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ABSTRACT

Background and aims Transcription factors of the
forkhead box P (FOXP1-4) family have been implicated
in various human cancer types before. The relevance and
role of neuronal transcription factor FOXP2 in prostate
cancer is unknown.

Methods A tissue microarray containing samples from
more than 11 000 prostate cancers from radical
prostatectomy specimens with clinical follow-up data was
analysed for FOXP2 expression by immunohistochemistry.
FOXP2 data were also compared with pre-existing ERG
fusion (by fluorescence in situ hybridisation and
immunohistochemistry) and cell proliferation (Ki67
labelling index) data.

Results There was a moderate to strong FOXP2 protein
expression in basal and secretory cells of normal
prostatic glands. As compared with normal cells, FOXP2
expression was lost or reduced in 25% of cancers.
Strong FOXP2 expression was linked to advanced
tumour stage, high Gleason score, presence of lymph
node metastases and early tumour recurrence
(p<0.0001; each) in ERG fusion-negative, but not in
ERG fusion-positive cancers. High FOXP2 expression was
linked to high Ki67 labelling index (p<0.0001) in all
cancers irrespective of ERG fusion status.

Conclusions These data demonstrate that similar high
FOXP2 protein levels as in normal prostate epithelium
exert a ‘paradoxical’ oncogenic role in 'non fusion-type’
prostate cancer. It may be speculated that interaction of
FOXP2 with members of pathways that are specifically
activated in ‘non fusion-type’ cancers may be responsible
for this phenomenon.

INTRODUCTION

Transcription factors of the forkhead box P
(FOXP1-4) family have been implicated in various
human cancer types before.! For example, FOXP1
is a tumour suppressor in breast cancer’ and has
been suggested to play a role in prostate cancer
also.> FOXP3 is strongly expressed in tumour
invading regulatory T cells and in lymphomas.*
FOXP4 expression is downregulated in kidney
cancer’ and inactivated by translocation in several
breast cancer cell lines.® In a recent study, FOXP2
has also been implicated with cancer. Campbell
et al’ found FOXP2 overexpression as a strong
discriminator between normal lymphocytes and
multiple myeloma. Apart from this, FOXP2 is
known to have a role in neuronal differentiation.
Specifically, FOXP2 was shown as a factor

influencing speech development.® Apart from this
one study in lymphoma, the role of FOXP2 expres-
sion in cancer has not been evaluated.

To determine, whether FOXP2 expression might
have a role in prostate cancer, we made use of a
prostate cancer tissue microarray (TMA) containing
samples from more than 11000 patients with
follow-up information and an attached molecular
database. The data show that FOXP2 expression is
often either lost/reduced or increased in prostate
cancer and that FOXP2 expression is significantly
linked to tumour aggressiveness, especially in non-
fusion type prostate cancer.

METHODS

Patients

A TMA was made from 11 152 prostatectomy speci-
mens from patients undergoing surgery between
1992 and 2011 at the Department of Urology, and
the Martini Clinics at the University Medical Center
Hamburg-Eppendorf. The TMA manufacturing
process was described earlier in detail.” In short, one
0.6 mm core was taken from a representative tissue
block from each patient. The tissues were distributed
among 24 TMA blocks, each containing 129-522
cores. Clinical follow-up data were available for
9695 of the 11152 arrayed tumours. Median
follow-up was 36.8 months ranging from 1 month to
219 months. None of the patients received neoadju-
vant endocrine therapy. Additional (salvage) therapy
was only initiated after biochemical relapse, the
clinical endpoint of this study. Prostate specific
antigen values were measured following surgery and
recurrence was defined as a postoperative prostate
specific antigen (PSA) of 0.2 ng/ml and increasing
thereafter. The detailed composition of the TMA and
the attached histopathological and clinical data is out-
lined in table 1. Presence or absence of cancer tissue
was validated by immunohistochemical AMACR and
34BE12 analysis."® More than S0 tissue spots con-
taining normal prostate glands were also included on
the TMA. The molecular database attached to this
TMA contained results on ERG expression in 9628
tumours and ERG breakapart fluorescence in situ
hybridisation (FISH) analysis in 6106 tumours
(extended from'"), as well as Ki67 labelling index
(LI) in 7019 cancers (extended from'?).

Immunohistochemistry
Freshly cut TMA sections were analysed in 1 day
and in one experiment. The antibody anti-FOXP2
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Table 1 Composition of the prognosis tissue microarray (TMA)
containing 10 152 prostate cancer specimens

Number of patients (%)

Study cohort Biochemical relapse

on TMA among categories
(n=11152) (n=1824)

Follow-up (months)

Mean 53.4 =

Median 36.8 =
Age (years)

<50 318 49

50-60 2.768 460

60-70 6.548 1.081

>70 1.439 232
Pretreatment PSA (ng/ml)

<4 1.407 142

4-10 6.735 827

10-20 2.159 521

>20 720 309
Tumour stage

pT2 7370 570

pT3a 2.409 587

pT3b 1.262 618

pT4 63 49
Gleason grade

<3+3 2.859 193

3+4 1.565 573

4+3 6.183 849

>4+4 482 208
Lymph node metastasis

pNO 6.117 1.126

pN+ 561 291
Surgical margin

Negative 8.984 1.146

Positive 1.970 642

Numbers do not always add up to 11 152 in the different categories because of cases
with missing data.

(rabbit polyclonal, Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA;
1/60 dilution; cat#HPA000382) was used for detection of
FOXP2 expression. Slides were deparaffinised and exposed to
heat-induced antigen retrieval for 5 min in an autoclave at 121°
C in pH 9 buffer. Bound primary antibody was visualised using
the DAKO EnVision Kit (Dako). Staining was predominantly
nuclear and its intensity was estimated in a 4-step scale as nega-
tive, weak, moderate and strong staining.

Statistics

For statistical analysis, the JMP V.9.0 software (SAS Institute Inc,
North Carolina, USA) was used. Contingency tables were calcu-
lated to study the association between FOXP2 expression and
clinicopathological variables, and the x> (likelihood) test was
used to find significant relationships. Kaplan-Meier curves were
generated for PSA recurrence-free survival. The logrank test was
applied to test the significance of differences between stratified
survival functions. Cox proportional hazards regression analysis
was performed to test the statistical independence and signifi-
cance between pathological, molecular and clinical variables.

RESULTS

Technical aspects

TMA blocks with a total of 2088 tissue spots were excluded from
the analysis due to insufficient immunohistochemistry (IHC)
quality. FOXP2 analysis was successful in 8289 of the remaining
9064 arrayed cancers (91%). IHC was not interpretable in 775
(9%) tumours because lack of unequivocal tumour cells in the
tissue spots or missing tissue spots on the TMA section.

FOXP2 expression in normal prostate epithelium

and in prostate cancer

Intensity of FOXP2 immunostaining was moderate to strong in
normal prostate epithelium and exclusively seen in the nucleus.
Nuclei of basal and secretory cells were labelled, whereas no
staining was seen in stromal cells. FOXP2 expression intensity
was often reduced in prostate cancer as compared with normal
epithelium (figure 1). FOXP2 immunostaining was found in
7779 of the 8289 analysable tumours (94%), including 1572
(19%) tumours with weak, 2846 (34%) with moderate and
3361 (41%) tumours with strong staining (table 2).
Representative images are shown in figure 1. Strong FOXP2
positivity was significantly linked to advanced tumour stage,
high Gleason grade and presence of lymph node metastases
(p<0.0001; each). A subset analysis in 4206 ERG fusion-
negative and 3096 ERG fusion-positive cancers with FOXP2
IHC data revealed that all associations of FOXP2 with
unfavourable tumour phenotype were particularly strong in
ERG-negative cancers (p<0.0001; each), but were completely
lost in ERG-positive tumours. All associations of FOXP2 in all
tumours and in ERG-positive and ERG-negative subgroups are
summarised in table 2 and online supplementary tables S1-2.

Tumour cell proliferation (Ki67LI)

Strong FOXP2 staining was significantly linked to increased cell
proliferation as measured by Ki67LI in all cancers (figure 2A;
p<0.0001). This association was independent of the ERG
fusion status (figure 2B,C; p<0.0001; each). This association
was also independent from the Gleason grade, since it held also
true if tumours of identical grade were separately analysed
(figure 3). Overall, these data suggest a role of FOXP2 for
tumour growth in general and a direct involvement in prolifer-
ation in particular.

TMPRSS2-ERG fusion status and ERG protein expression

The relationship of FOXP2 expression and ‘fusion-type’ pros-
tate cancer was analysed by two independent methods. There
were subsets of 4613 cancers with available TMPRSS2-ERG
fusion data obtained by FISH and there were 7302 cancers with
FOXP2 and ERG IHC data. Strong FOXP2 immunostaining
was more frequent in ERG IHC-positive cancers (1826/3096;
599%) as compared with ERG IHC-negative cancers (1177/4206
(28%), p<0.0001, figure 4A). Genomic ERG rearrangement
data obtained by FISH using an ERG breakapart probe!!
yielded similar results. Strong FOXP2 staining was markedly
more frequent in tumours with ERG rearrangement (1315/2077
(63%)) as compared with tumours without ERG rearrangement
(831/2536 (33%), p<0.0001, figure 4B).

Prognostic relevance of FOXP2 expression

Follow-up data were available from 7050 cancers with FOXP2
IHC data. Strong (3+) FOXP2 staining was significantly linked
to early biochemical recurrence in all cancers (p<0.0001,
figure 5A). This association became even more evident in 3543
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Figure 1 Representative pictures of a)
FOXP2 immunostaining in prostate
cancer and prostate normal tissue. (A)
Negative, (B) weak, (C) moderate, (D)
strong staining in cancers, (D) cancer
(magpnified in G) and adjacent normal
prostate epithelium (magnified in F) in
the same tissue spot (E).

ERG-negative cancers (p<0.0001, figure 5B), but was com-
pletely lost in the subset of 2625 ERG fusion-positive tumours
(p=0.3887, figure 5C). A multivariate analysis revealed that this
association failed to become independent (p=0.1033) from
established prognostic risk factors including pT stage, Gleason
grade and nodal stage (p<0.0001; each) if all cancers were
jointly analysed (table 3).

DISCUSSION

The results of our study demonstrate that high FOXP2 expres-
sion is strongly linked to adverse features of the disease in ERG
fusion-negative prostate cancers. In particular, FOXP2 overex-
pression was linked to advanced tumour stage, high Gleason
grade, and presence of lymph node metastases and early tumour
recurrence.

In this study, FOXP2 was constitutively expressed at high
level in the nuclei of basal and secretory cells of normal prostate
glands. FOXP1-4 family members act as transcriptional repres-
sors and regulate differentiation of neuronal and immune
cells."®™'* Thus, our findings are consistent with a general role

of FOXP2 for prostate epithelial differentiation and functioning,
including the proliferative basal cells and the differentiated, qui-
escent secretory cells. The absence of FOXP2 protein in stromal
cells of the prostate fits well with results of a previous study
reporting relatively low FOXP2 mRNA levels in the prostate.”
The stromal component can be substantial in prostate tissue and
may have led to a massive dilution of mRNAs derived from
prostate epithelium. Other studies reported FOXP2 mRNA
expression from most other normal tissues also, with highest
levels in ovary, colon, brain, liver and intestine,” as well as devel-
oping tissues from lung, heart and gut.'® Several studies have
linked FOXP2 expression to fetal and adult neuronal tissues,'*
where it has been implicated in neuronal differentiation and
speech development.?

The strong association between lost or reduced FOXP2
expression and favourable tumour phenotype and good progno-
sis was counterintuitive. It is much more common that the loss
of molecular features of the normal prostate epithelium parallels
tumour cell dedifferentiation and is rather associated with
poor outcome. This for example applies for ALCAM, PTEN,
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Table 2 Association between the FOXP2 immunostaining (IHC)
result and prostate cancer phenotype

FOXP2 [HC result

n Negative Weak Moderate Strong
Parameter  Evaluable (%) (%) (%) (%) p Value
All cancers 8289 6 19 34 41
Tumour stage
pT2 5546 7 21 34 38 <0.0001
pT3a 1796 5 16 33 46
pT3b 904 3 14 40 43
pT4 22 0 5 45 50
Gleason grade
<3+3 1.817 8 23 35 34 <0.0001
3+4 4.827 6 19 33 42
4+3 1.220 4 16 36 45
>4+4 394 3 13 40 44
Lymph node metastasis
NO 4.363 6 18 34 43 <0.0001
N+ 429 4 10 40 46
Surgical margin
Negative 6.652 6 19 34 41 0.2967
Positive 1.479 6 17 38 46

E-cadherin or CDKN2A (p16) in prostate cancer.'®™'® One pos-
sible explanation for the unusual scenario, that a normal cell
protein all of a sudden becomes oncogenic is that a switch of
the cell metabolism has occurred in which the ‘normal cell
protein’ obtains a completely different role or function. That
FOXP2 has the potential to interfere with pathways that are
related to cancer is well known. For example, FOXP2 regulates
the expression of a variety of genes involved in tumour-relevant
pathways such as WNT, NF-x B and IGF-1.2° ! Moreover,
FOXP2 interacts with, and regulates the activity of C-terminal
binding protein 1 (CTBP1).>*> Overexpression of CTBP1 pro-
motes cell cycle progression and inhibits apoptosis by repressing
the expression of known tumour suppressor and apoptosis
genes such as PTEN, p16 and BAX.”® Moreover, that FOXP2
was found overexpressed in lymphoma cells as compared with
their normal counterparts is further suggesting that FOXP2 can
exert an oncogenic function in vivo.

Our subset analyses in ERG-positive and ERG-negative pros-
tate cancers appear to potentially explain the paradoxical asso-
ciations of retained high FOXP2 levels with unfavourable
tumour features. The most common chromosomal rearrange-
ment known in prostate cancer fuses the androgen responsive
TMPRSS2 gene to the ETS family transcription factor ERG
gene.”* This alteration occurs in about 50% of prostate cancers
and causes high level ERG protein expression and a variety of
molecular downstream changes in affected cancers.**” The
TMPRSS2:ERG fusion is the prototype of a number of similar
rearrangements resulting in oncogenic activation of ETS
genes®®! in prostate cancer, which have led to a molecular
subclassification of fusion-negative and fusion-positive prostate
cancers. Our data revealed a significant difference in frequency
and prognostic impact of FOXP2 expression in fusion-type and
non fusion-type prostate cancer. We found that a retained, mod-
erate to strong FOXP2 expression was significantly linked to
ERG fusion-positive cancers. Importantly, this association held
true for immunohistochemical analysis of ERG expression and
for FISH-based detection of ERG breakage, excluding a
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Figure 2 Association between FOXP2 immunostaining intensity and
cell proliferation as measured by the Ki67 labelling index (Ki67 LI) in
(A) all cancers (n=5352), (B) ERG positive cancers (n=2302), and (C)
ERG negative cancers (n=2989).

potential IHC-related artificial relationship. Strikingly, almost all
adverse features connected to FOXP2 overexpression were
limited to the subset of ERG-negative cancers.

This finding argues for biologically distinct consequences of
FOXP2 in ERG fusion-negative and ERG fusion-positive
cancers. A different role of FOXP2 in ‘fusion-type’ and ‘non
fusion-type’ prostate cancer is conceivable. Alternatively, the
tumour promoting effect of FOXP2 may be counteracted by
ERG. ERG is normally not expressed in the prostate epithelium.
Activation of ERG expression by TMPRSS2:ERG gene fusion
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Figure 3 Significant associations between FOXP2 immunostaining
and Ki67 labelling index (Ki67LI) in tumour subsets of identical Gleason
grade.

results in aberrant activation of different signalling cascades in
ERG fusion-positive as compared with ERG fusion-negative
prostate cancers.”” >** One of the best known consequences
of ERG expression is activation of WNT signalling®® 27 3 It is
tempting to speculate that FOXP2 and ERG, or their target
genes, interfere with pathways governing tumour aggressiveness,
possibly including the WNT pathway, which is subsequently
reflected by the different clinical course in ERG-positive and
ERG-negative cancers. The genes or mechanisms mediating this
effect remain to be identified.

Indirect evidence for substantial differences on the cell bio-
logical effect of FOXP2 depending of the gene sets activated in
cancer cells is derived from the significant link of high FOXP2
expression and multiple myeloma pathogenesis.”
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Figure 4 Association between positive FOXP2 immunostaining and
ERG fusion status probed by (A) IHC and (B) FISH analysis. p<0.0001;
each.
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Figure 5 Association between FOXP2 immunostaining intensity and
biochemical recurrence in (A) all cancers (n=7050), (B) ERG-negative
cancers (n=3543) and (C) ERG-positive cancers (n=2625).

In summary our study suggests an important role of FOXP2
for prostate cancer development and progression, and suggests
biologically different effects in ERG fusion-positive and ERG
fusion-negative cancers. In non fusion-type prostate cancer, high
FOXP2 expression stratifies a subset of prostate cancers with a
particularly poor prognosis.
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Il. Darstellung der Publikation

1. Einleitung

Transkriptionsfaktoren der Forkhead Box P (FOXP1-4) Familie wurden bislang mit
verschiedenen Tumortypen in Verbindung gebracht (Katoh 2004). FOXP1 fungiert
zum Beispiel als Tumorsuppressor beim Brustkrebs (Fox et al. 2004), ebenso wird
ihm eine Funktion im Prostatakarzinom (Taylor et al. 2010) zugeschrieben. FOXP3
wird stark in tumorinvasiven, regulatorischen T-Zellen und in Lymphomen exprimiert
(Bignone und Banham 2008). Die Expression von FOXP4 ist in Nierenkarzinomen
herabreguliert (Teufel et al. 2003) und durch Translokation in diversen
Brustkrebszelllinien inaktiviert (Howarth et al. 2008). FOXP2 wurde bereits mit
Neoplasien in Verbindung gebracht, so kann man durch eine FOXP2-Uberexpression
zwischen normalen Lymphozyten und multiplen Myelomzellen unterscheiden
(Campbell et al. 2010). Die weitere mogliche Bedeutung der Expression von FOXP2
in anderen Formen von malignen Tumoren ist bislang unbekannt. Im Rahmen der
neuronalen Differenzierung spielt FOXP2 eine Rolle in der Sprachentwicklung (Kang
und Drayna 2011). Wir haben an einem Prostatakarzinom-Tissue Micro Array (TMA)
mit Tumorproben von mehr als 11000 Patienten untersucht, inwiefern FOXP2 beim
Prostatakarzinom eine Rolle spielt. Bei den Ergebnissen wurden auch vorliegende
klinische und molekulare Daten beriucksichtigt. Es zeigte sich, dass im
Prostatakarzinom meist ein Verlust/eine Reduktion oder aber eine Steigerung der
FOXP2 Expression vorliegt und dass diese Steigerung signifikant mit der
Aggressivitat des Tumors zusammenhangt. Dies trifft vor allem auf den ,non-fusion-

type“ des Prostatakarzinoms zu.

2. Methoden

2.1 Patienten

Ein Tissue Micro Array wurde aus 11152 Prostatektomie-Proben hergestellt. Diese
stammen von Patienten, die zwischen den Jahren 1992-2011 in der Martini Klinik am
Universitatsklinikum  Hamburg-Eppendorf  operiert wurden. Eine  genaue
Beschreibung des TMA-Herstellungsprozesses wurde in einer vorangegangenen
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Studie gegeben (Minner et al. 2010). Pro Patient wurde eine 0.6 mm Stanze aus
einem tumorhaltigen, reprasentativen Paraffin-Gewebeblock entnommen. Die
Gewebe wurden auf 24 TMA Bloécken verteilt, wobei jeder Block 129-522 Proben
enthielt. Fir 9695 der 11152 Tumorproben waren klinische Verlaufsdaten verfligbar,
der mediane Beobachtungszeitraum lag bei 36.8 Monaten und die Spannbreite
umfasste 1-219 Monate. Keiner der Patienten erhielt eine neo-adjuvante endokrine
Therapie. Eine zusatzliche (salvage) Therapie wurde nur bei biochemischem Rezidiv
(BCR) initiiert, was auch als Kklinischer Endpunkt dieser Studie definiert wurde. Die
PSA- (Prostata spezifisches Antigen) Werte wurden postoperativ gemessen und ein
Wert ab 0.2 ng/ml wird als das Wiederauftreten des Tumors (Recurrence) definiert.
Die detaillierte Darstellung des TMA mit den zugehdrigen klinischen und
histopathologischen Daten wird in Tabelle 1 prasentiert. Das Vorhandensein von
Tumorgewebe wurde mittels der immunhistochemischen Farbungen AMACR und
34BE12 validiert (Minner et al. 2010). Uber 50 Gewebespots mit Prostata-
Normalgewebe sind im TMA eingeschlossen. Die dem TMA beigefiigte molekulare
Datenbank enthélt Ergebnisse der ERG-Expression in 9628 Tumoren und der ERG-
break-apart-FISH-Analysen in 6106 Tumoren (aus (Minner et al. 2011) entnommen),
sowie den Ki67-labeling-Index (LI) in 7019 Tumoren (aus (Minner et al. 2010)

entnommen).

2.2 Immunohistochemie

Frisch geschnittene TMA-Abschnitte wurden an einem Tag und innerhalb eines
Experimentes analysiert. Der Antikérper anti-FOXP2 (rabbit polyclonal, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO; 1/69 dilution; cat#HPA000382) wurde zum Nachweis der
FOXP2-Expression verwendet. Die Schnitte wurden entparaffiniert und zum Zweck
des ,antigen retrieval“ fur 5 Minuten im Autoklaven bei 121°C in pH 9 Puffer
behandelt. Der gebundene Primarantikdrper wurde mittels DAKO EnVision Kit (Dako)
sichtbar gemacht. Die Farbung zeigte sich zumeist nuklear und ihre Intensitat wurde

mittels einer 4-Stufen Skala als negativ, schwach, mafdig und stark gefarbt bewertet.



2.3 Statistik

Fur die statistische Analyse wurde die JMP 9.0 Software (SAS Institute Inc., NC,
USA) verwendet.

Kontingenz-Tafeln wurden erstellt um die Assoziation zwischen der FOXP2-
Expression und den klinisch-pathologischen Variablen zu berechnen. Der Chi-
Quadrat Test (Likelihood) wurde zur Detektion signifikanter Verbindungen verwendet.
Kaplan-Meier Kurven wurden fir das ,PSA recurrence free survival“ erstellt. Der Log-
Rank Test wurde angewendet um die Signifikanz der Unterschiede zwischen den
Uberlebensfunktionen (stratified survival functions) zZu prufen.
Uberlebenszeitanalysen (COX proportional hazards regression Analysen) wurden
durchgefiihrt, um die statistische Unabhé&ngigkeit zwischen den pathologischen,

molekularen und klinischen Variablen zu testen.

3. Ergebnisse

3.1 Technische Aspekte

Die FOXP2-Analyse gelang erfolgreich in 8289 (91%) von verbleibenden 9064
Tumorproben, die restlichen 2088 Gewebespots mussten wegen unzureichender
immunhistochemischer Qualitdt ausgeschlossen werden.

Die Immunhistochemie (IHC) konnte in 775 (9%) Tumoren wegen des Fehlens
eindeutiger Tumorzellen in den Gewebespots oder ganzlich fehlender Gewebespots

auf dem TMA-Abschnitt nicht interpretiert werden.

3.2 FOXP2-Expression im normalen Prostataepithel un  d im Prostatakarzinom

Die Intensitat der FOXP2 Farbung war im normalen Prostatagewebe mafRig bis stark
ausgepragt und ausschliel3lich auf den Kern beschrankt. Die Kerne der basalen und
sekretorischen Zellen waren markiert, in stromalen Zellen wurde keine Farbung
gesehen. Die FOXP2-Expressionsintensitat war im Prostatakarzinom, verglichen mit
normalem Epithel, meist reduziert (Figur 1). Die FOXP2-Immunfarbung wurde in
7779 der 8289 analysierbaren Tumore (94%) gefunden, darunter fanden sich 1572
(19%) Tumore mit schwacher, 2846 (34%) mit maRiger, und 3361 (41%) Tumore mit



starker Farbung (Tabelle 2). Reprasentative Ausschnitte werden in Figur 1 gezeigt.
Eine starke FOXP2-Positivitdt war mit fortgeschrittenem Tumorstadium, hohem
Gleasongrad und der Prasenz von Lymphknotenmetastasen (p<0.0001) verbunden.
Eine nachgeschaltete Unteranalyse von 4206 ERG Fusion-negativen und 3096 ERG
Fusion-positiven Tumoren mit FOXP2 IHC Daten ergab, dass FOXP2 in ERG-
negativen Tumoren mit unginstigem Tumorph&notyp zusammenhangt (p<0.0001),
sich diese Assoziation aber nicht in den ERG-positiven Tumoren zeigten. Tabelle 2
und sowie die erganzenden Tabellen S1-2 zeigen die Zusammenhange von FOXP2

mit jeglichen Tumoren und deren Untergruppen.

3.3 FOXP2-Expression und Tumorzellproliferation (Ki ~ 67 LI)

Eine starke FOXP2-Farbung war signifikant mit einer erhdhten Zellproliferationsrate
verbunden, welche in allen Tumoren mittels Ki67 LI gemessen wurde (Figur 2a;
p<0.0001). Diese Verbindung zeigte sich vom ERG-Fusionsstatus unabhangig (Figur
2b und 2c; p<0.0001; jedes). Sie zeigte sich ebenso unabhangig vom Gleasongrad,
was sich auch bestatigte als Tumore selben Grades getrennt analysiert wurden
(Figur 3). Insgesamt weisen diese Daten auf eine generelle Rolle von FOXP2 beim
Tumorwachstum und insbesondere auf eine direkte Involvierung in der Proliferation
hin.

3.4 TMPRSS2-ERG Fusion-Status und ERG-Protein-Expre  ssion

Die Untersuchung der Beziehung der FOXP2-Expression mit dem ,fusion-type“
Prostatakarzinom erfolgte mittels zweier unabhangiger Methoden. Fir diese Analyse
wurde eine Untergruppe von 7302 Tumoren mit immunhistochemischen Daten zur
FOXP2 Expression und des ERG Status verwendet. Aul3erdem waren 4613 Tumore
mit TMPRSS-ERG Fusion-Daten, erhoben durch FISH, verfugbar.

Eine starke FOXP2-Immunfarbung fand sich haufiger in immunhistochemisch
positiven ERG- (1826/3096; 59%) verglichen mit negativen ERG-Tumoren
(1177/4206 (28%), p<0.0001, Figur 4a).

Diese Ergebnisse stimmen mit den Daten Uberein, die mittels Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) unter Verwendung einer ERG-break-apart-probe (Minner et al.
2011) erhoben wurden.
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3.5 Prognostische Relevanz der FOXP2-Expression

Fir 7050 Tumore mit immunhistochemisch erhobenen FOXP2-Daten waren auch
klinische Verlaufsdaten verflugbar. Eine starke (3+) FOXP2-Farbung war signifikant
mit einem frihen biochemischen Rezidiv in allen Tumoren verbunden (p<0.0001,
Figur 5a). Diese Verbindung zeigte sich bei getrennter Analyse deutlich in den 3543
ERG-negativen Tumoren (p<0.0001, Figur 5b), jedoch nicht in der Untergruppe der
2625 ERG-Fusion-positiven Tumore (p=0.3887, Figur 5c¢). Die multivariate Analyse
zeigte eine Abhangigkeit dieser Verbindung von den etablierten prognostischen
Risikofaktoren wie pT-Stadium, Gleasongrad und Lymphknotenstatus (p<0.0001;

jedes), wenn alle Tumore gemeinsam analysiert werden (Tabelle 3).

4. Diskussion

Die Ergebnisse unserer Studie demonstrieren, dass eine hohe Expression von
FOXP2 stark mit nachteiligen Merkmalen der Erkrankung in ERG-Fusion negativen
Prostatakarzinomen verbunden ist. Dabei ist die Uberexpression von FOXP2
assoziiert mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium, der Prasenz von
Lymphknotenmetastasen und frilher Tumorwiederkehr. In dieser Studie wurde
FOXP2 in hohem Mafe in den Kernen von basalen und sekretorischen Zellen des
normalen Prostatagewebes exprimiert. Es ist bekannt, dass die Mitglieder der
Forkhead-box-P-Familie als transkriptionale Repressoren fungieren und die
Differenzierung von neuronalen Zellen und Immunzellen (Lalmansingh et al. 2012,
Mercer und Unutmaz 2009, Takahashi et a. 2009). Unsere Ergebnisse zeigen sich
konsistent mit der generellen Rolle von FOXP2 in Bezug auf die Differenzierung und
die Funktion des Prostataepithels, einschlie3lich der proliferativen Basalzellen und
der differenzierten, ruhenden sekretorischen Zellen. Die Abwesenheit des FOXP2-
Proteins in stromalen Zellen der Prostata erganzt die Ergebnisse einer friheren
Studie, in der ein relativ geringes FOXP2-mRNA-Vorkommen in der Prostata
beschrieben wurde (Campbell et al. 2010). Die Stromakomponente kann im
Prostatakarzinom sehr ausgepragt sein und hat so mdglicherweise zu einer
massiven Verdunnung der mRNA des Prostataepithels gefiihrt. Andere Studien

berichten von der FOXP2-mRNA-Expression in nahezu allen anderen

11



Normalgeweben mit dem hdchsten Vorkommen in Ovar, Kolon, Gehirn, Leber, im
Intestinum (Campbell et al. 2010), als auch in sich entwickelnden Geweben von
Lunge, Herz und Darm (Schroeder und Myers 2008). Dartber hinaus haben
verschiedene Studien eine Verbindung der FOXP2-Expression zu fetalen und
adulten neuronalen Geweben (Takahashi et al. 2009) hergestellt, wonach FOXP2
eine Rolle bei der neuronalen Differenzierung und der Sprachentwicklung spielt
(Kang und Drayna 2011). Ungewdhnlich ist der gefundene Zusammenhang zwischen
dem Verlust der FOXP2-Expression mit einem guinstigen Tumorphanotyp bzw. guter
Prognose. Gewohnlich geht der Verlust von molekularen Merkmalen des
Prostatanormalgewebes einher mit einer Entdifferenzierung von Zellen und ist
assoziiert mit einem schlechten Outcome. Dies gilt zum Beispiel fiur ALCAM, PTEN,
E-cadherin, oder CDKN2A (pl1l6) im Prostatakarzinom (Chakravarti et al. 2007,
Gravdal et al. 2007, Lotan et al. 2011, Minner et al. 2011). Eine mdgliche Erklarung
fur dieses ungewohnliche Szenario ist, dass normale Zellproteine plotzlich onkogene
Eigenschaften entwickeln, wobei eine Veranderung des Zellmetabolismus stattfindet
und somit ,normale Zellproteine* eine vollig andere Funktion erhalten. Es ist bekannt,
dass FOXP2 das Potential hat, mit verschiedenen Signalwegen der Karzinogenese
zu interferieren. FOXP2 reguliert beispielsweise die Expression einer Reihe von
Genen, die in die Signalwege von Tumoren involviert sind, wie WNT, NF-kappa B
und IGF-1 (Podar et al. 2009, Yasui 2006). FOXP2 interagiert und reguliert die
Aktivitat des C-terminal bindenden Proteins (CTBP1) (Li et al. 2004). Die
Uberexpression von CTBP1 fordert die Progression des Zellzyklus und inhibiert die
Apoptose durch Hemmung der Expression von bekannten Tumorsuppressoren und
Apoptosegenen wie PTEN, pl6 and BAX (Chinnadurai 2009). Im Gegensatz zu
entsprechenden normalen Zellen wird FOXP2 in Lymphomzellen Uberexprimiert, was
weiterhin vermuten lasst, dass FOXP2 eine onkogene Funktion in vivo austiben kann
(Campbell et al. 2010). Unsere Untergruppenanalyse von ERG-positiven und ERG-
negativen Prostatakarzinomen kénnte beitragen, den paradoxen Zusammenhang
von anhaltend hohen FOXP2-Spiegeln mit unglnstigen Tumormerkmalen zu
erklaren. Bei einem der meistvorkommenden chromosomalen Rearrangements des
Prostatakarzinoms fusionieren das androgenresponsive TMPRSS2-Gen mit dem zur
ETS-Familie gehérenden Transkriptionsfaktor ERG-Gen (Tomlins et al. 2005). Diese
Anderung kommt bei etwa 50% der Prostatakarzinome vor und bedingt eine hohe

ERG-Proteinexpression und eine Vielfalt an nachfolgenden Veranderungen in diesen
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Tumoren (Brase et al. 2011, Gupta et al. 2010, Tomlins et al. 2005, Tomlins et al.
2008). Die TMPRSS2:ERG Fusion ist der Prototyp einer Zahl von &hnlichen
Rearrangements, die zur onkogenen Aktivierung der ETS-Gene im Prostatakarzinom
fuhren (Han et al. 2008, Hermans et al. 2008, Hermans et al. 2009, Maher et al.
2009). Dies fuhrte zu einer molekularen Subklassifikation in Fusion-negative und
Fusion-postive Prostatakarzinome. Unsere Daten zeigen einen signifikanten
Unterschied in der Frequenz und der prognostischen Bedeutung der FOXP2-
Expression im ,fusion-type“ und ,non-fusion-type* Prostatakarzinom.

Wir fanden heraus, dass eine anhaltend méaRige bis starke FOXP2 Expression
signifikant mit ERG-Fusion-positiven Tumoren verbunden ist. Dieser Zusammenhang
wurde mittels zweier unabhangiger Methoden untersucht und zeigte sich sowohl fur
die immunhistochemische Analyse der ERG-Expression, als auch fir die FISH-
basierte Detektion des ,ERG-breakage®. Alle mit einer FOXP2-Uberexpression
verbundenen ungunstigen Merkmale beschrankten sich auf die ERG-negativen
Tumore. Diese Ergebnisse sprechen fir biologisch eindeutige Konsequenzen von
FOXP2 in ERG-fusion-negativen und —positiven Tumoren. Eine unterschiedliche
Rolle von FOXP2 im ,fusion-typ“ und ,non-fusion-typ* des Prostatakarzinoms ist
denkbar. Anderenfalls wird dem tumorférdernden Effekt von FOXP2 madglicherweise
durch ERG entgegengewirkt. ERG wird normalerweise nicht im Prostataepithel
exprimiert. Durch die Aktivierung der ERG-Expression durch die TMPRSS2:ERG
Genfusion kommt es zu einer abweichenden Aktivierung einer anderen
Signalkaskade in den ERG-fusion positiven Prostatakarzinomen (Chen und Sawyers
2010, Markert et al. 2011, Yu et al. 2010). Eine der am Besten verstandenen
Konsequenzen der ERG-Expression ist die Aktivierung der WNT-Signalwirkung
(Brase et al. 2011, Gupta et al. 2010, Mochman et al. 2011). Es lieRe sich dartber
spekulieren, dass FOXP2 und ERG, oder ihre Zielgene, mit Signalwegen
interferieren, die die Tumoraggressivitat steuern. Moglicherweise schliel3t dies
ebenso den WNT-Signalweg ein, was anschlieBend auf den unterschiedlichen
klinischen Verlauf von ERG-positiven und ERG-negativen Tumoren zurtickgefuhrt
werden kann. Die Gene oder Mechanismen, die diese Effekte vermitteln gilt es noch
zu identifizieren. Indirekte Beweise fir wesentliche Unterschiede des zellbiologischen
Effektes von FOXP2 hangen von den in Tumorzellen aktivierten Gensets ab,
abgeleitet von der signifikanten Verbindung der hohen FOXP2-Expression und der

Pathogenese des multiplen Myeloms (Campbell et al. 2010).
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Unsere Studie weist auf eine wichtige Rolle von FOXP2 im Rahmen der
Prostatakarzinomentwicklung und -progression hin. Aul3erdem vermuten wir
unterschiedliche biologische Effekte auf ERG-fusion-negative und —positive Tumore.
Im ,non fusion-type* des Prostatakarzinoms bedeutet eine hohe FOXP2 Expression

eine Untergruppe mit besonders schlechter Prognose.

5. Zusammenfassung

Die Transkriptionsfaktoren der Forkhead box P (FOXP 1-4) Familie wurden bislang
mit verschiedenen Tumoren in Verbindung gebracht. Die Rolle des neuronalen
Transkriptionsfaktorsfaktors FOXP2 im Prostatakarzinom ist bislang unbekannt. Um
dies zu untersuchen wurde ein Tissue Microarray, bestehend aus tber 11 000
Prostatatumorproben, inklusive klinischer Daten der Patienten immunhistochemisch
auf die Expression von FOXP2 untersucht. Zusatzlich wurde die Analyse mit bereits
vorhandenen Daten Uber die ERG-Fusion (durch FISH und IHC) und die
Zellproliferation (Ki67 LI) im Prostatakarzinom verglichen.

In den basalen und sekretorischen Zellen des normalen Prostatagewebes zeigte sich
eine moderate bis starke FOXP2-Proteinexpression. Im Vergleich zu den normalen
Zellen zeigte sich die FOXP2-Expression in 25% der Prostatakarzinome reduziert
oder fehlte vollstandig. Eine starke FOXP2-Expression war insbesondere in ERG-
negativen Tumoren verbunden mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium, einem
hoheren Gleasongrad, der Prasenz von Lymphknotenmetastasen und einer friiheren
Tumorwiederkehr, im Gegensatz zur Untergruppe der ERG-positiven Tumore.
Unabhangig vom ERG-Status war eine starke FOXP2 Expression verbunden mit
einer hoheren Zellproliferation. Unsere Ergebnisse weisen auf eine ,paradoxe”
onkogene Rolle des FOXP2 im ,non-fusion-type* des Prostatakarzinoms hin. In

dieser Gruppe sprechen hohe Vorkommen von FOXP2 fiir eine schlechte Prognose.
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6. Abbildungen und Tabellen

Tabelle 1  Komposition des Prognose-TMA  bestehend aus

Prostatakarzionomproben.

No. of patients (%)

Biochemical relapse among

Study cohort on TMA i
categories
(n=11,152) (n=1,824)

Follow-up (mo)
Mean 53.4 -
Median 36.8 -
Age (¥)
<50 318 49
50-60 2.768 460
60-70 6.548 1.081
>70 1.439 232
Pretreatment PSA (ng/ml)
<4 1.407 142
4-10 6.735 827
10-20 2.159 521
>20 720 309
Tumor stage
pT2 7.370 570
pT3a 2.409 587
pT3b 1.262 618
pT4 63 49
Gleason grade
<3+3 2.859 193
3+4 1.565 573
4+3 6.183 849
24+4 482 208
Lymph node metastais
pNO 6.117 1.126
pN+ 561 291
Surgical margin
negative 8.984 1.146
positive 1.970 642

NOTE: Numbers do not always add up to 11,152 in the different categories because of cases with
missing data. Abbreviation: AJCC, American Joint Committee on Cancer.
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Tabelle 2 Assoziation zwischen den Ergebnissen der FOXP2-Immunfarbung (IHC)

und dem Tumorphanotyp.

FOXP2 IHC result

parameter n evaluable ) p value
negative (%) weak (%) moderate (%) strong (%)

All cancers 8.289 6 19 34 41

Tumor stage

pT2 5.546 7 21 34 38
pT3a 1.796 5 16 33 46 <0.0001
pT3b 904 3 14 40 43
pT4 29 0 5 45 50

Gleason grade

<3+3 8 23 35 34
1.817
3+4 4.827 6 19 33 42 <0.0001
4+3 1.220 4 16 36 45
24+4 394 3 13 40 44
Lymph node
metastasis
NO 6 18 34 43
<0.0001
4.363
N+ 429 4 10 40 46
Surgical margin
negative 6 19 34 41
6.652 0.2967
positive 1.479 6 17 38 46
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Tabelle 3

biochemischen Rezidivs (BCR). HR: hazard ratio; Cl. confidence interval.

Multivariate

COX-Regressionsanalyse

Vorhersage eines

parameter factor HR 95% ClI p value

pT3avs. pT2 2.3 1.9-2.8

pT Stage pT3b vs. pT3a 1.8 1.5-2.1 <0,0001
pT4 vs. pT3b 1.1 0.5-2.0
3+4 vs. <3+3 1.7 1.2-25

Gleason 4+3 vs. 3+4 2.2 1.8-2.5 <0,0001
24+4 vs. 4+3 1.0 0.8-1.2

pN stage N+ vs NO 1.7 1.4-2.1 <0,0001
FOXP2 weak vs. negative 0.8 0.6-1.2

moderate vs. weak 1.2 0.9-1.4 0,1033
strong vs. moderate 1.1 0.9-1.3

HR: hazard ratio; Cl

: confidence interval.
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Erganzende Tabelle 1 Assoziation zwischen der FOXP2-Expression und dem

Tumorphanotyp in der Untergruppe der 4206 ERG-Fusion-negativen Tumore.

FOXP2 IHC result

parameter n evaluable p value
negative (%) weak (%) moderate (%) strong (%)
All cancers 4.206 10 27 36 28
Tumor stage
pT2 2.870 10 29 35 25
pT3a 848 9 23 36 32
<0.
pT3b 466 5 18 41 36 0.0001
pT4 13 0 8 62 31
Gleason grade
<3+3 826 12 32 35 20
3+4 2.453 10 27 35 27
<O0.
4+3 672 6 21 39 35 0.0001
24+4 241 5 16 42 37
Lymph node
metastasis
NO 2.371 9 25 36 30
<0.0001
N+ 212 6 13 42 39
Surgical margin
negative 3.375 10 27 36 28
positive 748 10 25 39 27 0.8845
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Erganzende Tabelle 2 Assoziation zwischen der FOXP2-Expression und dem

Tumorphanotyp in der Untergruppe der 3096 ERG-Fusion-positiven Tumoren.

FOXP2 IHC result

parameter n evaluable p value
negative (%) weak (%) moderate (%) strong (%)
All cancers 3.096 1 8 33 59
Tumor stage
pT2 1.920 1 8 33 58
T3
pT3a 794 1 7 30 62 0.2092
pT3b 368 0 8 38 55
pT4 6 0 0 17 83
Gleason grade
<3+3 609 1 10 34 55
3+4 1 7 32 60
1.908 0.1400
4+3 457 1 8 32 59
24+4 117 0 4 38 58
Lymph node
metastasis
NO 7 31 61
1.615 0.1265
N+ 186 6 37 56
Surgical margin
negati 1 7 33 59
g"?l-lve 2.449 0.1150
positive 591 1 8 31 61
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Figur 1 Reprasentative Ausschnitte der FOXP2-Immunfarbung im Prostatakarzinom
und Prostatanormalgewebe. a) negative, b) schwache, c) moderate, d) starke
Farbung im Karzinom, e) Karzinom (vergrof3ert in g)) und angrenzendes normales

Prostataepithel (vergroRRert in f)) im selben Gewebespot.
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Figur 2 Assoziation zwischen FOXP2-Immunfarbungsintensitat und Zellproliferation
gemessen mittels Ki67 labelling index (Ki67 LI) in a) allen Tumoren (n=5352), b)
ERG-positiven Tumoren (n=2302), und ¢) ERG-negativen Tumoren (n=2989).
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Figur 3 Signifikante Assoziation zwischen der FOXP2-Immunfarbung und dem Ki67

labeling index (Ki67 LI) in Untergruppen von Tumoren mit identischem Gleasongrad.
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Figur 4 Assoziation zwischen positiver FOXP2-Immunfarbung und ERG-

Fusionsstatus nachgewiesen durch a) IHC- und b) FISH- Analyse. p<0.0001; jedes.
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Figur 5 Assoziation zwischen der FOXP2-Immunfarbungsintensitat und

des

biochemischen Rezidivs (BCR) in a) allen Tumoren (n=7050), b) ERG-negativen

Tumoren (n=3543) und ¢) ERG-positiven Tumoren (n=2625).
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7. Abklrzungsverzeichnis

BCR

FISH

FOXP 1-4

IHC

PSA

TMA

TNM

Biochemical Relapse (= biochemisches Rezidiv)
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Forkhead Box Protein 1-4

Immunhistochemie

Prostata spezifisches Antigen

Tissue Micro Array

Tumor, Lymphknoten (=Node), Metastase
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I1l. Erkldarung des Eigenanteils

Die Autorin L. Stumm und Ko-Autorin L. Burkhardt konzipierten die Studie und
beteiligten sich an der Durchfiihrung der Experimente. AuRerdem analysierten sie die
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Autorin unter facharztlichem Review durch die Ko-Autoren S. Minner, S. Steurer und
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und an der endgultigen Gestaltung beteiligt.
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