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Abkurzungsverzeichnis

AR Androgenrezeptor
AS Active Surveillance (dt.: Aktives Uberwachen)
CRPC Castration resistant prostate cancer (dt.: kastrationsresistentes

Prostatakarzinom)

DRU Digitale rektale Untersuchung

ERG avian v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog
ETS erythroblast transformation specific

FISH Fluroreszenz in-situ Hybridisierung

PSA Prostata-spezifisches Antigen

TMA Tissue Microarray

TMPRSS2 transmembrane protease serine 2
VACURG Veterans Administration Cooperative Urological Research Group

uUiCC Union internationale contre le cancer (dt.: Internationale

Vereinigung gegen Krebs)



Einleitung

Epidemiologie des Prostatakarzinoms

Das Prostatakarzinom ist laut den Daten des Robert Koch-Instituts und der
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V. bei
Mannern in Deutschland die haufigste Krebserkrankung und die dritthaufigste
krebsbedingte Todesursache nach dem Bronchialkarzihom und dem
Kolonkarzinom. Die altersstandardisierte Inzidenzrate betrug im Jahr 2008 in
Deutschland 110,9 je 100.000 Einwohner, die altersstandardisierte
Mortalitatsrate 20,6 je 100.000 Einwohner[1l]. Fur das Auftreten eines
Prostatakarzinoms sind in der Literatur unterschiedliche  Risikofaktoren
beschrieben, neben Umweltfaktoren kommt insbesondere der genetischen oder
familidaren Belastung eine Bedeutung zu. Bei Erkrankung des Vaters oder eines
Bruders an einem Prostatakarzinom verdoppelt sich das Risiko des Patienten
auch zu erkranken[2,3]. Diese genetische Disposition lasst sich auch in
unterschiedlichen ethnischen Gruppen nachweisen. Die Inzidenz des
Prostatakarzinoms ist bei Asiaten am niedrigsten und bei Afroamerikanern am
hdchsten[4]. Die Bedeutung von Umweltfaktoren zeigt sich, wenn Asiaten in die
Vereinigten Staaten auswandern und sich das Erkrankungsrisiko durch diesen
Wechsel deutlich erhéht, bzw. dem US- Amerikanischen Niveau anpasst. Das

Prostatakarzinom hat ein mittleres Erkrankungsalter von 70 Jahren[1].

Diagnostik des Prostatakarzinoms

Die Prostata (dt.: Vorsteherdriise) ist eine akzessorische Geschlechtsdriise des
Mannes. Sie liegt subperitoneal unter der Harnblase und umschlief3t die
Urethra. Dorsal grenzt sie an das Rektum, was die rektale Tastuntersuchung
der Prostata erlaubt.

Die Prostata besteht aus etwa 30-50 exokrinen tubuloalveoldren Einzeldriisen,
die ihr Sekret bei der Ejakulation in die Harnréhre abgeben. Dort vermischt sich

das Sekret mit den Spermien.



Das Prostatasekret ist leicht sauer enthélt unter anderem Spermin,
Phosphatase, Zink und Citrat. Das Polyamin Spermin wirkt stabilisierend auf die

DNA der Spermien und verlangert so ihre Uberlebenszeit.

Klinisch manifestiert sich das Prostatakarzinom fast ausschlief3lich in einem
fortgeschrittenen Stadium und geht oft mit einer fir den Patienten geringen
Beschwerdesymptomatik einher. Klinische Frihsymptome sind selten, erst
wenn der Tumor die Prostatakapsel penetriert hat, kbnnen obstruktive
Miktionsbeschwerden und/oder eine Héamaturie Hinweise auf die

Tumorerkrankung geben.

Die alterskorrigierte Erkrankungsrate steigt seit 1999 an. Dies ist vor allem auf
die  zunehmende Inanspruchnahme  der  Screeninguntersuchungen
zuruckzufiihren. In der aktuellen Version der interdisziplindren Leitlinie
,Fruherkennung, Diagnose und Therapie der verschiedenen Stadien des
Prostatakarzinoms® der Deutschen Gesellschaft fir Urologie wird empfohlen,
eine Screeninguntersuchung bei interessierten Mannern ab 40 Jahren mit einer
Lebenserwartung von dber 10 Jahren durchzufihren. Die besten Resultate
beim Screening wurden bei der Bestimmung des PSA (Prostata-spezifisches
Antigen)-Wertes in Kombination mit einer digital-rektalen Untersuchung (DRU)
erzielt[5].

Zeigt sich dabei ein erhohter PSA-Wert > 4 ng/ml oder ein
karzinomverdachtiger Tastbefund[6], sollte eine Prostatabiopsie durchgefuhrt
werden. Dazu werden in der Regel 12 Stanzbiopsien transrektal unter
sonografischer Kontrolle entnommen[7] und anschlieBend histologisch

untersucht.
Staging und Grading des Prostatakarzinoms

Anhand des 1950 von der UICC eingefuhrten TNM-Systems werden maligne
Tumoren in unterschiedliche Stadien eingeteilt. Die Abklirzung TNM steht fur
Tumor, Nodes (= Lymphknoten) und Metastasen. Dies sind die wichtigsten
Kategorien der TNM-Klassifikation. Die nachfolgende Tabelle gibt einen



Uberblick tber die Stadieneinteilung (= Staging) des Prostatakarzinoms nach
der TNM-Klassifikation:

Stadium Beschreibung
T1 Zufallig gefundener Tumor, der klinisch nicht erkennbar ist
Tla 5% des entnommenen Gewebes oder weniger sind befallen
T1b Mehr als 5% des entnommenen Gewebes sind befallen
Tlc Tumornachweis durch Nadelbiopsie
T2 Tumorgewebe auf Prostata begrenzt
T2a Tumorbefall von weniger als der Hélfte eines Lappens
T2b Tumorbefall von mehr als der Halfte eines Lappens
T2c Tumorbefall von beiden Lappen
T3 Tumor durchbricht die Prostatakapsel
T3a Ausbreitung tUber die Prostatakapsel hinaus ohne Befall der
Samenblasen
T3b Ausbreitung Uber die Prostatakapsel hinaus mit Befall der
Samenblasen
T4 Tumorbefall von Nachbarstrukturen und/oder fixierter Tumor
NO Keine Metastasierung in regionare Lymphknoten
N1 Metastasierung in regionare Lymphknoten
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
Mla Fernmetastasen in nicht regionaren Lymphknoten
M1b Fernmetastasen im Knochen
Mlc Metastasen in anderen Organen

Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms nach [8]




Die histologische Beurteilung (= Grading) von Tumorgewebe erfolgt
ublicherweise ebenfalls nach einer von der UICC eingefuhrten Einteilung([8]:

Grad 1 (G1): Gut differenziertes Tumorgewebe
e Grad 2 (G2): Maliig differenziertes Tumorgewebe
e Grad 3 (G3): Schlecht differenziertes Tumorgewebe

e Grad 4 (G4): Anaplastisches Tumorgewebe (Das Tumorgewebe weist

keine Ahnlichkeit mehr zu dem normalen Gewebe auf.)

Bei Prostatakarzinomen hat sich diese histopathologische Einteilung jedoch
nicht durchgesetzt. Diese erhalten zur histologischen Beurteilung einen

Gleason-Score[9] bzw. dessen Uberarbeitete Version[10].

Der Gleason-Score wurde in den Jahren 1960-1975 von dem amerikanischen
Pathologen Donald F. Gleason und Mitgliedern der ,Veterans Administration
Cooperative  Urological Research Group“ (VACURG) entwickelt[11].
Entscheidend fur den Gleason-Score ist die histologische Ahnlichkeit des
Tumorgewebes mit der normalen Prostatadrisenarchitektur bei relativ niedrigen
VergroRerungen. Anhand dieser Ahnlichkeit werden 5 Differenzierungsgrade
unterteilt (Abb. 1), wobei Grad 1 dem normalen Prostatagewebe am meisten
ahnelt und Grad 5 am starksten entdifferenziert ist. AnschlieRend wird das am
haufigsten vorkommende Muster mit dem am zweithaufigsten vorkommenden
Muster addiert und so der Gleason-Score berechnet. So bedeutet
beispielsweise ein Gleason-Score von ,(3 + 4) = 7%, dass das am haufigsten
vorkommende Muster der Drisenarchitektur Grad 3 nach Gleason entspricht
und das am zweithaufigsten vorkommende Grad 4. Kommt nur ein Muster vor,

wird diese Zahl verdoppelt.

Der Gleason-Score korreliert gut mit der zu erwartenden Mortalitdt: Nach
Albertsen et al.[12] liegt die Wahrscheinlichkeit, an einem Prostatakarzinom
innerhalb von 15 Jahren nach der Erstdiagnose zu versterben, bei einem
Gleason-Score von 2 - 4 bei 4% - 7%, wahrend die Wahrscheinlichkeit bei

einem Gleason-Score zwischen 8 und 10 bei 60% - 87% liegt.



PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

D.F.6leason, M.D.

Abbildung 1: Einteilung der Differenzierungsgrade von Prostatakarzinomen nach Gleason[9,11]
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Entscheidend fur die Prognose eines Prostatakarzinoms sind also der Gleason-
Score, die TNM-Kategorie und der PSA-Wert. Anhand dieser Risikofaktoren

lasst sich das lokalisierte Prostatakarzinom in drei Risikogruppen einteilen[13]:

e Niedriges Risiko: T-Stadium < 2a und Gleason-Score < 6 und
PSA <10 ng/ml

e Mittleres Risiko: T-Stadium 2b, Gleason-Score 7 oder PSA 10 — 20 ng/ml

e Hohes Risiko: T-Stadium 2c, Gleason-Score = 8 oder PSA > 20 ng/ml.

Therapie des Prostatakarzinoms

1. Therapie des lokalisierten Prostatakarzinoms

Bei der Therapie des Prostatakarzinoms stehen je nach Krankheitsstadium
(lokalisiert oder metastasiert) und Risikogruppe eine Vielzahl von
Therapieoptionen zur Verfigung. Da zufallig entdeckte Prostatakarzinome oft
weder die Lebenserwartung, noch die Lebensqualitait des Patienten
einzuschranken drohen[14,15], muss eine Ubertherapie vermieden werden, da

durch diese weitere — und vermeidbare — Risiken auf den Patienten zukommen.

Die erste Wahl bei der Therapie eines lokalisierten Prostatakarzinoms stellt die
radikale Prostatektomie dar[16,17]. Bei der Operation stehen unterschiedliche
operative Zugangswege zur Verfigung, zu den am haufigsten angewandten
zahlen der retropubische offene Zugang, der perineale Zugang und der
laparoskopische transperitoneale Zugang. Diese unterscheiden sich im Hinblick
auf die perioperative Mortalitat[18], sowie die relevanten Komplikationen wie
Inkontinenz und Impotenz[19] nicht wesentlich. Vorteil dieser Methode ist, dass
durch die vollstandige Entfernung der Prostata auch das lokalisierte
Prostatakarzinom vollstandig entfernt wird und somit der Patient geheilt werden
kann. Nachteile sind die 0.g. Risiken durch die Operation und die Beschrénkung
auf operationsfahige Patienten. Bei einem Prostatakarzinom mit mittlerem oder

hohen Risikoprofil sollte zusatzlich eine pelvine Lymphadenektomie erfolgen,
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um Lymphknotenmetastasen friihzeitig zu entdecken und eine entsprechende
Therapie einleiten zu kdnnen[20].

Eine alternative Therapie stellt die perkutane Strahlentherapie dar. Dabei wirkt
mittels eines Linearbeschleunigers ionisierende Strahlung auf das
Prostatagewebe ein und verursacht einerseits eine Schadigung der DNA, die
das weitere Tumorwachstum verhindert und andererseits die Bildung von freien
Radikalen, die ihrerseits toxisch auf das umgebende Gewebe wirken. Die
Studienlage zur Wirksamkeit der perkutanen Strahlentherapie ist nicht
eindeutig. Wahrend einige Studien der radikalen Prostatektomie das bessere
Outcome bei lokalisierten Prostatakarzinomen mit niedrigem Risiko
bescheinigen[16,17], zeigt eine umfangreiche Studie, dass die Verfahren
radikale Prostatektomie, perkutane Strahlentherapie und Brachytherapie
gleichwertig sind[21]. Andere Studien wiederum bescheinigen der perkutanen
Strahlentherapie die besseren Ergebnisse bei lokalisierten Prostatakarzinomen
mit hohem Risiko[22,23].

Eine weitere Therapiealternative fur lokalisierte Prostatakarzinome ist die sog.
Brachytherapie (griech. brachys = kurz, nah). Dies ist auch eine Form der
Strahlentherapie, jedoch werden hierbei radioaktive ,Seeds", die meist aus Jod-
125 oder Palladium-103 bestehen[24], direkt in die Prostata eingebracht und
verbleiben lebenslang im Korper. So wird der Tumor direkt aus kurzester
Entfernung bestrahlt. Dadurch treten die fur die radikale Prostatektomie
typischen Nebenwirkungen wie Inkontinenz und / oder Impotenz deutlich
seltener auf. Auch die fur die perkutane Strahlentherapie typischen
gastrointestinalen Nebenwirkungen wie persistierende Diarrhoe treten bei der
Brachytherapie seltener auf[13]. Allerdings kommt es haufiger zu urogenitalen
Nebenwirkungen wie Hamaturie oder Zystitis[25]. Bei der Therapie von
lokalisierten Prostatakarzinomen mit niedrigem Risikoprofil weil3t die
Brachytherapie vergleichbare Ergebnisse mit der radikalen
Prostatektomie[26,27] und der perkutanen Strahlentherapie auf[28]. Bei

Patienten mit Prostatakarzinomen mit mittlerem oder hohem Risiko schnitt die
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Brachytherapie schlechter ab als die radikale Prostatektomie oder die
perkutane Strahlentherapie[29].

Die sog. Active Surveillance (AS)-Strategie ist eine sinnvolle Alternative zu den
etablierten Verfahren wie der radikalen Prostatektomie, der perkutanen
Strahlentherapie oder der Brachytherapie bei lokalisierten Prostatakarzinomen

mit geringem Risiko[30].

Bei der AS wird ein klinisch insignifikantes Prostatakarzinom regelmaf3ig im
Verlauf kontrolliert (mittels PSA-Bestimmung, DRU und der Entnahme von
Biopsien), um eine Tumorprogression oder den Patientenwunsch nach einer
alternativen Therapie zum frihestmdglichen Zeitpunkt festzustellen. Wird eine
Tumorprogression entdeckt, beispielsweise durch einen Anstieg des Gleason-
Scores auf 4+3, durch eine Verkirzung der PSA-Verdopplungszeit auf unter 3
Jahre oder durch einen klinischen Progress[31], sollte die Indikation zu einer

der oben genannten sekundaren Therapien gestellt werden.

2. Therapie des metastasierten/rezidivierten

Prostatakarzinoms

Nach der Therapie eines lokalisierten Prostatakarzinoms erfolgt im Rahmen der
Tumornachsorge die regelmaflige Kontrolle des PSA-Werts. Steigt dieser in
zwei Messungen nach alleiniger Strahlentherapie um mehr als 2 ng/ml Gber den
zuvor erreichten Tiefstwert[32] bzw. um mehr als 0,2 ng/ml nach radikaler
Prostatektomie[33], muss von einem Rezidiv des Prostatakarzinoms

ausgegangen werden.

Handelt es sich hierbei um ein reines Lokalrezidiv, kann nach primarer
Strahlentherapie eine sog. Salvage-Prostatektomie[34] oder nach priméarer
radikaler Prostatektomie eine sog. Salvage-Strahlentherapie[35] durchgeftihrt
werden. Dies entspricht einem letzten kurativen Therapieversuch nach

Versagen der Erstlinientherapie.
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Liegen Fernmetastasen vor, ist eine kurative Therapie nicht mehr maoglich. Als
palliative Therapie verbleibt die Hormonablation/Androgendeprivation. Da das
Wachstum von Prostatakarzinomen androgenabhangig erfolgt, kann das
Fortschreiten der Erkrankung durch einen Androgenentzug deutlich
verlangsamt werden. Dazu stehen zwei Alternativen zur Verfugung, die
chirurgische Kastration mittels bilateraler Orchiektomie und die chemische
Kastration mittels GnRH-Analoga wie Buserelin oder Goserelin[36]. Wéhrend
beide Methoden die gleiche Wirksamkeit zeigen[37], wird die chemische
Kastration aufgrund ihrer Reversibilitat und der besseren Akzeptanz haufiger
eingesetzt. Die hormonablative Therapie des Prostatakarzinoms ist mit einem
langeren progressionsfreien Uberleben verbunden, eine Verlangerung des
Gesamtiuberlebens ist jedoch fraglich[38]. Nahezu alle Prostatakarzinome unter
hormonablativer Therapie sprechen zu Beginn gut auf die Therapie an. Nach
durchschnittlich ca. zwei Jahren[39] kommt es jedoch unter adaquater Therapie
zu einem Progress der Erkrankung. Das Prostatakarzinom  wird
kastrationsresistent, das Wachstum erfolgt nun androgenunabhangig. In diesem

Krankheitsstadium betragt das mittlere Uberleben ca. ein Jahr[39].
3. Therapie des kastrationsresistenten Prostatakarzinoms

Im Stadium der Kastrationsresistenz kann eine palliative Chemotherapie die
Uberlebenszeit um einige Monate verlangern. Dazu stehen unterschiedliche
Substanzen zur Verfigung, die Wirksamkeit der verschiedenen
Therapieschemata ist aktuell Gegenstand der Forschung. So konnten Tannock
et al. (2006) in einer Studie zeigen, dass die Gabe von Docetaxel + Prednison
die mittlere Uberlebenszeit gegeniiber der Therapie mit Mitoxantron +
Prednison um 2,4 Monate verlangert[40]. Bei einer Vielzahl von anderen
Chemotherapeutika wie Vinorelbin, Doxorubicin oder Cyclophosphamid konnte
bislang kein positiver Einfluss auf das Gesamtiberleben nachgewiesen
werden[41].
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Genetik des Prostatakarzinoms

Die klinische Beobachtung, dass es genetische Dispositionen des
Prostatakarzinoms gibt, die ein aggressives biologisches Verhalten
begilnstigen, hat die Suche nach Genmutationen im Tumorgewebe initiiert.
Tomlins et al. Entdeckten im Jahr 2005 die h&aufigste genetische Alteration im
lokalisierten Prostatakarzinom, die Genfusion zwischen der Androgen-
abhangigen Serin-Protease @TMPRSS2 und dem Transkriptionsfaktor
ERGJ[42,43]. ERG gehdrt zur Gruppe der ,erythroblast transformation specific”
(ETS)  Transkriptionsfaktoren.  Diese  beeinflussen die  Regulation
unterschiedlicher  zellularer Prozesse, wie der Zellproliferation, der

Differenzierung, oder der Apoptose[44].

In dem entstehenden onkogenen Fusionsgen wird nun ERG androgenabhangig
aktiviert. Diese Entdeckung stellte auch insofern eine Uberraschung dar, da bis
zu diesem Zeitpunkt davon ausgegangen wurde, dass rekurrente Genfusionen
vor allem in Lymphomen und Sarkomen, nicht jedoch in Karzinomen eine

bedeutende Rolle spielen[45].

Beide Gene liegen nur etwa drei Megabasenpaare voneinander entfernt auf
Chromosom 21. Bei der Untersuchung der Genfusion mittels Fluoreszenz-in-
Situ-Hybridisierung konnten zwei unterschiedliche Muster des TMPRSS2-ERG-
Rearrangements beobachtet werden. Zum einen kam es zu einer Genfusion via
Translokation, bei der die zwischen TMPRSS2 und ERG liegenden DNA-
Abschnitte auf ein anderes Chromosom transloziert wurden. Noch haufiger tritt
allerdings eine Genfusion via Deletion auf, bei der die dazwischenliegenden
DNA-Abschnitte verloren gehen[46].

Seit der Entdeckung dieser Genfusion wurden die Mdglichkeiten, Klinisch
Nutzen aus dieser Entdeckung zu ziehen, intensiv beforscht[47-49]. Scheble et
al. konnten zeigen, dass die TMPRSS2-ERG Genfusion spezifisch fur das

Prostatakarzinom ist und bei keinem anderen Karzinom auftritt[50].

Wahrend die TMPRSS2-ERG Genfusion die einzige Genalteration ist, die

regelmaldig im lokalisierten Stadium des Prostatakarzinoms auftritt, wurde im
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kastrationsresistenten Prostatakarzinom, dem am weitesten fortgeschrittenen
Krankheitsstadium, eine weitere haufig auftretende Genmutation entdeckt, die
Amplifikation des Androgenrezeptor(AR)-Gens[51-53].

AR zahlt zu den Steroidrezeptoren, diese befinden sich intrazellular. Im
Ruhezustand ist AR an sog. ,Heat Shock” Proteine gebunden, die die Bindung
an DNA verhindern. Wenn nun Androgene an den Rezeptor binden, andert
diese seine Struktur, I6st sich vom Heat Shock Protein und wird phosphoryliert.
Dies ermdglicht die Bindung des Hormon-Rezeptor-Komplexex mit seiner DNA-
Bindedomane an eine spezifische Nukleotidsequenz der DNA, dem sog.
,<Androgen-Response Element‘[54]. AnschlieBend binden Ko-Aktivatoren oder
Ko-Repressoren an den Rezeptor und erleichtern, beziehungsweise
erschweren die Transkription unterschiedlicher Gene. Prostatazellen und
hormon-sensitive  Prostatakarzinomzellen  benétigen  Androgene  zum
Uberleben. Deshalb sprechen Prostatakarzinome zunachst auf eine
Androgendeprivation an. Fruher oder spater kommt es jedoch zur
Kastrationsresistenz und das Prostatakarzinom wachst unabh&ngig. Der
genaue Mechanismus der Kastrationsresistenz ist bislang nicht geklart, jedoch
diskutieren Feldman & Feldman[51] unterschiedliche Mechanismen, die zur

Kastrationsresistenz fiihren kdnnen:

1. Androgen-Hypersensivitat: Erhdhung der Androgen-Sensitivitat der PCa-
Zellen, z. B. via AR-Amplifikation.

2. Unspezifische Aktivierung von AR: Mutationen im AR-Gen erlauben die
Aktivierung des Rezeptors durch mehrere Liganden.

3. Ligandenunabhangige Aktivierung von AR: AR wird unabhangig von der

Ligandenbindung phosphoryliert und dadurch aktiviert.

4. AR Bypass: PCa-Zellen erhalten ihr Wachstum dber alternative Proteine

aufrecht oder blockieren das Apoptose-Signal bei Androgenmangel.
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5. Selektion von androgenunabhangigen Zellen: Durch die Kastration wird
eine Gruppe von PCa-Zellen selektiert, die von Beginn an

androgenunabhéangig waren.

Weil bisher nur wenige Studien Uber die TMPRSS2-ERG Genfusion in
kastrationsresistenten Prostatakarzinomen durchgefuhrt wurden[55-60], war es
Ziel unserer Studie, die Haufigkeit des TMPRSS2-ERG Genfusion in
kastrationsresistenten  Prostatakarzinomen zu bestimmen mit einem
besonderen Augenmerk auf den Vergleich der H&aufigkeiten zwischen lokal
wiederauftretenden Prostatakarzinomen und Fernmetastasen von
Prostatakarzinomen. AulBerdem untersuchten wir einen potentiellen
Zusammenhang zwischen der AR Amplifikation und der TMPRSS2-ERG

Genfusion.
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Material und Methoden

Fur diese Studie wurden Gewebeproben von Lokalrezidiven und von
Fernmetastasen von Prostatakarzinomen aus den Archiven der pathologischen
Institute des Universitatsklinikums Tubingen und des Universitatsspitals Basel,
Schweiz verwendet. Alle verfugbaren Proben aus den Jahren 1994 bis 2009
wurden in die Untersuchung einbezogen. Klinische Daten zu den Patienten

standen nicht zur Verfiigung.

Diese Studie wurde von der Ethikkommission des Universitatsklinikums
Tubingen genehmigt.

Kohorten

Wir untersuchten Gewebeproben von 134 Patienten mit der Diagnose
Prostatakarzinom (84 Proben stammten von lokal wiederaufgetretenen
Prostatakarzinomen und 55 Proben stammten von Fernmetastasen). 39
Patienten wurden am Universitatsklinikum Tubingen operiert, 95 am
Universitatsspital Basel, Schweiz. AnschlieRend wurden die Proben in zwei
Sub-Kohorten aufgeteilt, die eine bestand aus 84 Proben von lokal
wiederaufgetretenen Prostatakarzinomen, die andere aus 55 Proben von
Fernmetastasen von Prostatakarzinomen. In der Sub-Kohorte der
Fernmetastasen stammten 42 Proben von Knochenmetastasen, 9 Proben von
ZNS-Metastasen und 4 Proben von anderen Fernmetastasen (Abb. 2). In flinf
Fallen waren sowohl Proben von Lokalrezidiven als auch von Fernmetastasen
verfugbar, diese Proben wurden jeweils den einzelnen Subkohorten
zugeordnet, aufgrund der kleinen Anzahl dieser Falle wurden sie jedoch nicht

separat ausgewertet.
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Andere

ZNS-Metastasen

- Knochenmetastasen

Abbildung 2: Gewebeherkunft der Fernmetastasen

Vor dem Auftreten der Lokalrezidive hatten alle Patienten eine Hormonablation
erhalten. Diese erfolgte entweder operativ (Orchiektomie), chemisch (Steroide)
oder mit einer Kombination beider Verfahren. Bei den Patienten mit isolierten
Fernmetastasen fehlten die Angaben zur Vorbehandlung. Dennoch kann beim
Auftreten von Fernmetastasen von einer suffizienten Vorbehandlung
ausgegangen werden.

Die technische Aufarbeitung der Préaparate erfolgte in den jeweiligen

pathologischen Instituten in den nachfolgend beschriebenen Techniken.

Tissue Microarrays

TlUbingen Kohorte:

Zunachst wurde das elektronische Archiv des pathologischen Instituts der
Universitdt Tubingen nach Préaparaten von Prostatakarzinomen und deren
Metastasen durchsucht. Die gefunden Praparate wurden anhand der klinischen
Angaben in die Gruppen ,Lokalrezidive® und ,Fernmetastasen” eingeteilt. Von

allen Patienten wurden die zuvor in Formalin fixierten und in Paraffin
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eingebetteten Praparate und die dazugehdrigen Hamatoxylin-Eosin(HE)-
gefarbten histologischen Schnitte aus dem Archiv des pathologischen Instituts
gesammelt. Das Prostatakarzinom-Gewebe wurde auf den Objekttragern von
zwei unterschiedlichen Beobachtern (G.S. und V.J.S.) farbig markiert, um das
jeweilige korrespondierende Gewebe im Paraffinblock identifizieren zu kdnnen
(Abb. 3). Sofern gesundes Prostatagewebe in den Bldocken sicher vorhanden

war, wurden fakultativ Proben als Negativkontrolle entnommen.

Die Planung der Tissue Microarrays (TMAs) wurde mithilfe der Software
,T MADesigner® (Alphelys, Plaisir, Frankreich) durchgefuhrt. SchlieRlich wurden
die TMAs mit dem semiautomatischen ,Tissue Array Instrument” der Firma
Beecher Instruments, Sun Prairie, WI, USA erstellt. Dazu wurde aus dem
~openderblock®, der das Prostatagewebe enthielt, das zuvor markierte Gewebe
per Stanze mit einem Durchmesser von 0,6 mm (bis zu drei Stanzen, falls
verfugbar) entnommen, die spater in einen leeren Paraffinblock, den
sogenannten ,Empfangerblock® eingebracht wurden. Schlie3lich wurden 3 um
Schnitte von den Empfangerblocken angefertigt und auf ,Superfrost®-

Objekttrager aufgetragen.

Bei multifokalen Prostatakarzinomen wurde jeder Fokus separat ausgewertet.
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Abbildung 3 oben: HE-gefarbter Paraffin-Schnitt einer Prostata mit PCa. Unten: Markierung des
Tumorgewebes. * markiert die Urethra.
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Basel Kohorte:

In der Kohorte des Universitatsspitals Basel wurden Uberwiegend
Gewebeproben von palliativen transurethralen Resektionen der Prostata (TUR-
P) verwendet. Die Kastrationsresistenz wurde definiert durch das Auftreten von
Lokalrezidiven trotz Androgenentzugs. Wenn mdglich, wurden drei zufallige
Proben von TUR-P Material ausgewahlt und dabei TUR-P Gewebe mit
Hitzeartefakten oder mechanischen Artefakten vermieden. Im Gegensatz zur
Tubinger Kohorte war die Multifokalitat des Prostatakarzinoms aufgrund der
TUR-P Technik in diesen Fallen nicht mehr bestimmbar. Bei Gewebeproben
von Fernmetastasen wurde analog zur Tubingen Kohorte von einer suffizienten

Vorbehandlung ausgegangen.

Die Tissue Microarrays (TMAs) wurden wie schon zuvor beschrieben in
analoger Technik konstruiert[61]. Tumorgewebe wurde auf H&E gefarbten
Objekttragern markiert und zwei bis drei Stanzen pro Fall mit einem
Durchmesser von 0,6 mm wurden enthnommen. Anschliel3end wurden von den

TMA-BIl6cken mehrere Schnitte angefertigt.

Bei beiden Kohorten verwendeten wir drei Stanzen pro Fall, wenn gentigend
Gewebe zur Verfugung stand. Proben, die aufgrund einer unzureichenden
Farbung oder zu geringer Anteile von Prostatakarzinomgewebe nicht

auswertbar waren, wurden vor der statistischen Evaluation ausgeschlossen.

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die Anfange der in-situ-Hybridisierung liegen im Jahr 1969. Die Erkenntnis,
dass sich RNA-Molekile an komplementare DNA-Sequenzen anlagern,
ermdglichte die ersten Versuche der in-situ-Hybridisierung. Zunéachst wurde
eine Zielsequenz festgelegt, die dargestellt werden sollte, anschliel3end wurde
eine dazu komplementare Sonde erstellt, die mit einem Marker versehen

wurde, um den zusammengelagerten Komplex sichtbar zu machen.
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Die in-situ Hybridisierung macht sich die Eigenschaft von DNA zu Nutze, dass
sich die Doppelstrange unter hohen Temperaturen auftrennen (Denaturierung)
und beim Absinken der Temperatur wieder zusammenlagern (Hybridisierung).
Dies ermdéglicht das Einbringen von Sonden, die die gewinschte Region

darstellen.

In den ersten Jahren der in-situ-Hybridisierung handelte es sich bei diesen
Markern um Radio-Isotope. Diese belichteten einen aufgelegten fotografischen
Film und machten so den Ziel-Sonden-Komplex sichtbar. Nachteile dieser
Methode waren die radioaktive Strahlung, der hohe Zeitaufwand sowie die

relativ geringe Ortsauflésung.

Der Ersatz der Radio-Isotope durch fluoreszierende Farbstoffe (Fluorochrome)
fuhrte schliel3lich zum Durchbruch des Verfahrens und erlaubte die breite
Anwendung. Mit der Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung (FISH) war es nun
maoglich, mehrere Ziel-Sonden-Komplexe auf einmal sichtbar zu machen, da
mehrere Fluorochrome mit unterschiedlichen Farben zur Verfigung standen.
AulRerdem konnten die hybridisierten Proben unter dem Mikroskop ausgewertet
werden, was eine wesentlich hohere Auflésung ermdglichte[62].

Fluoreszenz ist das Ausstrahlen von Licht (Emission) nach Anregung eines
Stoffes. Dabei strahlen die einzelnen Fluorochrome das Licht einer bestimmten
Wellenlange aus, jedoch werden sie auch nur von Licht einer gewissen
Wellenlange angeregt. Dies erlaubt den Einsatz von Filtern im FISH-Mikroskop,
der nur die gewlinschten Wellenlangen passieren lasst. So erscheint der Rest
des Préparates dunkel, wahrend die Fluorochrome in ihrer jeweiligen Farbe
leuchten. Abbildung 4 zeigt schematisch den Aufbau eines FISH-

Auflichtmikroskops.
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Abbildung 4: Funktionsweise eines FISH-Auflichtmikroskops. Der Anregungsfilter lasst nur Licht
mit der bendtigten Wellenlange zur Anregung des Fluorochroms passieren. Strahlteiler und
Sperrfilter lassen nur das emittierte Licht passieren.

Quelle: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Fluoreszenzmikroskopie 2008-09-28.svg, Autor:
Krzysztof Blachnicki, modifiziert von Henry Muhlpfordt. Lizenz: creative commons by sa.

Grundsatzlich wird zwischen der direkten und der indirekten FISH-Farbung
unterschieden: Bei der direkten FISH ist die DNA-Sonde direkt mit einem
Fluorochrom markiert. Die indirekte FISH nutzt Haptene wie Biotin oder

Digoxigenin. Diese sind an die DNA-Sonde gebunden und werden dann in
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einem zweiten Schritt von einem Antikdrper, der mit einem Fluorochrom

versehen wurde, gebunden und so markiert.

FISH-Protokoll

Nach folgender Methode wurden die TMA-Schnitte mithilfe der FiSH-Sonden
angefarbt:

LOsungen:

1. 20x SSC (saline sodium citrate): 3 M Natriumchlorid (NaCl), 0.3 M
Natriumcitrat (NazCgHs07)

2. 2x SSC: 0.3 M Natriumchlorid (NaCl), 0.03 M Natriumcitrat (Na3zCgHs07)

3. 1x PBS (phosphate buffered saline): 1.06 mM KH,PO,, 155.17 mM NacCl,
2.97 mM Na;HPO,4-7H,0

Vorbehandlung:

1. Aging der Schnitte (1 Stunde bei 60°C): Durch das Aging werden Wasser
und Fixiermittel entfernt, Proteine denaturiert und die Adh&sion des
Materials auf dem Objekttrager verstarkt. Ohne das Aging wirden die
Chromosomen bei der Denaturierung verformt, zu starkes Aging

verschlechtert die Hybridisierung.

2. Deparaffinisierung (3x 10 min. Xylol): Das Ldsungsmittel Xylol 16st und

entfernt das Paraffin.

3. Dehydratisierung (2x 2 min. 100% EtOH): Durch den 100% Alkohol wird

schonend Wasser aus dem Préparat entfernt.
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4. Lufttrocknen bei Raumtemperatur

5. Pufferung (15 min. in Tris-EDTA bei 92,8°C), AnschlieRend waschen in
PBS-LOsung. PBS ist eine Pufferldsung und hat den osmotischen Druck

des menschlichen Organismus (isoton).

6. Enzymverdau mit Digest-All 3 Pepsin-Losung (12min. bei 37°C),

Anschliel3end waschen in PBS-Losung

7. Dehydratisierung (je 2 min. in aufsteigender EtOH-Reihe 70%, 85%,
95%, 100%)

8. Lufttrocknen bei Raumtemperatur.
Vorbereitung der Sonde:
1. Denaturieren (5 min. bei 73°C): Durch das Denaturieren wird die DNA in
Einzelstrange aufgebrochen und ermdglicht die Bindung der Sonden an
die DNA.

Hybridisierung:

1. 20 pl der Sonde werden auf einen Objekttrager gegeben und mit einem

22x22 mm Deckglas abgedeckt.

2. Die Kanten des Deckglases werden mittels Kunststoffkleber

verschlossen, um die Konzentration der Probe aufrecht zu erhalten.

3. Hybridisierung (3 min. bei 94°C, dann ca. 10h bei 37°C). Bei
Temperaturerniedrigung lagern sich die zuvor aufgespaltenen DNA-
Doppelstrange wieder aneinander. Dies ermoéglicht der zuvor

zugegebenen Sonde die Anlagerung an die DNA.
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Post-Hybridisierung:

1. Eintauchen der Objekttrager in 2x SSC-Puffer, bis sich das Deckglas l6st

2. Waschen in 2x SSC-Puffer (6 min. bei 75°C)

Detektion:

1. Spilen der Objektitrager in 0,5x SSC-Puffer (3x 2 min. bei

Raumtemperatur)

2. Blocken unspezifischer Bindungsstellen mittels CAS-Block (10 min.).
Dies erhoht die Sensitivitat der FISH, indem unspezifische
Bindungsstellen abgesattigt werden, bevor die Fluorochrome zugegeben
werden.

3. Bindung der Fluoreszenz-markierten Antikorper (1h)

4. Erneutes Spulen der Objekttrager in 0,5x SSC-Puffer (3x 2 min.)

5. Anfarben der Zellkerne mittels DAPI: 4‘.6-Diamidin-2-phenylindol féarbt
als Fluoreszenz-Farbstoff unspezifisch DNA blau an und wird zur
Markierung der Zellkerne eingesetzt. Dies erleichtert die Erkennung von
unspezifischen Farbungen auf3erhalb von Zellkernen.

FISH Sonden

Wir verwendeten FITC als grinen Farbstoff und Alexa Fluor-594 (Invitrogen,
Paisley, UK) als roten Fluoreszenz-Farbstoff. Die Absorptions- bzw.
Emissionspektren lagen bei 495 nm / 521 nm fir FITC und 590 nm / 617 nm fur
Alexa Fluor-594.
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Der TMRPSS2-ERG Status wurde mithilfe von FISH-Mikroskopie bestimmt.
Dazu wurde ein Translokationsassay angewendet. ERG wurde am 5’-Ende mit
einer grinen Sonde und am 3’-Ende mit einer roten Sonde markiert. Bei einem
genetischen Normalbefund Uberlagern sich beide Sonden auf beiden
Chromosomen 21 und erscheinen unter dem FISH-Mikroskop gelb (Abb. 4A).
Kommt es zu einem Rearrangement durch Translokation, stellt sich die griine
3’-Sonde separiert von der roten 5-Sonde dar. Die 3’- und 5’-Sonden in
Kolokalisation auf dem zweiten Chromosom 21 erscheinen weiterhin gelb (Abb.
4B). Im Falle einer Rearrangements via Deletion kann die grine 3’-Sonde nicht
binden. Unter dem FISH-Mikroskop zeigt sich die rote 5-Sonde und die
kolokalisierten 3’- und 5’- Sonden auf dem zweiten Chromosom 21 erscheinen
weiter gelb (Abb. 4C).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des ERG Translokations-Assay. (A) Normaler ERG-
Status, (B) ERG Rearrangement via Translokation, (C) ERG Rearrangement via Deletion.

Zur Bestimmung des Amplifikationsstatus des Androgen Rezeptors fihrten wir
einen Amplifikationsassay mit einer roten Ziel-Sonde (RP11-479J1, Invitrogen,
Paisley, UK) und einer grinen Referenz-Sonde, die an eine stabile Region von
Chromosom X bindet (RP11-308F2, Invitrogen, Paisley, UK), durch.
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Der Amplifikationsstatus wurde semiquantitativ untersucht, indem die Anzahl
roter Signale (AR Zielregion) mit der Anzahl zugehdriger griner Signale
(Referenzregion) verglichen wurde. Ein rot/grin Verhaltnis von 2:1 bis zu 5:1
wurde als geringgradige Amplifikation (low-level amplification) definiert, rot/griin
Verhéltnisse von Uber 5:1 als hochgradige Amplifikation (high-level

amplification.

Alle TMA Objekttrager wurden mit einem 63-fach Olimmersionsobjektiv an
einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland), das mit passenden
Filtern, einer Kamera und mit der FISH-Software Metafer 4 (Metasystems,
Altlussheim, Deutschland) ausgestattet war, untersucht. Die Auswertung
erfolgte von zwei voneinander unabhéngigen, erfahrenen Beobachtern (V.J.S.
und G.S.). Pro Fall wurden mindestens 100 Zellkerne bertcksichtigt.

Damit wurde jede auswertbare Probe dichotom als positiv oder negativ jeweils
fur den TMPRSS2-ERG-Status und den AR-Status Kklassifiziert. War die
Mehrheit der bis zu drei Proben positiv, wurde der Patient als positiv fur die
jeweilige Genalteration bewertet. War die Mehrheit negativ, wurde der Patient

als negativ bewertet.

Statistische Auswertung

Die Haufigkeit der Patienten mit den Genalterationen von TMPRSS2-ERG und
AR wurde in Abh&ngigkeit von der Gewebeherkunft ausgewertet und die 95%-

Konfidenzintervalle berechnet.

Die Signifikanz der Unterschiede des TMPRSS2-ERG Status und des AR
Amplifikationsstatus zwischen den Lokalrezidiven und den Fernmetastasen von
Prostatakarzinomen wurde mit dem x3-Test bestimmt. Mithilfe des x>-Vierfelder-
Tests wird Uberprtft, ob zwei dichotome Merkmale stochastisch voneinander
unabhangig sind. Anschlielend wurde die Zusammenhangsstarke mit dem

Cramers V-Test berechnet. Cramers V ist ein x?-basiertes richtungsloses

29



Zusammenhangsmal3, das Werte zwischen 0 und 1 annehmen kann. O
bedeutet, dass zwischen den beiden Variablen kein Zusammenhang besteht,

bei einem Wert von 1 bestiinde ein perfekter Zusammenhang.
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Ergebnisse

Lokalrezidive:

Bei den 84 Proben der Lokalrezidive fanden wir TMPRSS2-ERG Genfusionen
in 45% (38/84) (95%-Konfidenzintervall: 34-56%) der Féalle. Darunter waren 13
Falle (34%) mit einer Genfusion bedingt durch Translokation und 25 Falle
(66%), bei denen die Genfusion durch eine Deletion verursacht wurde (Abb. 5
oben). Eine Androgenrezeptor Amplifikation fanden wir bei den Lokalrezidiven
in einer Haufigkeit von 45% (38/84) (95%-Konfidenzintervall: 34-56%) (Abb. 5

unten).

Fernmetastasen:

Von den 55 metastasierten PCa-Proben fanden wir TMPRSS2-ERG
Genfusionen mit einer Haufigkeit von 25% (14/55) (95%-Konfidenzintervall: 14-
39%). Davon waren 6 (43%) Genfusionen von einer Translokation und 8 (57%)
von einer Deletion verursacht (Abb. 5 oben). Anschliel3end bestimmten wir den
Androgenrezeptor-Status und fanden Amplifikationen bei 19/55 (35%) (95%-
Konfidenzintervall: 22-48%) Fallen (Abb. 5 unten).

Bei 5 Fallen waren sowohl Proben vom Lokalrezidiv, als auch von
Fernmetastasen verfugbar. Innerhalb dieser Falle fanden wir bezuglich des
TMRPSS2-ERG-Status intrafokale Homogenitat. Alle Proben zeigten einen
normalen ERG-Status ohne Genfusion bei Lokalrezidiven und auch
Fernmetastasen. Der Androgenrezeptor-Status war in einem Fall heterogen:
Wahrend das Lokalrezidiv fur AR normal war, fanden wir bei der Fernmetastase
eine Amplifikation. In 3 Fallen war der AR-Status normal in Lokalrezidiv und

Fernmetastase und in einem Fall waren beide Proben amplifiziert.

31



100%
14% (8/55)

30% (25/84)

11% (6/55)

75% —

15% (13/84)

50%
75% (41/55)

55% (46/84)
25%

0
0% Lokalrezidive Fernmetastasen
Bl :rGnegativ
E ERG Rearrangement via Translokation
|:| ERG Rearrangement via Deletion
100%
35% (19/55)
75% 45% (38/84)
50% —
65% (36/55)
25% 55% (46/84)
0
0% Lokalrezidive Fernmetastasen
- AR negativ

AR Amplifikation

Abbildung 6 oben und unten: Die prozentuale Verteilung der TMPRSS2-ERG Genfusion
und der AR Amplifikation in Lokalrezidiven und Fernmetastasen von Prostatakarzinomen.
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Abbildung 7: FISH-Bilder. (A) Normaler ERG-Status, (B) ERG Rearrangement via Translokation, (C) ERG Rearrangement via Deletion. (D) Normaler
AR-Status, (E) AR Amplifikation
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Die statistische Auswertung mithilfe des x*-Tests zeigte, dass die Haufigkeit der
TMPRSS2-ERG Genfusion in Fernmetastasen von Prostatakarzinomen
signifikant niedriger ist als in Lokalrezidiven von Prostatakarzinomen (p=0.018).
Bezlglich des AR-Status konnten wir keinen signifikanten Unterschied in der

Haufigkeit zwischen Fernmetastasen und Lokalrezidiven feststellen (p=0.21).

Anschlieend bestimmten wir die EffektgréRe, indem wir Cramers V

berechneten; dieses betragt 0.2.
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Diskussion

Ziel unserer Studie war es, die Haufigkeit der TMPRSS2-ERG Genfusion in
kastrationsresistenten Prostatakarzinomen zu bestimmen und deren Haufigkeit
in Lokalrezidiven und Fernmetastasen von Prostatakarzinomen zu vergleichen.
Ferner sollte ein Zusammenhang zwischen der AR Amplifikation und der
TMPRSS2-ERG Genfusion Uberprift werden. Die Untersuchung erfolgte
retrospektiv. an Operationspraparaten der Jahre 1994-2009 aus den
pathologischen Instituten des Universitatsklinikums Tdbingen und des

Universitatsspitals Basel, Schweiz.

Die Ergebnisse zeigen eine deutlich hohere Rate von TMPRSS2-ERG
Genfusionen in Lokalrezidiven im Vergleich zu Fernmetastasen, wéahrend im

AR-Status keine signifikanten Unterschiede vorliegen.

Die Haufigkeit der TMPRSS2-ERG Genfusion wurde bisher in vielen
unterschiedlichen Arbeiten bestimmt. Sie variiert stark (15-80%), in
Abhangigkeit von der Auswahl der zu untersuchenden Kohorte[43,63,64] und
dem histologischen Subtyp des Prostatakarzinoms[65,66]. Wesentlichen
Einfluss haben zum Beispiel das Stadium der Erkrankung, die Herkunft des
Gewebes, sowie die ethnische Herkunft der Patienten. In unserer Untersuchung
wurde ein homogen definiertes Patientengut ausgewertet. Die Gewebeproben
stammen von jeweils fortgeschrittenen metastasierten oder lokal

rezidivierenden kastrationsresistenten Prostatakarzinomen.

In der Literatur untersuchen einige Studien auch die Haufigkeit der TMPRSS2-
ERG Genfusion bei Kkastrationsresistenten Prostatakarzinomen. Die
Untersuchung von Cai et al. (2009)[55] beschreibt eine Haufigkeit von 37,9% fur
das Auftreten der TMPRSS2-ERG Genfusion. Die Autoren untersuchten jedoch
Prostatakarzinom-Zelllinien, die Mausen implantiert worden waren, so dass eine
Unterscheidung von Lokalrezidiven und Fernmetastasen nicht moglich war.

AulRerdem verwendeten sie zur Analyse mit Real-Time PCR eine andere
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Methode, die die Vergleichbarkeit erschwert. Han et al. (2009)[56] und Mehra et
al. (2008)[58] beschreiben in ihren Untersuchungen mit 34,9% bzw. 37,0% eine
vergleichbare Haufigkeit, machen aber keine genauen Angaben Uber die
Zusammensetzung der untersuchten Proben und Uber die Herkunft des
Gewebes. Insbesondere wird in den oben genannten Studien nicht zwischen
Lokalrezidiven und Fernmetastasen unterschieden. Diese werden in einer
Gruppe zusammengefasst. Damit sind diese Ergebnisse nur bedingt

vergleichbar mit unserer Untersuchung.

Verschiedene Studien begrenzen sich auf die Untersuchung von
Lokalrezidiven, sie finden Haufigkeiten von 34,6% bis 37,9%, vergleichen diese
Ergebnisse aber nicht mit dem Auftreten der Alterationen in Fernmetastasen.

Die Haufigkeit der TMPRSS2-ERG Genfusion im CRPC bleibt also im Vergleich

von Lokalrezidiven und Fernmetastasen des Prostatakarzinoms unklar.

In der vorliegenden Arbeit konnte bei der Evaluation zweier unabhangiger
CPRC Kohorten, von denen eine aus Lokalrezidiven und die andere aus
Fernmetastasen von Prostatakarzinomen bestand, erstmals ein Unterschied in
der Haufigkeit der TMPRSS2-ERG Genfusion zwischen Lokalrezidiven und
Fernmetastasen festgestellt werden. Die Unterschiede der Haufigkeit der
Genfusion zwischen unserer Studie und den zuvor erwahnten Studien sind
dadurch verursacht, dass wir einerseits die gleichen experimentellen
Rahmenbedingungen bei der Untersuchung von Lokalrezidiven und
Fernmetastasen hatten, und andererseits durch eine eindeutige Definition der
Kohorten. In allen zuvor genannten Arbeiten wurde die Haufigkeit der
TMPRSS2-ERG Genfusion entweder in Lokalrezidiven oder in Fernmetastasen
bestimmt, aber nie direkt verglichen. Weiterhin bleibt es teilweise unklar, ob

Lokalrezidive oder Fernmetastasen untersucht wurden.

Andererseits passt die Haufigkeit der AR Amplifikation in unseren Kohorten
(sowohl Lokalrezidive als auch Fernmetastasen) gut zu den H&aufigkeiten, die in

friheren Studien beschrieben wurden[53,67-69]. Als Ursache der starken
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Zunahme der AR Amplifikation im CRPC wird vermutet, dass durch die
Kastration ein selektiver Druck ausgelbt wird, der das Wachstum von
Prostatakarzinomen mit einer AR Amplifikation beginstigt. Legt man diese
Hypothese zugrunde, kann davon ausgegangen werden, dass sich
Lokalrezidive und Fernmetastasen, die beide Stadien des CRPC darstellen, in
der Veranderung ihrer AR Amplifikation gleich verhalten. Das wirde auch
unsere Beobachtung einer gleichen Haufigkeit von AR Amplifikationen in
Lokalrezidiven und Fernmetastasen erklaren. Ferner wird verstandlich, dass
auch Studien mit heterogenem Gewebematerial bei der H&aufigkeit der AR
Amplifikation &hnliche Werte beschreiben.

Frihere Studien berichten, dass die TMPRSS2-ERG Genfusion ein frihes und
klonales Ereignis wahrend der Progression des Tumors ist[70,71]. Unsere
Ergebnisse zeigen jedoch, dass die Genfusion in dem am weitesten
fortgeschrittenen Krankheitsstadium, der Fernmetastase, seltener auftritt, als in

Lokalrezidiven.

Aufgrund unseres Studiendesigns konnen wir derzeit Uber die Ursache der
Unterschiede nur spekulieren: Eine plausible Erklarung ware, dass die
Androgen-Sensitivitat in der Prostataregion hoher ist, als in anderen Regionen
und deshalb die androgenabhéngige Protease TMPRSS2 in der Prostata und
im umliegenden Lymphgewebe aktiver ist als in entfernten Organen. Dadurch
konnte eine negative Auswahl der androgenabhangigen Prostatakarzinome mit

der TMPRSS2-ERG Genfusion in einigen Fernmetastasen auftreten.

Eine andere maogliche Erklarung ist, dass die TMPRSS2-ERG Genfusion zwar
invasives Wachstum verstarkt, aber keinen Einfluss auf die Metastasierung hat.
So konnten lokale Mikrometastasen von TMPRSS2-ERG positiven
Prostatakarzinomen gehauft Lokalrezidive auslésen, jedoch seltener

Fernmetastasen verursachen.
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Diese Thesen wuirden auch erklaren, warum sich bei der Haufigkeit der AR
Amplifikation mit den Literaturdaten eine Ubereinstimmung ergibt, wahrend wir
in den Fernmetastasen eine niedrigere Rate der TMPRSS2-ERG Genfusion

fanden.

Kritisch zu wiardigen sind weitere Einflussfaktoren, die aus unserem
Studiendesign resultieren. In beiden Kohorten konnen unterschiedliche
Behandlungsstrategien verfolgt worden sein. Die klinischen Daten zur
Hormonablation lagen uns nicht vor. Da beide Verfahren (operative und
chemische Kastration) klinisch in ihrer Wirksamkeit vergleichbar sind[21],
erscheint eine Auswirkung des gewahlten Behandlungsverfahrens auf die
Amplifikation von AR und die Fusion von TMPRSS2-ERG unwahrscheinlich.

Durch die Verwendung von TUR-P Material in der Baseler Kohorte war eine
Zuordnung des Tumorgewebes zu einzelnen Foci nicht mdglich. So konnte die
Multifokalitat nicht beriicksichtigt werden. Auch dadurch kénnte die Genauigkeit
unserer Daten eingeschrankt sein. Allerdings ist es naheliegend, in einer
palliativen Situation den schonendsten Eingriff vorzunehmen, so dass anderes
Material nicht zur Verfugung stand.

In  unserer Studie konnten auch Umweltfaktoren, beziehungsweise
unterschiedliche Lebensweisen nicht bertcksichtigt werden. Dies gilt in gleicher
Weise fur ethnische Unterschiede, die nicht dokumentiert wurden. Die
geographische Nahe und die vergleichbaren soziokulturellen Bedingungen
beider Standorte machen relevante Unterschiede beider Kollektive jedoch

unwahrscheinlich.

Die von uns erstmals gemachte Beobachtung, dass die TMPRSS2-ERG
Genfusion in Fernmetastasen von Prostatakarzinomen seltener auftritt, als in
Lokalrezidiven, kénnte klinische Auswirkungen haben, beispielsweise kdnnte
sie der Stratifizierung von Prognose und Therapie dienen. Voraussetzung

hierfiur waren weitere Klinische Studien, in denen prospektiv die
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Krankheitsverlaufe in Abhangigkeit von der TMPRSS2-ERG Genfusion
kontrolliert werden. Eine solche Regressionsanalyse miusste die anderen,

bereits beschriebenen Einflussfaktoren mit erfassen.

Weiterhin ist bislang noch nicht geklart, ob das Vorliegen einer TMPRSS2-ERG
Genfusion Auswirkungen auf das Wachstumsverhalten eines
Prostatakarzinoms hat. So konnten einige Studien zeigen, dass die TMPRSS2-
ERG Genfusion ein aggressives Wachstum von Prostatakarzinomen
begulnstigt[72,73], wahrend andere Studien keinen Zusammenhang zwischen
dem Vorliegen der Genfusion und der Aggressivitat des Prostatakarzinoms
feststellen konnten[74,75]. Die bislang grofdte zu dieser Fragestellung
durchgeflihrte Kohortenstudie von Pettersson et al.[76] zeigte ebenfalls keinen
Zusammenhang zwischen der Genfusion und dem tddlichen Verlauf des
Prostatakarzinoms. Allerdings war das Vorliegen der TMPRSS2-ERG
Genfusion mit einem fortgeschritteneren T-Stadium assoziiert. Die Autoren
vermuten, dass die Genfusion das lokale Tumorwachstum beeinflusst, nicht
jedoch die Metastasierung. Unsere Ergebnisse lassen sich mit dieser These

ebenfalls gut vereinbaren.

Sollte sich diese These bewahrheiten, ware eine klinische Auswirkung der
TMPRSS2-ERG Genfusion durchaus vorstellbar. Méglicherweise wirden dann
ERG positive Patienten im lokalisierten Stadium von einer radikalen
Prostatektomie mehr profitieren, als von einer Strahlentherapie. Zu dieser
Fragestellung konnte eine prospektive Kohortenstudie durchgefiihrt werden, bei
der bei Patienten mit lokalisiertem Prostatakarzinom zunachst der ERG Status
bestimmt wird. AnschlieBend werden die Patienten in die unterschiedlichen
Therapiezweige wie radikale Prostatektomie und perkutane Strahlentherapie
aufgeteilt und nachbeobachtet, wie oft in den unterschiedlichen Kohorten
Rezidive auftreten. Allerdings wuirde eine solche Studie eine hohe

Teilnehmerzahl und eine lange Studiendauer bendétigen.
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In der vorliegenden Studie wurden Lokalrezidive und Fernmetastasen von
Prostatakarzinomen im Hinblick auf ihren TMPRSS2-ERG- und auf ihren AR-
Status untersucht. Wahrend in Bezug auf den AR-Status keine signifikanten
Unterschiede zwischen beiden Subkohorten bestanden, fand sich die
TMPRSS2-ERG Genfusion signifikant haufiger in Lokalrezidiven. Dies ist die
erste Studie, die diese beiden Auspragungen des fortgeschrittenen
Prostatakarzinoms vergleicht. Unsere Uberraschenden Ergebnisse kénnten

zukinftig zur klinischen Entscheidungsfindung dienen.
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Zusammenfassung

Die Haufigkeit der TMPRSS2-ERG Genfusion bei kastrationsresistenten
Prostatakarzinomen ist bislang in nur wenigen Studien untersucht worden.
Insbesondere im Hinblick auf moégliche Unterschiede zwischen Lokalrezidiven
und Fernmetastasen von Prostatakarzinomen liegen nur wenige Daten vor. Die
bisher durchgefuhrten Studien unterscheiden nicht klar zwischen Lokalrezidiven

und Fernmetastasen.

Ziel unserer Studie war es also, die Haufigkeit der TMPRSS2-ERG Genfusion
in einer klar definierten Kohorte von kastrationsresistenten Prostatakarzinomen
zu untersuchen und zu prifen, ob Unterschiede im ERG-Status zwischen

Lokalrezidiven und Fernmetastasen vorlagen.

Dazu untersuchten wir Proben von insgesamt 134 Patienten (39 stammten vom
Universitatsklinikum Tubingen, 95 vom Universitatsspital Basel, Schweiz)
mittels  FiSH-Mikroskopie  auf ihren TMPRSS2-ERG- und ihren
Androgenrezeptor-Status. Die Proben wurden in zwei Subkohorten aufgeteilt:
Die Subkohorte der Lokalrezidive bestand aus 84 Proben, die Subkohorte der

Fernmetastasen aus 55 Proben.

Anschlieend wurde mit Hilfe des x2-Tests untersucht, ob signifikante
Unterschiede im ERG-Status zwischen beiden Subkohorten vorlagen. Durch die

Berechnung von Cramérs V bestimmten wir die Starke des Zusammenhangs.

Wir konnten zeigen, dass die Haufigkeit der TMPRSS2-ERG Genfusion in
Lokalrezidiven 45% (38/84) und in Fernmetastasen 25% (14/55) betragt. Die
Haufigkeit der AR-Amplifikation betrug 45% (38/84) beziehungsweise 35%
(19/55). Die Unterschiede im ERG-Status zwischen Lokalrezidiven und
Fernmetastasen waren signifikant (p = 0.018), wahrend beziglich des AR-
Status keine signifikanten Unterschiede bestanden (p = 0.21). Cramérs V
betrug 0.2
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Dies ist die erste Studie, die signifikante Unterschiede in den Haufigkeiten der
TMPRSS2-ERG Genfusion bei Lokalrezidiven und bei Fernmetastasen von
kastrationsresistenten Prostatakarzinomen aufzeigt. Im Gegensatz zu friher
durchgefiihrten Studien untersuchten wir eine homogene, klar definierte
Kohorte. Da die Haufigkeit der AR-Amplifikation unserer Kohorte den
berichteten Haufigkeiten friherer Studien an vergleichbaren Kohorten ahnelt,
konnten wir zeigen, dass unsere Ergebnisse insgesamt mit friheren Studien

vergleichbar sind.

Uber mdgliche Ursachen fiir die unterschiedlichen Haufigkeiten der TMPRSS2-
ERG Genfusion in Lokalrezidiven und Fernmetastasen konnen wir nur

spekulieren.

Moglicherweise ist die Androgen-Sensitivitat im Bereich der Prostata hoher als
in anderen Regionen des Korpers. Dadurch ware auch die androgenabhéngige
Protease TMPRSS2 in dieser Region aktiver, wahrend sie in Fernmetastasen
weniger aktiv.  ware. So konnte eine negative Selektion von
androgenabh&ngigen Prostatakarzinomen mit der TMPRSS2-ERG Genfusion in

Fernmetastasen auftreten.

Eine andere mdgliche Erklarung ist, dass die TMPRSS2-ERG Genfusion
lokales invasives Wachstum begunstigt, nicht jedoch die Fernmetastasierung.
Dadurch wirden TMPRSS2-ERG positive Prostatakarzinomen vor allem im
Bereich der Prostata rezidivieren und weniger in anderen Regionen des

Korpers.
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