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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Prostatakarzinom

Epidemiologie, Risikofaktoren und Atiologie

Das Prostatakarzinom (PCa) ist gegenwértig das haufigste nicht kutane Karzinom in
Deutschland und stellt bei Mannern nach dem Bronchialkarzinom und dem kolorektalen
Karzinom die dritthdufigste krebsassoziierte Todesursache dar.! 13,2% aller Méanner
erkranken im Laufe ihres Lebens symptomatisch an einem PCa. Damit bildet das PCa
einen relevanten Kostenfaktor fiir das Gesundheitssystem.? Der Grofiteil der Karzinome
wird in den Stadien T1 und T2 diagnostiziert! und die Prognose ist mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von 93% relativ gut, wobei die meisten Todesfille durch Metastasen
bedingt sind.?> Das PCa tritt vor allem bei élteren Ménnern auf: Mit 45 Jahren betragt
das Risiko, in den nachsten 10 Jahren zu erkranken 0,5%, mit 55 Jahren bereits 2,7% und
erreicht liegt im Alter von 65 Jahren bei 6,3%.% Zusitzlich zu den symptomatisch und
damit klinisch relevant erkrankenden Patienten kann in Autopsien bei einem Grof3teil
der Ménner ein PCa nachgewiesen werden.’

In der Frithphase bleibt das PCa in der Regel asymptomatisch, bei lokal fortgeschrit-
tenen Stadien kénnen Hamaturie, Harnverhalt, Inkontinenz und Harnstauungsnieren
auftreten, bei Metastasierung sind Knochenschmerzen sowie Gewichtsverlust moglich.
Metastasen bilden sich beim PCa meist als osteoblastische Lésionen im Skelettsystem.

Die Atiologie des PCa ist weitestgehend ungeklirt. Einige Studien zeigen, dass westliche
Ernédhrung mit hohen Anteilen von ungeséttigten Fettsduren und rotem Fleisch die

Entstehung des PCa beglinstigt. Im Gegensatz zu vielen anderen Krebserkrankungen
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scheint Tabakkonsum die Erkrankungswahrscheinlichkeit nicht zu erhéhen.® Weitere
Risikofaktoren sind Adipositas, eine familiare Vorbelastung und vermehrte Aufnahme
von Vitamin E.”?

Die Vorlauferldsion des PCa ist die prostatische intraepitheliale Neoplasie (PIN), deren
Entstehung moglicherweise durch inflammatorische Regulationsmechanismen im Rah-
men einer chronischen Entziindung der Prostata, der proliferativen inflammatorischen
Atrophie (PIA), begiinstigt wird.%1%11!

Der Weg von diesen Vorlauferldsionen zum metastasierten Stadium ist durch mehrere
Schliisselereignisse geprégt: Lokale Ausbreitung und Transformation vom epithelialen
zum mesenchymalen Phéanotyp, Invasion von Blutgefalen und Zirkulation von Tumorzel-
len, Extravasation in Zielorganen und schlieBlich die Bildung der Tochtergeschwiilste.!?
Jeder dieser Schritte wird durch komplexe Kaskaden molekularer Mechanismen gepragt,

deren besseres Verstandnis die Tiir zu gezielteren Therapien 6ffnen konnte.'2

Diagnostik

Ab einem Alter von 45 Jahren werden im Rahmen des gesetzlichen Friherkennungs-
Programmes Beschwerden beim Wasserlassen erfragt und eine korperliche Untersuchung
durchgefiihrt. Die Bestimmung des PSA (Prostataspezifisches Antigen) wird im Rahmen
der gesetzlichen Préaventionsprogramme nicht empfohlen, da bisher kein Nutzen fiir das
Uberleben nachgewiesen werden konnte.!»* Dennoch wird der PSA-Test in der Praxis oft
als Screeninguntersuchung eingesetzt.'3 14

In der Priméardiagnostik werden DRU (digital-rekale Untersuchung) und bei Bedarf
Transrektaler Ultraschall (TRUS) oder eine multiparametrische MRT-Bildgebung hinzu-
gezogen.»1%16 Die Sicherung der Diagnose erfolgt typischerweise mittels ultraschallge-
stiitzter, transrektaler Biopsie.*

Fir die Klassifikation der Differenzierung wird in der Regel das Grading nach Gleason

herangezogen, welches den Entartungsgrad anhand der Driisenarchitektur einteilt.!”
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Neben der gezielten Diagnostik wird ein relevanter Anteil der Karzinome inzidentell
bei transurethralen Resektionen (TUR) zur Therapie einer symptomatischen benignen
Prostatahyperplasie (BPH) entdeckt.!®

Der am weitesten verbreitete Biomarker fiir das PCa ist das Prostataspezifisiche An-
tigen (PSA). Dieses Protein findet sich physiologischerweise nur zu geringen Mengen
im Blut und gelangt bei Stoérung der Prostatadriisenarchitektur zunehmend in die Blut-
bahn.'® Gerade bei élteren Méannern sind jedoch BPH und Prostatitis hiufige Ursachen
fiir einen Anstieg des Serum-PSA,?° weshalb der Einsatz des PSA-Tests fiir Frithdiagno-

L'ist, da er zu Uberdiagnostik und Uber-

stik und Screening entsprechend umstritten?
therapie fiithrt.?>?? Versuche, die Giite des PSA-Tests (z.B. durch Berticksichtigung der
Dynamik der Serumspiegel) zu verbessern waren teilweise erfolgreich, unterliegen jedoch
den selben Limitierungen wie der PSA-Test selbst.!® Weitere im Urin bestimmbare Bio-
marker wie PCA3 (Prostate cancer antigen 3) und TMPRSS2-ERG, einem Fusionsgen
aus der Transmembran Protease, Serin 2 und dem ETS-related gene konnten sich bisher
nicht flichendeckend durchsetzen.? 24

Das onkologische Staging erfolgt nach der S3-Leitlinie zum PCa von 2016.* Die lokale
Tumorausdehnung wird anhand einer DRU und je nach Befund und Risikoprofil weiteren,
bildgebenden Untersuchungen bestimmt.

In der Nachsorge wird in der Regel der PSA-Wert, welcher nach radikaler Prostatek-
tomie gewohnlicherweise abféllt, kontrolliert und eine kérperliche Untersuchung durch-

gefiihrt.?! Einem klinisch manifesten Rezidiv geht zumeist ein Anstieg des PSA, das

biochemische Rezidiv (BCR), voraus.*

Molekulare Diagnostik

Die Einschiatzung der Lebenserwartung und des Risikos, am PCa zu versterben, stellen
aufgrund der therapeutischen Implikationen zentrale Herausforderungen in der Diagno-
stik des PCa dar.?! Aggressive PCa, die einer intensiveren Therapie bediirfen sind von
indolenteren Tumoren, die erst spater oder nie klinisch relevant werden, abzugrenzen.

Diese Einschatzung der Prognose und damit die Auswahl der Therapie basieren aktuell
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grofitenteils auf klinischen Parametern sowie dem histopathologischem Grading.? Hier-
bei ist das Grading nach Gleason zwar etabliert und ubiquitar verfligbar, erfasst jedoch
nur bedingt funktionelle Aspekte und unterliegt Einschrankungen bei der Interrater-
Reliabilitét.?

26.27 oder von Expressionsprofilen® 2 liefern

Analysen der Expression einzelner Gene
hingegen tiber morphologische Aspekte hinaus einen relevanten Einblick in den Funkti-
onszustand der Zellen, sind besser quantifizierbar und weniger vom Untersucher abhéangig.
Dafiir ist keine direkte morphologische Korrelation méglich und die Methodik verhéltnis-
maBig aufwandiger.

Trotz der Entwicklung verschiedener Scores auf der Basis von Genexpressions-Profilen®”
konnte in der molekularen Diagnostik bisher kein durchschlagender Erfolg erreicht wer-
den.?! Um zielfiihrendere, personalisierte Therapieentscheidungen zu treffen sind bes-
sere diagnostische Marker notig, was ein verbessertes Verstdndnis der Tumorbiologie

voraussetzt. Fortschritte in diesem Bereich kénnten auch neue therapeutische Ansétze

offenbaren.

Therapie
Grundsatzlich stehen folgende kurative und palliative Therapieoptionen zur Verfiigung:

o Watchful Waiting (WW)

 Active Surveillance (AS)

» Radikale Prostatektomie

o Perkutane Radiotherapie

o Brachytherapie

« Hormonablative Therapie (auch Androgendeprivations-Therapie (ADT))
o Chemotherapie

o Transurethrale Resektion (TUR)

Eine kurative Therapie selbst bei lokal fortgeschrittenem und lymphogen metastasier-
ten Stadium noch moglich und auch unbehandelt verlauft die Erkrankung meist langsam:
Nur Méanner mit einer Lebenserwartung von mindestens 10-15 Jahren profitieren von

einer kurativen Therapie.*
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Bei Patienten mit einem niedrigen Risikoprofil kann eine AS sinnvoll sein und bei
einer eingeschrankten Lebenserwartung ein abwartendes Vorgehen im Sinne des WW
erwogen werden.? 3233 Bei der AS finden in engmaschige Kontrolluntersuchungen statt,
um bei Befundverschlechterung eine kurative Therapie einzuleiten wahrend bei der WW
klinische Manifestationen palliativ therapiert werden.

Beim lokal begrenzten PCa stehen als primére, kurative Therapieoptionen die radi-
kale Prostatektomie, die perkutane Strahlentherapie oder Varianten der Brachytherapie
zur Verfiigung. Zur Prostatektomie werden offene, konventionelle laparoskopische und
zunehmend auch roboterassistierte, laparoskopische Verfahren eingesetzt.3%3% Je nach
erwarteter Tumorausdehnung wird im Rahmen der Operation eine Lymphadenektomie
durchgefiihrt und bei lokal fortgeschrittenen oder unvollstdndig resezierten Tumoren
kann eine adjuvante Behandlung mittels Radiatio und/oder ADT eingesetzt werden.*

Patienten mit primér metastasiertem Karzinom kénnen mit dem Ziel der Symptom-
verbesserung und zur Verzégerung der Progression eine ADT erhalten,® welche mittels
LHRH-Agonisten, GnRH-Antagonisten, Hemmern der Androgensynthese, Antiandroge-
nen oder bilateraler Orchiektomie erfolgen kann.* Typische Nebenwirkungen sind Verlust
der Sexualfunktion, Erschopfung, Gyndkomastie, Anamie, Osteoporose und vermehrte
kardiovaskulire Erkrankungen.3%:37

Nach initialem Ansprechen auf eine ADT entwickeln viele Karzinome nach einiger Zeit
eine Resistenz gegen den Androgenentzug (Kastrationsresistenz, CRPC). In diesem Falle
bleiben als Therapieoptionen chemotherapeutische Verfahren wie die Taxan-basierte
Therapie mit Docetaxel.?® Fiir die Refrakteritit gegeniiber dem Androgenentzug werden

aktuell vor allem vier verschiedene Mechanismen diskutiert:

« AR-Uberexpression durch Amplifikation oder erhéhte Stabilitit der Proteine®
 Androgenrezeptormutationen (insbesondere beim fortgeschrittenen PCa)*°

« Ligandenunabhéngige, konstitutive Aktivierung*':42

Verstirkte Expression oder Aktivitit von Koaktivatoren des AR

Bei fortgeschrittenen Stadien schranken durch das Karzinom bedingte Stenosen der

Urethra die Lebensqualitat einiger Patienten ein. Hier kann eine palliative TUR des
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Prostatagewebes zur Beseitigung der Stenose durchgefiihrt werden.** Andernfalls kann
zur Entlastung eine suprapubische Harnableitung erfolgen.

Weiterhin befinden sich aktuell systemische Therapien zur Aktivierung des Immunsys-
tems gegen das Karzinom durch Vakzinierung mit Peptiden oder Nukleinsduren in der

Erforschung.®®

1.2 Exosomen

Definition

Exosomen sind mit Proteinen und Nukleinsiuren beladene extrazellulire Vesikel (EV),16:47

deren Biogenese und Funktion seit einigen Jahren Gegenstand zunehmender Forschungs-
bemiihungen ist: Bei Pubmed finden sich iiber 5000 wissenschaftliche Publikationen zu

Exosomen, von denen der Grofiteil in den letzten Jahren veroffentlicht wurde (Stand Juli

2017; siehe Abbildung 1.1).

Entwicklung der wissenschaftlichen
Veroéffentlichungen zu "Exosomes"
1500 —--= === === m oo

1000+

500+

Veroffentlichungen

Jahr

Abbildung 1.1: Entwicklung der Eintridge zu ,,Exosomes* bei PubMed zwischen
2000 und 2017. (Zugriffsdatum 21.07.2017)

Als Population konnten die Vesikel bisher nicht prazise und einheitlich definiert wer-

den,*® da ihre Biogenese nur zum Teil geklirt ist und zur Definition verschiedene Ansétze
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herangezogen werden: So wird der Begriff von unterschiedlichen Gruppen anhand von
Biogenese (endosomale Herkunft, Genese tiber Multi-Vesicular-Bodies (MVB)), physi-
kalischer und morphologischer Eigenschaften (Gréfie von ca. 50-100 nm, napfférmige
Konfiguration in Elektronenmikroskopie, Aggregation in einem Sucrose-Gradienten bei
1,13-1,19 g/ml) oder der Isolationsmethode (meist Pelletierung bei Zentrifugation mit
100.000 g) festgelegt.*® 59 Teils werden diese Varianten auch vermischt. Der Begriff ,,Exo-
somen® wird abseits der extrazelluldren Vesikel auch fiir Ribonucleasekomplexe im Rah-
men der RNA-Verarbeitung verwendet.*® In dieser Studie steht der Begriff fiir potentiell

biologisch aktive, 50-100 nm messende, extrazellulare Vesikel endosomaler Herkunft.

Genese und Biologie

Die EVs werden von verschiedenen Zellpopulationen sezerniert und sind in unterschiedli-
chen Kérperfliissigkeiten wie Blut, Urin, Speichel und Muttermilch enthalten.*” Physiolo-
gisch sind sie an Entwicklung des Immunsystems, Antigenpréasentation bei Immunabwehr,
Apoptose, Angiogenese, Entziindung und Blutgerinnung beteiligt.*” Zusitzlich kénnen
sie Prionen und Viren zwischen Zellen iibertragen.®!

Aufgrund ihrer Genese besitzen Exosomen dieselbe Membranorientierung wie die sezer-
nierende Zelle, ihr Inhalt kann sich jedoch von der Ursprungszelle erheblich unterscheiden,
was auf einen kontrollierten Ausleseprozess hinweist.*4

Ein gut untersuchter Mechanismus zur Produktion der Exosomen ist die Ausschiit-
tung von MVBs an der Zellmembran (siche Abb. 1.2 auf S. 10). Die MVBs entstehen
durch intrazelluldre Einwartseinstiilpung von Endosomen, schiitten zum Teil ihren In-
halt durch Fusion mit der Zellmembran aus, teilweise werden sie auch durch Fusion
mit Lysosomen abgebaut.?® Bei der Produktion von MVBs sind unter anderem Kompo-
nenten des Endosomal Sorting Complexes Required For Transport (ESCRT) beteiligt.
Sie identifizieren ubiquitinylierte Proteine, reichern sie an der endosomalen Membran
an (ESCRT-0), erzeugen Membraneinstiillpungen (ESCRT-I, -II) und initiieren die Ab-
schniirung von der endosomalen Membran. Abgesehen davon scheint es noch weitere, von

ESCRT unabhangige Mechanismen bei der Entstehung der MV Bs zu geben, wobei Lipide
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Y Exosomen

Mikrovesikel

Extrazellular-
Raum

g
Frihes

Endosom ESCRT MVB

Abbildung 1.2: Intrazelluldre Mechanismen der exosomalen Produktion. Schemati-
sche Abbildung der Herstellung und Freisetzung von Exosomen durch eukaryotische Zellen.
Exosomen werden als intraluminale Vesikel (ILV) an der Membran von frihen Endosomen und
MYVBs (Multivesicular Bodies) produziert. An der Genese dieser ILVs sind ESCRT-Komponenten,
Lipide (u.a. Ceramie) und Tetraspanine beteiligt. Die MVBs werden nach ihrer Befiillung mit
ILVs entweder durch Fusion mit Lysosomen abgebaut oder verschmelzen mit der Zellmembran,
wodurch die Exosomen freigesetzt werden. Der Transport und die Ausschiittung der MVBs wird
durch verschiedene Rab Proteine (RAB11, RAB27A, RAB27B, RAB35) vermittelt. Weiterhin
sind moglicherweise SNA RE-Komplexe an der Fusion der MVBs mit der Plasmamembran betei-
ligt. Andere Arten von sezernierten Vesikeln werden direkt an der Plasmamembran abgeschniirt
und werden meist als Mikrovesikel oder Mikropartikel bezeichnet. (Abbildung und Beschreibung
nach Kowal et al. (2014, Current Opinion in Cell Biology)*?)

10
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wie Sphingosin-1-Phosphat und Tetraspanin-angereicherte Mikrodoméanen beteiligt sein
kénnten. 5052

Die Sekretion der Exosomen durch Fusion des MVB mit der Zellmembran wird unter an-
derem durch die GTPasen RAB27A und RAB27B reguliert,?® weitere Proteine wie Plectin
und RAB11 scheinen je nach Zelltyp ebenfalls beteiligt zu sein.?® Méglicherweise bestehen
noch weitere, unbekannte und von MVBs unabhéngige Produktionsmechanismen.*

Aufgrund dieser endosomalen Herkunft tragen die Vesikel Membrantransport- und Fu-
sionsproteine (GTPasen, Annexine, Flotilline), Tetraspanine (CD9, CD63, CD81, CD82),
Heat-Shock-Proteine (HSC70 und HSP90) sowie an der Genese der MVBs beteiligte
Proteine (Alix, TSG101) auf ihrer Oberfliche. Abhéngig von der Ursprungs-Zelle gibt

es Unterschiede im tatsédchlichen Gehalt der verschiedenen Merkmale.*”%* Exosomen

enthalten weiterhin erhebliche Mengen RNA (miRNA, mRNA, non-coding RNA) und

verschiedene Proteine,*” iiber die sie andere Zellen beeinflussen kénnen.?®

Exosomen in der Tumorbiologie

Die entarteten Zellen verschiedener Tumorentititen produzieren vermehrt Exosomen,’®

mittels welcher sie andere Zellen manipulieren kénnen.?” So sind Exosomen von Kar-
zinomzellen im Kontext der lokalen Progression von Krebserkrankungen in der Lage,
im Microenvironment fiir den Tumor forderliche Myofibroblasten zu aktivieren,*® das
Gefifiwachstum zu stimulieren®® und sie sind an der Entwicklung und Regulation von
Invadopodien beteiligt.®® Ein weiterer wichtiger Faktor fiir die Tumorentstehung ist die
Umgehung der Abwehrmechanismen des Korpers. Auch hier ist die exosomale Signal-
iibertragung unter anderem durch Beeinflussung der Differenzierung von myeloiden Vor-
liuferzellen zu Suppressor-Zellen,* Manipulation der T-Zell-Funktion®® und Hemmung
der NK-Zell-Aktivitat®? beteiligt.

AuBerhalb des primaren Entstehungsortes tragen die EVs iiber verschiedenen Mechanis-
men zur Metastasierung bei: Sie konnen an der epithelial-mesenchymalen Transformation
beteiligt sein,% sind in der Lage, die (préi-)metastatische Nische u.a. durch Rekrutierung

von Stammzellen vorzubereiten® und sind an der Durchdringung der Blut-Hirn-Schranke

11
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beteiligt.5*Beim PCa gibt es Hinweise, dass Invasivitit und Uberlebensfahigkeit der PCa-

Zellen iiber exosomale Sekretion gesteigert werden konnten und dass PCa-Exosomen

Fettstammzellen zu einem neoplastischen Phénotyp transformieren konnen.%
Weiterhin spielen Exosomen bei Etablierung und Transfer von Resistenzen gegeniiber

Chemotherapeutika eine Rolle.5¢ 7!

Exosomen in Diagnostik und Therapie

Aufgrund der einfachen Verfiigbarkeit der EVs in Korperfliissigkeiten wird die Nutzbarkeit
als Biomarker intensiv beforscht. Im Falle des Ovarialkarzinoms lassen sich anhand von
aus Exosomen isolierten microRNAs erkrankte und gesunde Frauen unterschieden.
Auch beim PCa etablierte Tumormarker wie PCA3, PSMA oder TMPRSS2-ERG sind
in den EVs zu finden.™

Von Zellen des PCa werden Exosomen vermehrt sezerniert, was sich sowohl an einer
gesteigerten Exosomenkonzentration im Urin als auch an vermehrten Exosomen mit
prostataspezifischen Markern im Blut von PCa-Patienten zeigt.”™ ™ Trotz dieses erhdhten
Gehaltes an Exosomen im Urin von Patienten mit PCa konnte dies bisher nicht erfolgreich
als Indikator fiir das Therapieansprechen genutzt werden.”™

Da Exosomen in der Tumorbiologie eine Rolle spielen und bioaktiv, metabolisch stabil,
membrangingig und zu spezifischem Targeting fihig sind,?” bieten sie sich auch in der
Therapie von Krebserkrankungen an: Einerseits gibt es Ansatze, ihren Effekt durch
Modulation der Transmitterwirkung oder Hemmung der Freisetzung zu verringern, auf der
anderen Seite wird versucht, sie aufgrund ihrer Bioaktivitdt und Fahigkeit zu spezifischem
Targeting als Transportvehikel fiir Therapeutika oder als Impfstoff zu verwenden.®” So
konnen Exosomen von dendritischen Zellen (,,Dexosomen®) durch Beeinflussung von
T-Zellen eine tumorfeindliche Umgebung zu schaffen,” was bereits in mehreren Phase-I-

Studien bei geringem Nebenwirkungsprofil mit gewissem Erfolg angewandt wurde.” ™

12
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1.3 Fragestellung

Exosomen von benignen Prostatazellen besitzen im Gegensatz zu Vesikeln aus Zellen des
PCa keine die Erkrankungsprogression begiinstigenden Wirkungen.®® Die besonderen
Effekte der PCa-Exosomen konnten in einer verdnderten Beladung aber auch schlicht
in einer gesteigerter Sekretion begriindet liegen. Beides konnte durch Alterationen der
Sekretionsmaschinerie selbst oder ihrer Regulation erklarbar sein.

Ein besseres Verstiandnis der Rolle der exosomalen Sekretion und ihrer Regulation im
PCa konnte dazu beitragen, Mechanismen der Erkrankungsprogression therapeutisch zu

beeinflussen oder neue diagnostische Marker zu entwickeln. Daher stellt sich die Fragen:

(1) Welche an der exosomalen Sekretion beteiligten Gene sind im PCa in ihrer Expres-

sion alteriert?
(2) Gibt es hier Assoziationen mit klinischen oder pathologischen Parametern?

Diese Studie soll zur besseren Charakterisierung der Rolle von mit der exosomalen Se-
kretion assoziierten Genen im PCa beitragen und damit ein besseres Verstédndnis der
zugrundeliegenden Tumorbiologie ermoglichen. Dies ist notwendig fiir weitere Fortschrit-
te in der Diagnostik, zur besseren Risikostratifizierung des PCa und um mogliche neue

Therapieansatze aufzudecken.
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2 Material und Methoden

2.1 Ubersicht zur Vorgehensweise

Dieser Unterabschnitt gibt einen Uberblick iiber das methodische Vorgehen der vorlie-

genden Arbeit. Fiir Details sei auf die entsprechenden weiteren Abschnitte verwiesen.

1.) Kandidatensuche: Um zu tberpriifen, ob und welche Gene der exosomalen Maschi-
nerie beim PCa eine prognostische Relevanz haben, wurde auf Basis aktueller Literatur

ein initiales Panel von mit der exosomalen Sekretion assoziierten Genen zur Untersuchung

erstellt (Abb. 2.1 A).

2.) Reduktion der Kandidaten und Auswahl fiir weitere Untersuchung: Um die An-
zahl der Kandidaten zu verringern, wurden existierende Microarray-Daten von Taylor et al.
(n=169)% re-analysiert, um zu iiberpriifen, ob die Expression der einzelnen Gene mit der
Zeit bis zur BCR, einem Marker fiir Erkrankungsprogression bzw. -rezidiv nach kurativer
Therapie, korreliert (Abb. 2.1 B). Dazu wurden die Patienten fiir jedes einzelne Gen
in Gruppen mit hoher bzw. niedriger Expression eingeteilt und diese mittels Uberle-
bensanalysen nach Kaplan-Meier und Log-Rang-Tests verglichen. Unter der gewahlten
Anforderung, dass sich in den jeweiligen Gruppen > 20 Patienten befinden sollten, ver-
blieben acht Gene mit signifikant unterschiedlicher Zeit bis zur BCR (a0 < 0,05). Von
diesen wurden RAB27A, RAB27B und VPS36 zur weiteren Untersuchung ausgewahlt
(Abb. 2.1 B).
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Kandidatensuche
(PubMed + Medpilot)

A4

Initiales Panel
von 34 Genen

~

7

B « 2

[ Auswahl von RAB27A,
RAB27B und VPS36 zur
| weiteren Untersuchung

~

7

A4

Uberpriifung auf
Assoziation der
Genexpression mit
klinisch-pathologischen
Parametern in silico
und in vitro sowie
Uberpriifung von
Korrelationen der
Expression der
Gene untereinander

.

.........................................

Suchbegriffe:
"Exosomes AND Secretion"
"Exosomes AND Regulation"

.........................................

.........................................

Anhand eines online verfiigbaren
Microarray-Datensatzes
von Taylor et al.:

1. Gruppenbildung:
Hohe/niedrige Expression durch

Partitionstests mit ZielgroBe BCR :
Reduktion auf acht Gene |-+

2. Uberlebensanalysen
nach Kaplan Meier
fur Zeit bis BCR

3. Auswahl
Kriterien: > 20 Patienten
jeweils Giber/unter Grenzwert
+ sign. im Log-Rang-Test

.........................................

.........................................

In silico: Re-Analyse der online

! verfiigbaren Microarray-Datensatze

von Taylor et al., Yu et
al. und Tomlins et al.

In vitro: PCR an einer
kommerziell verfiigbaren
(Tissue Scan Array) und
eine selbst akquirierten
cDNA-Kohorte (TUR-Kohorte)

.........................................

Abbildung 2.1: Studienablauf. Das Schaubild gibt einen Uberblick zum Ablauf der vorlie-
genden Arbeit. Mittels Literaturrecherche wurde ein Panel von Genen zur Evaluation aufgestellt
(A), die Gene RAB27A, RAB27B und VPS36 fiir die weiteren Untersuchungen ausgewahlt (B)
und schliefelich Assoziationen der Genexpression mit klinisch-pathologischen Parametern an-
hand existierender Genexpressionsdatensitze und zweier cDNA-Kohorten iiberpriift. (BCR:

Biochemisches Rezidiv).
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3.) Weitere Untersuchungen fiir RAB27A, RAB27B und VPS36: Um Assoziatio-
nen der jeweiligen Genexpression mit klinisch-pathologischen Parametern (Lokalstadium,
Differenzierung, Metastasierung) zu iiberpriifen, wurden in silico drei bereits existierende
und online verfiigbare Microarraydatensétze von Taylor et al., Yu et al. und Tomlins et al.
erneut analysiert. Weiterhin wurde zur Validierung die Genexpression mittels RT-qPCR
in zwei cDNA-Kohorten bestimmt: Dem kommerziell verfiigharen OriGene TissueScan™
Array und der selbst akquirierten TUR-Kohorte. Weiterhin wurden die Korrelationen

der jeweiligen Genexpressionen untereinander betrachtet. (Abb. 2.1 C).

2.2 Erstellung des Panels von Genen zur Untersuchung

Um ein Panel von Genen, die mit der Sekretion und Regulation von Exosomen assoziiert
sind, zu erstellen, wurden bei NCBI PubMed®! und MEDPILOT®? unter Verwendung der
Begriffe ,,exosomes AND release”, ,,exosomes AND secretion® und ,,exosomes AND regula-
tion“ wissenschaftliche Veroffentlichungen akquiriert. Anhand der gefundenen Abstracts
wurden nutzbare Publikationen ausgewéhlt und gemeinsam mit einigen Referenzen der
jeweiligen Arbeiten nach entsprechenden Genen durchsucht. Auswahlkriterium war eine
Assoziation mit der Sekretion von Exosomen. Die Ergebnisse sind in Abschnitt 3.1 ab

S. 34 zusammengefasst.

2.3 Kohorten: In silico

Zur Auswahl von Kandidatengenen zur genaueren Untersuchung und um anschliefend
den Einfluss der ausgewéhlten Gene (RAB27A, RAB27B, VPS36) auf verschiedene Pa-
rameter zu Uberpriifen, wurden in silico drei online verfiighare Microarray-Datensétze
re-analysiert und zur Validierung die Genexpression in zwei cDNA-Kohorten mittels RT-
qPCR bestimmt. Die Daten von Taylor et al. wurden bei cBioPortal (Memorial Sloan
Kettering Cancer Center)%%8* bezogen, die beiden weiteren bei NCBI GEOQ.%
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Zur besseren Ubersicht und Orientierung werden den Datenséitzen in dieser Arbeit
zusétzlich zu den zugehorigen Publikations-Autoren die Bezeichner DS1, DS2 und DS3
angegeben: Taylor et al. (DS1), Yu et al. (DS2), Tomlins et al (DS3).

Taylor et al. (DS1) erstellten ihren Datensatz fiir ein genomisches Profiling des PCa
und er bietet Expressionsdaten von vielen lokalisierten, einigen lokal fortgeschrittenen
PCa und aus Metastasen. Yu et al. (DS2) nutzten ihren Datensatz primér zum Vergleich
zwischen priméren und metastatischen PCa und er enthalt entsprechend viele metastati-
sche Proben. Tomlins et al. (DS3) stellten ihre Kohorte zur Untersuchung der Progression
des PCa zusammen und der Datensatz enthélt Varianten benigner Proben, lokalisierte
PCa und metastatische Proben.

In den drei folgenden Abschnitten sind genauere Informationen zu den Datensétzen

und der jeweiligen Probenzusammensetzung angegeben.

2.3.1 Taylor et al. (DS1): Lokalisierte, lokal fortgeschrittene PCa

und Metastasen

« Plattformen: Agilent-014693 Human Genome CGH Microarray 244A (Feature num-
ber version), Affymetrix Human Exon 1.0 ST Array (probe set (exon) version),

Affymetrix Human Exon 1.0 ST Array

o Zusammensetzung der Kohorte (siehe auch Abb. 2.2 a-c auf S. 20)

— Anzahl Proben: benigne: 29, PCa: 131, Metastasen: 19
— Alter: 58,3 + 7,04 Jahre
— Gleason: 6: 41, 7: 76, 8: 11, 9: 11
— T-Stadium: T2: 86, T3: 47, T4: 8
o Datenformat

— Fiir Uberlebensanalysen wurden die mRNA-Expressions-Daten als ,,Z-Score

vs normals“ mit einem Z-Score threshold von 2 bei cBioPortal exportiert

— Fiir die Gruppenvergleiche wurden die Expressions-Rohdaten bei NCBI GEO

bezogen und in relative Expressionen umgerechnet (sieche S. 24)
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» Gruppierungen: Nach Gewebeart (benigne, PCa und Metastasen), lokalem Tumor-

stadium (T-Stadium) und Differenzierungsgrad (Grading nach Gleason)
 Referenz: Taylor et al. (2010), Cancer Cell *

o Verfiighar bei cBioPortal unter www.cbioportal.org/study.do?cancer_study_
id=prad_mskcc (Zugriff am 23.06.2014) und bei NCBI GEO unter http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE21032 (Zugriff am 28.08.2016)

2.3.2 Yu et al. (DS2): Primdre PCa und Metastasen

o Plattform: Affymetrix Human Genome U95C Array
« Zusammensetzung der Kohorte (siche dazu auch Abb. 2.2 d-f auf S. 20)
— Anzahl Proben: Normal: 17, angrenzendes Normalgewebe: 58, PCa: 64, Meta-
stasen: 25
— Gleason: 4: 1, 5: 2, 6: 15, 7: 28, 8: 7, 9: 11
— T-Stadium: T2: 25, T3: 37, T4: 2
o Datenformat: Rohdaten als Zéhler; fiir die Auswertung in relative Expression um-
gerechnet (siche S. 24)
» Gruppierungen: Gewebeart (Normal (benigne), angrenzendes Normalgewebe, PCa,
Metastase), lokalem Tumorstadium (T-Stadium) und Grading nach Gleason
o Verwendete Sonden: RAB27A: 55539 at und 65080 r at. RAB27B: 64163 at
und 64838 at. VPS36: 64932 at und 61752 at
 Referenzen: Yu et al. (2004), Journal of clinical oncology,*® Chandran et al. (2007),
BMC cancer %7

o Verfiighar unter: www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/GDSbrowser?acc=GDS2547

(Zugriff am 25.04.2014)
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2.3.3 Tomlins et al. (DS3): Lokalisierte PCa und Metastasen

Plattform: Chinnaiyan Human 20K Hs6
« Zusammensetzung der Kohorte (siehe dazu auch Abb. 2.2 g-h auf S. 20)
— Anzahl Proben: Benigne: 22; PCa: 32; Metastasen: 20
— Gleason: 6: 10, 7: 8,8:7,9: 7
» Datenformat: Log2-Ratios, fiir die Auswertung in relative Expression umgerechnet
(siehe S. 24)
« Gruppierungen:
— Gewebeart (in Klammern sind die Bezeichner des Datensatzes angegeben)
* Benignes Prostatagewebe (EPI_ADJ_ PCA, EPI_BPH, EPI_NOR)
* PCa-Gewebe (PCa)
x Gewebe von PCa-Metastasen (MET _HR)
— Grading nach Gleason
o Verwendete Sonden: RAB27A: Hs6-21-9-17. RAB27B: Hs6-25-17-13. VPS36: Hs6-
4-5-16, Hs6-6-21-22 und Hs6-24-7-19
o Referenz: Tomlins et al. (2007), Nature genetics 5

o Verfiighbar unter: www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/GDSbrowser?acc=GDS3289

(Zugriff am 25.04.2014)
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2.4 Kohorten: Quantitative PCR (cDNA)

2.4.1 TUR-Kohorte

Das Material der TUR-Kohorte stammte von Patienten, bei denen bei bestehendem PCa

bzw. BPH eine TUR-P durchgefiithrt wurde. Die in Formalin fixierten und in Paraffin

eingebetteten (FFPE) Proben wurden folgendermaflen ausgewahlt und bezogen:

1.

Suche nach Féllen mit der Prozedur OPS 5-601 (Transurethrale Exzision und De-
struktion von Prostatagewebe) im Krankenhausinformationssystem der Universi-
tatsmedizin Mannheim (SAP GUI for Windows Version 7400.1.0.1093; SAP SE,
Walldorf, Deutschland).

. Durchsicht der archivierten Arztbriefe und der zugehorigen Pathologiebefunde nach

klinischen Daten

. Selektion von Patienten mit TUR-P, die an BPH oder einem PCa leiden
. Auswahl derjenigen Proben der Patienten mit PCa, die Tumorgewebe enthalten

. Abholung der Proben aus dem Archiv des Instituts fiir Pathologie der Universitéts-

medizin Mannheim

. Selektion von brauchbaren Proben durch mikroskopische Evaluation der mit Hé-

matoxilin und Eosin gefarbten Schnitte, ob und wie viel Tumorgewebe tatsachlich

enthalten ist und wie vital der Tumor ist.
Anfertigung von jeweils mehreren 10 pm dicken Schnitten mit vorausgehenden und
folgenden 3 nm dicken Schnitten zur HE-Farbung (zur erneuten Beurteilung der

ausgewahlten Paraffin-Blocke)

. Weitere Verarbeitung wie in Abschnitt 2.9 ab S. 28 geschildert

Die resultierende TUR-Kohorte umfasste 39 Patienten mit PCa und 10 Patienten mit

BPH. Die genauere Zusammensetzung ist im Folgenden geschildert:

« Gesamt: 59 Proben von 49 Patienten (bei 8 Patienten lagen mehrere Proben vor.)

— Hormontherapie-sensitiv: 36/59 (61,0%) von 26/49 Patienten (53,1%)
— Hormontherapie-refraktar: 13/59 (23,0%) von 13/49 Patienten (26,5%)

— Proben mit BPH: 10/59 (16,9%) von 10/49 Patienten (20,4%)
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o Grading nach Gleason: Bei 10 Proben bekannt, die Verteilung ist in Abb. 2.3d
dargestellt.

o Alter bei Diagnose: Erstdiagnose bei 24 Patienten bekannt; das Alter ist wie in

Abbildung 2.3c verteilt.
— Mittel bei Hormonnativen Patienten: 73,9 Jahre
— Mittel bei Hormonrefraktaren Patienten: 76,0 Jahre
— Mittel bei BPH-Patienten: 66,9 Jahre

« Uberlebensdaten: Bei 14 Patienten konnte eine Uberlebensabfrage durchgefiihrt

werden. Davon waren sieben zum Zeitpunkt der Abfrage verstorben.

(@)  Alter bei Tissue Scan Array (b) Alter bei TUR-Kohorte
100- 100-
80- . : go{ 50 e
s Soe e NS
< 40- < 40-
20+ 20-
T T c ) ) 1
BPH PCa BPH hnPCa hrPCa
(¢) Gleason bei Tissue Scan Array (d)  Gleason bei TUR-Kohorte
16 5
12
= =
© ©
N 8t----pum- T - N
[= (=
< <
5 6 7a 7b 8 9unbek.
Gleason Gleason

Abbildung 2.3: Zusammensetzung der verwendeten cDNA-Kohorten: Verteilung
von Alter und Grading nach Gleason. TUR-Kohorte: Vor Ort akquirierte Kohorte von
Proben aus TUR-Ps bei Prostatakarzinom, Tissue Scan Array: OriGene TissueScan™ (Prostate
Cancer cDNA Array II (HPRT102), BPH: Benigne Prostatahyperplasie, PCa: Prostatakarzinom,

hnPCa: PCa ohne Androgendeprivationstherapie, htPCa: PCa mit Z.n. Androgendeprivations-
therapie.

22



Material und Methoden

Die retrospektive Untersuchung von Patientenmaterial sowie die Auswertung der klini-
schen Daten fiir diese Studie wurde durch das Votum der medizinischen Ethik-Kommission

IT der Universitat Heidelberg befiirwortet (Antrag 2013-845R-MA).

2.4.2 Tissue Scan Array

Zur Untersuchung von Unterschieden in der Expression von RAB27A, RAB27B und
VPS36 in Abhéngigkeit von Tumorstadium, Gleason und fiir einen Vergleich zwischen
Normal- und Tumorgewebe wurden mit cDNA gespottete OriGene Tissue Scan™ Pro-
state Cancer cDNA Array II (HPRT102) (OriGene Technologies Inc., Rockville, MD,
USA) verwendet. Diese bieten Material von 48 Patienten im Alter von 62,9 £ 8,5 Jahren.

Die Samples wurden jeweils mittels qPCR in Duplikaten untersucht.

« Zusammensetzung der Kohorte (siche auch Abb. 2.3 ¢)
— Anzahl Gesamt: 48, BPH: 8; lokalisierte PCa: 40
— Gleason: 6: 2, 7: 3, 9: 4, 10: 1
— T-Stadium: T2: 22, T3: 12, Unbekannt: 6

« Altersverteilung (siche auch Abbildung 2.3 a)

— Lokalisiertes PCa: 62.75 £ 8.15 Jahre
— BPH: 64.15 4+ 10.9 Jahre

2.5 Selektion von Kandidatengenen anhand von
Microarray-Daten

Um aus dem wie in Abschnitt 2.2 geschildert erstellten Panel von mit der Sekretion von
Exosomen assoziierten Genen Kandidaten fiir die weitere Untersuchung auszuwéhlen,
wurde im Datensatz von Taylor et al. (DS1) untersucht, ob die Expression mit der Zeit
bis zum BCR korreliert. Dazu wurden in SAS JMP 11® (SAS Institute, Cary, NC, USA)
fiir jeweiligen Gene Uberlebensanalysen nach Kaplan-Meier mit Log-Rang-Tests durch-

gefithrt. Die den Gruppierungen zugrunde liegenden Expressions-Cutoff-Werte wurde
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ebenfalls in SAS JMP 11 ® mittels Partitionierungen bestimmt. Als ZielgréSen wurde
hier das BCR und als Faktor die Expression der jeweiligen Gene verwendet.

Fir die weitere Analyse wurden nur Gene ausgewahlt, die fiir die Sekretion von Exo-
somen relevant sind, bei denen jeweils mindestens 20 Patienten ober- und unterhalb des

bestimmten Cutoff-Wertes lagen und fiir die der Log-Rang-Test signifikant ausfiel.

2.6 Berechnung relativer Genexpressionen in

Microarray-Datensatzen

Um die Messwerte der Microarray-Datensatze besser vergleichen zu konnen, wurden die
bei NCBI GEO®® bezogenen Werte noch einmal folgendermafen verarbeitet (siehe auch
Abb. 2.4):

Bei Yu et al. (DS2) wurden die einzelnen Expressionswerte, die als ,, Counts“ vorla-
gen, auf das gestutzte Mittel (mittlere 96%) aller Expressionswerte des jeweiligen Gens
normalisiert und die relative Expression im Verhaltnis zum Median der benignen Pro-
ben berechnet. Die Werte der teilweise pro Gen mehrfach vorhandenen Sonden wurden
anschliefend gemittelt.

Bei Taylor et al. (DS1) und Tomlins et al. (DS3) wurden die bezogenen, logarithmierten
Werte zunachst zur Basis zwei entlogarithmiert und anschlieend die Expression relativ
zum Median der benignen Proben berechnet. Die Werte der bei Tomlins et al. (DS3) fiir

VPS36 mehrfach vorliegenden Sonden wurden anschliefend gemittelt.
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2.7 Gruppenvergleiche in silico und in cDNA-Kohorten

Um einen moéglichen Einfluss der wie in Abschnitt 2.5 beschrieben ausgewéahlten Gene auf
klinisch-pathologische Parameter (Malignitat, Lokalstadium, Differenzierung, Metastasie-
rung) des PCa zu iiberpriifen wurden die in silico akquirierten und die aus Tissue Scan
Array und TUR-Kohorte gewonnen Daten mittels Gruppenvergleichen analysiert. Hierbei
wurde jeweils nach Gewebeart (benigne, PCa, Metastase), lokalem Tumorstadium (T-
Stadium), Grading nach Gleason und Hormontherapiestatus gruppiert und anschlielend
verglichen.

Da die Werte aller Datensétze zumindest in einzelnen Kategorien nach dem Shapiro-
Wilk-Test nicht normalverteilt waren (« < 0,05), wurden nonparametrische Tests zum
Vergleich der jeweiligen Gruppen verwendet: Bei Vorliegen von zwei Gruppen wurde
der Mann-Whitney-U-Test angewandt, bei mehr als drei der Kruskal-Wallis-Test, an
den sich bei signifikantem Ergebnis (o < 0,05) zum Vergleich der einzelnen Gruppen

untereinander noch Posthoc-Tests nach Dunn anschlossen (a < 0,05).

2.8 Primer und Sonden

Fir RAB27A, RAB27B und VPS36 wurden jeweils vier Primerpaare entworfen. Zwei
Paare fiir RAB27A wurden manuell anhand der entsprechenden cDNA-Information von
Ensembl.org®® ! erstellt, die restlichen Primer wurden mittels NCBI Primer-BLAST
angelegt.??% Dabei wurden die Standardeinstellungen von Primer BLAST verwendet
und von den gelieferten Sequenzen diejenigen ausgewahlt, bei denen das PCR-Produkt
eine Exon-Grenze iiberspannt, um eine spezifische Amplifikation umgeschriebener mRNA
zu erreichen, ohne dabei genomische DNA zu amplifizieren. Die Primer und Sonden
wurden bei MWG Eurofins (Ebersberg, Deutschland) bezogen.

Die Spezifitdat und Funktionalitat der Primer wurde mittels SYBER-GREEN-qPCR
tiberpriift. Als Template wurde jeweils cDNA von PC3-Zelllysaten verwendet und anhand

der Schmelzkurven fiir jedes Gen ein Primerpaar fiir die weitere Verwendung ausgewéahlt.
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Die PCR-Performance wurde mittels einer cDNA-Verdiinnungsreihe von PC3-Zell-Lysat
iiberpriift.

Fiir die ausgewahlten Primerpaare wurden manuell, vom vorwarts-Primer einige Basen
entfernte, gPCR-Sonden mit einer Schmelztemperatur (Tm) von ca. 70°C entworfen und
die PCR-Performance ebenfalls mittels cDNA-Verdiinnungsreihen von PC3-Zell-Lysat
evaluiert. Die Intraassay-Variation wurde anhand von zehn Replikaten jeweils 1:10 und
1:100 verdiinnter cDNA des PC3-Zell-Lysates beurteilt. Als Housekeeping-Gen wurde im
Rahmen des Designs der Primer und Sonden GUS verwendet.

Die verwendeten Primer und Sonden sind in Tabelle 2.1 und 2.2 zusammengefasst.

Bezeichnung Sequenz Tm [°C]
RAB27A_ 22 e5F ggggggigiﬁ 60,2
RAB27A 2.2 c6R f;é?ggééigi 59,8
RAB27B 1.5 e3F ﬁgggi%ggi 59,7
RAB27B 1.5 edR g%gggggggg 60,0
VPS36 1.3 el0F ééiggiiggg 59,4
VPS36_1.2 cl12R Sﬁﬁgggg%é 65.0

MP501-Calm-F gg&%ﬁi%i%a 61,4
MP501-Calm-R ﬁgfggg&%%% 59,8
ENF1102M (GUS) gggﬁéﬁéé?ci%? 55,4
ENR1162 (GUS) %%%é%%ﬁ%TASAA 56,0

Tabelle 2.1: Verwendete Primer.
(Tm: Schmelztemperatur)
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Bezeichnung Sequenz Tm [°C] 5’-Label 3’-Label
RAB27A 2.2 pl ggéggggii?éggﬁ% 69,0 FAM BHQ2
RAB27B_1.5_pl gig%ggiﬁggﬁgggé 69,0 FAM BHQ2

vesa a1 TOCTCTCACCAGAAG 0 by gy
wpsLcamp  1CCCOTCTCGS s K  BHO?
e quy  COAGCACICTCGT g,

Tabelle 2.2: Verwendete PCR-Sonden.
(Tm: Schmelztemperatur).

2.9 RNA-Isolation

RNA-Isolation aus FFPE-Material

Zur Isolation von RNA aus den FFPE-Proben der TUR-Kohorte wurde das XTRAKT
FFPE Kit®(Stratifyer Molecular Pathology GmbH, K6ln) geméf den Herstellervorgaben
verwendet. Dabei wird die RNA an ferromagnetische Partikel gebunden und bis zur
Eluierung wahrend mehrerer Waschschritte mittels eines Magneten fixiert.

Von den, wie in Abschnitt 2.4.1 geschildert ausgewéahlten, FFPE-Proben-Blécken der
TUR-Kohorte wurden mit einem Mikrotom (Fa. Walldorf) 10 pm dicke Schnitte angefer-
tigt. Diese wurden auf Objekttriager aufgezogen und die Tumorareale markiert. Bei einem
Tumoranteil von > 80% und bei den benignen Kontrollen wurde der Schnitt vollstdndig
verwendet, bei < 80 % wurden die nicht erwiinschten Gebiete mit einem sterilen Skalpell
vom Objekttréager abgeschabt. Zur erleichterten Verarbeitung wurden die Objekttrager
drei mal 2 Minuten in NeoClear® (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) entparaffiniert.
Anschliefend wurde das Gewebe mit einem sterilen Skalpell in ein 1,5 ml Mikroreak-
tionsgefal mit 150 pl Lysepuffer tiberfithrt und zur vollstandigen Durchmischung und
Auflosung des Gewebes 30 Minuten bei 80°C und Schiitteln mit 1200 rpm inkubiert. Als
nachstes wurde auf 65°C abgekiihlt und zur Inaktivierung der enthaltenen Nukleasen

50 pl Proteinase K (Promega, Fitchburg, WI, USA) hinzugegeben. Nach dreifligminii-
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tiger Inkubation bei 65°C und 1200 rpm Schiitteln wurden 800 pl MagiX-RNA und
nach ausgiebigem Mischen der Vorrats-Losung je 40 pl MagiX-Bead RNA hinzugegeben.
Anschliefend wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur und 1200 rpm Schitteln inku-
biert und danach die Flissigkeit unter Magnetisierung aspiriert. Zur Aufreinigung wurde
drei Mal mit verschiedenen Losungen gewaschen wobei die Waschlosung jeweils unter
Magnetisierung abpipettiert wurde.

Um die RNA von den Metallpartikeln zu eluieren wurde abschliefend 100 ul RNA-
Elutionspuffer zugegeben, 15 Minuten bei 70°C inkubiert und das Eluat unter Magne-
tisierung abgezogen. Die entstandene RNA-Losung wurde entweder direkt verarbeitet

oder bei -80°C gelagert.

RNA-Quantifizierung

Zur photometrischen Quantifizierung der in den Proben enthaltenen RNA wurde ein
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA | USA) verwendet. Dabei wurden
jeweils 1,5 pl Probenvolumen eingesetzt, bei 260 nm photometrisch vermessen und zur
Qualitéatskontrolle das Verhaltnis der Messwerte bei 260 nm und 280 nm bestimmt; dieses

sollte nahe 2,0 liegen.

2.10 Synthese von komplementarer DNA (cDNA)

Zur Herstellung von komplementérer DNA (¢cDNA) aus RNA wurde fiir die FFPE-Proben
der TUR-Kohorte SuperScript® I1I Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA) verwendet. Um die RNA spezifisch umzuschreiben, wurden dabei
sequenzspezifische Primer eingesetzt. Dafiir wurden maximal 5 Primer zu gleichen Teilen
eingesetzt und bei Verwendung von weniger Primern das Volumen der fehlenden Primer
durch nukleasefreies Wasser ersetzt.

Um die RNA zu denaturieren wurde der in Tabelle 2.3 beschriebene Ansatz fiir zehn
Minuten bei 65°C inkubiert und danach eine Minute auf Eis abgekiihlt. Fiir die Synthese
selbst wurden jedem Ansatz 8 pl vom in Tabelle 2.4 geschilderten Mastermix zugegeben,

in einem Thermocycler (Flexcycler?, Analytik Jena AG, Jena) 120 Minuten bei 55°C
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inkubiert und zur Inaktivierung der Enzyme anschliefend fiir 15 Minuten auf 70°C erhitzt.

Das Produkt wurde als nachstes entweder direkt weiter verwendet oder bei -20°C gelagert.

Substanz Menge [pl]
RNA-Template 5)
Primermix 2.5
10mM dNTP Mix 1
Nukleasefreies Wasser 3,9

Tabelle 2.3: cDNA-Synthese- Ansatz fiir SuperScript-I11
(Angaben fiir einen einzelnen Ansatz von insg. 20 pl)

Substanz Menge [pl]
5x First Strand - Buffer 4
0,1 M DDT 1
RNaseOUT 1
Superscript IIT RT (200U /pl) 2

Tabelle 2.4: cDNA-Synthese- Mastermix fiir SuperScript-I11
(Angaben fiir einen einzelnen Ansatz von von insg. 20 pl)

2.11 Quantitative PCR

PCR mit SYBER-Green

Quantitative PCR (qPCR) mit SYBER-Green wurde mit dem in Tabelle 2.5 geschil-
derten Ansatz (Fast SYBR green Master Mix von ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, USA)) in einem Taqman StepOnePlus™ (Waltham, MA, USA) durchgefithrt. Als
Reaktionszyklus wurde der folgende Ablauf mit abschlieBender Schmelzkurvenanalyse
verwendet (Fast Protokoll auf Taqman StepOnePlus™): Einmalig 20 Sekunden 95°C,
dann 50 Zyklen mit jeweils 3 Sekunden 95°C und 30 Sekunden 60°C.
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PCR mit Soden

Die PCR mit Sonden wurde mit dem in Tabelle 2.6 geschilderten Versuchsansatz in
einem Tagman StepOnePlus™ unter Verwendung des TagMan® Fast Universal PCR
Master Mix (Life Technologies, Darmstadt, Germany) durchgefiihrt. Als Reaktionszyklus
wurde der folgende Ablauf verwendet (Fast Protokoll auf Tagman StepOnePlus™): 20
Sekunden 95°C | dann 50 Zyklen mit jeweils 3 Sekunden 95°C und 30 Sekunden 60°C.

Substanz Menge [pl]
Fast SYBR green Master Mix 10
Nukleasefreies Wasser 6,5
Vorwarts-Primer 0,75
Riickwérts-Primer 0,75
Template (1:10 verd.) 2
Gesamtvolumen 20

Tabelle 2.5: Versuchsansatz fiir qPCR mit SYBER-green

Substanz Menge [pl]

TagMan® Fast Universal PCR Master 10
Mix (2x), No AmpErase UNG
Nukleasefreies Wasser 6,5
Vorwarts-Primer 0,75
Riickwérts-Primer 0,75
Sonde 0,5
Template 2

Gesamtvolumen 20

Tabelle 2.6: Versuchsansatz fiir gPCR mit Sonden
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Berechnungsgrundlagen und Auswertung

Nach Livak et al.?* wurden die relativen Quantitéten (RQ) der quantitativen PCR anhand

der folgenden Vorgehensweise ausgewertet:

AC’T,q = CT,target - C1T,R
AAC’T,tm'get - AC'T,q - AC’T,cb

RQ — Q*AACT,target

Cr: Anzahl der Zyklen bis zum FErreichen eines festgelegten Grenzwertes an Nukleinsduren bzw. Signal.
q: Untersuchtes Probe. target: Zielgen. R: Interne Kontrolle (Houskeeping-Gen).
cb: Kalibrator-Probe bzw. Kalibrator-Wert. RQ: Menge des Zielgens normalisiert auf die interne

Kontrolle relativ zum Kalibrator.

Als interne Kontrollen (Housekeeping-Gene) wurden beim Tissue Scan Array Glucurodi-

nase (GUS) und bei der TUR-Kohorte Calmodulin (CALM2) eingesetzt.

2.12 Uberlebensabfrage

Fiir die Uberlebensabfrage der Patienten der TUR-Kohorte wurde durch die Tumordoku-
mentationsstelle der Universitdtsmedizin Mannheim eine Abfrage bei den jeweils zustan-
digen Einwohnermeldedmtern der in Baden-Wiirttemberg wohnhaften Patienten durch-
gefithrt. Zusétzlich wurden die digitalen Patientenakten im Krankenhaus-Informations-
System (SAP GUI for Windows Version 7400.1.0.1093 (SAP SE, Walldorf, Deutschland))

nach Hinweisen auf den Tod von Patienten durchsucht.

2.13 Statistische Auswertung

Die Uberlebens-Analysen wurden mit SAS JMP 11° (SAS Institute, Cary, NC, USA)
angefertigt, die Gruppenvergleiche in IBM® SPSS® 24 (IBM Corporation, Armonk, New
York, U.S.). Zur Erstellung von Abbildungen wurde GraphPad Prism 5® (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, USA) verwendet.
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Ergebnisse mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angenommen. In den Abbil-

dungen sind statistisch signifikante Ergebnisse mit Sternchen folgendermaflen markiert:

*: p = 0,010 bis 0,050
% p = 0,001 bis 0,010
* %k p < 0,001

Details zu den im einzelnen verwendeten Tests sind in den Abs. 2.5 und 2.7 angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 ldentifizierung von Kandidatengenen

Initial wurde ein Panel von 34 mit der Freisetzung von Exosomen assoziierten und
sieben bereits als im PCa verdndert bekannten Genen erstellt (Sieche Tabelle 3.1 auf S.
36). Anschlieend wurden Grenzwerte fiir die Expression der einzelnen Gene bestimmt,
indem unter Verwendung der Daten von Taylor et al. (DS1) die Expression der einzelnen
Gene in SAS JMP® mit BCR als Zielgréfie partitioniert wurde. Darauf aufbauend wurden
Uberlebensanalysen nach Kaplan Meier und Log-Rang-Tests fiir die Zeit bis zur BCR
durchgefithrt. TMPRSSERG, VPS37, MVB12, CHMPG6, VLA-4, RABI11, Flottilin-1 und
Flottilin-2 konnten dabei nicht weiter verfolgt werden, da sie im Datensatz von Taylor
et al. (DS1) nicht enthalten waren.

Fiir 22 Gene zeigte der Log-Rang-Test zwischen den Gruppen unter- und oberhalb des
Grenzwertes eine signifikant unterschiedliche Zeit bis zur BCR (siehe Tab. 3.2 auf S. 38).
Mit der Anforderung, dass die jeweiligen Gruppen ober- und unterhalb des Grenzwertes
mindestens 20 Patienten enthalten sollten, verblieben acht Gene: Die bereits als im PCa
relevant bekannten Gene PTEN und EZH2, exosomale Marker wie CD9 und HSP70
(HSP4A) sowie die mit der exosomalen Sekretion assoziierte Gene RAB27A, RAB27B,
VPS36 und VPS4A (siehe Abb. 3.1 auf S. 37; eine vollstindige Ubersicht aller Kaplan-
Meier-Graphen ist im Anhang ab S. 97 in Abb. 5.1 zu finden). Bei CD9 (p=0,007) und
EZH2 (p=0,027) war eine hohere Expression mit einer kiirzeren Zeit bis BCR assoziiert.
HSP4A (p=0.009), PTEN (p=0,001), RAB27A (p=0,033), RAB27B (p=0,022), VPS36
(p=0,005) und VPS4A (p=0,017) zeigten jeweils bei niedrigerer Genexpression eine
statistisch signifikant kiirzere Zeit bis BCR.
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RAB27A und RAB27B sind als zentrale Schaltstellen der exosomalen Sekretion aus
MVBs bekannt.?® VPS36 ist als Teil des ESCRT-II an der Genese von MVBs beteiligt.”
Da die Rollen aller drei Gene im PCa bislang unbekannt sind und sich ein siginfikant
schlechteres Outcome bei Unterexpression zeigte, wurden diese Gene fiir die weitere
Analyse ausgewahlt. VPSA4 wurde nicht weiter verfolgt, da in der Gruppe mit einer

Expression > 0,39 nur ein einzelnes BCR-Event vorlag.
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Gruppe Symbol Name Referenzen
AMACR Alpha-Methylacyl-CoA Racemase [96]
AR Androgen-Rezeptor [97]
Enhancer of zeste 2 polycomb
Bekannte, im EZH2 repressive complex 2 subunit [98]
PCa alterierte =~ PCA3 Prostate cancer antigen 3 [26,99,100]
Gene KLK3 (PSA) Kallikrein 3 PSA) [19]
FOLH1 (PSMA) Folate hydroxylase 1 (PSMA) [101,102]
PTEN Phosphatase and tensin homolog [103]
TMPRSS-ERG* Fusionsgen aus TMPRSS und ERG [104]
TSG101 Tumor susceptibility gene 101 [105,106]
VPS28 VPS28, ESCRT-I subunit [106]
VPS37* VPS37, ESCRT-I subunit [107]
ESCRT-I MVB12* Multivesicular body subunit 12 [108]
UBAP1 Ubiquitin associated protein 1 [109]
ALIX (PDCD6IP) Programmed cell death 6 [110]
Interacting protein
SNF8 (EAP30) SNF8, ESCRT-II complex subunit [95]
ESCRT-II VPS25 (EAP20) Vacuolar protein sorting 25 homolog [95]
VPS36 (EAP45) Vacuolar protein sorting 36 homolog [95]
CHMP6* Charged multivesicular body protein 6 [111]
ESCRT-III IST1 IST1, ESCRT-III associated factor [111]
) VPS4A Vacuolar protein sorting 4 homolog A [112,113]
VTA1 (LIP5) Vesicle trafficking 1 [111]
CD9 CD9 Molekiil [101]
Weitere CD63 CD63 Molekiil [101,114]
EXOSOHIG;I— CD81 CD81 Molekiil [47]
Assoziierte HSP90 (HSP90AA1) HSP 90 alpha family class A member 1 [115]
o HSPA4 (HSP70) HSP family A (Hsp70) member 4 [55,115]
ene DCT (TYRP2) Dopachrome tautomerase [55]
VLA-4* Very late Antigen-4 [55]
RAB27A RAB27A, RAS oncogene family [55,116,117]
RAB27B RAB27B, RAS oncogene family [117,118]
Rab-Kinasen TBCI1D10A (EPI64) TBC1 domain family member 10A [119]
RAB5A RABS5A, RAS oncogene family [110]
RAB35 RAB35, RAS oncogene family [120]
RABI11* RABI11, RAS oncogene family [120]
STEAP3 (TSAPG6) STEAP3 metalloreductase [120,121]
CHMPAC Charged miultlvesmular [120]
Weitere body protein 4C
EPCAM Epithelial cell adhesion molecule [120]
FLOT1* Flottilin 1 [122]
FLOT2* Flottilin 2 [122]
. MMP?2 Matrix Metallopeptidase 2 [123]
Mgtni{_.M ctallo- MMP9 Matrix Metallopeptidase 9 [123]
rotemasen MMP14 Matrix Metallopeptidase 14 [123]

Tabelle 3.1: Initiales Panel von Genen mit Bedeutung fiir die exosomale Sekretion.
Die aufgefithrten Gene wurden mittels Literaturrecherche ausgewéhlt: Bei NCBI PubMed und
MEDPILOT wurden die Begriffe ,exosomes AND release®, ,,exosomes AND secretion“ und
yexosomes AND regulation® zur Suche verwendet und anhand der Abstracts Publikationen
ausgewahlt und nach Genen mit Assoziation zur exosomalen Sekretion durchsucht. Die mit
einem Stern*™ markierten Kandidaten konnten im Folgenden nicht weiter verfolgt werden, da
sie im zur weiteren Selektion verwendeten Datensatz von Taylor et al. (DS1) nicht vorhanden
waren. (PCa: Prostatakarzinom)
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Abbildung 3.1: Zeit bis zum Biochemischen Rezidiv fiir ausgewihlte Gene. Von
den 34 eingeschlossenen erfiillten die dargestellten acht Gene (CD9, EZH2, HSP70, PTEN,
RAB27A, RAB27B, VPS36, VPS4A) die gewéhlten Anforderungen, dass jeweils mindestens
20 Patienten iiber und unterhalb des Cutoff-Wertes liegen miissen und sich die Gruppen in
der Uberlebensanalyse beim Log-Rang Test statistisch signifikant unterscheiden. Zur weiteren
Analyse wurden anschliefend die mit der exosomalen Sekretion assoziierten Gene RAB27A,
RAB27B und VPS36 ausgewéhlt. Die Genexpression (Expr.) ist als Z-Scores vs. normals

angegeben. Die Gesamtheit der erstellten Kaplan-Meier-Graphen ist im Anhang in Abbildung
5.1 ab S. 97 zu finden.
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Cutoff Uber Cutoff Unter Cutoff p-Wert
Gen [z-Score] (Log-Rang)
Pat. Events Pat. Events

AMCAR 3.390 59 72 18 0.213
AR -1.113 12 5 119 22 0.043
CD63 1.814 126 24 5 3 0.014
CD81 0.531 122 22 9 5 0.001
CD9 -0.923 29 11 102 16 0.007
CHMP4C 3.266 124 23 7 4 0.004
DCT -1.809 7 3 124 24 0.083
EPCAM 1.957 63 9 68 18 0.111
EZH2 3.883 101 17 30 10 0.027
FOLH1 1.957 120 18 11 9 < 0.001
HSPA4 (HSP70) -0.941 25 9 106 18 0.017
HSPI90AA1 -0.964 15 8 116 19 0.002
IST1 -2.275 10 7 121 20 < 0.001
KLK3 (PSA) 0.683 99 23 32 0.225
MMP14 1.741 126 24 5 3 < 0.001
MMP2 -0.879 69 11 62 16 0.293
MMP9 0.669 6 0 125 27 0.233
PCA3 2.452 46 6 85 21 0.123
PDCDGIP (Alix) -1.909 5 3 126 24 0.003
PTEN -1.300 23 10 108 17 0.001
RAB27A 0.606 79 21 52 6 0.033
RAB27B 0.106 57 17 74 10 0.022
RAB35 1.168 106 25 25 2 0.079
RAB5SA -1.507 10 5 121 22 0.001
SNF8 1.397 121 27 10 0 0.176
STEAP3 -2.120 11 5 120 22 0.007
TBCI1D10A -0.699 75 19 56 8 0.058
TSG101 -1.672 7 4 124 23 0.002
UBAP1 -1.771 16 8 115 19 0.001
VPS25 -1.651 17 6 114 21 0.206
VPS28 -2.466 6 0 125 27 0.173
VPS36 -0.604 52 17 79 10 0.005
VPS4A 0.394 100 26 31 1 0.009
VTA1 -1.277 11 5 120 22 0.001

Tabelle 3.2: Uberlebensanalysen fiir Zeit bis BCR: Genexpressions-Cutoff-Werte,
Gruppengrofien und log-rank-Test. Die Cutoff-Werte wurden mittels Partitionstests be-
stimmt. Die Anzahl der Patienten jeweils iiber- und unterhalb des Cutoffs sind gemeinsam
mit der Anzahl von BCR-Events in den jeweiligen Gruppen angegeben. Von den Genen, die
mindestens 20 Patienten pro Gruppe aufwiesen und fiir die sich die Gruppen im Log-Rang-Test
signifikant unterschieden wurden nur RAB27A, RAB27B und VPS36 fir die weitere Untersu-

chung ausgewéhlt. Die Cutoffwerte sind als z-Scores vs normals angegeben.
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3.2 Expression der Kandidaten im lokalisierten PCa und
in Metastasen

Eine mogliche Uber- oder Unterexpresssion von RAB27A, RAB27B und VPS36 in loka-
lisierten PCa oder Metastasen gegeniiber benignen Kontrollen wurde in in silico in den
Microarray-Datensétzen von Taylor et al. (DS1), Yu et al. (DS2) und Tomlins et al. (DS3)
sowie mittels RT-qPCR im Tissue Scan Array und der TUR-Kohorte untersucht. In si-
lico wurden jeweils benigne Proben, lokalisierte PCa und metastatische Proben mittels
Kruskal-Wallis-Tests verglichen. Fiir die mittels PCR gewonnenen Werte wurden mittels
Mann-Whitney-U-Tests benigne Kontrollen mit den lokalisierten PCa gegentibergestellt.
Die Ergebnisse der drei Microarray-Datensétze sind in Abb. 3.2 dargestellt. Details zu
den Ergebnissen der statistischen Auswertungen sind im Anhang ab S. 91 in den Tab.
5.1 bis 5.4 angegeben.

RAB27A zeigte in den Datensétzen von Yu et al. (DS2) und Tomlins et al. (DS3)
eine statistisch signifikante Unterexpression der metastatischen gegeniiber den benigenen
Proben (Abb. 3.2 d, g). Beim Datensatz von Taylor et al. (DS1) zeigten die Gruppe
der lokalisierten PCa eine statistisch signifikant hohere Expression als die Gruppe der
benignen Proben, die metastatischen Proben zeigten eine signifikant geringere Expression
als die lokalisierten PCa (Abb. 3.2 a). In Tissue Scan Array sowie der TUR-Kohorte
lagen zwischen benignen Proben und lokalisierten PCa keine signifikanten Unterschiede
Vor.

Fiir RAB27B zeigten alle drei untersuchten in silico-Datensétze eine geringere Expres-
sion der metastatischen Proben gegeniiber den benignen sowie gegeniiber den lokalisierten
PCa (Abb. 3.2 b, e, h). Im Datensatz von Tomlins et al. (DS3) waren die lokalisierten
PCa zudem statistisch signifikant geringer exprimiert als die benignen Proben. Der Tis-
sue Scan Array zeigte zwischen benignen Proben und lokalisierten PCa auch hier keinen
statistisch signifikanten Unterschied; in der TUR-Kohorte unterschieden sich benigne

Proben und PCa mit p=0,052 knapp nicht signifikant.
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VPS36 war bei allen drei untersuchten in silico-Datensatzen in den metastatischen
Proben sowohl gegentiber den lokalisierten PCa, als auch gegeniiber den benignen Proben
statistisch signifikant geringer exprimiert (Abb. 3.2 ¢, f, h). Im Tissue Scan Array zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen benignen Proben und lokalisierten PCa, die
TUR-Kohorte bot eine signifikante Unterexpression der lokalisierten PCa gegentiber den

benignen Kontrollen (p=0,023).

(a) RAB27A (b) RAB27B (c VPS36
— 5 ey - 2.5 - 2.0 C—
) .
a g 4 . g 2.0 . g 1.5
= 2 2 21.
T 3 3 : i 3
T a S S.1.0
. 52 5 . 5
2 3 8 oonl 0.5
T O © 3 " :
o X H
04 T 0.0 T T T
Mx benigne PCa Mx
(d) (e) (f) VPS36
4 6 e
| —] . >
a‘ c c c
o 9 3 o 0 o .
=) » . 7] B4
0 0y . 0 0
- 2 ° o o .
@ g 2 o* S o .
= X So X X o .
(] [ . [ . e , s
c o . . < . < .
= o 1 ot @ e @ ot .
> o o$8¥3tee o...". . (0] 3o08 o *epes? .
ol ey " ol Seqenes® ol O “-'...'o'ﬂ
benigne PCa Mx benigne PCa Mx benigne PCa Mx
(2) RAB27A (h) RAB27B 0] VPS36
= 2.0 2.0 e 2.0 —
a c . c c
= o o )
= 215 . 215 215
@© » oo oge 73 o 0
- 210 2% o 910 X ote ‘1’10 0,58 a0 o e y
[} s .: . o o sev e . Qo M oo e
£ . coloes S . L AL P .
= o * on o 0. ;) - @ 0.
305 i ) 805 gos5
o
= 0.0 . . . 0.0 : . . 0.0 — . .
benigne PCa Mx benigne PCa Mx benigne PCa Mx

Abbildung 3.2: Expression von RAB27A, RAB27B und VPS36 bei benignen Pro-
ben, Gewebe aus Prostatakarzinomen und Metastasen. Die Abbildungen a-c zeigen
jeweils die Genexpressionen aus dem Datensatz von Taylor et al. (DS1), d-f aus Yu et al.
(DS2) und g-i aus Tomlins et al. (DS3). (Genexpression: Relative Genexpression normalisiert
auf die interne Kontrolle relativ zum Kalibrator (2-22CT). PCa: Prostatakarzinom, Mz: PCa-
Metastasen)
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3.3 Assoziation der Kandidaten mit dem lokalen
Tumorstadium

Zur Untersuchung einer moglichen Assoziation mit dem lokalen Tumorstadium liegen in
silico Ergebnisse aus den Datensétzen von Taylor et al. (DS1), Yu et al. (DS2) sowie aus
dem verwendeten OriGene Tissue Scan Array vor. Weder in silico noch in der cDNA-
Kohorte zeigte sich eine Abhéangigkeit der Genexpression vom lokalen Tumorstadium.
Bei den Daten von Yu et al. (DS2) fiel zwar der Kruskal Wallis Test bei RAB27B mit
p=0,044 knapp signifikant aus, die anschlieBenden posthoc-Tests nach Dunn zeigten
jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen benigne, T2,
T3 und T4. Details zu den Ergebnissen der statistischen Tests sind im Anhang in den
Tabellen 5.1 bis 5.4 ab S. 91 angegeben.

3.4 Assoziation der Kandidaten mit dem Grading nach
Gleason

Eine mogliche Assoziation von RAB27A, RAB27B und VPS36 mit dem Grading nach
Gleason wurde in in silico in den Datensdtzen von Taylor et al. (DS1), Yu et al. (DS2)
und Tomlins et al. (DS3) sowie in Tissue Scan Array und der TUR-Kohorte untersucht.
Die Ergebnisse aus den Datensétzen von Taylor et al. (DS1) sowie Tomlins et al. (DS3)
sind in Abb. 3.3 dargestellt. Details zu den Ergebnissen der statistischen Auswertungen
sind im Anhang ab S. 91 in den Tabellen 5.1 bis 5.4 zu finden.

Fir RAB27A zeigte sich in silico lediglich bei den Daten von Tomlins et al. (DS3)
eine Unterexpression bei einem Grading von > 7b gegentiber den benignen Kontrollen
(Abb. 3.3 a,d). Bei RAB27B bot nur der Datensatz von Tomlins et al. (DS3) eine
Unterexpression in den Proben mit einem Grading < 7b sowie > Tb gegeniiber den
benignen Proben (Abb. 3.3 b,e). VPS36 erschien in den Datensétzen von Tomlins et al.
(DS3) und Taylor et al. (DS1) jeweils bei einem Gleason Grading > 7b gegeniiber den
benignen Proben unterexprimiert (Abb. 3.3 c,f).
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Abbildung 3.3: Expression von RAB27A, RAB27B, VPS36 abhingig vom Grading
nach Gleason. Die Abbildungen a-c zeigen die Genexpressionen aus den Daten von Taylor
et al. (DS1), Abbildungen d-f aus dem Datensatz von Tomlins et al. (DS3). Bei den Daten
von Yu et al. (DS2), im Tissue Scan Array und in der TUR-Kohorte unterschieden sich die
untersuchten Gruppen (benigne, < 7, > 7) nicht statistisch signifikant. (Genexpression: Relative
Genexpression normalisiert auf die interne Kontrolle relativ zum Kalibrator (2-22CT).)

Im Datensatz von Yu et al. (DS2) und dem Tissue Scan Array konnte in den Grup-
penvergleichen kein Zusammenhang mit dem Grading nach Gleason festgestellt werden.
In der TUR-Kohorte fiel der Kruskal Wallis Test mit p=0,045 zwar knapp statistisch
signifikant aus, die angeschlossenen posthoc-Tests nach Dunn konnten jedoch keine sta-
tistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen benigner Proben, Gleason < 7

und Gleason > 7 nachweisen.
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3.5 Assoziation der Kandidaten mit

Androgendeprivationstherapie

(a) RAB27A (b) RAB27B (c) VPS36
101 151 2.5
<
g & s . 8201
n 2 10 7]
g 61 g g 1.5 . .
X 53 g et e , o
@ 44 § 5 10 =S & it
5 ] ] * 2 —eeet—
- F whw O L el e 008 b,
01— + ol —= s} S 0.0 , .
benigne  hnPCa htPCa benigne  hnPCa htPCa benigne hnPCa  htPCa

Abbildung 3.4: Expression von RAB27A, RAB27B und VPS36 vor und nach An-
drogendeprivationstherapie. Die Abbildungen a-c zeigen die Expressionsdaten der jewei-
ligen Gene aus der vor Ort akquirierten TUR-Kohorte. Der Vergleich hnPCa vs htPCa fiel
bei VPS36 mit p=0,059 knapp nicht signifikant aus. (Genezpression: Relative Genexpression
normalisiert auf die interne Kontrolle relativ zum Kalibrator (2-22CT). hnPCa: hormonnatives
PCa; htPCa: PCa mit Zustand nach Androgendeprivatonstherapie).

Fir die Betrachtung des weiter fortgeschrittenen Krankheitsstadiums der HR konnte
nur die TUR-Kohorte herangezogen werden, da die anderen Kohorten nicht gentigend Pa-
tienten mit Zustand nach ADT boten. Die Expression von RAB27A, RAB27B und VPS36
wurde mittels gPCR bestimmt und Patienten mit BPH, hormonnativem (hnPCa) und
hormonrefraktédrem Karzinom (htPCa) mittels Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBenden
Dunn-Posthoc-Tests verglichen. Fiir RAB27A und RAB27B konnten keine signifikanten
Unterschiede innerhalb der Gruppen festgestellt werden (Abb. 3.4 a,b). Fiir VPS36 zeigte
die Gruppe der htPCa eine signifikant niedrigere Expression als die benignen Kontrollen

und gegeniiber den hnPCa eine Tendenz zur Unterexpression (p=0,059; Abb. 3.4 ¢).
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3.6 Expression von AR in PCa, Assoziation mit

Differenzierung und Androgendeprivationstherapie
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Abbildung 3.5: Expression von AR in der TUR-Kohorte. In der TUR-Kohorte wurde
die Expression von AR von PCa gegeniiber benignen Kontrollen (a), in Abhéngigkeit vom
Grading nach Gleason (b) sowie bei Proben mit und ohne Androgendeprivationstherapie (c)
analysiert. (Genexpression: Relative Genexpression normalisiert auf die interne Kontrolle relativ
zum Kalibrator (2=22CT). hnPCa: Hormontherapie-native PCa; htPCa: PCa mit Zustand nach
Androgendeprivationstherapie).

Abseits der mit der Sekretion von Exosomen assoziierten Gene wurde fiir die Erstellung
von Korrelationsanalysen in der TUR-Kohorte zusétzlich die Expression von AR durch
qPCR bestimmt. Hier wurden mittels Kruskal-Wallis-Tests Vergleiche zwischen den
benignen und malignen Proben, fir Grading nach Gleason (benigne vs. Gleason 6-7 vs.
Gleason 8-10) und fiir den Hormontherapie-Status (benigne vs. PCa ohne ADT (hnPCa)
vs. PCa mit Z.n. ADT (htPCa) angestellt.

Fiir die Proben aus lokalisierten PCa zeigte sich eine signifikante Uberexpression ge-
gentiber den benignen Kontrollen (Abb. 3.5 a) und innerhalb der hnPCa eine signifikante
Uberexpression bei einem Gleason von 8 bis 10 gegeniiber den besser differenzierten PCa
(Abb. 3.5 b). Die Proben aus htPCa zeigten eine signifikante Uberexpression sowohl
gegentiber den benignen Kontrollen, als auch im Vergleich zu den hnPCa (Abb. 3.5 ¢).
Zusétzliche Details zur statistischen Auswertung sind im Anhang in Tab. 5.5 auf S. 95

zu finden.
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3.7 Einfluss der Kandidaten auf das Gesamtiuberleben
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Abbildung 3.6: Assoziation der Expression von RAB27A, RAB27B, VPS36 und
AR mit dem Gesamtiiberleben. Die Abbildungen a-d zeigen die Genexpression abhéingig
davon, ob der Patient zum Zeitpunkt der Uberlebensabfrage noch lebte oder verstorben war.
Von den 39 Patienten der Kohorte mit PCa konnten leider nur bei 15 Patienten, von denen
elf verstorben waren, Daten gewonnen werden. (Relative Genexpression: Normalisiert auf die
interne Kontrolle relativ zum Kalibrator angegeben (272ACT)),

Bei der wie in Abschnitt 2.12 beschrieben durchgefiihrten Uberlebensabfrage konnten
leider nur Informationen von insgesamt 15 Patienten gewonnen werden. Elf davon waren
zum Zeitpunkt der Abfrage verstorben, bei nur sechs konnte ein Todeszeitpunkt ermittelt
werden. Damit waren Analysen des Uberlebens wie Kaplan-Meier-Vergleiche nicht sinn-
voll durchfithrbar und es wurde lediglich zur Ubersicht ein Gruppenvergleich zwischen
den zum Zeitpunkt der Abfrage lebenden und den verstorbenen Patienten mittels Mann-
Whitney- U-Tests durchgefiihrt. Hierbei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der

Genexpression zwischen den Gruppierungen.
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3.8 Korrelationsanalysen der Genexpressionen
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Abbildung 3.7: Korrelationen von RAB27A, RAB27B, VPS36 und AR unterein-
ander. Fiir die untersuchten in silico-Datensétze und die mittels RT-qPCR gewonnen Daten
wurden jeweils fir RAB27A, RAB27B und VPS36 (und bei der TUR-Kohorte zusétzlich mit
AR) untereinander Korrelationsanalysen nach Spearman durchgefiihrt. Die Ergebnisse mit ent-
sprechenden r¢- und p-Werten sind in den Diagrammen a-e angegeben. Die durchgezogenen
Linien und fettgedruckten p-Werte markieren statistisch signifikante Ergebnisse. Abbildungen
f-h zeigen exemplarisch die Korrelationen fiir den Datensatz von Taylor et al. (DS1) graphisch.

In den Datensétzen von Taylor et al. (DS1), Yu et al. (DS2), Tomlins et al. (DS3), dem
Tissue Scan Array und der TUR-Kohorte wurden mogliche Korrelationen der Expression
der Gene RAB27A, RAB27B und VPS36 untereinander mittels Korrelationsanalysen

nach Spearman untersucht. Bei der TUR-Kohorte wurde zusétzlich die Expression von
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AR in die Auswertung mit einbezogen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.7 und im
Anhang auf S. 96 in Tabelle 5.6 zusammengefasst. Die visuelle Inspektion der relevan-
ten Paarungen zeigte jeweils monotone Zusammenhédnge. Exemplarisch ist dies fiir den
Datensatz von Taylor et al. (DS1) in Abbildung 3.7 f-h dargestellt.

Zwischen RAB27A und RAB27B zeigte sich in allen untersuchten Datenséitzen
statistisch signifikante, mittelstarke Korrelationen mit r, zwischen 0,38 und 0,54. Fir
RAB27A und VPS36 ergaben die Untersuchungen der Datensétze von Yu et al. (DS2),
Taylor et al. (DS1) und der TUR-Kohorte statistisch signifikante Korrelationen mit r,
zwischen 0,14 und 0,65. RAB27B und VPS36 korrelierten mit Ausnahme des von Yu
et al. (DS2) in allen untersuchten Datensdtzen mit ry zwischen 0,39 und 0,63 statistisch
signifikant miteinander. Fiir AR zeigte sich in der TUR-Kohorte lediglich mit RAB27B

eine statistisch signifikante Korrelation (r,=0,47).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie soll iberpriift werden, ob Veranderungen in den Mechanismen
der exosomalen Sekretion beim PCa einen Einfluss auf klinisch-pathologische Parameter
oder das Uberleben haben. Dazu wurde ein Panel von Genen mit bekannter Funktion
bei Sekretion und Biogenese von Exosomen zusammengestellt. Assoziation dieser Gene
mit dem Auftreten eines Biochemischen Rezidivs (BCR) als Indikator fiir Erkrankungs-
progression wurden in einem groflen, bereits bestehenden Microarray-Datensatz in silico
untersucht und als Ergebnis konnten RAB27A, RAB27B und VPS36 fiir die weitere
Untersuchung identifiziert werden. Hier wurden im Anschluss Assoziationen der jeweili-
gen Expression mit klinischen und pathologischen Parametern sowie Korrelationen der
Expression untereinander in weiteren, bereits bestehenden Microarray-Datensatzen und

in zwei unabhéngigen Patientenkohorten mittels qRT-PCR aufgearbeitet.

4.1 Zusammenstellung des Kandidatenpanels,
Selektionsprozess und zur weiteren Analyse
ausgewahlte Gene

Der Auswahlprozess

Die Auswahl von Genen fiir die weitere Untersuchung aus dem initialen Panel erfolgte
anhand eines bereits bestehenden Datensatzes von Taylor et al. (DS1): Mittels Partiti-
onstests wurden Grenzwerte fiir die Genexpression festgelegt und die Gruppen ober- und

unterhalb des Grenzwertes beziiglich der Zeit bis zur BCR miteinander verglichen. Aus
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dem initialen Panel von 41 Genen unterschieden sich die jeweiligen Gruppen oberhalb
und unterhalb des Genexpressions-Grenzwertes in 22 Fallen signifikant. Die Anforderung
einer jeweiligen Gruppengrofie von mindestens 20 Patienten reduzierte die Zahl der Gene
auf acht, aus denen schliellich RAB27A, RAB27B und VPS36 aufgrund ihrer zentralen
Rolle bei der exosomalen Sekretion fiir die weitere Analyse ausgewdhlt wurden.

Das Gesamt- oder das PCa-spezifische Uberleben als Auswahlkriterium zu verwenden,
ware der Zeit bis zum BCR vorzuziehen gewesen, jedoch ist beim PCa die Verfiigharkeit
solcher Daten schlecht, da die erkrankungsspezifische Mortalitat relativ gering und die fiir
diese Endpunkte erforderlichen Nacherhebungszeitrdumen entsprechend lang sind. Mit
diesem Kompromiss wird eine Einschrankung der Validitat erkauft, da die Aussagekraft
des Surrogatparameters flir das Gesamtiiberleben eingeschrinkt ist und eine einheitli-
che Definition des BCR fehlt.!?*127 Weiterhin ist anzumerken, dass die angewandten

Auswahlkriterien nicht standardisiert, sondern nach eigenem Ermessen gewahlt wurden.

Die ausgewadhlten Gene

RAB27A und RAB27B kodieren fiir zwei Mitglieder der Familie der Rab-GTPasen,
die an verschiedenen intrazellulédren Transportmechanismen (Vesikelbildung, Transport
entlang des Zytoskelettes, Fusion an Zielstrukturen) beteiligt sind. Sie kénnen zwischen
einer aktiven, GTP-bindenden und einer inaktiven, GDP-bindenden Konfiguration um-
geschaltet werden, wobei das Umschalten zwischen aktiver und inaktiver Form durch
Guanine nucleotide exchange factors (GEF) und GTPase-activating proteins (GAP) ver-
mittelt wird.!?8

Durch Interaktion mit spezifischen Proteinkomplexen stellen die beiden RAB27-Isoformen

129-131 wobei in verschie-

wichtige Mediatoren der exosomalen Sekretionsmaschinerie dar,
denen Zelltypen unterschiedliche Rab-GTPasen wie Rab11 und Rab35 an der exosomalen
Sekretion beteiligt zu sein scheinen.'?? 33 RAB27B vermittelt vor allem den Transport
von MVBs zur Zellmembran und RAB27A die dortige Fusion und damit die Freisetzung

des MVB-Inhaltes.?®
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Die Rolle der beiden GTPasen wurde bereits in verschiedenen Tumorentitidten, unter
anderem beim Mammakarzinom, kolorektalen Karzinom und malignen Melanom unter-
sucht. Eine erhohte Expression ist meist mit Krankheitsprogression und einer schlechteren

t,55: 119, 1347137 wohei es auch Hinweise fiir protektive Effekte erhohter

Prognose assoziier
Genexpression gibt.!®® Im Kontext des PCa liefern zwei Studien Hinweise, dass RAB27A
im Prostata-Gewebe an der Sekretion von PSA und PSMA durch Modulation des PI3K-
Signalweges beteiligt ist.'3% 1% Verlust der Funktion von RAB27A fiihrt beim Menschen
zum seltenen Griscelli Syndrom, das durch Immundefizienz und kutanem Albinismus
gekennzeichnet ist. 41142

VPS36 kodiert fiir ein gleichnamiges Mitglied des ESCRT-II-Komplexes, welches ge-
meinsam mit weiteren Komponenten des Komplexes an der Genese von MVBs beteiligt
ist: ESCRT-0 initiiert den Signalweg, ESCRT-I und ESCRT-II stabilisieren die Mem-
branknospung eines wachsenden MVB und ESCRT III beendet die Vesikelabschniirung
gemeinsam mit VPS4.143 Hier liegt auch die mogliche Verbindung zur exosomalen Sekre-
tion,'** da Exosomen durch Fusion von MVBs mit der Zellmembran sezerniert werden,?®
wobei Studien, die direkt eine Verbindung von VPS36 zur exosomalen Sekretion im PCa
belegen, bisher fehlen. Im Rahmen der Zellteilung ist VPS36 an der Membranabtren-

145,146 ynd vermittelt die Partikel-Abschniirung von

nung bei der Zytokinese eingebunden
HI-Viren.”® Weitere Funktionen der ESCRT-Bestandteile sind die Abschniirung anderer
Mikrovesikel-Populationen, die Reparatur von Zell- und Kernmembran und das Kappen
von Neuronen.'¥” Auflerdem beeinflusst VPS36 (gemeinsam mit AR) die Entwicklung
des Kammes von Hithnern.'*® Uber die Rolle des Genes in der Tumorbiologie ist bisher
nur wenig bekannt. Deregulierung des JAK/STAT-Signalweges in Gewebe mit mutiertem
ESCRT-II resultiert in erleichterter Tumorgenese in Drosophila.

In den folgenden Abschnitten wird der Einfluss der genannten Kandidatengene auf

lokale Progression und Metastasierung des PCa diskutiert.
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4.2 Assoziation der Kandidaten mit klinischen und
pathologischen Parametern

Um zu iiberprifen, ob die Expression von RAB27A, RAB27B und VPS36 einen Einfluss
auf klinisch-pathologische Parameter oder die Metastasierung hat, wurden Genexpressions-
Datenséitze von Taylor et al. (DS1), Yu et al. (DS2) und Tomlins et al. (DS3) sowie mittels
qPCR gewonnene Daten aus dem kommerziell verfiigharen Tissue Scan Array® und der
vor Ort akquirierten TUR-Kohorte analysiert. Ein moglicher Einfluss auf das Gesamt-

iiberleben sollte mittels Uberlebensstatistiken in der TUR-Kohorte iiberpriift werden.

RAB27A und RAB27B in metastatischem Gewebe unterexprimiert, Rolle fiir

lokale Tumorentwicklung und Gesamtiiberleben ungeklart

In den Datensétzen von Taylor et al. (DS1), Yu et al. (DS2) und Tomlins et al. zeigte sich
bei Gewebe aus Metastasen konsistent eine Unterexpression von RAB27A und RAB27B.
In Tissue Scan Array und TUR-Kohorte konnte dies nicht iiberpriift werden, da dort
Material aus Metastasen fehlte.

In einzelnen Datenséitzen konnte bei RAB27A und RAB27B jeweils eine Uber- respek-
tive Unterexpression in lokalisierten PCa festgestellt werden, was in den PCR-Messungen
nicht bestétigt werden konnte. Fiir das lokale Tumorstadium konnte keine Assoziation
mit der Expression von RAB27A, RAB27B und VPS36 beobachtet werden und fiir das
Grading nach Gleason zeigten sich nur in silico in einzelnen Datensétzen eine Unterex-
pression bei einem Grading von > 7b, was in den cDNA-Kohorten jedoch nicht bestéatigt
werden konnte. Eine Uberpriifung eines Einflusses auf das Gesamtiiberleben war leider
aufgrund der sparlichen Datenlage nicht sinnvoll moglich.

Zur Bedeutung von RAB27A und RAB27B fir klinische Parameter und Krankheits-
progression des PCa existieren bisher keine Studien. Aus anderen Tumorentititen gibt es
hingegen einige Untersuchungen, die unter den Tumorentitaten und teils auch innerhalb

dieser gegensatzliche Ergebnisse zeigen (siche Tabelle 4.1).
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Korrelation mit...

Entitét Invasivit. / Differen. Metastasierung Gesamtiiberleben Ref.

RAB27A RAB27B RAB27A RAB27B RAB27A RAB27B

Gliome + - — 149,150

Hepatozellulares Ca + + — — 134
Kolorektales Ca +/- +/— — +/- — +/— 134-136,138

Magen-Ca — - 134

Mamma-Ca, + +/o + - 151-154
Melanom + 155
Osteosarkom + 156
Ovarial-Ca + + - 157
Pankreas-Ca, + + — 158
Urothel-Ca + + 159

Tabelle 4.1: Einfluss von RAB27A und RAB27B bei verschiedenen Tumorentitdten.
Der Einfluss von RAB27A und RAB27B auf klinisch-pathologische Parameter (Invasivitét,
Differenzierungsgrad), Metastasierung und das Gesamtiiberleben scheint bei verschiedenen
Tumorentitaten unterschiedlich gerichtet zu sein. Insbesondere beim Kolorektalen Karzinom
gibt es divergente Studienergebnisse. (Ref.: Referenzen; Ca: Karzinom; +: Positive Assoziation;
©: Negative Assoziation; &: Keine Assoziation).

Insbesondere beim Mammakarzinom sind bereits einige Studien zum Einfluss von
RAB27A und RAB27B vorhanden. Wang et al. sahen in vitro fiir RAB27A eine positive
Korrelation der Expression mit Invasivitdt und metastatischem Potential.'®?> Hendrix et
al. zeigten in vitro, dass eine erhohte Expression von RAB27B die Zellteilung beschleu-
nigt und durch Sekretion von HSP90«a abhéangig von MMP?2 die Invasivitat steigert. Bei
klinischen Proben fanden sie eine Assoziation erhohter RAB27B-Expression mit Lymph-
knotenmetastasierung, ungiinstiger Differenzierung und nachteiliger Prognose.!5%154

In einer Studie zum Blasenkarzinom vermittelte eine erhohte Expression von RAB27B
durch Ausschleusung von Tumor-Supressor-miRNAs die Progression zur Muskelinvasivi-
tat!% und im Ovarialkarzinom zeigt eine Studie eine Assoziation erhohter Expression von
RAB27B mit mehr Metastasierung und einem schlechteren Outcome.!®” Beim malignen
Melanom gibt es Hinweise, dass Uberexpression von RAB27A einen stimulierenden Ein-

fluss auf die Proliferation hat!®®

und beim Pankreaskarzinom korrelierte die Expression
mit klinisch-pathologischen Eigenschaften und einem schlechteren Gesamtiiberleben.®®
Dong et al. fanden beim hepatozelluliren Karzinom eine Uberexpression von RAB27A,
jedoch eine Unterexpression von RAB27B, wobei eine erhohte Expression beider Gene

mit einem kiirzeren Uberleben einherging.3*
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Lediglich beim Kolorektalen Karzinom (KRK) liegen Studien vor, die einen Zusam-
menhang zwischen Erkrankungsprogress und erniedrigter Expression von RAB27A und
RAB27B zeigen: Shi et al. fanden im KRK gegeniiber benigne Kontrollen zwar eine Uber-
expression von RAB27A und eine positive Korrelation mit T- und N-Stadium, innerhalb
der Tumore zeigte sich jedoch ein schlechteres Gesamtiiberleben bei Unterexpression
von RAB27A.'3° Zusitzlich stellten Dong et al. bei niedrigerer Expression von RAB27A
und RAB27B im KRK eine Assoziation mit schlechterer Differenzierung, héherem Lo-
kalstadium, vermehrter vaskularer Invasion, Lokalrezidiven, Fernmetastasierung und ein

¢ 134,138

schlechteres Gesamtiiberleben fes Bao et al. fanden im Gegensatz dazu bei Pa-

tienten mit KRK eine positive Assoziation der Expression von RAB27B mit klinischen
und pathologischen Parametern sowie ein kiirzeres Uberleben bei erhiéhter Expression. 36

Die Ergebnisse aus den verschiedenen Tumorentitiaten legen nahe, dass die beiden
RAB-GTPasen sowohl abhéngig vom Ursprungsgewebe als auch von der Situation unter-
schiedliche oder gar gegensatzliche Funktionen in der Tumorbiologie ausiiben konnten.
Ein solch verschiedentlich gerichteter Einfluss auf die Progression von Krebserkrankungen
wurde auch bei der GTPase Rab25 beobachtet, die bei Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Hals-Bereiches herabreguliert ist,'%1:1%2 beim Urothelkarzinom hingegen tiberexpri-
miert zu sein scheint.®3

Solche verschiedenen Funktionen der selben Gruppe von Genen kénnte durch Expres-
sion unterschiedlicher Isoformen, differentielle Regulation der Aktivitat oder Interaktion
mit unterschiedlichen Effektormolekiilen bedingt sein. So wird in verschiedenen Organen
eher die eine oder die andere RAB27-Isoform exprimiert: Zellen des Urothelkarzinoms
produzieren eher RAB27B als RAB27A'%* und in Brustkrebszellen von Méusen ist eher
RAB27A als RAB27B fiir die exosomale Sekretion verantwortlich.!64

Weiterhin konnte eine differenzierte Rolle durch unterschiedliche Regulation der Gene
durch ihre GEFs und GAPs, die als molekulare Schalter die Rekrutierung der GTPa-
sen steuern,'® oder durch Interaktion mit jeweilig anderen zelluliren Funktionen, auch
auBerhalb der exosomalen Sekretion, erklirbar sein.!?8:166-168 G4 reduziert zum Beispiel

der Knockdown von RAB27A neben der exosomalen Sekretion auch die Produktion von

MMP9.164
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Unter den vorgefundenen Studien untersuchten nur Ostenfeld et al. tatsdchlich Material
aus Metastasen,'®® wihrend bei den anderen lediglich Assoziationen mit dem klinischen
Merkmal Metastasierung oder bestimmten Eigenschaften in vitro beschrieben wurden.
Die Vergleichbarkeit mit der vorliegenden Studie ist dadurch eingeschrénkt.

Die Annahme, dass RAB27A und RAB27B in metastatischen PCa herabreguliert sein
konnten, basiert auf Daten aus Microarrays und fiir diesen Aspekt konnte aufgrund feh-
lendem Materials keine qPCR-Validierung durchgefiihrt werden. Weiterhin betrachtet
die vorliegende Studie ausschliellich die Ebene der mRNA, sodass Effekte auf der proteo-
mischen Ebene nicht miterfasst wurden. Aulerdem ist anzumerken, dass im Datensatz
von Yu et al. (DS2) einige metastatische Proben von denselben Patienten stammen.®” Ob
die GTPasen einen Einfluss auf lokale Invasion und Differenzierungsgrad besitzen, lasst
sich anhand der vorliegenden Daten fiir das PCa entsprechend nicht sicher abschliefend
beurteilen.

Insgesamt scheint es dennoch plausibel, dass eine Herabregulation von RAB27A und
RAB27B Metastasen Wachstumsvorteile verschaffen und entsprechend eine schlechtere
Prognose bedingen konnte. Die Mechanismen hierbei konnten Variationen in der Re-
gulation und Funktion der GTPasen selbst aber auch von Tumorentitdt und Situation
abhéngige, differenzierte Funktion der Exosomen fiir die Tumorbiologie sein (dazu ab
S. 55 mehr). Dazu und zur Validierung eines Einflusses auf das Gesamtiiberleben sind
weitere Untersuchungen notig. Hierbei ist anzumerken, dass die entsprechenden End-
punkte beim PCa meist erst nach langer Zeit erreicht werden und entsprechend lange

Beobachtungszeitraume notig waren.

VPS36 in metastatischem Gewebe unterexprimiert,

Einfluss auf Gesamtiiberleben ungeklart

Fir VPS36 fand sich in allen Microarray-Datensatzen eine Unterexpression in meta-
statischem Gewebe, was in Tissue Scan Array und TUR-Kohorte in Ermangelung von
Material aus Metastasen nicht tiberpriift werden konnte. Beim Grading nach Gleason

zeigte sich in silico eine dezente Unterexpression bei niedrig differenzierten PCa, was in
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den ¢cDNA-Kohorten nicht nachvollzogen werden konnte. Eine Assoziation mit dem loka-
len Tumorstadium konnte nicht festgestellt werden. Ob die Expression einen Einfluss auf
das Gesamtiiberleben hat, konnte wie bei den beiden GTPasen RAB27A und RAB27B
auch fiir VPS36 in der TUR-Kohorte aufgrund sparlicher Datenlage nicht tiberpriift
werden.

Zur Rolle von VPS36 in der Tumorbiologie gibt es bisher nur wenige Daten. In
Spindelzell-Lipomen, benignen Fettgewebs-Tumoren der Haut, ist VPS36 herabregu-
liert'®® und eine Studie von Woodfield et al. zeigt, dass Verdnderungen des ESCRT-
[I-Komplexes, dem VPS36 angehort, iiber Deregulierung des JAK/STAT-Signalweges
neoplastische Transformation in Drosophila erleichtert.!™

Die Annahmen iiber einen Einfluss von VPS36 im Prozess der Metastasierung basieren
ebenso wie bei RAB27A und RAB27B auf Microarray-Daten, fiir die mangels Materi-
als aus Metastasen keine qPCR-Validierung durchgefithrt werden konnten. Dennoch
liefert die vorliegende Studie den Hinweis, dass eine verringerte Expression von VP36 an
der Progression des PCa zur Metastasierung beteiligt sein konnte, wobei auch hier die
Mechanismen dieses Einflusses noch unklar ist. Da auch im PCa die JAK- und STAT-
Signalwege eine Rolle spielen!™ wire eine Interaktion mit diesen bekannten onkogenen
Signalwegen plausibel. Weiterhin kénnte VPS36 durch die verschiedenen Ansatzpunkte
des ESCRT-Komplexes (siehe S. 50) oder, wie auch schon bei RAB27A und RAB27B
postuliert, iiber die Rolle der Exosomen in der spezifischen Tumorbiologie des PCa das
Wachstum von Metastasen beeinflussen, worauf im Folgenden weiter eingegangen wird.
Die Interaktion von VPS36 mit den genannten Signalwegen konnte in weiteren Studien,
z.B. mittels Knock-Down und/oder Uberexpression von VPS36 und Bestimmung der

Aktivitat der Signalketten, tiberpriift werden.

Exosomen als heterogene Population

Von verschiedenen Tumoren sezernierte Exosomen scheinen einen beschleunigenden Ein-
fluss auf die Erkrankungsprogression zu besitzen: So sind sie an der Tumor-Neoangiogenese!

beteiligt, beglinstigen das Tumorwachstum durch Modifikation seines Microenvironments

35
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und supprimieren tiber verschiedene Mechanismen das Immunsystem um im Tumorgewe-
be eine immunologisch privilegierte Zone zu schaffen. So kénnen von Tumoren abstam-
mende Exosomen Apoptose in Immunzellen induzieren,'™ regulatorische T-Zellen zur

™ sowie die

Proliferation stimulieren,'™ die Vermehrung von Effektor-T-Zellen hemmen®
Differenzierung von dendritischen Zellen beeintrichtigen®® .

Speziell im Hinblick auf den Prozess der Metastasierung gibt es Hinweise, dass Tumor-
Exosomen an der Formation primetastatischer Nischen beteiligt sind,'”® Knochenmarks-
Progenitorzellen zu einem metastatischen Phéinotyp differenzieren kénnen® und dass
dem PCa entstammende Exosomen Fett-Stammzellen zu einem dem PCa &hnlichen
Phénotyp transformieren konnen.% Dies legt prinzipiell nahe, dass Zellen des PCa im
Rahmen der Erkrankungsprogression mehr (und nicht weniger) Exosomen mit progressi-
onsbeschleunigender Wirkung sezernieren wiirden, um zu metastasieren. Passenderweise
gibt es Hinweise, dass das Blut von Patienten mit PCa vermehrt Exosomen mit fiir die
Prostata spezifischen Markern enthalt.™

Dennoch zeigen die vorliegenden Daten eine Unterexpression der an der Produktion von
Exosomen beteiligten Gene RAB27A, RAB27B und VPS36 in metastatischem Gewebe.
Fiir beide RAB27 Isoformen wurde eine direkte Beteiligung an der exosomalen Sekretion
gezeigt und Depletion von RAB27A fiihrte in einigen Studien erfolgreich zur Reduktion
der exosomalen Produktion.?*% Eine Unterexpression der Gene impliziert entsprechend
eine Reduktion der exosomalen Sekretion.

Dieser Widerspruch macht eine differenzierte Betrachtung der Mikrovesikel notig: Als
Population von EVs konnten Exosomen bisher nicht einheitlich definiert werden (siehe
Abschnitt 1.2) und es gibt immer mehr Hinweise, dass es sich tatséchlich nicht um eine
homogene Gruppe handelt, sondern funktionell differenzierte Subpopulationen unter-
schieden werden konnen.?* So zeigte eine Studie an Exosomen von B-Zellen, dass sich
exosomale Marker wie CD81 und CD82 der Dichte nach differenziert anreichern lassen.!™
Intestinale Zellen scheinen basolateral und apikal Exosomen unterschiedlicher Eigenschaf-

178 und bei Exosomen aus der Prostata gesunder Ménner lassen sich

ten zu produzieren
mit verschiedenen Proteinen beladene Subpopulationen unterscheiden.!™ Depletion von

RAB27A reduzierte in einer Studie von Bobrie et al. zwar die Sekretion von Exosomen,
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die endosomale Marker wie CD63, Alix, TSG101 und HSC70 tragen, jedoch nicht die
Ausschiittung von Exosomen, die CD9 und Mfge8 enthalten und sich von den anderen
Vesikeln in Dichte und Groéfle unterschieden. An PCa-Zellen zeigte sich in vitro eine
Steigerung der Sekretion von bei 10 000 g nicht pelletierten Partikeln durch Knockdown
von RAB27B und VPS36.1%

Es ist daher denkbar, dass weitere vom endosomalen Pathway unabhéngige Sekreti-
onswege funktionell abgrenzbare Vesikel produzieren.’ So wire es zum Beispiel denkbar,
dass die Herabregulation von RAB27A, RAB27B und VPS36 die Produktion einer Sub-
population von Exosomen reduziert, die der Tumorprogression eher hinderlich sind. Mit
Tumorantigenen oder HSP70 beladene Exosomen kénnen zur Immunantwort gegen den

1817184 1nd es wird auch versucht, diesen Mechanismus der Prasentation

Tumor beitragen
von Tumorantigegen gegeniiber T-Zellen,'8® therapeutisch zu nutzen.?” Eine Reduktion
der Produktion dieser Faktoren fiir die Immunantwort gegen den Tumor ware fir die
Progression forderlich.

Metastasen konnten beim PCa durch Herabregulation von RAB27A, RAB27B und
VPS36 einen Wachstumsvorteil erhalten, indem sie dariiber die Sekretion spezifischer
Gruppen von Exosomen verringern, wahrend andere, die Erkrankung beférdernde Me-
chanismen der exosomalen Sekretion dadurch nicht beeintrachtigt werden.

Zur weiteren Aufklarung der Bedeutung exosomaler Sekretion fiir die Tumorbiologie

des PCa sind weitere Studien notig, die unter anderem anstreben sollten, potentielle

Subgruppen von Exosomen zu differenzieren.

4.3 Korrelationen der Kandidaten untereinander

Sowohl in den in silico reanalysierten Datensétzen als auch in den mittels PCR ana-
lysierten Kohorten korrelierten RAB27A und RAB27B statistisch signifikant positiv
miteinander. Fiir die Paarungen RAB27A und VPS36 sowie RAB27B und VPS36 zeigte
sich eine solche Korrelation nur in einem Teil der Datensétze. In der TUR-Kohorte lag
zudem eine statistisch signifikant positive Korrelation zwischen AR und RAB27B vor

(Siehe Abb. 3.7 auf S. 46).
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Studien anderer, die sich konkret mit Assoziationen der Expression von RAB27A und
RAB27B untereinander beschaftigen, sind rar. Dong et al. stellten iibereinstimmend
mit der vorliegenden Studie bei einer Serie hepatozellularer Karzinomen ebenfalls eine
positive Korrelation von RAB27A und RAB27B miteinander fest.!34 Zu einem moglichen
Zusammenhang in der Expression der beiden RAB27-Isoformen mit VPS36 konnten zum
gegebenen Zeitpunkt keine Untersuchungen gefunden werden.

Eine Erklarung fiir diese positive Korrelation von RAB27A und RAB27B kénnte eine
gemeinsame, upstream liegende Regulation sein. Dies scheint, auch wenn eine géanzlich
einheitliche Rolle iiber verschiedene Organsysteme fraglich erscheint (siehe Abschnitt 4.2),
plausibel, da die GTPasen trotz bekannter differentieller Funktion redundante Funktionen
vermitteln.’® 180 So ist RAB27B unter anderem in der Lage, Effektoren von RAB27A zu
binden. "

Eine moglicherweise gerichteter Zusammenhang zwischen VPS36 und den beiden
RAB27-Isoformen wére in diesem Kontext ebenfalls denkbar, da die Expression von
RAB27A und RAB27B nach Knockdown von VPS36 in PC3-Zellen signifikant anstieg,
andersherum jedoch nicht.!®® Im Pfad der exosomalen Sekretion liegt VPS36 als Teil von
ESCRT-II mit Beteiligung an der Entstehung von MVBs? 143188 funktionell upstream
von RAB27A und B, was eine gerichtete Abhéngigkeit plausibel machen wiirde.

Beziiglich einer Verbindung zwischen RAB27A und AR stellten Shaw et al. bei Pati-
enten mit PCa eine Reduktion der Expression von RAB27A durch ADT fest und fanden
eine AR-Bindungsstelle in der Promotor-Region von RAB27A. Fiir RAB27B und VPS36
stellte die Gruppe keine Verbindungen zu AR fest.!8?

In der vorliegenden Studie wurde zwar keine Korrelation der jeweiligen Expression von
RAB27A und AR festgestellt, dafiir jedoch eine positive Assoziation zwischen RAB27B
und AR. Aufgrund der funktionellen Ahnlichkeit von RAB27A und RAB27B wire es
durchaus denkbar, dass AR auch auf RAB27B einen Einfluss hat.

Die Aussagekraft, den die vorliegende Studie fiir die diskutiere Assoziation zwischen AR
und RAB27B liefert, sollte aufgrund der Heterogenitiat und geringen Fallzahl der TUR-

Kohorte jedoch nicht iiberschétzt werden. Um eine von Androgenen abhéangige Regulation
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der beiden Rab-GTPasen weiter zu beleuchten sind weitere, gezieltere Untersuchungen

an grofleren Kohorten notig, die insbesondere auch proteomische Methoden einbeziehen.

4.4 Expression der Kandidaten im Kontext der

Androgendeprivationstherapie und der Expression

von AR

VPS36 nach Androgendeprivationstherapie moglicherweise unterexprimiert,

Interaktion mit RAB27A und RAB27B ungeklart

Androgene spielen fiir die Entwicklung des PCa eine Schliisselrolle, da sie tiber den
Androgenrezeptor im Prostatadriisengewebe das Verhéltnis von Proliferation und Zell-
untergang regulieren.!”® Intrazellulire Ligandenbindung des AR fithrt zur Translokation
des Rezeptors in den Zellkern, wo tiber Interaktionen mit Kofaktoren an den Androgen-
Response-Elementen der entsprechenden Zielgene die Genexpression reguliert wird.!!
Der Entzug dieses Wachstumsstimulus ist bei fortgeschrittenem PCa ein effektiver Ansatz
zur Verkleinerung der Tumorgrofle und Verlangerung des Gesamtiiberlebens, was jedoch
bei fast allen Patienten mit der Zeit im Sinne einer Kastrationsrefrakteritat zunehmend
versagt.!9% 193 Bei Leukdmien, dem Mammakarzinom und auch beim PCa scheint die
exosomale Sekretion fiir die Entwicklung und Ausbreitung von Resistenzen gegentiber
systemischen Therapien eine zu Rolle spielen.” 7! Daher ist es denkbar, dass die Mecha-
nismen der exosomalen Sekretion am Versagen der Kastrationstherapie bei Patienten
mit fortgeschrittenem PCa beteiligt sind.

Um eine Beteiligung von RAB27A, RAB27B und VPS36 fiir die Entwicklung der
Kastrationsrefrakteritiat zu beleuchten, wurde die jeweilige Genexpression in der TUR-
Kohorte mittels RT-qPCR bestimmt: Bei PCa mit Zustand nach ADT (htPCa) zeigte
sich eine signifikante Unterexpression von VPS36 und eine Tendenz zur Unterexpres-
sion gegeniiber hormonnativen Tumoren. Bei RAB27A und RAB27B lag jeweils keine
differenzielle Expression beziiglich der ADT vor.
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Zu Veranderungen der Expression von RAB27A, RAB27B und VPS36 durch eine
hormonablative Therapie beziehungsweise zu Zusammenhangen mit dem Versagen der
ADT gibt es bislang kaum vergleichbare Studien. Shaw et al. stellten in Folge von Andro-
genentzug durch den GnRH-Antagonisten Degarelix eine Verringerung der Expression
von RAB27A fest. Belege fiir eine direkte Verbindung zum Androgenrezeptor gibt es
hier zwar nicht, allerdings scheint es eine AR-Bindungsstelle in der Promoter-Region
von RAB27A zu geben. Fir RAB27B und VPS36, die im dort verwendeten Microarray
ebenfalls enthalten waren, stellte die Gruppe keine Expressionsveranderungen durch die
ADT fest. 18

In der vorliegenden Arbeit wurde abweichend dazu keine verdnderte Expression von
RAB27A, dafiir aber eine Unterexpression von VPS36 in htPCa festgestellt. Die Studie
von Shaw et al. ist zwar nur bedingt vergleichbar, da sie frihe Expressionsveranderungen
durch ADT untersuchte, wiahrend die Patienten der Gruppe der htPCa aus der TUR-
Kohorte trotz ADT eine transurethrale Resektion benétigten. Dennoch liefert sie einen
Hinweis, dass es Verbindungen zwischen dem AR-Signalweg und der exosomalen Sekretion
geben konnte.

Als moglicher Mechanismus fiir eine Beteiligung an der Entwicklung der Kastrationsre-
frakteritat ware fiir VPS36 als Teil des ESCRT ein Zusammenhang mit der exosomalen
Sekretion zwar plausibel, jedoch hat der ESCRT auch in vielen anderen Bereichen, zum
Beispiel bei Membranreparatur und Autophagie, Funktionen, die hier nicht untersucht
wurden.'*” Weiterhin ist unklar, ob Verdnderungen des ESCRT Ursache oder Effekt der
Unabhéngigkeit vom Androgenstimulus sind. Die Aussagekraft der Daten aus der TUR-
Kohorte wird zudem durch die relativ geringe Fallzahl, die Heterogenitat des Abstandes
zwischen ADT und TUR und der verwendeten Medikamente zur ADT eingeschrénkt. Um
zu klaren ob und wie VPS36 an der Entwicklung von Kastrationsrefrakteritéit beteiligt ist,
sind daher weitere Studien an grofieren Patientenkohorten notig. Fiir eine bessere kausale
Einordnung kénnten weiterhin Experimenten in vitro dienen, die z.B. androgensensible
Zellen unter Androgenkarenz mit Exosomen kastrationsrefraktarer Zellen kultivieren und

darunter mogliche Verédnderungen von Migration und Invasivitat beobachten.
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AR im fortgeschrittenen Prostatakarzinom iiberexprimiert

In der TUR-Kohorte wurde im Rahmen der Korrelationsanalysen zusatzlich zu den
drei Genen, die mit der exosomalen Sekretion assoziierten sind, die Expression von AR
bestimmt. Hier zeigte sich eine Uberexpression bei Malignitit, hoherem Grading nach
Gleason und am deutlichsten bei Zustand nach ADT.

Fir die von Androgenen unabhéangige Krankheitsprogression sind bereits unterschiedli-
che Mechanismen wie aberrante Aktivierung, Umgehung des AR-Signalweges und Hyper-
sensitivitit gegeniiber Androgenen durch erhéhte Empfindlichkeit oder Uberexpression
des Rezeptors bekannt.3%190:193,194 Ayich in der vorliegenden Studie wurde eine deutlich
erhohte Expression von AR bei Zustand nach ADT festgestellt. Dies ist als Mechanis-
mus zur Steigerung der Sensitivitat gegeniiber Androgenen unter ADT bereits bekannt.
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stimmen entsprechend mit dem, was iiber die
Tumorbiologie des PCa bereits bekannt ist, tiberein.

Die Studienlage beziiglich der Expression von AR im PCa gegeniiber benignem Ge-
webe und Zusammenhédngen mit dem Differenzierungsgrad ist heterogen. Einige Unter-
suchungen sehen eine Erh6éhung der Expression von AR in PCa gegeniiber benignem
Gewebe,'%7199 andere jedoch eine Verringerung.?°22 In Hinblick auf den Differenzie-
rungsgrad ergibt sich ein ebenso uneinheitliches Bild. Es existieren sowohl Studien, die

201,203-205

eine negative, als auch Untersuchungen die eine positive Korrelation mit dem

Grading nach Gleason zeigen.?"?
Die uneinheitliche Studienlage kénnte dadurch bedingt sein, dass die Expression von

tQOO7 201,206-209 und

AR innerhalb einzelner Tumoren eine erhebliche Heterogenitéat aufweis
die Kohorten der genannten Studien beziiglich des Differenzierungsgrades und Vorthera-
pien unterschiedliche Zusammensetzungen aufweisen.

Eine genauere Betrachtung der Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigt, dass die
Uberexpression von AR in der Gruppe der PCa vor allem durch die Proben der Patienten

mit Zustand nach ADT bedingt zu sein scheint, da die Gruppe der hnPCa gegenitiber den

benignen Kontrollen keine veranderte Expression aufweist. Weiterhin gibt es Hinweise,
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208

dass die AR-Expression mit sinkendem Differenzierungsgrad variabler wird.*”® Dies zeigt

sich auch in der vorliegenden Studie.

4.5 Limitationen der Studie

Die Beurteilbarkeit der Untersuchungsergebnisse wird teilweise durch die heterogene
Zusammensetzung der einzelnen Patientenkohorten untereinander, die unterschiedlichen
Messmethoden und Differenzen in der Verarbeitung der Proben eingeschrankt. Insbe-
sondere die Population der TUR-~-Kohorte weist naturgemafl intern Heterogenitat bzgl.
iatrogener Faktoren wie Vortherapie auf, beim verwendete FFPE-Material ist auch im-
mer von einer gewissen Degradation der Nukleinsduren auszugehen und die Akquise der
klinischen Daten wurde durch unvollstdndige Aktenfithrung erschwert.

Als benignes Kontrollgewebe wurde Material aus transurethralen Resektionen von
Patienten mit BPH verwendet. Es gibt Hinweise, dass auch bei diesen benignen Veréan-
derungen des Driisengewebes relevante Alterationen der Genexpression vorkommen.??2
Tatséachlich unverdandertes Prostatagewebe wére als Vergleichsziel geeigneter gewesen, ist
jedoch schwieriger zu gewinnen.

Dennoch liefern die im Rahmen der vorliegenden Dissertation dargelegten Analysen
wichtige Hinweise auf Einfliisse von Genen der exosomalen Sekretionsmaschinerie auf die
Biologie des PCa, deren weitere Erforschung Fortschritte fiir Diagnostik und Therapie

der Tumorerkrankung bringen konnten.

4.6 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Studie wurden verschiedene Gene in Verbindung mit der exosomalen
Sekretion hinsichtlich ihrer Bedeutung fiir das PCa betrachtet und drei davon, RAB27A,
RAB27B und VPS36 noch genauer auf Zusammenhinge mit Erkrankungsentwicklung
und Prognose untersucht.

Die gewonnenen Daten liefern einen Hinweis, dass eine verringerte Expression der

drei Gene am Prozess der Metastasierung beteiligt sein konnte. Obwohl mogliche Griin-
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de dafiir vielfiltig sind und insbesondere VPS36 als Teil der ESCRT-Maschinerie an
verschiedenen zelluldren Funktionen beteiligt ist, scheint eine Verbindung mit der exoso-
malen Sekretion zumindest im Falle von RAB27A und RAB27B am plausibelsten. Die
verringerte Expression impliziert hier eine geringere exosomale Sekretion, was auf Basis
dessen, was aus vielen Tumorentitaten bekannt ist, kontraintuitiv scheint. In zukiinftigen
Untersuchungen sollte entsprechend geklart werden, ob die Expressionsveranderungen
die exosomale Sekretion von PCa-Zellen tatsachlich verringert oder nur Subspezies der
Vesikel vermindert ausgeschiittet werden.

Weiterhin bedarf die Population der extrazelluliren Vesikel in weiteren Studien ei-
ner differenzierteren Betrachtung: Angefangen bei der Tatsache, dass fiir den Begriff
,Exosomen® eine einheitliche Definition fehlt, scheint es sich bei den Vesikeln nicht um
eine homogene Klasse zu handeln, sondern um funktionell differenzierte Subspezies.’
Selbige weiter zu unterscheiden und zu charakterisieren ist von zentraler Bedeutung fiir
ein besseres Verstiandnis der Mikrovesikel.

Auf Basis der vorliegenden Daten lésst sich die Frage, ob die drei untersuchten Gene
einen Einfluss auf die lokale Tumorentwicklung oder das Gesamtiiberleben haben, nicht
abschlieflend klaren. Hier sind weitere, groler angelegte Studien notig, wobei aufgrund der
haufig relativ langsamen Progression des PCa lange Untersuchungszeitraume zu wahlen
waren.

Weiterhin geben die Korrelationen der untersuchten Gene untereinander sowie die
Assoziation zwischen RAB27B und AR Anhaltspunkte fiir regulative Zusammenhéange

der Gene untereinander. Dies ist ebenfalls in weiteren Studien zu validieren.
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5 Zusammenfassung

Aufgrund seiner hohen Pravalenz und Stellung als dritthéufigste Todesursache bei Mén-
nern in Deutschland besitzt das Prostatakarzinom eine erhebliche Bedeutung fiir das
Gesundheitssystem. Die Therapieentscheidung bei potentiell kurablen Tumoren, sowie die
optimale Therapieauswahl in metastasierten Stadien stellen zentrale Herausforderungen
im klinischen Alltag dar. Ein besseres Verstindnis der zugrundeliegenden Mechanismen,
sowie verlédssliche molekulare Entscheidungshilfen sind notwendig, um die Versorgung
der Patienten zu verbessern

Die Kommunikation von Tumorzellen mit dem benachbarten, aber auch weiter ent-
ferntem Gewebe ist fiir die Erkrankung von zentraler Bedeutung und neben 16slichen
Stoffen spielt eine Population von Mikrovesikeln endosomaler Herkunft, die Exosomen,
hier eine Rolle. Uber die Regulation der Sekretion von Exosomen im Prostatakarzinom
ist bisher nur wenig bekannt und daher stellt sich die Frage, welche an der exosomalen
Sekretion beteiligten Gene hier alteriert sind.

Mittels Literaturrecherche wurde ein Panel von mit der exosomalen Sekretion assoziier-
ten Genen erstellt. Anhand von Korrelationen mit der Erkrankungsprogression, gemessen
an der Zeit bis zum biochemischen Rezidiv, wurden auf Basis eines 6ffentlich verfiigha-
ren Microarraydatensatzes RAB27A, RAB27B und VPS36 fiir detailliertere Analysen
ausgewahlt.

In zwei weiteren offentlich verfiigharen Mikroarraydatensétzen und einer vor Ort ak-
quirierten sowie einer kommerziell erhéltlichen cDNA-Kohorte wurden Assoziationen
mit dem lokalen Tumorstadium, der Gewebsdifferenzierung, der Metastasierung, dem

Gesamtiiberleben und Korrelationen der Genexpression tiberpriift.
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Hier zeigte sich in den Microarraydatensatzen fiir RAB27A, RAB27B und VPS36 eine
Unterexpression in metastatischen Proben und bei Zustand nach hormonablativer The-
rapie préasentierte sich VPS36 unterexprimiert. Aufgrund ihrer Rolle in der exosomalen
Sekretionsmaschinerie und der bisher vor allem als progressionsférdernd erkannten Be-
deutung der Mikrovesikel fiir Tumorerkrankungen ist diese Unterexpression unerwartet.
Konkret scheint bei einigen anderen Tumorentititen eine Uberexpression von RAB27A
und RAB27B mit dem Fortschreiten der Erkrankung assoziiert zu sein. Lediglich beim
Kolonkarzinom gibt es Studien, die eine Unterexpression im Zusammenhang mit dem
Erkrankungsprogress sehen. Dass die drei Gene im Prostatakarzinom herabreguliert sind,
erscheint entsprechend plausibel, der Mechanismus dieses Einflusses muss jedoch wei-
ter aufgeklart werden. Moglicherweise spielt hier die Heterogenitéit der bisher eher als
homogene Population wahrgenommenen Exosomen eine noch zu klarende Rolle.

Eine Assoziation der Expression der drei Kandidatengene mit lokalem Tumorstadium
oder dem Grading nach Gleason konnten nicht festgestellt werden. Aufgrund mangelnder
Datenpunkte konnte kein Zusammenhang mit dem Gesamtiiberleben gezeigt werden.
AR présentierte sich, wie zu erwarten, in Proben mit Zustand nach Androgenentzug
iiberexprimiert.

Die Korrelationsanalysen zeigten fiir RAB27A, RAB27B und VPS36 Zusammenhénge
der Expression untereinander sowie im Falle von RAB27B auch einen Zusammenhang
mit der Expression von AR.

Obwohl noch weitere Untersuchungen notig sind, um die Erkenntnisse der vorliegenden
Arbeit zu bestatigen und ihre Mechanismen aufzukléaren, liefert diese Studie einen Beitrag
zum besseren Verstdndnis der Tumorbiologie des Prostatakarzinoms und o6ffnet die Ttir

zu besserer Diagnostik und Therapie der Krebserkrankung etwas weiter.
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Anhang

Datensatz Gruppierung nach... Gruppen
benigne
Gewebsherkunft PCa: Lokalisierte PCa
Taylor et al. Mx: Metastasen
(DS1; GSE21032) T-Stadium benigne, T1, T2, T3+4
Gleason benigne, < 7a, > 7a
benigne: Normal 4+ Adjacent
Gewebsherkunft PCa: Lokalisierte PCa
Yu et al. Mx: Metastasen
(DS2; GDS2547) T-Stadium benigne, T1, T2, T3
Gleason benigne: Normal + Adjacent,
<7, >7
benigne
. Gewebsherkunft PCa: Lokalisierte PCa
Tomlins ef al. Mx: Metastasen
(DS3; GDS3289) :
Gleason benigne, < Ta, > 7a
benigne
. Gewebsherkunft PCa: Lokalisierte PCa
Tissue Scan
Array T-Stadium benigne, T2, T3
Gleason benigne, < 7a, >
benigne
Gewebsherkunft PCa: Lokalisierte PCa
TUR-Kohorte Gleason benigne, < 7, > 7
Hormontherapie- benigne, Hormonnativ,
Status Hormonrefraktéar

Tabelle 5.1: Ubersicht der fiir die Gruppenvergleiche gebildeten Gruppen. Um den
Einfluss verschiedener Parameter (Gewebsherkunft, T-Stadium, Grading nach Gleason und
Hormontherapie) auf die Expression der ausgewéhlten Gene zu untersuchen, wurden die Proben
der verschiedenen Datenquellen jeweils gruppiert. Diese Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die

verschiedenen Gruppen. (PCa: Prostatakarzinom, Mz: Metasasen)
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Anhang

Auswertung Detalils p-Wert

Gewebeart

Taylor et al. (DS1; GSE21032)

Kruskal Wallis ¥2(2) = 28.89; < 0,001

Dunn benigne vs. PCa benigne: 0,82; PCa: 1,03, < 0,001

Dunn PCa vs. Mx PCa: 1,03; Mx: 0,34 0,001

Dunn benigne vs. Mx benigne: 0,82; Mx: 0,34 1,000

Yu et al. (DS2; GDS2547)

Kruskal Wallis x2(2) = 7,65 0,022

Dunn benigne vs. PCa benigne: 0,92; PCa: 0,78 0,483

Dunn PCa vs. Mx PCa: 0,78; Mx: 0,71 0,296

Dunn benigne vs. Mx benigne: 0,92; Mx: 0,71 0,020

Tomlins et al. (DS3; GDS3289)

Kruskal Wallis x2(2) = 16,97 < 0,001

Dunn benigne vs. PCa benigne: 0,97; PCa: 0,77 0,146

Dunn PCa vs. Mx PCa: 0,77; Mx: 0,59 0,032

Dunn benigne vs. Mx benigne: 0,97; Mx: 0,59 < 0,001

Tissue Scan Array

Mann-Whitney U benigne vs PCa U = 171; z = 0,304, 0,776
benigne: 0,92; PCa: 0,86

TUR-Kohorte

Mann-Whitney U benigne vs PCa U = 200; z = -0,119, 0,906
benigne: 1,15 ; PCa: 1,11

Lokales Tumorstadium

Taylor et al. (DS1; GSE21032)

Kruskal Wallis x2(3) = 4,41 0,22

Yu et al. (DS2; GDS2547)

Kruskal Wallis ¥2(3) = 7,043 0,071

Tissue Scan Array

Kruskal Wallis ¥2(2) = 0,03 0,985

Gleason

Taylor et al. (DS1; GSE21032)

Kruskal Wallis x2(2) = 3,51 0,170

Yu et al. (DS2; GDS2547)

Kruskal Wallis x2(2) = 1,69 0,430

Tomlins et al. (DS8; GDS3289)

Kruskal Wallis ¥x2(2) = 8,503 0,014

Dunn benigne vs. < 7b benigne: 0,97; < 7b: 1,15 1,000

Dunn < 7b vs > 7b <7b: 1,15; > 7b: 0,59 0,056

Dunn benigne vs > 7b benigne: 0,96; > 7b: 0,59 0,036

Tissue Scan Array

Kruskal Wallis ¥2(2) = 1,929; 0,381

TUR-Kohorte

Kruskal Wallis ¥x2(2) = 1,67 0,435

Hormontherapie-Status

TUR-Kohorte

Kruskal Wallis x2(2) = 4,273 0,118

Tabelle 5.2: Gruppenvergleiche RAB27A - detaillierte Ergebnisse der statistischen Aus-
wertung. Innerhalb der Datensitze wurden die Proben gruppiert (Fiir eine Ubersicht siehe Tabelle
5.1) und die Expressionen der jeweiligen Gruppen miteinander verglichen. Bei keinem der untersuchten
Datensétzen waren die Genexpressions-Werte normalverteilt, sodass nonparametrische Tests verwendet
wurden: Lagen zwei Gruppen vor, wurde der Mann-Whitney U Test verwendet, bei drei oder mehr der
Kruskal Wallis H Test. Lag bei letzterem ein statistisch signifikantes Ergebnis vor, wurden Posthoc-Tests
nach Dunn angeschlossen. In der Spalte Details sind bei den Kruskal Wallis Tests Freiheitsgrade und H-
Wert angegeben, bei den Dunn-Tests die Mediane der verglichenen Gruppen und bei den Mann-Whitney
Tests U-Wert, z-Score und Mediane. Die Mediane sind als relative Genexpression normalisiert auf die
interne Kontrolle relativ zum Kalibrator (2=24¢7) angegeben.
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Auswertung Details p-Wert

Gewebeart

Taylor et al. (DS1; GSE21032)

Kruskal Wallis x2(2) = 14,75 0,001

Dunn benigne vs. PCa benigne: 0,88; PCa: 0,96 1,000

Dunn PCa vs. Mx PCa: 0,96; Mx: 0,56 <0,001

Dunn benigne vs. Mx benigne: 0,88; Mx: 0,56 0,008

Yu et al. (DS2; GDS2547)

Kruskal Wallis x2(2) = 28,7 < 0,001

Dunn benigne vs. PCa benigne: 0,94; PCa: 1,09 0,772

Dunn PCa vs. Mx PCa: 1,09; Mx: 0,43 < 0,001

Dunn benigne vs. Mx benigne: 0,94; Mx: 0,43 < 0,001

Tomlins et al. (DS8; GDS3289)

Kruskal Wallis x%(2) = 40,69 <0,001

Dunn benigne vs. PCa benigne: 1,00; PCa: 0,76 0,005

Dunn PCa vs. Mx PCa: 0,76; Mx: 0,54 <0,001

Dunn benigne vs. Mx benigne: 1,00; Mx: 0,54 <0,001

Tissue Scan Array

Mann-Whitney U benigne vs PCa U =132,z =-0,775 0,454
benigne: 1,00; PCa: 1,23

TUR-Kohorte

Mann-Whitney U benigne vs PCa U =123,z =-1,945 0,052
benigne: 0,99; PCa: 1,71

Lokales Tumorstadium

Taylor et al. (DS1; GSE21052)

Kruskal Wallis x%(3) = 0,133 0,988

Yu et al. (DS2; GDS2547)

Kruskal Wallis x%(3) = 8,1 0,044

Dunn posthoc Tests allesamt p > 0,05

Tissue Scan Array

Kruskal Wallis x2(2) = 0,7 0,706

Gleason

Taylor et al. (DS1; GSE21032)

Kruskal Wallis x2(2) = 2,64 0,268

Yu et al. (DS2; GDS2547)

Kruskal Wallis x%(2) = 3,008 0,222

Tomlins et al. (DS3; GDS3289)

Kruskal Wallis x%(2) = 14,85 0,001

benigne vs. < 7b benigne: 1,00; < 7b: 0,82 0,026

< Tbvs > T7b < 7b: 0,82; > 7b: 0,73 1,000

benigne vs > Tb benigne: 1,00; > 7b: 0,73 0,001

Tissue Scan Array

Kruskal Wallis x2(2) = 0,938 0,625

TUR-Kohorte

Kruskal Wallis x3(2) = 6,22 0,045

benigne vs. 6-7 benigne: 0,99; 6+7: 1,99 0,151

6-7 vs 8-9 6-47: 1,99; 849: 1,99 1,000

benigne vs. 8-9 benigne: 0,99; 84+9: 1,99 0,151

Hormontherapie-Status

TUR-Kohorte

Kruskal Wallis x2(2) = 3,81 0,149

Tabelle 5.3: Gruppenvergleiche RAB27B - detaillierte Ergebnisse der statistischen
Auswertung. Fir eine Erlduterung der einzelnen Spalten siche Tabelle 5.2 auf Seite 92.
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Auswertung Details p-Wert

Gewebeart

Taylor et al. (DS1; GSE21032)

Kruskal Wallis ¥x2(2) = 35,67 <0,001

Dunn benigne vs. PCa benigne: 0,96; PCa: 0,90 0,299

Dunn PCa vs. Mx PCa: 0,90; Mx: 0,51 <0,001

Dunn benigne vs Mx benigne: 0,96; Mx: 0,51 <0,001

Yu et al. (DS2; GDS2547)

Kruskal Wallis x2(2) = 22,07 < 0,001

Dunn benigne vs. PCa benigne: 0,72; PCa: 0,67 0,283

Dunn PCa vs. Mx PCa: 0,67; Mx: 0,44 0,002

Dunn benigne vs Mx benigne: 0,72; Mx: 0,44 < 0,001

Tomlins et al. (DS8; GDS3289)

Kruskal Wallis x2(2) = 24,41 <0,001

Dunn benigne vs. PCa benigne: 1,00; PCa: 0,94 0,056

Dunn PCa vs. Mx PCa: 0,94; Mx: 0,84 0,007

Dunn benigne vs Mx benigne: 1,00; Mx: 0,84 <0,001

Tissue Scan Array

Mann-Whitney U benigne vs PCa U = 201, z = 1,134 0,268
benigne: 1,03; PCa: 0,94

TUR-Kohorte

Mann-Whitney U benigne vs PCa U = 301, z = 2,278 0,023
benigne: 1,03; PCa: 0,72

Lokales Tumorstadium

Taylor et al. (DS1; GSE21052)

Kruskal Wallis ¥2(3) = 3,369 0,338

Yu et al. (DS2; GDS2547)

Kruskal Wallis ¥x2(3) = 3,538 0,316

Tissue Scan Array

Kruskal Wallis x2(2) = 2,44 0,295

Gleason

Taylor et al. (DS1; GSE21032)

Kruskal Wallis x2(2) = 7,45 0,024

benigne vs. < 7b benigne: 0,96; <7b: 0,91 0,691

< 7bvs > Tb <7b: 0,91; >7b: 0,83 0,115

benigne vs > 7b benigne: 0,96; >7b: 0,83 0,024

Yu et al. (GDS2547

Kruskal Wallis ¥x2(2) = 4,476 0,107

Tomlins et al. (DS8; GDS3289)

Kruskal Wallis x%(2) = 9,85 0,007

benigne vs. < 7b benigne: 1,00; < 7b: 0,96 0,533

< Tbvs>T7b < 7b: 0,96; > 7b: 0,93 0,466

benigne vs > 7b benigne: 1,00; > 7b: 0,93 0,005

Tissue Scan Array

Kruskal Wallis x3(2) = 2,7 0,259

TUR-Kohorte

Kruskal Wallis x2(2) = 3,301 0,192

Hormontherapie-Status

TUR-Kohorte

Kruskal Wallis x2(2) = 10,641 0,005

benigne vs HN benigne: 1,03; HN: 0,93 1,000

HN vs HR HN: 0,93; HR: 0,61 0,059

benigne vs HR benigne: 1,03; HR: 0,61 0,013

Tabelle 5.4: Gruppenvergleiche VPS36 - detaillierte Ergebnisse der statistischen
Auswertung. Fiir eine Erlduterung der einzelnen Spalten siehe Tabelle 5.2 auf Seite 92.
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Auswertung Details p-Wert
Gewebeart

TUR-Kohorte

Mann-Whitney U benigne vs PCa U = 110, z = -2,254 0,024

benigne: 0,99; PCa: 2,70

Gleason

TUR-Kohorte

Kruskal Wallis x?(2) = 6,912 0,032
benigne vs. 6-7 benigne: 0,99; 6+7: 0,67 0,726
6-7 vs 8-9 6+7: 0,67; 8+9: 1,73 0,030
benigne vs. 8-9 benigne: 0,99; 84+9: 1,73 0,130

Hormontherapie-Status
TUR-Kohorte

Kruskal Wallis x2(2) = 19,83 <0,001
benigne vs HN HN: 0,92; benigne: 0,99 1,000
HN vs HR HR: 6,06; HN: 0,92 <0,001
benigne vs HR HR: 6,06; benigne: 0,99 0,003

Tabelle 5.5: Gruppenvergleiche AR - detaillierte Ergebnisse der statistischen Aus-
wertung. Fiir eine Erlduterung der einzelnen Spalten siehe Tabelle 5.2 auf S. 92.
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Datensatz Korrelationspartner rs p-Wert Sig.

RAB27A vs. RAB27B 0,64 < 0,001
RAB2T7A vs. VPS36 0,49 < 0,001 *xx
RAB27B vs. VPS36 0,63 < 0,001 *xx

Taylor et al.
(DS1; GSE21032)

RAB27A vs. RAB27B 0,38 < 0,001 %
RAB27A vs. VPS36 0,25 0,020 *
RAB27B vs. VPS36 0,16 0,128 ns

RAB27A vs. RAB27B 054 0,001
RAB27A vs. VPS36 0,14 0427 ns
RAB27B vs. VPS36 0,39 0,005 %%

RAB27A vs. RAB27B 0,40 0,011 *
RAB27A vs. VPS36 0,04 0,785  ns

Yu et al.
(DS2; GDS2547)

Tomlins et al.
(DS3; GDS3289)

Tissue Scan

Array
RAB27B vs. VPS36 0,51 0,001 *%
RAB27A vs. RAB27B 0,39 0,010 *
RAB27A vs. VPS36 0,65 < 0,001 %=
TUR- RAB27A vs. AR 0,07 0,676 ns
Kohorte RAB27B vs. VPS36 0,41 0,005 *ok
RAB27B vs. AR 0,47 0,002 *ok
VPS36 vs. AR -0,07 0,680 ns

Tabelle 5.6: Korrelationsanalysen - detaillierte Ergebnisse der statistischen Aus-
wertung. In den vorliegenden Kohorten wurden fiir die jeweiligen Gene untereinander Korre-
lationsanalysen nach Spearman durchgefiihrt. In der dritten und vierten Spalte sind jeweils 7
und p-Werte angegeben. Die Spalte Sig. liefert zur besseren Ubersicht eine semiquantitative
Zusammenfassung der p-Werte: * % x: p < 0,001; **: p < 0,01; * p < 0,05; ns: p > 0,05.
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Abbildung 5.1: Zeit bis zum Biochemischen Rezidiv abhingig von der Expressi-
on von Genen mit Rolle bei der exosomalen Sekretion. Die Expresions-Grenzwerte
und Kaplan-Meier-Analysen wurden auf Basis eines Microarraydatensatzes von Taylor et al.

(DS1) (2010)%° erstellt. Die Genexpression (Expr.) ist als Z-Scores vs. normals angegeben.
(Fortsetzung auf Seite 98)
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Abbildung 5.1: Zeit bis zum Biochemischen Rezidiv abhingig von der Expression
von Genen mit Rolle bei der exosomalen Sekretion. (Fortsetzung von Seite 97)
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Abbildung 5.1: Zeit bis zum Biochemischen Rezidiv abhingig von der Expression
von Genen mit Rolle bei der exosomalen Sekretion. (Fortsetzung von Seite 99)
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