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1 Einleitung

Das Prostatakarzinom ist das hiufigste Karzinom des Mannes und stellt in Deutschland die
dritthdufigste krebsbedingte Todesursache beim ménnlichen Geschlecht dar [RKI 2008].

Die Entstehungsmechanismen des Prostatakarzinoms sind bislang nur unvollstindig
aufgeschliisselt. Verschiedene chromosomale Verdnderungen sind beim Prostatakarzinom
gehduft vorzufinden, darunter Verluste von Chromosomenabschnitten auf 6q, 7q, 8p, 9p, 10q,
12p, 13q, 16q, 17p, 18q bzw. Zugewinne der Chromosomen 7 und 8q [De Marzo 2001].
Derartige genetische Alterationen fithren zu zahlreichen molekularen Verdanderungen, unter
anderem Mutation bzw. Verlust der Tumorsuppressorgene p53 und PTEN, Aktivierung der
Telomerase, Herunterregulierung des Zelladhédsionsmolekiils E-Cadherin oder Inaktivierung
der Glutathion-S-Transferase und des Ostrogenrezeptors o [Foley 2004].

Die sehr unterschiedlichen Verlaufsformen der Erkrankung sind bislang kaum zu erkldren.
Wihrend einige Karzinome latent bleiben und bei den Betroffenen lebenslang zu keinerlei
Beschwerden fiihren, zeigen andere einen sehr aggressiven Verlauf mit frithzeitiger
Metastasierung. Insgesamt verstirbt etwa jeder 5. Patient an seinem Prostatakarzinom [Jemal
2008]. Die bislang etablierten Prognosefaktoren des Prostatakarzinoms konnen den Verlauf
der Erkrankung nicht prazise vorhersagen [Ross 2003]. Es besteht daher ein Bedarf an neuen
Prognosefaktoren, um Entscheidungen hinsichtlich der Notwendigkeit aggressiver Therapie-
maBnahmen zielsicherer treffen zu konnen.

Seit der Entdeckung des Gas6/Axl-Signalwegs im Jahre 1995 konnten zahlreiche Funktionen
des Tyrosinkinaserezeptors Axl und seines Liganden Gas6 nachgewiesen werden wie z.B.
Regulation von Zellproliferation, -migration, -adhiision, Apoptose und Onkogenese. Uber die
Expression von Gas6 und Axl sowie deren prognostische Relevanz im Prostatakarzinom ist

bislang jedoch noch wenig bekannt.



1.1 Die Prostata

Die Prostata gehort zusammen mit den Hoden, den Nebenhoden und den Samenblasen zum
inneren Genitale des Mannes. Die Prostata des Erwachsenen ist ungefihr kastaniengrof3 und
wiegt etwa 20 g. Sie liegt kaudal der Harnblase und umschlieft den ersten Abschnitt der
Harnrohre, die Pars prostatica urethrae [Benninghoff 2003, Hautmann 2006a, Soékeland
2004a]. Die Symphyse befindet sich ventral, die Rektumampulle dorsal der Prostata. Von hier
aus ldsst sich die Prostata bei der rektalen Untersuchung ertasten.
Das Organ besteht aus 30 — 50 tubuloalveoldren Einzeldriisen, die von Bindegewebe und
glatten Muskelzellen umgeben sind und am Colliculus seminalis in das Lumen der
prostatischen Harnréhre miinden [Sokeland 2004a]. Die Prostata besitzt keine durchgingige,
histologisch klar abgrenzbare Organkapsel. In einigen Arealen existiert eine fibromuskuldre
Begrenzung (im Folgenden als ,,Kapsel bezeichnet) zur Umgebung, insbesondere im Bereich
des Apex und der Basis reichen die Prostatadriisen jedoch bis unmittelbar an die Organgrenze
heran [Ayala 1989, Jocham 2007].
Nach McNeal wird die Prostata in vier Zonen gegliedert [McNeal 1981]:
e Die periphere Zone liegt kaudal und peripher und hat mit {iber 70% den grof3ten Anteil
am Prostatagewebe. Die meisten Prostatakarzinome entstehen in dieser Region.
e Die zentrale Zone ist um die Ductus ejaculatorii lokalisiert und macht etwa 25% des
Organs aus.
e Die Transitionalzone nimmt ca. 5 — 10% des Driisengewebes ein. Dort entsteht durch
Proliferation von Driisengewebe und Stroma die benigne Prostatahyperplasie (BPH).
e Die anteriore Zone aus fibromuskuldrem Stroma bildet die gesamte Vorderfliche der
Prostata.
Die Prostata produziert ein diinnfliissiges, farbloses, leicht saures Sekret, welches etwa 15 —
30% der Fliissigkeitsmenge des Ejakulats ausmacht. Dieses Sekret enthélt zahlreiche
Substanzen, die u.a. die Motilitdt und Befruchtungsfahigkeit der Spermatozoen beeinflussen
und das Ejakulat verfliissigen.
Die Prostata ist ein hormonsensitives Organ. Durch das Enzym S5a-Reduktase, welches
insbesondere im Stroma eine hohe Aktivitit aufweist, wird Testosteron in das stirker
wirksame Dihydrotestosteron (DHT) umgewandelt. Die periurethralen Anteile der Prostata
sind stirker Ostrogensensitiv, weshalb die altersbedingte Erhohung des 17-B-Ostradiol/
Testosteron-Quotienten zu einer Hyperplasie dieses Areals fithrt, wihrend die

testosteronsensitiven peripheren Anteile der Prostata atrophieren [Bocker 2001].



Der histologische Aufbau der Driisen ist durch ein zwei- bis mehrreihiges hochprismatisches
Epithel gekennzeichnet. Die Driisenzellen exprimieren und sezernieren u.a. saure Phosphatase
(PAP) und Prostata-spezifisches Antigen (PSA). Die an der Basalmembran gelegenen
Basalzellen stellen Vorlduferzellen der Driisenzellen dar, von denen aus die Regeneration des
Prostataepithels erfolgt. Weitere Zelltypen sind die endokrinen Zellen, die u.a. Serotonin
enthalten und eine wichtige Rolle bei der lokalen Steuerung der Sekretionsprozesse spielen

[Benninghoftf 2003].

1.2 Das Prostatakarzinom
1.2.1 Epidemiologie

Das Prostatakarzinom ist das hdufigste Karzinom des Mannes und macht ca. 25% der
malignen Neuerkrankungen beim ménnlichen Geschlecht aus. In Deutschland stellt es nach
dem Bronchial-/Lungenkarzinom und dem Darmkrebs die dritthdufigste krebsbedingte
Todesursache bei Ménnern dar, in den USA liegt es mit einem Anteil von 10% sogar auf Platz
zwei [Jemal 2008, RKI 2008]. Jahrlich werden iiber 58 000 Prostatakarzinome in Deutschland
diagnostiziert. Das Prostatakarzinom ist mit einem mittleren Erkrankungsalter von 69 Jahren
als Malignom des &lteren Mannes anzusehen. Vor dem 50. Lebensjahr ist es nur selten
vorzufinden [RKI 2008], in dieser Altersgruppe verhilt sich das Malignom jedoch hiufig sehr
aggressiv und ist daher mit einer schlechteren Prognose assoziiert [Johnson 1972, Kerr 1994].
In den USA entwickelt ungefdhr jeder 3. Mann ein Prostatakarzinom, jeder 6. Mann erkrankt
an einem Prostatakarzinom und jeder 30. Mann verstirbt daran [Jemal 2008]. Die jéhrliche
weltweite Inzidenz des Prostatakarzinoms lag 2002 bei 25,3 pro 100 000 [Parkin 2005]. In
Deutschland lassen sich jéhrlich stetig zunehmende Inzidenzzahlen nachweisen, was zu einem
groflen Teil auf die neuen diagnostischen Moglichkeiten zur Fritherkennung wie das PSA-
Screening zuriickgefiihrt werden kann [RKI 2008]. Die geografische Verteilung des
Prostatakarzinoms ist heterogen: Wihrend die Inzidenz in den USA, Kanada,
Australien/Neuseeland und Nord-West-Europa hoch ist, finden sich niedrige Zahlen
insbesondere in Asien. Das Erkrankungsrisiko weist auch ethnische Unterschiede auf. Bei
Amerikanern afrikanischen Ursprungs ist die Inzidenz deutlich hoher als bei Weiflen und bei
diesen wiederum hoher als bei Asiaten [Parkin 2005].

Das Prostatakarzinom hat eine relativ gute Prognose. Trotz steigender Inzidenzzahlen in den
vergangenen Jahren hat die Mortalitit in Deutschland abgenommen [RKI 2008]. Im Jahr 2002
lag die weltweite Mortalitdt bei 8,2 pro 100 000 [Parkin 2005]. Demzufolge fiihrt nur ein

kleiner Teil der diagnostizierten Prostatakarzinome tatsdchlich zum Tod. Lediglich jeder 5.
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Patient mit klinisch manifestem Prostatakarzinom verstirbt letztendlich daran. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt mittlerweile bei 87% [RKI 2008]. Ahnlich wie bei der Inzidenz zeigen
sich auch bei der Mortalitdt geografische Unterschiede: So betrug im Jahr 2002 die
Uberlebensrate in den USA 87%, in den Entwicklungsléindern hingegen lediglich 45%. Diese
Diskrepanz ist hauptsédchlich darauf zuriickzufiihren, dass FritherkennungsmaB3nahmen in den

westlichen Industrienationen starker verbreitet sind [Parkin 2005].

1.2.2 Atiologie

Die genauen Ursachen des Prostatakarzinoms sind bislang nicht bekannt. Ein wichtiger
Risikofaktor ist jedoch das Alter. Nach dem 50. Lebensjahr nehmen Inzidenz und Mortalitét
des Prostatakarzinoms fast exponentiell zu. Kein anderes Karzinom zeigt eine solch starke
Korrelation mit dem Alter [Pienta 1993]. Die deutlichen geographischen Unterschiede
beziiglich der Inzidenz des klinischen Prostatakarzinoms lassen sich bei den latenten,
histologischen Prostatakarzinomen nicht nachweisen [Dhom 1983]. Dieser Aspekt legt nahe,
dass die Entstehung des histologisch nachweisbaren Prostatakarzinoms altersabhéngig ist, die
Progression zum klinisch relevanten Karzinom jedoch eher von anderen Faktoren abhdngen
konnte [Pienta 1993]. Auch die Tatsache, dass in die USA immigrierte Japaner eine deutlich
erhohte Prostatakarzinominzidenz im Vergleich zu ihren in Asien lebenden Landsménnern
aufweisen, ldsst vermuten, dass insbesondere Umwelt- und Erndhrungsfaktoren bei der
Entstehung des Prostatakarzinoms eine entscheidende Rolle spielen [Cook 1999, Shimizu
1991, Tominaga 1985]. So scheint z.B. eine fettreiche Erndhrung einen Risikofaktor fiir das
Prostatakarzinom darzustellen. Insbesondere der Konsum in rotem Fleisch enthaltener
tierischer Fette korreliert positiv mit dem Risiko eines fortgeschrittenen Prostatakarzinoms
[Giovannucci 1993]. Hingegen wird dem Lycopin, einem potenten Antioxidans aus der
Klasse der Carotinoide, welches in hohen Konzentrationen insbesondere in Tomaten
vorzufinden ist, ein protektiver Effekt zugeschrieben [Giovannucci 1995, Sonn 2005].
Ahnliches nimmt man fiir die in Sojaprodukten enthaltenen Phytodstrogene an, was ein Grund
fiir die niedrige Inzidenz und Mortalitdt des Prostatakarzinoms in Asien sein kénnte [Vij
2004]. Hinweise auf eine Risikoreduktion gibt es auch fiir Vitamin E, Hiilsenfriichte und
Selen [Chan 2005, Dagnelie 2004]. In mehreren Studien konnte eine Korrelation zwischen
einer Cadmium-Exposition und einem erhohten Prostatakarzinom-Risiko nachgewiesen
werden. Auch die Vasektomie stellt einen potentiellen Risikofaktor dar [Pienta 1993]. Die
Tatsache, dass z.B. Eunuchen kein Prostatakarzinom entwickeln, weist auf die Bedeutung

hormoneller Faktoren hin. So steigern einerseits hohe Testosteronspiegel sowie andererseits
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niedrige Spiegel von ,,sex hormone-binding globulin®, insbesondere in Kombination mit
niedrigen Ostradiol-Spiegeln, das Risiko, ein Prostatakarzinom zu entwickeln [Gann 1996].
Weiterhin konnen Entziindung und Infektionen der Prostata die Karzinogenese fordern [Klein
2008]. Dartiber hinaus sind auch genetische Einfliisse von wesentlicher Bedeutung. So ist das
Risiko fiir Méinner mit von einem Prostatakarzinom betroffenen Verwandten, insbesondere
Vater oder Bruder, deutlich erhoht [Steinberg 1990]. Etwa 5% der Prostatakarzinome sind
hereditdr. Hier sind Verdnderungen auf dem Chromosom 1 und dem X-Chromosom
nachweisbar [Narod 1999]. Die Relevanz der ethnischen Zugehdrigkeit ist an der Tatsache
abzulesen, dass die Inzidenz des Prostatakarzinoms bei afrikanisch-stdimmigen Amerikanern

deutlich hoher liegt als bei Weillen [Baquet 1991].

1.2.3 Pathologie

Klinisch sind vier verschiedene Erscheinungsformen des Prostatakarzinoms voneinander
abzugrenzen: das manifeste, das inzidente, das okkulte und das latente Prostatakarzinom
[Mostofi 1992].

Diagnostische Moglichkeiten zur Detektion eines manifesten Prostatakarzinoms sind rektale
Untersuchung, PSA/PAP-Wert-Bestimmung und/oder Ultraschall. Der klinische Verdacht
muss durch eine Biopsie bestétigt werden.

Das inzidente Prostatakarzinom ist eine Zufallsdiagnose des Pathologen nach einer
transurethralen Resektion der Prostata im Rahmen einer BPH. Das meist gut differenzierte
Karzinom ist periurethral lokalisiert. 6 — 20% der Resektate weisen ein inzidentes
Prostatakarzinom auf [Mostofi 1992].

Das okkulte Prostatakarzinom zeigt keinerlei Symptome eines Primirtumors und wird erst
infolge der Metastasierung entdeckt.

Das latente Prostatakarzinom ist zu Lebzeiten vollkommen asymptomatisch und wird erst
nach dem Tod des Patienten zuféllig im Rahmen einer Autopsie nachgewiesen. Diese
Karzinome sind hdufig gut differenziert und in der zentralen oder peripheren Zone zu finden.
Die Haufigkeit des latenten Prostatakarzinoms wird mit bis zu 73% angegeben, was
verdeutlicht, dass trotz der sehr hohen Privalenz nur ein geringer Anteil der Karzinome

klinisch relevant wird bzw. zum Tode fiihrt.



70 — 75% der Prostatakarzinome entstehen in der peripheren Zone, 15 - 20% in der
Transitionalzone. Die zentrale Zone ist lediglich in 10% der Fille der Ursprungsort. Das
Prostatakarzinom entsteht meist multizentrisch und breitet sich zunichst intraprostatisch aus,
wobei die periurethrale Zone erst relativ spét befallen wird, so dass eine Harnwegsobstruktion
im Rahmen eines Prostatakarzinoms i.d.R. ein Spétsymptom ist. Bereits im Friithstadium kann
es zu einer Invasion der Kapsel kommen, eine Kapselpenetration hingegen erfolgt erst spater
[Riede 2004]. Das Karzinom breitet sich hdufig entlang der Nerven in der Prostatakapsel aus
und befillt in spiteren Stadien die umliegenden Organe wie Samenblasen, Harnblase und
Rektum. Die Metastasierung erfolgt zum einen lymphogen in die iliakalen und retro-
peritonealen Lymphknoten, zum anderen hdmatogen ins Skelettsystem, seltener hingegen in
Leber und Lunge [Bocker 2001].

Die Stadieneinteilung des Prostatakarzinoms, das sog. Staging, erfolgt anhand der TNM-
Klassifikation (Tab.1). Diese beriicksichtigt die lokale Ausbreitung des Primirtumors (T), den
Befall der regiondren Lymphknoten (N) und die hdmatogenen Fernmetastasen (M). Die
TNM-Klassifikation stellt eine wichtige Grundlage fiir die Behandlungsstrategie und die
Prognoseabschitzung dar. In Abgrenzung zur klinischen (préitherapeutischen) TNM-
Klassifikation bezeichnet der Begriff pTNM die pathologische Klassifikation des Tumors

nach dessen chirurgischer Resektion.
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TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms

T - Primartumor

TX Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primartumor

T1 Klinisch nicht erkennbarer Tumor (weder tastbar noch in bildgebenden
Verfahren sichtbar)

Tla Tumor zufilliger histologischer Befund (,,incidental carcinoma®) in < 5%
des resezierten Gewebes

T1b Tumor zufilliger histologischer Befund (,,incidental carcinoma®) in > 5%
des reseziertes Gewebes

Tlc Tumor durch Nadelbiopsie diagnostiziert (z.B. wegen erhohtem PSA)

T2 Tumor begrenzt auf Prostata

T2a Tumor befillt die Hilfte eines Lappens oder weniger

T2b Tumor beféllt mehr als die Hilfte eines Lappens

T2¢ Tumor in beiden Lappen

T3 Tumor durchbricht die Prostatakapsel

T3a Extrakapsuldre Ausbreitung (einseitig oder beidseitig) eingeschlossen
mikroskopisch nachweisbare Infiltration des Blasenhalses

T3b Tumor infiltriert Samenblase(n)

T4 Tumor ist fixiert oder infiltriert andere benachbarte Strukturen als

Samenblasen, z.B. Sphincter externus, Rektum, und/oder Levatormuskel
und/oder ist an Beckenwand fixiert

N - Regioniire Lymphknoten

NX Regionidre Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionidren Lymphknotenmetastasen
N1 Regiondre Lymphknotenmetastasen

M - Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Mla Nichtregionére(r) Lymphknoten
M1b Knochen

Milec Andere Lokalisation(en)

Tab.1: TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms [UICC 2010]
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Histologisch handelt es sich beim Prostatakarzinom in ca. 95% der Fille um ein Adeno-
karzinom [Jocham 2007]. Die folgende Ubersicht gibt die histologische Klassifikation der
Prostatatumoren nach WHO wieder [Eble 2004]:

Epitheliale Tumoren
Glanduldre Neoplasmen
Adenokarzinom (azinir)
Atroph
Pseudohyperplastisch
Schaumzellig
Muzinds
Siegelringzellig
Onkozytisch
Lymphoepithelioméhnlich
Karzinom mit spindelzelliger Differenzierung

(Karzinosarkom, sarkomatoides Karzinom)

Prostatische intraepitheliale Neoplasie (PIN)
Prostatische intraepitheliale Neoplasie, Grad IIT (PIN III)

Duktales Adenokarzinom
Kribriform
Papillar
Solide

Urotheliale Tumoren

Urothelkarzinom
Plattenepitheliale Tumoren

Adenosquamoses Karzinom

Plattenepithelkarzinom
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Basalzelltumoren
Basalzelladenom

Basalzellkarzinom

Neuroendokrine Tumoren

Endokrine Differenzierung in Adenokarzinomen
Karzinoidtumor

Kleinzelliges Karzinom

Paragangliom

Neuroblastom

Prostatische Stromatumoren
Stromatumor mit unklarem malignem Potential

Stromasarkom

Mesenchymale Tumoren
Leiomyosarkom
Rhabdomyosarkom
Chondrosarkom

Angiosarkom

Malignes fibroses Histiozytom
Maligner peripherer Nervenscheidentumor
Hémangiom

Chondrom

Leiomyom

Granularzelltumor
Hémangioperizytom

Solitérer fibroser Tumor
Hamatologische Tumoren und Lymphome

Lymphome

Leukimien
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Sonstige Tumoren

Zystadenom

Nephroblastom (Wilmstumor)
Rhabdoidtumor

Keimzelltumoren

Dottersacktumor

Seminom

Embryonales Karzinom und Teratom

Choriokarzinom

Klarzelliges Adenokarzinom

Melanom

Das Grading dient der Bestimmung des Malignititsgrades von Tumoren mit Hilfe von je nach

Grading-System unterschiedlichen histologischen oder zytologischen Beurteilungskriterien.

Das Grading stellt einen der wichtigsten prognostischen Parameter fiir das ,,outcome* von

Prostatakarzinom-Patienten dar [Bostwick 1994].

Das histopathologische Grading nach WHO umfasst folgende Grade [UICC 2010]:

GX Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden

Gl Gut differenziert (leichte Anaplasie)

QG2 MaiBig differenziert (madBige Anaplasie)

G3-4 Schlecht differenziert / undifferenziert (ausgeprégte Anaplasie)

Das weltweit am meisten verbreitete Grading-System des Prostatakarzinoms ist das im Jahre

1966 von Gleason anhand von architektonischen Wachstumsmustern entwickelte Grading

ohne Beriicksichtigung zytologischer Kriterien. Fiinf verschiedene Wachstumsmuster werden

dabei unterschieden (Abb.1). Der Gleason Score setzte sich urspriinglich aus dem vor-

herrschenden und dem zweithdufigsten Wachstumsmuster zusammen. Liegt nur ein einziges

Wachstumsmuster vor, so wird der entsprechende Wert mit zwei multipliziert [Humphrey

2004]. Dieses System wurde aktuellen Modifikationen unterworfen (s.u.).

Der Gleason Score umfasst Werte von 2 bis 10. Ein Prostatakarzinom mit einem Gleason

Score von 2-4 gilt als gut differenziert, ein Gleason Score von 5-6 entspricht einem méaBig

differenzierten und ein Score von 7-10 einem schlecht differenzierten bzw. undifferenzierten

Karzinom [UICC 2010].
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Seit seiner Einfithrung sind im Laufe der Jahre wichtige Neuerungen zum Gleason-Grading
festgelegt worden, zundchst durch Gleason selbst und zuletzt im Jahr 2005 durch die
Konsensuskonferenz der Internationalen Gesellschaft fiir Urologische Pathologie (ISUP)
[Lotan 2010]. Diese Weiterentwicklungen des Gleason-Gradings tragen den zahlreichen
Fortschritten in der klinischen Urologie und Pathologie Rechnung, zu denen z.B. die PSA-
Wert-Bestimmung, die Vielfachstanzbiopsie, die Einfilhrung der Immunhistochemie und die
seit den 60er Jahren deutlich vermehrte Rate an radikalen Prostatektomien zdhlen. PSA-Wert-
Bestimmung und Vielfachstanzbiopsie mit feinen Nadeln ermdglichen bereits die Detektion
auch kleiner Tumoren und konfrontieren den Pathologen mit entsprechend kleineren
Gewebeproben. Die immunhistochemische Anfiarbung von Basalzellen bietet Moglichkeiten
zur Unterscheidung von gutartigen Gewebeverdnderungen wie Adenose oder kribriforme HG-
PIN und dem Prostatakarzinom [Epstein 2010, Lotan 2010].

Folgende wesentliche Anderungen des Gleason-Gradings wurden von der ISUP festgelegt
[Epstein 2005]:

e Die Diagnose eines Gleason Scores 2-4 ist an Prostatastanzen praktisch nicht moglich.

e Kribriforme Tumordriisen werden nur dann noch zum Gleason-Muster 3 gezihlt,
wenn die Driisen rund, glatt begrenzt und gleich grofl wie die normalen Driisen sind.
In allen iibrigen Fillen werden sie dem Gleason-Muster 4 zugeordnet. In der
praktischen Umsetzung bedeutet dies, dass nahezu alle kribriformen Wachstums-
muster dem Gleason-Muster 4 zugeschlagen werden.

e Nicht voneinander abgrenzbare Driisen mit schlecht entwickelten Driisenlumina
werden ebenfalls dem Gleason-Muster 4 zugeordnet.

e Niedriggradige Gleason-Muster werden bei der Bestimmung des Gleason Scores an
Stanzbiopsien zugunsten des Tumoranteils mit hoherem Malignititsgrad
vernachléssigt, wenn sie weniger als 5% des Tumors ausmachen. Tumoranteile mit
hoherem Malignititsgrad gehen hingegen unverdndert ohne Beriicksichtigung des
prozentualen Anteils in die Berechnung des Gleason Scores mit ein.

e Bei Prostatastanzen setzt sich der Gleason Score nicht mehr aus dem héufigsten und
zweithdufigsten Wachstumsmuster, sondern aus dem hédufigsten und dem
aggressivsten Wachstumsmuster zusammen. Damit wird der Tatsache Rechnung
getragen, dass ein Gleason-Muster 4 oder 5 auf einen insgesamt hohergradigen Tumor
hinweist und der geringe prozentuale Anteil im Stanzpréparat am ehesten auf einen

»sampling error* zuriickzufiihren ist.
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e In Prostatektomie-Préiparaten wird jedem einzelnen Tumorherd ein separater Gleason
Score zugeordnet. Hier basiert der Gleason Score auf dem priméren und sekundéren

Wachstumsmuster mit einer Anmerkung zum tertidiren Wachstumsmuster.

Diese Anderungen des Gleason-Systems hatten vor allem eine stirkere Einschrinkung der
Definition des Gleason-Musters 3 zugunsten des Gleason-Musters 4 zur Folge. De facto
erfolgte somit ein ,,Upgrading* der Biopsie-Priparate [Lotan 2010]. Helpap et al. konnten fiir
das modifizierte Gleason-Grading eine von 58 % auf 72 % zunehmende Ubereinstimmung
des ermittelten Gleason Scores aus Stanzbiopsien und Prostatektomie-Préparaten nachweisen

[Helpap 2006].
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Muster 1:

Umschriebener Tumorherd mit dicht
beieinander liegenden, gut voneinander
abgrenzbaren, gleichférmigen, runden
bis ovaldren, mittelgroBen Driisenazini.

Muster 2:

Wie Muster 1, weitestgehend
umschriebener Tumorherd, jedoch am
Rand bereits mit minimaler Infiltrations-
tendenz. Die Driisen sind weniger dicht
beieinander und weniger gleichformig
konfiguriert als in Muster 1.

Muster 3:

Diskrete glanduldre Einheiten mit
deutlicher Variation in Grof3e und Form.
Driisen typischerweise kleiner als in
Muster 1 und 2, Tumordriisen mit
infiltrativem Wachstum zwischen
nichttumordsen Driisen. Kribriforme
Herde klein und glatt begrenzt.

Muster 4:

Verschmolzene mikroazinire Driisen,
Driisen nicht voneinander abgrenzbar mit
schlecht entwickelten Driisenlumina,
grofB3e kribriforme Driisen mit
unregelmaBiger Randkontur,
hypernephromatoides Wachstumsmuster.

Muster 5:

Im Wesentlichen keine driisige
Differenzierung mehr, Wachstumsmuster
teils solide, teils in Stréngen, teils als
Einzelzellen. Komedokarzinom mit
zentraler Nekrose, umgeben von
papilldren, kribriformen oder soliden
Tumormassen.

Abb.1: Schematische Darstellung des Gleason Gradings, modifiziert nach ISUP 2005
(nach Epstein 2005 und Jocham 2007)
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Einen besonderen Stellenwert in der Histopathologie des Prostatakarzinoms hat die
prostatische intraepitheliale Neoplasie (PIN). Sie ist vor allem in der peripheren Zone der
Prostata hiaufig multifokal lokalisiert vorzufinden und nimmt, wie auch das Prostatakarzinom,
mit fortschreitendem Alter an Haufigkeit zu [Bostwick 1992]. Die sekretorischen
Epithelzellen sind entlang der prostatischen Driisen und Génge mehrschichtig angeordnet und
weisen Polymorphien, vergroflerte, hyperchromatische Kerne und prominente Nucleolen auf.
Basalzellschicht und Basalmembran sind im Gegensatz zum invasiven Karzinom prinzipiell
intakt [Montironi 2000, Riede 2004]. Die PIN ist als Prikanzerose anzusehen, aus der heraus
sich das invasive Adenokarzinom entwickelt. Je nach Ausmal3 der Dysplasie wird zwischen
einer low-grade-PIN und einer high-grade-PIN (HG-PIN) unterschieden. HG-PIN und
invasives Prostatakarzinom weisen folgende Gemeinsamkeiten auf [Bostwick 1992,
Montironi 2000]:
e Zellproliferation und Apoptose sind in beiden Lésionen im Vergleich zum normalen
Prostataepithel gesteigert.
e Die Lisionen sind phéanotypisch und morphometrisch dhnlich.
e Es lassen sich gemeinsame genetische Alterationen nachweisen.
e In der HG-PIN ist die Basalzellschicht teilweise unterbrochen, im Prostatakarzinom
fehlt sie.
e Beide Lasionen weisen eine erhohte Neovaskularisation im Vergleich zum normalen

Prostatagewebe auf.

Die HG-PIN korreliert mit dem Auftreten von Prostatakarzinomen und wird daher als
Vorlduferldsion des invasiven Prostatakarzinoms betrachtet. Im Falle eines Auftretens im
Biopsat erfordert die HG-PIN eine besonders sorgfiltige Diagnostik zum Ausschluss eines

invasiven Karzinoms [Bostwick 1987].

1.2.4 Diagnostik

Das Prostatakarzinom bleibt klinisch lange Zeit symptomlos. Erst im fortgeschrittenen
Stadium kann es zu Héamaturie, Miktionsbeschwerden, Hidmatospermie sowie Riicken-
schmerzen und Ischialgien infolge ossdrer Metastasen kommen. Aus diesem Grund ist eine
frithzeitige, effektive Diagnostik unerldsslich und fiir die Prognose des Patienten oft
entscheidend. In Deutschland wird Méannern ab dem 45. Lebensjahr eine jdhrliche digitale
rektale Untersuchung zum Ausschluss tastbarer Verdnderungen der Prostata empfohlen und

von den Krankenkassen bezahlt. Die Aussagekraft der rektalen Untersuchung ist jedoch sehr
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eingeschriankt und stark abhingig vom Untersucher [Smith 1995]. Zahlreiche Tumoren
konnen auf diese Weise nicht erfasst werden [Flanigan 1994]. Auflerdem ist bei niedrigen
PSA-Spiegeln der positiv pradiktive Wert gering. Jedoch erhoht sich der positiv pradiktive
Wert der Untersuchung deutlich in Kombination mit einem erhdhten PSA-Wert [Schroder
1998]. Ein suspekter Palpationsbefund ist mit einer héheren Tumoraggressivitit (Gleason-
Score > 7) assoziiert [Gosselaar 2008]. Insgesamt ist die Wahrscheinlichkeit eines
Prostatakarzinoms bei positivem Palpationsbefund erhéht [Thompson 2006], weshalb hier die
Biopsie indiziert ist. In einigen Fillen lassen sich auf diesem Wege Karzinome
diagnostizieren, die im PSA-Screening nicht erfasst werden [Schroder 1998]. Daher hat die
digitale rektale Untersuchung nach wie vor einen bedeutenden Stellenwert in der
Karzinomprophylaxe und -diagnostik.

Die PSA-Wert-Bestimmung ist in der heutigen Prostatakarzinom-Diagnostik von heraus-
ragender Bedeutung. PSA ist eine Glykoprotein-Serin-Protease von 33 kDa aus der Familie
der Kallikreine, die von der Prostata sezerniert wird und fiir die Verfliissigung des Ejakulats
eine Rolle spielt. Beim PSA handelt es sich um einen organspezifischen Marker, der bei der
BPH und bei Vorliegen eines Prostatakarzinoms, aber auch bei einer Prostatitis, nach
Prostatapalpation, TURP und Biopsie erhdhte Serumwerte aufweist. Die hdchsten
Konzentrationen finden sich bei fortgeschrittenen Prostatakarzinomen. Zwischen lokalisierten
Prostatakarzinomen und BPH kann anhand von PSA-Bestimmung jedoch nicht zuverldssig
unterschieden werden [Monda 1994]. Aufgrund der mangelnden Spezifitit wird bei
unauffilligem Tastbefund erst ab dem etablierten PSA-Schwellenwert von 4 ng/ml
routineméBig die Indikation zu einer Biopsie gestellt [Catalona 1994], wobei jedoch die

altersabhidngigen Referenzwerte zu beriicksichtigen sind [Oesterling 1993]:

Altersgruppe Serum-PSA (ng/ml)
40 - 49 0,0-2,5
50-59 0,0-3,5
60 - 69 0,0 -4,5
70 -79 0,0 -6,5

Mit Hilfe dieser altersabhingigen Referenzwerte soll einerseits die Sensitivitit der
Prostatakarzinom-Detektion bei jlingeren Ménnern erhoht, andererseits die Spezifitit zur
Detektion klinisch signifikanter Prostatakarzinome verbessert werden [Oesterling 1993].

Die PSA-Kontrolle ist der Goldstandard zur frithzeitigen Erkennung eines Rezidivs nach

radikaler Prostatektomie infolge eines Karzinoms, da der PSA-Spiegel nach Prostatektomie
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bei RO-Resektion auf Werte < 0,1 ng/ml abféllt und im Falle eines Tumorrezidivs wieder
ansteigt [De Angelis 2007]. Die Einfiihrung der PSA-Bestimmung hat in den vergangenen
Jahren zu der weltweit stetig zunechmenden Inzidenz des Prostatakarzinoms entscheidend
beigetragen [RKI 2008]. Zudem werden heutzutage Prostatakarzinome hiufig in einem
fritheren Stadium entdeckt. Jedoch vermag der PSA-Wert nicht zwischen aggressiven und
weniger aggressiven Karzinomen zu differenzieren, so dass die Gefahr von ,,Overdetection®
und ,,Overtreatment* besteht [De Angelis 2007, Etzioni 2002].

Im transrektalen Ultraschall (TRUS) stellt sich ein Prostatakarzinom meist unspezifisch als
echoarmes Areal in der peripheren Zone dar. Bei einem solchen Befund besteht die Indikation
zur Biopsie als weitere Abklarungsmafnahme [Hautmann 2006b].

Die Biopsie dient der endgiiltigen Diagnosesicherung und wird unter TRUS-Kontrolle
durchgefiihrt. Hierbei sollten 10-12 Stanzen vor allem aus der peripheren Zone der Prostata
entnommen und anschlieBend histologisch beurteilt werden. Da eine negative Biopsie jedoch
ein Prostatakarzinom nicht ausschliefit, sollte bei weiter bestehendem klinischem Verdacht

nach spétestens sechs Monaten erneut biopsiert werden [DGU 2009, Hofstetter 2004].

1.2.5 Therapie

Therapeutische Optionen des lokalisierten Prostatakarzinoms sind radikale Prostatektomie,
Strahlentherapie und ,,active surveillance* bzw. ,,watchful waiting®.

Die radikale Prostatektomie umfasst die vollstdindige Entfernung der Prostata inklusive
Kapsel und Samenblasen. Bei Patienten mit Karzinomen mittleren und hohen Risikos wird
zusitzlich eine erweiterte pelvine Lymphadenektomie empfohlen, weil in diesen Fillen die
Wahrscheinlichkeit eines Lymphknotenbefalls erhoht ist [Heidenreich 2007]. Die radikale
Prostatektomie ist die Therapie der Wahl beim klinisch lokal begrenzten (T1-2 NO MO)
Prostatakarzinom, da sie zur Zeit das einzige Behandlungsverfahren mit einem Uberlebens-
vorteil fiir die Patienten darstellt. Eine klare Indikation fiir dieses Therapieverfahren liegt vor
bei Tumoren im Stadium T1b-2 NO MO, wenn der PSA-Wert unter 50 ng/ml liegt und die
Lebenserwartung mehr als 10 Jahre betrdgt [DGU 2009]. Optional kann eine Prostatektomie
vorgenommen werden bei Tla-Tumoren und hoher Lebenserwartung sowie bei lokal

fortgeschrittenen Prostatakarzinomen (T3-4 NO M0) [DGU 2009, Heidenreich 2008].
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Ein wichtiges Kriterium fiir die weitere Prognose der prostatektomierten Patienten ist das
Vorhandensein eines Residualtumors. Hierfiir gilt folgendes Graduierungssystem:

RX: Vorhandensein eines Residualtumors kann nicht beurteilt werden.

RO: Kein Residualtumor vorhanden.

R1: Mikroskopischer Nachweis eines Residualtumors.

R2: Makroskopischer Nachweis eines Residualtumors.
Ein Residualtumor kann zu einem Rezidiv fiihren, welches sich durch eine PSA-Erhéhung in
der Verlaufskontrolle bemerkbar macht. Aus diesem Grund soll die radikale Prostatektomie
vor allem bei Prostatakarzinomen eingesetzt werden, bei denen mit hoher Wahrscheinlichkeit

eine RO-Resektion erreicht werden kann [DGU 2009].

Eine therapeutische Alternative zur radikalen Prostatektomie bei lokalisierten Prostata-
karzinomen stellt die Strahlentherapie dar, die als perkutane Strahlentherapie oder als
Brachytherapie erfolgen kann. Die perkutane Strahlentherapie des Prostatakarzinoms wird als
3D-konformale Mehrfelderbestrahlung durchgefiihrt. Patienten mit Tumoren des niedrigen
Risikoprofils werden mit einer Dosis von mindestens 70 — 72 Gy bestrahlt. Bei Patienten mit
Tumoren hdheren Risikoprofils wird eine Dosiserhdhung und / oder eine Kombination mit
einer hormonablativen Therapie empfohlen [DGU 2009]. Bei der Brachytherapie ist zwischen
einer Low-Dose-Rate (LDR)-Therapie und einer High-Dose-Rate (HDR)-Therapie zu
unterscheiden. Bei der LDR-Brachytherapie werden radioaktive Jod- bzw. Palladium-Seeds
transperineal dauerhaft in die Prostata implantiert [Jocham 2007]. Durch diese lokale
Applikation kann eine besonders zielgerichtete Therapie erfolgen, die umliegende Gewebe
wie Blase und Rektum schont. Gegenwartig ist die LDR-Brachytherapie ausschlieBlich bei
lokal begrenzten Tumoren niedrigen Risikoprofils als therapeutische Option etabliert [DGU
2009]. Bei der HDR-Brachytherapie werden radioaktive Iridium-Seeds in Afterloading-
Technik voriibergehend in die Prostata appliziert. Durch eine anschlieBende externe
Strahlentherapie kommt es zu einer Dosisaufsittigung. Der Vorteil dieser Methode liegt in der
Moglichkeit zur Dosiseskalation [Jocham 2007]. Die HDR-Brachytherapie ist eine Therapie-
option bei lokal begrenzten und lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinomen mittleren und

hohen Risikoprofils [DGU 2009].
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,»Active surveillance bezeichnet die engmaschige und sorgfiltige Uberwachung der Patienten
mittels PSA-Untersuchungen sowie digitaler rektaler Untersuchung und Biopsien, ohne dass
zunichst weitere therapeutische MaBnahmen ergriffen werden, die das Risiko von
Komplikationen und Nebenwirkungen bergen. Auf diese Weise wird eine kurative Therapie
so lange hinausgezogert, bis sich die Tumorbiologie oder der Wunsch des Patienten &ndern
[DGU 2009]. Dieses Vorgehen ist gerechtfertigt, wenn folgende Kriterien erfiillt sind [DGU
2009]:

e PSA-Wert <10 ng/ml

e (Gleason-Score < 6

e Tlcund T2a

e Tumor in <2 Stanzen

e <50% Tumor in einer Stanze
Eine besondere Herausforderung ist in diesem Zusammenhang also die Gratwanderung
zwischen friihzeitiger Therapie eines potentiell kurativ behandelbaren Karzinoms und dem
Verzicht auf ebendiese Therapie samt resultierender Nebenwirkungen und Belastungen bei
Patienten mit sog. insignifikanten Karzinomen, die zeitlebens klinisch inapparent bleiben.
In Abgrenzung dazu beinhaltet die ,,watchful waiting“-Strategie ausschlieBlich palliative
MalBnahmen im Fall einer symptomatischen Tumorprogression. Dieses Vorgehen ist bei einer

Lebenserwartung von unter 10 Jahren gerechtfertigt [DGU 2009].

Bei Patienten mit symptomatisch metastasiertem Prostatakarzinom ist die sofortige
Hormontherapie Standard, die bei einem solchen Befund eine Verlingerung des
progressionsfreien Uberlebens gewihrleistet [DGU 2009]. Bei asymptomatischen Patienten
liegt keine einheitliche Empfehlung zur Hormontherapie vor, so dass hier in Abhingigkeit
vom Einzelfall eine Entscheidung iiber das weitere Vorgehen getroffen werden muss [DGU
2009]. Das androgenabhingige Tumorwachstum kann mittels Orchiektomie, LHRH-
Agonisten oder Antiandrogenen unterdriickt werden. Die Ostrogentherapie findet aufgrund
des Nebenwirkungsprofils mit kardiovaskuliren Komplikationen und Mammahyperplasie
heutzutage kaum noch Anwendung [Hautmann 2006b]. Nach 2-3 Jahren kommt es i.d.R. trotz
antiandrogener Therapie zur Tumorprogression, der mit einer maximalen Androgenblockade
entgegengewirkt werden kann. Diese beinhaltet neben der chirurgischen / medikamentdsen
Kastration die zusdtzliche Gabe von Androgenrezeptorantagonisten. Auf diese Weise wird die
Hormonproduktion der Nebenniere, die einen Anteil von 5- 10 % an der gesamten Androgen-

produktion hat, ausgeschaltet [Jocham 2007].
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In einigen Fillen kann auch das Absetzen der Medikation oder eine chemotherapeutische
Behandlung sinnvoll sein [Sokeland 2004b]. Das Prostatakarzinom galt lange Zeit als
chemotherapieresistenter Tumor, insbesondere weil es im Vergleich zu anderen Karzinomen
eine eher niedrige Zellproliferationsrate aufweist [Barmoshe 2006]. Im Jahr 1996 konnten
Tannock et al. in einer Phase-IlI-Studie  eine verbesserte Schmerzreduktion von
Mitoxantron/Prednison vs. Prednison alleine bei symptomatischen Patienten mit hormon-
refraktdrem Prostatakarzinom nachweisen [Tannock 1996]. Mitoxantron gehort zur Gruppe
der Anthrazykline, welche die DNA/RNA-Synthese durch Interkalation hemmen. Die
palliative Wirkung der Corticosteroide beim metastasierten Prostatakarzinom ist seit langem
bekannt. Zum einen bewirken sie eine Schmerzreduktion, zum anderen iiben sie einen
direkten antineoplastischen Effekt auf die Karzinomzellen aus, der auf die Inhibition der
Androgenproduktion durch die Nebennierenrinde infolge der negativen Riickkopplung auf die
ACTH-Ausschiittung der Hypophyse zuriickzufiihren ist [Hotte 2010]. Im Jahr 2004 konnte in
zweil unterschiedlichen Studien erstmals eine zwar geringe, jedoch signifikante Lebenszeit-
verlingerung durch Docetaxel nachgewiesen werden [Petrylak 2004, Tannock 2004].
Docetaxel gehort zur Gruppe der Taxane, welche die Mikrotubuli-Aktivitdt wéhrend der
Zellteilung blockieren und auf diese Weise zur Apoptose fithren. Im Vergleich zu
Mitoxantron/Prednison konnten durch Docetaxel/Prednison auBlerdem eine verbesserte
Schmerzreduktion, eine Absenkung des PSA-Spiegels und eine Steigerung der Lebensqualitét
nachgewiesen werden [Tannock 2004]. Aufgrund dieser Datenlage gilt die zytostatische
Therapie mit Docetaxel 75 mg/m? i.v. alle drei Wochen in Kombination mit 5 mg Prednisolon
oral zweimal téglich als Standardschema bei Patienten mit symptomatischer progredienter
Erkrankung unter medikamentdser Kastration und in gutem Allgemeinzustand [DGU 2009].
In bisherigen Studien konnte kein Benefit einer Docetaxel-basierten Kombinationstherapie
nachgewiesen werden, teilweise kam es sogar zu einer Toxizitétssteigerung. Zahlreiche

Studienergebnisse stehen hierzu jedoch noch aus [Galsky 2010].

Eine effektive Schmerztherapie ist als symptomatische Mallnahme zur Besserung der
Lebensqualitit der Patienten von essentieller Bedeutung. Bei Knochenmetastasen stehen
lokale Bestrahlung, Applikation von Radionukliden, Chemotherapie und Gabe von
Bisphosphonaten als Therapioptionen zur Verfiigung [DGU 2009].
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1.2.6 Prognosekriterien des Prostatakarzinoms

Das Prostatakarzinom ist hinsichtlich seines biologischen Verhaltens ein sehr heterogener
Tumor. Wéhrend es in einigen Fillen lebenslang unbemerkt bleibt, zeigt es in anderen Féllen
ein sehr aggressives Wachstumsverhalten mit frithzeitiger Metastasierung und entsprechend
verkiirzter Uberlebenszeit fiir den Patienten [Joniau 2008]. Aus diesem Grund ist es von
besonderem Interesse, mittels Prognosefaktoren zwischen den klinisch bedeutungslosen und
den aggressiven Karzinomen zu differenzieren und daraus die entsprechenden therapeutischen
Konsequenzen abzuleiten. Das College of American Pathologists teilt die Prognosekriterien
des Prostatakarzinoms in drei Kategorien ein [Bostwick 2000]:

Kategorie 1 beinhaltet Faktoren mit eindeutig nachgewiesener prognostischer Relevanz, deren
Anwendung im klinischen Alltag empfohlen wird. Dazu z&hlen der préaoperative PSA-Serum-
spiegel, das TNM-Stadium, das histologische Grading anhand des Gleason Scores und der
chirurgische Resektionsrand.

In Kategorie 2 werden Faktoren zusammengefasst, die bereits intensiv klinisch und biologisch
untersucht wurden, deren Bedeutung jedoch noch in validen statistischen Studien bestdtigt
werden muss. Hierunter fallen das Tumorvolumen, der histologische Tumortyp und die DNA-
Ploidie.

Zu Kategorie 3 gehoren alle anderen Faktoren, die hinsichtlich ihres prognostischen Wertes
bislang nicht ausreichend untersucht wurden, darunter Perineuralscheideninvasion,
neuroendokrine  Differenzierung, MikrogefdBdichte, Kernrundheit, Chromatintextur,
Proliferationsmarker, PSA-Derivate, Onkogene, Tumorsuppressorgene und Apoptose-Gene.
Diese letzte Kategorie konnte in Zukunft immer mehr an Bedeutung gewinnen, da die
bisherigen etablierten Prognosekriterien den Krankheitsverlauf oft nicht prizise genug

vorhersagen kdnnen [Kehinde 2008, Ross 2003].
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1.3 Der Gas6/AxI-Signalweg

Axl (Ufo, Ark, Tyro7) gehort zu einer Familie von Rezeptortyrosinkinasen (RTKs), die
auBerdem noch die Mitglieder Sky (Tyro3, Rse, Brt, Tif, Dtk, Etk-2) und Mer (Eyk, Nyk,
Tyro2) umfasst [Wu 2004]. Diese werden auch unter dem Begriff TAM (Tyro3/Axl/Mer)-
Rezeptortyrosinkinasen zusammengefasst. Die TAM-Rezeptortyrosinkinasefamilie zeichnet
sich durch eine extrazellulire Doméne aus, die aus zwei Immunglobulin(IG)-dhnlichen und
zwei folgenden Fibronektin-Typ3-dhnlichen Doménen besteht (Abb.2A) und somit
Zelladhdsionsmolekiilen wie NCAM (neural cell adhesion molecule) dhnelt [O’Bryan 1991,
Sasaki 2006].

AxI wurde urspriinglich als transformierendes Gen aus der DNA von Patienten mit chronisch
myeloischer Leukdmie identifiziert [Janssen 1991, O’Bryan 1991]. Der Name ist von dem
griechischen Wort ,anexelekto (= unkontrolliert) abgeleitet [O’Bryan 1991]. Axl ist
ubiquitdr in zahlreichen Geweben epithelialen, mesenchymalen und hédmatopoetischen
Ursprungs sowie in Endothelzellen exprimiert [Hafizi 2006]. Eine Uberexpression von Axl
kann auBler in leukdmischen Blutzellen auch in multiplen humanen Malignomen wie dem
malignem Melanom [Quong 1994], dem Magenkarzinom [Sawabu 2007], dem Ovarial-
karzinom [Sun 2004], dem Nierenzellkarzinom [Chung 2003], dem Endometriumkarzinom
[Sun 2003], dem Schilddriisenkarzinom [Ito 1999], dem Mammakarzinom [Zhang 2008] und
Gliomen [Hutterer 2008] nachgewiesen werden.

Im Jahr 1995 konnten sowohl Stitt et al. als auch Varnum et al. zeitgleich erstmals Gas6
(growth arrest-specific protein 6) als gemeinsamen Liganden der AxI-RTK-Familie
identifizieren [Stitt 1995, Varnum 1995], wobei die Affinitdt zum Axl-Rezeptor am gréften
ist [Nagata 1996]. Gas6 ist das Produkt des growth arrest-specific gene 6, welches in hohem
Malfe in Zellen im Wachstumsstillstand nachweisbar ist [Manfioletti 1993]. Gas6 ist zu 44%
identisch mit Protein S, dem Inhibitor der Blutgerinnung, das die AxI-RTKSs unter bestimmten
nicht-physiologischen Bedingungen aktivieren kann [Godowski 1995]. Gas6 setzt sich
zusammen aus der fiir Vitamin-K-abhingige Proteine typischen y-Carboxyglutamat-Doméne,
welche die Bindung an Phospholipidmembranen reguliert, sowie aus vier EGF-dhnlichen
Dominen (Abb.2B). Die C-terminale Region weist Ahnlichkeit mit dem humanen ,sex
hormone-binding protein“ (SHBP) auf [Manfioletti 1993]. Die Bindung von Gas6 erfolgt liber
die erste von zwei C-terminalen Laminin-G-&hnlichen Doménen an die IG-Doménen des AxlI-
Rezeptors (Abb.2C) [Sasaki 2006]. Dadurch kommt es zu einer Aktivierung des PI3K
(Phosphoinositid-3-Kinase)/Akt-Signalwegs sowie des ERK (extracellular signal-regulated
kinase)-Signalwegs [Wu 2004]. Auch iiber eine voriibergehende Aktivierung von JNK (c-Jun
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N-terminale Kinase) und p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase) wird berichtet
[Goruppi 1999]. Ein relativ neuer Aspekt ist die Interaktion des AxI-Rezeptors mit dem
Interleukin-Rezeptor 150, wodurch eine indirekte Aktivierung des AxI-Signalwegs iiber
Interleukin 15, das die Zelle vor dem TNFa-induzierten Zelltod schiitzt, moglich ist

[Budagian 2005]. Weitere mogliche Aktivierungsmechanismen der TAM-RTKs sind in
Abb.2D dargestellt.

A Tyro-3/Axl/Mer B Gas6/protein S == Gla domain
N | ooe regien e
“ LG2 domain

> Ig-like domain
2 FNIIl domain
Kinase domain

Abb.2: Aufbau, Bindung und Aktivierung der TAM-Rezeptortyrosinkinasen und
ithrer Liganden (nach Linger 2008)

A Aufbau der TAM-Rezeptortyrosinkinasen Axl, Tyro3 und Mer
B Aufbau der TAM-Rezeptor-Liganden Gas6/Protein S
C Bindung von Gas6 an Axl
1 Seitliche Ansicht
i1 Ansicht von oben
D Mogliche Aktivierungsmechanismen der TAM-RTKSs
i Liganden-unabhingige Dimerisierung
i1 Liganden-abhédngige Dimerisierung
iii Heteromere Dimerisierung von zwei verschiedenen TAM-Rezeptoren
iv Heterotype Dimerisierung mit einem nicht der TAM-Familie
angehorenden Rezeptor
v Transzelluldre Bindung extrazelluldrer Doménen
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Uber diese Signalwege ist die Gas6/AxI-Interaktion eingebunden in die Regulation von
Karzinogenese, Zellproliferation, -migration, -adhdsion, -iiberleben, Apoptose und Neo-
vaskularisation. O’Bryan et al. wiesen 1991 die maligne Transformation von AxIl-cDNA-
transfizierten NIH3T3-Fibroblasten nach. Diese Transformation konnte bei AxI-iiber-
exprimierenden Zellen ohne Bindung des Liganden erfolgen [O’Bryan 1991]. McCloskey et
al. beobachteten, dass die Stimulation und Aktivierung von Axl in einer myeloischen Zelllinie
(32D-Zellen) zur malignen Entartung dieser Zellen fithrt [McCloskey 1994]. Dennoch scheint
Axl ein eher geringes onkogenes Potential aufzuweisen, da eine Transformation nur in Zellen
nachgewiesen wurde, die eine sehr starke Expression des Axl-Rezeptors zeigten [O’Bryan
1991]. Eine Stimulation Axl-exprimierender NIH3T3-Zellen mit Gas6 bewirkt unter
Serummangelbedingungen den Eintritt in die Teilungsphase des Zellzyklus und in Folge ein
Fortschreiten der Proliferation. Im Falle einer Axl-Uberexpression ist dieser Effekt bereits bei
duBerst niedrigen Gas6-Konzentrationen nachweisbar [Goruppi 1996]. In Schwannzellen
stimuliert Gas6 ebenfalls die Proliferation und wirkt synergistisch mit bekannten Mitogenen
wie Heregulin/Glial growth factor und Forskolin [Li 1996]. Insgesamt ist die mitogene
Aktivitdt von Gas6 jedoch eher als gering einzustufen [Burchert 1998].

Ein weiterer Effekt des Gas6/AxI-Signalwegs ist die Apoptosehemmung. Gas6 wird in Zellen
im Wachstumsstillstand hochreguliert und fordert das Zelliiberleben in dieser Phase. Bellosta
et al. beobachteten, dass die Aktivierung des AxI-Rezeptors durch Gas6 NIH3T3-Fibroblasten
unter Serummangelbedingungen vor Apoptose schiitzt, ohne das Zellwachstum zu
stimulieren. Die hierfiir bendtigte Gas6-Konzentration war zehnmal niedriger als diejenige,
die zur Stimulation der Zellteilung benétigt wurde, und scheint eher einem physiologischen
Expressionslevel zu entsprechen. Bellosta et al. folgern aus dieser Beobachtung, dass die
Forderung des Zelliiberlebens die zentrale Funktion des Gas6/Axl-Signalwegs darstellen
konnte, wiahrend die Stimulation zur Proliferation unter unphysiologischen Bedingungen
kiinstlich erzeugt wird [Bellosta 1997].

Die mitogene und antiapoptotische Wirkung der Gas6/Axl-Interaktion wird abhidngig vom
jeweiligen Zelltyp iiber unterschiedliche Signalwege vermittelt. In NIH3T3-Fibroblasten
erfolgt sie iiber die PI3K mit anschlieBender Aktivierung von Akt/PKB und S6K sowie iiber
die Src-Tyrosinkinase [Goruppi 1997]. In anderen Zelllinien wird auch der ERK-Signalweg
aktiviert [Sainaghi 2005]. Des weiteren ist eine voriibergehende Steigerung der nukledren NF-
kB-Bindungsaktivitit iiber PI3K/Akt im Rahmen der Apoptosehemmung bekannt [Demarchi
2001].
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Die Féhigkeit glatter GefaBmuskelzellen zur Migration entlang eines Gas6-Gradienten ist im
Fall einer Axl-Uberexpression erhdht, was bei der Pathogenese von Arteriosklerose und
arterieller Restenose von Relevanz ist [Fridell 1998].

Auf die Bedeutung des Gas6/AxI-Signalwegs bei der Zelladhésion weist schon die Tatsache
hin, dass die extrazellulire Domine des Axl-Rezeptors, wie bereits erwihnt, Ahnlichkeiten
mit Zelladhdsionsmolekiilen zeigt. Mc Closkey et al. beobachteten eine Aggregation von AxI-
exprimierenden 32D-Zellen nach Gas6-Stimulation [Mc Closkey 1997]. Eine vermehrte
Gas6/AxI-Aktivitdt korreliert mit einer erhohten Invasivitit und einem verstdrkten
metastatischen Potential bei verschiedenen Neoplasien: Im Magenkarzinom konnte eine
signifikante Korrelation zwischen Gas6-Expression und Lymphknotenmetastasierung
nachgewiesen werden [Sawabu 2007]. In Adenokarzinomen der Lunge und im
Mammakarzinom ist eine AxI-Uberexpression in hochinvasiven Zelllinien vorzufinden.
Experimentelle Inhibition des AxI-Signalwegs fiihrte dort zu einer Abnahme von Motilitét
und Invasivitit [Shieh 2005, Zhang 2008]. Craven et al. wiesen eine starke Uberexpression
von Axl in metastasierenden Zellen von Kolonkarzinomen im Vergleich zu normaler
Kolonschleimhaut und zum primirem Kolonkarzinom nach [Craven 1995].

Diese vielfdltigen Funktionen und Implikationen bei der Karzinogenese und Tumor-
progression lassen eine prognostische Relevanz der Gas6/Axl-Uberexpression in Malignomen
vermuten. Eine Korrelation mit einer schlechten Prognose konnte bei Patienten mit akuter
myeloischer Leukémie ebenso wie bei Patienten mit Glioblastoma multiforme nachgewiesen
werden [Hutterer 2008, Rochlitz 1999]. Im Magenkarzinom korreliert die Kombination von
Mer- und AxI-Expression mit einer schlechten Prognose des Krankheitsverlaufs [Wu 2002].
Abgesehen von der Implikation in Tumorentstehung und —progression ist der Gas6/AxI-
Signalweg auch in verschiedene Entziindungs- und Autoimmunreaktionen sowie in Gefa3-
und Nierenerkrankungen involviert. Die Expression in Endothelzellen weist auf eine Funktion
bei der endothelialen Apoptosechemmung unter Stressbedingungen und bei der Tumor-
angiogenese sowie beim vaskuldren Remodeling nach Verletzungen hin [Hafizi 2006]. Eine
Blockade des Gas6/AxI-Signalwegs verhinderte bei Mdusen eine Thromboseentstehung, ohne
jedoch Blutungen als Nebenwirkung hervorzurufen, was auf einen Einfluss auf die
Thrombozytenaktivierung und Thrombusstabilisierung schlieBen ldsst [Angelillo-Scherrer

2005].
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Uber die Expression und Funktion von Gas6 und Axl im Prostatakarzinom ist bislang nur
relativ wenig bekannt. Jacob et al. wiesen im Jahr 1999 mittels Differential-Display-PCR
erstmals eine AxI-mRNA-Uberexpression im Prostatakarzinom sowie in den Prostata-
karzinom-Zelllinien DU145 und PC-3 nach. Besonders hohe Expressionslevel waren in der
metastatischen Zelllinie DU145 vorzufinden, wahrend die nicht-metastatische Zelllinie PC-3
eine weniger starke Axl-Uberexpression zeigte. Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe,
dass ein Zusammenhang zwischen AxI-Gen-Uberexpression und Karzinogenese bzw.
Metastasierung besteht. Als potentielle Ursache fiir die Uberexpression in DU145-Zellen wird
ein Rearrangement des Axl-Onkogens in Betracht gezogen [Jacob 1999].

Sainaghi et al. untersuchten 2005 die Wirkung von Gas6 auf Axl-exprimierende Prostata-
karzinom-Zelllinien (DU145 und PC-3). Dabei wurde eine mitogene Aktivitdt der Gas6/Axl-
Interaktion beobachtet, die zur AxI-Expression in den Zelllinien proportional und demzufolge
in DU145-Zellen am groBten war. Die Stimulation der Proliferation iiber den Gas6/AxlI-
Signalweg erfolgte iiber Akt- und MAPK-Phosphorylierung und konnte eine Rolle bei der
Progression von Prostataneoplasien spielen [Sainaghi 2005].

In einer 2010 ver6ffentlichten Studie von Shiozawa et al. wurde die Bedeutung des Gas6/AxI-
Signalwegs hinsichtlich der ossdren Metastasierung von Prostatakarzinomen untersucht. Es
wurde nachgewiesen, dass die Bindung von Annexin II, welches an der Zelloberfliche von
Osteoblasten exprimiert wird und eine entscheidende Rolle bei der Adhédsion von
hidmatopoetischen Stammzellen an die ,,Stammzellnische® im Knochemark spielt, an
Prostatakarzinomzellen die Expression der AxI-Tyrosinkinaserezeptoren induziert. Des
weiteren stellten Shiozawa et al. fest, dass die AxI-Expression in hohermalignen Tumoren und
in Knochenmetastasen deutlich erhéht war. Im Gegensatz zu der vorgenannten Studie von
Sainaghi et al. konnten Shiozawa et al. keine Stimulation der Proliferation von Prostata-
karzinomzellen liber den Gas6/AxI-Signalweg nachweisen. Im Gegenteil — die Stimulation
von Prostatakarzinomzellen mit Gas6 fiihrte in dieser Studie zu einer Inhibition der
Zellproliferation. Weitere Effekte der Gas6-Stimulation waren die Regulation der Zell-
invasion, die Forderung des Zelliiberlebens, die Protektion der Karzinomzellen vor
chemotherapieinduzierter Apoptose und der Einfluss auf den Zellzyklus der Karzinomzellen.
Die Autoren folgerten daraus eine bedeutende regulatorische Rolle des Gas6/AxI-Signalwegs
beim Wachstum von Prostatakarzinomzellen im Knochenmark, welches durch Annexin II und
Gasb6 beeinflusst wird. Dabei scheint nicht die Stimulation der Proliferation, sondern vielmehr

die Induktion der Tumorzellruhephase eine wichtige Rolle zu spielen [Shiozawa 2010].
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wird die Expression von Gas6 und Axl mittels semiquantitativer
Immunhistochemie im Prostatakarzinom und in der HG-PIN im Vergleich zum normalen
Prostatagewebe analysiert. Des weiteren wird untersucht, ob die Expression im Prostata-
karzinom eine prognostische Relevanz hinsichtlich des rezidivfreien Uberlebens der Patienten
aufweist. SchlieBlich wird {iberpriift, ob die Gas6/AxI-Expression im Prostatakarzinom mit
wichtigen klinisch-pathologischen Parametern und molekularen Verdnderungen korreliert, um
so Hinweise auf mogliche weitere Funktionen und Implikationen des Signalwegs erhalten zu

konnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die von Engers et al. [Engers 2006] beschriebene
Kohorte von initial 60 RO-resezierten Prostatektomiepridparaten auf 89 RO-resezierte Fille
erweitert. Sdmtliche Patientendaten waren anonymisiert und es handelte sich bei den
Praparateschnitten um fiir Diagnosezwecke nicht mehr benétigtes Material. Alle Patienten
sind in der Urologischen Klinik der Universitit Diisseldorf operiert worden. Das
Patientenalter lag zwischen 52 und 79 Jahren, der Mittelwert betrug 65,11 Jahre. Patienten mit
Z.n. neoadjuvanter Hormontherapie, positiven Resektionsrdndern und/oder postoperativen
PSA-Werten > 0,3 ng/ml wurden aus der Studie ausgeschlossen.

Als Krankheitsrezidiv wurde ein Wiederanstieg des PSA-Wertes auf > 0,3 ng/ml und/oder ein
radiologischer oder histologischer Nachweis lokaler Rezidive oder Metastasen gewertet.
Follow-up Daten waren fiir alle 89 Patienten vorhanden. Der durchschnittliche Beobachtungs-
zeitraum betrug 88,26 Monate (3 — 255 Monate).

23 Patienten (25,8%) entwickelten ein Rezidiv, bei den iibrigen 66 Patienten (74,2%) wurde
bis zum letzten Follow-up-Termin kein Rezidiv festgestellt. Der Zeitraum bis zum Auftreten
eines Rezidivs lag zwischen 3 Monaten und 21,3 Jahren. 6 Patienten verstarben an ihrem
Prostatakarzinom.

Der pritherapeutische PSA-Wert war fiir 81 der 89 Patienten (91%) bekannt und lag im Mittel
bei 12,343 ng/ml (1,3- 44,3 ng/ml). Bei 46 Patienten (56,8%) betrug der PSA-Wert < 10
ng/ml, bei 35 (43,2%) > 10 ng/ml.

54 Prostatakarzinom-Patienten (60,7%) hatten nach der pTNM-Klassifikation einen organ-
begrenzten Tumor im Stadium pT2a, pT2b oder pT2c, wihrend in 35 Féllen (39,3%) ein
organiibergreifendes Stadium (pT3a oder pT3b) vorlag.

26 der mikroskopierten Prostatakarzinom-Préiparate (29,2%) wiesen einen Gleason Score von
2-6 auf, bei 63 Priparaten (70,8%) lag der Gleason Score zwischen 7 und 10.

In 56 der 89 Priparate war eine HG-PIN vorzufinden. Lymphknotenmetastasen und eine
BlutgefdBinvasion waren lediglich jeweils in zwei Fillen (2,2%) nachweisbar. In acht Féllen
(9%) hatte das Karzinom die Lymphgefie infiltriert, in 69 Fillen (78,4%) die
Perineuralscheiden.

Bei keinem Patienten waren zum Zeitpunkt der Prostatektomie Fernmetastasen nachweisbar.
Ein Teil der Kohorte wurde bereits in vorangegangenen Untersuchungen hinsichtlich der

Expression von Tiaml und Rac analysiert. Fiir beide Proteine konnte in diesen Studien eine
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prognostische Relevanz der Uberexpression im Prostatakarzinom fiir das rezidivfreie

Uberleben der Patienten nachgewiesen werden [Engers 2006, Engers 2007].

2.2 Immunhistochemie

Die immunhistochemische Féarbung erfolgte mit der LSAB (Labelled Streptavidin-Biotin) —
Methode. Von den ausgewihlten Paraffinblocken wurden 2-4 um dicke Schnitte angefertigt,
diese auf silanisierte Adhésions-Objekttrager (HistoBond, Fa. Marienfeld) aufgezogen, im
Brutschrank bei 100°C 10 Minuten lang getrocknet und anschlieBend zur besseren Haftung
iber Nacht im Brutschrank bei 58°C belassen. Danach folgten das Entparaffinieren mit Xylol
tiber 15 Minuten und die Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%,
70%). AnschlieBend wurden die Schnitte mit Leitungswasser gespiilt. Zur Epitop-
Demaskierung wurden die Schnitte in Citratpuffer pH 6 (21g Citronensdure, 25 ml NaOH ad
10 1 Aqua dest.) 15 Minuten lang im Schnellkochtopf erhitzt und danach 5 Minuten lang mit
kaltem Wasser abgespiilt. Es folgte die Inkubation mit 3%iger Wasserstoffperoxidlosung
(H20,) fiir 10 Minuten, um die endogene Peroxidase zu blockieren. Fiir die folgenden Schritte

wurde das UltraTek Reagent (Fa. ScyTek) verwendet:

Anti-Polyvalent (mouse, rabbit, rat, guinea pig) biotinylierter Sekundéarantikorper ABN999

Horseradish Peroxidase Tertidrreagenz (labelled streptavidin)
ABL999

Bulk DAB Reagent (Substrat) ACK999

Normal Antibody Diluent (TBS-Puffer) ADT999

Zur Blockade des endogenen Biotins wurden die Schnitte 15 Minuten lang mit
Avidinlosung (1 Hiihnereiweil + 100 ml Aqua dest.) inkubiert, anschlieBend mit
Leitungswasser gespiilt und zur Blockade des Avidins wiederum 15 Minuten lang mit
Biotinlosung (0,02% d-Biotin in TBS-Puffer) inkubiert. Nach erneutem Spiilen mit
Leitungswasser und Triton-Aqua dest. wurden in einer feuchten Kammer 150 pl des AxI-
Primédrantikorpers in einer Verdiinnung von 1:100 in TBS-Puffer aufgetragen. Diesen lie3
man liber Nacht bei 6°C einwirken. Der Gas6-Antikdrper wurde in gleicher Menge und
Verdiinnung, allerdings nur fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur, auf die Objekttrager gegeben.
Anschliefend wurden der biotinylierte Sekundérantikorper und das Meerrettich-Peroxidase-
markierte Streptavidin fiir je 15 Minuten, das mittels eines Faltenfilters (595 2 O 150mm,
Schleicher & Schuell) filtrierte Diaminobenzidin (DAB) fiir 10 Minuten aufgetragen.

Zwischen diesen einzelnen Schritten wurde immer mit Leitungswasser und Triton-Aqua dest.
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gespiilt. Die Gegenfiarbung erfolgte mit Hidmalaun fiir 6 Minuten. Zum Schluss wurden die
Schnitte nochmals mit Leitungswasser gespiilt, dann in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert,
mit Xylol inkubiert und eingedeckt.

Zum Ausschluss unspezifischer Bindungen des Sekundérantikdrpers wurde bei jedem Firbe-
durchgang ein Schnitt als Negativkontrolle mitgefiihrt, bei dem lediglich auf die Applikation

des Primédrantikorpers verzichtet wurde.

2.3 Der Axl-Antikérper

Als Primédrantikorper gegen Axl wurde der monoklonale Maus anti-Human-Axl-Antikorper
MAB 423-36 verwendet, der freundlicherweise von Prof. Dr. A. Ullrich (Abteilung
Molekularbiologie des Max-Planck-Instituts fiir Biochemie, Martinsried/Miinchen) zur
Verfligung gestellt wurde.

2.4 Der Gas6-Antikorper

Zum Nachweis von Gas6 wurde der polyklonale Ziege anti-Human-Gas6-Antikorper PAB

C-20 (Santa Cruz Biotechnology) als Primidrantikorper verwendet.

2.5 Beurteilung der immunhistochemischen Anfirbung

Samtliche Gewebeschnitte wurden gemeinsam mit Herrn Prof. Dr. R. Engers (Institut fiir
Pathologie) am Mikroskop ausgewertet. Zur semiquantitativen Bestimmung der Expressions-
level von Axl und Gas6 im Prostatakarzinom, in der préneoplastischen HG-PIN und im
korrespondierenden normalen sekretorischen Epithel wurde jeweils ein Scoring-System wie
bei der routinemiBigen Bestimmung des Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus beim
Mammakarzinom verwendet [Engers 2007]. Dabei wurde einerseits der Prozentsatz der
immunhistochemisch angefdrbten (positiven) Zellen bestimmt, andererseits die Férbe-

intensitét der positiven Zellen beurteilt (Tab.2).
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Prozentsatz positiver Zellen Férbeintensitit

0 keine positiven Zellen 0 keine Férbereaktion

1 <10% positive Zellen 1 schwache Firbereaktion
2 10-50% positive Zellen 2 méBige Firbereaktion

3 51-80% positive Zellen 3 starke Firbereaktion

4 > 80% positive Zellen

Tab.2: Berechnungsgrundlage der immunreaktiven Scores (IRS) von AxIl und Gas6

Der immunreaktive Score (IRS) errechnet sich jeweils als Produkt der Werte fiir den Anteil
positiver Zellen (Skala 0-4) und dem Wert fiir die Farbeintensitét (Skala 0-3) und reicht von 0
bis 12. Bei jedem Prostatektomiepraparat wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl fiir AxI als
auch fiir Gas6 der IRS im Karzinom, in der HG-PIN und im korrespondierenden normalen
sekretorischen Epithel bestimmt.

Fiir die statistischen Analysen wurden statt der absoluten Expressionslevel von Axl und Gas6
jeweils die Quotienten der Expressionslevel im Tumor- und Normalgewebe bestimmt, um so

fixierungs- oder methodisch bedingte Schwankungen der Farbeintensititen zu eliminieren.

2.6 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen erfolgten mit dem Programm SPSS 12.0 und wurden in Analogie
zu den in Kooperation mit Herrn Dr. R. Willers (Rechenzentrum der Heinrich-Heine-
Universitit Diisseldorf) vorgenommenen statistischen Berechnungen fiir die bereits publi-
zierten Arbeiten iiber die Expression und prognostische Relevanz von Tiaml [Engers 2006]
und Rac [Engers 2007] durchgefiihrt. Als Signifikanzniveau wurde eine 2-seitige
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% angenommen. Fiir den Vergleich der Expression von Axl
und Gas6 im Tumorgewebe, in der HG-PIN und im korrespondierenden normalen
sekretorischen Epithel wurde der Wilcoxon-Test verwendet. Fiir Korrelationsuntersuchungen
zwischen der Gas6-/Axl-Expression und klinisch-pathologischen Parametern sowie anderen
molekularen Parametern fand der Exakte Fisher-Test Anwendung. Die grafische Darstellung
des rezidivfreien Uberlebens, welches als Zeitraum zwischen radikaler Prostatektomie und
Nachweis eines Rezidivs definiert wurde, erfolgte mit Kaplan-Meier-Uberlebenskurven. Die
univariate Analyse erfolgte mit dem Log-Rank-Test, die multivariate Analyse mit dem Cox-

Regressionsmodell.
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3 Ergebnisse

3.1.1 Axl-Expression im Prostatakarzinom und Assoziation mit wichtigen klinisch-

pathologischen Parametern

Da die Axl-Expression im Prostatakarzinom, in der prédneoplastischen HG-PIN und im
korrespondierenden normalen sekretorischen Epithel z.T. sehr heterogen verteilt war, erfolgte
die Bestimmung der Expression mittels semiquantitativer Immunhistochemie. Dabei lag der
IRS fiir Axl im Normalgewebe zwischen 1 und 8 (Mittelwert: 2,11), im Tumor und in der
HG-PIN jeweils zwischen 0 und 12 (Mittelwert im Tumor: 4,26, Mittelwert in der HG-PIN:
4,89). So war AxI in einem Teil der Fille im Prostatakarzinom und in der HG-PIN deutlich
starker exprimiert als im jeweiligen Normalgewebe (Abb.3A/B). In anderen Féllen hingegen
war nur eine geringgradige oder keine Uberexpression im Tumorgewebe bzw. der HG-PIN
nachweisbar. Eine AxI-Uberexpression im Karzinom zeigte sich insgesamt in 53 von 89
Fillen (59,6%), in 10 Fillen (11,2%) war Axl im Tumor weniger stark exprimiert als im
Normalgewebe und in 26 Fillen (29,3%) fand sich kein Unterschied in der Expression
zwischen Tumorgewebe und normalem sekretorischen Epithel. In der HG-PIN war Axl in 47
von 56 Fillen (84,1%) tiberexprimiert, in 2 Féllen (3,6%) war die Expression im Normal-
gewebe stirker und in 7 Féllen (12,5%) zeigte sich kein Unterschied in der Expression
zwischen HG-PIN und normalem sekretorischen Epithel.

Uber die gesamte Kohorte gesehen ergab sich jedoch eine hochsignifikante AxI-Uber-
expression im Tumorgewebe (durchschnittlich Faktor 2,48; p < 0,001) und in der HG-PIN
(durchschnittlich Faktor 2,58; p < 0,001) im Vergleich zum Normalgewebe (Abb.3C). Kein
signifikanter Unterschied war zwischen der Expression von Axl im Tumorgewebe und in der

HG-PIN nachweisbar.
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Fir die Korrelationsberechnungen zwischen der Axl-Expression und wichtigen klinisch-
pathologischen Parametern wurde aus praktischen Griinden heraus eine Einteilung der
Expressionslevel im Verhiltnis zum Normalgewebe in < 1 (keine Uberexpression) und > 1
(Uberexpression) vorgenommen.

Beim Vergleich mit wichtigen klinisch-pathologischen Parametern (Tab.3) korrelierte die
Axl-Uberexpression signifikant mit dem Auftreten eines Tumorrezidivs (p = 0,048), mit
einem hohen pT-Stadium (p = 0,008) und mit einem hohen Gleason Score (p = 0,004). In
Bezug auf molekulare Verdnderungen ergab sich eine Korrelation mit einer starken
Uberexpression des Tiaml (T-Lymphoma invasion and metastasis)-Proteins (p = 0,023),
welches von Engers et al. kiirzlich als unabhéngiger prognostischer Faktor fiir Prostata-
karzinom-Patienten identifiziert wurde [Engers 2006].

Keine signifikanten Korrelationen ergaben sich hingegen mit dem Patientenalter, mit dem
préitherapeutischen PSA-Wert, mit dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen, Blutgefal3-,
LymphgefiB- und Perineuralscheideninvasion und mit einer Uberexpression von Gas6 und

Rac.
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Tab. 3: Klinisch-pathologische Charakteristika der Ax]-Uberexpression im Prostatakarzinom'

Faktor Axl-Expression im Vergleich zum Normalgewebe P-Wert?
< 1-fach (n = 36) > 1-fach (n =53)
Anzahl (%) Anzahl (%)

Alter in Jahren
<65 16 (18) 22 (25) 0,829
> 65 20 (22) 31 (35)
Priaoperativer PSA’
(ng/ml)
<10 20 (25) 26 (32) 0,493
>10 12 (15) 23 (28)
Rezidiv
nein 31 (35) 35(39) 0,048 *
ja 5 (6) 18 (20)
LVI
nein 33 (37) 48 (54) 1,000
ja 3 3) 5 (6)
BVI
nein 34 (38) 53 (59) 0,161
ja 2 () 0 (0)
PNI
nein 9 (10) 10(11) 0,602
ja 27 (31) 42 (48)
pT
pT2 28 (31) 26 (29) 0,008 *
pT3 8 (9) 27 (30)
pN
pNO 34 (38) 53 (59) 0,161
pNI1 2 (2) 0 (0)
GS
<7 17 (19) 9 (10) 0,004 *
=7 19 (21) 44 (49)
Tiam1*
< 3,5-fach 10 (23) 8 (18) 0,023 *
> 3,5-fach 5(11) 21 (48)
Rac’
< 1-fach 11 (25) 12 (27) 0,060
> |-fach 4 (9) 17 (39)
Gas6®
< I-fach 26 (29) 28 (32) 0,080
> 1-fach 10 (11) 25 (28)

* Statistisch signifikant. LVI, LymphgefaBinvasion; BVI, BlutgefaBBinvasion; PNI, Perineuralscheideninvasion;
GS, Gleason Score.

" Aufgrund von Rundungen ergeben sich nicht immer exakt 100%.

? Zweiseitiger Fisher’s Exakt Test

? Der prioperative PSA-Wert war fiir 81 der 89 Patienten bekannt.

* Expression im Vgl. zum Normalgewebe. Der Tiam1-Expressionswert war fiir 44 der 89 Patienten bekannt.

> Expression im Vgl. zum Normalgewebe. Der Rac-Expressionswert war fiir 44 der 89 Patienten bekannt.

% Expression im Vgl. zum Normalgewebe.
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3.1.2 Univariate Analyse

Fiir die prognostischen Untersuchungen wurden sowohl die etablierten Prostatakarzinom-
Prognosefaktoren Gleason Score, pritherapeutischer PSA-Wert und pT-Stadium als auch die
Expressionslevel von Gas6 und Axl jeweils in zwei Kategorien eingeteilt. So wurde der
Gleason Score in die Kategorien 2-6 sowie 7-10 dichotomisiert. Der préatherapeutische PSA-
Wert wurde in die Gruppen < 10 ng/ml und > 10 ng/ml unterteilt, wihrend fiir das pT-
Stadium die klinisch relevante Einteilung in organbegrenzte Tumore (pT2a,2b,2c) und
organiiberschreitende Tumore (pT3a,3b) vorgenommen wurde. Die Expressionslevel von
Gas6 und Axl im Prostatakarzinom wurden im Verhiltnis zum Normalgewebe bestimmt und
in die Kategorien < 1 (keine Uberexpression) und > 1 (Uberexpression) eingeteilt.

In der Kaplan-Meier-Analyse ergab sich fiir die bekannten und etablierten Prognosefaktoren
des Prostatakarzinoms Gleason Score, prétherapeutischer PSA-Wert und pT-Stadium eine
signifikante Assoziation mit einem verkiirzten rezidivfreien Uberleben der Patienten, was die

Repriésentativitét des vorliegenden Kollektivs unterstreicht:

Gleason Score: <7vs.>27;,p=0,001
Prétherapeutischer PSA: <10 vs. > 10; p= 0,003
pT-Stadium: pT2 vs. pT3; p=0,043

In der univariaten Analyse war die Assoziation zwischen der AxI-Uberexpression im Tumor
im Vergleich zum Normalgewebe und einem verkiirzten rezidivfreien Uberleben der
Patienten grenzwertig signifikant (p = 0,050). Im Falle einer Axl-Uberexpression im Tumor
lag die mittlere rezidivfreie Uberlebenszeit bei 149 Monaten (123 — 176 Monate; 95%-
Konfidenzintervall), wihrend das rezidivfreie Uberleben bei fehlender Axl-Uberexpression
mit durchschnittlich 209 Monaten (172 - 246 Monate; 95%-Konfidenzintervall) deutlich
langer war (Abb.4).
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Abb.4: Prognostische Relevanz der Axl-Uberexpression in der Kaplan-Meier-Analyse

3.1.3 Multivariate Analyse

Um die Unabhdngigkeit der in der univariaten Analyse identifizierten prognostischen
Parameter (pritherapeutischer PSA-Wert, Gleason Score, pT-Stadium und AxI-Uber-
expression) zu untersuchen, wurde eine multivariate Analyse mit dem Cox Proportional
Hazard-Modell durchgefiihrt. Dabei erwies sich das Ausmafl der AxI-Expression im
Prostatakarzinom nicht als unabhéngiger prognostischer Parameter fiir das rezidivfreie

Uberleben der Patienten (p = 0,643).
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3.2.1 Gas6-Expression im Prostatakarzinom und Assoziation mit wichtigen klinisch-

pathologischen Parametern

Fiir die Beurteilung der Gas6-Expression im Prostatakarzinom, in der HG-PIN und im
normalen sekretorischen Epithel wurde ebenfalls jeweils der IRS bestimmt. Dieser lag im
Normalgewebe zwischen 1 und 9 (Mittelwert: 6,28), im Tumorgewebe und in der HG-PIN
jeweils zwischen 2 und 12 (Mittelwert im Tumor: 7,03, Mittelwert in der HG-PIN: 7,48).
Auch im Fall von Gas6 war die Expression z.T. sehr heterogen. Wihrend in einigen Fillen im
Karzinom und in der HG-PIN eine deutliche Uberexpression vorhanden war (Abb.5A/B), war
Gas6 in anderen Fillen nicht oder nur geringgradig liberexprimiert. Insgesamt zeigte sich eine
Gas6-Uberexpression im Tumor in 35 von 89 Fillen (39,3%), in 16 Fillen (18%) war Gas6
im Tumor weniger stark exprimiert als im normalen sekretorischen Epithel und in 38 Fillen
(42,7%) zeigte sich kein Unterschied in der Expression zwischen Tumor und Normal-
gewebe. In der HG-PIN fand sich eine Gas6-Uberexpression in 22 von 42 Fillen (52,5%), in
2 Fillen (4,8%) war die Gas6-Expression im Normalgewebe etwas stirker und in 18 Fillen
(42,9%) war kein Unterschied zwischen der Expression in der HG-PIN und im Normal-
gewebe nachweisbar.

Uber die gesamte Kohorte gesehen ergab sich jedoch eine hochsignifikante Uberexpression
von Gas6 sowohl in der HG-PIN (p < 0,001) als auch im Prostatakarzinom (p = 0,001),
verglichen mit dem korrespondierenden Normalgewebe. Im Mittel betrug die Expression von
Gas6 im Tumor das 1,28-fache und in der HG-PIN das 1,49-fache der Expression im
normalen sekretorischen Epithel (Abb.5C). Der Vergleich der Expression von Gas6 im

Karzinom und in der HG-PIN ergab keinen signifikanten Unterschied.
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Abb.5:  Analyse der Gas6-Expression im Prostatakarzinom, in der HG-PIN und im
normalen sekretorischen Epithel mittels semiquantitativer Immunhistochemie

A) Immunhistochemische Darstellung der Gas6-Uberexpression in der pri-
neoplastischen HG-PIN im Vergleich zum korrespondierenden normalen
sekretorischen Epithel (200x VergroBerung)

B) Immunhistochemische Darstellung der Gas6-Uberexpression im Prostata-
karzinom im Vergleich zum korrespondierenden normalen sekretorischen

Epithel (100x VergroBerung)

C) Vergleich der Gas6-Expressionslevel (Mittelwert +/- Standardabweichung)
im normalen sekretorischen Epithel, in der HG-PIN und im Prostatakarzinom
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Fiir die Korrelationsberechnungen zwischen der Gas6-Expression und wichtigen klinisch-
pathologischen Parametern (Tab.4) wurde das Verhiltnis der Gas6-Expression im Tumor und
im Normalgewebe bestimmt und in die Kategorien < 1 (keine Uberexpression) und > 1
(Uberexpression) dichotomisiert. Interessanterweise fand sich dabei im Prostatakarzinom
eine Korrelation der Gas6-Uberexpression mit einer Uberexpression des Rac-Proteins (p
=0,017), dessen prognostische Relevanz fiir Prostatakarzinompatienten erstmalig von Engers
et al. [Engers 2007] nachgewiesen wurde.

Keine signifikanten Korrelationen ergaben sich mit dem pT-Stadium, dem prétherapeutischen
PSA-Wert, dem Gleason Score, dem Auftreten cines Rezidivs, dem Patientenalter, dem
Auftreten von Lymphknotenmetastasen, mit einer Blutgefd-, LymphgefaB- oder

Perineuralscheideninvasion und einer Uberexpression von Tiam1.
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Tab.4: Klinisch-pathologische Charakteristika der Gas6-Uberexpression im Prostatakarzinom'

Faktor Gas6-Expression im Vergleich zum Normalgewebe P-Wert?
< 1-fach (n =54) > 1-fach (n = 35)
Anzahl (%) Anzahl (%)
Alter in Jahren
<65 23 (26) 15(17) 1,000
> 65 31 (35) 20 (22)
Prioperativer PSA’
(ng/ml)
<10 29 (36) 17 (21) 0,650
> 10 20 (25) 15 (18)
Rezidiv
nein 41 (46) 25 (28) 0,631
ja 13 (15) 10 (11)
LVI
nein 47 (53) 34 (38) 0,141
ja 7(8) 1(1)
BVI
nein 52 (58) 3539) 0,517
ja 2 (2) 0 (0)
PNI
nein 12 (14) 7 (8) 1,000
ja 41 (47) 28 (32)
pT
pT2 37 (41) 17 (19) 0,077
pT3 17 (19) 18 (20)
pN
pNO 52 (58) 35(39) 0,517
pN1 2 (2) 0 (0)
GS
<7 17 (19) 9 (10) 0,638
>7 37 (41) 26 (29)
Rac’
< 1-fach 14 (32) 9 (20) 0,017 *
> |-fach 5(11) 16 (36)
Tiam1’
< 3,5-fach 9(21) 9(21) 0,542
> 3,5-fach 10 (23) 16 (36)

* Statistisch signifikant. LVI, LymphgefaBinvasion; BVI, BlutgefaBBinvasion; PNI, Perineuralscheideninvasion;
GS, Gleason Score.

! Aufgrund von Rundungen ergeben sich nicht immer exakt 100%.

? Zweiseitiger Fisher’s Exakt Test

? Der prioperative PSA-Wert war fiir 81 der 89 Patienten bekannt.

* Expression im Vgl. zum Normalgewebe. Der Rac-Expressionswert war fiir 44 der 89 Patienten bekannt.

> Expression im Vgl. zum Normalgewebe. Der Tiam1-Expressionswert war fiir 44 der 89 Patienten bekannt.
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3.2.2 Univariate Analyse

Auch fiir die Beurteilung der prognostischen Relevanz der Gas6-Expression im Prostata-
karzinom wurde eine Dichotomisierung der Kohorte in Tumoren mit Gas6-Uberexpression
und Tumoren ohne Gas6-Uberexpression vorgenommen. Wihrend sich in der univariaten
Analyse bei den etablierten Prostatakarzinom-Prognosefaktoren Gleason Score, pri-
therapeutischer PSA-Wert und pT-Stadium, wie weiter oben bereits dargestellt, eine
signifikante Assoziation dieser Faktoren mit einem verkiirzten rezidivfreien Uberleben der
Patienten zeigte, war dies fiir die Gas6-Uberexpression im Tumor, verglichen mit dem
Normalgewebe, nicht der Fall (p = 0,388; Abb.6). Daher wurde auch auf eine multivariate

Analyse verzichtet.
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Abb.6: Prognostische Relevanz der Gas6-Uberexpression in der Kaplan-Meier-Analyse.
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4 Diskussion

Der Gas6/AxI-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Tumorentstehung sowie bei der
Regulation von Zellproliferation, Migration, Adhdsion und Apoptose [Hafizi 2006]. Da
bislang jedoch nur wenig {iber die Expression und prognostische Relevanz des
Tyrosinkinaserezeptors Axl und seines Liganden Gas6 im Prostatakarzinom bekannt ist,
wurden diese Aspekte in der vorliegenden Arbeit anhand einer représentativen Kohorte von
RO-resezierten Prostatakarzinompatienten mittels semiquantitativer Immunhistochemie unter-
sucht. Hierzu wurde zunéchst die von Engers et al. [Engers 2006] beschriebene Kohorte von
60 Prostatakarzinompatienten auf 89 Patienten erweitert. Bereits am Vorgéngerkollektiv von
60 Patienten konnten Engers et al. mit Tiaml und Rac zwei neue, unabhédngige Prognose-
faktoren des Prostatakarzinoms identifizieren [Engers 2006, Engers 2007]. Auch die dieser
Arbeit zugrunde liegende erweiterte, aus 89 Patienten bestehende Kohorte ist reprisentativ, da
alle bislang etablierten Prognosefaktoren des Prostatakarzinoms (pritherapeutischer PSA-
Wert, Gleason Score und pT-Stadium) auch in dieser Kohorte jeweils eine signifikante
prognostische Relevanz zeigten. Die Stirke des vorliegenden Kollektivs liegt trotz der relativ
begrenzten Fallzahl darin, dass nur RO-resezierte Prostatakarzinomfille in die Studie
eingeschlossen wurden. Demnach ist davon auszugehen, dass Rezidive tatsdchlich Ausdruck
eines aggressiven Tumorverhaltens sind und nicht nur das Ergebnis eines Tumorwachstums,
ausgehend von Residuen eines unvollstindig resezierten Primartumors.

In der vorliegenden Arbeit lag die Axl-Expression im Prostatakarzinom durchschnittlich um
den Faktor 2,48 {iber der Expression im korrespondierenden normalen sekretorischen Epithel,
was einer hochsignifikanten (p < 0,001) Uberexpression entspricht. Der Vergleich der Axl-
liberexprimierenden Prostatakarzinome (d.h. Axl-Expression im Tumor/Axl-Expression im
korrespondierenden normalen sekretorischen Epithel > 1) mit den Prostatakarzinomen ohne
Axl-Uberexpression zeigte in der univariaten Analyse, dass die Uberexpression von Axl mit
einer grenzwertig signifikanten (p = 0,05) Verkiirzung des rezidivfreien Uberlebens der
Patienten assoziiert ist. Hierzu passt auch, dass die Axl-Uberexpression signifikant mit dem
Auftreten eines Tumorrezidivs (p = 0,048) korrelierte. In der multivariaten Analyse jedoch, in
der die Unabhiingigkeit der AxI-Uberexpression von den etablierten prognostischen
Parametern des Prostatakarzinoms (pritherapeutischer PSA-Wert, Gleason Score und pT-
Stadium) untersucht wurde, war die prognostische Aussagekraft der AxI-Uberexpression nicht
mehr nachweisbar (p = 0,643). Dies kdnnte daran liegen, dass die AxI-Uberexpression beim

Vergleich mit verschiedenen klinischen, pathologischen und molekularen Faktoren u.a. auch
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mit einem hohen pT-Stadium (p = 0,008) und einem hohen Gleason Score (p = 0,004)
korrelierte und somit eine Abhiingigkeit zwischen der Axl-Uberexpression und einem bzw.
beiden anderen Parametern bestehen konnte. Fiir eine abschlieBende Beurteilung der
prognostischen Relevanz einer Axl-Uberexpression im Prostatakarzinom erscheint es jedoch
sinnvoll, die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit auf ein groBeres Kollektiv
auszudehnen.

Insgesamt weist die AxI-Uberexpression im Prostatakarzinom auf eine Bedeutung des Signal-
wegs in der Tumorbiologie des Prostatakarzinoms hin. Die genannten Korrelationen mit
prognostisch relevanten klinisch-pathologischen Parametern deuten auf eine hdhere
Aggressivitit und Invasionsfihigkeit Axl-tiberexprimierender Tumoren hin, was bereits im
Zusammenhang mit Untersuchungen an Prostatakarzinom-Zelllinien vermutet wurde: So
wiesen Jacob et al. 1999 mittels Differential-Display-PCR erstmals eine AxI-mRNA-
Uberexpression im Prostatakarzinom sowie in den Prostatakarzinom-Zelllinien DU145 und
PC-3 nach, wobei in der metastatischen Zelllinie DU145 eine besonders hohe Uberexpression
im Vergleich zur nicht-metastatischen Zelllinie PC-3 und insbesondere im Vergleich zum
Normalgewebe vorlag. Die Autoren folgerten daraus, dass ein Zusammenhang zwischen der
Axl-Gen-Uberexpression und der Tumorgenese sowie dem metastatischen Potential der
Tumorzellen vorliegen konnte [Jacob 1999]. Sainaghi et al. beobachteten eine mitogene
Funktion des Gas6/AxI-Signalwegs in DU145 und PC-3-Zelllinien, wobei die Stimulation der
Zellproliferation in den stirker Axl-liberexprimierenden DU145-Zellen am grofiten war, und
folgerten daraus eine Bedeutung der AxIl-Expression fiir die Aggressivitit von
Prostatatumoren [Sainaghi 2005].

Ahnlich wie fir Axl war auch fiir Gas6 eine signifikant stirkere Expression im
Prostatakarzinom, verglichen mit dem korrespondierenden normalen sekretorischen
Epithel (p = 0,001), nachweisbar. Dabei betrug die Gas6-Expression im Tumor im Mittel das
1,28-fache der Expression im normalen sekretorischen Epithel. Die Gas6-Uberexpression
erwies sich in der univariaten Kaplan-Meier-Analyse jedoch nicht als prognostisch relevant (p
= 0,388). Daher wurde auch auf eine multivariate Analyse verzichtet.

Interessanterweise konnte eine signifikante Uberexpression von Axl und Gas6 beim Vergleich
mit dem normalen sekretorischen Epithel nicht nur im Prostatakarzinom, sondern auch in der
praneoplastischen HG-PIN nachgewiesen werden. So war Axl in 84,1% der Fille in der HG-
PIN signifikant starker exprimiert als im korrespondierenden Normalgewebe (p < 0,001). Fiir
Gas6 lag eine Uberexpression in der HG-PIN im Vergleich zum normalen sekretorischen

Epithel in 52,5% der Fille (p <0,001) vor. Sowohl fiir Axl als auch fiir Gas6 waren die
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semiquantitativ bestimmten Expressionsstirken in der HG-PIN jeweils dhnlich hoch wie im
Prostatakarzinom. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine Uberexpression von Axl und
Gas6 bereits in einem frilhen Stadium der Tumorentstehung zu finden ist und dieses
Signalsystem daher von Bedeutung fiir die Entwicklung des Prostatakarzinoms sein konnte.
Eine solche maligne Transformation wurde bereits in anderen Axl-liberexprimierenden
Zelltypen beobachtet. So zeigten O’Bryan et al., dass die Transfektion von NIH3T3-Fibro-
blasten mit Axl-cDNA zur malignen Entartung dieser Zellen fiihrt [O’Bryan 1991].
McCloskey et al. beobachteten eine maligne Transformation von 32D-Zellen unter
Stimulation von Axl [McCloskey 1994].

Die molekularen Mechanismen, die die Transkripition von Axl regulieren und somit fiir die
iiber Axl vermittelte Karzinogenese bzw. Tumorprogression relevant sein konnten, erscheinen
sehr vielfdltig und komplex und sind bislang in bestimmten Malignomen nur teilweise
entschliisselt. Mudduluru et al. konnten in verschiedenen Studien einige Regulations-
mechanismen der Axl-Expression identifizieren: Im Jahr 2008 deckten sie eine Regulation der
Axl-Genexpression liber die Zinkfingerproteine Spl und Sp3 aus der Familie der Sp-
Transkripitionsfaktoren und iiber die Methylierung von CpG (Cytosin-phosphatidyl-Guanin)-
Inseln auf [Mudduluru 2008]. Des weiteren fanden sie heraus, dass MZF1 (myeloid zinc
finger 1), ein Zinkfinger-Transkriptionsfaktor aus der SCAN-domain-Familie, an den AxI-
Promotor bindet und auf diese Weise dosisabhidngig die AxI-mRNA- und Proteinexpression
stimuliert, was in dieser Studie zur Invasion und Metastasenbildung bei Kolon- und
Zervixkarzinomen fithrte [Mudduluru 2010]. Eine inverse Korrelation konnte zwischen der
AxI-Expression und den spezifischen mikroRNAs (miRNAs) miR-34a und miR-199a/b, die
an der 3°’UTR (untranslated region) des Axl-Gens ansetzen, nachgewiesen werden
[Mudduluru 2011]. Im Blasenkarzinom wird die Transkripition von Axl direkt durch Fra-1
(Fos-related antigen 1) aus der Fos-Familie hochreguliert und hat auf diese Weise Einfluss auf
die Motilitdt der Tumorzellen des Blasenkarzinoms [Sayan 2011]. Im Mammakarzinom
konnte eine Induktion der Axl-Expression iiber Vimentin, ein Typ3-Intermediérfilament aus
der Gruppe der Desmine, nachgewiesen werden, was fiir die Zellmigration von Bedeutung zu
sein scheint [Vuoriluoto 2011].

Intrazellular fiihrt die Gas6/Axl-Interaktion zur Aktivierung unterschiedlicher Signalwege.
Bekannt ist eine Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), der Src-Tyrosinkinase,
der Extracellular signal-regulated Kinase (ERK), der C-Jun N-terminalen Kinase (JNK) und
der p38 mitogen-activated protein Kinase (p38 MAPK) [Goruppi 1997, Goruppi 1999]. Das

Onkoprotein Ras, welches im Rahmen des ERK-Signalwegs aktiviert wird, scheint im
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Rahmen der Gas6-induzierten Mitogenese eine wichtige Rolle zu spielen, ist jedoch fiir das
Gaso6-vermittelte Zelliiberleben nicht erforderlich [Goruppi 1999]. Die genannten
,downstream targets® des AxI-Signalwegs sind in die Regulation verschiedener
Transkriptionsfaktoren involviert. Es ist daher denkbar, dass Gas6 und/oder Axl im Rahmen
der Tumorentstehung die Transkription bestimmter Onkogene induzieren bzw. die
Transkription bestimmter Tumorsuppressorgene inhibieren und so schlielich zur malignen
Entartung der Zellen beitragen.

In diesem Kontext ist auch interessant, dass in der vorliegenden Arbeit signifikante
Korrelationen einerseits zwischen der Expression von Axl und Tiaml (p = 0,023) und
andererseits zwischen der Expression von Gas6 und Rac (p = 0,017) im Prostatakarzinom
nachgewiesen wurden. Rac ist eine Rho-dhnliche GTPase, von der drei Isoformen bekannt
sind, die in die Regulation des Aktin-Zytoskeletts und in die onkogene Transformation von
Zellen involviert sind. Tiaml ist ein Guaninnukleotid-Austauschfaktor, der die GTPase Rac
spezifisch aktiviert, indem er die GDP-Abspaltung katalysiert, so dass GTP binden kann. Der
Tiam1/Rac-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Onkogenese sowie bei der
Zellmigration, -invasion und Metastasierung [Strumane 2006]. Engers et al. wiesen eine
signifikante Uberexpression von Tiaml und Rac sowohl in der HG-PIN als auch im
Prostatakarzinom nach und zeigten, dass sowohl eine starke Uberexpression von Tiaml als
auch die Uberexpression von Rac jeweils mit einem signifikant verkiirzten rezidivfreien
Uberleben der Patienten assoziiert war [Engers 2006, Engers 2007]. Goruppi et al. berichteten
bereits im Jahr 1999 iiber eine Beteiligung von Rac und Rho, einer weiteren GTPase aus der
Rho-Familie, bei dem von Gas6 gesteuerten Uberleben von NIH3T3-Zellen unter
Serummangelbedingungen [Goruppi 1999]. Eine Aktivierung von Rac {iber Gas6 wird auch in
GnRH(Gonadotropin-Releasing-Hormone)-Neuronen sowie in Mikroglia beschrieben [Allen
2002, Grommes 2008]. Uber eine mogliche Beziehung zwischen dem Gas6/AxI-Signalweg
und dem Tiam1/Rac-Signalweg ist bislang nichts bekannt. Interessanterweise werden jedoch
bei der Tiaml/Rac-Interaktion z.T. dieselben Signalwege aktiviert wie bei der Gas6/Axl-
Signalkaskade, darunter die ,,downstream targets* p38 MAPK, JNK und ERK [Frost 1996].
AuBerdem gibt es funktionelle Uberschneidungen der beiden Signalwege, da sowohl der
Tiam1/Rac-Signalweg als auch der Gas6/Axl-Signalweg eine bedeutende Rolle bei der
Tumorentstehung und -metastasierung wie auch bei der Regulation der Zellmigration und
-invasion spielen. Auch vor diesem Hintergrund erscheint eine Interaktion beider Signalwege
durchaus moglich. Die Korrelationen mit Rac und Tiam1 kénnten somit Hinweise auf weitere

molekulare Mechanismen und funktionelle Implikationen des Gas6/AxI-Signalwegs liefern,
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die fiir die Tumorentstehung und —progression von Bedeutung sein konnten. Zur weiteren
Aufkldrung dieser Zusammenhénge sind weiterfilhrende Untersuchungen auf Molekularebene
erforderlich. Die Uberexpression von Gas6 und Axl sowohl in der HG-PIN als auch im
Prostatakarzinom konnte neue therapeutische Moglichkeiten im Sinne einer ,targeted
therapy** eréffnen. So wiesen Vajkoczy et al. eine Axl-Uberexpression in humanen Gliom-
Zelllinien nach und entdeckten, dass eine experimentelle Inhibition von Axl durch
Uberexpression einer dominant-negativen Axl-Rezeptor-Mutante bei Miusen das Gliom-
Wachstum und die Invasion unterdriickte und das Uberleben der Tiere verlingerte [Vajkoczy
2006]. Ahnliches beobachteten Zhang et al. an Brustkrebszellen, deren Motilitdt und
Invasivitdt nach Blockade des AxI-Signalwegs durch eine dominant-negative AxI-Rezeptor-
Mutante bzw. durch short hairpin RNA knockdown deutlich abnahm [Zhang 2008]. Li et al.
konnten nachweisen, dass eine Inhibition der Axl-Expression mittels RNA-Interferenz oder
Blockade des AxI-Rezeptors mittels monoklonaler Antikdrper die pulmonale Metastasierung
des Mammakarzinoms verhindert. Des weiteren ergaben sich deutliche Hinweise, dass eine
Axl-Blockade nicht nur die Tumorzellen selbst, sondern iiber die Modulation der
Vaskularisierung und Immunzellfunktionen auch die Zellen des umgebenden Stromas
beeinflusst [Li 2009, Ye 2010]. So kann auch der therapeutische Effekt von anti-VEGF-
Antikorpern, EGFR small-molecule Inhibitoren und Chemotherapeutika durch eine AxI-
Blockade verstarkt werden [Ye 2010].

Demzufolge stellt Axl ein vielversprechendes therapeutisches Target zur Behandlung von
Krebserkrankungen dar. Eine Inhibition des AxI-Signalwegs konnte auf unterschiedliche Art
und Weise erfolgen. Zum einen ist die bereits erwdhnte Blockade mittels spezifischer
inhibitorischer ~ Antikérper moglich. Bei der Behandlung von  GIST-Tumoren
(gastrointestinale Stromatumoren) ist die Behandlung mit Imatinib, einem spezifischen
Inhibitor der in GIST-Tumoren iiberexprimierten KIT-Rezeptortyrosinkinase, seit Jahren
etabliert und wirkt sich positiv auf die Prognose der Patienten aus [Din 2008]. Auch bei der
Behandlung von HER2/neu-positivem Brustkrebs ist die Anwendung von Herceptin
(Trastuzumab), einem monoklonalen Antikdrper gegen den HER2/neu-Rezeptor, seit Jahren
fester Therapiebestandteil. Da die Struktur der Axl-Tyrosinkinase bekannt ist, sollte auch die
Herstellung solcher Axl-spezifischer Antikorper moglich sein. Zum anderen ist eine
Unterbrechung der Signalkaskade mit Hilfe von kleinmolekularen Tyrosinkinaserezeptor-
Inhibitoren, die die intrazelluldire RTK-Doméine angreifen, denkbar. Ein Beispiel hierfiir sind
die von Zhang et al. beschriebenen 3-Quinolinecarbonitril Substanzen, die die AxlI-

Autophosphorylierung hemmen, was bei invasiven Brustkrebszellen zu einer Abnahme der
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Motilitdt und Invasivitit fithrte [Zhang 2008]. Zu diesen gehoéren NA80x1 und SKI-606, die
allerdings nicht nur Axl, sondern auch die Src/Abl-Kinase und multiple weitere Kinasen
hemmen [Zhang 2008]. Auch ein Transfer von Genen, die fiir eine Rezeptor-Mutante
kodieren, konnte eine Option fiir die Zukunft sein. Da der AxI-Signalweg jedoch komplex ist
und eine Aktivierung des Signalwegs z.B. auch indirekt tiber den Interleukinrezeptor 15a
stattfinden kann, erscheint mitunter eine Kombination dieser unterschiedlichen Methoden

sinnvoll, um sdmtliche Aktivierungswege auszuschalten [Vajkoczy 2006, Zhang 2008].

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Studie, dass Axl und Gas6 sowohl im Prostata-
karzinom als auch in der préneoplastischen HG-PIN signifikant {iberexprimiert sind. Die AxI-
Uberexpression im Tumor war in Hinblick auf das rezidivfreie Uberleben von Prostata-
karzinompatienten in der univariaten Analyse grenzwertig signifikant, was sich in der
multivariaten Analyse jedoch nicht bestitigen lieB, so dass hier eine Untersuchung an
groBeren Fallzahlen sinnvoll wire. Die Gas6-Uberexpression erwies sich als prognostisch
nicht relevant. Die Korrelation der AxI-Uberexpression mit dem Auftreten eines Krankheits-
rezidivs, einem hohen pT-Stadium und einem hohen Gleason Score weist auf eine hohere
Aggressivitit Axl-iiberexprimierender Prostatakarzinome hin. Aufgrund ihrer Uberexpression
im Prostatakarzinom konnten Gas6 und Axl als potentielle Targets fiir neue therapeutische
Ansitze in Betracht kommen. Die Tatsache, dass Gas6 und Axl nicht nur im
Prostatakarzinom, sondern auch in der praneoplastischen HG-PIN signifikant {iberexprimiert
sind, konnte auf eine Bedeutung des Signalsystems fiir die Entstehung des Prostatakarzinoms
hinweisen. Vor diesem Hintergrund sind die beobachteten Korrelationen der Uberexpression
von Axl und Tiaml sowie Gas6 und Rac interessant, die auf eine Vernetzung des Gas6/AxI-
Signalwegs mit dem Tiam1/Rac-Signalweg hindeuten konnten, der ebenfalls eine Rolle bei
der Onkogenese sowie der Zellmigration, -invasion und Metastasierung spielt. Dies zu kléren

muss jedoch weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben.
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S Zusammenfassung

Der Tyrosinkinaserezeptor Axl und sein Ligand Gas6 spielen eine wichtige Rolle bei der
Tumorentstehung sowie bei der Regulation von Zellproliferation, Migration, Adhésion und
Apoptose. Uber die Expression und prognostische Relevanz des Gas6/AxI-Signalwegs im
Prostatakarzinom ist jedoch bislang nur sehr wenig bekannt. In der vorliegenden Arbeit
wurden diese Aspekte daher anhand einer reprdsentativen Kohorte von 89 RO-resezierten
Prostatakarzinompatienten untersucht. Zunédchst wurde die Expression von Gas6 und Axl im
Prostatakarzinom, in der préneoplastischen HG-PIN und im korrespondierenden benignen
sekretorischen Epithel mittels semiquantitativer Immunhistochemie bestimmt. Dabei ergab
sich fiir Axl und Gas6 eine signifikante Uberexpression sowohl in der HG-PIN (jeweils p <
0,001) als auch im Prostatakarzinom (p < 0,001 fiir Axl, p = 0,001 fiir Gas6) im Vergleich
zum normalen sekretorischen Epithel. Die Uberexpression von Axl korrelierte signifikant mit
dem Auftreten eines Tumorrezidivs (p = 0,048), einem hohen pT-Stadium (p = 0,008) und
einem hohen Gleason Score (p = 0,004). Des weiteren ergab sich eine signifikante Korrelation
der Axl-Uberexpression mit Tiaml (p = 0,023), dem spezifischen Aktivator der Rho-
dhnlichen GTPase Rac, deren Uberexpression selbst wiederum signifikant mit der
Uberexpression von Gas6 im Prostatakarzinom korrelierte (p = 0,017). In der univariaten
Analyse war die Axl-Uberexpression im Hinblick auf die Krankheitsprognose, gemessen am
rezidivfreien Uberleben der Patienten, grenzwertig signifikant (p = 0,050). In der multi-
variaten Analyse, in der alle bislang etablierten prognostisch relevanten Parameter
eingeschlossen waren, erwies sich die AxI-Uberexpression jedoch nicht als unabhingiger
prognostischer Parameter fiir das rezidivfreie Uberleben der Patienten, sodass Unter-
suchungen an grofBeren Kohorten notwendig sind. Die prognostische Aussagekraft der
Uberexpression von Gas6 im Prostatakarzinom war statistisch nicht signifikant.

Die vorliegenden Daten zeigen, dass Axl und Gas6 im Prostatakarzinom signifikant
iiberexprimiert sind und diese Uberexpression bereits in einem frilhen Stadium der
Prostatakarzinomentstehung auftritt. Diese Ergebnisse konnten mdglicherweise neue
Therapieoptionen im Rahmen einer sog. ,targeted therapy* erdffnen. Die Korrelationen mit
wichtigen klinisch-pathologischen Parametern weisen auf eine hohere Aggressivitit AxI-
exprimierender Tumoren hin. Die Korrelationen zwischen der Uberexpression von Axl und
Tiaml sowie von Gas6 und Rac konnten neue Einblicke in die molekularen Mechanismen

und funktionellen Implikationen des Gas6/Axl-Signalwegs liefern.
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