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1. Einleitung

1.1. Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom (PCa) zahlt zu der zweithaufigsten Tumor-Entitat der Welt bei
Méannern und zu der vierthdufigsten weltweiten Tumor-Entitdt beider Geschlechter
(Ferlay et al., 2015). In Deutschland war das PCa 2016 mit 22,7% die haufigste
Tumorerkrankung des Mannes (ausgenommen nicht-melanomischer Hautkrebs) und
war in 11,6% der durch Krebs verursachten Todesfille fir diesen verantwortlich. Damit
steht er auf Platz zwei der tddlich verlaufenden Tumorerkrankungen von Mannern
(Robert Koch-Institut, 2019). Tendenziell besteht in Deutschland und in den meisten
westlichen Industriestaaten eine deutlich steigende Inzidenz, wohingegen die
Sterberate leicht sinkt. Neben verbesserten Therapiemd&glichkeiten werden vor allem
flaichendeckend eingesetzte MaBnahmen der Friherkennung, insbesondere der
Prostata-spezifisches Antigen (PSA)-Test, hierfir als Erkldrung herangezogen
(Hermann et al., 2019).

Das mittlere Erkrankungsalter lag 2016 bei 72 Jahren, was verdeutlicht, dass die
Erkrankung hauptsachlich bei dlteren Mannern auftritt. So liegt das Risiko einer in den
nachsten 10 Jahren auftretenden Erkrankung fur einen 35-jahrigen Mann bei unter
0,1%, fur einen 75-Jdhrigen hingegen bei ca. 5% (Robert Koch-Institut, 2019).
Aufgrund der zunehmend alternden Bevdlkerung wird angenommen, dass der Anteil
der Uber 60-Jéhrigen bis 2050 auf 37% der Gesamtbevdlkerung ansteigen wird,
sodass sowohl Pravalenz und Inzidenz des PCa ansteigen werden (Federmann, 2019).

Die Atiologie der Erkrankung ist bislang unbekannt. Der Hauptrisikofaktor stellt das
fortgeschrittene Alter dar. Des Weiteren spielt eine positive Familienanamnese sowohl
in erster Generation als auch in zweiter Generation eine Rolle und tragt zu einer zwei-
bis dreifach erhéhten Erkrankungswahrscheinlichkeit bei (Hautmann und Gschwend,
2014; Zeegers et al., 2003; Johns und Houlston, 2003). AuBerdem werden exogene
Faktoren wie u.a. Umweltfaktoren, insbesondere die Luftverschmutzung oder
Erndhrungsgewohnheiten diskutiert (Hautmann und Gschwend, 2014). Es resultiert ein
Ost-West Gefalle der Inzidenz des PCa zugunsten des asiatischen Raums,
wohingegen innerhalb Europas eine geringere Inzidenz in stideuropdischen Landern
vorliegt (Federmann, 2019). Dem zu Grunde liegend ist, dass in Soja enthaltene
Phytodstrogene, sowie Lycopenen, welche in Tomaten enthalten sind, eine protektive
Wirkung auf das PCa nachgesagt werden (Ozasa et al., 2004; Wertz et al., 2004).

Eine weitere Komponente fir die Entstehung des PCa spielen die
Geschlechtshormone, insb. die Androgene. Es ist bekannt, dass Eunuchen nicht am
PCa erkranken kdnnen. AuBerdem konnte im Tierversuch durch eine chronische
Ostrogen- und Androgengabe eine PCa-Erkrankung induziert werden (Hautmann und
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Gschwend, 2014). Ob diese Erkenntnisse Ubertragbar auf den Menschen sind, konnte
bislang noch nicht bestatigt werden (Hautmann und Gschwend, 2014).

90% der PCa entstehen in der zum Rektum gelegenen, peripheren Zone der Prostata.
Seltener erfolgt die Entstehung in der zentralen Zone, welche sich angrenzend an die
Ductus ejaculatorii befindet. Aus der sich um die proximale Harnréhre windende, sog.
Ubergangszone der Prostata, entstehen benigne Prostatahyperplasien, welche sich in
10% der Falle zu einem PCa weiterentwickeln kénnen (Hautmann und Gschwend,
2014). Histopathologisch tritt das PCa in 98% der Félle als Adenokarzinom,
ausgehend vom DrlUsenepithel, in Erscheinung. Hierbei imponiert es meist durch ein
multifokales Auftreten, welches das Vorkommen mehrerer Differenzierungsgrade in
einem PCa wahrscheinlicher macht (Hautmann und Gschwend, 2014). Die
Tumorausbreitung erfolgt im anfanglichen Stadium lokal, bevorzugt in Richtung Apex
der Prostata. Nach Fortschreiten zeigt das PCa ein perineurales Wachstum auf und
benutzt die Perineuralspalten der Nervendurchtrittstellen zum Organkapseldurchbruch
(Hautmann und Gschwend, 2014). Daraufhin kann eine Infiltration der Samenblase
durch deren muskuldre Wand erfolgen, welches ein Zeichen fir ein bereits lokal
fortgeschrittenes Wachstum ist (Hautmann und Gschwend, 2014; Schmelz et al.,,
2014).

Es liegt eine deutliche Korrelation zwischen Volumen des Primartumors und
Aggressivitdt des PCa vor. Bei Tumorvolumina von unter 0,5 cm?3, kommt es nur
duBerst selten zu einer extraprostatischen Ausbreitung oder zu
Lymphknotenmetastasen (Schmelz et al., 2014). Ab einer GréBe von Uber 4 cm? liegt
meist ein lokal fortgeschrittenes Wachstum mit Lymphknotenbefall vor, bei Tumoren
mit einem Volumen Uber 12 cm3, ist dies fast immer vorhanden (Hautmann und
Gschwend, 2014; Schmelz et al., 2014).

Bei Metastasierung des PCa sind die obturatorischen und die internen iliaken
Lymphknotenstationen primér betroffen. Die weitere lymphogene Streuung erfolgt, wie
in Abbildung 1 dargestellt, entlang der GefaBversorgung der Prostata in der Fossa
obturatoria (s. Abbildung 1) (Hautmann und Gschwend, 2014; Thiroff, 2016).
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Abbildung 1: Lymphdrainiage der Prostata

Der lymphatische Abfluss der Prostata erfolgt entlang der GeféBversorgung. Die erste Station der Lymphe
ist die Gruppe der obturatorischen Lymphknoten und die internen iliaken Lymphknoten. Uber die
Lymphknoten der Vasa iliaca communis und den prasakralen Lymphknoten erfolgt der lymphatische
Abfluss nach parakaval, interaortokaval und paraaortal. Von dort gelangt sie Uiber die Lymphbahnen am

Apex prostata zu den Lymphknoten der lliaca-externa Gruppe (Thiroff, 2016, veréandert).

Nach dem Befall der paraaortalen Lymphknoten erfolgt die Fermetastasierung in die
mediastinalen und supraklavikularen Lymphknoten (Hautmann und Gschwend, 2014).

Die hdmatogene Metastasierung erfolgt bei 85% der letal verlaufenden PCa in das
Skelettsystem. Hierbei sind besonders die Lendenwirbelkérper, der proximale Femur,
das Becken, die thorakalen Wirbelkérper, die Rippen, das Sternum, der Schadel und
der Humerus Ziel der osteoblastischen Metastasen (Hautmann und Gschwend, 2014).

Das PCa kann, bedingt durch sein langsames Wachstum, lange Zeit ohne klinische
Symptomatik bestehen.

So stellen 90% der PCa, die bei der Autopsie gefunden werden, ein latentes PCa dar,
welches mit einem Volumen unter 0,5 cm3 flr den Patienten symptomlos bleibt und zu
Lebzeiten nicht diagnostiziert wurde (Hautmann und Gschwend, 2014; Schmelz et al.,
2014). Bei fortgeschrittenem Wachstum des PCa treten primér Obstruktionssymptome
der angrenzenden Urethra wie eine obstruktive Miktionslage oder eine
Harnstauungsniere in den Vordergrund. Kommt es zu Knochenmetastasen, kann das
unspezifische Symptom der Rickenschmerzen auftreten, welches haufig bei Patienten
mit fortgeschrittenem Alter als degenerativ missinterpretiert wird (Hautmann und
Gschwend, 2014).

Fehlende klinische Symptomatik unterstreicht die Bedeutung der
FriherkennungsmaBnahmen. Hierzu zahlen die neben der digital rektalen
Untersuchung (DRU) auch das Abtasten der Lymphknoten der Leistenregion, welche
ab dem 45. Lebensjahr standardméaBig, bei Risikogruppen ab dem 40. Lebensjahr, in
Vorsorgeuntersuchungen durchgefihrt werden (Hautmann und Gschwend, 2014).
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Weitere, zur Friherkennung eingesetzte MaBnahmen, sind u.a. der PSA-Test, bei dem
die Konzentration des prostataspezifischen Antigens (PSA) ermittelt wird. Da der
alleinige Einsatz der MaBnahmen jedoch ein unspezifisches Ergebnis liefert, wird eine
Kombination aus DRU und PSA-Test empfohlen (Federmann, 2019; Candas et al.,
2000).

1.1.1 Beurteilung des PCa

Zur histopathologischen Beurteilung des PCa werden die im Jahre 1966 vom
Pathologen D.F. Gleason etablierten und seitdem stetig modifizierten Gleason-Scores
(GS) herangezogen (Gleason, 1966). Das weltweit etablierte Grading bezieht sich auf
die morphologischen Verdnderungen des Adenokarzinoms, verglichen mit dem
Ausgangszustand des Drisengewebes und wird von einem Pathologen beurteilt.
Hierbei sind fiir die Beurteilung ausschlieBlich die Morphologie und Anordnung der
Prostatadrisen entscheidend. Etwaige zytologische Atypien der Tumorzellen werden
nicht beurteilt (Schlomm und Sauter, 2016). Anhand der Differenzierungsgrade werden
funf Muster (Grad |: gut differenziert, Grad V: wenig differenziert) unterschieden
(Schmelz et al.,, 2014; Humphrey, 2017). Zusammengesetzt wird der GS durch
Addition des priméaren und des sekundaren Musters, wobei ersteres das im Tumor am
haufigste vorkommende Muster darstellt (Schlomm und Sauter, 2016). Die Definition
des sekunddren Musters unterscheidet sich je nach vorliegender Probenart. Handelt
es sich um eine Stanzbiopsie, wird das schlimmste Gleason Muster herangezogen,
solang dieses nicht schlimmer ist als das priméare Muster. Bei einer Prostatektomie
oder einem transurethralen Resektat definiert das zweithdufigste Muster das
sekundédre Muster (Schlomm und Sauter, 2016).

Die neuste Modifizierung des GSs wurde 2014 von der internationalen Gesellschaft
der pathologischen Urologie (International Society of Urological Pathology (ISUP))
vorgenommen (Epstein et al., 2016). Demnach sollen die Umbenennungen in Grad-
Gruppen (,Grade Groups”) flr eine besserer Verstandlichkeit der Patienten sorgen.
Folgende Umbenennungen werden postuliert: Gleason 3+3=6 zu Prognostic Grade
Group |, Gleason 3+4=7 zu Prognostic Grade Group Il, Gleason 4+3=7 zu Prognostic
Grade Group lll, Gleason 8 zu Prognostic Grade Group IV und Gleason 9-10 zu
Prognostic Grade Group V (Schlomm und Sauter, 2016; Epstein et al., 2016).
AuBerdem sollen die Gleason-Muster 1 und 2 wegen mangelnden klinischen
Vorkommens nicht mehr verteilt werden (Schlomm und Sauter, 2016).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Gleason-Muster mit tabellarisch aufgelisteten
Beurteilungskriterien

Zur Beurteilung der Gleason Muster werden die architektonischen Kriterien der Driisenform, der
DrusengréBe und die Stromainvasion herangezogen und anhand dessen in funf Muster unterteilt (Epstein

et al., 2016; Schmelz et al., 2014, verandert).

1.1.2 Therapie des PCa

Die Therapie des PCa ist je nach klinischer Symptomatik und Fortschritt des
Tumorwachstums stark variabel. Neben lokal kurativen Verfahren stehen dem
Behandler systemische Therapien oder ein abwartendes Management zur Verfligung
(Schmelz et al., 2014). Entscheidend ist, ob man, je nach AusmaB der Erkrankung,
eine kurative oder palliative Therapie anstrebt. Eine Einstufung der Erkrankung bietet
hierfir neben den GS, die TNM-Klassifikaton (s. Anhang 7.1.1) und die
Risikobewertung nach D’Amico (s. Anhang 7.1.2) (Brierley et al., 2017; D’Amico et al.,
2006). Weitere Faktoren, die bei der Wahl der Therapieform berlcksichtigt werden
sollten, sind auBerdem die Patientenpraferenz, die Lebenserwartung des Patienten
durch Alter oder Komorbiditdten und das Progressionsrisiko der Erkrankung
(Federmann, 2019).

Zur Behandlung lymphknotenpositiver PCa, gibt es keine eindeutige Datenlage.

Eine sichere Aussage zum Status der Lymphknoten ist allein nach histologischer
Untersuchung operativ entfernter Lymphknoten maéglich. Zur pra- und intraoperativen
Einschatzung werden Nomogramme wie bspw. die Partin-Tabelle oder das Briganti-
Nomogramm herangezogen (s. Anhang 7.1.4). Diese beruhen auf dem PSA-Wert, dem
DRU-Status, dem GS in der Biopsie sowie bildgebenden Verfahren (Schmelz et al.,
2014).

Im Stadium des lokal fortgeschrittenen PCa ist das Risiko flr
Lymphknotenmetastasen héher als beim lokal begrenzten PCa. Dennoch besteht
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weiterhin keine ausreichende Evidenz sowohl die Lymphadenektomie oder eine
Bestrahlung der pelvinen Lymphabflusswege beim lokal begrenzten PCa mit hohem
Risikoprofil oder beim lokal fortgeschrittenen PCa durchzuflihren (Partin et al., 1997;
Federmann, 2019).

Da jedoch ein positiver Lymphknotenstatus eine deutlich schlechtere Prognose fiir den
Patienten darstellt, sollte im Rahmen einer kurativen Behandlung immer zwischen
Risiko und Nutzen einer Lymphadenektomie abgewogen werden (Federmann, 2019).
So zeigen diverse Studien einerseits, dass mit steigender Anzahl von entnommenen
Lymphknoten auch die Wahrscheinlichkeit von positiven Lymphknotenbefunden steigt,
(Briganti et al., 2006; Joslyn und Konety, 2006; Touijer Karim et al., 2007) jedoch wird
auch postuliert, dass die positiven Befunde nicht nur an den ,,Standart-Lokalisationen”
auffindbar waren (Weckermann et al., 2007). DarUber hinaus gilt zu beachten, dass die
Lymphadenektomie mit hdheren postoperativen Nebenwirkungen (Lymphozelen,
Thrombosen, Lymphédeme) einhergeht und flir den Patienten ein groBerer Nutzen
erzielt werden sollte (Federmann, 2019). Es hat sich gezeigt, dass dieser bei einer
Mindestanzahl von 10 entnommen Lymphknoten erreicht werden kann (Briganti et al.,
2006; Joslyn und Konety, 2006; Federmann, 2019).

Bei positiven Lymphknotenbefall, welcher nach Sentinel-Lymphonodektomie (SLNE)
bestatigt wurde, besteht die Empfehlung sofort oder verzdégert mit einer
hormonablativen Therapie zu beginnen (Federmann, 2019). Die Metastasierung in
Lymphknoten stellt jedoch, unabhdngig vom AusmaB des Karzinoms (Ca), immer eine
systemische Erkrankung mit hohem Progressionsrisiko dar und bedarf einer
systemischen Therapie (Schmelz et al., 2014). Sind mehr als zwei Lymphknoten
befallen, ist das tumorspezifische Uberleben signifikant schlechter als bei Patienten
mit weniger befallenen Lymphknoten (Briganti et al., 2009). Generell besteht eine
negative Korrelation zwischen Anzahl befallener Lymphknoten und Prognose im
Hinblick auf krankheitsfreies Uberleben und Gesamtiiberleben (Federmann, 2019).

Kontrovers diskutiert bleibt die Wahl der Therapieform. In Schweden wird beim
Nachweis von Lymphknotenmetastasen, basierend auf den Ergebnissen der Studie
von Aus et al. auf eine lokale Therapie verzichtet, jedoch primar endokrin behandelt
(Aus et al., 2003). Die Literaturiibersicht von Swanson et. al hingegen empfiehlt eine
Kombinationstherapie aus lokaler und hormoneller Therapie (Swanson et al., 2006).
Beim Vorliegen von ossédren Metastasen wird dartber hinaus eine osteoprotektive
Therapie mit Bisphosponaten (Zoledronsaure oder Denosumab) empfohlen (Hautmann
und Gschwend, 2014). Neben bereits aufgezdhlten TherapiemaBnahmen, besteht als
palliativer Ansatz, bei bereits stark kompromittierten Patienten, die Moéglichkeit der
Analgetikatherapie (Hautmann und Gschwend, 2014).
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1.1.3 Metastasierung von Krebszellen

Die Metastasierung von Krebszellen stellt u.a. wegen nicht erfolgreicher
Therapieformen, den Hauptgrund eines letalen Verlaufs in Uber 90 % der
Krebserkrankung fir den Patienten dar (Steeg, 2006). Obwohl sie im Zentrum
zahlreicher Forschungsarbeiten steht, bleibt ihr genauer molekularer Mechanismus bis
heute nicht genau verstanden (Fares et al., 2020). Seit einigen Jahren ist allerdings
bekannt, dass es anders als friilher angenommen, nicht erst in fortgeschrittenen
Tumorstadien mit groBem Prim&rtumor, sondern bereits in frihen Tumorstadien zur
Metastasierung kommen kann (Hisemann et al., 2008; Pantel et al., 2008). Prinzipiell
kann die Metastasierung direkt Uber das BlutgefaBsystem (hdmatogen) oder Uber
einen dem Primartumor naheliegenden Lymphknoten (lymphogen), welcher auch als
Wachterlymphknoten oder Sentinel-Lymphknoten (SN-LK, W&achterlymphknoten)
bezeichnet wird, erfolgen (Lee et al., 2019).

Zur Ausbildung einer hdmatogenen Metastase bedarf es, dass Krebszellen ihren
Ursprungsort verlassen, daraufhin im Blutstrom zirkulieren, wobei sie den
Druckverhaltnissen im BlutgefaB und neuen zellularen Umsténden standhalten missen
und anschlieBend an ihrem Zielorgan zu invadieren. Hier angekommen mussen sie der
Uberwachung des kérpereigenen Immunsystem entfliehen und zu einem sekundaren
Tumor proliferieren (Massagué und Obenauf, 2016).
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Abbildung 3: Uberblick liber die Metastasierungskaskade

Die Metastasierungskaskade kann in 5 Schritten beschrieben werden: Invasion, Intravasation, Zirkulation,
Extravasation und Kolonisation. Bei der Invasion treten Krebszellen in das lokale Gewebe Uber, wahrend
es bei der Intravasation zur Einwanderung in Blutgef4aBe kommt. Nach dem Uberleben der Krebszellen im
GefaBsystem (Zirkulation), erfolgt der Ubertritt der malignen Zellen in den Zielort (Extravasation) und die
metastatische Kolonisation, woraufhin folglich eine Metastase ausgebildet werden kann (Fares et al.,
2020, verandert).

Von besonderer Bedeutung bei der Metastasierung ist die Ausbreitung der
Tumorzellen. Hierbei unterscheidet man definitionsgemaB zwischen den
disseminierten Tumorzellen (DTC), welche sich in Lymphknoten und im Knochenmark
befinden und den im Blutstrom zirkulierenden Tumorzellen (CTC) (Pantel und
Brakenhoff, 2004). Wéahrend CTC entweder ruhend bleiben, sterben, oder sekundare
Organe durch den Blutstrom erreichen kdénnen, befinden sich DTC im Knochenmark
und in den Lymphknoten (Pantel und Brakenhoff, 2004). Die im Knochenmark
befindlichen DTC, bilden ein Reservoir an Tumorzellen und kdénnen von hier aus
rezirkulieren und ein Organ mit eventuell besseren Wachstumsbedingungen zur
Ausbildung einer Metastase erreichen (Pantel et al., 2008). Darliber hinaus erreichen
DTC ebenso Lymphknoten, wobei sie tUber das LymphgeféaB eintreten (Sleeman und
Thiele, 2009). Nach Proliferation der DTC, kommt es hier zu Ausbildung einer soliden
Metastase, welche darlber hinaus zu einem spateren Zeitpunkt, dhnlich wie das
Rickenmark, als Reservoir fur DTC gilt. Folglich kénnen sowohl die Abhangigkeit von
Fernmetastasen von einem positiven Lymphknotenstatus als auch im Falle einer
reinen hamatogenen Dissemimierung ein negativer Lymknotenstatus erkléart werden
(Pantel und Brakenhoff, 2004).

8 von 152



Lymphknoten-

Primartumor
metastase

lymphogene @ ‘

Disseminierung ° ~ @
ol @

sekundare
Fernmetastase

Abbildung 4: Model der Metastasierungskaskade nach Pantel und Brakenhoff

Tumorzellen kénnen entweder auf dem lymphatischen (rote Pfeile) oder auf dem hamatogenen Weg (blaue
Pfeile) metastasieren. Darliber hinaus kann eine sekundére Disseminierung der Krebszellen Uber den
hédmatogenen Weg erfolgen (schwarze Pfeile), wodurch sekundére Fernmetastasen entstehen kénnen
(Pantel und Brakenhoff, 2004; veréndert).

1.1.4 Sentinel-Lymphknoten

SN-LK, welche den lymphatischen Abfluss eines Primartumors in erster Station
filtrieren, sind h&ufig als erstes Organ von der Metastasierung betroffen (Sleeman and
Thiele, 2009). Physiologisch Gbernehmen die Tmm groBen Lymphknoten, von denen
insgesamt ca. 600-700 im menschlichen Koérper verteilt sind, wichtige Aufgaben bei
der adaptiven Immunantwort. Durch Antigenpradsentation aus der Lymphflissigkeit,
besteht permanenter Reiz zur Antikérperproduktion (Schulte et al., 2018). Kommt es
durch Veranderungen im Drainagegebiet des LK (z.B. durch Infektionen, Tumoren) zur
Anschwellung, kénnen oberflachlich gelegene LK tastbar und schmerzhaft werden. Im
Rahmen von Tumorerkrankungen wird insbesondere der SN-LK auf das
Vorhandensein von metastasierten Krebszellen untersucht.

Allerdings gehdrt die Detektion von DTC in LK nicht zur routinierten klinischen
Staginguntersuchung, wobei das Vorhandensein von entscheidender Bedeutung flr
die Auswahl der bestmdglichen Therapie ist (Balic et al., 2011). Insbesondere, da sich
gezeigt hat, dass Lymphknoten, welche nach zuvor routineméBiger Histopathologie
untersucht und als negativ eingestuft wurden, nach erneuter intensiver Untersuchung
(Analyse von Serienschnitten, Verwendung von immunhistochemischen oder
molekularen Verfahren) Mikrometastasen ausweisen (Balic et al., 2011). Umso
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wichtiger erscheint die Etablierung eines sensitiven Verfahren zur Detektion von
(Mikro-)Metastasen in SN-LK beim PCa. Hierfir sind in den letzten Jahren neue
Methoden, wie bspw. die ¢Gallium-Prostata-spezifisches-Membran Antigen (PSMA;
68Gallium-Prostate Specific Membrane Antigen) Positron Emission Tomographie (PET)
bzw. Computer Tomographie (CT) oder die Magnetresonanztomographie getestet
worden (Winter et al., 2017). Es hat sich gezeigt, dass diese Methoden zwar zur
(Mikro-)Metastasendetektion geeignet sind, allerdings konnten sie sich aufgrund zu
niedriger Sensivitdt (49%-66%) nicht gegen den etablierten Goldstandard der
Beckenlymphknotendissektion (pelvic LN dissection (PLND)) durchsetzen (Maurer et
al., 2016).

Die EAU Richtlinien empfehlen die erweiterte PLND (ePLND) fir Patienten mit
mittlerem oder hohem Risiko, sobald das Risiko eines positiven LK-Status 5%,
gemessen am Briganti-Nomogramm (s. Anhang 7.1.4), Gberschreitet (Mottet et al.,
2017). Dennoch ist der therapeutische Nutzen fir den Patienten aufgrund hdherer
intra- und postoperativer Komplikationen, insb. infizierten Lymphozelen und
Lymphédemen, umstritten. Bis zum Vorliegen von qualitativ hochwertigen Ergebnissen
aus randomisiert-kontrollierten Studien, wird eine individuelle Risikostratifizierung zur
Durchfiihrung der ePLND postuliert (Fujimoto et al., 2019). Hinsenveld et al. konnten
allerdings zeigen, dass der Einsatz der Kombination aus PSMA PET/CT und SN
Biopsie von zuvor durch PSMA PET/CT negativ bewerteten SN, eine 100%ige
Sensivitat bei der Detektion von (Mikro-)Metastasen wahrend der ePLND bewirkt
(Hinsenveld et al., 2020).

1.2 Transforming Growth Factor (TGF)-B Superfamilie

Die TGF-B Superfamilie setzt sich aus mehr als 30 Polypeptiden zusammen, welche
als Zytokine diverse unterschiedliche Funktionen austben (David und Massagué,
2018; Nolte und Margadant, 2020). Als Signalproteine sind sie an fast allen
physiologischen Prozessen beteiligt und tbernehmen eine wichtige Rolle innerhalb der
Zellkommunikation. Sie kénnen sowohl in embryonalen als auch in adulten Zellen die
Zellproliferation, -differenzierung, -adhasion, -bewegung, -metabolisierung und die
Apoptose beeinflussen (Massagué, 2000). AuBerdem sind sie an der Regulierung des
Immunsystems, der Angiogenese und der Wundheilung beteiligt, wobei ihre genaue
Wirkungsweise zellspezifisch und abhé&ngig vom Entwicklungsgrad der jeweiligen Zelle
ist (Massagué, 2000; Blobe et al., 2000; Dijke et al., 2002). lhre Fehlfunktion resultiert
in entwicklungsbedingten, immunologischen oder fibrotischen Krankheiten (David und
Massagué, 2018). Darliber hinaus spielt die TGF-B Superfamilie sowohl bei der
Tumorsupression als auch bei der -promotion eine zentrale Rolle (Kubiczkova et al.,
2012).
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Die TGF-B Superfamilie umfasst eine groBe Anzahl an Proteinen, welche in
Untergruppen eingeteilt werden (s. Tabelle 1). Zu diesen Untergruppen gehéren:
Activin/Inhibin-Familie, ,Bone Morphogenetic Proteins“ (BMPs), ,Growth
Differentiation Factors“ (GDFs), TGF-B Subfamilie (,TGF-B subfamily), ,,Glial cell line-
derived neurotropic factors“ (GDNFs), ,Mdllerian inhibiting substance” (MIS), Nodal
und Dorsalin (Massagué, 1998; Kubiczkova et al., 2012).

Tabelle 1: Ubersicht tiber die TGF-B-Untergruppen
(Massagué, 1998; Dombrowski, 2010, verandert).

TGF-B BMP GDF Activin/Inhibin
TGF-p1,2,3,4,5 BMP 2,4,5,6,10 GDF-1, -3, -9 Activin-A, -B, -AB,
BMP3/Osteogenin GDF-11/BMP1 -C, -E
BMP3b/GDF10 GDF-7/BMP12 Inhibin-A, -B, -C
BMP7/0OP-1 GDF-6/BMP13
BMP8a/OP-2 GDF-5/BMP14
BMP8b/OP-3 GDF-9b/BMP15
BMP16/Nodal GDF-8/Myostatin
GDF-15/MIC-1

1.2.1 Wachstums-Differenzierungs-Faktor-15 (GDF-15)

Der Wachstums-Differenzierungs-Faktor-15 (,Growth Differentiation Factor 15%
GDF-15) wurde 1997 von Bootcov et al. erstmals als ,macrophage inhibitory cytokine-
1“ (MIC-1) beschrieben und gilt seitdem als neues Mitglied der TGF-B-Superfamilie.
Schon vor ca. 25 Jahren konnte gezeigt werden, dass Interleukin (IL)-1B, IL-6,
Tumornekrosefaktor a (TNF- a) und M-CSF die GDF-15 Expression induzierte, die mit
einer Hemmung der Makrophagen (M®)-Aktivierung einherging (Bootcov et al., 1997).
Das Zytokin wurde in den darauffolgenden Jahren von weiteren Gruppen mit anderen
Namen untersucht und z.T. als GDF-15 (Bottner et al., 1999a), PDF (,prostata
differentiation factor”) (Paralkar et al., 1998), PLAB (,placental bone morphogenetic
protein“) (Hromas et al.,, 1997), PTGF-B (,placental TGF-B“) (Lawton et al., 1997),
NAG-1 (,non-steroidal anti-inflammatory drug-activated gene-1“) (Baek et al., 2002)
und PL74 tituliert (Li et al., 2005). Wegen seinen unterschiedlichen Funktionen und
Beteiligung an diversen Prozessen im menschlichen Koérper ist eine Einteilung in eine
der bestehenden Untergruppen der TGF-B-Superfamilie nicht méglich. Es wird
deshalb als ein divergentes Mitglied der TGF-B-Superfamilie angesehen (Bootcov et
al., 1997; Boéttner et al., 1999b; Fairlie et al., 1999).

1.2.2 Genetik und Struktur von GDF-15

Die genetische Grundlage fir GDF-15 befindet sich beim Menschen auf dem

Chromosom 19. Das aus 2746 bp bestehende Gen besitzt zwei Exons und ein Intron
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(s. Abbildung 5) (Bottner et al., 1999b). Die Synthese von GDF-15 findet, wie bei allen
Mitgliedern der TGF-B-Superfamilie, zunadchst als inaktives Vorlauferprotein statt.
Dieses hat nach Synthese eine Masse von 62 kDa und enthdlt neben dem
Signalpeptid (16 AS), eine Pro-Region (167 AS), eine RXXR-Sequenz
(Restriktionsschnittstelle) und das reife Protein (,mature protein®; 112 AS) (Unsicker et
al., 2013). Die reife Peptidform entsteht erst, nachdem im rauen endoplasmatischen
Retikulum das Propeptid (40 kDa) nach Abspaltung der RXXR-Sequenz dimerisiert, in
den Golgi-Apparat weitergeleitet wird und dort Furin-dhnliche Proteasen das
Propeptid vom reifen Peptid abspalten. Das reife GDF-15 (25 kDa) wird als
Homodimer in die EZM freigesetzt (Bootcov et al., 1997; Fairlie et al., 1999; Bauskin et
al., 2000). Im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der TGF-B-Superfamilie benétigt
GDF-15 das Propeptid jedoch weder fir eine korrekte Faltung in das aktive Protein
noch flr die Sezernierung (Fairlie et al., 2001). Neue Studien zeigen allerdings, dass
GDF-15 nicht nur in der EZM, sondern ebenso im Nukleus gefunden werden kann. Es
wird postuliert, dass GDF-15 die Bildung des SMAD-Komplexes behindert und somit
eine Inhibierung des SMAD-Signalweges vornehmen kann (Min et al., 2016).

@ Schematischer Aufbau des humanen GDF-15/MIC-1 Gens
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Abbildung 5: schematische Darstellung des Genaufbaus (a) und der Proteinstruktur (b) von GDF-15
(Unsicker et al., 2013, verandert).

Brown et al. konnten ferner einen Polymorphismus auf dem zweiten Exon des GDF-15
Gens nachweisen. Durch den Basenaustausch von Guanin gegen ein Cytosin in der
Gensequenz, erfolgt die Einlagerung einer Aspartat- anstelle einer Histidinseitenkette
an Position 6 des reifen GDF-15-Proteins (Brown et al.,, 2002). Dieser H6D-
Polymorphismus kann eine Funktionsédnderung des reifen Proteins zur Folge haben,
welche ebenso von klinischer Bedeutung ist. So konnte bspw. beim Colon-Ca ein
erhdhtes Metastasierungsrisiko nachgewiesen werden (Brown et al., 2003a), wahrend
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der HD6-Polymorphismus beim PCa mit einem geringeren Risiko fir die Entstehung,
jedoch mit einer erhdhten Aggressivitdt beim Wachstum assoziiert ist (Lindmark et al.,
2004; Hayes et al., 2006). Ursachlich hierflr, kénnte eine in 2015 entdeckte, Primaten-
spezifische, p53-regulierende microRNA (miRNA)-Sequenz sein, welche auf der Intron-
Sequenz des GDF-Gens lokalisiert ist. Der miRNA ,miR-3189“ konnten
tumorsuppressive Eigenschaften und eine regulierende Funktion des Zelltods
nachgewiesen werden (Jones et al., 2015).

AuBerdem war lange kein GDF-15-spezifischer Rezeptor bekannt. Bis 2017 als der
-aus der Glia-Zelllinie isolierte neurotrophe Faktor (,glial cell- derived neurotrophic
factor” (GDNF)) a-Rezeptor ((glial cell- derived neurotrophic factor family receptor a-
like (GFRAL)) entdeckt wurde (Emmerson et al., 2017; Mullican et al., 2017)). GFLAR
konnte im Hirnstamm identifiziert werden, wo er eine zentrale Rolle in der GDF-15-
assoziierten Anorexie einnehmen soll (Hsu et al., 2017; Mullican und Rangwala, 2018).
GDF-15 ist jedoch an weitaus mehr Prozessen im menschlichen Kérper beteiligt, bei
denen keine GFLAR-Expression nachgewiesen werden konnte, sodass von einer
Existenz weiterer, bislang unbekannter GDF-15-Rezeptoren ausgegangen wird
(Wischhusen et al., 2020).

1.2.3 Expression und Funktion von GDF-15

GDF-15 wird in nahezu allen Organen und Geweben des Koérpers, jedoch zu
unterschiedlichen Konzentrationen, physiologisch exprimiert (Unsicker et al., 2013;
Ago und Sadoshima, 2006). Die mit Abstand héchste Konzentration von GDF-15, liegt
in der Plazenta, mit einer konstitutiv hohen Expression und im Serum von
Schwangeren (Corre et al., 2013), gefolgt von der Prostata vor. In der Prostata wird
GDF-15 maBig exprimiert, wobei gezeigt werden konnte, dass Androgene und
Calcitriol regulativen Einfluss nehmen kénnen (Nazarova et al., 2004). In den Organen
Blase, Niere, Darm, Magen, Leber, Gallenblase, Pankreas und im Endometrium
wurden hingegen nur niedrige Konzentrationen gemessen (Wischhusen et al., 2020).
Das Vorhandensein in einer Vielzahl von Geweben, suggeriert eine Beteiligung an
diversen allgemeinen und grundlegenden, zelluldren Vorgangen (Unsicker et al., 2013).
So kann bei Gewebsschadigung, Sauerstoffmangel und oxidativen Stress in diversen
Zellen wie bspw. von Kardiomyozyten, Adipozyten, M® und GefaBmuskelzellen eine
erhdhte Expression des stressinduzierten Zytokins GDF-15 beobachtet werden (Tsai et
al., 2018). Dies kann auch durch proinflammatorische Zytokine (z.B. IL1-8, IL-6, TNF-
a, mCSF) induziert werden (Modi et al., 2019).

Die pleiotrope Funktion von GDF-15 spiegelt sich klinisch wider, sobald die GDF-15
Expression abnormal erhéht ist. Bislang wurde bei diversen Erkrankungen, wie bspw.
Atheriosklerose, Herzversagen, idiopathische pulmonale Hypertonie, Nierenversagen,
rheumatischer Athritis, Diabetes, Blutandmie sowie diversen Krebsformen erhohte

Konzentrationen beobachtet. (Breit et al., 2011; Corre et al., 2013). Die exakte
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Funktion von GDF-15 konnte allerdings bis dato noch nicht abschlieBend geklart
werden, was auch durch seine weite Verbreitung in verschiedenen Geweben, mit

teilweise paradoxen Wirkungsweisen bedingt ist.

Im Rahmen von Entziindungsprozessen konnte schon 1997 von Bootcov et. al ein
anti-inflammatorischer Effekt von GDF-15 gezeigt werden. Nachdem GDF-15 von M®
sezerniert wird, reguliert es autokrin durch einen negativen
Ruckkopplungsmechanismus die M®-aktivierung (Bootcov et al., 1997). Folglich wird
auch die hohe GDF-15 Konzentration in der Plazenta als immunprotektiv erklart. Sie
leistet einen entscheidenden Beitrag zur feto-maternalen Immuntoleranz (Hromas et
al., 1997), wohingegen niedrige plazentdre GDF-15 Konzentrationen bei Frih- und
Fehlgeburten beobachtet werden kénnen (Tong et al., 2004; Kaitu’u-Lino et al., 2013;
Desmedt et al., 2019).

Im Zusammenhang mit seiner anti-inflammatorischen Wirkung, wurden GDF-15
kardioprotektive Eigenschaften suggeriert. Im Mausmodell konnten Xu Jian et al.
zeigen, dass GDF-15 vom Myokard sezerniert wird und dadurch protektiv und
antihypertroph wirkt (Xu Jian et al., 2006). Dartber hinaus, konnte in GDF-15
defizienten M&usen, nach einer Ischamie ein gréBerer Infarktbereich und mehr
apoptotische Kardiomyozyten nachgewiesen werden (Kempf et al., 2006). Es konnte
gezeigt werden, dass GDF-15 eine Rekrutierung von polymorphkernigen Leukozyten
verhindert, was eine Ausheilung des Infarktes ohne kardiale Ruptur ermdglicht (Kempf
et al., 2011). Mittlerweile gilt GDF-15 als Biomarker fir kardiovaskuldren Stress und
wird mit Herzinsuffizienz und kardialem Remodelling assoziiert (Andersson et al., 2016;
Meijers et al., 2016).

Im Rahmen der Arterioskleroseforschung zeigt GDF-15 ebenso divergente Wirkungen.
Einerseits wurde bei ApoE~- Mausen, welche einer fettreichen Erndhrung ausgesetzt
waren, gezeigt, dass GDF-15 nach Hochregulierung der Expression eine protektive
Wirkung entfaltet und die GroBe der arteriosklerotischen L&sionen limitiert (Johnen et
al., 2012). Andererseits wurde bei GDF-15-defizienten ApoE-/- Mausen gezeigt, dass
GDF-15 die IL-6 vermittelte Entzindungsantwort auf GefaBsch&adigungen reguliert
(Bonaterra et al., 2012).

Auch bei Autoimmunerkrankungen wurde der Einfluss von GDF-15 bestétigt.

So wurde eine Korrelation zwischen erhéhten GDF-15-Serumkonzentrationen und
Symptomen der rheumatischen Arthritis, wie bspw. einer erhdhten
Erythrozytensedimentationsrate, Morgensteifigkeit und druckschmerzempfindlichen
Gelenken gefunden (Tanrikulu et al., 2017). Bei Diabetes Typ 1 wurden ebenfalls
erhéhte GDF-15-Serumkonzentrationen in den B-Zellen des Pankreas nachgewiesen
(Xu et al., 2018), weshalb GDF-15 auch hier als Biomarker fir die Erkrankung
angesehen wird (Adela und Banerjee, 2015).
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GDF-15 werden auBerdem regulatorische Funktionen im Stoffwechsel zugeschrieben,
da es von Adipozyten und weiBen Fettgewebe freigesetzt wird und dort als Adipokin
wirkt (Ding et al., 2009). Eine hohe Konzentration an GDF-15 reduziert neben
Nahrungsaufnahme und Koérpergewicht auch die Fettleibigkeit und verbessert die
Glucosetoleranz (Macia et al., 2012). Den Einfluss von GDF-15 auf den Stoffwechsel,
sowie Anorexie und Kachexie, konnte durch die Entdeckung von GFLAR im
Hirnstamm nochmal genauer beschrieben werden (Emmerson et al., 2017; Mullican et
al., 2017; Hsu et al., 2017; Yang et al., 2017). So wurde im Mausmodell gezeigt, dass
die GDF-15 induzierte Aktivierung der Mitogen aktivierten Proteinkinase 11 (MAP3K11,
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 11) der SchlUsselfaktor der
Tumorkachexie ist (Lerner et al., 2016). Coll et al. demonstrierten, dass die
stoffwechselregulierenden Effekte des Diabetes 2 Medikamentes Metformin GDF-15
abhangig sind, indem sie GDF-15 Expression erhdhen (Coll et al., 2020) und dadurch
auch erklaren, warum GDF-15 transgene M&ause resistenter gegen Fettleibigkeit sind
(Chrysovergis et al., 2014). GDF-15 und GFLAR stellen somit Ansatzpunkte flir einen
pharmakologischen Wirkstoff dar, der neben der Adipositastherapie, auch in der
Behandlung kachektischer Tumorpatienten eingesetzt werden kénnte (Wischhusen et
al., 2020).

AuBerdem ist GDF-15 ein wichtiger regulatorischer Faktor des Eisenmetabolismus
(Ramirez et al., 2009; Tanno et al., 2010), der osteoblastischen Differenzierung (Hinoi
et al.,, 2012; Vanhara et al., 2009) und wird sogar wegen negativer Korrelation von
Serumspiegel und Uberlebenszeit als Sterblichkeitsindikator angesehen (Wiklund et
al., 2010).

1.2.4 GDF-15 in Tumoren

In einer Vielzahl von Tumorentititen existiert eine Uberexpression von GDF-15. Durch
den Anstieg der Konzentration unter pathologischen Bedingungen, wird GDF-15 als
potentieller Biomarker flir Krebserkrankungen (Khaled et al., 2012; Lerner et al., 2016;
Liu et al.,, 2019), sowie eines potentiellen Rickfalls (Kluger et al., 2011) postuliert.
Jedoch kénnen abhéngig vom zelluldren Zusammenhang, Stadium der Krankheit und
Tumormikromilieu, unterschiedliche Wirkungen des Zytokins, einerseits als
Tumorsuppressor und andererseits als Tumorpromotor beobachtet werden (Breit et al.,
2011; Corre et al., 2013; Bootcov et al., 1997; Unal et al., 2015; Unsicker et al., 201 3).
Es wird angenommen, dass GDF-15 in frlhen Krebsstadien als Tumorsupressor die
Karzinogenese inhibiert, sobald jedoch der Tumor progredient ist, GDF-15 die
Tumorpromotion férdert (Emmerson et al., 2018).
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Die Eignung von GDF-15 als Biomarker, sowie die genaue Wirkungsweise und die
Rolle bei Metastasierung in verschiedenen Krebsarten war zuletzt Gegenstand vieler
Forschungen. So wurden Korrelationen zwischen GDF-15 und der Progression des
Kolorektalen Ca (CRC) (Mehta et al., 2014; Mehta et al., 2015), Magenkrebs (Baek et
al., 2006; Baek et al., 2009; Blanco-Calvo et al.,, 2014; Ishige et al., 2016),
Hepatozellularen Ca (Liu et al., 2015), Nicht-kleinzelliges BronchialCa (Liu et al., 2016);
Urothel- und NierenzellCa (Traeger et al., 2019), OvarialCa (Zhao et al., 2018),
Melanomen (Weide et al., 2016), Brustkrebs (Welsh et al., 2003; Windrichova et al.,
2017), Multiplen Myeloms (Tanno et al., 2014; Westhrin et al., 2015) sowie des
Mundhdhlen-Ca (Schiegnitz et al., 2012) gezeigt.

Hierbei wurde fir GDF-15 eine Beteiligung an mehreren Krebszellen-regulierenden
Mechanismen, wie der Angiogenese, Apoptose, Proliferation, Pluripotenz,
Medikamentenresistenz, Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) und
Metastasierung nachgewiesen (Modi et al., 2019). Neben dem Smad 2/3 Signalweg,
steuert GDF-15 zahlreiche weitere Wege der Signallbertragung wie bspw. IGFRI,
PI3K, Akt, ERK1/2 (,extracellular-signal regulated kinases 1/2%), B-catenin, p38, MAP-
Kinase (mitogen-activated protein Kinase, MAPK), Smad 1/5/8, NF-kB, reaktive
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species), mTOR, FAK-RhoA, EGFR, ErbB2 und c-
myc in Krebszellen an. Unklar ist jedoch, welcher Signalweg in welcher Situation bzw.
welche Zellart zur Signaltransduktion verwendet wird (Wischhusen et al., 2020).
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Abbildung 6: schematische Darstellung der GDF-15 Signalwege auf zellularer Ebene und die
Auswirkungen auf die Krebszelle

(A) Nach Freisetzung kann GDF-15 u.a. Uber die EGF-Rezeptorenfamilie die PISK/AKT/B-catenin, MEK,
ERK und MAPK/p38 Signalwege ansteuern und induziert dadurch verschiedene zelluldre Mechanismen
wie bspw. Proliferation, Pluripotenz, Medikamentenresistenz, Invasion, Metastasen und Angiogenese in
der Krebszelle. (B) Uber den IGF-Rezeptor wird das FOXM1 Gen induziert, welches Proliferation und EMT
auslost (Modi et al., 2019, verandert).

Das breite Spektrum in welchem GDF-15 agiert, macht es schwierig die genaue
Funktionsweise zu identifizieren. Bezlglich der Rolle als diagnostischer und
prognostischer Marker konnten Wang et al. mit GDF-15 allerdings spezifischere
Ergebnisse zur ldentifizierung von CRC im frilhen Stadium erzielen, als mit dem
Tumormarker Carcinoembryonalen Antigen (CEA) (Wang et al., 2017b). Eine
Kombination aus beiden Markern wirde eine signifikant hdhere Sensivitdt von 72,7%
und Spezifitdt von 89,9% in diagnostischen Rahmen liefern (Wang et al., 2017b).
GleichermaBen fanden Liu et al. beim HepatozelluldrenCa, Kaur et al. beim
PankreasCa und Zaho et al. beim OvarialCa heraus, dass eine Kombination bereits
bestehender Tumormarker mit GDF-15 die diagnostische Sensitivitat steigern wirde
(Liu et al., 2015; Kaur et al., 2013; Zhao et al., 2018).

Ferner ergab eine Meta-Analyse von acht unterschiedlichen Studien, dass hohe
GDF-15 Spiegel beim CRC mit einer schlechteren GesamtUberlebensrate (HR: 2,09)
assoziiert sind (Li et al., 2015). Gleiches zeigt sich bei diversen Tumorentitaten. So
werden hohe GDF-15 Serum Konzentrationen beim Lungen-, Osophagus-,
Endometrium- und OvarialCa, Melanomen, Glioblastomen, Osteosarkomen und
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uterinem Sarkom mit einer geringeren Gesamtiberlebensrate assoziiert (Liu et al.,
2016; Urakawa et al., 2015; Staff et al., 2011; Zhang et al., 2016; Weide et al., 2016;
Shnaper et al., 2009; Chen et al., 2019; Codé et al., 2016; Trovik et al., 2014). Beim
Lungenkrebs wurde im Zusammenhang mit hohen GDF-15 Konzentrationen zuséatzlich
eine geringere 3-Jahresliberlebensrate, sowie eine héhere T-Klassifizierung (Liu et al.,
2016), beim Ovarial-, Osophagus- und EndometriumCa ein geringeres
progressionsfreies Uberleben (Zhang et al., 2016; Urakawa et al., 2015; Staff et al.,
2011) festgestellt. Beim MundhéhlenCa konnten bei niedriger GDF-15-Expression
hdéhere Gesamtlberlebensraten sowie ldngere Zeiten ohne Tumorregression
nachgewiesen werden (Schiegnitz et al., 2012; Yang et al.,, 2014). Auch beim
OsophagusCa wurde eine signifikante positive Korrelation zwischen hohen GDF-15
Serum Konzentrationen und eine Klassifizierung des Stadiums T3 bzw. T4 festgestellt
(Wang et al., 2014).

Ursachlich fir die geringere Gesamtiberlebensrate bei hohen GDF-15
Konzentrationen, kann die positive Korrelation zwischen hohen GDF-15
Konzentrationen und dem Auftreten von Metastasen sein. Ein Zusammenhang
zwischen jenem konnten sowohl Peake et al. und Gretski et al. beim Brustkrebs
(Peake et al., 2017; Gkretsi et al., 2019), Wang et al. beim Hepatozellularen Ca (Wang
et al., 2017a), Zhang et al. und Li et al. beim CRC (Zhang et al., 2018; Li et al., 2015),
Suesskind et al. bei Uvealmelanomen (Suesskind et al., 2012), Baek et al. und Ishige
et al. beim MagenCa (Baek et al., 2009; Ishige et al., 2016), Wang et al. und Xu et al.
beim Hepatozelluldren Ca (Wang et al., 2017a; Xu et al., 2017), Griner et al. beim
OvarialCa (Griner et al., 2013), Yang et al. beim MundhéhlenCa (Yang et al., 2014),
Urakawa et al. beim PlattenepithelCa des Osophagus (Urakawa et al., 2015), Staff et
al. und Engerud et al. beim Ca des Endometriums (Staff et al., 2011; Engerud et al.,
2019) und Chen et al. beim Osteosarkom (Chen et al., 2019) feststellen. Des Weiteren
liegen bei Lungen-, Brust-, Prostatakrebs- und CRC-Patienten mit
Knochenmetastasen hdéhere GDF-15 Konzentrationen vor, als bei Patienten ohne
Metastasen (Windrichova et al., 2017).

Der Zusammenhang zwischen vermehrt auftretender Metastasierung bei einer
erhéhten GDF-15-Expression, konnte u.a. durch den zelluldren Effekt der epithelial-
mesenchymale Transition gezeigt werden. Beim CRC bindet GDF-15 an den TGF-83-
Rezeptor und induziert dadurch den Smad2 und Smad 3 Signalweg (Li et al., 2015). N-
Cadherin, Vimentin, MMP9 und Twist1 werden hochreguliert, wohingegen die E-
Cadherin Expression unterdrlckt wird, sich der Zellverband loslést und eine
Zellinvasion und -migration erfolgt (Zhang et al., 2018). Beim Hepatozelluldren Ca
hingegen wird bei einer vermehrten GDF-15 Expression E-Cadherin hochreguliert und
dies resultiert ebenso in einer gesteigerten Zellbeweglichkeit, -invasion, -migration
sowie Angiogenese (Wang et al., 2017a). Beim Brustkrebs wird die EMT durch das
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Ansteuern des GDF-15-1GF-1R-FoxM1 Signalwegs, mit Hilfe der Matrix-
Metalloproteasen-2 und -9 (MMP-2 und MMP-9) sowie der EMT-spezifischen
Transkiptionsfaktoren ,,snail“ und ,slug” induziert (Peake et al., 2017).

Dariiber hinaus fand man weitere Mechanismen anhand derer gezeigt werden konnte,
inwiefern GDF-15 an der Zellinvasion und -migration beteiligt ist. So transaktiviert
GDF-15 in ErbB2-hochregulierten Magenkrebszellen den EGFR-Tyrosinkinasen-
Rezeptor, wodurch Akt und ERK-1/2 phosphoryliert werden (Kim et al., 2008b).
AuBerdem hebt es den Metastasen-unterdriickenden Effekt des Ras Suppressor-1
(RSU-1) durch eine Aktivierung der Aktin-Zytoskelett regulierende Gene alpha parvin
(PARVA), RhoA, Rho-assoziierte Proteinkinase1l (Rho-associated protein kinase-1,
ROCK-1), und Fac-sin-1 in Brustkrebszellen auf (Gkretsi et al., 2019) Ebenso wird der
AKT-Signalweg von GDF-15 beim Hepatozellularen Ca (Xu et al., 2017), sowie nach
mechanischer Stressinduzierung in pankreatischen Krebszellen (Kalli et al., 2019) zur

Metastasierung initiiert.

Paradoxerweise werden GDF-15 auch anti-kanzerogene Eigenschaften
zugeschrieben, was seine pleiotrophen Effekte als Zytokin unterstreicht. Sowohl beim
Magenkrebs (Han et al., 2017), Lungenkrebs (Kim et al., 2008a; Cekanova et al., 2009),
CRC (Yamaguchi et al., 2004), Hepatozelluldren Ca (Shin et al., 2008; Auyeung und Ko,
2009; Zhang et al., 2017), als auch beim MundhéhlenCa (Kang et al., 2012) konnten
GDF-15 anti-proliferative, inhibierende und pro-apoptotische Eigenschaften
zugeschrieben werden. Im Einklang dazu, reduzierte eine vermehrte GDF-15
Expression, hervorgerufen durch das Lentivirus im Lungenadenokarzinom, in vivo die
Anzahl und Stellen der Lungen- und Knochenmetastasen (Duan et al., 2019). Inhibiert
durch GDF-15 werden hierbei der p38-MAPK (Cekanova et al., 2009), sowie der PI3K-
Akt-PKB und ERK1/2 Signalweg (Kim et al., 2008), wodurch im Lungenkarzinom die
apoptotische Wirkung von GDF-15 demonstriert wurde. Eine inhibierende, anti-
proliferative Funktion 16st GDF-15 ebenso durch die Aktivierung des p53-
Tumorsupressors aus (Yang et al., 2003; Cheng et al., 2011).

In widersprichlicher Weise fungiert GDF-15 auch in mehreren Brustkrebszelllinien.
Dort agiert das Onkogen YAP (Yes-associated protein) als trankriptioneller Repressor
von GDF-15 und steigert die Metastasierung, besonders bei niedrigen GDF-15-
Konzentrationen (Wang et al., 2018). Wahrend ein knock-down von YAP die
Metastasierung reduziert, nimmt die Metastasierung bei einem knock-down von
GDF-15 zu (Wang et al., 2018).

Andererseits bewirkt GDF-15 im Rahmen der Krebstherapie eine Resistenz gegentiber
TherapiemaBnahmen: Bei der medikamentdsen Brustkrebstherapie mit Trastuzumab,

I6st GDF-15 eine Phosphorylierung einerseits der HER2-Akt-ERK1/2 Achse (Joshi et
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al., 2011), andererseits von p38 aus (Donnelly et al., 2014), wodurch die eigentliche
Wirkung von Trastuzumab, die Inhibierung des HER2-Rezeptors, aufgehoben wird.
Weitere Untersuchungen zeigen, dass GDF-15 bei Brustkrebs- und MundhdhlenCa-
zellen, die Effekte der Strahlentherapie hemmt (Schilling-To6th et al., 2014; Schiegnitz
et al., 2016). Hierbei steht die Aktivierung des Smad-Signalwegs und die damit
verbundene Reduzierung von intrazelluldr vorhandenen reaktiven Sauerstoffspezies
von GDF-15 unter Verdacht, die Resistenz gegenliber der Strahlentherapie beim
MundhoéhlenCa auszulésen (Li et al., 2017).
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Abbildung 7: Zusammenfassung der in vitro-, in vivo- und Serum Studien zu der Rolle von GDF-15 in
Metastasen

HCC: Hepatozelluldres Ca; ESCC: PlattenepithelCa des Osophagus, (esophageal squamous cell
carcinoma) , SCC: PlattenepithelCa-Antigen (squamous cell carcinoma antigen) ; AFP: alpha fetoprotein;
ICTP: C-Terminales Telopeptid des Typ | Kollagens (cross-linked carboxy-terminal telopeptide of type |
collagen); PINP: Gesamt Prokollagen Typ | N-Propeptid (amino-terminal propeptide of type | procollagen).
(Spanopoulou and Gkretsi, 2020, verdndert).

1.2.5 GDF-15 beim PCa und seine Rolle bei Metastasierung

Beim PCa konnte sich GDF-15 ebenso wie bei anderen Krebsentitaten als nitzlicher
und zuverlassiger Biomarker etablieren. Insbesondere weil der bisher verwendete
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Biomarker PSA oft schon bei einer benignen Prostatahyperplasie erhdht ist und somit
als zu unspezifisch gilt. Haufig erfolgt bei alleiniger Verwendung von PSA eine
Uberdiagnose mit folgender Ubertherapie (Brown et al., 2006; Li et al., 2015). Die
alleinige GDF-15-Serummessung verbessert besonders die Diagnose bereits
progredienter PCa (= GS7) (Brown et al., 2006). Weiterhin kann die Spezifitdt und
Sensivitdt der Diagnose des PCas mit einer Kombination aus dem etablierten
Biomarker PSA und GDF-15 gesteigert werden (AUROC GDF-15/PSA: 0.81 mit 83.3%
Sensivitat und 60.7% Spezifitdt, verglichen mit PSA allein: AUROC 0.68 mit 54.8%
Sensivitat und 57.1% Spezifitat) (Li et al., 2015).

GleichermaBen, wie bei anderen Tumorentitdten, wird das Vorhandensein von GDF-15
als prognostisch unglnstig angesehen. Beim Vergleich der Sterberaten von Patienten
mit hohen GDF-15 Serumkonzentrationen mit deren von Patienten mit niedrigen
GDF-15 Konzentrationen, kann bei hohen Konzentrationen eine fast dreifach hohere
Sterberate vermerkt werden. Liegt bereits vor der Behandlung des PCas eine hohe
GDF-15 Konzentrationen vor, wird die Sterberate der Patienten mit hohen GDF-15
Konzentrationen um den Faktor 8 gesteigert (Brown et al., 2009). Neuste Ergebnisse
von Sadasivan et al. bestétigen eine héhere GDF-15 Expression im Gewebe vom PCa
im Vergleich zu angrenzenden normalen Geweben. Bei umgekehrten GDF-15
Expressionsniveaus konnte allerdings ein hoheres Risiko fir ein biochemisches
Rezidiv des PCa festgestellt werden (Sadasivan et al., 2020). Mehrere Untersuchungen
zeigen, dass hohe GDF-15 Konzentrationen beim PCa positiv mit der
Tumorzellproliferation, der Tumorprogression, dem verankerungsunabhdngigen
Wachstum des Tumors und dem Auftreten von Knochenmetastasen korrelieren (Chen
et al., 2007; Tsui et al., 2012; Bruzzese et al., 2014; Selander et al., 2007; Windrichova
et al., 2017). Auf zelluldrer Ebene konnte dies mittels der Beobachtung der Aktivierung
des FAK-RhoA Signalwegs und darauffolgender Reorganisation des Aktin-
Zytoskeletts, sowie vermehrter Zellbeweglichkeit, -invasion und -metastasierung
beobachtet werden (Senapati et al.,, 2010). Tsui et al., konnten auBerdem
demonstrieren, dass eine Fehlregulierung von Maspin und Matriptase, sowie eine IL-6
bedingte Uberexpression von GDF-15 eine erhdhte Karzinogenese und Invasivitét von
Prostatakrebszellen auslést (Tsui et al., 2012). Ein inverse Korrelation zwischen
GDF-15 und Immunzellen in humanen PCa-Zellen weist ebenso auf pro-kanzerogene
Eigenschaften von GDF-15 hin (Lambert et al., 2015). Ferner wurde nachgewiesen,
dass sich GDF-15 nicht nur in den Krebszellen selbst, sondern auch in tumor-
assoziierten Fibroblasten und somit in dem Tumor umgebenden Bindegewebe
lokalisiert ist (Bruzzese et al., 2014). Lee et al. konnten diesbezlglich feststellen, dass
GDF-15 und andere Zytokine der TGF-B-Familie eine auto- und parakrine Funktion
sowohl auf Tumor- als auch Stromazellen wie Endothelzellen und Osteoblasten
innerhalb der Tumormikroumgebung ausiben, wodurch die Entstehung von
Knochenmetastasen gefdrdert werden (Lee et al., 2014). AuBerdem konnte mit der
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Tatsache, dass Prostatakrebszellen, die GDF-15 Produktion in Osteozyten anregen
und somit die Zellproliferation, -migration und -invasion dieser férdern, die Haufigkeit
der Knochenmetastasen beim PCa erklart werden (Wang et al., 2019).

Als weiteren negativen Einflussfaktor auf das Outcome des PCa Patienten stellt sich
die direkte Korrelation zwischen erhéhten GDF-15-Serumkonzentrationen und dem
tumor-assoziierten Gewichtsverlust (Tumorkachexie) dar (Johnen et al., 2007). Des
Weiteren tragt GDF-15 bei der Therapie des hormonrefaktdrem PCa zu einer Resistenz
gegeniber dem Krebsmedikament Docetaxel bei, wodurch potentiell schlechtere
Therapieergebnisse erzielt werden kénnen (Huang et al., 2007; Zhao et al., 2009;
Magadoux et al., 2014). Dennoch zeigt GDF-15 auch beim PCa widersprlchliche
Wirkungen. Neben einer p53 bedingten Uberexpression von GDF-15, welche die
Zellinvasion und -migration in vivo inhibiert (Cheng et al., 2011), konnten Husaini et al.
zeigen, dass im transgenen Adenokarzinom Modell der Maus (TRAMP, Transgenic
Adenocarcinoma of the Mouse Prostate) durch eine erhéhte GDF-15 Expression, das
Wachstum des Primartumors reduziert wird (Husaini et al., 2012). Zwar Uberlebten die
TRAMP-Méause durchschnittlich 7,4 Wochen ldnger und hatten ein niedrigeres
histopathologisches Grading, dennoch konnte eine héhere Anzahl an Fernmetastasen
beobachtet werden (Husaini et al., 2012). Somit wird die These unterstlitzt, dass
GDF-15 in frlthen Tumorstadien die Karzinogenese inhibiert, bei progredienten
Tumoren allerdings lokal invasive und metastasierende Mechanismen foérdert (Husaini
et al., 2012; Modi et al., 2019).

1.3 Tumorimmunologie

Unter physiologischen Bedingungen kann das Immunsystem ,fremde“ Zellen, wie
bspw. Tumorzellen oder -metastasen erkennen und diese durch die Rekrutierung
zytotoxischer T-Lymphozyten eliminieren (Boon et al., 1994). Mittlerweile ist jedoch
bekannt, dass Krebszellen dieser Uberwachung entfliehen kénnen, indem sie negative
Signale durch Oberflachenmolekiile hochregulieren und somit die T-Zell Aktivierung
inhibieren, Apoptose induzieren, sowie die Progression und Metastasierung von
Tumorzellen férdern (Zou, 2005). Die Entstehung einer solchen Immuntoleranz wird
maBgeblich vom vorherrschenden Tumormikromilieu beeinflusst. Dieses wird v.a.
durch regulatorische Immunzellen, Zytokine, Chemokine und die Herunterregulierung
von Immunfunktionen durch Immun Checkpoint Signalwege hervorgerufen und
aufrechterhalten (Topalian et al., 2016). Hierbei ist zuletzt der Signalweg des
programmierten Zelltods (programmed cell death-1, PD-1) und seines Liganden
programmierter Zelltod Ligand-1 (programmed death ligand-1, PD-L1) in den Fokus
der Forschungen gertickt (He et al., 2015). PD-1 fungiert mit seinen Liganden als co-
inhibitorischer T-Zell Rezeptor und trdgt maBgeblich zur Immunevasion von
Tumorzellen bei (Baas et al., 2017). Die Blockade des PD-1/PD-L1 Signalwegs ist als
vielversprechender therapeutischer Ansatz zur Immunotherapie gegen Tumore
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Gegenstand zahlreicher Forschungen (Brahmer et al., 2012; He et al., 2015; Teng et
al., 2018).

1.3.1 PD-1

PD-1 (CD279) ist ein Typ-l Transmembranprotein, zugehérig zur CD28- und Ig-
Superfamilie (Ishida et al., 1992; Zhang et al., 2004). Erstmalig wurde das PD-1 Gen
1992 von lIshida et al. in einer T-Zelllinie beschrieben, in welcher es flir den
anschlieBenden programmierten Zelltod verantwortlich gemacht wurde und folglich als
programmierter Zelltod 1 betitelt wurde (Ishida et al., 1992). PD-1 kann sowohl
wéhrend der Entwicklung des Thymus auf der Oberflaiche von T-Zellen als auch nach
T-Zell-Rezeptor Signalen oder peripherer Zytokinstimulation auf der Oberfliche von
verschiedenen hamatopoetischen Zellen beobachtet werden (Ohaegbulam et al,
2015). Die Expression des 55 kDa groBen Proteins wurde bislang auf CD4- und CD8"-
Thymozyten, peripheren CD4*- und CD8*-T-Zellen, B-Zellen, aktivierten Monozyten,
natlrlichen Killer-T-Zellen, erschdpften T-Zellen und dendritischen Zellen beschrieben
und kann auf tumorinfiltrierenden Lymphozyten hochreguliert werden (Ishida et al.,
1992; Agata et al., 1996; Keir et al., 2008; Ceeraz et al., 2013). Der PD-1 Rezeptor
interagiert mit den beiden Liganden PD-L1 (B7-H1, CD274) (Dong et al., 1999;
Freeman et al., 2000 und PD-L2 (B7-DC, CD273) (Latchman et al., 2001; Tseng et al.,
2001), wobei PD-L1 eine bedeutendere Rolle zugeschrieben wird (Ohaegbulam et al.,
2015).

A Supression der T-Zell Aktivierung durch den Tumor B Aktivierung der T-Zelle nach Antikérper-Blockade des PD-1 Signalwegs
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Abbildung 8: T-Zell Aktivierung im Tumormikromilieu

Im vorherrschenden Mikromilieu des Tumors wird PD-1 auf T-Zellen exprimiert.

A: Hemmung des TCR-Signals durch die PD-1/PD-L1 Interaktion. B: Eine medikamentdse Blockierung
von PD-1 oder seiner Liganden ermdglicht die Aufhebung der PD-1/PD-L1 induzierten Blockade des
TCR-Signals und fuhrt somit zur Aktivierung von T-Zellen. (Ribas, 2015, veréndert).

23 von 152



1.3.2 PD-L1

Der Ligand PD-L1, welcher auch unter dem Synonym CD 274 bekannt ist, gehdrt der
B7-Supergenfamilie an und stellt ein Typ-I-Transmembranprotein dar (Dong et al.,
1999; Freeman et al., 2000). PD-L1 wird konstitutionell in den meisten Geweben nicht
exprimiert (Dong et al., 2002), kann jedoch nach zell-spezifischer Stimulation sowohl
auf hd@matopoetischen und nicht-hdmatopoetischen Zellen gefunden werden
(Ohaegbulam et al., 2015). So konnte es sowohl auf Lymphozyten im Blut als auch auf
Lungen-, Endothel-, nicht parenchymalen Leber-, mesenchymalen Stamm- und
neuronalen Zellen, Astro- und Keratinozyten nachgewiesen werden (Keir et al., 2008;
Yamazaki et al., 2002; Zhong et al., 2007). Interessanterweise liegt es in den meisten
gesunden Geweben nur in einer geringen Konzentration vor (Baas et al., 2017), wobei
Plazenta, Thymus und Tonsillen mit hohen physiologischen PD-L1 Konzentrationen
eine Ausnahme bilden (Brown et al., 2003b). Eine vermehrte Expression von PD-L1
wird durch die Sekretion mehrerer proinflammatorischer Zytokine wie u.a. Interferon-y
(IFN-y), TNF-a, LPS, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor,
Granulozyten-M®-Kolonie-stimulierende Faktor). VEGF sowie IL-10 und IL-1
hervorgerufen, wobei IFN-y als besonders induzierend gilt (Sznol und Chen, 2013;
Kondo et al., 2010). Veranlasst wird die vermehrte PD-L1 Expression als Antwort auf
Inflammation zum Schutz des umliegenden Gewebes vor Kollateralschdden der

Immunantwort (Taube et al., 2012).

1.3.2.1 PD-L1 auf Tumoren

PD-L1 konnte auf einer Vielzahl von Tumorentitiaten, insbesondere dem nicht-
kleinzelligem BronchialCa (Velcheti et al., 2014; Boland et al., 2013), aber auch u.a. auf
Melanomen, Nierenzell-, Magen-, Leber- und HautCa sowie bei verschiedenen Formen
der Leukdmie beobachtet werden (Spranger et al., 2013; Thompson et al., 2005). Der
Nachweis gelang allerdings nicht bei jeder Krebsart (Dong et al., 2002) und wenn,
dann wurde es im Zytoplasma und in der Plasmamembran von Krebszellen
aufgefunden (Dong et al., 2002; Taube et al., 2012).

Unter physiologischen Bedingungen tragt ein ausgeglichenes Verhéltnis von
Immuncheckpoint Molekllen zur Aufrechterhaltung der hémdostatischen
Immunantwort bei (He et al., 2015). Im Tumormikromileu bewirkt die Interaktion von
PD-1 und PD-L1 eine Aktivierung intrazellularer Signalwege, wodurch die Aktivierung
von Immunzellen, insbesondere T-Zellen und deren Sekretion von Antikbrpern und
Zytokinen gehemmt wird (Jiang et al., 2019). Folglich unterbleibt die physiologische
Immunantwort, bei welcher zytotoxische CD8*-T-Zellen rekrutiert werden, um den
Tumor zu infiltrieren und Tumorzellen zu eliminieren (He et al., 2015). Als negativer-
Feedback Mechanismus induzieren Zytokine und Exosome im Tumormikromileu
dartber hinaus die Expression von PD-L1, wodurch die Immunevasion des Tumors
nochmal gesteigert werden kann (Topalian et al., 2016; Jiang et al., 2019).
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Das Vorhandensein einer PD-L1 Expression auf Tumorzellen wird dennoch kontrovers
diskutiert. So verspricht die PD-L1 Expression einerseits ein Ansprechen auf eine
PD-1/PD-L1-Antik6érper-Therapie (Topalian et al., 2016; Pardoll, 2012; Bardhan et al.,
2016), andererseits scheint die PD-L1 Expression aber ein unabhéngiger Prédikator fir
ein schlechteres Gesamtiberleben zu sein (Thompson et al., 2004; Ohigashi et al.,
2005; Hino et al., 2010). Aufgrund schlechter klinischer Ergebnisse der Immuntherapie
insbesondere beim metastasierenden kastrationsresistenten PCa (NCRPC, metastatic
castrate-resistant prostate cancer) (Frenel et al., 2017; Fay und Antonarakis, 2019),
wurde zundchst angenommen, dass es im PCa keine bzw. nur eine geringe PD-L1
Expression vorhanden ist (Martin et al., 2015; Baas et al., 2017). Gevensleben et al.
konnten allerdings sowohl eine hohe PD-L1 Expression als auch einen
Zusammenhang zwischen PD-L1 und dem biochemischen Rezidiv eines erhdhten
PSA-Wertes feststellen (Gevensleben et al., 2016). Weitere Untersuchungen zur PD-L1
Expression im PCa deuten darauf hin, dass PD-L1 als dynamischer Biomarker fungiert
(Velho und Antonarakis, 2018). So konnte gezeigt werden, dass Patienten, die trotz
anti-androgener Therapie mit Enzalutamide, an einem progredienten mCRPC leiden,
eine hohere PD-L1/PD-L2 Expression aufwiesen, als auf die Therapie ansprechende
Patienten (Bishop et al., 2014). Es wird suggeriert, dass eine Steigerung der PD-L1
Expression die Immunevasion und somit die Resistenz gegeniiber der Therapie fordert
(Velho und Antonarakis, 2018). Eine weitere Erklarung fur die erfolglose Anti-PD-1/PD-
L1 Therapie beim PCa, kénnte extrazelluldr, von Exosomen sekretiertes PD-L1 sein,
welches seine inhibierende Wirkung auf T-Zellen extrazellular und somit nicht durch
eine Zell-zu-Zell vermittelte Interaktion ausibt (Poggio et al., 2019; Liu et al., 2020). Ob
die Wirksamkeit der Anti-PD-1/PD-L1 Therapie beim PCa gesteigert werden kann,
bedarf der weiteren Forschung.

Gleiches qilt fir die PD-1/PD-L1 Expression im metastasierten Lymphknoten. Hier ist
bekannt, dass beim Brustkrebs die PD-L1 Expression im metastasierten axillaren
Lymphknoten mit klinischen Parametern und schlechteren prognostischen
Eigenschaften einhergehen (Yuan et al., 2019). Kamiya et al. konnten beim Morbus
Bowen dariiber hinaus feststellen, dass die Intensitdt der PD-L1 Expression mit der
Metastasierung korreliert (Kamiya et al., 2020). Ergebnisse anderer Forschungen
zeigen diesbezgl. allerdings widersprichliche Ergebnisse. Wahrend beim nicht-
kleinzelligem Bronchialkarzinom eine geringe Korrelation zwischen der PD-L1
Expression und den Lymphknotenmetastasen festgestellt werden konnte, ist diese
beim AdenoCa der Lunge hoch (Xu et al., 2019). Demnach kann bislang Uber die PD-
L1 Expression im Lymphknoten kein RuUckschluss Uber die Prognose bzw. das
Ansprechen der anti PD-1/PD-L1 Therapie geschlossen werden und es bedarf
weiterhin eine Evaluation der Primérlasion (Xu et al., 2019).
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1.4. Makrophagen (M®)

M® stellen mit ihrer Hauptaufgabe der Phagozytose eine wichtige Komponente der
angeborenen, unspezifischen Immunantwort dar (Lillmann-Rauch, 2019). Sie sind in
der Lage groBere Partikel, antikérperbedeckte Bakterien sowie Zellen oder
Zellfragmente aufzunehmen (Welsch et al., 2018). Zusammen mit den neutrophilen
Granulozyten bilden sie die wichtigsten Fresszellen des menschlichen Koérpers. Im
Interstitium aller Organe und in allen serdsen Hdhlen vorkommend, sind sie an der
Organisation der Immunabwehr, der Aufrechterhaltung der Gewebehomd&ostase sowie
Auf- und Umbauvorgdngen des Gewebes wie bspw. der Wundheilung beteiligt
(Lallmann-Rauch, 2019). Histologisch imponieren M® durch einen meist unregelméBig
aufgebauten Zellkern, vergleichbar groBen Durchmessers (ca. 20um), bewegliche
Zellfortsatze wie Filo- und Pseudopodien, welche die Bewegung im Gewebe
ermdglichen, sowie ein lysosomenreiches Zytoplasma (LUllmann-Rauch, 2019; Welsch
et al.,, 2018). Oftmals sind auch phagozytierte Reste wie bspw. Zellkerne oder
-fragmente lichtmikroskopisch erkennbar (Welsch et al., 2018).

M® koénnen sich einerseits bei Entziindungen aus Monozyten differenzieren, die
inrerseits zeitlebens aus dem Knochenmark in die Blutbahn gelangen oder stammen
andererseits aus Vorlauferzellen im Dottersack, die wadhrend der
Embryonalentwicklung in die jeweiligen Gewebe bzw. Organe gelangen. Dort
entwickeln sie sich teilweise zu organ-spezifischen M® (z.B. AlveolarM® in der Lunge,
Kupffer-Zellen in der Leber, Mikrogliazellen im ZNS) weiter (Lllmann-Rauch, 2019;
Welsch et al., 2018). Abhangig vom Mikromilieu, welches unterschiedliche
Stimulationen auslost, kénnen sich M® zu Subtypen differenzieren, wobei man
zwischen einer,,klassischen” und einem ,alternativen® Subtyp unterscheidet (Hao et
al., 2012; Welsch et al., 2018). Auf dem klassischem Aktivierungsweg flihren das
bakterielle Lipopolysaccarid (LPS) bei Bakterieninfektionen, sowie die Zytokine IFN-y,
welches von den Th1-Zellen sezerniert wird und TNF-a zur Differenzierung von M1-
M® (Hao et al., 2012). M1-M® produzieren vornehmlich pro-inflammatorisch wirkende
Zytokine wie bspw. IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23 und TNF-a (Edin et al., 2012). Die Zytokine
bewirken unter anderem eine Interaktion mit weiteren Entziindungszellen, sodass tber
einen positiven Feedback-Mechanismus weitere M®, aber auch Th1-Zellen rekrutiert
werden kénnen (Hao et al.,, 2012). Ihre pro-inflammatorische Wirkung erzielen sie
neben der Zytokinsekretion durch eine Steigerung der vorliegenden Konzentration von
Hyperoxiden sowie Sauerstoff- und Stickstoffradikalen (Fairweather und Cihakova,
2009; Sindrilaru et al., 2011). Zur Aktivierung der komplement-vermittelten
Phagozytose sezernieren sie auBerdem die korpereigenen Antigene | und Il des
Haupthistokompatibilititskomplex (major histocompatibility complex, MHC | und II)
und Komplementfaktoren (Mantovani et al., 2004). Ebenso wird induzierbare

Stickstoffmonoxid-Synthase (inducible nitric oxide synthase, iINOS) ausgeschittet,
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welche Arginin in agressives NO und Citrullin metabolisiert (Modolell et al., 1995;
Welsch et al., 2018).

M2-M®, welche auf den ,alternative® Aktivierungsweg stimuliert werden, lassen sich
weiter in die Phanotypen M2a, M2b und M2c unterteilen (Hao et al., 2012). Wahrend
M2a-M® durch die Zytokine der Th2-Zellen IL-4 und IL-13 aktiviert werden, erfolgt die
Differenzierung der M2b-M® durch Immunkomplexe, LPS, Toll-like-Rezeptoren (TLR)
oder dem Antagonisten des IL-1 Rezeptors IL-1ra. M2c M® werden hingegen durch
IL-10, TGF-B oder Glucocorticoide aktiviert (Martinez et al., 2009). M2-M® bewirken
eine Reduktion der IL-12 and IL-23 Expression, das anti-inflammatorische Zytokin
IL-10 wird hingegen vermehrt exprimiert (Solinas et al., 2009), was unter anderem zur
Unterdriickung und verminderter Antwort des Immunsystems fuhrt (Edin et al., 2012).
Dariiber hinaus werden Faktoren z.B. EGF (epidermal growth factor), FGF1 (fibroblast
growth factor 1), TGF-b1 (transforming growth factor beta 1), VEGF A (vascular
endothelial growth factor A) Fibrin und Matrixmetalloproteasen (MMPs), produziert, die
sowohl das Tumorwachstum als auch die Angiogenese und den Umbau bzw. die
Fibrose des Gewebes férdern (Edin et al., 2012).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der M1- und M2-M® Aktivierung

M1-M® werden von LPS oder IFN-y induziert und exprimieren klassisch proinflammatorische Zytokine
wie TNF-aq, IL-1, IL-6, IL-12 oder IL-23, Chemokine (bspw., Cxcl9, Cxcl10, and Cxcl5) und erhéhen die
NO- und MHC- Konzentration. Die Stimulation von IL-4 bzw. IL-13 bewirkt die M2-M® Differenzierung,
wodurch die IL-12 und IL-23 Expression herunter reguliert wird und zu einer Freisetzung von
Chemokinen, proangiogenetischen Faktoren, IL-10 sowie MR, Fizz-1 und Ym1 kommt (Través et al., 2012,

verdndert).

Da das Mikromilieu eines Tumors gepragt von Entzindungszellen ist, spielen hierbei
auch MO, eine wichtige Rolle, wobei das Vorhandensein der zwei Phanotypen, die
Kanzerogenese wesentlich regulieren kann. Das pro-inflammatorische Zytokinmilieu
der M1-M® férdert die Tumorentstehung wahrend M2-M® zur Progression des
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Tumors beitragen, sodass wahrend der frihen Tumorentstehung sich vermehrt M1-
Phanotypen der M® im Tumormikomilieu aufhalten, in spateren Phasen allerdings M2-
Phanotypen rekrutiert werden (Salmaninejad et al.,, 2019). Eine Differenzierung
zwischen den beiden Phénotypen lasst sich dabei anhand ihrer Oberflachenmarker
vollziehen, welche immunhistochemisch nachgewiesen werden koénnen. M1-M®
exprimieren i.d.R. CD68, M2-M® tragen hingegen das CD163 oder CD204
-Glykoprotein an ihrer Oberflache (Heusinkveld und van der Burg, 2011).

Tumor infiltrierende M® werden auch als Tumor-assoziierte M® (tumor-associated
macrophages (TAMs)) bezeichnet und sind in den letzten Jahren in den Fokus vieler
Forschungen, besonders mit therapeutischem Ansatz, in der Krebstherapie geriickt
(Komohara et al., 2016). Neueste Untersuchungen an verschiedenen Krebsentitdten
haben gezeigt, dass das Vorhandensein von TAMs, insbesondere CD163 als
prognostisch negativer Faktor zu werten ist (Jeremiasen et al., 2020; Qing et al., 2012;
Troiano et al.,, 2019). Im PCa konnte allerdings auch ein Zusammenhang zwischen
einem erhdéhten Vorkommen von CD68- bzw. M1-M® und einer gesteigerten
Tumorangiogenese sowie schlechtes Ansprechen auf die antiandrogene Therapie
beobachtet werden (Yuri et al., 2020). AuBerdem zeigt sich ein vermehrtes Vorkommen
von M1-M®, aufgrund einer Korrelation mit erhéhtem GS, PSA und Metastasen als
prognostisch unginstiger Faktor (Yuri et al.,, 2020). Aikian et al. konnten darlber
hinaus in einer Studie zum Mammakarzinom in metastasierenden Lymphknoten ein
vermehrtes Auftreten von M1-M® zeigen und postulieren eine Beteiligung dieser an
der Metastasierung (Aikian et al., 2019). Interessanterweise konnten Lambert et al.
eine inverse Beziehung zwischen M1-M® und GDF-15 in luminalen Epithelzellen des
PCa vorweisen. Inwiefern ein Zusammenhang zwischen GDF-15 und M1-M® im
metastasierten Lymphknoten von PCa Patienten vorliegt, sowie die Existenz einer
etwaigen Beteiligung von M1-M® an der Metastasierung, soll in der vorliegenden
Arbeit geklart werden.

1.5. B-Lymphozyten

B-Lymphozyten sind Hauptbestandteil des spezifischen, erworbenen Immunsystems.
Unreif entwickeln sie sich, unabh&ngig von Antigenkontakten, im primér
lymphatischen Knochenmark (Welsch et al., 2018). Nach dortiger Ausreifung tragen sie
Immunglobulinmolekile an ihrer Oberflache, die als Antigenrezeptoren, auch B-Zell-
Rezeptor (BCR) genannt, fungieren. Nach Einwanderung der naiven B-Zellen in die
sekundar lymphatischen Organe, werden dem BCR meist mit Hilfe von Stimulationen
durch Ty,-Helferzellen oder dendritischer Zellen Antigene présentiert (Welsch et al.,
2018). Hierauf erfolgt die Ausdifferenzierung der B-Zellen zur Plasmazelle, welche
folglich die Hauptaufgabe der homoralen Immunantwort, namlich die
Antikérperproduktion und -sekretion Ubernimmt (Welsch et al., 2018). Wahrend naive
B-Lymphozyten nur 6-8um kleine Zellen mit hetrerochromatinreichen, rundlichen Kern
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sind, wachsen sie durch Antigenkontakt zu groéBeren Zellen mit heller Kernstruktur
(Welsch et al., 2018). Ihre Weiterentwicklung zu Plasmazellen zeigt sich morphologisch
in einer ovalen Zellstruktur mit einem charakteristischen exzentrischen Zellkern, mit
typischen Chromatinmuster und zentralem Nukleolus (Welsch et al., 2018).
Immunhistochemisch gelingt der Nachweis von B-Zellen durch das ubiquitar, auf allen
Stadien der B-Zellen vorkommende Oberflachenprotein CD19 und CD20
(Scheuermann und Racila, 1995; Wang et al., 2012; Klasener et al., 2021).

Im Rahmen der zunehmend auf das Immunsystem fokussierenden Tumorforschung
konnte festgestellt werden, dass B-Zellen die zweithaufigsten Lymphozyten innerhalb
des Tumorgewebes darstellen, wodurch eine zentrale Rolle bei der Modulation der
Antitumor-Antwort angenommen wird (Yuen et al., 2016). Von B-Lymphozyten
produzierte tumorreaktive Antikdrper kénnen durch Aktivierung des humoralen
Immunsystems die (Weiter-)Entwicklung des Tumors verhindern. Die produzierten
Antikdérper werden von dendritischen Zellen prasentiert und aktivieren sowohl das
Komplementsystem, natirliche Killerzellen, M® sowie die Differenzierung von CD4*
und CD8* -T-Zellen (Yuen et al.,, 2016). Obwohl Antikdrper gegen Tumorantigene
zahlreich im Serum von Krebspatienten nachgewiesen werden konnten
(Reuschenbach et al., 2009), bleibt unklar, ob dieses eine ausreichende B-Zell-Antwort
gegen den Tumor bedeuten (Yuen et al., 2016; Largeot et al., 2019). Dennoch konnten
Carni et al. im allogenen TumorabstoB-Mausmodell demonstrieren, dass von B-Zellen
produzierte Antikérper im frihen Tumorstadium dendritische Zellen aktivieren, welche
daraufhin eine zytotoxische T-Zellen Antwort generieren und somit das
Tumorwachstum inhibieren (Carmi et al., 2015). Andererseits induzieren von B-Zellen
produzierte Antigene, welche sich zu einem zirkulierendem Immunkomplex formieren,
chronische Inflammation und begiinstigen somit das Tumorwachstum (Visser et al.,
2005; Andreu et al., 2010). Dariberhinaus ist neben der Antikérperproduktion eine
Lymphotoxin-Produktion von reifen B2-Zellen beschrieben, welche verantwortlich fur
die Entstehung eines kastrationsresistenten PCas sein soll (Ammirante et al., 2010).

Die paradoxe Wirkung von B-Zellen auf Tumorgewebe, zeigt sich auch in der
Expression von PD-1 auf B-Lymphozyten. Neben T-Zellen werden auch sie durch den
Immuncheckpoint-Inhibitor inaktiviert und tragen somit zur Immunevasion des Tumor
bei (Thibult et al., 2013; Okazaki et al., 2001). Weitere pro-kanzerogene Aktivitaten
werden insbesondere den regulatorischen B-Zellen (Bregs) zugeschrieben, deren
Hauptfunktion die Produktion der suppressiven Zytokine IL-10, IL-35 and TGF-3
darstellt (Sarvaria et al., 2017; Tao et al., 2015; Schwartz et al., 2016). Linder et al.
beschrieben, dass einige Bregs (u.a. CD19+, CD38+, CD1d+, IgM+, CD147+) in
mehreren Tumorgeweben, darunter auch im PCa, durch die IL-10 und TGF-B
Sekretion, nicht nur die CD4+-T-Zellen Proliferation unterdriicken, sondern auch die
FoxP3 Expression in Tregs induzieren (Lindner et al.,, 2013). Im HCC-Mausmodell
konnte hierfir eine Interaktion zwischen PD-L1 auf Bregs und PD-1 auf T-Zellen
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gezeigt werden (Shalapour et al., 2017). Ob dieses auch auf das PCa Ubertragbar ist,
wurde bislang nicht beschrieben. Allerdings konnten in intra-tumoralen Regionen von
Prostatektomie-Préparaten eine hohere Dichte von B-Lymphozyten nachgewiesen
werden als in extra-tumoralen Bereichen (Woo et al., 2014). Neueste Daten von Roya
et al. zeigen ein vermehrtes Auftreten von IL-10 und CD19+ B Zellen in PCa im
Vergleich zur BPH und suggerieren somit eine Korrelation zwischen der Dichte der B-
Zellen und der Progression des PCas (Roya et al., 2020). Die paradoxe Wirkung von
B-Zellen bedarf jedoch weiteren Untersuchungen, um eine fundierte Aussage Uber ihre
Wirkung im PCa treffen zu kénnen.

1.6 Innervation beim PCa und die Rolle bei Metastasierung

Bis vor kurzem wurde angenommen, dass sich der Einfluss von Nerven auf die
perineurale Wachstumsform von Karzinomen, bei welcher Krebszellen Nervstrukturen
umgeben und folglich infiltrieren, beschréankt (Liebig et al., 2009). Magnon et al.
zeigten jedoch, dass Nerven nicht nur als Leitstruktur der Krebszellen dienen, sondern
darlber hinaus die (Neo-)Innervation wesentlichen Einfluss auf das Wachstum und die
Entwicklung des Tumors haben (Magnon et al., 2013). Dieses trifft nicht nur auf das
von Magnon et al. untersuchte PCa zu, sondern konnte auch beim Magen- (Zhao et
al., 2014; Hayakawa et al., 2017), Pankreas- (Saloman et al., 2016; Renz et al., 2018),
und nicht-melanotischen HautCa beobachtet werden (Peterson et al., 2015). Bei der
von Magnon et al. durchgefihrten Studie, in welcher Mdusen humane PCa-Zellen
(PC-3) implantiert wurden, konnte gezeigt werden, dass durch die Stimulation mit
Noradrenalin, ausgehend von sympathischen Nervenfasern, die adrenergen
Rezeptoren B2 (ADRB2) und B3 (ADRB3) aktiviert werden und diese eine
entscheidende Rolle bei der Entwicklung eines AdenoCa aus der pramalignen PIN
einnehmen (Magnon et al.,, 2013). Bei Durchfliihrung einer chemischen oder
chirurgischen Sympathektomie bzw. eine Deletion der ADRB2 und ADRB3 Gene,
nahm die Tumorentwicklung ab. Gegensatzlich initiieren cholinerge, parasympathische
Fasern, welche den stromalen, cholinerg-muskarinergen Rezeptor 1 (CHRM1) mittels
Acetylcholin stimulieren, die Invasion und Migration von Tumorzellen und férdern
Fernmetastasen (Magnon et al.,, 2013). Die medikamentdse Injektion des non-
selektiven cholinergen Agonisten Carbachol induzierte die Proliferation der Krebszellen
sowie Lymphknotenmetastasen, wahrend die Antagonisierung durch einen CHRM1-
Knockdown bzw. durch den selektiven CHRM1-Antagonisten Pirenzepine die
proliferative Wirkung wiederum inhibierte (Magnon et al., 2013). AuBerdem zeigte die
Analyse der Prostatektomien der Mé&use ein klares Verteilungsmuster der
parasympathischen Nervenfasern innerhalb des Tumors, wohingegen die
sympathischen Nervenfasen ausschlieBlich in extratumoralen Bereichen lokalisisiert

waren. Hierbei wurde dariiber hinaus eine Korrelation zwischen der Nervendichte und
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der Tumorprogression, insbesondere bei mittel- und héhergradigen Tumoren (GS = 7)
festgestellt (Magnon et al., 2013).

Neuere Untersuchungen suggerieren die Verwendung der sympathischen
Nervendichte als unabhangigen Biomarker fir das Wiederauftreten eines
biochemisches Rezidives nach Prostatektomie zu verwenden, welches die Bedeutung
der Innervation fir die Progression des PCa unterstreicht (Reeves et al., 2019).
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass durch adrenerge Signallbertragung von
sympathischen Nervenfasern innerhalb des Knochenmarks, ruhende metastasierte
Prostatakrebszellen reaktiviert werden (Decker et al., 2017). Erfolgt eine Stimulation
des ADRB2 durch cholinerge, sympathische Nervenfasern wird demnach nicht nur die
Entwicklung und das Wachstum des primadren PCa, sondern auch von
Knochenmetastasen beeinflusst (March et al., 2020).
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Das PCa zahlt zu den haufigsten malignen Tumoren und ist in Deutschland als
zweithdufigste Krebsentitat flr einen letalen Krankheitsverlauf verantwortlich.
Insbesondere die Metastasierung der Krebszellen resultiert in einer schlechteren
Prognose, wodurch die Erforschung ihrer zelluldren Grundlagen von zentralem
wissenschaftlichem und gesellschaftlichem Interesse ist. In der
Grundlagenerforschung des PCa ist in den letzten Jahren das Zytokin GDF-15/MIC-1,
welches der TGF-B Superfamilie angehért, in den Fokus vieler Forschungen gertickt.
Wihrend fir das PCa eine Uberexpression von GDF-15 gezeigt werden konnte, ist die
zelluldre Rolle des Zytokins bei der Metastasierung weiterhin nicht eindeutig. Sowohl
die Beteiligung an der Inhibierung der Karzinogenese in friihen Tumorstadien als auch
an der Progression des Tumors und der Entwicklung von Metastasen in
fortgeschrittenen Stadien wurde beschrieben.

Der Sentinel-Lymphknoten (Wachterlymphknoten) ist der erste Lymphknoten, der im
Abflussgebiet eines Tumors liegt und Uber eine eigene Lymphbahn verfugt.

In diesem Zusammenhang werden in dieser Arbeit die Lymphknoten von PCa-
Patienten mit GS6, GS7, GS9 auf das Vorkommen von GDF-15 untersucht. Sollte ein
Vorkommen von GDF-15 im Lymphknoten von PCa-Patienten bestétigt werden, wirde
die Bedeutung von GDF-15 als prognostischer Biomarker zunehmen, welcher die
Bdsartigkeit des PCa und die damit verbundene Metastasierungskapazitat des Tumors
vorhersagen kann.

Des Weiteren spielt bei der Entstehung von Karzinomen und deren Metastasierung
das Immunsystem eine entscheidende Rolle. In dieser Arbeit werden wichtige Vertreter
des angeborenen Immunsystems, M1-M® und des erworbenen Immunsystems, B-
Lymphozyten, genauso wie das Immuncheckpoint Molekil PD-L1 in Abhangigkeit der
GS analysiert.

Wahrend bereits aus Forschungen der letzten Jahre bekannt ist, dass die
(Neo-)Innervation eines Tumors dessen Wachstum férdert, wurde erst kirzlich
bekannt, dass ebenso die Metastasierung initiilert werden kann. Inwieweit demnach
eine (Neo-)Innervation in den Lymphknoten der PCa-Patienten vorliegt, welche zur
Progression des Tumors beitragt, wird in dieser Arbeit durch die ldentifizierung von
Nervenfasern in Abhangigkeit der GS vorgenommen.
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2. Materialien

2.1 Humane Gewebeproben

Die verwendeten Lymphknoten wurden dem Institut der Anatomie und Zellbiologie der
Philipps-Universitdt Marburg von der Urologie des Universitatsklinikum GieBen und
Marburg zur Verfligung gestellt. Die Lymphknoten wurden im therapeutischen Rahmen
einer Lymphadenektomie beim PCa entnommen, formalinfixiert und in Paraffin
eingebettet. Die Verwendung des Prostata- und Lymphknotengewebes wurde von der
zusténdigen Ethik-Kommission gepriift und genehmigt. (Az: Studie 95/15)

2.1.1 Lymphknoten-Praparate

Insgesamt wurden 7 Lymphknoten verwendet. Ihnen wurden Prdparats-Nummern
zugeordnet. Anhand dieser kénnen sie zu dem jeweiligen Prostata-Préparat
zugeordnet werden (s. Anhang 7.1.5). Die Einteilung der entsprechenden PCa-Proben
nach TNM-Klassifikation und nach der histopathologischen Kilassifikation gemaR
Gleason-Scores wurde von Herrn Dr. Rexin, Facharzt fir Pathologie am
Universitatsklinikum Giessen und Marburg durchgefiihrt (Epstein et al., 2016; Epstein
et al., 2017).

Zur Etablierung von immunhistochemischen Féarbeprotokollen, sowie als Positiv- und
Negativkontrolle wurden PCa- und Plazentapriparate verwendet, welche dem Institut
der Anatomie und Zellbiologie der Philipps-Universitat Marburg zur Verfligung standen
(s. Anhang 7.1.6).

2.2 Chemikalien

Tabelle 2: Chemikalien

Bezeichnung Hersteller

3,3’-Diaminobenzidin (DAB) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.

AffinityScript Multiple Temperature Reverse

T . Agilent Technologies, Santa Clara, USA.
ranscriptase

AffinityScript RT 10x Buffer Agilent Technologies, Santa Clara, USA.
Agarose Thermo Scientific, Braunschweig,
Deutschland.
Ammonium-Nickel(ll)-sulfat Hexahydrat Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.
Borséaure Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.
Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.
Calciumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland.
Chlorwasserstoff (HCI) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.
Citronensaure-Monhydrat Merck, Darmstadt, Deutschland.
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Bezeichnung

Hersteller

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Dithiothreitol (DTT); 100 mM

dNTP-Mix; 100 mM

Eosin-G-L6sung 0,5 % wassrig

Ethanol 99,9%

GelRed Nucleic Acid Stain 10000X Water
Hamalaunlésung sauer nach Mayer

Human RNA-Standard-Pool (QPCR
Reference Total RNA); 1 pg/pl

Isopropanol

Kaiser’'s Gycerol Gelantine
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydroxid (NaOH)

O’GeneRuler Low Range DNA Ladder (Gel-

Standard-Leiter)

Orange DNA Loading Dye (6x) (Gelproben-
Farbeldsung)

ProstataCA Standard RNA Pool

RNase-Inhibitor (RiboLock); 40 U/pl

Roti-Block

tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Tris(hydroxymethyl-)Jaminomethan (Tris)
Trypsin (Pankreasperoxidase)
Tween-20

Wasserstoffperoxid (30%)

Xylol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.
Agilent Technologies, Santa Clara, USA.
Agilent Technologies, Santa Clara, USA.
Merck, Darmstadt, Deutschland.

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.
Agilent Technologies, Santa Clara, USA.

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.
Merck, Darmstadt, Deutschland.
Merck, Darmstadt, Deutschland.
Merck, Darmstadt, Deutschland.
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.

Thermo Scientific, Braunschweig,
Deutschland.

Thermo Scientific, Braunschweig,
Deutschland.

Institut fir Anatomie und Zellbiologie,
Marburg, Deutschland

Thermo Scientific, Braunschweig,
Deutschland.

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.
Merck, Darmstadt, Deutschland.
Serva, Heidelberg, Deutschland.
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland.
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2.3 Puffer und Losungen

Tabelle 3: Puffer und L&sungen

Bezeichnung Herstellung
0,02M Tris-NaCl-Puffer; pH 8,2 19,8mM Tris
+ 154mM NaCl

0,05M Tris-HCI-Puffer; pH 7,8

in 1000ml Analyse-H,0, pH: 8,2 eingestellt
mit HCI

0,05M Tris

+ 0,15M NaCl

+9mM CaCl,

in 1000ml Analyse-H,O

pH: 7,8 eingestellt mit HCI

2M Tris-HCI-Lésung

2M Tris
in Analyse-H,O
pH: 7,5 mit HCI eingestellt

5M NaCl-Lésung

5M NaCl in Analyse-H,0

Blockierungslésung: 5-, 1-, 0,5 % [w/V]
bovine serum albumin (BSA)-

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

BSA in PBS-Puffer

Blockierungslésung: 5-, 1-, 0,5 % [w/V]
bovine serum albumin (BSA)-Tris-gepufferte
Salzlésung (TBS)

BSA in TBS-Puffer

Ethanol 98-, 70-, 50% [v/V/]

98-, 70-, 50% Ethanol in Analyse-H,0O

Natriumcitrat-L&sung

0,01 M Natriumcitrat - Dihydrat in Analyse-
HoO

Natriumcitratpuffer: pH 6,0

1,8 % [v/v] Zitronensaure - Ldsung
+ 8,2 % [v/v] Natriumcitrat - Losung

in Analyse-H20. pH 6,0 eingestellt mit

Natronlauge

Natronlauge (NaOH)

1 M Natronhydroxid in Analyse-H2O

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)-Puffer,
pH 7,45

149mM NaCl

+ 4mM KCI

+7,87mM di-Natriumhydrogenphosphat
Dihydrat

+ 1,5mM Kaliumdihydrogenphosphat

in 1000ml Analyse-H,0, pH 7,45 eingestellt

mit Natronlauge

Roti-Block 50% [v/V]

50% Roti-Block in PBS
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Bezeichnung

Herstellung

Salzsaure 37 % [v/v]

37 % Chlorwasserstoff (HCL) in Analyse-H>O

Tris-Borsaure-EDTA-Puffer (TBE-Puffer):
TBE-Stammldsung (5-fach)

0,45M Tris

+0,45M Borsaure

+20ml EDTA-L6sung (0,5M, pH 8,0)
in 1000ml Analyse-H,0O

TBS/0,1% Tween-20 (TBS-T)

0,1% Tween-20 in TBS

Tris-gepufferte Salzlésung (TBS)

20mM Tris

+ 137mM NaCl

in 1000ml Analyse-H,0
pH: 7,6 eingestellt mit HCI

Tris/HCI-NaClPuffer (TN-Puffer)

0,03% [v/v] 5M NaCl
+ 0,05% [v/v] 2M Tris-HCI
in Analyse-H,O

Trypsin-Lésung, 0,15% [w/V]

0,15% Trypsin in 0,05M Tris-HCI-Puffer

Zitronensaure-L&sung

0,1 M Zitronenséaure - Monohydrat in

Analyse-HoO
2.4 Kits
Tabelle 4: Kits
Bezeichnung Hersteller

3,3’-Diaminobenzidin (DAB) Substrate Kit mit
stabilem Peroxid-Substratpuffer

Avidin-Biotin-Blocking-Kit

SIGMAFAST Fast Red TR/Naphtol AS-Mix;
(Fast Red)

SignalStain Antibody Diluent
SignalStain EDTA Unmasking Solution (10x)
totalRNA FFPE XS-Kit (NucleoSpin)

Trypsin-EDTA (0.05 %) in DPBS (1x)

TSA Biotin Stand Alone Tyramide Kit

VECTASTAIN®

Kit Series

ABC-Alkaline Phosphatase

VECTASTAIN®

Series

Elite ABC-Peroxidase Kit

Thermo Scientific, Braunschweig,
Deutschland.

Vector Laboratories, Burlingame, USA.

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.

Cell Signaling Technology, Danvers, USA.
Cell Signaling Technology, Danvers, USA.
Machery-Nagel, Diren, Deutschland.

Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Deutschland

PerkinElmer Inc., Waltham, USA.

Vector Laboratories, Burlingame, USA.

Vector Laboratories, Burlingame, USA.
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2.5 Antikorper

2.5.1 Primarantikorper

Tabelle 5: Primé&rantikdrper

Beschreibung Bezeichnung Verdiinnung Katalog-Nr.,
Hersteller
Monoklonaler AK - Maus  ms-anti-hu_CD19 1:50 MCA2454T, AbD

anti human CD19 (Klon:
LE-CD19)

Serotec / Bio-Rad,
Hercules, USA

Monoklonaler AK - Maus = Ms-anti-hu_CD68 1:100 M0876, Dako,
anti human CD68 (Klon Glostrup, Denkmark
PG-M1)
Monoklonaler AK - Ratte  rat-anti-hu_GDF-15 1:50 ab189358, Abcam,
anti human GDF-15 Cambridge, UK
Polyklonaler AK - rb-a-hu_PGP 9.5 1:100 CL7755AP,
Kanninchen anti human Cederlane,
PGP 9.5 Burlington, Canada
Monoklonaler AK - rb-a-hu_PD-LA1 1:200 #13684. Cell
Kanninchen anti human Signaling Technology,
PD-L1 Danvers, USA
2.5.2 Sekundarantikérper
Tabelle 6: Sekundarantikérper

Beschreibung Bezeichnung Verdiinnung Katalog-Nr.,

Hersteller
Polyklonaler Esel anti- do-a-rat_biot. 1:100 712-065-153,
Ratte (IgG H+L) AK, Jackson, West Grove,
Biotin-SP-konjungiert USA
Polyklonaler Esel anti- do-a-rb_biot. 1:500 711-065-152,
Kanninchen (IgG H+L) (PGP9.5) Jackson, West Grove,
AK, Biotin-SP-konjungiert USA

1:400 (PD-
L1)

Polyklonaler Kaninchen rb-anti-ms_AP 1:100 ab7077 Abcam,

anti-Maus (IgG H&L) AK,
alkalische Phosphatase
konju-giert

2.6 Primer

2.6.1 Reverse Transkription (cDNA-Synthese Primer)

Tabelle 7: cDNA-Synthese Primer

Bezeichnung

Hersteller

Cambridge, UK.

Oligo-(dT)12-18 Primer; 0,5 pg/pl
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Bezeichnung

Hersteller

Random Primer; 0,5ug/ul

2.6.2 Quantitative RT-PCR Primer
Tabelle 8: Quantitative RT-PCR Primer

Thermo Scientific, Braunschweig,
Deutschland.

. Bezeichnun . . GeneGlo
Beschreibung g Amplikonlange be ID
CD274 Molecule (Programmed Death PD-L1 72b QT0008277
Ligand 1) (CD274) P 5
Glyceraldehyde-3-Phosphate GAPDH 119 bp QT0119264
Dehydrogenase 6
Growth Differentiation Factor 15 GDF-15 114 bp gTOOOSZSS
Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 HRPT1 130 bp 6QT0005906
Keratin 20 KRT20 114bp 4QT0001478
TATA-box-binding Protein TBP 132 bp 1QT0000072

- . PGP9.5 QT0009266
Ubiquitin C-Terminal Hydrolase L1 (UHCL1) 110 bp 6

Hersteller von allen verwendeten RT-PCR Primern war die Firma Qiagen, Venlo,

Niederlande.

2.7 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 9: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Analyse-H,0

Deckglaser (24 x 32mm)

Eindeckmedium:

Roti-Histokitt Il (fir hydrophobe Préaparate)
Kaisers Glyceringelantine (Glyceringelantine)
(fir wasserhaltige Praparate)

Eukitt Quick-hardening mounting medium (fur
hyfrophobe Praparate)

Objekttrager
Super Frost Plus™ Adhésionsobjekttrager

Pipetten

Leitungswasser gefiltert mit
Aufbereitungssystem Barnstead GenPure
xCad; Thermo Scientific, Waltham, USA.

Thermo Scientific, Braunschweig,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Scientific, Braunschweig,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

Pipettenspitzen

Brand, Wertheim, Deutschland

ReaktionsgefaBe 1,5 ml; 2 ml

Sarsted, NUimbrecht, Deutschland.

Zellkulturplatte, 96 Well

Sarsted, Nimbrecht, Deutschland.

2.8 Gerate

Tabelle 10: Geréte

Bezeichnung

Hersteller

E-Box-System (Gel-Dokumentationssystem)

IKAMAG Typ RCT Magnetrihrer mit
Heizplatte

Inkubator

Magnetrthrer Heidolph MR 3001

Mikroskop-Kamera Axio Cam HRc

Mikroskope:

Axio Imager: M2 Mikroskop (Durchlicht- und

Fluoreszenzmikroskop)

Standard-Lichtmikroskop
Olympus CX21

Mikrotome:
Microm HM325 (Rotationsmikrotom)
Microm HM400R (Schlittenmikrotom)

NanoDrop 2000c

pH-Meter

QPCR-Thermocycler Stratagene Mx3005P
Saugpumpe

Thermo-shaker PHMT

Thermocycler MJ Research PTC-200
Vortexer
Waage

Warmeplatte

Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland.
IKA, Staufen im Breisgrau, Deutschland

WTB Binder, Tuttlingen, Deutschland

Heidolph Instruments, Schwabach,

Deutschland.
Carl Zeiss, Jena, Deutschland.

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Olympus, Shinjuku, Japan

Thermo Scientific, Braunschweig,
Deutschland.

Microm, Heidelberg, Deutschland.

Thermo Scientific, Braunschweig,
Deutschland

Knick, Berlin, Deutschland
Mettler Toledo, Columbus, USA

Agilent Technologies, Santa Clara, USA.
KNF Neuberger, Reiden, Schweiz

Grant Intruments, Cambridge, UK.
Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland.

Cenco, Chicago, USA
IKA, Staufen im Breisgau, Deutschland

Ohaus, Naenikon, Schweiz

STORK-TRONIC, Stérk GmbH & Co. KG,
Stuttgart, Deutschland
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2.9 Software

Tabelle 11: Software

Bezeichnung Hersteller

Axio Vision (Rel4.8) (Mikroskop-Kamera-

Carl Zeiss, Jena, Deutschland.
Software)

National Health Institute (NIH), USA. (https://
Fiji-lmage J

imagej.net/Fiji/Downloads)

Gimp 2.10 (GNU Image Manipulation The GIMP Development Team

Program)

LibreOffice (Vers. 6.4.2.2) The Document Foundation, Berlin,
(Tabellenkalkulationsprogramm) Deutschland.

QPCR-Software MXPro Agilent Technologies, Santa Clara, USA.

Roy Rosenzweig Center for History and New
Zotero (Literaturverwaltungsprogramm)
Media der George Mason University, USA.
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3. Methoden
3.1 Anfertigung der Schnittpraparate

3.1.1 Anfertigung der Schnittpraparate mittels Rotationsmikrotom

Die Paraffinblécke der Lymphknoten-Praparate wurden mit einem Schlittenmikrotom
der Firma Microm (HM400R) in Serie geschnitten. Hierbei wurden 25 Serienschnitte
()e 5-7um) angefertigt, die dann in zwei Wasserbdder mit Analyse-H,O Uberflihrt
(Raumtemeratur bzw. 30-40°C), um eine Streckung der Schnitte zu erwirken. Danach
erfolgte die Uberfiihrung auf durchnummerierte SuperFrost Plus Objekttrager. Diese
wurden gewahlt, um eine permanente Haftung der Schnitte am Objekttrager zu
gewdbhrleisten. Die OT inkl. Schnitte wurden dann in einem Inkubator (zuerst fir 2h bei
37°C und danach bei 50°C Uber Nacht) getrocknet.

3.1.2 Anfertigung der Schnittpraparate mittels Schlittenmikrotom

Zur Positiv- und Negativkontrolle der immunhistochemischen Farbung, zur Etablierung
der Methoden und zur molekularbiologischen Expressionsanalyse wurden Prostata-
und Plazentaprdparate herangezogen. Die Schnitte (5um) wurden mit einem
Schlittenmikrotom angefertigt. Die Streckung der Schnitte erfolgte im Auffangbecken
(45°C, entgastes Analyse-H,0), woraufhin sie auf SuperFrost Plus Objekttrager
gezogen werden konnten. Das Trocknen erfolgte auf einer Warmeplatte (40°C) sowie
im Inkubator (60°C, Uber Nacht).

3.2 (Immun)Histochemische Farbungen

3.2.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Férbung (HE-Farbung) stellt die wichtigste Farbemethode der
Ubersichtsfarbungen in der Histologie dar. Sie ist nicht nur schnell und einfach
anzuwenden, sondern liefert ebenfalls gute und aussagekréftige Ubersichtsbilder des
Gewebes.

Ziel dieser Farbemethode ist die Unterscheidung der wichtigsten Strukturen eines
Gewebes, welches durch die unterschiedlichen Affinitdten der Farbstoffe zu den
Gewebsbestandteilen mdglich wird. Diesem Prinzip liegt zugrunde, dass negativ
geladene Zellbestandteile basische Farbstoffe wie Hamatoxylin aufnehmen,
wohingegen positiv geladene Zellbestandteile, wie das Cytoplasma, saure Farbstoffe
absorbieren. (Lillmann-Rauch, 2019).

Bei der HE-Farbung stellt Hamatoxylin (auch: Hamalaun) den positiv geladenen
Kernfarbstoff dar, wahrend Eosin als negativ geladener Farbstoff fungiert, der das
Cytoplasma anfarbt. Hamatoxylin ist jedoch eine Farbvorstufe. Zur Farbung des
Zellkernes bedarf es zundchst einer Oxidation von Hamatoxylin zum farbenden
Hamatein. Dieses erreicht man entweder durch stehen lassen an Luft (natirliche
Reifung) oder durch Zugabe von Oxidationsmitteln (klinstliche Reifung), wie es im
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sauren Hamalaun nach Mayer der Fall ist. Hier wird zwecks Oxidation Natriumiodat
hinzugefiigt. Dadurch entsteht Hametein. Dieses bildet mit Aluminiumionen einen jetzt
positiv geladenen, basischen Farbstoff, das Hamalaun. Da die Phosphatgruppen der
Nucleinsduren im Zellkern negativ geladen sind, lagert sich das Hadmalaun an diese an
und bildet schwer I8sliche Verbindungen. Fir eine selektive Anfarbung der Kerne sorgt
Zitronens&dure. Diese bedingt, dass Hamalaun in saurer Lésung vorliegt und séttigt die
negativ geladenen Carboxylgruppen des Cytoplasmas ab, sodass diese nicht mehr
angefarbt werden kénnen. Das Hamalaun bewirkt eine typisch blau-violette Farbung
der Zellkerne.

Die meisten Proteine im Cytoplasma sind negativ geladen. Jedoch liegt Eosin in leicht
saurer Loésung vor und kann daher dem Cytoplasma positiv geladene H*-lonen
abgeben. Somit kann sich das negative Eosin gut an die positiv geladenen Proteine
des Cytoplasmas und an extracytoplasmatische Strukturen, wie z.B. Kollagen
anlagern und farbt diese rétlich. (Mulisch et al., 2015)

In der vorliegenden Arbeit wurde die HE-Farbung eingesetzt, um einen Uberblick tiber
die Gewebsstrukturen der Lymphknoten zu bekommen. Hierflir wurde jeder 10.
Serienschnitt angefarbt (Ebenen 1, 10, 20).

Um dem Farbstoff den Kontakt mit dem Gewebe zu ermdéglichen, missen die Schnitte
zundchst entparaffiniert werden. Dieses geschieht durch dreimaliges Waschen der
Schnitte im L&sungsmittel Xylol fur 5 Minuten (Min). Damit die Schnitte an die
Bedingungen, der bei der Darstellungstechnik verwendeten wéassrigen oder
alkoholischen L&sungen, angepasst werden, muissen diesen schrittweise Alkohol
entzogen und Wasser hinzugefuihrt werden (Mulisch et al., 2015). Hierzu werden die
Objekttrager dreimal fir 5 Min in absolutem Isopropanol inkubiert. Danach folgt eine
Rehydration in einer absteigenden Alkoholreihe (96%-, 70%-, und 50%-iges Athanol).
Die Inkubationszeit betragt jeweils 5 Min. Dann werden die Schnitte fir 5 Min in
Analyse-H,O Uberflihrt. AnschlieBend folgt die Farbung der Zellkerne mit Hamalaun
nach Mayer (5 Min). Danach erfolgt das Blauen in 20-25°C kaltem Leitungswasser
(mindestens 15 Min). Dieses bezweckt einen Anstieg des pH-Werts, welches die
Farbung des Zellkerns von braun-rot auf violett-blau umschlagen I&sst.

Hiernach erfolgt die Eosin-Farbung des Cytoplasmas, wofir die Schnitte 1 Min im
Eosin lagerten. Damit dieses in sauer Losung vorliegt, werden zuvor 4 Tropfen (ca.
0,5ml) Essigsaure auf 200ml Eosin hinzugefligt. Es folgt eine kurze Waschung (10 sek)
in Analyse-H,O. Damit das Eosin wieder entzogen wird, werden die Objekttrdger nun
in 96%-igem Athanol gelagert. Zwecks Dehydrierung schlieBt sich eine dreimalige
Lagerung in absolutem Isopropanol fir je 5 Min an. Um den Alkohol wieder zu
entfernen, werden die Schnitte daraufhin dreimal je 5 Min in Xylol gelagert.
AbschlieBend erfolgt eine Eindeckung mit einem Eindeckmedium auf Xylolbasis.
Hierfir wurde das Roti-Histokitt gewahlt. Zum Trocknen der Schnitte und
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Konservierung der Farbung wurden die Objekttrager Gber Nacht bei Raumtemperatur
stehen gelassen.

3.2.2 Prinzip der immunhistochemischen Farbung

Mit einer immunhistochemischen Farbung ist der spezifische Nachweis und die
genaue Lokalisation von Makromoleklilen (Proteine, Polysaccharide, Lipide,
Nucleinsduren, etc.) in einer Zelle moéglich (Mulisch et al., 2015). Grundlage hierfir ist
das Antigen-Antikorper-Prinzip.

Antikérper sind Teil der Proteinfamilie der Immunglobuline, welche man je nach GréBe,
Molekulargewicht, Struktur und Funktion in finf Klassen unterteilt: 19gG, IgA, IgM, IgD
und IgE. Zur Immunmarkierung werden hauptséchlich Antikérper der IgG-und IgM-
Klasse verwendet, wobei ein IgM-Molekiil aus 5 IgG-ahnlichen Molekllen aufgebaut
ist, welche durch Disulfidbricken miteinander verbunden sind. Das Antigen im
Gewebe wird von der Antigenbindungsstelle des Antikérpers erkannt. Gebildet wird
diese durch die variablen Regionen der schweren und leichten Kette. Flr die Bindung
ist oftmals nur eine Sequenz aus wenigen Aminosauren, die sog. hypervariable Region
verantwortlich. (Mulisch et al., 2015

( Antigen-Bindungsstellen »

Fab F(ab),
variable
Region
leichte Kette - Papain ]
Pepsin ]
schwere Kette — e

Abbildung 10: Schema eines IgG-Molekiihls

Ein IgG-Molekdl hat einen Y-férmigen Aufbau, bestehend aus mehreren Fragmenten. Durch die Proteasen
Papain und Pepsin kann das Molekil in seine Einzelteile zerlegt werden: Die Fc-Fraktion (cristalline
fraction oder constant fraction) wird durch den langen Arm der schweren Kette gebildet, die F(ab),-
Fraktion besteht aus zwei zusammenhidngenden kurzen Armen und die Fab (Fab: antibody binding
fraction) aus einzelnen kurzen Armen. Die Antigenbindungsstelle wird aus den variablen Regionen des

Fab-Teils gebildet. (Mulisch et al., 2015).
Das Gewebe, in dem das das Epitop, auch antigene Determinante genannt,

nachgewiesen werden soll, wird mit einer Lésung inkubiert, in der ein spezifischer
Antikérper gegen das Antigen enthalten ist. Der Antikdrper kann dort, wo das Antigen
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vorkommt, sprich in der Zelle oder im extrazelluldaren Raum, an dieses binden. Nach
einer weiteren Kopplung mit einem Enzym-markierten-Antikdrper, kann diese Reaktion
visualisiert und das Antigen nachgewiesen, werden (Welsch et al., 2018).

Hierbei kénnen monoklonale oder polyklonale Antikérper verwendet werden.
Polyklonale Antikérper werden von verschiedenen B-Zellklonen eines immunisierten
Tieres produziert und reagieren spezifisch mit verschiedenen Epitopen eines Antigens.
Dahingegen sind monoklonale Antikérper nur gegen ein bestimmtes Antigen gerichtet
und erkennen dieses auch spezifisch. (Mulisch et al., 2015) In der vorliegenden Arbeit
werden beide Varianten eingesetzt.

Bevor der Antikérper jedoch an sein Antigen binden kann, muss sein Epitop frei
zuganglich gemacht werden. Das Epitop des Antigens kann durch die Fixierung,
Dehydrierung und Paraffineinbettung stark veréandert worden sein, was dazu fuhren
kann, dass der Antikérper das Epitop nicht erkennt und es zu schwachen oder keinen
Signalen kommt. Zundchst muss das Gewebe daflir entparaffiniert und rehydriert
werden (vgl. 3.2.1. Hamalaun-Eosin Fé&rbung). AuBerdem wurden verschiedene
Demaskierungsmethoden entwickelt, die das Antigen oder die Bindungsstellen der
Antikérper (sog. Epitope) von anhaftenden Proteinen oder anderen demaskierenden
Substanzen befreien oder die dreidimensionale Struktur des Antigens verédndern und
dadurch Epitope aus dem Inneren des Moleklils an die Oberflaiche bringen, sodass
der Antikorper diese wieder erkennen kann (Mulisch et al., 2015). In der vorliegenden
Arbeit wurden enzymatische Demaskierungen mit Trypsin und
Antigendemaskierungen durch Erhitzen in Citrat (pH 6,0-6,5) - oder EDTA-Puffer (pH
8,5-9,0) durchgeflhrt.

Nachdem die Epitope freigelegt wurden, soll eine Proteinblockierung unspezifische
Bindungen, die zu einer unerwinschten Hintergrundmarkierung flhren, verhindern.
Eine unspezifische Bindung ist auf Objekttragern, auf Schnitten und im Gewebe durch
Adsorption an Oberflachen, Anlagerungen an hydrophobe oder geladene Bereiche im
Gewebe, Bindung and Fc-Rezeptoren und unspezifische Wechselwirkungen zwischen
Antikérpern und Proteinen im Gewebe mdglich (Mulisch et al., 2015). Zur
Verhinderung der unspezifischen Bindung, wurden in dieser Arbeit die
Proteinblockierungs-L&sungen Roti-Block und Rinderserumalbumin (bovines serum
albumin, BSA) eingesetzt.

Nach der Demaskierung und Proteinblockierung kann der Antikérper spezifisch an das
Antigen im Gewebe binden. Bei der Immunmarkierung unterscheidet man zwei
Techniken: die direkte Immunmarkierung und die indirekte Immunmarkierung. Bei der
indirekten Methode kommt ein weiterer Sekundarantikdrper zum Einsatz, wobei dieser
mit einer Substanz bzw. Marker gekoppelt ist. Der Sekundérantikdrper stammt aus
einer anderen Tierart, welches IgG gegen das Wirtspezies des Primérantikdrpers
herstellt. Er bindet an die Fc-Region des Primarantikdrpers. Ein wesentlicher Vorteil
der indirekten Immunmarkierung besteht in der Méglichkeit der Signalverstarkung, da
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mehrere Sekundarantikdérper an den Primarantikdrper binden kdénnen. (Mulisch et al.,
2015)

direkte indirekte
Immunmarkierung Immunmarkierung
®11® Marker
Antikorper ® L4

° / o

/ \ ) — Primar-

markierter antikérper
Sekundar-

Antigen antikorper / \

a b Antigen

Abbildung 11: Direkte und indirekte Immunhistochemie (IHC)
a: ein enzymmarkierter Primarantikorper reagiert direkt mit dem Antigen im Gewebe. b: ein
enzymmarkierter Sekundéarantikdrper bindet spezifisch an einen Primarantikdrper, der mit einem Antigen

im Gewebe reagiert (Mulisch et al., 2015).

Bei der Auswahl der Antikdrper ist zu beachten, dass der Priméarantikérper nicht aus
der gleichen Tierart stammt, wie das zu markierende Gewebe. Dies wirde einen
starken, unspezifischen Hintergrund verursachen, da der Sekundarantikdrper, der
gegen die Spezies gerichtet sein muss, in dem der Primarantikérper produziert wurde,
an die endogene IgG des Praparates binden wiirde. (Mulisch et al., 2015)

Da jedoch nicht jede Immunmarkierung zu ausreichend starken Signalen fihrt, bedarf
es der Signalamplifikation durch Signalverstarkungsmethoden. In der vorliegenden
Arbeit kam es zum Einsatz der (Strept-)Avidin-Biotin-(ABC-)Technik, sowie der
Tyraminkatalysierten Signalverstarkung.

Die (Strept-)Avidin-Biotin-(ABC-)Technik beruht hierbei auf einer Komplexbildung von
Avidin und Biotin. Avidin hat eine hohe Affinitidt zu Biotin, da das Avidinmolekdl vier
Bindungsstellen fur Biotin besitzt und bildet nach Mischung der beiden Komponenten
einen Komplex. AuBerdem wird bei dieser Methode ein biotinylierter
Sekundarantikérper (bei direkter Immunmarkierung ein biotinylierter Primarantikdrper)
eingesetzt. Nachdem der Sekundéarantikdrper an den Primarantikérper gebunden hat,
wird der ABC-Komplex hinzugefligt, woraus resultiert, dass der Avidin-Biotin-Komplex
an den biotinylierten Sekundarantikdérper binden und diesen markieren kann. Durch
diese sensitive Methode kann das Antigensignal um ein Vielfaches verstéarkt werden
und die Antikdrperkonzentration herabgesetzt werden. (Mulisch et al., 2015)
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Abbildung 12: Schema der ABC-Technik
Der Pfeil (schwarz) zeigt auf den gebildeten (Strept-)Avidin-Biotin-Emzymkomplex. An der umkreisten

Stelle bindet der Komplex an den biotinylierten Sekundarantikorper. (Mulisch et al., 2015, verandert)

Vor Bindung des biotinylierten Antikérpers, muss jedoch auch bei der (Strept-)Avidin-
Biotin-Methode das endogene Biotin, welches als Vitamin in mehreren Geweben (z.B.
Leber, Niere und Hirn) vorkommt, blockiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
hierfir das Avidin-Biotin-Blocking-Kit verwendet.

Um die markierten Makromolekiile, welche man nachweisen moéchte, sichtbar zu
machen bzw. zu detektieren, verwendet man Markersubstanzen. Mégliche Marker der
Immunhistochemie (IHC) sind Fluorchrome, Goldpartikel oder Enzyme. Letztere
wurden in dieser Arbeit eingesetzt, wobei sie in einem weiteren Schritt durch ein
geeignetes Substrat umgesetzt werden miuissen, damit sie an der Antikdrper-
Bindungsstelle ein farbliches, unlésliches Endprodukt bilden. Beim Verwenden von
enzymgekoppelten Antikérpern ist das Einhalten von optimalen
Inkubationsbedingungen, wie der pH-Wert, essenziell, da die enzymatische Aktivitat
des Enzyms sehr sensibel reagiert. AuBerdem bedarf es einer Blockierung der im
Gewebe natlrlich vorkommenden Enzyme, da diese sonst falsch-positiv mit dem
Substrat des Enzyms reagieren wiirden.

Die haufigsten verwendeten und auch in dieser Arbeit benutzen Marker sind die
Meerettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) und die Alkalische Phosphatase
(AP). Bei der Verwendung der HRP, wird die endogene Peroxidase des Gewebes,
durch vor der Immunmarkierung im Uberschuss eingesetztes Wasserstoffperoxid
(H,0,) blockiert.

Der Farbstoff 3-3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) wird als Substrat
eingesetzt. Nach der Sekundérantikdrperbindung wird das Wasserstoffperoxid
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enthaltende DAB-Substrat von der Peroxidase umgesetzt, wodurch folglich nach
Oxidation durch die Peroxidase ein dunkelbrauner, unléslicher Niederschlag gebildet
wird. Zur Verstarkung der Reaktion entsteht durch Zugabe von Schwermetallsalzen
wie z.B. NiO,, eine schwarze Farbung.

Endogene Phosphatasen werden bei der Detektion mittels Alkalischer Phosphatase
durch Levamisol blockiert. Im verwendeten Fast-Red-Substat ist dieses bereits
enthalten und muss somit nicht separat hinzugefiigt werden. Bei diesem wéssrigen
Substrat entsteht nach der Reaktion mit dem Enzym Alkalische Phosphatase eine
intensive rot-leuchtende Féarbung, welche alkoholldslich ist und folglich nicht
entwassert und mit 16sungsmittelhaltigen Medien eingedeckt werden darf (Mulisch et
al., 2015).

Um ausreichend starke positive Signale zu erhalten, kamen in dieser Arbeit
verschiedene Protokolle und teilweise Signalverstarkungen zum Einsatz, welche zuvor
in Vorversuchen ermittelt wurden:

Tabelle 12: Ubersicht Farbemethoden und Signalverstirkungen

Farbung Sekundar-AK Signalverstarkung Enzym Substrat
CD19, CD68 AP-konjungierter - Alkalische Fast-Red
Sekundarantikérper Phosphatase
GDF-15 biotinylierter ABC-AP Kit Alkalische Fast-Red
Sekundarantikérper Phosphatase
PGP 9.5 biotinylierter ABC-Peroxidase HRP DAB

Sekundéarantikorper

PD-L1 biotinylierter ABC-Peroxidase, HRP DAB
Sekundarantikérper = biotyniliertes Tyramid

Die Immunmarkierung der CD68- und CD19 positiven Zellen wurde mit einem
alkalischen Phosphatase-konjugierten Sekundar-Antikérper durchgeflihrt, welcher mit
der Fast-Red-Methode visualisiert wurde. Ebenfalls leuchtend rot mit dem Fast-Red-
Kit geférbt wurden die GDF-15-positiven Zellen. Deren Signal wurde mittels dem ABC-
AP Kit verstarkt, wobei hier die Alkalische Phosphatase und nicht wie bei der PGP 9.5
und PD-L1-Farbung die HRP als Detektionssystem eingesetzt wurde.

Bei der PD-L1 Féarbung ist in Kombination mit der ABC-Technik eine weitere
Signalverstarkung mittels biotinyliertem Tyramin durchgefiihrt worden. Die Tyramin-
Moleklle werden nach der Immunmarkierung mit dem biotinylierten
Sekundarantikdrper hinzugeflgt. Da die Tyraminmolekile bioinyliert sind, lagern sie
sich an den Avidin-Biotin-Komplex des Sekundarantikdrpers an und kénnen selbst
erneut mit einem solchem Komplex markiert werden. Dadurch soll die Peroxidase-

47 von 152



Markierung, welche selbst bereits eine Signalverstarkung darstellt, nochmals verstarkt
werden. (Mulisch et al., 2015) Die Visualisierung erfolgt durch

Enzymumsetzung der @ Peroxidase durch DAB.

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Signalverstérkung mit biotinyliertem Tyramin

Der Pfeil zeigt auf ein Tyramin-Molekul, welches Biotin gebunden hat. Nach erneuter Zugabe des AB-
Komplexes, hat sich ebenfalls am Tyramin ein (Strept-)Avidin-Biotin Komplex gebildet. (roter Pfeil) Die
orangene Umrandung zeigt die Verbindung mit dem biotinylierten Sekundarantikérper, welcher durch ein

HRP-Enzym markiert wurde.

(TSA for immunohistochemistry, https://www.yout .com/watch?v=wMcYNN9_4HQ, zuletzt aufgerufen
am 16.07.22, veréndert)

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Visualisierung durch DAB
Der Pfeil zeigt Oxidationsreaktion des DAB durch die HRP. Es entsteht ein farblicher Niederschlag,
welcher die Immunreaktion sichtbar macht. (TSA for immunohistochemistry, https://www. t .com

watch?v=wMcYNN9_4HQ, zuletzt aufgerufen am 16.07.22, veréndert).

3.2.3 Einzelfarbungen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Einzelfarbungen mit den Antikdrper CD68,
GDF-15, PGP9.5, CD19 und PD-L1 an den Lymphknoten-Praparaten durchgefiihrt.
Zur Entparaffinierung der Schnitte wurde bei allen Farbungen anfangs das gleiche
Entparaffinierungsprotokoll angewendet:
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Tabelle 13: Durchfiihrung und Inkubationszeiten zur Entparaffinierung:

Durchfiihrung Inkubationszeiten

Entparaffinierung in Xylol 3x15 Min
Entfernung des Xylols in absol. Isopropanol 3x10 Min

Entalkoholisierung in abst. Alkoholreihe 3x5 Min
(96%-, 70%-, 50% Ethanol)

Waschen in Analyse-H,0 3x5 Min

Abtrocknen mit Filterpapier

In Vorversuchen wurde fir den jeweiligen Antikérper die effektivste
Demaskierungsmethode (hier enzymatisch mittels Trypsin, chemisch mittels Citrat-
oder EDTA-Puffer und Hitze) und Antikérperverdiinnung ermittelt und etabliert. Die
genaue Anwendung der jeweiligen Demaskierungsmethode ist den Protokollen zu
entnehmen.

Um die spezifische Bindung der Antikérper sicherzustellen, wurden humane Prostata-
und Plazentaproben als Positiv- und Negativkontrolle mit gefarbt.

3.2.3.1 CD68 Farbung
Fur das Anfarben von CD68 positiven Zellen, M1-M®, wurde eine Einzelfarbung mit
alkalischer Phosphatase und Fast-Red-Substrat verwendet.

Tabelle 14: Durchfiihrung und Inkubationszeiten der CD68 Féarbung
Durchfiihrung Inkubationszeiten
Entparaffinierte Schnitte
Waschen in PBS 5 Min

Antigendemaskierung in 0,15%igen Trypsin- 30 Min bei RT in Feuchtkammer
Lésung

Waschen in PBS 2x5 Min
Abtrocknen mit Filterpapier

Inkubation in Roti-Block 5% (1:1 Verdiinnung 30 Min bei RT in Feuchtkammer
mit PBS)

kurzes Waschen in PBS
Abtrocknen mit Filterpapier

Inkubation des Priméarantikdrper (ms-anti-hu  Uber Nacht bei 4-6°C in Feuchtkammer
CD68) 1:100 in PBS

am nachsten Tag

Waschen in PBS 3x5 Min
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Waschen in 0,02M Tris-Puffer 5 Min

Inkubation des Sekundarantikérpers (rb-anti- 60 Min bei RT in Feuchtkammer
mouse_AP) 1:100 in 0,02M Tris-Puffer

Waschen in PBS 3x5 Min

Waschen in 0,02M Tris-Puffer (pH 8,2) zur 5 Min
Anpassung des pH-Wertes

Fast-Red-Kit vorbereiten

1. Tris Puffer (SIGMA FAST TRIS BUFFER)
aus 1ml Analyse-H,O und goldener
Tablette herstellen

2. nach vollstdandigem Auflésen Fast RED/
Naphtol (silber) Tablette hinzugeben

Abtrocknen mit Filterpapier

Visualisierung mit Fast-Red-Kit 20 Min bei RT in Feuchtkammer
Stoppen der Reaktion durch Waschen mit

Analyse-H,0

Waschen in PBS 2x5 Min

Kerngegenfarbung mit Hamalaun nach P.
Mayer

Blauen der Schnitte auf OT in Leitungswasser 15 Min

Eindecken mit Kaiser’s Glycerol Gelantine

3.2.3.2 GDF-15 Farbung

Die immunhistochemische Farbung von GDF-15 wurde anhand folgenden Protokolls
durchgefihrt:

Tabelle 15: Durchfiihrung und Inkubationszeiten der GDF-15 Férbung
Durchfiihrung Inkubationszeiten

Entparaffinierte Schnitte

Antigendemaskierung in 0.05% Trypsin-EDTA 30 Min bei RT in Feuchtkammer
in DPBS (1x)

Waschen in PBS 3x5 Min
Abtrocknen mit Filterpapier

Inkubation in Roti-Block 5% (1:1 Verdiinnung 30 Min bei RT in Feuchtkammer
mit PBS)

kurzes Waschen in PBS

Abtrocknen mit Filterpapier
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Inkubation des Primarantikdrper am nachstasedigcht bei 4-6°C in Feuchtkammer
(rat_a_hu_GDF-15) 1:50 in PBS

Waschen in PBS 3x5 Min

Inkubation des Sekundarantikérpers 75 Min bei RT in Feuchtkammer
(do_a_rat biot.) 1:100 in PBS

Waschen in PBS 3x5 Min

Inkubation mit ABC-AP Kit (1:100 in PBS) 30 Min bei RT in Feuchtkammer, zuvor 30
Min reagieren lassen

Waschen in PBS 2x5 Min

Waschen in 0,02M Tris-Puffer (pH 8,2) zur 5 Min
Adaptation des pH-Wertes

Fast-Red-Kit vorbereiten

1. Tris Puffer (SIGMA FAST TRIS BUFFER)
aus 1ml Analyse-H,O und goldener
Tablette herstellen

2. nach vollstandigem Auflésen Fast RED/
Naphtol (silber) Tablette hinzugeben

Abtrocknen mit Filterpapier

Visualisierung mit Fast-Red-Kit 30 Min bei RT in Feuchtkammer
Stoppen der Reaktion mit Analyse-H,O

Waschen in Analyse-H,0 2x5 Min

Kerngegenfarbung mit Hdmalaun nach P.
Mayer

Blauen der Schnitte auf OT in Leitungswasser 15 Min

Eindecken mit Kaiser’s Glycerol Gelantine

3.2.3.3 CD19 Farbung

Zur Farbung und Identifizierung der B-Lymphozyten mit dem Antigen CD19 wurde
folgendes Protokoll verwendet:

Tabelle 16: Durchfiihrung und Inkubationszeiten der CD19 Farbung
Durchfiihrung Inkubationszeiten

Entparaffinierte Schnitte

Antigendemaskierung im Natrium-Citratpuffer 1. Erwdrmen des Natrium-Citratpuffers fir 2
Min bei 600 Watt in der Mikrowelle (ohne
oM

2. mit OT: 10 Min bei 360 Watt
3. OT 20 Min abkihlen lassen

Waschen in PBS 3x5 Min
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Durchfiihrung

Abtrocknen mit Filterpapier
Inkubation in 5% BSA-PBS
kurzes Waschen in PBS

Abtrocknen mit Filterpapier

Inkubation des Primarantikdrper

Inkubationszeiten

30 Min bei RT in Feuchtkammer

Uber Nacht bei 4-6°C in Feuchtkammer

(ms_a_h_CD19) 1:50 in 1%BSA-PBS am nachsten Tag

Waschen in PBS

Inkubation des Sekundarantikérpers
(rb_a_ms_AP) 1:100 in 1% BSA-PBS

Waschen in PBS

Waschen in 0,02M Tris-Puffer (pH 8,2) zur

Adaptation des pH-Wertes

Fast-Red-Kit vorbereiten

1. Tris Puffer aus 1ml Analyse-H,O und
goldener Tablette herstellen

3x5 Min

60 Min bei RT in Feuchtkammer

2x5 Min

5 Min

2. nach vollstdandigem Auflésen Fast RED/

Naphtol (silber) Tablette hinzugeben

Visualisierung mit Fast-Red-Kit

Stoppen der Reaktion mit Analyse-H,O

Waschen in Analyse-H,0

Kerngegenfarbung mit Hdmalaun nach P.

Mayer

22 Min bei RT in Feuchtkammer

2x5 Min

Blauen der Schnitte auf OT in Leitungswasser 15 Min

Eindecken mit Kaiser’s Glycerol Gelantine

3.2.3.4 PGP 9.5 Farbung

Zur immunhistochemischen Farbung von Nervenfasern wurde die Markierung mit dem

Antikorper PGP 9.5 (Protein Gene Product 9.5) gewahlt:

Tabelle 17: Durchfiihrung und Inkubationszeiten der PGP 9.5 Férbung

Durchfiihrung

Inkubationszeiten

Entparaffinierte Schnitte

Blockierung der endogenen Peroxidase mit 30 Min, lichtunempfindlich aufbewahren

0,15% H,0,
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Durchfiihrung

Proteindemaskierung im Natrium-Citratpuffer

Waschen in Analyse-H,0O
Abtrocknen mit Filterpapier

Proteinblockierung durch Inkubation in 5%
BSA-PBS

Waschen in PBS
Abtrocknen mit Filterpapier

Inkubation des Priméarantikdrper (rb-a-
hu_PGP 9.5) 1:100 in 1%BSA-PBS

Inkubationszeiten

1. Erwarmen des Natrium-Citratpuffers fir 2
Min bei 600 Watt in der Mikrowelle (ohne

oT)
2. mit OT: 10 Min bei 360 Watt
3. OT 20 Min abkuihlen lassen

2x5 Min

30 Min bei RT in Feuchtkammer

2x5 Min

Uber Nacht bei 4-6°C in Feuchtkammer

am néachsten Tag

Abspllen des Primér-Antikdrpers mit
Analyse-H,0

Waschen in Analyse-H,0
Waschen in PBS
Waschen in 0,5% BSA-PBS

Inkubation des Sekundarantikdrpers (do-a-
rb_biot. ) 1:500 in 1% BSA-PBS

Waschen in Analyse-H,0
Waschen in PBS
Waschen in 0,5% BSA-PBS

Inkubation mit ABC-Peroxidase-Kit (1:50 in
1% BSA-PBS)

Waschen in Analyse-H,0
Waschen in PBS

DAB Substrate vorbereiten

1. Puffer auftauen lassen

2. working solution zentrifugieren

3. 50ul des Uberstandes der working
solution mit 450ul des Puffers mischen

Visualisierung mit DAB Substrate mit
stabilem Peroxid-Substratpuffer

Stoppen der Reaktion durch Waschen in
Analyse-H,0

Waschen in Analyse-H,O

3x5 Min
10 Min
5 Min

bei 37°C im Inkubator in Feuchtkammer flr
45 Min

3x5 Min
10 Min
5 Min

30 Min bei RT in Feuchtkammer, zuvor 30
Min reagieren lassen

3x5 Min

10 Min

8 Min

2x5 Min
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Durchfiihrung

Kerngegenfarbung mit Hamalaun nach P.
Mayer

Blauen der Objekttréger in Leitungswasser

Dehydratation in einer aufsteigenden
Alkoholreihe

50% Ethanol
70% Ethanol
96% Ethanol
Isopropanol
Xylol

Eindecken mit Roti®-Histokitt Il

3.2.3.5 PD-L1 Farbung

Inkubationszeiten

15 Min

5 Min

5 Min

5 Min

3x5 Min

3x5 Min

Die Immunhistochemie zur Farbung von Programmed death Ligand 1 wurde anhand

des folgenden Protokolls durchgefihrt:

Tabelle 18: Durchfiihrung und Inkubationszeiten der PD-L1 Farbung

Durchfiihrung

Inkubationszeiten

Entparaffinierte Schnitte

Proteindemaskierung in SignalStain EDTA
Unmasking Solution

Waschen in Analyse-H,0

Blockierung der endogenen Peroxidase mit
3% H,0,

Waschen in TBS-T
Proteinblockierung in 5% BSA-TBS
Proteinblockierung in 1% BSA-TBS

Uberschiissiges BSA-TBS mit Saugpumpe
absaugen

1. 1:10 Verdinnung des 10-fach
Konzentrates mit Analyse-H,0

2. Schnitte und Lésung bei 600W 4 Min in
der Mikrowelle zum Kochen bringen

3. 15 Min bei 180-360W erwarmen, dabei
darf Lésung nicht kochen

3x5 Min

10 Min, lichtunempfindlich aufbewahren

2x5 Min
30 Min

1 Min
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Durchfiihrung

Blockierung von endogenem Biotin mittels
Avidin-Biotin-Blockierung:

1. Avidin (unverdiinnt) auf OT auftragen

2. mit Analyse-H,O abspllen, in Klivette mit
1% BSA-TBS sammeln

3. Biotin (unverdiinnt) auf OT aufragen

4. mit Analyse-H,O abspllen, in Klivette mit
1% BSA-TBS sammeln

Uberschiissiges BSA-TBS mit Saugpumpe
absaugen

Inkubation des Primérantikdrper
(rb_a_hu_PD-L1) 1:200 in SignalStain
Antibody Diluent

Inkubationszeiten

15 Min Inkubation bei Raumtemperatur in
Feuchtkammer

Uber Nacht bei 16°C in Feuchtkammer

am néchsten Tag

Inkubation

Abwaschen des Primérantikérpers mit
Analyse-H,0O

Waschen in Analyse-H,0
Waschen in TBS-T

Inkubation des Sekundéarantikérpers (do_a_rb
biot.) 1:400 in 1% TBS-BSA

Waschen in Analyse-H,O
Waschen in TBS-T
in Klivette mit 0,5% BSA-TBS sammeln

Uberschissiges BSA-TBS mit Saugpumpe
absaugen

Inkubation mit ABC-Peroxidase-Kit (1:100 in
1%BSA-TBS)

Waschen in Analyse-H,O
Waschen in TN-Puffer

Signalverstarkung mit biotinyliertem Tyramid
(aus TSA Biotin Stand Alone Tyramide Kit,
biotinyliertes Tyramid wurde zuvor in DMSO
geldst und 1:50 in Amplification Diluent
verdinnt)

Waschen in TN-Puffer

Waschen in Analyse-H,0

2h bei 37°C im Inkubator

2x5 Min
10 Min

45 Min in 37°C Inkubator in Feuchtkammer

2x5 Min
10 Min

1 Min

30 Min in Feuchtkammer in 37°C Inkubator,
zuvor 30 Min reagieren lassen

5 Min
3x5 Min

10 Min in Feuchtkammer

2x5 Min

5 Min
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Durchfuhrung Inkubationszeiten
Waschen in TBS-T 5 Min
Sammeln der Objekttrager in 0,5% BSA-TBS kurz

Uberschissiges BSA-TBS mit Saugpumpe

absaugen

Inkubation mit ABC-Peroxidase-Kit (1:100 in 30 Min in Feuchtkammer in 37°C Inkubator,
1%BSA-TBS) zuvor 30 Min reagieren lassen

Waschen in Analyse-H,0O 2x5 Min

Waschen in PBS

DAB-Aliquot (100mg) und Nickel-Aliquot
(600mg) in 800 ml PBS I&sen und filtrieren

Praparate in DAB-Nickel-Lésung unter 5 Min
Lichtschutz vorinkubieren

Zugabe von 112ul H,0, 8 Min
Reaktionsstop durch Waschen in Analyse- 2x5 Min
H,O

Kerngegenfarbung mit Hamalaun nach P.
Mayer

Blauen der Schnitte auf OT in Leitungswasser 15 Min

Dehydratation in einer aufsteigenden

Alkoholreihe

50% Ethanol 5 Min
70% Ethanol 5 Min
96% Ethanol 5 Min
Isopropanol 3x5 Min
Xylol 3x5 Min

Eindecken der OT mit Eukitt Quick-hardening
mounting medium

3.3 Auswertung der histologischen Untersuchungen und Datenerhebung

3.3.1 Aufnahme der Gewebeschnitte

Die Aufnahme der Bilder erfolgte unter dem Axio Imager M2 Mikroskop mit dem
Softwareprogramm Axio Vision und der Mikroskopkamera Axio Cam HRc. Fir alle
Aufnahmen wurde eine feste Belichtungszeit von 4,8ms festgelegt. Vor jeder
Aufnahme einer Bildreihe eines Praparates wurde ein WeiBabgleich durchgefihrt und
die Helligkeit so eingestellt, dass keine Sattigung mehr vorhanden war. AnschlieBend
konnten die Bilder aufgenommen und gespeichert werden. Die Analyse der Bilder
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wurde mit der Software Fiji-Imaged durchgefihrt. Der MaBstab wurde automatisch
durch Zusammenfiihrung der Einstellungen vom Mikroskop und der Kamera mit dem
Programm Axio Vision bestimmt (1,5504 pixel/pm).

Bei vergleichenden oder zur Gegenulberstellung herangezogenen Bildern wurde
anhand charakteristischer Strukturen die gleiche Stelle im Préparat aufgesucht und
diese fotografiert.

3.3.2 Messung der CD19*-Flache

Zur Bestimmung der CD19*-positiven Flache wurden bei 100-facher VergréBerung
Bilder der Praparate der CD19*-Farbung aufgenommen. Die Préparate wurden hierfir
systematisch abgefahren. Es wurden versucht pro Prdparat mindestens 5 Bilder mit
immunreaktiven Zellen aufzunehmen, wobei das bei den Praparaten 7097/10 und
11585/13 auf Grund eines zu hohen Fettanteils und zu geringen Anteils lymphatischen
Gewebes nicht realisierbar war.

Zur Markierung der positiv gefarbten CD19*-Zellen wurden fir alle Bilder ,Farb-
Schwellenwerte® (,Color Threshold”) festgelegt (s. Abbildung 15). Diese wurden so
gewahlt, dass ausschlieBlich positive, stark rot gefarbte B-Lymphozyten markiert
wurden und gleichzeitig die Auswahl an Artefakten (z.B. Fettvakuolen,
Praparatrandern, dunkelblau angefarbte Zellen) gering gehalten wurde.

Es wurden folgende Einstellungen der ,Farb-Schwellenwerte” (,Color Threshold®)
verwendet:

- ,Hue” (Farbton): 13-241, zum Ausschluss blauer, griiner und gelber Bereiche

- ,Saturation“ (Sattigung): 70-245, zum Einschluss von stark geséttigten Bereichen
- ,Brightness” (Helligkeit): 0-205, zum Einschluss von dunklen Bereichen
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Abbildung 15: Beispiel fur die Bestimmung der CD19*-positiven Flache

Screenshots der Auswertung der CD19*-positiven Flache mit der Software Fiji Imaged bei einem Bild des
Préparates 9507/07 bei 100-facher VergréBerung. A: Originalbild mit rot gefarbten CD19*-positiven B-
Lymphozyten, B: Markierung der positiv gefarbten Zellen (gelb) C: Einstellung der ,Farb-

Schwellenwerte” (,,Color Threshold“) im Programm Fiji ImageJ

Die so markierte Flache wurde anschlieBend mit dem Werkzeug ,measure” des
Programms Fiji Imaged berechnet. Um ausschlieBlich das lymphatische Gewebe der
Lymphknoten, ohne Fettvakuolen oder interstitielles Bindegewebe in die Berechnung
einzubeziehen, musste dieses bestimmt werden und wurde von der Gesamtflache
subtrahiert (Abb. 19). Zur Bestimmung der Flache des Nicht-lymphatischen Gewebes
wurden ebenso ,Farb-Schwellenwerte” festgelegt:

- ,Hue® (Farbton): 0-255, zum Einschluss des gesamten Spektrums

- ,Saturation” (Sattigung): 0-255, zum Einschluss des gesamten Spektrums

- ,Brightness” (Helligkeit): 0-[203-210], zum Einschluss von hellen Bereichen

Die Grenze des Helligkeitswertes variierte bei jeder Aufnahme in einem Rahmen von
203 bis 210 und wurde individuell angepasst.
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Abbildung 16: Beispiel fir die Bestimmung der Nicht-lymphatischen Flache

Screenshots der Auswertung fir die Bestimmung der Nicht-lymphatischen Flache bei dem Praparat
9507/07 A: Original-Praparat. B: Markierung der Nicht-lymphatischen Flache (rot). C: Auswahl (gelb) der
in (B) markierten Flache (,select”). D: Die ausgewahlte Flache wurde aus dem Bild herausgeschnitten.
Hierfir musste die Selektion invertiert werden (,Edit“>>,Selection” >> ,Make Inverse®), um sie folglich zu
beschneiden (,Edit“>>“Cut”). E: Einstellungen der Farb-Schwellenwerte fir die Bestimmung der Nicht-

lymphatischen Flache.

Zuvor wurde die Gesamtflache eines Bildes ermittelt, indem der gesamte Bildinhalt
markiert (,select all“) und dieser gemessen wurde (,measure”). Die ermittelte Flache
des Nicht-lymphatischen Gewebes konnte daraufhin von der Gesamtflache des Bildes
abgezogen werden. Zur Kontrolle der berechneten Flache des lymphatischen
Gewebes, wurde die inverse Flache des zuvor markierten nicht-lymphatischen
Gewebes, entsprechend der lymphatischen Flache, ebenfalls nochmal gemessen
(,measure®) und die Ubereinstimmung der beiden Werte kontrolliert.

Aus der gemessenen positiven CD19* Flache und der Flache des lymphatischen
Gewebes wurde flr jedes Bild der prozentuale Anteil positiver CD19*-Zellen am
Gesamtanteil des lymphatischen Gewebes bestimmt. Folglich wurde fir jedes
Lymphknoten-Praparat aus den Prozentwerten der Bildreihen das arithmetische Mittel
bestimmt.

3.3.3 Messung der CD68*-Flache

Die Bestimmung der Flache der M1-MO® erfolgte analog zu der Bestimmung der
CD19*-positiven Flache (vgl. 3.2.2). Anhand der systematisch in 100-facher
VergroBerung aufgenommenen Bildern konnte mittels der Bildbearbeitungs-Software
Fiji Image J und dem Werkzeug der Farb-Schwellenwerte (,,Color Threshold”) die
positive Flache der CD68*-immunreaktiven Zellen markiert und anschlieBend
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gemessen werden. Es wurden folgende Farb-Schwellenwerte zur Markierung
verwendet:

- ,Hue® (Farbton): 15-240, zum Ausschluss blauer, griiner und gelber Bereiche

- ,Saturation” (Sattigung): 60-240, zum Einschluss von stark gesattigten Bereichen

- ,Brightness” (Helligkeit): 0-250, zum Einschluss von dunklen und hellen Bereichen.
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Abbildung 17: Beispiel fir die Bestimmung der CD68*-positiven Flache

Screenshots der Auswertung der CD68*-positiven Flache mit der Software Fiji ImageJ bei einem Bild des
Praparates 11670/10 bei 100-facher VergréBerung. A: Originalbild mit rot gefarbten CD68*-positiven M1-
M®, B: Markierung der positiv gefarbten Zellen (gelb) C: Einstellung der ,Farb-Schwellenwerte” (,,Color

Threshold®) im Programm Fiji Imaged.

Daraufhin wurde die Gesamtflache des lymphatischen Gewebes des Bildausschnittes,
gleichermaBBen wie beim Vorgehen fir die Messung der CD19*-Flache bestimmt.
Folglich konnte der prozentuale Flachenanteil der CD68*-Zellen an der
gesamtlymphatischen Flache fir jedes Bild und mittels des arithmetischen Mittels der
prozentuale Fl&chenanteil jedes Praparates bestimmt werden.

3.3.4 Messung der positiven PD-L1 Flache

Zur Quantifizierung der PD-L1-positiven Flache wurde die gleiche Methodik wie in
3.2.2 und 3.2.3 angewendet. Zundchst wurden systematische Aufnahmen der
Praparate in 100-facher VergroBerung aufgenommen, woraufhin diese mittels des
Werkzeuges ,,Color Threshold“ des Programms Fiji Image J selektiert und folglich
quantifiziert werden konnten.

Die Markierung der positiven Zellen erfolgte mit folgenden Farb-Schwellenwerten:
- ,Hue“ (Farbton): 150-210, zum Einschluss schwarzer Bereiche
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- ,Saturation” (Sattigung): 0-255, zum Einschluss des gesamten Spektrums
- ,Brightness” (Helligkeit): 14-100, zum Einschluss von dunklen Bereichen.
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Abbildung 18: Beispiel fir die Bestimmung der PD-L1-positiven Flache

Screenshots der Auswertung der PD-L1-positiven Flache mit der Software Fiji Imaged bei einem Bild des
Praparates 11670/10 bei 100-facher VergroBerung. A: Originalbild mit schwarz gefarbten PD-L1, B:
Markierung der positiv gefarbten Zellen (gelb) C: Einstellung der ,Farb-Schwellenwerte“ (,Color

Threshold®) im Programm Fiji Imaged.

Zum Ausschluss der Nicht-lymphatischen-Flache wurde diese mit folgenden Farb-

Schwellwerten gemessen und anschlieBend von der Gesamtflaiche abgezogen (vgl.

3.2.1.):

- ,Hue® (Farbton): 0-255, zum Einschluss des gesamten Spektrums

- ,Saturation” (Sattigung): 0-255, zum Einschluss des gesamten Spektrums
»Brightness” (Helligkeit): 0-[141-165], zum Einschluss von hellen Bereichen

Die Grenze des Helligkeitswertes lag meist bei 150. Bei einzelnen Aufnahmen musste
sie im Rahmen von 141 bzw. 165 angepasst werden.
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Abbildung 19: Beispiel fiir die Bestimmung der Nicht-lymphatischen Flache der PD-L1 Farbung
Screenshots der Auswertung fir die Bestimmung der Nicht-lymphatischen Flache bei dem Préparat
12249/19. A: Original-Praparat. B: Markierung der Nicht-lymphatischen Flache (rot). C: Einstellungen der

Farb-Schwellenwerte fiir die Bestimmung der Nicht-lymphatischen Flache.

Die Aufnahmen der PD-L1 Farbung des Préparates 7097/10 enthielten aufgrund des
Vorkommens zahlreicher Fettvakuolen nicht ausreichend lymphatisches Gewebe und
konnten somit nicht in die Auswertung einbezogen werden. Bei allen anderen
Praparaten wurden mindestens 3 Aufnahmen pro Praparat in die Auswertung
einbezogen und somit der prozentuale Flachenanteil bestimmt.

3.3.5 Statistische Erhebung: IHC

Die ermittelten Daten wurden zwecks der statistischen Erhebung zunachst in
LibreOffice Ubertragen. Dort wurde das arithmetische Mittel, die Standardabweichung
(Standard deviation, SD) und die Standardfehler (Standard error, SEM) der Ergebnisse
berechnet. AnschlieBend wurde die Ergebnisse und die Standardfehler mittels
Numbers graphisch dargestellt.

3.4 Molekularbiologische Expressionsanalyse

3.4.1 Prinzip der molekularbiologischen Expressionsanalyse

Die in dieser Arbeit verwendete quantitative Reverse Transkriptase Echtzeit-
Polymerase Kettenreaktion (RT-gPCR) (,Quantitative reverse transcription PCR* beruht
auf dem Prinzip der Polymerase Kettenreaktion (PCR) und dient demnach als
Vervielféltigungsmethode von Nucleinsduren. Zusatzlich ermdglicht die RT-gPCR eine
Quantifizierung der amplifizierten Genfragmente in Echtzeit (Holzapfel et al., 2007). Die
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PCR ist eine Methode zur Vervielféaltigung gewlinschter DNA-Abschnitte, welche zuvor
aus einer Probe direkt gewonnen oder von der RNA kopiert werden muss.

DNA-
Isolation

\4

\4

Real-time o | Analyse der
PCR Daten

DNAse- |
> RNA- Behandlung Reverse

Isolation (falls notwendig) Transkription

Gewebeprobe

A\ 4

Abbildung 20: Schema der DNA- und RNA-Analyse von Gewebeproben
Aus einer Gewebeprobe gewonnene RNA muss, bevor sie mittels RT-PCR vervielféltigt werden kann, von
DNA befreit werden (DNAse Behandlung) und mittels Reverser Transkription in cDNA umgeschrieben

werden (Kubista et al., 2006, verandert).

In der vorliegenden Arbeit wurde das totalRNA FFPE XS-Kit verwendet, um aus den
Gewebeschnitten der Paraffinblécken RNA zu extrahieren. Zur Beurteilung der
Qualitat, Quantitat und Konzentration dieser extrahierten RNA wurden photometrische
Absorptionsmessungen mit dem NanoDrop durchgefiihrt.

Der Quotient der Messungen im UV-Bereich bei 260 (A260) und 280nm (A280) dient
der Bestimmung der Reinheit der DNA bzw. RNA. Bei einem Quotienten zwischen 1,8
und 2,0 spricht man von reiner DNA und RNA, wobei bei einem Quotienten unter 1,8
von verunreinigter DNA bzw. RNA auszugehen ist.

Die Konzentration ist ein aus A260, speziellen Extinktionskoeffizient und
Verdiinnungsfaktor berechneter Wert (Arnemann et al., 2019). Da die Quotienten der
Proben 7097/10 und 11585/13/2a mit 1,6 und 1,74 unterhalb von 1,8 liegen (s. Anhang
7.1.7) wurden diese nicht in weitere Analysen einbezogen.

Zur Generierung von DNA-Templaten wurden alle anderen Proben mit Hilfe des
Enzyms Reverse Transkiptase in komplementare DNA (cDNA, ,,complementary DNA®)
umgeschrieben. Bei dem auch cDNA-Synthese genannten Umschreiben der RNA in
DNA, kommen komplementdre Oligo(dT)-Primer und Random Primer zum Einsatz.
Erstere hybridisieren durch ihren komplementéaren Aufbau an den Poly-A-Schwanz der
eukaryotischen mRNA. Beginnend am 3’-Ende initiieren sie damit die reverse
Transkiptase.

Random Primer bestehen aus zufélligen Nukleotidsequenzen. Diese sind meist sechs
Basen, dann random hexamers, oder neun Basen, dann random nonamers genannt,
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lang und schreiben unspezifisch mRNA-Fragmente um (Kubista et al., 2006). In einem
weiteren Schritt werden dem einstrdngigen RNA-Strang die komplementaren
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs) angehangt und es entsteht doppelstréangige
cDNA.

Die umgeschriebene cDNA wird daraufhin mittels RT-gPCR und spezifischen Primern
vervielféltigt, wobei die eingesetzten Primer den Genabschnitt bestimmen, welcher
analysiert wird.

Die Besonderheit der RT-gPCR liegt darin, dass durch Fluoreszenzmessungen die
Quantitat der DNA bestimmt werden kann, da diese proportional zu der Fluoreszenz
zunimmt. Zum Einsatz kommen hierbei sog. interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe, wie
bspw. SYBR-Green, welche sich mit einer hohen Selektivitit wahrend der
Vervielfaltigungszyklen der DNA-Doppelhelix anlagern und fluoreszieren (Holzapfel et
al., 2007). Diese emittieren unter Anregung und Emission bei 492 nm und 516 nm
Wellenldnge, sodass wahrend der Zyklen der PCR durch Fluoreszenzmessungen die
Quantitdt der Amplifikate bestimmt werden kann (Muller and Prange, 2016). Zur
Quantifizierung der amplifizierten cDNA wird der Ct-Wert (Threshold Cycle =
Schwellenwert-Zyklus) herangezogen. Dieser ist der Schnittpunkt zwischen dem
Exponentialbereich einer Amplifikationskurve und einer Schwellenwertlinie (s.
Abbildung 21). Die Ct-Werte sind ein relatives MaB fir die Konzentration des Zielgens
in der PCR-Reaktion.

Zur relativen Quantifizierung der eingesetzten Proben wird eine Standardkurve mit
einer Verdinnungsreihe von externen Standards herangezogen, welche zuvor erstellt
werden muss. Mithilfe der Steigerung der erstellten Standardkurve und den Cr-Werten
der DNA-Proben, kann nun die Ausgangsmenge der Transkipte abgeleitet werden
(Jansohn et al., 2012).

zunehmendes Fluoreszenzsignal
——
-l
¥
o
o
n
3

[ Linie zur Festlegung der
/ Analysenpunkte CT oder CP

e = : Hintergrundfluoreszenz

»
»

ansteigende Zyklenzahl

Abbildung 21: beispielhafter Verlauf einer Fluoreszenzkurve von Standards
Mit zunehmender Zykluszahl steigt das Fluoreszenzsignal und sobald dieses die Hintergrundfluoreszenz

Ubersteigt, kann der Ct-Wert bestimmt werden (Holzapfel et al., 2007, verandert).

Die Beurteilung der Spezifitdt des PCR-Produkt wird anhand von Schmelzkurven
vollzogen. Hierbei wird das DNA-Produkt (Amplikon) durch kontinuierliche
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Temperaturerhdhung aufgetrennt. Sollte der SYBR-Green Farbstoff unter unglnstigen
Bedingungen auch mit Primer-Dimeren oder PCR-Beiprodukten reagieren, kdme es zu
mehreren Peaks mit geringeren oder anderen Schmelzpunkten als die der spezifischen
Amplikons.

e
————— s il \

zunehmendes
Fluoreszenzsignal

ansteigende Temperatur [°C]

Abbildung 22: beispielhafte Darstellung einer Schmelzkurve
Die Spezifitat des amplifizierten PCR-Produktes wird durch das Vorliegen nur eines Peaks bei ~87,5°C
verifiziert (Holzapfel et al., 2007, veréndert).

3.4.2 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation wurde bei allen 7 Lymphknoten-Préparaten und dem Plazenta
Praparat durchgefuhrt. Zur Positivkontrolle und zwecks Vergleichbarkeit mit bereits
vorhandenen Ergebnissen wurden zwei Prostata-Proben sowie zwei benigne
Prostatahyperplasie-Proben der RT-gPCR hinzugefigt. Zur Gewahrleistung der
Vergleichbarkeit wurden die dem Lymphknoten zugehdrigen Prostata-Proben
ausgewahlt. Von diesen Proben lag die RNA bereits aus dem Projekt der Masterthesis
von Lucia Sophie Kilian vor und wurden freundlicherweise zur Verfligung gestellt
(Kilian, 2016). Die Lagerung der RNA erfolgte im Gefrierschrank bei -80°C.

Die zu isolierenden Proben wurden nach dem Protokoll des Herstellers des ,Nucleo
Spin®totalRNA FFPE XS* fir FFPE histopathologische Proben behandelt. Durch
Einbettung und Fixierung méglicherweise vorhandene Quervernetzungen und
Fragmentierungen der RNA werden hierbei durch eingesetzte Puffer und
Waschschritte entfernt. Zur Ldésung der auf SuperFrost Plus Objekttragern
aufgezogenen Schnitte (vgl. 3.1.2. Anfertigung der Schnittprdparate mittels
Schlittenmikrotom) wurden die Objekttrager mit Paraffin Dissolver beschickt und die
Proben vorsichtig mit einer Pipettenspitze in ein MikroreaktionsgefaB Uberfihrt. Das
Plazentapraparat wurde hierbei in mutterlichen und kindlichen Anteil aufgetrennt und
diese in jeweilige MikroreaktionsgefaBe beférdert.

AnschlieBend wurde zur weiteren Entparaffinierung 1ml Paraffin Dissolver in das Gefa
der Proben pipettiert und diese fiir eine Einwirkzeit von 5 Min auf 56°C erwdrmt. Nach
zwei-minitigem Zentrifugieren bei 16000 x g wurde der Uberstand abpipettiert. Nach
Zugabe von 140ul des Lyse Puffers MLF, erneutem Vortexen bei 16000 x g fir 2 Min
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und Abpipettieren des Uberstandes, wurde den Proben 15l Proteinase K hinzugefiigt
und diese Uber Nacht bei 55°C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde entsprechend des Protokolls des Herstellers verfahren und
nach Zugabe von 12l Prazipitationspuffer MKA und dessen flinf-minttiger Inkubation
auf Eis, die Proben 5 Min lang zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
MikroreaktionsgefaB Uberflhrt. Dieses wurde fir 15 Min auf 80°C erhitzt, um die
Quervernetzungen aufzulésen. Um die Bindebedingungen zu verbessern, wurde
daraufhin 400ul Binde-Puffer zur Probe hinzugegeben und diese nach kurzem
Vortexen fir 1 Min bei Raumtemperatur inkubiert.

Zur Reinigung der RNA wurden die Proben in Sdulen Uberfihrt und in mehreren
Waschschritten mit Waschpuffer gewaschen. Die genaue Durchfihrung ist dem
Herstellerprotokoll zu entnehmen. Es folgte der DNA-Verdau mittels rDNAse, dem
weitere Waschschritte nachgeschaltet waren. Um die RNA zu eluieren, wurde den
Proben insgesamt 14pl RNase-freies-H20 hinzugefugt, dieses fur eine Minute inkubiert
und anschlieBend die Mischung zentrifugiert. Insgesamt wurden mit dieser Methode
14pl RNA-Eluat gewonnen. Die Konzentrations- und
Absorptionsspektrumsbestimmung dieser RNA-Eluate erfolgte mittels NanoDrop (s.
Anhang 7.1.7).

3.4.3 cDNA-Synthese

Die Konzentrationsbestimmung mittels NanoDrop diente der Ermittlung des
bendtigten Volumens an RNA, welche eingesetzt werden muss, um 200 ng RNA zu
erhalten. Die ermittelte Menge der RNA-Probe (zwischen 0,8ul und 11,7pl) wurde mit
1ul Oligo-dT12-18-Primer und 1pl Random Primer gemischt. Ergdnzt wurde die
Mischung mit Analyse-H2O (RNase-/DNase-frei), sodass das Endvolumen insgesamt
13,7ul betrug. Die Proben inkubierten anschlieBend fir 5 Min bei 65°C, gefolgt von 10-
minttiger Verweildauer bei 20°C im Thermocycler und wurden anschlieBend auf Eis
gestellt. Das Erhitzen der Proben bezweckt eine bessere Bindung der Primer an die
RNA. Zur weiteren cDNA-Synthese wird eine Mischung aus 2ul AffinityScript RT
Buffer, 2ul Dithiothreitol (DTT), 0,8ul dNTP-Mix, 0,5ul RNase-Inhibitor und 1l
AffinityScript Multiple Temperature Reverse Transkiptase bendétigt. Von diesem Ansatz
werden jeweils 6,3l in die Proben (4°C) pipettiert. Es folgt eine erneute Inkubation im
Thermocycler, zundchst 5 Min bei 25°C, dann 60 Min bei 50°C und zuletzt, zum
Stoppen der Reaktion, fir 15 Min bei 70°C. Die fertig umgeschriebene cDNA wird zur
Aufbewahrung bei -20°C gelagert.

3.4.4 Quantitative Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion
Mit der quantitativen Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion wurden mittels
verschiedenen Primern Abschnitte der Zielgene PD-L1, GDF-15, KRT20 und UCHLA1

der cDNA untersucht. Zum Einordnen der Ergebnisse bedarf es einerseits der
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Normalisierung der Messwerte durch eine relative Quantifizierung mit Housekeeping
Genen (HKG). HKG werden konstitutiv exprimiert und dienen als interne Referenz
(Arnemann, 2018). In der vorliegenden Arbeit wurden die HKG GAPDH, TBP und
HPRT1 untersucht, da diese am zuverlassigsten in pelvischen Lymphknoten von PCa
Patienten exprimiert werden (Tsaur et al., 2013; Mori et al., 2008).

Zur Erstellung von Standardkurven der zu untersuchenden Gene (PD-L1, KRT20,
GDF-15 und GAPDH), wurden in dieser Arbeit ein humaner Standard-RNA Pool
verwendet. Fir PGP9.5 (UCHL1) sowie zur erneuten Beurteilung von PD-L1 wurde
eine im hiesigen Institut etablierte humane PCa Standardkurve herangezogen. Die
Bestimmung der Standardkurven des humanen Standard-RNA Pools und des
humanen PCa erfolgte mit einer RT-gPCR Verdinnungsreihe mit Analyse-H20
(RNase-/DNase-frei) (1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 und 1:320).

Die restlichen cDNA-Proben, die cDNA-Standards und die eingesetzten Primer
wurden zur weiteren Behandlung zunéchst aufgetaut und auf Eis gelegt. Die cDNA der
Proben wurde mit Analyse-H2O (Nukleasefrei) 1:10 verdinnt. Die folgenden Schritte
wurden innerhalb einer mit UV-Licht sterilisierten ,PCR-Workstation® durchgefiihrt,
wobei die Proben sich auf Eis befanden. Die wells der 96-well Platte wurden nun mit
5ul des jeweiligen cDNA-Ansatzes gefilllt. Hinzu pipettiert wurden jeweils 10ul eines
RT-gPCR Mix, bestehend aus 7,5ul QPCR MasterMix, 1ul Analyse-H>O (Nukleasefrei)
und 1,5yl des jeweiligen Primers, sodass sich in jedem well insgesamt 15l
Gesamtvolumen befanden. In die Negativkontrolle wurde anstatt des cDNA-Ansatzes
Analyse-H20 gegeben. Die 96-well Platte wurde nach Verschluss kurz zentrifugiert und
anschlieBend in einen Thermocykler mit einem warme-leitenden Metallblock (QPCR-

System) eingespannt und das RT-gPCR Programm gestartet. Die jeweiligen

Programmschritte mit Temperatur, Dauer und Anzahl der Zyklen sind Tabelle 19 zu
entnehmen.

Tabelle 19: Tabellarische Darstellung und Ubersicht (iber das RT-gPCR-Programm mit Temperaturen,

Dauer und Anzahl der Zyklen

Anzahl
Programmschritt Temperatur Dauer der
Zyklen
initiale Denaturierung 95°C 3Min 1
Denaturierung 95°C 10s
47
Annealing/Elongation 60°C 20s }
95°C 1 Min
Dissoziationsanalyse 55°C 30s 1
Y€ 11°C bis alle 30s [ 20 Min
95°C 30s
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Nach abgeschlossener RT-gPCR wurden die PCR-Amplikons zusatzlich mittels
Agarose-Gelelektrophorese analysiert zwecks Beurteilung der GréBe des Amplikons.
Das Prinzip der Gelelektrophorese besteht darin, dass nach Erkalten des Agarosegels
dieses groBe Poren aufweist. Nach Anlegen eines elektrischen Feldes, welches mit
Hilfe eines Puffers eine bessere Leitfahigkeit aufweist, werden die DNA-Amplikons/-
Produkte anhand ihrer Ladung und GréBe innerhalb des Agarosegels in Banden
aufgeteilt. Dabei wandern die DNA-Fragmente mit ihrem negativ geladenen
Phosphatriickgrat der Nucleinsdure zur positiv geladenen Anode. Als limitierender
Faktor bei der Wanderung der Molekulle dienen die Poren des Agarosegels, welche
gréBere Molekile langsamer passieren lassen und somit ein Auftrennen nach GréBe
ermdglichen. Hierbei erzeugt jeder Primerpaar eine definierte und genau
Amplikonlange nach der PCR Reaktion (s. Tabelle 10).

Vor der Elektrophorese werden die DNA-Proben mit einem Probenpuffer gemischt.
Dieser enthalt neben Glycerol, welches eine hohe Dichte sicherstellt, auch Farbstoffe,
wie bspw. Bromphenolblau, zur Markierung der Lauffront (Jansohn et al., 2012).

In der vorliegenden Arbeit wurden 2,5%ige Agarosegele verwendet, welche mit 1x
TBE-Puffer versetzt wurden. In dem Agarosegel wurde 1pl/10pl GelRed zur Farbung
der DNA-Banden geldst. Zu den RT-gPCR Proben wurden 2,5ul der DNA-Farbelésung
sorange loading dye“ hinzugegeben. Es enthélt zwei verschiedene Farbstoffe
(Xylencyanol FF und Orange G) fur die visuelle Verfolgung der DNA-Migration wahrend
der Elektrophorese. Das Vorhandensein von Glycerin stellt sicher, dass die DNA in
Leiter und Probe eine Schicht auf dem Boden des Wells bildet. Nachdem die
Agarosegele in TBE-Puffer gelegt wurden, fligte man 5ul Gel Standard-Leiter (,Low
Range DNA Ladder” und 17ul der RT-gPCR Proben hinzu. AnschlieBend wurde zur
Erzeugung eines elektrischen Feldes eine konstante Spannung von 120V Uber zwei
Stunden angelegt. SchlieBlich wurden die Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht
und mittels dem E-Box-System Bilder aufgenommen (s. Anhang 7.1.8, 7.1.9, 7.1.10
und 7.1.11).

3.5 Auswertung der Molekularbiologische Expressionsanalyse

Die Software Mx3005P QPCR-MXx Pro erstellte die Amplifikations- und Schmelzkurven
(auch Dissoziationskurve) der analysierten RT-gPCR Ansatze. Mit Hilfe der
eingesetzten cDNA-Standards konnten die Standardkurven fir jeden Primer ermittelt
werden. Die Standardkurven hatten eine Effizienz von 95,5-99,7%. AnschlieBend
erfolgte ein Vergleich der Amplifikations- und Schmelzkurven der Proben und
Negativkontrollen mit denen der Standards (s. Abbildung 23).
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Abbildung 23: Exemplarische Darstellung der Auswertung der RT-gPCR
Screenshots der Auswertung der GAPDH-Expression mit der QPCR Software MxPro. A:

Amplifikationskurve B: Dissoziationskurve C: Standardkurve

Ebenfalls wurde zur Sicherstellung der Spezifitdt, die Dissoziationskurven auf
Abweichungen untersucht, um Primer-Dimere oder PCR-Beiprodukte von der weiteren
Auswertung auszuschlieBen. Abweichungen von den Amplifikationskurven der
Standards bzw. Primer-Dimere traten bei TBP und HRPT1 auf. Somit wurden sie nicht
als Referenzgen verwendet. Ebenfalls von der weiteren Auswertung ausgeschlossen
wurden die KRT20-Ansatze, da keine KRT-20 Amplifikate nachgewiesen werden
konnten.

Zur Kontrolle der aus den Amplifikationskurven gewonnenen Ergebnissen, wurden die
Gelelektrophorese-Agarosegele herangezogen. Es wurden die Laufstrecken der
eingesetzten Standards mit den Laufstrecken der RT-gPCR Ansédtzen verglichen.
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Hierbei konnte festgestellt werden, dass die Proben mit von dem Standard
abweichenden Dissoziationskurven ebenso kiirzere Banden als die der Standardprobe
aufwiesen. Teilweise konnten in der Agarose-Gelelektrophorese auch keine Banden
nachgewiesen werden.
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Abbildung 24: Aufnahmen des 2,5%igen Agarosegels der GAPDH PCR Produkte (Amplikon) zur
beispielhaften Uberpriifung

Nach Ausschluss der unspezifischen Ergebnisse, konnte mittels der QPCR-Software
MxPro die relative Quantitdt (Q) mit den ausgewéhlten Standardkurven bestimmt
werden. Es wurde jeweils der Mittelwert aus den Qr-Werten der Doppelbestimmung
berechnet. Der Quotient aus dem Q-Wert des Zielgens und dem Qr-Wert des
Referenzgens (Qr-Wert Zielgen / Q-Wert Referenzgen) diente zur Bestimmung der
Expression der Zielgene. Von den drei eingesetzten Housekeeping Genen TBP und
HRPT1 konnte lediglich GAPDH in allen Proben nachgewiesen werden und wurde
somit als Referenzgen verwendet.

3.5.1 Statistische Erhebung: Molekularbiologische Expressionsanalyse

Die Auswertung der Daten und das Erstellen von Diagrammen erfolgte mit den
Programmen Exel und Numbers. Hierbei wurde sich auf Grund mangelnder
Probenanzahl auf das Erheben der einzelnen Expressionen in jedem Praparat
beschrankt und keine weiteren statistischen Test durchgefiihrt.
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4.Ergebnisse
4.1 H.E.-Farbungen

Die HE-Farbungen geben einen generellen Uberblick Uber die Struktur der
Lymphknoten. Es kdnnen Cortex, Lymphfollikel sowie interstitielles Gewebe mit
retikularen Fasern unterschieden werden. Ebenfalls ist die Struktur der Lymphsinus
erkennbar (s. Abbildung 25).

Abbildung 25: Exemplarische Darstellung von Gewebeschnitten der Lymphknoten (HE-Farbung)
A: GS6 (Praparatnr.: 7232/10), B: GS9 (Praparatnr.: 7746/10), C: GS7 (Praparatnr.: 9507/07), D: GS6
(Praparatnr.: 16770/10). WeiBer Stern: Lymphfollikel, schwarze Pfeile: Cortex, weiBes Finfeck:

interstitielles Gewebe, weiBe Pfeilspitze: Lymphsinus

4.2 GDF-15IHC
4.2.1 Gegeniiberstellung der Positiv- und Negativkontrolle

unter Verwendung von Prostata-Gewebe

Die Lymphknoten wurden mittels IHC Farbung auf das Vorhandensein von GDF-15
untersucht werden, wobei zur Sicherstellung von korrekten Farbeergebnissen eine
Positivkontrolle des PCa (Praparatnummer: 11586/13, GS9) simultan mit den
Lymphknotenpraparaten gefarbt wurde. Aus der Arbeitsgruppe ist bekannt, dass sich
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in diesem Prostata-Préparat GDF-15+-Zellen befinden und sich diese Probe somit gut
als Positivkontrolle eignet (Maximilian Skowronek, Dissertation 2022).

Abbildung 26: Exemplarische Darstellung der GDF-15 IHC einer PCa Biopsie
(Préparat 11586/13, GS9). Positiv- (A) und Negativkontrolle (B). Die Bilder zeigen jeweils die identische
Stelle der Positiv- (A) und Negativkontrolle (B) bei unterschiedlicher VergroBerung. Die schwarzen Pfeile

zeigen auf GDF-15+ Zellen.

In den Préparaten der Positivkontrolle ist eine hellrote Farbung der
Prostatadriisenzellen erkennbar. Diese nimmt luminalwéarts zu, wohingegen im
Intersitium der Prostata keine positiven Signale zu erkennen sind (s. Abbildung 26 A).
In der Negativkontrolle ist an den kongruenten Stellen eine immunhistochemische
Farbung ausgeblieben (s. Abbildung 26B).

4.2.2 Gegeniiberstellung der GDF-15 gefdarbten Lymphknoten und

Negativkontrolle

Im immunhistochemisch mittels GDF-15 Antikérper untersuchten LK-Praparat
7746/10 (GS 9) sind hellrote Bereiche im Interstitium erkennbar (s. Abbildung 27A).
Diese befinden sich zwischen den Lymphozyten, haben keinen ersichtbaren Zellkern
und treten in unterschiedlicher GréBe im gesamten Lymphknotenpraparat auf (s.
Abbildung 27A). In der Negativkontrolle- des LK-Praparates 7746/10 (GS9) sind an den
kongruenten Stellen simultane Rotfarbungen des Interstitiums sichtbar (s. Abbildung
27B).
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Abbildung 27: Exemplarische Darstellung der GDF-15 IHC im Aufnahmen des Lymphknoten
(Praparat 7746/10, GS 9). Positiv- (A) und Negativkonrolle (B). Die Bilder zeigen jeweils identische Stellen
der Positiv- (A) und Negativkontrolle (B) bei unterschiedlicher VergréBerung. Die schwarzen Pfeile zeigen

auf die hellroten Bereiche.

In allen Lymphknotenprédparaten, welche immunhistochemisch mittels GDF-15
Antikérper untersucht wurden, sind zwischen den Lymphozyten, im interstitiellen
Raum, hellrot geférbte, Bereiche zu beobachten (s. Abbildung 28 A+B). Diese liegen in
allen Lymphknoten, unabhangig ihres GS vor.

Abbildung 28: Exemplarische Darstellung der GDF-15 IHC in Lymphknoten.
A: GS6 (Praparat 11670/10), B: GS9 (Praparat 11585/13). Die schwarzen Pfeile zeigen auf die hellroten

Bereiche.

4.3 PD-L1-IHC

4.3.1 Gegeniiberstellung der Positiv- und Negativkontrolle unter
Verwendung von Plazenta-, Prostata- und Lymphknoten-Gewebe

In den untersuchten Placenta-, PCa- und Lymphknotenpréaparaten wurden mittels IHC-
Farbung PD-L1-positive Zellen identifiziert. Diese liegen im Placentapréparat

hauptséchlich im Randbereich der Zotten vor (s. Abbildung 29C). In der Amnionplatte

sowie im Chorionepithel konnten keine positiven PD-L1+ Zellen gefunden werden (s.
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Abbildung 29A). In der Negativkontrolle (s. Abbildung 29 B, D) sind keine positiv gefarbten

Zellen erkennbar.

Abbildung 29: Exemplarische Darstellung der IHC in der Plazenta (Praparat 1331)
Positiv- (A,B) und Negativkontrolle (C,D). Die Bilder zeigen jeweils identische Stellen der Positiv- (A, B)
und Negativkontrolle (C, D). Die schwarzen Pfeile zeigen auf die Randbereiche der Zotten mit positiv

gefarbten PD-L1+ Zellen.

Im immunhistochemisch untersuchten PCa-Préparat 11586/13 (GS9) liegen die PD-
L1+-Zellen in einer langlich gezogenen Akkumulierung zwischen den Prostatadriisen,
im Stroma vor (s. Abbildung 30A). In den Prostatadriisen sowie in deren Lumen (s.
Abbildung 30A) sind, genauso wie in der Negativkontrolle (s. Abbildung 30B) keine
PD-L1+-Zellen vorzufinden.
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Abbildung 30: Exemplarische Darstellung der PD-L1 IHC in der Prostata
(Préparat: 11586/13, GS 9). Positiv- (A) und Negativkontrolle (B). Die Bilder zeigen jeweils identische

Stellen der Positiv- (A) und Negativkontrolle (B). Die schwarzen Pfeile zeigen auf die PD-L1+ Zellen.

In dem als Positivkontrolle verwendeten LK-Préparat 7232/10 (GS6) konnten PD-L1-
immunreaktive Zellen insbesondere in den Randbereichen der Lymphfollikel in
Akkumulationen identifiziert werden. Vereinzelte PD-L1+-Zellen sind auch im
Lymphfollikel erkennbar (s. Abbildung 31A). In der Negativkontrolle ist an der

identischen Stelle im Praparat hingegen eine immunhistochemische Farbung
ausgeblieben (s. Abbildung 31B).

Abbildung 31: Exemplarische Darstellung der PD-L1 IHC im Lymphknoten
(Préparat 7232/10, GS6) Positiv- (A) und Negativkontrolle (B). Die Bilder zeigen jeweils identische Stellen

der Positiv- (A) und Negativkontrolle (B). Die schwarzen Pfeile zeigen auf die PD-L1+ Zellen.

4.3.2 Lokalisation PD-L1 immunreaktiver Zellen im Lymphknoten

Der ,progammed death ligand 1“ konnte in den Lymphknoten mittels IHC identifiziert
werden. In allen Lymphknoten-Praparaten waren PD-L1+Zellen zu erkennen (s.
Abbildung 32 A-D). Dabei treten sie meistens in nestartigen, langgezogenen Gruppen
im Randbereichen der Lymphfollikel auf, welche sich analog der retikuldren Fasern um
die Lymphfollikel winden. Es ist weder ein vermehrtes Auftreten medulla- noch
cortexwarts zu bemerken. Seltener findet man immunreaktive PD-L1 Zellen zwischen
den einzelnen Lymphozyten (s. Abbildung 32A).
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Abbildung 32: Exemplarische Darstellung der PD-L1 IHC in Lymphknoten
A: GS6 (Praparat 7232/10), B: GS7 (Praparat 9507/07), C+D: GS9 (Praparat 11670/10). Die schwarzen

Pfeile zeigen auf PD-L1+ Zellen.

4.3.3 Flachenanteil von PD-L1

Der prozentuale Flachenanteil der PD-L1-immunreaktiven Zellen wurde in sechs der
sieben Lymphknoten Praparaten bestimmt (s. 3.3.4 und Abbildung 33). Der Anteil der
PD-L1-immunreaktiven Flache liegt bei den untersuchten Lymphknoten
unterschiedlicher GS zwischen 1,8% und 23,2%. Den héchsten Flachenanteil
immunreaktiver PD-L1 Zellen weist mit 23,3% Praparat 7232/10 auf, das aus einem
Patienten mit GS6 stammt. Am niedrigsten (1,8%) war der Anteil PD-L1-
immunreaktiver Zellen im Praparat 7232/10, das aus einem PCa-Patienten mit GS7
stammt (s. Abbildung 33). Die Flachenanteile PD-L1 immunreaktiver Zellen der
anderen Praparate 11670/10 (GS6; 5,2%), 12449/10 (GS7; 7,8%), 11585/13 (GS9;
6,7%) und 7746/10 (GS9; 10,0%) liegen dazwischen (s. Abbildung 33).

76 von 152



40

30

20

PD-L1 Flache [%]

7232/10 11670/10 12449/10 9507/07 11585/13 7746/10
GS6 GS7 GS9

Abbildung 33: PD-L1 Flachenanteil (in %) in Lymphknoten unterschiedlicher GS

Mittelwerte der Dreifachmessung eines Praparates +SEM.

Um mogliche Unterschiede im Auftreten von PD-L1 Zellen in Abhéngigkeit von der
Malignitat festzustellen, wurden die einzelnen Lymphknotenpraparate je nach
Zugehdrigkeit ihrer GS zusammengefasst.

Hierbei zeigen die Lymphknotenpraparate der GS6-PCa Patienten den hédchsten
durchschnittlichen prozentualen Flachenanteil mit 14,2%, die Praparate der GS7-PCa
Patienten weisen im Durchschnitt mit 4,8% den niedrigsten Fl&dchenanteil auf und die
Préaparate der GS9-PCa Patienten befinden sich mit durchschnittlich 8,3% PD-L1
Flachenanteil in der Mitte (s. Abbildung 34). Dabei betragt der Durchschnitt des PD-L1
Flachenanteils der LK der GS6-PCa Patienten das 2,9-fache der LK der GS7-PCa
Patienten und das 1,7fache der LK der GS9-PCa Patienten. Der durchschnittliche
prozentuale Flachenanteil der LK der GS9-PCa Patienten ist um den Faktor 1,7 héher
als in den LK der GS7-PCa Patienten (s. Abbildung 34).
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Abbildung 34: PD-L1 Flachenanteil (in %) in Lymphknoten, gruppiert nach zugehérigen GS
Mittelwerte (GS6 n=2, GS7 n=2, GS9 n=2) + SEM.
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4.4 CD68 IHC

4.4.1 Lokalisation und Morphologie der CD68*-M®

Die CD68*-M® wurden in allen Lymphknoten unterschiedlicher GS gefunden. Sie sind
sowohl im Cortex als auch im Paracortex lokalisiert. Akkumulationen CD68*-M®

existieren zwischen den Lymphfollikeln innerhalb der Trabekel des Lymphknotens
(Abbildung 35 B).

Abbildung 35: Exemplarische Darstellung der CD68 IHC in Lymphknoten
A: GS6 (Praparat 11670/10), B: GS9 (11586/13). Die schwarzen Pfeile zeigen auf CD68*-M®.

4.4.2 Flachenanteil der CD68*-Makrophagen

Der Anteil der CD68*-M®-Flache liegt in den einzelnen Lymphknoten Praparaten
zwischen 1,6 und 6,5% (Abbildung 36). In den Praparaten mit GS6 (7097/10; 6,5%),
(11670/10; 5,3%), GS7 (12449/10; 6,3%) und GS9 (7746/10; 5,5%) ist der
Flachenanteil &hnlich hoch (5,3-6,5%). Niedriger als in diesen Préparaten liegt der
Flachenanteil in den anderen Prédparaten des GS6 (7232/10; 2,1%) GS7 (9507/07;
3,3%), und GS9 (11585/13; 1,6%) (Abbildung 36).
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Abbildung 36: CD68*-Flachenanteil (in %) in Lymphknoten unterschiedlicher GS

Mittelwerte der Flinffachmessung eines Praparates +SEM.

Der mittlere CD68*-M®-Flachenanteil zeigt, bei Zusammenfassung der jeweiligen
GS6, GS7 bzw. GS9 Daten, keine starke Variation zwischen den CD68*-M®
Flachenanteilen der einzelnen GS. Diese liegen zwischen 3,5% und 4,8%.

Hierbei zeigt der Durchschnitt der Lymphknotenpraparate der GS7-PCa Patienten im
Mittel den héchsten CD68*-M® Flachenanteil (4,8%), gefolgt von denen der GS6-PCa
Patienten mit 4,6%. Der CD68*-Flachenanteil in den LK der GS9-PCa Patienten stellt
mit 3,5% den niedrigsten Wert dar (s. Abbildung 37). Dieser ist im Vergleich zum
CD68*-Flachenanteil der GS6-PCa Patienten um den Faktor 0,76 niedriger und 0,73-
fach niedriger als der CD68*-Flachenanteil der GS7-PCa Patienten. Der h&chste
CD68*-Flachenanteil der GS7-PCa Patienten ist gegentber dem der GS6-PCa
Patienten um dem Faktor 1,05 erhdht.
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Abbildung 37: CD68*-Flachenanteil (in %) in Lymphknoten, gruppiert nach zugehérigen GS
Mittelwerte +SEM (GS6 n=3, GS7 n=2, GS9 n=2).
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4.5 B-Lymphozyten (CD19) IHC
4.5.1 Lokalisation und Morphologie der B-Lymphozyten (CD19)

CD19 immunreaktive B-Lymphozyten wurden in allen untersuchten
Lymphknotenpraparaten unterschiedlicher GS gefunden. Im Cortex des
Lymphknotens ist ihre Anordnung in Follikel deutlich erkennbar. (s. Abbidung 38 A).
Vereinzelt sind CD19*-Zellen auch auBerhalb der Follikel nachweisbar (s. Abbbildung
38 B). Durch die hellrote Immunfarbung mittels alkalischer Phosphatase konnten sie
gut vom Rest des lymphatischen Gewebes unterschieden werden. Zuséatzlich diente
der runde, meist zentral liegende Zellkern als Identifizierungsmerkmal.

Abbildung 38: Exemplarische Darstellung der CD19 IHC in Lymphknoten
A: GS6 (Praparat 7232/10), B: GS9 (Prédparat 7746/10). Die schwarzen Pfeile zeigen auf CD19*-
Lymphozyten.

4.5.2 Flachenanteil der B-Lymphozyten

Der prozentuale Flachenanteil der CD19*-Lymphozyten liegt in den untersuchten
Lymphknoten unterschiedlicher GS zwischen 0,9 und 22,3% (s. Abbildung 39). Hierbei
liegt der Flachenanteil in den Praparaten 7097/10 (GS6; 0,9%), 7232/10 (GS6; 7,7%)
und 11670/20 (GS6; 4,7%) zwischen 0,9 und 7,7%. In den restlichen Praparaten
(12449/10 (GS7; 17,9%), 9507/10 (GS7; 17,6%), 11585/13 (GS9; 22,3%) und 7746/10
(GS9; 12,5%) ist der Anteil deutlich héher (s. Abbildung 39).

82 von 152



40

3° |

20 I [

CD19*-Flachenanteil [%]

10

7097/10 7232/10 11670/10 | 12449/10 9507/07 11585/13 7746/10

GS 6 GS7 GS9

Abbildung 39: CD19-Flachenanteil (in %) in Lymphknoten unterschiedlicher GS

Mittelwerte der Flinffachmessung eines Praparates +SEM.

In der Zusammenfassung der GS liegt der mittlere Flachenanteil der immunreaktiven
CD19*-Lymphozyten der LK des GS6-PCa Patienten bei 4,5% (s. Abbildung 40). Die
mittleren CD19"-Flachenanteile in LK der GS7 und 9 PCa Patienten liegen mit 17,8%
(GS 7) und 17,4% (GS9) deutlich héher als die der GS 6 PCa Patienten (s. Abbildung
40). Der hochste prozentuale CD19"-Flachenanteil in LK der GS7 PCa Patienten ist 4,0
fach héher als der prozentuale CD19"-Flachenanteil in LK der GS6 PCa Patienten aber
nur um den Faktor 1,02 hdher als der durchschnittliche CD19-Flachenanteil in LK der

GS9 Patienten. Der Durchschnitt des CD19*-Flachenanteil in LK der GS9 PCa
Patienten ist 3,9fach héher als bei GS6 PCa Patienten (s. Abbildung 40).
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Abbildung 40: CD19*-Flachenanteil (in %) in Lymphknoten, gruppiert nach zugehérigen GS
Mittelwerte +SEM (GS6 n=3, GS7 n=2, GS9 n=2).
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4.6 IHC-Farbung: PGP 9.5

Zur ldentifikation von Neuronen und neuroendokrinen Zellen wurde die
immunhistochemische Farbung mit PGP 9.5 angewendet. Zur Kontrolle der
spezifischen Farbung wurde die Farbemethode mit einer Positiv- und Negativkontrolle
aus PCa-Schnitten Gberpriift.

4.6.1 Gegeniiberstellung von Positiv- und Negativkontrolle

.

b

a ve el o oo um’ B N Tk Y 00 pm

Abbildung 41: Exemplarische Darstellung der PGP 9.5 IHC in der Prostata
(Praparat 11586/13, GS9). Positiv- (A) und Negativkontrolle (B). Die Bilder zeigen jeweils identische Stellen

der Positiv- (A) und Negativkontrolle (B). Die schwarzen Pfeile zeigen auf PGP 9.5+ Zellen.

In der Positivkontrolle sind bei der PGP9.5 IHC komplette Nervenblindel braunlich
angefarbt (s. Abbildung 41 A), wohingegen in der Negativkontrolle aufgrund der
Kerngegenfarbung lediglich die Zellkerne blaulich markiert wurden (s. Abbildung 41 B).
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4.6.2 PGP 9.5 im Lymphknoten

In den Lymphknoten Préparaten wurden keine PGP 9.5* Strukturen gefunden, welche
histologisch Neuronen oder neuroendokrinen Zellen dhneln (Abbildung 42).

Abbildung 42: Exemplarische Darstellung der PGP 9.5 IHC in Lymphknoten
A: GS 9 (Praparat 7746/10), B: GS 7 (Praparat 9507/07). Es ist eine unspezifische Hintergrund-

Braunfarbung sichtbar. Neuronen oder neuroendokrine Zellen wurden nicht angeférbt.

4.7 Expressionsanalysen: RT-qPCR

In insgesamt funf Lymphknoten-, zwei PCa, zwei BPH und zwei Plazentapréparaten
wurde die GDF-15-, PD-L1und PGP 9.5 Expression mit GAPDH als Referenzgen
ermittelt. Die Bestimmung der Expression wurde als Quotient der relativen Quantitat
(Qr) des Zielgens und des Referenzgens bestimmt (Qr Zielgen / Qr Referenzgen).

4.7.1 GDF-15 Expression

Die RT-gPCR ergab, dass in den Lymphknotenpraparaten 7232/10 (GS6; relative
Expression (r.E.): 0,0), 11670/10 (GS6; r.E.: 0,0), 9507/07 (GS 7; r.E.: 0,0), 7446/10
(GS9, r.E.: 0,00 keine GDF-15 Expression vorhanden ist (s. Abbildung 43). Im
Lymphknotenpraparat 12449/10 (GS7) konnte im Verhéltnis zu GAPDH eine relative
Expression von 2,1 detektiert werden (s. Abbildung 43). Wéhrend im PCa-Praparat
9508/07(GS7) keine GDF-15 Expression gemessen werden konnte, lag im PCa-
Praparat 7447/10 (GS9) eine geringe r.E. von 12,1 vor (s. Abbildung 43). Wie erwartet
wurde in der Plazentaprobe eine hohe GDF-15 Expression (288,6) festgestellt (s.
Abbildung 43).
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Abbildung 43: relative GDF-15 Expression

Relative GDF-15 Expression (normalisiert auf GAPDH) in LK, PCa bzw. Placenta. Mittelwerte.

In der Zusammenfassung der Gleason Scores der LK und der untersuchten BPH-,
Prostata- und Plazentapraparate zeigt sich, dass die GDF-15-Expression in den zur
Kontrolle verwendeten BPH-, Prostata- und Plazentaprdparaten um ein Vielfaches
hoher ist als in den LK-Praparaten. Lediglich in den LK des GS7 wird GDF-15
exprimiert (r.E.: 1,06), wobei die Expression in den BPH-Praparaten um den Faktor 3,8,
in den PCa-Praparaten um den Faktor 5,7 (r.E.: 6,0) und in dem Plazentapraparat um
den Faktor 272,1 (r.E.: 288,6) hdher ist (s. Abbildung 44).
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Abbildung 44: GDF-15 Expression
Relative GDF-15 Expression (normalisiert auf GAPDH) in LK, PCa bzw. Placenta, gruppiert nach GS der
LK (GS6 n=2, GS7 n=2, GS9 n=1), BPH (n=2), Prostata (n=2) bzw. Plazenta (n=1). Mittelwerte +SEM.

4.7.2 PD-L1 Expression

In drei der finf Lymphknotenpréparaten konnte mittles RT-gPCR eine Expression
von PD-L1 festgestellt werden (s. Abbildung 45). Dabei ist die Expression im LK
7232/10 (GS6; r.E.: 7637,3) 5-fach so hoch wie im LK 11670/10 (GS6; r.E.: 1528,2).
In den LK des GS7 (9507/07, 12449/19) wurde keine PD-L1 Expression erkannt. Die
PD-L1-Expression im LK 7446/10 (GS9; r.E.: 6626,9) ist um das 0,87-fache niedriger
als im LK 7232/10 (GS6). In den BPH-Praparaten wurde im Préaparat BPH8 eine 4,5
fach héhere PD-L1-Expression gemessen (r.E.: 2099,9), als im Préparat BPH9 (r.E.:
462,6). Im PCa-Praparat 9508/07 (GS7; r.E.: 11287,4) wurde eine 12,1-fach héhere
PD-L1 Expression mittels RT-gPCR ermittelt als im PCa-Praparat 7447/10 (GS9;
r.E.: 932,3). Die héchste PD-L1-Expression wurde im Plazentapraparat ermittelt (r.E.:
26579,6) (s. Abbildung 45).
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Abbildung 45: PD-L1 Expression
Relative PD-L1 Expression (normalisiert auf GAPDH) in LK, PCa bzw. Placenta. Mittelwerte.

Die Zusammenfassung der untersuchten LK in ihre zugehdrigen GS zeigt im GS 9 (r.E.:
6626,9) eine 1,45 héhere PD-L1 Expression als im GS6 (r.E.: 4582,7) (s. Abbildung 46).
Zudem ist die PD-L1 Expression in LK der GS9-PCa Patienten 5,2-fach hoher als die
PD-L1 Expression der BPH-Praparate (r.E.: 1281,3) und 1,1-fach hoher als die PD-L1
Expression der PCa-Praparate (r.E.: 6109,9) (s. Abbildung 46). Die héchste gemessene
PD-L1 Expression liegt in der Plazenta vor (r.E.: 26579,6) und ist um den Faktor 4,0
hdher als im LK GS9 (s. Abbildung 46).

89 von 152



30000

22500

15000

7500 “r

LK GS6 LK GS7 LK GS9 BPH Prostata Plazenta

PD-L1 (PD-L1/GAPDH)

Abbildung 46: PD-L1 Expression
Relative PD-L1 Expression (normalisiert auf GAPDH) in LK, PCa bzw. Placenta, gruppiert nach GS der LK
(GS6 n=2, GS7 n=2, GS9 n=1), BPH (n=2), Prostata (n=2) bzw. Plazenta (n=1 Mittelwerte +SEM.

4.7.3 Expression von PGP9.5

Eine PGP9.5 Expression konnte in den funf Lymphknoten lediglich im Préparat
9507/07 (GS7) festgestellt werden (r.E.: 577,88) (s. Abbildung 47). Eine im Vergleich
dazu, um den Faktor 8,7 niedrigere PGP 9.5 Expression konnte im BPH 8 (r.E.: 66,4)
und um den Faktor 2,3 niedrigere PGP9.5 Expression im BPH9 Praparat (r.E.: 247,5)
ermittelt werden. In den untersuchten PCa-Préparaten 9508/07 (GS7, r.E.: 1,1) und
7747/10 (GS9; r.E.: 119,5) wurden stark variierende PGP9.5 Expressionen gefunden.
Im PCa-Praparat 9508/07 lag im Vergleich zu dem aus dem gleichen Spender
stammenden LK (9507/07) eine 525,3-fach niedrigere PGP 9.5 Expression vor,
wohingegen die PGP 9.5 Expression im PCa-Praparat 7747/10 (GS9) nur um den
Faktor 4,8 niedriger als im LK 9507/07 war (s. Abbildung 47).
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Abbildung 47: PGP 9.5 Expression
Relative PGP 9.5 Expression (normalisiert auf GAPDH) in LK, BPH bzw. PCa. Mittelwerte.

In den LK des GS 6 und 9 liegt keine PGP 9.5 Expression vor. In den LK des GS7 (r.E.:
288,9) wurde eine um den Faktor 5,3 hohere mittlere PGP9.5 Expression als in den
untersuchten BPH-Praparaten (r.E.: 76,8) und um den Faktor 6,9 hdher als in den
untersuchten PCa-Praparaten (r.E.: 59,0) gefunden.
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Abbildung 48: PGP 9.5 Expression
Relative PD-L1 Expression (normalisiert auf GAPDH) in LK, PCa bzw. Placenta, gruppiert nach GS der LK
(GS6 n=2, GS7 n=2, GS9 n=1), BPH (n=2), Prostata (n=2) bzw. Plazenta (n=1). Mittelwerte +SEM.
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5. Diskussion

Der Wachstums- und Differenzierungsfaktor 15 (GDF-15) ist als divergentes Mitglied
der TGF-B Superfamilie an zahlreichen physiologischen Prozessen des menschlichen
Korpers beteiligt. Unter physiologischen Bedingungen wird er nur in der Plazenta
konstitutiv hoch exprimiert (Ago und Sadoshima, 2006), wéhrend in bestimmten
pathologischen Zustdnden wie bspw. Atherosklerose, Herzversagen bzw. Diabetes
mellitus der stress-induzierte GDF-15 auch generell vermehrt exprimiert wird. Die
erhohte GDF-15 Expression unter pathologischen Zustidnden, wie der
Tumorprogression und -metastasierung ist Gegenstand vieler Forschungen (Breit et
al., 2011; Corre et al., 2013; Spanopoulou and Gkretsi, 2020). Neben pleiotropen
Effekten von GDF-15 konnte eine Korrelation zwischen hohen GDF-15
Konzentrationen im Serum oder Gewebe von Patienten und einem verkirzten
Gesamtliberleben beobachtet werden (Spanopoulou und Gkretsi, 2020).
Interessanterweise wird in einigen Publikationen GDF-15 eine Beteiligung an der
Metastasierung zugeschrieben (Spanopoulou und Gkretsi, 2020; Li et al., 2015). Beim
PCa wurde diesbezlglich in vivo eine Reorganisation der Aktinfilamente und in vitro
ein vermehrtes Auftreten von Metastasen beschrieben (Senapati et al., 2010). Die in
der bisherigen Literatur beschriebenen Befunde konzentrieren sich dabei
hauptsdchlich auf Untersuchungen von Serum-Konzentrationen oder von
Tumorgewebe. In dieser stand die immunhistologische Untersuchung der
Mikrometastasen in regiondren Lymphknoten, den sog. Wéchter-Lymphknoten
(Sentinel-Lymphknoten) der Prostatakrebspatienten, im Fokus. Um das Versténdnis
der Rolle von GDF-15 bei der Metastasierung zu verbessern, wurde auch der
Zusammenhang mit immunologischen Aspekten, insb. der M®- und B-
Lymphozyteninfiltration, sowie das Vorkommen PD-L1 immunreaktiver Zellen und der

Innervation untersucht.

5.1 Diskussion des Materials und der Methodik

Die meisten, der in der Literatur beschriebenen Untersuchungen, welche sich mit einer
GDF-15 abhangigen Metastasierung befassen, basieren auf Analysen von Zelllinien
(Senapati et al.,, 2010; Bruzzese et al.,, 2014; Wang et al., 2019), sowie aus von
Mausen stammendes Gewebe (Tsui et al., 2012; Husaini et al., 2012) oder humanen
Patientenserum (Windrichova et al., 2017; Brown et al., 2009). Das in dieser Arbeit
verwendete humane, formalinfixierte und in Paraffin eingebettete Gewebe der
Lymphknoten gibt, im Vergleich zum Tiermodell, eine spezifischere Aussage Uber das
humane PCa. Allerdings limitiert die Abhangigkeit von humanen Spendern die
Verflgbarkeit von Gewebe, sodass fir die vorliegende Arbeit nur eine geringe Anzahl
von Proben (n=7) zu Verfligung stand, wodurch statistische Analysen nicht mdglich
waren. Weitere Spenden von PCa-Patient’innen in Form von formalin-fixierten

92 von 152



Lymphknoten oder Patientenseren wurden dem Institut der Anatomie und Zellbiologie
leider nicht zur Verfligung gestellt.

Die Basis dieser Arbeit lag deshalb in der immunhistochemischen Untersuchung des
vorhandenen Probenmaterials. Immunhistochemische Farbemethoden sind seit
Jahren etablierte Nachweisverfahren zur Darstellung von Antigenen im
Gewebematerial. Hierbei bedarf die Lagerung der Schnittpréparate keine aufwendige
KUhlung und die Analyse der Proben kann unter einem laboriblichen Lichtmikroskop
erfolgen. Dennoch nachteilig anzusehen, ist die unterschiedliche Sensitivitdt und
Spezifitat der verwendeten Antikdrper. Zur spezifischen Farbung der einzelnen
Antikérper wurden nach Vorversuchen unterschiedliche Signalverstarkungsmethoden
eingesetzt, um ein ausreichend starkes Signal zu erhalten. Im Rahmen der
immunhistochemischen Férbungen wird dadurch das Hintergrundsignal erhéht.
AuBerdem ist bei der Lagerung der formalin-fixierten Proben eine Veradnderung der
Epitope der Antigene nicht ausgeschlossen, wodurch trotz Demaskierungsverfahrens
eine Reaktion des Antikérpers mit dem Antigen ausbleiben kann.

5.2 HE-Farbungen

Die HE-Farbung vermittelt einen generellen Uberblick des vorliegenden Lymphknoten-
Gewebes. Es ist erkennbar, dass die vorliegenden Lymphknotenbiopsien viel
Fettgewebe enthalten und das lymphatische Gewebe reich an Fettzellen ist. Zur
Berechnung der Flache des lymphatischen Gewebes an der Gesamtfliche des
Praparates musste die nicht-lymphatische Flache von der Gesamtflache subtrahiert
werden. Das zahlreiche Vorkommen von Fettgewebe im Schnittpraparat limitierte die
Menge des insgesamt vorkommenden, lymphatischen und somit auszuwertenden
Gewebes. Darlber hinaus ist zwischen den Lymphfollikeln ein unregelmaBiger Aufbau
erkennbar, welcher aufgrund nicht oder nur unregelmaBig vorhandener Zellkerne das
Hamatoxylin weniger gebunden hat und dadurch heller erscheint. Kinftig wéare zur
Bestimmung des Vorliegens etwaiger Mikro- bzw. Makrometastasen, eine Cytokeratin-
bzw. anti-PSA IHC hilfreich (Litjens et al., 2018; Potter et al., 2000), welches eine
genauere Aussage Uber die Malignitat der vorliegenden LK zulassen wiirde.

5.3 GDF-15

Die Metastasierung von Krebszellen stellt fir an PCa erkrankte Patienten eine enorme
Prognoseverschlechterung dar (Shou et al., 2018; Beyer et al., 2021). Umso
entscheidender ist demnach die Wahl der Therapie, denn nur durch eine radikale
Prostatektomie zusammen mit der Lymphknotenentfernung kann eine weitere
Metastasierung mit groBer Wahrscheinlichkeit inhibiert werden. Eine operative
Lymphadenektomie sollte jedoch nur bei der Wahl der kurativen Therapieform
durchgefihrt werden.
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Préaoperativ kann mittels PSA-Wert, DRU-Status, AusmaB des PCa und Gleason-Score
in der Biopsie und bildgebenden Verfahren (TRUS, ggf. MRT) die Wahrscheinlichkeit
der lymphatischen Ausbreitung ermittelt werden. Diagnostisch und auch therapeutisch
stellt die Lymphadenektomie die einzig sichere Form des N-Stagings und der
Entfernung der Metastasen dar (Schmelz et al., 2014).

Da GDF-15 nach neuesten Erkenntnissen einen maBgeblichen Einfluss auf die
Metastasierung von Krebszellen zu nehmen scheint (Spanopoulou and Gkretsi, 2020),
wurden die LK-Biopsien von PCa Patienten unterschiedlicher GS auf die Existenz
GDF-15 immunreaktiver Zellen untersucht. Bislang wurden GDF-15 beim PCa sowohl
Fern- (Husaini et al., 2012), als auch Knochen- (Wang et al., 2019) metastasen-
induzierende Eigenschaften zugeschrieben. Ferner wurde die Ansteuerung des
molekularen Wirkmechanismus des FAK-RhoA Signalwegs identifiziert, welcher bei
einer GDF-15 Uberexpression die Metastasierung induziert. Ebenso konnten
Untersuchungen von Sadasivan et al. die Bedeutung von GDF-15 als Biomarker
unterstreichen, wobei sie herausstellten, dass insbesondere unterschiedliche
Expressionen von GDF-15 in tumor-angrenzenden Regionen und dem Tumor selbst,
der stdrkste Pradikator fir ein BCR seien (Sadasivan et al., 2020). Durch einen
Nachweis von GDF-15 in PCa metastasierenden Lymphknoten wirde die Rolle von
GDF-15 als Biomarker flr bereits metastasierten Krebs zunehmen, wodurch die
bereits bestehende Diagnostik ergédnzt werden kdnnte. Bislang gibt es keine Arbeiten,
die sich explizit mit den metastasierten Lymphknoten der PCa-Patienten und dem
dortigen Vorkommen GDF-15 immunreaktiver Zellen beschéftigen.

Ein Nachweis von GDF-15 im metastasierten Lymphknoten konnte in dieser Arbeit
immunhistochemisch leider nicht erzielt werden. Dementsprechend konnte folglich
auch keine Analyse der Morphologie, Dichte und Lokalisation erfolgen. Da — entgegen
der Hypothese — GDF-15 immunreaktive Zellen in metastasierenden Lymphknoten
immunhistologisch nicht nachweisbar waren, wurde im Anschluss an
immunhistochemie Untersuchungen eine RT-qPCR Analyse der
Lymphknotenprédparate durchgefihrt, um eine mdgliche GDF-15 Expression
zumindest auf mRNA Ebene zu detektieren. RT-gPCR Analysen zeigten allerdings
lediglich in einem einzigen der untersuchten Lymphknoten (GS7) eine duBerst niedrige
GDF-15 Expression, sodass selbst auf RNA Ebene in 4 von 5 Féllen keine GDF-15
Expression gefunden wurde und damit diese molekularbiologischen Ergebnisse die
immunhistochemischen Befunde zusétzlich unterstitzen.

Deshalb deuten unsere bisherigen Ergebnisse eher weniger auf eine Beteiligung von
GDF-15 im metastasierten Lymphknoten beim PCa hin. Dieses Ergebnis schlieBt
allerdings nicht aus, dass GDF-15 an den zelluldren Vorgdngen im PCa beteiligt ist
(Spanopoulou and Gkretsi, 2020; Senapati et al., 2010). Um eine verlassliche Aussage
beziglich des Vorkommens von GDF-15 im metastasierten Lymphknoten und dem
Verhalten in Abhangigkeit der GS treffen zu kénnen, bedarf es weiterer Studien mit
groBerer Anzahl von Patientenproben, sowohl PCa-, als auch metastsierender LK-
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Biopsien, sowie Serum-/Plasmaproben, um einen mdglichen Zusammenhang
zwischen der Dichte GDF-15 immunreaktiver Zellen im PCa, in metastasierenden LK
und moglicherweise der Serum-/Plasma-Konzentration untersuchen zu kénnen und
belastbare Daten zu generieren.

5.4 PD-LA1

Die Entdeckung des Immuncheckpoint Molekils PD-1 und seines Liganden PD-L1
ermdoglichen in der Krebstherapie neue, vielversprechende Therapiemdglichkeiten. Das
PCa, insb. das mCRPC zeigt jedoch noch kein zuverldssiges Ansprechen auf die
Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren (Topalian et al., 2012). Bislang besteht in
der Literatur eine groBe Diskrepanz bezliglich der Expression von PD-L1 im PCa,
welche von 8% bis 92% variiert (Calagua et al., 2017; Baas et al., 2017; Martin et al.,
2015; Gevensleben et al., 2016). Diese Frage zu klaren, scheint in Anbetracht der
Tatsache, dass PD-L1 positive Tumoren mit einer hdheren Rate auf die Therapie
ansprechen, von entscheidender Bedeutung zu sein (Sunshine und Taube, 2015). In
der vorliegenden Arbeit zeigen die IHC-Untersuchungen der metastasierten
Lymphknoten, dass in allen untersuchten Proben immunreaktive PD-L1+-Zellen
vorhanden sind. Molekularbiologische Expressionsanalysen mittels RT-gPCR zeigten
eine PD-L1 Expression in der Mehrzahl der Lymphknoten, allerdings nicht in den
Proben 9507/07 und 12449/10. Auch Dammeijer et al. konnten PD-L1 in
tumordrainierdenden Lymphknoten vorfinden und suggierieren, dass ein
therapeutisches Ansteuern dieser, eine effektive anti-Tumor-Immunantwort generiert
(Dammeijer et al., 2020).

Unterschiedliche Ergebnisse aus den beiden Untersuchungsmethoden hinsichtlich
einer Tendenz zur PD-L1 Expression in Abhangigkeit der GS, lassen keinen Trend aus
der vorliegenden Arbeit ableiten. In Untersuchungen zum PCa konnte diese
Korrelation hingegen dargelegt werden (Haffner et al., 2018; Gevensleben et al., 2016)
In der Studie von Haffner et al. konnte eine Tendenz zu héheren PD-L1 Expressionen
in hoher-klassifizierten Gruppen, insb. GS4 und 5 erkannt werden (p=0,08) (Haffner et
al., 2018. Eine hohe PD-L1 Immunreaktion konnte auBerdem im mCRPC (31,6%)
beobachtet werden, welches auf eine Beteiligung von PD-L1 an der Metastasierung
hindeutet (Haffner et al., 2018). Auch Gevensleben et al. zeigten in primaren PCa eine
hohe PD-L1 Expression (52.2% der Proben), welche positiv mit der Proliferation und
den GS korreliert (Gevensleben et al., 2016).

Ob diese Korrelation auch in Lymphknoten vorhanden ist und inwieweit ein
Zusammenhang mit GDF-15 besteht, sollte in gréBer angelegten Studien Uberprift
werden. In diesem Rahmen ware eine Identifizierung der PD-L1 Zellen ebenso
interessant, um ein genaueres immunologisches Verstdndnis zu erlangen. Dariber
hinaus deuten neuere Studien darauf hin, dass GDF-15 die PD-L1 Expression Uber
den SMAD2/3 Signalweg im Glioblastom induziert (Peng et al., 2019). Da die
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Ergebnisse dieser Arbeit keine Expression von GDF-15 in Lymphknoten aufweisen,
kann die Theorie flr dieses Gewebe aktuell eher vernachlassigt werden, stellt aber fir
das PCa, in welches GDF-15 nachgewiesen werden konnte, eine interessante

Fragestellung dar.

5.5 CD68+ (M1-)Makrophagen

M® sind in allen korperlichen Geweben und Organen vorhanden, in welchen sie teils
organ-spezifische Funktionen austben (Welsch et al., 2018). M® in Lymphknoten,
besonders im metastasierten Lymphknoten, kommen durch die Lymphe in Kontakt mit
den Tumorzellen und stellen eine wichtige Barrierefunktion des Immunsystems dar
(Louie und Liao, 2019). Sowohl bei viralen als auch bakteriellen Infektionen kénnen
M® die Ausbreitung von Pathogenen limitieren, indem sie direkt oder indirekt weitere
angeborene Immunzellen im LK aktivieren oder Uber die Aktivierung von B- oder T-
Zellen die spezifische Immunantwort aktivieren (Louie und Liao, 2019). Es konnte
gezeigt werden, dass insbesondere sich im subkaspuldren Sinus des LK befindliche
M®, sog. subkapsulare Sinus (subcapsular sinus, SCS) -M® bei der krebsbedingten
Regulation des Immunsystems beteiligt sind, wobei sie sich verschiedenen
Mechanismen bedienen. Lymph-getragene Pathogene werden entweder durch eine
Weiterleitung der Antigene an B-Zellen, eine Produktion von Cytokinen, welche eine
Signalkaskade auslésen und dendritische, neutrophile oder natlrliche Killerzellen
rekrutieren oder unter bestimmten Bedingungen auch durch eine Présentation der
Antigene an T-Zellen versucht zu eliminieren. (Louie und Liao, 2019). Denkbar wére,
dass Zellen, welche das in dieser Arbeit untersuchte Zytokin GDF-15 exprimieren, im
Rahmen einer von SCS-M® ausgeldsten Immunreaktion, zerstoért wurden und dadurch
ein immunhistochemischer Nachweis von GDF-15 nicht erfolgen konnte.

In dieser Arbeit wird sich auf die Untersuchung proinflammatorischer CD68+ M® in
metastasierenden Lymphknoten von PCa Patienten konzentriert. Diese konnten in
allen untersuchten Lymphknotenpraparaten von Patienten unterschiedlicher GS
nachgewiesen werden. Ihr vornehmlich in Akkumulationen vorkommendes Auftreten
spricht dafir, dass die pro-inflammatorische Zytokinproduktion ihrerseits, Gber einen
positiven Feedback-Mechanismus weitere MO rekrutiert hat (Hao et al., 2012).
Hinsichtlich des prozentualen Fladchenanteils dieser CD68+ M1-M® in Abh&ngigkeit
der GS ist im Lymphknoten ein Trend zu erkennen. Der Flachenanteil der CD68+-M®
steigt von GS6 zu GS7 leicht an und reduziert sich bei GS9 wiederum. Auch Lucia
Kilian konnte in diesbezlglich untersuchten BPH- und PCa-Proben feststellen, dass
die Dichte der M1-M® von GS6 bis GS8 zunimmt, im GS9 allerdings wieder gesunken
ist (Kilian, 2016). Publizierte Studien zum PCa, stellen ebenfalls eine Korrelation
zwischen der steigenden Dichte von M1-M® und der GS dar, gleichzeitig konnte auch
ein Zusammenhang zwischen einer niedrigen M1-M®-Dichte und einem invasiven
Tumorwachstum festgestellt werden (Sfanos et al., 2014; Shimura et al., 2000). Das
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niedrigere Vorkommen von M1-M® in Lymphknoten von PCa Patienten mit GS 9 wére
auch durch ein verandertes Zytokinmilieu im progressiven Tumorstadien erklarbar,
wodurch sich der vorherrschende M®-Phanotyp von M1- zu M2- M® &ndern wirde
(Salmaninejad et al., 2019). Zur Bestatigung dieser These im Lymphknoten wére eine
weitere Analyse dieser unter Einbeziehung einer CD163-IHC zur Analyse der M2-M®
notwendig. Ebenfalls bendtigt man eine Ausweitung auf eine gréBere Anzahl von
Lymphknotenpraparate inkl. physiologischem Referenzgewebe.

5.6. B-Lymphozyten

Das Verstandnis der Rolle des Immunsystems bei der Modulation solider maligner
Erkrankungen hat in den letzten Jahren erheblich zugenommen. Es wurde gezeigt,
dass das angeborene und auch das adaptive Immunsystems Reaktionen gegen PCa-
Zellen auslésen (May et al., 2011; Woo et al., 2014). Bei der Behandlung des PCa
wirken Immuntherapeutika durch eine Starkung des Immunsystems des Wirts (May et
al., 2011; Woo et al., 2014). Aus diesem Grund ist es wichtig, Leukozyten, wie B-
Lymphozyten in den Lymphknoten und ihre etwaige Beziehung zu Krebs zu
analysieren. Der Lymphknoten ist der Ort, an dem naive B-Zellen nach Antigenkontakt
zu Plasmazellen reifen. Dieses geschieht in den B-Zellfollikeln im Cortex der
Lymphknoten (Welsch et al., 2018). In der vorliegenden Arbeit konnten
dementsprechend in allen untersuchten Lymphknotenprapaten unterschiedlicher GS
CD19*-Lymphozyten nachgewiesen werden. Aufféllig ist hierbei, dass in GS 6 der
Flachenanteil der B-Lymphozyten deutlich geringer ist, als in den GS 7 und GS9.
Dieser Trend kdnnte ein Indiz dafir sein, dass B-Lymphozyten die Tumorprogression
fordern. Allerdings wurde in dieser Arbeit nicht geklart, welche Antikérper von den
vorhandenen B-Lymphozyten produziert werden. So ist einerseits denkbar, dass wie
Carmi et al. beschriecben hat, die von B-Zellen produzierten IgG Antikdrper, in
Kombination mit einer Stimulation der dendritischen Zellen eine zytotoxische T-Zell
Antwort generieren, welche das Tumorwachstum inhibieren (Carmi et al.,, 2015).
AuBerdem wurde in einer weiteren Untersuchung zur Charakterisierung von B-Zellen in
Lymphknoten eine erh6hte Frequenz von Plasmazellen in metastasierten Lymphknoten
im Vergleich zu nicht-metastasierten Lymphknoten aufgewiesen (Zirakzadeh et al.,
2013). Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse von Li et al.,, welche in
Lymphknoten der Abflusswege von Brustkrebspatientinnen weniger B-Lymphozyten in
der Marginalzone auffinden konnten als in gesunden Lymphknoten. Festgestellt wurde
allerdings, dass tumor-assoziierte B-Zellen die Angiogenese und somit die
Tumorprogression fordern (Li et al., 2020). In beiden Studien konnte gezeigt werden,
dass sich zwar die Gesamtanzahl der B-Lymphozyten andert, entscheidend fiir ihre
zellulare Wirkung jedoch der vorherrschende Phanotyp der B-Zelle ist. Zum besseren
Verstédndnis der spezifischen Wirkungen der B-Lymphozyten bedarf es in klnftigen
Studien eine weitere Analyse mit B-Lymphozyten wirk-spezifischeren Antikdrpern,
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bspw. CD21, CD22, CD24a, CD27, CD38, CD72, CD79, wie sie auch in den
publizierten Arbeiten verwendet wurden (Zirakzadeh et al., 2013; Li et al., 2020).

Das vermehrte Vorkommen von B-Lymphozyten in den héhergradigen GS 7 und 9
steht des Weiteren im Einklang zu Studien, welche eine PD-1 Expression auf B-
Lymphozyten zeigen und folglich zur Immunevasion des Tumors beitragen (Thibult et
al., 2013; Okazaki et al., 2001). In diesem Zusammenhang wére eine ldentifizierung
der vorhandenen B-Lymphozyten im Rahmen einer Doppelfarbung mit CD19 und
PD-1 bzw. PD-L1 eine interessante Fragestellung. Eine weitere Inhibierung des
Immunsystems mit darauffolgender Tumorprogression kann durch eine von Bregs
induzierte Zytokinsekretion hervorgerufen werden (Lindner et al., 2013), was eine
weitere Erklarung fir das gesteigerte Vorkommen von B-Lymphozyten in den LK von
von PCa-Patienten mit GS 7 und 9 darstellt.

5.7 Innervation - PGP9.5

PGP9.5 ist spezifisch in den Neuronen und Zellen des diffusen neuroendokrinen
Systems exprimiert (Leiblich et al., 2007). Es ist bekannt, dass die Methylierung des
PGP9.5-Promotors im Primartumor stark mit Lymphknotenmetastasen und einer
folglich schlechten Prognose korreliert (Mandelker et al., 2005). In der vorliegenden
Arbeit konnte in den untersuchten Lymphknoten von Patienten unterschiedlicher GS,
mit Hilfe der Immunhistochemie in keinem Praparat PGP9.5 immunreaktive Zellen
gefunden werden. AusschlieBlich in dem Lymphknotenpréaparat 9507/07 wurde mittels
molekularbiologischer gRT-PCR Technik eine relative PGP9.5 Expression von 577.9 im
Verhéltnis zu GAPDH nachgewiesen. Beide Methoden flhren dennoch zu einem
kongruenten negativem Nachweis von PGP 9.5 im Lymphknoten. Somit lies sich mit
den Ergebnissen dieser Arbeit weder ein Zusammenhang zwischen der Progression
des PCa bzw. einer Metastasierung und der Innervation, noch ein Zusammenhang
zwischen der Innervation und den untersuchten Immunzellen oder GDF-15 zeigen.
Auch eine von Decker et al. beschriebene Reaktivierung ruhender PCa-Zellen durch
eine sympathische Innervation (Decker et al., 2017), konnte in dieser Arbeit aufgrund
fehlenden Nachweises von Nervenfasern in den untersuchten Lymphknoten nicht
bestéatigt werden.

5.8. Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Befunde zu humanen Lymphknoten von PCa-
Praparaten unterschiedlicher Gleason Scores (GS 6 — 9), die mittels IHC-Farbungen
und Expressionsanalysen generiert wurden, kénnen als Grundlage fir weitere
Untersuchungen dienen. Um statistisch signifikante Ergebnisse unter Anwendung der
etablierten Methoden zu generieren, bedarf es allerdings einer deutlichen Erhéhung
der Fallzahlen der LK-Proben.
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Insbesondere das in dieser Arbeit im Lymphknoten nachgewiesene PD-L1 bietet
weitere Ansatzpunkte flir kinftige Untersuchungen und stellt sowohl diagnostisch als
auch prognostisch einen wichtigen Aspekt dar. Von besonderem Interesse ist dabei
die ldentifizierung der immunreaktiven PD-L1 Zellen, welches mit einer Ausweitung der
bereits durchgefihrten IHC unter zusétzlichen Analysen von T-Lymphozyten (CD4 und
CD8) oder B-Lymphozyten (CD19) mittels Doppelimmunfluoreszenzfarbungen
realisierbar wéaren. Darlber hinaus kann durch eine immunhistochemische Detektion
von Mikrometastasen im Rahmen einer Doppelfarbung mit PD-L1 Antikdrpern ein
etwaiger topographischer Zusammenhang zwischen PD-L1 und Mikrometastasen im
LK geklart werden. Durch eine ausgeweitete Analyse der im Lymphknoten
nachgewiesenen Immunzellen, insbesondere auf M2-M® und Subklassifizierungen
von B-Lymphozyten, kann eine weitere Charakterisierung der vorliegenden
Immunreaktion, bezogen auf die Pathogenitdt unterschiedlicher GS erfolgen. Hierbei
kénnen Expressionsanalysen die Ergebnisse der IHC, wie in der vorliegenden Arbeit
erganzen.

Zur Verifizierung der negativen Ergebnisse bezliglich des Vorkommens von GDF-15
und PGP 9.5 im LK, bedarf es einer Ausweitung des Probenmaterials. Zusétzlich stellt
die Verwendung von Kryo-Gewebe anstelle von in Paraffin-eingebettetes Gewebe
sicherlich eine qualitative Verbesserung dar, welches die Ergebnisse dieser Arbeit
validieren koénnte. Diesbeziglich winschenswert wére eine kinftige prospektive
Studie mit héheren Fallzahlen, welche sowohl Biopsien von PCa, metastasierten LK
von PCa-Patienten sowie Serum bzw. Plasma von PCa Patienten hinsichtlich der
Dichte GDF-15-immunreaktiver Zellen im Zusammenhang mit steigenden GS

beleuchten wirde.
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5.9. Zusammenfassung

Das PCa ist in Deutschland der haufigste maligne Tumor bei Mannern und stellt unter
den Krebstodesursachen beim Mann die dritthdufigste Entitdt dar. Eine enorme
Prognoseverschlechterung geht mit dem Zustand des metastasierten PCa als
systemische Erkrankung einher. Bei der lymphatischen Metastasierung werden
Sentinel-Lymphknoten, welche das lymphatische Abflusssystem des Tumors als
erstes filtrieren, von disseminierten Tumorzellen besiedelt, sodass nach Proliferation
eine solide Metastase ausgebildet wird.

In vielen medizinischen Forschungsbereichen, u.a. der Erforschung von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen sowie der Krebsforschung hat in den letzten Jahren der
Wachstums-Differenzierungs-Faktors-15 (Growth Differentiation Factor-15; GDF-15)
zunehmend an Bedeutung gewonnen. Beim PCa konnte ihm eine Beteiligung an
diversen zelluldren Mechanismen nachgewiesen werden. Insbesondere bei hohen
GDF-15 Konzentrationen konnte eine vermehrte Metastasierung beobacht werden,
was im Einklang zu der pleiotropen Wirkung von GDF-15 mit einer Inhibierung der
Karzinogenese in frihen Krebsstadien und einer Promotion des Tumors in spéaten
Stadien steht. Ferner konnten Untersuchungen zur Entstehung und Progression des
PCa Zusammenhange zwischen der Innervation, sowie der Infiltration verschiedener
Immunzellen, u.a. M1-Makrophagen (M®) und B-Lymphozyten aufweisen.

Die Tatsache, dass disseminierte Tumorzellen in Lymphknoten metastasieren, wurde
als Grundlage dieser Arbeit genommen, um zu untersuchen, ob die im PCa gegenliber
benigner Prostatahyperplasie erhéhte Dichte GDF-15 immunreaktiver Zellen (eigene,
bisher nicht publizierte Ergebnisse der AG) auch in metastasierenden Lymphknoten
aufzufinden ist, abhéngig von der Malignitdt (GS). GleichermaBen wurde die

Innervation sowie die Infiltration von Immunzellen (M1-M® und B-Lymphozyten)

Malignitats-abhangig analysiert. Zum Vorkommen des Immuncheckpoint Ligand PD-
L1, welcher eine Inhibierung der Immunantwort und folglich ein besseres Uberleben
des Tumors initiiert, gibt es bislang im PCa sowie in metastasierten Lymphknoten
anderer Krebsentitaten widersprichliche Aussagen. Aufgrund der hohen klinischen
Relevanz, welche mit dem Ansprechen auf eine Immuntherapie einhergeht, wird in
dieser Arbeit auch die PD-L1-Expression sowie der PD-L1-Immunreaktivitat
untersucht.

Die Lymphknotenbiopsien wurden mittels Immunhistochemie und RT-gPCR
untersucht.

Molekularbiologische und immunhistochemische Analysen metastasierender
Lymphknoten des PCa zeigten, dass GDF-15 wider Erwarten dort weder auf mRNA-
noch Proteinebene zu existieren scheint. Somit konnten weitere Arbeitshypothesen,

wie der Zusammenhang zwischen in Lymphknoten vorkommenden M1-M®, B-

Lymphozyten, PD-L1 oder der Innvervation und GDF-15 nicht eingehender untersucht
werden. Des Weiteren konnte eine Immunreaktivitat von PGP9.5, ein Antikérper gegen
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Neurone und neuroendokrine Zellen, mittels der IHC in keinem Praparat und eine
PGP9.5-Expression mittels der molekularbiologische Expressionsanalyse in nur einem
Lymphknotenpraparat gezeigt werden. Somit scheint in metastasierenden
Lymphknoten bei PCa - im Gegensatz zum PCa an sich - eine Metastasierung
unabhangig von der Innervation zu sein. Weitere molekularbiologische und
immunhistochemische Analysen zeigten, dass PD-L1 (Ligand des Immuncheckpoints)
sowohl auf RNA Ebene, als auch auf Proteinebene in in drei von finf Praparaten (RT-
gPCR) bzw. gar in allen Lymphknotenpraparaten exprimiert wird. Eine Tendenz zur PD-
L1 Expression in Abhangigkeit der GS, kann aufgrund der geringen Fallzahl allerdings
nicht abgeleitet werden.

AuBerdem erfolgten immunhistochemische Untersuchungen unter Verwendung von

Antikérpern gegen M1-M® (CD68) und B-Lymphozyten (CD19). M1-M® kommen

vornehmlich in Akkumulationen vor, wobei unsere Ergebnisse keine vermehrte bzw.
reduzierte Immunreaktivitdt, abhangig nach GS ausweisen k&énnen. Die
immunhistochemische Detektion von CD19* B-Lymphozyten erfolgte in allen
Lymphknotenpréparaten, allerdings zu einem gréBeren prozentualen Flachenanteil in
GS7 und GS9 als im GS6.

Da GDF-15 an der Malignitdt metastasierender Lymphknoten beim PCa maBgeblich
beteiligt sein soll, zeigen unsere Ergebnisse erstmals, dass GDF-15 in LK weder auf
RNA noch auf Proteinebene exprimiert wird. Ferner bestatigen unsere Ergebnisse die
Immunreaktivitdt sowie die Expression von PD-L1 im metastasierten Lymphknoten von
PCa-Patienten, welches einen Ansatzpunkt zur weiteren Erforschung therapeutischer
Md&glichkeiten des metastasierten PCa bietet.
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5.10. Summary

Prostate cancer is the most common form of tumor found in men in Germany and is
the third most common cause of death. When the tumor becomes metastatic and
displays a systematic disease, there is an even worse prognosis. In the process of
lymphatic metastasis, the sentinel-lymph nodes, which drain the primary location of
the tumor, are infiltrated by disseminated tumor cells, that after proliferation form a
solid metastasis.

In recent years, the cytokine Growth Differentiation Factor-15 (GDF-15) has gained
importance in medical research, especially in cardiovascular diseases and cancer. In
the field of cancer research, it could be proven to participate in many cellular
mechanisms in prostate cancer. Especially with high GDF-15 concentrations, one
could see increased metastasis coinciding with its pleiotrophic effects in cancer in
general. In the early stages of cancer GDF-15 seems to supress the carciogenesis
while in later stages, it seems to promote it. Furthermore, investigations into the
development and progression of prostate cancer could prove a correlation between
the innervation and the infiltration of different immune cells, such as M1-macrophages
(M®) and B-lymphocytes.

The fact, that disseminating tumorcells metastate into lymph nodes was taken as
basis for this work. From this we investigate wether GDF-15, which is found in an
increased amount in prostate cancer, can also be found in the lymph nodes of
prostate cancer patients and dependent on the malignancy (defined by Gleason Score
(GS)) can have an increased occurence. In addition, the innervation and infiltration of
immune cells (M1-M® and B-lymphocytes) was analysed.

The presence of the immune-checkpoint ligand PD-L1, which initiates the inhibition of
the immune response and therefor a better survival rate for the tumor, causes
contradicting statements in prostate cancer and in metastatic lymph nodes of other
cancer types. Due to PD-L1’s high clinical relevance, which goes along a positive
response to immune therapy, this work also examines the expression and area ratio of
it in lymph nodes.

We evaluated all lymph node samples with the technique of immunostaining using
different antibodies. Additionally, we analysed the antibodies GDF-15, PD-L1 and PGP
9.5 using the gene expression profiling method RT-gPCR.

Neither the immunostaining, or the gene expression profiling method, could detect
GDF-15 in the lymph nodes. Thus, further working hypotheses, such as the
connection between M1-M®, B-lymphocytes, PD-L1 or the innervation and GDF-15,
could not be investigated. Likewise, showing the incidence of PGP 9.5, an antibody
against neurones and neuroendocrine cells, was only succesfull via RT-gPCR in one
lymph node sample but unsuccesfull via immunostaining. Therefore, a connection
between the innervation of the lymph node and the progression of the prostate cancer,
could not be proven. In contrast, the ligand of the immuncheckpoint PD-1, PD-L1,

102 von 152



was found in all lymph nodes samples via immunostaining and could be detected in
three of five samples via RT-gPCR. Since both methods show a different trend in the
summary of the respective GS, no tendency between the occurence of PD-L1 in the
lymph nodes and the malignancy could be found.

Moreover, we identified M1-M® (CD68) and B-lymphocytes (CD19) by
immunostaining. M1-macrophages occur mainly in accumulation where our findings
could not demonstrate a Gleason-Score dependent increase or decrease in
occurence. B-lymphocytes (CD 19) were found in all lymph node samples by
immunostaining, showing an higher percental ratio of the area in GS7 and GS9 than in
GS6.

Since GDF-15 is said to be mainly involved in the malignancy of metastatic lymph
nodes, our results demonstrate for the first time, that GDF-15 could not be shown in
lymph nodes neither on a molecular RNA nor a protein basis. Furthermore, the prove
of expression and immunreacticity of the immune checkpoint ligand PD-L1 in the
lymph node can lead to the development of new therapeutic methods for fighting
metastatic lymph node cancer.
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7. Anhang

7.1 Erganzende Abbildungen, Tabellen und Diagramme

7.1.1 TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms
Tabelle 20: TNM-Klassifikation des PCa

T - Primartumor (Stadiumeinteilung erfolgt anhand digital rektaler Untersuchung
[DRU))

X Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO kein Anhalt fUr Prim&rtumor
T1 Klinisch nicht erkennbarer Tumor: Weder tast- noch sichtbar

T1a Prostatakarzinom in <5% des untersuchten Praparats, zufalliger
histologischer Befund

T1b Prostatakarzinom in >5% des untersuchten Praparats, zufalliger
histologischer Befund

Tic Prostatakarzinom in Stanzbiopsie bei nicht-tastbarem Tumor

T2 Primartumor ist tastbar, Primartumor ist tastbar und auf die Prostatakapsel
beschrankt

T2a Befall von <50% eines Seitenlappens
T2b Befall von >50% eines Seitenlappens
T2c Befall beider Seitenlappen

T3 Extraprostatisches Tumorwachstum, Tumor durchbricht Prostatakapsel

T3a Extrakapsuldre Ausbreitung (unilateral oder bilateral)
T3b Samenblaseninfiltration

T4 Tumor ist fixiert oder infiltriert andere benachbarte Strukturen als
Samenblasen: z.B. Sphincter externus und/oder Rektum und/oder
Levatormuskel und/oder Beckenwand

N - Regionére Lymphknoten*

NX Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO Keine regiondre Lymphknotenmetastase
N1 Regionédre Lymphknotenmetastase

M - Fernmetastasen™*

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen
M1a Nichtregiondrer Lymphknoten
M1b Knochen

M1c Andere Lokalisationen
* Metastasen >0,2cm werden als Nmi eingestuft
** Sind mehrere Organe/Gewebe von Metastasen betroffen, wird die héchste
Kategorie verwendet. Die héchste Kategorie ist (p)M1c.
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Die pTNM-Klassifikation erfolgt nach histopathologischer Untersuchung des Gewebes
(Brierley et al., 2017).

7.1.2 Risikoklassen des Prostatakarzinoms

Risikostratifizierung der Patienten mit klinisch lokalisiertem PCa flir die
Wahrscheinlichkeit eines biochemischen Rezidivs nach Strahlentherapie

niedriges Risikoprofil (Low Risk):

e T1a-T2a NO MO_und
* PSA <10 ng/ml und
* Gleason-Score <6

mittleres Risikoprofi (Intermediate Risk):
« T2 b oder

« PSA 10-20 ng/ml oder
 Gleason-Score 7

hohes Risikoprofil (High Risk):
« T2c oder

« PSA >20 ng/ml oder

+ Gleason-Score = 8

(D’Amico et al., 2006)

7.1.3 Partin-Tabellen

Die Partin-Tabellen zeigen die Wahrscheinlichkeiten (in %) der pathologischen Stadien.
Tabelle

Tabelle 21: Partin-Tabelle fir PSA-Werte zwischen 0 und 2,5 ug/mi

Gleason- Klinisches Stadium

s Pathologisches Stadium
core Tic T2a T2b T2¢c

95 91 88 86 Organbegrenzt

5 9 12 Extrakapsulére
2.4 Ausbreitung

_ - - - Befall der Samenblasen
- - - - Positive Lymphknoten

90 81 75 73 Organbegrenzt

9 17 50 o4 Extrakgpsulare
5-6 Ausbreitung
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0 1 2 1 Befall der Samenblasen

- 0 1 1 Positive Lymphknoten
79 64 54 51 Organbegrenzt
Y
2 5 6 5 Befall der Samenblasen
1 2 4 6 Positive Lymphknoten
71 53 43 39 Organbegrenzt
s w0 e Capre
2 4 5 5 Befall der Samenblasen
1 3 6 9 Positive Lymphknoten
66 47 37 34 Organbegrenzt
Y e ol
4 7 9 8 Befall der Samenblasen
1 3 6 10 Positive Lymphknoten

(Partin et al., 2001)

Tabelle 22: Partin-Tabelle fir PSA-Werte zwischen 2,6 und 4,0 pg/ml

Klinisches Stadium

gleason- Pathologisches Stadium
core Tic T2a T2b T2¢c
92 85 80 78 Organbegrenzt
8 15 20 29 Extrakqpsulére
2_4 Ausbreitung
- - - - Befall der Samenblasen
- - - - Positive Lymphknoten
84 71 63 61 Organbegrenzt
15 57 34 36 Extrakgpsulére
5.6 Ausbreitung
1 2 2 2 Befall der Samenblasen
- 0 1 1 Positive Lymphknoten
68 50 41 38 Organbegrenzt
57 41 47 48 Extrakgpsulére
344=7 Ausbreitung
4 7 9 8 Befall der Samenblasen
1 2 3 5 Positive Lymphknoten
58 39 30 27 Organbegrenzt
37 50 57 57 Extrakgpsulare
443=7 Ausbreitung
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(Partin et al., 2001)

Tabelle 23: Partin-Tabelle fir PSA-Werte zwischen 4,1 und 6,0 pug/ml

Gleason-
Score Tic

3+4=7

4+43=7

8-10

(Partin et al., 2001)

52

40

Klinisches Stadium

90

10

80

19

63

32

52

42

46

45

33

53

81

19

66

32

44

46

33

56

28

58

~

25

57

75

25

57

39

35

51

25

60

10
21

59
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6
7

Befall der Samenblasen

Positive Lymphknoten

23 Organbegrenzt

57

Extrakapsulare

Ausbreitung

10
8

73

27

55

40

2
3
31
50
6
12
21
57

4
16
18
57

7
16

Befall der Samenblasen

Positive Lymphknoten

Pathologisches Stadium

Organbegrenzt

Extrakapsulare
Ausbreitung

Befall der Samenblasen
Positive Lymphknoten

Organbegrenzt

Extrakapsulare
Ausbreitung

Befall der Samenblasen
Positive Lymphknoten

Organbegrenzt

Extrakapsulare
Ausbreitung

Befall der Samenblasen
Positive Lymphknoten

Organbegrenzt

Extrakapsulare
Ausbreitung

Befall der Samenblasen
Positive Lymphknoten

Organbegrenzt

Extrakapsulare
Ausbreitung

Befall der Samenblasen

Positive Lymphknoten



7.1.4 Briganti-Nomogram

Points

PSA at diagnosis (ng/ml) M 10 20 20 40 50 60 70 80
Extracapsular extension

Clinical stage at mpMRI

Organ confined Seminal vesicle invasion
3
Grade group at MRI-targeted biopsy - : |
1-2 45
Maximum diameter of the index
lesion at mpMRI (mm) 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Percentage of cores with clinically
significant PCa at systematic biopsy 0 10 30 5 70 90100
Total points : . , . . . . . . . . .
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Risk of LNI (%) " — T T T T T T T )
0.02 0.05 0.07 0.1 02 03 04 05 06 07 08 0.9

Abbildung 49: Briganti-Nomogramm

Nomogramm zur Bestimmung der Wahrscheinlichkeit der Lymknoteninvasion fiir Prostatakrebspatienten,
welche mittels gezielten Biopsien wéhrend radikaler Prostatektomie und ePLND behandelt wurden.
(mpMRI: multiparametric magnetic resonance imaging; multiparametrische Magnetresonanztomographie).
(Gandaglia et al., 2019)

7.1.5 Lymphknoten-Praparate

Tabelle 24: Lymphknoten-Praparate mit zugehdriger Praparats-Nummer und zugehdrigen Prostata-

Préaparat
Blocke T Gleason-Score Gewebe
11669/10 E2b 3a 6 Prostata
11670/10 1a Lymphknoten
7096/10 D2b 2a 6 Prostata
7097/10 Lymphknoten
7233/10 Ela 2c 6 Prostata
7232/10 1a Lymphknoten
12448/10 Fib 3a 7 Prostata
12449/10 Lymphknoten
9508/07 02b 2c 7 Prostata
9507/07 3a Lymphknoten
7747/10 Fib 3b 9 Prostata
7746/10 4b Lymphknoten
11586/13 D1b 3b 9 Prostata
11585/13 2a Lymphknoten
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7.1.6 Positiv- und Negativkontrollen

Tabelle 25: Gewebe und Préparatnummern der Positiv- und Negativkontrollen, welche zur Etablierung der

Antikdrper verwendet wurden

Gewebe Praparatnummer

Prostata 11586/13 D1b
242/13 F2b

Plazenta Decidua basalis

(matterlicher Anteil): 1331d
Chorion frondosum
(kindlicher Anteil): 1331b

7.1.7 Bestimmung der RNA-Konzentration, -Qualitat und -Quantitat
Tabellarisch aufgelistet sind die RNA-Eluate der Lymphknotenproben, PCa- und BPH-
Praparate sowie der Plazentaproben. Die RNA-Konzentration sowie die
Extinktionswerte wurden mittels NanoDrop 2100 ermittelt. Daraus konnten folglich die
bendtigte Menge an RNA berechnet werden, welche fir die cDNA-Synthese
eingesetzt wurde.

Tabelle 26: Ubersicht Uiber die RNA-Eluate, RNA-Konzentration, und Extinktionswerte der jeweiligen
Probe

Praparat Probe Gewebe G  RNA- Azeo A2s0 Aceor2s0 | Azeorz |V
S  Konzentr 30 (200n
ation g
RNA)
11670/10/ 11670 LK 6 53,1 ng/pl 1,328 0,7 1,9 1,27 | 3,8l
1a
7232/10/1 7232 LK 6 57,6 ng/ul 1,441 0,772 1,87 1,117 | 3,5l
a
7097/10 - LK 6 7,7 ng/ul 0,192 0,12 1,6 0,39 -
12449/10 12449 LK 7 12,1 ng/pl 0,301 0,165 1,83 0,57 | 11,7l
9507/07/3 9507 LK 7 27,4 ng/ 0,684 0,381 1,8 0,78 7,3ul
a pl
7746/10/4 7746 LK 9 51,5 ng/ul 1,288 0,684 1,88 1,21 | 3,9l
b
11585/18/ - LK 9 8,8 ng/ul 0,216 0,124 1,74 0,44 | -
2a

9508/07/0 | Prost Prostata
2b 9508

~

60,1 ng/pl 1,503 0,844 1,78 1,16 | 3,44l

7447/10/ Prost Prostata | 9 70,2 ng/pl 1,756 0,919 1,91 1,44 2,8yl
F1b 7747
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Praparat Probe | Gewebe RNA- Azeo A280 Aceorso | Azeorz |V
Konzentr 30 (200n
ation 9
RNA)
581/11/2a BPH8  Prostata 188,4 ng/ 4,711 2,412 1,95 1,89 1,1ul
pl
21932/11/ | BPH9  Prostata 251,2 ng/ 6,28 3,243 1,94 1,87 0,8l
1Ab pl
1331d pos Ko ' Plazenta 32,9 ng/ul 0,824 0,443 1,86 1,14 | 6,1l
Mutt
1331b pos Ko | Plazenta 19,2ng/pl 0,481 0,259 1,85 0,80 10,4yl
Kind

7.1.8 Gelelektrophorese-Agarosegele der GAPDH RT-qPCR Produkte

-

25 bp Marker

Lymphkn. 7232 C5
Lymphkn. 7232 Cé
Lymphkn. 7746 C7
Lymphkn. 7746 C8
Lymphkn. 9507 C9
Lymphkn. 9507 C10

Lymphkn. 11670 C11
Lymphkn. 11670 C12
Lymphkn. 12449 C13
Lymphkn. 12449 C14

25 bp Marker

‘ 1 25 bp Marker
Prostata 7447 B1
Prostata 7447 B2
Prostata 9508 B3
Prostata 9508 B4
BPH 8 BS
BPH 8 B6
BPH 9 B7
BPH 9 B8

l | ! 25 bp Marker

—~
g
9]
@
N
=
]
=
i
3

Plazenta Kind neu B9
Plazenta Kind neu B10

gek. hu-Standard A1

Abbildung 50: Aufnahmen des 2,5%igen Agarosegels der GAPDH PCR Produkte
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7.1.9 Gelelektrophorese-Agarosegele der GDF-15 RT-qPCR Produkte

)

25hp Marker
Prostata 7447 H3
Prostata 7447 H4
Prostata 9508 H5
Prostata 9508 H6
BPH 8 H7

BPH 8 H8

BPH 9 H9

BPH 9 H10

Plazenta Kind neu E1

Plazenta Kind neu E2

gek., hu - Standard F1

NAC H11 (kontam.)
25hp Marker

25hp Marker
Placenta Mutter pos Ko G2
Placenta Kind pos Ko G3

7232 G5

. 7232 G6

. 7446 G7
Lymphkn. 7446 G8
Lymphkn. 9507 G9
Lymphkn. 9507 G10
Lymphkn. 11670 G11
Lymphkn. 11670 G12
Lymphkn. 12449 H1
Lymphkn. 12449 H2

Abbildung 51: Aufnahmen der 2,5%igen Agarosegele der GDF-15 PCR Produkte
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7.1.10 Gelelektrophorese-Agarosegele der PD-L1 RT-qPCR Produkte

1 | 25 bp Marker

Lymphkn. 7232 C5
Lymphkn. 7232 C6
Lymphkn. 7746 C7
Lymphkn. 7746 C8
Lymphkn. 9507 C9
Lymphkn. 9507 C10
Lymphkn. 11670 C11
Lymphkn. 11670 C12
Lymphkn. 12449 C13
Lymphkn. 12449 C14

P11} 25 bp Marker
\ 25 bp Marker
' Prostata 7447 E1

Prostata 7447 E2
Prostata 9508 E3

Prostata 9508 E4
BPH 8 E5

BPH 8 E6

BPH 9 E7

BPH 9 E8

Plazenta Kind neu E9

Plazenta Kind neu E10

Prostatakarzinom St D1

25 bp Marker

e e e e e -

Abbildung 52: Aufnahme des 2,5%igen Agarosegels der PD-L1 PCR Produkte
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7.1.11 Gelelektrophorese-Agarosegele der PGP 9.5 RT-qPCR Produkte

(. i) 25bp Marker
Plazenta Mutter C1
Plazenta Mutter C2
Plazenta Kind C3
Plazenta Kind C4
Lymphkn. 7232 C5
Lymphkn. 7232 C6
! Lymphkn. 7446 C7
Lymphkn. 7446 C8
' Lymphkn. 9507 C9
Lymphkn. 9507 C10
! Lymphkn. 11670 C11
Lymphkn. 11670 C12
Lymphkn. 12449 D1
Lymphkn .12449 D2
(: ’ ‘ 25bp Marker

( 25 bp Marker

Prostata 7447 D3

| Prostata 7447 D4

Prostata 9508 D5

Prostata 9508 D6

BPH 8 D7

BPH 8 D8

BPH 9 D9

BPH 9 D10

Placenta Kind neu D11

( NAC B12

Abbildung 53: Aufnahmen der 2,5%igen Agarosegele der PGP 9.5 PCR Produkte
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