP.
Da diese Zelllinien in vivo ein unterschiedlich stark ausgepragtes Metastasierungsverhalten
zeigen, eignen sie sich, um anhand der Herauf- bzw. Herabregulation der Expression
verschiedener Gene und der darauffolgenden Veranderung des Metastasierungsverhaltens
die Mechanismen des metastatischen Prozesses zu entschlisseln (Lange et al., 2012). Auf
diese Weise konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Depletion von CD46 in
schwach metastatischen PCa-Zellen in vitro die EMT beglnstigt und in vivo die Bildung von
Mikrometastasen induziert (Lange et al., 2020).

Plasticity through transitional states during EMT/MET

EM1 EM3

Metastable Metastable

Dissolution of junctions Residual junction puncta
Loss of apico-basal polarity Front-back polarity

Energy

E/M score

Epithelial Mesenchymal
Stable EM2

Stable
No junctions
Front-back polarity

Intact junctions Stable
Well developed polarity

Residual apical
junctions

Stromal interactions
Residual ECM remodeling

iunction

GRHL2, OVOL1/2 SNAI1/2 ZEB family, TWIST1 ZEB family, TWIST1

ESRP1/2 SRSF1, RBFOX2
miR200 family, miR34a

Epithelial Promoters

H3K4me3, H3KAc H3K4me3, H3KAc, H3K9/27me3 H3K9/27me3,
H3K27me3 CpG methylation
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1.7  DDX21

DDX21 ist eine DEAD- box Helikase, die zahlreiche Funktionen in der Biogenese von
Ribosomen erfillt (Valdez et al., 2002). Ribosomen bestehen aus ribosomaler
Ribonukleinsdure (rRNA) und ca. 80 Proteinen. Die Bestandteile der Ribosomen werden
durch drei verschiedene RNA- Polymerasen (Pol | — IlI) durch Transkription ribosomaler
DNA (rDNA) synthetisiert. Pol | synthetisiert 18S- rRNA, 5,8S-rRNA und 28S- rRNA.
18S- rRNA wird prozessiert zur 40S Untereinheit. 5,8S- rRNA und 28S- rRNA werden,
gemeinsam mit der von Pol lll synthetisierten 5S- rRNA, prozessiert zur 60S Untereinheit
des Ribosoms. Pol Il synthetisiert zum einen die heterogene nukledre RNA (hnRNA) fir die
ribosomalen Proteine, zum anderen small nucleolar RNAs (snoRNAs), die fir die
Prozessierung und Modifikation der rRNA von Bedeutung sind (Leary and Huang, 2001,
Calo et al, 2015). Im Nukleoplasma ist DDX21 Teil des 7SK small nuclear
ribonucleoprotein- Komplexes (7SK snRNP). ADP- ribosyliertes DDX21 transloziert in den
Nukleolus (Kim et al., 2019).

Promotorgebundenes DDX21 katalysiert mittels seiner Helikaseaktivitat die Losung des
positiven Transkriptionselongationsfaktors b (P- TEFb) vom 7SK- snRNP- Komplex.
Hierdurch wird die Transkription der Zielgene des Promotors stimuliert (Abb. 8) (Calo et al.,
2015).
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DDX21 reguliert die Prozessierung und Modifikation von Bestandteilen der ribosomalen
40S Untereinheit (Sloan et al., 2015). Viele Promotoren von durch Pol Il transkribierten
Genen rekrutieren DDX21 als Transkriptionsfaktor (Calo et al., 2015). Wie oben bereits
erwahnt transkribiert Pol Il vor allem die Gene fir ribosomale Proteine und polymerisiert
snoRNAs fir die Prozessierung und Modifikation der rRNA. DDX21 ist also einerseits
Transkriptionsfaktor fur die Proteinbausteine der Ribosomen, andererseits beteiligt an der
Biogenese der ribosomalen RNA-Bausteine. DDX21 kann folglich als ein fir die Biogenese

zentrales Enzym angesehen werden.
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2 Zielsetzung

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte bereits nachgewiesen werden, dass die
Expression der DEAD-box Helikase DDX21 mit dem metastatischen Potential von
PCa- Xenograftmodellen zunimmt. Dazu passend wurden in den Xenografttumoren neben
DDX21 auch signifikant veranderte Expressionslevel von sieben Mikro-RNAs (miR- 9, 15a,
15b, 16, 23b, 34a, 186) gemessen, die mit DDX21 interagieren. Die Primartumoren und
spontanen Lungenmetastasen des am starksten metastasierenden Xenograftmodells der
Zellinie PC-3 wiesen im Vergleich zu den nicht metastasierenden
Xenograft- Primartumoren der Zelllinie DU- 145 deutlich verstarkte nukledre und nukleolare
Proteinlevel von DDX21 auf. Aufgrund der hohen Anzahl zwischen den Modellen
gleichgerichtet veranderter, interagierender miRs suggerierten diese Ergebnisse, dass
DDX21 als ,Knotenpunkt® eines metastasierungsassoziierten mRNA/ miR Netzwerks
fungieren koénnte (Lange et al., 2020). Es wurden bereits einige Experimente zur
funktionellen Analyse von DDX21 in Tumorzellen unterschiedlicher Entitdt in vitro
durchgefihrt (Holmstrom et al., 2008, Hirai et al., 2013, Calo et al., 2015, Sloan et al., 2015,
Song et al., 2017, Xing et al., 2017, Zhang et al., 2018, Argaud et al., 2019, Kim et al., 2019,
McRae et al., 2020, Santoriello et al., 2020, Wang et al., 2020, Marcaida et al., 2020), jedoch
wurden nur wenige Experimente zum Verstandnis von DDX21 in vivo durchgeflhrt (Zhang
et al., 2014, Cao et al., 2018, Kim et al., 2019, Johansson et al., 2020). Die klinische
Relevanz von DDX21 wurde bisher lediglich in einer einzigen Studie zum kolorektalen
Karzinom untersucht (Tanaka et al., 2020). Zur funktionellen Rolle von DDX21 im PCa-
Tiermodell gibt es bis dato nur die genannte Vorarbeit der Arbeitsgruppe (Lange et al.,
2020), aber keine Untersuchungen zur Rolle von DDX21 im PCa an humanem Material.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Beantwortung der Frage, ob die
Proteinexpression und —lokalisation von DDX21 mit einem besonders aggressiven
Tumorphanotypen in Patienten assoziiert ist. Hierbei sollten der préoperative PSA- Wert,
das pT- Stadium, cT- Stadium, der Gleason-Score in der praoperativen Biopsie und im
Prostatektomiepraparat, das pN- Stadium sowie der R- Status betrachtet werden.
AuRerdem sollte der Frage nachgegangen werden, ob die Proteinexpression/ -lokalisation
von DDX21 in unterschiedlichen molekularen PCa- Subtypen grundsatzlich mit bestimmten
genomischen Aberrationen vergesellschaftet ist. Hierfur sollten die TMPRSS2:ERG- Fusion
sowie die 10923-, 5g21- und 3p13- Deletion betrachtet werden. Es sollte aul’erdem
untersucht werden, ob die Proteinexpression/ -lokalisation von DDX21 als Marker zur
Prognoseabschatzung von PCa- Patienten herangezogen werden kann, ggf. spezifisch
innerhalb der o.g. molekularen PCa- Subtypen. Dazu wurde der bereits etablierte
Hamburger tissue microarray (TMA) des Instituts fur Pathologie des Universitatsklinikums

Hamburg- Eppendorf (UKE) (Prof. Dr. med. Guido Sauter) verwendet. Zusatzlich zu den
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Gewebeproben standen dabei auch vielfaltige histopathologische
Untersuchungsergebnisse, praoperativ- klinische Daten, sowie  postoperative
Verlaufsparameter zur Verfigung. Als Endpunkt wurde das BCR festgelegt. Die
Prognoseabschatzung in Bezug auf das rezidivfreie Uberleben radikal prostatektomierter
Patienten sollte univariat und multivariat unter Bericksichtigung verschiedener etablierter

Parameter erfolgen.
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3 Material und Methoden

31 Gewebemikroarray und Patientendaten

Die vorliegenden Untersuchungen wurden an einem TMA des Instituts fur Pathologie des
UKE mit 17.753 PCa- Patientenproben durchgefiihrt. Ublicherweise werden
immunhistochemische Farbungen an Praparaten vorgenommen, die bis zu wenige
Zentimeter groB sind. Im Anschluss werden die gefarbten Praparate einzeln mikroskopisch
analysiert. Im Gegensatz dazu handelt es sich beim TMA um ein Hochdurchsatzverfahren,
bei dem von jeder Gewebeprobe nur ein 0,6 mm grofRer Stanzzylinder in einem
Paraffinblock platziert wird. In einem Block kénnen bis zu 1000 Stanzzylinder platziert
werden. Vom Paraffinblock werden anschlielend wie gewohnt mit dem Mikrotom 4 — 5 ym
dicke Gewebeschnitte angefertigt und auf Objekttrager gezogen. Dadurch wird eine
schnelle und vor allem untereinander vergleichbare Farbung und Analyse einer sehr grof3en
Anzahl von Proben erméglicht. Die gro3e Probenzahl und vergleichbare Anfarbung erlaubt
die Ableitung statistisch belastbarer Ergebnisse. In der vorliegenden Arbeit wurden Stanzen
aus Karzinomarealen von Prostatektomiepraparaten analysiert. Die Proben verteilten sich
auf 39 Objekttrager mit 144 bis 522 Stanzen. Das Material stammte von Patienten, die sich
an der Martini- Klinik Hamburg (Prof. Dr. med. Markus Graefen) im Zeitraum von 1992 bis

2015 einer radikalen Prostatektomie unterzogen hatten.

Der PSA- Wert der Patienten wurde praoperativ, postoperativ und anschliellend im Abstand
von 3 Monaten im ersten Jahr gemessen, gefolgt von halbjahrlichen Messungen im zweiten
Jahr und jahrlichen Messungen nach dem dritten Jahr. Postoperative PSA- Werte tber
0,2 ng/ml wurden als BCR definiert. Die Herstellung des TMA wurde vielfach beschrieben,
beispielsweise 1998 von Kononen et al. und 2008 von Schlomm et al. Letztlich war jedes
Prostatektomiepraparat mit einer runden Stanze aus dem primaren Tumorfokus, definiert
durch die Ausdehnung und/ oder den hdchsten Gleason- Grad, mit einem Durchmesser
von ca. 600 ym auf den Objekttragern reprasentiert (Kononen et al., 1998, Schlomm et al.,
2008). Unserer Arbeitsgruppe stand nur eine pseudonymisierte Liste fur die Zuordnung der
einzelnen Patienten zu den TMA- Koordinaten zur Verfigung, so dass wir die
Farbeergebnissen der einzelnen Stanzen Pseudonymen zuordnen konnten. Zu keinem
Zeitpunkt hatten wir selbst Einsicht in die klinischen und histopathologischen Daten der
Patienten. Die Korrelation der Farberesultate mit den klinischen, histopathologischen und
molekularen Daten erfolgte anschlieRend freundlicherweise durch Prof. Dr. G. Sauter und
Mitarbeiter, die (iber ein entsprechendes Ethikvotum der Arztekammer Hamburg verfiigen.
Die Auswertung der Farbung wurde nach Auftreten und Lokalisation der Immunreaktivitat

(negativ, nuklear, nukleolar) eingeteilt.
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3.2 Immunhistochemie

Fir den Nachweis von DDX21 wurde eine immunhistochemische Farbung (IHC) am
Paraffinschnitt etabliert. Hierfir wurden Gewebeschnitte von humaner Gallenblase
(freundlicherweise Uberlassen von Prof. Dr. med. Andreas Gocht, Lubeck) als
Positivkontrolle sowie eine Isotypenkontrolle vom Kontrollgewebe bei der Farbung
mitgefiihrt. Die Schnitte wurden entparaffiniert und in absteigender Ethanolreihe rehydriert.
Nach Austestung verschiedener Vorbehandlungen der Gewbeschnitte sowie
unterschiedlicher Endkonzentrationen des Primarantikérpers wurde folgendes Vorgehen
festgelegt: Die Schnitte wurden in Citratpuffer (pH = 6) in einem Druckkocher fiir 10 Minuten
bei 121 °C vorbehandelt. Durch die Vorbehandlung wurden die Epitope demaskiert bzw.
unspezifische Bindungsstellen fur die Antikorper verringert. Nach der Vorbehandlung
wurden die Schnitte zweimal mit TBS- T (30,29 g Trizma Base + 43,54 g NaCl + 100 ml
HCI [2 mol/l] auf 5 | aqua dest. [pH = 7,6] + 0,1% TWEEN-20) gewaschen, sowie einmalig
fur 5 Minuten mit TBS (Zusammensetzung wie bei TBS- T, nur ohne TWEEN- 20) gesplilt.
Nach der Vorbehandlung wurden die Schnitte fir 60 Minuten mit dem Primarantikérper
gegen DDX21 (Abcam, Cambridge, UK, ab182156) in einer Endkonzentration von
4,58 pyg/mL, verdinnt in Antibody-Diluent (Dako, Glostrup, DK), bei Raumtemperatur
inkubiert. Als Isotypenkontrolle wurde monoklonales Rabbit-IgG (Abcam, ab125938) in
einer Endkonzentration von 4,59 ug/mL verwendet. Anschlief’end wurden die Schnitte mit
TBS-T und TBS wie oben beschrieben gewaschen und mit einem biotinylierten
swine- anti- rabbit- Sekundarantikérper (Dako, E0353, Endkonzentration 2,5 ug/mL) fir 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Schnitte erneut mit TBS- T und
TBS gewaschen. Zur Visualisierung der Bindung des Primarantikdrpers an DDX21 wurde
die Avidin- Biotin- Komplex- Methode angewandt. Bei dieser immunhistochemischen
Farbetechnik handelt es sich um ein indirektes Nachweisverfahren, da der Primarantikérper
zur Sichtbarmachung Uber den Zwischenschritt des biotinylierten Sekundarantikorpers an
ein enzymatisches Amplifikationssystem gekoppelt wird. Als Amplifikator wurde dabei in
diesem Versuch an Avidin gekoppelte alkalische Phosphatase (ABC- AP) eingesetzt. Die
Schnitte wurden dazu 30 Minuten lang bei Raumtemperatur mit ABC- AP (Vector-
Laboratories, Burlingame, USA) inkubiert. Danach wurden die Schnitte wiederum mit
TBS-T und TBS gewaschen. Als Chromogen kam Permanent Red (Zytomed Systems,
Berlin, D) als Substrat fir die Alkalische Phosphatase zum Einsatz. Die Schnitte wurden fur
14 Minuten mit Permanent Red bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend nach dem
oben beschrieben Verfahren mit TBS- T und TBS gewaschen. Der Umsatz von Permanent
Red fuhrte zu einer roten Farbung. Die Schnitte wurden 3 Minuten mit Leitungswasser und
2 Minuten mit destilliertem Wasser gespult und 4 Sekunden mit Mayers Hamalaunlésung

(Merck, Darmstadt, D) zur besseren Kontrastdarstellung gefarbt (Anfarbung der Zellkerne).
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Im Anschluss wurden die Schnitte 5 Minuten mit Leitungswasser und 2 Minuten mit
destilliertem Wasser gespult. Nach der anschlieBenden Entwasserung in einer

aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol wurden die Schnitte mit Eukitt eingedeckelt.

3.3  Statistische Analyse

Die Berechnungen wurden freundlicherweise durch das Institut fir Pathologie des UKE
vorgenommen.

Die statistische Analyse wurde mittels JMP® 11- Software (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA) durchgefiihrt. Es wurden Kontingenztafeln erstellt und der Chi- Quadrat- Test
(Wahrscheinlichkeit) durchgefiihrt, um Assoziationen zwischen molekularen Parametern
und Tumorphénotyp zu bestimmen. Die Uberlebenskurven wurden nach Kaplan- Meier
berechnet. Der Log- Rank- Test wurde angewendet, um signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen festzustellen. Eine Cox- Regressionsanalyse wurde durchgefiihrt,
um die statistische Unabhangigkeit und Signifikanz zwischen pathologischen, molekularen
und klinischen Variablen zu testen. Es wurden multivariate Analysen durchgefihrt, um die
klinische Relevanz der DDX21- Expression in vier verschiedenen Szenarien zu bewerten.
In Szenario 1 wurden alle postoperativ verfligbaren Parameter wie praoperativer
PSA- Spiegel im Serum, pathologisches Tumorstadium (pT), pathologischer Gleason-Grad
basierend auf der Analyse des gesamten Prostatektomiepraparates, pathologischer
Lymphknotenstatus (pN), Resektionsrand und DDX21-Expression berlcksichtigt. Szenario
2 enthielt mit Ausnahme von pN dieselben Parameter wie Szenario 1. Der Grund fir den
Ausschluss war, dass sowohl die Indikation als auch der Grad der Lymphknotendissektion
in der chirurgischen Therapie des PCa nicht standardisiert sind und dass der Ausschluss
von pN in multivariaten Analysen die Anzahl der analysierbaren Falle erheblich erhdhen
kann. Szenario 3 umfasste die DDX21- Expression, den praoperativen PSA- Spiegel, das
klinische Tumorstadium (cT) und den Gleason-Grad, der in den Prostatektomieproben
bestimmt wurde. Da die postoperative Beurteilung des Gleason- Grades eines Tumors dem
praoperativ bestimmten Gleason- Grad Uberlegen ist (Epstein et al., 2012), wurde Szenario
4 hinzugefligt, in dem der praoperative Gleason- Grad, der in Stanzbiopsien bestimmt

wurde, mit praoperativem PSA, cT- Stadium und DDX21- Expression kombiniert wurde.
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Deckglaser fur Mikroskopie Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Druckkocher Pascal Dako (Glostrup, DK)

Durchlichtmikroskop Axiostar Carl-Zeiss (Oberkochen, D)

Eisbereiter Hoshizaki (Toyoake, Japan)
Einweg-Pasteurpipetten Roth (Karlsruhe, D)

Kolbenhubpipetten Eppendorf (Hamburg, D)
Kolbenhubpipetten Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Gefrierschrank — 20 °C Liebherr (Biberach, D)

Kihlschrank 4 °C Liebherr (Biberach, D)

Magnetrihrer IKA RCT basic Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Mikrotom HM 430 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Objekttrager Marienfeld (Lauda-Kdnigshofen, D)
Objekttrager Strecktisch Medax (Neumunster, D)
Paraffin-Streckbad Medax (Neumdinster, D)

pH-Meter MP220 Mettler Toledo (Columbus, USA)
Pipettenspitze 20, 100, 200 pl Sarstedt (NUmbrecht, D)

Reagiergefald 1,5 ml Sarstedt (NUmbrecht, D)

Rollenmischer RM 5 Hecht-Assistent (Sondheim, D)

SafeLock Tubes 2,0 ml Eppendorf (Hamburg, D)

SafeSeal Gefa 0,5 ml Sarstedt (NUmbrecht, D)
Schittelmaschine REAX 2000 Heidolph (Schwabach, D)

Stainer Varistain 24 — 4 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Sterilisationskammer Varioklav 75 S HP-Labortechnik (OberschleilRheim, D)
Transformer iMed 1000 Noratel (Grafenau, D)

Warmeschrank Melag (Berlin, D)

Wippschittler ST 5 Ingenieurburo CAT (Ballrechten- Dottingen, D)

3.5 Reagenzien

Citronensaure-Monohydrat (EMSURE) Merck (Darmstadt, D)

Dako Antibody Diluent (S0809) Dako (Glostrup, DK)

Dako swine anti-rabbit biotinylated (E0353) Dako (Glostrup, DK)

Ethanol 96 % (2206.5000) Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen, D)
Ethanol 99 % (2212.5000) Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen, D)
Eukitt O. Kindler GmbH (Freiburg, D)

Mayers Hamalaunlésung Merck (Darmstadt, D)

25



Natriumchlorid, crystalline

Permanent AP Red Kit

Rabbit IgG (ab125938)

Recombinant Anti-DDX21 (ab182156)
Salzsaure 2,0 mol/L

TWEEN 20 (Polysorbat)

Trizma base, crystalline

Vectastain ABC-AP Kit

Xylolersatz Medium HS200-5

Xylol z.A. (326.1000)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Zytomed Systems (Berlin, D)

Abcam (Cambridge, UK)

Abcam (Cambridge, UK)

Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen, D)
Merck (Darmstadt, D)

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Vector- Laboratories (Burlingame, USA)
DiaTec (Bamberg, D)

Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen, D)
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4 Ergebnisse

4.1 Eine vermehrte DDX21- Expression geht mit einem aggressiveren
Tumorphéanotypen einher

Die Korrelationen zwischen PCa- Phanotyp und IHC- Farbung (Abb. 9) sind in Tabelle 6
zusammengefasst. Ubereinstimmend mit den Voruntersuchungen, in denen die
Xenografttumore mit starkerem Metastasierungsverhalten eine erhdhte DDX21- Expres-
sion aufwiesen, zeigten Patienten mit DDX21- positiven Tumoren einen aggressiveren
Tumorphanotypen als Patienten mit DDX21-negativen Tumoren. Die Zunahme der
DDX21- Expression mit zunehmender Aggressivitat des Tumors konnte uUber alle
untersuchten phanotypischen Merkmale (pT- Stadium, Gleason- Score im Prostatektomie-
praparat, Vorliegen von Lymphknotenmetastasen, praoperativer PSA- Wert im Serum, alle

p < 0,0001, R- Status p <0,05) nuklear, insbesondere aber auch nukleolar beobachtet
werden.
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Am eindeutigsten zeigte sich bei diesen Merkmalen die Assoziation zwischen der
DDX21- Epression und dem hoheren Gleason- Score im Prostatektomiepraparat. Bei
einem Gleason- Score von <3 + 3 waren 21,1 % DDX21- negativ, 70,4 % zeigten eine
nukledre DDX21- Expression und 8,5 % eine nukleolare DDX21- Expression. Bei einem
Gleason- Score von =4 + 4 zeigten sich die Werte entsprechend verschoben hin zur
nukeldren bzw. nukleolaren Expression (6,6 %, 79 %, 14,4 %) (p < 0,0001). Ebenso war
unter den Patienten mit hoheren  Tumorstadien und  nachweisbaren
Lymphknotenmetastasen eine signifikante Zunahme eines positiven DDX21-Nachweises
zu verzeichnen. Ein relativ schwacher, aber dennoch signifikanter Zusammenhang zeigte
sich auch zwischen R- Status und DDX21- Status (RO 13,1 %, 72,4 %, 14,6 % versus R1
10,9 %, 73,5 % 15,6 %, p < 0,05) (Tabelle 6).

Tabelle 6: Assoziation zwischen DDX21-Status und Tumorphénotyp

DDX21 Parameter n beurteilbar negativ nuklear nukleoldar p Wert
(%) (%) (%)

Gesamt 10799 12,7 72,6 14,8
pT Stadium
pT2 6810 14,4 72,2 13,3 < 0,0001
pT3a 2455 10,8 70,7 18,5
pT3b - pT4 1494 7.4 77,4 15,2
pGleason-Score
<3+3 1986 211 70,4 8,5 < 0,0001
3+4 5769 12,6 71,6 15,7
3+4Tert. 5 486 7.4 74,9 17,7
4+3 1097 9,1 74,0 16,9
4 +3Tert. 5 769 4,3 76,2 19,5
24+4 610 6,6 79,0 14,4
Lymphknotenmetastasen
NO 6506 12,4 71,3 16,2 < 0,0001
N+ 791 7.1 74,7 18,2
Praop. PSA-Wert
(ng/mL)
<4 1260 11,9 71,6 16,5 < 0,0001
4-10 6381 12,3 72,0 15,7
10-20 2297 14,0 73,7 12,4
>20 793 12,5 76,2 11,3
Resektionsrand
RO 8540 13,1 72,4 14,6 0,0127
R1 2219 10,9 73,5 15,6
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4.2 Die DDX21-Expression ist mit dem TMPRSS2:ERG Fusionsstatus und
der PTEN-Deletion assoziiert.

In der Untergruppe der TMPRSS2:ERG- fusion (ERG)-positiven Tumore zeigte sich
gegenuber der Untergruppe der ERG- negativen Tumore eine deutliche Zunahme der
nukleolaren Expression von DDX21 zu Lasten der DDX21- negativen Falle (p < 0,0001,
Abb. 10). Der ERG-Status wurde bereits im Vorfeld mittels ERG-IHC und ERG-FISH
bestimmt und gehért zum molekularen Datensatz des TMA.
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10 A
00

ERG negative | ERG positive ERG normal ERG BA
(n=3937) (n=3266) (n=2678) (n=2290)

ERG-IHC p<0.0001 ERG-FISH p<0.0001

Onegative Mnucleus tinucleolus

Abb. 10: Fraktionen nach DDX21-Expression und ERG- Status in %

In der Untergruppe der Patienten mit PTEN- Deletion (10g23del) zeigte sich gegentiber der
Gruppe mit normalem PTEN- Status ebenfalls eine Haufung der Falle mit nukleolarer
DDX21 Expression zu Lasten der Falle ohne nachweisbare DDX21 Level. Auch dieses
Ergebnis war statistisch signifikant (p < 0,0001, Abb. 11). Assoziationen zwischen der
DDX21- Expression/Lokalisation und anderen haufigen Deletionen wie 5921 (CHD1,
p=0,013) und 3p13 (FOXP1, p=0,004) waren vergleichsweise schwach. Eine Assoziation
mit der im Vorfeld bestimmten 6q15- Deletion (MAP3K7/TAK1, p=0,193) bestand nicht
(Abb. 11). Der 10g23-, 5g21- und 3p13- Deletionsstatus wurde ebenfalls bereits im Vorfeld
mittels FISH bestimmt und wurde der molekularen Datenbank des Instituts fir Pathologie
des UKE entnommen (Prof. Dr. G. Sauter).
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Abb. 11: Fraktionen nach DDX21-Expression und typischen Deletionen in %

4.3 Die DDX21-Expression prognostiziert bei ERG-negativen Patienten ein
friiheres BCR

Bei Betrachtung des gesamten Patientenkollektivs mit einem Beobachtungszeitraum von
10 Jahren (n = 9073) prognostizierte der DDX21- Status (negativ vs. nuklear vs. nukleolar)
ein friheres BCR bei beiden Patientengruppen mit nachweisbarer DDX21- Expression
(p <0,0001, Abb. 12).
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Dieser Effekt beruhte hauptsachlich auf der Untergruppe der ERG- negativen Patienten, in
der ein nukleolarer DDX21-Nachweis mit einer besonders schlechten Prognose bezogen
auf das BCR- freie Uberleben einherging (p < 0,0001, Abb. 13). Im Gegensatz dazu hatte
der DDX21- Status in der ERG- positiven Untergruppe keinen prognostischen Wert
(p =0,1, Abb. 14).

1,0

a -

=

= 0,87

>

w .

©

£ 0,64

®

Q _

c

L 0,47

3 ] = negative (n=714)

D

= 02- nucleus (n € )

) = nucleolus (n=302)

a i p<0.0001
010 ! I | ! | L ! | ! I | ! | L | !

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
months

Abb. 13: BCR-freies Uberleben ERG- negative Tumore

1,0

= _

P

e 0,87

3>

w -

)

£ o06-

)

'S ]

C

S 04+

3 -

D 1 — negative (n=166)

E 0.2 nucleus (n=2184)

P , — nucleolus (n=656)

N - p=0.1069
0,0 I | ! 1 T | T T T T T I . I ; I : : I

0O 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
months
Abb. 14: BCR-freies Uberleben ERG- positive Tumore

31



In der multivariaten Analyse zeigte sich ein signifikanter unabhangiger Vorhersagewert in
multivariaten Szenarien mit den Anpassungsvariablen praoperativer PSA- Wert,
cT- Stadium, und pra- oder postoperativer Gleason-Score (Tabelle 7). Sofern pT- Status,
pN- Status oder R- Status in die multivariate Analyse einbezogen wurden, verlor der

DDX21- Status seinen prognostischen Aussagewert.

Tabelle 7: Multivariate Analyse der prognostischen Rolle des DDX21- Status im
PCa

Szenario n p Wert
Praop. pT cT Gleason Gleason pN R p
PSA Stadium Stadium Prostatektomie Biopsie Stadium Stadium Wert
Nr. 1 5923 <0,0001 <0,0001 - <0,0001 - <0,0001 <0,0001 0,089
Nr. 2 8976 <0,0001 <0,0001 - <0,0001 - - <0,0001 0,149
Nr. 3 8835 <0,0001 - <0,0001 <0,0001 - - - 0,019
Nr. 4 7729 <0,0001 - <0,0001 - <0,0001 - - 0,0029
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5 Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass PCa mit nachweisbarer
DDX21- Expression aggressiver sind und die Patienten ein friiheres BCR erleiden als
Patienten ohne nachweisbare DDX21- Expression. Dieser Befund legt nahe, dass die
Annahme eines prometastatischen Effektes von DDX21 im von Lange et al.
vorgeschlagenen mRNA/ miR- Netzwerk der spontanen systemischen Dissemination beim
PCa =zutrift. Von Lange et al. waren zur Entschlisselung des Netzwerkes die
Genexpression mittels Genchip microarray und die Proteinexpression mittels
massenspektrometrischer Proteomanalytik in Xenograft-Primartumoren mit hohem (PC-3),
moderatem (VcaP) und niedrigem (DU145) metastatischem Potential verglichen worden.
Dabei konnte u.a. gezeigt werden, dass die DDX21- Expression mit steigendem
Metastasierungspotential der PCa- Xenograftmodelle zunimmt (Lange et al., 2020). Diese
Zunahme konnte durch die gleichzeitige Abnahme von miR-34 und miR- 16 in dem
Interaktionsnetzwerk erklart werden, da beide miRs die Expression von DDX21
posttranskriptionell regulieren (Kaller et al., 2011, Selbach et al., 2008). Auferdem ist
bekannt, dass miR- 34 und miR- 16 in vitro die Expression typischer EMT- Transkriptions-
faktoren in Zellen des kolorektalen Karzinoms (Kaller and Hermeking, 2016) sowie des
Bronchialkarzinoms (Wang et al., 2018b) hemmen. Passend zur Abnahme von miR-34 und
miR-16 waren in dem Netzwerk von Lange et al. Marker der EMT in den starker
metastasierenden Xenografts auf Gen- und Proteinexpression erhoht. Ublicherweise
erreichen mMiRNAs diese Inhibition mittels Basenpaarung an einem komplementaren
MRNA- Strang. Der entsprechende Abschnitt auf der mRNA wird damit fur die ribosomale
Translation kompetitiv blockiert. Die so markierte mRNA wird anschlieRend durch
3‘- 5'- Exoribonukleasen abgebaut (Valencia-Sanchez et al., 2006). Es lasst sich also
vermuten, dass DDX21 funktionell mit der EMT zusammenhangt, was sich auch in der

Regulation durch zumindest teilweise gleiche miRs aulert.

Damit DDX21 seine Wirkung als Co- Aktivator der Pol Il entfalten kann, muss vorher eine
PARP- 1 vermittelte ADP- Ribosylierung erfolgen. ADP- ribosyliertes DDX21 transloziert in
den Nukleolus (Kim et al., 2019). Neben der ADP-Ribosylierung von DDX21 spielen PARP
eine wichtige Rolle bei der Reparatur von DNA- Einzelstrangbrichen mittels
Basenexzisions-reparatur. Wenn diese Reparatur ausbleibt und auch nicht anderweitig
kompensiert wird, entstehen in der Folge Doppelstrangbriiche und es kommt letztlich zum
Untergang der Zelle. Der wichtigste Kompensationsmechanismus fur eine defekte
PARP- vermittelte Einzelstrangreparatur sind die Proteine BRCA1 (Breast Cancer 1,
early- onset) und BRCA2. Sie sind kodiert auf den gleichnamigen Genen BRCA1 und

BRCA2. Sie sind in der Lage, mittels homologer Rekombination Doppelstrangbriiche zu
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reparieren. Fur Mammakarzinom- Zellen konnte in vivo im Xenograftmodell gezeigt werden,
dass die PARP- Inhibition das Tumorwachstum jedoch nicht nur durch die verminderte
Einzelstrangreparatur beeintrachtigt, sondern auch durch die Veranderung der
DDX21- ADP- Ribosylierung, Translokation von DDX21 in den Nukleolus und
rRNA- Konzentration(Kim et al., 2019). Auch wurde DDX21 bereits als potentielles
therapeutisches Ziel beim Mammakarzinom diskutiert (Zhang et al., 2014). Es konnte
bereits gezeigt werden, dass eine Depletion von DDX21 die Polymerisation von 18S- rRNA
und 28S- rRNA unterdriickt und DDX21 somit auch einen stimulierenden Einfluss auf Pol |
haben kénnte (Yang et al., 2003, Henning et al., 2003). AulRerdem verhindert die
DDX21- Depletion die G1S-Zellzyklusprogression und induziert einen G- Arrest
(Holmstrom et al., 2008). Eine PARP- Inhibition ist besonders wirksam, wenn in den Genen
BRCA1 und BRCAZ2 eine die Proteinfunktion einschrankende Mutation vorliegt.
PARP- Inhibitoren (z.B. Olaparib) werden schon seit einigen Jahren z.B. in der Therapie
des Mammakarzinoms eingesetzt. Seit 2020 wird die PARP- Inhibition jedoch auch
vermehrt in der Therapie des metastasierten CRPC unter Beriicksichtigung des BRCA-
Mutationsstatus angewandt (Nientiedt et al., 2021). Moglicherweise ist eine PARP-Inhibition
im Hinblick auf die Verhinderung der Translokation von DDX21 in den Nukleolus auch beim

PCa sinnvoll.

DDX21 ist ein Co- Aktivator des onkogenen Transkriptionsfaktors c- Jun (Gustafson and
Wessel, 2010). Zusammen mit c- Fos bildet c- Jun den Transkriptionsfaktor AP-1. In
PCa- Zellen (LNCaP und PC- 3) konnte gezeigt werden, dass c- Jun ein wichtiger Faktor in
der Progression des hormon- sensitiven PCa (HSPC) zum CRPC ist. Hier wirkt es im
Rahmen einer Signalkaskade zusammen mit den Proteinen N-cadherin und N-myc
downstream regulated gene 1 (NDRG1), welches auf dem gleichnamigen Gen kodiert ist.
N- cadherin ist ein bedeutendes Transmembranprotein, das Zell- Zell- Kontakte vermittelt
und wichtige Funktionen in der EMT vermittelt. Es férdert die Migration und Invasion von
Zellen. N- cadherin fordert die Heterodimerisierung von c- Jun und c- Fos zur bereits
erwahnten Bildung von AP- 1. AP- 1 bildet einen Komplex mit dem aktivierten AR und
besitzt eine hohere Affinitat zum 12- O- tetradecanoyl- phorbol- 13- acetate (TPA)
response element (TRE) als zum androgen response element (ARE) im Promotor von
NDRG1. Am TRE wirkt der Komplex in Verbindung mit der DNA Methyltransferase- 1
(DNMT1) durch DNA-Methylierung unterdriickend auf die Transkription des Zielgens
NDRG1. NDRG1 hemmt die Expression mesenchymaler Marker (u.a. N- cadherin,
Vimentin, Slug, Snail). Der Verlust von NDRG1 flihrt also zu einer Verschiebung hin zum
mesenchymalen Zustand. Da die Hemmung von N- cadherin durch die unterdrickte

NDRG1- Expression wegfallt, entsteht ein circulus vitiosus: die
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N- cadherin/ c- Jun/ NDRG1- Achse (Abb. 15) (Quan et al., 2021). In neuronal
differenzierten PC12- Zellen (Phaochromozytomzellen aus dem Nebennierenmark der
Ratte) konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung von DDX21 durch Genmutation bzw.
durch  Mikroinjektion von anti- DDX21- Antikdrpern  zu  einer Inhibition der
c- Jun- vermittelten Transkription flhrt (Fuller-Pace, 2006). Die Depletion von c- Jun fuhrt
in HeLa- Zellen in vitro zu einer verminderten Transloaktion von DDX21 in den Nukleolus
(Holmstrom et al., 2008).

----- Translocation —J» Stimulatory modification ——| Inhibitory modification @{@@ DNA methylation Q Androgen

D@@M{] DNA IMDW TRE m ARE % Cell membrane § Nuclear membrane\llDown regulation

Im Interaktionsnetzwerk von Lange et al. ist c- Jun Ubereinstimmend mit DDX21 verandert
(Lange et al., 2020). Um die Vermutung zu untermauern, dass DDX21 tber die Aktivierung
von c¢- Jun dessen EMT- induzierende Funktion férdern kénnte, sind weitere funktionelle
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Untersuchungen von DDX21 an PCa-Zelllinien in vitro und in Xenograft- Modellen in vivo

notwendig.

Die deutliche Assoziation von PTEN- Deletion und erhdhter DDX21- Expression kdnnte mit
der vermehrten Aktivitat des PI3K/ AKT/ mTOR-Signalweg erklart werden (Abb. 6). PTEN
ist, wie bereits beschrieben, ein bekanntes Tumorsuppressorprotein, das im Normalzustand
die Aktivitat von AKT reguliert. Beim Wegfall der PTEN- Funktion wird die Phosphorylierung
von AKT nicht mehr unterbunden, was zur dauerhaften Aktivierung des folgenden
Signalweges fuhrt (Alvarez-Garcia et al, 2019). Ein Zusammenhang des
PI3K/ AKT/ mTOR-Signalweges mit der DDX21- Expression oder -funktion ist bislang nicht
beschrieben worden. Denkbar ware, dass im Rahmen der zahlreichen onkogenen
Funktionen des Signalweges im PCa (Shorning et al, 2020) u.a. auch die
DDX21- Expression gefordert wird. Dieser Zusammenhang bleibt allerdings hypothetisch

und muss in weiteren funktionellen Untersuchungen von DDX21 betrachtet werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Vergleich der nukleolaren mit der nukledren Lokalisation
von DDX21 weitere prognostische Relevanz in der Untergruppe der
TMPRSS2:ERG- negativen PCa- Patienten hat. Offensichtlich beeinflusst nukleolares
DDX21 die PCa-Progression also nur dann besonders, wenn ERG nicht Gberexprimiert
wird. Wie oben bereits erwahnt, fiihrt eine Uberexpression von ERG zu erheblich
gesteigerter Entdifferenzierung, Migration und Invasion (Tomlins et al., 2007, Tomlins et al.,
2008). Allerdings hatte der ERG-Status per se in einer Hamburger Studie an einer
Vorganger-Version desselben TMAs keinerlei prognostische Relevanz (Krohn et al., 2012),
sodass unwahrscheinlich ist, dass DDX21 seine prognostische Wirkung wegen eines
Uberlagernden prognostischen Effekts der TMPRSS2:ERG-Fusion verliert. Stattdessen
muss beachtet werden, dass der Anteil DDX21-negativer Patienten in der Untergruppe
ERG-positiver Patienten deutlich reduziert war (5,5% gegenuber 19,6% bei ERG-negativen
Patienten). Allein diese geringere Fallzahl limitiert die statistische Signifikanz eines evtl.
Effekts. Die Zunahme von Fallen mit insbesondere nukleolarer DDX21-Lokalisation im
ERG-positiven Subset lasst sich méglicherweise durch die bekannte Interaktion von ERG
mit PARP1 erklaren (Brenner et al., 2011). Eine weitere Uberlegung ist, dass ERG mit
seinem zentralen Einfluss auf die Tumorzellproliferation die funktionellen Effekte von
DDX21 uberlagert. Die Beziehung zwischen TMPRSS2:ERG- Fusion und DDX21 sollte

durch weitere Untersuchungen naher beleuchtet werden.

Die Assoziation der vermehrten Expression von DDX21 mit dem Vorliegen einer

3p13- Deletion Iasst sich bislang auf Basis der verfugbaren Erkenntnisse nicht funktionell
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erklaren, da die funktionellen Mechanismen der 3p13- Deletion noch nicht ausreichend
entschlisselt werden konnten. Jedoch scheint im Rahmen der Verdnderungen der
Tumorzelle hin zur Tumorprogression die Assoziation beider Merkmale plausibel, da sie

jeweils mit einer schlechteren Prognose assoziiert sind.

Die Aussagekraft der vorliegenden Arbeit muss in erster Linie angesichts der Auswahl des
BCR nach radikaler Prostatektomie als primarem Endpunkt kritisch diskutiert werden. Wie
Patienten mit einem BCR weiter behandelt werden sollen, ist Gegenstand kontroverser
Diskussionen. Innerhalb von 10 Jahren erleiden 20 — 40 % der Patienten, die sich einer
radikalen Prostatektomie unterziehen, ein BCR. Das Auftreten eines BCR hat jedoch nicht
zwangslaufig einen Einfluss auf die Lebensqualitdt des Patienten. Auch lasst es keinen
Rickschluss auf das Vorliegen eines rezidivierten metastasierten PCa mit klinischer
Relevanz zu (Artibani et al, 2018). Auch in Bezug auf das Gesamtiberleben
(overall- survival, OS) ist die Aussagekraft in Folge des in der Regel erhdhten
Patientenalters von > 60 Jahren erheblich eingeschrankt. So zeigt sich in einem Vergleich
des OS mit dem Krebs-spezifischen Uberleben (cancer- specific- survival, CSS), dass das
Risiko, am PCa zu versterben, in den ersten 15 Jahren nach Auftreten eines BCR in etwa

gleich ist zum Risiko, an anderen Ursachen zu versterben (Abb. 16) (Bianco et al., 2005).

B Syr 10vr 1Svr
—— Death from other causes 5% 11% 33%
e==e= Death from prostate cancer 6% 16% 32%

0.8

Cummulative Incidence of Death
0.4 0.6

0.2

Patient Deaths (n)

0.0

Time After Prostate Cancer Recurrence (yr)

Abb. 16: PCa- spezifische Todesfille und Todesfalle anderer Ursachen nach
Auftreten eines BCR (Bianco et al., 2005)

Das Risiko, nach Auftreten eines BCR am PCa (gestrichelte Linie) zu versterben, ist
in den ersten 15 Jahren nach dem Auftreten des BCR etwa gleich dem Risiko, an

anderen Ursachen (durchgezogene Linie) zu versterben.
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So wurde auch in einer aktuellen Studie am vergréoRerten Hamburger Kollektiv deutlich,
dass fur den Endpunkt des CSS ein hoher Gleason-Score (24+4 vs. <3+3) viel bedeutsamer
ist (Hazard Ratio (HR): +17.86) als das Vorliegen eines BCR (HR: +4.4) (Oh-Hohenhorst et
al., 2022). Auch in Bezug auf die Vorhersage des Metastasen-freien Uberlebens
(metastasis- free- survival, MFS) ist die Aussagekraft des BCR umstritten. Wie von
Boorjian et al. gezeigt werden konnte, sind 75,8% der Patienten, die sich einer radikalen
Prostatektomie, also einer kurativ intendierten, lokalen Therapie unterzogen, noch 15 Jahre
nach Auftreten eines BCR frei von Metastasen (Abb. 17) (Boorjian et al., 2011). Trotzdem
ist das BCR kein irrelevanter Marker, tritt es doch regelhaft als notwendiges
Durchgangsstadium, vor einer weiteren Progression zum metastatischen Rezidiv des PCa
auf und erhéht somit das Risiko einer weiteren Progression (Pound et al., 1999, Boorjian et
al., 2011, Artibani et al., 2018). Dies zeigt sich auch in den Daten der Arbeitsgruppe am
Hamburger Kollektiv, in dem der Einfluss des BCR auf das MFS zusatzlich vom R-Status
abhangt. Bei RO-resezierten Patienten erhoht sich das Risiko flr ein postoperatives
Auftreten von Metastasen bei Vorliegen eines BCR sehr deutlich gegentiber Patienten ohne
BCR (HR: +264). Dieser Effekt wird bei einem Tumorbefall des Resektionsrandes (R1) klar
abgeschwacht (HR: +12.85) (Oh-Hohenhorst et al., 2022). Zusammenfassend kann
festgehalten werden, dass das BCR als Surrogatmarker fur das MFS oder das CSS kritisch
betrachtet werden muss und in Anbetracht des in der Regel erhdhten Patientenalters
insbesondere nicht als Surrogatmarker fir das OS dienen kann. Es liefert jedoch einen
Hinweis darauf, ob ein PCa grundsatzlich die Gefahr einer weiteren Progression in sich
birgt. Die Identifikation weiterer Marker, die die Progression vom BCR zum metastasierten
PCa- Rezidiv prognostizieren, ist ein unerlasslicher Schritt flr die Aussagekraft des BCR in
Bezug auf das MFS und das CSS und damit auch die klinische Relevanz der Ergebnisse
von Studien, die sich, wie die vorliegende Arbeit, des BCR als primarem Endpunkt

bedienen.

Aus den Befunden zu den vielfaltigen Funktionen von DDX21 lasst sich ableiten, dass
DDX21 als Co-Faktor fur die Aktivierung von Pol Il, aber auch als Co- Aktivator von c- Jun
eine zentrale Rolle in der Progression des PCa spielt. Ebenso kann aus den Befunden aus
dem Tiermodell eine prometastatische Funktion angenommen werden. Hieraus ergibt sich
die Schlussfolgerung, dass eine wirksame Inhibition der DDX21- Aktivitat eine verminderte
Fahigkeit zur Zellteilung, Migration und Invasion von TMPRSS2:ERG- negativen PCa-
Zellen zur Folge haben koénnte. Einschrankend muss festgehalten werden, dass zahlreiche
der zitierten Befunde nicht an PCa- Zellen erhoben wurden. Dies sollte in weiteren
Untersuchungen erfolgen. Ebensowenig kann aufgrund der extremen Heterogenitat des

PCa angenommen werden, dass eine DDX21- Inhibition einen vollstandigen Verlust dieser
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prometastatischen Eigenschaften der PCa- Zelle bewirken kann. Nichtsdestotrotz ergibt
sich die Vermutung, dass eine DDX21-gerichtete Therapie vorteilhaft fir Patienten mit

hoher DDX21-Expression sein kdnnte.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund: Das PCa ist die haufigste Krebserkrankung des Mannes in der westlichen
Welt (Torre et al., 2015). Die Pravalenz nimmt mit steigendem Lebensalter zu (Sakr et al.,
1994). Die meisten PCa-Erkrankungen nehmen einen klinisch unauffalligen Verlauf.
Trotzdem ist das PCa die dritthaufigste Krebstodesursache bei Mannern (Thompson and
Tangen, 2012) und 90% der Krebs-bedingten Todesfalle sind durch Metastasen verursacht.
Das groRte Problem ist die schlechte Vorhersagbarkeit der PCa- Progression bis hin zur
Metastasierung. Trotz insgesamt guter Prognose steigt die Rate radikaler Therapieansatze
gegenuber dem konservativen Management der Erkrankung kontinuierlich an, so dass von
einer Uberdiagnostik und Ubertherapie der Erkrankung in der westlichen Welt
ausgegangen werden muss (Grozescu and Popa, 2017). Die Verbesserung der
Vorhersagbarkeit des klinischen Verlaufs ist also zentral zur Vermeidung der Ubertherapie.
Insbesondere der Identifikation neuer molekularbiologischer Marker der Progression wird
dabei zentrale Bedeutung zugesprochen. Ein solcher Marker kdnnte die DEAD-box RNA
Helikase DDX21 sein, die bereits im PCa- Xenograftmodell als Teil eines

prometastatischen Interaktionsnetzwerkes identifiziert werden konnte (Lange et al., 2020).

Zielsetzung: In der vorliegenden Arbeit sollten folgende Fragen beantwortet werden: (1)
Ist die Proteinexpression/ -lokalisation von DDX21 mit einem besonders aggressiven
Tumorphanotypen in Bezug auf praoperatives PSA, pT- Stadium, cT- Stadium, Gleason-
Score, pN- Stadium sowie R- Status assoziiert? (2) Ist die Proteinexpression/ -lokalisation
von DDX21 mit bestimmten genomischen Aberrationen, wie TMPRSS2:ERG- Fusion,
10923-, 5g21- und 3p13- Deletion vergesellschaftet? (3) Kommt der Proteinexpression/ -
lokalisation von DDX21 in den o.g. unterschiedlichen molekularen PCa- Subtypen auch

eine unterschiedliche prognostische Bedeutung zu?

Methoden: Die Untersuchungen wurden an einem PCa-TMA mit 17.753 Proben von
Patienten durchgefuhrt, die sich an der Martini-Klinik Hamburg im Zeitraum von 1992 bis
2015 einer radikalen Prostatektomie unterzogen hatten. Der PSA- Wert der Patienten
wurde praoperativ, postoperativ und anschlieffiend im Abstand von 3 Monaten im ersten
Jahr gemessen, gefolgt von halbjahrlichen Messungen im zweiten Jahr und jahrlichen
Messungen nach dem dritten Jahr. Postoperative PSA- Werte Uber 0,2 ng/ml wurden als
BCR definiert. Die Patientenproben wurden immunhistochemisch auf die
DDX21- Expression hin untersucht. Die Auswertung der Farbung wurde nach Auftreten und
Lokalisation der Immunreaktivitat (negativ, nuklear, nukleolar) eingeteilt. Die statistische

Korrelation der Farberesultate mit den klinischen, histopathologischen und molekularen
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Daten erfolgte anschlieend durch Prof. Dr. G. Sauter und Mitarbeiter, die Uber ein

entsprechendes Ethikvotum der Arztekammer Hamburg verfligen.

Ergebnisse: Es konnte gezeigt werden, dass Patienten mit DDX21- positiven Tumoren
einen aggressiveren Tumorphanotypen aufweisen als Patienten mit DDX21-negativen
Tumoren. Dabei wurde ebenfalls gezeigt, dass die Aggressivitdt des Phanotyps
(pT- Stadium, Gleason-Score, Vorliegen von Lymphknotenmetastasen und PSA- Wert, alle
p < 0,0001, R- Status p < 0,05) mit dem Expressionsmuster von negativ Gber nuklear zu
nukleolar zunimmt. In der Untergruppe der TMPRSS2:ERG- fusion (ERG)-positiven
Tumore zeigte sich gegeniber den ERG- negativen Tumore eine deutliche Zunahme der
nukleolaren Expression von DDX21 zu Lasten der DDX21- negativen Falle (p < 0,0001). In
der Gruppe der Patienten mit PTEN- Deletion (10g23del) zeigte sich gegenlber der Gruppe
mit normalem PTEN- Status ebenfalls eine Haufung der Falle mit nukleolarer DDX21
Expression zu Lasten der Falle ohne nachweisbare DDX21- Expression (p < 0,0001). Bei
Betrachtung eines Beobachtungszeitraumes von 10 Jahren (n = 9073) prognostizierte der
DDX21- Status (negativ vs. nuklear vs. nukleolér) ein geringeres BCR- freies Uberleben bei
Patienten mit nachweisbarer DDX21- Expression (p < 0,0001). Dieser Effekt beruhte
hauptsachlich auf der Untergruppe der ERG- negativen Patienten, in der ein nukleolarer
DDX21-Nachweis mit einer besonders schlechten Prognose einherging (p < 0,0001). In der
multivariaten Analyse zeigte sich ein unabhangiger Vorhersagewert in multivariaten
Szenarien mit den Anpassungsvariablen praoperativer PSA- Wert, cT- Stadium, und pra-

oder postoperativer Gleason- Score.

Diskussion: Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass DDX21- positive PCa
aggressiver sind als DDX21- negative PCa und die Patienten friihere BCR erleiden. Dieser
Befund legt nahe, dass die Hypothese eines prometastatischen Effektes von DDX21 im von
Lange et al. vorgeschlagenen Interaktionsnetzwerk der systemischen Disseminierung
zutrifft. Dieser Effekt kann mit vielfaltigen Funktionen von DDX21 als Co-Faktor der
Ribosomenbiogenese und als Co- Aktivator onkogener Transkriptionsfaktoren wie c-Jun
erklart werden. Damit kbnnte DDX21 eine aktivierende Rolle innerhalb der 2021 von Quan
et al. beschriebenen N- cadherin/ c- Jun/ NDRG1- Achse zukommen, die wiederum einen
Faktor bei der Progression des HSPC hin zum CRPC darstellt (Quan et al., 2021). Da
DDX21 v.a. nukleolar wirkt, ist es bedeutsam zu beachten, dass die Translokation von
DDX21 in den Nukleolus einer PARP- vermittelten ADP- Ribosylierung bedarf. Basierend
auf diesem Mechanismus kann die Hypothese aufgestellt werden, dass DDX21- positive

PCa- Patienten von einer therapeutischen PARP- Inhibition profitieren kdnnten.
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Limitationen: Limitationen der 0.g. Ergebnisse und Schlussfolgerungen ergeben sich aus
der Tatsache, dass bis dato die meisten Versuche zu den Funktionen von DDX21 lediglich
in vitro und haufig in Zellen anderer Tumorentitdten durchgeflhrt wurden. Weitere
Untersuchungen an PCa- Zelllinien und -Xenograftmodellen sind also zur Validierung der
vorgeschlagenen Rolle von DDX21 in der Progression des PCa unerlasslich. Eine
Limitation der prognostischen Bedeutung ergibt sich aus dem BCR als primarem Endpunkt,

welches nur bedingt als Surrogatmarker fir MFS oder CSS dienen kann.
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7 Abstract

Background: PCa is the most common malignancy in men in the western world (Torre et
al., 2015). The prevalence increases with age (Sakr et al., 1994). Although most PCa take
a clinically inapparent course, PCa is the third leading cause of cancer death in men
(Thompson and Tangen, 2012) with distant metastases accounting for 90% of these deaths.
The biggest problem is the poor predictability of PCa progression and metastasis. Although
PCa patients face a good prognosis in general, the rate of radical therapeutic approaches
is constantly increasing compared to conservative management of PCa. Overdiagnosis and
overtreatment of PCa in the western world must be assumed (Grozescu and Popa, 2017).
Therefore, improving the predictability of PCa progression is important to reduce
overtreatment. In particular, the identification of new molecular markers of progression
seems to serve this purpose. The DEAD-box RNA helicase DDX21, already identified as
part of a pro-metastatic interaction network in PCa xenograft models (Lange et al., 2020)

could represent one of this markers.

Aim: The present study aimed to answer the following questions: (1) Is the protein
expression/ localization of DDX21 associated with an aggressive tumor phenotype, defined
by preoperative PSA value, pT stage, cT stage, Gleason score, pN stage and R stage? (2)
Is the protein expression/ localization of DDX21 associated with certain genomic
aberrations, such as TMPRSS2:ERG fusion, 10923, 5921 and 3p13 deletion? (3) Does the
protein expression/ localization of DDX21 in the above-mentioned different molecular PCa
subtypes also have different prognostic significance?

Methods: The investigations were conducted on a PCa TMA with samples from 17,753
patients who had undergone radical prostatectomy at the Martini- Klinik in Hamburg
between 1992 and 2015. PSA levels were measured preoperatively, postoperatively, and
then every 3 months in the first year, followed by semi- annual measurements in the second
year and annual measurements after the third year. Postoperative PSA levels above 0.2
ng/ml were defined as BCR. The samples were analyzed for DDX21 expression using
immunohistochemistry. The evaluation of the staining was classified according to the
occurrence and localization of the immunoreactivity (negative, nuclear, nucleolar). The
statistical correlation of the results with the clinical, histopathological, and molecular data
was then conducted by Prof. Dr. G. Sauter and his colleagues according to the vote of the

ethics committee of the Arztekammer Hamburg.

Results: It could be demonstrated that patients with DDX21- positive tumors suffered from
more aggressive tumor phenotypes than patients with DDX21- negative tumors. The

aggressiveness of the phenotype (pT stage, Gleason score, presence of lymph node
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metastases and PSA value, all p < 0.0001, R status p < 0.05) increased with the expression
pattern from negative to nuclear to nucleolar. In the subset of ERG- positive tumors or
PTEN- deleted tumors there was a distinct increase in the nucleolar expression of DDX21
compared to ERG- negative tumors or tumors with normal PTEN- status respectively
(p<0.0001).

During the 10- year observation period (n = 9,073), the DDX21- status (negative vs. nuclear
vs. nucleolar) predicted a lower BCR-free survival in patients with detectable DDX21
expression (p < 0.0001). This effect was mainly based on the subset of ERG-negative
tumors in which nucleolar localization of DDX21 was associated with a particularly poor
prognosis (p<0.0001). The multivariate analysis, showed an independent predictive value
with the adjustment variables preoperative PSA value, cT stage, and preoperative or

postoperative Gleason score.

Discussion: The present work shows that DDX21- positive PCa are more aggressive than
DDX21- negative PCa and that patients with detectable DDX21 expression suffer from
earlier BCR. These findings indicate that the hypothesis of a pro-metastatic effect of DDX21,
which was derived from a pro-metastatic interaction network based on PCa xenograft
models by Lange et al., is correct and has translational relevance. This effect can be
explained by the multiple functions of DDX21 as a co-factor in ribosome biogenesis and as
a co- activator of oncogenic transcription factors such as c-Jun. Thus, DDX21 could play
an activating role within the N-cadherin/ c- Jun/ NDRG1- axis, proposed by Quan et al. in
2021, which seems to be a driver in the progression of HSPC to CRPC (Quan et al., 2021).
Since DDX21 unfolds its effects in the nucleolus, it is an important notion that the
translocation of DDX21 requires PARP- mediated ADP- ribosylation. Based on this
mechanism and the present observations, it can be hypothesized that DDX21- positive

PCa patients could benefit from therapeutic PARP inhibition.

Limitations: Limitations of the results and conclusions above arise from the fact that most
experiments on the functions of DDX21 have only been conducted in vitro and often in cells
of different tumor entities. Further studies on PCa cell lines and xenograft models are
therefore essential to validate the proposed role of DDX21 in PCa progression. A limitation
of the prognostic importance arises from BCR as primary endpoint, which can only serve to

a limited extent as a surrogate marker for MFS or CSS.
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