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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie des Prostatakarzinoms

Das Prostatakarzinom ist eine der weltweit haufigsten Krebsarten. Mit einem Anteil von
7,3% an der Anzahl neuer Krebspatienten weltweit im Jahr 2020 liegt es hinter Brustkrebs
und Lungenkrebs auf Platz 3 (Sung et al. 2021). Global sollen im Jahr 2020
schatzungsweise knapp tber 1,4 Millionen neue Falle von Prostatakarzinomen aufgetreten
sein, damit ist es die insgesamt am haufigsten gestellte Krebsdiagnose bei Mannern (Sung
et al. 2021). Bei der geographischen Verteilung der Haufigkeit gab es dabei grofRe
Unterschiede; generell ist eine héhere Pravalenz in Industrielandern zu beobachten (Rawla
2019). Das erhohte Auftreten in Industrieldndern beruht wohl zum Teil einerseits auf
unterschiedlichen Screening-Methoden und andererseits auf einem weltweit sehr
ungleichen Zugang zur Prostatakrebs-Fruherkennung (Rawla 2019). Im Gegensatz zur
hohen Inzidenz ist die Mortalitat mit 8,1 pro 100 000 in Industrielandern vergleichsweise
gering. Aufgrund des weltweit sehr haufigen Auftretens war das Prostatakarzinom im Jahr
2020 dennoch auf Platz 5 der haufigsten Krebstodesursachen von Mannern (Sung et al.
2021). Weiterhin fallen die Uberlebensraten, trotz des oft glinstigen Erkrankungsverlaufes,
mit héheren Erkrankungsstadien deutlich ab (Abdel-Rahman 2017).

Insgesamt ist das Prostatakarzinom ein Krebs des Alters. Sowohl die Inzidenz als auch die
Mortalitdt des Prostatakarzinoms steigen mit hoherem Alter deutlich an. Das
durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der Diagnose betragt weltweit 66 Jahre (Rawla 2019)
und in Deutschland etwa 70 Jahre (Erdmann et al. 2021).

1.2 Klinische Aspekte des Prostatakarzinoms

1.2.1 Risikofaktoren

Trotz der hohen Krankheitslast des Prostatakarzinoms fur die Weltbevolkerung ist relativ
wenig uber die genauen Risikofaktoren bekannt. Bekannte Risikofaktoren sind unter
anderem, wie bereits angesprochen, ein hohes Lebensalter sowie eine positive
Familienanamnese (Sung et al. 2021), welche bei etwa 20% der diagnostizierten
Patienten mit Prostatakarzinomen vorliegt (Rawla 2019). Manner mit einem ebenfalls an
Prostatakrebs erkrankten Vater oder Bruder sind beispielsweise zweimal haufiger von

Prostatakrebs betroffen. Manner mit einer hereditdren Pradisposition erkranken



statistisch friher und versterben dementsprechend dann unter Umstanden auch friher
(Carter et al. 1993). Patienten mit einer BRCA-Keimbahnmutation, hauptsachlich
BRCAZ2, erkranken haufiger an einem Prostatakarzinom (Oh et al. 2019; Nyberg et al.
2020). Bei diesen Patienten zeigt sich zudem ein aggressiveres Tumorverhalten mit
beispielsweise  frlherem Ausbilden von Fernmetastasen und kirzerem
Gesamtuberleben (Castro et al. 2013; Castro et al. 2019). Ein westlicher Lebensstil
(Rawla 2019) sowie Fettleibigkeit werden ebenfalls als weitere Risikofaktoren genannt
(Allott, Masko, and Freedland 2013). Als Argument dafir, dass Prostatakrebs mit einem
westlichen Lebensstil assoziiert ist, wird unter anderem die Inzidenzrate fir
Prostatakrebs unter Afroamerikanern angefihrt, die 40-mal hdher ist als fur Afrikaner
(Chu et al. 2011).

1.2.2 Symptome

Wahrend es keine charakteristischen Frihsymptome gibt, kénnen in fortgeschrittenen
Tumorstadien des Prostatakarzinoms eine Vielzahl von Beschwerden auftreten.
Beispiele hierfur sind Miktionsstérungen, Harnstauungsnieren und Nykturie. Auch
Impotenz wird als Symptom fortgeschrittener Karzinomstadien genannt. Sobald osséare
Metastasen vorliegen, kénnen pathologische Frakturen und haufig damit assoziierte

Ruckenschmerzen auftreten (Bagi 2003) (Hamilton et al. 2006).

1.2.3 Diagnostische Optionen

Aufgrund des haufig symptomlosen klinischen Verlaufs von Prostatakarzinomen wird
Mannern ab 45 Jahren in Deutschland die Teilnahme an einem
Friherkennungsprogramm angeboten. Das Programm beinhaltet ein arztliches
Aufklarungsgesprach und Anamnese hinsichtlich kérperlicher Beschwerden sowie eine
korperliche Untersuchung. Diese teilt sich in eine Untersuchung der &uferen
Geschlechtsorgane, eine Tastuntersuchung der Lymphknoten und eine digital-rektale
Untersuchung der Prostata (DRU) auf. Die Bestimmung des PSA-Wertes (Prostata-
spezifisches Antigen) im Serum ist derzeit nicht Bestandteil der gesetzlichen
Friherkennung, wird jedoch von vielen Arztpraxen als sogenannte individuelle
Gesundheitsleistung angeboten (Onkologie 2022). Bei Vorliegen eines auffalligen

Tastbefundes, eines klinischen Verdachtes auf ein Prostatakarzinom sowie bei erhohten



PSA-Werten, wird die Indikation zur histologischen Abklarung durch eine Stanzbiopsie
gestellt (Streicher et al. 2019). Bei der PSA-Testung sind ein Gesamtwert von >4ng/mi
beim erstmaligen Testen in der Friherkennungs-Untersuchung sowie eine PSA-
Dynamik mit Veranderungen zwischen 0,35ng/ml und 0,75ng/ml eine Indikation fir eine
bioptische Abklarung (Onkologie 2022). Die Entnahme der Stanzbiopsie erfolgt nach
einem festen Schema. So werden systematisch zehn bis zwoIf Stanzzylinder aus der
Mitte, der Basis und des Apex der Prostata entnommen. Die aktuelle S3 Leitlinie flr
Prostatakarzinome (erschienen im Oktober 2021) empfiehlt dafiir die transrektal-
sonographische Uberwachung des Eingriffs; aus palpatorisch auffalligen Arealen soll
zusatzlich eine gezielte Entnahme erfolgen. Neben der bioptischen Untersuchung und
Einordnung des Primarius erfolgt bei entsprechendem Karzinomnachweis dann eine

weitere bildgebende Diagnostik im Rahmen des Tumorstagings.

Hier spielt die PSMA PET/CT (Prostata-spezifisches Membranantigen — gerichtete
Positronen-Emissions-Tomographie/Computertomographie) in der Identifikation von
Fernmetastasen eine zunehmende Rolle. PSMA, ein Transmembran-Glykoprotein, wird
in Prostatakarzinomzellen stark exprimiert und fungiert bei dieser Methode als Tracer,
was es zu einem effektiven Werkzeug zur Untersuchung des Lymphknotenbefalls oder
der Detektion von Fernmetastasen beim initialen Staging macht (Tsechelidis and
Vrachimis 2022). Laut der aktuellen S3 Leitlinie fur Prostatakarzinome (erschienen im
Oktober 2021) hat das PSMA-PET/CT eine hdhere Genauigkeit im Nachweis von
Prostatakarzinom-Metastasen als die bisher etablierte Kombination aus
Computertomographie und Knochenszintigraphie (Onkologie 2022). Das PSMA-PET/CT
ist  konventioneller  Bildgebung  wie = Computertomographie  (CT) und
Magnetresonanztomographie (MRT) Untersuchungen in der Identifikation kleinerer
Lasionen (<8mm) Uberlegen (Tsechelidis and Vrachimis 2022). Beim High-Risk
Prostatakarzinom, definiert nach d’Amico durch Gleason-Score 8-10, cT3/cT4 oder
einem PSA-Wert 220ng/ml, ist das PSMA-PET/CT dementsprechend die empfohlene
Bildgebungsmodalitat fir das praoperative Staging (D'Amico et al. 1998) (Onkologie
2022).



1.2.4 Pathologie

Der haufigste histologische Subtyp des Prostatakarzinoms ist das azinare
Adenokarzinom, das aus den Drusenepithelien hervorgeht und etwa 95% aller
Prostatakarzinome darstellt. Den brigen deutlich kleineren Anteil der Primarkarzinome
in der Prostata stellen weitere Subtypen des Adenokarzinoms wie das duktale oder
neuroendokrine  Adenokarzinom dar. Daneben kénnen auch primare
Plattenepithelkarzinome oder Sarkome in der Prostata entstehen (Moch 2022).
Prostatakarzinome sind typischerweise in der peripheren Zone der Prostata lokalisiert,

lediglich 2,5% sind zentral zu finden.

Die Drusenmorphologie von Adenokarzinomen der Prostata wird nach dem weltweit
angewandten Grading-System nach Gleason eingeteilt (Gleason 1966). Der Gleason-
Score gibt vereinfacht an, wie stark sich das Wachstumsmuster des Karzinoms von der
normalen Drisenstruktur der Prostata unterscheidet. Aus dem Gleason-Grad ergibt sich
der Gleason-Score. Der Gleason-Score fir Gewebeproben einer Stanzbiopsie der
Prostata unterscheidet sich dabei von dem fiir Prostatektomiepraparate. Wahrend man
fur Stanzbiopsien den am haufigsten vorkommenden Grad und den am hdéchsten
entdifferenzierten Grad addiert, addiert man flir den Gleason-Score nach Prostatektomie
die beiden am haufigsten vorliegenden Grade (Moch 2022). Neben der Interpretation
des Gleason Scores einigten sich die Experten im Jahre 2014 auf der Konferenz der
International Society of Urological Pathology (ISUP) auf die Einfihrung von Grade-
Groups. Die Einteilung in die Gruppen | bis V ermdglicht das Grading mit praziserer
Prognose und eine einfachere Kommunikation (Epstein et al. 2016). Das Staging von
Adenokarzinomen der Prostata erfolgt, wie flir andere Tumorerkrankungen auch, im
Rahmen der TNM-Klassifikation anhand der achten Auflage des UICC, Union for
international cancer control (Wittekind 2016). Wie in Tabelle 1 ersichtlich, beschreibt die
T-Kategorie die Ausbreitung des Primarius, beispielsweise im in dieser Arbeit
untersuchten Stadium pT3a, bei welchem eine Ausbreitung ins periprostatische Gewebe
vorliegt. Die N-Kategorie beschreibt den Befall regionarer Lymphknoten, lokalisiert im
kleinen Becken. In der M-Kategorie wird die Abwesenheit (M0O) oder das Vorhandensein
(M1) von Fernmetastasen ausgedrickt (Wittekind 2016). Weiterhin erfolgt im Rahmen
der histopathologischen Routinediagnostik die Untersuchung negativer prognostischer

Marker, konkret lymphatischer Invasion (L-Status) (Cheng et al. 2005), Invasion von



Blutgefalen (V-Status) (van den Ouden et al. 1998) sowie
Perineuralscheideninfiltrationen (Pn-Status) (Kapoor et al. 2013). Zusatzlich zu den
genannten Markern kann die Ausbreitung des Karzinoms auf3erhalb der Kapsel, die
sogenannte extraprostatische Extension (EPE), falls vorhanden analysiert werden. Fur
eine ausgedehnte EPE (non-fokal) konnte bereits gezeigt werden, dass sie als negativer
prognostischer Marker mit einem positiven Resektionsstatus (R1) sowie mit erhdhter
Rezidivrate einhergeht (Kapoor et al. 2013) (Ball, Partin, and Epstein 2015).

Tabelle 1: T-Klassifikation des Prostatakarzinoms (geméal3 TNM-Klassifikation Maligner Tumoren, Achte
Auflage) (Wittekind 2016)

T Lokale Ausbreitung

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

T1a Tumor zufalliger histologischer Befund (,incidental carcinoma®) in 5%
oder weniger des resezierten Gewebes

T1b Tumor zufélliger histologischer Befund (,incidental carcinoma®) in mehr
als 5% des resezierten Gewebes

T1c Tumor durch Nadelbiopsie diagnostiziert

T2 Tumor begrenzt auf die Prostata

T2a Tumor befallt die Halfte eines Lappens oder weniger

T2b Tumor befallt mehr als die Halfte eines Lappens

T2c Tumor in beiden Lappen

T3 Tumor durchbricht die Prostatakapsel

T3a Extraprostatische Ausbreitung (einseitig oder beidseitig)

eingeschlossen mikroskopisch nachweisbare Infiltration des
Blasenhalses

T3b Tumor infiltriert die Samenblase(n)

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




1.2.4 Therapeutische Ansatze

Um Prostatakarzinom-Patienten eine adaquate stadiengerechte Therapie zu
ermdglichen, erfolgt eine Risikostratifizierung. Abhangig vom Tumorstadium, dem PSA-
Wert und dem Gleason-Score werden die Patienten in solche mit einem hohen, solche
mit einem intermediaren und solche mit einem geringen Risiko unterteilt (D'Amico et al.
1998). Auch der klinische Status des Patienten, seine Vorerkrankungen und die
Funktionalitat seines Urogenitaltraktes sowie die personlichen Praferenzen sollen dabei
miteinbezogen werden (Sekhoacha et al. 2022). Demnach werden Patienten nach der
Diagnosestellung eines lokal begrenzten Prostatakarzinoms eine aktive Uberwachung
(active surveillance) sowie kurative Behandlungsmethoden angeboten. Standardisierte
Verlaufskontrollen sowie die Entnahme einer Rebiopsie erméglichen es, unter
kontrollierten Bedingungen eine Intervention und deren mdgliche Nebenwirkungen
aufzuschieben, sie aber trotzdem rechtzeitig im Falle einer Progression durchzufuhren
(Onkologie 2022). Die radikale Prostatektomie ist laut aktueller Leitlinie eine zentrale,
primare Therapieoption flr Patienten mit lokal begrenzten und fortgeschrittenen
Prostatakarzinomen. In Rlcksprache mit den Patienten wird neben der Exstirpation der
Prostata mit Kontinenzerhalt, sofern maoglich, ein potenzerhaltendes operatives
Vorgehen angestrebt. Abhangig von der individuellen Indikation wird dabei eine
zusatzliche Lymphadenektomie und/oder adjuvante Strahlentherapie durchgefihrt
(Onkologie 2022). Alternativ ist, je nach Risikoprofil, eine Brachytherapie als
Monotherapie oder in Kombination mit externer Radiatio méglich. Sie erfolgt durch

transperineale Implantation von Jod-125 oder Palladium-103-Seeds (Onkologie 2022).

Abgesehen von kurativen Behandlungsmadglichkeiten sind palliative Therapieoptionen,
speziell im metastasierten Setting, notwendig und verfigbar. Wahrend bei nicht-
metastasierten Prostatakarzinomen im Rahmen des watchful waiting eine Therapie in
Abhangigkeit der Beschwerden verzdgert wird, kann nach Patientenwunsch auch eine
sofortige hormonablative Therapie begonnen werden. Durch die hormonablative
Therapie, beispielsweise mit den Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) Blockern
Abarelix und Degarelix, kann effektiv eine Verlangerung des progressionsfreien
Uberlebens erreicht werden (Onkologie 2022). Bei metastasierten Prostatakarzinomen
kann laut aktueller Leitlinie in Abhangigkeit der Hormonsensitivitat eine Kombination von

Androgendeprivation und Chemotherapie durch Docetaxel angeboten werden



(Onkologie 2022). Fir metastasierte, kastrationsresistente Prostatakarzinome wurden
kirzlich vielversprechende, alternative Behandlungsansatze aufgezeigt. Zusatzlich zu
einer vorausgegangenen Androgendeprivation wurde auf dem Boden der PROfound-
Studie der Einsatz des PARP-Inhibitors Olaparib flir Patienten mit BRCA1- oder BRCA2
Mutationen zugelassen (de Bono et al. 2020). Auch die Radioliganden-Therapie mit
Lutetium-177-PSMA-617, als Zusatz zur Standardtherapie, zeigte eine verlangerte
progressionsfreie Uberlebensrate der Patienten sowie zuséatzlich ein verbessertes
Gesamtlberleben (Sartor et al. 2021). Wenn auch gegenwartig noch nicht im klinischen
Altag  angekommen, werden jedoch  medikamentdse  Substanzen in
Forschungsansatzen  erprobt, welche in den Lipidmetabolismus von
Prostatakarzinomzellen eingreifen (Scheinberg et al. 2023) (Watt et al. 2019) oder auf
die stromalen Komponenten, wie zum Beispiel Krebs-assoziierte Fibroblasten (CAF,

cancer-associated fibroblasts), Einfluss nehmen sollen (Franco and Hayward 2012).

1.3 Stroma AReaktive Invasions Front AReale (SARIFA) als
histomorphologischer Biomarker

1.3.1 SARIFA bei gastrointestinalen Tumorerkrankungen

In Augsburg konnte vor kurzem das Auftreten sogenanntes Stroma AReaktive Invasions
Front Areale (SARIFAs) als neuer unabhangiger, negativ prognostischer Biomarker
sowohl beim kolorektalen Karzinom als auch bei Magenkrebs etabliert werden (Martin et
al. 2021) (Grosser et al. 2022) (Reitsam, Grozdanov, et al. 2023). SARIFAs sind durch
die direkte Interaktion von Tumor- und Fettzellen ohne dazwischen auftretende
desmoplastische oder entzindliche Reaktion gekennzeichnet. SARIFA als Biomarker
besitzt den groRen Vorteil, dass er einfach und schnell am H&E-Schnitt (Hamatoxylin-
Eosin Farbung), rein histopathologisch und somit ohne weitere Kosten erhebbar ist.
Zudem ist die Interobserver-Ubereinstimmung auRerordentlich hoch (Grosser et al.
2022) (Martin et al. 2021).

An solchen SARIFAs kommt es zu einer direkten Interaktion von Tumorzellen mit
Adipozyten, die vermutlich aufimmunologischen Veranderungen beruht (Reitsam, Markl,
et al. 2023) und mit metabolischen, die Tumorprogression beglinstigenden
Veranderungen einhergeht (Grosser et al. 2022). Interessanterweise konnten auch



Wulzcyn et al. unabhangig von uns mittels eines weakly-supervised Deep-Learning-
Modells genau solche, von dieser Gruppe als tumor adipose feature (TAF) bezeichneten
Areale, als besonders pradiktiv fur das Uberleben von Patienten mit Dickdarmkrebs
herausarbeiten (Wulczyn et al. 2021) und dieses Phanomen dann auch validieren
(Krogue et al. 2023). In ersten Untersuchungen konnte in den Tumorzellen an SARIFAs
anhand RNA-Expressionsprofilen bereits metabolische Veranderungen im
Lipidstoffwechsel, wie z.B. die Hochregulation von FABP4 (fatty acid binding protein 4)

und CD36 (fatty acid translocase) nachgewiesen werden (Grosser et al. 2022).

Da viele grundlagenwissenschaftliche Arbeiten, die sich mit Fettstoffwechsel in Tumoren
beschéaftigen, dies aus dem Blickwinkel der Adipositas-Forschung heraus beleuchten
(Calle et al. 2003) (Lengyel et al. 2018) (Mukherjee, Bilecz, and Lengyel 2022), wurde
auch der Body-Mass-Index von SARIFA-positiven mit dem von SARIFA-negativen von
Grosser et al. verglichen. Hier waren die SARIFA-positiven Magenkrebspatienten sogar
durch einen geringeren Body-Mass-Index (BMI) charakterisiert — auf alle Falle waren
diese Patienten aber nicht Ubergewichtig im Vergleich zu den SARIFA-negativen
(Grosser et al. 2022). Insgesamt war SARIFA also in den ersten Arbeiten mit Bezug auf
den Gastrointestinaltrakt mit einem schlechteren Uberleben und Hoch-Risiko
Eigenschaften wie vermehrter lymphatischer Invasion und mehr Metastasen verbunden
(Grosser et al. 2022) (Martin et al. 2021). Weiterhin sind Proteine des Fettstoffwechsels
an SARIFAs hochreguliert (Grosser et al. 2022) (Reitsam, Grozdanov, et al. 2023)
(Grosser et al. 2023) .

1.3.2 Lipidmetabolismus in Krebserkrankungen

Die Wechselwirkung zwischen bdsartigen Tumorerkrankungen und Fettgewebe bzw.
Lipidmetabolismus ist seit Jahren ein zentrales Thema in der Krebsforschung. Sowohl
die Menge, als auch die Lokalisation des Fettgewebes im Korper, spielen dabei eine
entscheidende Rolle. Fettleibigkeit (BMI >30 kg/m?) wird in mehreren Studien als
Risikofaktor flir maligne Erkrankungen genannt (Calle et al. 2003) (Mukherjee, Bilecz,
and Lengyel 2022) (Lengyel et al. 2018). Fettleibigkeit wird darin nicht nur in einen
Zusammenhang zu einem erhoéhten Krebsrisiko, sondern auch mit einem aggressiveren
Verhalten vieler Krebsarten in Verbindung gebracht (Lengyel et al. 2018). Mit einem

geschatzten Anteil von 40% an allen Krebstoten des Jahres 2016 in den USA wird der



Fettleibigkeit ein groRer Einfluss auf die krebsbedingte Mortalitdt zugeschrieben
(Lengyel et al. 2018). In Zukunft ist dabei zudem eine weitere Steigerung zu erwarten,;
die Tendenz des Anteils Uibergewichtiger Menschen in der Bevdlkerung steigt (Kelly et
al. 2008).

Viele grundlagenwissenschaftliche Arbeiten haben bereits versucht, mechanistisch die
Rolle von Fettgewebe bei malignen Tumorerkrankungen zu verstehen. Tumorzellen und
angrenzende Fettzellen, die ein aktiver Bestandteil des Tumor-Mikromilieus sind, stehen
in engem wechselseitigem Austausch miteinander (Mukherjee, Bilecz, and Lengyel
2022). Die Tumorzellen beeinflussen die Fettzellen in deren Néhe, diese verandern sich
dadurch hin zu sogenannten cancer-associated adipocytes (CAA), mit anderen
Funktionen und Phanotyp (Dirat et al. 2011) (Laurent et al. 2016) (lyengar et al. 2016)
(Mukherjee, Bilecz, and Lengyel 2022). Es entsteht dabei eine metabolische Symbiose,
die einen drastischen Einfluss in Richtung eines verstarkten invasiven und proliferativen
Verhaltens der Tumorzellen hat, wie in zahlreichen Studien gezeigt werden konnte
(Mukherjee, Bilecz, and Lengyel 2022). Das Fettgewebe fungiert dabei namlich nicht nur
als Energiespeicher, sondern auch als dynamisches endokrines Organ, welches
Hormone, Wachstumsfaktoren, Chemokine sowie entziindungsférdernde Molekiile
sezerniert (Laurent et al. 2016) (Dirat et al. 2011). Hierbei kann es zu einem
Missverhaltnis zwischen der Blutversorgung und dem Sauerstoffverbrauch im Gewebe
kommen, was zu Hypoxie in den Adipozyten bis hin zu deren Apoptose fuhrt. Es entsteht
dabei ein Zustand ahnlich dem der Wundheilung (lyengar et al. 2016). Das mit einer
chronischen Entzindung vergleichbar veranderte Fettgewebe bei adipdsen Personen
schafft dabei ein Milieu mit erhdhter Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS,
reactive oxygen species), die hohe ROS-Konzentration kann im Weiteren genomische
Instabilitaten verursachen (Lengyel et al. 2018). Dieser Mechanismus ist damit eine
mogliche Erklarung fur die mit Fettleibigkeit verbundene erhéhte DNA-Schadigung und
verminderte Reparaturfahigkeit fir DNA, sowohl in Tiermodellversuchen, als auch im

menschlichen Korper (Lengyel et al. 2018).

Zwei Proteine, die bislang als an SARIFAs hochreguliert beschrieben werden konnten
(Reitsam, Grozdanov, et al. 2023; Grosser et al. 2023), sind FABP4 und CD36; beide
stehen in enger Verbindung mit dem Fettstoffwechsel und sollen im Folgenden genauer

betrachtet werden.



Am Transport von Fettsauren durch die Plasmamembran sind viele verschiedene
membranassoziierte Proteine beteiligt (Vasseur and Guillaumond 2022). Das
Glykoprotein CD36 (andere Bezeichnungen hierflr sind: FAT, SCARB3, SR-B2, GP4) ist
ein Scavenger-Rezeptor in der Plasmamembran (Scaglia, Frontini-Lopez, and Zadra
2021) mit einer hohen Affinitat fur langkettige Fettsduren und Cholesterol (Mukherjee,
Bilecz, and Lengyel 2022). Auch wenn der genaue Mechanismus flr den
transmembrandsen Transport durch CD36 noch teilweise unklar ist, gibt es reichlich
Evidenz fur dessen spezifisches Binden von Fettsduren und deren Transport (Silverstein
and Febbraio 2009). CD36 ist in der Prostata, aber auch in anderen Geweben wie
Hepatozyten, Myozyten und Epithelzellen in der Mamma regelhaft, aber in
unterschiedlicher Auspragung zu finden (Silverstein and Febbraio 2009). Daneben kann
man eine CD36-Expression auch in verschiedenen Karzinomen beobachten; in weiten
Teilen unabhangig davon, ob die Patientinnen und Patienten adipds sind oder nicht. Eine
erhdhte CD36-Expression geht hier oftmals mit einer schlechteren Prognose einher. So
korreliert eine erhdhte CD36-Expression mit einer geringeren tumorfreien
Uberlebenszeit und kiirzerem Gesamtiiberleben in Plattenepithelkarzinomen der Lunge
und Urothelkarzinomen der Harnblase (Pascual et al. 2017). Der (Uber-)Expression von
CD36 wird hier eine entscheidende Rolle bei der Metastasierung zugeschrieben, die ja
letztlich zu weiten Teilen flr die krebsbedingte Mortalitat verantwortlich ist (Pascual et al.
2017).

Neben CD36 nehmen auch sogenannte Fettsdurebindeproteine (fatty acid binding
protein, FABP) eine entscheidende Rolle im Fettsauremetabolismus ein, allen voran
FABP4 (Furuhashi and Hotamisligil 2008). FABP4 reguliert nicht nur die Lipolyse Uber
eine Aktivierung hormonsensitiver Lipasen (HSL) (Smith et al. 2008), sondern ist auch in
den Transport der produzierten Fettsauren sowohl innerhalb der Zelle als auch nach
extrazellular involviert (Mita et al. 2015). FABP4 nimmt zudem eine SchlUsselrolle im
engen Zusammenhang zwischen Fettzellen bzw. Lipidmetabolismus und der
Progression maligner Erkrankungen ein. Im Mausmodell konnte eine signifikant hdhere
Tumorlast bei FABP4-Uberexpression, vor allem aber das haufigere Auftreten von
Metastasen bei Ovarialkarzinomen nachgewiesen werden (Gharpure et al. 2018).
Analog dazu konnten Nieman et al. in Metastasen von Ovarialkarzinomen im Vergleich
zum Primarius eine erhdhte FABP4-Expression nachweisen (Nieman et al. 2011). So

geht eine hohe FABP4-Expression bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom mit einer
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schlechten Prognose einher; sie wurde mit einem kirzeren progressionsfreien sowie
kiirzerem Gesamtuberleben assoziiert (Gharpure et al. 2018). Beim Prostatakarzinom
korreliert das Serum-FABP4 mit einem hdheren Gleason-Score (Huang et al. 2017)
(Harraz et al. 2020).

Der Fettsauremetabolismus der Krebszellen stellt daher einen attraktiven Ansatzpunkt
fur das Etablieren neuer Therapiemethoden fir maligne Erkrankungen dar. Am Beispiel
des metastasierten Ovarialkarzinoms konnte gezeigt werden, dass die Kombination
einer Inhibition von FABP4 mit der Standardtherapie Carboplatin einen groferen
Therapieerfolg erzielt. Die Anzahl sowie die Grofle der Metastasen wurden bei
zusatzlicher Gabe des FABP4-Inhibitors reduziert (Mukherjee et al. 2020).

Auch das Glykoprotein CD36 ist ein mdglicher therapeutischer Ansatzpunkt. Unter
Inhibition von CD36 in vitro beschreiben Mukherjee et al. beim Ovarialkarzinom ein
reduziertes Metastasierungsverhalten; auch bei Kopf-Hals-Tumoren reduzierten
Antikérper gegen die CD36-Rezeptoren die Metastasenlast (Mukherjee, Bilecz, and
Lengyel 2022). In der Therapie fortgeschrittener, Her2-Inhibitor-resistenter
Mammakarzinome kénnte eine CD36-Inhibition eine zumindest potentielle Alternative
sein, da die Mammakarzinomzellen unter dieser zielgerichteten Therapie eine
Hochregulation von CD36 und damit eine erhdhte Fettsdureaufnahme zeigen (Feng et
al. 2019).

1.3.3 Die Rolle von Adipozyten und Lipidmetabolismus im
Prostatakarzinom

Viele Krebsarten verandern ihren Stoffwechsel hin zu erhohter Aufnahme von Glukose,
erhohter  Glykolyserate und Laktatproduktion, obwohl eine ausreichende
Sauerstoffversorgung gewahrleistet ware. Dieser Effekt wird als Warburg-Effekt
beschrieben (Liu, Zuckier, and Ghesani 2010; Vander Heiden, Cantley, and Thompson
2009). Prostatakarzinome verhalten sich hier in weiten Teilen metabolisch anders: Sie
sind zumeist sowohl durch eine relativ langsame Proliferationsrate, als auch durch eine
langsame Glukoseaufnahme und Glykolyse gekennzeichnet (Price et al. 2002).
Stattdessen stellen Prostatakarzinome oftmals auf Fettstoffwechsel um; Fettsauren

werden dabei die Hauptenergiequelle (Liu, Zuckier, and Ghesani 2010) (Mukherjee,
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Bilecz, and Lengyel 2022) (Watt et al. 2019) und per Beta-Oxidation verstoffwechselt
(Lengyel et al. 2018) (Pascual et al. 2017). Die Fettsaureakkumulation in den Zellen kann
dabei auf mehreren Wegen erfolgen. Eine Variante ist die De-novo-Synthese der
Fettsauren in den Tumorzellen, beim Prostatakarzinom ist die Syntheserate von
Fettsauren erhoht (Pizer et al. 2001). Dass Prostatakarzinome sich selbst tber die De-
novo-Synthese mit Energie versorgen konnen, ist vor allem auch flr potenzielle,
neuartige Therapiemethoden interessant und relevant. In vivo konnte bereits
nachgewiesen werden, dass Prostatakarzinomzellen, wenn sie in ihrer Aufnahme von
Fettsduren durch Inhibitoren gehemmt werden, ihre De-novo-Syntheserate steigern
(Watt et al. 2019), was noch einmal unterstreicht, wie relevant Fettsauren fir den
Tumormetabolismus in Prostatakarzinomzellen sind. Watt et al. konnten weiterhin
zeigen, dass der Fettsduretransporter CD36 bei Prostatakarzinomen fur eine
aggressivere Tumorbiologie verantwortlich ist und beschrieben bei CD36-Inhibition in
sogenannten patient-derived xenografts eine potente, antitumorale Wirkung (Watt et al.
2019).

Zusatzlich konnten Laurent et al. zeigen, dass Adipozyten des periprostatischen
Weichgewebes, in das Tumoren des Stadiums pT3a hineinwachsen, das Chemokin
CCL7 (CC-Chemokin Ligand 7) sezernieren, das dann Uber eine CCR3-vermittelte
Wirkung (CC-Chemokinrezeptor Typ 3) die Migration von Prostatakarzinomzellen
fordert. Dieser Effekt wird durch Adipositas nochmals gesteigert. Interessanterweise
konnten Laurent et al. zudem validieren, dass eine erhohte immunhistochemische CCR3
Expression auf Prostatakarzinomzellen mit einem schlechteren Outcome verbunden ist
(Laurent et al. 2016).

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass die enge Interaktion aus Tumorzellen und

angrenzenden Adipozyten auch bei Prostatakarzinomen eine entscheide Rolle in der

Tumorprogression einzunehmen scheint.

12



1.4 Ziele der Arbeit

Da fur das Prostatakarzinom bereits, wie gerade erortert, deutlich gezeigt werden
konnte, dass die Interaktion zwischen Tumorzellen und Adipozyten die
Krankheitsprogression fordert, und da die Ausdehnung des extraprostatischen
Wachstums bei pT3a Prostatakarzinomen auch ohne Fokus auf die Tumor-Adipozyten-
Interaktion bereits ein etablierter Prognosemarker ist (Ball, Partin, and Epstein 2015)
(Sung et al. 2007), soll in der aktuellen Arbeit nun das SARIFA-Phanomenon speziell bei
pT3a Prostatakarzinomen mit Wachstum ins periprostatische Weichgewebe untersucht

werden.

Basierend auf den bereits gewonnenen Erkenntnissen zum SARIFA Phanomen im
Gastrointestinaltrakt (Grosser et al. 2022; Grosser et al. 2023; Martin et al. 2021;
Reitsam, Grozdanov, et al. 2023; Reitsam, Markl, et al. 2023) wurden die nachfolgenden

Hypothesen im Rahmen dieser Studie untersucht:

1. SARIFA-Positivitat tritt in einem Teil der untersuchten pT3a Prostatakarzinome
auf.

2. SARIFA-positive Prostatakarzinome sind mit bereits etablierten negativ
prognostischen klinisch-pathologischen Eigenschaften assoziiert.

3. SARIFA-positive Prostatakarzinome sind durch eine erhohte
immunhistochemische Expression von FABP4 und CD36 gekennzeichnet.

4. SARIFA-positive Prostatakarzinome sind durch ein anderes

Metastasierungsmuster im PSMA PET/CT gekennzeichnet.
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2. Material und Methoden

pT3a Prostatakarzinome
(Zeitraum: 2005 bis 2022)

Institut fir Pathologie und
Molekulare Diagnostik,
Universitdtsklinikum Augsburg

Erhebung des SARIFA Status
an histopathologischen
Prdparaten

SARIFA positiv: 59,1% (n=178)
SARIFA negativ: 40,9% (n=123)

v ¥ :

. . PSMA PET/CT:
L . Immunhistochemische
Klinisch-pathologische Farbungen Untersuchung des
Charakteristika und Kaplan- Metastasierungsmusters in
Meier Uberlebenszeitanalysen Abhangigkeit des SARIFA-

FABP4 (n=57)

CD36 (n=5) Status an einer Subgruppe

{n=57)

Abbildung 1: Studiendesign des Promotionsprojektes zu SARIFA beim Prostatakarzinom.
Die Kohorte an Prostatakarzinomen des Stadiums pT3a wurde lichtmikroskopisch bzgl. des
SARIFA-Status analysiert. Darauf folgte eine Auswertung hinsichtlich klinisch-pathologischer
Charakteristika und Kaplan-Meier Uberlebenszeitanalysen. Es wurden immunhistochemische
Farbungen an einem Teil der Kohorte durchgefiihrt. Des Weiteren wurde der Zusammenhang
zwischen SARIFA-Status und Metastasierungsmuster mithilfe von PSMA PET/CT Untersuchungen
analysiert. CD36: Glykoprotein CD36; FABP4: Fatty acid binding protein 4, PSMA PET/CT:
Prostata-spezifisches Membranantigen - gerichtete Positronen-Emissions-
Tomographie/Computertomographie; pT3a: TNM-Klassifikation, Ausdehnung des Prim&rtumors,
Stadium 3a; SARIFA: Stroma AReaktives Invasions Front Areal
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2.1 Patientenkohorte, Ethik und Studiendesign

Die Kohorte wurde anhand einer retrospektiven Analyse im institutseigenen
Laborinformationssystem Nexus (Nexus/Ag, Donaueschingen Germany) erstellt. Es
wurden 301 Patienten in die Studie aufgenommen. Alle Praparate wurden im Rahmen
einer kurativen, radikalen Prostatektomie im Zeitraum der Jahre 2005 bis 2020 im
Universitatsklinikum  Augsburg, Deutschland entnommen. Nur einer der
eingeschlossenen Patienten hatte zum Zeitpunkt der initialen Diagnose bereits
Metastasen, die aber erst kurz danach auffallig wurden, weshalb primar hier eine
radikale Prostatektomie angestrebt wurde (SARIFA-positiver Patient). Die Patienten

waren zum Zeitpunkt der Operation im Median 68 Jahre alt (Altersspanne: 46-87 Jahre).

Die Follow-up Daten wurden vom Tumordatenmanagement des Comprehensive Cancer
Center Augsburg (CCCA) des Universitatsklinikums Augsburg bereitgestellt. Zusatzlich
erfolgte eine Durchsicht der Patientendaten im Klinikinformationssystem Orbis (Dedalus
HealthCare, Bonn, Germany) zur weiteren Erganzung. Detaillierte Daten zur Therapie
sowie dem weiteren Verlauf waren aufgrund der weitestgehend auferklinischen
Nachsorge nicht verfligbar; auf Anfrage hin erweiterte das Bayerisches Landesamt flir
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, Bayerisches Krebsregister, Regionalzentrum

Augsburg die Datensatze mit den dortig zentral registrierten Uberlebensdaten.

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen genehmigt (Projekttitel: SARIFA (Stroma AReaktive
Invasions Front Areale) als prognostischer Biomarker in Osophagus- und Kopf/Hals-
Karzinomen, Ovarial-, Urothel- und Prostatakarzinomen; Referenz: Projektnummer 22-

0960). Die Durchfiihrung erfolgte in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki.

2.2 Histologische Erhebung des SARIFA-Status

Im Rahmen einer radikalen Prostatektomie wurden die Prostaten im Ganzen
entnommen und anschliel3end direkt in gepufferter Formalinlésung (4%) fir mindestens
12 Stunden fixiert. Die Praparate wurden als Transversalschnitte zugeschnitten und
eingebettet. Die Schnitte wurden mit der Grol¥flachen-Technik angefertigt, jeder

Objekttrager zeigt dabei den kompletten Querschnitt durch das Organ. An den 3 pym
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dicken Schnitten wurde anschliefend eine H&E Farbung durchgefihrt (Merck,
Darmstadt, Deutschland). Die initiale pathologische Diagnose samt relevanter weiterer
Parameter, beispielsweise die Einordung der extraprostatischen Ausdehnung nach Ball
et al. (fokal, non-fokal) (Ball, Partin, and Epstein 2015), wurde, wenn vorhanden, aus
den Befundberichten der jeweiligen Facharztinnen und Facharzte enthommen. Bei
einem Teil der Befundberichte waren keine Informationen zur vendsen (V),
lymphatischen (L) oder perineuralen Invasion (Pn) dokumentiert. Die Einteilung in die
(vereinfachten) Risikogruppen fur die univariate Cox Regressionsanalyse erfolgte
anhand der Graduierungsgruppen nach ISUP2014/WHO 2016 (Epstein et al. 2016). So
steht die Risikogruppe 1 fir die Grade Group 1, die Risikogruppe 2 fir die Grade Groups
2 und 3 sowie Risikogruppe 3 fiir die Grade Groups 4 und 5.

Der SARIFA-Status wurde analog zu den im Vorfeld publizierten Studien erhoben
(Grosser et al. 2022) (Martin et al. 2021) (Reitsam, Markl, et al. 2023). Es wurden daftr
insgesamt 2332 Grolflachen-Objekttrager in H&E Farbung am Lichtmikroskop
ausgewertet, die zu den oben genannten 301 Patienten gehérten (im Durchschnitt also
7,7 Grol¥flachen pro Patient verfugbar). In Ricksprache mit dem Institutsleiter und
Facharzt Prof. Dr. med. Bruno Markl wurden schwierige, grenzwertige Falle erneut
evaluiert. Sie wurden am Diskussionsmikroskop gemeinsam begutachtet, eine
Konsensus-Diagnose wurde gestellt. Der SARIFA-Status wurde als positiv klassifiziert,
wenn in einem Areal des extraprostatisch lokalisierten Karzinoms direkt an der
Tumorinvasionsfront ein unmittelbarer Kontakt zwischen Tumor- und Fettzellen besteht,
ohne dass hier dazwischen eine desmoplastische oder entziindliche Reaktion auftritt
(Abbildung 2). SARIFA-Positivitat liegt dann vor, wenn solch ein direkter Adipozyten-
Kontakt zwischen mindestens einer Tumordrise oder mindestens funf Tumorzellen
besteht. Sofern ein solches SARIFA vorhanden war, wurde der ganze Fall als SARIFA-
positiv eingestuft — entsprechend des Vorgehens bei Kolon- und Magenkarzinomen
(Grosser et al. 2022) (Martin et al. 2021). Dieses Vorgehen hat sich bei anderen bisher
untersuchten Entitaten im Hinblick auf SARIFA bereits bewahrt und Uberzeugt durch

seine Einfachheit und Klarheit.
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Abbildung 2: Repréasentatives Beispiel eines SARIFA-positiven pT3a Prostatakarzinoms. In
diesem SARIFA-positiven Fall besteht ein direkter Kontakt der Karzinomzellen (1) mit den
Adipozyten (2), diese sind nicht durch bindegewebiges Stroma (3) getrennt. A: Ubersicht,
Messbalken 200 um; B: Auszug, Messbalken 50 um. pT3a: TNM-Klassifikation, Ausdehnung des
Primértumors, Stadium 3a; SARIFA: Stroma AReaktives Invasions Front Areal
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Abbildung 3: Représentatives Beispiel eines SARIFA-negativen pT3a Prostatakarzinoms. In
diesem SARIFA-negativen Fall sind die Karzinomzellen (1) von den Adipozyten (2) durch
bindegewebiges Stroma (3) getrennt. Messbalken 50 um. pT3a: TNM-Klassifikation, Ausdehnung
des Priméartumors, Stadium 3a; SARIFA: Stroma AReaktives Invasions Front Areal

Da im Laufe des Projektes alle vorhandenen Objektirager der eingeschlossenen
Praparate auf den SARIFA-Status (positiv vs. negativ) untersucht wurden, war es auch
moglich, zu untersuchen, ob ein gréRerer SARIFA-positiver Anteil innerhalb eines
Karzinoms mit einer schlechteren Prognose oder anderen risikobehafteten
Charakteristika assoziiert ist. Um zusatzlich zur bewahrten Methode den SARIFA-Status
der Prostatakarzinome in einer quantitativen Betrachtungsweise zu untersuchen,
wurden probeweise verschiedene andere Cut-offs flr die positive Einordnung
ausgetestet. Hier zeigte ein Anteil an mehr als 1/3 aller Objekttrager pro Fall mit SARIFA-
Positivitat vielversprechende Ergebnisse als moglicher Biomarker: einerseits ergaben
sich hier ausreichend grof3e Subgruppen (positiv vs. negativ), andererseits zeigten die
Uberlebenskurven hier eine distinkte, wenn auch nicht statistisch signifikante Trennung.
Mithilfe eines Threshold-Regressionsmodels zur richtigen Cut-off-Findung bei
Biomarkern konnte 1/3 dann auch als sinnvoller Cut-off validiert werden. Hier wurde das
R-package ,bhm* verwendet (Chen, Jiang, and Tu 2014). Der optimale Cut-off lag hier
bei 0,318 (95% Konfidenzintervall: 0,271 und 0,404) und somit relativ nah bei 33%,
weshalb dann aufgrund der einfacheren Handhabung ein Cut-off von mehr als 1/3 aller
Slides mit SARIFA-Positivitat fur den quantitativen Ansatz festgehalten wurde. Der
quantitative Ansatz des SARIFA-Status fand seine Anwendung im Rahmen dieser Arbeit
aber lediglich in Bezug auf das Gesamtuberleben und die klinisch-pathologischen
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Charakteristika. Bezliglich des Auftretens biochemischer Rezidive und PSMA-positiver
Rezidive konnten mit diesem Cut-off keine ausreichend groften Subgruppen gebildet

werden.

2.3 Immunhistochemische Untersuchungen

An einer Subgruppe SARIFA-positiver und SARIFA-negativer Praparate wurden zudem
immunhistochemische Farbungen zur Evaluation der Proteinexpression durchgefuhrt.

Dazu wurden vorher entsprechende Leerschnitte angefertigt (Dicke: 3 ym).

Wahrend die Farbungen mit den polyklonalen Antikdrpern gegen CD36 nach einem in
der Arbeitsgruppe bereits bekanntem, im Folgenden dargestellten Protokoll suffiziente
Qualitat in der Auswertung zeigte, wurden fir die Farbung zum Nachweis von FABP4

verschiedene Parameter im Protokoll ausgetestet.

Die immunhistochemischen Farbungen erfolgten im Hinblick auf ein maoglichst
standardisiertes Vorgehen mit dem Farbeautomaten Leica Bond RX (Leica, Wetzlar,
Germany) unter Anwendung eines automatisierten Standardprotokolls auf dieser
Plattform. Demnach wurden die Schnitte im Leica Bond RX zunachst entparaffiniert,
darauf folgte die Antigen-Demaskierung. Die Schnitte zur CD36 immunhistochemischen
Farbung wurden dabei bei 95°C in EDTA-L&sung flir 20 Minuten erhitzt, die Schnitte fur
FABP4 fiir 25 Minuten bei 100°C, in Citratlésung. Daraufhin folgte ein Peroxidase-Block
fir 5 Minuten bei 25°C; dieser wird gegen unspezifisches Binden der Chromogene

durchgeflhrt.

Die Inkubation mit den Antikérpern gegen FABP4 (ab13979, fatty acid binding protein 4,
rabbit polyclonal antibody, 1:200, Abcam, Cambridge, UK) und gegen CD36 (fatty acid
translocase, Sigma HPA002018, rabbit polyclonal antibody, 1:50, Sigma, St. Louis,
Missouri, USA), erfolgte fur 32 Minuten bei einer Temperatur von 42 °C, nach Zugabe
des Antikorperverdiinnungsmittels Dako (Dako, DM830). Der letzte Arbeitsschritt des
Protokolls sah die Anwendung des Bond Polymer Refine Detection Kits (Leica, Cat. No.:
DS9800) vor. Es enthdlt einen Peroxidaseblock, DAB-Chromogen und Hamatoxylin. Die
Applikation des 3,3'-Diaminobenzidins (DAB-Chromogen) ermdglicht die Visualisierung

der gebundenen Antikorper, Hamatoxylin dient zur Gegenfarbung der Kerne.
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Die Auswertung der Immunhistochemien gegen CD36 (n=59 Praparate) und FABP4
(n=57 Praparate) wurde auf unterschiedliche Weise durchgefiihrt, wie auch schon in
einer vorausgegangenen Arbeit publiziert (Grosser et al. 2022). Am Lichtmikroskop
wurden jeweils das Tumorzentrum und die Invasionsfront des Tumors (im
periprostatischen Fettbindegewebe) ausgewertet, die Einordung des Anteils FABP4-
positiver Tumorzellen wurde dabei prozentuell quantifiziert. Die CD36-
Immunhistochemie wurde anhand des IRS-Scores (Immunreaktiver Score), eines semi-
quantitativen Systems zur Einordnung der Immunreaktion nach Remmele und Stegner,
ausgewertet (Remmele and Stegner 1987). Die Einordnungen der Farbungen wurde
jeweils von zwei Gutachtern durchgefiihrt (Doktorand: Matthias Grol3, promovierter
Mitbetreuer: Dr. med Nic Reitsam), es wurde dann jeweils der Mittelwert gebildet.

2.4 PSMA-PET/CT

Bei einer Subgruppe der Kohorte (n= 57) wurden bereits im Rahmen der klinischen
Routine der Klinik fiir Nuklearmedizin [#8Ga]Ga-PSMA-PET/CT Scans durchgefiihrt. Die
Ausbreitung des Prostatakarzinoms wird hiermit bildgebend evaluiert — entweder initial
bei der Diagnose oder indiziert durch das Auftreten eines biochemischen Rezidivs.
Definiert wurde das biochemische Rezidiv nach der American Urological Association
(AUA), durch Vorliegen eines Serum-PSA Wertes = 0.2ng/ml und einer darauffolgenden,
ebenfalls positiven Kontrolle (Eastham et al. 2022). Die Durchfiihrung der [®®Ga]Ga-
PSMA-PET/CT erfolgte an zwei verschiedenen Hybrid PET/CT Scannern, dem Siemens
Biograph mCT-S40 (Siemens Medical Solutions, Erlangen, Germany) oder dem
Discovery MI (GE Medical Systems, Chicago, USA). Sowohl die Bilderfassung, als auch
die Interpretation der PSMA-PET/CT Untersuchungen, erfolgte durch die Fachérzte der
Nuklearmedizin des Uniklinikums Augsburg, entlang aktueller Leitlinienvorgabe (Fendler
et al. 2023). Die PSMA-PET-Untersuchungen wurden im Laufe der Kklinischen
Auswertung nach PSMA-positiven Lasionen untersucht. Zudem wurden, soweit méglich,
Falldaten zum Auftreten lokaler Rezidive, dem Befall regiondrer oder nicht-regionarer
Lymphknoten sowie einer Prdsenz hamatogener Metastasen in beispielsweise Knochen
oder Lunge entnommen. Als ,Nicht-Regionar® wurde der Befall aller Lymphknoten
aullerhalb des kleinen Beckens definiert. In sieben Fallen wurde das PSMA-PET/CT
initial bei der Diagnose durchgefuhrt, noch vor der kurativen Entnahme des Karzinoms

durch die radikale Prostatektomie. Im Rahmen dieses Projektes wurde nun verglichen,
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inwieweit sich SARIFA-positive und SARIFA-negative Prostatakarzinome in ihrem

Metastasierungsmuster unterscheiden.

2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mithilfe der Statistiksoftwares IBM SPSS
Statistics (Version 29.0.0.0, IBM, Armonk, NY, USA) und R, Version 4.2.1 (R Foundation
for Statistical Computing, Vienne, Austria). Die Hypothesentestung auf Unterschiede in
den relativen Haufigkeiten der kategorischen Variablen erfolgte unter Durchfihrung von
Chi-Quadrat Tests und Fisher Exact Tests. In Mann-Whitney U Tests wurden
kontinuierliche Variablen, in Log-Rank Tests die Kaplan-Meier
Uberlebenswahrscheinlichkeiten verglichen. Der Zeitraum des medianen Follow-up
wurde durch die reverse Kaplan-Meier Methode berechnet (Schemper and Smith 1996).
Die Hazard Ratios (HR) wurden als relative Risiken durch Cox Proportional Hazard
Modelle erhoben. Keiner der analysierten Risikofaktoren erreichte statistische
Signifikanz in der univariaten Cox Regression, deshalb wurde auf eine weitere Analyse
im Rahmen einer multivariaten Cox Regression verzichtet, insbesondere um hier ein
Overfitting des multivariaten Modells zu vermeiden. Berichtet wurden jeweils die Hazard
Ratios und die 95% Konfidenzintervalle (KI). p-Werte <0.05 wurden als statistisch

signifikant erachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Klinisch-pathologische Charakteristika mit Hinsicht auf den
SARIFA-Status

Im Rahmen des Projektes konnten nach entsprechender Datenbankrecherche im
institutseigenen Laborinformationssystem insgesamt 301 Praparate einer radikalen
Prostatektomie in die Kohorte von pT3a Tumoren, also Prostatakarzinome mit Infiltration
des periprostatischen Weichgewebes, eingeschlossen werden. Die histopathologische
Bestimmung des SARIFA-Status am H&E-Schnitt, gemaR der initialen, in 2.2 bereits
erwahnten Definition, ergab einen Anteil an SARIFA-positiven pT3a Prostatakarzinomen
von 59,1% (n=178), 40,9% (n=123) wurden als SARIFA-negativ eingestuft.
Reprasentative Beispiele fir SARIFA-positive Falle mit direktem Kontakt der
Tumorzellen mit Adipozyten sind in Abbildung 4A und 4B dargestellt; SARIFA-negative
Falle mit trennendem Stroma zwischen Tumorzellen und Adipozyten finden sich in
Abbildung 4C und 4D. Das mediane Follow-up lag bei 69 Monaten (95% KI: 55-83
Monate), bestimmt durch die reverse Kaplan-Meier Methode (Schemper and Smith
1996).

22



SARIFA-positiv SARIFA-negativ

A =Y C o o -
= . - * £ “
e A T\ ad Qe A" ¢ e
3 . /o < <y % °
P \\ 8 - a £ ) - -
-~ [ b - 1
“uy 1 a4 & o ‘ol 1:.
+ L P P
L&
v -y
] . § v - k
. 1 alo NS 1 3
. % A *
2 ) 5o 3 - e = =
0 e g
R s p i -
4
JRE K -
- A ~ 3 2
-
- v -
3 . » W e v oy
P &G :
50 pm y i 2 - 50 pm
.t Sy b3 .5 ey
B 3 ' D I
¢ X " H
- e = \ &
" %
3 L - 2 - <4
s ” - -
;= 2 il
o e . s
» o " ’ - 3 o .'c
\. '
ve e 5 o J .
SQum- - Sy mioee e ST N 50 um .3

Abbildung 4: Reprédsentative Beispiele SARIFA-positiver und SARIFA-negativer pT3a
Prostatakarzinome. A, B: In SARIFA-positiven Féllen besteht ein direkter Kontakt der
Karzinomzellen (1) mit den Adipozyten (2). C, D: SARIFA-negative Félle unterscheiden sich
hiervon, da hier kein direkter Kontakt zwischen den Adipozyten (2) und den Karzinomzellen (1)
besteht; diese sind hier durch beispielsweise bindegewebiges Stroma (3) getrennt. Messbalken
50um. pT3a: TNM-Klassifikation, Ausdehnung des Primértumors, Stadium 3a; SARIFA: Stroma
AReaktives Invasions Front Areal

SARIFA-Positivitat war signifikant mit mehreren relevanten klinisch-pathologischen
Charakteristika assoziiert (siehe Tabelle 2). So war SARIFA-Positivitat signifikant mit
einem mikroskopischen Residualtumor am Resektionsrand (R1-Status, SARIFA-positiv
48% vs. 36% SARIFA-negativ, p=0,039) assoziiert. Weiterhin zeigten SARIFA-positive
Prostatakarzinome einen hoheren Gleason-Score und somit eine schlechtere
Differenzierung (p=0,015). Den von der WHO im Jahr 2016 neu eingefuhrten
Graduierungsgruppen entsprechend [Grade Groups, siehe (Epstein et al. 2016)], waren
die SARIFA-positiven Praparate in 24% der Falle, also deutlich haufiger als die SARIFA-
negativen Praparate mit 11%, in der WHO-Gruppe 5 zu finden (p=0,029). Die
extraprostatische Ausbreitung des Tumors, ein negativer prognostischer Marker fir pT3a
Prostatakarzinome, wird nach Ball et al. in fokal und non-fokal eingeteilt (Ball, Partin, and
Epstein 2015). Ein positiver SARIFA-Status war in 22% der Falle mit non-fokaler, also
ausgedehnterer Ausbreitung assoziiert. Entgegengesetzt dazu wurde eine non-fokale
extraprostatische Ausdehnung in lediglich 6% der SARIFA-negativen Falle beschrieben
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(p<0,001). Patienten mit SARIFA-positiven Prostatakarzinomen zeigten héhere initiale,
praoperative Serum PSA-Werte als SARIFA-negative. Der initiale Serum-PSA Wert lag
nur flr eine Subgruppe vor: Innerhalb dieser Subgruppe von 211 Patienten mit einem
dokumentierten PSA-Laborwert (SARIFA-positiv n=123; SARIFA-negativ n=88) wurden
bei SARIFA-positiven Patienten signifikant hohere Werte gemessen (Mittelwert
+Standardabweichung, SARIFA-positiv: 17,41 £18,39 ng/ml; SARIFA-negativ 11,28 7,8
ng/ml, p=0,004). Auch innerhalb der Patienten mit Nodalbefall (pN1-Status) zeigte sich
ein relevanter Unterschied in Abhangigkeit vom SARIFA-Status. Wahrend bei den
SARIFA-positiven und SARIFA-negativen Patienten mit pN1-Status jeweils eine
vergleichbar groe Anzahl an Lymphknoten reseziert wurden (Mittelwert
+Standardabweichung, SARIFA-positiv: 16,81 +9,03; SARIFA-negativ: 15,96 9,50,
p=0,439), wurde bei gleichzeitiger SARIFA-Positivitat eine signifikant hdhere, absolute
Zahl an vorliegenden, regionaren Lymphknotenmetastasen nachgewiesen (Mittelwert
+Standardabweichung, SARIFA-positiv: 2,12 +1,671; SARIFA-negativ. 29 0,66,
p=0,008). SARIFA-positive Patienten zeigten auRerdem einen Trend fir eine haufigere
lymphatische Invasion (L1-Status), jedoch wurde dafur keine Signifikanz erreicht
(p=0,079).
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Tabelle 2: Klinisch-pathologische Charakteristika von Prostatakarzinomen (pT3a) im Hinblick auf
den SARIFA-Status. Statistisch signifikante p-Werte wurden markiert. pN: Status des Lymphknotenbefalls;
pT: Infiltrationstiefe; R-Klassifikation: Resektionsstatus; SARIFA: Stroma AReaktives Invasions Front Areal;
Extraprostatische Extension nach Ball et al.; *Alter: Alter in Jahren, zum Zeitpunkt der Operation, im Median
(Zeitspanne); **iPSA: Mittelwert +tStandardabweichung, in ng/ml, Initiale Werte des Prostata-spezifischen
Antigens waren nur bei 211 Patienten vorhanden (34 SARIFA-positiv, 177 SARIFA-negativ)

Variable Gesamt SARIFA-positv SARIFA-negativ p-Wert

n=301 | 100%|n=178 | = s59%|n=123 | = 41%
Alter* 68 (46-87) 68 (52-87) 68 (46-83) 0,336
iPSA** 14,85 +15,19 17,41 £18,39 11,28 +7,80 0,004

pN Kategorie pNO 212| 70,43% 119 66,85% 93| 75,61%
pN1 87| 28,90% 57| 32,02% 30| 24,39%| 0,162

NA 2 0,66% 2 1,12% 0 0,00%

Gleason Score 6 11 3,65% 3 1,69% 8 6,50%

7 183| 60,80% 107| 60,11% 76| 61,79%
8 48| 15,95% 24| 13,48% 24| 19,51%| 0,015

9 53| 17,61% 39 21,91% 14| 11,38%

10 6 1,99% 5 2,81% 1 0,81%

Lymphatische Invasion LO 216 71,76% 128 71,91% 88| 71,54%
L1 26 8,64% 20 11,24% 6 4,88%| 0,079

NA 59 19,60% 30 16,85% 29| 23,58%

Venen Invasion VO 230| 76,41% 140 78,65% 90| 73,17%
V1 12 3,99% 9 5,06% 3 2,44%| 0,137

NA 59 19,60% 29| 16,29% 30| 24,39%

Perineuralscheideninfiltration Pn0 8 2,66% 4 2,25% 4 3,25%
Pnl 252| 83,72% 153 85,96% 99| 80,49%| 0,449

NA 41| 13,62% 21| 11,80% 20| 16,26%
R-Klassifikation RO 172 57,14% 93| 52,25% 79| 64,23% 0,039

R1 129 42,86% 85| 47,75% 44|  35,77%

Extraprostatische Extension fokal 158 52,49% 82| 46,07% 76| 61,79%
non-fokal 97| 32,23% 39 21,91% 7 5,69%| <0,001

NA 46| 15,28% 57| 32,02% 40| 32,52%

Zur Quantifizierung und damit einer maoglicherweise verbundenen prazisieren
prognostischen Aussagekraft des SARIFA-Status wurde ein alternativer Cut-off von
einem Drittel definiert (siehe Details hierzu auch im Methodenteil unter 2.2). Mit diesem
alternativen Cut-off wurden nur Falle als positiv gewertet, in denen pro Fall mindestens
ein Drittel aller Objekttrager SARIFAs aufwiesen. Der durchschnittliche Anteil an
SARIFA-positiven Objekttragern unter den SARIFA-positiven Fallen lag jeweils bei
25,4% (xStandardabweichung, £16,9%, Minimum: 4,6%; Maximum: 100%). Die Anzahl
SARIFA-positiver Patienten sank in Anwendung dieses Cut-offs von 178 auf 47, anteilig

also nur noch 15,6% (n=47).
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SARIFA-Positivitdt entsprechend der alternativen, quantitativen Kriterien korrelierte
signifikant mit haufigerem regiondren Lymphknotenbefall (pN1-Status). Unter den
SARIFA-positiven Patienten wurde ein Anteil von 49% mit einem initialen, regionaren
Lymphknotenbefall diagnostiziert. In der Vergleichsgruppe der SARIFA-negativen
Patienten lag dieser nur in 25% der Falle vor (p=0,004). Ebenfalls lagen in der Gruppe
SARIFA-positiver Patienten hier auch haufiger mikroskopische Residualtumore vor. Sie
traten dort in 60% der Falle auf, bei den SARIFA-negativen Patienten wurde eine R1-
Situation dagegen nur in 40% der Falle festgestellt (R1-Status, p=0,012). Nach
EinfUhrung des quantitativen Cut-offs korrelierte der SARIFA-Status weiterhin mit einer
signifikant haufigeren, ausgedehnten extraprostatischen Extension (non-fokale EPE).
Die SARIFA-negativen Patienten wurden in nur 13% der Falle als non-fokal eingestuft,
dem entgegen stehen 30% der SARIFA-positiven Patienten mit non-fokaler

extraprostatischer Extension (p=0,005).

SARIFA-Positivitat in Anwendung des alternativen Cut-offs zeigte zudem einen Trend hin
zu erhohten, initialen Serum-PSA Werten — jedoch nicht statistisch signifikant (p=0,091).
Innerhalb der bereits angesprochenen Subgruppe von 211 Patienten (n=211) mit
vorhandenen initialen Laborwerten, wurden 34 Patienten als SARIFA-positiv (n=34) und
177 Patienten als SARIFA-negativ eingeordnet. Die SARIFA-positiven Patienten zeigten
im Mittel einen initialen PSA-Wert von 22,42 ng/ml (Mittelwert +Standardabweichung,
22,42 26,28 ng/ml), die SARIFA-negativen Patienten lediglich von 13,4 ng/ml
(Mittelwert +Standardabweichung, 13,4 +11,52 ng/ml).

Der quantitative SARIFA-Status in Anwendung des Cut-offs war nicht statistisch mit
hoherem Gleason-Grading assoziiert (p>0,05). Eine vollstandige Ubersicht zum
Verhaltnis des SARIFA-Status und den klinisch-pathologischen Charakteristika unter

Anwendung des Cut-offs ist Tabelle 3 zu entnehmen.
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Tabelle 3: Klinisch-pathologische Charakteristika von Prostatakarzinomen (pT3a) im Hinblick auf
quantitative Einordnung des SARIFA-Status (> 1/3 der Objekttrdger). Statistisch signifikante p-Werte
wurden markiert. pN: Status des Lymphknotenbefalls; pT: Infiltrationstiefe; R-Klassifikation:
Resektionsstatus; SARIFA: Stroma AReaktives Invasions Front Areal; Extraprostatische Extension nach Ball
et al.; *Alter: Alter in Jahren, zum Zeitpunkt der Operation, im Median (Zeitspanne); **iPSA: Mittelwert
t+Standardabweichung, in ng/ml, Initiale Werte des Prostata-spezifischen Antigens waren nur bei 211
Patienten vorhanden (34 SARIFA-positiv, 177 SARIFA-negativ)

Variable Gesamt SARIFA-positv SARIFA-negativ |p-Wert

n=301 | 100%|n=47 | 16%[n=254 |  84%
Alter* 68 (46-87) 68 (52-79) 68 (46-87) 0,336
iPSA** 14,85 +15,19 22,42 +26,28 13,4 +11,52 0,091

pN Kategorie pNO 212 70,43% 24 51,06% 188 74,02%
pN1 87 28,90% 23| 48,94% 64 25,20%| 0,004

NA 2 0,66% 0 0,00% 2 0,79%

Gleason Score 6 11 3,65% 2 4,26% 9 3,54%

7 183 60,80% 26 55,32% 157 61,81%
8 48 15,95% 5| 10,64% 43| 16,93%| 0,101

9 53 17,61% 11| 23,40% 42| 16,54%

10 6 1,99% 3 6,38% 3 1,18%

Lymphatische Invasion LO 216 71,76% 29| 61,70% 187 73,62%
L1 26 8,64% 6| 12,77% 20 7,87%| 0,237

NA 59 19,60% 12| 25,53% 47| 18,50%

Venen Invasion VO 230 76,41% 32| 68,09% 198 77,95%
V1 12 3,99% 4 8,51% 8 3,15%| 0,151

NA 59 19,60% 11| 23,40% 48| 18,90%

Perineuralscheideninfiltration Pn0O 8 2,66% 1 2,13% 7 2,76%
Pnl 252 83,72% 41| 87,23% 211| 83,07%| 0,777

NA 41 13,62% 5| 10,64% 36| 14,17%
R-Klassifikation RO 172 57,14% 19| 40,43% 153 60,24% 0.012

R1 129 42,86% 28| 59,57% 101 39,76% !

Extraprostatische Extension fokal 158 52,49% 17| 36,17% 141| 55,51%
non-fokal 97 32,23% 14| 29,79% 32| 12,60%| 0,005

NA 46 15,28% 16| 34,04% 81| 31,89%
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3.2 Prognostischer Effekt des SARIFA-Status

Analog zu vorausgegangenen Projekten, in denen SARIFA-Positivitat mit einem
schlechteren Uberleben assoziiert war (Martin et al. 2021) (Grosser et al. 2022), wurden

Kaplan-Meier Uberlebenszeitanalysen durchgefiihrt.

Gesamtliberleben in pT3a Prostatakrebs
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Abbildung 5: Kaplan-Meier Kurven zur Darstellung des Gesamtiiberlebens der Patienten mit
pT3a Prostatakarzinom, stratifiziert durch den SARIFA-Status. pT3a: TNM-Klassifikation,
Ausdehnung des Primértumors, Stadium 3a; SARIFA: Stroma AReaktives Invasions Front Areal

Dabei wurde der prognostische Effekt des SARIFA-Status fur die prasentierte Kohorte
an Prostatakarzinomen des Stadiums pT3a im Hinblick auf das Gesamtlberleben
untersucht (siehe Abbildung 5). Wenngleich keine statistische Signifikanz erreicht wurde
(p=0,36), ist zwischen den beiden Uberlebenskurven eine visuelle Trennung erkennbar.
Die SARIFA-positiven Patienten zeigen somit zumindest tendenziell ein schlechteres
Gesamtuberleben (p=0,36; HR 1,290; 95% KI: 0,758-2,196).
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Gesamtuberleben in pT3a Prostatakrebs (SARIFA-quantitativ)
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Abbildung 6: Kaplan-Meier Kurven zur Darstellung des Gesamtiiberlebens der Patienten mit
pT3a Prostatakarzinom, stratifiziert durch den quantitativen Ansatz des SARIFA-Status.
Gegenliberstellung SARIFA-positiver und SARIFA-negativer Patienten unter Anwendung des
quantitativen Cut-offs von einem Dirittel der Objekttrager. pT3a: TNM-Klassifikation, Ausdehnung
des Primartumors, Stadium 3a; SARIFA: Stroma AReaktives Invasions Front Areal

Unter Anwendung des bereits beschriebenen, alternativ eingefihrten Cut-offs zeigt sich
wiederum eine Trennung der Uberlebenskurven (siehe Abbildung 6). Auch hier liegt der
p-Wert mit p=0,16 Uber dem Signifikanzniveau von p<0,05 - suggeriert jedoch einen
Trend zu einem schlechteren Uberleben der Patienten mit SARIFA-positiven pT3a
Prostatakarzinomen (HR 1,547; 95% KI: 0,832-2,876).
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Biochemisches rezidivireies Uberleben in pT3a Prostatakrebs
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Abbildung 7: Kaplan-Meier Kurven zur Darstellung der Uberlebenszeit der Patienten mit
pT3a Prostatakarzinom mit Hinblick auf ein biochemisches Rezidiv, stratifiziert nach
SARIFA-Status. BCRF: Biochemisch-rezidivfrei; pT3a: TNM-Klassifikation, Ausdehnung des
Primé&rtumors, Stadium 3a; SARIFA: Stroma AReaktives Invasions Front Areal

Weiterhin wurde eine Subgruppe von 48 SARIFA-positiven und SARIFA-negativen
Patienten auf einen mdglichen Zusammenhang zwischen deren SARIFA-Status und
biochemisch-rezidivfreiem  Uberleben (BCRF-Uberleben) untersucht. In  der
untersuchten Subgruppe sind lediglich Patienten eingeschlossen, die sich aufgrund
eines biochemischen Rezidivs in der Klinik fur Nuklearmedizin am Universitatsklinikum
Augsburg fur eine weiterfihrende Diagnostik vorstellten. Der Begriff des biochemisch-
rezidivfreien Uberlebens steht dabei fiir den Zeitraum zwischen der kurativen radikalen
Prostatektomie und dem Zeitpunkt eines neu vorliegenden biochemischen Rezidivs. Ein
biochemisches Rezidiv nach radikaler Prostatektomie ist definiert durch einen PSA-Wert
von >0,2 ng/ml, gemessen in mindestens zwei separaten Messungen, im Abstand von
mindestens zwei Wochen. Dieser PSA-Anstieg kann entweder durch ein Lokalrezidiv

oder Metastasen bedingt sein (Onkologie 2022). Hier zeigte sich wiederum eine
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Trennung der Uberlebenskurven, mit einem Trend zu einem kiirzeren BCRF-Uberleben
der SARIFA-positiven Patienten (p=0,11; siehe Abbildung 7).

Tabelle 4: Uberlebenszeit-Analyse bei pT3a Prostatakarzinomen durch Univariate Cox
Regressionsanalyse. Statistisch signifikante p-Werte wurden markiert. iPSA: Initiale Werte des Prostata-
spezifischen Antigens. Diese waren nur bei 211 Patienten vorhanden (34 SARIFA-positiv, 177 SARIFA-
negativ); pN: Status des regiondren Lymphknotenbefalls; R-Klassifikation: Resektionsstatus; SARIFA:
Stroma Areaktives Invasions Front Areal; Extraprostatische Extension nach Ball et al.; *Einteilung der
Risikogruppen: Grade Group 1 = 1; Grade Group 2 und 3 = 2; Grade Group 4 und 5 = 3

Univariate Cox Regressionsanalyse

Gesamtiiberleben Hazard Ratio (95%K]l) p-Wert

SARIFA (negativ vs positiv) 1,290 (0,758-2,196) 0,358
Alter > 65 1,743 (0,879-3,454) 0,112
iPSA 1,031 (1,014-1,048) <0,001
pN (nein vs ja) 0,768 (0,413-1,430) 0,405
Risikogruppe* 1,227 (0,765-1,969) 0,395
Lymphatische Invasion (nein vs ja) 1,097 (0,459-2,621) 0,835
Venen Invasion (nein vs ja) 1,631 (0,386-6,883) 0,506
Perineuralscheideninfiltration (nein vs ja) 2,772 (0,380-20,245) 0,315
R-Klassifikation (RO vs R1) 1,003 (0,591-1,704) 0,99

Extraprostatische Extension (fokal vs non-fokal) 0,718 (0,293-1,758) 0,469

Zur weiteren Beurteilung der prognostischen Wertigkeit von SARIFA wurde eine
univariate Cox Regressionsanalyse durchgefihrt (Tabelle 4). Hier wurde nur das initiale
Serum-PSA statistisch signifikant, dementsprechend war also ein hdéherer initialer PSA-
Wert mit einem geringfigig kurzeren Gesamtuberleben der Patienten assoziiert
(p<0.001; HR: 1.031; 95% KI: 1.014-1.048). Alle anderen bekannten Risikofaktoren
zeigten, wie auch das Auftreten von SARIFA, keinen relevanten Einfluss auf das

Gesamtuberleben (p-Werte jeweils gréRer 0,05).

3.3 Immunhistochemische FABP4- und CD36-Expression an SARIFAs

In der vorausgegangenen Arbeit zu SARIFA beim Magenkarzinom konnte gezeigt
werden, dass die Expression der Fettstoffwechsel-assoziierten Proteine FABP4 und
CD36 an SARIFAs erhoht ist (Grosser et al. 2022). Sowohl die Invasionsfront des
Tumors (IF), als auch das Tumorzentrum (TZ), wurden daher bei den pT3a
Prostatakarzinomen auf eine Expression von FABP4 und CD36 immunhistochemisch
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untersucht. Die immunhistochemischen Farbungen sowie die Ergebnisse sind in den
Abbildungen 8 und 9 dargestellt.

FABP4 Immunhistochemie
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Abbildung 8: Immunhistochemische Féarbungen fiir FABP4. A: Es besteht kein statistisch
signifikanter Unterschied in der FABP4-Expression zwischen SARIFA-positiven und SARIFA-
negativen Féllen, weder an der Invasionsfront noch im Tumorzentrum (p jeweils >0,05). B, C:
Dennoch zeigten einige SARIFA-positive Félle eine relevante FABP4-Expression an der
Invasionsfront; D, E: Tendenziell fiel die FABP4-Expression hier bei den SARIFA-negativen Féllen
hingegen etwas geringer aus (dieser Unterschied war nicht statistisch signifikant, und war
dementsprechend auch nicht in allen Féllen ausgeprégt). Die FABP4-Expression wurde anhand
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des Prozentsatzes positiver Tumorzellen eingeordnet. FABP4: Fatty acid binding protein 4, IF:
Invasionsfront des Tumors; SARIFA: Stroma Areaktives Invasions Front Areal; TZ Tumorzentrum.
Messbalken 50 um

Die Untersuchung der Expression des Fettsaurebindeproteins FABP4 (Anteil positiver
Tumorzellen in Prozent) zeigte keine statistisch signifikanten SARIFA-abhangigen
Unterschiede. Bei den SARIFA-positiven Praparaten konnte im Vergleich zur SARIFA-
negativen Subgruppe keine signifikant erhdhte FABP4-Expression nachgewiesen
werden (IF: p=0.53; TZ: p=0.89). Trotzdem gab es zumindest einige Falle SARIFA-
positiver Karzinome, die an der Invasionsfront eine relevante FABP4-Expression zeigten
(siehe Abbildung 8B und 8C).
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CD36 Immunhistochemie
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Abbildung 9: Immunhistochemische Fédrbungen fiir CD36. A: Es besteht eine statistisch
signifikant erhéhte CD36-Expression in der Invasionsfront SARIFA-positiver Félle (p=0,0012). B,
C: Représentative Darstellung SARIFA-positiver Félle mit erhdhter CD36-Expression an der
Invasionsfront; D, E: Dagegen war die Expression des CD36 an der Invasionsfront bei den
SARIFA-negativen Féllen nicht erh6ht. Die CD36-Expression wurde gemél3 dem Vorgehen von
Grosser et al. bei der CD36-Auswertung am Magenkarzinom durchgefiihrt (Grosser et al. 2022).
CD36: Glykoprotein CD36; IF: Invasionsfront des Tumors; IRS: Immunreaktiver Score nach
Remmele und Stegner; SARIFA: Stroma Areaktives Invasions Front Areal; TZ Tumorzentrum.
Messbalken 50 um
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Im Gegensatz dazu konnte bezlglich der CD36-Expression eine erhohte
Proteinexpression von CD36 an der Invasionsfront der SARIFA-positiven
Prostatakarzinome beobachtet werden (p=0.0012). Insgesamt war die CD36-Expression

auf immunhistochemischer Ebene aber relativ gering (siehe Abbilddung 9 B-E).

Aufgrund der Tatsache, dass eine erhohte Expression von FABP4 und CD36 in bereits
vorhandener Literatur in den Kontext von Fettleibigkeit gebracht wird (Bonen et al. 2006)
(Xu et al. 2006), wurde in einer Subgruppe des Kollektivs der Body-Mass-Index (BMI)
anhand der verfugbaren Daten aus dem Klinikinformationssystem errechnet und
zwischen jeweils 30 SARIFA-positiven und 30 SARIFA-negativen Patienten verglichen.
Die Gruppe SARIFA-positiver Patienten zeigte zum Zeitpunkt der Prostatektomie keinen
hoheren BMI als die SARIFA-negativen Patienten (Mittelwert +Standardabweichung,
SARIFA-positiv: 28.73 +3.85; SARIFA-negativ: 27.99 +4.30, p=0.487).

3.4 Assoziation zwischen PSMA-PET-Ergebnissen und SARIFA-
Status

Anhand der Gruppe (n=57) der Patienten mit vorliegender [®®Ga]Ga-PSMA-PET/CT
Bildgebung, durchgefihrt durch die Klinik der Nuklearmedizin, konnte untersucht
werden, inwieweit bei SARIFA-positiven pT3a Prostatakarzinomen ein unterschiedliches
Metastasierungsmuster besteht. Ein Anteil von 59,6% (n=34) der Patienten mit einem
PSMA-positiven Rezidiv war SARIFA-positiv, die restlichen 40,4% (n=23) SARIFA-
negativ. Zwischen den Gruppen SARIFA-positiver und SARIFA-negativer Patienten
zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Vorliegen eines Lokalrezidivs (p=0,877).
Aus unseren Daten geht jedoch eine Tendenz zum haufigeren Befall regiondrer und
nicht-regionarer Lymphknoten hervor (regionar: p=0,160, nicht-regionar: p=0,066). Bei
SARIFA-positiven Patienten wurde ein regionarer Lymphknotenbefall doppelt so haufig
(35,3% der Falle) wie bei SARIFA-negativen Patienten (17,4% der Falle) nachgewiesen.
Ein nicht-regiondrer Lymphknotenbefall trat in 14,7% der Falle auf, bei den
eingeschlossenen SARIFA-negativen Patienten konnte hingegen kein nicht-regionarer
Lymphknotenbefall beobachtet werden. In der gesamten Kohorte wurde keine
Weichgewebsmetastase detektiert. Auch bezuglich eines Lungenbefalls zeigte sich
keine signifikant unterschiedliche Verteilung zwischen der SARIFA-positiven und
SARIFA-negativen Gruppe (p=0,799). Fir SARIFA-Positivitat war jedoch ein deutlicher
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Trend hin zu einem haufigeren Knochenbefall der PSMA-positiven Rezidive erkennbar
— auch wenn die statistische Signifikanz hier wiederum knapp nicht erreicht wurde
(p=0,061). 35,3% der SARIFA-positiven Patienten zeigten einen Knochenbefall,
dagegen nur 13% der SARIFA-negativen Patienten. Eine Ubersicht mit allen erhobenen

Daten ist in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Stroma AReaktives Invasions Front Areal und PSMA-positive Rezidive in der PET/CT
Bildgebung im Verhéltnis zueinander. Statistisch signifikante p-Werte wurden rot markiert. Als ,Nicht-
Regionér” wurde der Befall aller Lymphknoten aulerhalb des kleinen Beckens definiert. PET/CT:
Positronen-Emissions-Tomographie/Computer Tomographie; PSMA: Prostata-spezifisches
Membranantigen; SARIFA: Stroma AReaktives Invasions Front Areal

SARIFA-positiv SARIFA-negativ |p-Wert
n gesamt: 57 n in % n in %
PSMA-positive Rezidive 34 60% 23 40%
Lokal nein 20 59% 14 61% 0,877
ja 14 41% 9 39%
Regionarer Lymphknotenbefall nein 22 65% 19 83% 0,14
ja 12 35% 4 17%
Nicht-Regiondrer Lymphknotenbefall |nein 29 85% 23 100% 0,066
ja 5 15% 0 0%
Knochen nein 22 65% 20 87% 0,061
ja 12 35% 3 13%
Lunge nein 32 94% 22 96% 0,799
ja 2 6% 1 4%
Weichgewebe nein 34 100% 23 100% //
ja 0 0% 0 0%
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4. Diskussion

Grundlegendes Ziel der pathologischen Aufarbeitung von Prostatektomie-Praparaten ist,
durch Analyse zahlreicher histologischer Eigenschaften sowie zunehmend auch
molekularer Diagnostik prognostische und pradiktive Aussagen zu treffen, die dann
zusammen mit  klinischen und laborchemischen Parametern die weitere
Behandlungsstrategie steuern. Wahrend beim Prostatakarzinom grundsatzlich mit
einem relativ langen Gesamtliberleben zu rechnen ist, sind fortgeschrittene
Krankheitsstadien trotzdem mit einem unginstigen Krankheitsverlauf verbunden. Dieser
aullert sich, auch bei den in dieser Arbeit eingeschlossenen Prostatakarzinomen im
Stadium pT3a, durch ein aggressiveres Wachstumsverhalten und eine erhohte
Wahrscheinlichkeit fir ein Rezidiv (Epstein et al. 1993).

Daher war es Ziel dieses Dissertationsprojektes, den neu etablierten
histopathologischen Biomarker SARIFA (Grosser et al. 2022; Grosser et al. 2023; Martin
et al. 2021; Reitsam, Grozdanov, et al. 2023; Reitsam, Markl, et al. 2023) erstmals an
Prostatakarzinomen, und somit auch erstmals auferhalb des Verdauungstraktes, zu

untersuchen.

Dazu wurde der SARIFA-Status histopathologisch am H&E-Schnitt bestimmt. Basierend
darauf wurden dann die klinisch-pathologischen Charakteristika, die Uberlebensdaten,
die immunhistochemische Expression von FABP4 wund CD36 sowie das
Metastasierungsmuster zwischen SARIFA-positiven und SARIFA-negativen Fallen

verglichen.

4.1 SARIFA als potenzieller neuartiger Biomarker im
Prostatakarzinom

Fir einen positiven SARIFA-Status konnte eine statistische Assoziation mit mehreren
klinisch-pathologischen Charakteristika nachgewiesen werden, die auch schon in
friheren Arbeiten mit einer schlechteren Prognose in Prostatakarzinomen in
Zusammenhang gebracht wurden. SARIFA-positive Prostatakarzinome besalien einen
hdheren Gleason-Score und somit einen schlechteren Differenzierungsgrad als SARIFA-

negative. Wahrend die Einteilung der Karzinome in einen hdheren Gleason-Score nach
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d‘Amico bereits eine schlechtere Prognose aufzeigt (D'Amico et al. 1998), erreichten
SARIFA-positive Patienten ebenfalls haufiger die hdochste Graduierungsgruppe V nach
der durch die WHO im Jahr 2016 neu eingefihrte Einteilung der Prostatakarzinome in
das 5-stufige Gradingsystem. SARIFA-Positivitat ist also mit einem héheren Gleason-
Score bzw. hdheren Graduierungsgruppen assoziiert; beide Faktoren gehen mit einem

héheren Rezidivrisiko einher (Epstein et al. 2016).

Prostatakarzinome des Stadiums pT3a sind durch eine Ausbreitung ins
extraprostatische Fettbindegewebe definiert. Die Ausdehnung der extraprostatischen
Ausdehnung (EPE) wurde schon in friheren Studien als Hochrisikofaktor etabliert.
SARIFA-Positivitat war statistisch signifikant mit einer ausgedehnteren, non-fokalen
extraprostatischen Ausdehnung assoziiert, welche mit einer schlechteren Prognose
einhergeht (Ball, Partin, and Epstein 2015). Bei SARIFA-positiven Patienten lag zudem
haufiger ein mikroskopischer Residualtumor (R1-Situation) vor. Ein R1-Status ist als
negativer prognostischer Faktor bei Prostatakarzinomen fiur ein kurzeres
Gesamtlberleben sowie ein kirzeres biochemisch-rezidivfreies Uberleben bekannt
(Zhang, Wu, et al. 2018). Im Gegensatz zur Bestimmung des R-Status oder der EPE
zeigt die Erhebung des SARIFA-Status unserer Ansicht nach einen wesentlichen Vorteil.
Wahrend fir die beiden genannten Marker eine relevante Interobserver-Variabilitat
bekannt ist (van der Kwast et al. 2006) (Evans et al. 2008), konnte fir die Bestimmung
des SARIFA-Status eine geringe Interobserver-Variabilitat herausgearbeitet werden
(Martin et al. 2021) (Grosser et al. 2022).

Lymphknotenmetastasen sind beim Prostatakarzinom, wie auch bei anderen
Krebserkrankungen, generell mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Daruber
hinaus verschlechtert eine hohere Anzahl positiver Lymphknoten bei vorliegendem
positivem Befund laut Boorjian et al. die Prognose (Boorjian et al. 2007).
Interessanterweise konnte in der prasentierten Studie innerhalb aller Patienten mit
regionarem Lymphknotenbefall (pN1-Status) bei SARIFA-positiven Patienten eine
vergleichsweise hdhere Anzahl an befallenen Lymphknoten nachgewiesen werden. Die
Anzahl an dissezierten Lymphknoten unterschied sich zwischen SARIFA-positiven und
SARIFA-negativen Fallen nicht signifikant, und erklart somit nicht die Unterschiede,

wieso SARIFA-positive Patienten mehr Lymphknotenmetastasen aufweisen.
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SARIFA-positive Patienten zeigten hohere initiale praoperative PSA-Werte als SARIFA-
negative Patienten. Hohere initiale PSA-Werte, mit unterschiedlichen Cut-offs, sind beim
Prostatakarzinom ebenfalls generell mit einer schlechten Prognose assoziiert (Kestin,
Vicini, and Martinez 2002). Des Weiteren zeigten SARIFA-positive Patienten einen Trend
hin zu haufigerer lymphatischer Invasion (L1), einem histopathologischen Marker, der

mit kiirzerem Uberleben ohne biochemisches Rezidiv assoziiert ist (Cheng et al. 2005).

Somit ist das Vorliegen von SARIFA-Positivitat, also dem direkten Kontakt zwischen
Tumorzellen und Adipozyten, bei Prostatakarzinomen mit einer Reihe bekannter
Risikofaktoren  assoziiert: R1-Status, non-fokale  EPE, mehr  regionare
Lymphknotenmetastasen, hdhere initiale PSA-Werte und tendenziell haufigerer L1-
Status. Fur die extraprostatische Extension konnte bereits gezeigt werden, dass eine
non-fokale, d.h. ausgedehntere EPE, mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist
(Ball, Partin, and Epstein 2015). Da auch SARIFA als Biomarker unterschiedlich
ausgepragt sein kann, d.h. einerseits nur Kontakt zwischen wenigen Tumordriisen und
Adipozyten, andererseits grol3flachige Tumor-Adipozyten-Interaktion, wurde auch ein
quantitativer Ansatz im Rahmen dieses Projektes untersucht. Dazu wurde ein
alternativer Cut-off von einem Drittel definiert, nach dem jeder Patient ab einem Anteil
von mindestens 33% SARIFA-positiven Objekttragern als SARIFA-positiv eingeordnet
wird. Dieser Cut-off ist zum einen praktikabel und relativ einfach umsetzbar, zum
anderen ist er auch durch das im Methodenteil beschriebene Biomarker Threshold
Regression Model validiert. Unter Anwendung dieses strikteren Cut-offs sank der Anteil
SARIFA-positiver Patienten von 59% auf 15,6%. Des Weiteren veranderten sich
zumindest teilweise die Assoziationen des SARIFA-Status hin zu anderen klinisch-
pathologischen Charakteristika. Wahrend weiterhin eine signifikante Korrelation mit
positiven Resektionsrandern (R1-Status) und ausgedehnter extraprostatischer
Extension (non-fokaler EPE) beobachtet werden konnte, zeigte sich zudem ein
signifikant haufigerer Befall regionarer Lymphknoten (pN1-Status), was ebenfalls ein
negativer prognostischer Marker ist (Boorjian et al. 2007) (Ball, Partin, and Epstein 2015)
(Zhang, Wu, et al. 2018). Bei den SARIFA-positiven Patienten zeigte sich, wenn auch
keine statistische Signifikanz erreicht wurde, weiterhin ein Trend hin zu hdheren initialen
PSA-Werten als die der SARIFA-negativen Patienten. Hohere initiale PSA-Werte sind
beim Prostatakarzinom eng mit einem kiirzeren Uberleben ohne biochemisches Rezidiv

assoziiert (Gonzalez et al. 2004).

39



4.2 Prognostische Wertigkeit

Mittels Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalysen wurde die Auswirkung des SARIFA-Status
auf das Gesamtuberleben der Patienten untersucht. Patienten mit Prostatakarzinom
weisen im Vergleich zu anderen Entitaten grundsatzlich eine relativ hohe 5-Jahres-
Uberlebensrate auf (Siegel et al. 2023). Die Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in
Abhangigkeit des SARIFA-Status in unserem Kollektiv an pT3
Prostatakarzinompatienten zeigen in ihrem Verlauf eine zumindest visuelle Trennung
(siehe Abbildungen 5 und 6); eine statistische Signifikanz wurde mit p-Werten von 0,35
beziehungsweise 0,16 jedoch jeweils nicht erreicht. Tendenziell scheint es so, dass
SARIFA-Positivitat analog zu den Daten aus dem Gastrointestinaltrakt (Grosser et al.
2022) (Martin et al. 2021) mdglicherweise mit einem schlechteren Gesamtiberleben bei

pT3a Prostatakarzinomen assoziiert ist.

Obwohl der quantitative SARIFA-Cut-off von 1/3 in der Kaplan-Meier-Analyse tendenziell
besser zu trennen scheint, zeigen gerade die Ergebnisse von Martin et al. sowie Grosser
et al., dass eine binare SARIFA-Klassifikation den Vorteil mit sich bringt, sie sehr schnell
und mit geringer Interobserver-Variabilitat erheben zu kénnen (Martin et al. 2021;
Grosser et al. 2022). Insofern rechtfertigen die Daten dieser Arbeit nicht eindeutig, dass
von einer bindren Klassifikation des SARIFA-Status Abstand genommen werden sollte.
Vielmehr kdnnte in zukinftigen Studien neben einer bindren SARIFA-Klassifikation auch
ein quantitativer Ansatz verfolgt werden, um die zugrunde liegende Biologie besser
einzuordnen. Fur andere prognostische Faktoren wie die Anzahl an Myofibroblasten
sowie dem Anteil des Stromas bei verschiedenen Tumorentitdten wurde bereits eine
Abhangigkeit des klinischen Effekts von der quantitativen Auspragung des untersuchten
Merkmals beschrieben (Tsujino et al. 2007) (Lan et al. 2015) (Tothill et al. 2008). Auch
fur das Verhaltnis von Karzinomen mit Adipozyten in deren ndheren Umgebung zeigt
sich die quantitative Auspragung als relevant. So wurde beim kolorektalen Karzinom fur
eine erhdhte Anzahl an TAFs, sogenannten tumor adipose features, eine schlechtere

Prognose fir betroffene Patientinnen und Patienten beschrieben (L'Imperio et al. 2023).

Das Auftreten eines biochemischen Rezidivs nach radikaler Prostatektomie ist in der
Literatur bereits als unabhangiger Risikofaktor flr die krebsspezifische Mortalitat der

Patienten sowie fur erhdhtes Risiko zum Auftreten von Metastasen bekannt (Freedland
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et al. 2005) (Zhang, Wu, et al. 2018). Bei einer Subgruppe der untersuchten Patienten
(n=48) konnte der Zeitraum des biochemisch-rezidivfreien Uberlebens (BCRF-
Uberleben) anhand von Kaplan-Meier Kurven ausgewertet werden. Wenngleich mit
einem p-Wert von 0,11 keine statistische Signifikanz erreicht wurde, zeigt sich in
Abbildung 7 die klare Trennung der Uberlebenskurven der jeweiligen Gruppen (SARIFA-
positiv vs. SARIFA-negativ) — und zeigt damit ebenfalls einen Trend auf, dass SARIFA-

Positivitat mit einer schlechteren Prognose verbunden zu sein scheint.

4.3 SARIFA-Status und Lipidmetabolismus

Die Rolle des Fettstoffwechsels in der Pathogenese von Krebserkrankungen riickte in
den letzten Jahren zunehmend in den Fokus wissenschaftlicher Bestrebungen.
Zahlreiche Publikationen beschreiben die diversen Funktionen von Fettgewebe als
Energiequelle und Energiespeicher sowie als dynamisches endokrines Organ, welches
mit den Karzinomzellen interagiert (Dirat et al. 2011) (Mukherjee, Bilecz, and Lengyel
2022). Dem vermehrten Lipidmetabolismus in Karzinomzellen, hauptsachlich
bereitgestellt durch De-novo-Synthese (Louie et al. 2013), aber auch durch Aufnahme
sezernierter Fettsauren wird ein Einfluss auf eine erhdhte Progression der
Krebserkrankungen durch eine verstarkte Aktivitat von Enzymen wie Monoacylglycerol
Lipase zugeschrieben (MAGL) (Nomura et al. 2010). Ein erhéhter Lipidmetabolismus in
Tumorzellen soll auch zu vermehrter Therapieresistenz beitragen (Corn, Windham, and
Rafat 2020).

In der Pathogenese von Prostatakarzinomen nimmt der Fettstoffwechsel eine
Schlisselrolle ein, Fettsauren werden als Hauptenergiequelle der
Prostatakarzinomzellen angesehen (Liu, Zuckier, and Ghesani 2010) (Watt et al. 2019).
Die Bereitstellung daflr erfolgt einerseits durch eben erwahnte De-novo Synthese der
Fettsauren (Pizer et al. 2001), andererseits durch die Aufnahme der Fettsduren von
extrazellular (Liu, Zuckier, and Ghesani 2010). Verschiedene membranassoziierte
Proteine sind hier am Transport der Fettsduren durch die Plasmamembran beteiligt
(Vasseur and Guillaumond 2022).

Dem Glykoprotein CD36 wird mit seiner Funktion als Scavenger-Rezeptor in der

Plasmamembran (Scaglia, Frontini-Lopez, and Zadra 2021), auch wenn der genaue
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Mechanismus noch unklar ist, eine wichtige Rolle im Transport (Silverstein and Febbraio
2009) und Stoffwechsel der Fettsauren zugeschrieben. Das Fettsaurebindeprotein
FABPA4 (fatty acid binding protein, FABP) ist durch Regulation der Lipolyse in den Zellen
(Smith et al. 2008) und Transport der Fettsauren (Mita et al. 2015) ebenfalls mafRgeblich
am Fettmetabolismus der Karzinomzellen beteiligt. Fir die beiden Proteine wurde von
Grosser et al. bereits eine erhéhte Expression beim Magenkarzinom an SARIFAs, und
hier insbesondere in den Tumorzellen, mittels spatialer Transkriptomanalysen
nachgewiesen (Grosser et al. 2022). Aufgrund der hohen Relevanz des
Fettstoffwechsels fir die Pathogenese und Progression bei Prostatakarzinomen wurde
im Rahmen dieses Dissertationsprojektes die Proteinexpression von CD36 und FABP4
immunhistochemisch untersucht. Flr das Fettsaurebindeprotein FABP4 wurde dabei
generell keine erhéhte Expression nachgewiesen. Es zeigten sich aber durchaus Falle,
bei denen es an SARIFAs zu einer relevanten Expression von FABP4 in den Tumorzellen
kam. Bezlglich CD36 konnte eine erhohte Expression an SARIFAs der untersuchten
pT3a Prostatakarzinome nachgewiesen werden (auch wenn die CD36-Expression hier
teilweise relativ gering ausfiel). Sollte diese erhdhte CD36-Expression an SARIFAs,
unter anderem auch auf bulk-RNA bzw. spatialen RNA-Daten, validiert werden kdnnen,
gabe es hier insbesondere bei Prostatakarzinomen spannende therapeutische
Anknupfungspunkte; denn Watt et al. beschrieben bereits eine potente, antitumorale
Wirkung eines Therapieversuchs mit monoklonalen Antikérpern gegen CD36 an von
Patienten generierten Xenograft-Modellen mit lokal fortgeschrittenen
Prostatakarzinomen (Watt et al. 2019). Sollte die angesprochene, von Watt et al.
beschriebene Therapieoption mittels CD36-Antikérpern in Zukunft etabliert werden,
kdénnte die lichtmikroskopische Erhebung des SARIFA-Status hier einen geeigneten,

pradiktiven Biomarker flr diese Therapieform darstellen.

Auch wenn die an SARIFAs beschriebene Tumor-Adipozyten-Interaktion sowie FABP4
und CD36 hier als Schlisselproteine immer wieder im Zusammenhang mit Adipositas
untersucht wurden und werden (Bonen et al. 2006) (Xu et al. 2006), konnte in dieser
Studie kein Zusammenhang zwischen dem SARIFA-Status und Adipositas gefunden
werden. Dies steht im Einklang damit, dass auch SARIFA-positive
Magenkarzinompatienten keinen hoheren BMI als SARIFA-negative aufweisen (Grosser
et al. 2022).
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4.4 SARIFA und unterschiedliches Metastasierungsmuster

Anhand einer Subgruppe des Patientenkollektivs mit Prostatakarzinom pT3a wurde der
Biomarker SARIFA auf eine Korrelation mit einem mdglicherweise charakteristischen
Metastasierungsmuster untersucht. Dafir wurden [®¥Ga]Ga-PSMA-PET/CT Scans,
durchgefuhrt in der diagnostischen Routine der Klinik fir Nuklearmedizin, bei SARIFA-
positiven und SARIFA-negativen Patienten ausgewertet. Es zeigte sich dabei ein Trend
hin zu haufigerer ossarer Metastasierung und zu nicht-regionarem Lymphknotenbefall.
Somit [&sst sich vermutlich mithilfe des positiven SARIFA-Status beim Prostatakarzinom,
allein von der histopathologischen Untersuchung des Primartumors auf eine Tendenz
zur Metastasierung in  bestimmte Lokalisationen schlieBen. Dass bestimmte
histologische Subtypen oder  molekulare  Alterationen unterschiedliche
Metastasierungspotenziale besitzen, konnte auch in anderen Studien gezeigt werden.
So wurde fir die verschiedenen histologischen Subtypen kolorektaler Karzinome bereits
unterschiedliche Metastasierungsmuster nachgewiesen (Hugen et al. 2014) (Wang et al.
2020); auch wurden beim Magen- und Osophaguskarzinom ebenfalls fir die
unterschiedlichen histologischen Subtypen charakteristische Metastasierungsmuster
beschrieben (Verstegen et al. 2020). Abhangig von der Expression bestimmter
Onkogene unterscheidet sich beispielsweise beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom
(NSCLC) sowie dem duktalen Mammakarzinom das Metastasierungsverhalten (Doebele
et al. 2012) (Nguyen et al. 2022). Ob SARIFA tatsachlich mit einem bestimmten
Metastasierungsmuster korreliert und welche Aussagen hierdurch auf die Tumorbiologie
ubertragen werden konnen, sollte basierend auf den ersten hier gezeigten,
vielversprechenden Ergebnissen dieser Arbeit in einem gréRReren Kollektiv und auch an

anderen Entitaten nochmals intensiver beforscht werden.

4.5 Starken und Limitationen der Studie

Als Starke dieser Studie ist insbesondere anzufihren, dass mit dem SARIFA-Status ein
neuartiger histopathologischer, am H&E-Schnitt sicher und schnell zu erhebender
Biomarker hier erstmalig an einer Tumorentitat aulerhalb des Gastrointestinaltraktes,
namlich an Prostatakarzinomen, untersucht wurde. Uber seine rein prognostische
Wertigkeit hinaus konnte schon in vorhergehenden Arbeiten gezeigt werden, dass der

histopathologische =~ SARIFA-Status mutmallich eine distinkte Tumorbiologie
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widerspiegelt (Grosser et al. 2022) (Martin et al. 2021) (Grosser et al. 2023) (Reitsam,
Grozdanov, et al. 2023). Weiterhin ist hervorzuheben, dass alle untersuchten
Prostatektomiepraparate vollstandig in GroR3flachen aufgearbeitet wurden, was eine sehr
zuverlassige Bestimmung des SARIFA-Status ermdglichte, da somit der gesamte Tumor
begutachtet werden konnte. Dartber hinaus wurde in dieser Arbeit auch erstmalig der
potenzielle Zusammenhang zwischen SARIFA-Status und einem bestimmten
Metastasierungsmuster untersucht, was sicherlich auch fir zuklnftige Projekte

AnknUpfungspunkte bieten kann.

Als Limitation ist zu nennen, dass SARIFA-Positivitat zwar scheinbar mit einem kirzeren
Gesamtuberleben assoziiert ist, dies aber keine statistische Signifikanz erreicht. Das
liegt wohl vor allem am insgesamt sehr glnstigen Uberleben von
Prostatakarzinompatienten, weshalb in zuklnftigen Studien ein Surrogatmarker als
Endpunkt gewahlt werden sollte, passenderweise bei Prostatakarzinompatienten das
biochemisch-rezidivfreie Uberleben. Das Gesamtiiberleben der Patienten konnte durch
Recherche in den Kklinik- und institutseigenen Informationssystemen, der
Zusammenarbeit mit dem Tumordatenmanagement des Comprehensive Cancer Center
Augsburg und durch Bereitstellung von Daten des Bayerisches Landesamt fiir
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, Bayerisches Krebsregister, Regionalzentrum
Augsburg zwar verlasslich erhoben werden, jedoch lagen hier nur sehr sparliche Daten
zum biochemischen Rezidiv vor. Der PSA-Wert war praoperativ bei einer Mehrheit der
Patienten in der Datenbank der Klinik registriert, postoperative PSA-Werte im Verlauf
sind dagegen nicht Teil der Kklinikeigenen Datensatze. Viele der
Prostatakarzinompatienten befinden sich nach Resektion in ambulanter urologischer
Betreuung; auf diese Daten konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht zugegriffen werden.
Des Weiteren liegen fur die Patienten dieser Kohorte keine detaillierten Therapiedaten
vor. Aufgrund des Dbereits bekannten Einflusses einer Hormontherapie
(Androgendeprivation, ADT) auf das Tumor-Immun-Microenvironment (TIM) des lokal
fortgeschrittenen Prostatakarzinoms (Long et al. 2020) sollten auch die Therapiedaten
der Patienten im Hinblick auf potenzielle Auswirkung auf den SARIFA-Status bei
kiinftigen Projekten miteinbezogen werden. Anknupfend an diese Arbeit kdnnte eine
genauere Selektion der Patienten flir ein Folgeprojekt, in das nur Patienten mit pT3a
Prostatakarzinomen und ausschliellich non-fokaler extraprostatischer Extension

eingeschlossen werden, eine interessante Option bieten, da so nur Prostatakarzinome
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mit ausgedehnter Ausbreitung im periprostatischen Weichgewebe inkludiert waren, bei
denen auch ein relevantes Tumor-Fett-Interface besteht. In der Dauer des Follow-ups
zeigt sich letztlich eine weitere Limitation dieses Projektes; denn mit dem
eingeschlossenen Patientenkollektiv aus den Jahren 2005 bis 2020 besteht die
Maoglichkeit eines zu kurzen Follow-up Zeitraums, insbesondere, wenn man die langen

Uberlebenszeiten von Prostatakarzinompatienten bedenkt.

4.6 Ausblick: SARIFA als neuartiger histopathologischer Biomarker
in verschiedenen Entitaten?

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse zeigen das Potenzial des SARIFA-
Status als neuer histopathologischer Biomarker bei lokal fortgeschrittenen

Prostatakarzinomen.

Auch wenn die prognostische Wertigkeit des SARIFA-Status in weiteren Studien an pT3-
Prostatkarzinomen mit dem biochemisch-rezidivfreien Uberleben als entsprechendem
Endpunkt weiter validiert werden muss, zeigt die hier vorliegende Arbeit, dass der
SARIFA-Status auch Uber den Gastrointestinaltrakt hinaus ein Marker einer potenziell
aggressiveren Tumorbiologie ist. Zahlreiche bereits bekannte Hoch-Risiko-Faktoren wie
beispielsweise die non-fokale extraprostatische Extension (EPE) korrelieren bei pT3a-
Prostatakarzinomen mit SARIFA-Positivitat, die auch mit einer erhéhten Expression von
CD36, und somit einem verstarkten Lipidmetabolismus, assoziiert zu sein scheint. Die
Erhebung des SARIFA-Status als kostenglinstigen H&E-basierten histopathologischen
Biomarker bietet viele Vorteile. Er Iasst sich einfach und schnell beurteilen und zeigt eine

hohe Interobserver-Ubereinstimmung (Grosser et al. 2022) (Martin et al. 2021).

Da die Interaktion von Tumorzellen und Adipozyten naturlich nicht nur auf den
Gastrointestinaltrakt oder Prostatakarzinome beschrankt ist, sondern auch
beispielsweise bei Urothelkarzinomen oder auch Plattenepithelkarzinomen aus anderen
unterschiedlichsten Lokalisationen, welche in Fettbindegewebe infiltrieren, auftreten
kdénnen, kénnte der SARIFA-Status dadurch Uber Entitdten hinweg relevant werden und

das morphologische Korrelat einer distinkten Tumorbiologie sein.
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Bereits bei mehreren weiteren Entitaten wurde der Tumor-Adipozyten-Interaktion ein
negativer Einfluss auf Wachstumsverhalten und den klinischen Verlauf zugeschrieben.
So tragt bei Melanomen die Tumor-Adipozyten-Interaktion ganz wesentlich zur
Krankheitsprogression bei (Zhang, Di Martino, et al. 2018). Beim Ovarialkarzinom fordert
ein Austausch von Fettsauren von Adipozyten hin zu den Tumorzellen deren Proliferation
und metabolische Veranderung (Nieman et al. 2011). Auch beim Mammakarzinom
beginstigt ein metabolischer Austausch zwischen Tumor- und Fettzellen die

Tumorinvasion und Metastasierung (Wang et al. 2017).

Prinzipiell ist es auch denkbar, dass neuartige Therapien hier direkt am
Tumormetabolismus ansetzen, wie beispielsweise von Flaveny et al. beschrieben, durch
Suppression des Kernrezeptoren LXR (Leber-X-Rezeptor). Die daraus resultierende
verminderte Expression der betroffenen Gene fir Glykolyse und Lipogenese resultiert
durch seine duale Wirkung, sowohl auf den Warburg Effekt als auch auf Fettstoffwechsel

der Tumorzellen, in einer Hemmung des Tumorwachstums (Flaveny et al. 2015).

Uber das in dieser Arbeit untersuchte Fettstoffwechsel-assoziierte Protein FABP4 wurde
bereits der Ansatz einer antitumoralen Therapie publiziert. Durch den selektiven FABP4-
Inhibitor BMS309403 konnte an Xenograft-Mausmodellen ein Effekt auf Wachstum und
Metastasierung des Prostatakarzinoms gezeigt werden (Huang et al. 2017). Das an der
Invasionsfront der SARIFA-positiven Prostatakarzinome erhéht exprimierte CD36 wurde
ebenfalls als Ansatzpunkt fur potenzielle Therapie beschrieben. An Xenograft-Modellen
mit lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinomen zeigte die Applikation monoklonaler

Antikdrper gegen CD36 eine starke antitumorale Wirkung (Watt et al. 2019).
Der SARIFA-Status wirde dann vermutlich als histopathologischer, pradiktiver

Biomarker dienen kdnnen, der abschatzen lasst, welche Tumore besonders anfallig auf

eine Inhibition entsprechender Pathways waren.
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5. Zusammenfassung (deutsch und englisch)

Die Diagnose eines Prostatakarzinoms ist grundsatzlich mit einem relativ guten
Gesamtlberleben der betroffenen Patienten vergesellschaftet. Dennoch zeigen
Prostatakarzinome in fortgeschrittenen Stadien, wie beispielsweise im durch
Ausbreitung des Tumors in das periprostatische Weichgewebe definierten Stadium
pT3a, einen schlechteren Krankheitsverlauf mit einer erhéhten Anzahl an Rezidiven und
aggressiverem Wachstumsverhalten. Ziel dieser Arbeit ist es, das Auftreten von
SARIFAs (Stroma AReaktive Invasions Front Areale) beim Prostatakarzinom und damit
erstmals bei einem Organ auferhalb des Verdauungstraktes zu untersuchen, um
dadurch einen neuen, unabhangigen, negativ prognostischen Biomarker fir
Prostatakarzinome zu etablieren. Daflr wurden 301 Prostatakarzinome des Stadiums
pT3a histologisch auf direkten Kontakt zwischen Tumor- und Fettzellen (SARIFA-
Positivitat) untersucht und dementsprechend nach deren SARIFA-Status klassifiziert. An
Entitdten wie dem kolorektalen Karzinom und Magenkarzinom konnte am Institut fir
Pathologie und molekulare Diagnostik des Uniklinikums Augsburg bereits das Auftreten
von SARIFAs mit einer schlechteren Prognose der betroffenen Patientinnen und
Patienten in Verbindung gebracht werden. Die Subgruppen SARIFA-positiver und
SARIFA-negativer Patienten wurden nach der histologischen Einordnung hinsichtlich
pathologischer und klinischer Merkmale ausgewertet. Es zeigte sich fur SARIFA-
Positivitat ein Trend zu einem kirzeren rezidivfreien Uberleben und Gesamtiiberleben
sowie eine Korrelation mit verschiedenen klinisch-pathologischen Charakteristika mit
schlechter klinischer Prognose, wie non-fokaler extraprostatischer Ausbreitung (EPE)
und einem mikroskopischen Residualtumor (R1-Situation). Unter Durchfiihrung
immunhistochemischer Farbungen an einem Teil der Praparate konnte eine erhdhte
Proteinexpression von CD36 an der Invasionsfront SARIFA-positiver Prostatakarzinome
nachgewiesen werden, was nochmals die wichtige Rolle des Lipidmetabolismus in
Zusammenhang mit SARIFA zu bestatigen scheint. Die Auswertung von PSMA-PET/CT
Untersuchungen einer Patientengruppe auf deren Metastasierungsmuster zeigt fur
SARIFA-Positivitdt zudem einen Trend hin zu haufigerer ossarer Metastasierung und zu
nicht-regionarem Lymphknotenbefall auf. Zusammenfassend zeigt diese Arbeit erstmals
das Potenzial von SARIFA als histopathologischer Biomarker auflerhalb des
Verdauungstraktes auf und legt nahe, dass SARIFA-Positivitdt auch in pT3a

Prostatakarzinomen mit einem aggressiveren Tumorverhalten assoziiert ist.
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Englische Zusammenfassung

Being diagnosed for prostate cancer in general is related to a relatively long survival
period. However, prostate cancers of higher stages, as the stage pT3a (defined by the
presence of extraprostatic tumor extension), yield worse clinical prognosis, including

higher frequency of tumor recurrence and a more aggressive growth pattern.

This project aims for the investigation and potential establishment of SARIFA-status
(Stroma AReactive Invasion Front Area) in prostate cancer as a potentially new
histopathologic biomarker. Thereby this project aims at working up SARIFAs beyond the
alimentary tract, following investigations on colorectal and gastric cancer, which already
indicated negative prognostic significance of SARIFA for those entities. While a total of
301 radical prostatectomy specimens (stage pT3a) were evaluated on light microscopy,
SARIFA-positivity was defined by direct tumor-adipocyte interaction at the invasion front,
which is in line with our previous studies. In the subgroup of SARIFA-positive patients
(59,1%; n=178), a trend towards shorter overall survival (OS) and biochemical
recurrence-free survival (BRFS) was observed. Additionally, SARIFA-positivity showed
statistical correlation with known high-risk clinicopathological markers like non-focal
extraprostatic extension (EPE) and the presence of positive residual margins (R1-
situation), indicating a worse clinical prognosis for those patients. After
immunohistochemical staining against CD36 and FABP4 on a subgroup of the cohort, a
CD36 upregulation at the invasion front of the SARIFA-positive prostate carcinoma
specimens could be observed, which may offer a therapeutic opportunity in case of
further establishment of known monoclonal antibodies against CD36. On a subgroup of
patients with available results of [®¥Ga]Ga-PSMA-PET/CT Scans, the presence of
SARIFA was evaluated for a distinct pattern of metastatic dissemination. While no
difference in local recurrence frequency was seen, a positive SARIFA-status correlated
with metastases in bone and lymph nodes (both, regional and non-regional); however,
slightly not reaching statistical significance. To sum up, this study highlights the potential
of SARIFA as novel histopathologic biomarker beyond the alimentary tract for the first
time. The presented data suggest that SARIFA-positivity is indeed associated with a

more aggressive tumor behavior in pT3a prostate carcinomas.
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7. Appendix

7.1 Abkurzungsverzeichnis

[(®Ga]Ga-PSMA-PET/CT Scans  Positronen-Emissions-
Tomographie/Computertomographie mit
dem Liganden PSMA, gekoppelt an

®Gallium
ADT Androgendeprivationstherapie
AUA American Urological Association
BCRF Biochemisch-rezidivfrei
BMI Body-Mass-Index
BRCA1 Breast Cancer 1, Brustkrebsgen 1
BRCA2 Breast Cancer 2, Brustkrebsgen 2
BRFS Uberleben ohne Biochemisches Rezidiv
CAA Cancer-associated-adipocytes
CCCA Comprehensive Cancer Center Augsburg

des Universitatsklinikums Augsburg

CCL7 C-C Chemokin Ligand 7

CCR3 C-C Chemokinrezeptor Typ 3

CD36 Glykoprotein CD36 (andere
Bezeichnungen: FAT, SCARB3, SR-B2,
GP4)

CT Computertomographie

59



cT3/cT4

DAB

DNA

DRU

EDTA-LGsung

EPE

FABP4

GnRH

H&E

HR

HSL

iPSA

ISUP
Pathology

Ki

L-Status

LXR

MO

Klinisches Tumorstadium 3; klinisches
Tumorstadium 4

3,3'-Diaminobenzidins

Deoxyribonucleic acid

Digital-rektale Untersuchung

Ethylendiamintetraacetat-Losung

Extraprostatische Extension

Fatty acid binding protein

Gonadotropin-Releasing-Hormon

Hamatoxylin-Eosin Farbung

Hazard Ratio

Hormonsensitive Lipase

Invasionsfront

Initialer Wert des Prostata-spezifischen
Antigens

International Society of Urological

Konfidenzintervall

Status Lymphatische Invasion

Leber-X-Rezeptor

Absenz von Fernmetastasen
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M1

MAGL

M-Kategorie

MRT

N-Kategorie

NSCLC

0S

PARP-Inhibitors

PET/CT

Pn-Status

PSA

PSMA

PSMA PET/CT

pT3a

R1

RNA

Prasenz von Fernmetastasen

Monoacylglycerol Lipase

Kategorie der TNM-Klassifikation zur
Beschreibung der Prasenz oder Absenz
von Fernmetastasen

Magnetresonanztomographie

Kategorie der TNM-Klassifikation zur
Beschreibung der Prasenz oder Absenz
von Lymphknotenbefall

Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom

Overall survival

Poly(ADP-ribose)-Polymerase Hemmer

Positronen-Emissions-
Tomographie/Computer Tomographie

Status der Perineuralscheideninfiltration

Prostata-spezifisches Antigen

Prostata-spezifisches Membranantigen

Prostata-spezifisches Membranantigen —
gerichtete Positronen-Emissions-
Tomographie/Computer Tomographie

Ausdehnung des Primartumors, Stadium
3a, Teil der TNM-Klassifikation

Positiver Resektionsstatus

Ribonucleic acid
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ROS

SARIFA

TAF

TIM

TNM-Klassifikation

TZ

uICC

V-Status

WHO

Reactive oxygen species

Stroma AReaktives Invasions Front Areal

Tumor adipose feature

Tumor-Immun-Microenvironment

Staging-Schema flr Tumorerkrankungen

Tumorzentrum

Union for International Cancer Control

Status der Veneninvasion

World Health Organization

62



7.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Studiendesign des Promotionsprojektes zu SARIFA beim
Prostatakarzinom. Die Kohorte an Prostatakarzinomen des Stadiums pT3a wurde
lichtmikroskopisch bzgl. des SARIFA-Status analysiert. Darauf folgte eine Auswertung
hinsichtlich klinisch-pathologischer Charakteristika und Kaplan-Meier
Uberlebenszeitanalysen. Es wurden immunhistochemische Farbungen an einem Teil
der Kohorte durchgefiihrt. Des Weiteren wurde der Zusammenhang zwischen SARIFA-
Status und Metastasierungsmuster mithilfe von PSMA PET/CT Untersuchungen
analysiert. CD36: Glykoprotein CD36; FABP4: Fatty acid binding protein 4; PSMA
PET/CT: Prostata-spezifisches Membranantigen - gerichtete Positronen-Emissions-
Tomographie/Computertomographie; pT3a: TNM-Klassifikation, Ausdehnung des
Primartumors, Stadium 3a; SARIFA: Stroma AReaktives Invasions Front Areal ........... 14

Abbildung 2: Reprasentatives Beispiel eines SARIFA-positiven pT3a
Prostatakarzinoms. In diesem SARIFA-positiven Fall besteht ein direkter Kontakt der
Karzinomzellen (1) mit den Adipozyten (2), diese sind nicht durch bindegewebiges
Stroma (3) getrennt. A: Ubersicht, Messbalken 200 ym; B: Auszug, Messbalken 50 pym.
pT3a: TNM-Klassifikation, Ausdehnung des Primartumors, Stadium 3a; SARIFA:
Stroma AReaktives INvasions Front Areal ...........cccveveviiieviiieecececeee e 17

Abbildung 3: Reprasentatives Beispiel eines SARIFA-negativen pT3a
Prostatakarzinoms. In diesem SARIFA-negativen Fall sind die Karzinomzellen (1) von
den Adipozyten (2) durch bindegewebiges Stroma (3) getrennt. Messbalken 50 um.
pT3a: TNM-Klassifikation, Ausdehnung des Primartumors, Stadium 3a; SARIFA:
Stroma AReaktives INvasions Front Areal ..o 18

Abbildung 4: Reprasentative Beispiele SARIFA-positiver und SARIFA-negativer
pT3a Prostatakarzinome. A, B: In SARIFA-positiven Fallen besteht ein direkter
Kontakt der Karzinomzellen (1) mit den Adipozyten (2). C, D: SARIFA-negative Falle
unterscheiden sich hiervon, da hier kein direkter Kontakt zwischen den Adipozyten (2)
und den Karzinomzellen (1) besteht; diese sind hier durch beispielsweise
bindegewebiges Stroma (3) getrennt. Messbalken 50um. pT3a: TNM-Klassifikation,
Ausdehnung des Primartumors, Stadium 3a; SARIFA: Stroma AReaktives Invasions
FRONTATCAL ...ttt ettt s b e sttt et ens 23

Abbildung 5: Kaplan-Meier Kurven zur Darstellung des Gesamtiiberlebens der
Patienten mit pT3a Prostatakarzinom, stratifiziert durch den SARIFA-Status.
pT3a: TNM-Klassifikation, Ausdehnung des Primartumors, Stadium 3a; SARIFA:
Stroma AReaktives INvasions Front Areal ... 28

Abbildung 6: Kaplan-Meier Kurven zur Darstellung des Gesamtiiberlebens der
Patienten mit pT3a Prostatakarzinom, stratifiziert durch den quantitativen Ansatz
des SARIFA-Status. Gegenuberstellung SARIFA-positiver und SARIFA-negativer
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Patienten unter Anwendung des quantitativen Cut-offs von einem Drittel der
Objekttrager. pT3a: TNM-Klassifikation, Ausdehnung des Primartumors, Stadium 3a;
SARIFA: Stroma AReaktives Invasions Front Areal.........cccocoeveieininininieneneneeeee, 29

Abbildung 7: Kaplan-Meier Kurven zur Darstellung der Uberlebenszeit der
Patienten mit pT3a Prostatakarzinom mit Hinblick auf ein biochemisches Rezidiv,
stratifiziert nach SARIFA-Status. BCRF: Biochemisch-rezidivfrei; pT3a: TNM-
Klassifikation, Ausdehnung des Primartumors, Stadium 3a; SARIFA: Stroma
AReaktives INvasions Front Areal ...t 30

Abbildung 8: Immunhistochemische Farbungen fiir FABP4. A: Es besteht kein
statistisch signifikanter Unterschied in der FABP4-Expression zwischen SARIFA-
positiven und SARIFA-negativen Fallen, weder an der Invasionsfront noch im
Tumorzentrum (p jeweils >0,05). B, C: Dennoch zeigten einige SARIFA-positive Falle
eine relevante FABP4-Expression an der Invasionsfront; D, E: Tendenziell fiel die
FABP4-Expression hier bei den SARIFA-negativen Fallen hingegen etwas geringer aus
(dieser Unterschied war nicht statistisch signifikant, und war dementsprechend auch
nicht in allen Fallen ausgepragt). Die FABP4-Expression wurde anhand des
Prozentsatzes positiver Tumorzellen eingeordnet. FABP4: Fatty acid binding protein 4;
IF: Invasionsfront des Tumors; SARIFA: Stroma Areaktives Invasions Front Areal; TZ
Tumorzentrum. Messbalken 50 HM ......coovriii e e 32

Abbildung 9: Immunhistochemische Farbungen fiir CD36. A: Es besteht eine
statistisch signifikant erhdhte CD36-Expression in der Invasionsfront SARIFA-positiver
Falle (p=0,0012). B, C: Reprasentative Darstellung SARIFA-positiver Falle mit erhéhter
CD36-Expression an der Invasionsfront; D, E: Dagegen war die Expression des CD36
an der Invasionsfront bei den SARIFA-negativen Fallen nicht erhdht. Die CD36-
Expression wurde gemaf dem Vorgehen von Grosser et al. bei der CD36-Auswertung
am Magenkarzinom durchgefiihrt (Grosser et al. 2022). CD36: Glykoprotein CD36; IF:
Invasionsfront des Tumors; IRS: Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner;
SARIFA: Stroma Areaktives Invasions Front Areal; TZ Tumorzentrum. Messbalken 50
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