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1 Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom (PCa)

1.1.1 Epidemiologie

Das Zentrum fiir Krebsregisterdaten in Deutschland hat 2012 folgende epidemiologische
Daten in ,,Krebs in Deutschland 2007/08* verotfentlicht (Anon, 2012):

Das PCa ist in Deutschland das héufigste Karzinom des Mannes und die dritthdufigste
Krebstodesursache des Mannes. Fritherkennungsuntersuchungen und das Prostata-
spezifische Antigen (PSA) - Screening haben zu einem Anstieg der Inzidenz in der
Altersgruppe der 50-69-Jéhrigen gefiihrt. Es wurden fiir 2012 67.600 Neuerkrankungen in
Deutschland prognostiziert. Das mittlere Erkrankungsalter lag 2008 bei 70 Jahren. Die
Zahl der Neuerkrankungen ist von 1999 bis 2008 um circa 50% gestiegen, die Sterberate
geht seit 2003 leicht zuriick. Im Jahr 2008 sind mehr als 12.000 Patienten an den Folgen
eines PCa verstorben. Das relative 5-Jahres-Uberleben des PCa lag in den Jahren 2007 und

2008 bei 92% und hat damit nach dem Hodenkrebs die zweitbeste Uberlebensrate aller
Krebserkrankungen in Deutschland (Anon, 2012).
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Abbildung 1: Die hiufigsten Tumorlokalisationen in Deutschland. Die Grafik zeigt den prozentualen
Anteil der jeweiligen Tumorlokalisation an den Krebsneuerkrankungen in Deutschland im Jahr 2008 (ohne

den nicht-melanotischen Hautkrebs) (Anon, 2012). Jede vierte Krebsneuerkrankung des Mannes ist ein PCa.
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Abbildung 2: Krebssterbefille in Deutschland nach Tumorlokalisation. Die Grafik zeigt den
prozentualen Anteil der jeweiligen Tumorlokalisation an den Krebssterbefdllen in Deutschland im Jahr 2008

(Anon, 2012). Jeder zehnte Krebssterbefall des Mannes ist durch ein PCa bedingt.

1.1.2 Risikofaktoren

Einer der wichtigsten Risikofaktoren fiir die Entstehung des PCa ist das Lebensalter.
Powell et al. untersuchten in ihrer Autopsie-Studie Ménner, die an anderen Ursachen als
einem PCa verstorben sind. Sie zeigten, dass die Pridvalenz in der Altersgruppe 50-59 Jahre
bei >40% und in der Altersgruppe 70-79 Jahre bei >70% lag (Powell et al., 2010). Sowohl
Johns und Houlston als auch Zeegers et al. zeigten in ihren Meta-Analysen, dass
Angehorige von PCa-Patienten ein signifikant erhdhtes Risiko fiir die Entwicklung eines
solchen haben (Johns & Houlston, 2003; Zeegers et al., 2003). Zudem scheint die
ethnische Herkunft ein Risikofaktor zu sein. In den USA liegt beispielsweise die
geschitzte Inzidenz 2013 unter Afroamerikanern iiber 60% hoher als bei weiBBhdutigen
Amerikanern (Siegel et al., 2013).

Weitere diskutierte Risikofaktoren betreffen vor allem den Lebensstil und sind bisher
umstritten. Dabei scheint ein hoherer soziodkonomischer Status mit einem erhohten Risiko
einher zu gehen (Lund Nilsen et al., 2000; Meijer et al., 2013). Auch der Einfluss der
Erndhrung ist viel diskutiert: Hier scheint ein Zusammenhang zwischen einem erh6hten
Lebenszeit-Alkoholkonsum und dem Auftreten vom PCa zu bestehen, wie McGregor et al.
in einer aktuellen Fall-Kontroll-Studie zeigten (McGregor et al., 2013). Die Einnahme von

Vitaminen und Mineralstoffen wurde als Risikofaktor diskutiert, wobei Stratton und
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Godwin in einer Meta-Analyse von 14 Veroffentlichungen weder einen positiven noch
einen negativen Zusammenhang fiir das Auftreten oder den Schweregrad nachweisen
konnten (Stratton & Godwin, 2011). Rauchen als Risikofaktor fiir die Entstehung wird in
aktuellen Studien unterschiedlich bewertet (Huncharek et al., 2010; Rohrmann et al.,
2012). Lokale Entziindungsreaktionen der Prostata konnten bei der Entstehung des PCa
eine Rolle spielen, da Inzidenzen bei Patienten mit sexuell-libertragbaren Krankheiten
(Dennis & Dawson, 2002) und Prostatitis (Dennis et al., 2002) in der Anamnese erhoht zu

sein scheinen.

1.1.3 Friiherkennung und Diagnostik

Die ,,Interdisziplindre Leitlinie der Qualitdt S3 zur Fritherkennung, Diagnose und Therapie
der  verschiedenen  Stadien des  Prostatakarzinoms®, herausgegeben  vom
Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF (Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften e.V.), Deutschen Krebsgesellschaft €.V. und Deutschen
Krebshilfe e.V., empfiehlt in ihrer 1. Aktualisierung von 2011 folgendes:

Patienten, die voraussichtlich eine Lebenserwartung von mehr als 10 Jahren haben und
alter als 40 Jahre alt sind, sollten iiber die Moglichkeit einer Fritherkennungsuntersuchung
und die eventuellen Auswirkungen von Testergebnissen informiert werden. Ist eine PCa-
Fritherkennungsuntersuchung gewiinscht, empfiehlt die Leitlinie die Bestimmung des PSA

im Serum und eine digital rektale Untersuchung (Anon, 2011).

Tabelle 1: Empfehlung zum weiteren Vorgehen nach Bestimmung von Serum-PSA-Werten in
Anlehnung an die ,,Interdisziplindre Leitlinie der Qualitit S3 zur Fritherkennung, Diagnose und Therapie der
verschiedenen Stadien des Prostatakarzinoms®, herausgegeben vom Leitlinienprogramm Onkologie der

AWMEF, Deutschen Krebsgesellschaft e.V. und Deutschen Krebshilfe e.V. (Anon, 2011)

PSA-Wert | Empfehlung

<2ng/ml | Kontrolle in einem Intervall von zwei Jahren, gegebenenfalls individuell

langere Intervalle (je nach Alter, initialem PSA-Wert, etc.)

> 2 ng/ml | Kontrolle in einem Intervall von einem Jahr oder kiirzer (je nach Hohe des

initialen PSA-Werts, Einflussfaktoren priifen, etc.)




Einleitung

Eine Prostatabiopsie wird laut Leitlinie empfohlen, wenn mindestens eines der folgenden
Kriterien zutrifft (Anon, 2011):

- Ein PSA-Wert von > 4 ng/ml bei erstmaliger Friiherkennungsuntersuchung (und nach
erneuter Kontrolle)

- Auffilliger PSA-Anstieg (nach Ausschluss einer Anderung im Labor-Messverfahren)

- Suspekte digital rektale Untersuchung

Die Gewinnung von Biopsie-Material erfolgt mittels Stanzbiopsie unter transrektaler
Ultraschallkontrolle. Palpatorisch suspekte Gebiete sollten laut Leitlinie gezielt biopsiert
werden. Die Biopsien sollten unter einer Antibiotikaprophylaxe gewonnen werden und die
Anzahl der Biopsien sollte zehn bis zwolf betragen (Anon, 2011).

Catalona et al. zeigten, dass die Kombination von digital rektaler Untersuchung und PSA-
Wert die Anzahl von diagnostizierten PCa im Gegensatz zur digital rektalen Untersuchung
alleine erhoht. Sie zeigten auBBerdem, dass die Einbeziehung des transrektalen Ultraschalls
(TRUS) in die Indikationsstellung zur Biopsie nicht sinnvoll ist. In ihrer Studie wiren 40%
der detektierten Karzinome iibersehen worden, wenn Auffilligkeiten in der TRUS

Voraussetzung fiir eine Biopsie gewesen wiren (Catalona et al., 1994).

1.1.4 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung des PCa geschieht nach TNM- beziehungsweise aktueller UICC-
Klassifikation (Wittekind & Meyer, 2010).
Die wichtigsten prognostischen Faktoren sind die TNM-Beurteilung, das Gleason-

Grading und die Beurteilung der chirurgischen Resektionsrander (Anon, 2011).

1.1.5 TNM-Klassifikation des PCa

Die TNM-Klassifikation dient der Stadieneinteilung von malignen Tumoren. T beschreibt
den Primértumor, N beschreibt die Lymphknotenbeteiligung, M beschreibt die
Fernmetastasen (Wittekind & Meyer, 2010). Fiir das PCa gilt die in Tabelle 2 gezeigte

Einteilung.



Einleitung

Tabelle 2: TNM-Klassifikation des PCa (Wittekind & Meyer, 2010).

T1 Weder tastbar noch sichtbar

Tla Weniger als 5% des Gewebes ist betroffen

T1b Mehr als 5% des Gewebes ist betroffen

Tlc Durch Nadelbiopsie diagnostiziert

T2 Auf Prostata begrenzt

T2a Weniger als die Hélfte eines Lappens ist betroffen
T2b Mehr als die Hilfte eines Lappens ist betroffen
T2c Beide Lappen sind betroffen

T3 Ausbreitung iiber Prostatakapsel hinaus

T3a Ausbreitung liber Prostatakapsel hinaus, Samenblase nicht infiltriert

T3b Ausbreitung liber Prostatakapsel hinaus, Samenblase infiltriert

T4 Andere Nachbarstrukturen als Samenblase sind infiltriert oder Tumor ist fixiert
N1 Regiondre Lymphknoten befallen

Mla Nichtregiondre Lymphknoten befallen

Mlb Knochenmetastasen

Milc Andere Fernmetastasen

1.1.6 Gleason-Grading, Gleason-Score

Das Gleason-Grading, entwickelt von Dr. Donald F. Gleason, stellt eine Moglichkeit der
histologischen Beurteilung der Architektur des PCa-Gewebes dar. Gleason sah die

(13

Einteilung in fiinf histologische Muster vor, deren Differenzierung von ,,1* nach ,,5%
abnimmt (Gleason, 1966; Humphrey, 2004). Es wird eine Summe aus dem
vorherrschenden histologischen Muster und dem am zweitstirksten vertretenen
histologischen Muster gebildet (Gleason, 1966; Humphrey, 2004). Der Wert der Summe

ergibt den Gleason-Score (Humphrey, 2004).

1.1.7 Therapie

Die ,,Interdisziplindre Leitlinie der Qualitdt S3 zur Fritherkennung, Diagnose und Therapie
der  verschiedenen  Stadien des  Prostatakarzinoms®, herausgegeben  vom
Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF, Deutschen Krebsgesellschaft e.V. und
Deutschen Krebshilfe e.V., empfiehlt in ihrer 1. Aktualisierung von 2011 folgendes:

Beim lokal begrenzten, nicht-metastasierten PCa kommen sowohl eine frithe lokale
Therapie mit kurativer Intention als auch die Moglichkeiten des verzogerten Vorgehens
(Active Surveillance) und einer palliativen Therapie, je nach Patientenwunsch, -alter,
Komorbidititen und Karzinomeigenschaften in Frage. Mogliche lokale Therapien mit
kurativer Intention sind die radikale Prostatektomie, gegebenenfalls mit zusétzlicher

Lymphadenektomie, die externe perkutane Strahlentherapie (gegebenenfalls mit
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ergidnzender hormonablativer Therapie) und die Brachytherapie (Low-Dose-Rate, LDR,
und High-Dose-Rate, HDR, letztere in Kombination mit perkutaner Strahlentherapie). Der
,Hochintensive Fokussierte Ultraschall“ (HIFU) bei der Therapie des lokal begrenzten
PCa ist aktuell noch ein experimentelles Verfahren und sollte laut S3-Leitlinie nur in
prospektiven Studien Anwendung finden (Anon, 2011).

Laut Definition nach Parker beinhaltet Active Surveillance eine Uberwachung mittels
regelmifBiger PSA-Testung und wiederholten Biopsien. Wenn sich hier der Anhalt fiir die
Progression des Karzinoms wie beispielsweise ein starker PSA-Anstieg oder ein Aufstieg
im Gleason-Grading zeigt, schlie3t sich ein radikales Therapievorhaben an. Im Active
Surveillance sieht man in Zeiten der steigenden Inzidenzzahlen, die mit dem Screening
assoziiert sind, die Moglichkeit der Reduktion von unerwiinschten Effekten der Therapien,
ohne das Uberleben zu beeintrichtigen (Parker, 2004).

Von diesem Konzept muss das Watchful Waiting abgegrenzt werden: Hier wird versucht,
bei dlteren Patienten mit einer Lebenserwartung von weniger als 10 Jahren eine Therapie
zu vermeiden (Parker, 2004). Erst bei einem symptomatischen Leiden wiirde hier ein
palliatives Therapieschema Anwendung finden (Parker, 2004; Anon, 2011). Beim lokal
fortgeschrittenen, nicht-metastasierten PCa kommen als Therapieoptionen die radikale
Prostatektomie = mit Lymphadenektomie, die perkutane Strahlentherapie mit
hormonablativer Therapie, die HDR-Brachytherapie (in Kombination mit perkutaner
Bestrahlung) und Kombinationen dieser Verfahren je nach Patientenwunsch, -alter,
Komorbidititen und Tumoreigenschaften in Frage. Beim metastasierten PCa ist die lokale
Therapie in Form von Operation und Bestrahlung sowie eine systemische Therapie in
Form von hormonablativer Therapie, die Kombination dieser Verfahren und auch ein
palliatives Schema mdglich. Bei der Therapie des biochemischen Rezidivs stehen aktuell
die perkutane Salvagestrahlentherapie nach primérer operativer Therapie und die
Salvageprostatektomie nach primérer Bestrahlung im Vordergrund. Auflerdem stehen beim
androgen-unabhingigen oder kastrationsresistenten PCa auch die Umstellung der
hormonellen Therapie, Chemotherapie und Bestrahlung sowie palliative Therapieschemata

zur Verfliigung (Anon, 2011).

1.1.8 Nachsorge

Die ,,Interdisziplindre Leitlinie der Qualitdt S3 zur Fritherkennung, Diagnose und Therapie
der  verschiedenen  Stadien des  Prostatakarzinoms®, herausgegeben  vom

Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF, Deutschen Krebsgesellschaft e.V. und
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Deutschen Krebshilfe e.V., empfiehlt in ihrer 1. Aktualisierung von 2011 folgendes:

Die Nachsorge sollte nach einer Therapie mit kurativem Ansatz spdtestens nach zwolf
Wochen beginnen. Das Ziel der Nachsorge ist die frithe Detektion eines biochemischen
Rezidivs in Form eines PSA-Anstiegs. Laut dieser Empfehlung soll der PSA-Wert bei
asymptomatischen Patienten in den ersten zwei Jahren vierteljdhrlich, im dritten und

vierten Jahr halbjdhrlich und ab dem fiinften Jahr jéhrlich bestimmt werden (Anon, 2011).

1.2 Biomarker im PCa

Aktuell ist die Bestimmung des PSA-Werts im Serum ein wichtiger Bestandteil der
Fritherkennungsuntersuchung des PCa. Nichtsdestotrotz gerdt der PSA-Wert immer wieder

in die Kritik, weshalb eine Vielzahl neuer Biomarker entwickelt wurde (Artibani, 2012).

1.2.1 Das prostataspezifische Antigen (PSA)

Das PSA ist eine Serinprotease und wird in den Epithelzellen der Prostata produziert
(Lilja, 1985). Savblom et al. zeigten, dass nur ein sehr geringer Teil des PSA aus der
Prostata in den Blutkreislauf gelangt. Die PSA-Konzentration in der Samenfliissigkeit war
in ihrer Untersuchung 10°-fach hdher als im Blut (Sdvblom et al., 2005).

Es ist prostataspezifisch, jedoch nicht karzinomspezifisch (Stamey et al., 1987), wodurch
ebenfalls erhohte Serum-PSA-Werte beispielsweise bei Benigner Prostatahyperplasie
(BPH), Prostatitis und nach mechanischer Manipulation wie urologischen Untersuchungen
moglich sind.

Stamey et al. zeigten bereits 1987, dass PCa-Patienten erhohte Serum-PSA-Werte
aufweisen (Stamey et al., 1987). Die erhohten PSA-Serum-Werte sind jedoch nicht auf
eine erhohte Genexpression zuriickzufiihren, was Qiu et al. bei einer Analyse der mRNA-
Expression beobachteten, bei der die PSA-mRNA im PCa-Gewebe signifikant niedriger
war als im benignen Gewebe (Qiu et al., 1990). Man geht daher davon aus, dass die
erhohten Blut-PSA-Werte durch eine vermehrte Freisetzung aus einer verdnderten
Prostata-Struktur entstehen, obwohl dies noch nicht experimentell belegt werden konnte
(Lilja et al., 2008).

Seit Einfiihrung des Serum-PSA-Wertes als diagnostischer Marker in den USA 1994 zeigte
sich eine klinisch signifikante Verschiebung zu weniger fortgeschrittenen Stadien bei der
Erstdiagnosestellung (Stage-Migration) (Ung et al., 2002). Diese Entwicklung ist auch in
Deutschland zu erkennen, wo im Jahr 2008 76% aller neudiagnostizierten PCa den Stadien

T1 und T2 angehorten (Anon, 2012).
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Lange war ein Hauptkritikpunkt am Screening mittels Serum-PSA-Wert, dass kein
Nachweis fiir eine Reduktion der PCa-spezifischen Mortalitit vorlag. Die zwei aktuellsten
und gréfBten Studien kamen diesbeziiglich zu folgenden Ergebnissen:

Die European Randomized Study Of Screnning for Prostate Cancer (ERSPC) zeigte nach
einem Follow-up von 11 Jahren eine signifikante Reduktion des relativen Risikos an einem
PCa zu versterben um 21% in der Screening-Gruppe der 55-69-Jdhrigen (Schroder et al.,
2012). Laut dieser Studie miissten 1055 Minner zum Screening eingeladen werden,
wodurch 37 PCa entdeckt werden wiirden, um einen Todesfall durch das PCa zu
verhindern (Schrdder et al., 2012). Es zeigte sich zwar eine signifikante Reduktion in der
PCa-spezifischen Mortalitdt, jedoch nicht in der Gesamtmortalitidt beliebiger Ursachen
(all-cause mortality) zwischen Screening-Gruppe und Kontrollgruppe nach 11 Jahren
(Schroder et al., 2012).

Die US-Amerikanische Prostate, Lung, Colorectal, and Ovarian (PLCO) Screening Study
fand keinen Unterschied in der Mortalitdt zwischen der jéhrlichen Screening-Gruppe und
der Kontroll-Gruppe (usual care mit teilweise opportunistischen Untersuchungen)
(Andriole et al., 2012), wird jedoch wegen methodischer Ungenauigkeiten kritisiert
(Schroder, 2012).

Einer potentiellen Reduktion der Mortalitdt miissen jedoch auch Komplikationen der
weiteren Diagnostik (Loeb et al., 2012) und der Therapie wie beispielsweise erektile
Dysfunktion und Inkontinenz (Penson et al., 2008) gegeniiber gestellt werden. Die Begriffe
Uberdiagnose und Ubertherapie fallen im Zusammenhang mit dem PCa hiufig. Es wird
davon ausgegangen, dass in der Altersgruppe der 55-67-Jéhrigen die Overdetection Rate
bei einem jdhrlichen Screening bei circa 50% liegt (Draisma et al., 2003).

Ein weiteres Problem zeigt sich bei der Beurteilung von PSA-Werten und der Einfiihrung
von Grenzwerten. Einerseits hat der Grofteil der Madnner mit erhdhten PSA-Werten kein
PCa, denn der positiv pradiktive Wert in der ERSPC bei einem Grenzwert von
3 ng/ml lag bei circa 25,5% (Bokhorst et al., 2012), andererseits gibt es keinen Wert, unter
dem ein Karzinom ausgeschlossen ist, was Thompson et al. zeigten. In ihrer Untersuchung
gab es einen Zusammenhang zwischen der Wahrscheinlichkeit eines PCa und der Hohe
des PSA-Wertes zwischen 0,1 und 4 ng/ml, jedoch hatten insgesamt 15,2% der Ménner mit
PSA-Werten <4 ng/ml ein histologisch nachweisbares Karzinom (Thompson et al., 2004).
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1.2.2 Varianten des PSA
1.2.2.1 Freies PSA (fPSA)

Der grofite Anteil des PSA im Serum ist gebunden (Lilja et al., 1991). Die Bestimmung
des prozentualen Anteils von freiem PSA am Gesamt-PSA (%fPSA) kann diagnostisch
genutzt werden. Catalona et al. schlugen in diesem Zusammenhang vor, bei Patienten mit
einem Gesamt-PSA von 4-10 ng/ml und einem freien PSA von < 25% trotz unauffilliger
digital rektaler Untersuchung eine Biopsie vorzunehmen. Sie legten durch ihre
Veroffentlichung dar, dass so 95% der Karzinome entdeckt und 20% der unnétigen
Biopsien verhindert wiirden (Catalona et al., 1998). In einer Meta-Analyse von Roddam et
al. von 66 Studien zum diagnostischen Wert des %fPSA wurde gezeigt, dass dieser hoher
sei als bei der alleinigen Nutzung des Gesamt-PSA. Dabei war er signifikant besser im
Gesamt-PSA-Bereich 4-10 ng/ml als im Gesamt-PSA-Bereich von 2-4 ng/ml. Im Gesamt-
PSA-Bereich von 4-10 ng/ml lag die Sensitivitdt bei 95% und die Spezifitit bei 18%
(Roddam et al., 2005).

Problematisch scheint die Unterscheidung von PCa- und BPH-Patienten mit einem
Prostatavolumen >40 cm’ mittels %fPSA zu sein. Im Gegensatz zu kleineren
Prostatavolumina zeigte sich Stephan et al. hier kein Unterschied des %fPSA zwischen den

beiden Gruppen (Stephan et al., 1997).

1.2.2.2 PSA-Anstieg (PSA-Velocity)

Carter et al. zeigten, dass der Anstieg des PSA-Werts iiber eine bestimmte Zeit signifikant
hoher ist bei PCa-Patienten im Vergleich zu BPH-Patienten. Sie schlugen einen Grenzwert
von 0,75 ng/ml Anstieg pro Jahr vor (Carter et al., 1992). Der klinische Nutzen ist
umstritten, was auch eine Meta-Analyse von 87 Veroffentlichungen zeigte, die nur einen
geringen Wert fiir die Diagnostik des frithen PCa sah (Vickers et al., 2009). Eine wichtige
Bedeutung hat der PSA-Anstieg jedoch nach definitiver lokaler Therapie fiir die
Beurteilung und Detektion von Rezidiven (Anon, 2011).

1.2.2.3 PSA-Density

Die PSA-Density beschreibt das Verhéltnis von Serum PSA-Werten zum Prostata-
Volumen (Benson et al., 1992). Tosoian und Loeb zeigten, dass verschiedene Studien
widerspriichliche Ergebnisse zum diagnostischen Wert der PSA-Density darlegten. Sie

sahen auch Probleme hinsichtlich der klinische Durchfiihrung mittels transrektalem
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Ultraschall, die je nach Untersucher zu ungenauen Untersuchungsergebnisse fiihren
konnen (Tosoian & Loeb, 2010).

Allerdings scheint besonders die cPSA-Density (Verhéltnis von komplexiertem PSA zum
Prostata-Volumen) das Potential zu haben, die Spezifitdt in der Fritherkennung vom PCa

verbessern zu konnen (Greene et al., 2013).

1.2.2.4 ProPSA

Vorformen des PSA werden ProPSA genannt. Es wurden verschiedene Unterformen
entdeckt, die ein unterschiedlich langes Propeptid besitzen und zu der Gruppe der fPSA
gehoren (Peter et al., 2001). In einer Multicenter-Studie zeigten Stephan et al. kiirzlich,
dass der Anteil von p2PSA am fPSA sowie der Prostate Health Index (Phi) signifikant
hoher waren bei PCa-Patienten im Vergleich zur einer Kontrollgruppe ohne PCa. Phi wird
berechnet durch p2PSA/fPSA x VGesamt-PSA. Diese Studie zeigte auBerdem das Potential
von Phi zur Detektion von aggressiven Tumoren (Gleason-Score >7) (Stephan et al.,

2013).

1.2.3 Weitere Biomarker

Viele weitere Biomarker wurden entwickelt und teilweise bereits in Studien untersucht. Ihr
Potential wird jedoch grofBtenteils noch in gréferen Studien zu iiberpriifen sein (Artibani,
2012).

Untersuchungen auf Gen-Ebene haben beispielsweise die Identifikationen von 35 Single
Nukleotide Polymorphisms (SNPs) (Aly et al., 2011) und der Fusionsgene TMPRSS2:ERG
und TMPRSS2:ETV1 (Tomlins, 2005) im PCa ermdglicht. Auf diesem Gebiet wird viel
Forschung betrieben, um die Heterogenitdt des PCa zu verstehen und um so einerseits neue
Biomarker zu entwickeln, aber andererseits auch zu Weiterentwicklungen in der Therapie
zu fithren (Beltran & Rubin, 2013).

Ein Beispiel fiir die Entwicklung eines Biomarkers nach Untersuchung der mRNA- und
Proteinexpression ist a-Methylacyl Coenzyme A Racemase (AMACR). Xu et al. zeigten
die Uberexpression von AMACR in PCa-Gewebeproben auf mRNA- und Proteinebene
(Xu et al., 2000). Die histologische Testung auf PCa in Gewebeproben mittels AMACR
wurde in verschiedenen Studien untersucht. Jiang et al. zeigten beispielsweise mittels
Immunhistochemie eine Sensitivitit von 100% und eine Spezifitit von 88% (Jiang et al.,
2001). Die Moglichkeit der Anwendung in der klinischen Diagnostik wurde von Rogers et

al. untersucht. Sie testeten den Urin von 26 Patienten, bei denen eine Biopsie zur
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Abklarung durchgefiihrt wurde, auf das AMACR-Protein. Diese Testung zeigte nach
Erhalt der histologischen Ergebnisse eine Sensitivitit von 100% und eine Spezifitit von
58% (Rogers et al., 2004). Jamaspishvili et al. priiften die Moglichkeit der Einbindung von
AMACR in Multiplex-Urin-Untersuchungen. Sie sahen darin eine niitzliche Ergénzung in
der Beurteilung der Notwendigkeit von diagnostischen Schritten beim Verdacht auf ein

PCa (Jamaspishvili et al., 2011).

1.3 Die in dieser Arbeit untersuchten Gene und Proteine

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von PD Dr. med. Dr. rer. nat. S. Balabanov
(Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf) wurden durch eine globale, vergleichende
Proteomanalyse des PCa mittels 2-dimensionaler Gelelektroporese eine Vielzahl von
Proteinen identifiziert, die eine unterschiedliche Expression zwischen PCa- und
umliegendem, benignen Prostatagewebe zeigten (Ummanni et al., 2011b; Ummanni et al.,
2011a).

In dieser Arbeit wurde daher die Genexpression von insgesamt zehn Genen mittels
quantitativer real-time PCR (RT-qPCR) sowie die Proteinexpression von vier Proteinen
mittels Western-Blot untersucht. Diese Gene beziechungsweise Proteine werden im

Folgenden kurz vorgestellt.

1.3.1 ARG2 (Arginase 2)

Das Gen ARG2 kodiert fiir das Enzym Arginase 2, welches eine Isoform der Arginase ist.
Arginase katalysiert den Umbau von Arginin zu Ornithin und Urea. Die Arginase 2-
Isoform liegt im Mitochondrium von extrahepatischen Geweben vor und ist besonders
hoch exprimiert im Gewebe der Prostata (Iyer et al., 1998; Vockley et al., 1996). Weder
thre physiologische Funktion noch ihre potentielle Rolle bei der Tumorentstehung sind

bisher ausreichend verstanden (Iyer et al., 1998; Bronte et al., 2005; Rotondo et al., 2008).

1.3.2 elF4a3 (Eukaryotic translation initiation factor 4a3)

Das Genprodukt des elF4a3-Gens ist ein Mitglied der Dead-Box-Protein-Familie. Die
Proteine dieser Familie sind Teil vieler zelluldrer Prozesse wie Translations-Initiation und
Splicing (Wassarman & Steitz, 1991; Schmid & Linder, 1992). Im exon junction complex
kommt elF4a3 eine besonders wichtige Funktion zu (Shibuya et al., 2004).

11
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1.3.3 FKBP4 (FK506-binding protein 4)

Das Genprodukt des FKBP4-Gens ist ein Mitglied der Familie der Peptidyl-prolyl-
Isomerasen. Es hat unter anderem einen Effekt auf den Androgen-Rezeptor-Signalweg der
Zelle durch Bindung an das Heat-Shock-Protein Hsp90 (Cheung-Flynn et al., 2005). Bis
heute sind nicht alle Funktionen des Genprodukts des FKBP4-Gens vollstindig verstanden
und es werden noch viele weitere Effekte, wie beispielsweise auf die Regulierung der

Dynamik der Mikrotubuli, vermutet (Cioffi et al., 2011).

1.3.4 GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)

Das Produkt des Gens GAPDH ist ein Enzym der Glykolyse. Es katalysiert
Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu 1,3-Bisphosphoglycerat (Rassow et al., 2012).

1.3.5 Myc (v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) )

Myc ist ein protein-kodierendes Gen und gleichzeitig eines der bekanntesten
Protoonkogene. Sein Genprodukt fungiert als Transkriptionsfaktor fiir Gene, die unter
anderem einen Effekt auf den Zellzyklus und die Apoptose haben. Mutationen,
Translokationen und Uberexpressionen dieses Gen betreffend wurden in Leukémien,
Lymphomen und soliden Karzinomen beobachtet (Hoffman & Liebermann, 1998; Boxer &

Dang, 2001; Hoffman et al., 2002).

1.3.6 PAWR (PRKC apoptosis WT1 regulator)

Sells et al. identifizierten PAWR in Prostatazellen, in denen die Apoptose ausgeldst wurde
(Sells et al., 1994). Das Genprodukt von PAWR ist ein Leucin-Zipper, welcher mit dem
Tumorsuppressor WT1 (Wilms tumor 1) interagiert und als Hemmer der Transkription

wirkt (Johnstone et al., 1996; Sells et al., 1997).

1.3.7 PPA2 (Pyrophosphatase 2)

Das Genprodukt von PPA2 ist ein Enzym, welches im Mitochondrium lokalisiert ist und
den anorganischen Pyrophosphatasen dhnelt, welche die Umwandlung von

Pyrophosphaten katalysieren (Lundin et al., 1991).
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1.3.8 Die Peroxiredoxine PRDX3 (Peroxiredoxin 3) und PRDX4 (Peroxiredoxin 4)

Peroxiredoxine haben eine antioxidierende Funktion, sind Teil verschiedener intra-
zelluldrer Signalwege und haben eine Bedeutung bei der Regulation von Zellproliferation
und Apoptose (Immenschuh & Baumgart-Vogt, 2005).

PRDX3 ist im Mitochondrium lokalisiert (Wood et al., 2003). Bei einem Funktionsverlust
von PRDX3 kommt es zu einer Anreicherung von Wasserstoffperoxid, welches zur
Apoptose der betroffenen Zellen fiihrt (Chang et al., 2004).

PRDX4 liegt im Zytoplasma und den Golgi-Apparaten vor (Wood et al., 2003). Bereits
1997 wurde seine Rolle bei der Regulierung der Aktivitdt des Transkriptionsfaktors NF-kB
vermutet (Jin et al., 1997).

1.3.9 PSMA (Prostate-specific membran-antigen; auch bezeichnet als folate hydrolase

FOLH1)

PSMA ist eine Folat-Hydrolase der Prostata (Pinto et al., 1996). Seine Expression konnte
sowohl in benignem als auch in malignem Prostatagewebe nachgewiesen werden (Silver et
al., 1997). Fir das PSMA wird heute ein groBes Potential als diagnostischer und

prognostischer Marker aber auch als mogliches Therapieziel angenommen (Wolf, 2011).

1.3.10 UCHL1 (Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 1)

Das Enzym UCHLI1 hydrolysiert Amide und Ester am C-terminalen Ende von Ubiquitin
(Hurst-Kennedy et al., 2012). Tokumaru et al. zeigten die Funktion von UCHLI als
Tumorsuppressor-Gen, das unter anderem durch Promoter-Methylierung inaktiviert
werden kann und so eine Bedeutung bei der Entstehung von Karzinomen haben konnte
(Tokumaru et al., 2008). Unsere Arbeitsgruppe zeigte, dass bei einem Grofteil der PCa-
Gewebe die Promoter-Region methyliert ist und damit der Nachweis der
Hypermethylierung des Promoters ein moglicher molekularer Marker fiir das PCa sein

konnte (Ummanni et al., 2011a).

1.4 Quantitative real-time PCR

Die quantitative real-time PCR (RT-qPCR) basiert auf der Kombination einer reversen
Transkription mit anschlieBender PCR, wobei jedoch nicht nur der Nachweis der
Expression einer mRNA, wie bei der reguldren RT-PCR, sondern auch ein quantitativer

Nachweis in Echtzeit geschieht (Anon, 2006). Dieser quantitative Nachweis gelingt durch
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die Detektion eines zugefiigten Fluoreszenzfarbstoffs, der sich in doppelstringige DNA
einlagert, sodass die DNA-Menge wihrend der PCR-Zyklen gemessen werden kann
(Anon, 2006).

Wihrend der Exponentialphase verdoppelt sich im optimalen Versuch die DNA-Menge
mit jedem Zyklus, sodass sich auch die Fluoreszenz verdoppelt (Anon, 2006). Der
sogenannte Cp-Wert (Schwellenwert) bezeichnet die Anzahl der Zyklen, nach der ein
definiertes Fluoreszenzniveau erreicht wird (Pfaffl, 2004). Es werden weniger Zyklen
bendtigt, um diesen Cr-Wert zu erreichen, wenn zu Beginn viel DNA in der Probe
vorhanden war und es werden dementsprechend mehr Zyklen benétigt, wenn zu Beginn
wenig DNA vorhanden war (Anon, 2006). Als Ergebnis dieser RT-qPCR erhilt man die
Cr-Werte, Amplifikationskurven und die Schmelzkurve. Die Schmelzkurve dient der
Detektion von eventuellen Nebenprodukten (Anon, 2006). Die Amplifikationskurve dient
der Beurteilung der Produkte der PCR (Anon, 2006). Die Cr-Werte von einem Zielgen und
einem Housekeeping-Gen werden bei der relativen Quantifizierung, die in dieser Arbeit
angewendet wurde, aufeinander bezogen, was auch Normalisierung genannt wird (Pfaffl,
2004). Ein Housekeeping-Gen ist ein Gen, dessen Expression nicht reguliert ist (Pfaffl,
2004).

1.5 Ziel dieser Arbeit

Mittels einer vergleichenden Proteomanalyse durch 2-dimensionale Gelelektroporese
wurden in unserer Arbeitsgruppe diverse Proteine identifiziert, die eine unterschiedliche
Expression zwischen PCa- und umliegendem, histologisch benignen Prostatagewebe
aufwiesen (Ummanni et al., 2011b; Ummanni et al., 2011a).

Ziel dieser Arbeit war es, die Expression besonders interessanter Kandidaten aus dieser
Vorarbeit in einem grofleren Patientenkollektiv auf mRNA- und Proteinebene mittels RT-
gPCR sowie der Analyse von Western-Blots zu validieren. Diese Ergebnisse sollen dann
Grundlagen fiir weitere funktionelle Untersuchungen sein. Auf diese Weise konnen neue
Biomarker fiir das PCa identifiziert und ihr Nutzen fiir den klinischen Alltag gepriift

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Alle Materialien und Gerite, die im Folgenden nicht aufgelistet wurden, entsprechen einer

Standard-Laborausstattung.

2.1.1 Patientenproben

Prostatagewebeproben

Die Prostatagewebeproben wurden bei radikalen Prostatektomien in der Martini-Klinik
Hamburg, bei pridoperativ histologisch-gesichertem PCa entnommen und fiir dieses
Forschungsprojekt zur Verfiigung gestellt. Das Projekt wurde im Rahmen der NFGNplus
Initiative  des  Bundesministeriums fiir Bildung und Forschung gefordert
(Forderkennzeichen: 01 GS 0892). Eine Einverstindniserkldrung der Patienten iiber die
Nutzung der Proben und klinischen Informationen lag vor. Ein positives Votum der Ethik-
Kommission des Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf zu den Versuchen lag
ebenfalls vor.

Die Gewebeproben wurden in fliissigem Stickstoff gefroren und histologisch im Institut fiir
Pathologie des Universitdtsklinikums Hamburg-Eppendorf untersucht. Sie wurden dann
auf einem Tissue-Tek® eingebettet, bei -80°C eingefroren und an unsere Arbeitsgruppe
iibergeben.

Es waren jeweils Gewebe mit histologisch gesichertem PCa und benignes Gewebe
desselben Patienten zu untersuchen. Hierfiir standen Proben von zunéchst 17 Patienten zur
Verfligung. Von zwei Patienten lagen jeweils zwei unterschiedliche PCa-Gewebe vor, die
jeweils mit einer Normalgewebe-Probe desselben Patienten verglichen wurden. Somit
konnten in der intraindividuellen Genexpressions-Analyse 19 PCa-/Normalgewebe-Paare
miteinander verglichen werden. Fiir die Validierung der Ergebnisse von sechs Genen
standen spéter Gewebeproben von vier weiteren Patienten zur Verfiigung, sodass hier 23
PCa-/Normalgewebe-Paare miteinander verglichen werden konnten. Fiir die
intraindividuelle Proteinexpressions-Analyse standen 16 PCa-/Normalgewebe-Paare zur
Verfligung. Die Serum-PSA-Werte in diesem Patientenkollektiv lagen zwischen 2,33 und
11 ng/ml. Der Gleason-Grade der PCa-Gewebe lag zwischen 3+3 und 4+3 (siche Tabelle
3).

Die Prostatagewebe-Proben auf dem Tissue-Tek® wurden nach dem Abtauen zunichst

durch vorsichtiges Spiilen mit isotoner Kochsalzlosung gesdubert.
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Zur Isolierung von RNA und Proteinlysat wurde das Gewebestiick mit einem Skalpell in
zwel etwa gleich grofle Stiicke zerteilt, wobei eine Probe im weiteren Verlauf fiir die
molekularbiologischen Versuche und die andere Probe fiir die proteinbiochemischen

Versuche verwendet wurde.

Tabelle 3: Klinische Informationen zu den Prostatagewebeproben der intraindividuellen Analyse.
Enthalten sind die Informationen beziiglich Tumorstadium und Gleason-Grade des PCa sowie der
praoperative PSA-Wert (in ng/ml). Ist ein Wert nicht bekannt, ist dies durch n/a (not available, nicht

vorhanden) gekennzeichnet.

Patient Tumorstadium | Gleason-Grade |praOP PSA
6269/09 pT2c 3+4 5,47
6385/09 n/a n/a n/a
6386/09 pT2c 4+3 9,31
6676/09 pT2c 3+3 11
6681/09 pT3a 3+4 6,34
7866/09 pT2c 3+4 5,98
8056/09 pT2c 3+3 7,2
12661/09 pT2c 3+4 5.4
12663/09 pT2c 3+4 6,31
12785/09 pT2a 3+3 2,33
13124/09 pT2c 3+4 5.4
13125/09 pT2c 3+4 4,22
17085/09 pT2a 3+3 6,3
18296/09 pT2a 3+4 4,63
19011/09 pT3a 3+4 3,37
19013/09 pT2c 3+4 4,27
19014/09 pT2c 3+4 10,7
34756/09 n/a n/a n/a
38409/09 n/a n/a n/a
38413/09 n/a n/a n/a
39028/09 n/a n/a n/a
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¢DNA aus Prostatagewebe (in  Kooperation mit dem  Deutschen
Krebsforschungszentrum Heidelberg, DKFZ)

Zur Validierung der Genexpressionsuntersuchungen der Prostatagewebeproben standen
auBlerdem cDNA-Proben des Deutschen Krebsforschungszentrums zur Verfiigung (Prof.
Dr. rer. nat. H. Siiltmann).

Diese cDNA stammt ebenfalls urspriinglich aus radikalen Prostatektomien der Martini-
Klinik, Hamburg. Auch hier lag eine Einverstindniserkldrung der Patienten iiber die
Nutzung der Proben und klinischen Informationen und ein positives Votum der Ethik-
Kommission des Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf vor.

Die Isolierung der RNA und Herstellung der cDNA erfolgte dann durch die Kollegen des
DKFZ in Heidelberg, die uns diese Proben dann wiederum fiir diese Arbeit zur Verfiigung
stellten. Es handelte sich hierbei um 48 cDNA-Proben aus gesundem Prostatagewebe von
Patienten, die an einem PCa erkrankt waren, sowie 45 cDNA-Proben aus PCa-Gewebe.
Die Gewebe stammten jeweils nicht von den gleichen Patienten.

Die Serum-PSA-Werte in diesem Patientenkollektiv lagen zwischen 0,1 und 100 ng/ml.
Der Gleason-Grade der PCa-Gewebe lag zwischen 3+3 und 5+4 (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: Klinische Informationen zu den cDNA-Proben der interindividuellen Analyse.
Enthalten sind die Informationen beziiglich Tumorstadium und Gleason-Grade des PCa sowie der
praoperative PSA-Wert (in ng/ml). Ist ein Wert nicht bekannt, ist dies durch n/a (not available, nicht
vorhanden) gekennzeichnet. Bei der histologischen Diagnose steht Tumor fiir PCa-Gewebe und Normal fiir

umliegendes, benignes Gewebe bei PCa-Patienten.

Proben-ID | Histologische Diagnose | Tumorstadium | Gleason-Grade praOP PSA
IGP-16 Normal pT2a 3+3 4,2
IGP-17 Normal pT2a 3+3 4,6
IGP-18 Normal pT2a 3+3 11,4
IGP-20 Normal pT2a 3+3 9,5
IGP-21 Tumor pT3b 4+5 28
IGP-23 Tumor pT2c 4+3 8
IGP-25 Tumor pT3a 4+5 16,48
IGP-26 Tumor pT4a 5+4 4
IGP-28 Tumor pT2c 3+3 4,6
I1GP-29 Tumor pT3a 4+3 6
IGP-30 Tumor pT2c 4+3 7,9
IGP-32 Tumor pT3b 5+4 2,9
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IGP-33 Tumor pT3a 4+5 40
IGP-36 Tumor pT2c 4+3 16,7
IGP-37 Tumor pT2c 4+3 14
IGP-38 Tumor pT3b 4+5 48,55
IGP-39 Tumor pT2c 4+3 13,43
IGP-40 Tumor pT3a 4+3 12,66
IGP-41 Tumor pT3b 4+3 12
IGP-42 Tumor pT4 4+5 100
IGP-43 Tumor pT2c 3+4 7,5
IGP-44 Tumor pT3a 4+3 13,4
IGP-45 Tumor pT3a 4+3 15,5
IGP-47 Tumor pT3a 3+4 7,84
IGP-48 Tumor pT3a 3+4 6,27
IGP-49 Tumor pT3b 4+3 1,9
IGP-51 Tumor pT3b 4+3 47
IGP-52 Tumor pT2c 4+3 4,1
IGP-54 Tumor pT3a 4+3 13,6
IGP-55 Tumor pT3b 4+3 30,5
IGP-57 Tumor pT2c 4+3 8,13
IGP-59 Tumor pT3a 3+4 10,5
IGP-60 Tumor pT3b 3+4 11,74
IGP-61 Tumor pT3b 3+4 19,93
IGP-62 Tumor pT3b 4+3 29,64
IGP-64 Tumor pT2c 3+4 5,4
IGP-75 Normal pT2a 3+4 2,29
IGP-76 Normal pT2c 3+3 8,53
IGP-78 Normal pT2c 3+3 7,81
IGP-79 Normal pT2c 3+4 5
IGP-80 Tumor pT3a 3+4 7,01
IGP-81 Tumor pT3a 4+3 23
IGP-82 Tumor pT3a 4+5 17,54
IGP-83 Tumor pT2c 4+3 4,23
IGP-84 Normal pT2a 3+3 10
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IGP-85 Normal pT2c 4+3 8,6
IGP-86 Normal pT2a 3+4 4,47
IGP-87 Normal pT3a 3+4 8
IGP-88 Normal pT2c 4+3 7,23
IGP-89 Normal pT2c 3+3 5,7
IGP-90 Normal pT2a 3+3 1,71
IGP-91 Normal pT3a 3+4 8,3
IGP-92 Normal pT2c 3+4 11,36
IGP-102 Normal pT2c 3+3 5,2
IGP-104 Normal pT2c 4+3 9,7
IGP-105 Tumor pT2c 3+3 6,4
IGP-110 Tumor pT2c 4+3 37,5
IGP-111 Tumor pT2a 3+4 7,8
IGP-113 Tumor pT3a 4+5 16,36
IGP-115 Tumor pT2c 3+3 n/a
IGP-116 Tumor pT3a 3+4 6,5
IGP-117 Tumor pT2a 3+3 5,52
IGP-118 Tumor pT3a 3+4 16,8
IGP-119 Normal pT3a 3+4 1,59
IGP-120 Normal pT2c 3+4 4,18
IGP-122 Normal pT3a 3+4 14,2
IGP-123 Normal pT3a 3+4 12,8
IGP-124 Normal pT2c 3+3 6,7
IGP-126 Normal pT2a 3+3 1,71
IGP-127 Normal pT2c 3+4 13,85
IGP-137 Normal pT2c 3+3 8,36
IGP-138 Normal pT2c 3+4 n/a
IGP-139 Normal pT3a 3+4 6,34
IGP-141 Normal pT2a 3+3 3,75
IGP-142 Normal pT2c 3+3 4,44
IGP-143 Normal pT3a 3+4 9,06
IGP-144 Normal pT2c 3+4 5,29
IGP-145 Normal pT2c 3+3 8,51
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IGP-174 Normal pT2c 3+3 6,2
IGP-175 Normal pT2c 3+4 6,57
IGP-176 Normal pT2c 3+3 1,75
IGP-177 Normal pT3a 3+4 0,1
IGP-178 Normal pT2c 3+3 7,45
IGP-179 Normal pT2a 4+5 3,37
IGP-180 Normal pT2c 3+4 5,3
IGP-181 Normal pT2c 3+3 0,85
IGP-182 Normal pT2c 3+4 4,06
IGP-183 Normal pT2a 3+3 4,3
IGP-184 Normal pT3a 3+4 4,5
IGP-185 Normal pT2c 3+3 5,6
IGP-186 Normal pT2c 3+3 5,51
IGP-188 Normal pT2c 3+4 6,5
IGP-190 Tumor pT3b 3+4 7,32
2.1.2 Chemikalien und Reagenzien
Name Hersteller
Acrylamid 30% Roth
Agarose, UltraPure Invitrogen
APS Merck
Albumin Fraktion V Roth
Bradford-Reagenz Protein Assay Bio-Rad
Bromphenolblau Roth
Chaps Roth
Chloroform Sigma-Aldrich
DEPC- H,O Invitrogen
DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) Fermentas
DTT Merck
EDTA Roth
Essigsdure Roth
Ethanol Roth
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich
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Glycin
Glycerol

Isopropanol

Isotone Kochsalzlosung

Methanol

PBS (Instamed 9,55 g/l PBS Dulbecco w/o Ca2+ w/o Mg2+)
Pierce ECL Western Blot Substrat

Salzsdure (HCl), 37% rauchend

SDS

TEMED, PlusOne
Thiourea
Tissue-Tek®
Trifast

Tris-Base
Tween20

Urea

Roth

Roth

Roth

Baxter S.A.
Merck
Biochrom
Thermo

Roth

Roth
Amersham
Sigma-Aldrich
Sakura

Peqglab
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Wasser, nukleasefrei Fermentas

2.1.3 Kits

Name Komponenten Hersteller
DNA-Verdau DNase | Sigma-Aldrich
,,DNase I 10x Reaktionspuffer

cDNA-Synthese
“First Strand cDNA
Synthesis Kit”

Realtime-qPCR

“DyNAmo Flash SYBR
Green qPCR Kit F-415”

Stop-Solution (EDTA)

M-MuLV-Reverse Transcriptase
RiboLock RNase Inhibitor

5x Reaction Buffer for M-MuLV RT
dNTP-Mix

Oligo(dT)-Primer

Water, nuclease free

2x Master Mix

Fermentas

Finnzymes
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2.1.4 Puffer und Losungen

Name

Zusammensetzung

Lagerung

1x TE-Puffer

50x TAE-Pufter

SDS-Loading-Dye 4x

BSA (100 mg/ml)

Semi-Dry-Transferpuffer

Laufpuffer 5x

10 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,5)
2ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
mit H,O auf 1000 ml auffillen

autoklavieren

242 g Tris-Base
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
57,1 ml Essigsdure

mit H,O auf 1000 ml auffillen

2 ml Glycerol
50 mg DTT (4°C)
2 ml 1 M Tris-HCI pH 6,7

100 pul 4% Bromphenolblau (-20°C)

400 mg SDS

RT

RT

-20°C

mit H,O auf 5 ml auffiillen, aliquotieren

100 mg Albumin Fraktion V geldst in -20°C

1 ml 1x PBS-0,05%Tween20

11,64 g Tris-Base

5,86 g Glycin

3,76 ml 20% SDS

400 ml Methanol

mit H,O auf 2000 ml auffillen

360 g Glycin

75 g Tris-Base

25 g SDS

mit H,O auf 5000 ml auffillen

4°C

RT
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Waschpuffer 1x PBS auf 1000 ml H,O RT
(1x PBS-0,05% Tween20) 0,5 ml Tween20

DIGE-Lysepuffer 3ml 1 M Tris-HCI pH 7,6 -20°C
15,22 g 2 M Thio-Harnstoff
42 g 7 M Harnstoff
4 g 4% CHAPS

mit H,O auf 100 ml auffiillen, aliquotieren

0,5 M TRIS/HCI pH 6,8 50 mM DTT RT
6 g Tris-Base
60 ml H,O
auf pH 6,8 einstellen
mit H,O auf 100 mL auffillen

1,5 M TRIS/HCI pH 8,8 27,23 g Tris-Base RT
80 ml H,O
auf pH 8,8 einstellen
mit H,O auf 100 ml auffillen

1 M TRIS/HCI pH 6,7 121,14 g Tris-Base RT
600 ml H,O
auf pH 6,7 einstellen
mit H,O auf 1000 ml auffillen

1 M TRIS/HCI pH 7,5 121,14 g Tris-Base RT
600 ml H,O
auf pH 7,5 einstellen
mit H,O auf 1000 ml auffillen

IM TRIS/HCI pH 7,6 121,14 g Tris-Base RT
600 ml H,O
auf pH 7,6 einstellen
mit H,O auf 1000 ml auffillen
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2.1.5 Oligonukleotide

RT-PCR-Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz Hersteller
h-RPLPO-for 5" TTG TGT TCA CCA AGG AGG AC 3’ MWG
h-RPLPO-rev 5" GAC TCT TCC TTG GCT TCA AC 3° MWG

RT-qPCR-Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz Hersteller
h-Myc-fw 5" TCA AGA GGC GAA CAC ACA AC 3 MWG
h-Myc-rev 5" GGC CTT TTC ATT GTT TTC CA 3’ MWG
h-UCHLI1-fw 5 GAG CGT GAG CAA GGA GAAGT 3’ MWG
h-UCHLI1-rev 5" TTG AAG GGA AGA GGG GAA AT 3’ MWG
h-PSMA-fw 5" CAG CGT GGA AAT ATC CTA AATCTG A3 MWG
h-PSMA-rev 5" TTG GAT GAA CAG GAATACTTG GAA ¥’ MWG
Oligonukleotid Kat.-No Hersteller
h-PRDX3 Quantitect Primer Assay QT00092813 Qiagen
h-PRDX4 Quantitect Primer Assay QT00014637 Qiagen
h-PPA2 Quantitect Primer Assay QT00077987 Qiagen
h-FKBP4 Quantitect Primer Assay QT01681694 Qiagen
h-clF4a3 Quantitect Primer Assay QT00058926 Qiagen
h-PAWR Quantitect Primer Assay QT00051499 Qiagen
h-ARG2 Quantitect Primer Assay QT00084861 Qiagen
h-GAPDH Quantitect Primer Assay QT01192646 Qiagen

2.1.6 Protein- und Nukleotid-Leitern

Leiter GroBenbereich Hersteller
peqGOLD DNA-Leiter Mix Orange G 100-10000 bp Peqglab
peqGOLD Protein-Marker IV 10-170 kDa Peqglab
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2.1.7 Antikorper

Primére Antikorper

Antikorper Cat-No. Produzent Art Verdiinnung Hersteller
Anti-ARG?2 SC-20151 Kaninchen polyklonal  1:1000 Santa Cruz
Anti-PRDX3 LF-MA0045 Maus monoklonal  1:1000 Abfrontier
Anti-PRDX4 LF-MA0014 Maus monoklonal  1:1000 Abfrontier
Anti-elF4a3 ab-32485 Kaninchen polyklonal  1:1000 Abcam
Anti-GAPDH MAB374 Maus monoklonal  1:5000 Chemicon
Sekundire Antikorper
Antikorper Cat-No. Produzent Markierung Verdiinnung Hersteller
Anti-Maus NXA931 Schaf HRP 1:10000 GE
Healthcare
Anti-Kaninchen 7074S Ziege HRP 1:10000 Cell
Signaling
2.1.8 Weitere Materialien
Material Hersteller
Immobilion PVDF Transfer Membran 0,045 pum Pore Millipore
Whatman-Papier Blotting-Papier (extra-dick) Bio-Rad
2.1.9 Geriite
Gerit Hersteller
Amersham Hyperfilm™ GE
Healthcare
Homogenisierer OMNI TIP Homogenizing Kit Omni
Gel-Dokumentation, Cabinet Eagle Eye 11 Stratagene
Mastercycler Gradient Eppendorf
MX3000P gPCR-System Stratagene
Nanodrop, ND 1000 Peqglab
Photometer, DU 530 Beckmann
Scanner, GS-800 Calibrated Densitometer Bio-Rad
Thermocycler, iCycler Bio-Rad
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Thermomixer comfort Eppendorf
Trans-Blot SD, Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad
Ultraschallprozessor UPSOH Hielscher
Zentrifuge 5415C Eppendorf
Zentrifuge 5417R Eppendorf
Zentrifuge 5810R Eppendorf

2.1.10 Software

Fiir die Auswertung der Genexpressionsdaten aus der RT-qPCR wurde die Software
MX3000P der Firma Stratagene genutzt. Die Quantifizierung der Western-Blots fiir die
Beurteilung der Proteinexpression wurde mit der Software Quantity One 4.5.2 der Firma
Bio-Rad durchgefiihrt. Die statistische Auswertung und Erstellung der Graphen erfolgte
mit der Software GraphPad Prism 5 der Firma GraphPad Software.

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 Isolierung von RNA

Die Prostata-Gewebestiick wurden jeweils in ein Reaktionsgefd3 mit 1 ml Trifast gegeben,
mit dem OMNI TIP Homogenizing Kit homogenisiert und fiir 5 min bei Raumtemperatur
(RT) inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul Chloroform wurde das Reaktionsgefal3 fiir 15 s
iiber Kopf geschwenkt. Es folgte eine Inkubation fiir 3 min bei RT. Um im Folgenden eine
Phasentrennung zu erreichen, wurde die Losung zentrifugiert (13 000 rpm, 15 min, 4°C).
Die wissrige, farblose RNA-Phase wurde in ein neues Reaktionsgefdl3 transferiert. Es
folgte die Zugabe von 500 pl Isopropanol, um die RNA zu prézipitieren. Nach einer
Inkubation fiir 20 min bei RT und einer Zentrifugation (13 000 rpm, 15 min, 4°C) wurde
der fliissige Anteil der Losung verworfen und das am Boden des Reaktionsgefilles
befindliche RNA-Pellet zweimalig mit 75% Ethanol gewaschen. Die Zentrifugation
zwischen den Waschschritten erfolgte bei 10 000 rpm, 10 min, 4°C. Im Anschluss an die
Waschschritte wurde das Pellet luftgetrocknet. AnschlieBend wurde es in
40 pul DEPC-H,O aufgenommen und bei 55°C fiir 10 min auf dem Heizblock geldst.
Darauthin wurde das Reaktionsgefal3 fiir 10 s auf Eis gestellt und der Inhalt in gleichen
Teilen auf zwei Reaktionsgefdalle verteilt. Eine Probe wurde zunichst bei -80°C gelagert.

Mit der anderen Probe wurde weitergearbeitet und die DNA entfernt. Hierzu wurde zu den
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20 pul geloster RNA im Reaktionsgefal3 2,5 pl 10-fach-Reaktionspuffer und 2,5 ul DNase |
gegeben. Es folgte eine Inkubation fiir 20 min bei RT. AnschlieBend wurde 1 pl Stop-
Solution (EDTA) zur Inaktivierung der DNase hinzugegeben und fiir 10 min bei 70°C auf
dem Heizblock inkubiert.

Die RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch bei 260 nm mit dem

Nanodrop.

2.2.1.2 cDNA-Synthese

Zunéchst wurden 1 pg RNA, 1 ul Oligo(dT)-Primer (=0,5 pg/ ul) und 1 pl ANTP-Mix
(=10 mM/Nukleotid) zusammen gegeben und mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 14 pl
gebracht. Das Reaktionsgefdal wurde auf einem Heizblock fiir 5 min bei 65°C erhitzt, um
Sekundérstrukturen der RNA zu zerstoren. Anschliefend wurde das Reaktionsgefall auf
Eis gestellt und 4 pl Reaktionspuffer (5x, DTT enthalten) sowie 1 pul RNase-Inhibitor
hinzugegeben. Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und fiir 2 min bei 42°C auf den
Heizblock inkubiert. Nach Zugabe von 1 ul Reverse Transkriptase und vorsichtigem
Mischen erfolgte die Inkubation des Reaktionsansatzes fiir 60 min bei 42°C auf dem
Heizblock. Die Enzymaktivitdt wurde anschlieBend durch Erhitzen auf 70°C fiir 15 min
beendet. Der cDNA-Ansatz wurde dann 1:5 mit H,O verdiinnt. Im Anschluss wurde die
cDNA-Synthese durch eine PCR und elektrophoretische Auftrennung tiberpriift. Ein
weiterer Ansatz wurde wie zuvor beschrieben angesetzt, allerdings ohne Zugabe von

Reverser Transkriptase und als Negativ-Kontrolle genutzt.

2.2.1.3 PCR und Agarosegelelektrophorese zur Qualititsiiberpriifung der cDNA

Die Qualitit der zuvor hergestellten ¢cDNA wurde nun durch den Nachweis des
Housekeeping-Gens RPLPO (ribosomal protein, large, PO, NCBI Accession Nummer
NM _001002) in einer PCR mit anschlieBender Agarosegelelektrophorese tiberpriift.

Die PCR wurde wie folgt angesetzt:

DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) 12,5 ul
cDNA (1:5 verdiinnt) 2 ul
RPLPO-Primer-Mix f+r (10 pmol/ul je Primer) 2 ul
H,O 8,5 ul
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Die PCR wurde nach folgendem Programm durchgefiihrt:

Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94°C 4 min 1
Denaturierung 94 °C 30s
Annealing 60°C 1 min 30
Elongation 72°C 1 min
Finale Elongation 72°C 10 min 1
Hold 4°C 0

Die PCR-Produkte wurden zur Analyse in einem elektrischen Feld der Grofe nach in
einem Agarosegel aufgetrennt. Hierflir wurden die PCR-Produkte auf ein Agarosegel (1%
Agaroseanteil in TAE-Puffer, 1 pg/ml Ethidiumbromid) aufgetragen und bei 100 V
getrennt. Durch den interkalierenden DNA-Farbstoff Ethidiumbromid wurden die DNA-
Fragmente unter UV-Licht sichtbar gemacht. Hiermit wurde kontrolliert, ob in der zuvor
hergestellten cDNA das Housekeeping-Gen RPLPO synthetisiert wurde und somit eine
erfolgreiche cDNA-Synthese stattgefunden hat.

2.2.1.4 RT-qPCR

Mit Hilfe der RT-qPCR wurden die mRNA-Expressionen folgender Gene bestimmt:

Name Genname NCBI Accession
Arginase 2 ARG2 NM 001172
Eukaryotic translation initiation factor 4a3 elF4a3 NM_ 014740
FK506-binding protein 4 FKBP4 NM_ 002014
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH NM_002046
v-Myc Myelocytomatosis Viral Oncogen Homolog MYC NM_002467
PRKC apoptosis WT1 regulator PAWR NM_ 002583
Pyrophosphatase 2 PPA2 NM 001034191
Peroxiredoxin 3 PRDX3 NM_006793
Peroxiredoxin 4 PRDX4 NM_ 00640
Prostate-specific Membrane Antigen PSMA oder NM 001193471
oder Folate hydrolase 1 FOLH1

Ubiquitin Carboxyl-terminal Esterase L1 UCHLI NM 004181

28



Material und Methoden

Bei der intraindividuellen Analyse wurde die Expression der Gene ARG2, elF4a3, FKBP4,
MYC, PAWR, PPA2, PRDX3, PRDX4, PSMA und UCHL1 auf GAPDH normalisiert und
analysiert. Bei der interindividuellen Analyse wurde die Expression der Gene PPA2,
PRDX3, PRDX4 und UCHL1 auf GAPDH normalisiert und analysiert.

Die RT-qPCR wurde wie folgt angesetzt:

2x SYBRGreen-Mastermix 10 pl
Quantitect Oligonukleotid-Mix 2 ul
cDNA (1:5 verdiinnt) 2 ul
H,O 6 ul

Der Ansatz erfolgte zur Bestimmung der relativen Expression der mRNA eines Zielgens
im Verhéltnis zum Housekeeping-Gen GAPDH. Hierfiir wurde der Ansatz sowohl fiir das
Zielgen als auch fiir GAPDH in Triplikaten auf einer 96-Well-Platte aufgebracht. Um eine
Kontamination auszuschlieen, erfolgte der Ansatz einer Negativkontrolle mit H,O an
Stelle von cDNA. Bevor das RT-qPCR-Programm gestartet wurde, erfolgte der luftdichte
Verschluss und eine Zentrifugation der 96-Well-Platte bei 800 rpm fiir 1 min bei RT.

Die RT-gPCR wurde nach folgendem Programm mit dem MX3000P qPCR-System von
Stratagene durchgefiihrt:

Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 7 min 1
Denaturierung 95°C 15s
Annealing 62°C 30s 40
Elongation 72°C 30s
Schmelzkurve 50°C ... 95°C

2.2.1.5 Auswertung der RT-qPCR mittels A Cr-Methode

Die erhaltenen Daten wurden mit Hilfe der A Cr-Methode mit einem Referenzgen
(GAPDH) ausgewertet (Anon, 2006). Hierfiir wurde der Mittelwert der Cr-Werte der
Triplikate errechnet und fiir die Berechnung der Expression in die folgende Formel

eingesetzt:

. : T (Housekeeping- - CT (Ziel
Relative Expression = 2 CT (Housckeeping-Gen) - CT (Zielgen)
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Diese relativen Expressionen lieBen sich nun zwischen den verschiedenen Proben
vergleichen. Eine statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism

und dem t-Test fiir abhdngige Stichproben beziehungsweise dem einfachen t-Test.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden
2.2.2.1 Proteinextraktion

Das Prostata-Gewebestiick wurde in ein Reaktionsrohrchen mit 500 pul DIGE-Lyse Puffer
gegeben. Der DIGE-Puffer wurde verwendet, da die Proben auch fiir andere Versuche
genutzt worden sind. Die Probe wurde auf Eis stehend zerkleinert und dann mit einem
Ultraschallstab jeweils drei Mal 20 s homogenisiert. Der gesamte Inhalt des Réhrchens
wurde darauthin in ein Reaktionsgefall pipettiert und zentrifugiert (14 000 rpm, 10 min,
RT). Dann wurden 35 pl zur Proteinbestimmung genutzt und weitere Proben bei -80°C

gelagert.

2.2.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Proteinbestimmung wurde die Methode nach Bradford genutzt (Bradford, 1976). Sie
erfolgte mit Hilfe einer BSA-Eichreihe bei der Stammldsungen mit folgenden
Konzentrationen angesetzt wurden 0; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8 bzw. 10 mg BSA in DIGE-
Lysepuffer. Zu 30 pl dieser Stammldsungen, beziehungsweise der zu untersuchenden
Probe, wurden 30 ul 0,1 M HCI-Losung und 240 pl H,O gegeben. Zu 25 ul dieser Losung
wurde 875 ul Bradford-Reagenz (1:5 verdiinnte Losung, filtriert) gegeben und gemischt.
Nach einer Inkubation von 5 min bei RT erfolgte die photometrische Messung bei 595 nm.
Wenn r? der Standardkurve anndhernd bei 1 lag, wurde die Kurve verwendet und die
Proben gemessen. Mit Hilfe der BSA-Eichgeraden wurden dann die

Proteinkonzentrationen der Lysate bestimmt.

2.2.2.3 Western-Blot

Vorbereitung der Proben
Zunéchst wurden 120 pg Protein und 60 pl Loading-Dye zusammengegeben und mit
DIGE-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 180 pul gebracht. Die Proben wurden dann bis

zur Nutzung bei -80°C eingefroren.
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SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Es wurden 12%ige Trenngele verwendet, die folgende Zusammensetzung aufwiesen:

3,35 ml H,O

4 ml 30% Acrylamid
2,5 ml 1,5 M Tris/HCI pH 8,8
50 ul 20% SDS

Unmittelbar vor dem Gielen der Gele wurden auflerdem 50 pl 10%iges APS und 10 pl
TEMED hinzugefiigt. Die Fliissigkeit wurde vorsichtig gemischt und zwischen zwei
Glasplatten gegossen. Die Oberkante des Gels wurde mit Isopropanol beschichtet. Das
Isopropanol wurde abgegossen, als die Polymerisation abgeschlossen war (nach circa 30
min). Die Oberkante des Gels wurde daraufhin mit Wasser gespiilt. AnschlieBend wurde
ein 4%iges Sammelgel hergestellt, das folgende Zusammensetzung aufwies:

3,05 ml H,O

665 ul 30% Acrylamid
1,25 ml 0,5 M Tris/HCI pH 6,8
25 ul 20% SDS

Unmittelbar vor dem GieBen der Gele wurden auBerdem 25 pl 10%iges APS und 5 pl
TEMED hinzugefiigt. Nach vorsichtigem Mischen, wurden sie auf die Trenngele gegeben
und ein Kamm eingesetzt, um die Taschen zu formen. Es folgte eine Polymerisation von
circa 30 min. Nach dem Abschluss der Polymerisation wurden die Kdimme entfernt und die

Taschen mit Laufpuffer gespiilt.

Gelelektrophorese

Die Gele wurden in Lautkammern eingesetzt und diese mit 1xSDS-Puffer gefiillt. Es folgte
das Beladen der Taschen, wobei in erster Position 10 pl Proteingroenstandard und in die
folgenden Taschen 30 pul der vorbereiteten Proteinlysate aufgetragen wurde. AnschlieBend
wurde der Lauf bei einer Stromspannung von 120 V durchgefiihrt und beendet, wenn die
Lauffront anndhernd am Ende des Gels angelangt war. Das Gel wurde von den Glasplatten

gelost und das Sammelgel vom Trenngel entfernt.

Semi-Dry-Blot
Das Trenngel wurde zum Blotten verwendet und fiir einige Minuten in Transferpuffer
gelegt. Eine Membran in der Grof3e des Trenngels wurde aktiviert, indem sie fiir 15 s in

Methanol, fiir 2 min in H,O und fiir 5 min in Transferpuffer gelegt wurde.
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Material und Methoden

Zwei Whatman-Papiere wurden vorbereitet und ebenfalls in Transferpuffer getrankt. Nun
wurde ein Whatman-Papier in die Semi-Dry-Transfer-Zelle gelegt. Dann wurden die
aktivierte Membran, das Trenngel und das zweite Whatman-Papier aufgelegt. Luftblasen
wurden herausgestrichen. Die Transfer-Zelle wurde geschlossen und die Proteine fiir 1
Stunde bei 1,2 mA/cm? auf die Membran {ibertragen. Im Anschluss wurde die Membran

fiir einige Sekunden in Methanol gelegt und dann luftgetrocknet.

Inkubation mit Antikorpern und Detektion

Die Inkubation mit der Primirantikérper-Losung (1:1000 beziehungsweise 1:5000
verdiinnt in Waschpuffer; siehe 2.1.7 Antikérper, Primédre Antikdrper) erfolgte {iber Nacht
bei 4°C. Die Antikorperlosung wurde dann entfernt und die Membran anschlieBend drei
Mal mit Waschpuffer fiir 5 min gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen.

Es wurden folgende Proteine untersucht:

Arginase 2 (ARG?2)

Eukaryotic translation initiation factor 4A3 (elF4a3)

Peroxiredoxin 3 (PRDX3)

Peroxiredoxin 4 (PRDX4)

AnschlieBend folgte die Inkubation mit dem entsprechenden Sekundérantikorper (1:10000
verdiinnt in Waschpuffer; siehe 2.1.7 Antikorper, Sekundire Antikorper) fiir 1 Stunde bei
RT. Dann wurde die Antikorperlosung entfernt und die Membran erneut drei Mal mit
Waschpuffer fiir 5 min gewaschen. Darauthin wurde die Membran mit jeweils 0,5 ml der
beiden Komponenten des Pierce ECL Western Blot Substrats bedeckt und fiir 1 min
inkubiert. Die Membran wurde dann in eine Rontgenkassette gelegt und ein Rontgenfilm
mit der Membran exponiert (Dauer variierte je nach Antikorper) und im Amersham
Hyperfilm™ entwickelt. Die Rontgenfilme wurden daraufhin eingescannt und die
Westernblots mit der Software Quantity One quantifiziert. Als Kontrolle zur relativen
Quantifizierung wurde GAPDH verwendet. Die Auswertung erfolgte mit der Software

GraphPad Prism und dem t-Test fiir abhdngige Stichproben.
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3 Ergebnisse

3.1 Genexpressionsanalyse

Fiir die Untersuchung der Genexpression auf mRNA-Ebene wurde die relative Expression
von dem zu untersuchenden Zielgen bezogen auf GAPDH (2 ¢t GAPPH/Zielgeny 1sitte]s RT-
gPCR ermittelt. Es wurden Triplikate gemessen und der Mittelwert dieser gebildet.
Zunichst werden die Ergebnisse vorgestellt, bei denen jeweils die PCa- und die Normal-
Prostatagewebeprobe vom selben Patienten stammten (sieche 2.1.1 Patientenproben,
Tabelle 3), im Folgenden als intraindividuelle Analyse bezeichnet.

Dann folgt die Vorstellung der Ergebnisse der cDNA-Proben aus der Kooperation mit dem
DKFZ. Hier wurde eine groBBere Anzahl von Proben untersucht. Die Normal-cDNA aus
benignem Prostatagewebe, von Patienten mit PCa, und PCa-cDNA-Proben waren von
jeweils unterschiedlichen Patienten (siche 2.1.1 Patientenproben, Tabelle 4). Dies wird im

Folgenden als interindividuelle Analyse bezeichnet.
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3.1.1 Intraindividuelle Analyse der Genexpression auf mRNA-Ebene von benignen

Prostata- und PCa-Gewebeproben

ARG2 ist auf mRNA-Ebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden,

benignen Gewebe nicht verstiarkt exprimiert
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Abbildung 3: Expression von ARG2 auf mRNA-Ebene in der intraindividuellen Analyse.

Dargestellt ist die relative Expression 2 A<t 9APPHARG2 yon ARG2 normalisiert auf GAPDH jeweils in einer
Normal-Gewebeprobe und einer PCa-Gewebeprobe desselben Patienten, gemessen mittels RT-qPCR. Von
zwei Patienten (12661/09 und 13125/09) lagen jeweils zwei PCa-Proben vor (n=18). Die
Standardabweichung der Triplikat-Bestimmungen ist durch die Fehlerbalken dargestellt. Der t-Test fiir
abhéngige Stichproben ergab p=0,9499 und somit keinen signifikanten Unterschied in der Expression.

Abbildung 3 zeigt den direkten Vergleich der relativen mRNA-Expression fiir das Zielgen
ARG?2 normalisiert auf GAPDH durch die Darstellung dieser in der Normalgewebe-cDNA
(schwarz) und der PCa-cDNA (grau) fiir den jeweiligen Patienten (n=18). Die
Normalgewebe- und PCa-cDNA von einem Patienten (6385/09) mussten fiir dieses Gen
ausgeschlossen werden, da hier sehr hohe Ct-Werte gemessen worden sind, was zu
ungenauen Werten flir die relative Expression dieser Proben flihrte. Der Mittelwert der
relativen Expression der Triplikate fiir ARG2 lag bei elf Patienten im PCa-Gewebe hoher

als im Normalgewebe. Bei sieben Patienten lag der Mittelwert im Normalgewebe hoher als
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im PCa-Gewebe. Durch Anwendung des t-Tests fiir abhdngige Stichproben zeigte sich,
dass die relative Expression von ARG2 normalisiert auf GAPDH in den PCa-Proben im
Vergleich zu den Normalgewebeproben derselben Patienten nicht signifikant erhoht war

(p=0,9499).

elF4a3 ist auf mRNA-Ebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden,

benignen Gewebe nicht verstiarkt exprimiert
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Abbildung 4: Expression von elF4a3 auf mRNA-Ebene in der intraindividuellen Analyse.

2 ACt GAPDH/elF4a3

Dargestellt ist die relative Expression von elF4a3 normalisiert auf GAPDH jeweils in einer

Normal-Gewebeprobe und einer PCa-Gewebeprobe desselben Patienten, gemessen mittels RT-qPCR. Von
zwei Patienten (12661/09 und 13125/09) lagen jeweils zwei PCa-Proben vor (n=19). Die
Standardabweichung der Triplikat-Bestimmungen ist durch die Fehlerbalken dargestellt. Der t-Test fiir
abhéngige Stichproben ergab p=0,8446 und somit keinen signifikanten Unterschied in der Expression.

Abbildung 4 zeigt den direkten Vergleich der relativen mRNA-Expression fiir das Zielgen
elF4a3 normalisiert auf GAPDH durch die Darstellung dieser in der Normalgewebe-cDNA
(schwarz) und der PCa-cDNA (grau) fiir den jeweiligen Patienten (n=19). Der Mittelwert
der relativen Expression der Triplikate fiir eI[F4a3 war bei elf Patienten im PCa-Gewebe

hoher als im Normalgewebe. Bei sieben Patienten war der Mittelwert im Normalgewebe
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hoher als im PCa-Gewebe. Bei einem Patienten zeigte sich kein Unterschied. Durch
Anwendung des t-Tests fiir abhdngige Stichproben zeigte sich, dass die relative Expression
von elF4a3 normalisiert auf GAPDH in den PCa-Proben im Vergleich zu den
Normalgewebeproben derselben Patienten nicht signifikant erhoht war (p=0,8446).

FKBP4 ist auf mRNA-Ebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden,

benignen Gewebe signifikant stirker exprimiert
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Abbildung 5: Expression von FKBP4 auf mRNA-Ebene in der intraindividuellen Analyse.

) ACt GAPDH/FKBP4

Dargestellt ist die relative Expression von FKBP4 normalisiert auf GAPDH jeweils in einer

Normal-Gewebeprobe und einer PCa-Gewebeprobe desselben Patienten, gemessen mittels RT-qPCR. Von
zwei Patienten (12661/09 und 13125/09) lagen jeweils zwei PCa-Proben vor (n=23). Die
Standardabweichung der Triplikat-Bestimmungen ist durch die Fehlerbalken dargestellt. Der t-Test fiir

abhéngige Stichproben ergab p=0,0147 und somit einen signifikanten Unterschied in der Expression.

Abbildung 5 zeigt den direkten Vergleich der relativen mRNA-Expression fiir das Zielgen
FKBP4 normalisiert autf GAPDH durch die Darstellung dieser in der Normalgewebe-
cDNA (schwarz) und der PCa-cDNA (grau) fiir den jeweiligen Patienten (n=23). Der
Mittelwert der relativen Expression der Triplikate fiir FKBP4 lag bei 18 Patienten im PCa-
Gewebe hoher als im Normalgewebe. Bei flinf Patienten lag der Mittelwert im

Normalgewebe hoher als im PCa-Gewebe. Durch Anwendung des t-Tests fiir abhingige
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Stichproben zeigte sich, dass die relative Expression von FKBP4 normalisiert auf GAPDH
in den PCa-Proben im Vergleich zu den Normalgewebeproben derselben Patienten

signifikant erhoht war (p=0,0147).

Myc ist auf mRNA-Ebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden, benignen

Gewebe signifikant stirker exprimiert
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Abbildung 6: Expression von Myc auf mRNA-Ebene in der intraindividuellen Analyse.

2 ACt GAPDH/Myc

Dargestellt ist die relative Expression von Myc normalisiert auf GAPDH jeweils in einer

Normal-Gewebeprobe und einer PCa-Gewebeprobe desselben Patienten, gemessen mittels RT-qPCR. Von
zwei Patienten (12661/09 und 13125/09) lagen jeweils zwei PCa-Proben vor (n=23). Die
Standardabweichung der Triplikat-Bestimmungen ist durch die Fehlerbalken dargestellt. Der t-Test fiir

abhéngige Stichproben ergab p=0,0009 und somit einen signifikanten Unterschied in der Expression.

Abbildung 6 zeigt den direkten Vergleich der relativen mRNA-Expression fiir das Zielgen
Myc normalisiert auf GAPDH durch die Darstellung dieser in der Normalgewebe-cDNA
(schwarz) und der PCa-cDNA (grau) fiir den jeweiligen Patienten (n=23). Der Mittelwert
der relativen Expression der Triplikate fiir Myc lag bei 20 Patienten im PCa-Gewebe iiber
dem Mittelwert des Normalgewebes. Bei drei Patienten war der Mittelwert im

Normalgewebe hoher als im PCa-Gewebe. Die Anwendung des t-Tests fiir abhingige
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Stichproben zeigte, dass die relative Expression von Myc normalisiert auf GAPDH in den
PCa-Proben im Vergleich zu den Normalgewebeproben derselben Patienten signifikant

erhoht war (p=0,0009).

PAWR ist auf mRNA-Ebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden,

benignen Gewebe nicht verindert exprimiert

PAWR

0.6-
Il Normal

PCa

relative mRNA-Expression
2ACt GAPDH/PAWR

(2] (2] [<2] (2] (] (2] (2] - oN (2] (2] (2] - oN (2] (2] (2] (] (2]
o o o o o o o L . o o o L . o o o o o
= = = = = = = (<2 [~2 = = (<2 o =X = = = =
(2] 0n [{] o - [{<] © o o (2] n < o o n [{-] - o™ <
© ®© O N ®©® © W = T © © N 5 5 ©® O - © ©
N (2] [32] o © ] o © © © N~ - o~ ~ o N o o o
© © © © © N ©® g o N N ® T = N © O O O

N N Y Y Y @»w e vYTT T T«

- - - -

Patient

Abbildung 7: Expression von PAWR auf mRNA-Ebene in der intraindividuellen Analyse.

Dargestellt ist die relative Expression 2 “<'SAPPHPAWR 40 PAWR normalisiert auf GAPDH jeweils in einer
Normal-Gewebeprobe und einer PCa-Gewebeprobe desselben Patienten, gemessen mittels RT-qPCR. Von
zwei Patienten (12661/09 und 13125/09) lagen jeweils zwei PCa-Proben vor (n=19). Die
Standardabweichung der Triplikat-Bestimmungen ist durch die Fehlerbalken dargestellt. Der t-Test fiir
abhéngige Stichproben ergab p=0,7096 und somit keinen signifikanten Unterschied in der Expression.

Abbildung 7 zeigt den direkten Vergleich der relativen mRNA-Expression fiir das Zielgen
PAWR normalisiert auf GAPDH durch die Darstellung dieser in der Normalgewebe-
cDNA (schwarz) und der PCa-cDNA (grau) fiir den jeweiligen Patienten (n=19). Der
Mittelwert der relativen Expression der Triplikate fiir PAWR war bei sieben Patienten im
PCa-Gewebe hoher als im Normalgewebe. Bei elf Patienten lag der Mittelwert im
Normalgewebe hoher als im PCa-Gewebe. Bei einem Patienten zeigte sich kein

Unterschied. Die Anwendung des t-Tests flir abhidngige Stichproben zeigte, dass die
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relative Expression von PAWR normalisiert auf GAPDH keinen signifikanten Unterschied
zwischen den PCa-Proben im Vergleich zu den Normalgewebeproben aufzeigte

(p=0,7096).

PPA2 ist auf mRNA-Ebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden,

benignen Gewebe signifikant stirker exprimiert
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Abbildung 8: Expression von PPA2 auf mRNA-Ebene in der intraindividuellen Analyse.

Dargestellt ist die relative Expression 2 A<t 9APPHPPAZ v, PPA2 normalisiert auf GAPDH jeweils in einer
Normal-Gewebeprobe und einer PCa-Gewebeprobe desselben Patienten, gemessen mittels RT-qPCR. Von
zwei Patienten (12661/09 und 13125/09) lagen jeweils zwei PCa-Proben vor (n=23). Die
Standardabweichung der Triplikat-Bestimmungen ist durch die Fehlerbalken dargestellt. Der t-Test fiir

abhéngige Stichproben ergab p=0,0356 und somit einen signifikanten Unterschied in der Expression.

Abbildung 8 zeigt den direkten Vergleich der relativen mRNA-Expression fiir das Zielgen
PPA2 normalisiert autf GAPDH durch die Darstellung dieser in der Normalgewebe-cDNA
(schwarz) und der PCa-cDNA (grau) fiir den jeweiligen Patienten (n=23). Der Mittelwert
der relativen Expression der Triplikate fiir PPA2 lag bei 18 Patienten im PCa-Gewebe iiber
dem Mittelwert des Normalgewebes. Bei flinf Patienten war der Mittelwert im
Normalgewebe hoher als im PCa-Gewebe. Durch Anwendung des t-Tests fiir abhingige

Stichproben zeigte sich, dass die relative Expression von PPA2 normalisiert auf GAPDH
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in den PCa-Proben im Vergleich zu den Normalgewebeproben derselben Patienten

signifikant erh6ht war (p=0,0356).

PRDX3 ist auf mRNA-Ebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden,

benignen Gewebe nicht verstiarkt exprimiert
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Abbildung 9: Expression von PRDX3 auf mRNA-Ebene in der intraindividuellen Analyse.

Dargestellt ist die relative Expression 2 ¢! GAPPHPRDXS yon PRDX3 normalisiert auf GAPDH jeweils in einer
Normal-Gewebeprobe und einer PCa-Gewebeprobe desselben Patienten, gemessen mittels RT-qPCR. Von
zwei Patienten (12661/09 und 13125/09) lagen jeweils zwei PCa-Proben vor (n=23). Die
Standardabweichung der Triplikat-Bestimmungen ist durch die Fehlerbalken dargestellt. Der t-Test fiir
abhéngige Stichproben ergab p=0,5527 und somit keinen signifikanten Unterschied in der Expression.

Abbildung 9 zeigt den direkten Vergleich der relativen mRNA-Expression fiir das Zielgen
PRDX3 normalisiert auf GAPDH durch die Darstellung dieser in der Normalgewebe-
cDNA (schwarz) und der PCa-cDNA (grau) fiir den jeweiligen Patienten (n=23). Es ist
ersichtlich, dass der Mittelwert der relativen Expression der Triplikate bei 13 Patienten im
PCa-Gewebe hoher war als im Normalgewebe. Bei acht Patienten war er im
Normalgewebe hoher als im PCa-Gewebe. Bei zwei Patienten zeigte sich kein

Unterschied. Durch Anwendung des t-Tests flir abhdngige Stichproben zeigte sich, dass die

40



Ergebnisse

relative Expression von PRDX3 normalisiert auf GAPDH in den PCa-Proben im Vergleich

zu den Normalgewebeproben derselben Patienten nicht signifikant erhoht war (p=0,5527).

PRDX4 ist auf mRNA-Ebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden,

benignen Gewebe signifikant stirker exprimiert
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Abbildung 10: Expression von PRDX4 auf mRNA-Ebene in der intraindividuellen Analyse.

2 ACt GAPDH/PRDX4

Dargestellt ist die relative Expression von PRDX4 normalisiert auf GAPDH jeweils in einer

Normal-Gewebeprobe und einer PCa-Gewebeprobe desselben Patienten, gemessen mittels RT-qPCR. Von
zwei Patienten (12661/09 und 13125/09) lagen jeweils zwei PCa-Proben vor (n=23). Die
Standardabweichung der Triplikat-Bestimmungen ist durch die Fehlerbalken dargestellt. Der t-Test fiir

abhéngige Stichproben ergab p=0,0067 und somit einen signifikanten Unterschied in der Expression.

Abbildung 10 zeigt den direkten Vergleich der relativen mRNA-Expression fiir das
Zielgen PRDX4 normalisiert auf GAPDH durch die Darstellung dieser in der
Normalgewebe-cDNA (schwarz) und der PCa-cDNA (grau) fiir den jeweiligen Patienten
(n=23). Der Mittelwert der relativen Expression der Triplikate fiir PRDX4 war bei 19
Patienten im PCa-Gewebe hoher als im Normalgewebe. Bei vier Patienten war der
Mittelwert im Normalgewebe hoher als im PCa-Gewebe. Durch Anwendung des t-Tests
flir abhingige Stichproben =zeigte sich, dass die relative Expression von PRDX4
normalisiert auf GAPDH in den PCa-Proben im Vergleich zu den Normalgewebeproben

derselben Patienten signifikant erhoht war (p=0,0067).
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PSMA ist auf mRNA-Ebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden,

benignen Gewebe nicht verstiarkt exprimiert

PSMA

1.5=
Il Normal

PCa

1.0+ |

relative mRNA-Expression
2ACt GAPDH/PSMA

(2] (2] (2] (2] (2] (2] (2] - N (-] N (2] - oN (2] (2] (2] (-] (2]
o o o o o o o - - o o o L - o o o o o
= = = = = < = (<2 [=2 J— = = [<2] o =X < = = =
(2] 0n [{<] 0 - ({-] © o o (2] 0n < o o n [{-] - (2] <
© ®© O N ®© © W = T © © N 5 5 ©® O = © ©
N (2] [32] ©o © ] o © © © N~ - o~ ~ o N o o o
o o o o ©o N~ -] o o N N (32] - - N~ -] [-;] (-] [-;]

N N ¥ Y Y 4w M T YT -

- - -

Patient

Abbildung 11: Expression von PSMA auf mRNA-Ebene in der intraindividuellen Analyse.

Dargestellt ist die relative Expression 2 “<' SAPPHPSMA 5 PSMA normalisiert auf GAPDH jeweils in einer
Normal-Gewebeprobe und einer PCa-Gewebeprobe desselben Patienten, gemessen mittels RT-qPCR. Von
zwei Patienten (12661/09 und 13125/09) lagen jeweils zwei PCa-Proben vor (n=19). Die
Standardabweichung der Triplikat-Bestimmungen ist durch die Fehlerbalken dargestellt. Der t-Test fiir

abhéngige Stichproben ergab p=0,1823 und somit keinen signifikanten Unterschied in der Expression.

Abbildung 11 zeigt den direkten Vergleich der relativen mRNA-Expression fiir das
Zielgen PSMA normalisiert auf GAPDH durch die Darstellung dieser in der
Normalgewebe-cDNA (schwarz) und der PCa-cDNA (grau) fiir den jeweiligen Patienten
(n=19). Der Mittelwert der relativen Expression der Triplikate fiir PSMA lag bei zehn
Patienten im PCa-Gewebe hoher als im Normalgewebe. Bei neun Patienten lag der
Mittelwert im Normalgewebe hoher als im PCa-Gewebe. Durch Anwendung des t-Tests
fiir abhéngige Stichproben zeigte sich, dass die relative Expression von PSMA normalisiert
auf GAPDH in den PCa-Proben im Vergleich zu den Normalgewebeproben derselben
Patienten nicht signifikant erhoht war (p=0,1823).
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UCHL1 ist auf mRNA-Ebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden,

benignen Gewebe nicht vermindert exprimiert
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Abbildung 12: Expression von UCHL1 auf mRNA-Ebene in der intraindividuellen Analyse.

2 ACt GAPDH/UCHLI

Dargestellt ist die relative Expression von UCHL1 normalisiert auf GAPDH jeweils in einer

Normal-Gewebeprobe und einer PCa-Gewebeprobe desselben Patienten, gemessen mittels RT-qPCR. Von
zwei Patienten (12661/09 und 13125/09) lagen jeweils zwei PCa-Proben vor (n=23). Die
Standardabweichung der Triplikat-Bestimmungen ist durch die Fehlerbalken dargestellt. Der t-Test fiir
abhéngige Stichproben ergab p=0,2104 und somit keinen signifikanten Unterschied in der Expression.

Abbildung 12 zeigt den direkten Vergleich der relativen mRNA-Expression fiir das
Zielgen UCHLI1 normalisiert auf GAPDH durch die Darstellung dieser in der
Normalgewebe-cDNA (schwarz) und der PCa-cDNA (grau) fiir den jeweiligen Patienten
(n=23). Der Mittelwert der relativen Expression der Triplikate fiir UCHLI1 lag bei vier
Patienten im PCa-Gewebe hoher als im Normalgewebe. Bei 13 Patienten lag der
Mittelwert im Normalgewebe hoher als im PCa-Gewebe. Bei sechs Patienten zeigte sich
kein Unterschied. Durch Anwendung des t-Tests fiir abhidngige Stichproben zeigte sich,
dass die Herabregulation der relativen Expression von UCHL1 normalisiert autf GAPDH in
den PCa-Proben im Vergleich zu den Normalgewebeproben derselben Patienten nicht

signifikant war (p=0,2104).
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3.1.2 Interindividuelle Analyse der Genexpression auf mRNA-Ebene von cDNA aus

benignen Prostata- und PCa-Gewebeproben

PPA2 ist auf mRNA-Ebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum benignen Gewebe in

der interindividuellen Analyse nicht verstirkt exprimiert
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Abbildung 13: Expression von PPA2 auf mRNA Ebene in der interindividuellen Analyse.
Dargestellt ist die relative Expression 2 2t SAPPHPPAZ v PPA2 normalisiert auf GAPDH in einer Gruppe
von Normal-cDNA-Proben und einer Gruppe PCa-cDNA-Proben, gemessen mittels RT-qPCR. n=48 in

Normal-Gruppe, n=45 in PCa-Gruppe. Der einfache t-Test ergab einen Wert von p=0,423 und somit keinen

signifikanten Unterschied in der Expression.

In Abbildung 13 ist die relative Expression auf mRNA-Ebene fiir PPA2 normalisiert auf
GAPDH im Vergleich zwischen einer Gruppe von cDNA aus benignem Prostatagewebe
von an PCa erkrankten Patienten und einer Gruppe von cDNA aus PCa-Gewebe

dargestellt. In der Gruppe der Normal-cDNA-Proben wurden bei n=48 Proben Werte fiir 2

ACt GAPDH/PPA2 ) ACt

von 0,55 bis 7,73 ermittelt. Der Mittelwert war in dieser Gruppe
GAPDH/PPA2 — 3 001 bei einer Standardabweichung von + 0,2146. In der Gruppe der PCa-
cDNA-Proben wurden bei n=45 Proben Werte fiir 2 ACt GAPPHPPAZ ¢y 1,16 bis 7,93
ermittelt. Der Mittelwert in dieser Gruppe war 2 2C' GAPPHPPAZ — 3950 bei einer
Standardabweichung + 0,2226. Der Mittelwert der relativen Genexpression von PPA2
normalisiert auf GAPDH in der PCa-Gruppe war damit um das 1,1—fache hoher als in der
Normal-Gruppe. Im einfachen t-Test zeigte sich, dass dieser Unterschied der relativen

Expression zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant war (p=0,423).
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PRDX3 ist auf mRNA-Ebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum benignen Gewebe in

der interindividuellen Analyse signifikant stirker exprimiert
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Abbildung 14: Expression von PRDX3 auf mRNA Ebene in der interindividuellen Analyse.

2 ACt GAPDH/PRDX3

Dargestellt ist die relative Expression von PRDX3 normalisiert auf GAPDH in einer Gruppe

von Normal-cDNA-Proben und einer Gruppe PCa-cDNA-Proben, gemessen mittels RT-qPCR. n=48 in
Normal-Gruppe, n=45 in PCa-Gruppe. Der einfache t-Test ergab einen Wert von p=0,004 und somit einen

signifikanten Unterschied in der Expression.

In Abbildung 14 ist die relative Expression auf mRNA-Ebene fiir PRDX3 normalisiert auf
GAPDH im Vergleich zwischen einer Gruppe von cDNA aus benignem Prostatagewebe
von an PCa erkrankten Patienten und einer Gruppe von cDNA aus PCa-Gewebe gezeigt. In
der Gruppe der Normal-cDNA-Proben wurden bei n=48 Proben Werte fiir 2 4! GAPPH/PRDXS
von 1,57 bis 16,83 ermittelt. Der Mittelwert lag in dieser Gruppe bei
2 ACLGAPDHIPRDXS - — ¢ 549 bei einer Standardabweichung von + 0,4954. In der Gruppe der
PCa-cDNA-Proben wurden bei n=45 Proben Werte fiir 2 A€t GAPPHPRDXS 1y 1,42 bis 27,67
ermittelt. Der Mittelwert in dieser Gruppe lag bei 2 4Ct GAPPHPRDXS — 9 (75 bej einer
Standardabweichung + 0,8439. Der Mittelwert der relativen Genexpression von PRDX3
normalisiert auf GAPDH lag somit in der PCa-Gruppe um das 1,5—fache hoher als in der
Normal-Gruppe. Der einfache t-Test zeigte, dass dieser Unterschied in der relativen

Genexpression zwischen den beiden Gruppen signifikant war (p=0,004).
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PRDX4 ist auf mRNA-Ebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum benignen Gewebe in

der interindividuellen Analyse signifikant stirker exprimiert
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Abbildung 15: Expression von PRDX4 auf mRNA Ebene in der interindividuellen Analyse.
Dargestellt ist die relative Expression 2 A<t SAPPHPRDX4 oy PRDX4 normalisiert auf GAPDH in einer Gruppe
von Normal-cDNA-Proben und einer Gruppe PCa-cDNA-Proben, gemessen mittels RT-qPCR. n=48 in

Normal-Gruppe, n=45 in PCa-Gruppe. Der einfache t-Test ergab einen Wert von p=0,003 und somit einen

signifikanten Unterschied in der Expression.

Die Abbildung 15 zeigt den Vergleich der relativen Expression auf mRNA-Ebene fiir
PRDX4 normalisiert auf GAPDH zwischen einer Gruppe von cDNA aus benignem
Prostatagewebe von an PCa erkrankten Patienten und einer Gruppe von cDNA aus PCa-
Gewebe. In der Gruppe der Normal-cDNA-Proben wurden bei n=48 Proben Werte fiir 2 **
GAPDH/PRDX4 yon 1,41 bis 23,05 ermittelt. Der Mittelwert lag in dieser Gruppe bei 2 *'
GAPDH/PRDX4" — 9 077 und einer Standardabweichung von + 0,7258. In der Gruppe der PCa-
cDNA-Proben wurden bei n=45 Proben Werte fiir 2 A¢* SAPPHPRDX4 g0 3,29 bis 32,15
ermittelt. Der Mittelwert in dieser Gruppe lag bei 2 2¢' GAPPHPRDXS — 15 91 und einer
Standardabweichung + 1,053. Somit war der Mittelwert der relativen Genexpression von
PRDX4 normalisiert autf GAPDH in der PCa-Gruppe um das 1,4—fache erhoht gegeniiber

der Normal-Gruppe. Der einfache t-Test zeigte, dass dieser Unterschied in der relativen

Expression zwischen den beiden Gruppen signifikant war (p=0,003).
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UCHL1 ist auf mRNA-Ebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum benignen Gewebe in

der interindividuellen Analyse signifikant vermindert exprimiert
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Abbildung 16: Expression von UCHL1 auf mRNA Ebene in der interindividuellen Analyse.

Dargestellt ist die relative Expression 2 <t GAPPHUCHLL on UCHLI1 normalisiert auf GAPDH in einer Gruppe
von Normal-cDNA-Proben und einer Gruppe PCa-cDNA-Proben, gemessen mittels RT-qPCR. n=48 in
Normal-Gruppe, n=45 in PCa-Gruppe. Der einfache t-Test ergab einen Wert von p=0,002 und somit einen

signifikanten Unterschied in der Expression.

Die Abbildung 16 zeigt den Vergleich der relativen Expression auf mRNA-Ebene fiir
UCHLI normalisiert auf GAPDH zwischen einer Gruppe von cDNA aus benignem
Prostatagewebe von an PCa erkrankten Patienten und einer Gruppe von cDNA aus PCa-

Gewebe. In der Gruppe der Normal-cDNA-Proben wurden bei n=48 Proben Werte fiir 2 **

GAPDH/UCHLI ) ACt

von 0,32 bis 10,13 ermittelt. Der Mittelwert lag in dieser Gruppe bei
GAPDH/UCHLL — 1 788 bei einer Standardabweichung von + 0,2272. In der Gruppe der PCa-
cDNA-Proben wurden bei n=45 Proben Werte fiir 2 4¢* GAPPWUCHLL gy 0,17 bis 4,67
ermittelt. Der Mittelwert in dieser Gruppe lag bei 2 A¢' SAPPHUCHLL — (0 9589 bei einer
Standardabweichung + 0,1224. Damit lag der Mittelwert der relativen Genexpression von
UCHLI normalisiert auf GAPDH in der Normal-Gruppe im Vergleich zur PCa-Gruppe um
das 1,9-fache hoher. Im einfachen t-Test zeigte sich, dass der Unterschied der relativen

Genexpression der beiden Gruppen signifikant war (p=0,002). Dies spricht fiir eine

Herabregulation des Gens im PCa-Gewebe.

47



Ergebnisse

3.2 Proteinexpressionsanalyse

Fiir die Untersuchung der Proteinexpression wurde eine intraindividuelle Analyse von
Proteinlysaten aus PCa- und Normalgewebeproben durchgefiihrt.

Es wurde die Expression der Ziel-Proteine und GAPDH mittels Western-Blot dargestellt
und mit Hilfe der Software Quantity One 4.5.2 der Firma Bio-Rad quantifiziert. Die
Expression des jeweiligen Zielproteins wurde auf die Expression von GAPDH
normalisiert, indem der Quotient aus der Signalintensitdt des Zielproteins und GAPDH

gebildet wurde. Dies wurde als relative Signalintensitdit Zielprotein/GAPDH bezeichnet.
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ARG?2 ist auf Proteinebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden, benignen

Gewebe nicht verstiarkt exprimiert
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Abbildung 17: Expression von ARG2 auf Proteinebene in einer intraindividuellen Analyse.

a) Gezeigt ist ein repriasentativer Western-Blot mit jeweils PCa- (hier T) und Normalgewebe-Probe (hier N)
von vier Patienten. b) Dargestellt ist die relative Signalintensitit im Western-Blot von ARG2. Es wurde eine
intraindividuelle Analyse von PCa- und Normalgewebe-Proteinlysat durchgefiihrt. Von zwei Patienten
(12661/09 und 13125/09) lagen jeweils zwei PCa-Proben vor (n=16). Der t-Test fiir abhdngige Stichproben

ergab p=0,4766 und damit keinen signifikanten Unterschied in der Expression.

In Abbildung 17 ist der direkte Vergleich der relativen Proteinexpression von
ARG2/GAPDH dargestellt durch die Gegeniiberstellung dieser im Normalgewebe-
Proteinlysat (schwarz) und PCa-Proteinlysat (grau) fiir den jeweiligen Patienten (n=16).
Sie war bei sechs Patienten im PCa-Gewebe hoher als im Normalgewebe und bei zehn
Patienten im Normalgewebe hoher als im PCa-Gewebe. Der t-Tests fiir abhidngige

Stichproben zeigte, dass der Unterschied der relativen Expression von ARG2/GAPDH in
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den PCa-Proben im Vergleich zu den Normalgewebeproben derselben Patienten nicht

signifikant war (p=0,4766).

elF4a3 ist auf Proteinebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden,

benignen Gewebe signifikant stirker exprimiert
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Abbildung 18: Expression von elF4a3 auf Proteinebene in einer intraindividuellen Analyse.

a) Gezeigt ist ein repriasentativer Western-Blot mit jeweils PCa- (hier T) und Normalgewebe-Probe (hier N)
von vier Patienten. b) Dargestellt ist die relative Signalintensitit im Western-Blot von elF4a3. Es wurde eine
intraindividuelle Analyse von PCa- und Normalgewebe-Proteinlysat durchgefiihrt. Von zwei Patienten
(12661/09 und 13125/09) lagen jeweils zwei PCa-Proben vor (n=16). Der t-Test fiir abhdngige Stichproben

ergab p=0,0189 und damit einen signifikanten Unterschied in der Expression.

Abbildung 18 zeigt den direkten Vergleich der relativen Proteinexpression von
elF4a3/GAPDH durch die Darstellung dieser im Normalgewebe-Proteinlysat (schwarz)
und PCa-Proteinlysat (grau) fiir den jeweiligen Patienten (n=16). Diese relative Expression

war bei 13 Patienten im PCa-Gewebe hoher als im Normalgewebe. Bei drei Patienten war
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sic im Normalgewebe hoher als im PCa-Gewebe. Die Anwendung des t-Tests fiir
abhédngige Stichproben zeigte, dass die relative Expression von elF4a3/GAPDH in den
PCa-Proben im Vergleich zu den Normalgewebeproben derselben Patienten signifikant

erhoht war (p=0,0189).

PRDX3 ist auf Proteinebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden,

benignen Gewebe signifikant stirker exprimiert
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Abbildung 19: Expression von PRDX3 auf Proteinebene in einer intraindividuellen Analyse.

a) Gezeigt ist ein repriasentativer Western-Blot mit jeweils PCa- (hier T) und Normalgewebe-Probe (hier N)
von vier Patienten. b) Dargestellt ist die relative Signalintensitdt im Western-Blot von PRDX3. Es wurde eine
intraindividuelle Analyse von PCa- und Normalgewebe-Proteinlysat durchgefiihrt. Von zwei Patienten
(12661/09 und 13125/09) lagen jeweils zwei PCa-Proben vor (n=16). Der t-Test fiir abhdngige Stichproben

ergab p=0,0298 und damit einen signifikanten Unterschied in der Expression.
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In Abbildung 19 ist der direkte Vergleich der relativen Proteinexpression von
PRDX3/GAPDH gezeigt durch die Gegeniiberstellung dieser im Normalgewebe-
Proteinlysat (schwarz) und PCa-Proteinlysat (grau) fiir den jeweiligen Patienten (n=16).
Sie war bei elf Patienten im PCa-Gewebe hoher als im Normalgewebe und bei fiinf
Patienten im Normalgewebe hoher als im PCa-Gewebe. Der t-Tests fiir abhidngige
Stichproben ergab, dass diese relative Expression in den PCa-Proben im Vergleich zu den

Normalgewebeproben derselben Patienten signifikant erhoht war (p=0,0298).

PRDX4 ist auf Proteinebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden,

benignen Gewebe nicht verstiarkt exprimiert
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Abbildung 20: Expression von PRDX4 auf Proteinebene in einer intraindividuellen Analyse.

a) Gezeigt ist ein reprisentativer Western-Blot mit jeweils PCa- (hier T) und Normalgewebe-Probe (hier N)
von vier Patienten. b) Dargestellt ist die relative Signalintensitit im Western-Blot von PRDX4. Es wurde
eine intraindividuelle Analyse von PCa- und Normalgewebe-Proteinlysat durchgefiihrt. Von zwei Patienten
(12661/09 und 13125/09) lagen jeweils zwei PCa-Proben vor (n=16). Der t-Test fiir abhdngige Stichproben

ergab p=0,0891 und damit keinen signifikanten Unterschied in der Expression.
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Abbildung 20 zeigt den direkten Vergleich der relativen Proteinexpression von
PRDX4/GAPDH durch die Darstellung dieser im Normalgewebe-Proteinlysat (schwarz)
und PCa-Proteinlysat (grau) fiir den jeweiligen Patienten (n=16). Diese relative Expression
war bei zehn Patienten im PCa-Gewebe hoher ist als im Normalgewebe. Bei sechs
Patienten war sie im Normalgewebe hoher als im PCa-Gewebe. Durch Anwendung des t-
Tests flir abhdngige Stichproben zeigte sich, dass die relative Expression von
PRDX4/GAPDH in den PCa-Proben im Vergleich zu den Normalgewebeproben derselben
Patienten nicht signifikant erhoht war (p=0,0891).
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4 Diskussion

Das PCa ist das hiufigste Karzinom und die dritthdufigste Krebstodesursache des Mannes
in Deutschland. Mehr als 12.000 Todesfélle wurden hier alleine im Jahr 2008 dem PCa
zugeordnet (Anon, 2012). Ein wichtiger Bestandteil der PCa-Fritherkennungsuntersuchung
ist die Bestimmung des PSA-Werts im Serum. Nichtsdestotrotz gerat der PSA-Wert immer
wieder in die Kritik: Zwar wurde in einer aktuellen Studie eine signifikante Reduktion der
Mortalitdt beschrieben (Schroder et al., 2012), aber einerseits erfolgt durch das PSA-
Screening eine Uberdiagnose und Ubertherapie von klinisch nicht-relevanten Karzinomen
und andererseits werden noch immer klinisch relevante und aggressive Karzinome
iibersehen. Es wurden daher in den letzten Jahren eine Vielzahl neuer Biomarker
entwickelt (Artibani, 2012). Bislang hat allerdings kaum einer dieser potentiellen Marker
Einzug in die klinische Praxis gefunden. Der Bedarf an neuen und effizienteren
Biomarkern ist noch immer vorhanden. In der Erforschung des PCa wird ein grof3es
Potential darin gesehen, dessen Heterogenitdt und Komplexitit zu verstehen und so neue
Biomarker fiir die Fritherkennung zu entwickeln und die Therapien zu optimieren (Beltran
& Rubin, 2013). In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von PD Dr. Dr. S. Balabanov
(Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf) wurden durch eine globale, vergleichende
Proteomanalyse eine Vielzahl von Proteinen identifiziert, die eine unterschiedliche
Expression zwischen PCa- und umliegendem benignen Prostatagewebe zeigten. Die hier
durchgefiihrte gezielte Analyse der Genexpression von zehn Genen (ARG2, elF4a3,
FKBP4, Myc, PAWR, PPA2, PRDX3, PRDX4, PSMA und UCHLI1) und
Proteinexpression von vier Proteinen (ARG2, elF4a3, PRDX3 und PRDX4) leistet somit
einen wichtigen Beitrag zur Erforschung des PCa und zur Identifikation geeigneter
Biomarker.

Hervorzuheben ist, dass in dieser Arbeit intraindividuelle Analysen der Gen- und
Proteinexpression anhand von Gewebeproben von histologisch gesichertem PCa- und
benignem Prostatagewebe des gleichen Patienten durchgefiihrt wurden, was einen
entscheidenden Vorteil gegeniiber friiheren Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen
darstellt. Es wurde darin eine Moglichkeit gesehen, karzinom-assoziierte Gene und
Proteine direkt zu identifizieren. AuBerdem wurde anschlieBend zur Validierung der
Ergebnisse eine interindividuelle Analyse fiir vier Gene mit einem groBeren Pool von

cDNA-Proben des DKFZ durchgefiihrt.
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Peroxiredoxine PRDX3 und PRDX4

Die Gen- und Proteinexpressionsanalysen der Peroxiredoxine PRDX3 und PRDX4 waren
besonders vielversprechend. Sie scheinen hoffnungsvolle potentielle Biomarker fiir das
PCa zu sein.

Es zeigte sich zwar, dass PRDX3 auf mRNA-Ebene in der intraindividuellen Analyse
nicht verstirkt im PCa-Gewebe exprimiert war, in der interindividuellen Analyse wurde
jedoch eine signifikant gesteigerte Expression im PCa-Gewebe deutlich. Die Expression
von PRDX3 in der PCa-Gewebe-Gruppe lag hier um das 1,5—fache hoher als in der
Normalgewebe-Gruppe. Auch in der intraindividuellen Proteinexpressionsanalyse war
PRDX3 im PCa-Gewebe signifikant hoher exprimiert. PRDX4 ist auf mRNA-Ebene im
Vergleich zum umliegenden benignen Gewebe signifikant stiarker exprimiert. Auch in der
interindividuellen Analyse auf mRNA-Ebene zeigte sich, dass PRDX4 in der PCa-Gruppe
im Vergleich zur Normal-Gruppe um das 1,4—fache hoher exprimiert war, was einen
signifikanten Unterschied darstellt. In der intraindividuellen Proteinexpressionsanalyse war
PRDX4, vermutlich aufgrund des kleinen Probenpools, knapp nicht signifikant verandert
exprimiert. Auch Basu et al. zeigten gesteigerte Expressionen von PRDX3 und PRDX4 im
PCa sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene, wobei sie einen Zusammenhang zu
klinischen Eigenschaften der Tumore wie Tumorstadium, Gleason-Grading und Serum-
PSA-Wert sahen (Basu et al., 2010). Auch Lin et al. sahen aufgrund ihrer vergleichenden
Proteomanalyse von Prostatabiopsien in PRDX3 und PRDX4 mogliche Biomarker fiir das
PCa (Lin et al., 2007). Bei Untersuchungen auf mRNA-Ebene zeigten Cha et al. neben
dem PCa ebenfalls erhohte Peroxiredoxin-Expressionen bei sieben weiteren malignen
Tumorentitdten. Sie sahen auch die Moglichkeit durch die posttranslationale Modifikation
die Unterschiede zwischen Expressionen auf mRNA- und Proteinebene der Peroxiredoxine
zu erkliren (Cha et al., 2009). Weitere Publikationen berichteten von
Expressionsunterschieden beispielsweise im Bronchialkarzinom (Park et al., 2006;
Lehtonen et al., 2004), im Osteosarkom (Liu et al., 2009) und im Zervixkarzinom (Kim et
al., 2009). Den Peroxiredoxinen PRDX3 und PRDX4 konnte eine wichtige Bedeutung als

Biomarker fur das PCa zukommen.

UCHLI1
Auch UCHLI1 zeigte in dieser Analyse ein mogliches Potential als Biomarker fiir das PCa:
In der interindividuellen Genexpressionsanalyse war UCHL1 im Normalgewebe 1,9-fach

hoher exprimiert als im PCa-Gewebe, was einen signifikanten Unterschied darstellte. Auch
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wenn sich in der intraindividuellen Genexpressionsanalyse kein signifikanter
Expressionsunterschied zwischen PCa-Gewebe und umliegendem benignen Gewebe
zeigte, scheint die Genexpression von UCHLI im PCa herabreguliert zu sein. Die
Deregulierung der UCHLI-Expression wurde bereits in mehreren Karzinomen
nachgewiesen, wobei sie in einigen Tumorarten erh6ht und in anderen erniedrigt zu sein
scheint (Hurst-Kennedy et al., 2012). Eine erhohte Expression im Tumorgewebe zeigte
sich zum Beispiel im Plattenepithelkarzinom der Haut (Mastoraki et al., 2009), im
Adenokarzinom der Lunge (Chen et al., 2002) und im Osteosarkom (Liu et al., 2009). Eine
niedrigere Expression im Tumorgewebe, wie sie sich in dieser Untersuchung fiir das PCa
darstellte, zeigte sich im Kolonkarzinom (Fukutomi et al., 2007), im malignen Melanom
(Bonazzi et al., 2011) und im Magenkarzinom vom diffusen Typ (Yamashita et al., 2006)
durch Methylierung. Tokumaru et al. zeigten die Funktion von UCHLI1 als
Tumorsuppressor-Gen, das unter anderem durch Promoter-Methylierung inaktiviert
werden kann und so eine Bedeutung fiir die Entstehung von Karzinomen beim Menschen
haben konnte (Tokumaru et al., 2008). Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits publizieren,
dass UCHLI im PCa durch Promotor-Hypermethylierung herabreguliert ist und der
Nachweis dieser Hypermethylierung als potentieller molekularer Marker beim PCa dienen
konnte (Ummanni et al., 2011a). Die genaue Funktion von UCHLI in der
Tumorentstehung konnte bislang noch nicht vollstindig geklart werden. Hurst-Kennedy et
al. beschrieben in ithrem Review allerdings eine potentielle Rolle bei der Regulation von

Zellzyklus, Zelltod und Metastasierung (Hurst-Kennedy et al., 2012).

Weitere differentiell regulierte Gene

Auch Myc, FKBP4 und PPA2, deren Expressionen ausschlieBlich auf Genebene untersucht
wurden, zeigten in dieser Untersuchung eine potentielle Bedeutung als neue Biomarker im
PCa.

Da Myc als Transkriptionsfaktor fiir Gene fungiert, die unter anderem einen Effekt auf den
Zellzyklus und die Apoptose haben, konnten Mutationen, Translokationen und
Uberexpressionen in zahlreichen Leukidmien, Lymphomen und soliden Karzinomen
gezeigt werden (Hoffman et al., 2002; Boxer & Dang, 2001; Hoffman & Liebermann,
1998). Es wurde bereits eine erhohte Expression von Myc auf mRNA-Ebene im PCa
beobachtet (Koh et al., 2010). In der hier vorliegenden Arbeit diente es daher einerseits zur
Kontrolle der Ergebnisse und andererseits zur Einschédtzung von Effekten auf andere Gene

im Rahmen von Netzwerken im PCa. Unsere Arbeitsgruppe konnte die Ergebnisse der
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Gruppe Koh et al. reproduzieren und charakterisierte Myc dariiber hinaus als eines der
Schliisselproteine im Proteinnetzwerk des PCa (Ummanni et al., 2011b). Myc war in der
vorliegenden Untersuchung im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden benignen
Gewebe signifikant stiarker exprimiert.

Die Genexpression von FKBP4 war im PCa-Gewebe signifikant hoher als im umliegenden
benignen Gewebe. Lin et al. berichteten bereits von einer gesteigerten Proteinexpression
von FKBP4 im PCa (Lin et al., 2007). Cheung-Flynn et al. zeigten, dass FKBP4 eine
wichtige Funktion im Androgen-Rezeptor-Signalweg hat und schlugen vor, den Effekt von
FKBP4 auf Struktur- und Funktionsdnderungen des Androgen-Rezeptors auch im Hinblick
auf das PCa zu untersuchen (Cheung-Flynn et al., 2005). 2011 konnten De Leon et al. die
Entwicklung eines FKBP4-spezifischen Inhibitors mit einem Einfluss auf die Androgen-
Rezeptor-abhingige Genexpression im hormonabhédngigen PCa publizieren (De Leon et
al., 2011). Zusammentfassend scheint FKBP4 also eine Rolle im Zusammenhang mit dem
PCa zuzukommen und diese vorliegende Analyse hat gezeigt, dass die Genexpression von
FKBP4 auf mRNA-Ebene im PCa gesteigert ist.

Die Genexpression von PPA2 zeigte in der intraindividuellen Analyse eine signifikant
verstirkte Expression im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden benignen Gewebe.
Gleichzeitig war die Genexpression von PPA2 im PCa-Gewebe in der interindividuellen
Analyse nur um das 1,1-fache gegeniiber dem Normalgewebe, und damit nicht signifikant,
erhoht. Bei einer Genexpressionsuntersuchung beobachteten Pang et al. eine ansteigende
PPA2-Expression vom BPH-Gewebe iiber das lokalisierte PCa hin zum
lymphknotenmetastasierten PCa. Sie zeigten auBlerdem in einer Proteomuntersuchung eine
deutlich hohere Proteinexpression von PPA2 im lymphknotenmetastasierten PCa im
Vergleich zum lokalisierten PCa (Pang et al., 2010). Eine erhohte Expression der
anorganischen Pyrophosphatasen auf Proteinebene konnte auBlerdem bereits im
Adenokarzinom der Lunge und im kolorektalen Karzinom gezeigt werden (Chen et al.,
2002; Tomonaga, 2004).

elF4a3, iiber dessen mogliche Bedeutung im PCa vor dieser Analyse noch keine Daten
vorlagen, scheint zumindest auf Proteinebene ein potentieller Biomarker fiir das PCa zu
sein. Auf mRNA-Ebene zeigte sich in der intraindividuellen Analyse kein signifikanter
Unterschied zwischen der elF4a3-Expression im PCa-Gewebe und dem umliegenden
benignen Gewebe. In der intraindividuellen Proteinexpressionsanalyse zeigte sich jedoch,
dass elF4a3 signifikant starker im PCa-Gewebe exprimiert wird. Hellmann et al. zeigten

bereits in ihrer Proteinanalyse von Karzinomgewebe der Vagina eine Hochregulation von
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elF4a3 im Tumorgewebe verglichen mit gesundem Vaginalgewebe (Hellman et al., 2009).
Im Magenkarzinom vom intestinalen Typ wurde durch eine cDNA-Microarray-
Untersuchung eine erhohte Expression von elF4a3 im Vergleich zum diffusen Typ
ermittelt (Lee et al., 2002). Im Pankreaskarzinom wurde keine erhohte Expression von
elF4a3 auf mRNA-Ebene beobachtet, jedoch im Antikorpernachweis eine mogliche
Funktion als Serummarker vermutet (Xia et al., 2005). Eine Ausweitung der
Expressionsuntersuchung auf Proteinebene mittels eines groBeren Probenpools wére fiir
elF4a3 sicherlich sinnvoll und vielversprechend.

Das mogliche Potential von PAWR als Biomarker fiir das PCa sollte ebenfalls weiter
untersucht werden. Bei der intraindividuellen Genexpressionsanalyse von PAWR war zwar
kein signifikanter Unterschied zwischen PCa-Gewebe und umliegenden benignen Gewebe
zu erkennen, jedoch war eine Herabregulierung im PCa-Gewebe zu vermuten. Eine
verminderte Expression von PAWR im Tumorgewebe wurde bereits fiir das
Nierenzellkarzinom (Cook et al., 1999) und fiir das Endometriumkarzinom (Moreno-
Bueno et al., 2007) publiziert. Im PCa wurde eine erhohte Expression in Zellen beobachtet,
bei denen die Apoptose induziert wurde (Sells et al., 1994). Es konnte gezeigt werden, dass
PAWR die Apoptose in einigen PCa-Zelllinien einleiten und so einen Einfluss auf die
Tumorregression haben kann (Chakraborty et al., 2001). PAWR kann durch eine
Interaktion mit Aktl (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1) sein Potential fiir
die Induktion der Apoptose verlieren (Goswami et al., 2005). Daten zur Expression von
PAWR in PCa-Gewebeproben wurden bislang noch nicht publiziert, daher stellen die hier
erhobenen Ergebnisse einer im Trend unterschiedlichen Expression zwischen Normal- und
PCa-Gewebe moglicherweise eine interessante Grundlage fiir weiterfilhrende Analysen
dar.

Die Bedeutung der Expression von ARG2 fiir das PCa ist bislang nicht ausreichend
untersucht und geklart. Die mRNA-Expression von ARG2 ist auch in der gesunden
Prostata vergleichsweise hoch (Vockley et al., 1996). Mummenthaler et al. untersuchten
die Expression von ARG2 im PCa auf Gen- und Proteinebene in verschiedenen PCa-
Zelllinien im Hinblick auf klinische Charakteristika. Sowohl auf mRNA-Ebene als auch
auf Proteinebene zeigten sich hohe ARG2-Expressionen in den besser-differenzierten,
androgen-abhédngigen Zelllinien und niedrige in den weniger-differenzierten, androgen-
unabhingigen Zelllinien. Bei der zusétzlichen Analyse der Expression von ARG2 in PCa-
und Normalgewebe mittels Gewebe-Microarray-Untersuchung zeigten sich hohere

Expressionen im benignen Prostatagewebe verglichen mit dem PCa-Gewebe. Innerhalb der
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PCa-Gewebeproben wurde auflerdem eine inverse Korrelation zwischen ARG2-Expression
und Gleason-Grading beobachtet (Mumenthaler et al., 2008). Gannon et al. zeigten
ebenfalls, dass die Proteinexpression von ARG2 im PCa-Gewebe niedriger ausfillt als im
Normalgewebe (Gannon et al., 2010). Bronte et al. ermittelten hingegen in einer kleineren
Stichprobe eine hohere ARG2-Proteinexpression im PCa-Gewebe (n=4) verglichen mit
dem Normalgewebe (n=2). Sie sahen auBerdem einen Einfluss der Co-Expression von
ARG?2 und NOS2 (Nitric Oxide Synthase 2) auf die lokale Immunsuppression beim PCa
(Bronte et al., 2005). In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich, dass ARG2 weder auf
mRNA-Ebene noch auf Proteinebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden,
benignen Gewebe signifikant verdndert exprimiert wird. Es ldsst sich aber vermuten, dass
ARG?2 kein geeigneter Biomarker fiir das PCa ist. Im Bronchialkarzinom wurde eine
Proteinexpression von ARG2 in 82,5% der Bronchialkarzinom-Proben nachgewiesen,
allerdings wurde keine Korrelation mit Tumoreigenschaften gefunden (Rotondo et al.,
2008). Im duktalen Pankreaskarzinom fand sich eine Proteinexpression von ARG?2 selten
in den Karzinomzellen selbst und stattdessen hdufiger in ,karziom-assoziierten
Fibroblasten in der nekrotischen Umgebung (Ino et al., 2013).

PSMA ist ein hoffnungsvolles Therapieziel in der aktuellen Forschung und auBerdem wird
ein grofles Potential als diagnostischer und prognostischer Biomarker angenommen (Wolf,
2011). Die Funktion von PSMA fiir die Prognoseeinschitzung scheint besonders
interessant zu sein, da es eine Korrelation zwischen der Uberexpression und Eigenschaften
wie beispielsweise dem Grading, Tumorstadium und der biochemischen Rezidive zu
geben scheint (Ross et al., 2003). Es konnte sowohl in benignem, als auch in malignem
Prostatagewebe eine hohe Expression von PSMA mittels Immunhistochemie
nachgewiesen werden (Silver et al., 1997). Auch Kinoshita et al. bestétigten dies. Sie
wiesen jedoch auch PSMA-Expressionen in diversen anderen benignen und malignen
Geweben nach (Kinoshita et al., 2006). Bostwick et al. publizierten eine gesteigerte
Expression im malignen, im Vergleich zum benignen Prostatagewebe (Bostwick et al.,
1998) — im Gegensatz zu der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchung stammten die
benignen Gewebe hier jedoch von Patienten ohne PCa. Wright et al. zeigten, dass sich
sogar das PSMA-Expressionsmuster von benignen Tumoren der Prostata und gesundem
Prostatagewebe unterscheidet (Wright et al., 1995). In dieser vorliegenden Analyse war
PSMA auf mRNA-Ebene im PCa-Gewebe im Vergleich zum umliegenden benignen
Gewebe nicht verstdrkt exprimiert. Antunes et al. fiihrten ebenfalls eine quantitative

PSMA-Genexpressionsuntersuchung von  PCa-Gewebeproben durch. In  ihrer
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Untersuchung war im PCa-Gewebe die Expression im Vergleich zu einer Kontrollgruppe
von Patienten mit BPH in allen 33 Féllen erhoht. Im benignen Geweben der PCa-Patienten
zeigte sich immer noch bei 15 von 17 Patienten eine erhohte PSMA-Genexpression im
Vergleich zu den BPH-Geweben der Kontrollgruppe (Antunes et al., 2009). Auch diese
Untersuchung ldsst also eine hohe Genexpression von PSMA im umliegenden
Normalgewebe von PCa-Patienten vermuten und stiitzt damit die Ergebnisse dieser Arbeit,
auch wenn Antunes et al. keinen direkten intraindividuellen Vergleich von PCa-Patienten

publizierten.

Der fiir die vorliegende Untersuchung gewihlte Vergleich der Expressionen von PCa- und
umliegendem Normalgewebe von Patienten mit PCa ist noch weitaus weniger untersucht
als der Vergleich der Gewebe von PCa-Patienten und Nicht-PCa-Patienten. Da nicht von
allen Patienten genug Probenmaterial fiir eine Herstellung von Proteinlysaten zur
Verfligung stand, haben sich unterschiedlich grof3e Pools fiir die intraindividuelle Gen- und
Proteinexpressionsanalyse entwickelt. Die Ergebnisse wéren eventuell mit den exakt
gleichen Probenpools klarer. Der Versuchsaufbau wire also neben einer gro3eren Anzahl
von Patienten durch groBere Gewebequantitidten optimierbar. So konnte aus jeder Probe
sowohl die RNA isoliert, als auch ein Proteinlysat erstellt werden.

Generell eignen sich Biomarker, die an Gewebeproben validiert wurden, weniger gut fiir
eine klinische Nutzung, da beispielsweise Blut und Urin einfacher und weniger- bis nicht-
invasiv getestet werden konnen. Allerdings kann man durch die Analyse von
Gewebeproben potentielle Biomarker identifizieren und diese gegebenenfalls auch im Blut
oder Urin bestimmen. Bereits in der Einleitung dieser Arbeit wurde diese Entwicklung am
Beispiel von AMACR veranschaulicht: Nachdem der Nachweis von erhohten mRNA- und
Proteinexpressionen im PCa-Gewebe mehrfach publiziert wurde, wurden Testungen auf
das AMACR-Protein im Urin entwickelt (siehe 1.2.3 Weitere Biomarker). Ein Beispiel
dafiir, dass ein erhohter Nachweis im Blut nicht zwingend mit einer erhéhten Expression in
der Zelle einhergeht, ist das PSA. Es wurde gezeigt, dass die mRNA-Expression von PSA
im PCa-Gewebe signifikant niedriger ist als im benignen Gewebe (Qiu et al., 1990). Dieser
Fakt macht deutlich, dass nicht ausschlieBlich die Expressionen von Genen und Proteinen
bei der Erforschung neuer Biomarker beriicksichtigt werden diirfen.

Die vorliegende Untersuchung identifizierte einige Gene und Proteine, deren Expression
sich zwischen PCa-Gewebe und dem umliegenden benignen Gewebe unterscheidet und die

damit potentielle Biomarker fiir das PCa darstellen. Es sollten weitere Validierungen mit
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grofleren Patientenpools erfolgen und gegebenenfalls klinische Eigenschaften in die
Analysen miteinbezogen werden. Auch eine Ausweitung der
Proteinexpressionsuntersuchungen konnte die bestehenden Ergebnisse weiter ergdnzen.
Hierfir wiirden sich insbesondere sogenannte tissue microarrays (TMA) eignen.
Interessant wére zudem eine Bestimmungen der hier untersuchten Gene und Proteine im
Serum beziehungsweise Urin durchzufiihren, um so das Potential dieser Biomarker fiir die
klinische Praxis zu tlberpriifen. Mittlerweile wurden auflerdem sensitivere Methoden der
Proteomanalyse im Vergleich zu der von uns verwendeten 2-dimensionalen
Gelelektroporese entwickelt. Diese bieten die Moglichkeit, auch differentiell vorhandene
Proteinen mit einer geringen Expression nachzuweisen. Ein Beispiel hierfiir sind die haufig
schwach exprimierten Transkriptionsfaktoren. Zudem wire es in Zukunft denkbar, eine
Proteomanalyse von unterschiedlichen Arealen eines PCa durchzufiihren, um so die
Heterogenitét genauer zu analysieren.

Die weitere Untersuchung der hier dargestellten Gene und Proteine, sowie der anderen
identifizierten Gene und Proteine unserer Arbeitsgruppe, konnte dazu beitragen, das PCa

besser zu charakterisieren und zu verstehen.
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5. Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist in Deutschland das hdufigste Karzinom des Mannes und die
dritthdufigste Krebstodesursache des Mannes. Neben der korperlichen Untersuchung ist
die Bestimmung des PSA im Blut ein wichtiger Bestandteil der
Fritherkennungsuntersuchung. Der PSA-Wert gerit jedoch immer wieder in die Kritik und
es wurden daher Varianten des PSA-Werts und auch neue Biomarker entwickelt. Kaum
einer dieser potentiellen Marker hat bisher Einzug in die klinische Praxis gefunden und es
besteht weiterhin ein Bedarf an neuen, effizienten Biomarkern.

In dieser Arbeit wurde daher die Expression von zehn Genen und vier Proteinen
untersucht, die in einer vergleichenden Proteomuntersuchung mittels 2-dimensionaler
Gelelektroporese in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von PD Dr. Dr. S. Balabanov
identifiziert worden sind. Fiir die Genexpressionsuntersuchung wurde die quantitative real-
time PCR und fiir die Proteinexpressionsuntersuchung eine Analyse von Western-Blots
durchgefiihrt. Es wurde eine intraindividuelle Analyse in Prostatakarzinomgeweben und
umliegenden benignen Geweben auf mRNA- und Proteinebene durchgefiihrt und durch
eine interindividuelle Analyse auf mRNA-Ebene mit einem groferen Patientenpool
erginzt. In der intraindividuellen Analyse, die bisher weit weniger untersucht ist als der
interindividuelle Vergleich, wurde die Mdglichkeit gesehen, karzinom-assoziierte Gene
und Proteine direkt zu identifizieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass fiir einige der untersuchten Gene
und Proteine signifikante Expressionsunterschiede zwischen Prostatakarzinomgewebe und
benachbartem benignen Prostatagewebe bestehen. Eine Bedeutung als potentielle neue
Biomarker konnte in Zukunft den Peroxiredoxinen PRDX3 und PRDX4 zukommen.
PRDX4 war auf mRNA-Ebene signifikant hoher exprimiert, PRDX3 zeigte hingegen eine
signifikant erhohte Expression auf Proteinebene. AuBlerdem zeigten auf mRNA-Ebene
UCHLI1, Myc, FKBP4 und PPA2 sowie auf Proteinebene elF4a3 signifikante
Unterschiede in den Expressionsuntersuchungen.

Diese Resultate weisen darauf hin, dass einige dieser untersuchten Gene und Proteine
potentielle neue Biomarker fiir das PCa sein konnten.

Die vorliegenden Ergebnisse bieten auBlerdem die Grundlage fiir weitere funktionelle
Untersuchungen des Prostatakarzinoms und auch das klinische Potential dieser Biomarker

kann in Zukunft gepriift werden.
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Die vorliegende Untersuchung leistet damit einen wichtigen Beitrag zur Erforschung des
Prostatakarzinoms und ermdglicht somit auch neue diagnostische und therapeutische

Fortschritte.
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