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1 EINLEITUNG

Uber 220.000 Minner sterben jihrlich an Prostatakrebs [1], meist an den Folgen einer Me-
tastasierung; das Prostatakarzinom steht damit bei den Krebserkrankungen des Mannes
nach dem Bronchialkarzinom an zweiter Stelle der Haufigkeit.

Die Inzidenz des Prostatakarzinoms ist weltweit sehr unterschiedlich: Wihrend die
schwarze Bevolkerung der USA mit 21 % Prostatakarzinomen an der Spitze liegt, haben
asiatische Volker mit 1-7 % deutlich niedrigere Inzidenzraten; die westeuropdischen Lén-
der liegen im mittleren bis oberen Bereich, in Europa werden jédhrlich etwa 2,6 Mio. neue
Fille diagnostiziert. Nach dem 60. Lebensjahr steigt die altersspezifische Inzidenz des
Prostatakarzinoms steil an und erreicht zwischen dem 70. und 75. Lebensjahr einen Héu-
figkeitsgipfel von 20-30 %. Vor dem 40. Lebensjahr werden unter 1 %, vor dem 60. Le-
bensjahr ungefihr 8 % bioptisch entdeckt. Die wenigen im Jugendalter festgestellten Kar-
zinome entsprechen nicht den gewohnlichen Karzinomtypen, sondern hochmalignen klein-
zelligen, undifferenzierten Tumoren mit einer ausgeprigten Neigung zur Metastasenbil-

dung. [2]

Atiologie und Pathogenese des Prostatakarzinoms

Die kausale Pathogenese des Prostatakarzinoms ist bisher nicht geklart. Eine selten auftre-
tende familidre Hiufung ldsst in diesen Fillen Riickschliisse auf eine genetische Priadispo-
sition zu. Bei Erkrankung eines erstgradigen Verwandten steigt das Risiko, an einem Pros-
tatakarzinom zu erkranken, um das Doppelte [3]. Da die Inzidenz des Prostatakarzinoms
bei Einwanderern aus Lindern mit niedrigem Krebsrisiko in Linder mit hoherem Krebsri-
siko ansteigt, scheinen exogene Faktoren bei der Krebsentstehung eine Rolle zu spielen
[3]. Ebenso sind offensichtlich hormonelle Einfliisse von Bedeutung: Bei kastrierten Mén-
nern sind keine Fille von Prostatakrebs bekannt, bei Zirrhotikern mit erhohten Ostrogen-
spiegeln ist die Karzinominzidenz deutlich erniedrigt [3]. Studien iiber die Plasma-
Testosteronwerte von Patienten mit Prostatakarzinom lieferten diesbeziiglich bisher aller-
dings keine schliissigen Erkldrungen zur Pathogenese [2].

Eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung des Prostatakarzinoms spielen Onkogene.
Ein signifikanter Einfluss auf Progression und Entwicklung maligner Neoplasien wurde
beispielsweise fiir die Onkogene p-53-Suppressorgen, c-myc, Ha-ras, Ki-ras und c-erbB-2
nachgewiesen. Viele Onkogene wurden daher auch als prognostische Marker vorgeschla-

gen [2].



Das gewohnliche Prostatakarzinom entsteht im duB3eren Driisenfeld der Prostata und infilt-

riert sekundédr das Zentrum. Es wird als dorsoperipheres Karzinom bezeichnet. An den

Nervendurchtrittsstellen erfolgt die Ausbreitung auf die Prostatakapsel — am hédufigsten im

Apexbereich und im Bereich der Kapselbasis. Nur etwa 10 % der Prostatakarzinome ent-

stehen zentral. Der driisenfreie ventrale Abschnitt der Prostata ist nur bei fortgeschrittenem

Tumorwachstum infiltriert.

T — Priméirtumor

TX

TO

Tl

T2

T3

T4

Primértumor kann nicht beurteilt werden
Kein Anhalt fiir Primartumor

Klinisch nicht erkennbarer Tumor, der weder tastbar noch in den bildge-
benden Verfahren sichtbar ist

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

T1b Tumor zufilliger histologischer Befund in mehr als 5 % des resezier-
ten Gewebes

T1lc Tumor durch Nadelbiopsie diagnostiziert (z. B. wegen erhohtem PSA)

Tumor auf die Prostata begrenzt

T2a Tumor infiltriert die Hilfte eines Lappens oder weniger
T2b Tumor infiltriert mehr als die Hilfte eines Lappens
T2¢ Tumor infiltriert beide Lappen

Tumor durchbricht die Prostatakapsel
T3a Extrakapsuldre Ausbreitung (ein- oder beidseitig)
T3b Tumor infiltriert Samenblase(n)

Tumor infiltriert benachbarte Strukturen (Blasenhals, Sphincter externus,
Rektum, Levator-Muskulatur, Beckenwand)

N — Regionire Lymphknoten
NX
NO

NI

Regionire Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
Kein Anhalt fiir regiondre Lymphknotenmetastasen

Regionidre Lymphknotenmetastasen

M - Fernmetastasen

MX

MO

Ml

Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden
Kein Anhalt fiir Fernmetastasen

Fernmetastasen

M1a Nicht-regionédrer Lymphknotenbefall
M1b Knochenmetastasen

M1c andere Manifestation

Tabelle 1: Klassifikation des Prostatakarzinoms nach der TNM-Klassifikation, 6. Aufl. UICC 2002




Per continuitatem kann das Prostatakarzinom auf das periprostatische Gewebe, die Weich-
teile des kleinen Beckens, Samenblase, Urethra, Harnblase und Rektum iibergreifen. Ha-
matogene Metastasen betreffen hauptsdchlich das Skelettsystem und hier bevorzugt Be-
cken und Wirbelsiule. Die lymphogene Metastasierung erfolgt in erster Linie in die obtu-
ratorischen und iliakalen Lymphknoten. Histologische Studien zeigen, dass das Auftreten
von Metastasen mit steigendem Malignititsgrad und pluriformem Aufbau (s. u.) von Pros-

tatakarzinomen deutlich zunimmt. [2-4]

TNM-Klassifikation
Das Tumorstadium des Prostatakarzinoms wird nach der TNM-Klassifikation beurteilt

(Tabelle 1).

Einteilung nach klinischen und histologischen Kriterien
Klinisch konnen folgende Formen des Prostatakarzinoms unterschieden werden:
® Das manifeste dorsoperiphere Karzinom, das durch rektale Palpation zu diagnosti-
zieren ist.
® Das inzidente Karzinom, das klinisch unbekannt ist und nur als (operativer) Zu-
fallsbefund diagnostiziert wird. Es liegt meist anterozentral.
e Das okkulte Karzinom, das sich durch Metastasen duBlert, ohne dass vorher der Pri-
martumor klinisch entdeckt wurde.
o Das latente Karzinom, das zu Lebzeiten des Patienten klinisch nicht nachweisbar
war und nur durch Obduktion entdeckt wird.
Es werden unterschiedliche morphologische Typen des Prostatakarzinoms beschrieben, die
grundsitzlich uniforme und pluriforme Muster aufweisen konnen.
®  Gewohnliche Prostatakarzinome mit glandulidrem, kribriformem und solide-
trabekuldrem Muster konnen eine uniforme oder pluriforme Struktur zeigen. Zu
dieser Untergruppe zihlen das hochdifferenzierte, hellzellige, driisenbildende Kar-
zinom, das wenig differenzierte, driisenbildende Karzinom, das kribriforme Karzi-
nom, das solide trabekuldre und das undifferenzierte Karzinom.
e  Ungewohnliche und seltene Prostatakarzinome. Hierzu zédhlen urotheliale, platte-
nepitheliale, muzindse, papillar-duktale und Basalzell-Karzinome, aulerdem Kar-
zinoide/kleinzellige Karzinome und Karzinome mit gemischter glandulédrer und

neuroendokriner Differenzierung.



® Undifferenzierte Karzinome.
Ungefihr 95 % der Prostatakarzinome entsprechen dem gewdhnlichen Typ [2]. Von ihnen
zeigen ca. 47-49 % einen uniformen, 50-56 % einen pluriformen Aufbau. Bei den pluri-
formen Karzinomen ist der strukturell niedrigste Differenzierungsgrad maBgebend fiir The-
rapie und Prognose. Die histologische Klassifikation ist insofern von therapeutischer Be-
deutung, als nur die Gruppe der gewohnlichen Prostatakarzinome auf eine Hormontherapie
anspricht. Als vorherrschendes System fiir das histologische Grading des Prostatakarzi-

noms wird das System nach Gleason angewandt. [2]

Histologisches Grading nach Gleason

Grundlage des histologischen Gradings nach Gleason sind verschiedene Wachstumsmuster
des Prostatakarzinoms, die durch den Verlust der typischen histologischen Driisenstruktur
die Entdifferenzierung des Karzinoms aufzeigen. Da in ein und demselben Prostatakarzi-
nom héufig unterschiedliche Wachstumsmuster vorliegen, ist das Gradingsystem in ein
primédres Muster (vorherrschendes Muster, ,,predominant pattern®) und ein sekundéres
Muster unterteilt worden. Abhédngig vom Grad der histologischen Entdifferenzierung wer-
den priméres und sekundires Muster jeweils durch 1-5 Punkte graduiert. Der niedrigste
Malignitétsgrad ist durch jeweils einen Punkt fiir primires und sekundéres Muster charak-
terisiert, also insgesamt durch zwei Punkte. Entsprechend werden fiir den hochsten Ma-
lignitdtsgrad zweimal fiinf, also insgesamt zehn Punkte vergeben. Anders als bei anderen
Grading-Systemen, wie beispielsweise dem histologisch-zytologischen Grading der WHO,

flieBen beim histologischen Grading nach Gleason Kernatypien nicht in die Klassifikation

ein.

Gleason 1 und 2: Tumordriisen gleichmiBig, rund, hellzellig. Abstand zwischen den
Tumordriisen gleichmiBig, dicht gelagert.

Gleason 3: Tumordriisen unregelmiBig gezackt, ldnglich. Abstand unregelmi-
Big, ohne Fusion.

Gleason 4: Fusion von mindestens vier Driisen. Kribriforme Muster: unscharf
begrenzt, infiltrativ, unregelmiBige Lumina. Papilldire Muster: un-
scharf begrenzt. Muzindse Prostatakarzinome.

Gleason 5: Kribriform mit Komedonekrosen. Papillir-endometrioid mit Kome-

donekrosen. Solid-anaplastisch ohne driisige Differenzierung. Soli-



de, mit abortiver Lumenbildung, Siegelringzellkarzinom, kleinzelli-

ges Karzinom, sarkomatoides Karzinom. [5]

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

D.F.6leason, M.D.

Abbildung 1:  Aus Humphrey, Peter A, Gleason Grading and prognostic factors
in carcinoma of the prostate, Modern Pathology (2004) 17, 292-306

Klinik und Diagnostik des Prostata-Karzinoms

Das Prostatakarzinom ist im Frithstadium meist symptomlos. Erst bei Infiltration der Harn-
rohre kommt es — wie bei der BPH (Benigne Prostatahyperplasie) — zu obstruktiven Mikti-
onsproblemen oder auch Hamaturie. Symptome eines okkulten Karzinoms konnen Kreuz-
oder Riickenschmerzen sein, da ossidre Metastasen bevorzugt Lendenwirbelsédule, Os sac-

rum, Beckenknochen und Femur infiltrieren. Zusitzlich sind bei fortgeschrittenen Tumor-



leiden unspezifische Begleitsymptome wie Gewichtsverlust, Nachtschweifl und Fieber (B-
Symptomatik), eine Verschlechterung des Allgemeinzustandes und Anidmien hiufig.

Die vorrangigen diagnostischen Maflnahmen zur frithen Erkennung eines Prostatakarzi-
noms sind die rektale Palpation (digitale rektale Untersuchung), die transrektale Ultra-
schalluntersuchung (TRUS) und laborchemisch die Messung der PSA-Serumkonzentration

(Prostata-spezifisches Antigen). [3, 4]

Prostata-spezifisches Antigen (PSA)

PSA ist ein beim Mann nur in den Prostatazellen gebildetes Glykoprotein, das vorwiegend
sezerniert wird und in hoher Konzentration im Prostatasekret und damit im Ejakulat bzw.
Seminalplasma vorliegt. Nur ein sehr geringer Teil gelangt von der normalen Prostata oder
der BPH in die Blutbahn. Bei Tumorzellen ist dies anders: PSA wird vermehrt in die Blut-
bahn sezerniert und kann so als organspezifischer Marker, allerdings nicht als Tumormar-
ker, zur Diagnostik herangezogen werden. Der Norm-PSA-Wert liegt beim Gesunden bei
unter 4 ng/ml, als verdichtig gelten Serumkonzentrationen von tiber 10 ng/ml. Durch eine
alleinige PSA-Wert-Erhohung kann ein Prostatakarzinom allerdings nicht sicher diagnosti-
ziert werden, sodass immer eine weiterfithrende diagnostische Abkldrung (Biopsie unter

transrektaler Ultraschallkontrolle) erfolgen sollte. [4]

Therapiemoglichkeiten

Therapie der Wahl bei Patienten mit lokal begrenztem Prostatakarzinom und einer Lebens-
erwartung von mindestens 10-15 Jahren ist die radikale Prostatektomie [6]. Die Operation
ist indiziert fiir die Stadien T1b und Tlc sowie T2. Das Stadium T3 dokumentiert eine
Tumorbesiedlung jenseits der Prostatakapsel, sodass mit einem erhohten Vorkommen mik-
roskopischer Absiedlungen von Tumorzellen zu rechnen ist. Patienten mit Tumoren des
Stadiums T3 profitieren dann von einer radikalen Operation, wenn histologisch eine nur
geringfiigige Kapseliiberschreitung nachgewiesen werden kann (Stadium T3a), der PSA-
Wert unter 20 ng/ml und der Gleason-Score unter 8 betrdgt [6]. Jiingeren Patienten mit
Tumoren im Stadium T1a, die einen hohen Gleason-Score haben (8-10), wird inzwischen
optional ebenfalls die radikale Prostatektomie empfohlen. Inwieweit grundsitzlich eine
Entfernung der Beckenlymphknoten durchgefiihrt werden sollte, ist umstritten [6]. Man
kann jedoch festhalten, dass das Risiko eines pelvinen Lymphknotenbefalls bei Patienten
mit Tlc-Tumoren, einem Gleason-Score < 6 und einem PSA-Wert < 10 ng/ml relativ ge-

ring ist, bei Patienten mit Tumoren ab dem Stadium T2a, mit einem Gleason-Score = 7 und
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einem PSA-Wert > 10 ng/ml deutlich hoher ist und daher bei diesen Patienten eine ausge-
dehnte Lymphadenektomie des Beckenbereiches empfohlen wird. Eine postoperative Be-
strahlung erwies sich in mehreren prospektiven Studien als giinstig; die postoperative U-

berlebenszeit lag nach Bestrahlung etwa 20 % hoher. [6]

Alternative bei der Therapie lokalisierter Stadien des Prostatakarzinoms ist die Strahlen-
therapie, die derzeit als beinahe gleichwertige Alternative zur radikalen Prostatektomie
angesehen wird. Vor allem bei organiiberschreitendem Wachstum ist eine primire Strah-
lentherapie indiziert. Fiir Patienten mit Tumoren der Stadien T1-4 NO MO stellt die Be-
strahlung einen kurativen Therapieansatz dar [6].

Fiir Patienten mit einem Low-risk-Profil (bis Stadium Tlc, PSA < 10 ng/ml, Gleason < 6)
ist eine Dosis von 72 Gy ausreichend, alternativ kann bei diesen Patienten eine Brachythe-
rapie in Erwigung gezogen werden (siehe unten). Bei Intermediate-risk-Patienten (bis T2a
mit Gleason 7-10 oder PSA 10-20 ng/ml oder T2c) ist eine Erhohung der Strahlendosis auf
Dosen zwischen 76 und 81 Gy sinnvoll. Aufgrund des Risikos eines subklinischen pelvi-
nen Lymphknotenbefalls ist bei diesen Patienten auch eine Mitbestrahlung des Beckens
indiziert, zusitzlich eine (zeitlich begrenzte) hormonblockierende Therapie. High-risk-
Patienten (alle T3/T4 oder alle Gleason 7 und PSA 10-20 ng/ml, alle PSA > 20 ng/ml) pro-

fitieren nach der Bestrahlung von einer langfristigen adjuvanten Hormontherapie. [6]

Als weiteres strahlentherapeutisches Verfahren kommt unter bestimmten Voraussetzungen
eine transperineale Brachytherapie in Frage. Indiziert ist die Low-dose-Brachytherapie bei
Patienten mit Prostatakarzinomen, die folgende Kriterien erfiillen: Stadium cT1b-T2a NO
MO, Gleason-Score < 6, ein initialer PSA-Wert < 10 ng/ml, ein Prostatavolumen bis 50
cm’ und ein ausreichender Abfluss (iiber 15 ml/s). Vorteil ist eine im Vergleich zur perku-
tanen Bestrahlung deutlich kiirzere Behandlungszeit, es kommt allerdings hiufiger zu U-

rethrastrikturen. [6]

Die Behandlungsmaoglichkeiten des disseminierten Prostatakarzinoms sind palliativ ausge-
richtet und zielen zunichst immer auf eine Androgendeprivation ab. Da das Wachstum des
Karzinoms durch Testosteron stimuliert wird (Teilung und Proliferation der prostatischen
Epithelzellen sind von Testosteron abhéngig), kann durch eine antihormonelle bzw. andro-

gensuppressive Therapie eine Remission erzielt werden.
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Als therapeutische Optionen kommen eine chirurgische Orchiektomie, eine Ostrogenthera-
pie, LNRH-Analoga und Antiandrogene in Frage. [6]

Meist kann mit diesen Mitteln eine voriibergehende Besserung der Symptome erreicht
werden. Dann wird der Krebs jedoch androgen-unabhingig und schreitet sehr schnell fort.
Androgen-unabhingige Prostata-Karzinome sind weitestgehend resistent gegeniiber Che-
motherapie. Nur eine kombinierte Chemotherapie mit Docetaxel und Prednison bietet ei-

nen geringen (2,4 Monate) Uberlebensvorteil [7].

Der herausragende Erfolg neuer genspezifischer Medikamente wie Herceptin, Gleevec,
Iressa oder Tarceva bei Brustkrebs, Bronchialkarzinom, CML und GIST weckt die Hoff-
nung, dass auch Patienten mit Prostata-Karzinom von solch gezielten Therapien profitieren
konnten [8]. Die Ergebnisse der wenigen klinischen Studien iiber Anti-Prostata-Karzinom-
Medikamente, die auf EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) [9], VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) [10], PSCA (Prostate Stem Cell Antigen) [11] und HER-2/neu

[12, 13] zielen, waren bisher jedoch eher enttduschend.

Prostata-spezifisches Membran-Antigen (PSMA)

PSMA ist ein Typ-lI-Membranprotein, das sehr spezifisch von Prostata-Epithelzellen
exprimiert wird [14, 15]. Wihrend fiir extra-prostatische Gewebe enzymatische Funktio-
nen des Proteins als Folathydrolase und Neurocarboxypeptidase beschrieben wurden [16],
ist seine biologische Rolle beim Prostata-Karzinom immer noch unklar. Initiale Studien
zeigten eine signifikant erhohte PSMA-Expression beim Prostata-Karzinom im Vergleich
zum Prostata-Normalgewebe [17, 18], aullerdem die Assoziation einer hohen PSMA-
Expression mit fortgeschrittenem Tumorstadium [19, 20], hormon-unabhingigem Tumor-
wachstum [21], Vorhandensein von Metastasen [22] und frithem Rezidiv nach Therapie
[20]. Die verdffentlichten Studien schlossen jedoch nur relativ kleine Patientengruppen ein,
in denen hiufig liberproportional viele metastasierte oder sehr fortgeschrittene Tumorlei-
den zu finden waren [19-22].

Das Prostata-spezifische Membran-Antigen (PSMA) ist auch ein neues potenzielles Ziel-
molekiil in der Therapie des Prostata-Karzinoms [23-26]. In klinischen Phase-I-Studien
wurden mit dem radioisotop-gekoppelten Antikorper J591 vielversprechende erste Ergeb-
nisse erreicht [26], Phase-II-Studien, in denen die Wirksamkeit der Anti-PSMA-Therapie

bei Prostata-Krebs weiter untersucht wird, werden zur Zeit durchgefiihrt [27].
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Gegenstand dieser Arbeit

Um mehr iiber die Rolle der PSMA-Expression bei Prostata-Krebs in einem fritheren Sta-
dium herauszufinden, haben wir die PSMA-Expression bei iiber 2.000 Prostata-
Karzinomen, von denen wir die kompletten klinischen Verlaufsdaten haben, analysiert.
Insbesondere haben wir die PSMA-Expression mit vorhandenen Daten zur HER-2/neu-
Expression (ebenfalls Membranprotein, das als immuntherapeutische Zielstruktur dient)

und zur Tumorzell-Proliferation verglichen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 TMA-Herstellung

Das Tumorarray-Verfahren erlaubt das Einbringen von bis zu tausend Gewebezylindern
(Durchmesser 0.6mm) von histologisch definierten Regionen verschiedener Tumoren in
einen einzigen Paraffinblock. Die Funktionsweise des ,,Arrayers® ist in Abbildung 2

dargestellt.

Abbildung 3 zeigt das Array-Stanzgerit. Kernstiick der Konstruktion sind zwei an der
Spitze geschirfte Hohlzylinder. Die kleinere “Nadel* hat einen dusseren Durchmesser von
0,6mm. Diese Nadel wird ausschliesslich zum Stanzen von Lochern in die
Empfingerblocke verwendet. Die dickere Nadel dient dem Ausstanzen von
Tumorgewebestiicken aus Spenderblocken und das Einbringen dieser Zylinder in den
Empfingerblock. Der innere Durchmesser dieser zweiten Nadel entspricht dem dusseren

Durchmesser der diinneren Nadel.

Abbildung 2: Tumor-Array-Herstellung.

Das Instrument besteht aus einem diinnen, an der Spitze geschirften Hohlzylinder (innerer Durchmesser ca. 600
um), welcher in einem X-Y-Achsen-Prizisionsgeridt gehalten wird. Ein genau in den Hohlzylinder passender
Stahldraht ermoglicht das Ausstossen von gestanzten Gewebestiicken in mit einem analogen Instrument (dusserer
Durchmesser ca. 600 um) vorgefertigte Locher im Empfiangerblock (Tumor-Array). Ein verstellbarer "Eindring-
Stopper” sichert eine konstante Lidnge von Zylindern und vorgefertigten Lochern im Empfingerblock. Bis zu
tausend Gewebezylinder konnen in einen 20 x 40 mm messenden Empfinger-Paraffinblock eingebracht werden.
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Abbildung 3:  Gewebe-Array-Stanzgeriit
Links: Ubersicht. Rechts: Detailaufnahme der zwei Nadeln.

Ein Beispiel eines Array-Blocks ist in Abbildung 4 dargestellt (Hdmatoxilin-Eosin (HE)-

Féarbung).
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Abbildung 4: TMA. HE-Firbung, 5x Vergrosserung.
Der Durchmesser jedes einzelnen Gewebespots ist 0,6mm.
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2.2 Patientenproben und Prostata-Array-Herstellung

Der fiir die Studie verwendete TMA stand aus fritheren Projekten zur Verfiigung [28, 29].
Proben radikaler Prostatektomien waren von 3261 Patienten vorhanden, die zwischen 1992
und 2005 in der Abteilung fiir Urologie des Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf
behandelt wurden (Tabelle 2). Informationen iiber den klinischen Verlauf lagen von 2385
Patienten vor und reichten von 1 Monat bis zu 144 Monaten (im Mittel 34 Monate). Alle
Prostatektomie-Proben wurden nach einer einheitlichen Vorgehensweise analysiert. Alle
Prostata-Gewebe waren — wie bereits beschrieben - vollstindig in Paraffin eingebettet, ein-

schlieBlich der Whole-mount-Schnitte [30].

Alle Himatoxylin- und Eosin- (H & E) geférbten histologischen Schnitte aller Prostatek-
tomie-Proben wurden fiir diese Studie nochmals durchgesehen und die Gebiete, die durch
den groBten Tumorherd und/oder den Herd mit dem schlechtesten Gleason-Score gekenn-
zeichnet waren, wurden auf den Schnitten markiert.

Ein 0,6 mm groBer Gewebezylinder wurde aus dem Tumorzentrum jeder Probe ausgestanzt
und wie beschrieben in ein TMA-Format iibertragen [31]. Die 3261 Gewebezylinder wur-
den auf 7 TMA-Blocke verteilt, von denen jeder zwischen 129 und 522 Tumorproben ent-
hielt. Jeder TMA-Block enthielt auBerdem verschiedenen Kontrollgewebe, einschlieflich

10 Prostata-Normalgewebeproben.
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Anzahl Patienten (%)

Studienkohorte BCR innerhalb der Kate-
auf TMA gorien
Merkmal (n =3261) (n =2385)
Nachbehandlung (in Monaten)
Mittelwert 349 -
Median 30.5 -
Alter (in Jahren)
<50 83 13 (15,8)
50-60 998 157 (15,7)
60-70 1807 315 (17,4)
>70 175 46 (26,3)
PSA vor Behandlung (ng/ml)
<4 513 48 (9,4)
4-10 1673 200 (12,0)
10-20 641 163 (25,4)
>20 225 113 (50,2)
Pathologisches Stadium (AJCC
2002)
pT2a 298 12 (4,0)
pT2b 1077 95 (8,8)
pT2c 705 22 (3,1)
pT3a 609 171 (28,1)
pT3b 372 200 (53,8)
pT4 42 38 (90,5)
Gleason-Grad
<3+3 1426 66 (4,6)
3+4 1311 263 (20,1)
4+3 313 172 (55,0)
>4+4 55 37 (67,3)
Pathologisches ~ Lymphknoten-
Stadium 1156
pNO 1544 369 (23,9)
pN>0 96 73 (76,0)
pNx 1457 94 (6,5)
Resektionsrand
negativ 2475 328 (13,3)
positiv 627 209 (33,3)
Tabelle 2: Klinische und pathologische Charakteristika sowie biochemische Rezidivrate (BCR) von

3261 Prostatakarzinom-Patienten. Aufgrund fehlender Daten reichen die Zahlen nicht in al-

len Kategorien bis 3261.
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2.3 Immunhistochemie (IHC)

Indirekte Standard-Immunperoxidase-Verfahren wurden fiir den Nachweis der PSMA- und
Ki67-Expression verwendet. Frisch geschnittene TMA-Schnitte wurden am selben Tag in
einem Experiment analysiert, um eine groStmogliche Homogenitét in der IHC zu errei-
chen. PSMA- (Abcam Ltd, Cambridge, UK, Cat #Ab19071) und MIB-1- (DAKO,
Glostrup, DK, Cat #M7240) Antikorper wurden verwendet. Fiir die PSMA-Detektion wur-
den die TMA-Schnitte in einer Autoklaven bei einem pH von 7,8 fiinf Minuten lang vor-
behandelt, um die Antigene wieder zugidnglich zu machen.

Beste Firbeergebnisse im Hinblick auf den Signal-Hintergrund-Kontrast wurden erreicht,
wenn der Antikorper im Verhéltnis 1:1.800 (Endkonzentration: 550 ng/ml) verdiinnt wur-
de. Fiir die Ki67-Detektion wurden die TMA-Schnitte zur Wiederherstellung der Antigene
in einem Dampfkocher bei einem pH von 6 fiinf Minuten vorbehandelt. Beste Fiarbeergeb-
nisse was das Verhiltnis Signal - Hintergrund betrifft wurden erreicht, wenn der Priméran-
tikorper im Verhiltnis 1:50 (Endkonzentration: 20 ng/ml) verdiinnt wurde.

Bei den Primérantikérpern wurden keine Negativkontrollen gemacht. Auf die Negativkon-
trollen konnte aufgrund des typischen Bindemusters von PSMA als membranstindiges
Protein (Membrandominanz) und der charakteristischen Gewebeverteilung von Ki67 (aus-
schlieBlich Nuclei und alle Mitosen positiv) verzichtet werden. Das Envision- System
(DAKO) wurde fiir die optische Darstellung der Antikorperreaktionen genutzt. Gewebe-
proben, die eine membrandse oder zytoplasmatische Firbung zeigten, wurden im Hinblick
auf die PSMA-Expression als positiv betrachtet. Die Firbeintensitit (0, 1+, 2+, 3+) und der
Anteil der positiven Tumorzellen wurden fiir jeden Gewebe-Spot festgehalten. Die PSMA-
Level wurden nach vordefinierten Kriterien kategorisiert:

Negativ: iiberhaupt keine Fiarbung; schwach: 1+ Intensitit; mittel/moderat: 2+ oder 3+ In-
tensitit in < 30 % der Tumorzellen; stark: 2+ oder 3+ Intensitit in > 30 % der Tumorzel-
len. Der Ki67 LI wurde definiert als der Anteil an Tumorzellen, der irgendeine nukledre
Ki67-Immunoreaktivitit zeigte. 100 Tumorzellen wurden pro Gewebespot gezihlt, um den
Ki67 LI zu bestimmen. Die immunhistochemischen Daten fiir die HER2-Expression waren
aus einer fritheren Studie verfiigbar [32]. Zum Vergleich mit der PSMA-Expression haben
wir die Komplexitit der vorhandenen HER-2-Daten reduziert: Tumoren ohne eine HER-2-
Farbung in der vorherigen Studie wurden als negativ betrachtet, Tumoren mit einer 1+
Férbeintensitit als ,,schwach® gewertet, Tumoren mit einer 2+ oder 3+ Intensitit zu einer

,.starken* Gruppe zusammengefasst.
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2.4 Statistik

Die statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe der JMP Statistik-Software (SAS Institu-
te, Cary, NC) durchgefiihrt. Wahrscheinlichkeitsberechnungen wurden mit dem chi*-Test
und dem Fisher-Exact-Test berechnet, Uberlebenskurven mit der Kaplan-Meier-Methode
berechnet und mit dem Logrank-Test verglichen. Die Cox-Regression wurde genutzt, um
die Unabhingigkeit von histologischen Parametern und der PSMA-Expression zu iiberprii-
fen, um einen Wiederanstieg von PSA nach radikaler Prostatektomie vorauszusagen.

Der ANOVA-Test wurde angewendet, um die Beziehung zwischen Ki67 LI und PSMA-

Expression zu untersuchen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 PSMA-Expression

In 2433 von 3261 (74,6 %) Gewebeproben des Arrays war Prostatakarzinomgewebe vor-
handen. Nicht-informative Félle wurden durch fehlende Spots auf dem TMA oder durch
Nichtvorhandensein von eindeutigem Tumorgewebe nach IHC-Féarbung mit einem Anti-
korper gegen den Basalzellmarker 34BE12 IHC (480; 14,7 %; Daten nicht gezeigt) verur-
sacht. Eine Gesamtanzahl von 137 (4,2 %) Spots enthielt entweder normales Prostatage-
webe, hochgradige intraepitheliale Neoplasie des Prostatagewebes oder nur Bindegewebe.
In 2238 von 2433 ( 91,8 %) Prostatakarzinomen war eine immunhistochemische Firbung
nachweisbar, ebenso im Prostatanormalgewebe. Reprisentative Bilder werden in Abbil-
dung 5 gezeigt. Wihrend im Prostatanormalgewebe die PSMA-Expression im Normalfall
gering war, korrelierte eine starke PSMA-Positivitit signifikant mit einem hohen Gleason-
Grad (p < 0,0001), erhohten PSA-Wert (p < 0,0001) und positiven Resektionsrandern (p =
0,0450) (Tabelle 3).

PSMA -Expressionslevel

n negativ (%) schwach (%) stark (%) p-Wert
Alle Tumoren 2433 8.0 24.6 67.4
Tumorstadium pT?2 1468 8.4 26.8 64.8 0.0006
pT3a 500 7.6 22.6 69.8
pT3b 306 5.9 17.6 76.5
pT4 37 18.9 24.3 56.8
Gleason-Grad <3+3 971 10.1 30.9 59.0 <0.0001
3+4 1034 6.7 21.2 72.1
443 260 6.5 16.2 77.3
24+4 48 4.2 20.8 75.0
s PNO 1ol 73 237 69.0 0.1774
PN+ 75 6.7 14.7 78.6
PSA (ng/ml) <4 354 10.2 28.2 61.6 0.0001
4-10 1213 9.3 25.8 64.9
10-20 519 4.8 22.4 72.8
>20 190 53 17.4 77.4
Resektionsrand positiv 499 0.8 21.0 69.1 0.0450
negativ 1811 7.6 25.7 66.8

Tabelle 3: PSMA-IHC-Ergebnisse
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Abbildung 5:  Beispiele von PSMA-Immunfirbungen. a-c) Hochgradige Prostatakarzinome, die
a) eine starke diffuse Positivitit, b) eine apikale Fiarbung in den Prostatadriisen,
und c) einen Verlust der PSMA-Expression zeigen. d) Apikale Firbung in Prosta-
tanormalgewebe.

Die PSMA-Expression korrelierte auch signifikant mit dem Tumorstadium (p = 0,0006),
diese Assoziation war jedoch nicht linear. Die Fraktion der stark PSMA-positiven Tumo-
ren stieg von Stadium pT2 (64,8 %) zu Stadium pT3b (76,5 %) an, fiel von Stadium pT3b
zu Stadium pT4 (56,8 %) allerdings wieder ab. Damit iibereinstimmend war die Anzahl der
komplett PSMA-negativen Karzinome bei pT4-Féllen am hiufigsten (18,9 % vs. 5,9 % in
pT3b). Eine #hnlich kontroverse Beobachtung haben wir in unserer Uberlebensanalyse
gemacht. Sowohl Tumoren mit starker PSMA-Expression als auch Tumoren ohne jede
PSMA-Firbung hatten ein signifikant erhdhtes Risiko fiir einen frithen Wiederanstieg von
PSA (Abbildung 6a). In einer Multivariat-Analyse, die pT-Stadium, Gleason-Grad und
postoperative PSA-Level einschloss, war diese Assoziation nicht unabhéngig von etablier-

ten Prognosefaktoren (Tabelle 4).
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Parameter Variable RR 95% CI p-Wert
pT-Stadium pT2 vs pT3 1.05 0.90-1.24 <0.0001
pT2 vs pT4 2.57 1.97-3.29
Gleason-Grad <3+3 vs 3+4 0.73 0.62-0.86 <0.0001
<3+3 vs 4+3 1.91 1.60-2.29
<3+3 vs 24+4 2.35 1.74-3.09
PSA-Level <4 vs 4-10 0.83 0.71-0.98 0.0004
<4 vs 10-20 1.16 0.98-1.36
<4 vs >20 1.36 1.13-1.64
PSMA-Expression schwach vs. stark 1 0.86-1.17 0.4053
schwach vs. nega- ) 5 0.88-1.42

v

Tabelle 4: Multivariat-Analyse (Cox-Regressions-Modell)

a 1.0 =g
0.9 =
0.8 =
. PSMA schwach (453)
Rezidiv- ., _ "
freies '
Uber- 0.6 =
eben 05 —
’ PSMA negativ (146)
0.4 = PSMA stark (1202)
0.3 =
0.2 =
0.1 = p=0.0009
00 LANAARAN] lllll LALLAN] lllll LALARL] lllll LA A L] lllll aussunye lllll LARAALN D)
0 20 40 60 80 100 120
Monate
b 1.0 =
0.9 =
Rezidiv- 0.8 = PSMA stark, HER2 neg. (872)
freies 07 =
Uber- ’
leben 0.6 =
05 = ‘ fp T
0.4 = /
0.3 = PSMA stark,
HER2 schwach PSMA stark,
0.2 = HER2 stark (29)
0.1 = p<0.0001
0-0 LABAALLA) lllll LARLAN) lllll ssusey lllll LA AR II'II LAARAA]J II'II LARRAA DA
0 20 40 60 80 100 120
Monate

Abbildung 6: a) PSMA-Expression und rezidivfreies Uberleben bei Prostatakarzinom-Patienten.

b) Einfluss einer PSMA-HER?2-Koexpression auf die Prostatakarzinom-Prognose.
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3.2 Assoziation zu Ki67 LI und HER2-Expression

Eine immunhistochemische Ki67-Farbung konnte in 2276 Tumoren, zu denen PSMA-
Daten vorlagen, analysiert werden. Der Ki67 LI war 4,3 % (+/- 0,23 %) bei Tumoren mit
schwacher PSMA-Fiarbung und hoher bei Karzinomen mit entweder verlorengegangener
(4,6 % +/- 0,38 LI) oder starker PSMA-Expression (4,8 % +/- 0,13 % LI) (Abbildung 7).
Diese Unterschiede waren statistisch jedoch nicht signifikant (p = 0,2969).

£,2

5.0

4,8

4,6

Kig7 LI

4,4

4,2

4,0 - - -
schwach (496) negativ (174) stark (1608}

PSMA-Expressionslevel

Abbildung 7:  Beziehung zwischen PSMA-Expressionsleveln und Zellproliferation, gemessen durch den
Ki67 LI.

Eine nachweisbare HER2-Firbung konnte bei 524 Tumoren mit vorhandenen Daten zur
PSMA-Expression festgestellt werden. Unter diesen Tumoren konnte eine Korrelation zwi-
schen HER2-Expression und PSMA-Positivitit festgestellt werden. Nur 17/192 (8,9 %) der
PSMA-negativen, aber 432/1621 (26,7 %) der stark PSMA-positiven Tumoren zeigten
gleichzeitig auch eine HER2-Protein-Expression (p < 0,0001 %, Abbildung 8).

Eine starke HER2-Expression wurde fast ausschlieBlich (36/37, 97 %) in stark PSMA-

exprimierenden Karzinomen gefunden. Innerhalb dieser Untergruppe der ,,starken PSMA-
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Exprimierer* hatten Tumoren mit einer starken HER2-Koexpression eine signifikant
schlechtere Prognose als Tumoren mit nur schwacher oder keiner HER2-Positivitit
(p < 0,0001, Abbildung 6 b). Die Anzahl der HER2-positiven Proben ohne PSMA-

Expression (n = 10) war zu gering fiir eine sinnvolle statistische Analyse.

100,0

20,0

20,0

70,0

60,0

HERZ negativ
50,0 mHERZ schwach

mHERD stark

40,0

20,0

20,0
1I:I.II:I F
oo | I

negativ (192) schwach (S90) stark (1621)
PSMA-Expressionslevel

Abbildung 8:  Beziehung zwischen immunhistochemischen PSMA- und HER2-Expressionsleveln.
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4 DISKUSSION

Eine PSMA-Expression wurde bei der grolen Mehrheit der iiber 2.000 analysierten Prosta-
takarzinome gefunden und korrelierte mit unterschiedlichen klinisch-pathologischen Fak-
toren. Wiahrend diese Assoziationen aus fritheren Studien bekannt waren [15, 17, 19, 20],
erlaubte die hohe Anzahl an Karzinomen, die in diese Studie eingeschlossen waren, die
Identifizierung einer Untergruppe von mehr als 180 Tumoren ohne jegliche nachweisbare
PSMA-Expression. Bemerkenswerterweise hatten diese Tumoren eine genauso schlechte

Prognose wie die Tumoren mit der hochsten PSMA-Expression.

PSMA-negative Prostata-Karzinome sind bisher nicht beschrieben worden. Dies konnte
mit der durchgehend kleinen GroBe fritherer Studien, die normalerweise weniger als 200
Proben einschlossen, in Zusammenhang stehen. Solch kleine Fallzahlen sind ganz offen-
sichtlich nicht geeignet, um seltene Ereignisse festzustellen, die durch ein abweichendes
molekulares Profil gekennzeichnet sind. Dies trifft insbesondere auf negative IHC-
Ergebnisse zu. Es ist bekannt, dass eine gewisse Anzahl an Negativ-Ergebnissen in IHC-
Studien immer vorkommt — oft durch methodische Fehler verursacht. Beispielsweise kann
eine nicht optimale Gewebefixierung in manchen Féllen zu einem Verlust der Antigenitét
fiihren. Weil eine PSMA-Expression in allen normalen Prostata-Zellen bekannt ist [15, 17,
33], wire es moglich, dass in manchen Fillen PSMA-negative Ergebnisse als ,,falsch-
negativ‘ interpretiert wurden und so moglicherweise von nachfolgenden Untersuchungen
ausgeschlossen wurden. In unserer Studie ist es sehr unwahrscheinlich, dass negative
PSMA-Ergebnisse durch technische Fehler verursacht wurden: Nicht nur deshalb, weil ein
Verlust der PSMA-Expression mit einer verringerten Lebenserwartung korrelierte (was fiir
einen Artefakt ungewohnlich wire), sondern auch, weil fast alle (174/186, 93 %) PSMA-
negativen Gewebespots deutlich immunreaktiv mit Ki67-Antikorpern waren. Unserer Er-
fahrung nach ist die Ki67-Immunhistochemie gegeniiber Gewebeartefakten ausgesprochen

sensibel.

Die relativ schwache PSMA-Positivitit in normalem Prostatagewebe, die in unserer und in
fritheren Studien gefunden wurde [14, 18, 34, 35], legt nahe, dass eine schwache PSMA-
Expression den physiologischen (normalen) Proteinlevel darstellen konnte. Die Beobach-
tung, dass sowohl stark positive als auch komplett negative Tumoren eine besonders

schlechte Prognose haben, ist aufféllig. Die physiologische Rolle von PSMA in Prostata-
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gewebe ist bis jetzt nicht vollstindig gekldrt. Vermutete Funktionen schlieBen eine Rolle
bei der Nihrstoffaufnahme, der Zellmigration oder der Signaltransduktion ein [36, 37]. Die
genannten Mechanismen wiirden mit einem Uberlebensvorteil von PSMA-
tiberexprimierenden Zellen einhergehen und so die schlechte Prognose von stark PSMA-
positiven Karzinomen erkldren. Gleichzeitig zeigen aber unsere Daten, dass erhohte
PSMA-Level fiir die Entwicklung eines aggressiven Prostatakarzinoms offensichtlich nicht
zwingend vorliegen miissen. Es bleibt allerdings unklar, ob aggressive PSMA-negative
Tumoren de novo entstehen oder sekundir aus ehemals PSMA-iiberexprimierenden Tumo-
ren. Im ersten Fall konnte PSMA-Negativitidt Kennzeichen eines spezifischen Pathways in
der Entwicklung des Prostatakarzinoms sein. Im zweiten Fall konnte der Verlust der phy-
siologischen PSMA-Expression als ein generelles Phinomen von Entdifferenzierung gese-

hen werden.

Aufgrund seiner hohen Spezifitit fiir Prostatazellen und seiner hiufigen Uberexpression in
Prostatakarzinomen besteht die Hoffnung, dass PSMA ein geeignetes therapeutisches
Zielmolekiil fiir Anti-Prostatakrebs-Medikamente darstellt. Unsere Ergebnisse mit iiber 90
% PSMA-positiven Tumoren bestidrken diese Theorie. Dennoch ldsst das Ergebnis von fast
10 % PSMA-negativen Karzinomen vermuten, dass nicht alle Tumoren von Anti-PSMA-
Therapien profitieren wiirden. Pritherapeutische immunhistochemische Testungen beim
Prostatakarzinom konnten daher fiir die Entscheidung, ob eine solche Therapie durchge-

fiihrt werden soll, notwendig sein.

Die antikorperbasierte Krebstherapie hat mit dem Einsatz Gen-spezifischer Medikamente
in letzter Zeit vielversprechende Ergebnisse gezeigt, sowohl bei fortgeschrittenen Krebs-
leiden als auch als adjuvante MaBBnahme [8]. Dennoch scheinen trotz einer initial hohen
Ansprechrate auf die Therapie die meisten Tumoren nach einer bestimmten Zeit wieder zu
wachsen. Das konnte dadurch erklédrt werden, dass kleinere Untergruppen von Krebszellen
Mutationen oder andere Molekiilverdnderungen aufweisen, die eine Resistenz gegeniiber
den immuntherapeutischen Prédparaten ermdglichen. Man kann davon ausgehen, dass ein
solches Resistenz-Problem durch ein simultanes Angreifen zweier oder mehrerer verschie-
dener Molekiile minimiert werden konnte. Um dieser Frage nachzugehen, haben wir in
unserem TMA auch Koexpressionsmuster von PSMA und HER?2 analysiert. In einer friihe-
ren Studie haben wir unter Verwendung eines sehr sensiblen IHC-Assays 20 % HER2-

positive Prostata-Karzinome gefunden [32]. Die besonders hohe PSMA-Expression, die in
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den HER2-positiven Fillen dieser Studie gefunden wurde, spricht fiir den moglichen Nut-
zen einer kombinierten Anti-PSMA-anti-HER2-Therapie. Aufgrund der besonders schlech-
ten Prognose von HER2/PSMA-koexprimierenden Tumoren konnte diese Beobachtung

durchaus relevant sein.

Zusammenfassend belegen unsere Daten, dass PSMA héufig und stark in aggressiven Pros-
tatakarzinomen exprimiert wird. Interessanterweise gab es in unserer Studie jedoch auch
eine Untergruppe von fast 10 % PSMA-negativen Tumoren, die durch eine &hnlich
schlechte Prognose wie die PSMA-iiberexprimierenden Tumoren gekennzeichnet waren.
Im Hinblick auf eine mogliche Anti-PSMA-Therapie legen diese Daten nahe, dass moleku-
lare Testungen notwendig sein konnten, um Patienten zu identifizieren, die von einer Anti-

PSMA-Behandlung profitieren wiirden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Prostata-spezifische Membran-Antigen (PSMA) stellt eine mogliches Zielprotein der
Antikorper-basierten Krebstherapie des Prostatakarzinoms dar. Um herauszufinden, wel-
che Rolle PSMA in der Entwicklung von Prostatakrebs spielt, haben wir mittels immun-
histochemischer Verfahren mehr als 2.500 Prostatakarzinome auf einem Gewebe-
Microarray (Tissue-Microarray, TMA) im Hinblick auf ihre PSMA-Expression untersucht.
Die PSMA-Immunfirbungen wurden mit klinischen Follow-up-Daten, bestehender HER2-
Expression und Ki67-LI-Daten verglichen. Eine PSMA-Expression konnte in mehr als
91,9 % der Karzinome beobachtet werden, in iiber 70 % in hohem MaBe, und korrelierte
mit fortgeschrittenem Tumorstadium (p=0,0006), hohem Gleason-Grad (p<0,0001) und
HER2-Expression (p<0,0001). Wie aufgrund der Ergebnisse fritherer Studien erwartet,
hatten Tumoren mit einer starken PSMA-Expression eine signifikant schlechtere Prognose
als Tumoren mit einer nur schwach ausgepragten PSMA-Farbeintensitit (p=0,0009). Eine
kleine Untergruppe von 8,1 % der Prostatakarzinome zeigte iiberhaupt keine nachweisbare
PSMA-Expression. Uberraschenderweise hatten diese PSMA-negativen Tumoren eine
ebenso schlechte Prognose wie die Tumoren mit starker PSMA-Expression. Eine signifi-
kante Untergruppe der aggressiven Prostatakarzinome zeigte also keine PSMA-Expression

und wiirde demnach vermutlich auch nicht von einer Anti-PSMA-Therapie profitieren.
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