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1 Einleitung

Die Diagnose Krebs ist heute immer seltener mit einer lebensbedrohlichen Situation fiir den Patienten ver-
bunden. Dies liegt unter anderem daran, dass durch die Verbesserung von friihdiagnostischen Verfahren und
der Etablierung von Vorsorgeuntersuchungen viele Tumorentitéten bereits in sehr friihen, gut therapierbaren
Stadien entdeckt werden (1). Aber auch die Entwicklung von zielgerichteten Tumortherapien, wie zum Bei-
spiel der Anti-HER2-Therapie beim Mammakarzinom (2, 3), hat zu einer deutlichen Verbesserung der Situa-
tion vieler Krebspatienten gefiihrt. Dass solche Therapieansidtze heute moglich sind, basiert unter anderem
auf dem stindigen Erkenntnisgewinn in der molekularen Onkologie. Die molekulare Onkologie beschéftigt
sich mit der Identifizierung von Mechanismen und letztendlich Verinderungen von Genen oder biologischen
Prozessen, welche die Entstehung und die Progression von Karzinomen hervorrufen bzw. unterstiitzen (4).
Dank dieser Forschung wissen wir heute zum Beispiel, dass einer der grundlegenden Mechanismen der Tu-
morentstehung die Deregulierung der Homdoostase zwischen Zellproliferation, Zelldifferenzierung und
Apoptose ist (4). Des Weiteren sind bereits einige Gene bzw. Proteine identifiziert worden, denen eine onko-
gene oder tumorsuppressive Wirkung in-vitro und in-vivo nachgewiesen werden konnte (4). Dazu z&hlt zum
Beispiel der Tyrosinkinaserezeptor EGFR, dessen Aktivierung zu einer iibersteigerten Zellproliferation fiihrt
(5) und die Phosphatase PTEN, deren Inaktivierung ebenfalls in eine erhohte Proliferation der Tumorzellen
resultiert (6). Diese beiden Gene spielen in zahlreichen, aber nicht in allen Karzinomentiéten, eine wesentli-
che Rolle in der Onkogenese (7, 8). Dass sich die einzelnen Tumorentiéten in ihren charakteristischen gene-
tischen und molekularen Verdnderungen stark unterscheiden konnen, erschwert jedoch die Identifizierung
von grundlegenden onkogenen Mechanismen. Zusétzlich dazu besitzt jeder Tumor seinen individuellen ge-
netischen Fingerabdruck. Aus diesem Grunde ist die Tumorbiologie fiir zahlreiche Karzinome noch nicht
ausreichend geklért. Insbesondere die Mechanismen bzw. Gene die zu einem invasiven Wachstum und einer
Metastasierung fiihren sind immer noch weitgehend unbekannt. Ein grundlegendes Verstidndnis der Karzino-
genese und Progression von Tumoren ist jedoch unabdingbar, um neue zielgerichtete Anti-Tumortherapien
zu entwickeln. Aus diesem Grund sucht die Karzinomforschung in allen Bereichen nach moglichen Wegen,
um in kiirzester Zeit ein besseres Verstindnis der Tumorbiologie und damit der Funktion der tumorrelevan-

ten Gene zu erzielen.

Durch die stindige Entwicklung und Verbesserung der molekular-biologischen Techniken ist es heute mog-
lich in relativ kurzer Zeit zum Beispiel das Gesamtgenom, das Proteom und das Transkriptom in einem ein-
zelnen Tumor zu bestimmen und so die genetischen und molekularen Veridnderungen in diesem einen Tumor
zu beschreiben (4, 9, 10). Der Vergleich des genetischen und molekularen Fingerabdruckes von Tumoren
einer Tumorentidt kann dann zur Identifizierung von rekurrenten Verdnderungen genutzt werden(11-16).
Wihrend das Mammakarzinom zum Beispiel durch zahlreiche rekurrente Mutationen, Amplifikationen und
Deletionen gekennzeichnet ist (17-19), zeichnen sich Prostatakarzinome vor allem durch Translokationen
(v.a. TMPRSS2:ERG) und Deletionen aus (20-22). Die Charakterisierung kompletter Tumorgenome und die
daraus resultierende enorme Anzahl von individuellen Verdnderungen stellt die Karzinomforschung aller-
dings vor die groe Herausforderung, die tumorrelevanten Verdnderungen (,,Driver) von den zufillig aufge-
treten Verdnderungen (,,Passenger”) zu unterscheiden (4, 23). Studien zeigten, dass eine Abgrenzung von

molekularen Untergruppen hilfreich sein kann, um klinisch relevante und vermutlich funktionelle Zusam-
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menhénge einzelner Veridnderungen aufzudecken. Beim Prostatakarzinom zum Beispiel sind die meisten
genetischen und molekularen Veridnderungen entweder mit dem Auftreten (ERG-positiv) oder dem Fehlen
(ERG-negativ) der TMPRSS2:ERG Fusion assoziiert (21, 22, 24-61), welche die hiufigste genetische Ver-
dnderung beim Prostatakarzinom darstellt (21, 22, 62). Diese Studien zeigen jedoch auch, dass die Grenzen
im Verstidndnis der Tumorbiologie hdufig durch die Unkenntnis iiber die Funktion eines Genes gesetzt wer-
den. Zur Aufklidrung der Funktion eines Genes miissen allerdings aufwendige in-vitro und in-vivo Versuche
durchgefiihrt werden, die hdufig mehrere Jahre beanspruchen. Ein klassisches Beispiel ist hier der bekannte
Tumorsuppressor p53. Bei seiner Entdeckung Ende der 70er Jahre wurde ihm zu néchste eine onkogene
Funktion zugesprochen. Erst einige Jahre spéter wurde klar, dass p53 eine tumorsuppressive Wirkung be-
sitzt. Heute, 30 Jahre und mehr als 50.000 Studien spiter, ist p5S3 der wichtigste Tumorsuppressor in zahlrei-
chen Tumorentitdten (63). Obwohl die Moglichkeiten fiir funktionelle Studien inzwischen massiv verbessert
worden sind, stellt die Aufkldrung der Funktion eines Genes nach wie vor eine grole Herausforderung da.
Alternative Ansitze, die Hinweise auf die Genfunktion geben konnen sind daher von hoher aktueller Bedeu-

tung.

1.1 Gewebemikroarray-basierte Hochdurchsatz-Studien

Die Gewebemikroarray (tissue microarray, TMA) Technik bietet die Mdoglichkeit mit einem geringen Pro-
beneinsatz in nur einer Analyse mehrere hundert Proben gleichzeitig zu analysieren. Zudem konnen an ei-
nem TMA-Tumorkollektiv mehrere Hundert molekularbiologische Untersuchungen durchgefiihrt werden
(23, 64). Aus diesem Grund ist die TMA-Technik heute eine der wichtigsten Hochdurchsatzmethoden in der
Tumorforschung. Am Institut fiir Pathologie des Universititsklinikums Eppendorf wurden in den letzten
Jahren zahlreiche TMAs aus unterschiedlichen Tumorentititen aufgebaut (65-68), um zum Beispiel die klini-
sche Relevanz von genetischen und molekularen Verdnderungen zu kldren. Das mit Abstand grofite und
weltweit einzigartigste TMA-Kollektiv stellt der Prostata-Prognose-TMA aus mittlerweile tiber 17.000 Pros-
tatakarzinomen dar. Urspriinglich wurde dieser TMA zur Validierung der prognostischen Relevanz von re-
kurrenten Alterationen bzw. Identifizierung von molekularen Prognosemarkern beim Prostatakarzinom auf-
gebaut. Mittlerweile wurde die Deregulation von mehr als 100 Proteinen mittels Immunohistochemie (IHC)
sowie der chromosomale Verlust von mehr als 15 Deletionsregionen mittels Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) an diesem TMA-Kollektiv untersucht (24-62, 65, 69-80). Alle Studiendaten wurden
in einer molekularen Datenbank gesammelt, so dass der Status jeder einzelnen Veridnderung fiir jeden einzel-
nen Tumor im TMA nachvollzogen werden kann. Anhand der molekularen Datenbank wurden bereits zahl-
reiche Alterationen identifiziert, die gehduft gemeinsam in einem Tumor auftreten. Zum Beispiel sind Dele-
tionen von TP53, PTEN, 3p13 und 1623 sowie eine Deregulation der Expression von HOOK3, SENP1 und
RBM3 klar mit einem ERG-positiven Phénotyp assoziiert (28, 42, 46, 48-50, 75), wihrend Deletionen von
5q und 6q sowie Alterationen von p27, SPINK1 und TYMS gehéuft in Tumoren ohne ERG-Fusion auftreten
(31, 32,34,47,55). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die prognostische Relevanz einiger molekula-
rer Marker von dem molekularen Hintergrund in der Zelle abhéngt (25, 54, 75). Die Identifizierung solcher
molekularer Subgruppen ist dementsprechend essentiell fiir die Etablierung von prognostischen Multipara-
meter-Tests fiir die Routinediagnostik. Zudem konnen gemeinsam auftretende Veridnderungen auch auf einen

funktionellen Zusammenhang der betroffenen Gene bzw. Proteine hindeuten. Es stellt sich daher die Frage,



ob die zelluldre Funktion eines Proteins durch die Assoziation mit anderen Proteinen eingegrenzt werden

kann. Hitte so zum Beispiel die multipotente Funktion von p53 schneller aufgedeckt werden kénnen?

1.2 Der Tumorsuppressor pS3

Das Protein 53 (p53) ist der bekannteste Tumorsuppressor und aulerdem das erste Protein dem eine tumor-
suppressive Funktion zugeschrieben wurde (81). Es ist daher nicht erstaunlich, dass p53 zu den am Meisten
und auch am Besten untersuchten Proteinen bzw. Genen zihlt (63). Erstmals beschrieben wurde p53 1979
von mehreren Arbeitsgruppen als Bindungspartner des groen T-Antigens des Simian Virus 40 (SV40) (82-
85). Auf Grund der damals nachgewiesen p53 Uberexpression wurde jedoch zuniichst davon ausgegangen,
dass es sich bei p53 um ein Onkogen handelt (63, 82-85), ohne das der onkogene Mechanismus oder die
Bedeutung von p53 bei Tumoren bekannt war. Mitte der 80er Jahre wurden in Tumorzelllinien jedoch die
ersten inaktivierenden Mutationen im TP53 (17p13) Gen, welches fiir das p53 kodiert, gefunden (86-89).
Heute wissen wir, dass p53 ein omnipotenter Tumorsuppressor ist, der eine zentrale Sdule in der Abwehr der
Tumorentstehung darstellt (sieche Abbildung 1). Die Expression von p53 wird zum Beispiel induziert durch
DNA-Schéden (90-93) oder eine gesteigerte Expression von Onkogenen (z.B. MYC) (94, 95). p53 wirkt vor
allem als sequenzspezifischer Transkriptionsfaktor (96) und induziert die Expression von Genen die eine
zentrale Rolle in der Induktion des Zellzyklus-Arrest (z.B. p21), der Apoptose (z.B. BAX) und der Senes-
zenz spielen (96-100). Eine Wirkung als transkriptioneller Repressor ist jedoch mittlerweile auch bekannt
(101). AuBerdem spielt p53 eine zentrale Rolle bei einigen DNA-Reparatur-Mechanismen sowie der Chro-
mosomen-Segregation und damit beim Erhalt der genetischen Stabilitit (100, 102, 103). Auf Grund dieser

multifunktionellen Eigenschaften wird p53 auch als ,,Wichter des Genoms™ bezeichnet (104).




Abbildung 1: Biologische Prozesse in denen p53 eine wesentliche Rolle spielt. Dargestellt sind im oberen Teil der Ab-
bildung endogene oder exogene Einfliisse, die zu einer p53 Expression oder Stabilisierung fiihren. P53 bindet dann als
Tetramer an die p53 Zielgene und es kommt zur Induktion (griin) oder Hemmung (orange) von verschiedenen Tumor-
relevanten biologischen Prozessen. Unabhédngig von der Funktion als Transkriptionsfaktor hat p53 durch Protein-

Protein-Interaktionen einen Einfluss auf die Induktion der Apoptose und den Erhalt der genomischen Integritit.

Eine Inaktivierung von p53 hat dementsprechend schwerwiegende Folgen, wie die Entartung von Zellen
oder die Begiinstigung eines invasiven Zellwachstums (63, 100). Die Mechanismen die zu einer p53 Inakti-
vierung fiihren sind leider sehr vielseitig. Zum einen kann es zu einem beschleunigten Abbau von p53 durch
die Uberexpression von MDM2 oder virale Infektionen (SV40 und HPV) kommen (105-107). Zum anderen
gibt es zahlreiche chromosomale Veridnderungen die zu einer vollstindigen oder partiellen Inaktivierung von
p53 fithren. Hierzu zdhlen Punktmutationen, Rasterschubmutationen, Insertionen oder auch Basendeletionen
in den Exons 4-8, welche fiir die DNA-Bindungsdoméne kodieren (108-110). Eine Besonderheit stellen die
monoallelischen dominat-negativen Mutationen in der DNA-Bindungsdoméne dar. Diese fiihren dazu, dass
das defekte p53 mit dem Wildtyp p53 akkumuliert und somit kein funktionsfidhiges pS3 mehr in der Zelle
vorhanden ist (46, 109). Diese Akkumulation lésst sich sehr einfach immunhistochemisch nachweisen, da es
hier zu einer starken nukledren Fiarbung kommt, welche klar von der physiologischen p53 Expression abzu-
grenzen ist (46). Wihrend Mutationen innerhalb des TP53 Gens in iiber 50% aller Tumoren vorkommen
sind Deletionen des kompletten TP53 Lokus eher selten (111, 112). Ein weitere Unterschied ist, dass die
TP53 Deletion je nach Anzahl der betroffenen Allele zu einer heterozygoten oder homozygoten Inaktivie-
rung fithren kann. Bei der heterozygoten Inaktivierung ist dementsprechend noch die Expression von funkti-
onsfahigen p53 mdoglich. In einer Studie innerhalb der Arbeitsgruppe konnte an 7.430 Prostatakarzinomen
gezeigt werden, dass die verschiedenen p53 Inaktivierungsmechanismen unterschiedliche Auswirkungen auf
das Tumorverhalten haben. Die deutlich schlechteste Prognose zeigten die Patienten, deren Tumoren eine
mittels Immunhistochemie nachgewiesene dominant-negative Mutation allein, oder in Kombination mit einer
heterozygoten Deletion hatten. Tumoren mit einer heterozygoten TP53 Deletion und/oder einer leicht erhoh-
ten p53 Expression fiihrten zwar zu einer schlechteren Prognose als Tumoren ohne p53 Alteration aber auch
zu einer wesentlich giinstigeren Prognose als Tumoren mit einer dominat-negativen TP53 Mutation (46). Es
ist daher denkbar, dass die TP53 Mutationen mit anderen Alterationen assoziiert sind als die TP53 Deletio-

nen und dementsprechend unterschiedliche Auswirkungen auf Tumor-relevante biologische Prozesse haben.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Bedingt durch die stindige Verbesserung der molekular-biologischen Techniken konnten in den letzten Jah-
ren zahlreiche tumorrelevante molekulare und genetische Veridnderungen identifiziert werden, welche zu
einer Verbesserung der Diagnostik und Therapie verschiedener Tumorentititen gefiihrt haben (4, 23). Die
Moglichkeit, die Gesamtheit der Alterationen in einem Tumor zu bestimmen und damit rekurrente potentiell
tumorrelevante Verdnderungen zu identifizieren (4, 23) hat allerdings auch dazu gefiihrt, dass eine Vielzahl
von funktionell wenig bzw. gar nicht untersuchten Genen in den Fokus der Tumorforschung geraten sind.
Um die Funktion dieser Gene zu kldren, miissten in der Regel sehr zeitaufwendige in-vitro Untersuchungen
durchgefiihrt werden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher zu priifen, ob Assoziationsstudien dazu bei-
tragen konnen, Hinweise auf die Funktion ,,unbekannter” Gene zu erhalten. Das Projekt basiert auf der Hy-

pothese, dass gemeinsam auftretende Verdnderungen oftmals in denselben biologischen Prozess eingreifen
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konnten. Ist die Funktion des einen Assoziationspartners bekannt, konnten so Riickschliisse auf die Funktion
des anderen Assoziationspartners erhalten werden. Diese Hypothese soll am Beispiel der multiplen Funktio-
nen des p53 Tumorsuppressors als bekanntem Assoziationspartner getestet werden, in dem p53-assoziierte
Proteine identifiziert und anhand ihrer Funktion eingeteilt werden. Der Beweis wire erbracht, wenn die iden-

tifizierten Proteine tatsdchlich eine Funktion in den p53-assozierten biologischen Prozessen innehabe



2 Material und Methoden

2.1 Gewebekollektiv

Ein am Institut fiir Pathologie etablierter Prostata-Prognose-Gewebemikroarray (Prognose-TMA) bestehend
aus 12.427 Prostatakarzinomgewebestanzen wurde fiir die Analyse des p53-Aberrationsstatus mittels Fluo-
reszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und Immunhistochemie (IHC) benutzt. In einer vorherigen p53-Studie
am Institut fiir Pathologie wurde ein Teil dieses TMAs bereits untersucht (46). Die dort erhobenen Daten
wurden in der vorliegenden Studie ergéinzt. Sowohl die Herstellung der FISH-Sonden als auch die Durchfiih-
rung und Auswertung der FISH & IHC am Prognose-TMA erfolgte nach einem am Institut fiir Pathologie

etablierten und standardisierten Protokoll.

2.2 Prostata-Prognose-Gewebemikroarray (Prognose-TMA)

Der Prognose-TMA wurde aus 12.427 Prostatektomiepridparaten zusammengestellt. Diese wurden in der Zeit
von 1992 bis 2012 am Institut fiir Urologie und in der Martiniklinik am Universitdtsklinikum Hamburg-
Eppendorf entnommen. Fiir Herstellung des TMAs wurde pro Patient ein reprdsentativer Formalin-fixierter
und in Paraffin-eingebetteter Tumorgewebeblock ausgewihlt und aus diesem eine 0,6 mm durchmessende
Gewebestanze entnommen. Die Gewebestanzen wurden auf 27 TMA-Blocke mit insgesamt 144 bis 522
Karzinomproben verteilt. Um sicherzustellen das ausreichend Tumorgewebe pro Stanze fiir die Analyse vor-
handen war, wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H/E-Firbung) durchgefiihrt und das Gewebe von einer
Pathologin (PD Dr. Sarah Minner und Dr. Maria Christina Tsourlakis) bewertet.

2.2.1 Klinisch-pathologische Datenbank des Prognose-TMA

Zum TMA-Kollektiv zugehorig ist eine klinisch-pathologische Datenbank die in Zusammenarbeit des Insti-
tuts fiir Pathologie und der Martini-Klinik am Universititsklinikum erstellt wurde. In dieser Datenbank sind
unter anderem die pathologischen Bewertungen zum Gleason Score, dem Tumorstadium, dem Status der
Lymphknoten und des Resektionsrandes vorhanden. Dazu kommen klinische Parameter wie der préoperative
PSA-Wert im Serum und die klinischen Verlaufsdaten im Anschluss an die Ektomie. Klinische Verlaufsda-
ten zum postoperativen PSA-Wert waren fiir 11.665 der 12.427 Patienten iiber einen mittleren Beobach-
tungszeitraum von 49 Monaten (Bereich: 1 Monat bis 240 Monate) vorhanden. Ein PSA-Rezidiv wurde ab
einem Anstieg des PSA-Wertes auf = 0,2 ng/ml angenommen. Die genaue Zusammensetzung des TMAs
beziiglich Alter der Patienten bei Prostatektomie und den oben genannten klinisch-pathologischen Parame-

tern ist in Tabelle 1 dargestellt.
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Table 1: Zusammensetzung des Prostata-Prognose-Array (TMA)

Anzahl der Patienten (TMA)

Studienkohorte PSA-Rezidiv
(n=12427) (n=2759)

Klinische Verlaufsdaten (Monate)
Mittelwert 49 -
Median 36,4 -
Alter (Jahre)
<50 334 81
50-60 3061 705
60-70 7188 1601
>70 1761 370
Praoperativer PSA (ng/ml)
<4 1585 242
4-10 7480 1355
10-20 2412 737
>20 812 397
pT Kategorie (AJCC 2002)
pT2 8187 1095
pT3a 2660 817
pT3b 1465 796
pT4 63 51
Gleason Score
<3+3 2983 368
3+4 6945 1289
4+3 1848 788
24+4 584 311
pN Kategorie
pNO 6970 1636
pN+ 693 393
Resektionsrand
negativ 9990 1848
positiv 2211 853

Hinweis: Die Anzahl der Patienten entspricht nicht immer 12427 in den
einzelnen Kategorien, da es auch Falle mit fehlenden Daten gibt.
Abklirzungen: AJCC: American Joint Committee on Cancer, PSA: Prostata-
spezifisches Antigen, pT: pathologisches Tumorstadium, pN: pathologischer
Status der Lymphknoten, TMA: tissue microarray / Gewebemikroarray
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2.2.2 Molekulare Datenbank des TMA

In der molekularen Datenbank werden alle Studiendaten festgehalten die mittels IHC oder FISH am Progno-
se-TMA ermittelt wurden. Zum Zeitpunkt der vorliegenden Studie waren die Ergebnisse von 83 IHC-Studien
und 15 FISH-Studien in der molekularen Datenbank, die an 3.132 bis 12.427 der im TMA enthaltenen Kar-
zinome durchgefiihrt wurden, archiviert (24-62, 65, 69-80, 113-115). Eine detaillierte Darstellung der mittels
IHC untersuchten potentiell Tumor-relevanten Proteine und der mittels FISH untersuchten chromosomalen
Regionen (Deletionsuntersuchung) ist in Tabelle 2 und 3 zu finden. Die Auswertung der Proteinexpression
erfolgte durch einen Pathologen und fiihrte in der Regel zu einer Einteilung des Expressionsniveaus in vier
Stufen: negativ, schwach, moderat und stark. In Einzelfillen wurde die Expression in die Kategorien negativ,
schwach und stark eingeteilt. Details hierzu sind in Tabelle 2 zu finden. Die Auswertung der Deletionen
mittels FISH erfolgte wie am Beispiel der TP53 FISH-Auswertung (Punkt 2.3.3) beschrieben in den zwei

Kategorien deletiert und normal (nicht-deletiert).

Tabelle 2: Liste der molekularen Datenbank iiber die Proteine die mittels Immunohistochemie (IHC) am Prognose-
TMA untersucht wurden. Abkiirzungen: n=negativ, p=positiv, m=moderat, I=niedrig (fiir low), w=weak, h=hoch (fiir
high), st.=stark

THC-Marker

Protein Biologische Prozesse IHC-Kategorien | analysierte Tumoren
ATRX DNA-Reparatur n, s, m, st. 7481
DNAse DNA-Reparatur n, s, m, st. 12.427
ERCCI1 DNA-Reparatur n, s, m, st. 12.427
LIG4 DNA-Reparatur n, s, m, st. 11.152
MLHI1 DNA-Reparatur n, s, m, st. 11.152
MSH6 DNA-Reparatur n, s, m, st. 11.152
p53 DNA-Reparatur n,l,h. 12.427
p95 DNA-Reparatur n, s, m, st. 11.152
PMS2 DNA-Reparatur n, s, m, st. 11.152
Survivin DNA-Reparatur n, s, m, st. 12.427
XPA DNA-Reparatur n, s, m, st. 12.427
ANX3 Metabolismus n, s, m, st. 3.132
BGN Metabolismus n, s, st. 12.427
CD10 Metabolismus n, s, m, st. 11.152
CUGBP1 Metabolismus n, s, m, st. 11.152
ELAVLI1 Metabolismus s, st. 12.427
EZRIN Metabolismus n, s, m, st. 11.152
FABP5 Metabolismus n, s, m, st. 11.152
FASN Metabolismus n, s, m, st. 11.152
GGH Metabolismus n, s, st. 12.427
GGT1 Metabolismus n, s, m, st. 12.427
GLO1 Metabolismus n, s, m, st. 11.152
GSK3alpha Metabolismus n, s, m, st. 11.152
GSK383 Metabolismus n,s, st. 12.427
HSD3B2 Metabolismus n, s, m, st. 12.427
KPNA2 Metabolismus n, s, m, st. 11.152
LPCAT1 Metabolismus n, s, m, st. 11.152
p62 Metabolismus n, s, m, st. 12.427
RBM3 Metabolismus n, s, m, st. 11.152
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IHC-Marker

Protein Biologische Prozesse IHC-Kategorien | analysierte Tumoren
SECIALI Metabolismus N, s, m, st 12427
SENP1 Metabolismus n, s, m, st. 12.427
SPINK 1 Metabolismus n,s, m, st. 11.152
Trap 1 Metabolismus n, s, m, st. 12.427
AZGP1 Regulation der Zell-Homoostase n, s, m, st. 11.152
BCARI1 Regulation der Zell-Homoostase n, s, m, st. 11.152
BCL2 Regulation der Zell-Homoostase s, st. 12.427
CENPF Regulation der Zell-Homoostase n, s, m, st. 12.427
CHA Regulation der Zell-Homoostase n, s, m, st. 3.261
EGFR Regulation der Zell-Homoostase n, s, m, st. 3.261
EHBP1 Regulation der Zell-Homoostase n,p. 12427
ELAC2 Regulation der Zell-Homoostase n, s, m, st. 12.427
FAM13C Regulation der Zell-Homoostase n, s, m, st. 12.427
HER?2 Regulation der Zell-Homdostase n, p. 3.261
HLAE Regulation der Zell-Homoostase n, s, m, st. 12.427
MTCO02 Regulation der Zell-Homoostase n, s, m, st. 11.152
mTOR Regulation der Zell-Homoostase n, s, m, st. 3.261
NYESO1 Regulation der Zell-Homoostase n, s, m, st. 11.152
pl6 Regulation der Zell-Homoostase n, s, m, st. 12.427
PDL2 Regulation der Zell-Homoostase n, s, m, st. 12.427
PSP Regulation der Zell-Homdostase n, s, m, st. 11.152
PTTGI Regulation der Zell-Homoostase n, p. 12.427
SFRP4 Regulation der Zell-Homdoostase n, s, m, st. 11.152
SSTR2 Regulation der Zell-Homoostase n, s, m, st. 3.261
TYMS Regulation der Zell-Homoostase n, s, m, st. 11.152
AR transkriptionelle Kontrolle n, s, m, st. 11.152
ATAD2 transkriptionelle Kontrolle n, s, m, st. 12.427
BAZ2A transkriptionelle Kontrolle n, s, m, st. 11.152
ERG transkriptionelle Kontrolle n,p. 12427
EZH2 transkriptionelle Kontrolle n, s, m, st. 12.427
FOXA1 transkriptionelle Kontrolle n, s, m, st. 11.152
FOXP1 transkriptionelle Kontrolle n, s, m, st. 3.261
FOXP2 transkriptionelle Kontrolle n, s, m, st. 10.112
HDACI transkriptionelle Kontrolle n, s, m, st. 12.427
HDAC3 transkriptionelle Kontrolle n, s, m, st. 12.427
HOXB13 transkriptionelle Kontrolle n, s, m, st. 11.152
MACCI1 transkriptionelle Kontrolle n, s, m, st. 12.427
NCOR2 transkriptionelle Kontrolle n, s, m, st. 11.152
SNW1 transkriptionelle Kontrolle n, s, m, st. 12.427
SOX9 transkriptionelle Kontrolle n,s, m, st. 11.152
SPDEF transkriptionelle Kontrolle n, s, m, st. 12.427
TCEAL7 transkriptionelle Kontrolle n, s, m, st. 12.427
YB-1 transkriptionelle Kontrolle n, s, m, st. 11.152
ADAM15 Zell-Adhésion, -Gestalt, - Motilitét n, s, m, st. 12.427
AQP3 Zell-Adhision, -Gestalt, - Motilitét n, s, m, st. 12.427
AQP5 Zell-Adhésion, -Gestalt, - Motilitét n, s, m, st. 12.427
B-Tubulin III | Zell-Adhésion, -Gestalt, - Motilitat n, s, m, st. 11.152
CD147 Zell-Adhésion, -Gestalt, - Motilitét n, s, m, st. 11.152
CD166 Zell-Adhision, -Gestalt, - Motilitét n, s, m, st. 3.261
COLI1A1 Zell-Adhision, -Gestalt, - Motilitét n, s, m, st. 12.427
HOOK?3 Zell-Adhision, -Gestalt, - Motilitit n,s, st. 12.427
KLK2 Zell-Adhésion, -Gestalt, - Motilitét n, s, m, st. 12.427
PSA Zell-Adhasion, -Gestalt, - Motilitat n, s, m, st. 12.427
VIM Zell-Adhésion, -Gestalt, - Motilitét n, s, m, st. 11.152
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Tabelle 3: Liste der molekularen Datenbank zu den chromosomalen Regionen die mittels Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung (FISH) am Prognose-TMA untersucht wurden.

FISH-Marker

Deletionsregion analysierte Tumoren
3pl3 12.427
8p21 12.427
12p13 12.427
17p13 12.427
2q21 4965
2q23 7481
2p21 4699
2q32 3779
5q13 12.427
5q21 12.427
6q15 12.427
12q24 11.152
13q14 12.427
16q23 12.427
18q21 12.427
21922 (ERG BA) 12.427

2.2.3 Einteilung der IHC-Marker in 5 biologische Prozesse

Die mittels IHC untersuchten Proteine wurden in 5 biologische Prozesse eingeteilt. Dazu wurden in der Ge-
ne Ontology Datenbank (http://amigo.geneontology.org/amigo/landing) (116) mit Hilfe des Term Enrich-
ment Service die biologischen Prozesse ermittelt, in denen die einzelnen Proteine eine wesentliche Rolle
spielen. Aus diesen biologischen Prozessen wurden die Tumor-relevanten zelluldren Abldufe, wie zum Bei-
spiel die Kontrolle des Zellzykluses ausgewihlt. Zur Vereinfachung der spéteren Analyse wurden die biolo-
gischen Prozesse, welche eine dhnliche Wirkung oder eine vergleichbares zelluldres Ziel haben, in einer Ka-
tegorie zusammengefasst. Dadurch konnten die 83 untersuchten Proteine in die 5 folgenden biologischen

Prozess-Kategorien eingeteilt werden.
1. DNA-Reparatur

2. Regulation der Zell-Homoostase: Prozesse, welche das Gleichgewicht zwischen Proliferation, Zelltod und

Zelldifferenzierung halten
3. Metabolismus: Fett-, Kohlenhydrat- und Proteinstoffwechsel sowie zelluldrer Transport
4. transkriptionelle Kontrolle: Histon-/Chromatin-Modifikation, Transkriptionsfaktoren

5. Zell-Adhision, - Gestalt und - Motilitit: Cytoskelletproteine, Adhédsionsproteine usw.

2.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ermdoglicht die Bestimmung von chromosomalen Verdnderungen,
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wie zum Beispiel Deletionen oder Amplifikationen direkt in den Zellkernen des zu untersuchenden

Gewebes. Der TP53 Kopiezahlstatus wurde bereits in einer fritheren Studie des Instituts fiir Pathologie an
11.152 Tumorproben des Prognose-TMAs bestimmt (46). In der vorliegenden Arbeit wurden diese Tumoren

durch die Analyse von weiteren 1.275 Prostatakarzinomproben ergénzt.

2.3.1 Herstellung der TP53-Deletionssonde

Fiir die Herstellung der TP53-Deletionssonde wurden mit BACs (bacterial artificial chromosome) transfor-
mierte DH10B Escherichia Coli (E.coli) verwendet (SourceBioscience, Cambridge, UK). Dazu wurden die
E.coli Klone RP11-89D11 und RP11-404G1 in der Datenbank Ensemble ausgewihlt, dessen gemeinsame
Sequenz zu einer direkten Markierung des TP53 Genes in der FISH verwendet wurde. Fiir die Isolierung der
Plasmid-DNA aus den DH10B E.coli wurde eine Vorkultur aus 10 ml LB-Medium, 30 pl Chloramphenicol
und einigen Bakterien angesetzt, fiir 8 Stunden bei 37°C und 190 rpm inkubiert und dann eine Hauptkultur
aus 2 ml Vorkultur, 250 ml LB-Medium und 750 pl Chloramphenicol angesetzt und fiir 16 Stunden bei 37°C
und 190 rpm inkubiert. Aus dem mittels Zentrifugation (4°C, 6000 g, 15 Minuten) hergestellten Bakterien-
pellet erfolgte die DNA-Isolierung mit dem NucleoBond® BAC 100 Kit nach Angabe des Herstellers (Ma-
chery-Nagel, Diiren, Deutschland). Die isolierte Plasmid-DNA wurde mit Nuklease-freiem Wasser auf eine
Konzentration von 1 ug DNA pro 17,5 pl Losung in einem braunen Reagiergefdl verdiinnt und mit dem
Nick Translation Reagent Kit und Spectrum Green dUTPs (Abbott, Illinois, USA) nach Angabe des Herstel-
lers Fluoreszenz-markiert. Zur Entfernung unerwiinschter Bestandteile wurde die hergestellte FISH-Sonde
mit dem QIAquick® Nucleotide Removal Kit (Qiagen, Venlo, Niederlande) nach Angabe des Herstellers
gereinigt. Die beiden hergestellten FISH-Sonden wurden zusammengefiigt und in einer Vakuumzentrifuge

auf konzentriert.

2.3.2 Hybridisierung der TP53-Deletionssonde

Fiir die Durchfiihrung der FISH an formalin-fixiertem, paraffin-eingebetteten TMAs muss zunéchst eine
Vorbehandlung des Gewebes erfolgen, um die DNA fiir die Hybridisierung zugénglich zu machen. Dazu
wurden die TMAs dreimal fiir je 10 Minuten in Xylol und zweimal fiir je 5 Minuten in Ethanol 96% ge-
taucht, fiir 3 Minuten bei 48°C getrocknet, fiir 15 Minuten in einer 80°C heiflen Pretreatment-Losung und 2,5
Stunden bei 37°C in einer Proteaselosung inkubiert, in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert und ab-
schlieBend fiir 3 Minuten bei 48°C getrocknet. Zur Hybridisierung der TP53-Deletionssonde wurde ein Hyb-
ridisierungsmix aus 14 pl Basismix (15,0 ml Formamid, 4,5 ml 20xSSC, 3,0 g Dextransulfat), 2 ul COT-
DNA, 4 pl griiner TP53 Deletionssonde und 0,5 pl oranger Centromer 17 Sonde. Der Hybridisierungsmix
wurde auf die TMAs pipettiert und diese mit einem Deckgldschen abgedeckt. Dann erfolgte die Denaturie-
rung der DNA in einem Hybrit bei 72°C fiir 10 Minuten und anschlieBend die Hybridisierung der TP53-
Deletionssonde und Centromer 17 Sonde bei 37°C fiir 16-18 Stunden. Abschlieend wurden die TMAs in
einem Hybridisierungswaschpuffer (100 ml 20xSSC, 3 ml NP40, auf 1000 ml dH2O, pH-Wert = 7,25) ge-
waschen, bei Raumtemperatur getrocknet, 1 Tropfen DAPI auf die TMAs geben und diese mit einem Deck-
glidschen abgedeckt. Die hybridisierten TMAs wurden bis zur mikroskopischen Auswertung bei -20°C gela-
gert.
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2.3.3 Mikroskopische FISH-Auswertung

Die FISH-Analyse wurde mittels eines Lichtmikroskops der Firma Zeiss mit den entsprechenden Filtern
(AHF) durchgefiihrt. Die Auswertung der Gewebespots erfolgte wie im Folgenden beschrieben:
* Nicht bewertbare Gewebespots: mangelhaften Hybridisierung (schwaches oder kein Gen-Signal in
den Tumorzellkernen und Normalzellkernen), kein oder zu wenig Tumormaterial in den Spots

* Normaler Kopiezahlstatus: gleiche Anzahl an Centromer 17 Signalen und TP53-Signalen.

* Homozygote Deletion: das komplette Fehlen von TP53-Signalen in = 60% der Tumorzellkerne bei

Vorkommen von Centromer 17 Signalen in den Tumorzellkernen und den Normalenzellkernen

* Heterozygote Deletion: weniger TP53-Signale als Centromer 17 Signale in = 60% der Tumorzell-

kerne

24 Immunhistochemie (IHC)

Die IHC ist eine Methode fiir eine Antigen-Antikdrper-Reaktion und dient der Detektion bestimmter Protei-
ne. Der Nachweis beruht auf einer Reaktion zwischen einem Antikdrper und einem bestimmten Abschnitt
eines Antigens. Zur p53 Detektion wurde der Antikorper Anti-p53 (Ab-6) (Pantropic), Human (Mouse mAb,
DO-1) (Calbiochem, Darmstadt) benutzt. Fiir die Immunohistochemie wurde die TMAs zunichst vorbehan-
delt durch eine Entparaffinierung (dreimal je 5 Minuten in Xylol und je 1 Minute in aufsteigender Ethanol-
reihe) und Rehydrierung der TMAs. Die Inkubation des Anti-pS3 Antikorpers erfolgte im DAKO-
Immunfirbeautomat fiir 25 Minuten. Abschlieend erfolgte die Gegenfarbung der TMAs in einer 1:5 Ver-
diinnung mit Dako REAL™ Hematoxylin (S2020) und die Konservierung der TMAs in einer aufsteigenden
Alkoholreihe.

24.1 Mikroskopische IHC-Auswertung

Die Auswertung der IHC wurde mittels einer 4-Punkte Skala (0, 1+, 2+, 3+) zur Bewertung der Farbintensi-
tdt und dem prozentualen Anteil der gefirbten Tumorzellen durchgefiihrt. Anhand dieser beiden Parameter
wurden die Tumoren in vier Kategorien eingeteilt: p53 schwach gefirbt: Férbeintensitit von 1 in <70% der
Zellen oder 2 in <30% der Zellen, p53 moderat gefirbt: Fiarbeintensitit von 1 in >70% der Zellen, 2 in 230%
und <70% der Zellen oder 3 in <30% der Zellen, p53 stark gefdrbt: Firbeintensitdt von 2 in >70% der Zellen
oder 3 in 230% der Zellen und p53 negativ: Férbeintensitit ist O in allen Zellen.
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2.5 Bestimmung des p53-Status

Zur Bestimmung des p53-Status in den einzelnen Tumoren wurden die TP53-FISH Ergebnisse mit den Re-
sultaten der p53-IHC korreliert und ein Gesamtstatus pro Tumor vergeben. Verwendet wurden ausschlieBlich
Tumoren in den eine Auswertung in beiden Analysen moglich war. Die Tumoren wurden anhand ihres

TP53/p53-Status in die folgenden 6 Kategorien eingeteilt:

1. p53 normal: keine p53 Féarbung und normaler TP53 Kopiezahlstatus

2. TP53 Deletion: keine p53 Farbung und Verlust einer TP53 Kopie

3. p53 niedrig: schwache bis moderate p53 Farbung und normaler TP53 Kopiezahlstatus

4. p53 niedrig/TP53 Deletion: schwache bis moderate p53 Farbung und Verlust einer TP53 Kopie
5. p53 hoch: starke p53 Fiarbung und normaler TP53 Kopiezahlstatus

6. p53 hoch/TP53 Deletion: starke p53 Farbung und Verlust einer TP53 Kopie

2.6 Statistische Auswertung

Die vergleichende Analyse der kombinierten TP53-FISH und p53-IHC Auswertung mit den anderen potenti-
alen Prognosemarkern der molekularen Datenbank, erfolgte mittels eines Chi-Quadrat-Test mit Hilfe der
JMP 9.0.2. Statistik-Software. Zusitzlich zu der Analyse des gesamten Tumorkollektivs wurden Analysen in
Abhingigkeit vom ERG-Status (ERG-postive und ERG-negative Tumoren) und dem Gleason Score (<3+3,
3+4, 443 und =4+4) durchgefiihrt. Als signifikant wurde ein p-Wert <0,05 angenommen.
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3  Ergebnisse

3.1 Kombinierter pS3-Status der untersuchten Prostatakarzinome

Es wurden 1.275 Prostatakarzinom unter Verwendung der TP53-Deletionssonde mittels FISH untersucht.
Auf Grund einer unzureichenden Hybridisierung oder dem Fehlen von Tumorgewebe im TMA Spot mussten
750 (58,8%) Gewebeproben aus der anschlieBenden Analyse ausgeschlossen werden. Fiir die immunohisto-
chemische p53 Analyse wurde der gleiche TMA verwendet. Hier mussten 369 (28,9%) der Tumorstanzen
wegen Fehlen von Tumorgewebe aus der nachfolgenden Analyse ausgeschlossen werden. Insgesamt konnten
die Daten aus der vorherigen Studie von Kluth et al. (46) fiir den TP53 Deletionsstatus von 7.601 Tumoren
auf 8.126 Tumoren und fiir den p53 Proteinstatus von 10.040 Tumoren auf 10.946 Tumoren erhoht werden.
Eine TP53 Deletion konnte insgesamt in 1.299 (15,87 %) der 8.128 auswertbaren Prostatakarzinome nach-
gewiesen werden. Homozygote TP53 Deletionen wurden nicht gefunden. Eine p53 Farbung wurde insgesamt
in 1.021 (9,33%) der 10.946 auswertbaren Tumoren detektiert. Davon zeigten 881 (8,05%) Tumoren eine
schwache und 140 (1,28%) Tumoren eine starke p53 Firbung.

Um den p53 Status festzulegen wurden die Daten aus der TP53 FISH-Analyse und der p53 IHC-Analyse fiir
jeden Patienten kombiniert. Insgesamt waren 7.099 Tumorstanzen in beiden Analysen auswertbar. Von die-
sen Tumoren zeigten 569 (8,0%) eine schwache p53 Firbung und keine TP53 Deletion (Bez.: p53 niedrig)
und 964 (13,6%) Tumoren eine TP53 Deletion bei einem negativen p53 IHC-Befund (Bez.: TP53 Deletion).
Eine Kombination aus einer schwachen p53 Firbung und einer TP53 Deletion konnte fiir 130 (1,8%) der
Tumoren detektiert werden (Bez.: p53 niedrig und TP53 Deletion). Eine starke p53 Féarbung bei Fehlen einer
TP53 Deletion wurde fiir 49 (0,7%) Tumoren nachgewiesen (Bez.: p5S3 hoch). Fiir 60 (0,8%) der Tumoren
konnte eine TP53 Deletion in Kombination mit einer starken p53 Farbung nachgewiesen werden (Bez.: p53
hoch und TP53 Deletion). Weder eine p53 Firbung noch eine TP53 Deletion konnte in 5.327 (75,0%) der

untersuchten Tumoren nachgewiesen werden (Bez.: p53 normal).

3.2 Assoziation des kombinierten pS3-Status mit der Expression von 83

potentiell tumorrelevanten Proteinen

Um zu priifen in welchem Zusammenhang der p53 Aberrationsstatus mit der Deregulation von 83 potentiell
tumorrelvanten Genen steht, wurde dieser in einem Chi*-Test mit dem immunohistochemischen Status von

83 Proteinen assoziiert, welche in unterschiedlichen biologischen Prozessen eine Rolle inne haben.

In einer ersten Analyse wurden der p53 Aberrationsstatus mit dem IHC-Status der 83 Proteine in allen Pros-
tatakarzinomen assoziiert. Diese Analyse ergab eine signifikante Assoziation des p53 Aberrationsstatus zu
79 (95,2%) der untersuchten Proteine. Kein Zusammenhang mit dem p53-Status zeigte lediglich die Deregu-
lation von EZRIN, SSTR2, mTOR und CHA.
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In weiteren Untergruppenanalysen sollte dann gekldrt werden, ob diese Assoziationen mit dem p53-
Aberrationsstatus unabhingig von anderen molekularen und histologischen Merkmalen des Prostatakarzi-
noms sind. Als molekularer Parameter wurde der ERG-Status gewihlt, da nahezu alle getesteten Parameter
(63/83) (24-31,33-42,51-61,75-78, 113, 115), wie auch der p53-Status (46), eine Assoziation zum Vorhan-
densein der TMPRSS2:ERG-Fusion zeigen. Der statistische signifikante Zusammenhang zwischen p53 und
diesen Proteinen konnte daher auch alleine von der gemeinsamen Assoziation zum ERG-Status herriihren.
Als histologischer Parameter wurde der Gleason Grad gewdhlt, da auch zu hier fast alle untersuchten Protei-
ne (81/83), wie auch der p53-Aberrationsstatus (46), eine Assoziation zu einem hohen Gleason Score zeigen
(24-31, 33-42,51-61, 75-78, 113, 115). Basierend darauf wurden alle Zusammenhinge in den a) Untergrup-
pen der ERG-positiven und ERG-negativen und b) Untergruppen der Gleason Score <3+3, 3+4, 443 und

>4+4 erneut untersucht.

a) Fiir 9 der Proteine ging die Assoziation zum p53 Aberrationsstatus verloren, wenn die Analyse auf die
Untergruppen der ERG-positiven und ERG-negativen Tumoren beschrinkt wurde. Es kann davon ausgegan-
gen werden, dass der signifikante Zusammenhang mit dem p53-Status bei der Analyse aller Tumoren allein
auf der Assoziation zu ERG bzw. der hohen untersuchten Fallzahl beruht. Fiir insgesamt 71 der untersuchten
Proteine blieb die Assoziation zum p53-Aberrationsstatus zumindest in einer der beiden ERG-Gruppen be-
stehen. Es kann bei diesen Proteinen somit von einer ,,echten Assoziation zum p53-Status ausgegangen
werden. Von diesen Proteinen zeigten 60 (84%) den Zusammenhang sowohl in der Untergruppe der ERG-
negativen als auch in der Untergruppe der ERG-positiven Tumoren. Die restlichen 11 (16%) Proteine zeigten
die Assoziation entweder in der Gruppe der ERG-negativen (n=6) oder der Gruppe der ERG-positiven (n=5)

Karzinome.

b) Fiir 7 der Proteine ging die Assoziation zum p53 Aberrationsstatus verloren, wenn die Analyse auf die
vier Untergruppen der Tumoren mit einem identischen Gleason Score beschrinkt wurde. Es kann davon
ausgegangen werden, dass der signifikante Zusammenhang mit dem p53-Status bei der Analyse aller Tumo-
ren fiir diese Proteine durch die Assoziation zum Gleason Grad bzw. die hohe untersuchte Fallzahl zuriick
gefiihrt werden kann. Fiir insgesamt 72 der untersuchten Proteine blieb die Assoziation zumindest in einer
Untergruppe der Tumoren mit identischem Gleason Score bestehen. Von diesen Proteinen zeigten 22 (30%)
die Assoziation zum p53 Aberrationsstatus in allen vier Untergruppen der Tumoren mit einem identischen
Gleason Score. Bei den restlichen 50 Proteinen beruhte der Zusammenhang zwischen der deregulierten Pro-

tein-Expression und dem p53 Aberrationsstatus auf der gleichsinnigen Beziehung zum Gleason Grad.

Um zu priifen, ob die p53-assoziierten Proteine in den gleichen biologischen Prozessen wie p53 eine Rolle
spielen, wurden alle untersuchten Proteine in 5 biologische Prozesse eingeteilt (DNA-Reparatur, Zell-
Homoostase, transkriptionelle Kontrolle, Metabolismus und Zell-Adhésion, - Gestalt und — Motilitit). Eine
signifikante Assoziation mit dem p53 Aberrationsstatus zeigten alle DNA-Reparatur-Proteine (10/10), 85,7%
(18/21) der Zell-Homdostase regulatorischen Proteine, alle (19/19) der Transkriptionskontroll-Proteine,
95,5% (21/22) der Metabolismus-Proteine und alle (11/11) Proteine, die eine Funktion bei der Zell-adhésion,
-Gestalt oder —Motilitdt haben. In einer weiteren Untersuchung wurden die Auswirkungen des p53-
Inaktivuerungsstatus auf die Expression der Proteine in den 5 biologischen Prozessen gepriift. Die Ergebnis-
se sind in Abbildung 2-6 (Seite 20-43) dargestellt.
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3.2.1 Assoziation des p53-Inaktivierungsstatus mit DNA-Reparatur-Proteinen

Von den 10 Proteinen, die eine Funktion bei der DNA-Reparatur haben, zeigte bei 7 (70%) Proteinen die
Expression eine klare positive Assoziation zum p53-Inaktivierungsstatus. Bei diesen Proteinen stieg die Ex-
pression von vollstandig funktionsfiahigem p53 (p53-normal) iiber die pathologische erhohte pS3-Expression
und partielle Inaktivierung bis hin zur vollstdndigen p53-Inaktivierung (p53 hoch oder p53 hoch/TP53 Dele-
tion) an. Die Expression eines Proteins (10%) zeigte eine inverse Assoziation zum p53-Inaktivierungsstatus.
Hier nahm die Expression von einem p53-normalen Status bis hin zur vollstindigen p53-Inaktivierung deut-
lich ab. Alle Assoziationen waren auflerdem sowohl in den vier Untergruppen der Tumoren mit einem iden-
tischen Gleason Score als auch den beiden Untergruppen der ERG-positiven und ERG-negativen Karzino-
men vorhanden. Die Expression von 2 (20%) Proteinen zeigte keine deutliche Assoziation zum p53-
Inaktivierungsstatus. Der insgesamt signifikante p-Wert beruht vermutlich auf der hohen untersuchten Fall-
zahl (n=9.821 und n=8.966). Alle Ergebnisse sind in Abbildung 2 (Seite 20-22) dargestellt.

Abbildung 2: Assoziation des p53-Status mit 10 DNA-Reparatur-Proteinen. p53 normal: keine p53 Féarbung und norma-
ler TP53 Kopiezahlstatus, TP53 Del (Deletion): keine p53 Fiarbung und Verlust einer TP53 Kopie, p53 niedrig: schwa-
che bis moderate p53 Firbung und normaler TP53 Kopiezahlstatus; pS3 niedrig/TP53 Del (Deletion): schwache bis
moderate p53 Féarbung und Verlust einer TP53 Kopie, p53 hoch: starke pS3 Fidrbung und normaler TP53 Kopiezahlsta-
tus und p53 hoch/TP53 Del (Deletion): starke p53 Firbung und Verlust einer TP53 Kopie. In den Tabellen ist der Zu-
sammenhang auch fiir Untergruppen mit identischem Gleason Score oder ERG-Status angegeben. Abbildung geht von
Seite 20-22.

DNA-Reparatur-Proteine mit einer positiven Assoziation zum p53-Status

BATRX stark ATRX moderat ATRX schwach ATRX negativ

o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
g 38; Gleason <3+3 <0,0001 1756
£ 709 Gleason 3+4 <0,0001 3298
£ e0% Gleason 4+3 <0,0001 904
5 oo Gleason 24+4 0,0843 254
T 30% ERG-positiv <0,0001 2620
2 20% l I ERG-negativ <0,0001 2955
£ 18:2 alle Tumoren <0,0001 6256

p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

W |G4 stark LIG4 moderat LIG4 schwach LIG4 negativ

o, 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
5 gg; Gleason <3+3 <0,0001 1982
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 4678
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1264
& igof Gleason 24+4 0,1501 366
B 30%‘: ERG-positiv 0,0002 3388
%’ 20% ERG-negativ <0,0001 4212
T 18; alle Tumoren <0,0001 8334

p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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B MLH1 stark MLH1 moderat MLH1 schwach MLH1 negativ

100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)

b Gleason <3+3 __ <0,0001 1610

70% Gleason 3+4 <0,0001 3975

60% Gleason 4+3 <0,0001 1109
et Gleason 24+4 0,0133 319
30% ERG-positiv <0,0001 2890
20% I I ERG-negativ <0,0001 3586
10% alle Tumoren <0,0001 7052

Haufigkeit der IHC-Farbung

0%
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

®MSH6 stark MSH6 moderat MSH6 schwach MSH6 negativ

o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 oo Gleason <3+3 _<0,0001 1323
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 3838
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1077
& jgj Gleason 24+4 0,0009 332
B a0% ERG-positiv <0,0001 2637
2 20% ERG-negativ <0,0001 3404
£ 133 alle Tumoren <0,0001 6607

’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /

TP53 Del TP53 Del
B p95 stark p95 moderat p95 schwach p95 negativ

° 188"; Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 sou Gleason <3+3 <0,0001 1888
& 70% Gleason 3+4 <0,0001 4385
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1166
5 ot Gleason >4+4 0,0237 343
T 30% ERG-positiv 0,0001 3270
£ 20% I I ERG-negativ <0,0001 3888
£ 0% alle Tumoren <0,0001 7828

’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /

TP53 Del TP53 Del
B PMS2 stark PMS2 moderat PMS2 schwach PMS2 negativ

° 133?’ Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 sow Gleason <3+3 0,0006 1557
L 70% Gleason 3+4 <0,0001 3897
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1081
5 o Gleason 24+4 0,0069 326
T 300 ERG-positiv <0,0001 2823
%’ 20% . I ERG-negativ <0,0001 3492
T 10% alle Tumoren <0,0001 6900

0%

p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

21




B XPA stark XPA moderat XPA schwach XPA negativ
o 1885 Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 som Gleason <3+3 <0,0001 2117
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 5284
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1460
g e Gleason >4+4 0,0921 420
T 309 ERG-positiv <0,0001 3725
j%’ 20% l l l ERG-negativ <0,0001 4710
z 1o [ | . . alle Tumoren <0,0001 9328
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
DNA-Reparatur-Proteine mit einer inversen Assoziation zum p53-Status
B Survivin stark Survivin moderat Survivin schwach Survivin negativ
o, 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
5 o Gleason <3+3 0,0076 1971
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 5133
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1430
E ig:ﬁ Gleason 24+4 0,1841 428
B 30w ERG-positiv <0,0001 3543
2 20% ERG-negativ <0,0001 4574
T v | || [ | alle Tumoren <0,0001 9008
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
DNA-Reparatur-Proteine mit keiner klaren Assoziation zum p53-Status
BERCC1 stark ERCC1 moderat ERCC1 schwach ERCC1 negativ
o, 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
é 28:2 Gleason <3+3 <0,0001 2288
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 5540
5:) 60% Gleason 4+3 <0,0001 1512
& jg:f’ Gleason 24+4 0,3641 434
T aou ERG-positiv <0,0001 3930
€ 20% ERG-negativ <0,0001 4890
T 18:;0 . [ [ - [ e alle Tumoren <0,0001 9821
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
B DNAse stark DNAse moderat DNAse schwach DNAse negativ
o 1383’ Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 aow Gleason <3+3 0,0001 1979
L 70% Gleason 3+4 <0,0001 5129
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1390
5 o Gleason 24+4 0,1045 422
2 30% ERG-positiv <0,0001 3651
£ 20% ERG-negativ <0,0001 4457
E: P || | || | alle Tumoren <0,0001 8966
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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3.2.2 Assoziation des p53-Inaktivierungsstatus mit Zell-Homoostase regulatorischen
Proteinen

Von den 21 Proteinen, die an der Regulation der Zell-Homdostase beteiligt sind, zeigte die Expression von 7
(33,3%) Proteinen eine klare positive Assoziation zum p53-Inaktivierungsstatus. Bei diesen Proteinen stieg
die Expression von vollstandig funktionsfihigem p53 (p53-normal) iiber die pathologische erhohte p53-
Expression und partielle Inaktivierung bis hin zur vollstindigen p53-Inaktivierung (p53 hoch oder p53
hoch/TP53 Deletion) an. Diese Assoziation zeigte sich bei 5 (71,4%) Proteinen aulerdem in den vier Unter-
gruppen der Tumoren mit einem identischen Gleason Score und den beiden Untergruppen der ERG-positiven
und ERG-negativen Tumoren. Die Expression eines Proteins (4,8%) zeigte eine inverse Assoziation zum
p53-Inaktivierungsstatus. Hier nahm die Expression von einem p53-normalen Status bis hin zur vollstindi-
gen p53-Inaktivierung deutlich ab. Diese Assoziation war allerdings sowohl in den Untergruppen der Tumo-
ren mit einem identischen Gleason Score als auch in den ERG-positiven und ERG-negativen Karzinomen
nicht mehr nachweisbar. Die Expression von 13 (61,9%) Proteinen zeigte keine deutliche zum Teil aber sig-
nifikante Assoziation zum p53-Inaktivierungsstatus. Der signifikante p-Wert fiir einige der Assoziationen
beruht vermutlich auf der hohen untersuchten Fallzahl (n>2.700). Alle Ergebnisse sind in Abbildung 3 (Seite
23-28) dargestellt.

Abbildung 3: Assoziation des p53-Status mit 21 Zell-Homdostase regulatorischen. p53 normal: keine p53 Féarbung und
normaler TP53 Kopiezahlstatus, TP53 Del (Deletion): keine p53 Fidrbung und Verlust einer TP53 Kopie, p53 niedrig:
schwache bis moderate p53 Firbung und normaler TP53 Kopiezahlstatus; pS3 niedrig/TP53 Del (Deletion): schwache
bis moderate p53 Farbung und Verlust einer TP53 Kopie, p53 hoch: starke p53 Firbung und normaler TP53 Kopiezahl-
status und p53 hoch/TP53 Del (Deletion): starke p53 Firbung und Verlust einer TP53 Kopie. In den Tabellen ist der
Zusammenhang auch fiir Untergruppen mit identischem Gleason Score oder ERG-Status angegeben. Abbildung geht
von Seite 23-28.

Zell-Homdostase requlatorische Proteine mit einer positiven Assoziation zum p53-Status

®BCART1 stark BCAR1 moderat BCAR1 schwach BCART1 negativ

1;’8://" Gruppe P-Wert auswertbar (n)
b Gleason <3+3 ___ <0,0001 2175
70% Gleason 3+4 <0,0001 5160

Haufigkeit der IHC-Farbung

60% Gleason 4+3 <0,0001 1335
ot Gleason 24+4 0,0006 407
30% ERG-positiv <0,0001 3608
20% I I ERG-negativ <0,0001 4616
10% alle Tumoren <0,0001 9126

0%
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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B CENPF stark CENPF moderat CENPF schwach CENPF negativ

138Z" Gruppe P-Wert auswertbar (n)
80% Gleason <3+3 <0,0001 1884
70% Gleason 3+4 <0,0001 4957
60% Gleason 4+3 <0,0001 1369
S0% Gleason 24+4 0,1564 380

40%
ERG-positiv <0,0001 3467

30%
20% ERG-negativ <0,0001 4378
10% - alle Tumoren <0,0001 8634

Haufigkeit der IHC-Farbung

0%
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

B EHBP1 positiv EHBP1 negativ

1332? Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
o Gleason <3+3 0,00071 2242
70% Gleason 3+4 <0,0001 5792
60% Gleason 4+3 <0,0001 1580

50% Gleason 24+4 0,2540 503

40%

30% ERG-positiv <0,0001 3952
20% ERG-negativ <0,0001 5097
10% alle Tumoren <0,0001 10167

Haufigkeit der IHC-Farbung

0%
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

B FAM13C stark FAM13C moderat FAM13C schwach FAM13C negativ

100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
post Gleason <3+3 __ <0,0001 1989
70% Gleason 3+4 <0,0001 5189

60% Gleason 4+3 <0,0001 1441

ot Gleason 24+4 0,1451 440
30% ERG-positiv <0,0001 3685
20% . I I ERG-negativ <0,0001 4591
10% alle Tumoren <0,0001 9102

Haufigkeit der IHC-Farbung

0%
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

®MTCO2 stark MTCO02 moderat MTCO02 schwach MTCO02 negativ

100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)

b Gleason <3+3 0,0034 1868
Gleason 3+4 0,0985 4585

70%
60% Gleason 4+3 0,1331 1232

o Gleason 24+4 0,6793 353
30% ERG-positiv 0,2820 3284
20% I I ERG-negativ <0,0001 4062
10% alle Tumoren <0,0001 8085

Haufigkeit der IHC-Farbung

0%
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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®p16 stark p16 moderat p16 schwach p16 negativ

o 1332;“ Gruppe P-Wert auswertbar (n)
2 so% Gleason <3+3 <0,0001 2082
& 70% Gleason 3+4 <0,0001 5183
2 60% Gleason 4+3 <0,0001 1402
5 o Gleason 24+4 0,1573 432
S 30% ERG-positiv 0,0002 3649
S 20% . l ERG-negativ <0,0001 4633
0% g [ ] . . alle Tumoren <0,0001 9142

0%

p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

BPTTGH1 positiv PTTG1 negativ

o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 oo Gleason <3+3  0,0718 1863
£ 70% Gleason 3+4 0,0010 4900
£ 60% Gleason 4+3 0,0029 1345
ks ig:’z Gleason 24+4 0,0578 379
B 30w ERG-positiv 0,0003 3504
2 20% ERG-negativ <0,0001 4223
T 10% g [ | . . . . alle Tumoren <0,0001 8532

0%
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

Zell-Homoostase regulatorische Proteine mit einer inversen Assoziation zum p53-Status

BEGFR stark EGFR moderat EGFR schwach EGFR negativ

o, 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
é 28:2 Gleason <3+3 0,9271 898
i 70% Gleason 3+4 0,5230 871
£ 60% Gleason 4+3 0,4069 223
& jg:ﬁ: Gleason 24+4 0,7077 40
B a0u ERG-positiv 0,3930 850
2 20% ERG-negativ 0,1977 875
T o [ = alle Tumoren 0,0479 2053

p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /

TP53 Del TP53 Del

Zell-Homoostase regulatorische Proteine mit keiner klaren Assoziation zum p53-Status

B AZGP1 stark AZGP1 moderat AZGP1 schwach AZGP1 negativ

100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
§ gg; Gleason <3+3 0,0072 1707
& 2o Gleason 3+4 <0,0001 4216
Q 60% Gleason 4+3 <0,0001 1142
5 jg; Gleason 24+4 0,6955 330
T s0% ERG-positiv <0,0001 2945
g 20% ERG-negativ <0,0001 3807
T 18;: - [ [ . [ — alle Tumoren <0,0001 7437
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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EBCL2 hoch BCL2 niedrig
o, 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
5 o Gleason <3+3 0,9700 2103
£ 70% Gleason 3+4 0,1108 5585
£ 60% Gleason 4+3 0,1919 1521
& ig:/; Gleason =4+4 0,1619 454
B 0% ERG-positiv 0,3806 3902
£ 20% ERG-negativ 0,0017 4955
T o = | alle Tumoren 0.0063 9707
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
WELAC2 stark ELAC2 moderat ELAC2 schwach ELAC2 negativ
o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 Gleason <3+3 <0,0001 2074
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 4888
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1341
& igj Gleason 24+4 0,0021 412
3 a0n ERG-positiv <0,0001 3502
€ 20% ERG-negativ <0,0001 4376
e oy em O = m alle Tumoren __ <0,0001 8757
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
B HER?2 positiv HER2 negativ
o 1383“ Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 son Gleason <3+3 0,1114 1243
& 0% Gleason 3+4 0,1042 1174
z o Gleason 4+3 0,0663 271
2 o Gleason 24+4 0,1455 48
£ 30% ERG-positiv 0,0047 1208
S 20% . ERG-negativ 0,0448 1069
£ 10% !
=% N H - alle Tumoren <0,0001 2769
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
BH|AE stark HLAE moderat HLAE schwach HLAE negativ
o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
3 Gleason <3+3 0,5062 2046
E 70% Gleason 3+4 <0,0001 5198
£ 60% Gleason 4+3 0,1897 1382
5 o Gleason 24+4 0,6451 421
% s0% ERG-positiv 0,0107 3614
£ 20% ERG-negativ 0,0013 4605
T o [ | [ | = [ | - alle Tumoren <0,0001 9086
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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BNYESO1 stark

NYESO1 schwach

0%

o, 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
é 2302 Gleason <3+3 0,2587 1984
£ 70% Gleason 3+4 0,0008 4911
£ 60% Gleason 4+3 0,1356 1270
& ig:ﬁ; Gleason =4+4 0,6637 375
T 309 ERG-positiv 0,0073 3627
£ 20% ERG-negativ 0,2353 4747
£ 1o alle Tumoren <0,0001 8584
’ p53 Niedrig  p53 Niedrig /
o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
é ig:ﬁ Gleason <3+3 0,2575 1973
£ 70% Gleason 3+4 0,0498 5113
g 60% Gleason 4+3 0,0058 1432
& jg; Gleason 24+4 0,4507 419
T s0% ERG-positiv 0,0203 3589
£ 20% ERG-negativ 0,1987 4565
£ 0% . . . N B alle Tumoren 0,0004 8981
p53 Niedrig  p53 Niedrig /
° 138:;" Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
£ so% Gleason <3+3 __ 0,8659 2313
L 70% Gleason 3+4 0,2376 5452
E 60% Gleason 4+3 0,8623 1412
5 oo Gleason 24+4 05715 432
T 30% ERG-positiv 0,0376 3879
£ 20% ERG-negativ 0,8579 4911
T 18; [ . n alle Tumoren 0,0115 9661
’ p53 Niedrig  p53 Niedrig /
o, 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
5 Gleason <3+3 <0,0001 1356
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 4011
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1100
& jg; Gleason 24+4 0,0007 355
B a0% ERG-positiv <0,0001 2706
2 20% ERG-negativ <0,0001 3573
£ 10% . . e N | alle Tumoren <0,0001 6851

p53 Niedrig  p53 Niedrig /




BTYMS stark TYMS moderat TYMS schwach TYMS negativ

o 1332;“ Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 oo Gleason <3+3 0,3248 2366
& 70% Gleason 3+4 0,1121 5513
2 60% Gleason 4+3 0,4230 1421
5 o Gleason 24+4 0,9209 428
S 30% ERG-positiv 0,011 3787
£ 20% . . . ERG-negativ 0,0109 4964
T 0% . . . alle Tumoren 0,0038 9780

0%

p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

B CHA stark CHA moderat CHA schwach CHA negativ

o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
5 o Gleason <3+3 0,9847 1253
£ 70% Gleason 3+4 0,6397 1192
£ 60% Gleason 4+3 0,4238 276
E ig:ﬁ Gleason =4+4 0,4305 50
B 30w ERG-positiv 0,7154 1231
2 20% ERG-negativ 0,0748 1084
T 1o [ | alle Tumoren 0,2884 2804
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
®EmTOR stark mTOR moderat mTOR schwach mTOR negativ
o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
5 oo Gleason <3+3 02329 134
£ 70% Gleason 3+4 0,9103 1092
£ 60% Gleason 4+3 0,3512 262
& jg:ﬁ; Gleason 24+4 0,8700 46
B 30w ERG-positiv 0,5171 1137
£ 20% ERG-negativ 0,3925 998
oo [ [ | [ | N alle Tumoren 0,7590 2567
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
B SSTR2 stark SSTR2 moderat SSTR2 schwach SSTR2 negativ
o 1SSZ° Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 so% Gleason <3+3 73 0,7058
& 70% Gleason 3+4 0,5890 1161
£ 0% Gleason 4+3 0,4872 273
5 o Gleason 24+4 0,1882 48
T 30% ERG-positiv 0,2304 1191
£ 20% ERG-negativ 0,7651 1053
£ % | | == alle Tumoren 0,2838 2688
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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3.2.3 Assoziation des p53-Inaktivierungsstatus mit Transkriptionskontroll-Proteinen

Von den 19 Proteinen, die an der transkriptionellen Kontrolle beteiligt sind, zeigte die Expression von 12
(63,2%) Proteinen eine klare positive Assoziation zum p53-Inaktivierungsstatus. Bei diesen Proteinen stieg
die Expression von vollstandig funktionsfihigem p53 (p53-normal) iiber die pathologische erhohte p53-
Expression und partielle Inaktivierung bis hin zur vollstindigen p53-Inaktivierung (p53 hoch oder p53
hoch/TP53 Deletion) an. Diese Assoziation war fiir 10 (83,3%) der 12 Proteine aulerdem sowohl in den vier
Untergruppen der Tumoren mit einem identischen Gleason Score als auch den Untergruppen der ERG-
negativen und ERG-positiven Karzinomen vorhanden. Die Expression von 7 (36,8%) Proteinen zeigte keine
deutliche Assoziation zum p53-Inaktivierungsstatus. Der signifikante p-Wert fiir diese Assoziationen beruht
vermutlich auf der hohen untersuchten Fallzahl (n>6.300). Alle Ergebnisse sind in Abbildung 4 (Seite 29-34)
dargestellt.

Abbildung 4: Assoziation des p53-Status mit 19 Transkriptionskontroll-Proteinen. p53 normal: keine p53 Firbung und
normaler TP53 Kopiezahlstatus, TP53 Del (Deletion): keine p53 Fidrbung und Verlust einer TP53 Kopie, p53 niedrig:
schwache bis moderate p53 Firbung und normaler TP53 Kopiezahlstatus; p53 niedrig/TP53 Del (Deletion): schwache
bis moderate p53 Farbung und Verlust einer TP53 Kopie, p53 hoch: starke p53 Firbung und normaler TP53 Kopiezahl-
status und p53 hoch/TP53 Del (Deletion): starke p53 Firbung und Verlust einer TP53 Kopie. In den Tabellen ist der
Zusammenhang auch fiir Untergruppen mit identischem Gleason Score oder ERG-Status angegeben. Abbildung geht
von Seite 29-34.

Transkriptionskontroll-Proteine mit einer positiven Assoziation zum p53-Status

B AR stark AR moderat AR schwach AR negativ

123;@ Gruppe P-Wert  auswertbar (n)

80% Gleason <3+3 <0,0001 1748

70% Gleason 3+4 <0,0001 4287
60% Gleason 4+3 <0,0001 1174
o Gleason 24+4 0,0003 350
o ERG-positiv <0,0001 3042
20% ERG-negativ <0,0001 3872
13? alle Tumoren <0,0001 7603

p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

Haufigkeit der IHC-Farbung

B ATAD2 stark ATAD2 moderat ATAD2 schwach ATAD2 negativ

100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
£ o Gleason <3+3 06275 2015
S 70% Gleason 3+4 0,0002 5066
2 60% Gleason 4+3 0,0010 1381
£ igf Gleason 24+4 0,0305 438
B a0 ERG-positiv <0,0001 3563
2 20% ERG-negativ <0,0001 4504
L . . I I . I alle Tumoren <0,0001 8944
0%

p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

29



BBAZ2A cyt. stark

BAZ2A cyt. moderat BAZ2A cyt. schwach BAZ2A cyt. negativ

- 133:; Gruppe P-Wert auswertbar (n)
2 0% Gleason <3+3 0,0004 1747
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 4403
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1173
g jgj Gleason 24+4 0,0005 342
B aom ERG-positiv 0,0119 3104
£ 20% l I I I I ERG-negativ <0,0001 3884
T 1gj . alle Tumoren <0,0001 7710
®BAZ2Anuc. stark  ®BAZ2A nuc. moderat " BAZ2A nuc. schwach ~ BAZ2A nuc. negativ
., 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
S o Gleason <3+3 <0,0001 1689
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 4189
Q 60% Gleason 4+3 <0,0001 1135
5 jgj//: Gleason 24+4 0,0018 329
T a0m ERG-positiv <0,0001 3023
2 2o . I I ERG-negativ <0,0001 3714
£ 10%
T 0 [ alle Tumoren <0,0001 7386
p53 Niedrig  p53 Niedrig /
o 1333’ Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 aow Gleason <3+3 <0,0001 1827
L 70% Gleason 3+4 <0,0001 4557
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1231
5 o Gleason 24+4 0,0668 361
T 30% ERG-positiv <0,0001 3310
£ 20% I I ERG-negativ <0,0001 4138
T 18; . alle Tumoren <0,0001 8021
o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
5 oo Gleason <3+3 0,1528 830
£ 70% Gleason 3+4 0,0066 866
£ 60% Gleason 4+3 0,8722 205
g jgjz Gleason 24+4 0,6561 37
5 a0u ERG-positiv 0,1518 889
2 20% ERG-negativ 0,0746 787
T 10% alle Tumoren <0,0001 1961

0%

p53 Niedrig  p53 Niedrig /




B FOXP2 stark FOXP2 moderat FOXP2 schwach FOXP2 negativ

100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)

o Gleason <3+3 __ <0,0001 1717

70% Gleason 3+4 <0,0001 4721

60% Gleason 4+3 <0,0001 1198
e Gleason 24+4 0,0073 386
0% ERG-positiv <0,0001 3057
20% I ERG-negativ <0,0001 4142
10% alle Tumoren <0,0001 8051

Haufigkeit der IHC-Farbung

0%
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

®HDAC1 stark HDAC1 moderat HDAC1 schwach HDAC1 negativ

138:;“ Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
bosi Gleason <3+3 0,0002 2114
70% Gleason 3+4 <0,0001 5151
60% Gleason 4+3 0,0004 1434
50% Gleason >4+4 0,2241 444

40%
30% ERG-positiv 0,0003 3717

20% ERG-negativ <0,0001 4542
LU | . . alle Tumoren <0,0001 9186

Haufigkeit der IHC-Farbung

0%
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

B HOXB13 stark HOXB13 moderat HOXB13 schwach HOXB13 negativ

o, 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 o Gleason <3+3 <0,0001 2421

£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 5538

£ 60% Gleason 4+3 0,0005 1418

E igz Gleason 24+4 0,0240 429

T 30w ERG-positiv <0,0001 3834

g 20% . . ERG-negativ <0,0001 4989

£ 10%

N B N alle Tumoren  <0,0001 9857

p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
BMACCH1 stark MACC1 moderat MACC1 schwach MACC1 negativ

o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
5 Gleason <3+3 <0,0001 2062

£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 5074

£ 60% Gleason 4+3 0,0179 1441

& 451802 Gleason =4+4 0,2792 420

B a0 ERG-positiv 0,0249 3614

2 20% ERG-negativ <0,0001 4561

£ 10% alle Tumoren <0,0001 9045

0%
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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B SPDEF stark SPDEF moderat SPDEF schwach SPDEF negativ

> 138Z" Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 sow Gleason <3+3 <0,0001 1993
& 70% Gleason 3+4 <0,0001 5007
£ 0% Gleason 4+3 <0,0001 1383
5 o Gleason 24+4 0,0138 432
T 309 ERG-positiv <0,0001 3623
2 20% . . . ERG-negativ <0,0001 4380
o . B alle Tumoren <0,0001 8859
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
B TCEAL7 stark TCEALY moderat TCEAL?7 schwach TCEALY7 negativ
o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 o Gleason <3+3 <0,0001 2081
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 5014
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1325
5 o Gleason 24+4 0,0848 400
T 30% ERG-positiv <0,0001 3550
2 20% . . l ERG-negativ <0,0001 4409
T . . [ ] alle Tumoren <0,0001 8867
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
Transkriptionskontroll-Proteine mit keiner klaren Assoziation zum p53-Status
BERG positiv ERG negativ
100%
2 90%
2 80%
£ 70% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 60% Gleason <3+3 <0,0001 2236
5 jgjj: Gleason 3+4 <0,0001 5874
T 309 Gleason 4+3 <0,0001 1593
S 20% I Gleason 24+4 0,0006 495
T 133" alle Tumoren <0,0001 10246
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/ ~ p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
BEZH2 stark EZH2 moderat EZH2 schwach EZH2 negativ
o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
s gg; Gleason <3+3 <0,0001 2179
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 5398
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1497
& ig[f Gleason 24+4 0,0494 447
B 300/: ERG-positiv <0,0001 3808
£ 20% ERG-negativ <0,0001 4823
T 1o [ . | alle Tumoren <0,0001 9569
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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BHDAC3 stark ®HDAC3 moderat HDAC3 schwach HDAC3 negativ

o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 oo Gleason <3+3 _ 0,0205 2002
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 5217
£ 60% Gleason 4+3 0,0351 1422
& ig;‘: Gleason 24+4 0,5943 428
B a0% ERG-positiv 0,1106 3617
€ 20% ERG-negativ <0,0001 4658
T 18f alle Tumoren <0,0001 9114
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
BNCOR2 stark  ®NCOR2 moderat NCOR?2 schwach NCOR?2 negativ
o 138"; Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
é ao°/: Gleason <3+3 0,0015 1724
& 70% Gleason 3+4 <0,0001 3555
£ 0% Gleason 4+3 <0,0001 843
g ot Gleason 24+4 0,5796 221
T 309 ERG-positiv <0,0001 2459
£ 20% ERG-negativ <0,0001 3244
£ 0% [ [ [ | alle Tumoren <0,0001 6385
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
BSNW1 stark ™ SNW1 moderat SNW1 schwach SNW1 negativ
100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 90% Gleason <3+3 <0,0001 2231
5 oo Gleason 3+4 <0,0001 5483
0 6% Gleason 4+3 <0,0001 1508
5 50% Gleason 24+4 0,0138 443
% ‘3‘8; ERG-positiv <0,0001 3865
2 ou ERG-negativ <0,0001 4867
§ 10% alle Tumoren <0,0001 9712
o p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
BSOX9 stark ¥ SOX9 moderat S0OX9 schwach SOX9 negativ
o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
5 Gleason <3+3 0,0031 1660
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 4251
g 60% Gleason 4+3 0,0007 1098
& 451302 Gleason 24+4 0,0713 298
B 309 ERG-positiv 0,0178 3080
£ 20% ERG-negativ <0,0001 3610
T 10% alle Tumoren <0,0001 7346

0%
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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mYB-1 stark YB-1 moderat YB-1 schwach YB-1 negativ

o, 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
5 o Gleason <3+3 0,0007 1593
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 4034
£ 60% Gleason 4+3 0,0001 1064
& 451802 Gleason =4+4 0,0081 297
B 30% ERG-positiv 0,0420 2899
£ 20% ERG-negativ <0,0001 3488
oo Il B = [ ] alle Tumoren <0,0001 7025
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

3.24 Assoziation des p53-Inaktivierungsstatus mit Metabolismus-Proteinen

Von den 22 Proteinen, die im Metabolismus der Zelle eine Rolle spielen, zeigte die Expression von 13
(59,1%) Proteinen eine klare positive Assoziation zum p53-Inaktivierungsstatus. Bei diesen Proteinen stieg
die Expression von vollstandig funktionsfihigem p53 (p53-normal) iiber die pathologische erhohte p53-
Expression und partielle Inaktivierung bis hin zur vollstindigen p53-Inaktivierung (p53 hoch oder p53
hoch/TP53 Deletion) deutlich an. Diese Assoziation war fiir 10 (76,9%) Proteine auflerdem sowohl in den
vier Untergruppen der Tumoren mit einem identischen Gleason Score als auch den Untergruppen der ERG-
negativen und ERG-positiven Karzinome vorhanden. Die Expression von 9 (40,9%) Proteinen zeigte keine
deutliche Assoziation zum p53-Inaktivierungsstatus. Der teilweise signifikante p-Wert beruht vermutlich auf
der hohen untersuchten Fallzahl (n=1.500). Alle Ergebnisse sind in Abbildung 5 (Seite 34-40) dargestellt.

Abbildung 5: Assoziation des p53-Status mit 22 Metabolismus-Proteinen. p53 normal: keine p53 Firbung und normaler
TP53 Kopiezahlstatus, TP53 Del (Deletion): keine p53 Firbung und Verlust einer TP53 Kopie, p53 niedrig: schwache
bis moderate p53 Firbung und normaler TP53 Kopiezahlstatus; p53 niedrig/TP53 Del (Deletion): schwache bis modera-
te p53 Firbung und Verlust einer TP53 Kopie, p53 hoch: starke p53 Féarbung und normaler TP53 Kopiezahlstatus und
p53 hoch/TP53 Del (Deletion): starke p53 Firbung und Verlust einer TP53 Kopie. In den Tabellen ist der Zusammen-
hang auch fiir Untergruppen mit identischem Gleason Score oder ERG-Status angegeben. Abbildung geht von Seite 34-
40.

Metabolismus-Proteine mit einer positiven Assoziation zum p53-Status

®BGN hoch BGN niedrig BGN negativ
100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
g oo Gleason <3+3 0,0001 2384
S 700 Gleason 3+4 <0,0001 5893
g’ 60% Gleason 4+3 0,0239 1561
5 ig:ﬁ Gleason 24+4 0,7244 495
3 300/: ERG-positiv 0,0002 4062
2 20% ERG-negativ <0,0001 5275
= 10:/0 l I I . I I alle Tumoren <0,0001 10385
% p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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B CUGBP1 stark

CUGBP1 moderat CUGBP1 schwach

o, 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
5 b Gleason <3+3 0,0004 914
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 3111
2 60% Gleason 4+3 <0,0001 917
E ig:ﬁ; Gleason =4+4 0,0310 249
T 0% ERG-positiv 0,0013 2259
2 20% ERG-negativ <0,0001 2596
T 183 . alle Tumoren <0,0001 5217
’ p53 Niedrig  p53 Niedrig /
o 188;° Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
g 800/: Gleason <3+3 <0,0001 2163
& 70% Gleason 3+4 <0,0001 5688
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1548
5 ot Gleason 24+4 0,0666 469
2 30% ERG-positiv <0,0001 3995
£ 20% l I I l ERG-negativ <0,0001 5014
10%
* oo . alle Tumoren <0,0001 9918
o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
é 28:2 Gleason <3+3 <0,0001 1577
5 0% Gleason 3+4 <0,0001 3875
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1041
& jg:ﬁ; Gleason >4+4 0,0046 301
T 309 ERG-positiv <0,0001 2760
%’ 20% . I I l . ERG-negativ <0,0001 3446
T 182 - alle Tumoren <0,0001 6832
p53 Niedrig  p53 Niedrig /
o, 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
3 gg; Gleason <3+3 0,0025 2247
£ 70% Gleason 3+4 0,0003 5664
£ 60% Gleason 4+3 0,2220 1506
5 o0 Gleason 24+4 0,1942 471
T 309 ERG-positiv 0,0062 3912
£ 20% ERG-negativ <0,0001 5029
T 10% alle Tumoren <0,0001 9932

0%

p53 Niedrig  p53 Niedrig /




BGLO1 stark GLO1 moderat GLO1 schwach

GLO1 negativ

o, 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
5 oo Gleason <3+3 <0,0001 1755
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 4161
E 60% Gleason 4+3 <0,0001 1099
E ig:ﬁ; Gleason =4+4 <0,0001 299
T 309 ERG-positiv <0,0001 2903
2 20% . ERG-negativ <0,0001 3777
T 10%
2 e W m B alle Tumoren <0,0001 7360
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
B GSK3a stark GSK3a moderat GSK3a schwach GSK3a negativ
o 1383 Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 son Gleason <3+3 0,0354 2024
L 70% Gleason 3+4 <0,0001 4796
£ 60% Gleason 4+3 0,0006 1322
5 o Gleason 24+4 0,2443 406
T 30% ERG-positiv 0,0022 3370
€ 20% ERG-negativ <0,0001 4439
v [ B B [ . alle Tumoren <0,0001 8597
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
= GSK3B hoch GSK3 niedrig GSK3B negativ
o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
5 o Gleason <3+3 <0,0001 1905
£ 700 Gleason 3+4 <0,0001 4983
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1354
& 28; Gleason 24+4 0,3590 419
B a0 ERG-positiv <0,0001 3509
2 20% l I I ERG-negativ <0,0001 4411
T 10% . alle Tumoren <0,0001 8705
0%
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
| PCAT1 stark LPCAT1 moderat LPCAT1 schwach LPCAT1 negativ
o 1383’ Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 aow Gleason <3+3 <0,0001 2013
L 70% Gleason 3+4 <0,0001 4866
E 60% Gleason 4+3 0,0002 1254
5 o Gleason 24+4 0,0761 365
2 30% ERG-positiv 0,0018 3676
£ 20% . I I I I ERG-negativ <0,0001 4643
T 0% alle Tumoren <0,0001 8547

0%

p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig /

TPS53 Del

p53 Hoch

p53 Hoch /
TP53 Del




®p62 stark p62 moderat p62 schwach p62 negativ

o, 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 oo Gleason <3+3 _0,0009 1724
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 4196
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1177
& ig:ﬁ; Gleason =4+4 0,0004 339
B a0% ERG-positiv <0,0001 3038
£ 20% ERG-negativ <0,0001 3747
2 1o - 0 = = B alle Tumoren <0,0001 7471
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
B RBM3 stark RBM3 moderat RBM3 schwach RBM3 negativ
o 188"; Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 oo Gleason <3+3 <0,0001 1881
& 70% Gleason 3+4 <0,0001 4674
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1214
5 ot Gleason 24+4 0,0079 351
T 30% ERG-positiv <0,0001 3511
£ 20% I I I ERG-negativ <0,0001 4462
4 10 . alle Tumoren <0,0001 8163
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
BSEC14L1 stark SEC14L1 moderat SEC14L1 schwach SEC14L1 negativ
o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
3 gg; Gleason <3+3 <0,0001 2174
£ 700/2 Gleason 3+4 0,0002 5297
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1448
£ ig:ﬁ Gleason 24+4 0,0058 436
T 30% ERG-positiv 0,1949 3789
£ 20% ERG-negativ <0,0001 4713
2 e mm M O H = alle Tumoren <0,0001 9405
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
BTRAP1 stark TRAP1 moderat TRAP1 schwach TRAP1 negativ
o, 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
S o Gleason <3+3 <0,0001 2017
E 70% Gleason 3+4 <0,0001 5242
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1472
& jg; Gleason 24+4 0,1056 463
B a0 ERG-positiv 0,0002 3777
€ 20% ERG-negativ <0,0001 4592
R | . alle Tumoren <0,0001 9242

0%
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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Metabolismus-Proteine mit keiner eindeutigen Assoziation zum p53-Status

B ANX3 stark ANX3 moderat ANX3 schwach ANX3 negativ

122; Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
£ s Gleason <3+3 0,5407 551
S 70% Gleason 3+4 0,0020 753
Q 60% Gleason 4+3 0,5571 204
5 jgj Gleason 24+4 0,3514 40
'Zg 300/: ERG-positiv 0,0514 580
S 20% ERG-negativ 0,0493 816
T 10%

0% . . - = . alle Tumoren 0,0015 1571
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
B CD10 stark CD10 moderat CD10 schwach CD10 negativ
o 0% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
3 o Gleason <3+3 0,280 1895
& 70% Gleason 3+4 0,0002 4598
£ 60% Gleason 4+3 0,5292 1236
5 ol Gleason 24+4 0,3566 364
T 304 ERG-positiv 0,1686 3250
?_5,’ 20% ERG-negativ 0,3034 4098
20 g em mm mm == W alle Tumoren 0,0057 8138
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
BEZRIN stark EZRIN moderat EZRIN schwach EZRIN negativ
. 188? Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 s Gleason <3+3 0,6074 1762
L 70% Gleason 3+4 0,3339 3956
£ 60% Gleason 4+3 0,7522 1067
5 o Gleason 24+4 0,6688 310
T 309 ERG-positiv 0,0972 2873
S 20% ERG-negativ 0,0318 3565
T 183“ . | = [ alle Tumoren 0,0717 7135
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
B FABPS5 stark FABP5 moderat FABPS5 schwach FABPS5 negativ
o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
5 gg:ﬁ Gleason <3+3 0,1027 1588
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 3904
£ 60% Gleason 4+3 0,0022 1045
5 451802 Gleason =4+4 0,6606 308
B 309 ERG-positiv 0,7770 2689
£ 20% ERG-negativ 0,9405 3621
T e - = = [ [ [ | alle Tumoren <0,0001 6889
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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B GGT1 stark GGT1 moderat GGT1 schwach GGT1 negativ

o 133‘;" Gruppe P-Wert auswertbar (n)
2 sow Gleason <3+3 0,0156 1752
& 70% Gleason 3+4 0,0018 4928
2 60% Gleason 4+3 0,4531 1325
5 o Gleason >4+4 0,6250 410
% 30% ERG-positiv 0,0195 3503
2 20% ERG-negativ 0,1866 4281
T 0% . . . . H B alle Tumoren 0,0009 8457

0%

p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

B HSD3B2 stark HSD3B2 moderat HSD3B2 schwach HSD3B2 negativ

100%

2 909 Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 80% Gleason <3+3 0,0002 1964
£ o Gleason 3+4 <0,0001 5028
z o0 Gleason 4+3 0,1026 1428
S 40% Gleason 24+4 0,4059 422
2 a0% I ERG-positiv 0,0122 3579
5 20% ERG-negativ <0,0001 4501
= 0% . . | . . alle Tumoren <0,0001 8887

0%

p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

BKPNAZ2 stark KPNA2 moderat KPNA2 schwach KPNAZ2 negativ

100%

0% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
80% Gleason <3+3 <0,0001 1776
70% Gleason 3+4 <0,0001 4504
60% Gleason 4+3 <0,0001 1182

o Gleason 24+4 0,0317 348

30% ERG-positiv <0,0001 3374
20% ERG-negativ <0,0001 4312
% |l . alle Tumoren <0,0001 7855

Haufigkeit der IHC-Farbung

0%
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

B SENP1 stark SENP1 moderat SENP1 schwach SENP1 negativ

o 1383’ Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 aow Gleason <3+3 0,0514 2006

L 70% Gleason 3+4 <0,0001 5169

£ 60% Gleason 4+3 0,0122 1376

5 o Gleason 24+4 0,3966 423

T 30% ERG-positiv 0,0034 3604

S 20% ERG-negativ <0,0001 4585

I

0% - [ | [ [ | [ | alle Tumoren <0,0001 9017

0%
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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B SPINK1 stark SPINK1 moderat SPINK1 schwach SPINK1 negativ
o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
Ei Gleason <3+3 _0,8001 2188
£ 70% Gleason 3+4 0,0009 5169
£ 60% Gleason 4+3 0,0293 1357
& ig;ﬁ Gleason =4+4 0,9789 404
T 309 ERG-positiv 0,9268 3690
£ 20% ERG-negativ 0,0846 4744
T % alle Tumoren <0,0001 9167
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

3.2.5 Assoziation des pS3-Inaktivierungsstatus mit Zell-Adhésions-, -Gestalts- und
Motilitiits- Proteinen

Von den 11 Proteinen, die bei der Zell-Adhision, der Zell-Gestalt und/oder der Zell-Motilitit eine Funktion
libernehmen, zeigte die Expression von 3 (27,3%) Proteinen eine klare positive Assoziation zum p53-
Inaktivierungsstatus. Bei diesen Proteinen stieg die Expression von vollstandig funktionsfihigem p53 (p53-
normal) iiber die pathologische erhohte pS3-Expression und partielle Inaktivierung bis hin zur vollstdndigen
p53-Inaktivierung (p53 hoch oder p53 hoch/TP53 Deletion) deutlich an. Diese Assoziation war fiir 2 (66,7%)
Proteine auBerdem sowohl in den vier Untergruppen der Tumoren mit einem identischen Gleason Score als
auch den beiden Untergruppen der ERG-negativen und ERG-positiven Tumoren vorhanden. Die Expression
von 8 (72,7%) Proteinen zeigte keine deutliche Assoziation zum p53-Inaktivierungsstatus. Der teilweise
signifikante p-Wert beruht vermutlich auf der hohen untersuchten Fallzahl (n=8.000). Alle Ergebnisse sind in
Abbildung 6 (Seite 40-43) dargestellt.

Abbildung 6: Assoziation des p53-Status mit 11 Zell-Adhisions-, -Gestalts- und —Motilitits-Proteinen. p53 normal:
keine p53 Firbung und normaler TP53 Kopiezahlstatus, TP53 Del (Deletion): keine p53 Farbung und Verlust einer
TP53 Kopie, p53 niedrig: schwache bis moderate p53 Féarbung und normaler TP53 Kopiezahlstatus; p53 niedrig/TP53
Del (Deletion): schwache bis moderate p53 Firbung und Verlust einer TP53 Kopie, p53 hoch: starke p53 Firbung und
normaler TP53 Kopiezahlstatus und p53 hoch/TP53 Del (Deletion): starke p53 Féarbung und Verlust einer TP53 Kopie.
In den Tabellen ist der Zusammenhang auch fiir Untergruppen mit identischem Gleason Score oder ERG-Status ange-
geben. Abbildung geht von Seite 40-43.

Zell-Adhéasions-, -Gestalts- und Motilitats-Proteine mit einer positiven Assoziation zum p53-Status

BADAM15 stark ADAM15 moderat ADAM15 schwach ADAM15 negativ
o 138;’ Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
5 sov Gleason <3+3 0.1006 2117
£ 7o% Gleason 3+4 <0,0001 4987
2 6% Gleason 4+3 0,0003 1367
g o Gleason 24+4 0,2349 423
2 30% ERG-positiv 0,0012 3593
“% 20% ERG-negativ 0,0029 4456
T i e mm W - alle Tumoren <0,0001 8939

p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /

TP53 Del TP53 Del
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B R-Tubulin Ill stark R-Tubulin Il moderat R-Tubulin 11l schwach B-Tubulin 11l negativ
- 188:? Gruppe P-Wert auswertbar (n)
2 so% Gleason <3+3 0,0185 1781
£ 70% Gleason 3+4 <0,0001 4480
g 60% Gleason 4+3 <0,0001 1201
5 o Gleason >4+4 0,0611 349
© 30% ERG-positiv <0,0001 3193
% 20% ERG-negativ <0,0001 3998
Pl ) e == O m W alle Tumoren <0,0001 7856
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
®HOOKS3 hoch HOOKS niedrig HOOKS3 negativ
o 1883’ Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 oo Gleason <3+3  <0,0001 2230
& 70% Gleason 3+4 <0,0001 5677
£ 60% Gleason 4+3 <0,0001 1547
5 o Gleason 24+4 0,1492 477
© 30% ERG-positiv <0,0001 3988
S 20% . l I I I ERG-negativ <0,0001 5069
T 1o [ | alle Tumoren <0,0001 9983
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

Zell-Adhasions-, Gestalts- und Motilitdts-Proteine mit keiner eindeutigen Assoziation zum p53-Status

®AQP3 stark AQP3 moderat AQP3 schwach AQP3 negativ
128; Gruppe P-Wert auswertbar (n)
£ s Gleason <3+3 0,4789 1979
£ 70% Gleason 3+4 0,1070 5149
g 60% Gleason 4+3 0,0117 1450
g o Gleason 24+4 0,5506 442
% 30% ERG-positiv 0,0456 4571
E 20% ERG-negativ 0,2562 3668
18;; - [ - . - [ alle Tumoren 0,0008 9066
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
B AQP5 stark AQP5 moderat AQP5 schwach AQPS5 negativ
100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
g :g; Gleason <3+3 <0,0001 2151
S 70% Gleason 3+4 <0,0001 5510
g 60% Gleason 4+3 <0,0001 1514
& ig; Gleason 24+4 0,1934 463
T a0 ERG-positiv <0,0001 4879
£ 20% ERG-negativ 0,0257 3807
T 10%
" . B . . . alle Tumoren <0,0001 9687
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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B CD147 stark CD147 moderat CD147 schwach CD147 negativ

o 100’:4 Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
5 b Gleason <3+3 0,0352 2176
£ 70% Gleason 3+4 0,0020 5305
2 60% Gleason 4+3 0,0449 1366
E ig:ﬁ; Gleason =4+4 0,5210 399
B a0% ERG-positiv 0,4149 3779
% 20% ERG-negativ 0,5798 4844
T 10%
i Il mm H B = = alle Tumoren _ <0,0001 9207
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
B CD166 stark CD166 moderat CD166 schwach CD166 negativ
° 1883 Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 sow Gleason <3+3 0,0352 2176
L 70% Gleason 3+4 0,0020 5305
£ 60% Gleason 4+3 0,0449 1366
5 ot Gleason 24+4 0,5210 399
T 309 ERG-positiv 0,4149 3779
S 20% ERG-negativ 0,5798 4844
T 18‘? . . . - || alle Tumoren <0,0001 9297
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
B COL1A1 stark COL1A1 moderat COL1A1 schwach COL1A1 negativ
o 1383’ Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
3 800/: Gleason <3+3 0,2240 2060
L 70% Gleason 3+4 0,0492 5296
£ 60% Gleason 4+3 0,0101 1426
3 o Gleason >4+4 0,6278 435
T 30% ERG-positiv 0,8496 3702
£ 20% ERG-negativ 0,1316 4697
T 133 . = = = - || alle Tumoren 0,0003 9263
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
mKLK2 stark KLK2 moderat KLK2 schwach KLK2 negativ
o 100:/., Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
< gg j Gleason <3+3 0,0574 2136
S 70% Gleason 3+4 <0,0001 5150
g' 60% Gleason 4+3 <0,0001 1362
5 50% Gleason 24+4 0,3779 407
% ;‘SZ" ERG-positiv <0,0001 3603
2 o ERG-negativ <0,0001 4626
£ 10%
T o [ | [ | || | || || alle Tumoren <0,0001 9097
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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WPSA stark PSA moderat PSA schwach PSA negativ

o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
2 0w Gleason<3+3 0,041 2353
L 70% Gleason 3+4 0,0005 5680
£ 60% Gleason 4+3 0,0700 1534
5 oo I I I I Gleason 24+4 0,4203 466
g s ERG-positiv 0,0143 3989
S 20% ERG-negativ <0,0001 5067
T 0% . alle Tumoren <0,0001 10081

0%

p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

mV/|M stark VIM moderat VIM schwach VIM negativ

o 100% Gruppe P-Wert  auswertbar (n)
é igi Gleason <3+3 0,7208 2133
£ 70% Gleason 3+4 0,3962 4877
g 60% Gleason 4+3 0,7565 1309
& i’g‘;“ Gleason 24+4 0,6591 388
T a0% ERG-positiv 0,6198 3458
2 20% ERG-negativ 0,0636 4432
T 1o [ alle Tumoren 0,0032 8757
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

3.3 Assoziation des kombinierten p53-Status mit hiufigen Deletionen des

Prostatakarzinoms

Um zu priifen in welchem Zusammenhang der p53 Aberrationsstatus mit dem Auftreten von hdufigen Dele-
tionen des Prostatakarzinoms steht, wurde dieser in einem Chi*-Test mit dem mit FISH ermittelten Kopie-
zahlstatus von 14 chromosomalen Regionen korreliert. Zur Beurteilung der Ergebnisse wurde der p53 Inak-
tivierungsstatus anhand des mittels IHC und FISH ermittelten p53 Aberrationsstatus wie folgt angenommen:
vollstandig funktionsfihiges p53: p53 normal, partielle p53 Inaktvierung: TP53 Deletion oder
pS53niedrig/TP53 Deletion, putative pS3 Hochregulierung: p53 niedrig, vollstandige p53 Inaktivierung: p53
hoch und p53 hoch/TP53 Deletion.

Die Untersuchung wurde sowohl in allen Tumoren als auch in den Untergruppen der Karzinome mit einem
identischen Gleason Grad und identischem ERG-Status durchgefiihrt. Grund dafiir war, dass vorherige Stu-
dien gezeigt haben das alle Deletionen, wie auch der p53 Aberrationsstatus, eine massive Assoziation zum
Gleason Grad und die meisten Deletionen eine ausgeprigte Assoziation zum ERG-Status besitzen (32, 43-
50,70). Um den Einfluss des Gleason Grades und des ERG-Status zu eliminieren wurden Untergruppenana-
lysen in Tumoren mit einem identischen Gleason Score (<3+3, 3+4, 4+3 und =4+4) und einem identischen
ERG-Status (ERG-negativ und ERG-positiv) durchgefiihrt.

Die Analyse in allen Tumoren zeigte eine deutliche Assoziation des p53 -Aberrationsstatus zum Verlust von
8 (57,1%) der 14 untersuchten chromosomalen Regionen. Demnach zeigten 6 (42,9%) der untersuchten Re-

gionen keinen Zusammenhang zum p53-Status.
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Die Untergruppenanalyse in den Tumoren mit einem identischen Gleason Grad zeigte, dass bei 4 Deletionen
(5913, 5921, 8p21, 12p13) der Zusammenhang zum p53-Aberrationsstatus in fast allen Untergruppen verlo-

ren ging. Es daher davon auszugehen das in diesen Fillen keine Assoziation zum p53-Status besteht.

Die Untergruppenanalyse in den Tumoren mit einem identischen ERG-Status zeigte fiir 5 Deletionen (5q13,
8p21, 10923, 16q24 und 18q24) einen signifikanten Zusammenhang zum p53-Aberrationsstatus sowohl in
den ERG-negativen als auch in den ERG-positiven Tumoren. Fiir 3 Deletionen (3p13, 12p13 und 12q24) war
die Assoziation auf die Untergruppe der ERG-positiven Karzinome beschrénkt und fiir 3 Deletionen (5921,
6q15 und 13q14) auf die Untergruppe der ERG-negativen Tumoren.

Insgesamt zeigten die Analysen, dass Deletionen in den Regionen 10923, 16q24 und 18924 mit dem p53-
Aberrationsstatus assoziiert sind. Nicht mit dem p53-Status assoziiert waren Deletionen von 2q, 3p13, 5q13,
5921, 6ql15, 8p21, 12p13, 12924 und 13ql4. Zu diesen nicht-p53-assoziierten Deletionen zédhlten 5q13,
5921, 8p21 und 12p13, die auf Grund der gleichsinnigen Beziehung zum Gleason Grad als ,,nicht-assoziiert™
identifiziert wurden. Alle Ergebnisse sind in Abbildung 7 und 8 dargestellt.

Abbildung 7: Haufige Deletionen die mit dem p53-Status assoziiert sind. p53 normal: keine p53 Fidrbung und normaler
TP53 Kopiezahlstatus, TP53 Del (Deletion): keine p53 Fiarbung und Verlust einer TP53 Kopie, p53 niedrig: schwache
bis moderate p53 Firbung und normaler TP53 Kopiezahlstatus; p53 niedrig/TP53 Del (Deletion): schwache bis modera-
te p53 Firbung und Verlust einer TP53 Kopie, p53 hoch: starke pS3 Farbung und normaler TP53 Kopiezahlstatus und
p53 hoch/TP53 Del (Deletion): starke p53 Firbung und Verlust einer TP53 Kopie. In den Tabellen ist der Zusammen-
hang auch fiir Untergruppen mit identischem Gleason Score oder ERG-Status angegeben. Abbildung geht von Seite 44-
45.

10923 deletiert 10923 normal
1223’ Gruppe auswertbar (n) P-Wert
3 80% Gleason <3+3 1317 0,0007
£ 70% | Gleason 3+4 3794 <0,0001
T o Gleason 4+3 1070 <0,0001
g 40% Gleason 24+4 359 0,1689
£ 30% ERG-positiv 2896 <0,0001
5 20% ;
i m . ERG-negativ 3445 <0,0001
0% : : alle Tumoren 6571 <0,0001
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig/  p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
m 16q24 deletiert 16924 normal
_ 13% ] Gruppe auswertbar (n) P-Wert
é 80% Gleason <3+3 1073 0,0105
£ 70% Gleason 3+4 2989 <0,0001
z oo Gleason 4+3 882 0,0006
S s0% Gleason 24+4 281 <0,0001
£ 30% ERG-positiv 2242 <0,0001
5 20% :
e m l . ERG-negativ 2765 <0,0001
0% alle Tumoren 5250 <0,0001
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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m 18q24 deletiert 18924 normal
100%
o 90% Gruppe auswertbar (n) P-Wert
3 80% Gleason <3+3 1562 0,5421
E ;ng Gleason 3+4 3666 0,0322
o Gleason 4+3 1019 0,0063
S 40% Gleason 24+4 330 0,0066
2 5% ERG-positiv 2907 <0,0001
s 20% ERG-negativ 3339 0,0130
T [ | m . Bl  ale Tumoren 6615 <0,0001
’ p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

Abbildung 8: Haufige Deletionen die nicht mit dem p53-Status assoziiert sind. p53 normal: keine p53 Féarbung und
normaler TP53 Kopiezahlstatus, TP53 Del (Deletion): keine p53 Fidrbung und Verlust einer TP53 Kopie, p53 niedrig:
schwache bis moderate p53 Firbung und normaler TP53 Kopiezahlstatus; pS3 niedrig/TP53 Del (Deletion): schwache
bis moderate p53 Farbung und Verlust einer TP53 Kopie, p53 hoch: starke p53 Firbung und normaler TP53 Kopiezahl-
status und p53 hoch/TP53 Del (Deletion): starke p53 Firbung und Verlust einer TP53 Kopie. In den Tabellen ist der
Zusammenhang auch fiir Untergruppen mit identischem Gleason Score oder ERG-Status angegeben. Abbildung geht
von Seite 45-48.

m2g21 deletiert 2921 normal
100%

> 90% Gruppe auswertbar (n) P-Wert
3 80% Gleason <3+3 642 0,3303
£ 70% Gleason 3+4 925 0,4668
g 60% Gleason 4+3 230 0,2550
5 jgj Gleason 24+4 76 0,8842
3 aom ERG-positiv 907 0,3020
< 20 ERG-negativ 860 0,3483
T 12;; . = . mm = = alle Tumoren 1885 0,3186
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del

m2q23 deletiert 2923 normal
100%

2 90% Gruppe auswertbar (n) P-Wert
2 80% Gleason <3+3 851 0,6753
L 70% Gleason 3+4 1588 0,4925
g 0% Gleason 4+3 459 0,5794
3 o] Gleason 24+4 126 0,4280
2 30% | ERG-positiv 1392 0,4674
5 20% ERG-negativ 1484 0,3623
* 182 = = p— == | alle Tumoren 3045 0,3999
p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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m2q32 deletiert 2932 normal

i 12‘(’); Gruppe auswertbar (n) P-Wert
3 80% Gleason <3+3 475 0,9916
£ 70% Gleason 3+4 738 0,4805
T oo Gleason 4+3 178 0,8624
S 0% Gleason 24+4 37 0,3808
£ s0% ERG-positiv 705 0,7886
g 2 ERG-negativ 645 0,4974
0% ‘ — alle Tumoren 1437 0,2598
TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch
TP53 Del
m3p13 deletiert 3p13 normal
;gg; ' Gruppe auswertbar (n)  P-Wert
£ aou Gleason <3+3 1427 0,1622
£ 70% Gleason 3+4 3994 0,0297
z oo Gleason 4+3 1114 0,0006
S 40% Gleason 24+4 381 0,2726
2 a0% ERG-positiv 2870 0,0576
g 2% ERG-negativ 3525 0,0068
by m = BN alle Tumoren 6940 <0,0001
TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch
TP53 Del
m5q13 deletiert 5qg13 normal
100%
2 90% Gruppe auswertbar (n) P-Wert
2 80% Gleason <3+3 1493 0,1858
B 70% Gleason 3+4 3690 0,2892
o Gleason 4+3 1079 0,4898
3 o Gleason 24+4 338 0,3210
2 3% ERG-positiv 2929 0,0085
El 20:6 . ERG-negativ 3379 0,0078
* o - | . alle Tumoren 6635 0,0240
TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch
TP53 Del
m5qg21 deletiert 5g21 normal
o 13202 Gruppe auswertbar (n) P-Wert
S ao% Gleason <3+3 1719 0,8185
£ 70% Gleason 3+4 4300 0,0061
g 6% Gleason 4+3 1203 0,0833
5 o Gleason 24+4 388 0,3001
8 a0n ERG-positiv 3266 0,0063
< 20% - ERG-negativ 3722 0,9216
T 10% - - [ - alle Tumoren 7651 0,1120

0%

TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch
TP53 Del
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m6q15 deletiert

TP53 Del p53 Niedrig

i 132; Gruppe auswertbar (n) P-Wert
3 so% Gleason <3+3 1417 0,8307
& 70% Gleason 3+4 3274 0,6269
z oo Gleason 4+3 939 0,0687
S 0% Gleason 24+4 306 0,3343
< 30% ERG-positiv 2598 0,0002
g 2 . . . . B = ERG-negativ 3019 0,1996
0% alle Tumoren 5965 0,3647
TP53 Del p53 Niedrig
m8p21 deletiert
> 100%
5 0% Gruppe auswertbar (n) P-Wert
ks 80% Gleason <3+3 1588 0,0008
g o Gleason 3+4 3742 <0,0001
& s0% Gleason 4+3 1059 0,0173
g o I I I I I Gleason 24+4 340 0,8185
S I ERG-positiv 2917 <0,0001
10% ERG-negativ 3492 <0,0001
o TP53Del  p53 Niedrig p53 Niedrig / alle Tumoren 6767 <0,0001
m12p13 deletiert
100%
o 90% Gruppe auswertbar (n) P-Wert
é 80% Gleason <3+3 1403 0,3934
S ;g:ﬁ: Gleason 3+4 3212 0,0232
I Gleason 4+3 982 0,8286
S 40% Gleason 24+4 312 0,3193
g 30% ERG-positiv 2552 0,1300
3 20% ERG-negativ 3070 0,0437
e - . . . . alle Tumoren 5939 0,0003
TP53 Del p53 Niedrig
12924 deletiert
i 1ggj Gruppe auswertbar (n) P-Wert
g oo Gleason <3+3 1673 0,5285
£ 70% Gleason 3+4 4041 0,0007
5:: :g:j: Gleason 4+3 1091 0,0031
S 0% Gleason 24+4 339 0,2349
g, 30% ERG-positiv 3160 0,0004
g 2% ERG-negativ 3731 0,0245
0% | — alle Tumoren 7182 <0,0001




1324 deletiert 13924 normal
100%

2 90% Gruppe auswertbar (n) P-Wert

2 80% Gleason <3+3 1568 0,7975
£ 7o% Gleason 3+4 3977 0,6958
z 3 Gleason 4+3 1158 0,4759
S 40% Gleason 24+4 357 0,9950
g 30% ERG-positiv 3110 0,0352
S 20% ERG-negativ 3635 0,8332
* 18‘;’ . . . . alle Tumoren 7097 0,0954

p53 Normal TP53 Del p53 Niedrig  p53 Niedrig / p53 Hoch p53 Hoch /
TP53 Del TP53 Del
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu priifen, ob Assoziationsstudien dazu beitragen konnen, Hinweise auf
die Funktion ,,unbekannter* Gene zu erhalten. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde der bekannte Tu-
morsuppressor pS3 zur Simulation eines ,,Protein mit unbekannter Funktion* verwendet. Der pS3 Tumorsup-
pressor wird in ca. 50% aller menschlichen Tumoren vor allem durch inaktivierende Mutationen, aber auch
durch Deletionen oder Kombinationen beider Ereignisse inaktiviert (4, 63, 81). Die p53-Inaktivierung fiihrt
in der Zelle zu einer Hemmung der Apoptose, Beschleunigung des Zellzyklus, fehlerhafter DNA-Reparatur
und dem Verlust der genomischen Integritét (4). Sollten die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass solche Prote-
ine, die ebenfalls eine Funktion in diesen biologischen Prozessen innehaben, mit dem p53-Status assoziiert
sind, konnte diese Art der in-silico Analyse in der Tat dazu beitragen, unbekannte Proteine/Gene funktionell

zu klassifizieren.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen eine unterschiedlich starke Assoziation des p53-Status mit nahezu allen
(95%) 83 untersuchten Proteine. Lediglich fiir vier Proteine konnte kein signifikanter Zusammenhang zum
p53-Status festgestellt werden. Da nahezu alle in dieser Studie untersuchten Proteine tatsichlich in einem
mehr oder weniger engen Kontext zu den vielféltigen p53-assoziierten biologischen Prozessen stehen, ist
dieses Ergebnis bereits als erste Bestitigung fiir die oben genannte Hypothese zu verstehen. pS3 ist der be-
kannteste Tumorsuppressor des menschlichen Genoms und in praktisch alle tumorrelevanten Prozesse invol-
viert. Durch seine Funktion als Transkriptionsfaktor kommt es zum Beispiel zur Induktion der Expression
von Apoptose-regulatorischen und Zellzyklus-hemmenden Proteinen (96-100). Eine Assoziation mit Protei-
nen, die ebenfalls eine wesentliche Funktion innerhalb der Zell-Homdoostase (z.B. BCL2, mTOR und p16
(4)) besitzen, zeigt daher die gewliinschte Funktionalitit der vorliegenden Assoziationsstudie. Unterstiitzt
wird dies auflerdem durch die besonders starke Assoziation des p53-Status mit denjenigen Proteinen, die bei
der DNA-Reparatur eine Rolle spielen (LIG4, MLH1 und MSH6 (4, 117)). Diese zentrale Funktion des p53
hat dem Protein schlieBlich den Beinamen ,,Wichter des Genoms* eingebracht (104). Dass es durch eine
pS53-Inaktivierung zu einem Verlust der genomischen Integritit kommt, zeigt auch die starke Assoziation des
p53-Status mit dem Auftreten von immerhin 57% der untersuchten Deletionsregionen. Basierend auf diesen
Ergebnissen ist anzunehmen, dass auch die Funktion/en eines unbekannten Genes durch eine solche in-silico
Assoziationsstudie zumindest teilweise auf bestimmte biologische Prozesse eingeschrinkt werden kann. Dies

konnte die Planung und den zeitlichen Aufwand fiir darauffolgende in-vitro Analysen deutlich optimieren.

Neben der generellen Assoziation des p53-Status mit den 83 Proteinen wurde auflerdem der Zusammenhang
der analysierten Parameter zum p53-Inaktivierungsstatus untersucht. Diese Analyse fiihrte zu einer wesent-
lich feineren Moglichkeit der Kategorisierung der ,,putativen” p53 Funktionen. Eine deutlich Assoziation mit
dem p53-Inaktivierungstatus zeigten 80% der DNA-Reparatur-Proteine, 63% der Transkriptions-
regulatorischen Proteine, 54% der Metabolismus-Proteine, 33% der Zell-Homdoostase-assoziierten Proteine

und nur 27% der Zell-Adhésions-, Gestalts- und Motilitdts-Proteine. Hier stieg die Expression der Proteine
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mit zunehmender Funktionsunfihigkeit des p53 an. Der p53-Status wurde in der vorliegenden Arbeit anhand
des Proteinstatus (IHC) und des Genstatus (FISH) ermittelt. Dadurch konnte der p53-Inaktivierungsstatus in
verschiedene Kategorien eingeteilt werden. Eine negative p53 IHC und ein normaler TP53-Kopiezahlstatus
kann als funktionsfdhiges p53 gewertet werden. Eine schwache p53 Firbung beruht vermutlich auf zelluld-
rem Stress und damit auf eine Reaktion des p53 auf die Akkumulation verschiedener molekularer und gene-
tischer Veridnderungen. Die TP53 Deletion konnte ausschlieBlich heterozygot nachgewiesen werden und
steht daher fiir eine partielle pS3-Inaktivierung. Die IHC dient als Surrogat zur Bestimmung einer Vielzahl
von dominant-negativen TP53-Mutationen, die zur Akkumulation des defekten p53 mit dem Wildtyp p53 im
Zellkern fiihren konnen. In der IHC wird diese Akkumulation als starke Firbung sichtbar und kann als voll-
standige p53-Inaktivierung gewertet werden (46, 109, 110). Es kann davon ausgegangen werden, dass die
stufenweise Herauf- oder Herabregulierung eines unbekannten Proteins in Abhédngigkeit von einer partiellen
oder vollstdndigen p53-Inaktivierung auf einen direkten regulatorischen Zusammenhang hinweist. Ein sol-
cher Befund war vor allem bei den DNA-Reparatur-Proteinen und bei zwei Drittel aller Proteine mit einer
Rolle bei der Transkriptionsregulation ersichtlich. Tatsdchlich iibernimmt p53 bekanntermaflen hier eine
Schliisselfunktion (4, 90-93, 100, 102-104). Dass nur ein Drittel der Zell-Homdoostase-regulatorischen Prote-
ine einen Zusammenhang mit dem Inaktivierungsstatus aufweisen, ist darauf zuriickzufiihren, dass neben
pS53-assozierten Prozessen (z.B. Apoptose) in dieser Kategorie zelluldre Vorgédngen vorhanden sind, bei de-
nen p53 nicht zwingend eine essentielle Funktion aufweist (z.B. Zellproliferation). Diese Analyse zeigt da-
mit nochmals die Eignung von groflen Assoziationsstudien zur Erlangung von Hinweisen auf die Funktion

von unbekannten Genen/Proteinen.

Die Daten der Assoziationsstudie zeigen aber auch, dass neben dem p53-Inaktivierungsstatus die Untersu-
chung von klinisch bzw. biologisch relevanten Untergruppen des Prostatakarzinoms einige Riickschliisse auf
die Funktion eines Proteins ermdglichen kann. Eine der wichtigsten biologischen Untergruppen des Prosta-
takarzinoms stellt die TMPRSS2:ERG Fusion dar. Bei dieser Fusion gelangt der Transkriptionsfaktor ERG
bedingt durch eine Deletion auf Chromosom 21 unter die Kontrolle des Androgen-regulierten Promoters der
Serinprotease TMPRSS2 und wird in den betroffenen Tumorzellen exprimiert (118). Die TMPRSS2:ERG
Fusion kommt in circa 50% aller Prostatakarzinome vor und ermdglicht daher die einfache Einteilung der
Karzinome in die zwei Untergruppen der ERG-positiven (mit Fusion) und der ERG-negativen (ohne Fusion)
Karzinome (62). In einer Studie innerhalb der Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass der Verlust
der p53-Funktion vermehrt in ERG-positiven Karzinomen vorkommt (46). Eine Assoziation mit der Art der
Inaktivierung (d.h. partiell oder komplett) konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht festgestellt werden.
Dass der p53-Verlust generell mit einem ERG-positiven Phinotyp assoziiert ist, muss insbesondere dann
beriicksichtigt werden, wenn eine Assoziation zwischen p53 und einem weiteren ERG-assoziierten Protein
gefunden wird. Es besteht zumindest die Moglichkeit, dass dieser Zusammenhang einfach nur dadurch ver-
ursacht wurde, dass beide Proteine mit einem positiven ERG-Status assoziiert sind. Bemerkenswerterweise
waren circa 20% der gefunden Zusammenhinge in Untergruppen von Tumoren mit identischem ERG-Status
nicht mehr vorhanden. Dies deutet demnach daraufhin, dass zwischen diesen untersuchten Proteinen und p53
kein echter funktioneller Zusammenhang besteht. Dieser ,,funktionelle in-silico Filter ist insbesondere vor
dem Hintergrund wichtig, dass nahezu alle Aberrationen beim Prostatakarzinom eine Assoziation zu einem
positiven oder negativen ERG-Phinotyp aufweisen (21, 22, 24-55, 57-60, 69, 75-78). Dies beruht darauf,
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dass es durch die ERG-Expression zu einer Deregulierung von iiber 1.600 Genen in der betroffen Zelle
kommt (21, 22, 119, 120), was wiederrum zu unterschiedlichen molekularen Umgebungen in den ERG-
negativen und ERG-positiven Karzinomen fiihrt. Das Beispiel von ERG zeigt, dass durch Untergruppenana-
lysen unter Umsténden ein weiterer ,,Filter* verwendet werden kann um ,,echte von ,,vermeintlichen* Asso-

ziationen zu trennen.

Vermutlich sind Transkriptionsfaktoren besonders gute Filter in Assoziationsstudien die Expressionsdaten
verwenden. Da viele Verdnderungen aber auch generell mit der Tumorprogression assoziiert sind, konnten
auch morphologische Kriterien eine weitere Filtermdglichkeit darstellen. Der Gleason Grad, zur morphologi-
schen Klassifizierung von Prostatakarzinomen, ist hier eines der besten Beispiele. Mit dem Gleason Grad
wird angegeben wie weit sich die Driisenarchitektur des Karzinomgewebes von der normalen Driisenarchi-
tektur entfernt hat (Entdifferenzierungsgrad) (121). Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass der Gleason
Grad in direktem Zusammenhang mit der Aggressivitit der Prostatakarzinome steht. Je hoher dieser ist, des-
to aggressiver ist das Karzinom und dementsprechend schlechter ist die Prognose fiir den Patienten (122,
123). Der Gleason Grad ist daher der wichtigste Prognoseparameter in der Diagnostik des Prostatakarzinoms.
Bei der Untergruppen-Analyse der Karzinome mit einem identischen Gleason Grad zeigte sich, dass ein Drit-
tel der p53-assoziierten Hochregulierungen der Genexpression und zwei Drittel der p5S3 assoziierten Kopie-
zahlverluste von einer bestimmten klassischen Gleason Grad Gruppe abhing. Es ist bekannt, dass es mit stei-
gender Aggressivitit der Tumorzellen zu einer Anhdufung von genetischen und molekularen Veridnderungen
kommt. Dementsprechend kdnnen Zusammenhinge die auf einem bestimmten Gleason Grad beruhen, als
zufillige Akkumulation dieser angenommen werden. Insbesondere dann, wenn beide Verdnderungen mit
einem bestimmten Gleason Grad oder dem Anstieg des Gleason Grades einhergehen. Dies zeigt zum Bei-
spiel die Gleason Grad abhingige Assoziation mit liber 60% der p53-assoziierten Deletionen. Sowohl die
Rate der meisten Deletionen als auch der p53-Alterationen steigt mit dem Gleason Grad an. Dies beruht da-
rauf, dass sowohl der Verlust von p53 als auch die Entstehung von Deletionen mit einer genomischen Insta-
bilitdt assoziiert sind, welche ebenfalls mit dem Gleason Grad bzw. der Aggressivitit der Tumoren ansteigt
(32, 43-50). Die Ergebnisse der Untersuchung zeigen also deutlich, dass auch der Gleason Grad ein morpho-
logischer Parameter ist, welcher zur Identifizierung von ,,echten” funktionellen Zusammenhéngen beitragen

kann.

Parameter die auf ,,echte” Assoziationen hinweisen sind vor allem notwendig unter der Kenntnis, dass alle in
dieser Arbeit getesteten Parameter in tumorrelevanten Prozessen eine Rolle spielen. Da p53 ein multipoten-
ter Tumorsuppressor ist, dessen Inaktivierung in vielen tumorassoziierten Prozessen und zahlreichen ver-
schiedenen Tumorentiéten eine Rolle spielt (4, 63), ist es wahrscheinlich, dass nicht alle gefunden Assoziati-
onen auf direkten funktionellen Zusammenhingen beruhen. Vielmehr ist anzunehmen, dass einige der 79
pS53-assozierten Proteine - wenn liberhaupt - in einem indirekten funktionellen Zusammenhang mit der Alte-
ration von p53 beim Prostatakarzinom stehen. Um direkte funktionelle Zusammenhinge zu identifizieren
sind in-vitro Versuche natiirlich unabdingbar. Nichts desto trotz kann zumindest der biologische Prozess, in
dem ein Protein eine vermeintlich Rolle spielt auch durch eine indirekte Assoziation mit einem anderen Pro-
tein identifiziert werden. Damit wire zumindest ein Hinweis moglich in welche Richtung in-vitro Untersu-
chungen zu néchst gehen sollten. Lediglich ,,Mitldufer Assoziationen auf Grund von Akkumulationen ge-

netischer und molekularer Verdnderungen stellen ein Problem bei der Kldrung der Funktion eines unbekann-
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ten Proteins dar. Diese konnten jedoch potentiell mit Hilfe von molekularen und morphologischen Unter-

gruppen herausgefiltert werden.

Generell konnte jedes Protein oder auch jeder chromosomale Lokus der am TMA-Kollektiv untersucht wur-
de - und zukiinftig analysiert wird - eine neue biologische oder klinisch relevante Untergruppe von Prosta-
takarzinomen definieren. Jeder neue Marker, dessen Funktion bzw. dessen Beteiligung in bestimmten biolo-
gischen Prozessen bekannt ist, kann also dazu beitragen die Genauigkeit der funktionellen Einordnung von
unbekannten Markern zu verbessern. Wichtig ist dabei eigentlich nur ein ausreichend grofles Tumorkollek-
tiv, um auch seltenere Veridnderungen miteinander sicher zu korrelieren, sowie eine ausreichende Menge an
Untersuchungsgewebe fiir die Analyse von mehreren hundert potentiell tumorrelevanten Proteinen oder
genetischen Alterationen. Und genau diese Voraussetzungen sind durch die TMA-Technik geschaffen wor-
den. Mit Hilfe von TMAs konnen nicht nur mehrere Hundert, sondern sogar mehrere Tausend Gewebepro-
ben in nur einem Experiment bearbeitet und analysiert werden (64). Dadurch ist es moglich eine sehr grofe
Anzahl von Proben in einem realistischen Zeit- und Kostenrahmen mittels zum Beispiel IHC oder FISH zu
analysieren. Notwendig fiir die Herstellung eines TMAs und eine valide Probenanalyse ist zudem nur eine
kleine Gewebemenge. Studien am Institut fiir Pathologie haben bereits gezeigt, dass eine 0,6mm durchmes-
sende Gewebestanze aus einem reprisentativen Tumorgewebeblock bereits pro Patient ausreicht, um die
klinische Relevanz von putativen molekularen Markern bei unterschiedliche Tumorentititen zu klidren (64).
Diese bedeutet, dass mehrere TMA-Blocke aus einem Patientenkollektiv hergestellt werden kénnen. Pro
TMA-Block kénnen dann auch noch mehrere Schnitte zur Analyse von unterschiedlichen Markern herge-
stellt werden (64). Am Institut fiir Pathologie und der Martini-Klinik des Universitétsklinikums Hamburg-
Eppendorf wurde die TMA-Technik genutzt, um in den letzten Jahren ein groBes Kollektiv von mittlerweile
tiber 17.000 Prostatakarzinomen zusammen zustellen. Zu diesem TMA-Kollektiv wurde eine klinische Da-
tenbank erstellt, in der klinisch-pathologische Parameter zu den Tumoren und klinische Verlaufsdaten fiir
jeden einzelnen Tumor bzw. Patient festgehalten werden. Der Hamburger-Prostata-Prognose-TMA stellt
damit weltweit, dass wohl grofite Tumorkollektiv zur Validierung von molekularen Prognose-Markern dar.
In den letzten Jahren wurden an diesem TMA-Kollektiv (oder Teilen des TMASs) bereits iiber 100 molekulare
Marker beziiglich ihrer klinischen Relevanz beim Prostatakarzinom untersucht und einige vielversprechende
Prognose-Parameter, wie z.B. p53-Alterationen, PTEN-Deletionen oder p62 identifiziert (29, 46, 49). Alle
Studiendaten wurden in einer molekularen Datenbank gesammelt, so dass fiir jeden Tumor ein ,,molekular-
genetisches* Profil vorhanden ist. Anhand dieser Daten konnen nun molekulare oder auch genetische Verin-
derungen herausgefiltert werden, welche hiufig gemeinsam in einem Tumor auftauchen. Diese Datenbank ist
damit weltweit die einzige Datenbank die es ermoglicht eine grole Assoziationsstudie durchzufiihren und so

putative funktionelle Zusammenhinge zweier Marker zu erkennen.

Erste freizugiingliche Datenbanken, die einen Vergleich von verschiedenen Verdnderungen innerhalb einer
Tumorentitit ermoglichen, sind innerhalb des ,,International Cancer Genome Consortium (ICGC)“ und des
»The Cancer Genome Atlas (TCGA)* Projektes entstanden (https://dcc.icgc.org/;
https://cancergenome.nih.gov/). Beide Projekte haben sich zum Ziel gesetzt genetische Verdnderungen von

unterschiedlichen Tumorentititen zu identifizieren und so das biologische und klinische Tumorverstidndnis
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zu erweitern. Die Ergebnisse resultieren aus Studien die mittels der Array-basierten komparativen genomi-
schen Hybridisierung (aCGH) oder dem ,Next Generation Sequencing (NGS)“ z.B. das Gesamtgenom
(aCGH, NGS), das Exom (NGS) oder das Transkriptom (NGS) untersucht haben (https://dcc.icgc.org/;
https://cancergenome.nih.gov/). Alle Studiendaten werden in einer freizugénglichen molekularen Datenbank
gesammelt. Zum Prostatakarzinom sind zum Beispiel im IGCG-Portal Daten zu insgesamt 799 untersuchten
Tumoren aus 4 NGS-Teilprojekten vorhanden (https://dcc.icgc.org/). Das cbioportal (TCGA-Projekt) enthilt
derzeit Daten zu insgesamt 1.812 Prostatakarzinomen, welche aus 11 Teilprojekten stammen
(http://www cbioportal.org (111, 112)). Beide Datenbanken bieten zum Beispiel die Moglichkeit in kurzer
Zeit einen Einblick iiber die Haufigkeit bestimmter Alterationen und teilweise auch Co-Alterationen in ver-
schiedenen Tumorentitdten zu bekommen, den Einfluss einer Gen-Alteration auf die Expression des Genes
zu priifen und direkte und indirekte funktionelle Zusammenhénge zweier oder mehrere bekannter Gene dar-
zustellen. Was jedoch nicht moglich ist, ist die Untersuchung der klinischen Relevanz einer Verdnderung
oder auch mehrerer Verdnderungen in Kombination, sowie die Untersuchung bzw. Festlegung von molekula-
ren Untergruppen innerhalb einer Karzinomentitit. Auf Grund der ,,geringen® Fallzahl kann auflerdem nicht
ausgeschlossen werden, dass seltenere Ko-Alterationen nicht aufgedeckt werden. Die Datenbanken stellen
allerdings eine sehr gute Basis dar, um ,,neue* Alterationen zu finden, welche putative relevant sein konn-
ten, um diese dann an einem grofen Tumorkollektiv beziiglich ihrer klinischen Relevanz zu priifen. Eine
Assoziationsstudie, wie sie in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurde, welche Hinweise auf potentielle

Funktionen unbekannter Gene gibt, ist mit diesen beiden Datenbanken jedoch nicht méglich.

Insgesamt konnten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass unsere molekulare Datenbank basie-
rend auf einer grolen Anzahl von Tumoren, zu denen der Alterationsstatus von 100 molekularen Markern
bekannt ist, durch aus genutzt werden kann, um putative biologische Zusammenhinge mehrerer Marker in-
silico aufzudecken. Des Weiteren konnten aus diesen Assoziationen auflerdem Hinweise auf potentielle
Funktionen unbekannter Gene resultieren. Damit konnte dieser Modellansatz zu einem besseren Verstidndnis

der biologischen Vorginge verschiedener Tumorereignisse beitragen.
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S  Zusammenfassung

Die in den letzten Jahren erfolgte Verbesserung der molekularbiologischen Methoden hat dazu gefiihrt, dass
immer mehr putativ tumorrelevante Gene identifizierte werden. Fiir einige dieser Gene ist jedoch unklar,
welche biologische Funktion diese in der Zelle haben. Klassische Methoden zur Bestimmung einer Genfunk-
tion, wie zum Beispiel Zellkulturmodelle sind in der Regel zeit- und kostenaufwendig. Daher werden drin-
gend alternative Ansitze benétigt, welche die funktionelle Einordnung von Genen bzw. Proteinen ermégli-
chen. Solch ein alternativer Ansatz konnte die Assoziation von unbekannten Genen mit funktionell gut klas-
sifizierten Genen sein. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher zu priifen, ob eine Assoziationsstudie Hin-
weise auf die Funktion eines Genes erbringen kann. Dazu wurde die molekulare Datenbank des Instituts fiir
Pathologie verwendet, welche Studienergebnisse zum Expressionsstatus bzw. Kopiezahlstatus von mehr als
100 Proteinen bzw. Genen enthilt, die an einem Kollektiv von iiber 12.000 Prostatakarzinomen mittels Im-
munohistochemie oder Fluoreszenz in-situ Hybridisierung bestimmt wurden. Als Modell fiir ein ,,unbekann-
tes Gen™ wurde der Tumorsuppressor p53 ausgewihlt und gepriift, ob es moglich ist durch die Assoziation
mit mehr als 80 Proteinen und 14 Deletionsregionen Hinweise auf die Kernfunktionen von p53 zu erhalten.
Um den p53 Aberrationsstatus in den Tumoren festzulegen wurden die Daten aus einer vorherigen TP53
FISH-Analyse (Deletionsstatus) und einer p53 IHC-Analyse (Surrogat fiir Mutation) kombiniert. Insgesamt
waren 7.099 Tumorstanzen in beiden Analysen auswertbar. Von diesen Tumoren zeigten 569 (8,0%) eine
schwache p53 Firbung und keine TP53 Deletion und 964 (13,6%) Tumoren eine TP53 Deletion bei einem
negativen p53 IHC-Befund (partielle Inaktivierung). Eine Kombination aus einer schwachen p53 Féarbung
und einer TP53 Deletion konnte fiir 130 (1,8%) der Tumoren detektiert werden. Eine starke p53 Firbung bei
Fehlen einer TP53 Deletion wurde fiir 49 (0,7%) Tumoren nachgewiesen (komplette Inaktivierung). Fiir 60
(0,8%) der Tumoren konnte eine TP53 Deletion in Kombination mit einer starken p53 Farbung nachgewie-
sen werden (komplette Inaktivierung). Weder eine p53 Firbung noch eine TP53 Deletion konnte in 5.327
(75,0%) der untersuchten Tumoren nachgewiesen werden (p53 normal). Eine Assoziation zum p53-Status
konnte fiir 79 (95%) der untersuchten Proteinen und 8 (57%) der 14 Deletionsregionen gefunden werden
(p<0,0500). Untergruppenanalysen zeigten, dass die Assoziation mit 51 (65%) dieser Proteine sowohl in den
Untergruppen von Tumoren mit identischem Gleason Grad als auch den Untergruppen der Tumoren mit
identischem TMPRSS2:ERG-Status noch vorhanden war. Der p53-Inaktivuerungsstatus war mit 42 (50%)
von 83 untersuchten Proteinen assoziiert. Hier nahm der Grad die Hochregulierung bzw. Herabregulierung
der Proteine mit dem Grad der p53-Inaktiviuerung (partiell und komplett) zu. Zu diesen Proteinen zéhlten 8
(70%) der 10 untersuchten DNA-Reparatur-Proteine, 12 (63%) der 19 transkriptionsregulatorischen Proteine,
12 (54%) der 22 Metabolismus-Proteine, 7 (33%) der 21 Zell-Homdostase-Proteine und 3 (27%) der 11 un-
tersuchten Zell-Adhisions-, Gestalts- und Motilititsproteine. Insgesamt konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, dass mit Hilfe von Assoziationsstudien durchaus in-silico Hinweise auf die potentielle Funk-
tion von Genen erzielt werden konnen. Als zusitzliches Hilfsmittel kann dabei die Unterteilung der Tumoren

in molekulare und/oder morphologische Untergruppen genutzt werden.
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6 Abstract

Massive improvements of molecular biological technics resulted in a stately increase of the number of identi-
fied tumor relevant genes. However, the tumor biological function of most of these genes has not been satis-
factorily clarified. Classical methods assign the gene function such as cell culture models typically require
high efforts in terms of time and costs. There is, thus, an urgent need of alternative approaches to reveal the
function of unknown genes. One possibility is to search for associations between genes with unknown func-
tion and genes with well-known functions. It was the aim of the present study to provide proof of principal if
such association studies are fishable and suitable to draw conclusions on gene function. We made use of the
molecular database of the institute of pathology containing protein expression and gene copy number data
from more than 12,000 prostate cancers that been obtained from immunohistochemical (IHC) and flu-
orescence in situ hybridization (FISH) analysis of more than 100 proteins and genes, respectively. The tumor
suppressor p53 was selected as a model system for a gene with an “unknown” function, and associations
were calculated with more than 80 proteins and 15 deleted chromosomal regions in order to test the hypothe-
sis if the function of p53 can be deduced from these associations. In order to determine the p53 status in each
tumor, data from previous p53 copy number analysis (p53 deletion) and p53 IHC analysis (as surrogate for
inactivating p53 mutations) were combined. This resulted in a total of 7,099 cancers with data on both altera-
tions, including 569 (8,0%) with weak p53 staining but no deletion, 964 (13,6%) cancers with p53 deletion
but no staining (partial inactivation), 130 (1,8%) cancers with weak p53 staining and concurrent p53 deleti-
on, and 60 (0,8%) cancers with complete p53 inactivation as indicated by presence of both p53 deletion and
strong immunostaining. No p53 alteration (IHC and FISH negative) was found in 5,327 (75,0%) of cancers.
The association studies showed that 79 (95%) of the analyzed proteins and 8 (57%) of the analyzed deletion
regions were linked to the presence of any p53 alterations (p<0,0500). Further subgroup analysis revealed
that the associations with 51 (65%) of these proteins held also true in subsets of cancers with identical
Gleason grade or identical TMPRRS2:ERG status. The type of p53 inactivation (partial and complete) was
linked to 42 (50%) of 83 analyzed proteins. Here, the degree of protein deregulation increased with a degree
of p53 inactivation. Among these proteins there were 8 DNA repair proteins, 12 proteins involved in
transcriptional regulation, 12 metabolism-associated proteins, 7 proteins involved in cell homoeostasis and 4
proteins involved in cell adhesion, shape and modality. In summary, the results of the present study demonst-
rate that association studies are suitable to obtain in silico hinds on the potential function of uncharacterized
genes. Additional information can be obtained from morphological and molecular characteristics of the ana-

lyzed cancers.
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Anhang

Tabelle 4: Verwendete Reagenzien und Kits

Reagenzien / Kits

Firma

20x SSC

Abbot, Ludwigshafen

CEP 10 Spectrum Green

Abbot, Ludwigshafen

CEP 17 Spectrum Orange

Abbot, Ludwigshafen

CEP 6 Spectrum Orange

Abbot, Ludwigshafen

Chloramphenicol

Sigma-Aldrich, Miinchen

COT Human DNA

Roche, Grenzach-Wyhlen

Dako REAL™ Antibody Diluent (S2022)

Dako, Hamburg

Dako REAL™ EnVision™ Detection Sys-
tem,Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse

Dako, Hamburg

Dako REAL™ Hematoxylin (S2020)

Dako, Hamburg

Dako REAL™ Peroxidase-Blocking Solution
(52023)

Dako, Hamburg

Dako Wash Buffer (S3006)

Dako, Hamburg

Dextransulfat (Natriumsalz)

Roth, Karlsruhe

Diaminobenzidin

Roth, Karlsruhe

EDTA

Sigma-Aldrich, Miinchen

Ethanol 80% (vergillt)

VWR, Darmstadt

Ethanol 96% (vergillt)

VWR, Darmstadt

Ethanol Ph Eur (1 Liter)

VWR, Darmstadt

Formamid pro analysi

Merck, Darmstadt

Immersol

Zeiss, Oberkochen

Isopropanol 100%

Merck, Darmstadt

LB broth, Miller

Sigma-Aldrich, Miinchen

Mounting Medium with DAPI
(VECTASHIELD)

Vector Laboratories

Natrium-Citrat

Sigma-Aldrich, Miinchen

Nick Translations Reagent Kit

Abbot, Ludwigshafen

NP-40

Abbot, Ludwigshafen
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NucleoBond® BAC 100

Macherey-Nagel, Diiren

nukleasefreies Wasser

Sigma-Aldrich, Miinchen

Orange dUTP (50 nmol, lyophylisiert)

Abbot, Ludwigshafen

Pretreatment Reagent 500 ml

Abbot, Ludwigshafen

Protease Buffer 500 ml

Abbot, Ludwigshafen

Protease I 500 mg

Abbot, Ludwigshafen

QIAquick Nucleotide Removal Kit (50)

Qiagen, Venlo, Niederlande

Reinigungsbenzin Biesterfeld Chemiedistribution GmbH
Tris Sigma-Aldrich, Miinchen
Wasserstoffperoxid VWR, Darmstadt

Xylol J. T. Baker, Center Valley, USA
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Tabelle 5: verwendete Gerite mit Hersteller

Geriit

Firma

Bunsenbrenner, Fireboy

Tecnomara, Ziirich, Schweiz

Concentrator Plus

Eppendorf, Hamburg

Dako-Immunfiarbeautomat

Dako, Hamburg

Dampfgarer (Multigourmet)

Braun, Kronberg

Folien-Eindecker

Sakura, Heppenheim

Heizplatte MEDAX GmbH & Co.KG, Neumiinster
Heizriihrer RCT basic IKA® Labortechnik
Inkubator GFL ( Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH),

Burgwedel

Lab Thermometer IP65LT-101

TFA Dostmann GmbH + Co. KG, Wert-

heim-Reicholzheim

Lichtmikroskop, Axio Imager.Al

Zeiss, Oberkochen

MS1 Minishaker

IKA® Labortechnik, Staufen

Nanodrop ND 1000

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

ph-Meter 766 Calimatic

Knick , Berlin

Primus ALS, Jena
Rotor- JA-14 Beckmann, Krefeld
Rotor- JA-20 Beckmann, Krefeld

Thermobrite ™

Abbot, Ludwigshafen

Wasserbader

GFL ( Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH),
Burgwedel

Zentrifuge, Beckmann J2-21M/E

Beckmann, Krefeld

Zentrifuge, Biofuge 13

Heraeus Thermo Scientific, Hanau
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Tabelle 6: verwendete Verbrauchsmaterialien mit Hersteller

Material Firma

Deckgléser No.1 24 x 60 mm Marienfeld, Lauda Konigshofen
Fixogum Marabu, Tamm

Safe-Lock Reaktionsgefdfie, amber Eppendorf (Hamburg)

Safe-Lock Reaktionsgefifie, amber, 0,5 ml Eppendorf (Hamburg)

SafeSeal Reagiergefal 1,5 ml aus PP Sarstedt (Niimbrecht-Rommelsdorf)
SafeSeal Reagiergefall 2 ml Sarstedt (Niimbrecht-Rommelsdorf)
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