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Einleitung

1 EINLEITUNG

Mit heutigen Mitteln und Methoden koénnen frih entdeckte Prostatakarzinome, die
progredient wachsen werden, nicht von solchen unterschieden werden, die ruhen. Eine
verlassliche Vorhersage bezuglich der weiteren Tumorentwicklung ist auf der Grundlage des
Grading und Staging allein nicht machbar. Fir die Identifizierung der Patienten, die in hohem
Male einem Progressionsrisiko ausgesetzt sind und somit von einer aggressiven Therapie
profitieren wurden, bzw. der Patienten mit niedrigem Progressionsrisiko, denen
moglicherweise eine radikale Prostatektomie erspart werden kann, sind zusatzliche
prognostische Parameter notwendig, die den weiteren Verlauf der Erkrankung frihzeitig und
zuverlassig einschatzbar machen.

Die vorliegende Studie untersucht die prognostische Bedeutung der Proteinexpression von

Tiam1 und Rac im Prostatakarzinom.

1.1 Die Prostata

Die Prostata gehort neben den Samenblasen und den Cowperschen Drisen zu den
akzessorischen Geschlechtsdriisen des Mannes. Mit ihrer Basis liegt sie der Harnblase an
und umgibt einen Teil der Urethra. Die Hinterflache ist dem Rektum zugewandt und von dort
aus tastbar. Das ca. 20g schwere Organ besteht aus 30-50 tubuloalveolaren Driisen, die von
einem Stroma aus glatter Muskulatur und Bindegewebe mit kollagenen, retikularen und
elastischen Fasern umgeben sind. Die 12-20 Ausflhrungsgange muinden in die Pars
prostatica uerethrae und geben bei der Ejakulation ein Sekret ab, das die Bewegungs-
fahigkeit der Spermien beeinflusst und zur Verflussigung des Ejakulates fuhrt.

Die Vorsteherdrise ist 3x5cm grof und Iasst sich in 4 Zonen gliedern [McNeal 1981]: Die
zentrale Zone befindet sich zwischen und um die Ductus ejaculatorii herum und bildet ca.
25% der Drisenmasse. Die Transitionalzone umgibt die proximale Urethra (ca. 5-10% der
Drisenmasse). Hier entwickelt sich vornehmlich die benigne Prostatahyperplasie. Die
periphere Zone umgibt die zentrale und transitionale Zone und bildet ca. 70% der

Drisenmasse. Die Mehrzahl der Prostatakarzinome entsteht hier. Die fibromuskulare



Einleitung

anteriore Zone bildet die komplette vordere Oberflache. Umgeben wird die Prostata von
einer Kapsel aus komprimiertem fibromuskuldrem Stroma z.T. mit quergestreifter
Muskulatur.

Histologisch kann man 3 verschiedene Prostataepithel-Zelltypen unterscheiden: Das hoch-
zylindrische sekretorische Epithel ist androgen-abhangig und exprimiert u.a. saure Phospha-
tase (PAP) und Prostataspezifisches Antigen (PSA). Die Basalzellen bilden androgen-unab-
hangig verschiedene Zytokeratine. Ein weiterer Zelltyp sind Zellen mit neuroendokriner

Differenzierung, die u.a. Serotonin sezernieren.

1.2 Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom stellt in den USA mit einer geschatzten Anzahl von 230.110
Neuerkrankungen flr das Jahr 2004 die haufigste Krebserkrankung des Mannes dar. Die
Mortalitat liegt mit 10% hinter dem Bronchialkarzinom auf Rang 2 [Cancer statistics 2004]. In
Deutschland rechnet man mit ca. 48.500 neuen Fallen und 11.500 Todesfallen pro Jahr
[Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.und das RKI 2008].
Ingesamt geht man heute davon aus, dass bei etwa jedem 3. Mann ein Prostatakarzinom
entsteht, etwa jeder 6. Mann am Prostatakarzinom erkrankt und etwa jeder 30. Mann an
einem Prostatakarzinom verstirbt [Cancer statistics 2004]. Der Haufigkeitsgipfel liegt jenseits
des 70. Lebensjahres; selten werden Prostatakarzinome vor dem 50. Lebensjahr
diagnostiziert.

Die Inzidenz weist ethnische und geographische Unterschiede auf: Wahrend bei schwarzen
Amerikanern die hochste Inzidenzrate zu verzeichnen ist, kommt das Prostatakarzinom in
Japan sehr selten vor. Bemerkenswert ist ein Anstieg der Inzidenz bei Japanern, die in die
USA auswandern — ein Hinweis auf Umwelt- und diatische Faktoren [Marks et al. 2004]. So
fand sich eine erhdhte Inzidenz des Prostatakarzinoms bei hohem Fettkonsum und
faserarmer Nahrung, wahrend Getreide und Gemise eine protektive Wirkung besitzt.
[Schmitz-Drager et al. 2001]. In diesem Zusammenhang wird eine Stérung des Ostrogen/

Androgen-Gleichgewichts zugunsten des Androgens als ursachlich fur die Tumorentstehung
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diskutiert. Hierfar spricht z.B., dass Manner, die in ihrer Kindheit bereits kastriert wurden,
kein Prostatakarzinom entwickeln.

Das sporadisch auftretende Prostatakarzinom stellt mit 74% der Falle die haufigste Form dar
[Hanus et al. 1999]. Eine familidare Haufung wurde wiederholt beschrieben. Tritt ein
Prostatakarzinom in mindestens 3 aufeinander folgenden Generationen oder bei 2
Verwandten 1. Grades vor dem 55. Lebensjahr auf, so kann von einem hereditdren Tumor
gesprochen werden. Dieser ist in 5% der Falle zu verzeichnen [Hanus et al. 1999]. Weder
der soziobkonomische Status, die sexuelle Aktivitdt noch die benigne Prostatahyperplasie
scheinen eine Rolle hinsichtlich der Atiologie zu spielen.

Man unterscheidet 4 verschiedene Erscheinungsformen des Prostatakarzinoms: Das
manifeste Karzinom wird durch gezielte Diagnostik entdeckt und durch histologische
Beurteilung von Biopsatgewebe bestatigt, wahrend das inzidente Karzinom zufallig bei der
Aufarbeitung von Prostatagewebe gefunden wird. Das okkulte Karzinom tritt erstmals als
Metastase in Erscheinung, wobei Symptome des Primartumors fehlen. Das latente Karzinom
wird erst im Rahmen einer Autopsie gefunden, ohne dass zu Lebzeiten Hinweise darauf
bestanden. Die Feststellung eines latenten Karzinoms in bis zu 73% aller Autopsien spricht
fur die hohe Inzidenz und lange asymptomatische Phase des Prostatakarzinoms.

Klinisch bleibt das Prostatakarzinom lange Zeit symptomlos. Erst im fortgeschrittenen
Stadium kénnen durch lokales Wachstum Miktionsstérungen mit Pollakisurie, Hamaturie,
Nykturie oder eine erektile Dysfunktion auftreten. Bedingt durch eine Praferenz zur
Knochenmetastasierung sind die vorherrschenden klinischen Symptome ,Rlcken-
schmerzen®. Im Rahmen von Vorsorgeuntersuchungen sind die digital-rektale Untersuchung
sowie die Bestimmung des prostataspezifischen Antigens (PSA) zur mdglichen
Friherkennung eines Prostatakarzinoms sinnvoll. Das PSA ist eine 34kDa schwere Serin-
Protease aus der Familie der Kallikreine, die von den Epithelzellen der Prostatadrisen
gebildet wird. Der messbare Serumwert steigt sowohl bei Entzindung des Organs, benigner
Hyperplasie, maligner Entartung als auch nach digitaler Untersuchung der Prostata an. Ein

erhohter PSA-Wert ist demnach keinesfalls ein Karzinombeweis, kann jedoch ein Hinweis



Einleitung

auf ein Prostatakarzinom sein. Als Tumormarker wird der PSA-Wert zur spéateren
Verlaufsbeobachtung bei manifestem Prostatakarzinom eingesetzt. Zur weiteren Diagnostik
ist bei suspektem Tastbefund und erhéhtem PSA-Wert die transrektale Endosonographie
moglich. Zur endgultigen Diagnosesicherung muss eine bioptische Untersuchung
durchgefiihrt werden, bei der aus definierten Arealen und echoarmen Zonen, in der Regel 8-
10 Gewebestanzen unter sonographischer Kontrolle zur histologischen Begutachtung
enthommen werden.

Bevorzugte Lokalisation des Prostatakarzinoms ist die periphere Zone (80%). In ca. 50% der
Falle besteht bereits primar ein multifokales Tumorwachstum. Aufgrund der N&he zur
Organkapsel kann es schon relativ friih zur Kapselinfiltration, Kapselpenetration und
Ausbreitung der Tumorzellen ins periprostatische Gewebe kommen. Die Metastasierung
erfolgt lymphogen zunachst in die regionalen Beckenlymphknoten und hamatogen v.a. in
Knochen, seltener in Leber und Lunge. Die TNM-Klassifikation (Tabelle 1) dient der
Beschreibung der Tumorausdehnung, Festlegung der Therapieauswahl und ist als

Prognosekriterium zu werten [UICC 6.Auflage 2002].
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Tabelle 1: TNM Klassifizierung des Prostatakarzinoms

TNM Klassifizierung [UICC 6. Auflage 2002]

Primartumor T

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO kein Anhalt fir Primartumor

T1 klinisch nicht erfassbarer Tumor (weder tastbar noch bildgebend darstellbar)

T1a [|zufalliger histologischer Befund, < 5% des resezierten Gewebes

T1b |zufalliger histologischer Befund, > 5% des resezierten Gewebes

T1c |Diagnose durch Stanzbiopsie

T2 Tumor auf Prostata begrenzt

T2a |Tumor in einer Halfte eines Lappens oder weniger

T2b |Tumor auf einen Lappen begrenzt

T2c |Tumor in beiden Lappen

T3 Tumor durchbricht die Kapsel

T3a |einseitige oder beidseitige extrakapsulare Ausbreitung

T3b |Tumorinfiltration der Samenblasen

Tumor infiltriert andere Strukturen/Organe als Samenblasen (z.B. Blasenhals, Sphinkter

T4 externus, Rektum und/oder Levatormuskel und/oder ist an der Beckenwand fixiert

regiondre Lymphknoten N

NXx regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

NO keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 regionare Lymphknotenmetastase

Fernmetastasen M

Mx das Vorliegen von Fernmetatsasen kann nicht beurteilt werden

MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

M1a [nicht regionare Lymphknotenmetastasen

M1b [Skelettmetastasen

M1c |andere Organe sind befallen
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Die Histomorphologie des Prostatakarzinoms ist vielgestaltig. In 95% der Falle handelt es
sich um ein Adenokarzinom, das glandulare, kribriforme oder solide-trabekulare Wachstums-
muster aufweisen kann. Sehr viel seltener kommen urotheliale, plattenepitheliale, muzindse
oder Basalzell-Karzinome vor.

Zur Beurteilung der Tumordifferenzierung stehen verschiedene Grading Systeme zur
Verfugung. Nach UICC werden die Grade G1-G4 mit absteigender Differenzierung festgelegt
[UICC 6. Auflage 2002]. Das allerdings international am haufigsten verwendete
Gradingsystem ist das Gleason Grading, das den verschiedenen Wachstumsmustern des
Proststakarzinoms Zahlenwerte von 1-5 zuordnet und einen Gleason Score definiert, der
sich aus der Summe der Zahlenwerte des primar vorherrschenden Musters und des am
zweithaufigsten vorkommenden Musters errechnet [Gleason 1988]. Sofern nur ein
Wachstumsmuster vorliegt, wird der Zahlenwert dieses Musters verdoppelt. Damit reicht der
Gleason Score von minimal 2 (=1+1) bis maximal 10 (=5+5), wobei ein Score von 2 einem
hoch differenzierten Tumor, ein Score von 10 einem sehr gering differenzierten Tumor
entspricht.

Eine Besonderheit bei der Betrachtung des Prostatakarzinoms stellt die prostatische intra-
epitheliale Neoplasie (PIN) dar. Unter der PIN versteht man die dysplastische Veranderung
des sekretorischen Epithels in der Prostata mit zugunsten des Kerns verschobener Kern-
Plasma-Relation und erhaltener Basalzellschicht. Man unterscheidet zwischen einer low-
grade und einer high-grade PIN, wobei die high-grade PIN als Vorlaufer des klinisch
relevanten Prostatakarzinoms angesehen wird [Bostwick and Brawer 1987; Bostwick and
Montironi 1995]. Haufigste Lokalisation der PIN ist ebenfalls die periphere Zone.

Die Therapie des Prostatakarzinoms richtet sich nach der Tumorausbreitung und der
histologischen Klassifizierung. Bei lokal begrenztem Karzinom, das die Organgrenzen nicht
Uberschritten hat, ist die radikale Prostatektomie mit Entfernung der Samenblasen, einem
Teil des Harnblasenhalses und der regionaren Lymphknoten Methode der Wahl [Kumar et al.

2004]. Dabei spielt die Begutachtung des chirurgischen Resektionsrandes zur Feststellung

10
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von mdoglichen Residualtumoren (RO: kein Residualtumor; R1: Residualtumor) eine wichtige
Rolle fur den weiteren Verlauf der Erkrankung.

Eine weitere Option zur Behandlung des lokal begrenzten Prostatakarzinoms stellt die
Strahlentherapie dar, mit der z.T. &hnlich gute therapeutische Erfolge erzielt wurden.

Das besondere Problem beim Prostatakarzinom besteht darin, die Karzinome, die
voraussichtlich klinisch relevant werden, in einem noch kurativen Stadium zu erkennen und
von solchen zu trennen, die inapparent und fir den Patienten bedeutungslos bleiben.
Derartige Tumore werden als insignifikante Karzinome bezeichnet, lassen sich aber zur Zeit
noch nicht zuverlassig an Stanzbiopsien diagnostizieren.

Bei metastasiertem Prostatakarzinom findet die palliative Hormontherapie wegen des
androgenabhangigen Tumorwachstums Anwendung. Die Androgendeprivation kann durch
Orchiektomie, Applikation von LHRH-Analoga oder Antiandrogenen erfolgen. Spricht der
Tumor nicht auf die Therapie an oder kommt es zu einem Progress der Erkrankung, kann
eine Umstellung der Androgendeprivation oder das Absetzen der Hormone versucht werden.
Wichtig ist in diesem fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung die suffiziente Schmerz-
behandlung des Patienten. Bei Skelettmetastasen kommt v.a. die palliative Strahlentherapie

zum Einsatz.

1.3 Prognosekriterien des Prostatakarzinoms

Bekannte Prognosefaktoren fir das Prostatakarzinom wurden bei der Konsensuskonferenz
des American College of Pathology nach ihrer Wichtigkeit in 3 Kategorien eingeteilt
[Bostwick et al. 2000]: Erwiesenermaf’en prognostisch wichtige und im klinischen Alltag
brauchbare Parameter, wie der praoperative PSA-Wert, das Staging nach der TNM-
Klassifizierung, das Grading anhand des Gleason Scores und der Status des chirurgische
Resektionsrandes wurden der Kategorie 1 zugeordnet. Insbesondere der Gleason Score
korreliert dabei als unabhangiger Prognostikator eng mit der tumorspezifischen
Uberlebenszeit, was v.a. durch Studien an Patienten mit unbehandeltem Prostatakarzinom

zu belegen ist [Hanash et al. 1972; Johansson et al. 1992].

11



Einleitung

Kategorie 2 beinhaltet Faktoren, die sowohl klinisch als auch biologisch gut untersucht sind,
deren Bedeutung in statistischen Studien aber noch belegt werden muss. Dazu zahlen das
Tumorvolumen, der histologische Typ und die DNA-Ploidie. Das Tumorvolumen ist sowohl
fur die Wahrscheinlichkeit der Metastasierung und des infiltrativen Wachstums als auch fiir
das Ansprechen einer Therapie von Bedeutung [McNeal et al. 1986; Norton and Simon
1977].

Alle anderen Faktoren, deren prognostische Glltigkeit noch nicht ausreichend bewiesen ist,
gehoren in die Kategorie 3. Hierbei sind v.a. Perineuralscheideninvasion, MikrogefaRdichte,
nukledrer Rundheitsfaktor, Proliferationsmarker, Onkogene, Tumorsuppressorgene und
Apoptoseindex zu nennen. Die molekularen Marker stehen in der Rangfolge bisher also ganz

unten. Das kdnnte sich in den nachsten Jahren jedoch @ndern.

1.4 Molekularbiologie des Prostatakarzinoms

Das Prostatakarzinom zeichnet sich v.a. durch Heterogenitat und multifokales Wachstum
aus. Man findet entartete Drusen in unmittelbarer Nachbarschaft zu normalem sekre-
torischen Epithel und die einzelnen Tumorherde in der Prostata kdnnen unterschiedliche
Wachstumsmuster aufweisen. Damit liegt die Vermutung nahe, dass in verschiedenen
Tumorbereichen unterschiedliche genetische Veranderungen vorhanden sind.

Molekulare Untersuchungen haben verschiedene chromosomale Veranderungen in
Prostatakarzinomen nachgewiesen. Dabei sind Translokationen, Deletionen, Inversionen
und chromosomale Zugewinne der Chromosome 6, 7, 8, 10, 13, 16, 17 sowie Verluste des Y
Chromosoms beschrieben.

Die einzelnen chromosomalen Veranderungen treten jedoch mit sehr unterschiedlicher
Haufigkeit auf. Beispielsweise sind Verluste und Zugewinne genetischer Informationen auf
Chromosom 8 haufig. Deletionen des kurzen Arms von Chromosom 8 treten in bis zu 80%
der Prostatakarzinome auf. Es wird vermutet, dass sich in dieser Region ein Tumor-
suppressorgen befindet, dessen Verlust ein bedeutendes Ereignis in der Tumorentwicklung

darstellt [Suzuki et al. 1995].

12
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Tumorsuppressorgene regulieren durch Kontrolle des Zellzyklus Wachstum und
Lebensdauer einer Zelle. Zu den wichtigsten Tumorsuppressorgenen gehdért p53, dem in
mehreren Studien eine Korrelation mit dem Tumorstadium, dem Malignitatsgrad und einer
schlechten Prognose nachgewiesen werden konnte [Byrne et al. 1997; Heidenberg et al.
1995]. Andere Studien konnten dies jedoch nicht bestatigen [McDonnell et al. 1997].

Ein Zugewinn von genetischem Material auf dem langen Arm von Chromosom 8 wurde flr
das Prostatakarzinom nachgewiesen. Spekuliert wird in diesem Zusammenhang, dass es
sich dabei um ein Onkogen handelt [Cher et al. 1995]. Zu den von Onkogenen kodierten
Proteinen gehdren z.B. Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren, Signaltransduktoren,
Proteinkinasen und Wachstumsfaktorrezeptoren. Kommt es zu einer Aktivierung oder
Uberexpression dieser Proteine, ist haufig eine unkontrollierte Proliferation die Folge. In
diesem Zusammenhang ist als Beispiel flr ein Proto-Onkogen, die in dieser Studie
untersuchte GTPase Rac zu nennen. So konnte gezeigt werden, dass konstitutiv aktives
V12-Rac onkogen tranformierend wirkt und dass Wild-Typ-Rac fur die Ras-induzierte
Transformation von Zellen bendétigt wird [Ridley et al. 1992; Westwick et al. 1997].

Einfluss auf den Prozess der Metastasierung des Prostatakarzinoms haben so genannte
Metastasensuppressorgene, zu denen beispielsweise E-Cadherin und KAI-1 zahlen. lhre
verminderte Expression war in mehreren Untersuchungen mit einer erhdhten Metastasierung
assoziiert [Dong et al. 1995; Miyake et al. 1998]. Da es sich um Adhasionsmolekile handelt,
fuhrt ihr Funktionsverlust vermutlich zu einer erleichterten Lésung von Tumorzellen aus dem
Zellverband. Eine verminderte Expression von E-Cadherin wird beim Prostatakarzinom in der

Frihphase der Metastasierung beschrieben [Umbas et al. 1994].

13
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1.5 Der Tiam1/ Rac Signalweg

Die Progression von Tumoren und deren Metastasierung erfordert von Tumorzellen die
Fahigkeit zur Migration und Invasion [Engers and Gabbert 2000]. Diese Fahigkeit wird zum
Teil Uber den Tiam1/ Rac Signalweg vermittelt [Engers et al. 2001; Habets et al. 1994;
Hordijk et al. 1997; Keely et al. 1997; Michiels et al. 1995; Sander et al. 1998].

Im Jahr 1995 konnte das Tiam1 Protein (T-Lymphoma invasion and metastasis) als
spezifischer GDS fir die Rho-ahnliche GTPase Rac identifiziert werden [Michiels et al.
1995]. Lokalisiert ist das fur Tiam1 kodierende Gen auf Chromosom 21 in Position 21922
[Chen and Antonarakis 1995]. Das Tiam1 Protein besteht aus 1591 Aminosauren mit einem
errechneten Molekulargewicht von 177 kDa. Exprimiert wird Tiam1 in fast allen menschlichen
Geweben, besonders hoch jedoch im Zentralnervensystem und im Hoden. Dabei ist es v.a.
im Zytoplasma, teilweise aber auch in der Zellmembran lokalisiert.

Die Aufschlisselung der Struktur von Tiam1 erbrachte die Identifizierung von mindestens
neun verschiedenen Domanen (Abbildung 1), die unterschiedliche Funktionen erflllen. N-
terminal befinden sich zwei PEST-Domanen, die vermutlich Einfluss auf die Stabilitat des
Molekils haben. Daneben befindet sich eine N-terminale PHy-Domane (Pleckstrin Homology
Domain), eine CC-Domane (Coiled-Coil Domain) mit zusatzlicher benachbarter Ex-Domane
(Extended Domain), die zusammen sowohl die Interaktion mit Zell-Zell Adhasionsproteinen,
wie CD44, Ankyrin und Spinophilin vermitteln, als auch fiir die Translokation von Tiam1 aus
dem Zytoplasma an die Zellmembran bendtigt werden [Buchsbaum et al. 2002; Buchsbaum
et al. 2003; Stam et al. 1997]. Weiter findet man eine RBD-Domane (Ras-Binding Domain),
die als Bindungsstelle fiir das Ras-Onkogen dient [Lambert et al. 2002]. Daneben folgt eine
PDZ-Domane (PSD-95/DIgA/Z0O-1 Domain), der bisher keine spezifische Funktion im Tiam1
Protein zugeordnet werden konnte. C-terminal ist eine DH-Domane (Dbl-Homology Domain)
lokalisiert, die als Rac-Bindungsstelle das eigentliche katalytische Zentrum fir den

Guaninnukleotid-Austausch darstellt [Hoffman and Cerione 2002]. Daneben befindet sich in
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direkter Nachbarschaft die C-terminale PHc-Domane (Pleckstrin Homology Domain), die

vermutlich eine regulatorische Funktion auf die DH-Doméane austibt [Crompton et al. 2000].

ARG

PEST  PEST PH, DZ DH  PHg

C

Abbildung 1: Domanenstruktur von Tiam1:

PEST: PEST-Domaéane, PHy: N-terminale “Pleckstrin Homology“-Domane, CC: “Coiled Coil-
Region, Ex: “Extended’-Domane, RBD: “Ras-Binding”-Domane, PDZ: PSD-95/DIgA/Z0-1-
Doméane, DH: “Dbl-Homology“-Domane, PHc: C-terminale “Pleckstrin Homology“-Doméane
Rac gehort zur Familie der Rho-ahnlichen GTPasen, die in einem komplexen Zusammen-
spiel verschiedenste zelluldare Prozesse reguliert. Die Rho-ahnlichen GTPasen liegen
entweder in einem GDP-gebundenem inaktiven Zustand oder in einem GTP-gebundenen
aktivierten Zustand vor, wobei der Nukleotidaustausch mit einer Konformationsanderung des
Molekuls einhergeht. Reguliert wird der Guaninnukleotid-Austausch durch GDP-Disso-
ziationsstimulatoren (GDS) und GTPase-Aktivierende Proteine (GAPSs), die antagonistische
Effekte besitzen: GDS katalysieren die GDP-Abspaltung, so dass GTP binden kann,
wahrend die GAPs die GTP-Abspaltung stimulieren.

Von der GTPase Rac sind 3 Isoformen bekannt, die in unterschiedlichem MafRe in den
verschiedenen Gewebszellen der Organe vorkommen [Wennerberg and Der 2004]: Wahrend
Rac1 ubiquitar im Koérper vorkommt, ist Rac2 nur in Zellen des hamatopoetischen Systems
nachzuweisen. Das zuletzt identifizierte Rac3 ist im Hirngewebe stark exprimiert, kommt
aber auch in der Plazenta, Niere, Pankreas und im Herzen vor [Haataja et al. 1997].

Die Stimulation von Rac durch Tiam1 fuhrt zur Aktivierung mehrerer intrazellularer
Signalkaskaden, darunter der p38 Mitogen-Activated Protein Kinase-Signalweg (MAPK), der
c-Jun NHo-terminal Kinase (JNK)-Signalweg und der extracellular signal-regulated kinase-

Signalweg (ERK) (Abbildung 2) [Coso et al. 1995; Frost et al. 1996; Zhang et al. 1995].

15



Einleitung

Diesen Signalwegen ist gemeinsam, dass sie als Transkriptionsregulatoren fir Gene dienen,

die u. a. den Zell-Zyklus und die Zell-Zell Adhasion beeinflussen.

Cram D
\\

/
TP

Elk1, Ets1, c-Jun, ATF2, ATF1, ATF2, AP-1, AP-2,
Sap1, c-myc, Elk1, NFAT4, Elk1, Chop, Max, NF-kB
Tal, STATS JunD MEF2C, CREB,

c-fos, Sap1a

Abbildung 2: Ubersicht tber die Signalwege, die durch Tiam1 und Rac aktiviert werden
kdénnen.

In Zellen verschiedener Tumore konnte dem Tiam1/ Rac Signalweg eine wichtige Bedeutung
bei der Migration, Invasion und Metastasierung nachgewiesen werden [Engers et al. 2001;
Hordijk et al. 1997; Keely et al. 1997; Michiels et al 1995; Sander et al. 1998]. Beispielsweise
fuhrte in NIH3T3 Zellen die Aktivierung von Rac1 durch konstitutiv aktives C1199-Tiam1 zu
einer onkogenen Transformation und der Ausbildung des ,Membrane Ruffling“ (Faltelung der
Zellmembran) [Van Leeuwen et al. 1995]. In murinen T-Lymphomzelllinien fihrte die
Aktivierung von Rac1 durch Tiam1 zur Entstehung eines invasiven Phanotyps [Michiels et al.
1995].

Rac1 reguliert u.a. das Aktin-Zytoskelett, wodurch der Zell-Zyklus, die Zell-Zell Adhasion,
Migration, Invasion und Metastasierung von Tumorzellen beeinflusst wird [Ridley et al. 1992].
Darlber hinaus scheint Rac1 eine wichtige Rolle bei der onkogenen Transformation von
Zellen zu spielen: Dies zeigt sich u.a. darin, dass die Expression von Rac1 fiir die Ras- und
Src-vermittelte Transformation von NIH3T3 Zellen notwendig ist [Qiu et al. 1995; Servitja et

al. 2003]. Auch erwiesen sich im Tiermodell Knock-Out Mause fir den Rac-Aktivator Tiam1
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als resistent gegenlber Ras-induzierten Hauttumoren [Malliri et al. 2002]. Bei der BCR/ ABL-
vermittelten Leukadmieentstehung konnte Rac1 ebenfalls eine bedeutende Rolle
zugeschrieben werden [Skorski et al. 1998].

Rac2 dagegen wird nur in hdmatopoetischen Zellen exprimiert [Didsbury et al. 1989]. In
Untersuchungen im Tiermodell wiesen Mause mit genetischen Defekten im Rac2-Gen
zahlreiche Stérungen in der Hamatopoese auf [Carstanjen et al. 2005; Croker et al. 20023;
Croker et al. 2002b; Gu et al. 2002; Gu et al. 2003]. Eine Rac3 Expression in der Prostata
und auch im Prostatakarzinom ist bisher nicht beschrieben. Rac3 Knock-out Mause zeigen,
im Gegensatz zu Rac1 Knock-out Mausen, die die Embryogenese nicht Gberleben, keine
offensichtlichen Fehlbildungen und sind uneingeschrankt lebensfahig [Corbetta et al. 2005;
Sugihara et al. 1998]. Im Mammakarzinom zeigt Rac3 eine Uberaktivitat und spielt in
Ganglioblastom- und Mammakarzinomzellen - dhnlich wie Rac1 - eine wichtige Rolle bei der
Regulation von Zellmigration und Invasion [Chan et al. 2005; Mira et al. 2000]. Desweiteren
konnte gezeigt werden, dass die Rac3-Aktivierung ebenfalls zu einer onkogenen
Transformation von NIH3T3 Zellen fiihren kann [Joyce and Cox 2003].

Regulatorisch auf Tiam1 wirkt die Bindung von Lipiden: So fuhrt die Bindung von Ascorbyl
Stearat, Phosphatidylinositol-4-Phoshat, Ascorbyl Palmitat, Phosphatidylinositol-4,5-
Phosphat (PIP,;) und Phosphatidylinositol-3,4,5-Phosphat (PIP3) zu einer signifikanten
Steigerung der Aktivitat von Tiam1 [Fleming et al. 2000; Crompton et al. 2000]. Ein weiterer,
die Aktivitat von Tiam1 beeinflussender Faktor, ist das Metastasensuppressorgen nm23H1
[Steeg et al. 1988]. Die Bindung von nm23H1 an die N-terminalen 392 Aminosauren von
Tiam1 vermindert die Aktivierung von Rac und damit die Aktivierung des JNK Signalweges.
Sichtbar wird dieser Einfluss in einem verminderten Membrane Ruffling im Zellkulturmodell
[Otsuki et al. 2001]. Daruber hinaus konnte fir das Kolonkarzinom nachgewiesen werden,
dass der Tiam1/ Rac Signalweg durch den Wnt/B-catenin-Signalweg stimuliert werden kann
[Malliri et al. 2006]. Aktiviert werden kann der Tiam1/ Rac Signalweg auch durch die Bindung

des Onkogens Ras an der RBD-Domane von Tiam1 [Lambert et al. 2002].
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1.6 Fragestellung

Bisherige Untersuchungen konnten nachweisen, dass der Tiam1/ Rac Signalweg eine
bedeutende Rolle bei der Regulation von Invasion und Metastasierung maligner Tumore
spielt und dariber hinaus auch eine onkogene Potenz besitzt. Trotz dieser biologischen

Funktionen von Tiam1 und Rac wurden bislang aber noch keine Untersuchungen zur

prognostischen Relevanz von Tiam1 und Rac an humanen Tumoren durchgefihrt. In der

vorliegenden Arbeit sollten daher am Beispiel des Prostatakarzinoms folgende Fragen
untersucht werden:

1.  Gibt es Unterschiede hinsichtlich der Expression von Tiam1 bzw. Rac zwischen
Prostatakarzinom, prostatischer intraepithelialer Neoplasie (PIN) und normalem
Drisengewebe der Prostata?

2.  Korreliert die Hohe der Expression von Tiam1 und Rac mit wichtigen klinischen oder
pathologischen Parametern?

3.  Welche Bedeutung besitzen Tiam1 und/oder Rac fiir die prognostische Beurteilung von

Prostatakarzinom-Patienten?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patientenkollektiv

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurde ein Kollektiv von 60 Prostatakarzinom-
Patienten mit jeweils RO-resezierten radikalen Prostatektomiepraparaten zusammengestellit.
Alle Patienten wurden zwischen 1990 und 2001 in der Urologischen Klinik der Universitat
Dusseldorf operiert. Das Patientenalter bei Operation betrug zwischen 55 und 79 Jahren
(Median: 67 Jahre). Ausgeschlossen von der Studie wurden Patienten, die vor der Operation
eine neoadjuvante Chemotherapie erhielten, deren chirurgische Resektionsrander positiv
waren (R1 reseziert) und deren PSA-Wert nach Operation Uber 0,3 ng/ml betrug. Follow-up
Daten lagen fir 53 der 60 Patienten vor. Die mediane Follow-up Zeit betrug 7,2 Jahre (2-

14,4 Jahre).

2.1.1 Histologische Untersuchung

Die Geweberesektate der 60 Patienten wurden in 4% gepuffertem Formalin fixiert und
anschlielend in Paraffin eingebettet. Zur histologischen Beurteilung wurden 4um dicke
Paraffinschnitte angefertigt und mit Hamatoxylin und Eosin (HE) angefarbt. Alle Praparate
wurden gemeinsam mit Herrn PD Dr. Engers (Institut fur Pathologie) hinsichtlich der TNM-
Klassifikation, des Gleason Scores, einer Blutgefalinvasion (BVI), einer Lymphgefainva-
sion (LVI), einer Perineuralscheideninvasion (PNSI) und hinsichtlich des Vorkommens einer

high-grade prostatischen intraepithelialen Neoplasie (HG-PIN) beurteilt.

2.2 Immunhistochemie

Von jedem Tumor wurden reprasentative Paraffinblécke fir die immunhistochemische
Untersuchung ausgewahlt und zwar so, dass jedes Gleason Pattern eines Tumors in die
Untersuchung einbezogen wurde. Von diesen Paraffinblécken wurden je zwei 4pm dicke
Schnitte angefertigt, auf Histobond Adhasions-Objekttrager aufgezogen und im Brutschrank

bei 100°C fur 10 min. zur Vermeidung von Luftblasen inkubiert. Danach wurden die Schnitte
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bei 60°C fur 12 Std. zur besseren Haftung des Gewebes am Objekttrager im Brutschrank
belassen.

Die Farbung mittels Avidin-Biotin Methode (LAB) wurde unter standardisierten Automaten-
bedingungen in einem Ventana Benchmark Farbemodul (Ventana Medical Systems,
Minchen) mit dem vom Hersteller vorgefertigten Ventana Basic DAB Detection Kit
durchgefihrt. Dieses beinhaltet einen Inhibitor zur Blockierung der endogenen Peroxidase,
den biotinylierten Zweitantikérper, enzymmarkiertes Avidin, H,O,, Diaminobenzidin (DAB)
und Kupfer zur Verstarkung des DAB.

In dem geschlossenen Automatensystem wurden die Schnitte entparaffiniert, es folgte die
hitzeinduzierte Epitopfreilegung, der im Gewebe exprimierten Antigene und die Blockierung
der endogenen Peroxidase. Pro Schnitt wurde 100ul des Erstantikdrpers Tiam1 flr 32 min. in
einer Verdinnung 1:150 aufgegeben. Die Reaktion wurde durch die anschlieRende
Auftragung von Amplifer A und Amplifer B verstarkt. Der Rac-Antikbrper wurde in der
gleichen Menge ebenfalls fir 32 min. in einer Verdinnung 1:250 auf die Objekttrager
aufgetragen. Auf die Verstarkung mittels Amplifer wurde bei der Rac Farbung verzichtet. Der
biotinylierte Zweitantikorper, das enzymmarkierte Avidin und das DAB inkubierten jeweils 8
min. Die Reaktion des DAB wurde durch das Auftropfen von Kupfer verstarkt. Die
Gegenfarbung erfolgte mit Hematoxylin und die Nach-Gegenfarbung mit ,Bluing Reagent®.
Manuell wurden die Schnitte anschlieBend unter Leitungswasser gespilt, durch die
aufsteigende Alkoholreihe dehydriert, in Xylol inkubiert und eingedeckt. Als Negativkontrolle
wurde bei jedem Farbedurchgang ein reprasentativer Schnitt mitgeflhrt, der bis auf die

Primarantikorperinkubation dieselbe Prozedur durchlief.

2.2.1 Das Ventana Benchmark Gerat

Die Anfarbung wurde unter standardisierten Bedingungen auf dem Ventana Benchmark
Gerat durchgefiihrt, das aus vier Hauptkomponenten aufgebaut ist: Dem Computer als
Steuerungseinheit, dem Farbemodul mit Objekttrager- und Reagenzkarussell, dem

Kompressormodul zum Druckaufbau in den Flissigkeitsschlauchen und dem Abfallmodul als
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Sammeleinheit fur die verwendeten Flussigkeiten. Nach Eingabe des Farbeprotokolls in den
Computer wurde das Objekttragerkarussell mit 20 Objekttragern pro Farbedurchgang
bestlickt, das Reagenzkarussell mit den o.g. Reagenzien befillt und der Farbevorgang
gestartet. Die einzelnen Schritte des Protokolls wurden vollautomatisch von dem Benchmark
Gerat ausgeflihrt. Die Erhitzung der Objekttrager in dem Farbemodul verkilrzte die

Einwirkzeit der einzelnen Reagenzien, sodass ein Farbedurchgang zwei Stunden dauerte.

2.2.2 Der Tiam1 Antikorper

Fir die immunhistochemischen Anfarbungen des Tiam1 Antigens wurde ein Antikorper
verwendet, der freundlicherweise von Dr. John G. Collard, Division of Cell Biology, The
Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, zur Verfiigung gestellt wurde. Die Arbeitsgruppe
von Dr. John G. Collard hat mit diesem Antikérper die Expression von Tiam1 mittels Western
Blot und Immunhistochemie in Mausen untersucht [Malliri et al. 2002]. Der polyklonale
Antikérper wurde in Kaninchen generiert und ist gegen die DH-Domane des Tiam1
Polypeptids (Aminosaure 904 bis 1511) gerichtet [Malliri et al. 2002]. Als optimal flr die
Anfarbung stellte sich eine Verdinnung von 1:150 in Antibody Diluent (Ventana) heraus. Als

interne Positivkontrolle diente die Anfarbung von Lymphozyten.

2.2.3 Der Rac Antikorper

Bei dem zur immunhistochemischen Detektion des Rac Antigens verwendeten Antikdrper
handelt es sich um einen monoklonalen Antikérper (Klon 102) der Firma BD Biosciences, der
in Mausen generiert wurde und alle 3 Rac Isoformen erkennt. Fir die immunhistochemische
Reaktion wurde eine Antikérperverdiinnung von 1:250 in Antibody Diluent (Ventana)

verwendet. Angefarbte Granulozyten dienten als interne Positivkontrolle.
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2.3 Beurteilung der immunhistochemischen Anfarbung

Die Auswertung der immunhistochemischen Anfarbung der 60 Resektate erfolgte
gemeinsam mit Herrn PD Dr. Engers (Institut fur Pathologie) ohne Kenntnis der Tumor-
stadien und Uberlebensdaten der Patienten. Die Quantifizierung von Tiam1 und Rac erfolgte
nach der etablierten Quantifizierung von Hormonrezeptoren beim Mammakarzinom [Beck et
al. 1994]. Dabei wurde zum einen der Prozentsatz immunhistochemisch angefarbter
(positiver) Zellen bestimmt und auf eine Skala von 0 bis 4 Ubertragen (Tabelle 2a). Zum
anderen wurde die Farbeintensitat der positiven Zellen entsprechend einer Skala von 0 bis 3

eingeordnet (Tabelle 2b).

Tabelle 2a: Prozentsatz positiver Zellen Tabelle 2b: Farbeintensitat
0 keine positiven Zellen
1 unter 10% positive Zellen 0 keine Farbereaktion
2 10-50% positive Zellen 1 schwache Farbereaktion
3 51-80% positive Zellen 2 malige Farbereaktion
4 uber 80% positive Zellen 3 starke Farbereaktion

Der immunreaktive Score (IRS) ergibt sich dann aus der Multiplikation beider Skalenwerte
und reicht somit von 0 bis 12. Fir jedes Prostatektomiepraparat wurde der immunreaktive
Score des Karzinoms, der HG-PIN Lasion und des benignen sekretorischen Epithels sowohl
fur Tiam1 als auch fir Rac ermittelt. Um auszuschlief3en, dass unbekannte Unterschiede in
der Gewebefixierung méglicherweise die Bestimmung des absoluten Expressionslevels von
Tiam1 und Rac beeinflussen, wurden fir die statistische Analyse der Daten anstatt der
absoluten Expressionslevel von Tiam1 und Rac die Quotienten der jeweiligen Expressions-

level in Tumor und dem korrespondierenden Normalgewebe verwendet.
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2.4 Reagenzien und Gerate

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Reagenzien und Gerate sind in Tabelle

3 und 4 zusammengestellt.

Tabelle 3: Zusammenstellung der Reagenzien

Ventana Bezeichnung Katalog Nr.
EZ Prep Concentrate 950-102
LCS Coverslip 650-010
Cell Conditioning Solution CC1 950-124
Antibody Diluent 251-018
Basic DAB Detection Kit 760-001
Amplifer A, B 760-080
Hematoxylin 760-2021
Bluing Reagent 760-2037

Tabelle 4: Zusammenstellung der verwendeten Gerate

Gerat Firma

Mikrotom Typ HM 400 Microm

Brutschrank 100°C Heraeus

Brutschrank 60°C Kottermann

Ventana Benchmark Gerat Ventana Medical Systems, Minchen
Eindeckmaschine Vogel

2.4.1 Statistische Analyse

Fur den Vergleich sowohl der Tiam1, als auch der Rac-Expressionen in Normalgewebe,
high-grade PIN L&sionen und Tumorgewebe wurde der Wilcoxon-Test verwendet. Der
Fisher's Exakt Test wurde fir die Korrelationsuntersuchung sowohl der Tiam1, als auch der
Rac-Expression mit den klinisch-pathologischen Parametern verwendet. Als rezidivfreies

Intervall wurde der Zeitraum zwischen radikaler Prostatektomie und dem Nachweis eines
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Rezidives definiert. Die Patienten, die bis zum Zeitpunkt der letzten Datenerhebung
rezidivfrei waren oder ohne Tumorrezidiv verstarben, wurden fir die statistische Analyse
zensiert. Die Darstellung des rezidivfreien Uberlebens erfolgte in Form von Kaplan-Meier-
Kurven. Fur die univariate Analyse wurde der Log-Rank-Test verwendet. Die multivariate
Analyse erfolgte unter Verwendung eines ,Cox Proportional Hazards“-Modells. Als
Signifikanzniveau wurde jeweils eine 2-seitige Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% ange-
nommen. Samtliche statistische Analysen erfolgten mit SPSS Statistical Software Version

12.0 (SPSS GmbH, Minchen, Deutschland).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Patientenkollektiv, klinische und pathologische Daten

Die klinische Nachbeobachtung der 53 von 60 Patienten erfolgte Uber einen Zeitraum von 2-
14,4 Jahre (Median 7,2 Jahre) durch arztliche Mitarbeiter der Urologischen Klinik der
Universitat Disseldorf. Als Rezidivkriterien wurden ein PSA-Anstieg auf Gber 0,3 ng/ml bzw.
ein radiologisch oder histologisch gesichertes Lokalrezidiv im kleinen Becken festgelegt.
Eine nach gleichen Kriterien festgestellte Raumforderung in anderen Organen oder
Lymphknotenmetastasen oberhalb der Bifurkation der A. iliaca communis wurde analog der
TNM-Klassifikation als Fernmetastase definiert. Unter Berlicksichtigung dieser Parameter
entwickelten 17 Patienten (32,1%) ein Rezidiv, wobei lediglich ein Patient tumorbedingt am
Prostatakarzinom verstarb. 7 Patienten verstarben an anderen Erkrankungen. Bei den
Ubrigen 36 (67,9%) der 53 Patienten wurde bis zum letzten Follow-up-Termin kein Rezidiv
festgestellt.

Der praoperative PSA-Wert reichte von 1,2 — 60,5 ng/ml (Mittelwerte + Standardabweichung
14,4 + 12 ng/ml) und lag bei 37 Patienten (62,7%) <15 ng/ml und bei 22 Patienten (37,3%)
215 ng/ml. Fir einen Patienten war der praoperative PSA-Wert nicht eruierbar.

Bei der mikroskopischen Untersuchung des HE-Schnittmaterials fanden sich unter den 60
Prostatakarzinomen 2 mit dem Gleason Score 5 (3,3%), 9 mit dem Gleason Score 6 (15%),
38 mit dem Gleason Score 7 (63,3%), 4 mit dem Gleason Score 8 (6,7%), 6 mit dem
Gleason Score 9 (10%) und 1 Prostatakarzinom mit dem Gleason Score 10 (1,7%). In 55 der
60 Prostataresektate war eine HG-PIN erkennbar. Eine Blutgefallinvasion (BVI) war in 2
Fallen (3,3%), eine Lymphgefaflivasion (LVI) in 6 Fallen (10%) und eine Perineural-
scheideninvasion (PNI) in 46 Fallen (76,7%) nachweisbar. Nach der TNM-Klassifikation
waren 37 Prostatakarzinome (61,7%) organbegrenzt (pT2) und 23 (38,3%) wuchsen
organuberschreitend (pT3). Hinsichtlich des Lymphknotenstatus lag in 59 Fallen (96,7%) ein

pNO Status vor, lediglich in einem Fall (1,7%) war eine Lymphknotenmetastase nachweisbar
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(pPN1). Zum Zeitpunkt der Operation waren bei keinem Patienten Fernmetastasen
nachweisbar.

Um sowohl die prognostische Relevanz von Tiam1 und Rac, als auch die Bedeutung der
bereits bekannten und etablierten Prognosefaktoren, wie dem pT Stadium, dem
paoperativen PSA-Wert und dem Gleason Score im vorliegenden Kollektiv mit Hilfe der
Kaplan-Meier-Analyse zu bestimmen, wurden alle Variablen in zwei Kategorien geteilt. So
wurde das pT Stadium in die klinisch relevanten Gruppe der organbeschrankten Tumore
(pT2) und die der organiberschreitenden Tumore (pT3) unterteilt. Der praoperative PSA-
Wert wurde aufgrund der PSA-Werteverteilung in unserem Kollektiv (Mittelwert 14,4) in <15
ng/ml und 215 ng/ml dichotomisiert. Der Gleason Score wurde in die klinisch relevanten
Kategorien <7 (82%) und >7 (18%) eingeteilt.

In einer unvariaten Analyse nach Kaplan-Meier zeigten alle bisher genannten etablierten
Prognoseparameter im Prostatakarzinom, wie der praoperative PSA-Wert (p=0,0235), das
Tumorstadium (p=0,0021) und der Gleason Score (p=0,0012) einen signifikanten Einfluss
auf das rezidivfreie Uberleben, was die Reprasentativitat des in der vorliegenden Arbeit

untersuchten Kollektivs unterstreicht.

3.2 Tiam1-Expression

3.2.1 Expressionsanalyse von Tiam1

Um die immunhistochemische Farbeintensitat von Tiam1 im prostatischen Normalgewebe, in
der HG-PIN und im Tumor vergleichen zu kénnen, wurde der jeweilige immunreaktive Score
bestimmt. Verglichen mit dem umliegenden benignen sekretorischen Prostataepithel stellte
sich dabei die Tiam1-Expression im Tumor in 58 (96,7%) von 60 Fallen (p<0,001) und in der
HG-PIN Lasion in 54 (98,2%) von 55 Fallen (p<0.001) als signifikant starker heraus
(Abbildung 3A-C). Im Gegensatz hierzu fand sich jedoch kein signifikanter Unterschied

zwischen der Tiam1-Expression im Tumor und der HG-PIN.

26



Ergebnisse

Zusatzlich zu diesen signifikanten Unterschieden in der Tiam1-Expression zwischen
malignen Tumoren bzw. praemalignen Veranderungen und dem normalen prostatischen
Epithel, fanden sich auch deutliche Unterschiede in der Tiam1-Expression zwischen
normalen nichtepithelialen Zellen wie inflammatorischen Zellen, fibromuskuldaren Stroma-
zellen und Ganglienzellen. Fir diese nichtepithelialen Zellen wurde zwar keine semi-
quantitative Expressionsbestimmung durchgeflhrt, jedoch zeigte sich eine durchweg
starkere Tiam1-Expression in Plasmazellen als in Lymphozyten und Histiozyten (Abbildung
3D). Die neutrophilen Granulozyten hingegen erwiesen sich als negativ (Abbildung 3D). Eine
starke Anfarbung konnte ebenfalls in Ganglienzellen nachgewiesen werden (Abbildung 3E),
wahrend sich fibromuskulare Stromazellen nicht anfarbten.

Wie oben beschrieben, wurden die verschiedenen Variablen zur Beurteilung ihrer
prognostischen Relevanz in der univariaten Kaplan-Meier Analyse und zur Beurteilung einer
Assoziation mit anderen klinisch-pathologischen Parametern dichotomisiert. Fir Tiam1 lagen
die Expressionswerte im Tumor durchschnittich um den Faktor 3,75 hoher als im
Normalgewebe (Abbildung 3C). Fir die Beurteilung der prognostischen Relevanz wurde
daher das Ausmal der Tiam1-Uberexpression in die beiden Kategorien ,geringe
Uberexpression® (< Faktor 3,5) und ,starke Uberexpression® (= Faktor 3,5) unterteilt. Als sog.
,Cut-off Level“ wurde der Faktor 3,5 und nicht der Faktor 3,75 gewahlt, da 1) 3,5 im Hinblick
auf eine potentielle Einflihrung in die Routine-Pathologie des Prostatakarzinoms einfacher zu

handhaben ist als 3,75 und 2) nur ein Patient von dieser Modifikation betroffen war.
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Abbildung 3: Tiam1-Expression im humanen Prostatakarzinom

A) immunhistochemischer Nachweis der Tiam1-Uberexpression in der praneoplastischen
HG-PIN Lasion im Vergleich zum korrespondierenden Normalgewebe (250x Vergréfierung)
B) immunhistochemischer Nachweis der Tiam1-Uberexpression im Prostatakarzinom (Ca)
im Vergleich zum korrespondierenden Normalgewebe (N). Negative Tiam1-Expression in
fibromuskularem Stroma (FMS) (100x Vergrofierung)

C) Vergleich der Tiam1-Expression in normalem sekretorischen Epithel (n=60), in der HG-
PIN Lasion (n=55) und im Prostatakarzinom (n=60). Angaben sind Mittelwerte und
Standardabweichungen.

D) Unterschiede der Tiam1-Expression in nichtepithelialen Zellen: P=Plasmazellen,
H=Histiozyten, L=Lymphozyten, N=neutrophile Granulozyten, BE=basale Endothelzellen
(400x Vergroferung)

E) starke Tiam1-Expression in Ganglienzellen (100x Vergré3erung)
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Bei der Suche nach einer Assoziation zwischen dem Ausmaf der Tiam1-Uberexpression im
Prostatakarzinom und wichtigen klinisch-pathologischen Parametern konnte gezeigt werden,
dass das AusmafR der Tiam1-Uberexpression signifikant mit dem Auftreten eines Rezidivs
(p=0,016) und einer Lymphgefafiinvasion (p=0,031) korrelierte.

Im Gegensatz hierzu fand sich jedoch keine signifikante Korrelation mit dem Alter, dem pra-
operativen PSA-Wert, der Blutgefal3invasion, der Perineuralscheideninvasion, dem Tumor-
stadium, dem Lymphknotenstatus und dem Gleason Score (Tabelle 5).

Tabelle 5: Klinisch-pathologische Charkteristika der Tiam1-Uberexpression®

@ Aufgrund von Rundungen ergaben sich nicht immer exakt 100%.

® Fisher’s Exakt Test, zweiseitig

° Der praoperative PSA-Wert war von 59 der insgesamt 60 Patienten bekannt.
4 Ein Follow-up lag nur von 53 der 60 Patienten vor.

Tiam1 Uberexpression
Faktor <3,5 (n=26) 23,5 (n=34) P-Wert"
Anzahl (%) Anzahl (%)

Alter in Jahren
<65 13 (22) 13 (22) 0,435
>65 13 (22) 21 (35)

praoperativer PSA® in ng/ml
<15 18 (31) 19 (32) 0,423
215 8 (14) 14 (24)

Rezidiv®
nein 20 (38) 16 (30) 0,016
ja 3 (6) 14 (26)

LVI
nein 26 (43) 28 (47) 0,031
ja 0 (0) 6 (10)

BVI
nein 25 (41) 33 (55) 1
ja 1(2) 1(2)

PNI
nein 6 (10) 8 (13) 1
ja 20 (33) 26 (43)

pT
pT2 18 (30) 19 (32) 0,422
pT3 8 (13) 15 (25)

pN
pNO 26 (43) 33 (55) 1
pN1 0 (0) 1(2)

Gleason Score
2 bis 7 22 (37) 27 (45) 0,742
8 bis 10 4 (7) 7(12)
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3.2.2 Univariate Analyse

In der univariaten Analyse fand sich jeweils eine statistisch signifikante Assoziation zwischen
dem AusmaR der Tiam1-Uberexpression (>3,5-fach vs. <3,5-fach; p=0,0181), des préopera-
tiven PSA-Spiegels (215 ng/ml vs. <15 ng/ml; p=0,0235), des Tumorstadiums (pT3 vs. pT2;
p=0,0021) sowie des Gleason Scores (>7 vs. <7; p=0,0012) einerseits und einem verkirzten
rezidivfreien Uberleben der Patienten andererseits (Abbildung 4).

Dabei ergab die Kaplan-Meier-Analyse fiir Patienten mit starker Tiam1-Uberexpression im
Tumor eine mittlere Uberlebenszeit von 98 Monaten (95% Konfidenz-Intervall [KI]=77-119).
Im Gegensatz dazu lag die mittlere Uberlebenszeit fir Patienten mit schwacher Tiam1-

Uberexpression bei 136 Monaten (95% Kl=118-154).
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Abbildung 4: Rezidivfreies Uberleben von 53 Patienten in der Kaplan-Meier-Analyse und
dem Log-Rank-Test

A) praoperativer PSA-Wert

B) pT Stadium

C) Gleason Score

D) Ausmal der Tiam1-Uberexpression im Prostatakarzinom im Vergleich zum korrespon-
dierenden Epithel
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3.2.3 Multivariate Analyse

Um zu untersuchen, welche der in der univariaten Analyse identifizierten Prognoseparameter
tatsachlich unabhangig voneinander sind und sich somit in ihrer prognostischen
Aussagekraft erganzen, wurde eine multivariate Analyse nach dem ,Cox Proportional
Hazard“-Modell durchgefiihrt. Neben den bereits etablierten Prognoseparametern Tumor-
stadium (pT3 vs. pT2; p=0,003), Gleason Score (>7 vs. <7; p=0,035) und praoperativer PSA-
Wert (215 ng/ml vs. <15 ng/ml; p=0,029) erwies sich dabei auch das Ausmal} der Tiam1-
Uberexpression (23,5-fach vs. <3,5-fach) als unabhangiger prognostischer Parameter
(relatives Risiko [RR]=3,90, 95% Konfidenz-Interval [KI]=1,09-14,01; 2-seitiger y? p=0,037)

(Tabelle 6), der das Auftreten von Rezidiven signifikant vorhersagte.

Tabelle 6: Multivariate Analyse der Tiam1-Uberexpression mit dem Auftreten von Rezidiven
bei Prostatakarzinom-Patienten nach der ,Cox Proportional Hazard“-Methode.

Variable P-Wert RR (95% CI)
Tiam1 Uberexpression (23,5 vs <3,5) 0,037 3,90 (1,09-14,01)
pT (pT3 vs pT2) 0,003 8,93 (2,06-38,46)
Gleason Score (8-10 vs 2-7) 0,035 3,14 (1,08-9,10)
praoperativer PSA (215 vs <15) 0,029 3,41 (1,13-10,27)
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3.3 Rac-Expression

3.3.1 Expressionsanalyse von Rac

Eine Rac Anfarbung zeigte sich in normalem sekretorischen Epithel, der HG-PIN Lasion, im
Tumor und in inflammatorischen Zellen (Abbildung 5A, B). Fibromuskulare Stromazellen
farbten sich hingegen nicht an (Abbildung 5B). Interessanterweise war die Rac-Expression
im normalen sekretorischen Epithel, der HG-PIN Lasion und in Entziindungszellen auf das
Zytoplasma beschrankt. Im Tumorgewebe fand sich jedoch in 7 Fallen (11,7%) auch eine
deutliche nukleare Positivitat, die zumindest in einem kleinen Teil der Tumorzellen
nachweisbar war. Allerdings ist die Bedeutung dieser nukledren Rac-Expression unklar, da
bislang kein Zusammenhang mit wichtigen klinisch—pathologischen Daten oder dem
rezidivfreien Uberleben erkennbar war.

Wahrend sich in Plasmazellen, Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten und Histiozyten
eine konstant starke Rac-Expression zeigte (Abbildung 5A, B), war die Rac-Expression im
benignen sekretorischen Epithel, den HG-PIN Lasionen und den Tumoren hingegen deutlich
variabel. So fand sich in der semiquantitativen Beurteilung der Rac-Expression eine
signifikant starkere Expression im Tumorgewebe als im normalen sekretorischen Epithel
(p<0,001) (Abbildung 5C). Dabei zeigten 30 der 60 Karzinome (50%) eine hdhere, 27
Karzinome (45%) eine gleichwertige und 3 Karzinome (5%) eine niedrigere Rac-Expression
als das korrespondierende normale sekretorische Epithel.

In den HG-PIN Lasionen konnte, verglichen mit normalem sekretorischen Epithel, ebenfalls
eine signifikant erhdhte Rac-Expression beobachtet werden (p<0,001) (Abbildung 5C). 27
der insgesamt 53 HG-PIN Lasionen (50,9%) wiesen im Vergleich zum korrespondierenden
Normalgewebe eine hohere, 22 HG-PIN Lasionen (41,5%) eine gleichstarke und 4 HG-PIN
Lasionen eine geringere Rac-Expression auf. Ein signifikanter Unterschied zwischen der
Rac-Expression im Tumor und in der HG-PIN Lasion lag nicht vor. Um potentielle

Assoziationen zwischen der Rac-Expression und verschiedenen klinisch-pathologisch
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relevanten Faktoren untersuchen zu kdnnen, wurden die Tumoren in zwei Kategorien
eingeteilt: 1) die Tumore, die eine hohere Rac-Expression aufwiesen als das korres-
pondierende Normalgewebe (d.h. Tumore mit einem IRS > 1) und 2) die Tumore, bei denen

das nicht der Fall war (d.h. Tumore mit einem IRS < 1).
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Abbildung 5: Rac-Expression im humanen Prostatakarzinom

A) Immunhistochemischer Nachweis der Rac-Uberexpression in der praneoplastischen HG-
PIN Lasion und im Prostatakarzinom (Ca) jeweils im Vergleich zum korrespondierenden
Normalgewebe (N) (250x VergroRerung)

B) Unterschiede der Rac-Expression im Prostatakarzinom, im Normalgewebe, in
fibromuskularen Stromazellen (FMS) und in inflammatorischen Zellen (1) (100x
Vergrolierung)

C) Vergleich der Rac-Expression in normalem sekretorischen Epithel (n=60), in der HG-PIN
Lasion (n=55) und im Prostatakarzinom (n=60). Angegeben sind Mittelwerte und Standard-
abweichungen.

Somit zeigten 34 Tumore eine Uberexpression von Rac (56,7%), wahrend 26 Tumore keine
Uberexpression von Rac (43,3%) aufwiesen. Bei der statistischen Analyse zeigte sich eine
signifikante Korrelation zwischen der Uberexpression von Rac einerseits und dem Auftreten

eines Rezidives (p=0,041) bzw. dem Nachweis einer Perineuralscheideninvasion (PNI)
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(p=0,005) andererseits. Im Gegensatz dazu fanden sich jedoch keine signifikanten
Korrelationen zwischen der Uberexpression von Rac und anderen klinisch-pathologischen
Faktoren wie dem Alter, dem praoperativen PSA-Wert, der BlutgefaRinvasion (BVI), der
Lymphgefaldinvasion (LVI), dem Tumorstadium, dem Lymphknotenstatus und dem Gleason
Score (Tabelle 7).

Tabelle 7: Klinisch-pathologische Charakteristika der Rac-Uberexpression®

 Aufgrund von Rundungen ergaben sich nicht immer exakt 100%.

® Fisher’s Exakt Test, zweiseitig

° Der praoperative PSA-Wert war von 59 der insgesamt 60 Patienten bekannt.
4 Ein Follow-up lag nur von 53 der 60 Patienten vor.

Rac Uberexpression
Faktor nein (n=26) ja (n=34) P-Wert"
Anzahl (%) Anzahl (%)

Alter in Jahren
<65 12 (20) 14 (23) 0,603
>65 19 (32) 15 (25)

praoperativer PSA® in ng/ml
<15 21 (36) 16 (27) 0,432
>15 10 (17) 12 (20)

Rezidiv®
nein 24 (45) 12 (23) 0,041
ja 6 (11) 11 (21)

LVI
nein 28 (47) 26 (43) 1
ja 3(5) 3(5)

BVI
nein 29 (48) 29 (48) 0,492
ja 2 (3) 0(0)

PNI
nein 12 (20) 2 (3) 0,005
ja 19 (32) 27 (45)

pT
pT2 22 (37) 15 (25) 0,184
pT3 9 (15) 14 (23)

pN
pNO 31 (52) 28 (47) 0,483
N1 0 (0) 1(2)

Gleason Score
2 bis 7 24 (40) 25 (42) 0,509
8 bis 10 7 (12) 4(7)
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3.3.2 Univariate Analyse

Die univariate Analyse zeigte jeweils eine statistisch signifikante Assoziation zwischen der
Rac-Uberexpression (>1 vs. <1; p=0,0375), dem praoperativen PSA-Spiegel (=15 ng/ml vs.
<15 ng/ml; p=0,0235), dem Tumorstadium (pT3 vs. pT2; p=0,0021) und dem Gleason Score
(>7 vs. <7; p=0,0012) einerseits, mit einem verminderten rezidivfreien Uberleben der

Patienten andererseits (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Rezidivfreies Uberleben von 53 Patienten in der Kaplan-Meier-Analyse und
dem Log-Rank-Test

A) praoperativer PSA-Wert

B) pT Stadium

C) Gleason Score

D) Ausmal der Rac-Uberexpression im Prostatakarzinom im Vergleich zum korrespon-
dierenden Epithel
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3.3.3 Multivariate Analyse

Um zu untersuchen, ob die Uberexpression von Rac im Prostatakarzinom tatsachlich ein
unabhangiger Prognoseparameter ist, wurde eine multivariate Analyse nach dem ,Cox
Proportional Hazard“-Modell durchgefiihrt. Dabei erwies sich neben den etablierten
Prognoseparametern Tumorstadium, praoperativer PSA-Wert und Gleason Score auch die
Uberexpression von Rac als unabhangiger Prognoseparameter, der mit einem friiheren
Auftreten von Rezidiven einhergeht (relatives Risiko [RR]=3,27, 95% Konfidenz-Intervall

[CI]=1,09-9,83; 2-seitiger x? p=0,035) (Tabelle 8).

Tabelle 8: Multivariate Analyse der Rac-Uberexpression mit dem Auftreten von Rezidiven bei
Prostatakarzinom-Patienten nach der ,Cox Proportional Hazard“-Methode.

Variable P-Wert RR (95% CI)
Rac Uberexpression (>1 vs. <1) 0,035 3,27 (1,09-9,83)
pT (pT3 vs pT2) 0,007 6,42 (1,66-24,76)
Gleason Score (8-10 vs 2-7) 0,009 4,71 (1,47-15,14)
praoperativer PSA (215 vs <15) 0,026 3,38 (1,16-9,88)
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4 DISKUSSION

Der Tiam1/ Rac Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der onkogenen Transformation von
Zellen sowie bei der Regulation von Tumorinvasion und Metastasierung [Engers et al. 2001;
Hordijk et al. 1997; Keely et al. 1997; Michiels et al 1995; Sander et al. 1998]. Dennoch ist
bislang vdllig unklar, ob der Expression von Tiam1 und Rac auch eine prognostische
Bedeutung in humanen Tumoren zukommt. In der vorliegenden Arbeit wurde daher am
Beispiel des Prostatakarzinoms erstmals die prognostische Relevanz der Expression von
Tiam1 und Rac in humanem Tumorgewebe untersucht. Sowohl flir Tiam1 als auch fir Rac
fand sich eine jeweils statistisch signifikant starkere Proteinexpression im Tumorgewebe und
der prakanzerésen HG-PIN Lasion als im normalen sekretorischen Epithel. Darliber hinaus
ging die Uberexpression von Rac bzw. eine starke Uberexpression von Tiam1 (23,5-fach) in
der univariaten Analyse mit einem signifikant verkirzten rezidivfreien Uberleben der
Patienten einher. Diese prognostische Relevanz hatte jeweils auch in einer multivariaten
Analyse bestand, in der mehrere etablierte Prognoseparameter des Prostatakarzinoms
eingeschlossen wurden. Somit erwiesen sich sowohl die Uberexpression von Rac als auch
eine starke Uberexpression von Tiam1 im humanen Prostatakarzinom als neue unabhéngige

Pradiktoren eines postoperativen Tumorrezidivs.

Das Kollektiv der vorliegenden Studie ist beschrankt auf 60 Prostatakarzinom-Patienten,
wobei fir 53 Patienten eine geeignete postoperative Nachbeobachtung vorlag. Trotz der
relativ begrenzten Fallzahl liegt ein Vorteil dieses Kollektivs insbesondere darin, dass
ausschliellich RO-resezierte Prostatakarzinomfalle in diese Studie eingeschlossen wurden.
Somit kann davon ausgegangen werden, dass nachfolgend aufgetretene Rezidive
tatsachlich Ausdruck einer gesteigerten Tumoraggressivitat im Sinne einer Metastasierung
sind und nicht blo das Ergebnis einer Proliferation lokal verbliebener Tumorzellen bei
unvollstandig reseziertem Primartumor. Dartber hinaus ist das vorliegende Patientenkollektiv
auch reprasentativ, da alle bislang gut etablierten Prognosefaktoren des Prostatakarzinoms

wie der praoperative PSA-Wert, das pT-Stadium und der Gleason Score auch in diesem
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Patientenkollektiv eine signifikante prognostische Relevanz besitzen und das Auftreten von
Rezidiven signifikant vorhersagen. Dennoch muf die in der vorliegenden Studie erstmals
nachgewiesene prognostische Relevanz der Uberexpression von Rac bzw. einer starken
Uberexpression von Tiam1 im Prostatakarzinom an noch gréReren Fallzahlen validiert
werden. Auflerdem wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die prognostische Relevanz
der Uberexpression von Rac bzw. der starken Uberexpression von Tiam1 nur an radikalen
Prostatektomiepraparaten untersucht. Sollten diese Marker in Zukunft jedoch als
Entscheidungshilfen fiir die praoperative Therapieplanung herangezogen werden, muf} ihr

pradiktiver Wert zuvor auch an Biopsiematerial verifiziert werden.

Interessanterweise fand sich eine signifikant starkere Expression von Tiam1 und Rac nicht
nur im Tumorgewebe, sondern auch in der prakanzerésen HG-PIN Lasion. Dies deutet
darauf hin, dass die Hochregulation von Tiam1 und Rac bereits in einem friihen Stadium der
Prostatakarzinomenstehung auftritt. Obwohl die molekularen Mechanismen dieser
Hochregulation von Tiam1 und Rac in HG-PIN Lasionen und Prostatakarzinomen bislang
nicht geklart sind, gibt es doch Hinweise darauf, dass die Hochregulation von Tiam1
zumindest teilweise das Ergebnis eines aktivierten Wnt/B-Catenin-Signalwegs sein konnte.
Der Wnt/B-Catenin-Signalweg spielt eine zentrale Rolle bei der Entstehung des
Kolonkarzinoms [Oving and Clevers 2002]. Darlber hinaus wurde dem Wnt/B-Catenin-
Signalweg in mehreren Untersuchungen auch eine funktionelle Bedeutung bei der
Entstehung PIN-ahnlicher proliferativer Lasionen in der Prostata sowie bei der Progression
des Prostatakarzinoms zugeschrieben [Mimeault and Batra 2006; Yardy and Brewster 2005].
Interessanterweise konnte nun unlangst gezeigt werden, dass die Expression von Tiam1
durch Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs gesteigert wird und Tiam1 in Dinn- und
Dickdarmtumoren im Vergleich zum Normalgewebe hochreguliert ist [Malliri et al. 20086].
Aulerdem wurden in derselben Arbeit Tiam1-exprimierende und Tiam1-defiziente Mause mit
jeweils multipler intestinaler Neoplasie (sog. Min-Mause, entsprechend der beim Menschen

bekannten familiaren Adenomatosis Polyposis Coli) hinsichtlich der Entstehung und
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Proliferation intestinaler Polypen verglichen. Dabei fand sich, dass der Verlust von Tiam1 zu
einer signifikanten Reduktion der Anzahl und der GréRRe intestinaler Polypen flhrte [Malliri et
al. 2006]. Aufgrund dieser Ergebnisse und des bekannten onkogenen/ transformierenden
Potentials des Tiam1/ Rac Signalwegs kann man mutmalen, dass eine Interaktion des
Whnt/B-Catenin- und Tiam1/ Rac Signalwegs eine wichtige Rolle bei der Entstehung und/
oder Progression des Prostatakarzinoms spielt, obwohl die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen bislang nicht geklart sind. Es ist bereits bekannt, dass Tiam1 und Rac
verschiedene wichtige Signalwege aktivieren, wie den p38 MAPK-Signalweg, den JNK-
Signalweg und den ERK-Signalweg. Diese Signalwege sind alle in der Lage, die
Transkription von Genen zu beeinflussen. Daher ist durchaus denkbar, dass die gesteigerte
Expression von Tiam1 und/oder Rac im Prostatakarzinom die Expression bestimmter
Onkogene induziert und/oder die Expression bestimmter Tumorsuppressorgene inhibiert,
was dann sekundar zur onkogenen Transformation, gesteigerten Zellproliferation und/oder

Tumorprogression fuhrt.

Von Rac existieren bislang drei bekannte Isoformen: Rac1, Rac2 und Rac3 [Wennerberg
and Der 2004]. Dabei werden nur Rac1 und Rac3 von epithelialen Zellen exprimiert,
wahrend Rac2 bekanntermallen nur in hamatopoetischen Zellen vorkommt [Didsbury et al.
1989]. Der im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete monoklonale Rac-spezifische
Antikorper detektiert beide Isoformen (Rac1 und Rac3), die von epithelialen Zellen exprimiert
werden konnen (Engers et al., unveroffentlichte Ergebnisse). Somit ist zur Zeit noch unklar,
ob Rac1 oder Rac3 oder beide Isoformen im Prostatakarzinom tberexprimiert sind. Da nach
unseren Erkenntnissen aufgrund der hohen Sequenzhomologie der verschiedenen Rac-
Isoformen aber alle bislang verfligbaren Rac-Antikérper eine gewisse Kreuzreaktivitat
zwischen den verschiedenen Isoformen aufweisen, und zwar auch dann, wenn die
Bezeichnung der Antikérper durch die Anbieter manchmal anderes suggeriert, ist diese
Frage zur Zeit auf Proteineebene nicht zu klaren. Auch Western Blot-Analysen wirden

hierbei nicht weiterhelfen, da sich die verschiedenen Rac-Isoformen im Molekulargewicht
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nicht voneinander unterscheiden. Unlangst durchgefihrte Untersuchungen auf RNA-Ebene
mittels Isoform-spezifischer Real-Time-PCR deuten allerdings darauf hin, dass die
Uberexpression von Rac im Prostatakarzinom offenbar primar auf einer Hochregulation von
Rac3 beruht (Engers et al., unverétffentlichte Ergebnisse). Eine Hochregulation von Rac1
konnte dabei zwar auch beobachtet werden, diese war aber insgesamt deutlich seltener

nachweisbar und fiel zudem meist wesentlich schwacher aus als die von Rac3.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Studie mit einer Nachbeobachtungszeit von bis zu
14,4 Jahren, dass sowohl die Uberexpression von Rac als auch eine starke Uberexpression
von Tiam1 im Prostatakarzinom mit einem aggressiven Tumorverhalten assoziiert sind und
in Ergdnzung zu den bislang etablieten Prognoseparametern neue, unabhangige
prognostische Marker fiir ein verkirztes rezidivfreies Uberleben darstellen. Daher wird es
interessant sein, den pradiktiven Wert dieser Marker sowohl in Biopsiematerial als auch in

anderen Tumoren zu untersuchen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Sowohl die Rho-dhnliche GTPase Rac, als auch ihr spezifischer Aktivator Tiam1 spielen
eine entscheidende Rolle bei der onkogenen Transformation von Zellen, sowie der Regu-
lation von Tumorinvasion und Metastasierung. Bisher wurde die prognostische Bedeutung
der Expression von Tiam1 und Rac in humanen Karzinomen jedoch noch nicht untersucht.

In der vorliegenden Studie wurde die Expression von Tiam1 und Rac in normalem sekre-
torischen Prostataepithel, praneoplastischen high-grade PIN L&sionen und Prostata-
karzinomen von 60 RO-resezierten Prostatektomiepraparaten mittels semiquantitativer
Immunhistochemie bestimmt.

Dabei zeigte sich jeweils eine signifikant starkere Expression von Rac und Tiam1 in den HG-
PIN Lasionen (jeweils p<0,001) und Prostatakarzinomen (jeweils p<0,001), verglichen mit
dem jeweils korrespondierenden normalen sekretorischen Epithel. Aullerdem fand sich eine
positive Korrelation zwischen einer starken Tiam1-Uberexpression (d.h. = 3,5-fach) und dem
Auftreten von Rezidiven (p=0,016) bzw. dem Auftreten einer LymphgefaRinvasion (p=0,031).
Die Uberexpression von Rac im Prostatakarzinom war positiv korreliert mit dem Auftreten
von Rezidiven (p=0,041) bzw. dem Auftreten einer Perineuralscheideninvasion (p=0,005). In
den univariaten Analysen gingen der praoperative PSA-Wert (p=0,046), das Tumorstadium
(p=0,002), der Gleason Score (p<0,001), eine starke Tiam1-Uberexpression (p=0,011) sowie
eine Uberexpression von Rac (p=0,038) jeweils mit einem signifikant verringerten
rezidivfreien Uberleben einher. In der multivariaten Analyse stellten sich sowohl die
Uberexpression von Rac, als auch eine starke Uberexpression von Tiam1 als neue und von
den etablierten Parametern unabhangige prognostische Faktoren heraus. (Tiam1: relatives
Risiko [RR]=3,90, 95% Konfidenz-Intervall [KI]=1,09-14,01; 2-seitiger y* p=0,037; Rac:
[RR]=3,27, 95%, [KI]=1,09-9,83; 2-seitiger x> p=0,035).

Die vorliegende Arbeit zeigt (i), dass eine erhdhte Expression von Tiam1 und Rac ein frihes
Ereignis bei der Prostatakarzinomentstehung darstellt und dass (i) sowohl die

Uberexpression von Rac als auch eine starke Uberexpression von Tiam1 im Vergleich zu
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Zusammenfassung

normalem sekretorischen Epithel jeweils neue und unabhangige Prognosefaktoren fir das

rezidivfreie Uberleben von Prostatakarzinom-Patienten sind.
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Expression und prognostische Relevanz von Tiam1 und Rac im
humanen Prostatakarzinom:

Eine quantitative immunhistochemische Untersuchung
Alexandra Walter

Sowohl die Rho-adhnliche GTPase Rac, als auch ihr spezifischer Aktivator Tiam1 spielen
eine entscheidende Rolle bei der onkogenen Transformation von Zellen, sowie der
Regulation von Tumorinvasion und Metastasierung. Bisher wurde die prognostische
Bedeutung der Expression von Tiam1 und Rac in humanen Karzinomen jedoch noch nicht
untersucht.

In der vorliegenden Studie wurde die Expression von Tiam1 und Rac in normalem sekre-
torischen Prostataepithel, praneoplastischen high-grade PIN Lasionen und Prostata-
karzinomen von 60 RO-resezierten Prostatektomiepraparaten mittels semiquantitativer
Immunhistochemie bestimmt.

Dabei zeigte sich jeweils eine signifikant starkere Expression von Rac und Tiam1 in den HG-
PIN Lasionen (jeweils p<0,001) und Prostatakarzinomen (jeweils p<0,001), verglichen mit
dem jeweils korrespondierenden normalen sekretorischen Epithel. Aullerdem fand sich eine
positive Korrelation zwischen einer starken Tiam1-Uberexpression (d.h. = 3,5 fach) und dem
Auftreten von Rezidiven (p=0,016) bzw. dem Auftreten einer Lymphgefainvasion (p=0,031).
Die Uberexpression von Rac im Prostatakarzinom war positiv korreliert mit dem Auftreten
von Rezidiven (p=0,041) bzw. dem Auftreten einer Perineuralscheideninvasion (p=0,005). In
den univariaten Analysen gingen der praoperative PSA-Wert (p=0,046), das Tumorstadium
(p=0,002), der Gleason Score (p<0,001), eine starke Tiam1-Uberexpression (p=0,011) sowie
eine Uberexpression von Rac (p=0,038) jeweils mit einem signifikant verringerten
rezidivfreien Uberleben einher. In der multivariaten Analyse stellten sich sowohl die Uber-
expression von Rac, als auch eine starke Uberexpression von Tiam1 als neue und von den
etablierten Parametern unabhangige prognostische Faktoren heraus. (Tiam1: relatives
Risiko [RR]=3,90, 95% Konfidenz-Intervall [KI]=1,09-14,01; 2-seitiger y*> p=0,037; Rac:
[RR]=3,27, 95%, [KI]=1,09-9,83; 2-seitiger 2 p=0,035).

Die vorliegende Arbeit zeigt (i), dass eine erhdhte Expression von Tiam1 und Rac ein frihes
Ereignis bei der Prostatakarzinomentstehung darstellt und dass (i) sowohl die
Uberexpression von Rac als auch eine starke Uberexpression von Tiam1 im Vergleich zu
normalem sekretorischen Epithel jeweils neue und unabhangige Prognosefaktoren fir das

rezidivfreie Uberleben von Prostatakarzinom-Patienten sind.

Duisseldorf, den 18.08.2006 PD Dr. med. R. Engers



