Aus dem Institut fir Pathologie und Neuropathologie der
Universitat Tuibingen
Abteilung Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie

Arztlicher Direktor: Professor Dr. F. Fend

ERG rearrangement is specific to prostate cancer and does
not occur in any other common tumor

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Martin Braun
aus

Erfurt

2012



Dekan:

1. Berichterstatter:
2. Berichterstatter:
3. Berichterstatter:

Professor Dr. I. B. Autenrieth

Privatdozent Dr. S. Perner
Privatdozent Dr. Christian Schwentner
Professor Dr. B. Wullich



meinen Eltern Sabine und Volker gewidmet






Inhaltsverzeichnis:

Titelseite

Widmung

Deutsche Zusammenfassung

Einleitung

Wissenschaftliche Fragestellung

Erklarung gemal §6(2) der Promotionsordnung
Material und Methoden

Ergebnisse

Diskussion

Schlussfolgerungen

ERG rearrangement is specific to prostate cancer and

Does not occur in any other common tumor

Danksagung

Manuskripttitel und Autoren
Acknowledgements
Abstract

Running Title & Keywords
Introduction

Materials and Methods
Results

Discussion

References

Figure Legend

Tabelle 1
Figure 1

Seite

N N O O

10
11
12

13
14
15
16
17
18
21
23
26
29

30
33

34



Deutsche Zusammenfassung

Deutscher Titel: "Das ERG-Rearrangement ist spezifisch fur das Prostatakarzinom

und kommt nicht in anderen epithelialen Tumoren vor.”

Einleitung

Das Prostatakarzinom stellt mit vielen Tausend Neuerkrankungen pro Jahr in der
westlichen Welt nicht nur die haufigste Krebserkrankung dar, sondern auch einen der
bedeutenden Brennpunkte der modernen Tumorforschung. Wie auch in vielen
anderen Tumorentitdten spielen bei der Onkogenese und Progression des
Prostatakarzinoms genetische Veranderungen eine wichtige Rolle. Die Entdeckung
und Erforschung von tumorspezifischen, molekulargenetischen Veranderung ist
dabei von unschatzbarem Wert, um die molekulare und klinische Dynamik der
Tumorgenese sowie der Tumorprogression besser zu verstehen. Insbesondere von
Gen-Translokationen aber glaubte man bisher, dass sie — abgesehen von
sporadischen Vorkommen in epithelialen Tumoren der Brust, Schilddrisen oder
Niere - ausschlie8lich in hdmatologischen und mesenchymalen Neoplasien auftreten
[1-3]. Mit dem ERG Rearrangement, einer Genfusionen zwischen einem ETS-Gen
(i.,e. ERG, ETV1, ETV4 und ETVS5) und einem androgenregulierten 5 Partner (i.e.
TMPRSS2, SLC45 und NDRG1) wurde eine sehr haufige Genalteration im
Prostatakarzinom gefunden: in etwa der Halfte aller Prostatatakarzinome findet man
ERG-Rearrangements [4-7]. Am haufigsten ist dabei die Fusion zwischen dem ETS-
Gen ERG und dem androgenregulierten Gen TMPRSS2. Es gibt auch andere
Tumorentitaten, bei denen ETS-Gene mit Partnern fusionieren, so z.B. bei der AML
oder dem Ewing’s Sarkoma, allerdings nur sehr sporadisch [8]. Angesichts der
Haufigkeit dieser Genalteration im Prostatakarzinom beschaftigen sich aktuell viele
wissenschaftliche Arbeiten mit der klinischen Bedeutung des ERG-Rearrangements,
so etwa mit der Nutzung der TMPRSS2:ERG Genfusion als Prostatakarzinom-

Biomarker.



Wissenschaftliche Fragestellung

Es ist bisher vermutet aber noch nicht gezeigt worden, dass das ERG
Rearrangement, abgesehen vom sporadischen Vorkommen in anderen, seltenen
Tumoren (Ewing’s Sarkoma, AML), nicht auch noch in anderen, haufigen epithelialen
und nicht-epithelialen Tumorentitaten auftritt. Wir untersuchten daher eine grofRe
Auswahl verschiedenster epithelialer Tumoren auf das Vorkommen des ERG-
Rearrangements. Zusatzlich analysierten wir einen Offentlich verfugbaren,
hochauflosenden SNP-Datensatz auf somatische copy-number gains and losses hin,
insbesondere auf die distinkte Deletion zwischen TMPRSS2 und ERG [9]. Ziel der
Arbeit war es festzustellen, ob die Mechanismen, welche im Prostatakarzinom zu
einem ERG-Rearrangement fuhren, sowie die distinkte Deletion auf Chromosom 21
zwischen TMPRSS2 und ERG, prostatakarzinom-spezifische Ereignisse darstellen.
Insbesondere fur das bessere molekulare Verstandnis von ERG-Rearrangements in
Prostatakarzinomen und fur eine zukunftige klinische Anwendung — ob nun
diagnostischer, prediktiver oder therapeutischer Art — ist es von groRer Bedeutung,
eine etwaige Spezifitdt nachzuweisen oder auszuschliel3en. Ergebnisse dieser Arbeit
haben schon in der nahen Zukunft das Potential, speziell eine diagnostische Nutzung
des ERG-Rearrangements im Prostatakarzinom zu konkretisieren. Die hier
vorgelegte Studie befindet sich derzeit bei der Fachzeitschrift Modern Pathology im
Druck.

Erklarung nach §6(2) der Promotionsordnung

Bei der Durchfihrung der Studie halfen mir die auf Seite 13 genannten Personen.
Veit Scheble ist Assistenzarzt in der Pathologie und stand mir wahrend der
Bearbeitung der Arbeit stets zur Seite. So half er mir bei der Erstellung des
Manuskripts und bei der Einarbeitung in die verschiedenen Labortechniken (v.a.
FISH-Mikroskopie). Dr. Rameen Beroukhim und Dr. Craig Mermel sind Postdocs im
Brigham and Women’s Hospital. Sie stellten uns die Rohdaten des von ihnen
erstellten SNP-Datensatz zur Verfugung. Prof. Dr. Matthew Meyerson, Professor fur
Pathologie am Brigham and Women’s Hospital half bei der Auswertung des SNP-

Datensatzes. Ann-Cathrin Stiedl und Theresia Wilbertz sind medizinische



Doktoranden in der Arbeitsgruppe von PD Dr. Sven Perner. Sie unterstitzten mich
bei den FISH-Experimenten und leisteten einen nicht unerheblichen Beitrag zur
Optimierung der FISH-Farbungen. Insbesondere Karen Petersen, welche als MTA
arbeitet, half bei der Identifizierung wichtiger Laborgerate und trug mit ihrer
langjahrigen Laborerfahrung dem erfolgreichen Ablauf der Experimente bei. Dr.
David Schilling, Oberarzt in der Urologie des UKT und Prof. Dr. Rainer Kuefer,
Professor in der Urologie des Universitatsklinikum Ulm, unterstitzen mich bei der
Erstellung des Studienkonzepts und standen bei urologischen Fragestellung zur
Seite. Prof. Dr. Lukas Bubendorf, Professor der Pathologie in Basel, und Dr.
Christian Ruiz unterstutzten das Projekt, indem sie uns ihre Multitumor TMAs zur
Verflgung stellte. Dr. Markus Reischl, welcher im Institut fir Angewandte Informatik
am Forschungszentrum Karlsruhe als Bioinformatiker arbeitet, war Ansprechpartner
bei statistischen Fragestellungen, wie etwa der bendtigten Fallzahl fir die FISH-
Experimente und Signifikanzwerten hinsichtlich der Spezifitat. Prof. Dr. Falko Fend
gab wertvolle Hinweise zur Anfertigung des Manuskripts, insbesondere nach ersten
Uberarbeitungsvorschlagen durch die Fachzeitschrift Modern Pathology. Prof. Dr.
Mark Rubin, Professor fur Pathologie in Weill Cornell Medical College und Experte
auf dem Gebiet des ERG-Rearrangements, half bei unklaren Formulierungen im
Manuskript und war zusammen mit PD Dr. Sven Perner mal3geblich an der
Ideengebung der Arbeits beteiligt. PD Dr. Sven Perner als mein Doktorvater war
standiger Betreuer und Ideengeber des Projekts. Er stellte auRerdem die fur die
Experimente bendtigten Raumlichkeiten und Geratschaften zur Verfigung.

Ich erstellte das Manuskript dieser wissenschaftlichen Arbeit, inklusive Figure und
der Tabelle, selbststandig, wurde im Zuge dessen, etwa bei unklaren
Formulierungen, insbesondere von Veit Scheble, Prof. Dr. Falko Fend, Prof. Dr. Mark
Rubin und PD Dr. Sven Perner unterstutzt. DarUber hinaus war ich fur die
Durchfuhrung und Auswertung der vielen FISH-Experimente verantwortlich. Die
Konstruktion und Weiterverarbeitung der Prostatakarzinom-TMAs flhrte ich nach
einer Einlernungsphase durch die MTA Karen Petersen eigenhandig durch. Die
Auswertung der Rohdaten des SNP-Datensatzes bezlglich der Fragestellung dieser
Arbeit fihrte ich gemeinsam mit Prof. Dr. Meyerson durch. Bei der Einlernung in die
Morphologie von Tumoren (v.a. epitheliale Neoplasien), welche ich zur
selbststandigen Identifizierung der Tumorareale und Auswertung der FISH-

Experimente bendtigte, half PD Dr. Sven Perner.



Material und Methoden

Wir untersuchten mithilfe eines ERG break-apart FISH Assays insgesamt 2942
Tumorgewebe von 54 verschiedenen Tumorentitdten (u.a. Brust-, Lungen-, Kolon-,
Magen- oder Blasenkarzinome) auf das Auftreten des ERG Rearrangements hin. Der
FISH break-apart Assay ist — wie bereits beschrieben [4,6,10] - in der Lage, ein ERG
Rearrangement im Zielgewebe festzustellen. AulRerdem ermdglicht der FISH break-
apart Assay eine Aussage, durch welchen der beiden moglichen Mechanismen das
ERG-Rearrangement entstanden ist (i.e. ERG Rearrangement durch eine Deletion,
oder ERG-Rearrangement durch eine Insertion von genetischem Material). Es
wurden insgesamt sechs ,Multi-Tumor® Tissue-Microarrays (TMA) konstruiert, auf
welchen wir die FISH-Experimente durchfUhrten. Zur Kalibrierung der Ergebnisse
konstruierten wir zusatzlich einen TMA mit 109 Tumorgewebsproben von
Prostatakarzinompatienten, die sich nach einem PSA-Test einer Prostatexktomie
unterzogen haben. Das Tumorareal wurde vor der TMA-Konstruktion auf
korrespondieren H&E-Schnitten identifiziert. Von jedem Prostatektomiegewebe
wurden anschlielend zwei Tumorgewebsstanzen zur TMA-Konstruktion verwendet.
Zur Validierung der FISH-Experimente mit einer anderen Methode untersuchten wir
einen Ooffentlich verfligbaren hochauflésenden SNP-Datensatz (single nucleotide
polymorphism array) auf somatische copy-number gains und losses. Wir
untersuchten, ob die distinkte Deletion auf Chromosom 21q zwischen TMPRSS2 und
ERG, beschrieben als haufigste Form des ERG Rearrangements, spezifisch fur das
Prostatakarzinom ist. Der SNP-Datensatz umfasst die copy humber gains und losses
von insgesamt 3131 Tumoren 26 verschiedener Tumorentitaten (u.a.
Prostatakarzinome). Jede der 26 verschieden Tumorentitaten war mit mindestens 20
(maximal bis zu 763) Tumorgewebsproben vertreten. Um die Signalintensitaten des
Datensatzes mit Normalgewebe zu vergleichen, wurden zuvor 1480 benigne
Gewebsproben auf ihren somatischen copy number Status hin untersucht. Die
Rohdaten des SNP-Datensatzes wurden von einem der Co-Authoren dieser Arbeit,

Berouhkim et al., in Nature publiziert.



Ergebnisse

Zur Kalibirierung der Frequenz des ERG-Rearrangements in den verschiedenen, von
uns untersuchten Tumorgeweben erfassten wir die Frequenz des ERG-
Rearrangements in einer Prostatektomiekohorte. In 54/109 (49,5%) Fallen der
Prostatektomiekohorte fanden wir ein ERG-Rearrangement. Davon zeigten 40/54
(74,1%) Falle ein ERG-Rearrangement durch eine Deletion wahrend in 14/54
(25,9%) Fallen das ERG-Rearrangement durch eine Insertion entstand. Diese
Frequenz bestatigt die Ergebnisse bisheriger wissenschaftlicher Arbeiten, bei denen
das ERG-Rearrangement in etwa der Halfte aller Prostatakarzinome zu finden war.
Bei der FISH-Untersuchung der sechs Multitumor TMAs konnten wir in keiner der
2942 epithelialen und nicht-epithelialen Tumorgewebsproben ein ERG-
Rearrangement feststellen. Die Ergebnisse der FISH-Untersuchungen sind in Table
1 dargestellt.

Bei der Analyse der Rohdaten des SNP-Datensatzes stellten wir fest, dass
ausschlieRlich im Prostatakarzinom die oben beschriebene Deletion auf 21g22.2-3
zwischen TMPRSS2 und ERG auftritt. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die
Deletion auf 21g22.2-3, resultierend in der TMPRSS2:ERG Genfusion, ein
Prostatakarzinom-spezifisches Ereignis darstellt (siehe Figure 1). Zahlreiche, aber
unspezifische gains und losses in der Region 21q22.2-3 wurden bei der Analyse des
SNP-Datensatzes auch in anderen Tumorentitaten festgestellt, beschrankten sich
aber in jedem Fall nicht nur auf die distinkte Region zwischen TMPRSS2 und ERG,
sondern umfassten  gleichzeitig noch andere, benachbarte  Genloci.
Korrespondierend aber unabhangig zu diesen Ergebnissen stellten wir auch auf den
Multitumor TMAs in den jeweiligen Tumorentitaten entsprechende copy number
losses und gains fest, d.h. homo- oder heterozygote FISH-Signalverluste oder FISH-
Signalverfielfaltigungen. Diese Ereignisse lieRen sich jedoch klar von einem ERG-
Rearrangement abgrenzen: FISH-Signale, welche ein ERG-Rearrangement (durch
Deletion oder Insertion)  zeigten, fanden wir  ausschlieBlich im

Prostatakarzinomgewebe.
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Diskussion

Es ist von grol3er Bedeutung fur die translationale und klinische Tumorforschung,
dass tumorspezifische, molekulare Veranderungen gut charakterisiert werden, um
aus diesem Wissen heraus z.B. Biomarker zu entwickeln, welche prediktiv,
prognostisch, oder sogar therapeutisch (,targeted therapy“) genutzt werden kdnnen.
Insbesondere in Hinblick auf das Prostatakarzinom wird dem ERG-Rearrangement
dabei eine Schlusselrolle zugeschrieben. Zahlreiche Studien beschaftigten sich
bisher mit der klinischen Bedeutung dieser Genalteration. Eine mdgliche Korrellation
mit dem Krankheitsverlauf oder eine etwaige therapeuthische Nutzung ist aber bisher
kontrovers diskutiert, auch wenn es vielversprechende Studien gibt, welche
insbesondere die prognostische und diagnostische Bedeutung des ERG-
Rearrangements im Prostatakarzinom konkretisieren.

Mit der Untersuchung von insgesamt 2294 Tumorgewebsproben verschiedenster
Tumorentitdten sind wir die Ersten, welche zeigen konnen, dass das ERG-
Rearrangement abgesehen vom Prostatakarzinom nicht noch in anderen haufigen
epithelialen und nicht-epithelialen Tumorentitdten vorkommt. Vor allem die grolke
Haufigkeit (ca. 50%) dieser Genalteration im Prostatakarzinom unterstreicht eine
mogliche Bedeutung bei der Onkogenese oder Progression der Krankheit. Obwonhl
das Auftreten von Genrearrangements mit ETS-Genen in anderen, aber seltenen
Tumorentitaten wie etwa der AML oder dem Ewings-Sarkom (i.e. EWS:ERG und
FUS:ERG) in einzelnen Fallen beobachtet wurde, unterstitzen die Ergebnisse
unserer Arbeit die Hypothese, dass die oben beschriebenen Mechanismen (i.e. ERG-
Rearrangement durch Deletion, oder ERG-Rearrangement durch eine Insertion) und
Formen (i.,e. TMPRSS2:ERG, SLC45A3:ERG, and NDRG1:ERG) des ERG-
Rearrangements spezifisch flur das Prostatakarzinom sind. Fir eine mogliche
Nutzung des ERG-Rearrangements als Prostatakarzinom-Biomarker oder der
Entwicklung einer ,targeted therapy“ sind diese Erkenntnisse von grof3er Bedeutung.
Durch die Analyse eines SNP-Datensatzes konnten wir die Resultate der FISH-
Untersuchungen zusatzlich mit einer anderen Methode validieren. AusschliefRlich im
Prostatakarzinom fanden wir eine distinkte Deletion auf dem Chromosom 21
(21922.3-3), welche in einer TMPRSS2:ERG Genfusion resultiert.

Der Grund fur tumorspezifische Genalterationen, wie etwa dem ERG-

Rearrangement, ist bisher allerdings nur unzureichend verstanden, obwohl sich viele
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wissenschaftliche Arbeiten mit der Thematik beschaftigen. Einige von diesen liefern
interessante Erklarungsmaoglichkeiten. In einer Studie von Mani et al. konnte etwa
gezeigt werden, dass in androgensensitiven Prostatakarzinomzellreihen nach
radioaktiver Bestrahlung (stellvertretend fur genverandernden Zellstress)
TMPRSS2:ERG Genfusionen gehauft auftreten. Da das Prostatakarzinom den
einzigen bekannten androgensensitiven Tumor darstellt, kdnnen Ergebnisse dieser
Studie dabei helfen, die tumorspezifischen, teils interchromosomalen
Geninteraktionen (z.B. ERG-Rearrangement  durch Insertion) besser
nachzuvollziehen. Allerdings ist das Erfassen von chromosomalen Interaktionen
bisher nur schwer mdglich. Lieberman-Aiden et al. haben zuletzt eine Methode
beschrieben, mit der es moglich ist, chromosomale Interaktionen zu visualisieren.
Mithilfe dieser Technik konnte es in Zukunft moglich sein, die Entstehung und

Dynamik tumorspezifischer Genveranderung besser zu charakterisieren.

Schlussfolgerungen

Zusammenfassend sind wir die Ersten, welche eine Vielzahl verschiedenster
Tumorentitaten auf das ERG-Rearrangement hin untersuchten. Wir fanden heraus,
dass die Mechanismen, welche z.B. zur TMPRSS:ERG Genfusion fuhren,
prostatakarzinom-spezifsche Ereignisse darstellen. Ein madgliches, vereinzeltes
Auftreten von ERG-Rearrangements in den untersuchten, vom Prostatakarzinom
abgrenzbaren Tumorentitaten ist moglich, aufgrund der hohen untersuchten Fallzahl
aber praktisch ausgeschlossen. Erkenntnisse aus dieser Studie haben das Potential,
die molekularen Eigenheiten des Prostatakarzinoms besser zu verstehen und bieten
eine wichtige Grundlage fur die zuklnftige klinische Anwendung des ERG-
Rearrangements. Das ERG-Rearrangement ist zudem, aufgrund seiner hohen
Spezifitat, ein aussichtsreicher Kandidat fir moderne therapeutische Verfahren, wie
z.B. ,Targeted Drugs®. Auch fur diagnostische Zwecke, z.B. bei Metastasen unklarer
Genese hat das ERG-Rearrangement das Potential, sich als hochspezifischer
histologischer Differenzierungsmarker zu etablieren. Mit einem jlngst vorgestelltem
Test, der das ERG-Rearrangement Test im Urin eines Patienten nachweist, gibt es
bereits konkrete Konzepte fur eine kinftige diagnostische Anwendung. Sein etwaiges
Potential als therapeutisches Werkzeug in der Behandlung des Prostatakarzinoms

muss allerdings noch weiter beleuchtet werden
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ERG rearrangement is specific to prostate cancer and does not occur in any

other common tumor
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Abstract:

Identification of specific somatic gene alterations is crucial for the insight into the
development, progression, and clinical behavior of individual cancer types. The
recently discovered recurrent ERG rearrangement in prostate cancer might represent
a prostate cancer specific alteration that has not been systematically assessed in
tumors other than prostate cancer. Aim of this study was to assess, whether the ERG
rearrangement and the distinct deletion site between TMPRSS2 and ERG, both
predominantly resulting in a TMPRSS2-ERG fusion, occurs in tumors other than
prostate cancer. We assessed 54 different tumor types (2942 samples in total) for
their ERG rearrangement status by FISH. To calibrate, we analyzed 285 prostate
cancer samples for the ERG rearrangement frequency. Additionally, we interrogated
a high-resolution SNP data set across 3131 cancer specimens (26 tumor types) for
copy number alterations. None of the 54 different tumor types assessed by FISH
harbored an ERG rearrangement, whereas the prostate cancer samples revealed an
ERG rearrangement in 49.5% of cases. Furthermore, within the 26 tumor types
assessed for copy number alterations by SNP, the distinct deletion site between
TMPRSS2 and ERG (21922.2-3) was detectable exclusively in prostate cancer.
Although Ewing's sarcoma and AML have known rearrangements rarely involving
ERG, we hypothesize that the ERG rearrangement as well as the distinct deletion
site on 21922.2-3 between TMPRSS2 and ERG, are prostate cancer specific
genomic alterations. These observations provide further insight into the oncogenesis
of prostate cancer and might be critical for the development of ERG rearrangement

assessment as a clinical tool.

15



Running title: ERG rearrangement in epithelial cancers

Key words: ERG rearrangement, prostate cancer, carcinoma

16



Introduction:

Like other cancers, prostate cancer is driven by the acquisition of somatic genetic
alterations resulting in oncogenesis. Among these, recurrent gene translocations
have been supposed to be specific for hematological and mesenchymal
malignancies (sarcomas) until recently.” Translocations have only been observed in
rare subtypes of common epithelial malignancies (carcinomas) such as breast,
thyroid, and renal.> ®> The recent discovery that the majority of prostate cancers
harbor recurrent gene rearrangements suggests that translocations may occur more
commonly than previously assumed in epithelial cancers.* The nature of recurrent
gene rearrangements in prostate cancer involves androgen regulated 5 partners
(e.g., TMPRSS2, SLC45A3, and NDRG1) and ETS genes (e.g., ETV1, ETV4, and
ETV5), most commonly resulting in the TMPRSS2-ERG fusion.® Within this distinct
subgroup of prostate cancer, the TMPRSS2-ERG fusion occurs through a deletion of
the genomic material spanning from TMPRSS2 to ERG in the majority of these
cases.® 7 It is intriguing to note that ETS genes previously have been detected in
translocations in Ewing’s sarcoma, AML and breast cancer. In these tumors the most
frequent ETS genes involved differ from prostate cancer. For example, in Ewing's
sarcoma, the ETS gene FLI1 is fused to EWS most commonly, while EWS-ERG
fusions occur rarely.? Given the high frequency of prostate cancers harboring ERG
rearrangement, we undertook a large survey of common tumors in order to exclude
the possibility that any of these harbor the ERG rearrangement. Additionally, to
identify prostate cancer specific somatic copy number alterations, we interrogated a
recently published and publicly available high-resolution data set of somatic copy
number alterations across 3131 cancer specimens, derived from 26 different

histological types.®
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Materials and methods:

Samples:

We assessed 54 different tumor types (2942 tumor samples in total) for their ERG
rearrangement status using an ERG break-apart FISH assay as previously
described.*® '© This assay can differentiate between the structural ERG
rearrangement (i.e., ERG rearrangement through insertion) and the distinct deletion
on 21g22.2-3 associated with the ERG rearrangement (i.e., ERG rearrangement
through deletion), both most commonly resulting in a fusion with TMPRSS2.° 2261
cases were assessable. These included 131 breast carcinomas, 36 colon
carcinomas, 111 colon adenomas, 120 non-small cell lung carcinomas, 32 small cell
lung cancers, 94 urinary bladder carcinomas, 85 kidney carcinomas, 77 thyroid
carcinomas, 74 ovarian carcinomas, 68 endometrial carcinomas, 63 Non-Hodgkin
Lymphomas, 60 malignant melanomas, 59 basal cell carcinomas, 58 hepatocellular
carcinomas, 48 stomach carcinomas, 45 seminomas, 44 Schwann cell tumors, 44
non-seminomatous testicular carcinomas, 42 uterine leiomyomata, 41 pleomorphic
adenomas of the salivary glands, 41 leiomyosarcomas, 40 oral cavity carcinomas, 40
meningiomas, 40 astrocytomas, 38 renal oncocytomas, 38 glioblastomas, 37
pancreatic carcinomas, 36 esophagus carcinomas, 36 Hodgkin-lymphomas, 34
parathyroideal adenomas, 34 thymomas, 33 gallbladder carcinomas, 33 nevi, 33
carcinoid tumors, 32 neurofibromas, 31 laryngeal carcinomas, 29 thyroid adenomas,
29 malignant fibrous histiocytomas, 27 hemangiomas, 25 squamous cell skin
cancers, 25 salivary gland cylindromas, 24 benign histiocytomas, 21
pheochromocytomas, 21 tendon sheath giant cell tumours, 21 liposarcomas, 19
mesotheliomas, 19 vulvar carcinomas, 19 oligodendrogliomas, 18 salivary gland

adenolymphomas, 15 duodenal carcinomas, 13 benign skin tumours (NOS), 12
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adrenal adenomas, 8 Kaposi’'s sarcomas and 8 paragangliomas. All patients were
diagnosed at the University Hospital of Basel, Switzerland. Of these samples, six
tissue micro arrays were constructed with one core per case with a diameter of 0.6
mm.

To calibrate the frequency of ERG rearrangement prostate cancer, we assessed a
well-defined cohort using a break-apart FISH assay. The cohort contains tumor
material from 109 consecutive partially PSA-screened patients who underwent
prostatectomy. Two cores were taken from the index tumor focus from the peripheral
zone of each patient sample. Patients were treated at the University Hospital of

Tuebingen.

Tissue micro array construction:

Formalin-fixed paraffin-embedded prostate cancer specimen were cut in 4 ym thick
sections, mounted on slides and stained with hematoxylin and eosin. Subsequently,
the cancer region was marked. The cores, each 0.6 mm in diameter, were taken from
the corresponding donor block and placed into a tissue micro array recipient block
using a semiautomatic tissue arrayer (Beecher Instruments, Sun Prairie, WI, USA). 4

Mm thick tissue sections were placed onto superfrost slides.

Fluorescence in-situ hybridization:

We used a fluorescence in-situ hybridization (FISH) assay to detect the ERG
rearrangement at the chromosomal level on formalin-fixed paraffin-embedded
specimen. Hence, we performed a split-signal-approach, with two probes spanning
the ERG locus as described earlier.* ® Deparaffinized sections were pre-treated with
a 100 mM Tris and 50 mM EDTA solution at 92.8C° for 15 min. and digested with

Digest-All 1ll (dilution 1:2) at 37°C for 22 min.; ERG FISH probes were denatured at
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73°C for 5 min. and immediately placed on ice. Subsequently, the tissue sections and
ERG FISH probes were co-denatured at 94°C for 3 min. and hybridised overnight at
37°C. We used BAC clones RP11-24A11 for centromeric labelling with biotin and
RP11-372017 for telomeric labelling with digoxigenin. Posthybridisation washing was
done with 2x SSC at 75°C for 7 min., and the fluorescence detection was carried out
using streptavidin-Alexa-594 conjugates (dilution 1:200) and anti-digoxigenin-FITC
(dilution  1:200). Slides were then counterstained with 4’,6-Diamidin-2’
phenylindoldihydrochlorid (DAPI) and mounted.

The samples were analysed under an 63x oil immersion objective using a
fluorescence microscope (Zeiss, Jena, Germany) equipped with appropriate filters, a
charge-coupled device camera and the FISH imaging and capturing software Metafer
4 (Metasystems, Altlussheim, Germany). All cases were independently assessed by
three experienced evaluators (M.B., V.S., and S.P.) At least 100 nuclei per case were
evaluated.

This FISH assay allows for ERG rearrangement status (i.e. rearrangement versus no
rearrangement of ERG) assessment. The assay is also capable of differentiating
between two different mechanisms of ERG rearrangement.® These two mechanisms
are ERG rearrangement through insertion and ERG rearrangement through deletion
of DNA between TMPRSS2 and ERG loci (interstitial deletion). A nucleus without an
ERG rearrangement demonstrates two pairs of juxtaposed red and green signals
(mostly forming 2 yellow signals). A nucleus with an ERG rearrangement through
insertion shows the split of a signal pair resulting in a single red and single green
signal for the rearranged ERG allele and a still juxtaposed (yellow) signal pair for the
non-rearranged ERG allele in each nucleus. A nucleus with an ERG rearrangement
through deletion shows one juxtaposed red-green signal pair (yellow) for the non-

rearranged allele and a single red signal for the allele involved in the rearrangement.
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Analysis of somatic copy number alterations:

Beroukhim et al. published a publicly available high-resolution SNP data set of
somatic copy number profiles across 3131 cancer specimens.? We obtained average
copy-number profiles from 26 cancer types, including prostate cancer, each
represented from at least 20 and up to 734 cancer specimens. Seventeen cancer
types are represented by at least 40 specimens. 2,520 profiles were obtained from
tissue specimens and 611 were obtained from cancer cell lines or short-term
cultures. All copy number estimates were obtained using a single nucleotide
polymorphism (SNP) array (Affymetrix 250K Sty). Signal intensities from each cancer
specimen were compared to SNP data obtained from 1480 specimens of normal
tissue to identify regions of somatically generated copy number alterations. The raw

data of this study were obtained from www.broadinstitute.org/tumorscape.

Results:

By assessing 2942 tumor samples of 54 different common tumors for their ERG-
rearrangement status using our ERG break-apart FISH assay, we could demonstrate
that none of the 2261 assessable epithelial and non-epithelial tumors other than
prostate cancer harbored a rearrangement of the ERG locus. For a detailed
breakdown of the individual tumor entities assessed for the ERG rearrangement see
Table 1.

For calibration of the ERG rearrangement frequency we assessed a well-defined
prostate cancer cohort by the same ERG break-apart FISH assay. We observed a
frequency of the ERG rearrangement in 54/109 (49.5%) of cases in the partially PSA-

screened prostatectomy cohort. Of these, 40/54 (74.1%) harbored the ERG
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rearrangement through deletion, whereas 14/54 (25.9%) harbored the ERG
rearrangement through insertion.

The ERG break-apart FISH assay is capable of differentiating between the structural
ERG rearrangement (i.e. ERG rearrangement through insertion) and the distinct
numerical 21922.2-3 alteration associated with the ERG rearrangement (i.e. ERG
rearrangement through deletion). As indicated above, the ERG rearrangement
through deletion is the prevalent mechanism in our prostate cancer cohort (i.e. 40
cases with ERG rearrangement through deletion versus 14 cases with ERG
rearrangement through insertion). To determine if the distinct deletion site between
TMPRSS2 and ERG is specific to prostate cancer, we examined copy-number
profiles from 3,131 cancers across multiple cancer types.? Interestingly, we only
observed the distinct deletion site between TMPRSS2 and ERG in prostate cancer
but in none of the other interrogated tumor types. A summary of these data can be
seen in Figure 1, which displays the average copy-number profiles on chromosome
21q for each of the 26 cancer types represented by at least 20 specimens.

In independent tumor samples, a significant subset of tumor entities was both
assessed for the ERG rearrangement status by the break-apart FISH assay and for
copy number alterations by SNP analysis. As expected, we found losses and gains of
the FISH signals at different levels in subsets of the tumors highly corresponding to
the copy number assessments by SNP analysis (data not shown). To emphasize,
FISH signal patterns specific to ERG rearrangement through deletion or ERG

rearrangement through insertion only appeared in prostate cancer samples.
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Discussion:

Important implications for the diagnosis, prediction, prognosis, and development of
therapeutic targets in cancers can be obtained from systemic efforts to identify
somatic genetic alterations. Of these, cancer type specific alterations are most
promising. Surprisingly, the recurrent ERG gene rearrangement was recently
discovered in the majority of prostate cancers.> ® '""# By assessing 2295 samples
comprising a broad spectrum of tumor entities, we were the first to prove that the
ERG rearrangement does not occur in other common epithelial and non-epithelial
tumors. Although Ewing's sarcoma and AML have known rearrangements
sporadically involving ERG (i.e. EWS-ERG and FUS-ERG, respectively), the current
finding supports the hypothesis that the mentioned mechanisms of ERG
rearrangement are specific to prostate cancer. These findings are essential for the
application of ERG rearrangement as a clinical marker and might have further
implications for the development of targeted therapies. In addition, by interrogating
the Beroukhim data set of somatic copy number profiles across 3131 cancer
specimens, we found that the distinct deletion site on 21g22.2-3 spanning from
TMPRSS2 to ERG is a copy number alteration specific to prostate cancer and is not
shared by other human cancers.’ Furthermore, we could verify that the distinct
numerical 21922.2-3 alteration associated with the ERG rearrangement (i.e. ERG
rearrangement through deletion) is the prevalent mechanism resulting in the
TMPRSS2-ERG gene fusion in prostate cancer.® ’ It is of particular interest that this
specific deletion most frequently results in the TMPRSS2-ERG fusion. Beroukhim et
al. compared the significant somatic copy number alterations in each of the individual
cancer types to the remaining samples and found that the majority of somatic copy

number alterations is shared by different cancers. This indicates that the major
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genomic alterations on 21g22.2-3, i.e. the ERG rearrangement and the distinct
deletion site spanning from TMPRSS2 to ERG, both resulting in the TMPRSS2-ERG
gene fusion, are specific to prostate cancer. Of note, in our previous study, we could
identify significantly down-regulated genes with tumor suppressor potential located in
the area of the distinct deletion site on 21g22.2-3.° The additional loss of these genes
might have important biological and clinical effects specific to prostate cancer.

Until now, the reason for the occurrence of cancer type specific gene fusions is
largely unknown. Recently, Mani et al. could provide evidence that androgen
stimulation causes a physical approximation of TMPRSS2 and ERG in androgen
sensitive prostate cancer cell lines. Subsequent irradiation - representing a DNA-
double-strand-breaking event - resulted in accumulated TMPRSS2-ERG fusions.
Since prostate cancer is the only androgen sensitive malignancy, these findings
could help to better understand why the TMPRSS2-ERG gene fusion is a prostate
cancer specific genomic alteration.?® In this context it is worth mentioning that
complex interactions between chromosomes and folding patterns represent a broad
field that is poorly elucidated. Lieberman-Aiden et al. described a method that allows
identification and visualisation of chromatin interactions across a whole genome.
Using this technique, complex relationships between chromatin structure, gene
activity, and the functional state of the cell might be assessed in cancers with specific
genomic alterations. Thus new aspects of the genesis of genomic alterations might
be provided.?*

In summary, we were the first to assess a large collection of common epithelial and
non-epithelial tumors and found that the distinct genomic alterations on 21g22.2-3,
i.e. the ERG rearrangement and the deletion site spanning from TMPRSSZ2 to ERG,
both resulting in the TMPRSS2-ERG gene fusion, are specific to prostate cancer and

do not occur in any other common tumor. Despite the broad spectrum of tumors and
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the large number of cases for each tumor entity we evaluated, a sporadic
appearance of the ERG rearrangement in rare tumors not assessed by us or in an
extremely low frequency in the assessed tumor entities can not be excluded.

We believe that a genetic alteration which is specific to malignant cells might be
targeted by modern therapies. In recent studies by Wang et al. and Sun et al., a
knockdown of TMPRSS-ERG in fusion positive cells has been shown to inhibit tumor
growth in xenograft assays.” ?° Additionally, since the ERG rearrangement is
assumed to drive prostate cancer development through downstream target genes,
downstream genes might be promising candidates for new therapeutic strategies.’
Furthermore, the ERG rearrangement might gain relevance in diagnostic utilization
as this alteration can be detected in urine samples and biopsies. Confirming prostate
cancer by the detection of the prostate cancer-specific ERG rearrangement can be
helpful in malignancies of unknown primary like bone metastasis or small cell cancers
of unclear origin.?’ In these cases, early therapy can dramatically slow down the
progress of the disease. The diagnostic step forward is already concrete, therapeutic

impact in terms of rational therapy has to be investigated.
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Figure Legend:

Figure 1:

Average copy number changes across chromosome 21q for 26 different cancer
types. Each cancer type (arranged along the x-axis) represents average log2 ratios
from SNP array data obtained from at least 20 and up to 734 cancer specimens. Only

prostate cancer exhibits characteristic deletions between ERG and TMPRSS2.
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Table 1

ERG rearrangement status assessment by FISH on different tumors types

ERG

rearrangement

status
tumor type

no.of cases | assessable |positive | negative
cases

Non-small cell lung carcinomas 159 120 0 120
Small cell lung carcinomas 49 32 0 32
Breast carcinomas 190 131 0 131
Colon adenomas 143 111 0 111
Urinary bladder carcinomas 115 94 0 94
Kidney carcinoma 107 85 0 85
Thyroid carcinomas 92 77 0 77
Ovarian carcinomas 111 74 0 74
Endometrium carcinomas 81 68 0 68
Non-Hodgkin lymphomas 66 63 0 63
Malignant melanomas 78 60 0 60
Basaliomas 73 59 0 59
Hepatocellular carcinomas 97 58 0 58
Stomach carcinomas 76 48 0 48
Seminomas 49 45 0 45
Schwannomas 49 44 0 44
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Non-seminomatous testicular 48 44 44
carcinomas

Myometrial myomas 57 42 42
Pleomorphic adenomas of the 49 41 41
salivary gland

Leiomyosarcomas 47 41 41
Oral cavity carcinomas 49 40 40
Meningeomas 48 40 40
Astrocytomas 48 40 40
Renal oncocytomas 48 38 38
Glioblastomas 44 38 38
Pancreatic carcinomas 49 37 37
Colon carcinomas 49 36 36
Esophagus carcinomas 43 36 36
Hodgkin lymphomas 42 36 36
Parathyroideal adenomas 43 34 34
Thymomas 37 34 34
Gallbladder carcinomas 45 33 33
Nevi 44 33 33
Carcinoids 37 33 33
Neurofibromas 41 32 32
Larynx carcinomas 57 31 31
Thyroid adenomas 39 29 29
Malignant fibrocytic histiocytomas |30 29 29
Hemangiomas 34 27 27
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Spinaliomas 38 25 25
Salivary gland cylindroma 32 25 25
Benign histiocytomas 28 24 24
Pheochromocytomas 28 21 21
Tendon sheath giant cell tumours |28 21 21
Liposarcomas 28 21 21
Mesotheliomas 31 19 19
Vulvar carcinomas 28 19 19
Oligodendrogliomas 25 19 19
Salivary gland adenolymphomas 25 18 18
Duodenal carcinomas 22 15 15
Benign skin tumours 19 13 13
Adrenal adenomas 14 12 12
Kaposi's sarcomas 25 8 8

Paragangliomas 8 8 8
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