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1. Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom zahlt nach wie vor zu den haufigsten malignen Erkrankungen des Mannes
weltweit und bedingt trotz verbesserter Methoden der Friiherkennung mit Anstieg der Detektion lokal
begrenzter und der Option folglich primar kurativ intendierter therapeutischer Ansatze eine hohe Anzahl
von Sterbefallen/Jahr. Die Verbesserung der friih-diagnostischen Methodik kann Uber die Adjustierung
der Therapieauswahl anhand der differenzierteren Identifikation von Risikopatienten zu einer

Verbesserung der Prognose flihren.

Der Nachweis einer regionalen lymphatischen Metastasierung mit Anstieg der Wahrscheinlichkeit eines
Erkrankungsrezidivs beeinflusst die Entscheidung Uber die Notwendigkeit einer adjuvanten Therapie,
sodass eine Steigerung der Sensitivitat des Nachweises disseminierter Tumorzellen in regionalen
Lymphknoten mittels molekularbiologischer Methoden im Gegensatz zur konventionellen
histopathologischen Aufarbeitung einen erfolgversprechenden Ansatz zur Verbesserung von

individueller Risiko- und Prognosebewertung bietet.

1.1.1  Epidemiologie

Mit Blick auf die demografische Entwicklung Deutschlands und weiterer westlicher Industrienationen
ldsst sich Uber den Verlauf der letzten Jahrzehnte ein steter Anstieg der sogenannten
JAlterskrankheiten® beobachten und infolgedessen auch fir die Zukunft eine Zunahme ihrer
gesellschaftlichen Relevanz in sozialer als auch soziodkonomischer Hinsicht prognostizieren. Als eine
der haufigsten onkologischen Erkrankungen hat in diesem Zusammenhang das Prostatakarzinom des
Mannes an Bedeutung gewonnen, welches bei einer altersstandardisierten Inzidenzrate von 92,7 auf
100000 méannliche Personen den haufigsten malignen Tumor des erwachsenen Mannes mit einem
mittleren Erkrankungsalter von 69 Jahren reprasentiert (Robert Koch Institut (RKI) und Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland (GEKID), Daten 2014, Stand 12/2017). Nach Daten
des Global Cancer Observatory (WHO, Stand Mai 2019) erkrankten 2018 62641 Manner in Deutschland
und 1276 106 Manner weltweit an Prostatakrebs; es besteht somit die hdchste Inzidenz aller Malignome
fur das mannliche Geschlecht und die dritthaufigste Inzidenz nach Brust- und Lungenkrebs bei den
Krebserkrankungen beider Geschlechter. Die Mortalitatsraten der Erkrankung entsprachen bei unter 65-
Jahrigen 2,9 Todesfallen auf 100000 Einwohner (D) (EU: 2,6 Todesfalle) mit einem massiven Anstieg
der Sterblichkeit in der Altersgruppe der Uber 65-Jahrigen mit 196,8 (D) bzw. 191,0 (EU) pro 100000
Einwohner (Eurostat, Daten fir 2015); 2015 starben 13919 Manner in Deutschland (D) bzw. 73315
Manner in der Europaischen Union (EU) an Prostatakarzinomen entsprechend einem Anteil von 3,1%
bzw. 2,9% an allen mannlichen Todesfallen. Das Prostatakarzinom stellt somit nach dem
Bronchialkarzinom und kolorektalen Karzinom die dritthaufigste onkologische Todesursache dar.
Weltweit lassen sich gravierende Unterschiede in den Inzidenzraten darlegen, so ist die Inzidenz in der
afroamerikanischen Bevolkerung der USA mit 185,4/100000 beschrieben (Haas et al., 2008), wahrend
die standardisierte Erkrankungsrate in Griechenland mit 34,2/100000 angegeben wird (Ferlay et al.,
2013). Auffallig im weltweiten Vergleich ist zudem eine erheblich niedrigere Inzidenzrate u. a. im
asiatischen Raum, welche sich zu einem erheblichen Teil durch einen anderen Umgang mit potenziellen

Screening-Verfahren in den Landern erklaren lasst. Seit Einfihrung und Verbreitung des PSA-Tests als
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Marker flr das Bestehen eines Prostatakarzinoms lief3 sich in den vergangenen Jahren ein deutlicher
Anstieg mit aktuell seit einigen Jahren bestehender Stagnation der Inzidenz in Europa beobachten,
welcher in Diskordanz zur annahernd unveranderten altersstandardisierten Mortalitatsrate steht (S3-
Leitlinie Prostatakarzinom, Version 5.1, Mai 2019).

Im internationalen Vergleich bestatigt sich eine héhere Inzidenz des Prostatakarzinoms in Abhangigkeit
von Risikofaktoren, insbesondere der Lebenserwartung, und dem Nutzen von Screeningverfahren bei
relativ niedriger Mortalitdtsrate zu Gunsten der industriell hdher entwickelten Regionen, relativ
betrachtet h6here Sterberaten werden hierbei in Ressourcen-armen Landern beobachtet.

Bei einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von 91% in Deutschland (Robert Koch Institut (Hrsg.):
Krebs in Deutschland 2013/2014. 11. Ausgabe, Berlin 2017) stellt sich die Frage nach Bedeutung und
Nutzen einer friihen Erkennung insbesondere in Hinsicht auf mogliche Therapieoptionen und deren
Einfluss auf die Uberlebensraten in Abhangigkeit des Zeitpunkts der Diagnosestellung. Hierzu ist ein

grundlegendes Verstandnis der Atiologie und Pathogenese des Prostatakarzinoms von Néten.

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

An atiologischen Faktoren sind inshesondere Alter, genetische Disposition und ethnische Zugehdrigkeit
zu nennen. Die eindricklichste Korrelation besteht zwischen Erkrankung und Alter, da mit Beginn der
funften Lebensdekade eine deutliche Zunahme der Inzidenz belegt ist, welche mit steigendem Alter bis
etwa zum flnfundachtzigstem Lebensjahr korreliert; hiernach bedingt u. a. die deutlich seltener
betriebene Diagnostik mittels Stanzbiopsie der Prostata keinen weiteren Anstieg der Inzidenzraten.
Anhand zweier Metaanalysen konnte gezeigt werden, dass eine erhdhte Erkrankungswahrscheinlichkeit
von 2,5% bis 4,3% relativem Risiko bei familidrer Belastung (Verwandtschaft 1°) besteht (Zeegers et
al.,, 2003). Ebenso haben Trager des BRCA-Gens eine hohere Wahrscheinlichkeit an einem

Prostatakarzinom zu erkranken (Castro et al., 2012).

Unter dem Gesichtspunkt der ethnischen Zugehdrigkeit kann eine deutlich héhere Erkrankungsrate
insbesondere bei Afroamerikanern beobachtet werden (Haas et al., 2008). Auch scheinen lokale
Entzindungsprozesse i.S. einer Prostatitis z. B. durch sexuell Ubertragbare Erkrankungen das Risiko
eines Malignoms der Prostata zu erhdhen. Nicht eindeutig belegte Zusammenhange bestehen zwischen
Erkrankungshaufigkeit und sozio6konomischen und alimentaren Faktoren bei global gegebenem Ost-
Sudgefalle sowie europaischen Nord-Sudgefalle zu Gunsten der Asiaten bzw. Stdeuropaer (Ferlay et
al., 2013). Keinen sicheren Beweis flr eine Beeinflussung der Erkrankungswahrscheinlichkeit gibt es
zudem fUr Adipositas und Vasektomie. Die Hohe der Serumtestosteronwerte gilt nicht als pradiktiver
Faktor, wahrend ein Diabetes mellitus scheinbar sogar tendenziell protektive Wirkung zeigt (S3-Leitlinie

Prostatakarzinom, Version 5.1, Mai 2019).

Als einzige medikamentdse Praventionsmoglichkeit ist bislang die Einnahme von 5-Alpha-Reduktase-
Hemmern identifiziert worden (Castro et al., 2012), welche aufgrund der Nutzen-Risiko-Relation aktuell

allerdings nicht zur primaren Pravention zugelassen ist.



1.1.3 Klinische Prasentation und Diagnostik

Klinisch bleibt ein Prostatakarzinom haufig lange Zeit unauffallig, die klinische Symptomatik mit unter
anderem Miktionsbeschwerden im Sinne einer verzogerten Miktion, erhdhten Miktionsfrequenz,
Nykturie, Inkontinenz sowie Hamaturie oder —spermie bis zu (unilateralem) Harnstau und Impotenz ist
kaum von der einer Benignen Prostatahyperplasie zu unterscheiden und statistisch gesehen auch
deutlich haufiger durch eine solche als durch eine maligne Neoplasie der Prostata hervorgerufen.
Fortgeschrittene Erkrankungsstadien fuhren haufig zu unspezifischen Allgemeinsymptomen mit
unbeabsichtigter Gewichtsabnahme und Abgeschlagenheit, auch das Auftreten paraneoplastischer
Symptome oder pathologischer Frakturen durch eine ossdre Metastasierung bedingen vielfach die
Erstdiagnose eines Prostatakarzinoms.

Seit Einfihrung der serologischen PSA-Bestimmung ist diese in Kombination mit der konsekutiven
Prostatabiopsie zu 80% flr die Erkennung von Prostatakarzinomen verantwortlich, jedoch werden trotz
geringer Sensitivitat bei jedoch hoher Spezifitdt ca. 20% der Karzinome weiterhin primar durch einen
suspekten Tastbefund in der Digital-rektalen Untersuchung (DRU) entdeckt, welche ab dem 45.
Lebensjahr zu den Leistungen der gesetzlichen Krankenkassen im Rahmen der Friherkennung fur
Manner gehdrt, deren effektiver Nutzen jedoch umstritten bleibt. Die ergdnzende quantitative
Bestimmung des Prostata-spezifischen Antigens als sensitives Screeningverfahren seit den 90er
Jahren sowie Verlaufskontrollparameter bedingt einen héheren Nachweis insbesondere friiher Stadien
der Erkrankung ohne jedoch nachweisbaren Einfluss auf die erkrankungsspezifische Mortalitat oder die
Gesamtlberlebenszeit unter Inkaufnahme des Risikos haufiger Uberdiagnosen und -therapien. (llic et
al., 2013). Die Durchfuhrung dieser Screeningtests soll daher im ,informed consent® zwischen
behandelndem Arzt und Patienten individuell abgestimmt werden.

Diagnostischer Goldstandard bleibt auch unter Erganzung der DRU durch bildgebende Verfahren wie
des transrektalen Ultraschalls die Stanzbiopsie der Prostata, welche bei einem initialen PSA-Wert von
= 4 ng/ml oder einer Verlaufsdynamik mit Grenzwerten zwischen 0,35 und 0,75 ng/ml pro Jahr erwogen
werden sollte (Leitlinienempfehlung). Auffallige Werte sollten zunachst nach sechs bis acht Wochen
kontrolliert werden, bevor eine transrektal-sonographisch gestitzte Stanzbiopsie angeschlossen wird,
welche als systematische Biopsie 10-12 Gewebezylinder oder nach Durchfiihrung einer MR-
Untersuchung der Prostata gezielt suspekte Bereiche untersuchen soll. Eine PET-CT-Untersuchung ist

im Rahmen der Primardiagnostik bislang nicht indiziert (Krause et al., 2011).

1.1.4 Klassifizierung

97% der Prostatakarzinome entsprechen epithelialen Adenokarzinomen, deren histopathologisches
Wachstumsmuster und Differenzierungsgrad, das sogenannte Grading (G1-5), im Gleason-Score als
diagnostischem und prognostischem Marker beschrieben werden (Epstein et al., 2016). Der Gleason-
Score eines Prostatektomiepraparats ergibt sich dabei aus der Summe der zwei vorrangig
vorkommenden Gewebsbilder, bei Vorliegen eines monomorphen Bildes aus der gedoppelten Summe
des einzelnen Gleason-Grade. Sollte ein Teil des Prostatagewebes einen dritten Grad aufweisen,
sollte eine Erwahnung dieses auch bei einer Ausbreitung von lediglich <5% erfolgen, da ein Einfluss

auf den Verlauf der Erkrankung erkennbar ist. (Pan et al., 2000). Im Rahmen einer Stanzbiopsie



gewonnene Gewebeproben werden hingegen anhand des haufigsten und des schlechtesten Scores
beurteilt.

Die Stadieneinteilung erfolgt anhand der TNM-Klassifikation der UICC (Union internationale contre le
cancer) fur das Adenom der Prostata (Wittekind et al., 2017; Tabelle 1). Die restlichen 3% der Tumore
der Prostata werden als seltene oder besonders differenzierte Prostatakarzinome bezeichnet und
mussen — ggf. unter Hinzuziehung immunhistochemischer Untersuchungsmethoden - anders
klassifiziert werden; ebenso abgegrenzt werden gutartige und atypische Lasionen der Prostata. In
Abhangigkeit des Stadiums — basierend auf den Ergebnissen der DRU - kénnen lokal begrenzte
(Stadien T1-2 NO MO), lokal fortgeschrittene (Stadien T3-4 NO MO) und fortgeschrittene bzw.
metastasierte Prostatakarzinome unterschieden; lokal begrenzte Stadien unterliegen dabei einer
gesonderten Risikoklassifikation, anhand derer das Ausmal} der apparativen Diagnostik im Rahmen

des Stagings bestimmt wird.

Primartumor

Primartumor kann nicht beurteilt werden X

Kein Anhalt fir Primartumor TO

Klinisch nicht erkennbarer Tumor, weder tastbar noch in bildgebenden Verfahren sichtbar T

Tumor zufalligen histologischen Befunds (Incidental carcinoma) in 5 % oder weniger des T1a

resezierten Gewebes

Tumor zufalligen histologischen Befunds (Incidental carcinoma) in mehr als 5 % des T1b
resezierten Gewebes

Tumor durch Nadelbiopsie diagnostiziert (z. B. wegen erhéhtem PSA) T1c
Tumor begrenzt auf Prostata T2

Tumor befallt die Halfte eines Lappens oder weniger T2a
Tumor befallt mehr als die Halfte eines Lappens T2b
Tumor in beiden Lappen T2c
Tumor durchbricht die Prostatakapsel T3

Extrakapsulare Ausbreitung (einseitig oder beidseitig) eingeschlossen mikroskopischer T3a

Infiltration des Blasenhalses

Tumor infiltriert Samenblasen T3b

Tumor ist fixiert oder infiltriert andere benachbarte Strukturen als Samenblasen, z. B. T4

Sphincter externus, Rektum und/oder Levatormuskel und/oder ist an Beckenwand fixiert

Regionare Lymphknoten

Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden NX
Keine regionaren Lymphknotenmetastasen NO
Regionare Lymphknotenmetastasen N1
Fernmetastasen

Keine Fernmetastasen MO
Fernmetastasen M1
Metastasen nur in nicht regionaren Lymphknoten M1a




Metastasen in Knochen M1b

Fernmetastasen in anderen Lokalisationen M1c

Tabelle 1: Schema zur TNM-/p TNM-Klassifikation [UICC 2017], 7. Auflage (aus S1- Leitlinie zur pathologisch-
©

anatomischen Diagnostik des Prostatakarzinoms des Bundesverbandes Deutscher Pathologen e. V. =~ und der

Deutschen Gesellschaft fiir Pathologie e. V. ©, 4. Auflage, 2017)

Im UICC-Stadium | werden Tumore bis zu einer Ausdehnung T1, T2a NO MO erfasst, das Stadium |l
(T2b-2c NO MO0) bezeichnet das auf die Prostata beschrankte Wachstum, das extraprostatische lokale
Tumorwachstum (Stadium 1l mit T3,T4 NO MO), die lymphatische oder hamatogene Metastasierung
definiert das UICC Stadium IV (jedes T N1 und/oder M1), siehe Tabelle 2.

Stadium | T1, T2a NO MO
Stadium Il T2b, T2c NO MO
Stadium Il T3 NO MO
Stadium IV T4 NO MO
Jedes T N1 MO
Jedes T Jedes N M1

Tabelle 2: Stadiengruppierung [UICC 2017], 7. Auflage (aus S1- Leitlinie zur pathologisch-anatomischen
Diagnostik des Prostatakarzinoms des Bundesverbandes Deutscher Pathologen e. V. © und der Deutschen
Gesellschatft fiir Pathologie e. V. ©, 4. Auflage, 2017)

Die Stratifizierung des Rezidivrisikos bei lokalem Prostatakarzinom kann mittels der sogenannten

D’Amico-Klassifikation unter Berucksichtigung der TNM-Klassifikation in Kombination mit PSA-Level

und Gleason-Score durchgeflihrt werden:

¢ Niedriges Risiko: PSA < 10 ng/ml und Gleason-Score <6 und cT-Kategorie <T2a

e Intermediares (im Folgenden: mittleres) Risiko: PSA > 10 ng/ml - 20 ng/ml oder Gleason-Score 7
oder cT-Kategorie 2b.

¢ Hohes Risiko: PSA > 20 ng/ml oder Gleason-Score = 8 oder cT-Kategorie 2¢

1.1.5 Stadium-abhangige Therapieempfehlungen

Die Therapie und Prognose des Prostatakarzinoms hangt von der Risikostratifizierung ab und bestimmt
die Aggressivitat des therapeutischen Vorgehens. Aufgrund der regelhaft langsamen Progredienz der
Erkrankung mit langen Gesamtuberlebenszeiten auch ohne therapeutische Intervention gilt es die durch
eine Therapie gewonnenen Lebensjahre gegen einen therapieassoziierten Verlust an Lebensqualitat
abzuwagen (S3-Leitlinie Prostatakarzinom, Version 5.1, Mai 2019). Unter Erfullung der Kriterien PSA-
Wert < 10 ng/ml, Gleason-Score < 6, TNM-Stadium ¢T1 und ¢T2a und Tumornachweis in < 2 Stanzen
bei leitliniengerechter Entnahme von 10-12 Stanzen mit < 50 % Tumor pro Stanze ist eine Active
Surveillance mit dreimonatigen Kontrollen durch DRU und PSA-Bestimmung sowie Re-Biopsie nach
sechs bis zwdIf Monaten mit Verlangerung der Intervalle nach zwei Jahren mdglich, ebenso ist ein
solches Vorgehen bei einer Lebenserwartung des Patienten von unter zehn Jahren aufgrund des
erwartungsgemaf langsamen Progresses zu diskutieren. In der ProtecT-Studie mit 1643 Patienten
vorwiegend geringen bzw. intermedidren Risikoprofils konnte anhand der 10-Jahres-Daten kein



signifikanter Unterschied bzgl. des Prostatakrebs-spezifischen Uberlebens gezeigt werden, jedoch war
das Vorliegen eines metastasierten Erkrankungsstadiums unter Active Surveillance Strategie deutlich

hdéher als nach radikaler Prostatektomie oder Strahlentherapie (Hamdy et al., 2016).

Hiervon abzugrenzen sind insbesondere - aber nicht ausschlieRlich - nicht kurativ intendierte, palliative
Therapieansatze bei lokal begrenzten, wenig aggressiven Tumoren alterer oder multimorbider
Patienten, welche u. a. eine antihormonelle Behandlung, Interventionen zur Blutstillung, Bestrahlung bei
Schmerzen und die palliative TUR-P bei Stérung der Blasenentleerung umfassen. Diese Entscheidung
ist stets unter Berlicksichtigung des Patientenwunsches, der individuellen Lebenserwartung durch Alter
und Morbiditat und des zu erwartenden Krankheitsverlaufes mit und ohne Therapie zu diskutieren.

Nichtdestotrotz bleiben als Therapie der Wahl bei lokalem, nicht-metastasiertem Prostatakarzinom aller
Risikogruppen eine Strahlentherapie oder eine radikale Protatektomie mit dem Ziel der Heilung des
Patienten. Studiendaten zeigen, dass bei einem TNM-Stadium T1b-T2 NO MO0), einem PSA- Wert unter
50 ng/ml und einer Lebenserwartung von mindestens zehn Jahren die radikale Prostatektomie
signifikant die Haufigkeit einer Progression der Erkrankung, das Risiko von Fernmetastasen, die
prostatakarzinomspezifische Mortalitat und die Gesamtmortalitat gegenulber der Strategie des ,Watchful
Waiting“ senkt (Bill-Axelson et al., 2008 und 2011; Thompson et al., 2007). Das hdchste Risiko einer
therapieassoziierten Komplikation besteht flir die erektile Dysfunktion gefolgt von Problemen der
Kontinenz, auch therapierelevante Blutungen sind in unterschiedlich hoher Zahl beziffert (1,0 — 11,5%
gemal aktueller Leitlinie). Das Auftreten von Rezidiven nach RPE ist abhangig vom etwaigen Vorliegen
einer (Mikro-)Metastasierung zum Operationszeitpunkt sowie der vollstdndigen Resektion der Prostata
mit tumorfreien Resektionsrandern (RO-Situation; Qualitatsindikator) bei gesichertem Standard der
Kompetenzen des Operateurs. Ein nerv- bzw. potenzerhaltendes operatives Vorgehen erhdht das
Risiko einer R1-Resektion und gilt gemal EAU Guidelines bei Tumoren im Stadium cT3, cT2c, einem
Gleason-Score >7 oder mehr als einer positiven Biopsie mit Gleason-Score = 7 auf der ipsilateralen

Seite als kontraindiziert (Heidenreich et al., 2011).

Die Aggressivitdt des operativen Vorgehens hangt auch in Hinsicht auf die Durchfiihrung und
Ausweitung einer Lymphadenektomie vom klinischen Stadium ab; dem Informationszugewinn bzgl. der
Notwendigkeit einer postoperativen hormonablativen Therapie bei nodal positiven Befunden steht
hierbei das potenziell hohere intraoperative Risiko mit Auftreten intra- oder postoperativer
Komplikationen (Ausbildung von Lymphozelen, Lymphddemen und einem erhdhten Thromboserisiko)
bei bisher nicht belegtem Einfluss auf das Gesamtiberleben. Als nicht empfohlen gilt sie daher bei
Karzinompatienten des niedrigen Risikoprofils aufgrund der geringen Wahrscheinlichkeit eines
lymphonodularen Befalls. Mehrere Studien konnten jedoch zeigen, dass die Wahrscheinlichkeit der
Detektion von Metastasen mit dem Ausmal} der Lymphadenektomie korreliert (Touijer et al, 2007) und
eine Begrenzung des Eingriffs im Sinne einer ,limited“ bzw. ,Standard“-Lymphadenektomie nur einen
Teil der moglichen Metastasierungsfelder umfasst (Bader et al., 2002; Weckermann et al., 2007). Als
Mindestausmal’ wurden die Gebiete der Fossae obturatoriae und Regionen medial der Arteriae iliacae
externae mit Entnahme von mindestens zehn Lymphknoten definiert, wodurch Joslyn et al. einen

statistisch  signifikanten tumorspezifischen Uberlebensvorteil ohne jedoch Einfluss auf das
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Gesamtuberleben nachweisen konnten (Joslyn et al., 2006). Dennoch gilt der therapeutische
Stellenwert der Lymphadenektomie im Rahmen der radikalen Prostatektomie beim

lymphknotenpositiven Prostatakarzinom als nicht geklart (Fossati et al., 2017).

Neben der operativen Lymphadenektomie besteht bei Nachweis eines lymphonodularen Befalls die
Option einer lokalen Strahlentherapie in Kombination mit einer systemischen hormonablativen Therapie
mit 24-36 Monaten Dauer, beide Verfahren kdnnen jedoch auch adjuvant nach RPE mit

Lymphadenektomie indiziert werden.

Weitere primare Therapieoptionen sind in lokal begrenzten Stadien die perkutane Strahlentherapie mit
einer Dosis von mindestens 74 Gray bis etwa 80 Gray in Standardfraktionierung (1,8 bis 2,0 Gy) nach
ICRU 50 mit oder ohne begleitende hormonablative Therapie bzw. Bestrahlung der pelvinen
Lymphabflusswege. Die Durchfihrung der Strahlentherapie sollte mittels Kombination der Verfahren
einer Intensitats-modulierten und bildgefihrten Strahlentherapie erfolgen (IMRT bzw. IGRT), um durch
eine Reduktion der Strahlendosis die Rate an organspezifischen Nebenwirkungen (v.a. gastrointestinale
Komplikationen) zu verringern. Der Nutzen der Bestrahlung der pelvinen Lymphabflusswege beim lokal
begrenzten Prostatakarzinom mit hohem Risikoprofil oder beim lokal fortgeschrittenen
Prostatakarzinom ist nicht hinreichend belegt, kann aber angenommen werden. Bei allerdings
erwartungsgemal nur geringem prognostischem Nutzen und der Gefahr Therapie-assoziierter

Sekundarerkrankungen sollte eine solche bei Patienten der Niedrigrisikogruppe hingegen unterbleiben.

Diese Patienten kdnnen alternativ einer Low-Dose-Rate-Brachytherapie im Sinne einer transperinealen
Applikation von Implantaten mit Jod-125 bzw. Palladium-103 als Therapiedquivalent zu radikaler
Prostatektomie oder perkutaner Strahlentherapie zugefiihrt werden, alternativ besteht die Option einer
high-dose-rate-Brachytherapie als Dosiseskalation mit perkutaner Strahlentherapie fir alle

Risikogruppen.

Fir Patienten mit lokal begrenztem Prostatakarzinom sollte bei mittlerem bzw. soll bei hohem
Risikoprofil die perkutane Strahlentherapie von einer hormonablativen Therapie gefolgt werden.

Fir lokal fortgeschrittene Karzinome gelten die radikale Prostatektomie mit Lymphadenektomie sowie
die primare perkutane Strahlentherapie kombiniert mit einer langfristigen hormonablativen Therapie
Uber 24 bis 36 Monate ebenso als primare Therapieoptionen. Die Lymphadenektomie sollte hierbei nach
ausgedehntem Schema erfolgen und die Regionen der Venae iliacae externae, Arteriae iliacae internae
und Fossae obturatoriae sowie Lymphknoten medial der Aa. lliacae internae umfassen. Primar relevant
ist der Informationsgewinn hierbei hinsichtlich der Entscheidung Uber eine adjuvante Therapie
(Heidenreich et al., 2002; Stone et al., 1997).

Eine adjuvante Strahlentherapie bei postoperativ negativem PSA-Wert soll in der Regel bis vier Monate
nach radikaler Prostatektomie erfolgen und zeigt insbesondere bei R1-resezierten Tumoren eine
signifikante Risikoreduktion bzgl. des biochemisch-rezidivfreien Uberlebens (van der Kwast et al.,

2007), sodass sie eine alternativ zu einer Salvagestrahlentherapie als perkutane Bestrahlung erst bei
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PSA-Anstieg erfolgen kann. Beide Methoden bieten Vorteile bzgl. des metastasenfreien Uberlebens
und des Gesamtuberlebens verglichen mit einer watch&wait-Strategie, bergen jedoch das Risiko einer

Ubertherapie sowie einer erhdhten Toxizitat.

Ein biochemisches Rezidiv im Sinne eines erneuten PSA-Anstiegs Uber Primartherapie-abhangig
definierte Werte erfordert eine Differenzierung zwischen einem lokalen bzw. systemischen Rezidiv in
dem Fall, das eine Lokalrezidivtherapie zur Verfligung steht. Therapeutisch kénnen eine Salvage-
Prostatektomie nach bioptischer Sicherung bzw. perkutane Salvage-Strahlentherapie mit mindestens
66Gy mit oder ohne Bestrahlung der ableitenden Lymphbahnen oder eine Salvage-High-Intensity-
Ultrasound-Therapie (HIFU) in Abhangigkeit der Primartherapie und unter Bertcksichtigung eventuell
bestehender individueller Indikationen fir ein palliativ orientiertes Therapiekonzept sowie auch das

Konzept des ,watchful waiting” diskutiert werden.

1.1.6 Nachsorge

Nach kurativer Therapie kann eine fachspezifische Rehabilitation mit dem Ziel der Behandlung und dem
Training im Umgang mit therapieinduzierten Funktionsstérungen, der Verbesserung der
Leistungsfahigkeit und der Befahigung zu gesellschaftlicher und beruflicher Wiedereingliederung mittels
multimodaler, interdisziplinarer Ansatze indiziert sein.

Nach kurativ intendierter Therapie sollten regelmafige Nachsorgeuntersuchungen mit Bestimmung des
PSA-Wertes beginnend innerhalb der ersten drei Monate nach Therapieabschluss gemaf den aktuell
geltenden Leitlinienempfehlungen erfolgen. Auch Patienten unter hormonablativer Therapie sollten
zwei- bis viermal jahrlich Verlaufskontrollen, mindestens umfassend Anamnese, kdrperliche

Untersuchung und PSA-Bestimmung, unterzogen werden.

1.1.7 Prognose

Die relativen 5- und 10-Jahres-Uberlebensraten beim Prostatakarzinom sind mit tiber 90% (Zentrum fir
Krebsregisterdaten/Robert-Koch-Institut, Daten 2014, Stand 12/2017) vergleichsweise hoch und die
Wahrscheinlichkeit an einem Prostatakarzinom zu versterben liegt niedriger als das Risiko an
begleitenden, z. B. kardiovaskularen Erkrankungen zu versterben.

Eine Prognoseeinschatzung erfolgt anhand von TNM-Klassifikation, Gleason-Score und chirurgischem
Resektionsbefund (R1/R0). Die pratherapeutische Stadiendiagnostik wird postoperativ durch das
pathologische Staging ersetzt, welches durch detailliertere Kenntnis des TNM-Stadiums eine bessere
prognostische Einschatzung des Krankheitsverlaufes ermdglicht. Der allgemeine Nutzen
immunhistochemischer, DNA-zytometrischer oder molekularbiologischer Marker auflerhalb der

Diagnosesicherung ist nicht bewiesen (Kristiansen, 2012).

Weitere relevante Prognosefaktoren sind die individuelle Morbiditat, die Art der primaren Therapie sowie
das Therapieansprechen und ferner die Erfahrung des Operateurs bei Entscheidung fir eine Radikale
Prostatektomie. Dariiber hinaus wird die PSA-Velocity in dem Jahr vor Therapie als pradiktiver Wert

beurteilt, unglnstig ist hier ein Anstieg von tber 2 ng/ml (D'Amico et al., 2006).
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Zur individuellen Prognoseeinschatzung kénnen Nomogramme nach Kattan dienen, welche die
Wahrscheinlichkeit eines progressionsfreien Uberlebens nach einem definierten Zeitintervall anhand
von PSA-Wert, Gleason-Score und klinischem Stadium unter Berlicksichtigung der gewahlten
Therapieoption bestimmen (Kattan et al.,, 1998). Analog hierzu existieren weitere spezifische
Nomogramme u. a. zur Pradiktion einer lymphogenen Metastasierung (Briganti et al., 2006). Fir die
gebrauchlichen Nomogramme konnte eine ahnlich hohe pradiktive Genauigkeit demonstriert werden
(Cimino et al., 2017).

Fir das |lokal begrenzte Prostatakarzinom wird zur Einschatzung der biochemischen
Progressionswahrscheinlichkeit die oben beschriebene Stratifizierung nach Risikogruppen nach
D’Amico et al. genutzt, anhand derer sich das Risiko eines PSA-Progresses nach RPE mit 17% bei
niedrigem Risiko, 54% bei mittlerem Risiko und 71% bei hohem Risiko bestimmen lasst, die
prostatakarzinomspezifischen 10-Jahres-Mortalitdten nach RPE liegen bei 1%, 4% bzw. 11% im selben
zeitlichen Intervall (D'Amico et al., 1998 und 2003).

Gemal einer retrospektiven Studie nach Pound et al. war nach RPE bei 15% der behandelten Patienten
ein biochemisches Rezidiv zu beobachten, von welchen etwa ein Drittel im Mittel im Verlauf von acht
Jahren nach erneutem PSA-Anstieg eine Fernmetastasierung mit Exitus letalis etwa flinf Jahre spater
zeigte, sodass die berechnete Rate eines metastasenfreien Verlaufs nach 15 Jahren 82 % betrug
(Pound et al., 1999).

Im Vergleich von active surveillance, radikaler Prostatektomie und Strahlentherapie als primare
Therapieoptionen bei lokal begrenztem Prostatakarzinom konnte fir Patienten mit geringem und
intermediarem Risikoprofil bei einem prostatakrebsspezifischen Uberleben von jeweils mindestens
98,8% nach 10 Jahren in allen drei Gruppen die Gleichwertigkeit hinsichtlich der Mortalitat gezeigt
werden, RPE und Strahlentherapie konnten jedoch das Risiko einer Metastasierung signifikant senken
(ProtecT-Studie; Hamdy et al., 2016).

Die nicht unumstrittene PIVOT-Studie (RCT, 2012) konnte fiir die RPE gegenuber einer watchful waiting
Strategie allerdings eine statistisch signifikante Reduktion der Mortalitat (HR: 0,67; 95 % KI: 0,48 — 0,94)
fur Patienten mit geringem bis mittlerem Risiko diagnostizieren, zudem wurde nach RPE das Auftreten

von Knochenmetastasen seltener beobachtet (Wilt et al., 2012).

Bill-Axelson et al. konnten zeigen, dass fir die Gruppe an Patienten unter 65 Jahren durch die RPE die
erkrankungsspezifische Mortalitat, die Haufigkeit einer lokalen Tumorprogression und die Rate an
Fernmetastasen gegenuber einer watchful waiting Strategie signifikant reduziert werden kann und auch
bzgl. des Gesamtlberlebens ein Vorteil zugunsten der RPE besteht. (Bill-Axelson et al., 2011).

Eine Entnahme von mindestens zehn Lymphknoten im Rahmen der Lymphadenektomie konnte nach
Joslyn et al. einen statistisch signifikanten Vorteil bzgl. des tumorspezifischen Uberlebens, nicht jedoch

des Gesamtuberlebens zeigen (Joslyn et al., 2006).
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Die Anzahl der befallenen Lymphknoten hat prognostische Bedeutung bezlglich des krankheitsfreien
und Gesamtuberlebens. So konnten Briganti et al. sowie Boorjian et al. bereits bei Befall mehr als eines

Lymphknotens eine Prognoseverschlechterung belegen (Briganti et al., 2009; Boorjian et al., 2007).

Die Pravalenz einer lymphatischen Metastasierung steigt mit einem Gleason-Score >7 sowie
Fortschreiten des lokalen Tumorbefundes (Abuzallouf et al., 2004). Ebenso korreliert die
Wahrscheinlichkeit nodal positiver Befunde mit der Anzahl der enthommenen Lymphknoten im Rahmen

der Lymphadenektomie (Briganti et al., 2006).

Bzgl. der Wertigkeit der Lymphadenektomie bei nachgewiesener lymphonodularer Metastasierung
konnten Fossati et al. 2017 in einer nicht-randomisierten, retrospektiven Studie keine sichere
Empfehlung bzgl. des Vorgehens aufzeigen (Fossati et al., 2017). Ob eine Kuration in einer N1-Situation
zu erzielen ist, konnte ebenso noch nicht hinreichend evaluiert werden. Hinweise hierauf bei Befall
maximal eines Lymphknotens zeigen altere Studienergebnisse von Bader sowie Catalona et al. (Bader
et al.,, 2003; Catalona et al., 1988). Prognostische Relevanz gewinnt die histopathologische
Aufarbeitung der Lymphadenektomiepraparate primar aufgrund der Entscheidung bzgl. einer

adjuvanten Therapienotwendigkeit.

Bei nodal positiven Karzinomen kann nach RPE ohne adjuvante Therapie ein biochemisches Rezidiv in
Uber 70% der Falle innerhalb von flnf Jahren nachgewiesen werden, unter einem Viertel der Patienten
Uberleben die ersten zehn Jahre nach Diagnosestellung. Durch eine alleinige Bestrahlung oder
hormonablative Therapie lasst sich das 10-Jahres-Uberleben auf 5-48% bzw. 15-45% steigern, bei
Kombination der Therapiemodalitidten kann eine 10-Jahres-Uberlebensrate iiber 65% und ein

krankheitsfreies Uberleben bis zu 80% erreicht werden (Swanson et al., 2006).

Auch Da Pozzo et al identifizierten in einer retrospektiven Studie die adjuvante Strahlentherapie als

positiven Pradiktor (Da Pozzo et al., 2009).

Durch die adjuvante hormonablative Therapie Uiber zwei Jahre in Kombination mit einer Strahlentherapie
kann das krankheitsfreie und krankheitsspezifische Uberleben, die biochemische Progression, das
Auftreten von Lokalrezidiven und Fernmetastasen, nicht jedoch das Gesamtliberleben verbessert
werden (RTOG 92-02 Studie, Horwitz et al., 2008). Auch die EORTC-Studie 22961 (Bolla et al., 2009)
zeigte einen Uberlebensvorteil der langfristigen hormonablativen Therapie.

Hinsichtlich des Gesamtiiberlebens ist belegt, dass krankheitsfreies Uberleben und Gesamtiiberleben
durch eine neoadjuvante hormonablative Therapie vor RPE nicht positiv beeinflusst werden kénnen, die
lokale Progression und der Nachweis positiver Lymphknoten kénnen jedoch reduziert werden (Klotz et
al., 2003).

1.2 Disseminierte Tumorzellen
1.2.1  Definition und Relevanz
Bereits 1869 formulierte der australische Pathologe Thomas Ashworth die Hypothese, dass vereinzelte

im Blut nachweisbare Tumorzellen die Grundlage einer Metastasierung bildeten (Ashworth, 1869).
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Heute als zirkulierende Tumorzellen (,circulating tumor cells®, CTCs) bezeichnet, besitzen diese als aus
dem Primartumorzellverband oder dessen metastatischen Absiedlungen geloste maligne Zellen die
Fahigkeit zur systemischen hamatogenen oder lymphatischen Ausbreitung. Die Bezeichnung
.disseminierte Tumorzellen® (DTCs) oder auch Mikrometastasierung beschreibt hierbei bereits in
Lymphknoten, Knochenmark oder andere sekundare Organe abgesiedelte Zellen (Braun et al., 2005).
Das Vorliegen von DTCs im Knochenmark kann bei 20-40% hinsichtlich einer osséaren sowie viszeralen
Metastasierung klinisch sowie histopathologisch unauffalligen Patienten (NO, MO) mit soliden Tumoren
nachgewiesen werden und ist mit einer schlechteren Prognose durch eine konsekutiv apparente

Metastasierung assoziiert. (Pantel et al., 2004).

Bzgl. des lokalisierten Prostatakarzinoms konnten Miyake et al. schon 2007 nachweisen, dass das
Vorliegen von molekularbiologisch nachgewiesenen Tumorzellen in pelvinen Lmphknoten unabhangig
von anderen pradiktiven Faktoren mit dem Auftreten eines biochemischen Rezidivs nach Radikaler
Prostatektomie korreliert (Miyake et al, 2007).

Auch Ferrari et al. konnten die prognostische Relevanz okkulter Lymphknotenmetastasen in pelvinen
Lymphknoten mit zunehmendem Einfluss bei Ausgangs-PSA-Werten tber 20 ng/ml einem Gleason-

Score >=8, Stadium T3c sowie flr Hochrisikogruppen belegen (Ferrari et al., 2006).

Bzgl. des Zeitpunkts der Dissemination gibt es Hinweise auf eine sehr friihe Abspaltung der
disseminierenden Zellen und eine unabhangige metastatische Progression. In Untersuchungen bei friih-
invasiven Brustkrebskarzinomen konnte eine nur geringe Ahnlichkeit zwischen den im Knochenmark
detektierten DTCs und den Tumorzellen des Primarius gefunden werden, zudem wiesen diese Zellen
kaum TP53-Mutationen auf, welche mit einer spateren Tumorentwicklung assoziiert sind (Pantel, et al.,
2004).

Als Transportvehikel fir Zellbestandteile sowie Teile von DNA, RNA oder Proteinen sind
tumorspezifische Exosomen als sogenannte ,prametastatische Nische® identifiziert worden, deren
Ansiedelung u. a. anhand von Integrinen reguliert wird, und pradiktiv eine Metastasierung in bestimmte
Organe anhand verschiedener Zellmarker auf der Oberflache der Exosomen erkennen lassen (Hoshino
etal., 2015).

Die Zellen sind nach Einwanderung in sekundare Organe in der Lage in einem resistenten Zustand der
Inaktivitat langfristig zu verweilen, in welchem sie den therapeutischen Ansatzen der gangigen
Chemotherapeutika gegentiber wenig bzw. nicht zuganglich sind. Der Zeitpunkt der Dissemination und
die Vorgange, welche den Zustand der sogenannten ,tumor cell dormancy* induzieren sind Gegenstand
aktueller Forschung und noch nicht abschlieend erklart (Bragado et al., 2012; Kalluri et al., 2010). Die
disseminierten Tumorzellen weisen eine hohe genetische Heterogenitat auf, wobei die Befahigung zur
Metastasierung im Sinne der klonalen Expansion erst nach Dissemination der Zellen determiniert zu
werden scheint (Klein et al., 2002).

Auch die Ursachen der Reaktivierung als Impuls zur Metastasierung bedtirfen weiterer Untersuchungen,
es konnte aber gezeigt werden, dass eine Vaskularisierung des Tumors als obligater Wachstumsimpuls
durch verschiedene Botenstoffe induziert werden kann (Kareva, 2016). Einer Forschungsgruppe der

Universitat Princeton gelang es anhand eines Tiermodells fir Brustkrebs-Tumorzellen einen Einfluss
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des vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) auf die Umwandlung einer indolenten Mikrometastase
in eine aktive Metastasierung des Knochens nachzuweisen (Lu et al., 2011).

Weckermann et al. postulierten fur das Prostatakarzinom die These, dass durch perioperative Stimuli
eine Aktivierung der disseminierten Tumorzellen erfolge (Weckermann et al., 2009), da eine
prognostische Bedeutung disseminierter zirkulierender Tumorzellen (ossar) bislang ausschlieRlich fur
deren Nachweis vor Primartherapie aufgezeigt werden konnte. Weder eine Relevanz der gewahlten
primaren Therapieform (operativ, Radiatio, Hormontherapie) noch ein Einfluss eines
posttherapeutischen Nachweises disseminierter Tumorzellen im Knochenmark konnte als
unabhangiger prognostischer Faktor identifiziert werden (Lilleby et al., 2013).

Die weitere Charakterisierung disseminierter Zellen verspricht einen Erkenntniszuwachs beztiglich der
Ablaufe einer Metastasierung u. a. in Bezug auf genomische Instabilitdt, tumor dormancy,
Tumorzellheterogenitdten und das Konzept der epithelial-mesenchymalen Transition als Grundlage

einer Metastasierung durch den Gewinn der Befahigung zur Invasion (Magbanua et al., 2015).

Folglich hat das Vorhandensein zirkulierender sowie disseminierter Tumorzellen prognostische
Relevanz fiir die Wahrscheinlichkeit eines progressionsfreien Uberlebens und kann bei der
Entscheidung bzgl. der Notwendigkeit einer adjuvanten Therapie herangezogen werden. Zudem bietet
es die Option therapeutischer Angriffspunkte tber die Immunphanotypisierung dieser Zellen sowie ihre
Nutzung als Biomarker bei Therapieauswahl und Beurteilung des Therapieansprechens/-verlaufs und

in der posttherapeutischen Nachsorge.

Dariber hinaus kann ferner Uber die topographische Lagebestimmung der positiv getesteten
Lymphknoten eine Aussage Uber die sinnhafte Ausweitung der Lymphadenektomie mit Relevanz fiir die

gangige klinische Praxis getroffen werden.

1.2.2 Methoden der Detektion disseminierter Tumorzellen

Der Nachweis zirkulierender sowie disseminierter Tumorzellen erfolgt primar mittels
immunzytochemischer oder molekularbiologischer Methoden; aufgrund ihrer niedrigen Dichte mit
1:10"6-10"7 Zellen im Knochenmark ist haufig zunachst ein Anreicherungsschritt mittels
Dichtegradientenzentrifugation und immunomagnetischer Separation tber z. B. EPCAM oder CD45 vor
Einsatz immunzytochemischer und immunfluoreszenter Assays erforderlich. Eine standardisierte
Anwendung analog zum CellSearch® System zum Nachweis von CTCs existiert bislang nicht
(Magbanua et al., 2015).

In der oben angefiihrten Studie von Miyake et al. konnte die Uberlegenheit der RT-PCR bzgl. der
Sensitivitat der Detektion von Tumorzellen in regionalen Lymphknoten gegenlber der konventionellen
Histopathologie sowie immunhistochemischen Aufarbeitung gezeigt werden. Mittels quantitativer RT-
PCR wurde die Expression von KLK3 und PSMA in 2215 Lymphknoten von 120 Patienten mit Vorliegen
eines klinisch lokalisierten Prostatakarzinoms untersucht und mit den Ergebnissen der konventionellen
Histopathologie sowie der KLK3-spezifischen immunhistochemischen Farbung verglichen. Die
molekularbiologische  Untersuchung detektierte eine  hoéhere  Anzahl klinisch  okkulter

Lymphknotenmetastasen, deren Vorliegen signifikant mit einem spateren biochemischen Rezidiv

16



assoziiert war und als unabhangiger Risikofaktor hierflr determiniert werden konnte (Miyake et al.,
2007).

Auch Shariat et al. konnten im Vergleich von Immunhistochemie und einer KLK2-spezifischen RT-PCR
hinsichtlich der Detektion okkulter Metastasen in pathologisch unauffalligen Lymphknoten eine héhere
Sensitivitat der molekularbiologischen Methode aufzeigen. Die Gruppe fuhrte an 1864 in Parrafin
eingebetteten Lymphknoten von 199 Patienten mit nicht-metastasiertem Karzinom der Prostata (pT3
NO MO0) neben einer RT-PCR fur KLK2 immunhistochemische Farbungen fir KLK3, CK und in einer
kleineren Subgruppe (164 Patienten) fir KLK2 durch. Trotz héherer Spezifitat bzgl. der Detektion
klinisch relevanter Lymphknotenmetastasen durch die Immunhistochemie, war fur die Ergebnisse der
RT-PCR eine héhere Sensitivitat mit der hdchsten prognostischen Aussagekraft bzgl. Prostatakrebs-
spezifischer Mortalitat, spaterer Metastasierung und biochemischem Rezidiv nach radikaler

Prostatektomie aufzuzeigen (Shariat et al., 2003).

1.3 Serinproteasen der humanen Kallikreinfamilie als molekulare Marker

Der gebrauchlichste molekulare Marker fir den Nachweis eines Prostatakarzinoms ist das Prostata-
spezifische Antigen (PSA), welches sowohl als Screening-Verfahren als auch bei
Risikostratifizierung/Staging sowie in der posttherapeutischen Verlaufsbeobachtung Bedeutung hat.
PSA bzw. humanes Kallikrein 3 (hK3) ist eine Serinprotease der humanen Kallikreinfamilie und wird
primar von den Paraurethraldriisen der Prostata produziert, ist aber geschlechtsunabhangig auch in
geringeren Konzentrationen in anderen Geweben nachweisbar, sodass es trotz hoher Sensitivitat
keinen primaren Malignitatsnachweis erbringt. Es liegt in freier oder an Protease-Inhibitoren wie a1-
Antichymotrypsin oder a2-Macroglobulin gebundener Form im Serum vor (Pentyala et al., 2016). Eine
Erhdhung des Anteils des freien PSA bei Patienten mit einem Serum-PSA zwischen 4 und 10 ng/ml
erhoéht die Wahrscheinlichkeit einer BPH als Ursache der Elevation der Serumwerte im Vergleich zu
einem Malignom (Catalona et al., 1995). Die Wahrscheinlichkeit der Malignom-bedingten Elevation der
Serumkonzentration steigt hingegen mit abnehmendem Verhaltnis von freiem — nicht
proteingebundenem — Serum-PSA zum Gesamt-PSA, wobei die Erhéhung des Serum-PSA-Spiegels
im Falle eines Prostatakarzinoms bedingt wird durch die hohe Zellularitat bei fortlaufender Expression
von PSA nach Entartung der Zellen. Uber die erhaltene Expression des Antigens wird auch die
Detektion metastasierter Zellen anhand des Markers mdglich.

PSA spielt zudem eine Rolle in der Aktivierung von Wachstumsfaktoren (VEGF-C, VEGF-D) der
Tumorangiogenese und lymphatischen Metastasierung (Jha et al., 2019).

Alle Kallikreine zeichnen sich als Serin-Proteasen durch eine katalytische Triade aus Histidin,
Asparaginsaure und Serin im aktiven Zentrum der Enzyme aus; Uber die kovalente Bindung eines
Substrats katalysieren sie die Spaltung von Peptidbindungen zwischen der Carboxygruppe einer
Aminosaure und der Aminogruppe des a-Kohlenstoffatoms (a-C-Atom) einer zweiten Aminosaure unter
Nutzung von Wasser (Hydrolyse). Beim Menschen sind zwei Klassen von Kallikreinen bekannt, das
Plasma-Kallikrein mit seiner Rolle in der plasmatischen Gerinnungskaskade sowie die Gewebs-
Kallikreine, eine strukturell verwandte Gruppe an Serinproteasen mit Ahnlichkeiten in Bezug auf Gen-

und Proteinstruktur bei Co-Lokalisation im selben Chromosomenlokus 19q13.4. Sie werden als
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Propetide mit einem Signalpeptid gefolgt von einem kurzen Aktivierungspeptid am aminoterminalen
Ende synthetisiert (Diamandis et al., 2002); ihre Expression ist mit steigender Sensitivitat der

Nachweismethodik in diversen, v. a. endokrin aktiven Geweben nachgewiesen worden.

1.3.1  Humanes Kallikrein 2

Das humane Kallikrein 2 als Produkt des KLK2-Gens besteht aus 237 Aminosauren und besitzt eine zu
80% zu KLKS3 identische Primarstruktur (Young et al.,1992). Seine physiologische Funktion besteht in
der Spaltung von u. a. Seminogelin | und Il im Seminalplasma mit jedoch geringerer Effizienz als PSA
(Gressner et al., 2019). Es wird ebenso wie PSA nach Induktion durch Androgene Uber eine
enzymatische Kaskade aus seiner Pra-/Pro-Peptidvorlauferform in den Paraurethralzellen der Prostata
synthetisiert und kann im Serum in freier oder gebundener Form vorliegen, im prostatischen Gewebe
findet sich KLK2- mRNA in einer H6he von 10-60% der KLK3-mRNA Konzentration, im Serum von etwa
0-10% (Potter et al., 2000). Auch humanes Kallikrein 2 besitzt eine hohe Spezifitat flr die Prostata, ist
aber ebenso in geringeren Konzentrationen in anderen Drisengeweben zu detektieren (Ulmert et al.,
2009). Es verfugt Uber eine starke Trypsin-ahnliche enzymatische Aktivitat, wahrend PSA im Vergleich
hierzu eine deutlich schwachere Chymotrypsin-ahnliche Wirksamkeit hat. Humanes Kallikrein 2 bewirkt
in vivo die Umwandlung von proPSA zu PSA und reguliert somit dessen Aktivitat (Kumar et al., 1997).
Mehr noch als PSA ist humanes Kallikrein 2 mit Malignomen der Prostata verbunden, da seine Sekretion
mit abnehmender Tumordifferenzierung zunimmt (Rittenhouse, et al., 1998), so wurde es auch in der
Prostatakrebs Zell-Linie LNCaP nachgewiesen (Grauer et al., 1996).

Wahrend das Vorliegen eines maRig erhdhten PSA-Levels im Serum bei hohem Anteil ungebundenen
PSAs eine ursachliche BPH wahrscheinlich macht, deutet ein Anstieg des humanen Kallikreins 2
(hK2/PSA-Ratio >0,18) bei erniedrigtem freien PSA (<25%) auf das Vorliegen eines Prostatakarzinoms
hin (Partin et al., 1999). Haese et al. konnten in einer Studie mittels Vergleich der H6he der Serumwerte
von humanem Kallikrein 2 und 3 vor radikaler Prostatektomie bei gleicher Spezifitat eine mit 37% zu
14% hohere Sensitivitadt des humanen Kallikreins 2 fir das Vorliegen eines lokalisierten Karzinoms
gegeniber der Bestimmung des Gesamt-PSA belegen (Haese et al., 2000). Im Vergleich mit PSA als
singularem molekularen Marker scheint humanes Kallikrein 2 bzw. dessen Ratio zu freiem PSA eine
Verbesserung der Spezifitdt im Rahmen der Screeninguntersuchungen zu erlauben (Bachour et al.;
2015). Auch bei Kombination von PSA, humanem Kallikrein 2 und PCAS3 als Serummarker konnte eine
Steigerung der Vorhersagewahrscheinlichkeit eines Prostatakarzinoms gezeigt werden (Mao et al.,
2018).

Der Nachweis von KLK2-mRNA mittels RT-PCR konnte in friiheren Studien bereits das Vorliegen einer
lymphatischen Mikrometastasierung bei postoperativ nodal negativ eingestuften Patienten zeigen, eine
signifikante  Beziehung zwischen einem Ilymphonoduldren KLK2-Nachweis und einem
Krankheitsprogress sowie der Entwicklung einer Metastasierung und einer konsekutiv reduzierten
Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir Patienten mit lokal fortgeschrittenen, nicht metastasierten Tumoren
nach radikaler Prostatektomie (pT3 NO) wurde durch Shariat et al. belegt. Des weiteren konnte gezeigt
werden, dass der Nachweis von KLK2 ein negativer Pradiktor bzgl. des Ansprechens auf eine Salvage

Radiotherapie zu sein scheint (Shariat et al., 2003).
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1.4 Fragestellung

Inhalt der vorliegenden Arbeit war der Nachweis von humanem Kallikrein 2 in regionalen Lymphknoten
bei Vorliegen eines lokal begrenzten Prostatakarzinoms vor dem Hintergrund der Frage nach
Einsatzfahigkeit von humanem Kallikrein 2 als diagnostischem molekularbiologischen Marker.

Hierzu wurde die Expression von KLK2 in regionalen Lymphnoten von Prostatakarzinompatienten
mittels RT-PCR im Vergleich zu KLK3 untersucht und die Sensitivitdt des Nachweises mit klassischen
histopathologischen Methoden der Detektion verglichen.

Eine Verbesserung der Diagnostik durch Anwendung von KLK2 als eigenstandigem oder kombiniertem
molekularen Marker sowie die Nutzung molekularbiologischer Methoden zur frilhen Detektion einer
noch  klinisch  inapparenten lymphogenen Metastasierung kdénnte eine  angepasste
Risikogruppenzuordnung und konsekutiv frihere Identifikation von Patienten, welche von einer
adjuvanten Therapie profitieren, erméglichen und so zu einer Verbesserung der Prognose fiuhren.
Zudem erlaubt die Auswertung der topographischen Lage der positiv getesteten Lymphknoten im
untersuchten Patientenkollektiv mit primartherapeutischer Radikaler Prostatektomie und ausgedehnter
Lymphadenektomie unter Einbeziehung der anatomischen Regionen der Fossae obturatoriae, Aa.
iliacae externae und internae dowie der Aa. iliacae communes eine Aussage bezlglich der
erforderlichen Ausweitung der Lymphadenektomie im Rahmen der Prostatektomie bei in der Literatur

differierenden Empfehlungen bzgl. des erforderlichen Resektionsausmalies.
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2. Material und Methoden

21 Studienprotokoll und Patientenselektion

In die Studie eingeschlossen wurden Patienten mit einem lokal resektablen, bioptisch gesicherten
Prostatakarzinom, welche klinisch keine Zeichen einer ossaren oder viszeralen Metastasierung
aufwiesen und im Vorfeld noch keiner anderweitigen Therapie mit Einfluss auf das Gewebe des

Operationsgebiets zugeflhrt worden waren.

Die Erflllung der folgenden Kriterien musste zum Einschluss in die Studie gewahrleistet sein:

e Stanzbioptisch gesichertes Adenokarzinom der Prostata mit Vorhandensein von Mittleren oder
Hochrisikofaktoren (Gleason Score >= 7, PSA > 10 ng/ml, cT >= T2b)

e Lokal operabler Tumor in der digital rektalen Untersuchung (DRU) bzw. im transrektalen
Ultraschall (TRUS)

¢ Negatives Knochenszintigramm (obligat bei PSA > 20ng/ml, Biopsie mit Gleason Score 8-10)

e Allgemeinzustand nach Karnofsky >=80%

e Alter 18 — 75 Jahre

e Schriftliches Einverstéandnis des Patienten

e Ausreichende hamatologische, gerinnungsphysiologische und renale Funktionen

e Compliance des Patienten und geographische Nahe flir adaquate Tumornachsorge

Als Ausschlusskriterien waren folgende Merkmale bestimmt:
e Manifestes Zweitkarzinom
e Histologisch oder durch Bildgebung gesicherte Organmetastasierung
e Myokardinfarkt oder Apoplex innerhalb der letzten 6 Monate
e Bestehende schwere kardiovaskulare (Grad IlI-IV gemaR NYHA), pulmonale (pO2 < 60mmHg),
renale, hepatische oder hamatopoetische Erkrankungen
e Schwere aktive oder chronische Infektionen
e Schwere psychiatrische Erkrankungen
e Praoperative antiandrogene Therapie, Chemotherapie oder pelvine Strahlentherapie
e Personen, die auf gerichtliche oder behérdliche Anordnung in einer Anstalt untergebracht sind

e Personen, die in einem Abhangigkeits- oder Arbeitsverhaltnis zum Sponsor oder Prifer stehen

Eine Risikostratifizierung erfolgt anhand der Kriterien PSA, Gleason Score und cTNM-Klassifikation wie

in Tabelle 3 dargestellt. Eingeschlossen wurden Patienten mit intermediarem oder hohem Risiko.

Niedrigrisiko intermediares Risiko Hochrisiko
cT-Kategorie (UICC) cT1c/cT2a cT2b >cT2c'/3
Gleason-Score <6 7 28
PSA <10 ng/ml > 10 und < 20 ng/ml >20 ng/ml

Tabelle 3: Prédoperative Risikostratifizierung anhand PSA, Gleason Score und cT-Kategorie (D’Amico et al., 1998)

! Je nach Quelle (EAU, ESMO) Zuordnung des Stadiums cT2c zur mittleren oder hohen Risikogruppe
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2.2 Zellkulturen

Als Kalibratoren der Gewebeproben, d. h. Proben zur Eichung der gemessenen Werte der
Lymphknotenproben, wurden LnCAP-Zellen in Zellkulturen kultiviert, mittels derer zum Einen in
Verdunnungsreihen die Sensitivitdt des PCR-Ansatzes definiert werden konnte und welche des
Weiteren als Positivkontrollen der quantitativen Reversen Transkriptase Polymerasekettenreaktion
Nutzung fanden. LnCAP-Zellen sind Androgen-sensitive humane adenokarzinomatdse Prostatazellen,
welche sowohl in Zellverbanden als auch vereinzelt wachsen kdnnen und unter experimentellen

Bedingungen das Verhalten der Tumorzellen im Menschen nachahmen.

2.2.1  Materialien

2.2.1.1 Reagenzien

RPMI 1640 Medium mit Phenolrot Biochrom AGTM
Antibiotikagemisch: 1000U Penicillin + 10mg Streptomycin

Nicht essentielle Aminosauren

Fotales Kalberserum Biochrom AGTM
Dulbecco’'s PBS/5mM EDTA Biochrom AGTM
Lysepuffer, mirVanaTM miRNA isolation kit Ambion®

Trypsin/EDTA Solution: 0,5 g/l EDTA in PBS (ohne Calcium/Magnesium)

2.2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Zellkulturschalen 100x200 mm BD FalconTM
Sterile Einwegpipetten Cellstar® 1 ml, 5 ml, 10 ml Greiner Bio One
Zentrifugenréhrchen Cellstar® Tubes 15 ml Greiner Bio One

Zellschaber Costar®
Reaktionsgefalte (Tube) 1,5 ml
Handschuhe Senso Skin
Pipettenspitzen 1250 pl

Neubauer Zahlkammer Tiefe 0,1 mm

2.2.1.3 Geratschaften
Bench: HERA safe
Absauger

Wasserbad

Zentrifuge Rotina 35R
Inkubator HERA Cell 240
Mikroskop Axiovert 135

2.2.2 Methodik
2.2.2.1 Kultivierung der Zelllinie

Corning Incorporated
Eppendorf AG

Medika Medizintechnik GmbH
Biozym

Superior Marienfeld

Thermo Electron Cooperation
Schitt Labortechnik
Memmert GmbH & Co. KG
HettichLab

Thermo Electron Cooperation

Zeiss

Die LnCAP-Zellen wurden in RPMI 1640 Zellkulturmedium mit nichtessentiellen Aminosauren und

einem Penicillin- und Streptomycingemisch erganzt durch 10% fotales Kalberserum in einer Umgebung
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bei 37°C und 5% atmospharischem CO2 kultiviert. RPMI 1640 nutzt ein Hydrogencarbonatpuffersystem,
welches unter diesen Bedingungen einen physiologischen pH erhalt.

Bei adaquatem Wachstum der Zellen in der Kulturschale in der mikroskopischen Beurteilung wurden
diese nach vorsichtigem Absaugen des Zellkulturmediums RPMI 1640 mittels Hinzugabe von 10 ml
DPBS und EDTA als Chelatkomplexbildner gesplilt. Die phosphatgepufferte Salzlésung DPBS hat einen
pH-Wert von 7,4 und einen dem menschlichen Organismus entsprechenden osmotischen Druck,
sodass keine Zellschadigung induziert wird; sie wird im Anschluss umgehend wieder entfernt. Den
Zellen wurde sodann 2,5 ml Trypsin-/EDTA-LOsung zugefligt, das Trypsin spaltet innerhalb der kurzen
Einwirkzeit extrazelluldre Proteine und I8st adharente Zellen vom Boden der Kulturschale. Nach
mindestens 5 min Inkubationszeit bei 37°C unter 5% CO2-Gehalt der Atmosphare, wahrend derer sich
die zusammengelagerten Zellen isolieren, konnten nach positiver mikroskopischer Kontrolle der
Zellvereinzelung erneut 7,5 ml Nahrmedium addiert werden. Die in insgesamt 10ml Trypsin-/EDTA-
Lésung und RPMI 1640 suspendierten Zellen wurden gemischt - das enthaltende Trypsin wird hierbei
durch das foétale Kalberserum des Zellkulturmediums RPMI 1640 abgestoppt - und in ein 10ml
Zentrifugenrohrchen Gberfihrt, welches bei Raumtemperatur flir 5 min bei 250g relativer Zentrifugalkraft
zentrifugiert wurde. Die Zellen sind nun in einem Pellet am Boden gesammelt; der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet erneut in 10 ml RPMI 1640 suspendiert. Die Zellsuspension wurde auf zwei
Zellkulturschalen mit jeweils weiteren 5ml Nahrmedium aufgeteilt und abermals inkubiert.

Eine Bestimmung der Zellmenge konnte vor der Aufteilung in neue Zellkulturschalen mittels Auszahlung
in der Neubauer Zahlkammer erfolgen. Hierzu wurden 20 ul der in RPMI 1640 suspendierten Zellen mit
20 pl Trypanblau gemischt und in die 4-Felder-Kammer eingebracht; unter Korrektur des
Verdinnungsfaktors des Trypanblaus und Berlicksichtigung des Volumens konnte Uber die mittlere
Zellzahl aus vier Feldern die in den initialen 10ml Zell-RPMI-Suspension enthaltende Zellzahl bestimmt
werden. Ein entsprechendes Volumen mit 10hoch6 gelésten Zellen wird auf zwei 2 ml Eppendorfgefalle
aufgeteilt, bei 20°C fir 5min abzentrifugiert und nach Entfernung des Uberstands in 500 pl Lysepuffer

resuspendiert. Eine Lagerung bei -80°C war moglich.

2.2.2.2 Lyse der Kulturzellen

Vor der weiteren Verwendung der Zellen bzw. derer Zellkernbestandteile in den folgenden Schritten
mussten diese zunachst lysiert werden. Hierzu wurde den Zellen nach Abpipettieren des Nahrmediums
und Beseitigung etwaiger Rickstande durch Waschen mit PBS-/EDTA-LOsung 600 ul Lysepuffer aus
dem mirVana Kit hinzugefligt und eine mechanische Ablésung der Zellen vom Boden der Kulturplatte
mittels Zellschaber vorgenommen. Die Zellsuspension wurde mehrfach durchmischt und in 1,5 ml
Eppendorf-Réhrchen tberflhrt; im Anschluss konnte das Zellysat bei — 20°C aufbewahrt werden.

2.3 Gewebeproben

2.3.1 Gewinnung der PBMC aus peripher venésem Blut

Die Sensitivitatsprifung der ausgewahlten Gen-Marker erfolgte durch gRT-PCR-Nachweis ihrer
Expression in LnCAP-Zell-Verdinnungsreihen, fur welche LnCAP-Zellen in absteigender Konzentration
in je 10hoch6 PBMC geldst wurden. Zudem wurde ein Ansatz von 10 LnCAP-Zellen pro 10hoch6 PBMC
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als Kalibrator-Probe in der Auswertung der PCR-Ergebnisse verwendet. Hierzu mussten die

mononuklearen Zellen aus dem Vollblut gesunder Probanden isoliert werden.

2.3.1.1 Reagenzien

Biocoll separating solution (Ficoll) Biochrom AG
PBS Biochrom AG
Turksche Lésung Fluka Analytical
mirVanaTM miRNA Lysepuffer Ambion®

2.3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Einmalpipetten 10 ml Greiner bio-one
Pipettenspitzen 1000, 100, 10 pl Biozym

Sterile Reaktionsgefalle 1,5 ml Eppendorf AG
Falconréhrchen 50 ml Greiner bio-one
Neubauer Zahlkammer Tiefe 0,1 mm Superior Marienfeld
Deckglaser

2.3.1.3 Geratschaften

Mikroskop Axiovert 135 Zeiss
Zentrifuge Eppendorf 5810 R Eppendorf AG
Zentrifuge Eppendorf 5415 R Eppendorf AG

2.3.1.4 Methodik der PBMC-Isolation

Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC) kénnen mittels Zentrifugation durch ein hydrophiles
Kolloid wie z. B. das Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer ,Ficoll* isoliert werden.

Bei der sogenannten Dichtegradientenzentrifugation erfolgt die Sortierung der Bestandteile des
peripheren Blutes unter dem Einfluss der Zentrifugalkraft entlang eines Konzentrationsgefalles bzw.
entsprechend ihrer Sedimentationsrate (rate-zonal centrifugation).

Zur Isolation der PBMC wurden hierzu 10 ml Vollblut eines gesunden Spenders mit 15 ml PBS-Puffer
vermischt und mit 20 ml Ficoll-Lésung bedeckt; durch Zentrifugation mit 800 g tber 20 min bei 25°C
erfolgte die Trennung in eine obere plasmatische Schicht und eine untere Schicht aus Erythrozyten in
Ficoll-Lésung, zwischen denen sich die PBMC in einer Interphase absetzten. Nach Isolation und
Vermengung dieser Interphase mit 45 ml PBS-Puffer konnte nach Zentrifugation des Gemisches mit
500 g tber 10 min das entstandene Zellpellet in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefald Gberfihrt und erneut in
einem Milliliter PBS suspendiert werden.

Die Anzahl von PBMC aus 10 ml Vollblut konnte nun mittels Auszahlung in der Neubauer-Zahlkammer
erfolgen, wozu 10 pl der in einem Milliliter suspendierten PBMC mit 90 pl Tlrkscher Lésung zur
Hamolyse zurlickgebliebener Erythrozyten und Verbesserung der Zahlbarkeit der Leukozyten durch
Anfarbung derer Kerne vermengt und in die Zahlkammer eingebracht wurden. Bei 100facher
VergrofRerung wurden diese nach entsprechendem Standard ausgezahlt und die mittlere Zellzahl der

Vollblut-Probe tber den Verdiinnungsfaktor der eingebrachten Lésung berechnet. Das entsprechende
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Volumen der PBS-PBMC-Suspension, in welchem 10hoch6 Zellen enthalten waren, wurde
anschlieRend bei 500 g und 4°C fur 10 min erneut zentrifugiert, das isolierte Zellpellet dann in 600 pl
Lysepuffer resuspendiert und entsprechend lysiert.

Fir die Zellverdiinnungsreihen konnten diese Lysate mit der entsprechenden Anzahl an LnCAP-Zellen

versetzt werden, eine Lagerung der Proben konnte bei -20°C erfolgen.

2.3.2 Gewinnung der lymphonodularen Proben

Alle Patienten der Studie wurden einer offenen radikalen Prostatektomie mit ausgedehnter
Lymphadenektomie unterzogen, welche durch einen Kreis von vier erfahrenen Operateuren aus der
Urologischen Klinik des Klinikums Rechts der Isar in Minchen durchgefihrt wurde. Diese umfasst die
Gebiete der Aa./Vv. iliacae externae und Fossae obturatoriae sowie — entgegen der eingeschrankten
Lymphadenopathie — zudem die Regionen der Aa./Vv. iliaca internae und Aa./Vv. iliacae communis;
Abbildung 1 stellt die Resektionsfelder schematisch dar.

Anatomische Grenzen stellten hierbei die Aortenbifurkation nach kranial, die Harnleiter nach lateral
sowie distal der Canalis inguinalis dar. Durch die sukzessive Praparation der Lymphknotenstationen

war die regionale Zuordnung jeden entnommenen Lymphknoten zu sichern.

1 A./V. iliaca communis rechts
2 A.V. iliaca communis links
3 A./V. iliaca interna rechts

4 A/V. iliaca interna links

5 A./V. iliaca externa rechts

6 A./V. iliaca externa links

7 Fossa obturatoria rechts

8 Fossa obturatoria links

5-8 eingeschrankte Lymphadenektomie

Abbildung 1: Resektionsfelder der Lymphadenektomie

2.3.2.1 Reagenzien

Flussigstickstoff Hausinterne Apotheke
Formalin

Fixierldsung

Farben (rot, gelb, blau, grin)
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2.3.2.2 Verbrauchsmaterialien

Handschuhe SensoSkin Medika Medizintechnik GmbH
Einwegskalpell Nr. 21 Feather®

Einmal Pinzetten — steril servoprax® GmbH

Klebetuch Raucodrape® 75cmx75cm Lohmann & Rauscher GmbH und Co. KG

Sterilisierte Aluminiumfolie
Patientenetiketten
Mullfix

Pathologieréhrchen

2.3.2.3 Geratschaften
Stickstoffbehalter
Styroporbox mit Eis

2.3.2.4 Methodik der Lymphknotengewinnung

Unverzuglich nach der regional separierten Entnahme der Lymphknoten im Rahmen der Radikalen
Prostatektomie erfolgte unter sterilen Bedingungen die Praparation des Gewebes parallel zur
fortlaufenden Operation. Es wurde ein ca. 40%iger Anteil eines jeden Lymphknotens nach Entfernung
der nicht-lymphatischen, anhaftenden Gewebeteile zur spateren molekularen Aufarbeitung in
sterilisierte  Aluminiumfolie verpackt und zur Integrititswahrung der RNA durch unverzigliche
Kryokonservierung in flissigem Stickstoff bei -80°C schockgefroren; die zeitliche Latenz zwischen
Entnahme und Gefrieren ist mit etwa 10 min, wahrend derer die Proben auf Eis gelagert wurden, zu
beziffern. Jedes Lymphknotenpraparat wurde in drei Teile unterteilt, wobei die beiden lateralen Anteile
mit etwa 10% bzw. 50% des Gewebevolumens der histologischen Aufarbeitung, die medialen
annahernd 40% des Praparats der molekularbiologischen Beurteilung unterzogen werden sollten. Der
grélere Teil der aufzuarbeitenden Lymphknoten, entsprechend annahernd 60% des Gewebevolumens,
sowie das der definierten Region entnommene umgebende Restgewebe wurde in Formalin fixiert der
Pathologischen Klinik des Klinikums Rechts der lIsar zur konventionellen histopathologischen
Aufarbeitung zugefiihrt. Es wurde hierbei sorgfaltig auf eine korrekte Katalogisierung der
Gewebeproben geachtet, um eine exakte regionale Zuordnung gewahrleisten zu kénnen.

Lymphome von uber 20 mm wurden vor der entsprechenden Praparation zundchst halbiert und
dementsprechend als Teilpraparat gekennzeichnet. Lymphknoten mit einem sehr geringen
Gesamtvolumen hingegen wurden zu 50%igen Anteilen der histopathologischen bzw.
molekularbiologischen Aufarbeitung zugeteilt. Nicht der molekularbiologischen Untersuchung
zuganglich gemacht werden, konnten Proben von unter drei Millimetern Durchmesser, welche
ausschlieflich histopathologisch analysiert wurden. Ergebnis der histopathologischen Aufarbeitung war
die Klassifikation eines jeden entnommenen Lymphknotens entsprechend der N-Kategorie der TNM-
Klassifikation nach UICC, folglich ,NO“ bei fehlendem Nachweis von Tumorzellen bzw. ,N1“ bei
positivem Befund.

Die Verwahrung der der molekularbiologischen Aufarbeitung zugedachten Proben erfolgte bis zum

Zeitpunkt der Weiterverarbeitung in bestehender steriler Umhillung bei -80°Celsius.
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2.3.3 RNA-Extraktion

2.3.3.1 Aufbereitung der Lymphknotenpraparate

Das Gesamtprotokoll fir die Extraktion der RNA aus den vorliegenden Gewebeproben war im
Urologischen Forschungslabor des Klinikums Rechts der Isar bereits als Methode etabliert. Es handelt
sich hierbei um die Guanidium-Thiocyanat-Phenol-Chloroform-Methode, welche sich aus den Schritten
der Chloroform-Fallung und anschlieRender Isopropanol-Prazipitation zusammensetzt (Retz et al.,
2004).

Hierbei wird den Gewebeproben nach Versetzung mit Lysepuffer zur Denaturierung der
Proteinstrukturen Acid-Phenol-Chloroform (APC) zugegeben. Die Vermengung von Phenol und Wasser
bzw. der wassrigen Ldsung, in welcher die lysierten Zellbestandteile enthalten sind, flihrt zu einer
Verteilung winziger Phenoltropfen innerhalb dieser Ldsung, in welche die durch die veranderte
Loslichkeit der Umgebung denaturierten Proteine des Gewebes aufgrund ihrer nun schlechteren
Wasserldslichkeit diffundieren, sodass eine Trennung gegentiber der polaren und somit deutlich besser
wasserldslichen DNA/RNA erfolgt. Durch das saure Milieu des Gemisches wird zudem die negative
Ladung der DNA neutralisiert, wahrend die RNA Uber eine stickstoffhaltige Base
Wasserstoffbriickenverbindungen aufbauen kann, sodass diese letztlich in der wassrigen Phase
verbleibt, wahrend die DNA analog zu den denaturierten Proteinbestandteilen in die organische Phase
Ubertritt. Chloroform verstarkt durch seine hydrophobe Grundstruktur diesen Effekt durch eine starkere
Denaturierung der Proteine und Erhéhung des Anteils reiner RNA in der wassrigen Phase. Es reduziert
auch die Bildung unléslicher RNA-Protein-Komplexe, welche sich in der mittleren, sogenannten
Interphase ablagern. Das beigefligte Guanidium inaktiviert sich noch in Lésung befindliche Nucleasen.
Durch Zentrifugation der Probe markiert die erzeugte Phasentrennung eine visuelle Auftrennung der
Bestandteile mit in wassriger Lésung enthaltender RNA als Uberstand, dem dichteren Chloroform mit
Proteinen am Boden und der dazwischen liegenden Interphase, in welcher primar die prazipitierten
Anteile inklusive der DNA des Gewebes zu finden sind. Die RNA der wassrigen oberen Phase kann nun

isoliert abpipettiert und weiteren Untersuchungen zugefiihrt werden.

2.3.3.1.1 Reagenzien

Trockeneis Hausinterne Apotheke
Flussigstickstoff Hausinterne Apotheke
RNA-Later Solution Ambion®
mirVanaTM miRNA Isolation Kit, Lysepuffer Ambion®

2.3.3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Fast-Prep® Reaktionsgefalle, 2 ml MP Biomedicals

Fast-Prep® Deckel, 2 ml MP Biomedicals
Eppendorf-Reaktionsgefalie, 1,5 ml, nucleasefrei SLG® Sud Laborbedarf GmbH
5 ml und 10 ml Réhrchen RNase frei

0,5 ml Reaktionsgefalle VWR

Safe Seal Tips professional, 1250 pl Biozym®

5 ml Pipettenspitzen Ritter
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Kugeln Ceramic Sphere 1/4* MP Biomedicals

Garnet Matrix A Bulk (Sand) MP Biomedicals

Einweg-Pinzetten servoprax® GmbH

Handschuhe SensoSkin Medika Medizintechnik GmbH
Einwegskalpell Nr. 21 Feather®

OP Haube Sentinex® Trend Lohmann&Rauscher Int. GmbH&Co. KG
Mundschutz Sentinex® Lite EL Lohmann&Rauscher Int. GmbH&Co. KG
Rotilabo®-Wageschalchen, 20 ml Carl Roth GmbH + Co. KG

2.3.3.1.3 Geratschaften

FastPrep®-24h Tissue and Cell Homogenizer MP Biomedicals Eschwege, Hessen
CoolLPrepTM Sample Holder, 24x2 ml MP Biomedicals Eschwege, Hessen
Zentrifuge 5415R Eppendorf

Pipettierhilfe Eppendorf

1000 pl Pipette Eppendorf

Waage AT250 Mettler

Lange Metallpinzette

Dewar-Gefal} fur Flissigstickstoff

2.3.3.1.4 Methodik der Zelllyse

Nach grindlicher Desinfektion des Arbeitsplatzes und Reinigung der zu verwendenden Gerate werden
die Gewebeproben unter Bericksichtigung personlicher Schutzmallnahmen zum Zwecke des
Transports aus ihrem Aufbewahrungsort bei -80° Celsius in ein mit flissigem Stickstoff gefillites Dewar-
Gefald Gberflhrt. Um ein vorzeitiges Auftauen sicher zu vermeiden, da infolge des Auftauprozesses
Eiskristalle innere und auf’ere Kompartimente der Zellen beschadigen und RNAsen freisetzen wirden,
wird die Entfernung der schitzenden sterilen Aluminiumfolie ziigig auf Eis durchgefiihrt, bevor jeder
Lymphknoten mit Hilfe einer sterilen Pinzette in ein vorbereitetes, mit 500 yl RNA-Later gefilltes 1,5 ml
Eppendorfgefald Uberfuhrt wird. Die RNA-Later Lésung erlaubt eine weitere Verarbeitung der Proben
unter Raumluftbedingungen, indem es nach Eindringen in das lymphatische Gewebe zu einer raschen
Inaktivierung der vorhandenen RNA-degradierenden Enzyme mit Stabilisation der RNA fiihrt. Hierdurch
werden sowohl Temperatur- als auch Zeit-Abhangigkeit der weiteren Analyseschritte deeskaliert. Um
eine sichere Permeation der Proben gewahrleisten zu kénnen, sollten die Proben einen maximalen
unidirektionalen Durchmesser von 5 mm nicht Gberschreiten und das Verhaltnis von Probe zu Lésung
1:5 betragen, groliere Gewebeproben wurden daher zunachst in 5 ml Eppendorfgefalte mit 1000 pl
RNA-Later Lésung uberfuhrt; eine risikofreie Weiterverarbeitung war nach 10 min Submersionszeit
gesichert. Durch Rickrechnung des bekannten Gewichts des Aufbewahrungsgefalles kann das genaue
Gewicht eines jeden enthommenen Gewebestlcks ermittelt werden, sodass nach der zehnminltigen
Auftauzeit eine Zerteilung der Proben in die erforderliche Anzahl maximal 100 mg grof3er Anteile mittels
Stichskalpell erfolgte. Jede dieser bis zu 100 mg schweren lymphatischen Gewebeproben wird unter

sterilen Bedingungen zur mechanischen Zerkleinerung in jeweils ein 2ml FastPrep-Tube gefullt mit
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1000ul Lysepuffer - zur Zersetzung der Gewebeprobe mit Freisetzung der Proteine des Zellkerns unter
Stabilisation der RNA durch Denaturierung der RNAsen - und einer Ceramic Sphere Kugel, verlagert.
Positioniert im CooLPrepTM Sample Holder werden die so beflllten Tubes in zwei Durchgangen unter
Kidhlung durch Trockeneis bei 6,5m/s fir je 40 Sekunden im FastPrep®-24h Tissue and Cell
Homogenizer bewegt, bevor jedem FastPrep-Tube ca. 200mg Sand Garnet Matrix zugefiuhrt wird und
erneut unter Betrachtung der Homogenitat der Masse zwei bis drei Zyklen im FastPrep®-24h Tissue
and Cell Homogenizer folgen. Nach Erreichen einer feinkdrnigen Konsistenz wird die Masse unter
Entfernen der Ceramic Sphere Kugel in ein 2ml Eppendorf-Reaktionsgefall umgefillt und 60 Sekunden
lang bei 1000g zentrifugiert, um den zugegebenen Sand von der RNA-enthaltenden flissigen Phase zu
trennen. Dieser Uberstand wird behutsam in ein bis zwei 1,5ml Eppendorf-Réhrchen pipettiert
(maximales Fullvolumen 500 pl) und bis zur weiteren Verarbeitung erneut bei -80° Celsius gelagert. Bei
Gewebeproben, bei denen aufgrund ihrer Masse eine Teilung erforderlich geworden war, erfolgt vor
Uberfiihrung in das endgliltige GefaR eine Zusammenfiihrung und Durchmischung des Inhalts der zu
einer einzelnen Gewebeprobe gehdrigen Tubes, sowie eine erneute Aufteilung des homogenen
Gemischs zur Lagerung. Die sorgfaltige Beschriftung der verschiedenen Reaktionsgefalie ist hierbei
unerlasslich.

Die Entsorgung der mit den Proben in Kontakt geratenen Verbrauchsmaterialien erfolgte unter

Berucksichtigung der Infektiositat.

2.3.3.2 Organische Extraktion
Die weiteren Verarbeitungsschritte wurden sowohl fiir die Lymphknotenlysate als auch fir die lysierten
LnCAP-Zellen durchgefihrt, exemplarisch wird dieser Prozess anhand der Aufarbeitung der

lymphatischen Gewebeproben beschrieben.

2.3.3.2.1 Reagenzien

Aqua bidest. (nucleasefrei) GIPCO Invitrogen

Eis Eismaschine
Ethanol absolut Merck KGaA
mirVanaTM miRNA isolation kit Ambion®

- Waschldésung 1

- Waschlésung 2/3

- miRNA Homogenate Additive
- Acid-Phenol-Chloroform

2.3.3.2.2 Verbrauchsmaterialien

1,5 ml Reaktionsgefalle

1250 pl, 200 pl, 10 pl Filter Tips
mirVanaTM miRNA isolation kit
- Reaktionsgefalle

- Filter

Handschuhe SensoSkin

SLG® Sid Laborbedarf GmbH
Biozym
Ambion®

Medika Medizintechnik GmbH
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2.3.3.2.3 Geratschaften

Zentrifuge 5415R Eppendorf Eppendorf, Germany, Hamburg
Pipetten 1000 pl, 200 pl, 10pl pegpette Peqlab, Erlangen
Blockthermostat BT100 Kleinfeld

Tischzentrifuge Qik Spin Sld-Laborbedarf GmbH

Vortex MS1 Minishaker IKA®

2.3.3.2.4 Methodik der RNA-Extraktion

Die Lysatldsungen mit einem Einzelvolumen von je 500 pl, in welcher die zelluldren Bestandteile der
Lymphknotenzellen in RNAlater enthalten sind, werden auf Eis aufgetaut und mit 10% ihres Volumens
an miRNA Homogenate Additive, welches eine Denaturierung der enthaltenen Proben bei zeitgleicher
Stabilisierung der enthaltenen RNA und Inaktivierung der zellularen RNAsen bewirkt, versetzt. Mithilfe
des Vortex-Gerats erfolgt eine homogene Durchmischung, anschlieRend werden die Proben fir 10
Minuten auf Eis gekuhlt, bevor unter stetiger Entlliftung Acid-Phenol-Chloroform (APC) in einem 1:1-
Verhaltnis zur Ausgangsmenge des Lysats zugefiigt und durchmischt wird. Die Addition des APC
bewirkt die Ausfallung der zellularen Bestandteile der Probe sowie eines groRen Teils der enthaltenen
DNA, welche nach Zentrifugation Uber finf Minuten mit einer relativen Zentrifugalkraft von 12000g
(entsprechend dem 12000fachen der mittleren Erdbeschleunigung) bei Raumtemperatur in der
kompakten Interphase prazipitiert zu finden sind.

Sollte sich nach der Zentrifugation keine visuell erkennbare Dreischichtung darstellen, wird der VVorgang
wiederholt. Der fliissige Uberstand oberhalb dieser wird behutsam mit Hilfe einer Pipettenspitze mit
manuell vergréRertem Durchmesser in ein neues 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefald pipettiert und mit
einem Drittel seines Volumens Athanol absolut vermengt, um eine partielle Prazipitation der RNA zu
provozieren. Das Gemisch wird bei Raumtemperatur und 10000g fir 15 Sekunden durch einen
Glasfaserfiltereinsatz, welcher eine Fixation der large RNA bewirkt, in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefal filtriert; bei Probenvolumen tiber 700 ul war hierzu eine wiederholte Pipettierung unter
Nutzung desselben Filters erforderlich. Wahrend nach diesem Vorgang die enthaltene small-RNA, d.h.
RNA von unter 200 Basenpaaren (bp) Lange, im Eluat zu finden ist, sammelt sich die large-RNA
hingegen auf dem Filter. Das Eluat mit der isolierten smallRNA konnte nach Durchmischung mit zwei
Dritteln seines Volumens an Athanol absolut fiir spatere Verwendungen bei -80° Celsius eingelagert
werden.

Der Glasfaserfilter enthalt nun die zu untersuchenden RNA-Bestandteile. Er wird in ein erneuertes
RNAse-freies Reaktionsgefal® eingefiihrt und in der Folge mit 700yl miRNA Wash Solution 1 durch
Zentrifugation bei 100009 fir 15 sec gespult. Das entstehende Eluat wird entsorgt, bevor der Vorgang
in zwei weiteren Durchgangen mit je 500 pl der miRNA Wash Solution 2/3 wiederholt wird, wobei nach
jedem Waschdurchgang das resultierende Eluat verworfen wird. Hierdurch werden etwaige neben der
large RNA auf dem Filter zurlickgebliebene zelluldre Bestandteile ausgespilt und die Reinheit der
isolierten RNA erhoht. AnschlieRend wird der Filter durch Zentrifugation mit 12000g UGber eine Minute
bei Raumtemperatur getrocknet. Nach Uberfiihrung des Filters in ein Collection Tube des mirVanaTM

Kits werden 100l auf 95° Celsius erhitztes Nuclease-freies Wasser zur Denaturierung potentiell noch
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auf dem Filter zurlickgebliebener Proteine sowie zur Losung von Wasserstoffbriicken mit Darstellung
der RNA als Einzelstrang in die Filtermitte pipettiert und nach Ablauf von finf Minuten Inkubationszeit
mit 12000g bei Raumtemperatur 30 Sekunden lang nochmals zentrifugiert. Nachdem so die auf dem
Glasfaserfilter fixierte RNA erneut in eine flissige Phase Uberflhrt wurde, enthalt das entstandene Eluat

den Anteil der in den Gewebeproben enthaltenen RNA mit Gber 200 bp Lange.

2.3.4 RNA-Analyse von Reinheit und Konzentration
2.3.4.1 Reagenzien
Aqua bidest. (nucleasefrei) GIPCO Invitrogen

2.3.4.2 Verbrauchsmaterialien
Klvetten

2.3.4.3 Geratschaften
NanoDrop 2000c Spectrophotometer und Software Peqlab, Erlangen

2.3.4.4 Methodik der Photometrie

Zur Messung der optischen Dichte und somit der Bestimmung der RNA-Konzentration wird das RNA-
haltige Eluat im Verhaltnis 1:30 mit Nuclease-freiem Wasser verdinnt und in einer photometrischen
Kivette sorgfaltig unter Vermeidung von Blasenbildung vermischt. Fir die Bestimmung der
vorliegenden large-RNA in Bezug auf sowohl Quantitat als auch Qualitat erfolgt die photometrische
Messung der Absorption im Vergleich zu Wasser (Blank) im Nanodrop 2000c Spectrophometer bei
260nm (E260) unter der grundlegenden Annahme, dass die Menge von 40pg/ml RNA dem Wert 1,0
zugeordnet ist. Durch die Messung der Absorption bei 260 nm wird die RNA-Konzentration bestimmt.
Erganzend wird die Reinheit der Probe anhand der Bestimmung der Quotienten E260/280 als Hinweis
auf eine eventuelle Verunreinigung durch Proteine, sowie des Quotienten E260/230 zur Beurteilung
eventuell vorhandener niedermolekularer Stoffe. Der Zielbereich liegt in beiden Fallen bei 1,8 - 2,1 um
eine entsprechende Reinheit der RNA zu gewahrleisten. Proben, welche einen Reinheitsgrad von 1,8
nicht erfllliten oder eine RNA-Konzentration unter 0,037 ng/ul aufwiesen, wurden ausgeschlossen. Die
RNA wurde bis zur weiteren Verarbeitung wieder bei -80°C gelagert.

2.3.5 Die Reverse Transkription

RNA — ebenso wie DNA — setzt sich aus einer Aneinanderreihung von Nukleotiden mit
wechselnden Nukleinbasen zusammen, liegt aber — anders als DNA — als Einzelstrang mit lediglich
abschnittsweise durch Wasserstoffbriickenbildung komplementéarer Basenpaare doppelstrangigen
Sequenzen vor. Jedes Nukleotid der RNA besteht neben einer der Nukleinbasen Adenin (A), Guanin
(G), Cytosin (C) oder Uracil (U) aus dem Monosaccharid Ribose (Pentose) sowie einer Phosphatgruppe;
welche durch Phosphorsaurediesterbindungen (Zucker) bzw. N-glycosidisch (Base und Ribose)
miteinander verknupft werden.

Die Pentose Ribose unterscheidet sich von der Desoxyribose der DNA durch das Fehlen eines

Wasserstoffatoms im Pentose-Ring, wodurch eine Hydrolyse durch Basen mdglich ist und konsekutiv
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die Zerlegung des Einzelstrangs resultiert. RNA reagiert zudem duf3ert sensitiv auf ubiquitar vorhandene
Ribonukleasen und ist in ihrer urspringlichen Form somit sehr instabil. Unter Zuhilfenahme des Enzyms
Reverse Transkriptase, wie sie z.B. in Retroviren wie dem HI-Virus zu finden ist, kann mittels der
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion  (RT-PCR) isolierte  Einzelstrang-RNA  in
komplementare cDNA transkribiert werden.

Bei dem Enzym Reverse Transkriptase handelt es sich um eine RNA-abhangige DNA-Polymerase,
welche nach Bindung des 3‘-OH-Endes eines DNA-Oligonukleotids, dem sogenannten ,Primer®, durch
Anlagerung weiterer Desoxyribose-Nukleosidtriphosphate (dNTP, entsprechend dATP, dCTP, dGTP
und dTTP) zur RNA komplementare DNA (cDNA) synthetisieren kann. Diese kann durch ihre hdhere
Widerstandsfahigkeit Umwelteinflissen gegeniber als Ausgangsmatrize fur folgende Amplifikationen
im Rahmen der Polymerase-Ketten-Reaktion herangezogen werden.

2.3.5.1 Reagenzien
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems
e 10x RT Buffer, 1.0ml
¢ 10x RT Random Primers, 1.0ml
e 25x dNTP Mix (100mM)
e MultiScribe Reverse Transcriptase, 50 U/ul
¢ RNase Inhibitor, 100ul
Aqua bidest GIBCO Invitrogen

2.3.5.2 Verbrauchsmaterialien
Safe Seal Tips professional BIOZYM

Reaktionsgefalle, 1,5ml Sid Laborbedarf GmbH

2.3.5.3 Geratschaften

MJ Research PTC-200, Peltier Thermal Cycler BIOZYM

QikSpin Modell QS7000 Edwards Instrument Co.
MS1 Minishaker IKA Works, Inc.
Pipetten 1000 ul, 200 pl, 10 pl pegpette Peqlab

2.3.5.4 Methodik der Reversen Transkriptase Reaktion

Zur Herstellung der fir die anschlieBende quantitative PCR bendétigten Einzelstrang-cDNA aus der in
Nuclease-freiem Wasser eluierten RNA wird ein sogenannter Mastermix aus verschiedenen
Komponenten des High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits unter fortlaufender Kihlung
zusammengestellt, welche unter anderem den Einsatz von 2ug der isolierten RNA erfordert. Mit Hilfe
der photometrischen Bestimmung der optischen Dichte kann diese Menge unkompliziert durch die
Proben-abhangig variierende Entnahme eines durch den jeweiligen RNA-Gehalt des Eluats definierten
Probenvolumens erfolgen. Das Volumen des Master-Mix wird durch die Anzahl der erwiinschten
Reaktionen bestimmt, wobei pro Reaktion jeweils 2ul 10xRT Buffer, 0,8ul dNTP Mix (100mM), 2pl

10xRT Random Primers und jeweils 1 pyl sowohl RNase Inhibitor als auch MultiScribe™ Reverse
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Transcriptase eingesetzt wird. Bei der hier verwendeten MultiScribe™ Reverse Transcriptase handelt
es sich um eine der reversen Transkriptase des rekombinanten Moloney Maus-Leukamievirus
(rMoMuLV) ahnlichen Form einer rekombinanten RNA-abhangige DNA-Polymerase, die einzelstrangige
RNA in Gegenwart eines Primers als Template verwendet, um einen komplementaren DNA-Strang zu
synthetisieren. Durch die Zugabe einer Pufferldsung entsteht ein fiir die Aktivitat der DNA-Polymerase
bendtigtes chemisches Milieu; die vorsorgliche Addition ein RNase-Inhibitor inhibiert moglicherweise
vorhandene Ribonucleasen.

Bei definierter Menge des Mastermixes sowie einem durch den RNA-Gehalt vorgegebenen Volumen
des Eluats variiert die Menge des Nuclease-freien Wassers in Abhangigkeit der Differenz zum
Zielvolumen von 20ul, welches jedes Reaktionsgefald bei Einstellung in den ThermoCycler aufweisen
muss. Nach Durchmischung aller Komponenten werden die Proben kurz zentrifugiert und in den
ThermoCycler eingesetzt, in welchem sie in einem ersten Schritt fir 10 Minuten bei 25°C und im
Folgenden fiir 120 Minuten bei 37°C inkubiert werden, bevor sie nach einer 5-seklindigen Erhitzung auf
85°C mit dem Ziel der Inaktivierung der Reversen Transkriptase bis zur Entnahme bei 4°C gehalten
werden. Eine Lagerung der so hergestellten cDNA kann bei -15 bis -25°C Uber einen langeren Zeitraum

ohne Schadigung der cDNA erfolgen.

2.3.6 Die Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion als viel genutzte Standardmethode zum Nachweis sowie zur
enzymatischen Replikation von DNA ermdglicht die in vitro Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen
ohne die Verwendung von Zellen. Fur ihre Entwicklung wurde Kary Mullis fast zehn Jahre nach
Erstbeschreibung der Methodik im Jahre 1984 mit dem Nobelpreis geehrt. Sie lasst sich biochemisch
in drei Schritte gliedern: Denaturierung, Annealing und Elongation entsprechend der eigentlichen DNA-
Synthese.

Im ersten Schritt wird das sogenannte Template, d.h. die doppelstrangige DNA-Sequenz (dsDNA), in
welche der zu untersuchende Abschnitt integriert ist, durch Erhitzen auf 95°C in seine Einzelstrange
aufgetrennt. Das nachfolgende Annealing setzt die Verwendung zweier chemisch synthetisierter,
mehrere Basenpaare langer Oligodesoxyribonukleinsaure-Primer voraus, welche in ihrer Sequenz
jeweils komplementar zu Abschnitten der Einzelstrang-DNA sind und die zu amplifizierende Sequenz
nach Hybridisierung zwischen sich einschlieen, hierbei diktiert der entsprechende Primer die
erforderliche Reaktionstemperatur. Die eigentliche DNA-Synthese, die Elongation, nutzt den so
entstandenen doppelstrangigen Abschnitt an seinem 3'-OH-Ende als Ausgangspunkt fir die Anlagerung
der dNTP-Substrate unter Zuhilfenahme einer thermostabilen DNA-Polymerase, sodass letztendlich ein
vollstandiger Doppelstrang komplementar zu der Ziel-Sequenz entsteht. Auch hierbei ist eine definierte
Temperatur in Abhangigkeit der DNA-Polymerase essentiell.

Durch repetitives Durchlaufen dieser drei Schritte in mehreren Zyklen mit exponentieller Vervielfaltigung
der DNA gelingt auch ein Nachweis geringer Mengen an Ausgangsmaterial.

Abhangig von der Zielsetzung kann der Prozess eine qualitative Antwort auf die Frage nach
Vorhandensein oder Fehlen der entsprechend vervielfaltigten Sequenz, auch Amplikon genannt, geben
oder eine Quantifizierung des vorhandenen Genprodukts bzw. der Genexpression im untersuchten

Material leisten. Wahrend bei der qualitativen PCR erst nach Abschluss der Prozessierung mittels
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gelelektrophoretischer Aufspaltung der Endprodukte der PCR ein Nachweis der amplifizierten Sequenz
erfolgt, wird bei der quantitativen Polymerasekettenreaktion als sogenannte Real Time PCR (qPCR) in
der exponentiellen Phase der Reaktion fortlaufend, d. h. nach jedem Amplifikations-Zyklus des
Syntheseprozesses, mittels Fluoreszenzmessung die Ho6he des DNA-Produktes bestimmt, sodass eine
proportionale Korrelation zwischen Fluoreszenzsignal und Héhe der Genexpression besteht. Durch
Kombination von RT-PCR und gPCR gelingt somit ein Nachweis kleinster Mengen mRNA, die
fortlaufende Quantifizierung der Amplikons reduziert hierbei die Wahrscheinlichkeit fiir falsch-negative
Ergebnisse erheblich.

Die Fluoreszenz-markierten dNTP werden zum generellen Mengennachweis des PCR-Produktes
entweder zufallig in die Doppelstrange eingebaut oder als bekannte fluorogene Sequenzen, welche
nahe der Primer an die Matrize binden. Diese binden entsprechend komplementare Sequenzen der
synthetisierten DNA unter Nutzung des sogenannten Foérster-Resonanzenenergietransfers (FRET),
einer Form der physikalischen Energielibertragung, bei welchem die Energie eines angeregten Donor-
Farbstoffes strahlungsfrei auf einen Akzeptor-Farbstoff Ubertragen wird. Die Starke des
Fluoreszenzsignals wird hierbei von der Entfernung der beiden zueinander Fluorochrome bestimmt.
Vorteil gegeniber den interkalierenden, unspezifischen, Farbstoffen bietet hierbei die hohe Spezifitat
des Assays.

In dieser Arbeit wurde nach reverser Transkription die quantitiave Polymerasekettenreaktion zum
Nachweis der entsprechend nachzuweisenden bzw. zu quantifizierenden Nukleotidsequenz der
interessierenden Tumormarker angeschlossen. Die im ersten Schritt synthestisierte einzelstrangige
DNA wurde unter Nutzung einer Tag-Polymerase, einer aus dem namengebenden Bakterium Thermus
aquaticus isolierten hitzebestandigen DNA-Polymerase, dupliziert.

Durch Verwendung spezieller TagMan-Sonden mit unilateraler Markierung durch einen sogenannten
Quencher an ihrem 3-Ende und kontralateraler Markierung des 5‘-Endes durch einen Reporter-
Farbstoff kann die Akkumulation des PCR-Produktes wahrend der Amplifizierung zyklusabhangig
erfasst werden.

Durch die initiale Nahe des Quenchers zum Reporter wird die Fluoreszenz mittels FRET auch nach
Bindung an die Matrize unterdriickt. Da die Tag-Polymerase sowohl eine DNA-Polymerase als auch
eine 5'-3'-Exonucleaseaktivitat aufweist und wahrend der Amplifikation des 5-Ende der Sonde
verdrangen und abbauen kann, kann folglich das nun frei gesetzte Fluoreszenzsignal gemessen
werden. Diese hydrolytische Reaktion kann nur nach vollstandiger Bindung der Sonde an die DNA-
Matrize durch Aktivierung der 5-3‘-Exonucleaseaktivitat mittels entstehender Sekundarstruktur bei
Verdrangung der Oligonukleotide der Sonde erfolgen, eine weitere Elongation am 3‘-Ende ist aufgrund
der Modifikation des Quenchers durch Anlagerung eines Phosphatrestes nicht mdglich. Somit kann von
der Fluoreszenz-Signalhéhe der freigesetzten Reporterfarbstoffe auf die Menge der vorliegenden DNA

rickgeschlossen werden.
2.3.6.1 Reagenzien

TagMan® Gene expression master mix Applied Biosystems
Aqua bidest. GIBCO Invitrogen
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2.3.6.2 Verbrauchsmaterialien

MicroAmpTM 96 Well Reaction Plate BioRad

PCR Soft Tubes, Flachdeckel, 0,5 ml BIOZYM
Microseals®“B* Film BioRad

Adhesive Seal Applicator

Filter Tips,10 ul, 20 pl, 200 pl (lang + kurz), 1250 pl Corning

Markierte PCR-Sonden: Applied Biosystems

KLK2 (73 bp/FAM-markiert); Bestellnr.: Hs00428383_m1
KLKS3 (64 bp/FAM-markiert); Bestellnr.: Hs03063374_m1
UBC (71bp/VIC-markiert); Bestellnr.: Hs008244723_m1

HPRT1 (72bp/VIC-markiert); Bestellnr.: Hs01003267_m1

2.3.6.3 Geratschaften

CFX96 RealTime-System/C1000 Thermal Cycler BioRad
QikSpin Modell QS7000 Edwards Instrument Co.
PipetMan Gilson

2.3.6.4 Methodik der quantitativen reversen Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (qQRT-PCR)

Die Pipettierung der 96-Well-Platten erfolgte unter akribischer Berticksichtigung von Akkuratesse und
Sauberkeit in jeweilig paarigem Ansatz der Marker-DNA-Probe sowie je einer Positiv- und einer
Negativkontrolle zur Validierung der Ergebnisse.

Das einzusetzende Gesamtvolumen fir den Probenansatz entsprach insgesamt 10 pl/Well.

Jede cDNA-Probe — entsprechend einem exakt lokalisierbaren Lymphknoten - wurde mit Nuclease-
freiem Wasser auf eine allgemeine standardisierte Konzentration von 12,5 ng/ul verdiinnt; bei 4l spater
einzusetzenden Pobenvolumen enthielten diese somit 50ng cDNA. Additiv wurden jedem Well 5pl
TagMan® Gene Expression-Mastermix (s. 0.) sowie 0,5ul FAM-markierter Primer und Markersonden
(entsprechend KLK3 und KLK2) und 0,5 pl nukleasefreies Wasser zugesetzt.

Neben diesen ,Mono-Color Ansatzen wurde in sogenannten ,Dual Color‘-Reaktionen zudem die
Expression zweier endogener Referenzgene, Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1 (HPRT1) und
Ubiquitin 1 (UBC), mit ubiquitdrer und durch aufiere Einflisse unveranderlicher Expression in allen
untersuchten Zellen, gepruft. In der spateren Ergebnisanalyse kann somit bezogen auf ihre Expression
eine relative Quantifizierung der zu untersuchenden Marker KLK2 und KLK3 erfolgen. Fur diese Ansatze
wurde der Anteil nukleasefreien Wassers durch 0,5ul VIC-markierter Primer und Referenzgensonden
ersetzt.

Nach vollstandigem Pipettieren der 96-Well-Platte und luftdichtem Verschluss mittels Microseals®“B*-
Film wird diese fiir zwei Minuten bei Raumtemperatur mit 600 rpm zentrifugiert und anschliel3end in den
CFX96 RealTime-System/C1000 Thermal Cycler eingestellt. Hier erfolgte im ersten Zyklus die initiale
Denaturierung der cDNA-Strange bei 95°C Uber einen Zeitraum von 10:00 min, bevor sich die Schritte
des Annealings und der Elongation mit konsekutiver Fluoreszenzmessung innerhalb von 60 Sekunden
bei 60°C anschlossen. Ab dem zweiten Zyklus war die Denaturierung innerhalb von lediglich 15

Sekunden zu erzielen; der Vorgang erfolgte repetitiv in weiteren 44 Zyklen.
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2.3.7 Kontrolle der PCR-Analyse

2.3.7.1 Positivkontrolle

Der sogenannten Positivkontrolle dient die Verwendung von cDNA aus LnCap-Zellen bereits etablierter
Prostatakarzinomzelllinien, welche durch die Reproduktion eines bekannten Ergebnisses dem
Nachweis eines korrekt durchgeflhrten Verfahrens dient.

2.3.7.2 Negativkontrolle

Die Negativkontrolle dient der Uberpriifung der verwendeten Einzelkomponenten, wobei dem
Versuchsansatz der zu untersuchende Faktor - in diesem Falle die aus den lymphatischen
Gewebeproben extrahierte cDNA - als Replikationsgrundlage vorenthalten und durch Wasser ersetzt
wird (non-template-control). Ein dennoch erbrachter Nachweis eines Amplikons in einer solchen
Reaktion der PCR wiirde dabei eine initiale Verunreinigung einer der eingesetzten Reagenzien oder
verwendeten Materialien durch DNA anzeigen.

2.3.7.3 Sensitivitats- und Spezifitatsprifung

Die Sensitivitat des PCR-Ansatzes fir die entsprechenden Marker wurde mittels qRT-PCR-Nachweises
ihnrer Genexpression in LnCAP-Zell-Verdiinnungsreihen getestet. Hierzu wurde die HoOhe der
Genexpression von KLK2 bzw. KLK3 bei Konzentrationen von keiner bis zu 1000 LnCAP-Zellen in je
einer Millionen mononukledrer Zellen des peripheren Blutes (PBMC) flir jede Verdinnungsstufe
bestimmt; eine Sensitivitdt der Detektion einer LnCAP-Zelle bzw. einer Anzahl von 10 KLK3 Kopien
konnte hierbei erzielt werden.

Die Spezifitat der Methodik konnte durch den Vergleich der Untersuchungsergebnisse gegen die
entsprechenden Expressionslevels der Marker in Lymphknoten gesunder Probanden gesichert werden;
als Kontrollgruppe dienten 143 nach Zystoprostatektomie bzgl. des Vorliegens eines Prostatakarzinoms
histopathologisch negativ getestete Lymphknoten von 25 mannlichen Blasentumor-Patienten. Der
berechnete Cutoff dieser als molekular negativ definierten Lymphknoten wurde als Grenzwert fir den

molekularen Nachweis des Vorliegens einer lymphatischen Metastasierung gewertet.

2.3.8 Auswertung der gqRT-PCR-Resultate

Die Real Time PCR erlaubt die Quantifizierung der absoluten Menge einer exprimierten Gensequenz
(Menge DNA/Probenmenge) sowie den relativen Vergleich derer Expression in verschiedenen Proben
(relatives Verhaltnis der HOhe der DNA-Zielsequenz in &quivalenten Mengen von Test- und
Kontrollprobe).

In jedem der Amplifikationszyklen des CFX96 RealTime-System/C1000 Thermal Cycler wird die
absolute Anzahl der vorliegenden Genprodukte (= Kopien) erfasst und kann mittels der integrierten

Rechensoftware graphisch dargestellt werden. Ein Beispiel hierfiir zeigt Abbildung 2.
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Abbildung 2: Graphische Darstellung der Héhe des Fluoreszenzsignals (RFU = ,relative fluorescence units®) in
Korrelation zum Reaktionszyklus (Cycles). Die waagerechten Linien markieren die markerspezifisch farbig
gekennzeichneten ,thresholds®”.

Trotz der Spezifitat der Bestandteile unterliegt jeder PCR ein sogenanntes ,Grundrauschen® im Sinne
einer Signaldetektion, welche nicht ausschliellich durch die Amplifizierung der Zielsequenz zustande
kommt und somit keine Relevanz in der Bewertung der Héhe der Expression des Markers haben kann.
Der sogenannte threshold cycle (Cqg-Wert) definiert den Zyklus, in welchem das Fluoreszenzsignal Gber
dieses Hintergrundsignal ansteigt; er zeigt den Beginn der exponentiellen Phase des Signalzuwachses
durch Amplifikation der Zielsequenz an. Die reaktionsspezifisch festgelegte threshold line (dargestellt
als kraftige horizontale Linie in der Grafik oben) kreuzt in diesem Punkt die Reaktionskurve der Probe,
sie wird automatisch als Vielfaches der Standardabweichung des Hintergrundrauschens durch die
Software des RealTime-Systems definiert. Da sich zu diesem Zeitpunkt in allen Reaktionsgefallen die
annahernd selbe Menge an DNA befindet, kdnnen Rickschlisse auf die initiale Kopien-Menge der

einzelnen Proben gezogen werden.

Zwischen Cg-Wert und Ausgangshéhe der Amplifikationssequenz in der Probe besteht ein inverses
Verhaltnis, zudem ist der threshold cycle abhangig von ph und Salzgehalt des MasterMixes, den
Fluoreszenzmarkern und der Reaktionseffizienz. Die Reaktionseffizienz kann in seriellen
Verdunnungsreihen anhand einer Standardkurve bestimmt werden, wobei eine 100%ige Effizienz einer
Verdopplung der Zielsequenz in jedem Zyklus entspricht, eine geringere Effizienz bedeutet eine
Anderung des Ct-Wertes >=1 bei Verdopplung der Konzentration. Zur Erstellung einer Standardkurve
werden die Ct-Werte einer jeden Gensequenz (Referenzgen und Zielgen) gegen den logarithmischen
Wert des Verdunnungsfaktors bzw. der Konzentration aufgetragen, die Effizienz der Kombination von
Zielgen und Primer kann dann durch Vergleich der Ct-Werte ber die Steigung der Kurve bestimmt
werden (Effizienz=2-1/Steigung). Uber die Berechnung des Determinationskoeffizienten R2 als Anteil
der durch die Regression erklarten Quadratsumme an der zu erklarenden totalen Quadratsumme kann

Uber ein lineares Regressionsmodell die akzeptable Streuung der Ergebniswerte bestimmt werden.
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Durch den Einsatz von sogenannten Referenz- oder ,Housekeeping“-Genen, deren Expression durch
die Bedingungen des Experiments nicht veranderbar ist, kann mittels der ,AACt“-Methode, auch Livak-
Methode genannt, ein Abgleich der ermittelten Probenwerte gegeniiber standardisierten Ergebnissen
dieser Gene erfolgen. Die Methode geht davon aus, dass die Reaktionseffizienz von Ziel- und
Referenzgen bei annahernd 100% liegt bzw. nicht mehr als 5% differiert. Durch die Normalisierung der
Zielgene zu einem Referenzgen koénnen systemische Fehler durch Unterschiede in den
Probenansatzen korrigiert werden (Livak et al., 2001).

Abbildung 3 stellt die ,AACt‘-Methode nach Livak dar. Hierbei werden die Differenzen der
durchschnittlichen Ct-Werte von Test- und Referenzgenen sowohl in den Proben- als auch in den
Kontrollansatzen gebildet. Die Differenz dieser beiden Werte wiederum bildet den “ AACt*-Wert. Da es
sich hier um einen logarithmischen Wert zur Basis 2 handelt — jeder Anstieg des Ct-Wertes um 1
entspricht einer Verdopplung der DNA-Menge — muss zur Darstellung der relativen Genexpression des
Zielgens zum Referenzgen der logarithmische Wert zur Basis 2 gebildet werden, entsprechend
2hochAACt.

Ct(Zielgen Kontrolle) = Ct-Wert des Zielgens in der Kontrolle
Ct
Ct

Ct(Referenzgen Probe) = Ct-Wert des Referenzgens im Probenansatz

(
(Referenzgen Kontrolle) = Ct-Wert des Referenzgens in der Kontrolle
(Zielgen Probe) = Ct-Wert des Zielgens im Probenansatz

(

ACt(Probe)=Ct(Zielgen Probe)-Ct(Referenzgen Probe)
ACt(Kontrolle)=Ct(Zielgen Kontrolle)-Ct(Referenzgen Kontrolle)

AACt=ACt(Probe)-ACt(Kontrolle)
AACt=(Ct(Zielgen Kontrolle)-Ct(Referenzgen Kontrolle))—(Ct(Zielgen Probe)-Ct(Referenzgen Probe))

Verhaltnis des Zielgens im Probenansatz zur Kontrollprobe: 2hochAACT

Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung der Livak-Methode

Diese Methodik ausgehend von einer 100%igen Effizienz der Ziel- als auch Referenzgene entspricht
dabei einem Sonderfall der sogenannten Pfaffl-Methode. Bei einer geringeren PCR-Effizienz kann
entsprechend der Methodik nach Pfaffl ein Abgleich der idealisieten PCR-Kurve zu der
Normalisierungskurve einer Verdinnungsreihe (des Kalibrators) erfolgen. Hierdurch gelingt eine
Korrektur der Unterschiede in der Effizienz, da die Effizienz eines jeden Primer-Sets in die Formel zur

relativen Quantifizierung eingefugt wird (Pfaffl, 2001 und 2004).

Oben angeflhrte Referenz- bzw. Housekeeping-Gene sind ubiquitdr unabhangig von Veranderungen
der Zelle selbst oder aufleren Einflissen exprimierte, nicht-regulierte Gene, die in der Regel fiir den
Zellstoffwechsel essentielle Produkte codieren. Abhangig von den Ansprichen des experimentellen
Ansatzes muss ein fiir die Bedingungen optimales Gen gefunden werden, dessen Expression fir alle
Probenansatze nahezu unverandert ist. Hierzu wurde die Arbeit von Vandesompele et al.

herangezogen, in welcher sechs Referenzgene in 13 verschiedenen Gewebetypen mit weitgehend

37



konstanter Expression von Hypoxanthinphosphoryl-Transferase 1 (HPRT1) und Ubiquitin C (UBC) in

allen untersuchten Geweben mittels der dort publizierten ,gNorm Analyse-Software“ verglichen wurden.

Unter Berlcksichtigung der Anspriiche des experimentellen Ansatzes wurden mit Hilfe dieser gNorm
Analyse-Software, einer Visual Basic Application (VBA) flr Microsoft Excel, die sechs potentiellen
Referenzgene GAPDH (Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase), RPL13A (Ribosomales Protein 13A,
YWHAZ (Tyrosin 3-Monooxygenase/Tryptophan 5-Monooxygenase Aktivierungsprotein Zeta), R-Actin,
Hypoxanthinphosphoryl-Transferase 1 (HPRT1) und Ubiquitin C (UBC) an 14 lymphonodularem
Gewebeproben getestet. Unter der Annahme, dass das Verhaltnis der Expression zweier idealer
Referenzgene unabhangig von den experimentellen Bedingungen oder der Zellart in allen Proben
identisch ist, definierten Vandesompele et al. den M-Wert als internen Faktor der
Genexpressionsstabilitdt. Er zeigt die durchschnittliche Abweichung einer Referenzgenpaarung im
Vergleich zu allen anderen Referenzgenen an. Ein niedriger M-Wert zeigt somit eine geringere
Abweichung und eine stabile Genexpression an. Durch schrittweise rechnerische Elimination des
Referenzgens mit dem jeweils héchsten M-Wert kénnen konsekutiv die beiden Referenzgene mit dem
stabilsten Expressionsmuster definiert werden. Der V-Wert als paarweise Abweichung spiegelt die
systematische Variation im Sinne systemimmanenter Fehler bei wiederholten RT-PCR Experimente mit
demselben Gen wider (Vandesompele et al., 2002).

Die Untersuchungsergebnisse wurden dementsprechend gegen die mittlere Proportionale
(geometrisches Mittel) von HRPT1 und UBC verglichen mit einer Kalibrator-Probe, welche in der
vorliegenden Arbeit der Expressionskurve einer Probe aus 10hoch6 PBMC versetzt mit 10 LnCAP-
Zellen entsprach, normalisiert. Die relative Genexpression der Kalibrator-Probe wurde hierzu mit 1,0
definiert, die Ergebnisse mittels der ,AACt‘-Methode dargestellit.

2.3.9 Statistische Auswertung

Die Daten wurden anhand des IBM SPSS Statistics 24.0 und des statistischen Software Pakets R
analysiert.

Mittels des Software Pakets R, einem System flir Computational Statistics als Schnittstelle zwischen
Statistik und Informatik mit Grafikdatenverarbeitung, wurde ein Limes zur Einteilung molekular negativer
(moINO) und positiver (moIN1) Ergebnisse berechnet. Hierdurch konnten anhand von
Toleranzintervallen basierend auf der Gammaverteilung der Werte der KLK3-Expression mit einer
99%igen Sicherheit 99% der histopathologisch richtig-negativen Lymphknoten identifiziert werden
(Young, 2010; Krishnamoorthy, 2008).
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3. Ergebnisse

3.1 Analytische Beurteilung der gRT-PCR anhand von KLK3 und KLK2

3.1.1  Auswahl der Referenzgene

Unter Berticksichtigung der Anspriiche des experimentellen Ansatzes wurden mit Hilfe der gNorm
Analyse-Software (Visual Basic Application flr Microsoft Excel) die sechs potentiellen Referenzgene
GAPDH (Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase), RPL13A (Ribosomales Protein 13A, YWHAZ (Tyrosin
3-Monooxygenase/Tryptophan 5-Monooxygenase Aktivierungsprotein Zeta), 3-Actin,
Hypoxanthinphosphoryl-Transferase 1 (HPRT1) und Ubiquitin C (UBC) an 14 lymphonodularem
Gewebeproben getestet. Aufgrund ihres stabilen Expressionsmusters mit einer geNorm V GréRe < 0,15
und einem geNorm Mittelwert M von <0,5 konnten die Marker Hypoxanthinphosphoryl-Transferase 1
und Ubiquitin C als Referenzgene definiert werden, Abbildung 4 verbildlicht dies.

Durchschnittliche Stabilitdat der Genexpression
verschiedener Referenzgene

0,7
0,65
0,6
0,55
0,5

0,45

M-Wert geNorm

0,4
0,35

0,3
GAPDH RPL13A YWHAZ Actin HPRT1 UBC

Abbildung 4: Durchschnittliche Stabilitét der Genexpression der Referenzgene. Mit einem geNorm V Wert von
<0.15 und einer stabilen Expression bei einem durchschnittlichen geNorm Mittelwert M von <0.5 konnten HPRT1
und UBC in der Expressionanalyse der sechs Referenzgene in 14 Lymphknotenproben bestimmt werden.

3.1.2 Charakterisierung der angewandten qRT-PCR-Methode

Fir die Referenzgene HPRT1 und UBC sowie fur KLK2 und KLK3 konnte in einer Verdinnungsreihe
von LnCAP-Zellen fiir Konzentrationen zwischen 100ng und 10pg RNA eine stabile lineare Korrelation
nachgewiesen werden. Der lineare Korrelationskoeffizient r2 lag hierbei fir KLK3 bei 0,997, fur KLK2
bei 0,987, fur HPRT1 bei 0,991 und 0,992 fir UBC. Die Effizienz der Amplifikation der Ziel- und
Referenzgene lag zwischen 90-102% und konnte somit als gleichwertig betrachtet werden. Die relative
Genexpression (Ratio der Expression des Zielgens zum Kalibrator, Kalibrator = LnCAP cDNA
Aquivalent von 1ng RNA) fiir alle Marker war Uber die gesamte Verdiinnungsreihe hinweg stabil.
Einbezogen in die Ergebnisauswertung wurde hierbei jeweils der Mittelwert der als Duplikate in der qRT-
PCR angesetzten lymphonodularen Proben.
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3.1.3 Positivkontrollen der RT-PCR Reaktionen
Der Positivkontrolle aller PCR-Reaktionsansatze diente die Verwendung von cDNA aus LnCap-Zellen
bereits etablierter Prostatakarzinomzelllinien, in welchen ausnahmslos eine stabile Expression von

KLK2 und KLK3 nachgewiesen werden konnte.

3.1.4 Negativkontrollen der RT-PCR Reaktion

Bei Ersatz der zu untersuchenden RNA-Proben durch Aqua bidest in den PCR-Reaktionsansatzen im
Sinne einer non-template-control bzw. Negativkontrolle der RT-PCR-Reaktion war in allen untersuchten
Ansatze kein Nachweis eines spezifischen cDNA-Produktes zu erbringen, sodass eine initiale
Verunreinigung einer der eingesetzten Reagenzien oder verwendeten Materialien durch DNA

auszuschlieRen war.

3.1.5 Sensitivitat und Spezifitat der gRT-PCR

Die Sensitivitat der gRT-PCR wurde mittels des Nachweises der Genexpression von KLK2 und KLK3
in LnCAP-Zell-Verdinnungsreihen mit 0 bis 1000 LnCAP-Zellen in je 10 Millionen mononuklearer Zellen
des peripheren Blutes (PBMC) als Modell fir die Gen-Expression in lymphatischen Zellen
reproduzierbar getestet; hierbei war die Detektion einer einzelnen LnCAP-Zelle sowie eine KLK3- sowie
KLK2-Expression ab einer Konzentration von 10 LnCAP-Zellen/10” PBMC mdglich (Abbildung 5).

Der intra- und inter-assay Variationskoeffizient betrug fur alle Ergebnisse der Testreihe unter 20%.

Verdiinnungsreihen von LnCAP-Zellen in 107 PBMC

45
40

35
3
2
2
1
1

1000 LnCAP-Zellen 100 LnCAP-Zellen 10 LnCAP-Zellen 0 LnCAP-Zellen

Cqg-Wert
wnn O nwn O wunn O

o

B KLK2-Expression B PSA-Expression

Abbildung 5: Darstellung der Sensitivitét der Detektion von KLK2/3 in Verdiinnungsreihen von LnCAP-Zellen in 107
PBMC

Die Spezifitat der Methodik konnte durch den Vergleich der Untersuchungsergebnisse gegen die
entsprechenden Expressionslevels der Marker KLK2 und KLK3 in Lymphknoten gesunder Probanden
gesichert werden; als Kontrollgruppe dienten 143 nach Zystoprostatektomie bzgl. des Vorliegens eines

Prostatakarzinoms histopathologisch negativ getestete Lymphknoten von 25 mannlichen Blasentumor-
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Patienten. Anhand dieser Daten wurde eine statistischer Cut-off fir den Nachweis des Vorliegens einer
molekularen lymphatischen Metastasierung (moIN1) berechnet. Dieser definierende Grenzwert, bei
dessen Uberschreiten entsprechend eine molN1-Situation definiert wurde, konnte fiir KLK3 auf 1,47 und

fur KLK2 auf 9,6 festgelegt werden.

3.2 Patientenspezifische Daten

3.2.1 Definition des Patientenkollektivs

In die Studie aufgenommen wurden insgesamt 111 Patienten mit einem mittleren Lebensalter von 66
Jahren (44 bis 82 Jahre, 55% zwischen 65 und 75 Jahren) zum Zeitpunkt der operativen Therapie. Das
arithmetische Mittel fur den PSA-Wert lag bei 22 ng/ml mit einem medianen Wert von 11 ng/ml mit einem
Schwerpunkt im Bereich von PSA-Werten unter 10 ng/ml (46%) bei ahnlicher Verteilung der Anteile im
Bereich zwischen 10 und 20 ng/ml (28%) bzw. tber 20 ng/ml (26%).

Der praoperative Gleason-Score lag im Mittel bei einem Wert von 8 mit einer Verteilung von 58 Patienten
(entsprechend 52%) mit Werten zwischen 8 und 10 und 45 Patienten (41%) mit einem Score von 7 bzw.
8 Patienten (7%) mit einem Score von 6.

Das klinische Tumorstadium konnte fiir 52 Patienten (47%) als cT1c-2a definiert werden, 57 Patienten
(51%) fielen in die Kategorie cT2b-c, bei zwei Patienten (2%) lag ein Stadium cT3a-b vor.

Anhand der Einteilung mittels des TNM-Stadiums, Gleason-Scores und PSA-Wertes in die D’Amico
Risikogruppen wurden konsekutiv 29% der Studienpatienten (absolut 32 Patienten) als intermediate risk
und 71% als high risk (79 Patienten absolut) klassifiziert. Tabelle 4 stellt diese praoperativen

Patientendaten zusammengefasst dar.

Praoperative Patientendaten (n=111)

Alter [Lebensjahre]

Durchschnitt (Median) 66 (67)
Interquartilsabstand (Spannweite) 61-71 (44-82)
Anzahl Patienten (%)
<65 43 (39)
65-75 61 (55)
>75 7 (6)

PSA [ng/ml]

Durchschnitt (Median) 22 (11)
Interquartilsabstand (Spannweite) 7-22 (1-367)
Anzahl Patienten (%)

<10 51 (46)
10-20 31 (28)

> 20 29 (26)

Gleason Score bei Prostatabiopsie
Durchschnitt (Median) 8 (8)
Interquartilsabstand (Spannweite) 7-9 (6-10)
Anzahl Patienten (%)

6 8(7)
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7 45 (41)

8-10 58 (52)
Klinisches Tumorstadium, Anzahl Patienten (%)

cT1c-2a 52 (47)

cT2b-c 57 (51)

cT3a-b 2(2)
D’Amico Risikogruppe, Anzahl Patienten (%)

Intermediares Risiko 32 (29)

Hochrisiko 79 (71)

Tabelle 4: Prdoperative Patientendaten des Gesamtkollektivs von 111 Patienten

3.2.2 Bestimmung des Lymphknotenstatus

Mit acht vorbestimmten Lymphknotenregionen wurden bei 111 Patienten von 888 mdglichen
Resektionsfeldern insgesamt 863 Lymphknotenfelder entsprechend einem Anteil von 97% reseziert (5-
8 Felder/Patient); 25 Felder von 15 Patienten konnten aufgrund von Adhé&sionen durch
vorhergegangene Operationen oder unzureichend respektablem fibrolipomatdésen Gewebes nicht

entnommen werden (2% der Gesamtfelder, 1-3 Felder/Patient).

Insgesamt konnten 3173 Lymphknoten mit im Mittel 27 LK/Patienten (Minimum 9 LK, Maximum 78 LK)
entnommen werden, 78 LK von 46 Patienten entfielen aufgrund technischer oder logistischer
Problematiken fir die weitere Auswertung, sodass bei einem Durchmesser von >3 mm 2333 LK (73,5%)
mit im Mittel 21 LK/Patient (min. 6 bis max. 48 LK/Pat., Median 20 LK/Pat.) histopathologisch und
molekularbiologisch aufgearbeitet werden konnten. Die 762 LK, entsprechend einem Anteil von 24,0%
aller resezierten LK, mit einem zu geringen Volumen zur Aufarbeitung mit beiden Methoden (<3mm

Durchmesser) wurden ausschlie3lich in der klassischen Histopathologie analysiert.

Von den 2333 histopathologisch und molekularbiologisch aufgearbeiteten LK konnten 69 LK von 28
Patienten (25,2% des gesamten Patientenkollektivs; im Mittel 2,5 LK/Pat., min. 1 LK — max. 11 LK,
median 1 LK) histopathologisch als nodal positiv determiniert werden (pN1). 2264 LK (97,0%) — verteilt
Uber alle Patienten des Gesamtkollektivs - zeigten in der konventionellen Histopathologie keine
Hinweise auf eine Metastasierung. Abbildung 6 zeigt die Verteilung der Praparate auf die Methoden und

stellt die histopathologischen Ergebnisse dar.

Unter den 762 LK mit einem Durchmesser von unter 3mm und konsekutiv ausschlieBlich
histopathologischer Untersuchung war eine Metastasierung in nur drei LK (0,4%) von drei Patienten
nachzuweisen. Die entsprechenden Patienten zeigten jedoch in jeweils weiteren Lymphknoten positive

Befunde, sodass diese ihren Gesamt-Nodalstatus nicht beeinflussten.
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3173 LK
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Histopathologische und ausschlieBlich
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2333 LK (73,5%)
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3 LK
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83 Patienten 28 Patienten 98 Patienten 3 Patienten

Abbildung 6: Methodenzuordnung und histopathologische Ergebnisse

3.2.2.1 Spezifische Genexpression von KLK3

290 LK (12,4%) zeigten in der RT-PCR eine erhdhte Expression von KLK3 (moIN1). Von den 69
histopathologisch positiven LK konnten 66 LK (95,7%) auch molekularbiologisch anhand von erhéhten
KLK3-Leveln identifiziert werden, nur drei LK (4,3%) zeigten trotz positiver Befunde in der
konventionellen Aufarbeitung kein entsprechendes Korrelat in der KLK3-spezifischen RT-PCR.

Im Vergleich zur histopathologischen Bewertung wurden tber die molekularbiologisch detektierte KLK3-
Expression weitere 224 LK entsprechend einem Anteil von 9,6% der simultan geprtften LK als nodal

positiv identifiziert.

Aus dem Gesamtkollektiv der 111 Patienten waren somit 60 Patienten (54,1%) anhand einer
signifikanten KLK3-Expression als molekularbiologisch positiv einzuordnen (Mittelwert 4,8 LK/Patient,
min. 1 LK — max. 27 LK, Median 3 LK/Pat.). Uber die Ergebnisse der Histopathologie mit Identifikation
von 28 nodal positiven Patienten (25,2%) hinaus gelang mittels KLK3-RT-PCR die Identifikation von
weiteren 32 Patienten (28,8%, pNO/moIN1).

Patienten mit histopathologisch positiven LK (pN1/molIN1) wiesen hierbei im Mittel 7,6 KLK3-positive LK
auf (Range 1-27 LK, Median 5,5 LK/Pat.), histopathologisch negative Patienten (pNO/moIN1) 2,4 KLK3-
positive LK (Range 1 — 8 LK, Median 2 LK/Pat.).

3.2.2.2 Spezifische Genexpression von KLK2

Analog hierzu erfolgte die Ergebnisauswertung fir den Marker KLK2.

Mittels RT-PCR konnte in insgesamt 215 LK (9,2%) eine erhdhte KLK2-Expression detektiert werden.
Von den 69 histopathologisch positiven LK waren 62 LK (89,9%) auch molekularbiologisch KLK2-

positiv, 7 LK (10,1%) wiesen kontrar zu den Ergebnissen der konventionellen Histopathologie keine
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entsprechende KLK2-Expression in der RT-PCR auf (10,1% der pN1-LK). Ergadnzend zur
histopathologischen Untersuchung konnten somit weitere 153 LK - entsprechend einem Anteil von 6,6%

- als nodal positiv identifiziert werden.

55 Patienten des Gesamtkollektivs (49,5%) wiesen in der KLK2-RT-PCR positive Befunde auf (moIN1),
darunter alle 28 histopathologisch positiv determinierten Patienten (25,2%, pN1/moIN1) sowie weitere
27 Patienten (24,3%) mit ausschlieBlich molekularbiologischen KLK2-Nachweis eines LK-Befalls
(PNO/moIN1).

Patienten mit histopathologisch positiven LK (pN1/moIN1) wiesen im Mittel 5,8 KLK2-positive LK auf
(Range 1 - 19 LK, Median 4 LK/Pat.), histopathologisch negative Patienten (pNO/moIN1) 1,6 KLK2-
positive LK (Range 0 — 6 LK, Median 1 LK/Pat.).

3.2.2.3 Vergleich der Detektionsmethoden
Durch die Kombination der Methoden Histopathologie sowie KLK2- bzw. KLK3-spezifischer RT-PCR
fanden sich in 294 der 2333 LK positive Befunde (12,6%), folglich waren in 2039 LK (87,4%) weder

histopathologisch noch molekularbiologisch lymphonodulare Metastasen zu detektieren.

Die Histopathologie detektierte 69 maligne infiltrierte Lymphknoten (23,5% der gesamten
Positivbefunde), molekularbiologisch lief3en sich 291 positive Nodalbefunde (99,0%) abbilden; fir den
Marker KLK3 waren 98,6% entsprechend 290 aller 294 detektierten metastasierten Lymphknoten positiv
zu testen, fiir den Marker KLK 2 73,1% entsprechend 215 LK des Kollektivs.

Die 291 molekularbiologisch positiven LK kénnen weiter unterteilt werden in 214 LK mit einer
gesteigerten Expression sowohl von KLK2 als auch KLK3 (73,5%), 76 LK mit einer alleinig signifikanten
Expression von KLK3 (26,1%) und einen einzelnen LK mit ausschlieRlichem Nachweis einer
Uberexpression von KLK2 in der RT-PCR (0,3%), siehe Abbildung 7.

Histopathologische und
molekularbiologische
Untersuchung

2333 LK
111 Patienten

molIN1
291 LK
60 Patienten

moINO
2042 LK
51 Patienten

KLK2+/KLK3-

KLK2+/KLK3+
214 LK
55 Patienten

KLK2-/KLK3+
76 LK
5 Patienten

1LK
0 Patienten

v

Abbildung 7: Marker-spezifische Identifikation molekularpositiver Patienten
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Von den 69 histopathologisch positiven Lymphknoten wiesen 66 LK auch molekularbiologisch erhéhte
Expressionslevel der molekularen Marker auf (95,7%), eine erhdhte Expression von KLK3 konnte in
allen 66 LK, eine Uberexpression von KLK2 in 62 LK (89,9%) gezeigt werden (siehe Abbildung 9).

Abziglich dieser simultan histopathologisch und molekularbiologisch positiven Lymphknoten wurden
somit in 225 der 2264 histopathologisch unauffallig bewerteten Lymphknoten (9,9%) mittels RT-PCR
okkulte Metastasen detektiert, 153 LK zeigen eine gesteigerte KLK2-Expression, 224 LK eine erhdhte
KLK3-Uberexpression. Simultan erhdhte Expressionslevel von KLK2 und KLK3 finden sich in 152 LK,
die alleinig gesteigerte KLK3- bzw. KLK2-Expression in 72 bzw. einem LK (siehe Abbildung 8).

molN1
291 LK

60 Patienten

pN1/molN1
66 LK
28 Patienten

pNO/molIN1
225 LK
32 Patienten

KLK2+/KLK3-
1LK
0 Patienten

KLK2+/KLK3+
152 LK
27 Patienten

KLK2-/KLK3+
72 LK
5 Patienten

KLK2+/KLK3-
0 LK
0 Patienten

KLK2+/KLK3+
62 LK
28 Patienten

KLK2-/KLK3+
4 LK
0 Patienten

Abbildung 8: Marker-spezifische Aufteilung ausgehend vom Molekularstatus

Anhand der histopathologischen Begutachtung kann eine N1-Situation bei 28 Patienten des
Gesamtkollektivs detektiert werden (25,2%), insgesamt 60 Patienten wiesen jedoch molekularbiologisch
positive LK auf (54,1%).

Alle 28 Patienten mit histopathologisch positivem Nodalstatus zeigten entsprechende Befunde auch in
der RT-PCR (pN1/moIN1), wahrend 32 Patienten ausschlief3lich tber die molekularbiologische Methode

als nodal positiv eingestuft werden konnten (pNO/moIN1).

55 der 60 molekularbiologisch positiven Patienten kdnnen Uber die simultane Erhéhung der Expression
von KLK2 und KLK3 identifiziert werden (91,7%), funf Patienten sind lediglich anhand einer signifikanten
KLK3-Genexpression zu klassifizieren (8,3%), diese wiesen alle ausschlief3lich einen KLK3-positiven
Lymphknoten auf.

Anhand der erhdhten KLK3-Expression kénnen somit alle 60 nodal positiven Patienten identifiziert
werden (100%), anhand einer signifikant erhéhten KLK2-Expression 91,7%.

Allein anhand einer erhdhten KLK3-Expression konnten 72 LK von 34 Patienten detektiert werden. Fur
keinen Patienten wurde der molekulare Status hingegen mittels des singularen Nachweises einer
gesteigerten KLK2-Expression determiniert (0,0%). Der einzelne ausschlieBlich KLK2-positive
Lymphknoten war bei einem Patienten (Gesamtstatus pNO/moIN1) mit insgesamt 4 molekularbiologisch
positiven LK (gesamt 30 LK) zu beobachten, von denen die ubrigen 3 LK sowohl eine erhdhte

Expression von KLK2 als auch KLK3 zeigten.
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Ebensowenig wird ausschlief3lich anhand der histopathologischen Einordnung der nodale Gesamtstatus
eines Patienten determiniert: sowohl die drei Patienten mit histopathologisch positiven, aber KLK2/3-
negativen LK in der RT-PCR als auch die drei Patienten mit histopathologisch positiven Befunden in LK
unter 3mm (und folglich Fehlen einer parallelen molekularbiologischen Beurteilung) wiesen jeweils
weitere LK mit sowohl histopathologisch als auch molekularbiologisch positiven Befunden auf, sodass
der Gesamtstatus aller Patienten abschlie3end als histopathologisch und molekularbiologisch positiv zu

bewerten waren (pN1/moIN1).

Fiar 51 Patienten konnte mit keiner der Methoden eine lymphatische Metastasierung nachgewiesen
werden (46,0%, pNO/moINO).

Molekularbiologisch positive (KLK2 u./0. 3), aber histopathologisch negative LK fanden sich haufiger bei
Patienten mit sowohl histopathologisch als auch molekularbiologisch nachgewiesenen Metastasen
(pPN1/moIN1-Patienten, 148 LK, im Mittel 5,3 LK/Patient) als im Patientenkollektiv ohne
histopathologisch positive Befunde (pNO/molIN1-Patienten, 77 LK bei im Mittel 2,4 LK/Patient), dies war
auch bei isolierter Betrachtung der nur KLK2-positiven, nur KLK3-positiven und kombiniert KLK2+3-

positiven Lymphknoten zu erkennen.

3.3 Topographische Verteilung der Lymphknoten

Die 2333 LK der insgesamt 3173 entnommenen LK, welche sowohl histopathologisch als auch
molekularbiologisch aufgearbeitet wurden, entstammten den acht vordefinierten Regionen der Aa.
iliacae externae und Fossae obturatoriae - im Sinne des Standard-LAE-Feldes - sowie darlUber hinaus
den Regionen der Aa. iliacae communis und internae als erweiterte Lymphadenektomie, schematisch
dargestellt in Abbildung 9.

1 A./V. iliaca communis rechts
2 A./V. iliaca communis links
3 A./V. iliaca interna rechts

4 A/V. iliaca interna links

5 A./V. iliaca externa rechts

6 A./V. iliaca externa links

7 Fossa obturatoria rechts

8 Fossa obturatoria links

1-8 Feld der ausgedehnten
Lymphadenektomie
5-8 Standard-LAE

Abbildung 9: Anatomische Lage der Resektionsfelder
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Die Verteilung aller resezierten Lymphknoten zeigt Abbildung 10. Im Standard-LAE-Feld fanden sich
1686 LK (entsprechend 72,3% aller Lymphknoten) mit einem Anteil von 659 LK (28,2%) im Bereich der
externen lliacalgefalle und 1027 LK (44,0%) im Bereich der Fossae obturatoriae. Konsekutiv verteilten
sich die Ubrigen 647 LK (27,7%) auf die Regionen der internen lliakalgefalle (338 LK, 14,5%) sowie
Vv./Aa. iliacae communis (309 LK, 13,2%).

162 LK 147 LK
6,9% 6,3%
27,7%
197 LK 141 LK
8,4% 6,0%
342 LK 317 LK
14,7% 13,6%
72,3%
567 LK 460 LK
24,3% 19,7%

Abbildung 10: Verteilung aller resezierten Lymphknoten

Abbildung 11 verbildlicht die topographische Lage der 69 histopathologisch positiven Lymphknoten.
Diese fanden sich zu 71,0% (49 LK) im Bereich der Standard-LAE-Felder mit 26 LK (37,7%) entlang
der AA./Vv. lliacae externae und 23 LK (33,3%) in den Fossae obturatoriae. Durch die erweiterte
Lymphadenektomie konnten weitere 20 LK (29,0%) detektiert werden, von welchen 12 LK (17,4%)
entlang der Aa./Vv. lliacae internae und 8 LK (11,6%) im Bereich der Aa./Vv. lliacae communis zu finden

waren.
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5LK
7,2%

3 LK*
4,3%
6 LK
8,7%
11 LK
15,9%

12 LK
17,4%

6 LK
8,7%

15 LK
21,7%

11 LK*
15,9%

~— | 29,0%

| 71,0%

Abbildung 11: Topographie der histopathologisch positiven LK

Fir die 291 KLK2- und/oder KLK3-positiven LK zeigt sich eine Verteilung mit 211 LK entsprechend
einem Anteil von 72,5% in den Regionen 5-8 im Sinne des Standard-LAE-Feldes und 27,5% der
Befunde (80 LK) aul3erhalb dieses Bereichs. 46% der positiven Lymphknoten finden sich in den Fossae
obturatoriae, weitere annahernd 27% entlang der Aa./Vv. iliacae externae (Abbildung 12).

15 LK 15 LK
5,2% 5.2%
— | 27,5%
10,3% 6,9%
28 LK 49 LK
9,6% 16,8%
— | 72.5%
73 LK 7 8 61 LK
25.1% 21.0%

Abbildung 12: Topographische Verteilung aller molekularpositiven LK (KLK2 und/oder KLK3)
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Die Unterteilung aller molekularbiologisch positiver Lymphknoten in die Untergruppen KLK2 mono (215
LK), KLK3 mono (290 LK) und KLK2/3 (214 LK) zeigt ein annahernd gleiches Verteilungsverhaltnis auf
die definierten Regionen (siehe Abbildung 13).

KLK2 mono KLK3 mono
21 LK; 10% 30 LK, 11%
ook ' 40 LK; 19% "
% ' 134 LK; 46% ' _ 501LK; 17%
_ 54 LK; 25% _ 16LK526%
= Regio 1+2 = Regio 3+4 « Regio 5+6 = Regio 7+8 = Regio 1+2 = Regio 3+4 « Regio 5+6 = Regio 7+8

KLK2/3 kombiniert

_211K; 10%

VA ouisx
’

_53 LK; 25%

100 LK; 47% _

= Regio 1+2 = Regio 3+4 = Regio 5+6 = Regio 7+8
Abbildung 13: Marker-spezifische Verteilung der molekularbiologisch positiven Lymphknoten

Die in Abbildung 14 dargestellten 225 ausschlief3lich molekularbiologisch positiven LK verteilten sich zu
72,4% auf das Feld der Standard-LAE mit nahezu der Halfte aller positiven LK in den Fossae
obturatoriae (49,8%). AulRerhalb der Standard-Regionen lagen 27,6% der LK, hiervon 16,9% im Bereich
der Aa./Vv. lliacae internae und noch 10,7% im Bereich der Aa./Vv. lliacae communis.
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14 LK 10 LK
6,2% 4,4%
= | 27.6%
24 LK 14 LK
10,7% 6.2%
171K 34 LK
7,6%
15,1%
7 8 — 72,4%
61 LK 51 LK
0,
27,1% 22.7%

Abbildung 14: Topographie der ausschlief3lich molekularbiologisch positiven LK

Der Abbildung 15 ist analog hierzu die Unterteilung der ausschlie3lich molekularbiologisch positiven LK
in die 153 KLK2-positiven, 224 KLKS3-positiven und 152 kombiniert KLK2-/KLK3-positiven LK zu
entnehmen, flr welche sich eine dhnliche Verteilung zeigt. Im Gebiet der Standard-LAE liegen 71,2%
(KLK2), 72,3% (KLK3) bzw. 72,3% (KLK2+KLK3), in den dartber hinaus gehenden Feldern 28% (KLK3)
bzw. 29% (KLK2, KLK2+3).
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pNO/molIN1 LK gesamt
24 LK, 10%

. 38LK,
17%

51 LK, 23%

112 LK, 50%

= Regio 1+2 = Regio 3+4 = Regio 5+6 = Regio 7+8

pNO/molIN1 KLK3
241K; 11%

' 38K
112 LK; 50% 7%
I . 50LK;22%

= Regio 1+2 = Regio 3+4 = Regio 5+6 = Regio 7+8

pNO/molN1 KLK2
15 LK; 10%

' __ 29LK;
19%

28 LK; 18%

811K; 53%

= Regio 1+2 = Regio 3+4 = Regio 5+6 = Regio 7+8

pNO/molIN1 KLK2/3

15 LK, 10%

A

27 LK, 18%

81 LK, 53%

= Regio 1+2 = Regio 3+4 = Regio 5+6 = Regio 7+8

Abbildung 15: Marker-spezifische Verteilung der ausschlie8lich molekularbiologisch positiven Lymphknoten

Abbildung 16 stellt die topographische Verteilung der pN1/moIN1 Lymphknoten dar. Die 66 kombiniert
histopathologisch und molekularbiologisch positiven LK verteilen sich mit einem Anteil von 72,7% auf
die vier Felder der Standard-LAE mit dem prozentual gréRten Anteil von 39,4% entlang den Aa./Vv.

iliacae externae. Die 27,3% der LK auf3erhalb der Regionen 5-8 verteilen sich zu zwei Dritteln im Bereich

der Aa./Vv. iliacae internae und zu einem Drittel entlang den Aa./Vv. iliacae communis.
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1 LK 5LK
1,5% 7,6%
— | 27,3%
6 LK 6 LK
9,1% 9,1%
11 LK 15 LK
16,7% 22, 7%
— | 72,7%
12 LK 10 LK
18,2% 15,2%

Abbildung 16: Topographische Verteilung der pN1/moIN1 Lymphknoten

Auch in der Gesamtauswertung aller 294 in einer der beiden Untersuchungsmethoden positiv
determinierter LK (Abbildung 17) spiegelt sich eine ahnliche Aufteilung der Befunde innerhalb (72,1%)
und aulerhalb (27,9%) des Feldes der Standard-LAE wider. In abnehmender Anzahl finden sich die
maligne infiltrierten Lymphknoten in den Regionen der Fossa obturatoria (45,9%), Aa./\Vv. iliacae
externae (26,2%), Aa./Vv. iliacae internae (17,0%) und Aa./Vv. iliacae communis (10,9%).

17 LK 15 LK
5,8% 51%
27,9%
30 LK 20 LK
10,2% 6,8%
28 LK 49 LK
9,5% 16,7%
72,1%
73 LK 62 LK
24,8% 21,1%

Abbildung 17: Topographie der molekularbiologisch und/oder histopathologisch positiven LK
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Die topographische Lage zeigte folglich eine flir alle Subgruppen vergleichbare prozentuale Verteilung
der Lymphknoten auf die Resektionsfelder mit anndhernd konstanter Aufteilung auf die Regionen der

Standard-LAE bzw. dariberhinausgehende Resektionsfelder wie in Abbildung 18 dargestellt.

Standard-LAE vs. ausgedehnte LAE

LK pN1/molN1

LK pNO/molIN1 - KLK2/3
LK pNO/molIN1 - KLK3
LK pNO/molIN1 - KLK2
LK pNO/molN1

LK moIN1 - KLK2/3 kombiniert
LK moIN1 - KLK3 mono
LK molN1 - KLK2 mono
LK moIN1

LK pN1

LK pN1 u./o. moIN1

LK gesamt

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

B Standard-LAE (Regio 5-8) B Ausgedehnte LAE (Regio 1-4)

Abbildung 18: Prozentuale Verteilung der LK auf die Felder der Standard- und ausgedehnten Lymphadenektomie

Anhand der topographischen Aufschlisselung kdnnen fir 52 der 60 nodal positiven Patienten (86,7%)
lymphonodulare Metastasen in den Feldern der Standard-LAE (Regionen 5-8) gezeigt werden, 23

Patienten (38,3%) weisen ausschlieRlich innerhalb dieser vier Regionen positive Nodalbefunde auf.

Bei insgesamt 37 Patienten (61,7%) finden sich in den Feldern 1-4 metastasierte Lymphknoten, entlang
der Aa./Vv. iliacae internae bei 30 Patienten (50%), entlang der Aa./Vv. iliacae communis bei 18
Patienten (30%). Jeweils vier Patienten (6,7%) waren nur anhand eines positiven Befundes in einer
dieser Regionen entsprechend zu klassifizieren. Diese acht Patienten (13,3%) weisen keine
histopathologisch und/oder molekularbiologisch positiven LK im Gebiet der Standard-LAE auf und sind

bzgl. ihres Nodalstatus somit mittels einer Standard-LAE nicht korrekt zu klassifizieren.

Bemerkenswert ist ferner, dass 15 Patienten (25%) anhand eines einzelnen LK-Befundes als nodular
positiv klassifiziert werden konnten, von welchen nur 60% im Standard-LAE-Feld (9 Patienten) und 40%

in den dartber hinausgehenden Felder der ausgedehnten LAE (6 Patienten) lagen.
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4. Diskussion

4.1 Studiendesign

Die durch das Ethikkomitee befirwortete Studie schloss nach entsprechender Aufklarung und
Zustimmung Patienten mit einem lokal operablen, stanzbioptisch gesicherten Adenokarzinom der
Prostata mit Vorhandensein von mittleren oder Hochrisikofaktoren (Gleason Score >= 7, PSA > 10
ng/ml, cT >= T2b) ohne vorangegangene Chemotherapie, praoperative antiandrogene Therapie oder
pelvine Strahlentherapie ein. Hierdurch konnte ein Einfluss einer neoadjuvanten Therapie auf das zu
untersuchende lymphatische Gewebe mit mdglicherweise Induktion von Veranderung des
Verteilungsmusters oder Einfluss auf die Vitalitdt der Zellen vermieden und der spontane
Krankheitsverlauf abgebildet werden.

Das mittlere Patientenalter mit 66 Jahren (44 — 82 Jahren mit 55% der Patienten zwischen 65 — 75
Jahren) bildete das empirisch durchschnittliche Erkrankungsalter von 70 Jahren in der
Allgemeinbevdlkerung anndhernd ab, der leichte Trend zu einem jingeren Studienkollektiv kann durch
die Einschlusskriterien der Studie mit Ausschluss von Patienten mit schweren kardiovaskularen,
pulmonalen, renalen, hepatischen oder hdmatopoetischen Erkrankungen sowie dem Vorhandensein
eines Zweitmalignoms mitbedingt sein.

Durch die Klassifizierung in Risikogruppen anhand der Kriterien pratherapeutischer PSA-Wert, Gleason-
Score und cTNM-Klassifikation im Sinne der D’Amico-Klassifikation (D'Amico et al.,1998) war eine
Zuordnung von 32 der 111 eingeschlossenen Studienpatienten (29%) in die ,intermediate risk“-
Kategorie und 79 Patienten (71%) in die ,high risk“-Gruppe mdéglich. Die Zugehorigkeit zu einer hdheren
Risikogruppe ist mit einer steigenden Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer lymphonodularen
Metastasierung verbunden (Briganti et al., 2006) und hat auch prognostische Bedeutung. So konnten
Eggener et al. in einem Patientenkollektiv von 11521 Patienten mit einer Prostatakrebs-spezifischen
Mortalitat nach RPE von 7% nach 15 Jahren fiir die Patientensubgruppe mit einer lymphonodularen
Metastasierung ein deutlich erhéhtes Risiko von 22-30% zeigen (Eggener et al., 2011).

Bei nur eingeschrankter Sensitivitdt und Spezifitédt der bildgebenden Verfahren wird im Rahmen der
praoperativen Stadiendiagnostik mit Hilfe von Nomogrammen (Partin et al., 2007, Briganti, MSKCC) die
Wahrscheinlichkeit des Vorliegens befallener Lymphknoten zu determinieren versucht. Diese basieren
analog zur Risikogruppierung nach D’Amico mafgeblich auf den Faktoren PSA-Wert, Gleason-Score
und cTNM-Klassifikation. In einer revidierten Version des Briganti-Nomogramms aus dem Jahr 2012
wird neben den klassischen Risikofaktoren (Gleason-Score, PSA, TNM-Stadium) auch die Anzahl
positiver Stanzbiopsien berlcksichtigt (Briganti et al., 2012), bei einem negativ pradiktiven Wert von
98% und einer Sensitivitat von 87.8% bzw. Spezifitit von 70.3% wurde als Indikation zur
Lymphadenektomie ein Cut-off bei einem Risiko von gré3er als 5% empfohlen. Diese Ergebnisse finden
Abbildung in den Empfehlungen der EAU. Der Einfluss positiver Stanzbiopsie-Raten sowie auch die
Korrelation zwischen Alter und Risiko einer systemischen Progression bzw. Mortalitat (D’Amico et al.,
2000; Siddiqui et al., 2006) fanden in der der Studie zugrundeliegenden Risikogruppierung jedoch keine
Berulcksichtigung.

In einem anhand dieser Kriterien selektionierten Patientenkollektiv mit 71% “high risk”-Patienten konnte
folglich eine hohe Rate nodal positiver Patienten mit ausgedehntem Metastasierungsmuster erwartet

werden.
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4.2 Materialgewinnung

421 Operatives Vorgehen

Die RPE als primare Therapieoption fir Patienten mit klinisch lokal begrenztem Prostatakarzinom senkt
signifikant die Haufigkeit einer Progression der Erkrankung, das Risiko einer Fernmetastasierung, die
prostatakarzinomspezifische Mortalitdt und die Gesamtmortalitdt verglichen mit einem palliativen
Vorgehen im Sinne einer ,Watchful Waiting“-Strategie (ProtecT-Studie; Hamdy et al., 2016; Wilt et al.,
2012; Bill-Axelson et al., 2011). Als Qualitatsindikatoren der RPE gelten neben dem tumorfreien
Absetzungsrand die Erhaltung der erektilen Funktion sowie der Harnkontinenz; in unserer Studie
erfolgte die operative Behandlung mittels offener radikaler retropubischer Prostatektomie durch vier
erfahrene Operateure der Urologischen Kilinik des Klinikums Rechts der Isar in Minchen, welche in
einem Drei-Jahres-Zeitraum (Februar 2010 bis Februar 2013) unter Beachtung des operativen
Standards und der Anfordernisse des Studienprotokolls die Lymphadenektomie entsprechend einem
vorgegebenen Schema mit acht separiert zu entnehmenden Resektionsfeldern durchflhrten. Hierdurch
konnten Einflisse durch Umwelt oder interindividuell verschiedene personelle Fahigkeiten minimiert und
die Vergleichbarkeit bzgl. Qualitat des operativen Vorgehens sowie Quantitat des resezierten Materials
optimiert werden.

Die anhand des definierten Templates entnommenen Proben der bilateralen Fossae obturatoriae sowie
der Bereiche um die externen, internen und communen lliakalgefaRe beider Seiten definierten ein
zwischen Aortenbifurkation kranial, Leistenkanal distal und lateral durch die Harnleiter begrenztes
Resektionsfeld mit insgesamt acht einzelnen Regionen, welche eine klare regionale Zuordnung jeder

einzelnen Probe ermoglichten.

4.2.2 Praparation der Proben

Durch ein Team von vier Doktoranden erfolgte unverziglich nach Enthahme der Lymphknoten die
Praparation des Gewebes parallel zur fortlaufenden Operation. Durch den systematischen Ablauf
entsprechend eines standardisierten Protokolls waren personenbezogene Einflisse zu minimieren und
Integritat der lymphonodularen Proben sowie Qualitat der Aufarbeitung zu optimieren. Durch die Arbeit
unter sterilen Bedingungen und die zeitnahe Kryokonservierung des Probenmaterials in flissigem

Stickstoff bei -80°C war eine bestmogliche Integritdtswahrung der RNA zu gewahrleisten.

Im Rahmen der Aufarbeitung der Proben flir die beiden Nachweisverfahren - die Histopathologie
entsprechend dem konventionellen, leitliniengerechten Vorgehen sowie der molekularbiologischen
Bewertung mittels PCR im Rahmen unserer Studie - wurden die Lymphknoten innerhalb von 10 Minuten
nach Entnahme aus dem anhaftenden Gewebe isoliert und entsprechend ihrer GroRRe prozessiert. Um
eine mdglichst homogene Beurteilung in beiden Untersuchungsverfahren zu gewahrleisten, erfolgte die
Aufteilung eines jeden Lymhknotens in drei Teile, von denen die lateralen Anteile mit einem Volumen
von 10% bzw. 50% der Gesamtmasse in Formalin fixiert der Pathologischen Klinik des Klinikums Rechts
der Isar zur histopathologischen Aufarbeitung zugeflihrt wurden, ein jeweils 40%iger Anteil wurde zur
spateren Aufarbeitung mittels RT-PCR ummantelt von steriler Alufolie unverziglich bei -80°C
kryokonserviert. Lymphknoten Gber 20mm wurden zunachst zerteilt und jedes Teilstlick entsprechend

bearbeitet; lymphododuldre Proben unter 3mm konnten ausschlieRlich histopathologisch bewertet
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werden. Durch die abschnittsweise Aufteilung des Lymphknotens war die bestmdgliche Darstellung des
Gewebebildes in der histopathologischen Aufarbeitung sicherzustellen. Eine inhomogene Durchsetzung
eines Lymphknotens mit lokalisierten metastatischen Zellabsiedlungen kann zu falsch-negativen
Untersuchungsergebnissen fuhren, sollten diese in einem der praparierten Materialanteile nicht erfasst
sein. Die histopathologische Untersuchung erfordert hierbei im direkten Vergleich zur
molekularbiologischen Methode eine lokalisiert hdhere Dichte maligner Zellen. Durch die exakte
Bezeichnung und Katalogisierung der Proben war im Weiteren zu jedem Zeitpunkt eine exakte
Zuordnung der Proben bzgl. Lokalisation und die Korrelation der Proben zwischen den

Untersuchungsvarianten maoglich.

4.2.3 Einflisse auf die Probengewinnung und Qualitdt der angewandten Methoden der Detektion
vereinzelter Turmozellen im lymphatischen Gewebe
Verschiedene Faktoren fihrten zu einem Verlust von lymphonoduldarem Material fiir die weitere
Untersuchung. So konnte nicht bei allen Patienten Material aller acht Regionen enthommen werden,
ursachlich hierfir war z. B. eine eingeschrankte Mobilisationsfahigkeit durch Verwachsungen im
Operationsgebiet. Zudem konnten in der histopathologischen Untersuchung des entnommenen
Restgewebes im Rahmen der perioperativen Praparation nicht isolierte Lymphknoten detektiert werden,
welche jedoch aufgrund ihrer Grofde einer Untersuchung in beiden Methoden ohnehin nicht zuganglich
gewesen waren.
Lymphknoten unter einem Durchmesser von 3mm gingen flir die molekularbiologische Begutachtung
verloren, da ihr Volumen bei einer weiteren Unterteilung keine suffiziente Menge an
Untersuchungsmaterial erlaubt hatte und im Sinne der Qualitatssicherung priméar eine regelhafte
histopathologische Beurteilung des Gewebes entsprechend den Empfehlungen der Leitlinien erfolgen
musste. Neben der rein technischen Limitierung der Zerteilung sehr kleiner lymphonodularer Proben
muss auch die fiur die RT-PCR bzw. die Amplifikation mit Hilfe einer Tag-Polymerase sinnhafte
Mindestmenge an Template vorzulegen sein. Die theoretische Kompetenz der PCR zur Amplifikation
eines einzelnen Genproduktes ist in der Praxis bei Vorhandensein eines ,Grund- bzw.
Hintergrundrauschens® eingeschrankt sensitiv. Durch die Standardisierung der Probenmenge und
Normalisierung der Ergebnisse gegen Referenzgene konnten ein quantitativer Mangel an
Probenmaterial oder eine zu geringe Sensitivitat des Ansatzes jedoch ausgeschlossen werden.
Die héhere Sensitivitat der PCR gegeniber konventionell-histopathologischer Methoden konnte jedoch
in friheren Studien bereits belegt werden (Deguchi et al., 1993; Martinez-Pifieiro et al., 2003).
In den 762 LK (24%) mit ausschlieBlich histopathologischer Bewertung wiesen jedoch drei
lymphonodulare Proben bereits mikroskopisch eine Mikrometastasierung auf, sodass unter
Berucksichtigung der hdheren Sensitivitdt der PCR bzgl. der Detektion einer Mikrometastasierung
retrospektiv sogar von einer hoheren Rate eines histopathologisch nicht erkenntlichen Befalls auch
dieser primar nicht suspekten LK auszugehen ist. Eine Optimierung der histopathologischen Methode
durch die Untersuchung feinerer Schnitte oder Erganzung immunhistochemischer Untersuchungen
kénnte auch hier die Detektionsrate sehr kleiner Absiedlungen metastatischer Zellen steigern, hierbei

muss jedoch der erhebliche Personal- und Kostenmehraufwand bertcksichtigt werden.
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4.2.3.1 Degradierung der RNA

Entscheidend fiir die Qualitadt der RT-PCR ist der Erhalt der Probenintegritdt im Rahmen der intra-
/perioperativen Gewinnung und Weiterverarbeitung. Die als Ausgangsmatrize fir die Synthese der
cDNA dienende natirliche RNA der Zellen ist auBerst anfallig fir den Abbau durch ubiquitar
vorkommende Ribonukleasen (RNasen), welche eine Degradierung der RNA mit konsekutivem Verlust
der Information zur Folge haben. Zum Schutz des empfindlichen Materials erfolgte daher nach
Resektion der Proben deren umgehende Kihlung und rasche Weiterverarbeitung unter Verwendung
ausschlieRlich RNase-freier Materialen. Die praparierten Lymphknoten wurden bis zur weiteren
Verarbeitung bei -80°C schockgefroren, alle weiteren Verarbeitungsschritte erfolgten bis zur
Stabilisierung der RNA durch Inaktivierung der RNasen mittels RNA later im Rahmen der Guanidium-
Thiocyanat-Phenol-Chloroform-Methode ebenso auf Eis. Die Durchsetzung des Gewebes durch RNA
later bewirkt durch dessen hohe Konzentrationen an quartdren Ammonium- und Caesiumsulfaten ein
Ausfallen der RNasen sowie DNasen und Proteasen, sodass eine weitgehend zeitunabhangige
Weiterverarbeitung unter Raumlufttemperatur moglich war. Somit war die Konservierung der maximalen
Menge an RNA zu gewahrleisten und konsekutiv ein Informationsverlust fir die Ergebnisse der RT-PCR

zu vermeiden.

4.2.3.2 Entdifferenzierung der Zellen

Unabhangig von der Qualitat der Methodik haben jedoch auch die Tumorzellen selbst Einfluss auf das
Ergebnis der PCR. Eine Entdifferenzierung der Zellen flhrt zu einer Veranderung der Zellstruktur bis
zum Verlust der Zelltyp-definierenden Merkmale i. S. einer Anaplasie. Schlecht differenzierte
Tumorzellen zeichnen sich unter Umstanden durch eine niedrigere Produktion von PSA oder anderen
zelltypischen Markern aus, sodass hier ein inverses Verhaltnis zwischen Malignitat bzw. Invasivitat und
Hohe der Expression der Zellproteine/Tumormarker besteht. Folglich resultieren falsch-negative
Ergebnisse in der Aufarbeitung der Zellen. Aber auch andere Gewebe exprimieren PSA sowie KLK2
(Olsson et al., 2005), sodass in solchen eine Dysregulation mit Uber-Expression von Zellmarkern durch
nicht-prostatische Malignome oder andere Grund-/Nebenerkrankungen moglich ware, welche falsch
positive Ergebnisse bedingen kénnen. Durch die Ausschlusskriterien des Studienprotokolls und eine

selektive Markerauswahl wurden diese Fehlerquellen zu umgehen versucht.

4.2.4 Kontrolle, Sensitivitat und Spezifitdt der RT-gPCR

Die Uberpriifung der RT-PCR erfolgte anhand der Expression von Referenzgenen als ubiquitar
unabhangig von Veranderungen der Zelle selbst oder dul3eren Einflissen exprimierte, nicht-regulierte
Gene, deren Auswahl wir mit Hilfe der von Vandesompele et al. beschriebenen gNorm-Analyse-
Software aus einer Testreihe mit insgesamt sechs Genen bestimmten. Aufgrund ihres weitgehend
stabilen Expressionsmusters in lymphonodularem Gewebe wurden hierfir Hypoxanthinphosphoryl-
Transferase 1 (HPRT1) und Ubiquitin C (UBC) ausgewahlt. Jeder Probenansatz wurde Uber die
Expression von HRPT1 und UBC auf seine Plausibilitdt gepruft, beide Gene konnten in allen

untersuchten Proben detektiert werden.

In LnCAP-Verdinnungsreihen konnte die Sensitivitat des PCR-Ansatzes flr die entsprechenden Marker

als Detektion einer LnCAP-Zelle bzw. einer Anzahl von 10 KLK2/3-Kopien in je einer Millionen
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mononuklearer Zellen des peripheren Blutes (PBMC) bestimmt werden. Anhand der
erwartungsgemafen Expression der Marker KLK3 und KLK2 in den Positivkontrollen der einzelnen
Reaktionsansatze unter Verwendung von LnCAP-Zellen war die korrekte Versuchsdurchfihrung zu
kontrollieren. Eine falsch-positive Amplifikation der untersuchten Marker war durch eine Negativkontrolle
(non-template-control) der Ansatze mittels Ersatzes der aus den lymphatischen Gewebeproben
extrahierten cDNA durch Wasser zu detektieren. Der Nachweis eines Genprodukts in einem dieser
Ansatze ohne Addition unserer cDNA als Replikationsgrundlage zeigt eine Kontamination der
verwendeten Materialien oder Reagenzien durch fremde Nukleinsduren an, dies konnte in den

durchgefiihrten Reaktionen ausgeschlossen werden.

Die Spezifitdt der Methodik konnte durch den Vergleich der Ergebnisse gegen die entsprechenden
Expressionslevels der Marker in Lymphknoten gesunder Probanden gezeigt werden. Als Kontrollgruppe
dienten 143 nach Zystoprostatektomie mit Lymphadenektomie bzgl. des Vorliegens eines
Prostatakarzinoms histopathologisch negativ getestete Lymphknoten von 25 mannlichen Blasentumor-
Patienten. Im Vergleich zur Héhe der Expression von KLK3 und KLK2 in diesen in friheren Versuchen
einer Arbeitsgruppe unserer Klinik anhand von CK20 auch bzgl. des Vorliegens eines Blasenkarzinoms
negativ definierten Lymphknoten (Retz et al., 2001) wurde ein Grenzwert flr den molekularen Nachweis

des Vorliegens einer lymphatischen Metastasierung bestimmt, bei dessen Uberschreiten eine N1-

Situation zu definieren war.

4.3 Ergebnisbewertung

Neben den in der pratherapeutischen Diagnostik in Nomogrammen bertcksichtigten Risikofaktoren
kommt dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen eine hohe prognostische Bedeutung zu
(Briganti et al., 2009). Hierbei spielen sowohl die Sensitivitdt der Detektionsmethode als auch die

Ausdehnung der Lymphadenektomie und Anzahl untersuchter Lymphknoten eine entscheidende Rolle.

In einem Literatur-Review aus dem Jahr 2017 wurde die Lymphadenektomie als diagnostische
MalRnahme zur Beurteilung des Ausbreitungsstadiums weiterhin als unumganglich eingestuft (Fossati et
al., 2017). Die therapeutische Bedeutung der Lymphadenektomie bleibt hierbei jedoch weiter unsicher,
ein Einfluss auf das Gesamt-Uberleben konnte nicht, eine Auswirkung auf das Prostatakrebs-
spezifische Uberleben nur in retrospektiven Studien gezeigt werden (Fossati et al., 2017; Chen et al.,
2019). Potentiell kurativer Nutzen liegt jedoch in der Resektion metastatischer Lymphknoten bei
Patienten mit einem nur limitierten, ergo vollstandig resezierten nodalen Befall zum Zeitpunkt der
Operation, zudem kann indirekt tGber die Auswahl und das Ausmal der adjuvanten Therapie anhand
der Erkenntnisse der Lymphadenektomie Einfluss auf den Krankheitsprogress (biochemisches Rezidiv,
klinisch apparente Metastasierung) und die Prostatakrebs-spezifische Mortalitdt genommen werden
(Fossati et al., 2017, Abdollah et al., 2014, Bader at al 2003, Seiler et al., 2014).

4.3.1 Nachweis einer (Mikro-)Metastasierung

Die héhere Sensitivitat der quantitativen RT-PCR im Vergleich zur konventionellen histopathologischen
Aufarbeitung konnte in der vorliegenden Arbeit eindeutig gezeigt werden.
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Die KLK3-spezifische RT-PCR identifizierte alle histopathologisch nodal positiven Patienten und
korrigierte durch die Detektion okkulter Metastasen den Anteil nodal positiver Patienten von 25,2% auf
54,1% des Gesamtkollektivs. 99% aller metastasierten Lymphknoten waren molekularbiologisch,
demgegenuber nur 23,5% auch in der konventionellen Histopathologie zu detektieren.

Dies bestatigt frihere Studienergebnisse, welche die hdhere Sensitivitdt der RT-PCR bzgl. der
Detektion okkulter Metastasen sowie deren Bedeutung als prognostischer Marker validiert hatten.
Miyake et al. konnten bereits zeigen, dass mittels RT-PCR(KLK3/PSMA) mehr nodal positive
Lymphknoten detektiert werden kdnnen als mittels der konventionellen histopathologischen
Untersuchung und diese okkulten Metastasen einen unabhangigen prognostischen Marker bzgl. des
biochemisch rezidivfreien Uberlebens darstellen.

Neben KLK3 als etabliertem, Prostata-spezifischem Marker wurde in der vorliegenden Arbeit Kallikrein
2 als molekularer Tumormarker untersucht. KLK2 ist ein von prostatischen Epithelzellen exprimiertes,
Androgen-reguliertes Protein mit einer zu KLK3 zu etwa 80% identischen Aminosaurestruktur
(Schedlich et al., 1987), dessen Ubersteigerte Expression bei Prostatakarzinompatienten neben dem
Ausmald der Zellentartung auch mit der Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer lymphonodalen
Metastasierung korreliert (Darson et al., 1999; Slawin et al., 2000).

In friheren Arbeiten konnte fir die Detektion von KLK2 mittels RT-PCR in histopathologisch
unauffalligen Lymphknoten eine Assoziation mit einer Progression der Erkrankung sowie dem
Prostatakrebs-spezifischen Uberleben aufgezeigt werden, auch ein Einfluss auf das Ansprechen einer
adjuvanten Radiotherapie war abzubilden (Shariat et al., 2003). Ein Uber die Informationen der KLK3-
spezifischen PCR hinausgehender Erkenntnisgewinn war im Vergleich jedoch bislang nicht belegt
worden (Kurek et al., 2004). Unsere Ergebnisse stehen in Kongruenz hierzu, die KLK2-spezifische RT-
PCR verbessert die Detektionsrate metastasierter Lymphknoten und konsekutiv nodal positiver
Patienten im Vergleich zur konventionellen Histopathologie. Gegenuber KLK3 zeigt es sich jedoch
bezlglich der Identifikation histopathologisch positiver Lymphknoten (89,9% KLK2 vs. 95,7% KLK3),
sowie histopathologisch negativer Metastasen (68,0% KLK2 vs 99,6% KLK3) unterlegen und identifiziert
insgesamt eine geringere Anzahl nodal positiver Patienten (55 Patienten KLK2 vs. 60 Patienten KLK3).
Demgegeniber identifiziert KLK3 99,3% der KLK2-positiven Lymphknoten und 100% der anhand von
KLK2 detektierten Patienten. Fur die Anwendung von KLK2 als molekularem Tumormarker kann
demnach zwar eine hinreichende Sensitivitat gezeigt werden, eine verbesserte Aussagekraft gegentiber
oder durch Kombination mit KLK3 ergibt sich jedoch nicht.

Zu bemerken ist auch die hdhere Nachweisrate molekularer Metastasen bei histopathologisch
nodalpositiven Patienten (pN1). Unter Zusammenschau der Befunde muss somit bei
histopathologischer Detektion einer nodalen Metastasierung von einer bereits deutlich ausgedehnteren
molekularen Metastasierung ausgegangen und die Sensitivitdt der konventionellen Methode im
Rahmen der Ausbreitungsdiagnostik konsekutiv als eingeschrankt bewertet werden. Eine Limitierung
der Anwendung der RT-PCR zur Bestimmung des Nodalstatus bei Prostatakarzinompatienten stellt

allerdings der hohe technische und materielle Aufwand ihrer Anwendung dar.
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Zudem ist aufgrund der fehlenden topographischen Lageabbildung der Tumorzellen innerhalb des
Lymphknotens bei der RT-PCR eine Detektion und konsekutive Fehlinterpretation von zirkulierenden
Tumorzellen als lymphonodular verankerte Mikrometastase mdglich, unter Berlcksichtigung der
minimalen Kopienanzahl des zu exprimierenden Gens in der PCR als auch unter Zusammenschau der
eindricklichen Korrelation des Nachweises einer molekularen Metastasierung mit den Ergebnissen der

histopathologischen Untersuchung erscheint dies als signifikante Fehlerquelle jedoch unwahrscheinlich.

4,3% der histopathologisch positiven Lymphknoten und 76,5% der molekularbiologisch positiven
Lymphknoten zeigen kein entsprechendes Korrelat in der jeweils anderen Untersuchungsmethode.
Ursache flr eine Positivitat in nur einer Untersuchungsmethode, RT-PCR oder Histopathologie, kann
eine ungleichmaRige Verteilung der Tumorzellen im befallenen Lymphknoten mit unabsichtlicher
Isolation des Befundes in einem Anteil des Lymphknotens im Rahmen der Zerteilung bei der
perioperativen Lymphknotenpraparation sein. Ebenso denkbar sind Untersucher-bezogene oder
technische Fehler i. S. falsch-negativer Befunde im Rahmen der weiteren Aufarbeitung. Die insgesamt
hohe Korrelation zwischen histopathologischen und molekularbiologischen Ergebnissen spricht jedoch
fur eine sehr gute methodische Qualitat.

4.3.2 Topographische Beurteilung und klinische Bedeutung

GemalR S3-Leitlinie Prostatakarzinom sollten bei lokal begrenzten Karzinomen im Falle einer LAE
mindestens 10 LK als Mittelmal} der Ergebnisse der Studien von Briganti und Joselyn (Briganti et al.,
2006; Joslyn et al., 2006) im Standard-Feld der Fossae obturatoriae sowie der Aa./V\v. iliacae externae
reseziert werden. Fur lokal fortgeschrittene Tumoren wird unter Abwagung von Morbiditat und
Sensitivitat die Durchflhrung einer extendierten LAE - die Regionen der Vena iliaca externa, Arteria
iliaca interna und Fossa obturatoria sowie der Lymphknoten medial der A. lliaca interna umfassend -
empfohlen (Burkhard et al.,2005; Heidenreich et al., 2002; Stone et al., 1997). Bei Resektion von im
Durchschnitt 27 LK/Patient, Enthahme von 97% der pradefinierten Resektionsfelder (68% der fehlenden
LK-Felder betrafen den Bereich der Aa./Vv. iliacae communis) mit vollstandiger extendierter LAE gemaf}
Resektionsschema der Studie bei 86,5% der Patienten wurden die Qualitédtsstandards der S3-Leitlinie
erfullt. Unter Bericksichtigung der direkten Korrelation zwischen der Anzahl entnommener
Lymphknoten und der Wahrscheinlichkeit des Nachweises einer lymphonodularen Metastasierung

(Briganti et al., 2006) sind die Ergebnisse der Arbeit als reprasentativ zu erachten.

Mehrere Studien konnten zeigen, dass die Wahrscheinlichkeit der Detektion von Metastasen mit dem
Ausmal} der Lymphadenektomie korreliert und eine Begrenzung des Eingriffs im Sinne einer ,limited”
bzw. ,Standard“-Lymphadenektomie nur einen Teil der moéglichen Metastasierungsfelder umfasst
(Touijer et al, 2007, Bader et al., 2002; Weckermann et al., 2007).

Auch in unserem Kollektiv lasst sich fir bis zu 50% der Patienten eine Metastasierung auferhalb der
als Standard-LAE bezeichneten Region darstellen, neben Befunden entlang den Aa./V.. iliacae internae
waren bei 30% aller Patienten auch im Bereich der Aa./Vv. iliacae externae positive Lymphknoten zu
finden. Eine Rationale fir die Ausdehnung der Standard-LAE auf die Bereiche der Aa./Vv. iliacae

internae sowie communis stellen die therapeutisch relevante Identifikation weiterer nodal positiver
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Patienten (jeweils 6,7% pro Region) sowie die potentielle Kuration fiir 40% der Patienten mit einer
limitierten nodalen Metastasierung (singulare Lymphknotenmetastase) durch eine erweiterte LAE
(Fossati et al., 2017; Bader et al., 2003) dar.

Wahrend die molekularbiologische Methode die Identifikation nodal positiver Patienten im Vergleich zu
histopathologischen Untersuchung in den Regionen der Standard-LAE nicht verbessert, fallt in den
Feldern der erweiterten LAE eine gesteigerte Detektion okkulter Metastasen mit Nachweis einer hohen
Anzahl ausschlieRlich molekularbiologisch positiver Lymphknoten auf. Durch Erweiterung der LAE in
Kombination mit der RT-PCR zur Detektion okkulter Metastasen kénnen folglich falsch-negative

Ergebnisse deutlicher als durch eine der Mal3nahmen alleine reduziert werden.

Die weitere Bedeutung der ausgedehnten Lymphadenektomie hinsichtlich Overall Survival, Progression
Free Survival und Cancer-specific Mortality auflerhalb von Stadiendiagnostik und adjuvanter
Therapieindikationsstellung muss weiter evaluiert werden, eine hinreichend sichere, einheitliche

Studienlage zur Beantwortung dieser Fragen existiert aktuell nicht.

44 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit der Detektion klinisch okkulter Metastasen in regionalen
Lymphknoten beim nicht-metastasierten Adenokarzinom der Prostata. Neben der Aufarbeitung in der
konventionellen Histopathologie wurde mittels quantitativer RT-PCR die Expression von KLK3 sowie
KLK2 in den lymphonoduldren Proben untersucht; es wurde sowohl die Sensitivitdt der Methodik im
Vergleich zur konventionell histopathologischen Beurteilung analysiert als auch die topographische
Lage maligne infiltrierter Lymphknoten hinsichtlich ihrer Bedeutung fir die Ausdehnung der

Lymphadenektomie bewertet.

Die Arbeit konnte zeigen, dass der molekularbiologische Nachweis mittels RT-PCR
Tumorzellabsiedelungen in lokoregionaren Lymphknoten zuverlassig zu identifizieren vermag und eine
im Vergleich zur konventionell histopathologischen Untersuchung verbesserte Detektionsrate aufweist.
Neben KLK3 konnte auch KLK2 als geeigneter molekularer Tumormarker fur diese Fragestellung
determiniert werden, eine Kombination von KLK2 und KLK3 flhrte jedoch zu keiner signifikanten
Steigerung der Sensitivitat, bzgl. des Nutzens von KLK2 als prognostischer bzw. Verlaufsparameter
sind weitere Studien erforderlich.

Daruber hinaus war anhand der topographischen Verteilung der nachgewiesenen Mikrometastasen
eine Rationale fiur die Durchfihrung einer ausgedehnten Lymphadenektomie innerhalb der
anatomischen Grenzen der Aortenbifurkation nach kranial, der Harnleiter nach lateral und dem Canalis
inguinalis distal im Vergleich zu einer Einschrankung der Resektionsfelder auf die klassischen Regionen
der Fossae obturatoriae und den Bereich der Aa./Vv. iliacae externae aufzuzeigen. Durch die
molekularbiologische Methodik kann insbesondere die Anzahl der detektierten okkulten Metastaen in
den Feldern der erweiterten LAE gesteigert werden. Auch unter der Annahme eines potentiell kurativen
Effekts flr Patienten mit nur sehr begrenzter lymphonodaler Metastasierung gewinnt eine friihzeitige
radikale Lymphadenektomie Bedeutung.
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Ein Einfluss des verbesserten nodalen Stagings zeigt sich dartber hinaus primar bei der Entscheidung
Uber eine moglicherweise erforderliche adjuvante Therapie, der prognostische Einfluss ist nicht Inhalt

der Fragestellung dieser Arbeit und erfordert weitere Forschung.
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5. Anhang

5.1 Abkurzungsverzeichnis
A. Arteria
Aa. Arteriae
Abb. Abbildung
aLA ausgedehnte Lymphadenektomie
Aqua bidest. Aqua bidestillata
AS Active surveillance
bp Basenpaar
bzw. beziehungsweise
cDNA Copy-Desoxyribonukleinsaure
Cis Carcinoma in situ
cm Zentimeter
cm? Quatratzentimeter
CP Crossing Point
Ct Cycle Threshold
CTC zirkulierende Tumorzellen
CSS cancer-specific survival, krebsspezifische Uberlebensrate
°C Grad Celsius
Def. Definition
dest. destilliert
d. h. das heif3t
DHT Dihydrotestosteron
DNA Desoxyribonukleinsaure
dNTP 2’-Desoxyribonuleosid-5-Triphosphat
DRU Digital-rektale Untersuchung
DTC Disseminated tumor cells, isseminierte Tumorzellen
et al. et alii
g Gramm
g ~ochleuderziffer®, Zahl der mittleren Erdbeschleunigung
GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
GmbH Gesellschaft mit beschrankter Haftung
HKG Housekeeping-Gen
H20 Wasser (Summenformel)
HPRT1 Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1
IGRT Image Guided Radiotherapy
IMRT Intensity-modulated radiation therapy
int. international
kb Kilobasen

(h) KLK1/2/3/4
LAE

(humanes) Kallikrein 1/2/3/4
Lymphadenektomie
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LK

MO
MgClI2
mi

min
mind.
mm
ng

nm

Nr.
NTC
oD
PBMC
PCa
P9
PSA
gRT-PCR
RGE
RNA
RP
RPL 13
RPM
RT
RT
RT

sec

S. 0.
S. u.
Tab.
TNM
TUR-P
TRUS
u. a.
UBC
uiCC
VS.
w&w
z. T.

Lymphknoten

Mikro

keine Fernmetastasierung
Magnesiumchlorid

Milliliter

Minute

mindestens

Millimeter

Nanogramm

Nanometer

Nummer

non-template control

optische Dichte

Peripheral blood mononuclear cells
Prostatakarzinom

Pikogramm

Prostata-spezifisches Antigen
quantitative Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion
relative Genexpression
Ribonukleinsaure

radikale Prostatektomie

Ribosomal Protein L13

revolution per minute

Reverse Transkriptase

radio therapy, Strahlentherapie
Drehzahl (Zentrifuge)

siehe

Sekunde

siehe oben

siehe unten

Tabelle

Tumor, Lymphknoten, Metastasen
Transurethrale Resektion der Prostata
Transrektaler Ultraschall

unter anderem

Ubiquitin C

Union internationale contre le cancer
versus

watch&wait

zum Teil
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Curriculum vitae
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