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1 Einleitung:

1.1 Anatomie der Prostata:

Die Prostata des erwachsenen Mannes ist ca. kastaniengroR und wiegt ca. 20-30 g. Sie
umschlieBt die Urethra am Blasengrund und lagert auf dem Diaphragma urogenitale.
Dorsal grenzt sie an das Rektum. Sie wird aufgrund anatomischer, embryonaler und
funktioneller Unterschiede in Lappen und Zonen unterteilt. Anatomisch unterscheidet
man Lobus dexter und Lobus sinister (Rohen 1992). Funktionell unterscheidet man
eine zentrale Zone, welche die Urethra und die Ductus ejaculatorii umschliel8t, eine
periphere Zone, welche drei Viertel des Organs ausmacht und dorsal und lateral der
zentralen Zone liegt und eine transitionale Zone welche sich periurethral vom
Blasenhals bis zum Colliculus erstreckt (Bocker et al. 2008). Klinisch unterscheidet man
zwei Seitenlappen und einen diese verbindenden Mittellappen. Dieser Mittellappen,
welcher die zentrale Zone beinhaltet, stellt embryonal eine eigenstandige Struktur dar,
da er in der Embryonalzeit aus Drilsenkonvoluten, die aus der Hinterwand der
primdren Harnrohre aussprossen entsteht und im Gegensatz zum Ubrigen
Prostatagewebe auf weibliche Geschlechtshormone anspricht. Die beiden
Seitenlappen erreichen unter dem Einfluss der mannlichen Geschlechtshormone erst
in der Pubertat ihre endglltige GroRe. Im Greisenalter bilden sich die Seitenlappen mit
dem Absinken des Testosteronspiegels wieder zurlick und atrophieren, wahrend die
periurethralen Drisenkomplexe des Mittellappens proliferieren kdnnen (Bocker et al.
2008, Rohen 1992).

Histologisch besteht die Prostata aus 30-50 verzweigten tubuloalveoldren Drisen,
deren Ausfihrungsgange beiderseits der Pars prostatica der Urethra miinden
(Junqueirra et al. 1996). Die Prostatadrisen sind vielgestaltig: Teilweise weitlumig,
teilweise eng, haufig verzweigt. Das Drisenlumen ist durch kleine Schleimhautfalten
unterkammert. Das  Drisenepithel ist uneinheitlich, meist einschichtig
hochprismatisch, aber auch mehrschichtig oder mehrreihig sowie in weitlumigen
Arealen flach oder kubisch. Es finden sich (iberwiegend so genannte sekretorische

Hauptzellen und deren Vorlauferzellen (Basalzellen) sowie in geringer Anzahl



enterochromaffine Zellen, wobei es sich um kleine sialomuzinbildene Zellen handelt. In
den Driusenlumina finden sich haufig so genannte Prostatasteinchen (corpora
amylacea) welche Durchmesser von bis zu 1-2 mm erreichen kénnen. Die Driisen
liegen locker verteilt in einem aus dichtem Bindegewebe mit zahlreichen kollagenen
Fasern, einem Netzwerk elastischer Fasern sowie vielen glatten Muskelfasern
bestehenden Stroma. AuRerdem kommen im Stroma reichlich Gefdalle und Nerven vor

(Junqueirra et al. 1996).

1.2 Epidemiologie des Prostatakarzinoms:

Das Prostatakarzinom ist mit 25,4% aller diagnostizierten Krebserkrankungen die
hadufigste Krebserkrankung des Mannes in Deutschland (Interdisziplindre S3-Leitlinie
des Prostatakarzinoms 2011). Jahrlich erkranken etwa 58000 Méanner in Deutschland
neu an diesem Tumor. Aus internationalen Studien lassen sich fiir die Altersgruppe
zwischen 60 und 70 Jahren Pravalenzen zwischen 70/100000 (US-afroamerikanische
Manner) und 14/100000 (griechische Manner) ableiten. Die altersstandarisierte
Inzidenz ist weltweit unterschiedlich. In Europa zeigt sich ein Nord-Siid-Gefélle. Fir
Schweden liegen Inzidenzen von 90,9 Erkrankte/100000 Méanner vor, fur Spanien
werden 35,9 Erkrankte/100000 Manner angegeben. Die hochste Inzidenz findet sich in
den USA (124,8/100000), insbesondere bei afroamerikanischen Maénnern
(185/100000) (Interdisziplinare S3-Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011). Fir diese
geographischen Unterschiede sind wohl nicht nur genetische, sondern auch
unbekannte exogene Faktoren verantwortlich. So ist das Karzinomrisiko bei nach
Amerika ausgewanderten Asiaten deutlich hoher, als in ihren Heimatlandern (Bocker

et al. 2008).

Bei den Krebstodesfallen des Mannes steht das Prostatakarzinom mit 10,1% an dritter
Stelle, nach dem Bronchial- und Kolonkarzinom (Rohde et al. 2009, Interdisziplindre S3-
Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011). Von den betroffenen Mannern sind 96% alter
als 60 Jahre (Rohde et al. 2009). Bis zum Jahr 2050 wird der Anteil der Gber 60-Jahrigen
in der Bevolkerung in Deutschland auf ca. 28 Millionen Manner anwachsen und damit

doppelt so hoch sein wie heute. Im gleichen Umfang ist eine Zunahme des



Prostatakarzinoms zu erwarten, so dass dieser demographischen Entwicklung in
Diagnostik und Therapie des Prostatakarzinoms Rechnung getragen werden muss

(Interdisziplinare S3-Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011).

Die Inzidenz des Prostatakarzinoms stieg in Deutschland von 1970 bis 1990 nur
geringfligig an. Ab 1990 zeigt sich aber ein deutlicher Anstieg der
altersstandardisierten Inzidenzrate (Rohde et al. 2009). Insbesondere der Anteil friher
Stadien ist deutlich angestiegen (Interdisziplindre S3-Leitlinie des Prostatakarzinoms
2011). Die Sterberate hingegen verblieb Uber die Jahre auf relativ konstantem Niveau
(Rohde et al. 2009). Diese Veranderungen werden auf die intensivierte Diagnostik mit
Bestimmung des PSA-Wertes im Serum zurtickgefihrt (Interdisziplindre S3-Leitlinie des
Prostatakarzinoms 2011, Rohde et al. 2009). Ob mit der Bestimmung des PSA-Wertes
als einem Parameter der Krebsfriiherkennung die Mortalitdtsrate gesenkt werden
kann, oder ob nur die Nachweisquote weniger aggressiver Prostatakarzinome erhoht
wird, ist momentan Gegenstand kontroverser Diskussionen und kann erst nach
Vorliegen entsprechender Studienergebnisse abschliefend beurteilt werden (Rohde et
al. 2009). Es tragen namlich momentan ca. 40% der mannlichen Bevdlkerung in den
westlichen Industrielandern das Risiko im Laufe ihres Lebens ein Prostatakarzinom zu
entwickeln, aber nur 10% werden symptomatisch und nur 3% versterben daran

(Interdisziplinare S3-Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011).

1.3 Klinik und Pathologie des Prostatakarzinoms:

Der wichtigste Risikofaktor zur Entstehung eines Prostatakarzinoms ist das Alter, da
das Prostatakarzinom eine starke altersabhangige Inzidenz zeigt. In der Altersgruppe
der 30- bis 34-jahrigen liegt die Inzidenz in den USA bei 1/100000, wahrend sie mit
58/100000 ihren Gipfel in der Altersgruppe der 65- bis 69-jahrigen erreicht. Auch
genetische Faktoren sind als Risikofaktor anzusehen, denn Manner, deren Brider
und/oder Vater an einem Prostatakarzinom erkrankt sind, weisen ein zweifach
erhohtes Risiko auf, im Laufe ihres Lebens selbst an einem Prostatakarzinom zu
erkranken. AuRerdem erhohen ein jingeres Alter der betroffenen Familienmitglieder,

eine steigende genetische Ubereinstimmung zum betroffenen Familienmitglied sowie
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die steigende Anzahl betroffener Familienmitglieder das relative
Prostatakarzinomrisiko (Interdisziplinare S3-Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011). Wie
im Abschnitt tber die Epidemiologie bereits erldutert, ist auch die ethnische Herkunft
als Risikofaktor anzusehen, wobei das Risiko fir afroamerikanische Méanner am
hochsten ist (Bocker et al. 2008, Riibben 2009). Darliber hinaus scheint auch eine
chronische Prostatitis z. B. im Rahmen von sexuell tGbertagbaren Erkrankungen einen
Risikofaktor zur Entstehung des Prostatakarzinoms darzustellen (Interdisziplindre S3-

Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011).

Bezliglich der Moglichkeit einer Pravention wird eine gesunde Lebensweise empfohlen
mit einer ausgewogenen Erndahrung mit Schwerpunkt auf pflanzlichen Produkten sowie
mindestens 30 Minuten korperlicher Betatigung an mindestens funf Tagen in der
Woche. Durch die Einnahme von 5-alpha-Reduktase-Hemmern |asst sich die Haufigkeit
des Nachweises von Prostatakarzinomen und Praneoplasien (high-grade prostatische
intraepitheliale Neoplasie; PIN) reduzieren und die Hohe des PSA-Wertes absenken. Da
allerdings keine Hinweise zur Auswirkung auf die tumorspezifische Mortalitat oder die
Gesamtmortalitdt vorliegen, sind 5-alpha-Reduktase-Hemmer momentan in
Deutschland zur Pravention des Prostatakarzinoms nicht zugelassen (Riibben 2009,

Interdisziplindre S3-Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011).

Klinisch ist das Prostatakarzinom zumeist symptomlos und wird erst in héheren
Stadien symptomatisch. Primadr kann es sich durch eine subvesikale Obstruktion,
und/oder Schmerzen fiur den Patienten bemerkbar machen (Riibben 2009). Die
meisten klinischen Symptome werden jedoch erst durch die Metastasen ausgeldst.
Hierbei zeigen sich lymphogene Metastasen zuerst in den retroperitonealen
Lymphknoten. Hamatogene Metastasen verteilen sich berwiegend retrograd lber
den klappenlosen pravertebralen Venenplexus in Wirbelsaule, Femur und
Beckenknochen. Da die Tumorzellen in 90% der Falle den sogenannten prostatic
osteoblastic  factor  produzieren, finden sich  zumeist osteoblastische
Knochenmetastasen (Bdcker et al. 2008). Die mediane Uberlebenszeit beim Vorliegen

von Knochenmetastasen betragt ca. drei Jahre. Die Metastasen kdnnen zu Schmerzen,



Hyperkalzamie, pathologischen Frakturen und zur Kompression der Spinalnerven

flihren (Interdisziplindre S3-Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011).

Der unbehandelte Verlauf eines lokal begrenzten Prostatakarzinoms mit einem
Gleason-Score <6 (siehe 1.4) ist in vielen Fallen primar protrahiert, weniger aggressiv.
Bei im Rahmen einer transurethralen Resektion diagnostizierten sog. inzidentiellen
Karzinomen lag das prostatakarzinomspezifische Uberleben nach 15 Jahren
Nachbeobachtungszeit bei ca. 79% und nach 20 Jahren bei ca. 54%. Bei mittels PSA-
Screening diagnostizierten Prostatakarzinomen ist jedoch mit einem vorgezogenen
Diagnosezeitpunkt zu rechnen, so dass bei einer méglichen Uberdiagnose von einem
klinisch insignifikanten Tumor ausgegangen werden kann. Bei einem durch ein PSA-
Screening diagnostizierten Prostatakarzinom mit einem Gleason-Score von 6 wird das
tumorspezifische Uberleben bei konservativer Therapie auf 90% oder héher geschatzt

(Riibben 2009).

Makroskopisch zeigen sich derbe, graugelbe, relativ scharf begrenzte Herdbefunde auf
der Prostataschnittfliche. Diese entstehen ganz U(iberwiegend im Bereich der
peripheren, androgenabhdngigen Zone und breiten sich von dort aus (Bocker et al.
2008).

Histologisch handelt es sich beim Prostatakarzinom fast immer um ein Adenokarzinom.
In ca. 95 % der Falle liegt ein azindres Adenokarzinom vor. Seltener zeigen sich ein
duktales, ein muzindses oder ein siegelringzelliges Adenokarzinom, welche jeweils eine
schlechtere Prognose als das azindre Adenokarzinom aufweisen. Sehr selten finden
sich kleinzellige neuroendokrine oder sarkomatoide Prostatakarzinome, welche jeweils
mit einem medianen Uberleben von unter 3 Jahren prognostisch sehr ungiinstig sind
(Rliibben 2009, Bocker et al. 2008). Noch seltener kommen Basalzellkarzinome der
Prostata vor. Da bislang nur wenige Falle von Basalzellkarzinomen der Prostata
wissenschaftlich untersucht wurden und zudem meist nur ein sehr kurzes follow up
vorliegt, sind Aussagen zur Prognose dieser dulRerst seltenen Karzinome bislang nicht

zu machen (Eble et al. 2004).



Im Bereich der Molekularpathologie wurde in den letzten Jahren in iber 10000 Studien
eine Vielzahl von molekularpathologischen Markern fiir das Prostatakarzinom entdeckt

(Ribben 2009) (vergleiche hierzu 1.6).

1.4 Diagnostik des Prostatakarzinoms:

Je nachdem zu welchem Zeitpunkt ein Prostatakarzinom diagnostiziert wird,
unterscheidet man drei Typen: Als inzidentielles Karzinom bezeichnet man ein im
Rahmen einer transurethralen Prostataresektion bei der noduldren Hyperplasie
aufgefallenes Karzinom. Von einem okkulten Karzinom spricht man bei einem erst
aufgrund von Metastasen diagnostizierten Karzinom. Ein latentes Karzinom bezeichnet

ein erst bei einer Obduktion entdecktes Prostatakarzinom (Bdcker et al. 2008).

Die am einfachsten durchzufiihrende Untersuchung zur Diagnose eines
Prostatakarzinoms stellt die digitale rektale Untersuchung dar. Allerdings haben bei
suspektem rektalem Tastbefund schon 40% der Karzinome die Organkapsel

Uberschritten und sind somit potentiell nicht mehr kurativ therapierbar (Ribben 2009).

Die transrektale Ultraschalluntersuchung (= TRUS) ist ebenso eine Moglichkeit um
Hinweise auf ein Prostatakarzinom =zu erhalten, wobei echoarme Zonen als
malignitatsverdachtig, jedoch nicht als malignitatsbeweisend zu werten sind. Die TRUS-
Untersuchung ist trotz hochauflésender Ultraschallsonden der digitalen rektalen

Untersuchung nicht tGberlegen (Riibben 2009).

Relativ einfach zu bestimmen ist der PSA-Wert im Blutserum. Hierbei handelt es sich
um eine chymotrypsinartige Serinprotease, welche hauptsachlich von den
Epithelzellen der Azini und Ductuli der Prostata synthetisiert wird und welche, obwohl
sie in ganz geringen Mengen auch in Brustdrisen, Mammatumoren,
Nebennierentumoren, Nierenzellkarzinomen, paraurethralen sowie paraanalen Drisen
vorkommt, in praxi als organspezifischer Marker gilt. Von den meisten Autoren werden
Werte von <4 ng/ml als normwertig angesehen, wobei aber auch das Patientenalter

und die ProstatagroRe zu berlcksichtigen sind. AuRerdem sollte die PSA-



Anstiegsgeschwindigkeit  bericksichtigt werden. Hierbei sollten drei PSA-
Serumbestimmungen in zwei Jahren erfolgen, wobei ein Anstieg von 0,75 ng/ml/Jahr
als ein Hinweis auf ein mogliches Prostatakarzinom zu werten ist (Riibben 2009). Es ist
allerdings zu bericksichtigen, dass es zu falsch negativen Befunden bei sehr kleinen
Karzinomen und zu falsch positiven Befunden bei Prostatitis, Prostatahyperplasie, Z. n.
Prostatastanzbiopsien, Z. n. digital rektaler Untersuchung, Z. n. transurethraler
Katheterisierung sowie nach Einnahme von 5-alpha-Reduktase-Hemmern, LHRH-

Analoga und Antiandrogenen kommen kann (Bocker et al. 2008 und Riibben 2009).

Eine Sicherung der Karzinomdiagnose ist nur durch eine Prostatabiopsie mdglich
(Ribben 2009). Eine absolute Indikation zur Entnahmen von Stanzbiopsien stellen ein
suspekter Palpationsbefund sowie ein PSA-Wert von >4ng/ml dar. Eine relative
Biopsieindikation ist bei einem PSA-Wert von <4ng/ml mit positiver Familienanamnese
oder einem suspekten TRUS-Befund gegeben (Treiber und Zaak 2008).

Die Stanzbiopsie sollte unter transrektaler sonografischer Kontrolle durchgefihrt
werden und es sollten 10 bis 12 Gewebestanzen entnommen werden (Interdisziplinare

S3-Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011).

Fir die histopathologische Untersuchung sollten die Stanzzylinder vollstandig
eingebettet werden, in ganzer Lange angeschnitten und in mindestens fiunf
Schnittstufen aufgearbeitet werden (Interdisziplinare S3-Leitlinie des
Prostatakarzinoms 2011). Der Pathologe sollte an den Prostatastanzen ein Grading des
Prostatakarzinoms auf dem Boden des ,modifizierten Gleason-Gradings an
Stanzbiopsien” vornehmen. Hierbei wird an Stanzbiopsien ein Summenwert aus dem
hadufigsten und dem am niedrigsten differenzierten Gleason-Pattern gebildet, der sog.
Gleason-Score. Im Unterschied zum ,, modifizierten Gleason-Grading an Stanzbiopsien®
wird beim radikalen Prostatektomiepraparat, aus den beiden am haufigsten
beobachteten Gleason-Pattern ein Gleason-Score addiert (Riibben 2009).

Es werden 5 Gleason-Pattern unterschieden: Bei Pattern 1 zeigt sich ein umschriebener
Tumorherd mit dicht beieinander liegenden, gut voneinander abgrenzbaren,

gleichférmigen, runden bis ovaldaren, mittelgroRen Driisenazini. Pattern 2 ist durch ein

dhnliches histologisches Erscheinungsbild wie Patten 1 gekennzeichnet. Im



Randbereich des Tumorherdes findet sich jedoch bereits eine minimale
Infiltrationstendenz. AuBerdem sind die Drisen weniger dicht beieinander gelegen und
weniger gleichformig konfiguriert. Bei Pattern 3 findet man eine deutliche Variation
der GroRe und Form der Tumordrisen. Die Tumordrisen sind kleiner als in Pattern 1
und 2. Es zeigt sich ein infiltratives Wachstum zwischen benignen Driisen. Pattern 4 ist
durch verschmolzene, mikroazinare Driisen gekennzeichnet, welche nicht voneinander
abgrenzbar sind und schlecht entwickelte Drisenlumina zeigen. AuRerdem kdnnen
sich grolRe kribriforme Drisen zeigen mit unregelmaRiger Randkontur. Pattern 5 zeigt
keine oder nur eine minimale driisige Differenzierung mit einem soliden, in Stréangen
angeordneten oder als Einzelzellen angeordnetem Wachstumsmuster. Es kénnen sich
auch zentrale Nekrosen zeigen, welche von papillaren, kribriformen oder soliden
Tumormassen umgeben sind (Ribben 2009).

Fiir jede einzelne Gewebestanze ist ein Gleason-Score zu erstellen. Anhand des
Befallsmusters der Gewebestanzen kann der Kliniker dann ggf. eine nervenschonende
Operation planen. Der Pathologe sollte den Infiltratanteil des Tumors entweder in
Prozent oder in absoluter Lange angeben, da der Infiltratanteil mit negativen
prognostischen Faktoren sowie mit einigen direkten und indirekten Anzeichen einer
Tumorprogression korreliert. Obwohl die Datenlage bezliglich der prognostischen
Bedeutung einer Perineuralscheideninfiltration widerspriichlich ist, wird deren Angabe
im pathologischen Bericht empfohlen. Da eine Blut- und/oder LymphgefaRinfiltration
in Prostatektomieprdparaten ein unabhangiger prognostischer Faktor ist, wird dies
auch bei Stanzbiopsien angenommen. Ein Verdacht auf eine Blut- oder
LymphgefaRinfiltration muss immunhistologisch abgeklart werden, z. B. durch
Anfertigung einer immunhistologischen Untersuchung mit dem Antikorper gegen
CD34. Nachweis von tumorinfiltriertem, periprostatischem Fettgewebe oder
Samenblasengewebe in der Stanzbiopsie gilt als Zeichen eines pT3-Stadiums (Ribben
2009). Bei histomorphologisch unklaren Fallen wird zum Nachweis eines Durchbruchs
der Basalmembran eine immunhistologische Untersuchung sowohl fir p63, als auch
fir Basalkeratine (z. B. CK 903) empfohlen (Interdisziplindre S3-Leitlinie des

Prostatakarzinoms 2011).



Zum klinischen Staging sollte die aktuelle Kurzklassifikation nach der UICC benutzt
werden. Bei lokal beschranktem Tumorwachstum lassen sich bezlglich der
Entwicklung eines Tumorrezidivs drei Risikogruppen unterscheiden: Bei einem PSA-
Wert <10 ng/ml, einem Gleason-Score von <6 und einem cT-Stadium <2a liegt ein
niedriges Risiko, bei einem PSA-Wert >10 ng/ml — 20 ng/ml, oder einem Gleason-Score
von 7, oder einem cT-Stadium 2b liegt ein mittleres Risiko sowie bei einem PSA-Wert
>20 ng/ml, oder einem Gleason-Score >8 oder einem cT-Stadium 2c liegt ein hohes
Risiko vor. Bei Patienten mit einem geringen Risiko sind keine bildgebenden
Untersuchungen zum Staging erforderlich. Bei mittlerem Risiko sind wegen der
mangelhaften Datenlage keine evidenzbasierten Aussagen beziglich einer Bildgebung
im Rahmen des klinischen Stagings maoglich. Bei Patienten mit hohem Risiko werden
momentan eine MRT- oder eine CT-Untersuchung empfohlen (Interdisziplinare S3-

Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011).

Falls die Erkrankung mit einer radikalen Prostatektomie behandelt wurde, soll das
Prostatektomiepraparat vom Urologen ohne Gewebsentnahme an den Pathologen
Ubersandt werden, um Artdiagnose des Tumors, pathologisches Staging und
Beurteilung des Resektionsstatus nicht zu beintrachtigen. Es wird empfohlen, die
Praparateoberflaiche im Zuschnitt mit verschiedenfarbiger Tusche zu markieren. Die
vesikale, apikale und die beiden Samenleiterabsetzungen sollten histologisch
untersucht werden. Das Prostatektomiepraparat sollte in 3-5 mm dicke Scheiben
transversal lamelliert und vollstandig eingebettet werden. Histologisch sollten dann die
Karzinomlokalisation, das pT-Stadium, der Gleason-Score, eine Blut- und/oder
Lymphgefalinfiltration sowie eine Perineuralscheideninfiltration beurteilt werden.
Aullerdem sollte eine Aussage beziglich des R-Status getroffen werden, wobei der
minimale Sicherheitsabstand in mm angegeben werden sollte. Bei einer R1-Situation (=
mikroskopisch positiver Resektionsrand) wird empfohlen die Lokalisation der
Schnittrandinfiltration sowie die Ausdehnung dieser in mm zu bestimmen und lber das
Fehlen oder Vorhandensein der Prostatakapsel im kritischen Areal zu berichten

(Interdisziplinare S3-Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011).
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Falls eine Lymphadenektomie durchgefiihrt wurde, sollten die Lymphknoten getrennt
nach Regionen, vollstandig an den Pathologen lbersandt werden. Dieser sollte die
makroskopische Anzahl der Lymphknoten bestimmen und die Lymphknoten
vollstandig einbetten. Nach histologischer Untersuchung wird vom Pathologen das pN-
Stadium festgelegt wobei die Anzahl der tumorbefallenen Lymphknoten pro Zahl der
untersuchten Lymphknoten angegeben wird (Interdisziplindre S3-Leitlinie des

Prostatakarzinoms 2011).

Molekularpathologische Untersuchungen konnten sich bislang in der klinischen

Routine noch nicht durchsetzten (Riibben 2009) (vergleiche hierzu 1.6).

Flir die Prognose des Prostatakarzinoms sind insbesondere der Gleason-Score, die
TNM-Klassifikation nach der UICC sowie der Resektionsstatus ausschlaggebend.

(Interdisziplinare S3-Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011).

1.5 Therapie des Prostatakarzinoms:

Das Therapieverfahren der ersten Wahl flir Patienten mit einem lokal begrenzten
Prostatakarzinom aller Risikogruppen ist die radikale Prostatektomie (Interdisziplinare
S3-Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011). Die radikale Prostatektomie erlaubt die
hochste lokale Tumorkontrolle, ermoglicht ein exaktes Staging durch den Pathologen
und bietet dem Patienten den psychologischen Vorteil zu wissen, dass der Tumor
entfernt wurde. Ein weiterer Vorteil gegenliber der Radiotherapie ist, dass weitere
Therapien im Falle eines Tumorrezidivs besser ansprechen (Treiber und Zaak 2008). Als
Nachteil der radikalen Prostatektomie sind jedoch perioperative Komplikationen, wie
groRere  Blutungen, Rektumverletzungen, tiefe = Venenthrombosen und
Lungenarterienembolien zu nennen. Als mogliche spate Komplikationen sind
Lymphozelenbildung, = Anastomosenstenose, Urinleckage und/oder  -fistel,
Harnleiterobstruktion, Harnréhrenstriktur, Harninkontinenz und erektile Dysfunktion
zu berlicksichtigen. Je nach Autor und Operationsverfahren wird die Rate fiir eine
Harninkontinenz bei 5-22% und fiir eine erektile Dysfunktion bei 7-66% angegeben

(Ribben 2009).
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Um eine chirurgische Ubertherapie mit dem Risiko der oben genannten
Komplikationen eines klinisch insignifikanten Tumors zu verhindern, besteht die
Moglichkeit eines abwartenden Procedere, wobei zwei unterschiedliche
Vorgehensweisen zu differenzieren sind:

Bei der sog. Active Surveillance Strategie wird die rechtzeitige kurative Behandlung des
Karzinoms bis zu einem spateren Zeitpunkt aufgeschoben, an dem sich entweder die
Tumorbiologie oder der Patientenwillen andert. Flr Active Surveillance sind Patienten
mit einem PSA-Wert <10 ng/ml, einem Gleason-Score <6, einem cTlc- oder cT2a-
Stadium, Tumornachweis in <2 Stanzen und einem Tumoranteil von <50% pro Stanze
geeignet. Zur Kontrolle werden in den ersten drei Jahren alle drei Monate PSA-Wert-
Bestimmungen und digitale rektale Untersuchungen durchgefiihrt. Bei
gleichbleibendem PSA-Wert kann anschlieRend auf sechsmonatige PSA-Wert-
Kontrollen umgestellt werden. Biopsien sollten in den ersten drei Jahren alle 12-18
Monate entnommen werden. Bei unverdandertem bioptischem Befund sollten
anschlieRend in dreijahrigen Intervallen Stanzbiopsien entnommen werden. Es wird
empfohlen, die Strategie der Active Surveillance aufzugeben, wenn sich die PSA-
Verdoppelungszeit auf weniger als drei Jahre verkiirzt, der Gleason-Score hoher als
sechs wird, der Tumor in mehr als zwei Biopsiestanzen nachweisbar ist oder ein
Tumoranteil von >50% in einer Stanze nachgewiesen ist.

Bei der sog. Watchful Waiting Strategie wird der Patient erst bei einer
symptomatischen Progression palliativ behandelt. Watchful Waiting kann bei einem
Patienten mit einer wahrscheinlichen Lebenserwartung von <10 Jahren, einem cT1-4
Karzinom, einem Gleason-Score <7 und einem beliebigen PSA-Wert in Betracht
gezogen werden, da hier die Chance sehr hoch ist, dass der Patient an einer anderen
Erkrankung verstirbt, bevor das Prostatakarzinom zum Tode des Patienten fiihren

wirde (Interdisziplindre S3-Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011).

Als weitere primare Therapieoption besteht beim lokal begrenzten Prostatakarzinom
mit mittlerem bis hohem Risikoprofil sowie auch beim lokal fortgeschrittenen
Karzinom die Moglichkeit einer perkutanen Strahlentherapie auf Grundlage eines

dreidimensionalen Bestrahlungsplans. Durch die dreidimensionale Planung der
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Radiatio ist es moglich hohere Bestrahlungsdosen zur besseren Tumorkontrolle zu
applizieren. Je hoher allerdings die Strahlendosis gewahlt wird, desto hoéher ist auch
das Risiko einer strahlenbedingten Toxizitdt. Ob zusatzlich zur Bestrahlung der Prostata
auch eine Bestrahlung der pelvinen Lymphabflusswege sinnvoll sein kann ist
momentan nicht abschlieBend geklart. Bei einem primadr mit Radiatio behandelten,
lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinom wird momentan zusatzlich eine
antihormonelle Therapie empfohlen. Diese antihormonelle Therapie sollte Gber einen
Zeitraum von zwei, besser drei Jahren erfolgen, wovon bis zu sechs Monate
neoadjuvant durchgefiihrt werden konnen (Interdisziplindre S3-Leitlinie des
Prostatakarzinoms 2011).

Bei einem Patienten mit einem R1 resezierten pT2 oder pT3a Prostatakarzinom oder
einem RO resezierten pT3b Prostatakarzinom kann eine adjuvante Radiotherapie
durchgefihrt werden. Alternativ kann diese Strahlentherapie aber auch erst bei einem
postoperativen PSA-Anstieg eingeleitet werden (Interdisziplindre S3-Leitlinie des

Prostatakarzinoms 2011).

Eine HDR-Brachytherapie kann bei Patienten mit einem lokal begrenzten
Prostatakarzinom mit mittlerem bis hohem Risiko in Kombination mit einer perkutanen
Strahlentherapie als primare Therapie durchgefiihrt werden. Eine LDR-Brachytherapie
sollte nur bei Prostatakarzinompatienten mit einem lokal begrenzten Karzinom mit
niedrigem Risikoprofil als Primartherapie in Betracht gezogen werden. Bei lokal
fortgeschrittenem cT3-Karzinom besteht mit der HDR-Brachytherapie eine weitere
Therapieoption. Bei einem cT4-Stadium ist eine HDR-Brachytherapie jedoch nicht
indiziert. Ob zu einer Brachytherapie zusatzlich eine hormonablative Therapie sinnvoll

ist, ist derzeit noch unklar (Interdisziplindre S3-Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011).

Eine Lymphadenektomie der pelvinen Lymphknoten scheint sich positiv auf das
progressionsfreie  Uberleben  auszuwirken, wobei die  Ausdehnung des
Lymphknotendissektionsgebietes sowie eine kategorische Empfehlung zur Indikation
einer Lymphadenektomie momentan noch nicht abschlieBend geklart sind. Als
mogliche Komplikationen kdnnen sich namlich Lymphozelen, Thrombosen und

Lymphodeme ergeben, so dass es momentan die Empfehlung gibt, bei einem
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Prostatakarzinom mit niedrigem Risiko (cT1c und PSA <10 und Gleason-Score <6) auf
eine Lymphadenektomie zu verzichten. Allerdings ist die pelvine Lymphadenektomie
die Grundlage fur die Entscheidung Uber eine adjuvante Therapie. Bei histologischem
Nachweis von Lymphknotenmetastasen sollten diese chirurgisch entfernt werden,
bestrahlt werden oder mit einer hormonablativen Therapie behandelt werden. Falls
sich der Patient fiir eine Strahlentherapie der Lymphknotenmetastasen entscheidet,
wird empfohlen, zusatzlich eine hormonablative Therapie fir zwei bis drei Jahre
durchzufiihren. Falls eine Lymphadenektomie durchgefiihrt wird, sollten mindestens
10 Lymphknoten chirurgisch entfernt werden (Ribben 2009, Interdisziplindre S3-

Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011).

Eine antihormonelle Therapie wird weder als Primartherapie noch als adjuvante
Therapie des lokal begrenzten Prostatakarzinoms von geringem oder mittlerem
Risikoprofil empfohlen. Bei einem hohen Risikoprofil zeigte sich jedoch ein hdheres
Uberleben sowohl bei einer sechsmonatigen neoadjuvanten und/oder adjuvanten
antihormonellen Therapie, als auch bei einer zwei bis drei Jahre durchgefiihrten
antihormonellen Therapie jeweils in Kombination mit einer perkutanen
Strahlentherapie. Bei einem metastasierten Prostatakarzinom ist die antihormonelle
Therapie als sinnvolle, palliative Therapieoption anzusehen, da sie zu einer
Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens und einer Verbesserung der
Lebensqualitat fliihrt. Die Verlangerung des Gesamtiberlebens ist in dieser Situation
jedoch nicht bewiesen (Interdisziplindre S3-Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011). Eine
hormonablative Therapie wird zumeist in Form einer kombinierten Androgenblockade

durchgefihrt (Ribben 2009).

Alternative Behandlungsansiatze wie z. B. die Hyperthermietherapie oder die
Kryotherapie werden weder zur Primartherapie des lokal begrenzten
Prostatakarzinoms, noch zur Primartherapie des lokal fortgeschrittenen Karzinoms
empfohlen. Eine HIFU-Therapie (Hochintensiver Fokussierter Ultraschall) zur
Primartherapie des lokal begrenzten Prostatakarzinoms sollte nur im Rahmen von
prospektiven Studien erfolgen. Sie ist beim lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinom

nicht empfohlen (Interdisziplindre S3-Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011).
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Beim metastasierten Prostatakarzinom ist nur noch eine palliative Therapie moglich.
Hierbei kann eine antihormonelle Therapie, eine Chemotherapie, eine lokale Radiatio,
gef. mit zusatzlicher chirurgischer Intervention bei spinaler Kompression angewendet
werden. AuBerdem kann die Gabe von Bisphosphonat und von Denosunab sowie die
Applikation von Radionukleotiden erwogen werden. Darliberhinaus sollte eine
Schmerztherapie nach dem ,WHO-Schema zur Schmerztherapie” erfolgen, eine
angemessene physikalische Therapie (z. B. Lagerung, Lymphdrainage oder aktivierende
Pflege) durchgefiihrt werden und dem Patienten eine psychoonkologische Begleitung

angeboten werden (Interdisziplinare S3-Leitlinie des Prostatakarzinoms 2011).

1.6 Molekularpathologische Verinderungen des Prostatakarzinoms:

1.6.1 Einleitung Molekularpathologie:

Aufgrund der Gefahr der Ubertherapie des Prostatakarzinoms gibt es vielfiltige
Bestrebungen einen Biomarker zu identifizieren. Als Ubertherapie ist die Behandlung
eines Patienten, der wahrend seines Lebens keine Symptome entwickelt hatte,
anzusehen. Durch einen Biomarker sollte entweder die Diagnosestellung eines
Prostatakarzinoms und/oder eine Prognoseaussage moglich sein. Hier sind in den
letzten Jahren zunehmend molekularpathologische Marker in das Zentrum der
Aufmerksamkeit gertickt (Killick et al. 2012). So wurden im Bereich der
Molekularpathologie in den letzten Jahren in lGber 10000 Studien eine Vielzahl von

molekularpathologischen Markern fiir das Prostatakarzinom entdeckt (Rilbben 2009).

1.6.2 Androgenrezeptor:

Insbesondere der Androgenrezeptor nimmt in der Biologie des Prostatakarzinoms eine
zentrale Rolle ein, obwohl nicht in allen Prostatakarzinomen Mutationen beobachtet
werden konnen (Bocker et al. 2008). Der Androgenrezeptor ist ein Androgen-
regulierter Transkriptionsfaktor, welcher andere Gene je nach Androgenbindung

aktivieren oder deaktivieren kann. Er gehort zur Unterfamilie 3C der nukledren
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Rezeptor-Superfamilie und besteht aus einer N-terminalen Domédne, einer DNA-
bindenden Domane, einer Gelenkregion sowie einer ligandbindenden Doméane (Gong
et al. 2012, Lu et al. 2006). In Abwesenheit von Androgenen ist der Rezeptor im
Zytoplasma lokalisiert. Sobald Androgene an den Rezeptor gebunden sind transloziert
sich der Rezeptor in den Zellkern und aktiviert dort weitere Gene. Er reguliert ebenso
Genexpressionsmuster durch direkte Protein-Protein-Interaktionen, hauptsachlich mit
anderen Transkriptionsfaktoren (Gong et al. 2012, Lu et al. 2006). Der
Androgensignalweg ist in allen Stadien der Prostatakarzinomentstehung, des
Fortschreitens des Prostatakarzinoms sowie auch an der Entwicklung einer Resistenz
gegenlber einer antihormonellen Therapie beteiligt. Initial ist das Prostatakarzinom
ein androgenabhangiger Tumor. Diese Androgenabhangigkeit kann jedoch im Laufe
einer antihormonellen Therapie verloren gehen, so dass diese Therapie ihre
Wirksamkeit verliert (Gong et al. 2012). Dieser Verlust der Androgenabhéangigkeit ist
durch eine gesteigerte Expression des Androgenrezeptors zu erklaren, welche durch
eine Amplifikation des Androgenrezeptorgens entsteht (Urbanucci et al. 2012).
AuBerdem spielen, wie oben bereits erwahnt, Mutationen des Androgenrezeptors eine

Rolle (Lu et al. 2006).

1.6.3 TMPRSS2-ERG-Gen:

Bei TMPRSS2-ERG handelt es sich um eine Abklirzung, die flir Transmembrane
Protease Serin 2 und ETS-Related-Gene steht. Das androgenregulierte TMPRSS2-ERG-
Gen wurde erstmals 2005 von Tomlins als eine fiir das Prostatakarzinom spezifische
Mutation beschrieben (Tomlins et al. 2005). Es handelt sich hierbei um ein
androgenabhangiges Fusionsonkogen, welches durch eine genetische Reorganisation,
die das 3’ Ende des ERG-Gens (21g22.3) mit dem 5’ Ende des TMPRSS2-Gens (21q22.2)
verbindet, entsteht. Sowohl das TMPRSS2-, als auch das ERG-Gen sind beide auf
Chromosom 21 lokalisiert. Die genetische Reorganisation, die zur Entstehung des
TMPRSS2-ERG-Fusionsonkogens flihrt, kann entweder durch eine Translokation oder
durch eine Deletion auf Chromosom 21 entstehen (Mertz et al. 2007, Perner et al.
2006, Perner et al. 2007 a, Tomlins et al. 2005). Das TMPRSS2-Gen codiert fiir eine

Serinprotease und wird sowohl in normalem Prostataparenchym, als auch in
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Prostatakarzinomen unter Androgenkontrolle von epithelialen Zellen exprimiert. Das
ERG-Gen gehort zur ETS-Onkogenfamilie und wirkt als ein Transkriptionsfaktor, der je
nach Phosphorilierungsstatus die Transkription inhibieren oder aktivieren kann (Killick
et al. 2012). Durch die Fusion des TMPRSS2-Gens mit dem ERG-Gen zu einem sog.
Fusionsonkogen gelangt dieses TMPRSS2-ERG-Fusionsonkogen unter die Kontrolle des
Androgenrezeptors und fiihrt auf Proteinebene zu einer Uberexpression der ETS-
Transkriptionsfaktoren (Gopalan et al. 2009, Mertz et al. 2007, Perner et al. 2006,
Perner et al. 2007 a, Tomlins et al. 2005). In der Literatur sind Haufigkeiten der
TMPRSS2-ERG-Genfusion in Europa und Nord-Amerika zwischen ca. 50% (Killick et al.
2012) bis 79% (Tomlins et al. 2005) beschrieben. Mitunter haben sich aber auch
niedrigere Mutationswerte nachweisen lassen, z. B. 42 % bei Gopalan et al. 2009,
35,5% bei FitzGerald et al. 2008 oder 20,9% bei Lee et al. 2010. Die Mutation weist
eine relativ hohe Spezifitat fir das Prostatakarzinom auf, ihre Einsatzmoglichkeit als
ein Biomarker flr das Prostatakarzinom wird jedoch durch ihre relativ niedrige
Sensitivitdt begrenzt (Ribben 2009). Die Mutation lasst sich namlich aufler im
Prostatakarzinom auch in der high-grade intraprostatischen Neoplasie nachweisen
(Sreenath et al. 2011). Sie ist aber im Prostatakarzinom deutlich haufiger zu finden, als
in der high-grade intraprostatischen Neoplasie (Darnel et al. 2009). Dariber hinaus
wurde die Genmutation auch in Prostatahyperplasie- und vereinzelt sogar in an
Prostatakarzinomen angrenzendem normalem Prostatagewebe nachgewiesen
(FitzGerald et al. 2008). Weiterhin wird die Einsatzmoglichkeit dieser Mutation als
molekularpathologischer Marker dadurch eingeschrankt, dass der TMPRSS2-ERG-
Mutationsstatus in verschiedenen Karzinomherden in ein und derselben Prostata
unterschiedlich ausfallen kann (Barry et al. 2007, Clark et al. 2007, Mehra et al. 2007).
Als positiver Aspekt ist zu berlicksichtigen, dass die Mutation auch in Urinproben nach
digital rektaler Untersuchung bestimmt werden kann und somit potentiell als ein nicht
invasiver Biomarker genutzt werden kdnnte (Demichelis und Rubin 2008, Sreenath et
al. 2011). AuRerdem gibt es auch Uberlegungen, dass es zukiinftig méglich sein kénnte,
dass Prostatakarzinome, die eine TMPRSS2-ERG-Genfusion aufweisen, mit ERG-
Inhibitoren behandelt werden kénnten. Hierzu wurden bereits Studien durchgefiihrt,
die in vitro eine Wachstumshemmung von Prostatakarzinomzellen durch ERG-

Inhibitoren gezeigt haben (Sreenath et al. 2011).
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1.6.4 Rac:

Bei Rac handelt es sich um eine GTPase aus der Familie der Rho-GTPasen (Ridley et al.
2006). Dieses sind kleine GTP-bindende Proteine (Lian et al. 2000). Rho-GTPasen
finden sich in allen eukaryoten Zellen und regulieren die Zellpolaritat und Zellmotilitat
Uber die Beeinflussung des Zytoskeletts, des Membrantransports sowie der
Zelladhasion. Beim Menschen sind 22 verschiedene Rho-GTPasen bekannt (Ridley
2006). Die Isoform Rac spielt eine spezifische Rolle bei der Aktivierung der
phagozytischen NADPH-Oxidase (Lian et al. 2000). Rho-GTPasen werden durch
sogenannte guanine nucleotide dissociation stimulators, welche auch als guanine
nucleotide exchange factors bezeichnet werden, aktiviert (z. B. Tiam1, siehe 1.6.5).
Eine Inaktivierung der Rho-GTPasen erfolgt durch die Hydrolyse von gebundenem GTP
(Michiels et al. 1997).

Bislang sind drei verschiedene Rac-Proteine bekannt (Engers et al. 2007):

Rac 1 kommt ubiquitdr vor und stellt einen wichtigen Regulator des Zytoskeletts dar,
wodurch der Zellzyklus (Olson et al. 1995), die Zelladhasion (Hordijk et al 1997), die
Zellmigration (Keely et al. 1997), die Zellinvasion (Hordijk et al. 1997) und das
Metastasierungsverhalten (Shan et al 2005) beeinflusst werden. AuRerdem spielt Racl
eine wichtige Rolle bei der onkogenen Transformation von Zellen (Qiu et al. 1995). Es
konnte gezeigt werden, dass Mause, die einen Mangel des Rac-spezifischen Aktivators
Tiam1 aufweisen, resistent gegen die Entwicklung von Ras-induzierten Hauttumoren
sind (Malliri et al. 2002). Rac 1 Knockouttiere dagegen Uiberleben nicht die
Embryogenese (Sugihara et al. 1998). Beim Ganglioblastom und beim
Mammakarzinom spielt Rac 1 eine Rolle bei der Zellwanderung und der Zellinvasion
(Chan et al. 2005).

Rac 2 wird spezifisch in Zellen der Hamatopoese exprimiert (Didsburg et al. 1989).
Mause, die einen genetisch bedingten Mangel von Rac 2 aufweisen, leiden unter
Defekten der zelluldren Funktionen verschiedener hamatopoetischer Zellen (Croker et
al. 2002).

Rac 3 wird am starksten im Gehirn exprimiert, es kommt aber auch in anderen

Organen, wie z. B. der Prostata, der Plazenta, der Niere, dem Pankreas und dem Herz
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vor (Haataja et al. 1997). Rac 3 Knockouttiere zeigen keine offensichtlichen
Entwicklungsstérungen (Corbetta et al. 2005). Im Mammakarzinom ist Rac 3 hyperaktiv
(Mira et al. 2000).

Im Bezug auf die Prostata konnte gezeigt werden, dass die Rac-Expression in high-
grade prostatischen intraepithelialen Neoplasie-Lasionen sowie in Prostatakarzinomen
deutlich gesteigert ist, wobei diese Steigerung insbesondere durch die Isoform Rac 3 zu
erklaren ist. Die Hohe der Rac-Uberexpression in Bezug zum gutartigen Epithel hat sich
als ein unabhingiger Prognosefaktor fiir das krankheitsfreie Uberleben von

Prostatakarzinompatienten erwiesen (Engers et al. 2007).

1.6.5 Tiam1:

Tiam1 steht fir T-cell lymphoma invasion and metastasis-inducing protein 1 und wurde
erstmals in Zellen eines T-Zell-Lymphoms beschrieben. Es handelt sich hierbei um
einen Rac-spezifischen Aktivator, einen sog. guanine nucleotide dissociation stimulator
oder auch guanine nucleotide exchange factor (siehe 1.6.4) (Michiels et al. 1997).
Tiaml wurde bislang in menschlichen Kolon- sowie Nierenzellkarzinomzellen
beschrieben, bei denen es die transkriptionelle Hochregulation des sogenannten tissue
inhibitor of metalloproteinase (TIMP)-1 induziert, sowie die post-transkriptionelle
Hochregulierung von TIMP-2 bewirkt (Engers et al. 2006 a). Tiam1 wird in nahezu allen
Prostatakarzinomen und high-grade prostatischen intraepithelialen Neoplasien im
Vergleich zum Normalgewebe signifikant Uberexprimiert und stellt einen
unabhingigen Prognosefaktor fiir das krankheitsfreie Uberleben fiir Patienten mit

einem Prostatakarzinom dar (Engers et al. 2006 b).

1.6.6 AXL und Gasé6:

AXL ist ein Tyrosin-Kinase-Rezeptor, der nach dem griechischen Wort anexelekto,
benannt ist, was soviel wie ,,unkontrolliert” bedeutet (Shiozawa et al. 2010).

Gasb ist der Ligand des Rezeptors AXL (Shiozawa et al. 2010).

Gas6 (Growth arrest-specific 6) wurde urspriinglich als ein wachstumsstop-spezifisches
Gen isoliert, dessen Expression in der GO-G1-Phase des Zellzyklus hochreguliert ist

(Sainaghi et al. 2005).
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Flir die Aktivierung und die Fahigkeit von Gas6 an AXL zu binden wird Vitamin K
benotigt (Sainaghi et al. 2005). Die Bindung des Liganden Gas6 an den Rezeptor AXL
flhrt zur Rezeptordimerisation, einer Autophosphorilierung und somit zur Aktivierung
von AXL. Die Aktivierung von AXL hat in vitro einen anti-apoptotischen Effekt und spielt
sowohl bei der Zelladhasion, als auch bei der interzellularen Signallibertragung eine
wichtige Rolle (Sainaghi et al. 2005).

Das Expressionslevel von AXL wird Uber seinen Liganden Gas6 negativ reguliert. Diese
Herunterregulation von AXL durch Gas 6 wird jedoch in einer hypoxischen Umgebung,
wie z. B. bei Knochenmetastasen unterdriickt (Mishra et al. 2012).

AXL wird in vielen verschiedenen normalen Zellen ubiquitar exprimiert, wie z. B. in
hamatopoetischen Zellen, in Endothelzellen und in mesenchymalen Zellen. Eine
Uberexpression findet sich in vielen malignen Zellen, wie z. B. in myeloischen
Leukamiezellen, in Kolonkarzinomzellen, in Melanomzellen, in Mammakarzinomzellen
und in Schilddriisenkarzinomzellen (Sainaghi et al. 2005). Das Expressionsniveau des
AXL-Rezeptors ist beim Mammakarzinom, dem Pankreaskarzinom, dem Glioblastom,
dem hepatozellularen Karzinom sowie dem Nierenzellkarzinom direkt proportional
zum Tumorgrading und ein schlechter Pradiktor fir das Gesamtiiberleben der
Patienten (Mishra et al. 2012).

AXL mRNA wurde sowohl in normalem Prostatazellen, als auch in neoplastischem
Prostatagewebe nachgewiesen, wobei sich bei Prostatakarzinomzellen eine deutliche
Uberexpression nachweisen lieR (Sainaghi et al. 2005).

Es finden sich sowohl Studien die eine Hemmung der Zellproliferation (Shiozawa 2010),
als auch Studien, die eine Stimulation der Zellproliferation von Prostatakarzinomzellen
beschreiben (Sainaghi et al. 2005):

Shiozawa beschreibt bei Prostatakarzinomzellen in vitro eine Hemmung der
Zellproliferation und eine Induktion der Zellruhe. Diese Induktion der Zellruhe
ermoglicht es vereinzelten Tumorzellen, die sich vom Haupttumor abgetrennt haben,
Uber eine langere Zeit im Knochenmark zu Uberleben und dort zu einem spateren
Zeitpunkt Knochenmetastasen zu bilden (Shiozawa et al. 2010).

Sainaghi dagegen berichtet Gber eine in vitro beobachtete Stimulation der Proliferation
von Prostatakarzinomzellen durch Gas6, wobei das Ausmal der Proliferation streng

mit der Expression des AXL-Rezeptors korrelierte (Sainaghi et al. 2005).
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1.6.7 Her2-neu:

Das Her2-neu-Onkogen kodiert fiir einen transmembranadren Tyrosinkinaserezeptor,
welcher eine starke Homologie mit dem epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptor
(EGFR) aufweist. Beim Mammakarzinom wird der Her2-Rezeptor bereits routinemalig
als ein molekularpathologischer Prognosefaktor sowie als ein pradiktiver Faktor fir das
Ansprechen auf eine Trastuzumab-Therapie (= Herceptin) angewendet (Ross et al.
2003). Ein Teil der Prostatakarzinome exprimiert Her2-neu. Am haufigsten zeigt sich
ein Allelverlust am Chromosom 8p, wo scheinbar ein Tumorsupressorgen lokalisiert ist
(Bocker et al. 2008). Neuere Studien haben jedoch nur sehr geringe Werte einer Her2-
Expression bzw. einer Her2-Amplifikation beim Prostatakarzinom ergeben. Es fanden
sich Expressionswerte zwischen 1,5-8 % und Amplifikationswerte von 0-2 % (Baek et al.

2012, Ramieri et al. 2010).

1.6.8 Andere Tumorsupressorgene:
Andere Tumorsupressorgene wie TP53 und Rb1l werden nur in hdheren Stadien und

auch dann nur bei ca. 25% der Falle beobachtet (Bocker et al. 2008).

1.6.9 Resiimee Molekularpathologie:

Bislang konnten sich molekularpathologische Marker wegen zu geringen
StichprobengroéRen, fehlendem Follow-up, nicht standarisierten Versuchsprotokollen,
subjektiven Auswahlkriterien sowie der hohen Wahrscheinlichkeit, dass viele wichtige
Prozesse in der Tumorbiologie des Prostatakarzinoms noch nicht vollstandig
entschlisselt sind, in der klinischen Routine fiir die Prognosebeurteilung des

Prostatakarzinoms noch nicht durchsetzten (Ribben 2009).
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1.7 Zielsetzung der Arbeit:

Bei der nun vorliegenden Arbeit soll das von Herrn Professor Engers bereits etablierte,
gut charakterisierte, reprasentative Kollektiv von Prostatektomieprdparaten aus dem
Routineeingang des Instituts flir Pathologie am Universitatsklinikum Dusseldorf mittels
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) auf das Vorliegen einer TMPRSS2-ERG
Genfusion und deren prognostische Relevanz untersucht werden.

Im Rahmen dieser Untersuchung soll auch geklart werden, ob es sich dabei um eine
Genfusion auf dem Boden einer Deletion oder einer Translokation handelt.
Insbesondere soll geklart werden, ob das Vorliegen oder Fehlen einer TMPRSS2-ERG
Genfusion eine prognostische Aussage fiir das Prostatakarzinom erlaubt und ob der
Fusionsstatus mit verschiedenen klinischen, histopathologischen und
molekularpathologischen Charakteristika korreliert.

Das bislang vorliegende Kollektiv soll aulerdem um weitere Prostatektomiefalle aus
dem Routineeingang des Instituts flr Pathologie am Universitatsklinikum Dusseldorf

erweitert werden, um die Aussagekraft der Untersuchung zu erhdhen.
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2 Material und Methoden:

2.1 Patientenkollektiv und Patientencharakteristika:

Insgesamt  wurden in der hier vorliegenden Arbeit 142 radikale
Prostatektomiepraparate von Prostatakarzinompatienten im Zeitraum von 2007 bis

2010 untersucht.

Es wurden 142 Prostatakarzinomproben mittels der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
analysiert. Bei allen untersuchten Prdparaten handelt es sich um radikale
Prostatektomieprdparate aus dem Routineeingang des Instituts fir Pathologie am
Universitatsklinikum Disseldorf aus den Jahren 1995 bis 2007 welche in der Klinik flr
Urologie am Universitatsklinikum Dusseldorf operiert wurden. Klinische Daten standen

fir alle 142 Patienten zur Verfliigung.

Bei allen Praparaten ist im Rahmen der im Institut flr Pathologie am
Universitatsklinikum Dusseldorf durchgefiihrten histopathologischen Untersuchung ein
azindares Adenokarzinom der Prostata diagnostiziert worden, bei dem jeweils der
Gleason-Score bestimmt wurde. AuBerdem wurde jeweils eine Kurzklassifikation nach
der UICC angefertigt mit Bestimmung des pT-Stadiums, des pN-Stadiums sowie des R-
Status (vergl. Wittekind und Meyer 2010). Dartber hinaus wurden die Prdparate
jeweils auf das Vorliegen einer Blut- und/oder LymphgefaRinfiltration sowie einer

Perineuralscheideninfiltration untersucht.

Durch Konsultation der elektronischen Krankenakte (sog. ,Medico-System”) des
Universitatsklinikums Disseldorf wurde -soweit verfligbar- auBerdem bestimmt, ob
hamatogene Fernmetastasen vorlagen, ob es zu einem Tumorrezidiv gekommen war
(unter Bericksichtigung des Rezidivzeitpunkts) und wie hoch der pratherapeutische

PSA-Wert war (in ng/ml).

Das Alter der Prostatakarzinompatienten zum Zeitpunkt der Operation betrug im

Median 65 Jahre.



23

2.2 Ethikvotum:
Ein positives Ethikvotum der Ethikkomission der Medizinischen Fakultdt der Heinrich-
Heine-Universitat Duisseldorf liegt unter der Studiennummer 4130 vom 25.01.2013

vor.

2.3 Mikroskopieren der Prostatakarzinomfille:

Zuerst wurden alle 142 zu untersuchenden Prostatakarzinomfadlle vollstandig
mikroskopiert und fir die FISH-Untersuchung geeignete Schnittpraparate identifiziert.
Auf diesen geeigneten Schnittprdaparaten wurden jeweils zwei Karzinomareale, sowie
zwei Areale normalen Prostatakarzinomgewebes mit zwei verschiedenfarbigen
Filzstiften zirkular markiert (blau = Tumor und grin = Normalgewebe). Das
Normalgewebe diente spater bei der FISH-Untersuchung jeweils als Negativkontrolle,
um die Eignung des jeweiligen Gewebeblocks fiir die Untersuchung zu bestatigen. Die
histopathologische Eignung der Areale wurde jeweils von Herrn Professor Dr. Engers

validiert.

2.4 Anfertigung der Tissue Micro Array Schnittpraparate:

Herstellung der Tissue Micro Array Blocke:

Aus den Paraffinblocken dieser Prostatakarzinomfdlle wurden jeweils die auf den
histologischen Schnittpraparaten markierten Areale mittels 0,2 cm breiter
Gewebestanzen herausgestanzt und in einen leeren Paraffinblock eingebracht. Die so
entstandenen Paraffinblocke werden als Tissue Micro Array Blécke (sog. TMA-Blocke)
bezeichnet. Diese TMA-Blocke bieten den Vorteil gegentiber den aus der Routine des
Instituts stammenden Paraffinblocken, dass die einzelnen Gewebeproben Uber ihre
Position im TMA-Block eindeutig als Tumorgewebe bzw. Normalgewebe zu
identifizieren sind und dass mehrere Patientenproben pro TMA-Block untersucht
werden kénnen. Bei den fiir die hier vorliegende Promotionsarbeit angefertigten TMA-
Blécken wurden jeweils zwei Tumorproben und zwei Proben normalen
Prostataparenchyms pro Patient eingebracht. So wurden pro TMA-Block sieben

Patienten untersucht.
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Anfertigung von Paraffinschnitten der TMA-Blocke:
Mittels eines Mikrotoms wurden von den TMA-Bl6cken histologische Schnittpraparate

angefertigt, welche auf Objekttrdager aufgezogen wurden.

Trocknen und Backen der Tissue Micro Array Schnitte:
Die TMA-Schnitte wurden bei 37°C fiir 1-2 h getrocknet und danach bei 55°C (iber

Nacht gebacken.

2.5 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung:

2.5.1 Prinzip der Untersuchung:

Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (= FISH) handelt es sich um eine schon seit
ca. 20 Jahren bekannte, jedoch stetig weiterentwickelte molekularbiologische
Methode zur Untersuchung der Genexpression und -aberration auf DNA- oder RNA-
Ebene. Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung auf DNA-Ebene wird mit sog. DNA-
Sonden gearbeitet. Hierbei handelt es sich um kurze, mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markierte, komplementdare DNA-Abschnitte, welche sich an der zu untersuchenden
DNA nach Denaturierung des DNA-Doppelstrangs anlagern (=Hybridisierung). Nach
weiteren Waschschritten koénnen die Fluoreszenzsignale, der an der zu
untersuchenden DNA gebundenen DNA-Sonden mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops

betrachtet werden (Levsky und Singer 2003).

Bei der fir die Untersuchung der TMPRSS2-ERG-Genfusion eingesetzten FISH-
Untersuchung handelt es sich um ein sog. Dual-color-FISH-break-apart-assay. Das
bedeutet, dass insgesamt zwei DNA-Sonden zum Einsatz kommen, welche jeweils mit
einem unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoff markiert sind, so dass die zu
untersuchende Probe je nach Mutationsstatus Fluoreszenzsignale in unterschiedlicher
Lage aufweist (Perner et al. 2007 a, Mertz et al. 2007).

Das androgenregulierte TMPRSS2-Gen, sowie das ERG-Gen aus der Gruppe der ETS-
Transkriptionsfaktoren sind beide auf Chromosom 21 lokalisiert. Durch eine genetische

Reorganisation, die das 3’ Ende des ERG-Gens (21g22.3) mit dem 5’ Ende des
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TMPRSS2-Gens  (21g22.2) verbindet, entsteht ein  androgenabhédngiges
Fusionsoncogen, welches auf Proteinebene zu einer Uberexpression der ETS-
Transkriptionsfaktoren flihrt. Dieses Fusionsoncogen kann auf zwei Wegen entstehen
und zwar einmal durch eine Translokation oder alternativ durch eine Deletion. Das
Dual-color-FISH-break-apart-assay besitzt den Vorteil, dass es nicht nur das Vorliegen
einer Genfusion diagnostizieren kann, sondern auch noch bestimmen kann, ob diese
Genfusion durch eine Translokation oder eine Deletion entstanden ist (Mertz et al.
2007, Mosquera et al. 2007, Perner et al. 2006, Perner et al. 2007 a, Tomlins et al.
2005).

Indem nun die beiden verwendeten DNA-Sonden vor bzw. hinter dem ERG-Gen (sog.
ERG break-apart-assay) oder alternativ vor und hinter dem TMPRSS2-Gen (sog.
TMPRSS2 break-apart-assay) lokalisiert werden (rot markierte Sonde vor und grin
markierte Sonde hinter dem zu untersuchenden Gen) (vergl. Abb. 2.4). Im Rahmen der
Arbeit wurde das ERG break-apart-assay durchgefihrt, bei welchem sich drei
verschiedene fluoreszenzmikroskopische Befundmoglichkeiten ergeben: Bei einem
Prostatakarzinom ohne eine TMPRSS2-ERG-Fusion zeigt sich ein grines
Fluoreszenzsignal, welches dicht bei einem roten Fluoreszenzsignal gelegen ist und
evtl. zu einem einzelnen gelben Mischsignal verschmolzen ist. Pro Zelle finden sich
diese Signale jeweils zweimal. Bei einem Prostatakarzinom mit einer TMPRSS2-ERG-
Fusion auf Grund einer Translokation findet sich neben einem dicht beieinander
gelegenen rot-griinen Signalpaar ein weiter von einander entferntes rotes und griines
Signalpaar. Bei einem Prostatakarzinom mit einer TMPRSS2-ERG-Fusion auf Grund
einer Deletion findet sich neben einem dicht beieinander gelegenen rot-griinen
Signalpaar ein einzelnes rotes Signal, da das griine Signale durch die Deletion verloren
gegangen ist (Mertz et al. 2007, Mosquera et al. 2007, Perner et al. 2006, Perner et al.
2007 a, Tomlins et al. 2005).
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Nachweis der TMPRSS2—ERG-Fusion durch ein , dual-color TMPRSS2 and ERG break-apart-FISH-assay".
Die Anordnung der Gene ist auf dem Chromosom angezeigt. Fiir beide assays ist die relative Anordnung
der verschieden markierten telomeren- und zentromeren-DNA-Sonden durch die griinen und roten
Kreise dargestellt (aus Mertz, K. D. (2007) Neoplasia. 2007 9(3), 200-6).

2.5.2 Benotigte Reagenzien:

BAC-Klone:

BAC-Klon Wofir Bezeichnung
1|RP11-24A11 5’ von ERG RPCIB753A1124Q
2 |RP11-372017 3’ von ERG RPCIB753017372Q
3 |RP11-662D5 5 von TMPRSS2 RPCIB753D05662Q
4 1RP11-260011 3’ von TMPRSS2 RPCIB753011260Q

Die BAC-Klone wurden Uber Herrn Professor Dr. Perner, Institut fir Pathologie, Universitatsklinikum
Bonn bezogen.

BioPrime DNA Labeling Kit:

Firma Invitrogen, Katalognummer 18094-011

Bio-SAV:

Firma Vector Labatories, Katalognummer VC-BA-0500

CAS-Block:

10 ml normal Goat Serum in 100 ml PBS auflésen

Chloramphenicol:

Firma Sigma, Katalognummer C0378-200G
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Cot-1 Preparation:

180 pl human Cot-1 DNA (1pg/ul)
60 pl 7,5 M Amonium-Acetat

480 pl 100 %iges Ethanol

Herstellung:

- Gemisch vortexen, bei -80 °C Giber Nacht lagern
- bei 14000 rpm fir 15 min. bei 4 °C zentifugieren
- in umgekehrtem Eppi trocknen

- Pellet in 120 pl Hybridisationspuffer resuspendieren

DAPI-Férbung:

Firma Sigma-Aldrich, Katalognummer 32670

DIG DNA Labeling Mix:
Firma Roche, Katalognummer 11277065910

Digest All lll (Pepsin):

Firma Invitrogen, Katalognummer 00-3009

Dextran Sulfate:

Firma Sigma-Aldrich, Katalognummer D8906-50G

FITC-anti-DIG Anti-Digoxigenin-Fluorescein:

Firma Roche, Katalognummer 11207741910

FITC goat anti-rabbit:

Firma Invitrogen, Katalognummer 65-6111

Glykogen:
Firma Roche, Katalognummer 10901393001
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Goat Serum Donor Herd:

Firma Sigma-Aldrich, Katalognummer G6767-100ML

Human Cot-1 DNA:

Firma Invitrogen, Katalognummer 15279-011

Hybridisationspuffer:

50 ml 4 x SSC=10 ml 20 x SSC in 40 ml dH20 Iésen

12,5 ml 4 x SSC + 12,5 ml Formamide + 2,5 g Dextran Sulfat
Herstellung:

- Gemisch fir eine Stunde bei Raumtemperatur rihren

- fertigen Puffer bei -20 °C lagern

llustraMicroSpin S-200 HR Saulen:

Firma Amersham/GE Healthcare, Katalognummer 27-5120-01

Maxi Prap Kit:

Kit bestehend aus:

Buffer P1: Firma Qiagen, Katalognummer 19051
Buffer P2: Firma Qiagen, Katalognummer 19052
Buffer P3: Firma Qiagen, Katalognummer 19053

Rabbit anti-FITC:

Firma Invitrogen, Katalognummer 71-1900

PBS-T (0,025% Tween):
250 pl Tween in 1000 ml PBS l6sen

Repli-g-Midi Kit (40 ug/50 pl):

Firma Qiagen, Katalognummer 150045
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Repli-g-Mini Kit (10 pg/50 pl):

Firma Qiagen, Katalognummer 150025

594-SAV (streptavidin, AlexaFluor® 594):

Firma Invitrogen, Katalognummer S11227

20 x SSC:
3M NaCl + 0,3M tri-Na-citrat pH 7,0

100 mM Tris-Base + 50mM EDTA pH 7,0:
11dH20

12,12 g Tris

14,62 g EDTA

NaOH/HCL um den pH bei 7,0 einzustellen

Tween:

Firma Sigma-Aldrich, Produktnummer : P1379, CAS-Nr. : 9005-64-5

Die allgemeinen Laborreagenzien wurden von den Firmen Merck und Sigma-Aldrich

bezogen.
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2.5.3 Herstellung der DNA-Sonden:

2.5.3.1 Herstellung von Agarplatten:

- L6sen von 20 g LB-Agar in 500 ml Wasser

- solange riihren und aufkochen, bis das Agarpulver vollstandig aufgelost ist

- 30 min. autoklavieren

- Flussigkeit unter umriihren abkihlen lassen (auf ca. 65 °C)

- Antibiotikum (62,5 pl von 100 mg/ml Chloramphenicol) hinzugeben um eine
Konzentration von 12,5 pg/ml in 500 ml Agar zu erreichen

- LB-Agar in Agar-Platten ausgieRen

- Platten abkihlen lassen, bis der Agar fest ist und Platten umgedreht bei 4 °C lagern

2.5.3.2 Herstellung eines BAC-Stocks:
- 100 ul BAC auf Agar-Platten geben, BAC-Nummern:

BAC-Klon Wofir Bezeichnung
1|RP11-24A11 5" von ERG RPCIB753A1124Q
2| RP11-372017 3’ von ERG RPCIB753017372Q
3| RP11-662D5 5" von TMPRSS2 RPCIB753D05662Q
41 RP11-260011 3’ von TMPRSS2 RPCIB753011260Q

- bei 37 °C tiber Nacht in Brutschrank stellen

- 500 ul Glycerol in 1,5 ml Eppi geben

- 50 ml LB-Medium in Falkontube geben, 50 ul Chloramphenicol hinzugeben

- 1 ml LB-Medium (mit Chloramphenicol) an Flamme auf Agarplatte geben

- mit Schaber Bakterienrasen abschaben, bis milchige Flissigkeit entsteht

- 500 ul der Flussigkeit abpipetieren und in vorbereitetes 1,5 ml Eppi zum Glycerol
hinzugeben

- BAC-Stocks sofort bei -80 °C einfrieren
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2.5.3.3 Extraktion der BAC-DNA:

- einen Kriimel aus jedem BAC-Stock abkratzen und in 10 ml LB-Medium (mit
Chloramphenicol) geben

- bei 37 °C Uber Nacht in ,shaking incubator” geben

- Gemisch in ein 15 ml Falkontube uberfuhren

- bei 3600 rpm fir 15 min. bei 4 °C zentifugieren

- Uberstand abgieRen

- Pellet in 2 ml Qiagen Buffer P1 (=Resuspension buffer) des Maxi Prap Kits von Qiagen
mit RNAse A resuspendieren

- vorsichtig 2 ml Qiagen Buffer P 2 (=Lysis buffer) des Maxi Prap Kits von Qiagen
entlang der Falkontubewand hinzugeben

- Falkontube vorsichtig 2 min. lang bei RT hin und her rollen um Zellen zu lysieren

- vorsichtig 2 ml Qiagen Buffer P 3 (=Neutralisation buffer) des Maxi Prap Kits von
Qiagen entlang der Falkontubewand hinzugeben

- Falkontube vorsichtig hin und her umdrehen

- 20 min. auf Eis stellen

- Lysat herauszentrifugieren: Bei 4000 rpm fiir 30 min. bei 4 °C zentrifugieren

- Uberstand in ein neues 15 ml Falkontube Gberfiihren

- 5 ml Isopropanol hinzugeben dann Falkontube vorsichtig hin und her umdrehen, um
DNA zu prazipitieren

- bei 4000 rpm fir 20 min. zentrifugieren

- Uberstand abgieRen

- 10 ml eiskaltes 70 %iges Ethanol hinzugeben

- bei 4000 rpm fiir 10 min. zentrifugieren

- Ethanol abgieRen

- Pellet in umgekehrtem Falkontube fiir 5 bis 10 min. trocknen

- Pellet in 50 pl sterilem H20 resuspendieren

- Lagerung der extrahierte BAC-DNA bei -20 °C
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2.5.3.4 Messung der BAC-DNA-Konzentration:
- 2 ul der extrahierten BAC-DNA in 98 ul 10mM Tris ph 7,5 geben

- Konzentration der DNA am Photometer messen:

ug/ul (Konzentration) 260/280 (Reinheit) E260 (Extinktion)
1 |51 0,43 0,020
2 |37 0,31 0,015
3 |54 0,43 0,021
4 |47 0,61 0,019

2.5.3.5 Amplifikation der BAC-DNA mit Hilfe des REPLI-g Mini Kits:

- Buffer D1 vorbereiten: 5 ul reconstituted Buffer DLB mit 35 ul nukleasefreiem H20

mischen

- Buffer N1 vorbereiten: 8 pl Stop Solution mit 72 ul nukleasefreiem H20 mischen

-je 2,5 ul der BAC-DNA in Mikrotube geben

- je 2,5 ul Buffer D1 zur BAC-DNA hinzugeben, vortexen, kurz abzentrifugieren

- fir 3 min. bei Raumtemperatur inkubieren

- je 5 ul Buffer N1 zur BAC-DNA hinzugeben, vortexen, kurz abzentrifugieren

- REPLI-g Mini DNA Polymerase auf Eis auftauen, vortexen, kurz abzentrifugieren

- REPLI-g Mini Reaction Buffer bei RT auftauen, vortexen, kurz abzentrifugieren

- Mastermix in unten aufgelisteter Reihenfolge auf Eis vorbereiten:

fur eine Reaktion fir 4+1 Reaktionen
Nukleasefreies H20 10 ul 50 ul
REPLI-g Mini Reaction Buffer 29 ul 145 pl
REPLI-g Mini DNA Polymerase 1ul 5ul
Gesamtvolumen 40 pl 200 pl

- jeweils 40 pl des Mastermixes mit 10 pl der BAC-DNA mischen

- jeweils bei 30 °C fiir 16 h inkubieren

- Inaktivierung der REPLI-g Mini DNA Polymerase durch Erhitzen der Probe auf 65 °C

far 3 min

- Lagerung der extrahierten und amplifizierten BAC-DNA bei -20°C
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2.5.3.6 Beendigung der Amplifikation der extrahierten BAC-DNA:

- amplifizierte BAC-DNA mit 50 pl H20 verdiinnen um die Prazipitation zu fordern
- Gemisch in jeweils 1,5 ml Eppi Uberflihren

- jeweils 10 pl NaOAc hinzugeben

- jeweils 250 pl 100%iges Ethanol hinzugeben und mischen

- bei -80 °C fiir 2 h oder bei -20 °C tiber Nacht lagern

- Pellet auf der hochsten Stufe fiir 10 min. herunterzentrifugieren

- Uberstand abgieRen und jeweils 1 ml eiskaltes Ethanol hinzugeben

- erneut jeweils Pellet auf der hdchsten Stufe fiir 10 min. herunterzentrifugieren
- Uberstand abgieRBen und Pellet in umgekehrtem Eppi fiir 5-10 min. trocknen

- Pellet in 50 pl sterilem ddH20 resuspendieren

- Gemisch bei 55 °C fiir 10 min. inkubieren

- dann jeweils bei 4 °C (iber Nacht lagern

2.5.4 Markierung der DNA-Sonden mit Biotin (rot) und Digoxigenin (griin):

2.5.4.1 Markierungsreaktion:

- 2 ul der extrahierten und amplifizierten BAC-DNA mit 2,5 x ,,Random Primers
Solution” mischen

- Gemisch jeweils 5 min. lang auf 99°C erhitzen

- sofort auf Eis kaltstellen

-zu BAC 1 und 3 je 5 ul Bio-dNTP und zu BAC 2 und 4 je 5 pl Dig-dNTP hinzugeben

- jeweils 1 pl Klenow Fragment hinzugeben

- jeweils 22 pl dH20 hinzugeben

- vorsichtig mischen

- bei 37°C Gber Nacht inkubieren
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2.5.4.2 DNA Aufreinigung mit der MicroSpin S-200 HR Sdule:

- 4 Microspin-Saulen vortexen, so dass das Harz resuspendiert wird

- Deckel eine viertel Drehung 6ffnen und den unteren Verschluss abbrechen

- Saulen jeweils in ein 1,5 ml Eppi stecken

- Saulen bei 3400 rpm flr 1 min. anzentrifugieren

- Saulen in neue 1,5 ml Eppis stecken, Deckel abschrauben und wegwerfen

- jeweils Gemisch der extrahierten, amplifizierten und markierten BAC-DNA vorsichtig
in die Mitte der Saule geben

- Saulen bei 3400 rpm fir 2 min. zentrifugieren

- die aufgereinigte BAC-DNA wird im Eppi unter der MicroSpin-Saule aufgefangen

2.5.4.3 Ausfillung der BAC-DNA und Vorbereitung der fertigen DNA-Sonden:
- zu der aufgereinigten BAC-DNA 1 pl Glykogen (20 pg/ul) hinzugeben

-13 ul 7,5 M Amonium acetat hinzugeben

- 500 pl 100 %iges Ethanol hinzugeben

- Gemisch vortexen

- bei 14000 rpm fir 15 min. bei 4°C zentrifugieren

- mit 70 %igem Ethanol waschen

- vorsichtig Uberstand abpipetieren, um das Ethanol zu entfernen

- Pellet in umgekehrtem Eppi fiir 5-10 min. trocknen

- 50 ul Hybridisationspuffer hinzugeben

- Lagerung der fertigen, extrahierten, amplifizierten, markierten und aufgereinigten

BAC-DNA-Sonden bei -20°C
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2.5.5 Durchfiihrung der FISH:

2.5.5.1 Vorbehandlung der Schnitte:

- Xylolbad 2 h bis Giber Nacht, dann erneut 10 min.

- absteigende Alkoholreihe: 100 %, 95 %, 80 %, 70 % je 2 min.

- lufttrocknen

- in Wasserbad 100mM Tris/50 mM EDTA pH 7,0 bei 92,8 °C fur 15 min.

- PBS-Bad

- Schnitte in feuchte Kammer legen

- Digest-All Il bei 37 °C fur 12 min. auf Schnitte geben und ein Deckgldaschen
auflegen

- Deckglaschen wieder entfernen

- PBS-Bad

- aufsteigende Alkoholreihe: 70 %, 85 %, 95 %, 100 % je 2 min.

- lufttrockenen

2.5.5.2 Vorbereitung der DNA-Sonden:

TMPRSS2 break apart ERG break apart

11 ul Hybridisierungspuffer 11 ul Hybridisierungspuffer

3 pl Cot-1 3 pl Cot-1

3 ul DNA-Sonde Biotin = BAC 3 3 ul DNA-Sonde Biotin = BAC 1

3 ul DNA-Sonde Digoxigenin = BAC 4 3 ul DNA-Sonde Digoxigenin = BAC 2

2.5.5.3 Hybridisierung:

- je 20 pl des jeweiligen DNA-Sonden-Gemisches (TMPRSS2 oder ERG break apart) auf
den jeweiligen Objekttrager geben

- Deckglaschen auflegen

- Deckglaschen mit Fixogum abdichten

- Schnitt in Hybridisierungsofen legen: Programm: 94 °C, 3 min., dann 37 °C tber Nacht
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2.5.5.4 Post-Hybridisierungswdsche:
- Fixogum und Deckglaschen entfernen

- Schnitte in Wasserbad 0,5 x SSC bei 75 °C flir 5 min.

2.5.5.5 Detektion:

- PBS-T-Bad 3 x 2 min.

- CAS-Block-Bad 10 min.

- Schnitte in feuchte Kammer legen

- insgesamt 30 pl FITC-anti-DIG (= Anti Digoxigenin-Fluorescin) und 594-SAV (=
Streptavidin, Alexa Fluor) je 1:500 in CAS-Block verdiinnt auf Schnitte geben

- Deckglaschen auflegen

- 1 hin feuchter Kammer liegen lassen

- Deckglaschen entfernen

- PBS-T-Bad 3 x 2 min.

- DAPI-Farbung

- Deckglaschen auflegen

2.5.5.6 Auswertung der FISH:

- Auswertung der Schnitte am Fluoreszenzmikroskop

- es ergeben sich drei mogliche Ergebnisse (ERG break-apart-assay):

1. Keine Fusion: Ein gelbes Mischsignal oder ein griines und ein rotes Signal dicht
nebeneinander gelegen.

2. Fusion durch Translokation: Ein rotes und ein griines Signal weit auseinander.

3. Fusion durch Deletion: Nur ein rotes Signal, das griine Signal ist verloren gegangen.

2.5.5.7 Archivierung der Schnitte:
- Lagerung der Schnitte im Kihlschrank bei 4 °C
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2.6 Angewandte statistische Methoden:

Zur Auswertung der erhobenen Parameter wurde das Computerprogramm SPSS
Statistics Version 20 benutzt (SPSS GmbH, Miinchen).

Es wurde die absolute Anzahl des jeweiligen Ereignisses, der Prozentwert, der Median,
der Mittelwert, die Standardabweichung, die Varianz, der Maximalwert und der
Minimalwert bestimmt (vergl. 3.2).

Danach wurden die Korrelation nach Pearson und das Signifikanzniveau bestimmt

(vergl. 3.3).
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3 Ergebnisse:

3.1 Fotodokumentation der Befundkonstellation im ERG-break-apart-

assay:

Die hier vorliegenden fluoreszenzmikroskopischen Fotografien wurden zusammen mit
Herrn Professor Dr. Perner (Institut fir Pathologie, Universitatsklinikum Bonn) und
Herrn Professor Dr. Wild (Institut flr Pathologie, Universitatsspital Zirich) im Institut
fir Pathologie des Weill Cornell Medical College, New York, USA bei Herrn Professor
Dr. Rubin angefertigt.

Sie zeigen Zellen eines Prostatakarzinoms ohne eine TMPRSS2-ERG-Genfusion (Abb
3.1.A und B), eines Prostatakarzinoms mit einer TMPRSS2-ERG-Genfusion welche
durch eine Deletion bedingt ist (Abb 3.1.C) und eines Prostatakarzinoms mit einer
TMPRSS2-ERG-Genfusion welche durch eine Translokation bedingt ist (Abb 3.1.D) im
ERG-break apart assay.

Abb 3.1.A ERG-break apart assay: Keine TMPRSS2-ERG-Genfusion, Ubersichtsfoto

(600-fache VergroRerung)

Bei einem Prostatakarzinom ohne eine TMPRSS2-ERG-Genfusion zeigt sich ein griines Fluoreszenzsignal,
welches dicht neben einem roten Fluoreszenzsignal gelegen ist und evtl. zu einem einzelnen gelben
Mischsignal verschmolzen ist. Pro Zelle finden sich diese Signale jeweils zweimal.
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Abb. 3.1.B ERG-break apart assay: Keine TMPRSS2-ERG-Genfusion, Detailfoto

(1000-fache VergroRerung)

Diese Detailaufnahme aus Abb. 3.1.A zeigt zwei dicht nebeneinander gelegene Prostatakarzinomzellen.
In der unteren Tumorzelle erkennt man zwei gelbe Mischsignale, welche dadurch zu Stande gekommen
sind, dass das rote und das griine FISH-Signal so dicht beieinander liegen, dass diese nur als ein Signal
wahrgenommen werden kdnnen. In der oberen Tumorzelle erkennt man neben einem Mischsignal ein
rotes Fluoreszenzsignal, welches dicht neben einem griinen Fluoreszenzsignal gelegen ist.
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Abb 3.1.C ERG-break apart assay: TMPRSS2-ERG-Genfusion durch Deletion, Detailfoto

(1000-fache VergrofRerung)

Bei einem Prostatakarzinom mit einer TMPRSS2-ERG-Genfusion auf Grund einer Deletion findet sich
neben einem dicht beieinander gelegenen rot-griinen Signalpaar ein einzelnes rotes Fluoreszenzsignal,
da das griine Fluoreszenzsignal durch die Deletion verloren gegangen ist.



41

Abb 3.1.D ERG-break apart assay: TMPRSS2-ERG-Genfusion durch Translokation, Detailfoto
(1000-fache VergroRerung)

Bei einem Prostatakarzinom mit einer TMPRSS2-ERG-Genfusion auf Grund einer Translokation findet

sich neben einem dicht beieinander gelegenen rot-griinen Signalpaar ein weiter von einander entferntes
rotes und griines Signalpaar.



42

3.2 Ergebnisse im Detail:

Zur Erstellung der vorliegenden Arbeit wurden im Zeitraum von 2007 bis 2010
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-Untersuchungen an 142 Prostatektomiepraparaten

durchgefihrt.

Von allen 142 Patienten (100%) war das Alter zum Zeitpunkt der Operation bekannt.
Das mediane Patientenalter zum Zeitpunkt der Operation betrug 65,0 Jahre (Minimum
52 Jahre und Maximum 79 lJahre), der Mittelwert 64,73 Jahre und die
Standardabweichung 6,19 Jahre.

Der pratherapeutische PSA-Wert stand fur 101 Patienten (71%) zur Verfligung und
betrug im Median 9,6 ng/ml (Minimum 0,1 ng/ml und Maximum 60,5 ng/ml), der
Mittelwert 12,67 ng/ml und die Standardabweichung 10,12 ng/ml. Um statistische
Untersuchungen hinsichtlich einer moglichen Korrelation mit dem TMPRSS2-ERG-
Fusionsstatus durchfiihren zu kénnen, wurde die Variable gruppiert in Falle mit einem
pratherapeutischen PSA-Wert von <10 ng/ml (54 Patienten, 53,5%) und in Falle mit
einem PSA-Wert von >10 ng/ml (47 Patienten, 46,5%).

Bei 111 Patienten (78,2%) standen Daten Uber den postoperativen Verlauf zur
Verfligung mit einer medianen Nachbeobachtungszeit von 81 Monaten (Minimum 3
Monate und Maximum 255 Monate), einem Mittelwert von 88,5 Monaten und einer

Standardabweichung von 51,61 Monaten.

Uber das Auftreten eines Rezidivs lagen bei insgesamt 111 Patienten (78,2%) Daten
vor. 81 Patienten (73,0% von 111 Patieten) waren bislang rezidivfrei, wahrend es bei

30 Patienten (27,0% von 111 Patieten) zu einem Rezidiv gekommen war.

Daten Uber ein tumorbedingtes Versterben waren bei 84 Patienten (59,2%)
vorhanden. So waren bis zur Datenerhebung von den Verstorbenen 7 Patienten (8,3%

von 84 Patienten) am Prostatakarzinom verstorben, wahrend 77 Patienten (91,7% von
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84 Patienten) an anderen Ursachen verstorben waren. Bei 58 Patienten (40,9%)

fehlten die Angaben Uber ein tumorbedingtes Versterben.

Aussagen beziglich des pT-Stadiums, dem Vorliegen einer BlutgefaRinfiltration und
einer LymphgefaRinfiltration waren jeweils bei 140 Patienten (98,6%), beziiglich des
pN-Stadiums bei 142 Patienten (100%), beziglich des R-Stadiums bei 135 Patienten
(95%) und bezlglich einer Perineuralscheideninfiltration bei 139 Patienten (97,9%)
verfligbar.

Um statistische Untersuchungen hinsichtlich einer modglichen Korrelation des pT-
Stadiums mit dem TMPRSS2-ERG-Fusionsstatus durchfiihren zu kénnen, wurde die
Variable gruppiert in Falle mit einem pT2a-, ein pT2b- oder ein pT2c-Stadium
(organbegrenztes Tumorwachstum) (76 Patienten, 54,3%) und in Falle mit einem pT3a-
oder pT3b-Stadium (extraprostatisches Tumorwachstum) (64 Patienten, 45,7%).
Lymphknotenmetastasen lagen bei 30 Patienten (21,1%) vor.

Eine BlutgefaRinfiltration fand sich bei 9 Patienten (6,4%), bei 18 Patienten (12,9%) lag
eine LymphgefaRinfiltration vor wund bei 114 Patienten (82%) war eine
Perineuralscheideninfiltration nachweisbar.

Das Karzinom wurde bei 20 Patienten (14,8%) nicht in sano reseziert (sog. R1-
Resektion), wahrend bei 115 Patienten (85,2%) eine in sano Resektion vorlag (sog. RO-

Resektion).

Bezliglich des Gleason-Scores lagen fiir 138 Patienten (97,2%) Informationen vor. Um
statistische Untersuchungen hinsichtlich einer moglichen Korrelation mit dem
TMPRSS2-ERG-Fusionsstatus durchfliihren zu kdnnen, wurde die Variable gruppiert in
Falle mit einem Gleason-Score von <6 (33 Patienten, 23,9%) und in Falle mit einem

Gleason-Score von >6 (105 Patienten, 76,1%)

Hinsichtlich anderer molekularpathologischer Marker lagen Ergebnisse zur Tiam1l-
Expression fiir 60 Patienten (42,3%) zur Rac-Expression fiir 59 Patienten (41,5%) und

zur AXL- und Gas6-Expression fiir jeweils 91 Patienten (64,1%) vor.
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Eine Tiam1-Uberexpression von <3,5-fach im Tumor verglichen mit dem
Normalgewebe fand sich bei 26 Patienten (43,3% von 60 Patienten) sowie von >3,5-
fach bei 34 Patienten (56,7% von 60 Patienten).

Eine Rac-Uberexpression im Tumorgewebe verglichen mit dem Normalgewebe (>1)
war bei 29 Patienten (48,3% von 59 Patienten) nachweisbar, wahrend bei 31 Patienten
(51,7% von 59 Patienten) keine Uberexpression vorlag.

Eine AXL-Uberexpression im Tumorgewebe verglichen mit dem Normalgewebe (>1)
war bei 54 Patienten (59,3% von 91 Patienten) nachweisbar, wahrend bei 37 Patienten
(40,7% von 91 Patienten) keine Uberexpression vorlag.

Eine Gas6-Uberexpression im Tumorgewebe verglichen mit dem Normalgewebe (>1)
war bei 35 Patienten (38,5% von 91 Patienten) nachweisbar, wahrend bei 56 Patienten

(61,5% von 91 Patienten) keine Uberexpression vorlag.

Von den insgesamt 142 ausgewerteten Patienten (100%) war die TMPRSS2-ERG-
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung bei 106 Untersuchungen (74,6%) auswertbar,
wahrend 36 Untersuchungen (25,4%) nicht auswertbar waren. Bei 56 Patienten (52,8%
der 106 auswertbaren Proben) war eine TMPRSS2-ERG-Genfusion nachweisbar,
wahrend bei 50 Patienten (47,2% der 106 auswertbaren Proben) keine derartige
Mutation nachweisbar war. Diese Genfusion war bei 23 Patienten (41,1% der 56
mutierten Proben) durch eine Translokation bedingt, sowie bei 33 Patienten (58,9%

der 56 mutierten Proben) durch eine Deletion ausgelost.
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3.3 Korrelation der TMPRSS2-ERG-Genfusion mit anderen

Parametern:

Beim Vergleich mit anderen klinisch oder pathologisch relevanten Parametern lieR sich

eine signifikante Korrelation der TMPRSS2-ERG-Genfusion (Signifikanzniveau <0,05,

zweiseitig) sowohl mit einem hohen pT-Stadium (p= 0,035), als auch mit dem Vorliegen

einer Perineuralscheideninvasion (p= 0,002) nachweisen, wahrend fir alle anderen

Parameter keine Korrelation zu beobachten war (vergl. Tab. 3.1).

Tab. 3.1 Korrelationsuntersuchung zwischen dem Vorliegen einer TMPRSS2-ERG-Genfusion und
anderen klinisch oder pathologisch relevanten Parametern:

Parameter Signifikanznineau
Patientenalter p= 0,526
Pratherpeutischer PSA-Wert p= 0,436
Auftreten eines Rezidivs p=0,418
pT-Stadium p= 0,035
pN-Stadium p= 0,949
LymphgefaRinfiltration p= 0,850
Blutgefalinfiltration p= 0,120
Perineuralscheindeninvasion p= 0,002
Gleason Score p=0,284
Residual-Status p=0,228
Tiam1-Uberexpression p=0,320
Rac-Uberexpression p=0,136
AXL-Uberexpression p=0,177
Gas6-Uberexpression p= 0,940
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3.4 Prognostische Relevanz:

Bezogen auf das Rezidiv-freie Uberleben hat sich in der Kaplan-Meier Analyse und dem

log-Rank-Test keine prognostische Relevanz der TMPRSS2-ERG-Genfusion nachweisen

lassen (vergl. Abb. 3.4).

Abb. 3.4 Kaplan-Meier Kurven:
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4 Diskussion:

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das TMPRSS2-ERG-Gen mit dem Dual-color-

FISH-break-apart-assay untersucht.

Das TMPRSS2-ERG-Gen wurde erstmals 2005 im Prostatakarzinom beschrieben
(Tomlins et al. 2005). Es handelt sich hierbei um ein Fusionsonkogen, welches durch
eine Mutation, die das 3’ Ende des ERG-Gens (21g22.3) mit dem 5’ Ende des TMPRSS2-
Gens (21922.2) verbindet, charakterisiert ist und entweder durch eine Translokation
oder durch eine Deletion entsteht (Mertz et al. 2007, Perner et al. 2006, Perner et al.
2007 a, Tomlins et al. 2005).

Das TMPRSS2- und das ERG-Gen sind beide auf Chromosom 21 lokalisiert (Mertz et al.
2007, Perner et al. 2006, Perner et al. 2007 a, Tomlins et al. 2005). Das TMPRSS-2-Gen
codiert fur eine Serinprotease, wahrend das ERG-Gen zur ETS-Onkogenfamilie gehort
und als ein Transkriptionsfaktor wirkt, der je nach Phosphorilierungsstatus die
Transkription inhibieren oder aktivieren kann (Killick et al. 2012).

Durch die Fusion des TMPRSS2-Gens mit dem ERG-Gen gelangt das ERG-Gen unter die
Kontrolle des Androgenrezeptors und aufgrund dessen Aktivitat in der Prostata folgt
eine Uberexpression des Transkriptionsfaktors ERG auf Proteinebene (Gopalan et al.

2009, Mertz et al. 2007, Perner et al. 2006, Perner et al. 2007 a, Tomlins et al. 2005).

Die Genfusion ldsst sich morphologisch mit Hilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(sog. FISH) nachweisen (Levsky und Singer 2003).

Bei dem Dual-color-FISH-break-apart-assay wird mit zwei verschiedenen DNA-Sonden
gearbeitet, welche jeweils mit einem unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoff markiert
sind, so dass die zu untersuchende Probe je nach Mutationsstatus Fluoreszenzsignale
in unterschiedlicher Lage aufweist (Perner et al. 2007 a, Mertz et al. 2007).

Der Vorteil des Dual-color-FISH-break-apart-assays ist der, dass es nicht nur das
Vorliegen einer Genfusion diagnostizieren kann, sondern auch noch bestimmen kann,

ob diese Genfusion durch eine Translokation oder eine Deletion entstanden ist (Mertz
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et al. 2007, Mosquera et al. 2007, Perner et al. 2006, Perner et al. 2007 a, Tomlins et al.
2005).

Das Dual-color-FISH-break-apart-assay wird deshalb als der Goldstandard zur
Diagnostik der TMPRSS2-ERG-Genfusion im Prostatakarzinom bezeichet (Tu et al.

2007).

Bei den im Rahmen dieser Arbeit im Zeitraum von 2007 bis 2010 untersuchten 142
totalen Prostatektomieprdparaten war bei 106 Proben (74,6%) die durchgefiihrte
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung auswertbar. Bei 56 (52,8%) dieser 106 Prdparate
war in dem Prostatakarzinomgewebe eine TMPRSS2-ERG-Genfusion nachweisbar.
Diese Genfusion war bei 33 Proben (58,9% der 56 mutierten Proben) durch eine
Deletion sowie bei 23 Proben (41,1% der 56 mutierten Proben) durch eine
Translokation bedingt. Im als Negativkontrolle mituntersuchten Normalgewebe konnte

in keinem Fall eine Genfusion nachgewiesen werden.

Eine signifikante Korrelation der TMPRSS2-ERG-Genfusion fand sich mit einem hohen
pT-Stadium des Prostatakarzinoms (p= 0,035) und dem Vorliegen einer
Perineuralscheideninvasion (p= 0,002).

Keine Korrelation der TMPRSS2-ERG-Genfusion fand sich mit dem Auftreten eines
Prostatakarzinomrezidivs, dem Versterben des Patienten, dem krankheitsbedingten
Versterben des Patienten, dem Patientenalter, dem Resektionsstatus des
Prostatakarzinoms, dem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen, dem Vorliegen einer
BlutgefaRinfiltration, dem Vorliegen einer LymphgefaRinfiltration, dem Gleason Score,
dem Vorliegen einer Tiam1-Uberexpression, dem Vorliegen einer Rac-Uberexpression,
dem Vorliegen einer Axl-Uberexpression und dem Vorliegen einer Gas6-

Uberexpression.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit reihen sich gut in die bis dato vorliegenden
Studienergebnisse anderer Arbeitsgruppen ein. Sie belegen, dass das im Rahmen
dieser Arbeit untersuchte Patientenkollektiv reprdsentativ ist und bestatigen dariber

hinaus auch die Ergebnisse anderer Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler.
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Die untersuchte TMPRSS2-ERG-Genfusion wird als ein in Europa und Nordamerika bei
ca. 50% der Prostatakarzinomfalle anzutreffendes Phanomen charakterisiert (Minner
und Enodien et al. 2011, Perner et. al 2006, Perner et al. 2007 a, Pettersson et al. 2012
und Rajput et al. 2007), welches seltener in afrikanischen und am seltensten in
asiatischen Kohorten anzutreffen ist (FitzGerald et al. 2008, Lee et al. 2010 und Minner

und Enodien et al. 2011).

Die Genfusion wird haufiger durch eine Deletion (ca. 60%), als durch eine
Translokation (ca. 40%) bedingt (Darnel et al. 2009, Lee et al. 2010, Perner et al. 2006
und Rajput et al. 2007).

Die TMPRSS2-ERG-Genfusion weist eine relativ hohe Spezifitdit fur das
Prostatakarzinom auf, ihre Einsatzmoglichkeit als ein diagnostischer Marker fiir das
Prostatakarzinom wird jedoch durch ihre relativ niedrige Sensitivitat eingeschrankt
(Ribben 2009). Die Genfusion ist aulRer in Prostatakarzinomzellen namlich auch in
Zellen der high-grade intraprostatischen Neoplasie nachweisbar (Sreenath et al. 2011)
und wurde auch in Prostatahyperplasie- und vereinzelt sogar in an Prostatakarzinomen
angrenzendem normalem Prostatagewebe nachgewiesen (FitzGerald et al. 2008). Die
Mutation ist allerdings im Prostatakarzinom deutlich haufiger zu finden, als in der high-

grade intraprostatischen Neoplasie (Darnel et al. 2009).

Als Vorteil der TMPRSS2-ERG-Genfusion beim Prostatakarzinom ist anzusehen, dass die
Mutation auch in Urinproben nach digital rektaler Untersuchung bestimmt werden
kann. Sie bietet sich somit als ein potentiell nicht invasiver diagnostischer Marker an
(Demichelis und Rubin 2008, Sreenath et al. 2011).

Dariiberhinaus konnte eine neue Therapiestrategie darin bestehen TMPRSS2-ERG-
Fusions-positive Prostatakarzinome mit ERG-Inhibitoren zu behandeln. In den bereits
durchgefiihrten Studien lieR sich in vitro eine Wachstumshemmung von

Prostatakarzinomzellen durch ERG-Inhibitoren zeigen (Sreenath et al. 2011).

Da ein GrofSteil der Prostatakarzinome ein multifokales Wachstumsmuster zeigt

besteht auch im Hinblick auf die TMPRSS2-ERG-Genfusion die Maoglichkeit einer
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Tumorheterogenitat. So findet sich in ein und dem selben Prostatektomiepraparat an
der einen Stelle eine TMPRSS2-ERG-Genfusion, wahrend diese an anderer Stelle nicht
vorliegt oder an der einen Stelle ist die Genfusion durch eine Translokation und an
anderer durch eine Deletion bedingt. Eine solche Tumorheterogenitat der TMPRSS2-
ERG-Genfusion wurde in zwischen 10% (Mehra et al. 2007) und 76,5% (Barry et al.
2007) der untersuchten Falle beschrieben. Wir konten eine solche Heterogenitat der
TMPRSS2-ERG-Genfusion in unsere Kollektiv nicht nachweisen. Allerdings wurde bei
der Auswahl unsere Proben auch nicht explizit darauf geachtet, histomorphologisch
unterschiedliche Areale zu untersuchen, sondern es wurden zumeist zwei benachbarte
Tumorareale aus ein und demselben Paraffinblock untersucht. Bei den
Untersuchungen von Mehra et al. und Barry et al. wurden jedoch histomorphologisch

unterschiedliche Areale miteinander verglichen.

In verschiedenen Studien konnten signifikante Korrelationen der TMPRSS2-ERG-
Genfusion mit unterschiedlichen Parametern gezeigt werden:

Haufig fand sich, wie auch in unserer Untersuchung, eine signifikante Korrelation mit
dem pT-Stadium (Minner und Enodien et al. 2011, Perner et al. 2006 und Pettersson et
al. 2012).

In manchen Studien zeigten sich signifikante Korrelationen der Genfusion mit einem
hoheren praoperativen PSA-Wert (Perner et al. 2006), einem hdheren Gleason Score
(Darnel et al. 2009, Minner und Enodien et al. 2011 und Rajput et al. 2007) oder einem
niedrigeren  Gleason Score (Lee et al. 2010), dem Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen (Perner et al. 2006) oder einem hohen Expressionslevel des
Androgenrezeptors (Minner und Enodien et al. 2011).

Die in unserer Kohorte aufgefallene Korrelation der TMPRSS2-ERG-Genfusion mit dem
Vorliegen einer Perineuralscheideninvasion wurde von keiner anderen Arbeitsgruppe

untersucht.

Eine Korrelation der Genfusion mit anderen molekularpathologischen Markern wie z.
B. Bcl2, CD10, CD166, Chromogranin A, EGFR, Her2, p53 und Synaptophysin lieB sich

bislang nicht nachweisen (Minner und Enodien et al. 2011). Die von uns untersuchten
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molekularpathologischen Marker Tiam1, Rac, Axl oder Gas6 wurden jedoch von keiner

anderen Arbeitsgruppe in Korrelation zur TMPRSS2-ERG-Genfusion analysiert.

Signifikante Korrelationen der TMPRSS2-ERG-Genfusion mit deutlich interessanteren
Endpunkten, wie z. B. dem krankheitsfreien Uberleben oder dem Rezidivrisiko eines
Prostatakarzinoms wurden jedoch aulier von der Arbeitsgruppe um Perner und Rubin,
die eine schlechtere Prognose beim Vorliegen der Genfusion beschrieben (Perner et al.
2007 b), von keiner Arbeitsgruppe bestatigt, so dass diese Frage nicht abschlieBend
geklart ist (Minner und Enodien et al. 2011 und Pettersson et al. 2012). Darliber hinaus
fanden sich auch keine Hinweise darauf, dass eine durch eine Deletion bedingte
Genmutation eine schlechtere Prognose aufweist, als eine durch eine Translokation

bedingte Genmutation (Pettersson et al. 2012).

Zusammenfassend hat sich in der vorliegenden Arbeit und in Ubereinstimmung mit
den Daten anderer Arbeitsgruppen eine TMPRSS2-ERG-Genfusion in ca. 50% der
Prostatakarzinome nachweisen lassen. Der Nachweis dieser Fusion korrelierte
signifikant mit einem hohen pT-Stadium und dem Vorliegen einer
Perineuralscheideninvasion, nicht aber mit zahlreichen anderen klinisch-pathologisch
relevanten Parametern. Insbesondere hat sich auch im vorliegeden Patientenkollektiv
— wie in den meisten bislang publizierten Arbeiten — keine prognostische Relevanz der
TMPRSS2-ERG-Genfusion im Prostatakarzinom nachweisen lassen.

Somit liefert der Nachweis einer TMPRSS2-ERG-Genfusion zum jetzigen Zeitpunkt zwar
zusatzliche Erkenntnisse im Hinblick auf die molekularen Entstehungsmechanismen
des Prostatakarzinoms und moglicherweise auch eine Hilfestellung bei ganz
bestimmten differentialdiagnostischen Fragestellungen in der histopathologischen
Diagnostik des Prostatakarzinoms. Zur besseren Prognosebestimmung scheint diese
Genfusion jedoch eher nicht geeignet zu sein. Allerdings bleibt zu hoffen, dass sich die

TMPRSS2-ERG-Genfusion kiinftig wird therapeutisch nutzen lassen.
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5 Zusammenfassung:

Das Prostatakarzinom ist die haufigste Krebserkrankung des Mannes in Deutschland
und steht bei den Krebstodesfdllen des Mannes an dritter Stelle. 96% der betroffenen
Patienten sind adlter als 60 Jahre. Da der Anteil der Gber 60-Jahrigen in der Bevolkerung
bis zum Jahr 2050 doppelt so hoch sein wird wie heute, ist im gleichen Umfang eine
Zunahme des Prostatakarzinoms zu erwarten. Seit 1990 ist der Anteil friiher Stadien
des Prostatakarzinoms deutlich angestiegen. Die Sterberate hingegen verblieb Uber die
Jahre auf relativ konstantem Niveau. Diese Veranderungen werden auf die
intensivierte Diagnostik mit Bestimmung des PSA-Wertes im Serum zuriickgefihrt.

Das Therapieverfahren der ersten Wahl flr Patienten mit einem lokal begrenzten
Prostatakarzinom ist die radikale Prostatektomie.

Um bei sehr unterschiedlichen Krankheitsverldufen die Gefahr einer Ubertherapie zu
reduzieren, werden nun Marker benoétigt, die die Agressivitat des Prostatakarzinoms
besser voraussagen helfen.

Als interessanteste molekularpathologische Marker haben sich in den letzten Jahren
die TMPRSS2-ETS-Genfusionen beim Prostatakarzinom erwiesen. Die haufigste dieser
Mutationen ist die Fusion des TMPRSS2-Gens mit dem ERG-Gen. Durch eine Deletion
oder eine Translokation entsteht ein androgenabhangiges Fusionsonkogen.

In der Literatur sind Haufigkeiten der TMPRSS2-ERG-Genfusion in Europa und
Nordamerika zwischen ca. 50%-70% beschrieben.

Die Mutation ist am haufigsten beim Prostatakarzinom, seltener bei der
intraprostatischen Neoplasie, sehr viel seltener bei der Prostatahyperplasie und ganz
vereinzelt auch in normalem Prostataparenchym nachweisbar.

In der vorliegenden Arbeit wurden 142 Prostatakarzinompraparate auf das Vorliegen
einer TMPRSS2-ERG-Genfusion mittels Fluoreszez-in-situ-Hybridisierung untersucht.
Dartber hinaus wurde geklart, ob es sich um eine durch Deletion oder durch
Translokation bedingte Genfusion handelt, ob sich prognostische Aussagen fiir das
Prostatakarzinom treffen lassen und ob der Fusionsstatus mit verschiedenen klinischen
und pathologischen Parametern korreliert.

Bei 52,8% der auswertbaren Proben lieR sich eine TMPRSS2-ERG-Genfusion
nachweisen. Diese Genfusion war bei 58,9% durch eine Deletion sowie bei 41,1%
durch eine Translokation bedingt.

Beim Vergleich mit zahlreichen klinisch-pathologischen Parametern fand sich eine
signifikante Korrelation der TMPRSS2-ERG-Genfusion mit einem hohen pT-Stadium des
Prostatakarzinoms sowie dem Vorliegen einer Perineuralscheideninvasion, eine
prognostische Relevanz hat sich jedoch nicht nachweisen lassen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit reihen sich gut in die bis dato vorliegende
Literatur ein und sprechen gegen eine prognostische Relevanz dieser Genfusion.
Allerdings bleibt zu hoffen, dass sich das Vorliegen dieser Genfusion kiinftig flr eine
sog. ,targeted therapy” wird nutzen lassen.
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