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EinfUhrung

1. Einfihrung

Das Prostatakarzinom ist in den westlichen Staaten nicht nur die am haufigsten
gestellte Diagnose unter allen malignen Tumorerkrankungen, sondern auch die
zweithaufigste zum Tode fuhrende Krebserkrankung des Mannes. Aufgrund der
hohen Mortalitdtsraten und einer exponentiell steigenden Inzidenz der klinisch
manifestierten  Krebserkrankungen der Vorsteherdriise erlangte das
Prostatakarzinom eine enorme medizinische und sozial-6konomische
Bedeutung. Bedingt durch die demographische Entwicklung in den
Industrielandern und daraus resultierend zunehmender Anteile alterer Manner
in der Gesellschaft wird eine weitere Zunahme der Haufigkeit dieser Erkrankung
erwartet (Adamietz 2007). Trotz intensiver Forschung sind die Ergebnisse
atiopathogenetischer Untersuchungen und die Kenntnisse Uber das biologische
Verhalten des Prostatakarzinoms immer noch sehr lickenhaft. Diese
Entwicklung erfordert eine intensivere Forschungssuche nach neuen
Angriffspunkten und nach Substanzen, die zielgerichtet und selektiv in den
Entwicklungsprozess des Prostatakarzinoms eingreifen. Die Suche nach
Faktoren und Mechanismen, die einen Einfluss auf die Genese bzw. den
Verlauf der Tumorerkrankung haben, und nach neuen Zielmolekilen gehdrt zu
den wichtigsten Aufgaben der Biomarkerforschung. Dabei gehéren Mikroarray-
Methoden zu den molekularbiologischen Technologien, die auf dem
Forschungsgebiet der Prostatakarzinomgenese und Entwicklung eine
bedeutende Rolle spielen.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Rolle des Somatostatin-
Rezeptors-Typ 2 beim Prostatakarzinom.

In der Einleitung werden kurz die Atiologie, Epidemiologie und Klassifikation
des Prostatakarzinoms erlautert sowie neben den diagnostischen und
therapeutischen Mdglichkeiten die derzeit bekannten prognostischen Kriterien
des Tumors vorgestellt. Desweiteren wird auf die Gewebe-Mikroarray-
Technologie eingegenagen und im Anschluss die Haufigkeit und Bedeutung der

SSTR2-Rezeptoren fur die Prognose des Prostatakarzinoms diskutiert.
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1.1 Das Prostatakarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Prostatakarzinom (PCa) ist die haufigste bosartige Tumorerkrankung und
macht etwa 20% aller Krebserkrankungen des Mannes aus. Sie ist nach
Schatzungen des Robert-Koch-Instituts (RKI) mit 10,1% der Todesfalle die
dritth&ufigste, gleich nach Lungen- und Darmkrebs, der zum Tode flihrenden
Tumorleiden. Unter den urologischen Krebserkrankungen stellt das
Prostatakarzinom die haufigste Todesursache in der mannlichen Bevélkerung
dar. Weltweit variiert die Inzidenz dieser Erkrankung sehr stark.

Die Inzidenz dieses Karzinoms steigt seit mehreren Jahren kontinuierlich an
und lag in Deutschland im Jahre 2004 im internationalen Vergleich der
Erkrankungsraten im oberen Bereich, gleich hinter der Schweiz, Kanada,
Schweden und den USA. Die niedrigste Inzidenz verzeichneten Japan und
Polen (RKI 2006).

Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt laut Robert-Koch-Institut bei derzeit
69 Jahren mit der hochsten Inzidenz zwischen dem 75. und 80. Lebensjahr.
Unter allen Erkrankten sind etwa 90% é&lter als 60 Jahre. Vor dem 40.
Lebensjahr werden Prostatakarzinome Kklinisch nicht diagnostiziert, zwischen
dem 45. und 50. Lebensjahr schatzte das Robert-Koch-Institut im Jahre 2004
eine Inzidenz von 13,6/100.000. Jahrlich sterben in Deutschland ca. 11.000
Manner an diesem Tumor und die Mortalitatsrate liegt bei 24/100.000, wobei ca.
96% der Verstorbenen alter als 60 Jahre alt sind (RKI 2006).

Uber die Atiologie des Prostatakarzinoms ist trotz langjahriger Forschung
derzeit noch wenig bekannt und nur wenige Risikofaktoren, die Entstehung von
PCa begunstigen bzw. den Verlauf beeinflussen kénnen, gelten als gesichert.
Ein hohes Lebensalter, ethnische Merkmale und genetische Disposition gelten
als sichere Risikofaktoren. Einer Studie zufolge liegt die Erkrankungsinzidenz
von schwarzen Amerikanern bei 90/100.000 pro Jahr im Vergleich zu Asiaten,
die eine Inzidenz von 2-10/100.000 pro Jahr aufweisen (Keeley, Gomella 1996).
Eine gehaufte familiare Erkrankungsrate spricht flir eine genetische

Komponente in der Genese des Prostatakarzinoms. Das Risiko an PCa zu
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erkranken steigt vor allem dann, wenn Verwandte 1. und 2. Grades betroffen
sind (Carter et al. 1993). Auch exogene Faktoren wie Umwelteinflisse und
Ernahrungsgewohnheiten werden diskutiert. So wird der Einfluss von kalorien-
und fettreicher Erndhrung (insbesondere mit einem hohem Gehalt an
gesattigten Fettsduren) diskutiert (Morton 1996). Diese soll zu einem erhdhten
Spiegel von freiem, biologisch wirksamem Testosteron fuhren, welches nach
Umwandlung in Dihydrotestosteron (DHT) in den Prostatazellen, proliferativ
wirkt (Golz, Stérkel 1999). Auf einen Zusammenhang zwischen den
Erndhrungsgewohnheiten und der Inzidenz des Prostatakarzinoms weisen
Immigrationsstudien hin, bei denen Migranten aus Landern mit einem niedrigen
Erkrankungsrisiko nach erfolgter Immigration in L&nder mit einem ho&heren
Risiko beziglich der Inzidenz von PCa untersucht wurden. So kam es nach
einer langeren Latenzzeit unter den Migranten zu einer Anndherung der

Inzidenzraten an das Niveau des Immigrationslandes (Meikle, Smith 1990).

1.1.2 Klassifikation und Histologie

Die Pradilektionslokalisation des Prostatakarzinoms ist die dorsolaterale
periphere Region des Organs. Hier treten bis zu 90% aller bdsartigen
Neubildungen der Prostata auf (Bostwick 1992). Seltener sind die
Transitionszone und die zentrale Zone Ursprungsorte des PCa.

Es werden vier Manifestationformen des Prostatakarzinoms unterschieden:
latentes, inzidentes, okkultes und manifestes Prostatakarzinom. Das latente
Karzinom bleibt zu Lebzeiten klinisch inapparent und wird erst im Rahmen einer
histologischen Untersuchung des Organs bei der Autopsie entdeckt. Es sind
zumeist kleine Tumore mit einem hohen Differenzierungsgrad und einer nicht-
invasiven Wachstumstendenz. Dementsprechend werden sie nicht als
Todesursache des obduzierten Patienten angesehen (Adamietz 2007). Das
inzidente PCa stellt dagegen einen histologischen Zufallsbefund dar, haufig im
Rahmen einer transurethralen Resektion (TURP) von benignem
hyperplastischem Gewebe (Eble, Epstein 1990). Wird aufgrund von erfolgter
Metastasierung und nach einer Primatumorsuche die Diagnose des

Prostatakarzinoms gestellt, spricht man vom okkulten PCa, welches sich
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histolopathologisch nicht vom manifesten PCa unterscheidet. Das manifeste
Karzinom verursacht ein klinisches Erkrankungsbild und wird histologisch
gesichert. Einer Studie zufolge entwickeln etwa 23% der Manner ein Klinisch
manifestes Prostatakarzinom und bei 7% fuhrt der Tumor zum Tode (Hanks,
Myers, Scardino 1993). Die Malignitdt und Wachstumsmuster des Tumors der
Prostata werden hauptsachlich durch den Tumortyp und seinen
Differenzierungsgrad bestimmt. Es lassen sich verschiedene Formen des
Prostatakarzinoms voneinander abgrenzen.

Histologisch dominiert mit etwa 90% das Adenokarzinom, das von den azinéren
Zellen des Drusenepithels ausgeht. Zu den Subtypen des Adenokarzinoms
gehort das duktale Adenokarzinom, das muzindse Karzinom und das
kleinzellige Karzinom. Diese treten mit einer Haufigkeit von < 0,5% relativ selten
auf und zeigen haufig ein aggressives Wachstumsverhalten (Adamietz 2007).
Als Vertreter der Gruppe der histologisch ungewdhnlichen Karzinome der
Prostata sind das Transitionalzellkarzinom, das ca. 1-4% aller
Prostatakarzinome ausmacht, und das seltene Plattenepithelkarzinom zu
erwéahnen (Golz, Storkel 1999).

1.1.2.1 Staging des Prostatakarzinoms

Das Staging beschreibt die Ausbreitung des Prostatakarzinoms in das
umliegende Gewebe. In der Stadieneinteilung wird aul3er der Ausdehnung des
Tumors, der Befall von Lymphknoten sowie die Metastasierung in andere
Organe Dberlcksichtigt. International durchgesetzt hat sich die TNM-
Klassifikation der Internationalen Union gegen den Krebs (UICC) und der
Weltgesundheitsbehérde (WHO) (Mostofi et al. 2002). Die malignen

Prostatatumoren werden wie folgt bewertet:
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Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms (UICC 2010)

T — Primartumor

TX: Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO: Kein Anhalt fur Primartumor
T1: Klinisch inapparenter Tumor, nicht palpabel oder durch bildgebende

Verfahren nachweisbar

- T1la:Inzidenteller Tumor: histologisch in < 5% des Resektionsgewebes
nachweisbar

- T1b:Inzidenteller Tumor: histologisch in =25% des Resektionsgewebes
nachweisbar

- Tlc: Tumor in Nadelbiopsien identifiziert (z.B. aufgrund von erhéhten PSA-
Wert)

T2: Tumor auf die Prostata beschrankt

- T2a: Tumorbefall auf einen Seitenlappen beschrankt (< 50%)
- T2b: Tumorbefall auf einen Seitenlappen beschrankt (> 50%)
- T2c: Tumorbefall in beiden Lappen

T3: Tumor Uberschreitet die Prostatakapsel

- T3a:Uni- oder bilateraler Kapseldurchbruch (eingeschlossen mikrosko-
pisch nachweisbare Infiltration des Blasenhalses)

- T3b: Tumor infiltriert Samenblase(n)

T4: Tumor ist fixiert oder infiltriert benachbarte Strukturen auller
Samenblasen: Harnblasenhals, Sphinkter externus, Rektum,
Beckenbodenmuskulatur oder laterale Beckenwand

N — Regionare Lymphknoten

NX: Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO: Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1: Regionare Lymphknotenmetastasen

M- Fernmetastasen

MO: Keine Fernmetastasen

M1: Fernmetastasen

- Mla:Extraregionarer Befall von Lymphknoten
- Mlb:Knochenmetastasen

- Mlc:Andere Fernmetastasen
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1.1.2.2 Grading des Prostatakarzinoms

Das Ziel des Grading ist die systematische Erfassung der morphologischen
Veranderungen der Tumors und der Unterschiede zum normalen Gewebe. Fir
die Differenzierung des Prostatakarzinoms gibt es viele Klassifikationssysteme
(Humphrey 2004).

Das international heute eher Ubliche Standardverfahren ist die
Tumordifferenzierung nach Gleason (Gleason und Mellinger 1974, 2002). Sie
ist international am weitesten verbreitet und wird hierzulande weitgehend
angewendet. Beim Gleason-Grading werden der strukturelle Aufbau des
Karzinoms und seine Wachstumsmuster bewertet. Dabei werden die
unterschiedlich differenzierte Drisenstruktur und die Karzinomarchitektur
berticksichtigt, und die zytologischen Malignitatskriterien vernachlassigt. Es
werden funf Wachstumsmuster beschrieben, und nach steigender Abweichung
von der normalen Drusenstruktur von Gleason-Grad 1 (sehr gut differenziert)
bis Gleason-Grad 5 (sehr niedrig differenziert) bewertet (s. Abbildung 1).
Ublicherweise liegen im Prostatakarzinom mehrere Wachstumsmuster
nebeneinander vor, deshalb wird zuerst die primar vorherrschende Form und
danach die sekundare (mit dem zweitgré3ten Anteil am entdifferenzierten
Gewebe) mit einer Punktzahl bewertet. Der Gleason-Score gibt dann die
Einzelbewertungen und deren Summe an (z.B. 2+3=5). Die Malignitatsgrade
des Prostatakarzinoms richten sich nach dem Ausmall seiner
Entdifferenzierung durch den Verlust der histologischen Architektur und sind mit
einer Summe von 2(1+1) am niedrigsten und mit 10(5+5) am héchsten definiert.
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Abbildung 1: Tumordifferenzierungsstadien nach Glea son

DnosT.@Tlc ADENOGCARGINOMA
iHistalogic Grades?

Darstellung der verschiedenen Stadien des Prostatakarzinoms nach Gleason.

Der Grad der Differenzierung nimmt von oben (Gleason 1) nach unten (Gleason
5) ab (Gleason 1974).

1.1.3 Haufigkeitszunahme

Analysiert man die in der Literatur angegebenen Inzidenzzahlen, wird deren
kontinuierlicher Anstieg deutlich. Nach Schéatzungen des Robert-Koch-Instituts
hat sich die Inzidenz der Erkrankung in Deutschland innerhalb von acht Jahren
bis 2004 mehr als verdoppelt. Diese Entwicklung wird anhand unterschiedlicher
Gesichtspunkten erklart.

Einerseits spielt die demographische Entwicklung in den westlichen
Industrielandern eine bedeutende Rolle. Der steigende Anteil an alteren
Méannern fdahrt zu einer Erhéhung der Klinisch diagnostizierten
Prostatakarzinome. Andererseits wird die immer bessere Diagnostik als

Erklarung fur den Inzidenzanstieg diskutiert. Im Vergleich zu den stetig
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steigenden Inzidenzraten ist die Verdnderung der Mortalitatsraten der

Tumorerkrankung sehr gering.

1.1.4 Symptome

Das Prostatakarzinom verursacht im Frihstadium keine Symptomatik. Der
Zeitpunkt der Diagnosestellung des Prostatakarzinoms wird nur selten durch
rektale Obstruktion, abdominelle Schmerzen oder Hamatochezie bestimmt. Erst
in fortgeschrittenen Stadien treten Symptome wie Dysurie ggf. mit Hamaturie
oder Knochenschmerzen auf. Die beim fortgeschrittenen Prostatakarzinom
auftretenden Miktionsbeschwerden unterscheiden sich nicht von denen, die von
der benignen Prostata Hyperplasie verursacht werden (BPH), daher sind sie
nicht als pathognomonisch fir das PCa anzusehen. Andererseits kann das
Prostatakarzinom als  Zufallbefund bei  vorhandener BPH, die
Miktionsbeschwerden verursacht, diagnostiziert werden. Ossare Schmerzen,
Lyphadenopathie oder pathologische Frakturen kénnen Hinweise fir bereits
erfolgte hdmatogene Metastasierung liefern. Dies gilt auch flr einen stark

erhohten Prostataspezifischen Antigen (PSA)-Wert, z.B. >20 ng/ml.

1.1.5 Diagnostik

In der Diagnostik des Prostatakarzinoms wird zwischen einer Untersuchung im
Sinne der Friherkennung und dem Screening unterschieden. Im ersten Fall
werden  diejenigen  Patienten  untersucht, die  Symptome  (z.B.
Miktionsirritationen) zeigen, im zweiten Fall beschwerdefreie Personen. Dabei
unterscheiden sich die diagnostischen Methoden kaum voneinander. Der
Goldstandard in der Detektion des Prostatakarzinoms sind die digitale rektale
Untersuchung (DRU), Bestimmung des Prostataspezifischen Antigens und der
transrektale Ultraschall (TRUS). Bei einem suspekten Befund oder einem
Verdacht auf das Vorhandensein eines Prostatakarzinoms wird eine
Sextantenbiopsie oder eine transrektale Feinnadelbiopsie des Prostatagewebes
indiziert. Weitere diagnostische MalRnahmen wie konventionelles RoOntgen,

10
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Ultraschall, Knochenszintigraphie, Computertomographie (CT), Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) und Magnetresonanztomographie (MRT) dienen
in erster Linie der Suche nach Fernmetastasen, der Stadieneinteilung sowie
Einschatzung der Ausdehnung des bei der Prostatabiopsie diagnostizierten

Karzinoms.

1.1.5.1 Digitale rektale Untersuchung

Die digitale rektale Untersuchung ist eine schnell durchfiihrbare und
kostengunstige Untersuchungsmethode. Die Aussagekraft dieser Untersuchung
ist relativ eingeschréankt, da ausschlieRlich Tumore in der peripheren Zone
erfasst werden konnen. Allerdings entwickelt sich die Uberwiegende Zahl der
Prostatakarzinome im dorsolateralen Bereich der peripheren Zone und sind fur
den untersuchenden Finger gut zuganglich (Bartels 1996). Zudem kdnnen
tumurése Veranderungen an der Vorsteherdrise nur dann palpiert werden,
wenn sie eine gewisse Grol3e erreicht haben, wobei auch in diesem Fall die
Erfahrung des Untersuchers eine wichtige Rolle spielt. Beim Screening einer
Population werden nur 0,1-4% der Karzinome gefunden (Chodak 1989). Die
DRU wird trotz ihrer sehr niedrigen Sensitivitdt und Spezifitdat empfohlen, vor

allem in Kombination mit der PSA-Bestimmung.

1.1.5.2 Prostataspezifisches Antigen

Das prostataspezifische Antigen ist eine Glykoprotein-Serin-Protease, die in
den Epithelzellen der Vorsteherdriise synthetisiert wird. Es wird vorzugsweise
im normalen, hyperplastischen und malignen Prostatagewebe exprimiert. Seine
Produktion wird androgenabhangig durch Testosteron/Dihydrotestosteron
stimuliert. Die Funktion des PSA liegt in der Verflissigung des Ejakulats durch
Spaltung von Seminogelin 1 und 2. Das PSA ist ein Organ-spezifischer und
kein Tumormarker, wobei es in geringen Konzentrationen auch in den
paraurethralen und perianalen Drisen, apokrinen  Schweil3drisen,
Schilddriisen-, Mamma und Plazentagewebe nachweisbar ist (Schmeller 2006).

Im Serum kommt PSA in freier (fPSA) und in gebundener Form (cPSA) vor. Der
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PSA-Spiegel-Erhéhung im Serum koénnen verschiedene Ursachen zugrunde
liegen. So findet man beispielsweise bei benigner Prostatahyperplasie,
Prostatitis, Prostatainfarkt oder nach einer mechanischen Reizung des Organs
eine Erhdhung des PSA-Spiegel im Serum. Diskutiert wird das Problem der
Grenzwertsetzung bei der Unterscheidung zwischen benignen und malignen
Prozessen in der Prostata (Seitz 2008). International hat sich ein Grenzwert des
Gesamt-PSA von 4ng/ml etabliert. Dieser Schwellenwert gilt als geeignet fur die
Indikation einer Prostatabiopsie (Catalona 1994). Darunter liegende Werte
konnen ein malignes Geschehen in der Vorsteherdriise jedoch nicht
ausschlie3en. Dieser Cut-off-Wert erschwert oftmals die Detektion von pT2-
Karzinomen (Seitz 2008). Da eine Korrelation zwischen dem Volumen des
Prostataepithels und dem PSA-Wert besteht, kann eine kombinierte
Betrachtung des Grenzwerts mit der Anstiegsgeschwindigkeit pro Jahr (PSA-
Velocity) bei der Beurteilung der Dignitat der Verdnderung im Prostatagewebe
hilfreich sein. Sie wird aus zwei PSA-Bestimmungen im 12monatigen Abstand
verrechnet. So gilt ein kontinuierlicher PSA-Anstieg von mehr als 0,75ng/ml pro
Jahr, auch bei negativer vorausgegangener Biopsie, als karzinomverdachtig
und eine Rebiopsie als empfehlenswert (Carter et al. 1992). Bei PSA-Werten
Uber 10ng/ml liegt der positiv-pradiktive Wert flrs Prostatakarzinom bei etwa
50-80% (Seitz 2008). Als pradiktiv bedeutsame Faktoren werden die Messung
der PSA-Dichte, PSA-Verdopplungszeit oder der unterschiedlichen PSA-
Fraktionen im Serum, die durch Assays nachgewiesen werden koénnen,
diskutiert. Letztendlich ist die Bedeutung dieser Messmethoden in Bezug auf

die Erhéhung der Spezifitat von PSA noch nicht endgultig geklart.

1.1.5.3 Transrektaler Ultraschall

Die transrektale sonographische Darstellung der Vorsteherdrise gehort zu
etablierten diagnostischen Verfahren in der urologischen Praxis (Zacharias et
al. 2002). Bei dieser Untersuchung wird eine hochauflésende Ultraschallsonde
in den Mastdarm eingeflhrt. Prostata-Karzinome zeigen im transrektalen
Ultraschall meist ein echoarmes Muster (Delorme und Debus 1998), wobei die
Echostruktur innerhalb des Organs variieren kann. Zu den sonographischen

Malignitatskriterien der Prostata gehdren neben der herabgesetzten
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Echogenitat, die einzeln, mehrfach oder durchgehend sein kann, vor allem
Unregelmaligkeiten- und Kapselunterbrechungen sowie Veranderungen der
Organdiameter (Bartels 1996). Bei der Darstellung des Organs sind unter
anderem Faktoren wie Alter des Patienten, Einstellung der Gerate und der
Ebene sowie der Flissigkeitsgehalt zu bertcksichtigen (Bartels 1996). Die
Abgrenzung vom gesunden Gewebe ist haufig schwierig. Wie bei der digitalen
rektalen Untersuchung, sind die Befunde stark von der Erfahrung des
Untersuchers abhangig. In der Literatur wird von einer Sensivitat von etwa 17-
57% ausgegangen (Seitz 2008), und auch die Spezifitat wird mit 40-63% als
niedrig eingeschéatzt (Cornud et al. 1997). Aufgrund der niedrigen Sensivitat und
Spezifitat der transrektalen Sonographie wird sie vor allem zur Steuerung von
Prostatabiopsien zur Diagnosesicherung eingesetzt. Die ultraschallgesteuerte
transrektale Biopsie der Prostata besitzt jedoch eine héhere Aussagekraft als
eine digital gesteuerte Biopsie (Beerlage et al. 1998). Dabei sollte im Falle
eines negativen Biopsiebefundes bei anhaltend erhohten PSA-Werten eine
erneute transrektale Biopsie angestrebt werden (Keetch et al. 1994). Ebenfalls
stellt ein Fehlen des sonographischen Nachweises der Prostata-Neoplasie,
etwa bei einem Anstieg des PSA-Werts, eine haufige Indikation zur
Durchfiihrung einer Sextantenbiopsie (Bartels 1996). Uberdies kann bei einem
bekannten Prostata-Karzinom diese Untersuchungsmethode eine
Stadieneinteilung wesentlich erleichtern. Da bei der DRU posterolaterale
Oberflachenstrukturen der Prostata palpatorisch begutachtet werden koénnen,
kann der TRUS, weil man mithilfe dessen die Binnenstrukturen beurteilt, als

eine erweiternde Untersuchungsmethode betrachtet werden.

1.1.5.4 Prostatabiopsie

Ein weit verbreitetes Verfahren stellt neben der perinealen Biopsie die
ultraschallgesteuerte, transrektale, erweiterte Sextantenbiopsie der Prostata
dar. Hier werden aus der Vorsteherdriise jeweils von dem rechten und dem
linken Lappen 6 Proben aus dem Apex, der zentralen und der basalen Zone
entnommen. Erweitert werden kann dieses Schema durch eine zusatzliche
beidseits lateral gesetzte Probeentnahme. Die Moéglichkeit der Abschatzung des

Tumorstadiums mithilfe der Sextantenbiopsie spielt als Prognosekriterium eine
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besondere Rolle. Einer Studie zufolge kann Uber die Anzahl der vom Tumor
befallenen Stanzzylinder auf die Ausdehnung des Tumors geschlossen werden
(Breul und Paul 1999).

Eine Indikationsstellung fur eine Biopsie der Prostata ist bei jedem
Karzinomverdacht gegeben, und eine histologische Sicherung der Diagnose nur

Uber eine Probeentnahme aus dem Organ moglich (Bartels H 1999).

1.1.6 Therapie

Die Auswahl der Therapieverfahren ist von mehreren Faktoren abhangig und
wird individuell angepasst. Das Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung ist entscheidend fir die Priméarbehandlung. Eine
entscheidende Rolle  spielen  dabei  sowohl der  histologische
Differenzierungsgrad und das Stadium der Ausbreitung als auch das Alter und
der Gesundheitszustand des betroffenen Patienten. Eine kurative Therapie des
Prostatakarzinoms im fortgeschrittenen Stadium ist nach wie vor nicht moéglich.
Beim klinisch organbegrenztem PCa steht der kurative Ansatz jedoch im
Vordergrund.

Die wichtigsten Therapieansatze des Prostatakarzinoms sind: radikale
Prostatektomie, Strahlentherapie, Hormonsubstitution und das abwartende

Verhalten.

1.1.6.1 Radikale Prostatektomie

Die im Jahre 1889 von Czerny zum ersten Mal durchgefiihrte totale perineale
Entfernung der Vorsteherdriise gehort heute zu den wichtigsten und etablierten
Therapieoptionen des PCa. Dabei wird die gesamte Prostata samt
Samenblaschen chirurgisch entfernt. Zusatzlich erfolgt eine pelvine
Lymphadenektomie. Dieser Eingriff kann nerverhaltend oder nicht-
nervschonend durchgefiihrt werden. Die Indikation zur radikalen Prostatektomie
wird beim Kklinisch organbegrenzten Karzinom gestellt. Die Lebenserwartung
des Patienten (sollte > 10 Jahren betragen) wird bei der Indikationsstellung mit
berticksichtigt. Einer Studie zufolge, die Patienten nach einer radikalen
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Prostatektomie von T2-Karzinomen begleitet hat, wurde eine deutlich héhere
Wahrscheinlichkeit der Progressionsfreiheit (nach 10 Jahren: 86%) bei gut
differenzierten Tumoren im Vergleich zu schlecht differenzierten Karzinomen
(nach 10 Jahren: 38%) beobachtet (Catalona 1994). Auch andere Studien
zeigen ahnliche Ergebnisse mit progressionsfreien Uberlebensraten nach 10
Jahren von etwa 85 % (Walsh 1994).

Die Beeintrachtigung der Potenz und der Kontinenz gehdren zu den moglichen
Komplikationen der radikalen Prostatektomie, besonders wenn sie als nicht-
nervschonend durchgefiihrt wird (Hammerer und Huland 2002). In der
urologischen Universitatsklinik Hamburg-Eppendorf wurden seit 1992 mehr als
2000 radikale Prostatektomien durchgefuhrt. Dabei wurde bei der Mehrzahl der
Falle ein einseitig oder beidseitig nervschonendes Verfahren durchgefiihrt
(Hammerer und Huland 2002).

1.1.6.2 Strahlentherapie

Strahlentherapie stellt bei organbegrenztem oder lokal fortgeschrittenem
Prostatakarzinom ohne Fernmetastasen einen alternativen kurativen
Therapieansatz zur radikalen Prostatektomie dar. Neben der Mdéglichkeit der
perkutanen Bestrahlung der Prostata mittels Linearbeschleuniger kommt die
interstitielle Brachytherapie zum Einsatz. Dabei werden radioaktive Seeds direkt
ins Tumorgewebe appliziert. Die Regressionsfreiheit nach 5 Jahren betragt
nach der perkutanen Bestrahlung Giber 80% (Paul et al. 2008). Ein Nutzen einer
kombinierten neoadjuvanten oder adjuvanten Hormontherapie mit der
perkutanen Strahlentherapie wird diskutiert. Bisherige Untersuchungen geben
jedoch wenig Hinweise darauf (Chodak et al. 2002). Bei der interstitiellen
Strahlentherapie und einer selektionierten Patientengruppe (organbegrenztes
Karzinom, gut bis maRig differenziert, PSA < 10) lassen sich vergleichbar gute
Ergebnisse erzielen (Kupelian et al. 2004).
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1.1.6.3 Hormontherapie

Die Testosteronproduktion in den Leydig-Zellen des Hodens wird durch eine
Hormonkaskade stimuliert. Die durch den Hypothalamus gesteuerte
Freisetzung des Gonadotropin-Releasing-Hormons (GnRH), das seinerseits
eine hypophyséare Ausschittung des luteinisierten Hormons (LH) bewirkt, fihrt
zur Androgenproduktion. Das freigesetzte Testosteron wird enzymatisch, von
der 5-alpha-Reduktase in seine aktive Form, Dihydrotestosteron umgewandelt.
Erst dieser aktive Metabolit kann tGber seine Bindung an den Androgenrezeptor
seine proliferationssteigernde Wirkung erzielen.

Das Wachstum des Prostatakarzinoms ist androgenabhéngig. Eine
Androgendeprivation kann somit zu einer Hemmung der Tumorzell-Proliferation
und zu einem temporaren Wachstumsstopp des Karzinoms fuhren. Es stehen

grundsatzlich 3 Therapieformen zur Verfigung:

- Androgenentzug (Hemmung der Androgenproduktion durch eine
medikamentose oder chirurgische Kastration)
- Inhibition der Umwandlung von Testosteron in DHT

- Androgenrezeptor-Blockade

Da sich Prostatakarzinome sowohl aus androgensensitiven als auch aus
androgeninsensitiven Zellen zusammensetzen, fungiert diese Therapieform in
den meisten Fallen nicht als kurativer Ansatz. Bei metastasierten Tumoren stellt
der Hormonentzug dagegen eine Standardtherapie dar. Androgendeprivation
des lokal begrenzten Prostatakarzinoms ist bei Patienten mit langsam
wachsenden Tumoren, einer niedrigen Lebenserwartung und bei denen eine
lokale Therapie nicht méglich ist, indiziert (Graefen et al. 2005).

In den meisten Fallen entwickelt ein primar androgenabhangiges Karzinom ein
hormonrefrakteres Stadium, in welchen es zu einem Tumorprogress unter der
Therapie kommt. In metastasierten Tumorstadien ist unter Androgenblockade
nach kurzer Zeit mit einer Karzinomprogression zu rechnen (Graefen et al.
2000). Die Entwicklungsmechanismen des androgenunabhangigen Stadiums
des Prostatakarzinoms sind bis dato nicht vollstandig geklart. Die

Behandlungsoptionen beschrdnken sich hierbei auf Chemotherapeutika
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(Taxane), Bisphosphonate (ergdnzend bei ossaren Metastasen) sowie
Stimulatoren der Erythropoese (Ohlmann C-H, Heidenreich A, 2007).

1.1.6.4 Abwartendes Verhalten

Als zusatzliche Behandlungsoption steht das so genannte wachtful waiting
(abwartendes Verhalten) zur Verfigung. Dabei erhalten Patienten bis zum
Auftreten von klinischen Symptomen keine Therapie. Eine Studie zeigte eine
Korrelation zwischen dem Differenzierungsgrad des Tumors und der Prognose.
Die metastasenfreie 10-Jahres-Uberlerlebensrate bei gut differenzierten
Karzinomen war mit tber 80% signifikant héher als die bei Patienten mit
schlecht differenzierten Tumoren (26%) (Chodak 1994).

Im Angesicht der hohen Zahl der zu Lebzeiten stumm gebliebenen
Prostatakarzinome und einer hohen Komplikationsrate nach konventionellen
Therapieversuchen erscheint dieser Therapieansatz, vor allem bei &lteren
Patienten mit lokal begrenzten Tumoren oder bei denen mit infauster Prognose,

sinnvoll.

1.1.7 Komplikationen

Unabhangig von der Art der therapeutischen Behandlung des
Prostatakarzinoms lassen sich unerwiinschte Wirkungen oder Komplikationen,
die zum Teil schwerwiegend sind, nicht immer vermeiden. Die
therapiebedingten Komplikationen reichen von intraoperativen Vorfallen wie
Narkosezwischenfalle, Infektionen, Verletzungen von Darm, Nerven, grof3en
Gefallen und daraus resultierenden Blutungen, Uber osteoporotische
Beschwerden nach Hormontherapie bis zu Akut- und Spatreaktionen nach
Strahlenbehandlung. Zu den moéglichen und von Patienten meist geflirchteten
Komplikationen nach operativen Eingriffen gehéren die Beeintrachtigung der
Kontinenz und der erektilen Funktion (Walsh 2000). Das Auftreten von
Inkontinenz und Potenzstérungen ist sowohl von der Art der Therapie als auch
von Faktoren wie Alter, Prostata- oder Tumorgrof3e abhangig (Rabbani et al.
2000, Catalona et al. 1999). Die Angaben zur postoperativen Inkontinenz
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schwanken in der Literatur erheblich. Bei der Evaluation der Potenzstérungen
ist es vor allem wichtig, das Alter des Patienten zu berticksichtigen, denn bei
einer grofRen Anzahl der Patienten Uber 60 Jahre die erektile Funktion bereits
praoperativ.  bzw. pratherapeutisch aus unterschiedlichen  Grinden
beeintrachtigt sein kann. Die Potenzverlustrate ist einerseits von der Therapie
bzw. Operationstechnik andererseits von dem Tumorstadium abh&ngig. Eine
radikale, nicht-nervschonende Prostatektomie fihrt in 90-100% der Félle zur
Beeintrachtigung bzw. Verlust der erektilen Funktion (Steiner und Miller 1999).
Die Angaben zur Erhaltung der Kontinenz nach einem nicht-
gefalRnervenbundelschonenden Eingriff schwanken erheblich. Im Gegensatz
dazu kénnen nach radikaler nerverhaltender Entfernung des Organs bis zu 90%
der Patienten eine Wiedergewinnung der erektilen Funktion und Uber 95% der

Patienten eine vollstdndige Kontinenz aufweisen (Hammerer und Huland 2002).

1.1.8 Prognose

Der diagnostische und therapeutische Fortschritt hat die Prognose des
Prostata-Ca erheblich verandert.

Die Ausdehnung des Prostatakarzinoms zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
scheint von grundlegender Bedeutung zu sein. Bei einem organbegrenzten PCa
betragt die 10-Jahres-Uberlebensrate 75% und sinkt bei bereits
Fernmetastasen gesetzten Tumoren auf nur noch 15% (Kramer et al. 1993).
Der Verlauf des Karzinoms der Vorsteherdrise ist schwierig voraus zu sehen,
denn seine Aggressivitat variiert sehr stark. In den meisten Fallen ist ein
langsames Wachstum bekannt, allerdings werden auch Verlaufe mit
aggressiver, rascher und invasiver Proliferation der Tumorzellen beobachtet.
Beim invasiven Wachstum werden die benachbarten Strukturen (Samenblasen,
Rektum, Harnblase) infiltriert. Die Metastasierung des Prostatakarzinoms erfolgt
zunadchst lymphogen, am haufigsten in die retroperitonealen, paraaortalen,
gefolgt von cervikalen, pelvinen und inguinalen Lymphknoten. Im Rahmen der
hamatogenen Metastasierung werden vor allem osteoblastische Metastasen
gebildet mit der Pradilektionsstelle im lumbosakralen Bereich der Wirbelsaule

(Tofe 1975). In nahezu 50% der Falle von erfolgter Fernmetastasierung findet

18



EinfUhrung

man pulmonale Metastasen, gefolgt von Lebermetastasen (Golz und Stdrkel
1999).

Ein bedeutender Anteil der langsam wachsenden Tumore bleibt lebenslang
latent. Etwa 25% der betroffenen Patienten sterben an den Folgen der im
fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung entstehenden Metastasierung des
Karzinoms. Eine Prognoseeinschéatzung tber den Verlauf beim diagnostizierten
Prostatakarzinom ist schwierig und von einem breiten Spektrum an Faktoren
abhangig. Fur die individuelle Prognose und eine optimale Therapieplanung
steht eine Analyse von morphologischen und klinischen Komponenten im
Vordergrund. Eine prognostische Relevanz haben in erster Linie der vor
Einleitung der Therapie bestimmte PSA-Wert, Beurteilung des Staging, Grading
sowie die Absetzungsrander des Prostatakarzinoms. Positive Resektionsrander
bei einem radikal chirurgisch entfernten Praparat gelten als prognostisch
ungunstiges Zeichen (Epstein et al. 1993). Zu weiteren pathomorphologischen
Prognosefaktoren gehoren: Kapselperforation, Tumorvolumen,
Lymphknotenbefall, hAmatogene Metastasen, Gefal3dichte des Tumors, Anteil
der Androgenrezeptoren am Gesamttumor. Fur die Entscheidung, eine
zielgerichtete Therapie fur die Behandlung des Prostatakarzinoms zu wahlen,

ist eine bessere molekulare Charakterisierung des Tumors notwendig.
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1.2 Molekulare Biomarker in der Prognose des
Prostatakarzinoms

In jungster Zeit gewinnen neben den klassischen diagnostischen Methoden, die
auf der Grundlage von morphologischen Kriterien der Tumordiagnostik
basieren, molekulare Marker immer mehr an Bedeutung. Die Grundlage der
Forschung und Entwicklung der molekularen Biomarker ist die Aufklarung von
biologischen Prozessen, welche eine wichtige Rolle in der Entwicklung von
Neoplasien oder deren Supression spielen koénnen. Die schwierige
Einschéatzung des Krankheitsverlaufs und ungenaue Vorhersagekraft der in der
Praxis angewendeten Prognosefaktoren erschweren eine gezielte und
hdchsteffektive Therapie des Prostatakarzinoms. Mehrere Studien weisen auf
eine Korrelation zwischen den Gen-Expressionsmustern und Tumor-Subtypen
sowie daraus resultierende mdogliche prognostische und therapeutische

Relevanz.

Die Bestimmung von molekularen Tumormarkern kénnte zusatzlich zu den
konventionell angewandten Prognosekriterien eine verbesserte und
individualisiertere Therapieplanung sowie eine genauere Einschatzung des
Verlaufs ermdglichen. Molekularbiologische Prognosefaktoren und deren
Wertigkeit sind Gegenstand intensiver Forschung.

Zwischen 1996 und 2006 sind mehrere Tausend Publikationen erschienen, die
molekulare Pradiktor-Faktoren untersucht haben. 267 dieser Studien behaupten
prognostisch relevante Ergebnisse erzielt zu haben (s. Abbildung 2) (Schlomm
et al. 2007).

Keinem dieser Zielmolekile wurde jedoch bis dato ein Zutritt in die
diagnostische Routine gewahrt (Schlomm et al.) (s. Abbildung 3). Grund hierfur
ist der noch fehlende Nachweis der bestéatigten Relevanz als prognostisch

wichtiger Parameter.

20



EinfUhrung

Abbildung 2 Medline-Analyse (,prostate” + ~cancer” +
Lmmunohistochemistry” + ,prognosis” + ,year1996-20 06%)
Aus: Schlomm et al. 2007. Rote Saulen: Studien mit Prognosereleveanz. Blaue

Saulen: Studien ohne Prognoserelevanz.

45 - Prognosemarker beim Prostata-Ca. (1996-2006)
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Anzahl der untersuchten Patienten

Die meisten Studien untersuchten weniger als 100 Patienten. Als Erklarung fur
die wenig aussagekraftigen Ergebnisse dieser Studien werden vor allem zu
kleine Patientenkollektive und dadurch resultierende unzureichende
StichprobengrofRe, subjektive Auswertungskriterien und héaufig auch ein
fehlendes follow-up (Schlomm et al.) vermutet. Zudem liefern die Resultate der
Studien haufig widersprichliche Ergebnisse. Diese Tatsache koénnte in der
fehlenden Standardisierung der laboratorischen Analysetechniken und
unterschiedlichen  statistischen  Auswertungsmethoden begriindet sein
(Schlomm 2007). Fur den Nachweis der Relevanz der untersuchten
Prognosemarker sowie Validierung der gewonnen und dokumentierten Daten
ist ein ausreichend grof3es Patientenkollektiv unabdingbar. Ebenso ist es
notwendig eine Nachbeobachtungszeit der Studien Uber langere Zeit und

kontinuierlich durchzufiihren.
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Abbildung 3 Potentiell prognostisch relevante Marke
1996-2006 publizierten Studien.

Wachi I Lirol (207) 25:19-30

r aus 267 zwischen

Aus: Schlomm et al. 2007.
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Zu den meist untersuchten potentiellen Prognosemarkern gehéren:

p53

P53 gehért zur Gruppe der Tumorsuppressorgene. Im Falle einer
Zellschadigung induziert das p53 eine Unterbrechung des Zellzyklus bzw. eine
Apoptose. Mutationen der p53-DNA (Desoxyribonukleinsaure) finden sich in
etwa 50% aller malignen Tumoren. Eine Expression von p53 im
Prostatagewebe und eine erhohte Gefal3dichte zum Zeitpunkt der Diagnose
korrelieren mit einem schlechten Verlauf und erhdhten Sterberisiko (Concato et
al. 2009).

Bcl-2
Dieses Protein verhindert den Tod der Tumorzellen durch Hemmung der
Apoptose. Sein Nachweis im Prostatakarzinom-Gewebe (1-69%) konnte mit

einer schlechten Prognose assoziiert sein.

Ki-67

Ki-67 spielt eine Rolle im Zellzyklus. Ein hoher Ki-67-Index korreliert mit einer
erhohten Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs von Prostatakarzinom und
Metastasenbildung (Mc Loughlin et al. 1993).

E-Cadherin

Das Zelladhasionsmolekul ist fiur die Aufrechterhaltung des epithelialen
Phanotyps zustandig. Eine Verminderung der Expression von E-Cadherin wird
bei fortgeschrittenen Prostatatumoren mit einem hoheren Gleason-Grad
beobachtet (Augustin et al. 2003).

p27

Dieses Tumorsuppressor-Gen reguliert die Zellproliferation. Eine reduzierte
Expression von p27 wurde in 19,5-84% der Prostatakarzinome gefunden und
war assoziiert mit einer schlechten Differenzierung der Tumorzellen und

schlechteren Prognose (Schlomm et al. 2007; Cordon-Cardo et al. 1998).
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Neuroendokrine Differenzierung

Das Ausmald der neuroendokrinen Differenzierung im Prostatakarzinom in
Hinsicht auf die Prognose wird kontrovers diskutiert. Als endokrine Marker
fungieren typischerweise die neuronenspezifische Enolase (NSE) und

Chromogranin A.

1.3 Tissue Microarray Technik (TMA)

Kleine  Patientenkollektive und  Anwendung von  unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden der gewonnenen Proben haben widersprichliche
Ergebnisse zahlreicher verodffentlichter Studien zufolge. Mithilfe der Microarray-
Technik sind eine ldentifikation genetischer Veranderungen im Tumorgewebe,
und deren Rolle in der Entwicklung von Karzinomen, in einem grof3en Kollektiv
und unter konstanten Reaktionsbedingungen moglich. Dies kann durch
Validierung grof3er Probenmengen die Aussagekraft der erzielten Ergebnisse

erhdhen.

Gewebe-Microarrays werden verwendet, um eine hohe Zahl an Patienten-
Proben zu untersuchen. Es ist mdglich mehr als 600 Proben auf einem einzigen
Objekttrager zu analysieren (Schlomm et al. 2007). Sowohl die grol3e Menge
der Gewebeproben als auch ihre vergleichbare Groél3e machen verleihen

diesem Verfahren eine hohe Aussagekraft.

Fur die Herstellung der Gewebe-Microarrays werden ausgestanzte
Gewebezylinder auf einem Paraffinblock zusammengesetzt. Von der Region, in
der der Tumor am gro3ten ist und den hochsten Gleason Grad aufweist,
werden 0,6 mm grol3e Proben ausgestanzt und auf ein TMA Format, mit einem
Abstand von 650 pm zwischen den einzelnen Stanzen, Ubertragen (s.
Abbildung 4). Dieser Vorgang wird bis zur Fertigstellung des Gewebearrays n
Mal wiederholt. FiUr unsere Studie wurden 3261 Tumorproben auf 7 TMA-
Blocke Ubertragen. Nachdem der Gewebearray fertig gestellt ist, wird er mithilfe
eines Mikrotoms in 4 um dinne Schnitte geschnitten. Diese sind nach Fixierung
auf Objekttragern bereit fir Verarbeitung mit einer visualisierenden Technik. Die

am weitesten verbreitete Methode fir den Nachweis von im Gewebe
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exprimierten Proteinen ist die Immunhistochemie (IHC). Die
immunhistochemische Farbung erlaubt mithilfe von AntikGrpern eine genaue

Darstellung von Zielproteinen im Gewebeverband.

Abbildung 4: TMA-Herstellung

Stanzbiopsie TMA Stanze

©

Needies

A
v ¥
<> g,

Dargestellt ist eine im Durchmesser 0,6 mm betragende Gewebeprobe (links im
Bild). Diese wurde aus einem Gewebeblock ausgestanzt.

Rechts im Bild: Darstellung eines Stanzgerdts, das die zuvor aus
Gewebeblocken entnommene Prostatakarzinomproben in einen leeren
Paraffinblock im TMA-Format Ubertragt. Alle Gewebeproben haben eine
vergleichbare GroRe und der Abstand zwischen den einzelnen Proben im
TMA-Block betragt 650 pm.
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In der Hamburger Martiniklinik werden jahrlich mehr als 1.800 radikale
Prostatektomien und uUber 4.000 Prostatabiopsien durchgefuhrt. Die dort
hergestellten TMA"s beinhalten Proben von tber 3.000 Patienten, welche sich
zwischen 1992 und 2005 einer chirurgischen Entfernung der Prostata an der
Universitatsklinik Hamburg Eppendorf unterzogen haben. Eine seit 10 Jahren
gefuhrte klinische Datenbank ermdglicht zudem eine standardisierte, maximale
Verlaufsbeobachtung der Patienten.

Die Vorteile der Tissue-Microarray-Methode zur Identifizierung von genetischen
Verdnderungen in einem grof3en Patientenkollektiv liegen nicht nur in der
raschen Darstellung der gesuchten Molekile in einem Experiment, sondern
auch in deren schneller Auswertbarkeit. Die Tissue-Microarray-Technik stellt
eine hocheffiziente Methode fur parallele Analyse von Antigenen sowohl in
normalem als auch im pathologischen Gewebe dar. Sie ermdglicht eine genaue
und schnelle Lokalisierung von Zielmolekiulen und eignet sich somit
hervorragend zur Untersuchung von SSTR2-Protein im

Prostatakarzinomgewebe.

1.4 SSTR2-Rezeptor

Der SSTR2 gehort zur Familie von bisher 5 bekannten Somatostatin-
Rezeptoren (SSTR1-SSTR5).

Somatostatin, ein zyklisches Peptid und natidrlicher Ligand der SSTR-
Rezeptoren, wurde urspringlich als ein neuroendokrines, aus dem
Hypothalamus stammendes und das Wachstumshormon Somatotropin (STH)-
inhibierendes Hormon beschrieben (Brazeau et al. 1973). An der Hypophyse
Ubt es eine hemmende Wirkung sowohl auf die Somatotropin- als auch
Prolaktin- und TSH (Thyroidea-stimulierendes-Hormon) -Sekretion aus.
Mittlerweile ist eine Somatostatin-Produktion durch neuroendokrine Zellen in
vielen anderen Organen, beispielsweise des zentralen und peripheren
Nervensystems, des endokrinen Pankreas, Schilddriise, Nieren, Nebennieren,
Gastrointestinaltrakts und Prostata lokalisiert worden (Patel 1999).
Somatostatin spielt nicht nur als Neuromodulator, sondern auch Regulator von
zahlreichen Sekretionsprozessen vor allem im Gastrointestinaltrakt und in

Pankreas eine bedeutende Rolle. Die Wirksamkeit von Somatostatin als
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Regulator von Wachstumsprozessen in neuroendokrinen und anderen
Geweben ist durch die Anwesenheit von SST-Rezeptoren bekannt (Hansson et
al. 2002).

Die biologische Wirkung des Somatostatin in den Zielzellen wird tber die
membranstandigen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) vermittelt (s.
Abbildung 5). Diese bestehen aus einer Polypeptidkette, die die
Plasmamembran siebenmal durchzieht und so genannte Transmembranhelices
bildet (Muller-Esterl 2004). Eine Ligand-Rezeptor-Interaktion fihrt Uber
Konformationsanderung des sich auf der zytosolischen Seite befindenden
heterotrimeren G-Poteins zu einer Signalkaskade und damit zur Freisetzung
von intrazellularen Botenstoffen. Diese vermitteln den intrazellularen Effekt des
von aufRen an die Zelle durch Hormone (lbertragenes Signals. Die durch G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren angestol3ene Signaltransduktion moduliert Gber
entsprechende intrazellulare Enzyme zahlreiche Vorgdnge im Organismus, u. a.

auch Differenzierung und Proliferation von Zellen (Muller-Esterl 2004).

Abbildung 5: Struktur von G-Protein-gekoppelten Rez eptoren

Extracellular

Intracellular

Dargestellt ist ein 7-Transmembranhelix-Rezeptor. Der Rezeptor enthalt drei
intra- (11, 12, 13) und drei extrazellulare (E1, E2, E3) Domanen. Die vierte
intrazellulare Doméne (14) wird durch die Verankerung der carboxyterminalen
Schleife (C-Terminus) Uber einen Palmitoylthioester mit der Plasmamembran
gebildet. Der N-Terminus ragt nach extrazellular und enthalt haufig
Kohlenhydratseitenketten. Aus: Schenker 1995.
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Die antiproliferativen Aspekte der Somatostatinwirkung machen den Nachweis
von SSTR-Rezeptoren in Geweben zu einem bedeutenden Gegenstand der
Tumorforschung. Somatostatin-Bindungsstellen sind in vielen menschlichen

Tumoren bereits nachgewiesen worden.

SSTR2 ist ein besonders interessanter und gleichzeitig relativ unbekannter
Rezeptor. Die Literaturrecherche ergibt nicht nur wenige, sondern auch
widerspruchliche Ergebnisse in Bezug auf SSTR2. Sein Vorkommen im
gesunden- und Tumorgewebe unterschiedlicher Herkunft ist bekannt. Im
gesunden Gewebe ist SSTR2, lokalisiert am Chromosom 17qg24, eines der
meist exprimierten Proteine unter den Somatostatin-Rezeptoren (Patel YC,
1999).

SSTR2 scheint nicht nur eine wachstumshemmende Rolle beim
Pankreaskarzinom, sondern auch beim medullaren Schilddrisenkarzinom zu
spielen (Benali et al. 2000, Tagliati et al. 2006). Zou et al. beschreibt einen
Einfluss von SSTR2 auf den Zellzyklus in Tumorzellen des Pankreas (Zou et al.
2009). Dabei konnte an einem Tiermodell gezeigt werden, dass eine vermehrte
Expression von SSTR2 zu einer Erh6hung von pl6-Protein fuhrt. P16 ist ein
Cyklin-abhéangiger Kinase-Inhibitor, welcher an der Zellzyklus-Regulation
beteiligt ist (Zou et al. 2009). Diese Gruppe der Proteine kann eine Progression
des Zellzyklus von der G1- in die S-Phase verhindern. Sie sind bei malignen

Tumoren haufig inaktiviert.

Nicht nur die Funktion von SSTR2, sondern auch die Regulierung der SSTR2-
Expression in Tumorzellen ist ein Gegenstand der Forschung. Es gibt Hinweise
auf eine bedeutende Rolle der Methylierung in der Steuerung der SSTR2-
Expression in Tumoren. In der Studie von Torrisani et al. konnte gezeigt
werden, dass Uber die DNA-Methylierung und Histonacetylierung die Aktivitat
des SSTR2-Promotors reguliert werden kann (Torrisani et al. 2008). Es wurde
veranschaulicht, dass die Aktivitat des SSTR2-Pomotors umgekehrt
proportional mit der Expression von SSTR2 bei Melanom, Mamma-, Pankreas-,
Leberkarzinom und Retinoblastom korreliert. Dartiber hinaus zeigte sich unter
einer Therapie dieser Tumore mit demethylierenden Agens und Acetylase-

Inhibitoren eine Zunahme der SSTR2-Expression (Torrisani et al. 2008).
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Der Somatostatin-Rezeptor 2 ist ein membranéses Protein, dessen Funktion zu
therapeutischen Zwecken genutzt werden kann. Zahlreiche Studien
beschaftigen sich mit SSTR2 als Ziel einer medikamentésen Therapie.
Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von Somatostatin wurden synthetisch
hergestellte Somatostatin-Analoga entwickelt, welche nicht nur eine langere
Halbwertszeit, sondern auch eine hdhere Potenz aufweisen (Appetecchia und
Baldelli 2010). Ein Bespiel fir ein Somatostatin-Analogon stellt Octreotid dar.
Octreotid gehért zu den besterforschten Somatostatin-Analoga und bindet an
Somatostatin-Rezeptoren 2 mit einer hoheren Affinitdt als Somatostatin selbst
(Appetecchia und Baldelli 2010). Dieses Therapeutikum findet bereits seit
Jahren eine Anwendung bei der Suche und Therapie endokriner Tumoren
(Kwekkeboom et al. 2010).

Auch in der Therapie des Prostatakarzinoms wird die Moglichkeit des Einsatzes
von Somatostatin-Analoga diskutiert (Halmos et al. 2000). Die meisten davon
binden selektiv an SSTR2 (Patel 1999). Eine Verbesserung der Prognose und
Lebensqualitat bei Patienten mit metastasiertem hormonrefraktéarem
Prostatakarzinom konnte nach einer Therapie mit Somatostatin-Analoga in
klinischen Studien demonstriert werden (Gonzales-Barcena D et al. 1998;
Maulard C et al. 1995).

In der Studie von Koppman et al. wurde die Wirksamkeit von Somatostatin-
Analoga an Ratten, die an einem SSTR2-positiven, hormonrefraktaren
Prostatakarzinom Dunning R-3327-AT-1 erkrankt waren, getestet (Koppman et
al. 1998). Unter der Therapie mit AN-238 zeigte sich ein Stopp der
Wachstumsprogredienz des Tumors in vivo schon nach einer i.v. Injektion. Die
Untersuchungen ergaben zudem eine geringe Toxizitat des Wirkstoffs.
Plonowski et al. liefern ahnliche Untersuchungsergebnisse. In dieser Studie
konnte eine hohe Wirksamkeit einer Chemotherapie mit SSTR2-Analoga in
einer humanen Prostatakarzinom-Zellinie nachgewiesen werden (Plonowski et
al. 1999). Vermutet wird eine Wirkung der SSTR2-Analoga Uber eine
Aktivierung der Apoptose der Tumorzellen, welche bei hormonrefraktaren
Prostatakarzinomen vermindert ist (Plonowski et al. 1999).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass Somatostatin-Analoga als wirksame und
wenig toxische Medikamente in der Therapie des hormonrefraktaren

Prostatakarzinoms kinftig eine wichtige Rolle spielen kdnnten.
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1.4.1 SSTR2-Rezeptor im Prostatakarzinom

Das Wachstum des Prostatagewebes ist von zahlreichen Faktoren abhangig.
Hormonelle Einflisse, wie Regulation durch Androgene und unterschiedliche
Peptidhormone, spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Proliferation
der Driusenzellen. Dabei scheint SSTR2 eine Schlisselrolle zu spielen
(Cariaga-Martinez et al. 2009).

Das Vorkommen der SSTR2-Rezeptoren im benignen Prostatagewebe und
beim Prostatakarzinom ist in nur wenigen Studien untersucht und bestatigt
worden (Cariaga-Martinez et al. 2009, Hansson et al. 2002, Halmos et al.
2000). In der Studie von Sinisi et al. konnten SSTR2-Rezeptoren mittels RT-
PCR (Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion) ausschlief3lich im
benignen Prostatagewebe nachgewiesen werden (Sinisi et al. 1997). Diese
Studie umfasste insgesamt 11 Gewebeproben, darunter 5 normale und 6 von
Prostatakarzinomen. Die Karzinomproben wurden nach Gleason eingeteilt. In
keiner der Karzinomproben konnte SSTR2 nachgewiesen werden. Dagegen
zeigten sowohl eine Studie von Hansson et al als auch die Untersuchungen von
Cariaga-Martinez et al. andere Resultate. In beiden Fallen wurde die
Expression von SSTR2-Rezeptoren sowohl im benignen als auch im malignen
Prostatagewebe gefunden. Cariaga-Martinez et al. beschreibt, dass das
Vorkommen von SSTR2-Rezeptoren im Epithel des benignen Prostatagewebes
auf der Lumenseite der Driisengange und in den azinéren Zellen lokalisiert ist
(Cariaga-Martinez et al. 2009). Das von Cariaga-Martinez et al. untersuchte
maligne Prostatagewebe zeigte in 38 eine schwache und bei zwei Fallen gar
keine Farbung. In dieser Studie wurden insgesamt 45 Prostatakarzinom-
Gewebeproben mittels Immunhistochemie untersucht. Hierbei verhielt sich die
Intensitat der Farbung umgekehrt proportional zum Gleasongrad des Tumors,
d.h. die Farbung zeigte sich desto schwacher, je héher der Gleasongrad der
Prostatakarzinomproben war. In dieser Studie konnte also eine negative
Korrelation der SSTR2-Expression mit dem Gleasongrad nachgewiesen werden
(Cariaga-Martinez et al. 2009). Hansson et al. stellte dagegen eine starkere
Expression von SSTR2 in malignen Zellen als bei BPH fest (Hansson et al.

2002). Hier wurden 14 Prostatakarzinomproben und 11 BPH-Proben mittels
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RNA (Ribonucleinsaure) in situ-Hybridisierung untersucht. Dabei zeigten 12 von
14 Karzinomproben eine SSTR2-Expression. Eine Beziehung zwischen der
Starke der SSTR2-Expression und dem Gleasongrad des Tumors wurde in
dieser Studie nicht nachgewiesen. Andere Ergebnisse zeigte Reubi et al.
Sowohl benignes als auch neoplastisches Prostatagewebe wurde mittels in vitro
Autoradiographie untersucht. Eine Expression von SSTR2 konnte hier vor allem
im benignen Prostatagewebe nachgewiesen werden. Die in dieser Studie
untersuchten Prostatakarzinomgeweben zeigten lediglich eine geringe Dichte
von SSTR2 (Reubi et al. 1995). Ebenfalls konnte Halmos et al. nur eine geringe
Menge an SSTR2-Rezeptoren im Prostatakarzinomgewebe aufzeigen (Halmos
et al. 2000). Untersucht wurden hier 22 Prostatakarzinomproben mithilfe von
RT-PCR auf das Vorhandensein von SSTR2-Rezeptoren. Eine SSTR2-
Expression zeigte sich lediglich in drei von 22 untersuchten Karzinomproben.
Morichetti et al. konnten in ca. 80% der nach Prostatektomien enthommenen
Prostatakarzinomproben eine schwache bis mittelstarke SSTR2-Expression
nachweisen (Morichetti et al. 2010). Das Vorkommen der SSTR2-Rezeptoren
wurde nicht nur in priméren Prostatakarzinomen, sondern auch in deren
Metastasen (Plonowski et al. 1999) festgestellt. Diese Tatsache sowie Hinweise
auf eine hohe Affinitdt der Somatostatinanaloga fir SSTR2 stellen
maoglicherweise neue Behandlungsmdglichkeiten in der Therapie von
fortgeschrittenen Prostatakarzinomen sowie bei Patienten nach radikaler
Prostatektomie mit einem hohen Risiko eines Rezidiv (Koppan et al. 1998,
Halmos et al. 2000) dar. In den Untersuchungen von Koppan et al. (1998)
konnte eine SSTR2-Expression im malignen Tumorgewebe der Prostata bei

Ratten nachgewiesen werden.
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1.4.2 Tumorstadium und SSTR2-Rezeptor-Dichte

Bisher gibt es nur unzureichende Untersuchungen bezlglich des Stadiums des
Prostatakarzinoms und der Dichte der SSTR2-Rezeptoren.

Die Studie von Cariaga-Martinez et al (2009) zeigte eine Korrelation zwischen
der Expression von SSTR2-Rezeptoren und dem Gleason-Grad des
Prostatakarzinoms. Hier wurde festgestellt, dass die Dichte der SSTR2-
Rezeptoren sinkt, je hoher der Gleason-Grad des Tumors ist. Dagegen konnte
Hansson et al (2002) keine Korrrelation zwischen dem Differenzierungsgrad
des Tumors und der SSTR2-Expression feststellen. Die
Untersuchungsergebnisse von Halmos et al. (2000) zeigen ebenfalls eine
Unabhangigkeit der Inzidenz von Somatostatinrezeptoren vom Tumorstadium

der Prostata.

Die wenigen veroffentlichten Studienergebnisse zu SSTR2-Rezeptoren im
Prostatakarzinomgewebe zeigen beziglich ihrer Ergebnisse erhebliche
Widerspriche. Gemeinsam ist dieser Studien jedoch eine sehr kleine Anzahl an

untersuchten Gewebeproben (zwischen 11 und 45 Proben).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

In westlichen Gesellschaften stellt das Prostatakarzinom den haufigsten Tumor
und die zweithaufigste krebsbedingte Todesursache dar. Die Betreuung von
Prostatakarzinom-Patienten ist aus mehreren Grinden schwierig. Einerseits ist
unklar welche Patienten tatsachlich eine radikale Therapie bendétigen, da mehr
als die Halfte der Prostatakarzinom-Patienten letztlich nicht an ihrem Tumor
versterben. Dartber hinaus fehlen beim Prostatakarzinom, falls es zu einer
metastatischen Diskriminierung kommt, therapeutische Optionen, spéatestens
dann wenn es zu einem hormonrefraktdren Rezidiv nach initial erfolgreicher
hormoneller Therapie kommt. Somit besteht ein Bedarf nach 1) besseren
Prognosefaktoren und 2) nach neuen Therapien. Der Somatostatin-Rezeptor
Typ 2 (SSTR2) kommt fur beide Optionen in Frage. Bisher ist bekannt, dass
SSTR2 bei einem Teil der Prostatakarzinome exprimiert wird. Als membranéses
Protein und aufgrund seiner Funktion kdnnte SSTR2 als Therapieziel dienen.
Dartiber hinaus gibt es bisher keine Untersuchungen lber die prognostische
Relevanz dieses Parameters. Ziel dieser Doktorarbeit ist es deswegen,
herauszufinden wie haufig Somatostatin-Rezeptor Typ 2 in Prostatakarzinomen
exprimiert ist und ob die Expression dieses Markers auch mit dem Klinischen
Verlauf bzw. dem Tumorphanotyp korreliert. Zur Klarung dieser Frage sollen
weitere Patientendaten aus den Archiven des Institutes fir Pathologie und der
Martiniklinik zusammengetragen werden mit dem Ziel die existierende Gewebe-
Datenbank zu optimieren. An diesem Tissue-Microarray soll die SSTR2-
Expression dann immunhistochemisch evaluiert und mit klinisch-pathologischen

Parametern korreliert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenmaterial

Das fur die vorliegende Dissertation zur Verfiugung stehende
Patientenprobenkollektiv.  umfasst 3261 Prostatakarzinom-Proben  von
Patienten, die zwischen 1992 und 2005 in der urologischen Klinik des
Uniklinikkums Hamburg Eppendorf prostatektomiert worden waren. Von
insgesamt 2385 (73.1%) Patienten standen klinische follow-up Daten zur
Verfiigung. Der Nachbeobachtungszeitraum betrug zwischen 1 und 143
Monaten (im Mittel 34.7 Monate).

2.1.1 Klinische Parameter des Patientenkollektivs

Zum Patientenmaterial standen folgende Klinisch-pathologischen Daten zur

Verfiigung:

« Das Alter des Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
* Das praoperative PSA in ng/ml

» Eine Klassifikation des Tumors nach Gleason

* Die Ausdehnung des Primartumors im Gewebe (pT)

* Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen (pN)

e Der Zustand der Absetzungsrander

* Der Zeitpunkt eines PSA-Rezidives
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2.2 TMA-Herstellung

Fur die vorliegende Arbeit stand ein Prostatakarzinom-Gewebe-Array von 3261
Patienten zur Verfiigung.

Zur Herstellung des Gewebe Microarrays war es notwendig histologische
Schnitte aus in Paraffin eingebeteten Tumorgewebeproben anzufertigen sowie
diese mit Hamatoxylin/Eosin (HE) anzufarben. Diese wurden aus den im Archiv
des Instituts fir Pathologie des Uniklinikum Hamburg Eppendorf vorhandenen
Gewebeproben des oben genannten Patientenkollektivs entnommen. Die
jeweils zu einem Gewebeblock passenden HE-Schnitte wurden von einem
Pathologen begutachtet und nach dem Vorhandensein eines reprasentativen
Tumorareals inspiziert. Hierbei wurde das reprasentative Tumorareal auf dem
Objekttrager markiert. Das auf dem HE-Schnitt markierte Feld entsprach dem
Areal im Gewebeblock, aus dem Gewebeproben gestanzt wurden. So wurden
aus jedem Gewebeblock Gewebeproben ausgestanzt und in einen leeren
Paraffinblock im TMA-Format Uberfihrt. Der Stanzdurchmesser betrug 0,6 mm
und die Abstande zwischen den einzelnen Stanzen 650 pm. Bis zur
Fertigstellung des Gewebearrays wurde dieser Vorgang n Mal wiederholt.
Insgesamt wurden 3261 Tumorproben auf 7 TMA-Blocke Ubertragen. Jeder
TMA-Block enthielt zwischen 129-522 Gewebestanzen. Neben den
Tumorproben wurden Kontrollstanzen aus gesunden Prostaten und anderen
Geweben, beispielsweise aus Darmschleimhaut, Lungenparenchym oder Milz
in die TMA-BIl6cke eingesetzt, um eine optimale Antikdrperaustestung erreichen
zu konnen. Aus den fertig gestanzten TMA-Blocken wurden mithilfe eines
Microtoms 4 um dicke Schnitte angefertigt und auf Objekttrager Ubertragen.
Diese wurden fur eine Zeit von 1 Minute unter einer Ultraviolettlampe einem
Polymerisation-Verfahren unterzogen, um eine Aushartung der darauf
eingebrachten Paraffinschnitte zu erzielen. Nachdem die Objekttrager
getrocknet waren, war deren Vorbereitung fur die immunhistochemische

Farbung abgeschlossen.
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Abbildung 6: Beispiel eines Prostatakarzinom-Arrays ; Hamatoxylin /Eosin-
Farbung. Aus: Hermann (Dissertation, ausgehéandigt von Prof. G. Sauter).
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Die Abbildung 6 zeigt ein Beispiel eines fertigen mit Hamatoxylin/Eosin
gefarbten TMA-Schnittes.

Abbildung 7: Beispiele der Gewebespots mit einem Du  rchmesser von

0,6mm. Aus: Hermann (Dissertation, ausgehandigt von Prof. G. Sauter).
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2.3 Immunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung (IHC) dient der Visualisierung von
Proteinen auf histologischen Schnitten. Dabei erfolgt eine Bindung eines
Primarantikdrpers an ein Epitop der Proteinoberflache und eine darauf folgende
Bindung eines sekundaren Antikorpers an den Primarantikérper. Dieser
Antigen-Antikérper-Komplex kann mithilfe von Detektion-Methoden dargestellt
und somit das Vorhandensein von im Gewebe exprimierten Proteinen lokalisiert
werden.

Die Anwendung von IHC bei der Auswertung von Gewebe-Microarrays
ermdglicht neben der optimalen Erkennung der Gewebemorphologie eine durch
konstante Reaktionsbedingungen bedingte Standardisierung der
Auswertungsmethode.

2.3.1 Immunhistochemische Behandlung der
Prostatakarzinomgewebe- Proben

Vor der Durchfihrung der Immunhistochemie wurden die Tumor Multi Arrays
zunachst einer Gewebevorbehandlung unterzogen. Im ersten Schritt wurden sie
mindestens 1 Stunde in Xylol entparaffinisiert. Danach wurde das Xylol aus den
Geweben entfernt, indem die TMA-Schnitte in einer absteigenden Ethanolreihe
und anschlie3end mit Aqua dest. behandelt wurden. Die Vorbehandlung wurde
nach Vorschrift gemal der SSTR2-Antikdrperdatenbank durchgefiihrt. Nach der
erfolgten Vorbehandlung der TMA-Schnitte wurden diese einmalig Uber 5
Minuten mit dem TBST-Puffer gespdlt. Im néachsten Schritt wurden die TMA-
Schnitte Gber 10 Minuten mit H202 (DAKO S2023 ready to use) behandelt und
anschlieBend 2mal dber 5 Minuten mit TBST-Puffer gespult. Fur die
Antikdrperinkubation wurden diese Uber 1 Stunde bei 37C entsprechend
verdinnt. AnschlieRend erfolgte eine Applikation der verdinnten Antikoérper
(Atlas Antibodies; SSTR2, Kaninchen, polyklonal, HPA007264, Lot. Nr: A08840,
Stockholm, Schweden, in der Verdiunnung 1:150 appliziert), welche die SSTR2-
Rezeptoren in Prostatakarzinomgewebe detektieren, auf die TMA-Objekttrager.
Die nicht-gebundenen Antikdrper wurden im Anschluss 2x mit einer TBST-
Puffer Spilung (jeweils Uber 5 Minuten) abgewaschen. Fir Detektion der
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gebundenen Antikdrper wurde eine indirekte Methode der Antikodrperbindung En
Vision rabbit/mouse (DAKO 5007, Glostrup, Danemark) verwendet. Dabei
erfolgte in der Inkubationszeit von 30 Minuten bei 37C eine Bindung eines
unkonjugierten Antikérpers (von Kaninchen oder Maus stammend) an das
Antigen. AnschlieBend fand die Bindung eines Sekundarantikorpers, welcher
gegen Kaninchen- oder Mausimmunglobuline gerichtet war, statt. Danach
erfolgte eine erneute doppelte Spulung mit TBST-Puffer (5 Minuten). Um eine
entsprechende Visualisierung der gebundenen Antigen-Antikérperbindungen zu
erreichen, wurde im nachsten Schritt eine DAB-Chromogen-Losung (K5007)
angesetzt und bei Raumtemperatur 10 Minuten lang inkubiert. Danach erfolgte
eine einmalige Spulung mit destilliertem Wasser. Weiterhin wurden die TMA-
Schnitte 1 Minute lang mit Heamalaun behandelt und anschlieend mit
Leitungswasser gespilt. Der letzte Schritt bestand in einer Behandlung der
Schnitte mit aufsteigender Ethanolreihe bis Xylol sowie einem im Anschluss
erfolgten Eindecken der TMA-Schnitte. Im Anschluss wurden die Praparate

trocken gelegt und fur eine Auswertung im Lichtmikroskop bereitgestellit.

2.3.2 Auswertung der gefarbten TMA-Schnitte

Bei der Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Prostatakarzinom-
Arrays mithilfe eines Lichtmikroskops wurde der prozentuale Anteil der SSTR2
positiven Tumorzellen ermittelt. Die Intensitdt der Farbung wurde semi-

quantitativ wie folgt kategorisiert:

- 0: keine Farbung
- 1. schwache Féarbung
- 2: mittlere Farbung

- 3: starke Farbung

Fur die Beurteilung der Expression von SSTR2 im Prostatakarzinomgewebe
wurden Farbergebnisse anhand deren prozentualen Verteilung sowie
Farbintensitat in 4 Kategorien eingeteilt. Die Tabelle 2 veranschaulicht die

Kategorisierung der Farbergebnisse.
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Tabelle 2: Kriterien fir die Bewertung der Expressi

on von SSTR2

entsprechend des prozentualen Anteils und der Farbe  intensitat des

Prostatakarzinomgewebes

Farbungsbeurteilung

Expression von SSTR2

Keine Farbung (0)

negativ

Farbeintensitat 1 in bis zu 80% oder 2 in bis zu

20% der Tumorzellen

schwach positiv

Farbeintensitat 1 in mehr als 80% der
Tumorzellen

oder 2 in mehr als 20% aber nicht mehr als 80%
der Tumorzellen

oder 3 in bis zu 30% der Tumorzellen

mittelstark positiv

Farbeintensitat 2 in mehr als 80% oder 3 in

mehr als 20% der Tumorzellen

stark positiv
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Abbildung 8: Ein Gewebespot aus gesundem Prostataep  ithel, SSTR2

positiv.

Abbildung 9: Beispiel eines Gewebespots aus gesunde m Prostataepithel

mit negativer SSTR2-Expression
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Material und Methoden

Abbildung 10: Beispiel eines Gewebespots vom Prosta  takarzinom mit
positiver SSTR2-Expression

Abbildung 11: Beispiel eines Gewebespots vom Prosta  takarzinom mit
negativer SSTR2-Expression neben gesundem Prostatae  pithel mit starker
SSTR2-Expression

Abbildungen 8-11 zeigen Beispiele von Gewebespots aus gesunden
Prostataepithel- und Prostatakarzinomgewebe-Arrays mit unterschiedlichen
Farbeintensitaten entsprechend ihrer SSTR2-Expression.
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Die Ergebnisse der Ki67-Immunhistochemie, die an denselben TMA-Schnitten
durchgefuhrt wurde, konnten aus einer vorausgegangenen Studie entnommen
werden (Minner et al. 2010).

2.4 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit der Statistik Software JUMP 5.0.1 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA) durchgefihrt. Die Berechnung erfolgte mittels
chi2-Tests.

Die Beziehung zwischen dem Ki67-Index und der SSTR2-Expression wurde
mithilfe von Varianzanalyse (ANOVA) ermittelt. Die Darstellung der
Uberlebenskurven erfolgte mittels Kaplan-Meier-Analyse. Diese wurden mit
dem log rank Test verglichen. Die Multivariate Analyse bediente sich des Cox-
regression-Modells, um die Abhangigkeit der klinischen Parameter und der
SSTR2-Expression fiur die Prognose des PSA-Rezidiv nach der radikalen

Prostatektomie zu ermitteln.
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3 Ergebnisse

3.1 Kilinisch-pathologische Parameter des Patientenk  ollektivs

Folgende Tabellen veranschaulichen die Kklinisch-pathologischen Parameter der

an Prostatakarzinom erkrankten Patienten, die in diese Studie einbezogen

wurden.

1) Alter der Patienten

Bei einem Kollektiv von 2206 Patienten wurde das Alter zum Zeitpunkt der

Diagnosestellung dokumentiert.

Tabelle 3: Aufschliisselung des Patientenkollektivs

Diagnosestellung

nach Alter bei

Patientenalter N %
bei Diagnosestellung

<50 57 2.6
50-60 701 31.8
60-70 1317 59.7
>70 131 5.9
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Abbildung 12: Darstellung der Altersverteilung des

Patientenkollektivs.
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2) Praoperativer PSA-Wert

Zur Verfigung standen laborchemische Parameter von 2201 Patienten. Die vor

der radikalen Prostatektomie bei dem Patientenkollektiv bestimmten PSA-Werte

stellten sich wie folgt dar:

Tabelle 4: Aufschlisselung des Patientenkollektivs

gemessenen PSA-Wert

nach dem praoperativ

PSA praoperativ N %
(ng/ml)

<4 339 15.4
4-10 1178 53.5
10-20 493 22.4
>20 191 8.7
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Abbildung 13: Darstellung der praoperativ erhobenen PSA-Werte in
(ng/ml)
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3) Gleason-score

Der Gleason-Grad des Tumors wurde bei 2240 Patienten bestimmt.

Tabelle 5: Aufschlisselung der Prostatakarzinomprob en nach Gleason-
Grad

Gleason-score N %

< 3+3 932 41.6
3+4 1002 447
4+3 257 11.5
> 4+4 49 2.2
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4) Pathologisches Staging (pT-Stadium)

Insgesamt 2236 der Prostatakarzinomproben konnten nach dem Klinisch-
pathologischen Klassifikationssystem (s. S. 9) eingeteilt werden. Hierbei wird

die Ausdehnung des Tumorwachstums im Gewebe beurteilt. Die Verteilung

sieht wie folgt aus:

Tabelle 6: Aufschliisselung der Prostatakarzinom-Pro

Ausdehnung im Gewebe

ben nach deren

Tumorstadium N %
pT2 1405 62.8
pT3a 495 221
pT3b 305 13.6
pT4 31 1.5

Abbildung 14: Darstellung der Verteilung der Prosta

dem pT-Stadium

takarzinome nach
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5) Befall der Lymphknoten

Der histologische Nachweis von Lymphknotenmetastasen als wichtiger
prognostischer Faktor wurde bei 2234 Patienten durchgefiihrt. Hierbei zeigte

sich folgende Verteilung:

Tabelle 7: Aufschlisselung der Prostatakarzinom-Pro ben nach

Lymphknotenbefall

Lymphknoten- N %
Metastasen
des Prostatakarzinoms

pNO 1150 51.5
pN1-3 79 3.55
pNX 1005 45.0

Abbildung 15: Darstellung der Verteilung nachdem L  ymphknotenbefall
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6) Absetzungsrander

Die Absetzungsrander nach Prostatektomie geben eine Auskunft Uber das

Verbleiben von Tumorresten nach einer Tumor entfernenden Operation. Sind

diese positiv, kann ein Verbleiben von Tumorzellen

ausgeschlossen werden.

im Gewebe nicht

Es standen Angaben Uber den Zustand der Absetzungsrander zu 2237

Patienten zur Verfigung.

Tabelle 8: Aufschliisselung der Prostatakarzinom-Pro

ben nach dem

Vorhandensein von Tumorzellen in Schnittradern nach radikaler
Prostatektomie

Schnittréander N %

Positiv 488 21.8

Negativ 1749 78.2

Abbildung 16: Darstellung der Verteilung der Tumorp

Positivitat der Absetzungsrander

roben nach der

Zustand der Absetzungsrader

488

I positiv

| negativ
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3.2 Auswertung der TMA's

Eine Anzahl von 2195 aus 3261 aller zur Verfigung stehenden Proben des
Gewebe-Array konnte erfolgreich fir SSTR2 ausgewertet werden. Die Grinde
fur die unvollstandige Auswertbarkeit der TMA’s waren neben der Abwesenheit

von eindeutigen Tumorzellen ein mogliches Abschwemmen der Gewebeprobe.

3.3 SSTR2-Immunhistochemie

Insgesamt waren 2195 Tumorproben fur SSTR2 auswertbar. Davon zeigten
1231 (56.1%) der Proben keine Farbung (negativ), 680 (31%) eine schwache,
187 (8.5%) eine mittelstarke und 92 (4.4%) ein starkes immunhistochemisches

Farbeergebnis.

Abbildung 17: Farbungsergebnisse der 2195 Prostatak  arzinomproben

Farbungsintensitat

187 - @ negativ

m schwach
O mittelstark
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[
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3.3.1 SSTR2-Expression und klinisch-pathologische Parametern

Anhand der bekannten Parameter wie der praoperative PSA-Wert, Gleason-
score, T-Stadium sowie der Zustand der Absetzungsrader des Tumors wurde
ermittelt, ob und in welchem Ausmald diese mit der Expression von SSTR2 im

Prostatakarzinomgewebe im Zusammenhang stehen.

3.3.1.1 Préaoperativer PSA-Wert und SSTR2-Expressio n

Die Untersuchung der Beziehung zwischen der SSTR2-Expression und dem
vor der radikalen Prostatektomie ermittelten PSA-Wert wurde anhand von 2040
Tumorproben durchgefiihrt. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation
zwischen der Hohe des PSA-Wertes und der Farbeintensitat der Gewebespots
(p<0.0011). Ein hoher praoperativer PSA-Wert (>20) korreliert mit der Intensitat
der Farbung. In diesem Fall zeigten die Tumoren 71.6% keine Féarbung, 4.9%
eine mittelstarkes und nur 2.2% der Tumorproben (n=183) ein starkes
Farbeergebnis. Bei Patienten mit einem PSA-Wert von <4 (n=304) haben sich
53.0% der Proben gar nicht gefarbt, 33.2% schwach, 9.2% zeigten eine

mittelstarke und 4.6% der Proben eine starke Farbung.

Tabelle 9: Darstellung der Beziehung zwischen dem p  raoperativ
ermittelten PSA-Wert und der Farbeintensitat

Parameter Variable N negativ | schwach mittelstark stark | p-Wert
(%) (%) (%) (%)
Préoperativer | < 4 304 53.0 33.2 9.2 4.6 <0.001
PSA-Wert 14 10 | 1001 | 535 315 0.8 5.1
[ng/ml]
10-20 462 58.4 31.0 6.9 3.7
> 20 183 71.6 21.2 4.9 2.2
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3.3.1.2 Gleason-Grad des Tumors und die SSTR2-Expr ession

Fur 2077 Patientenproben konnte der Gleason-Grad der Tumorgewebeproben
ermittelt werden. Bei diesen Patienten Kkorrelierte der Grad der
Tumordifferenzierung signifikant mit der Expression der SSTR2-Proteine. Dabei
zeigte eine groRe Anzahl der Tumoren mit hohem Gleason-Grad (= 4+4) (n=46)
keine Farbung (78.3%) und 17.4% der Tumoren eine schwache Farbereaktion.
Der Anteil der mittelstark gefarbten Proben betrug 4.4% und der stark gefarbten
0%. Prostatakarzinomgeweben mit einem hohen Gleason-Grad exprimieren
demnach nur wenige oder keine SSTR2-Rezeptoren (p<0.0001). Dagegen
zeigten die Tumore mit einem niedrigen Gleason-Grad (< 3+3) (n=858) eine
erhohte Farbungstendenz: 51.5% zeigten ein negatives Farbeergebnis, 31.9%
ein schwaches, wogegen 10.4% sich mittelstark und 6.2% stark farbten. Im
mittleren Bewertungsbereich des Gleason-score (3+4 und 4+3) zeigte sich eine
ahnliche Reaktion: die Intensitat der Farbung steigt mit dem

Differenzierungsgrad des Tumors.

Tabelle 10: Darstellung der Beziehung zwischen dem ermittelten Gleason-

score der Tumorproben und dem Farbeergebnis.

Parameter | Variable N negativ | schwach | mittelstark stark | p-Wert
(%) (%) (%) (%)
<3+3 858 51.5 31.9 104 6.2 <0.000
Gleason- | 3,4 930 | 554 32.4 8.3 4.0
score
4+3 243 71.6 235 4.1 0.8
= 4+4 46 78.3 17.4 4.4 0.0
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3.3.1.3 Tumorausdehnung und SSTR2-Expression

Das pathologische Stadium der Tumorausdehnung (pT) wurde ebenfalls mit der
Farbungsintensitat des Tumorgewebes in Beziehung gesetzt. Es konnten 2076
Tumorproben untersucht werden. Hierbei zeigte sich eine signifikante
Beziehung zwischen der Intensitdt der Farbung und dem pT-Stadium des
Prostatakarzinoms. Eine starke Farbung des Gewebes trat nur in niedrigeren
Tumorstadien auf: Im pT2-Stadium (n=1277) haben sich 5.6% der
Gewebeproben stark geféarbt. Hierbei war der Anteil der gefarbten Zellen desto
hoher, je niedriger das Tumorstadium war. Im pT4-Stadium zeigten die Tumore
keine bis geringe SSTR2-Expression und somit weder ein starkes (0.0%) noch
ein mittelstarkes (0.0%) Farbeergebnis. Lediglich 21.9% der Tumorproben in
diesem Stadium farbten sich schwach. Die hohe Expressionsrate von SSTR2-
Rezeptoren im Prostatakarzinomgewebe korreliert demnach mit niedrigeren

Tumorstadien und somit mit einer besseren Prognose (p<0.0001).

Tabelle 11: Darstellung der Beziehung zwischen dem pT-Stadium des PCa

und der SSTR2-Expressionsrate.

Parameter Variable N negativ | schwach mittelstark stark | p-Wert
(%) (%) (%) (%)

pT2 1277 51.5 32.0 11.0 5.6 | <0.000
pT-Stadium | oy 470 63.0 28.3 5.5 3.2
pT3b 297 63.3 31.0 4.0 1.7
pT4 32 78.1 21.9 0.0 0.0
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3.3.1.4 Absetzungsrander und die SSTR2-Expression

Angaben zu Absetzungsrédndern der Tumorproben nach radikalen

Prostatektomien waren fir 2237 der Patienten vorhanden.

Tabelle 12: Darstellung der Beziehung zwischen der Farbungsintensitat

und der Absetzungsrander nach radikaler Prostatekto mie.

Parameter Variab N negativ | schwach mittelstark stark | p-Wert
le (%) (%) (%) (%)
Negati | 1613 54.3 32.0 9.2 4.5 | 0.0060
Absatzungs- A
Positiv 461 62.9 26.9 6.1 4.1
Rander e

Bei der Analyse der Absetzungsrander und der Farbungsintensitat zeigte sich

eine signifikante Korrelation dieser Parameter.

3.3.2 SSTR2-Expression und PSA Rezidiv

Fur 2385 Patienten (73.1%) waren Daten zur Nachbeobachtungszeit nach
Prostatektomie verfligbar. Hierbei wurde der Verlauf des PSA-Werts im Serum
beurteilt. Bei diesen Patienten zeigte sich eine Korrelation zwischen der
Intensitat der Farbung und dem Zeitpunkt des Prostatakarzinom-Rezidives,
gemessen am PSA-Wert (p<0.0009). Die Abwesenheit bzw. geringe Dichte an
SSTR2-Rezeptoren (keine bzw. schwache Féarbung) im
Prostatakarzinomgewebe war assoziiert mit einem frihen PSA Rezidiv (s.
Abbildung 18). Patienten, bei denen keine SSTR2-Rezeptoren gefunden
wurden (keine Farbung) zeigten dabei die schlechteste Prognose. Eine
mittelstarke Expression von SSTR2 ging mit einer mittelmaligen Prognose
einher. Die beste Prognose zeigten somit Patienten mit einer starken SSTR2-

Dichte in Prostatakarzinomgewebe.
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Abbildung 18: SSTR2-Expression und PSA Rezidiv.
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Die rezidivfreie Uberlebenszeit sinkt entsprechend der SSTR2-Expressionsrate
des Prostatakarzinoms, von starker Uber die mittelstarke, schwache bis zur
fehlenden SSTR2-Expression (p=0.0009).
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4 Diskussion

Seit 1980 wird eine deutliche Zunahme der Inzidenz des Prostatakarzinoms
beobachtet (RKI 2006). Sowohl der demographische Entwicklungsprozess als
auch neue Verfahren in der Diagnostik des Prostatakarzinoms haben zu dieser
Entwicklung beigetragen. Anders als noch vor etwas mehr als 20 Jahren
werden heute Prostatakarzinome zunehmend in friheren, klinisch lokalisierten
Stadien diagnostiziert (Leman und Getzenberg 2009). Kritiker des PSA-
Screenings betonen die Gefahr einer ,Uberdiagnostizierung® der
Prostatakarzinome, denn das Risiko im Laufe des Lebens an einem Kklinisch
manifesten Prostatakarzinom zu erkranken betrdgt 18%, an diesem zu
versterben jedoch nur 3% (Thompson und Ankerst 2007). Fir die Prognose des
Prostatakarzinoms ist nicht nur dessen Friiherkennung von Bedeutung, sondern
vielmehr die Differenzierung der Dignitat des Tumors. Hier werden zwei Formen
des Prostatakarzinoms unterschieden: langsam wachsende und somit klinisch
nicht signifikante Karzinome, die keiner Therapie bedirfen und die klinisch
signifikanten, aggressiv wachsenden Karzinome, die unbehandelt rasch zum
Tode fuhren, jedoch bei adaquater Behandlung kurabel sind (Hammerer 1997).
Da diese Differenzierung der Tumore bei Diagnosestellung oft nicht méglich ist,
hat eine frihere Diagnose des Prostatakarzinoms haufig eine Therapie von
klinisch nicht signifikanten Tumoren zur Folge. Dies fuhrt nicht nur zu einer
vermeidbaren psychischen und korperlichen Belastung des Patienten, die mit
der Diagnose und Therapie verbunden ist, sondern auch zur Steigerung der
Kosten fur das Gesundheitssystem. Diese Tatsache zeigt die Notwendigkeit der
Untersuchung neuer Prognosefaktoren, die eine préazisere Voraussage des

Krankheitsverlaufs erméglichen.

Seitdem werden immer neue potentielle prognostische Biomarker untersucht.
Mittlerweile gibt es eine Vielzahl an Studien (ber molekularbiologische
Verdnderungen in Hinsicht auf die Entwicklung des Prostatakarzinoms
(Schlomm 2007). Die Prognose des Prostatakarzinoms ist jedoch nach wie vor
schwierig abzuschatzen. Die bisher relevanten Prognosefaktoren sind nicht in
der Lage, die Aggressivitait des Tumors und somit den individuellen

Krankheitsverlauf hinreichend vorherzusagen. Zudem charakterisiert die
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meisten Studien eine zu kleine Anzahl an Patientenkollektiven, fehlendes
follow-up sowie unterschiedliche laborchemische Analysetechniken (Schlomm
2007). Diese Faktoren sind jedoch zum Erzielen prognostisch relevanter und
validierter Daten unabdingbar.

In dieser Arbeit wird die Expression des SSTR2-Rezeptors beim
Prostatakarzinom anhand von 3261 Gewebeproben aus Prostatektomien, die in
der Martiniklinik des Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf zwischen 1992
und 2005 durchgefuhrt wurden, untersucht. Das gesamte
Gewebeprobenkollektiv.  wurde anhand der Tissue-Microarray-Technik

analysiert. In unserer Studie wurden folgende Fragestellungen formuliert:

» Wie haufig ist SSTR2 in Prostatakarzinomen exprimiert und
welche Bedeutung hat die Expression der SSTR2-Rezeptoren fir

die Prognose des Prostatakarzinoms?

> st die Abwesenheit der SSTR2-Rezeptoren im
Prostatakarzinomgewebe mit einem biologisch aggressivem

Tumortyp und somit einer schlechteren Prognose assoziiert?

» Stellt der SSTR2-Rezeptor eine Basis fur neue Therapieoptionen

dar?

4.1 Diskussion der Methodik

Fur die vorliegende Arbeit wurde ein Gewebe-Array von 3261 Patientenproben
verwendet.

Mithilfe der Tissue-Microarray-Technik war es mdoglich die hohe Zahl an
Gewebeproben unter konstanten Reaktionsbedingungen zu untersuchen.
Hierbei wird durch Validierung des Untersuchungsprozesses eine hohere
Aussagekraft erzielt. Die Tissue-Microarray-Technik ermdglicht als eine
hocheffiziente Methode nicht nur eine genaue, sondern auch schnelle
Lokalisation der gesuchten Zielproteine im Gewebe (Schlomm 2007).
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Fur die Mehrzahl der Patienten (2385) stehen klinische follow-up Daten zur
Verfiigung. Der Beobachtungszeitraum betrug zwischen 1 und 143 Monate bei
einer durchschnittlichen Beobachtungszeit von 34.7 Monaten. Als klinischer
Endpunkt wurde ein PSA-Rezidiv definiert. Mithilfe eines Tissue-Microarray
kann die Expression von SSTR2 nicht nur immunhistochemisch evaluiert,

sondern auch mit klinischen Parametern korreliert werden.

4.2 Wie haufig ist SSTR2 in Prostatakarzinomen expr  imiert und
welche Bedeutung hat die Expression der SSTR2-
Rezeptoren fur die Prognose des Prostatakarzinoms?

Das Vorkommen der SSTR2-Rezeptoren sowohl in benignen Geweben als
auch in Tumoren unterschiedlicher Herkunft wie Mamma-, Nieren- oder
Magentumore ist bereits bekannt (Koppman et al. 1998; Patel YC 1999). In
normalen Geweben ist SSTR2, lokalisiert am Chromosom 17924, eines der
meist exprimierten Proteine unter den Somatostatin-Rezeptoren (Patel YC,
1999). Bei zahlreichen Tumortypen scheint SSTR2 eine Rolle bei der
Hemmung der Zellproliferation zu spielen (Benali et al. 2000, Patel YC, 1999;
Tagliati et al. 2006). Die Rolle der SSTR2-Rezeptoren im malignen

Prostatakarzinomgewebe ist jedoch nach wie vor umstritten.

Die bisher vertffentlichen  Studien zur SSTR2-Expression  beim
Prostatakarzinom liefern Ergebnisse, die lediglich eine begrenzte Anzahl an
untersuchten Tumorproben betreffen. Die Untersuchungsresultate dieser
Studien zeigen dem zufolge eine enorme Variabilitat bezuglich ihrer
Ergebnisse. Um herauszufinden, welche Rolle SSTR2-Protein-Expression bei
der Karzinogenese des Prostatakarzinoms spielt, ist es erforderlich, diese in
einem grofRen Tumorkollektiv und unter gleichen Bedingungen zu untersuchen.
In unserer Studie konnte eine Expression von SSTR2-Rezeptoren im
Prostatakarzinomgewebe in 44% der dafir verwertbaren Gewebeproben
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Davon farbten sich nur etwa 13%

mittelstark bis stark.
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Im Vergleich zu unseren Daten wurde sowohl auf eine niedrigere (Halmos et al.
2000; Cariaga-Martinez et al. 2009) als auch auf eine hdhere Inzidenz der
SSTR2-Expression beim Prostatakarzinom (Hansson et al. 2002; Morichetti et
al. 2010) hingewiesen. Halmos et al. fanden mithilfe der PCR lediglich in drei
von 22 Tumorproben einen Nachweis von SSTR2-Expression. Ebenfalls
beschreiben Cariaga-Martinez et al. eine verminderte oder fehlende SSTR2-
Expression in 40 von 45 mittels Immunhistochemie untersuchten
Prostatakarzinom-Proben. Dagegen konnte Hansson et al. in 12 von 14
untersuchten Proben eine SSTR2-Expression mittels In-situ-Hybridisierung
nachweisen. Ahnliche Ergebnisse erzielten Morichetti et al., indem sie die
Anwesenheit der SSTR2-Proteine in mehr als 80% der Prostatakarzinom-
Proben nachweisen konnten.

Eine Studie von Reubi et al. zeigt einen Vergleich zwischen der SSTR2-
Expression im normalen und malignen Prostatagewebe (Reubi et al. 1995). Hier
wird deutlich, dass das Vorkommen der SSTR2-Rezeptoren im neoplastischen
Gewebe vermindert ist im Gegensatz zum gesunden Gewebe. Diese
Untersuchungsergebnisse unterstitzen die Annahme, dass Somatostatin eine
antiproliferative Wirkung in Geweben ausibt. Zahlreiche Studien weisen auf
eine regulative Rolle von SSTR2 bei verschiedenen Tumoren hin (Plonowski et
al. 1999; Tagliati et al. 2006; Zhou et al. 2009). Zudem ist bekannt, dass SSTR2
nicht nur in der Zellproliferation, sondern auch in der Apoptose eine Rolle spielt.
Zum Beispiel zeigt eine vermehrte Expression von SSTR2 in MCF-7 Mamma-
Karzinomzellen eine erhdhte Apoptoserate und Induktion des Zellzyklusarrests
(He et al. 2009). In der Studie von Plonowski et al. konnte eine hohe
Wirksamkeit von Chemotherapie mit SSTR2-Analoga in einer humanen
Prostatakarzinom-Zellinie nachgewiesen werden (Plonowski et al. 1999).
Vermutet wird eine Wirkung Uber die SSTR2-Rezeptoren, die eine Aktivierung
der Apoptose der Tumorzellen hervorrufen, welche bei hormonrefraktaren
Prostatakarzinomen vermindert ist (Plonowski et al. 1999).

Dartiber hinaus suggerieren unsere Daten, dass das Nachlassen bzw. Verlust
dieser wachstumshemmenden Wirkung durch eine verminderte Expression der
SSTR2-Rezeptoren, einen ungunstigen Einfluss auf das Entstehen von

Neoplasien im Prostatagewebe haben kénnte.
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4.3 Ist die Abwesenheit der SSTR2-Rezeptoren im
Prostatakarzinomgewebe mit einem biologisch
aggressivem Tumortyp und somit einer schlechteren
Prognose assoziiert?

In unserer Studie zeigte sich in mehr als der Halfte (56.1%) der verwertbaren
Karzinomproben keine SSTR2-Expression. Eine schwache Farbung konnte in
680 Proben (31.0%), eine mittelstarke in nur 187 (8.5%) und eine starke
SSTR2-Expression in 97 (4.4%) der Tumorproben nachgewiesen werden. Wir
untersuchten die Abwesenheit und Intensitdt der immunhistochemischen
Farbung in Bezug auf das Tumorstadium (pT, pN), den Gleason score, den
praoperativen PSA-Wert und die Absetzungsrander. Diese Kklinisch-
pathologischen Parameter wurden in Korrelation mit dem klinischen Endpunkt
gesetzt.

Klinischer Endpunkt wurde als ein PSA-Rezidiv definiert. Unter Rezidiv versteht
man den Zeitpunkt, an dem postoperativ erstmals ein PSA von grol3er gleich
0.1 ng/ml gemessen wurde. Keiner der Patienten aus dem untersuchten
Kollektiv erhielt eine neoadjuvante oder adjuvante Chemotherapie.

Die Intensitdt der immunhistochemischen Farbung und somit der SSTR2-
Expression korreliert laut unserer Ergebnisse signifikant mit dem Gleasongrad
und dem pT-Tumorstadium (beide: p<0.0001), dem préoperativen PSA-Wert
(p=0.0011) und dem Zustand der Absetzungsrander (p=0.006). Die SSTR2-
Expression zeigt eine negative Korrelation zum Gleasongrad und zum PSA-
Rezidiv. In unserer Untersuchung konnte gezeigt werden, dass das rezidivfreie
Uberleben der Patienten signifikant mit der SSTR2-Expression korreliert und
desto langer war, je starker die immunohistochemische Farbung war
(p<0.0009). Ebenso zeigte sich eine negative Korrelation zum Ki67-Index (s.
Abbildung 19). Je hoher dieser ausfiel, desto schwécher war der
immunhistochemische SSTR2-Nachweis (Ki67 labeling index, p<0.0001).

Ein hoher Ki-67-Index korreliert mit einer erhbhten Wahrscheinlichkeit eines
Rezidivs von Prostatakarzinom und Metastasenbildung (Mc Loughlin et al.
1993). Bei kolorektalem Karzinom fanden Qui et al. einen signifikant héheren
Ki67-Index in Zellen, in welchen kein SSTR2-Rezeptor exprimiert wurde (Qiu et
al. 2006). Die Beziehung zwischen dem hohen Ki67-Index und der
verminderten SSTR2-Expression legt eine Vermutung nahe, dass eine
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Abwesenheit bzw. Verminderung der SSTR2-Rezeptoren durch den Verlust der
Kontrolle tGber die Proliferation prognostisch ungunstige Effekte auf das Epithel

der Prostata ausiiben kdnnte.

Abbildung 19: SSTR2-Expression und Ki-67-Index
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Ki-67-Index zeigt eine starke negative Korrelation zur SSTR2-Expression

(p<0,0001).

Unsere Daten deuten darauf hin, dass die Abwesenheit bzw. verminderte
Expression von SSTR2 mit einem friheren Tumorrezidiv und somit mit einem
aggressiv wachsenden, Klinisch signifikanten Prostatakarzinom assoziiert ist.
Diese Beobachtungen stimmen mit den Studienergebnissen von Cariaga-
Martinez et al. Uberein. In dieser Studie zeigte sich eine positive
immunhistochemische Reaktion bei 100% aller 12 Prostatakarzinom-Proben mit
Gleason-Grad 1 bis 2 und nur bei 20% der 20 Gewebeproben mit Gleason-
Grad 4 bis 5 (Cariaga-Martinez et al. 2009). Hier wurde deutlich, dass die
SSTR2-Expression desto niedriger ist, je hoher der Gleason-Grad des Tumors
ist.

In der vorliegenden Studie konnte durch den Vergleich zwischen dem normalen
und malignen Prostataepithel veranschaulicht werden, dass SSTR2 beim
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Prostatakarzinom vermindert exprimiert wird. Unsere Ergebnisse stimmen mit
den schon zuvor erzielten Studienergebnissen Uberein (Reubi et al. 1995;
Cariaga-Martinez et al. 2009). Zusammen fassend untermauert unsere Studie
die Annahme, dass das Sisitieren der SSTR2-Expression eine verminderte
Kontrolle der Zellproliferation bei Prostatakarzinom nach sich zieht und dadurch
einen eher ungunstigen Verlauf der Erkrankung begunstigt. In Anbetracht
dessen stellt sich der SSTR2-Rezeptor als ein Prognosefaktor dar, der fir die
Verlaufseinschatzung des Prostatakarzinoms von biologischer und klinischer

Relevanz sein kdnnte.

4.4 Stellt der SSTR2-Rezeptor eine Basis flr neue
Therapieoptionen dar?

Die Mechanismen der antiproliferativen Wirkung auf Zellen durch das
membrandse Protein SSTR2 wurden in jingster Zeit mehrfach untersucht
(Patel 1999; Torrisani et al. 2008). In der Studie von Zou et al. wurde anhand
eines Modells fir das Pankreaskarzinom gezeigt, dass SSTR2-Proteine eine
positive regulatorische Wirkung auf das pl16-Protein haben (Zou et al. 2009).
P16 gehdrt zur Gruppe der Proteine, welche eine Progression des Zellzyklus
von der G1- in die S-Phase verhindern kénnen und haufig bei malignen
Tumoren inaktiviert sind. He et al. untersuchten die antiproliferativen Effekte
von SSTR2 bei MCF-7-Mammakarzinomzellen. Hier konnte gezeigt werden,
dass eine vermehrte SSTR2-Expression eine Zunahme der Apoptoserate und
des Zellarrest hervorgerufen hat (He et al. 2009). Die Untersuchung der
Regulation der SSTR2-Expression brachte Hinweise auf eine bedeutende Rolle
der Methylierungsvorgange von DNA sowie der Acetylierung von Histonen
(Torrisani et al. 2008). Torrisani et al. stellten den Einfluss von genetischen
Modifikationsvorgéangen auf die SSTR2-Expression bei zahlreichen malignen
Tumoren sowie die sich daraus ergebende Mdglichkeit des therapeutischen
Nutzens dar. Durch die, zur Tumortherapie, in der Studie angewendeten
demethylierenden Agens und Acetylase-Inhibitoren konnte eine Zunahme der
SSTR2-Expression erreicht werden (Torrisani et al. 2008).

Die Wirkmechanismen von Somatostatin, die Uber Somatostatin-Rezeptoren 2
vermittelt werden, zeigen, dass diese potentielle Kandidaten flr neue Ansétze
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in der Prostatakarzinomtherapie sind. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von
Somatostatin  werden Somatostatin-Analoga bereits seit Jahren in der
Tumortherapie eingesetzt (Appetecchia und Baldelli 2010). Hierzu gehort
Octreotid, welches aulRer einer langeren Halbwertszeit auch eine hdhere
Potenz und Selektivitat in Bezug auf SSTR2-Rezeptoren aufweist (Appetecchia
und Baldelli 2010). Zahlreiche weitere Somatostatin-Analoga finden bereits
Anwendung oder befinden sich in der Kklinischen Testphase. In der
randomisierten  prospektiven PROMID-Studie konnte eine signifikante
Verringerung des Tumorwachstums unter der Octreotid-Therapie im Vergleich
zu Placebo bei metastasierten endokrinen Tumoren nachgewiesen werden
(Rinke et al. 2009). Koppman et al. untersuchten die Wirksamkeit von
Somatostatin-Analoga an Ratten, die an einem SSTR2-positiven,
hormonrefraktaren Prostatakarzinom erkrankt waren (Koppman et al. 1998).
Unter der Therapie mit AN-238 kam es zur Wachstumsregredienz des Tumors
in vivo schon nach einer einzelnen i.v. Injektion. Die Untersuchungen ergaben
zudem eine geringe Toxizitat des Wirkstoffs (Koppman et al. 1998). Plonowski
et al. liefern &hnliche Untersuchungsergebnisse. In seiner Studie konnte eine
hohe Wirksamkeit von Chemotherapie mit SSTR2-Analoga in einer humanen
Prostatakarzinom-Zellinie belegt werden (Plonowski et al. 1999). Vermutet wird
eine Wirkung der SSTR2-Analoga uber eine Aktivierung der Apoptose der
Tumorzellen, welche bei hormonrefraktaren Prostatakarzinomen vermindert ist
(Plonowski et al. 1999). Barbieri et al. untersuchten die Rolle von Somatostatin-
Rezeptoren in der Therapie des Glioblastoms. Seine Studienergebnisse
zeigten, dass die Aktivierung von SSTR2-Rezeptoren durch Somatostatin-
Analoga einerseits die Proliferation der Glioblastom-Zellen, andererseits auch
die Neoangiogenese des Tumors und die Ki67-Expression inhibieren kann
(Barbieri et al. 2008; 2009). In weiteren Kklinischen Studien konnte eine
Verbesserung der Prognose und Lebensqualitat bei Patienten mit
metastasiertem hormonrefraktaren Prostatakarzinom nach einer Therapie mit
Somatostatin-Analoga demonstriert werden (Gonzales-Barcena D et al. 1998;
Maulard C et al. 1995).

Die Ergebnisse unserer Studie untermauern die Annahme, dass Somatostatin

eine antiproliferative Wirkung Uber die SSTR2-Rezeptoren erzielt und ein
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Verlust bzw. Verminderung der Expression dieser beim Prostatakarzinom mit
einem aggressiv wachsenden, prognostisch unginstigen Verlauf assoziiert ist.

Unsere Untersuchungen verdeutlichen letztendlich nicht nur die Relevanz von
SSTR2-Rezeptor als Prognosefaktor, sondern auch aufgrund seiner Funktion

als Therapieziel in der Behandlung des Prostatakarzinoms.
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5 Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom als zweithaufigste krebsbedingte Todesursache beim
Mann in westlichen Gesellschaften stellt eine grol3e Herausforderung sowohl fur
die Gesellschaft als auch fur die medizinische Betreuung und Forschung dar.
Die schwierige Einschatzung des Krankheitsverlaufs macht die Betreuung der
Prostatakarzinom-Patienten besonders schwierig. Die in der heutigen Praxis
angewendeten Prognosefaktoren erleichtern diese nur unzureichend. Diese
Tatsache macht deutlich, wie wichtig die Suche nach neuen prognostischen
Parametern ist. So kdnnten nicht nur der individuelle Verlauf, sondern auch eine
gezielte und hdchsteffektive Therapie optimiert werden.

Der Somatostatin-Rezeptor 2 kommt aufgrund seiner Eigenschaften fur diese
beiden Optionen in Frage. Dieser Rezeptortyp wird von allen Somatostatin-
Rezeptoren am héaufigsten im gesunden menschlichen Gewebe exprimiert.
Auch im Tumorgewebe, hier auch beim Prostatakarzinom, sind SSTR2-
Rezeptoren nachweisbar. Wir fanden heraus, dass die Dichte der SSTR2-
Rezeptoren im Prostatakarzinomgewebe mit dem Tumorphanotyp und -
Stadium, und somit mit dem klinischen Verlauf korreliert. Ein Verlust von
SSTR2-Rezeptoren im Karzinomgewebe der Prostata deutet auf einen
prognostisch ungunstigen Verlauf der Erkrankung. Unsere Daten zeigen somit
eine grol3e prognostische Relevanz dieses Parameters.

Diese Erkenntnisse stitzen die Annahme, dass SSTR2 ein geeignetes Ziel in
der Therapie des Prostatakarzinoms sein kann. Besonders interessant scheint
diese Option fur die Therapie von Patienten, bei denen es bereits zu einer
metastatischen Diskriminierung des Prostatakarzinoms gekommen ist und
solchen, die einen hormonrefraktdren Rezidiv erlitten haben. Das Wissen um
die Eigenschaften des SSTR2-Rezeptors erméglicht in der Zukunft neue Wege

fur die Therapieplanung und Betreuung von Patienten mit Prostatakarzinom.
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