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1. Einleitung

1.1 Tumorerkrankungen im Allgemeinen

Maligne Tumorerkrankungen zahlen zu den gefurchtetsten Erkrankungen weltweit. Laut
Robert Koch-Institut (RKI) erkrankt fast jeder Zweite in seinem Leben an mindestens einer
malignen Neoplasie. Das Risiko der Frauen liegt bei 42,6% und bei Mannern bei 47,5% (Koch-
Institut, 2019).

Die  Weltgesundheitsorganisation (WHQO) prognostiziert eine Verdopplung der
Neuerkrankungen bis 2040. Grund dafiir seien die steigende Lebenserwartung, da Krebs vor
allem im hoheren Lebensalter auftritt. Neben dem unveranderbaren Risiko ,Lebensalter® gibt
es aber auch veranderbare Risiken. Zu den wichtigsten Krebsrisikofaktoren in den
Industrienationen  zéhlen laut WHO Tabak- und Alkoholkonsum, Ubergewicht,
Bewegungsmangel und mangelhafte Ernahrung (Weltgesundheitsorganisation, 2020).

Laut des Krebsberichtes 2019/2020 des Robert-Koch-Institutes werden allein dem
Tabakkonsum etwa 19% aller Krebserkrankungen in Deutschland pro Jahr zugeschrieben.
Demnach ergibt sich: je mehr ungesunde Verhaltensweisen zusammenkommen, desto hoher
steigt das Risiko an Krebs zu erkranken. Daraus resultiert die Berechnung, dass mindestens
37% aller Krebsneuerkrankungen in Deutschland vermeidbar oder durch die genannten
Risikofaktoren erklarbar waren (Deutsches Krebsforschungszentrum (DKFZ), 2021, Ronckers
et al., 2023).

Die Ubersicht der epidemiologischen MaRzahlen des Robert-Koch-Instituts (Abbildung 1) zeigt
in den aktuell ausgewerteten Krebsdaten 2019/2020 insgesamt 493.200 Neuerkrankungen fur
Deutschland 2020. Diese Summe ergibt sich aus 261.800 Neuerkrankungen bei Mannern und
231.400 Neuerkrankungen bei Frauen. Die absolute 5-Jahres-Uberlebensrate (2019/2020)
liegt bei 58% bei Frauen und 52% bei Mannern Uber alle Tumoren. Dies bedeutet, dass bei
mehr als 50% der Krebserkrankten die tumorspezifische Therapie zu einer Heilung oder zu
einer deutlichen Lebensverlangerung und Verbesserung der Lebensqualitat geflihrt haben,
auch bei Patienten/innen, die nicht geheilt werden konnten und die an den Folgen ihrer
Krebserkrankung verstarben. Die relativen Uberlebenschancen héngen dabei
ausschlaggebend vom Tumortyp ab und reichen von Ergebnissen unter 20% bei malignen
Tumoren der Leber, Lunge und Bauchspeicheldrise bis hin zu Werten Uber 90% bei
Hodentumoren, malignen Melanomen der Haut und Prostatatumoren (Abbildung 2) (Ronckers
et al., 2023).



Frauen : Minner Frauen : Minner |
Neuerkrankungen 244.000 | 279.700 231.400 | 261.800 |
rohe Neuerkrankungsrate' 579,7 . 682,1 549,3 . 638,2 1
standardisierte Neuerkrankungsrate " 356,5 437,6 3374 406,0 |
mittleres Erkrankungsalter’ 69 70 69 70
o o] | aom
Frauen | Manner Frauen | Manner Frauen | Manner
Sterbefille 105.682 . 124.560 104.949 . 125.274 104.598 | 123.292
rohe Sterberate’ 251,0 . 303,8 2491 . 305,3 248,2 | 300,4
standardisierte Sterberate"* 121,3 | 177, 18,7 | 174,9 172 | 169,8
mittleres Sterbealter’ 77 75 77 75 78 75
Privalenz und Uberlebensraten 5 Jahre 0 Ja
Frauen . Manner Frauen | Manner Frauen . Manner
Privalenz 801.700 | 835.000 1.384.600 . 1.379.200 2.365.800 | 2.172.100
absolute Uberlebensrate (2019 —2020) * 58 52 47, 39 1
relative Uberlebensrate (2019 —2020) * 66 62 61, 57 1

‘je 100.000 Personen ” altersstandardisiert nach alter Europabevélkerung * Median *in Prozent

Abbildung 1 — Ubersicht (iber die wichtigsten epidemiologischen MalRzahlen in Deutschland 2020.
Gemeinsame Publikation des Zentrums flir Krebsregisterdaten und der Gesellschaft der
Epidemiologischen Krebsregister in Deutschland E.V. Krebs in Deutschland fir 2019/2020,
14.Ausgabe, Robert-Koch Institut, Berlin 2023 (Ronckers et al., 2023)

Die Heilungschancen und Therapien von Tumoren sind maRgeblich vom Ursprungsgewebe,
sowie der GrofRRe und der Lage im Korper, der Infiltration ins Gewebe und dem Vorhandensein
von Metastasen abhangig. Aber auch das Alter, die korpereigene Abwehr und der allgemeine
Gesundheitszustand des/der Patienten/in spielen eine zentrale Rolle, sowie der Zeitpunkt der
Entdeckung einer Neoplasie. Je friher ein Tumor diagnostiziert und behandelt werden kann,

desto therapierbarer und heilbarer kdnnte er mdglicherweise sein (Aigner et al., 2016).
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Abbildung 2 — Vergleich der relativen 5-/10-Jahres-Uberlegensraten nach Lokalisation und
Geschlecht, Deutschland 2019-2020 (Periodenanalyse). Gemeinsame Publikation des Zentrums fiir
Krebsregisterdaten und der Gesellschaft der Epidemiologischen Krebsregister in Deutschland E.V.
Krebs in Deutschland fiir 2019/2020, 14.Ausgabe, Robert-Koch Institut, Berlin 2023 (Ronckers et
al., 2023)

Der Uberwiegende Anteil der Krebskrankheiten geht von den inneren und auf3eren Epithelien
aus. Den groéRten Anteil der Tumoren mit etwa 70% machen die Adenokarzinome, die dem
15%

Ubergangsepithels  (Urothelkarzinome)

Drusengewebe  entspringen, aus. Weitere etwa ergeben sich  aus

Plattenepithelkarzinomen, Tumoren des und
kleinzelligen Karzinomen. Der Rest wird aus Leukdmien und Lymphomen, ausgehend vom
blutbildenden Knochenmark und lymphatischen Geweben, Tumoren des Binde- und
Stitzgewebes (Sarkome), Stitzzellen des Nervengewebes (Gliome) und pigmentbildende
Zellen (Melanome) gebildet (Ronckers et al., 2023).

Die zentralen Saulen der onkologischen Therapie bestehen aus Chirurgie sowie

neoadjuvanter oder adjuvanter Chemo- und Strahlentherapie und erfolgt Gber die sichtbaren
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Tumorgrenzen hinaus, um den madglichst gréRten Benefit flir den/die Patienten/in zu erzielen.

Nach einer erfolglosen Behandlung eines Primartumors gestaltet sich die Therapie eines

Tumorrezidives sehr schwierig und die Heilungsaussichten sinken (Aigner et al., 2016).

Das Robert Koch-Institut stellt in seinem aktuellen Krebsbericht den prozentualen Anteil der

haufigsten Tumorlokalisationen bei allen Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2020 vor
(Abbildung 3) (Ronckers et al., 2023). Dem ist zu entnehmen, dass die drei haufigsten

Tumorlokalisationen bei Frauen die Brustdrise (30,5%), der Darm (10,5%) und die Lunge

(9,8%) sind und bei Mannern die Prostata (25,

1%), die Lunge (13,0%) und der Darm (11,7%).

An erster Stelle stehen demnach geschlechtsspezifische Organe, gefolgt von nicht

geschlechtsspezifischen Tumorlokalisationen
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Abbildung 3 — Prozentualer Anteil der hdaufigsten Tumorlokalisationen an allen

Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2020.

Krebsregisterdaten und der Gesellschaft der Epidemiologischen Krebsregister in Deutschland E. V.
Krebs in Deutschland fiir 2019/2020, 14.Ausgabe, Robert-Koch Institut, Berlin 2023 (Ronckers et

al., 2023)

Gemeinsame Publikation des Zentrums fiir




1.1.1 Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom (PCA) ist der am haufigsten diagnostizierte Krebs des Mannes mit
steigender Inzidenz. Tief im kleinen Becken befindet sich diese akzessorische
Geschlechtsdrise unterhalb der Harnblase zirkular um die Urethra umgeben von Fett,
Bindegewebe, Beckenbodenmuskeln, Blutgefalten und Nerven. Anatomisch lasst sich die
Prostata in zwei laterale Lobi (dexter und sinister), die sowohl ventral Gber den Isthmus
prostatae als auch dorsal Uber den Lobus medius miteinander verbunden sind. Die ganze
Drise wird von einer derben bindegewebigen Pseudokapsel zusammengehalten und unterteilt
sich intrakapsular weiter in funf Zonen: anteriore, periphere, zentrale, periurethrale und
transitionale Zone (McNeal, 1981). Die Zonen unterscheiden sich anhand ihres
Drisengehaltes und der Hormonsensitivitdt und damit verbunden den unterschiedlichen
Erkrankungslokalisationen der Prostata (Kellner et al., 2019).

Histologisch besteht die Prostata aus 30-50 tubuloalveolaren Drusen, die in ein
fibromuskulares Stroma eingebettet sind und Uber ca. 20 Ausfihrungsgangen in die Pars
prostatica urethrae minden. Das Prostatasekret macht ca. 30% des Ejakulats aus. Es enthalt
wichtige Enzyme wie z.B. das prostataspezifische Antigen (PSA), welches zur Verflissigung
des Ejakulats und zur Unterstitzung der Spermienmotilitat beitragt. Das Sekret ist farblos,
dinnflissig und mit einem pH von 6,4 leicht sauer (Schiinke et al., 2018).

Etwa 70% der Prostatakarzinome befinden sich in der peripheren Zone subkapsular. Im
Gegensatz dazu sind die benignen Prostatahyperplasien (BPH) meist in der Transitionszone
lokalisiert, welche zu einer deutlichen Volumenzunahme mit resultierender Kompression der
Urethra und anschlielender Harnabflussstérung flihren (Schinke et al., 2018).

Das Risiko eines 35 Jahre alten Mannes in den nachsten 10 Jahren an einem Prostatatumor
zu erkranken, liegt unter 0,1%. Im Gegensatz dazu hat der 75-jahrige Mann ein Risiko von
6,7%. (Abbildung 4) Laut RKI ergibt sich ein statistischer Median von 71 Jahren fir das mittlere
Erkrankungsalter, sowie von 81 Jahren fir das mittlere Sterbealter bei 65.820
Neuerkrankungen 2020 (Abbildung 5)(Ronckers et al., 2023).



Erkrankungsrisiko Sterberisiko

Minner im Alter von  in den nichsten 10 Jahren . jemals | in den nichsten 10 Jahren | jemals
35 Jahren <01% (1von4.800)  13,7% (Tvon7) <01% (1von152.200) ~ 3,4% (1 von 30)
45 Jahren 0,4 % (1von240) = 13,9 % (1von7?) <0,1% (1 von 5.500) L 34 % (1von 29)
55 Jahren 2,5% (1 von 40) | 14,0 % (1von7?) 0,1% (1 von 700) L 35 % (1 von 28)
65 Jahren 6,2 % (1von 16) L 129 % (1 von 8) 0,7 % (1 von 150) \ 3,7% (1 von 27)
75 Jahren 6,7 % (Tvon15) ~ 9,0% (1von11) 1,8 % (Tvon54) ~ 38% (1 von 26)
Lebenszeitrisiko 13,5% (Tvon7) 33% (1 von 30)

Abbildung 4 — Erkrankungs- und Sterberisiko nach Alter in Deutschland 2020 — bezogen auf die
Prostata. Gemeinsame Publikation des Zentrums fiir Krebsregisterdaten und der Gesellschaft der
Epidemiologischen Krebsregister in Deutschland E.V. Krebs in Deutschland fiir 2019/2020,
14.Ausgabe, Robert-Koch Institut, Berlin 2023 (Ronckers et al., 2023)

=
Ménner Minner
Neuerkrankungen 72.620 65.820
rohe Neuerkrankungsrate' 177 160,4
standardisierte Neuerkrankungsrate 108,7 97,4
mittleres Erkrankungsalter’ 72 7l
=
Minner Minner Minner
Sterbefille 15.040 15.403 15.379
rohe Sterberate’ 36,7 37,5 375
standardisierte Sterberate”’ 18,7 18,6 18,1
mittleres Sterbealter’ 81 81 81
e e
Minner Minner Minner
Privalenz 286.600 490.500 786.900
absolute Uberlebensrate (2019 —2020) * 75 (73-76) 57 (54-60)
relative Uberlebensrate (2019 —2020)* 91 (89-91) 89 (85-91)

‘je 100.000 Personen  altersstandardisiert nach alter Europabevélkerung > Median *in Prozent (niedrigster und héchster Wert der einbezogenen Bundeslinder)

Abbildung 5 — Ubersicht iiber die wichtigsten epidemiologischen Malzahlen in Deutschland 2020
— bezogen auf die Prostata. Gemeinsame Publikation des Zentrums fiir Krebsregisterdaten und
der Gesellschaft der Epidemiologischen Krebsregister in Deutschland E.V. Krebs in Deutschland
ftir 2019/2020, 14.Ausgabe, Robert-Koch Institut, Berlin 2023 (Ronckers et al., 2023)




Die Risikofaktoren fir die Entstehung des Prostatakarzinoms sind im Wesentlichen unbekannt.
Das Alter, aber auch die Haufung der Erkrankung unter Familienangehérigen, scheinen eine
Rolle zu spielen. Paiss et al. publizierten 2002 in ihrer epidemiologischen Studie, dass ca. 10%
aller Prostatakarzinome hereditdren Ursprungs sein sollen. Beschrieben sind zahlreiche
Suszeptibilitatsloci, die pradisponierte Gene enthalten, welche auf eine genetische
Heterogenitat des Prostatakarzinoms hinweisen. Diese Suszeptibilitatsgene weisen per se
keinen Krankheitswert auf, aber die Kombination aus genetischer Grundausstattung und
Umwelteinflissen erhéht multifaktoriell die Erkrankungswahrscheinlichkeit (Paiss et al., 2002).
Aufgrund der peripheren Lokalisation einer malignen Neoplasie treten typische Symptome erst
auf, wenn der Tumor lokal bereits fortgeschritten ist, die Kapsel durchbrochen hat und sich
Metastasen in den pelvinen Lymphknoten und im Skelett gebildet haben. Das
Prostatakarzinom wird damit zunehmend inkurabel. Daher ist die Fruherkennung zur
Verbesserung des Uberlebens bedeutend. RoutinemaRig wird im Prostata-Screening der PSA
bestimmt, eine digital rektale Untersuchung (DRU), sowie ein transrektaler Ultraschall (TRUS)
durchgeflhrt (Schinke et al., 2018).

Bereits 1970 wurde das prostataspezifische Antigen als spezifischer Organmarker entdeckt.
Papsidero et al. fanden in einem aufwendigen Verfahren zur Messung des PSA heraus, dass
das prostataspezifische Antigen nicht nur im normalen Prostatagewebe vorkommt, sondern
auch im Serum vom Patienten mit PCA nachgewiesen werden kann (Papsidero et al., 1980).
Der Einsatz des PSA zur Friherkennung nahm seit den 1990ern deutlich zu. Durch den
vermehrten Einsatz der serologischen PSA Bestimmung konnten die meisten
Prostatakarzinome frihzeitig entdeckt werden (Draisma et al., 2003). In einer europaweiten
randomisierten Studie konnte gezeigt werden, dass eine erhebliche Verringerung der
Prostatakrebssterblichkeit auf die PSA Bestimmung zurtckzufihren sei (Schroder et al.,
2014).

Der GroRteil der Prostatakarzinome sind azinare Adenokarzinome. Sie entstehen aus dem
sekretorischen Endstlck der Drise. Zu den Malignitatskennzeichen zahlen das Fehlen der
Basalzellschicht, vergréfRerte Nukleoli und kristallines Sekret im Drisenlumen. Die Varianz des
Prostatakarzinoms ist breit gefachert von kribiformen Tumoren, bei denen die Drise mit
Lumen noch zu erkennen ist, bis hin zu anaplastischen Tumoren, bei denen keinerlei
Drisenarchitektur erkennbar ist. Innerhalb eines Tumors kann die Entartung in verschiedenen
Mustern verlaufen. Um eine Prognose Uber den meist heterogenen Tumor abgeben zu
kénnen, wird nach dem Gleason-Grad differenziert und ein Gleason-Score ermittelt (Kellner et
al., 2019). Das urspriingliche Grading von Donald F. Gleason 1966 mit seinen funf Kategorien,
welches ausschliellich auf dem architektonischen Muster des Tumors basiert und

zytologische Atypien vollstandig vernachlassigt, wurde zuletzt 2019 von einem



Konsensuskomitee der International Society for Urologic Pathology (ISUP) Gberarbeitet und
erweitert (Epstein, 2018, van Leenders et al., 2020).

Der Gleason-Score ist neben dem PSA das wichtigste Hilfsmittel bei der Ermittlung der
Tumormalignitat, aber es ist auch der am schwierigsten zu ermittelnde Paramater. Im Prinzip
verlauft jedes Grading identisch, indem der/die Pathologe/in nach vorher festgelegten Kriterien
das Tumorgewebe priift und schaut, wie weit dieses Tumorgewebe morphologisch von seinem
Ursprung entfernt ist. Wenn das Tumorgewebe dem Normalgewebe gleicht oder ahnelt,
besteht ein niedriger Malignitatsgrad aufgrund guter Gewebedifferenzierung. Gleicht es dem
Normalgewebe nicht und scheint in sich undifferenziert zu sein, spricht das fir einen hohen
Malignitatsgrad (Schlomm and Sauter, 2016).

Der Gleason-Score ergibt sich aus zwei Ziffern, dem haufigsten und zweithaufigsten Gleason-
Muster, und summiert sich zu maximal 10 Punkten. (Abbildung 6) Dazu kann allerdings noch
das selten vorkommendem Gleason-Muster 5 als dritthaufigstes Muster hinzukommen.

Beispielsweise konnte das dann wie folgt aussehen: 3+4 Tertiargrad 5.

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

55 Al
R ‘k;::\ 0y !

Abbildung 6 — original Gleason-Grading 1966 von Donald F. Gleason - die heutige Variante basiert
darauf (Gleason, 1992)




Zum besseren Verstandnis und optischen Vergleich ist in Abbildung 7 Prostata Normalgewebe
mit seiner typischen Drisenarchitektur abgebildet und in Abbildung 8 ein Prostata
Adenokarzinom bei Vorhandensein der Malignitatskennzeichen.

Abbildung 7 - Prostata Normalgewebe, HE A) azindre Driisenelemente umgeben vom
fibromuskuldren Stroma B) Driisenwand in der Vergréf8erung mit Basalzellen und sekretorischen
Zellen

e
a \5
89

)

Abbildung 8 — Prostata Adenokarzinom A) Der Tumor zeigt mikroskopisch eindeutige
Malignitétskennzeichen (fehlen von Basalzellen, vergréerte Nukleoli)




Diese einheitliche Anwendung des Grading-Systems stellt weltweit eine Grundvoraussetzung
fur die Durchfihrung von Therapien dar. Die richtige Einschatzung gilt als starkster
prognostischer Biomarker fir das Uberleben des Patienten mit lokalem als auch
metastasierten Tumor (Egevad et al., 2002, Rusthoven et al., 2014).

Um eine Diagnose stellen zu kdnnen, schaut sich der/die Pathologe/in das Gesamtpraparat
lichtmikroskopisch an und beurteilt jedes Areal. Jedes Gesichtsfeld erhalt damit eine eigene
Bewertung mit prozentualen Gleason-Grad 3,4 oder 5 (Sauter, 2019) (Abbildung 9).

Gleason3  100% 80% 30% 10% 60% 90%

Gleason 5 20%

2 G 4 O
() D ) O
70% % 10% 90% 30%

15%

Prostata

|
0:0:0-0-0:0++0
Tumor =60% Gleason 3, , 10% Gleason 5
=3+4 Tert. 5

Abbildung 9 — Vorgehensweise der Pathologen zur Bestimmung des Gleason-Scores nach
mikroskopischen Gesichtsfeldern (Sauter, 2019)

Die Rohdaten des gesamten Tumors ergeben sich aus der Zusammenflihrung aller
Gesichtsfeld-Bewertungen. Darauf basierend kann der Gleason-Score gebildet werden
(Schlomm and Sauter, 2016). Tabelle 1 gibt Aufschluss Uber die Bedeutung der einzelnen
Gleason-Grade.
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Tabelle 1 — Bedeutung der einzelnen Gleason-Grade, die addiert den Gleason-Score ergeben
mit max. 10 Punkten (Helpap and Egevad, 2006)

Gleason-Grad Bedeutung
kleine, gleichférmige Drusen
dicht zusammengepackt
ahneln dem Prostata
Normalgewebe

locker gepackte Drusen
etwas ungleichmaBiger, aber
immernoch dem Prostata
Normalgewebe ahnelnd

unregelmafige Drisenform

3 und -gréRRe

evil. kleine solide Bezirke

groRe, abnormale Drisen

teilweise miteinander verschmolzen
4 Driisen meist ohne Lumen
Tumorbreich unscharf begrenzt
solide Bezirke

groRe, unregelmalige Drisen
miteinander verschmolzen
beginnen in das umliegende

5 Bindegewebe einzudringen
keine klare Drise zu erkennen
Tumorbreich unscharf begrenzt
solide Bezirke

Beurteilt werden sowohl Gesamtpraparate nach radikaler Prostatektomie (RPE) als auch
Stanzbiopsien. Die Kriterien sind hierbei die gleichen, es gibt aber einen Unterschied in der
Diagnose. Generell wird in primares (haufigstes) und sekundares (zweithaufiges) Muster
unterteilt. So ergeben sich Diagnosen 3+4 (3= haufigstes Muster; 4= zweithaufigstes Muster).
Bei Stanzbiopsien wird das sekundare Muster als erstes in der Diagnose beschrieben (4+3).
Da bei der Diagnosestellung einer Stanzbiopsie viel weniger Gewebe vorhanden ist und nicht
klar ist, ob man den schlimmsten Teil des Tumors getroffen hat, wird dem sekundaren bzw.
prognostisch schwerwiegenderen Teil Prioritdt zugeordnet.

In der Praxis werden heute die Muster 1 und 2 vernachlassigt und nur die Muster 3, 4 und 5
fur das PCA verwendet. Die Grade 3 und 4 sind dabei am schwierigsten klar voneinander zu
trennen, da nur kleinste Abweichungen zu einem hoheren Grad fuhren und damit in Folge der
Gleason-Score steigt.

Beispiel: Bei einem 3+3=6 Tumor werden voneinander abgrenzbare Drisen erwartet. Finden
sich aber vereinzelnd verschmolzene Drisen, so ware das ein Gleason-Grad 4 und die
Diagnose ware 3+4=7 PCA. Daher ist die zusatzliche Nutzung von prozentualen Angaben

anzuraten. Wenn zu der Diagnose 3+4 ein prozentualer Anteil von z.B. 5% Gleason-Grad 4
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stehen wirde, wisste der/die Urologe/in, dass es sich hierbei eher um ein von vielen
diagnostiziertes 3+3=6 PCA handeln wird (Schlomm and Sauter, 2016).

Um klinisch von Nutzen zu sein, muss ein Grading-System reproduzierbar sein, sowie eine
angemessene Ubereinstimmung zwischen Biopsien und chirurgischen Proben bestehen
(Glaessgen et al.,, 2002). Aber genau hier liegt das eigentliche Problem. Die
Interobservervariabilitat ist gro® und es ergeben sich schwer reproduzierbare Gradings. Es
ware klinisch daher sehr wichtig, wenn die modifizierte Gleason-Bewertung zu einer besseren
Ubereinstimmung beitragen kénnte, da der Gleason-Score einer der wichtigsten
prognostischen Parameter fiir Prostatakarzinom ist (Helpap and Egevad, 2006).

Eine geeignete Therapie hangt von mehreren Faktoren ab. An sich stellt die Diagnose
,Prostatakrebs* keinen Notfall dar. Die aktive Behandlung muss aber gut Gberlegt sein, da sie
zu Veranderungen in der Lebensqualitat fuhren kann. Die Kombination aus erwarteter
verbliebener Lebenszeit, Tumortyp und dessen Malignitat (bestimmt Gber den Gleason-Score),
die Ausbreitung und eventuelle Metastasierung des Tumors (TNM-Klassifikation) entscheiden
mafgeblich tUber den Therapieplan. Meist erfolgt eine chirurgische radikale Prostatektomie.
Aber auch nicht-chirurgische Behandlungen wie Strahlentherapie, Chemotherapie,
Androgenentzugstherapie mittels GnRH-Antagonisten und Immuntherapien stehen dem
Behandler und Patienten allein oder in Kombination mit der RPE zur Verfugung. Bei
risikoarmen PCA besteht auch die Méglichkeit des aktiven Uberwachens mittels TRUS, MRT,
DRU, PSA-Bestimmung und Biopsien (Evans, 2018).

1.2 Glykoprotein 2

Glykoprotein 2 (GP2) ist ein Membranprotein in den Sekretionsgranula des exokrinen Teils
des Pankreas, das aktiv per Exozytose aus den Azinuszellen sezerniert wird. Humanes GP2
weist eine Molekiilmasse von ca. 97 kDa auf (MacDonald and Ronzio, 1972, Wong and Lowe,
1996). Es kommt in l6slicher Form im Lumen der Azini und in gebundener Form uber
Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) an der Membran vor (Ronzio et al., 1978,
Fukuoka et al., 1991).

Dem ,Human Protein Atlas' ist zu entnehmen, dass eine Expression von GP2 in
Normalgeweben hauptsachlich im Pankreas besteht (Abbildung 10 und 11). In der
Zusammensetzung der Zymogengranula bildet GP2 den Hauptbestandteil der
Membranproteine. Die Zymogengranula konzentrieren und speichern Verdauungsenzyme, die
in Folge in den Darm abgegeben werden. GP2 ist das wichtigste Membranprotein der

Zymogengranula mit einem Gesamtanteil von ca. 35% der Proteinmasse (Fritz et al., 2002).
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Abbildung 10 — GP2 Protein-Expression im Normalgewebe
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Abbildung 11 — GP2 RNA-Expression im Normalgewebe
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Die genaue Funktion von GP2 ist nicht klar. An Knock-out Mausen konnte gezeigt werden,
dass GP2 an einer antikdrpervermittelter Immunantwort beteiligt zu sein scheint (Werner et al.,
2012). Es wurde festgestellt, dass GP2 auf der apikalen Oberflache von M-Zellen in den Peyer-
Plaques des Darms exprimiert wird und dort als transzytotischer Rezeptor fir
Schleimhautantigene fungiert (Kusunose et al., 2020).

Deletionen im Tumorsuppressorgen PTEN zeigten sich mit einer hohen Frequenz in
Prostatakarzinomen und werden mit einem ungunstigen klinischen Verlauf und einem
gesteigerten Metastasierungspotential in Verbindung gebracht (McCall et al., 2008, Yoshimoto
et al.,, 2012). PTEN-Deletionen werden als Ausléser flr Intratumorheterogenitat in
Prostatakarzinomen vermutet. Yun et al. untersuchten diese Hypothese und fanden heraus,
dass Prostatakarzinome mit PTEN-Deletion hauptsachlich Mehrklontumore sind und dies eine
SchlUsselfunktion bei der Entstehung von heterogenen Tumoren der Prostata sein kdnnte. Bei
der Untersuchung von mehrklonigen Tumoren mit PTEN-Deletion fiel die vermehrte
Expression einer Reihe von Proteinen (unter anderem GP2) an Prostatatumoren mit PTEN-
Deletion auf (Yun et al., 2019).

Lima et al. untersuchten das Harnproteom auf mdgliche PCA-Biomarker und beobachteten
einen konsistenten Anstieg von GP2 im Tumorgewebe und Urin bei PCA-Patienten.
Angesichts der Tatsache, dass Urin als menschliches Biofluid groRtenteils aus Proteinen der
harnableitenden Wege besteht, stellt das im Urin nachgewiesene GP2 einen mdglichen PCA-
Biomarker dar (Lima et al., 2021).

1.2.1 Aufbau und Struktur

GP2 wurde als das am haufigsten vorkommende Protein in der Membran der sekretorischen
Granula des Pankreas entdeckt (Ronzio et al., 1978). Es ist ein Glykoprotein, welches ein N-
terminales Signalpeptid, eine epidermale Wachstumsfaktor (EGF)-Domane, eine Zona
pellucida (ZP)-Domane und eine C-terminale Transmembrandomane mit GPI-Anker enthalt
(Jovine et al., 2005). Uber die ZP-Doménen kénnen sich mehrere GP2 Molekiile zu einem
gréBeren |6slichen Proteinkomplex zusammenschlieBen (Rindler and Hoops, 1990)
(Abbildung 12).
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Abbildung 12 — GP2 Grundgeriist (schematisch modifiziert nach (Jovine et al., 2005))

n 2

Der GPI-Anker wird posttranslational im endoplasmatischen Retikulum kovalent mit dem
Proteingertst an der C-terminalen Transmembrandoméne gebunden (Fukuoka, 2000). Im
trans-Golgi-Netzwerk scheint GP2 zu aggregieren und sich wahrend und nach der Exozytose
pH-abhangig aus der Plasmamembran freizusetzen, die dann abgespalten von den
Zymogengranula im Darm identifiziert werden kdnnen (Scheele et al., 1996). Die EGF-
Domane scheint eine Protein-Protein Interaktionsdomane zu sein (Fukuoka, 2000).

Bisher wurden vier Isoformen von GP2 beschrieben, die sich in der Lange der
Aminosaurekette unterscheiden. Diese vier Isoformen besitzen alle einen GPIl-Anker an der
C-terminalen Transmembrandomane, eine ZP-Doméane und eine N-terminale Signalsequenz.
(Roggenbuck et al., 2016, Cummings et al., 2018, Sowa et al., 2018, Lin et al., 2020).

Isoform 1(NCBI Reference Sequence: NP_001007241.2) ist mit 537 Aminosauren (aa) das
langste Molekul und stellt die haufigste Variante unter den Isoformen dar. Sie wird auch als
kanonisches Makromolekil bezeichnet. Isoform 2 (NCBI Reference Sequence: NP_001493.2)
ist nur zwei Aminosauren kurzer. Ihr fehlen die Aminosauren 176-178 und die Gesamtlange
verklrzt sich auf 535 aa. Isoform 3 (NCBI Reference Sequence: NP_001007242.2) ist um
einiges kurzer, denn hier fehlen die Aminosauren 31 bis 178. Isoform 4 (NCBI Reference
Sequence: NP_001007243.2) fehlt genau der gleiche Abschnitt wie Isoform 3, jedoch ist
Isoform 3 um 3 aa langer aufgrund eines Ersatzes der fehlenden Valin-Prolin-Arginin Sequenz.
Die Gesamtlange belauft sich bei Isoform 3 auf 390 und bei Isoform 4 auf 387 aa (Roggenbuck
et al., 2016) (Abbildung 13).
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Isoform 1 mit 537 Aminosauren N

Isoform 2 mit 535 Aminosauren N C
(Aa 176-178 fehlen)

Aa 176-178

Isoform 3 mit 390 Aminos&uren N C
(Aa 31-178 fehlen + Ersatz von Aa31-178
Valin-Prolin-Arginin Aminosequenz)

Isoform 4 mit 387 Aminosauren N C
(Aa 31-178 fehlen) Aa31-178

Abbildung 13 — GP2 Isoformen 1-4 (schematisch modifiziert nach (Roggenbuck et al., 2016))

Fukuoka bestatigt in seinen Untersuchungen das Bestehen von Isoformen. Er teilt GP2 in eine
lange Isoform alpha und eine kurze Isoform beta ein, die den Isoformen 2 und 4 Roggenbucks
in etwa entsprechen (Fukuoka, 2000). Der beta Isoform fehlt die 147 Aminosauredomane,
welche 441 Nukleotide beeinhaltet und mit dem Bereich 25-171 der alpha Isoform
Ubereinstimmt. Mit dem Fehlen der Domane fallen zwei mégliche N-Glykosylierungsstellen
weg. Es wird nicht davon ausgegangen, dass es sich um ein Artefakt handelt, sondern das
sich bei der beta Form ein alternativer Splicingvorgang aufert. Als Grund wird einerseits das
offene Leseraster von 380 aa bei unabhangigen Klonen aufgefiihrt, anderseits weisen die
flankierten Regionen einen verkirzten Exon-Intron-Konsens auf. Seine Analyse ergab, dass
die kurze Isoform beta im menschlichen Pankreasgewebe am haufigsten exprimiert wird. Der
Einfluss von GP2-Splicingvariationen auf die physiologische Rolle des Proteins wurde bisher
nicht untersucht. (Fukuoka, 2000) (Abbildung 14).
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Abbildung 14 — GP2 Isoform alpha und beta (schematisch modifiziert nach (Fukuoka, 2000))

Diese schematische Darstellung zeigt die alpha und beta Form von GP2 im Grundaufbau. Alpha
entspricht in etwa der langen Isoform und Beta der kurzen Isoform Roggenbucks. Der beta Form
fehlt durch das alternative Splicing die individuelle Sequenz (unique) der alpha Form. Die EGF-
Doméne scheint an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt zu sein. Der Pfeil steht fir die
zusammengefiihrte Stelle nach Splicing und die kleinen Ziffern geben die Aminoséuresequenz an.

Die meisten exokrinen Proteine des Pankreassekrets werden nach der Sekretion im Darm
prozessiert, anders sieht es bei GP2 aus. Innerhalb der Zelle lasst sich GP2 in mehreren
Formen nachweisen. Extrazellular konnen diese Formen nicht nachgewiesen werden. Dies
spricht fur eine intrazellulare proteolytische Spaltung des Proteins. Es muss keine Aktivierung
mittels Proteolyse im Darmlumen erfolgen. Es zeigte sich auch, dass die Spaltung
temperaturabhangig ist und so die einzelnen Stadien in Laufbanden im Western Blot
dokumentiert werden kdnnen (Fritz et al., 2002).

Der letzte Schritt der GP2-Verarbeitung ist die Freisetzung von der mittels GPI-Anker
gebundenen Form an der apikalen Plasmamembran. Gebundenes GP2 wird enzymatisch
freigesetzt durch eine Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C sowie Uber pH-
Anderungen und gelangt so tiber den Ductus pancreaticus ins Duodenum. (Rindler and Hoops,
1990). In elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte aufgezeigt werden, dass GP2
Bestandteil des fibrillaren Netzwerks im Pankreassekret ist (Beaudoin et al., 1991).

Die physiologische Rolle von GP2 im Pankreas ist bisher nicht bekannt. Es wird vermutet,
dass GP2 eine Rolle bei der Sortierung von Proteinen in den Zymogengranula oder bei der
Regulierung des Membranrecyclings nach der Sekretion aus der Membran, sowie bei der
Sekretion von Verdauungsenzymen spielt (Schmidt et al., 2001, Fritz et al., 2002). Gestitzt
wird diese Vermutung anhand der Untersuchung bei unterdriickter GPI-Anker-Biosynthese.
Die Granulabildung wird beeintrachtigt und sie fuhrt zu Akkumulation der Zymogenenzyme in
den vorherigen Kompartimenten wie dem Golgi-Apparat und dem rauen endoplasmatischen
Retikulum, was im Folgenden zu Synthesestérungen innerhalb der Kompartimente flhren
kann (Schmidt et al., 2001).
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1.2.2 Funktion

Die genaue Funktion von Glykoprotein 2 ist unbekannt. Es wird eine Beteiligung an der
Formation und Sekretion von Zymogengranula aus den Azinuszellen des Pankreas diskutiert
(Schmidt et al., 2000, Schmidt et al., 2001, Yu et al., 2004). Allerdings untersuchten Yu et al.
in ihrer Studie das Fehlen von GP2 an Knock-out-Mausen und dessen Einfluss auf die
Pankreasfunktion. Mause, bei denen GP2 ausgeschaltet wurde, wiesen keine Veranderungen
der Bauchspeicheldriise und der Zymogengranulasekretion auf und waren gesund. Es zeigte
sich bei Abwesenheit von GP2 keine Malabsorption- oder Wachstumsstérung. Licht- und
elektronenmikroskopisch fanden sich im Vergleich zwischen den Knock-out-Mausen und den
Wild-Typ Mausen keine Unterschiede in den Zymogengranula, was veranschaulicht, dass GP2
bei der Bildung der Zymogengranula keine essenzielle Bedeutung hat (Yu et al., 2004). GP2
lagert sich mit anderen Proteoglykanen innerhalb der Zymogengranula zu einer
submembranésen Matrix an der luminalen Membran zusammen (Scheele et al., 1994, Schmidt
et al., 2000). Durch Aufreinigung der submembrandsen Matrix konnten weitere Proteine wie
Lektin ZG16p, Serpin ZG46p, Syncollin und eine Reihe nicht identifizierter Proteoglykane
nachgewiesen werden (Schmidt et al., 2000, Yu et al., 2004).

Dem GP2 nachstverwandtes Homologon ist das Tamm-Horsfall-Protein (THP) / Uromodulin,
welches ausschlieRlich im Urogenitaltrakt exprimiert wird. Es weist eine 85%ige Ahnlichkeit in
der Aminosauresequenz auf und ist zu 52% identisch mit GP2. Diese Ubereinstimmung kénnte
aus einer Genduplikation entstanden sein (Hoops and Rindler, 1991, Kobayashi et al., 2004).
THP ist ein Glykoprotein, welches selektiv von Epithelzellen des dicken aufsteigenden Teils
der Henle-Schleife in der Niere exprimiert wird. Die Synthese erfolgt intrazellular identisch dem
GP2 Uber die Translokation im endoplasmatischen Retikulum und trans-Golgi-Apparat mit
Glykosylierung und anschlieBender GPI-Anker Anreicherung bis zur Sekretion und
Verankerung an der apikalen tubularen Zellmembran (Rindler et al., 1990, Kreft et al., 2002).
Von dort wird THP Uber eine spezifische noch nicht bekannte Protease freigesetzt und mit
dem Urin ausgeschieden. Es ist das am haufigsten vorkommende Protein im Urin eines
gesunden Menschen (Kumar and Muchmore, 1990, Fukuoka and Kobayashi, 2001).

Beide Proteine verfligen Uber eine ZP-Domane, eine EGF-Domane, eine N-terminale
Signalsequenz und eine C-terminale Transmembrandomane mit GPI-Verankerung an der
apikalen Zellmembran (Rindler et al., 1990, Jovine et al., 2002, Wolf et al., 2003, Serafini-
Cessi et al., 2003, Vyletal et al., 2010). THP ist so wie GP2 in der Lage Uber die ZP-Doméane
unter bestimmten pH-Bedingungen Aggregate zu bilden und steht in Korrelation mit
Urolithiasis und daraus resultierenden Nephropatien (Marengo et al., 2002, Wolf et al., 2003).
Freedman et al. fanden in einer Studie heraus, dass GP2 beteiligt ist an intraduktalen Pfropfen

bei alkoholinduzierter als auch idiopathischer chronischer Pankreatitis (Freedman et al., 1993).
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Es wurde nachgewiesen, dass membrangebundenes GP2 in der Lage ist Pathogene wie
Escherichia coli (E. coli) zu binden. Es kommt durch die Endozytose der Pathogene zur
Bildung von IgA-Antikérpern und damit zu einer mukosalen Immunitdt gegenlber dieser
Pathogene. Bei GP2-defizienten Mausen fehlte eine angemessene Immunantwort (Hase et
al., 2009, Ohno and Hase, 2010). Die bakterienbindende Eigenschaft von THP und GP2 zeigte
weitere Ubereinstimmungen. GP2 ist in der Lage Fimbrien Typ 1 (FimH) tragende Bakterien
wie E. coli oder Salmonella typhimurium zu binden, die bei Erkrankung urogenitale und
gastrointestinale Infektionen beim Menschen verursachen kénnen. Abhangig ist das Binden
vom Glykosylierungsstatus und dem Vorhandensein von Mannoseresten. Ldsliches THP
fungiert als Decoy-Rezeptor, bindet mit hoher Affinitdt an die uropathogenen Keime und
verhindert auf diesem Wege urologische Infektionen (Pak et al., 2001, Yu and Lowe, 2009).
Eine weitere mdgliche Funktion von GP2 scheint die Immunmodulation zu sein, die sich aus
Analogien ableiten lassen. Sdemann et al. stellte die Hypothese auf, dass THP einen
erheblichen Einfluss auf die Wirtsimmunitat im Harntrakt haben kénnte durch die Aktivierung
von myeloischen dendritischen Zellen (DC) Uber den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4). Diese
aktivierten DCs kdnnen weitere Funktionen des Immunsystems erflllen. Damit unterstitzt THP
als regulatorischer Faktor die angeborene und adaptive Immunantwort (Sdemann et al., 2005).
In weiteren Studien zeigte sich, dass analog zu THP GP2 ein Interaktionspartner von
Scavenger-Rezeptoren von Endothelzellen (SREC-1) ist und dass GP2 von SREC-1
exprimierenden Zellen internalisiert wird (Holzl et al., 2011). Rekombinantes GP2 kann
periphere T-Zellen in der Aktivierung und Proliferation einschranken, sowie deren Apoptose
hemmen. Zusatzlich kann es an der Verringerung der proinflammatorischen Zytokine wie
Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) und Interleukin 17 (IL-17) beitragen und sich
entzindungshemmend auswirken (Werner et al., 2012).

Dartber hinaus wird GP2 intestinal an der apikalen Seite der M-Zellen des Darmes exprimiert
und scheint bei Morbus Crohn Patienten Giberexprimiert zu sein (Roggenbuck et al., 2016). Die
mukosale Immunitat von GP2 kdnnte auch aus der Tatsache abgeleitet werden, dass GP2-
Antikorper in Seren von Morbus-Crohn-Patienten gefunden wurden (Roggenbuck et al., 2009,
De Beéck et al., 2012). In einer proteomischen Studie von Juste et al. wurde das Mikrobiom
von Gesunden und an Morbus Crohn erkrankten Patienten analysiert und es fand sich an
Bakterien gebundenes GP2 (Juste et al., 2014).
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1.2.3 Klinische Bedeutung

Bereits Freedman et al. fanden heraus, dass GP2 an der Bildung von intraduktalen Pfropfen
und einer damit einhergehenden Obstruktion des Ductus pancreaticus beteiligt ist, was durch
den Ruickstau des Pankreassekrets zum Selbstverdau und daraus folgend zur chronischen
Pankreatitis fuhren kann (Freedman et al., 1993). Studien an Nagetieren lieferten die erste
Korrelation des GP2-Serumspiegels mit dem Schweregrad einer akuten Pankreatitis (Lowe et
al., 1994). Hao et al. nahmen weitere GP2-Studien in Bezug auf Pankreatitiden und
Pankreaskarzinome auf. Es gab bereits andere Glykosylphosphatidylinositol-verankerte
Proteine mit zellularer Polaritat, die sich als nutzliche klinische Marker fur gastointestinale
Erkrankungen erwiesen wie zum Beispiel die alkalische Phosphatase (APA). Bei gestorter
Polaritat der Proenzymsekretion kann es zu vermehrter Freisetzung der Zymogengranula-
Inhalte kommen. Sie untersuchten den Serumspiegel von erkrankten Patienten und stellten
fest, dass sich GP2 signifikant als Biomarker fiir akute und chronische Pankreatitis hervorhebt
und besser geeignet scheint als die routinemaRige Bestimmung von Amylase und Lipase im
Serum (Hao et al., 2004). Jingst untersuchten auch Roggenbuck et al. mittels ELISA-Assay
den Serumspiegel der GP2 alpha Isoform und bestatigten anhand der signifikanten Resultate
GP2 alpha als Marker fir den schweren Verlauf einer akuten Pankreatitis. Neben dem C-
reaktiven Protein (CRP) und Procalcitonin (PCT) kénnte GP2 als prognostischer sowie auch
diagnostischer Marker zur Schweregradbestimmung verwendet werden (Roggenbuck et al.,
2017).

Wie bereits beschrieben, wird GP2 auf der apikalen Oberflache von M-Zellen in den Peyer-
Plaques des Darms exprimiert und fungiert dort als transzytotischer Rezeptor fir
Schleimhautantigene (Terahara et al., 2008, Kusunose et al., 2020). GP2 bindet Fimbrien Typ
1 positive Bakterien und internalisiert diese mit anschlieRender Ubertragung an die
antigenprasentierenden Zelle, wie dendritische Zellen, die Antigene aufnehmen und damit die
Produktion von Autoantikérpern in den Gang setzen (Nakamura et al., 2018). M-Zellen agieren
somit als Aufnahmerezeptoren fir Bakterien wie E.coli und Salmonella typhimurium und
stellen ein wichtiges Element des Immunsystems und der Darmimmunitat dar (Hase et al.,
2009, Ohno and Hase, 2010).

Studien bestatigten die Uberexpression von GP2 im Darm bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen wie Morbus Crohn (Roggenbuck et al., 2016). In ELISA-Tests konnten
GP2 Antikérper IgA und IgG als spezifischer Marker flir Morbus Crohn identifiziert werden. Bei
bis zu 30% der Patienten sind diese Autoantikérper nachweisbar. Anti-GP2 scheint mit
bestimmten Krankheitsphanotypen in Verbindung zu stehen und dessen Nachweis kdnnte von
klinischer Bedeutung sein (Bogdanos et al., 2011, Roggenbuck et al., 2013). Laass et al.

untersuchten aulRerdem die Korrelation von Anti-Gp2 in Bezug auf die aktive Zdliakie. Sie
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konnten zeigen, dass sich der Immunglobulinspiegel mit dem Grad der Vvilldsen
Darmepithelatrophie vereinbaren lasst und dieser als Indikator fir den Schweregrad der
Atrophie und der Erkrankung dienen kann (Laass et al., 2015) (Abbildung 15).
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Abbildung 15 — Darstellung der Darmimmunitat nach Bindung mit FimH+ Bakterien (schematisch
modifiziert nach (Kobayashi et al., 2019))

FAE

Hypothetisches Model der durch M-Zellen (M) vermittelten Antikérperproduktion. Lésliches GP2
bindet FimH+ Bakterien im Lumen, welche (iber den GP2 Rezeptor von der M-Zelle aufgenommen
werden. Antigenprédsentierende Zellen (APC) erkennen GP2 an der Oberfldche der Bakterien und
beginnen die Produktion von Anti-GP2-Autoantikérpern, die sich in Folge gegen die GP2-
exprimierenden Azinuszellen des Pankreas richten und eine Pankreatitis verursachen. FAE =
Follikel-assoziiertes Epithel; GALT = Darm-assoziiertes lymphatisches Gewebe
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1.2.4 Bedeutung in Tumoren

Die Bedeutung von GP2 in Tumoren kann als Ubersicht im Human Protein Atlas

nachgeschlagen werden. Dieser Atlas fasst RNA-Daten unterschiedlicher Tumorentitaten

zusammen und veranschaulicht grafisch die gesamte Datenlage zu dem jeweiligen Gen.

Abbildung 16 zeigt eine deutliche Dominanz der RNA-Expression von GP2 im Tumorgewebe

des Pankreas. Daruber hinaus findet auch eine geringgradige RNA-Expression im

Tumorgewebe der Brust, der Prostata, des Magens, der Leber, der Lunge, des Rektums und

des Endometriums statt. Immunhistochemische Daten bezuglich der Expression

menschlichen Tumoren sind bisher nicht vorhanden.
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Abbildung 16 — GP2 RNA-Expression im Tumorgewebe

Grafik entnommen aus dem Human Protein Atlas — Pathologie
https.//www.proteinatlas.org/ENSG00000169347-GP2/pathology [Stand: 28.11.24; 18:46]
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Auch Lima et al. untersuchten eine Reihe von Proteinen (auch GP2), um Gber das menschliche
Harnproteom einen potenziellen Harnbiomarker spezifisch flir das Prostatakarzinom zu finden.
Urin besteht zu etwa 70% aus Proteinen der Niere und der unteren Harnwegen (Harnleiter,
Blase, SchlieBmuskeln, Harnréhre und Prostata) (Pieper et al., 2004). Angesichts des
Vorhandenseins der Proteine aus der Prostatasekretion versteht sich Urin als wertvolle Quelle
fur einen spezifischen PCA-Biomarker. Ein konsistenter Anstieg der Haufigkeit von GP2 wurde
in der Studie von Lima et al. im Tumorgewebe und Urin beobachtet und mit gesunden
Kontrollen verglichen. Die Untersuchungen zielten darauf ab, dass Harnproteom als
Spiegelbild der molekularen Veranderungen im Prostatatumorgewebe und als
vielversprechenden PCA-Biomarker zu platzieren. GP2 zeichnete sich dabei als mdglicher
Harnbiomarker aus (Lima et al., 2021).

1.3 Ziel dieser Arbeit

Aufgrund der offensichtlich in einem Teil der Falle vorkommenden Expression von GP2 im
Prostatakarzinom soll in dieser Dissertation die prognostische Relevanz der GP2 Expression
im Prostatakarzinom untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 TMA

Das Tissue Microarray (TMA) Verfahren ist die zentrale Methode, welche fir diese
Doktorarbeit verwendet wurde. Die TMA Technik wurde 1998 von Kononen et al. erstmal
beschrieben (Kononen et al., 1998). Das Verfahren ermdglicht die gleichzeitige Untersuchung
von mehr als 600 Gewebeproben von 600 verschiedenen Patienten auf einem einzigen
Objekttrager. Das Vorliegen einer Tumorkohorte in einem Tissue Microarray Format erlaubt
die Durchfiihrung von Grof3studien in sehr kurzer Zeit und mit sehr geringen Kosten. Durch die
Méglichkeit 600 Tumoren auf einem Objekttrager zu untersuchen, verkirzt sich nicht nur die
Herstellungszeit der zu farbenden Schnitte massiv, auch die Reagenzienkosten kdnnen um
einen Faktor von 600 reduziert werden. Da in einer TMA Studie nur sehr kleine
Gewebemengen pro Patient untersucht werden (Durchmesser 0,6 mm) wurde anfanglich
intensiv Uber die mangelnde Reprasentativitat einer TMA-Probe fir einen Gesamttumor
diskutiert (Camp et al., 2000, Rimm et al., 2001, Gancberg et al., 2002), allerdings wurden alle
klinisch etablierten molekularen Prognosemarker in Tissue Microarray Studien reproduziert
(Torhorst et al., 2001, Nocito et al., 2001, Ruiz et al., 2006), so dass dieser wahrgenommene
Nachteil offenbar keinen negativen Einfluss auf die mittels TMA erzielten
Forschungsergebnisse austibt. Tatsachlich hat sich gezeigt, dass das TMA Verfahren
gegenuber der klassischen GroRschnittmethode zahlreiche Vorteile aufweist, welche
moglicherweise flir die guten Ergebnisse von TMA Studien verantwortlich sind. Der zentrale
Vorteil ist die maximale Standardisierung der Untersuchung, die weit Uber das in einem
normalen GroRschnittformat mdgliche Ausmald hinaus geht. Die verhaltnismaRig kleine Zahl
von flr eine Studie bendtigten Schnittpraparate erlaubt die Durchfihrung einer manuellen
immunhistochemischen Farbung an einem Tag in einem Satz von Reagenzien, wobei alle
Untersuchungsschritte bis hin zur Raumtemperatur, der farbenden Person und die Temperatur
und Zusammensetzung der Reagenzien komplett identisch sind. Ebenfalls komplett
standardisiert ist das Schnittalter, die Zeit zwischen der Herstellung eines Schnittes und seiner
immunhistochemischen Farbung. Studien haben gezeigt, dass bereits Schnittlagerungszeiten
von 2 Wochen zu einer deutlichen Reduzierung der Farbeintensitat fir einzelne Antikdrper
ergeben (Mirlacher et al., 2004). Bei einer Grof3schnittuntersuchung mit 17.000 Tumoren ware
es praktisch unmdglich sicherzustellen, dass alle Schnitte vor ihrer Farbung gleich lang
gelagert werden. Die Standardisierung der Lagerungsbedingungen, welche ebenfalls eine

Rolle spielen koénnten, ware schwierig. Auch die Standardisierung der pro Patient/in
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untersuchten Tumormenge ist ein Faktor, der an GroRschnittuntersuchungen nicht
standardisierbar ist. Die meisten molekularen Tumormarker-Studien an GrofRschnitten
beinhalten teilweise kleine Biopsien, sowie Schnittpraparate von Resektaten mit
unterschiedlich groRer Tumormenge. Erwartungsgemal® nimmt die Chance einer positiven
Beurteilung einer immunhistochemischen Farbung mit der untersuchten Gewebemenge zu.
Auch die Standardisierung der Auswertung immunhistochemischer Befunde durch eine
semiquantitative Quantifizierung der Farbeergebnisse durch einen Pathologen/in dirften in
einer TMA Studie leichter zu erzielen sein als in einer GroRschnittstudie (Prof. G. Sauter
personliche Mitteilung), da der/die Pathologe/in auf dem TMA hunderte von Proben mit
unterschiedlicher Farbeintensitat in einem Gesichtsfeld vergleichend beurteilen kann und es
so leichter fallt, einzelne Proben korrekt bzw. reproduzierbar einzuordnen. Der einzige
wirkliche Nachteil der TMA-Methode ist der hohe Aufwand bei der Herstellung der TMA-Bl6cke
(Abbildung 17). Der GroRteil der hierfur benétigten Arbeit liegt in der Identifikation geeigneter
Tumorbldécke, wobei zunachst geeignete Falle aus der Datenbank des Pathologie
Informationssystems identifiziert werden. Von jedem so gefundenen Prostatakarzinom
mussen danach die Schnittpraparate herausgesucht werden und von den ca. 60
Schnittpraparaten aus der Prostata muss ein Schnitt identifiziert werden, welcher méglichst
viel Tumorgewebe enthalt. Auf einem solchen ausgewahlten Schnitt wird das Tumorgewebe
mit einem Filzstift eingezeichnet und danach der korrespondierende Paraffinblock aus einem
anderen Archiv herausgesucht. Wenn der Block die Qualitatskontrollkriterien (geniigende
Dicke zur Entnahme einer ausreicht langen Stanze) besteht, wird der Block fiir die Herstellung
des TMAs ausgewahlt. Nach Identifikation einer ausreichenden Anzahl an Tumoren wird die
Konstruktion des TMAs geplant, wobei fir jeden einzelnen Tumor eine entsprechende Position

auf dem herzustellenden TMA vorbestimmt wird.
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Abbildung 17 — Arbeitsschritte der TMA-Herstellung

26



Der Aufbau der TMAs ist am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) standardisiert.
Die TMAs bestehen typischerweise aus 6 Sektoren, welche mit GroRRbuchstaben
gekennzeichnet sind (A-F). Diese Sektoren sind asymmetrisch angeordnet und ungleich grof3,
um eine Orientierung am Schnitt zu erméglichen. In jedem Sektor werden die Zeilen mit Zahlen
von 1 bis 9 und die Spalten mit Kleinbuchstaben von a bis maximal r gekennzeichnet. Der
typische TMA-Aufbau des UKEs ist in Abbildung 18 dargestellt. Die Schnitte und Blocke
werden dann in der entsprechenden Reihenfolge zusammen sortiert und von einem von
Mitarbeitern des Instituts fur Pathologie entwickelten semiautomatischen Gewebearray zu
einem Tissue Microarray verarbeitet. Fur die TMA-Herstellung wurde zunachst in einem leeren
Paraffinempfangerblock mit einem Bohrer ein Loch mit einem Durchmesser von 0,6 mm
angefertigt, danach wird mit einer Hohlnadel mit einem inneren Durchmesser von ebenfalls
0,6 mm ein Gewebezylinder aus einem ausgewahlten tumorhaltigen Gewebeblock
entnommen. Der Gewebezylinder wird danach in das vorgefertigte Loch eingefiihrt. Der
Prozess wird mehrfach (bis zu 600-mal) wiederholt, bis die gesamte Tumorkohorte in einem
TMA-Block eingebaut ist. Ein Beispiel eines fertiggestellten TMA-Blocks inkl. aller
Zwischenschritte ist in Abbildung 19 und 20 dargestellt.
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Abbildung 18 — Aufbau eines TMAs nach UKE Standard, © markiert Koordinate B3n
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Abbildung 19 — Herstellung eines TMA Blocks

1) Objekttrdger mit Tumoreinzeichnung und korrespondierendem Paraffinblock werden
herausgesucht; 2) vorgebohrter leerer Paraffinempféngerblock wird mit Stanzen des Tumorgewebes

gefiillt; 3) Stanze des Tumors; 4) Einfligen der Tumorstanze in den leeren Paraffinempféngerblock;
5) 4 identisch hergestellte TMA Blécke

Abbildung 20 — Fertiggesteliter Prostata TMA Block und daraus entstandener Schnitt (HE geférbt)
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Ein weiterer wesentlicher Vorteil der TMA-Methode liegt in seiner maximalen Vereinbarkeit mit
Datenschutzrichtlinien. Die fur die TMA-Herstellung bendtigten Biopsienummern sind nur
wahrend der Herstellungsphase des TMAs notwendig. Die Biopsienummern kénnten, wenn es
gelange, widerrechtlich in das Pathologie Informationssystem einzudringen, fir die
Identifizierung von Klarnamen einzelner Patienten genutzt werden. Ist der TMA aber
fertiggestellt, kdnnen diese Biospienummer aus der Herstellungsdatei entweder ausgeblendet
(Pseudonymisierung) oder dauerhaft geléscht werden (Anonymisierung) werden, ohne dass
der wissenschaftliche Wert eines TMA vermindert wird. Die vorhandenen klinischen oder
molekularen Parameter sind nun Uber eine genau definierte Koordinate auf dem TMA mit
einem individuellen Tumor / Patienten verbunden. Tabelle 2 zeigt ein Beispiel einer zu einem

TMA gehodrenden Datei mit klinischen Daten.
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Tabelle 2 — Auszug des Patientenkollektivs fiir die Herstellung des Prostata TMAs inkl. Koordinaten

und individuellen Patientendaten (anonymisiert ohne E-Nummern)
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2.2 Fur die Studie verwendete TMAs

Der Prostatakarzinom TMA, welcher fur die folgende Studie zur Verfuigung stand, beinhaltet
Proben von 17.747 Tumoren von 17.752 verschiedenen Patienten. Die genaue
Zusammensetzung des Patientenkollektivs, sowie die zur Verfigung stehenden
pathologischen und klinischen Daten, sind in Tabelle 3 dargestellt. Der Prostatakarzinom TMA
verteilt sich auf 39 verschiedene TMA-Gewebeblocke, welche 129 bis 522 Tumorproben
aufwiesen. Die untersuchten Proben stammen aus Prostatektomiepraparaten von Patienten,
welche in den Jahren 1992 bis 2014 entweder an der urologischen Klinik des UKE oder der
Martini Klinik des UKE prostatektomiert worden waren. Alle Prostaten waren in 4%igem
gepufferten Formalin fixiert worden und nach einem standardisierten Verfahren komplett
eingebettet und histologisch untersucht worden. Daten zum klinischen Verlauf lagen bei
14.464 Patienten vor. Als klinischer Endpunkt wurde das PSA Rezidiv verwendet. Ein PSA
Rezidiv wurde diagnostiziert bei einem Anstieg auf einen Wert von 0,2 ng/ml, welcher

mindestens einmal in einer spateren Untersuchung bestatigt wurde.

Tabelle 3 — TMA Verlaufsdaten und Rezidive nach Kriterien in Beziehung gesetzt

Anzahl der Patienten (%)
Studie

TMA-Kohorte Rezidive
(n=17.747)

Verlaufsdaten

n 0, 0,
Mittelwert 144645 &1.5 %) 3612 _(25 %)
Medianwert 48 _

Alter (Jahre)

<50 433 (2.4%) 66 (15.2%)
51-59 4341 (24.5%) 839 (19.3%)
60-69 9977 (56.4%) 2073 (20.8%)
270 2936 (16.6%) 634 (21.6%)
Praoperatives PSA (ng/ml)

<4 2225 (12.6%) 313 (14.1%)
4-10 10520 (59.6%) 1696 (16.1%)
10-20 3662 (20.8%) 1043 (28.5%)
>20 1231 (7%) 545 (44.3%)
pT-Status (AJCC 2002)

pT2 11518 (65.2%) 1212 (10.5%)
pT3a 3842 (21.7%) 1121 (29.2%)
pT3b 2233 (12.6%) 1213 (54.3%)
pT4 85 (0.5%) 63 (74.1%)
Gleason-Grad

<3+3 3570 (20.3%) 264 (7.4%)
3+4 9336 (53%) 1436 (15.4%)
3+4 Tert. 5 798 (4.5%) 165 (20.7%)
4+3 1733 (9.8%) 683 (39.4%)
4+3Tert. 5 1187 (6.7%) 487 (41%)
2 4+4 999 (5.7%) 531 (53.2%)
pN-Status

pNO 10636 (89.4%) 2243 (21.1%)
pN+ 1255 (10.6%) 700 (55.8%)
Resektionsrand

Negativ 14297 (80.8%) 2307 (16.1%)
Positiv 3388 (19.2%) 1304 (38.5%)
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2.3 Immunhistochemie

Das immunhistochemische Verfahren wird zur Visualisierung ausgewahlter Proteine auf
Gewebeschnitten verwendet (Sternberger et al., 1970). Um eine Visualisierung zu
ermaoglichen, wird ein Antikérper gegen das zu untersuchende Protein auf dem Gewebeschnitt
bendtigt. Der Antikérper bindet an ein Epitop des Zielproteins und |I8st eine Antigen-Antikdrper-
Reaktion aus. Typischerweise entstammen diese Antikérper aus Mausen, Ratten, Kaninchen
oder Hamstern. Den Tieren wird das ausgewahlte Protein geimpft und nach einer bestimmten
Zeit Serum bei maximaler Antikdrperproduktion entnommen (Kurosawa et al., 2012). In diesem
Prozess entstandene polyklonale Antikorper werden an fixiertem und eingebettetem Gewebe
bevorzugt fir die Immunhistochemie eingesetzt, da eine starkere Markierung durch mehr
Antikorper-Antigen-Bindungen resultiert. Sie sind toleranter auf kleine Veranderungen der
Epitope, die im Verarbeitungsprozess durch Fixierung, Entwdsserung und hohe Temperatur
entstehen konnen. Monoklonale Antikorper konnten auch genutzt werden, da sie den Vorteil
der hohen Spezifitat fir ein Epitop haben. Sie entstehen durch die Entnahme der Milz eines
immunisierten Tieres und die Zusammenfihrung der antikdrperproduzierenden Plasmazellen
mit Tumorzellen. Diese kunstliche Verschmelzung bringt unsterbliche,
antikdrperproduzierende Hybridomazellen hervor, die im Anschluss beliebig in Zellkulturen
oder im Tier vermehrt werden kénnen. Die Immunmarkierung fallt dann sehr eindeutig aus. Da
sie aber nur ein bestimmtes Epitop erkennen, binden sie in kleinerer Anzahl als ein
polyklonaler  Antikérper, womit die gesamte Markierung schwacher ausfallt.
Verstarkungstechniken kénnen dies ausgleichen (Ramos-Vara and Miller, 2014).

Jedes Immunsystem reagiert unterschiedlich auf ein Protein und bildet damit eine Vielzahl an
Antikdrpern. Bei dem Prozess der Antikdrperherstellung entstehen viele verschiedene
Antikorper, die sich in ihrer Bindungsaffinitat und Spezifitat unterscheiden (Saper, 2009, Lu et
al., 2020). Dies fuhrt unter den vielen kommerziell erhaltlichen Antikdrpern zu erheblichen
Unterschieden in ihren Farbeeigenschaften. Eine umfangreiche Validierung ist daher obligat,
um diese Antikdrper fur wissenschaftliche Experimente oder zur Diagnostik nutzen zu kdnnen.
Um eine immunhistochemische Farbung sichtbar zu machen, bedarf es vieler Teilschritte, die

in Tabelle 4 am zu untersuchenden Protein GP2 dargestellt sind.
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Tabelle 4 — Arbeitsschritte im Farbeprozess eines TMAs zum untersuchten Protein GP2

Schritt Ziel Arbeitsschritt Dauer/Bedingung
i ; o von jedem TMA-Block wird ein 2,5 um
1 Vorbereitung des Objekttragers dicker Schnitt geschnitten
Xylol-Behandlung 3 x 5 min

Rehydrierung mittels einer absteigenden

2 Entparaffinierung Alkoholreihe
Spulung mit destilliertem Wasser
Inkubation mit Tris-EDTA-Citrat-Puffer im
Autoclav bei pH 7,8 - Target Retrieval
3 Demaskierung der Antigene Solution Buffer, DAKO 5 min bei 121 Grad
Spulung mit destilliertem Wasser 2Xx
Inkubation im Brutschrank und Spulung mit
TBS-T-Puffer 2 x 5 min
H,0O, Behandlung (Peroxidase Blocking
Solution) - Vermeidung der nicht
4 Peroxidaseblock spezifischen Antikérperbindung 10 min
Inkubation im Brutschrank und Spulung mit
TBS-T-Puffer 2 x 5 min
Inkubation mit Primarantikorper:
. s GP2 = MSVA-475M - 1:150 Verdiunnung |60 min bei 37 Grad
5 Inkubation mit Primarantikérper — — -
Inkubation im Brutschrank und Spilung mit
TBS-T-Puffer 2 x 5 min
Zugabe des Sekundarantikorpers
6 |Inkubation mit Sekundarantikérper (DAKO Real EnVision Detection S)fstem) 30 min bei 37 Grad
Inkubation im Brutschrank und Spulung mit
TBS-T-Puffer 2 x 5 min
Zugabe des Chromogens
7 Chromogenprozess (DAB-Chromogen, DAKO) 10 min
Spulung mit destiliertem Wasser 1x
. Hamatoxylin 3 min
. Gegenfarbung Blauen mit Leitungswasser 5 min
Dehydrierung mittels aufsteigender
9 Einbettung Alkoholreihe bis Xylol

Deckelung jedes Objekttragers

Um die Bindung des Primarantikdrpers darstellen zu kénnen, werden farblich konjugierte

Sekundarantikérper verwendet. Sekundarantikdrper sind auch tierisch hergestellte Antikorper,

jedoch muss sich die Entnahme-Spezies von der Primarantikdrper-Spezies unterscheiden. Sie

richten sich gegen den Fc-Teil des Antikdrpers der Primarantikdrper-Spezies. Durch die

Bindung des Sekundarantikérpers an den Primarantikdrper, kann die Antikdrperreaktion durch

das Farbesystem visualisiert werden. Hierbei wird in direkte und indirekte Immunmarkierung

unterschieden (Abbildung 21).
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Markierter
Sekundarantikérper

o @ WMarker
Antikorper Primarantikérper
Antigen Antigen
Direkte Immunmarkierung Indirekte Immunmarkierung
Abbildung 21 — Schematische Darstellung der direkten und indirekten Immunmarkierung

(schematisch modifiziert nach (Mulisch, 2014))

Bei der direkten Methode handelt es sich um eine Einschrittmethode. Der Antikorper ist direkt
markiert und kann bei Antigen-Antikorper-Bindung licht- oder elektronenmikroskopisch oder
Uber eine Farbreaktion sichtbar gemacht werden (Ramos-Vara, 2005, Im et al., 2019). Der
Antikorper ist daftir mit z.B. Fluorchrom, Gold oder einem Enzym konjugiert. Bei der indirekten
Methode wird der Sekundarantikdrper konjugiert, der nicht direkt, sondern Gber den Fc-Tell
des Primarantikorpers bindet und so die Antigen-Antikorper-Reaktion sichtbar macht. Vorteil
der indirekten Methode ist, dass mehrere Sekundarantikbrper an einen Primarantikdrper
binden kénnen, was zu einer Signalverstarkung fihrt (Ramos-Vara, 2005, Im et al., 2019).

Ein nicht unwichtiger Aspekt in der Immunhistochemie ist die Tatsache, dass das Zielprotein
im formalinfixiertem Gewebe im Rahmen der immunhistochemischen Reaktion verandert wird.
Die Fixierung fuhrt zu Vernetzungen (eng.: Cross-linking) von Proteinen. Folglich finden sich
Veranderungen an den Epitopen, an denen die Antikdrper binden sollen. Diese
Konformationsanderung bewirkt, dass die Proteine nicht mehr zuganglich sind und keine
Bindung stattfinden kann (Shi et al., 1991). Viele Antikdrper funktionieren deswegen schlecht
oder gar nicht an formalinfixiertem Gewebe. Dieser Prozess kann teilweise mit der Methode
der hitzeinduzierten Epitop-Demaskierung (Heat induced Epitop Retrieval, HIER) umgangen
werden (Ramos-Vara, 2005, Ramos-Vara and Miller, 2014). Die fur die Immunhistochemie
vorgesehenen Schnitte werden in dem HIER-Verfahren in einer flissigen Lésung stark erhitzt
bei 90-120 °C. Je nach Protein muss ein leicht saurer (pH 6) oder ein basischer pH-Wert (pH

9) zur optimalen Antigendemaskierung gewahlt werden (Shi et al., 1991).
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2.4 GP2 Immunhistochemie

Frisch geschnittene TMA-Schnitte wurden an einem Tag und in einem Versuch immungefarbt.
Die Objekttrager wurden mit Xylol entparaffiniert, durch eine abgestufte Alkoholreihe rehydriert
und 5 Minuten lang in einem Autoklav bei 121 °C in DAKO Target Retrieval Solution (Agilent,
CA, USA; #S2367) mit pH 7,8 Puffer behandelt. Die endogene Peroxidase-Aktivitat wurde 10
Minuten lang mit DAKO Peroxidase Blocking Solution (Agilent, CA, USA; #52023) blockiert.
Der fur GP2 spezifische primare Antikérper (rekombinanter Maus-Antikdrper, MSVA-475M,
MS Validated Antibodies, Hamburg, Deutschland) wurde bei 37 °C fur 60 Minuten in einer
Verdinnung von 1:150 aufgetragen. Der gebundene Antikbrper wurde dann mit dem EnVision
Kit (Agilent, CA, USA; #K5007) gemall den Anweisungen des Herstellers visualisiert. Die
Schnitte wurden mit Hamatoxylin gegengefarbt. Bei normalem Gewebe wurde die
Farbeintensitat der positiven Zellen semiquantitativ erfasst (+, ++, +++). Im Tumorgewebe
wurde der prozentuale Anteil positiver neoplastischer Zellen geschatzt und die Farbeintensitat
semiquantitativ erfasst (0, 1+, 2+, 3+). Fir die statistischen Analysen wurden die
Farbeergebnisse in vier Gruppen eingeteilt. Tumoren ohne jegliche Farbung wurden als
negativ eingestuft (0). Tumoren mit einer Farbeintensitat von 1+ in <70 % der Zellen und einer
Intensitat von 2+ in <30 % der Zellen wurden als schwach positiv eingestuft. Tumoren mit einer
Farbeintensitat von 1+ in >70% der Zellen, einer Intensitat von 2+ in 31-70% oder einer
Intensitat von 3+ in £30% galten als maRig positiv. Tumoren mit einer Intensitat von 2+ in >70%

oder 3+ in >30% der Zellen wurden als stark positiv eingestuft (Tabelle 5).

Tabelle 5 — Klassifikation der Farbeergebnisse

Kategorie |%-Anteil gefarbter Tumorzellen |Intensitdt der Farbung
negativ 0% 0
schwach < 70% 1
positiv < 30% 2
. > 70% 1
maRig -
o 31% bis 70% 2
positiv
< 30% 3
stark > 70% 2
positiv > 30% 3
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2.5 Statistik

Fir die statistischen Berechnungen wurde die Software JMP® 14 (SAS Institute Inc., NC,
USA) verwendet. Chi2-Tests und Kontingenztabellen wurden verwendet, um
Zusammenhange zwischen molekularen Parametern und Tumorphanotyp darzustellen. Die
Uberlebenskurven wurden nach dem Kaplan-Meier-Verfahren berechnet (Ziegler et al.,
2007c). Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit dem Log-Rank-Test
ermittelt (Ziegler et al., 2007a). Die Cox-Proportional-Hazards-Regressionsanalyse wurde
durchgefuhrt, um die statistische Unabhangigkeit und Signifikanz zwischen pathologischen,

molekularen und klinischen Variablen zu testen (Ziegler et al., 2007b).
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3. Ergebnisse

3.1 Prognostische Bedeutung klinisch pathologischer Parameter

Klinische Verlaufsdaten lagen von 14.464 Patienten vor, wobei es bei 3.612 (25%) im Verlauf
zu einem PSA-Rezidiv gekommen war. Die Beziehung zwischen pT-Stadium (p < 0,0001), pN-
Status (p < 0,0001), Gleason-Grad (p < 0,0001), quantitativen Gleason-Grad (p < 0,0001), IQ-
Gleason (p < 0,0001) und Resektionsrandern (p < 0,0001) mit der Wahrscheinlichkeit eines
PSA-Rezidives ist in den Abbildungen 22a bis 22f gezeigt. Die signifikante Beziehung aller
untersuchter Parameter mit dem rezidivfreien Uberleben ist ein Beleg fir die Validitat der

vorhandenen klinischen Daten.
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Abbildung 22a — pT-Stadium und PSA Rezidiv
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Abbildung 22b — pN-Status und PSA Rezidiv
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Abbildung 22c — Gleason-Grad und PSA Rezidiv

38




guantitativer Gleason-Grad

1.0
— <343 -
p<0.0001 L, nTzar
==3+4<5%  -1503
_ 0.8 ==3+46-10% ,=-1523
é === 344 11-20% n=1.293
§ 06- 3+421-30% p, =690
8 3+4 31-49% n = 585
E 0.4 3+4 Tert.5 n = 496
% 4+3 50-60% p =453
o s m==44+3 61-80% n =434
= 443 >80% n=109
= 443 Tert.5 n =794
0.0 T T T T T T ! ! ' — =
0 50 100 150 200 o50 T 2A+4 n =596
Monate
Abbildung 22d — quantitativer Gleason-Grad und PSA Rezidiv
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Abbildung 22e — IQ-Gleason und PSA Rezidiv
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Abbildung 22f — Resektionsrand und PSA Rezidiv

3.2 Technische Aspekte

Von 17.747 in den Prostata Prognose TMA eingebrachten Patientenproben erwiesen sich
14.611 (82,3%) als auswertbar. Grunde fur nicht auswertbare Tumorproben waren das Fehlen
von Tumorzellen in den eingebrachten Gewebestanzen oder aber das vollstandige Fehlen von

Gewebe an einzelnen TMA Positionen.

3.3 GP2-Positivitat

Eine GP2-Positivitat fand sich in 1.059 (7,2%) von 14.611 auswertbaren Tumorproben, wobei
die Farbung Uberwiegend zytoplasmatisch, teilweise auch membrands akzentuiert war.
Obwohl morphologische Aspekte der positiven und negativen Prostatakarzinomproben nicht
systematisch erfasst worden waren, schien eine GP2-Positivitdt gehauft bei Tumoren mit
muzindser Komponente aufzutreten. Beispiele von GP2 positiven Adenokarzinomen der
Prostata sind in Abbildung 23 bis 28 dargestellt. Normales Prostataepithel, wenn auf den

Praparaten vorhanden, war typischerweise GP2 negativ (Abbildung 29).
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Abbildung 23 — muzinéses Adenokarzinom der Prostata, schwach positiv geférbt (1+) in 30% der
Tumorzellen (Koordinate: Pro24.1 A3 D2d)

Abbildung 24 — Adenokarzinom der Prostata, schwach positiv geférbt (1+) in 70% der Tumorzellen
(Koordinate: Pro6.1 B8 C9Il)
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Abbildung 25 — Adenokarzinom der Prostata, méRig stark geférbt (2+) in 30% der Tumorzellen
(Koordinate: Pro24.1 A3 C5a)

Abbildung 26 — muzin6ses Adenokarzinom der Prostata, maig stark gefarbt (2+) in 60% der
Tumorzellen (Koordinate: Pro24.1 B3 B3p)
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Abbildung 27 — Adenokarzinom der Prostata, stark geférbt (3+) in 20% der Tumorzellen (Koordinate:
Pro14.1 A7 B5n)

Abbildung 28 — Adenokarzinom der Prostata, stark gefarbt (3+) in 100% der Tumorzellen
(Koordinate: Pro23.1 A3 A4i)
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DECNEES ARATN DY

Abbildung 29 — Adenokarzinom der Prostata, negativ - nicht geférbt (Koordinate: Pro6.1 A6 A3a)
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3.4 GP2-Expression beim Prostatakarzinom, Tumorphanotyp und Prognose

Die Beziehung zwischen der GP2-Expression und phanotypischen Tumormerkmalen ist in
Tabelle 6 dargestellt. Dabei zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer GP2-
Positivitat und einem ungtinstigen pT-Stadium (p < 0,0001), einem hohen Gleason-Grad (p <
0,0001), einem hohen quantitativen Gleason-Grad (p < 0,0001), dem praoperativen
serologischen PSA-Level (p < 0,0001) und einem positiven Resektionsrand ab der entfernten
Prostatektomie (p = 0,0589).

Dementsprechend fand sich auch ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Nachweis
einer GP2 Immunfarbung und einer ungunstigen Patientenprognose (p < 0,0001). Dies zeigte
sich sowohl bei Untersuchungen von vier GP2 Farbekategorien (negativ, schwach, maRig
stark, stark) und nach Zusammenfassung der kleinsten Gruppen ,mafig stark® und ,stark” in
die Gruppe ,stark” (Abbildung 30).

Tabelle 6 — GP2 und Tumor Phénotyp

GP2 IHC Resultate

evalr:li ert negativ (%) schwach (%) méaRig stark (%) stark (%) p Wert
Alle Tumoren 14202 92.1 4.6 27 0.6
pT-Status pT2 9057 94.2 3.6 1.8 0.4
pT3a 3145 89.3 6.1 4 0.7 <0.0001
pT3b-4 1938 87.2 7 4.9 1
Gleason-Grad <3+3 2710 95.2 3.2 1.1 0.4
3+4 7494 92.2 4.5 2.8 0.5
3+4 Tert.5 672 93.6 4 21 0.3
4+3 1371 88.7 6.6 3.7 1 <0.0001
4+3 Tert.5 998 89.6 6 3.5 0.9
24+4 819 88.8 6.1 4.5 0.6
quantitativer Gleason 3+4 <5% 1918 94.2 3.1 23 0.4
3+4 6-10% 1857 93.3 4.2 1.8 0.6
3+4 11-20% 1620 91.7 5 29 0.4
-20)9
3+4 21-30% 844 90.8 5.8 3.1 0.4 <0.0001
3+4 31-49% 694 88.9 5.9 4.8 0.4
4+3 50-60% 551 93.6 4 21 0.3
4+361-80% 498 88.7 71 3.6 0.5
4+3 >80% 122 88.8 6 4 1.2
Lymphknotenmetastasen NO 8426 92 4.5 29 0.5 0.1463
N+ 1073 85.5 8.3 4.9 1.3 ’
Praoperativer PSA (ng/ml) <4 1732 924 4.6 25 0.5
4-10 8359 92.5 4.7 24 0.4 <0.0001
11-20 2969 92.2 4.4 2.6 0.7 ’
>20 1056 88.9 4.7 4.9 14
Resektionsrander negative 11298 92.9 4.3 24 0.5 0.0589
positive 2853 89.3 6.1 3.9 0.8 )
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Abbildung 30 — GP2 und PSA Rezidiv (alle Tumoren)




3.5 GP2-Expression und ERG-Status

Informationen zum ERG-Status waren in friheren Untersuchungen sowohl mittels
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) (n=5.809) als auch immunhistochemisch
(n=10.933) gesammelt worden (Minner et al., 2011). Der Vergleich von ERG-Status und GP2-
Expression ergab eine deutlich grolkere Wahrscheinlichkeit einer GP2-Positivitat und einer
starken GP2-Positivitdt in ERG-positiven bzw. TMPRSS2-ERG fusionierten Tumoren im
Vergleich zu Tumoren mit einem normalen ERG-Status. Tumoren mit einem aberranten ERG-
Status zeigten eine GP2-Positivitat in mindestens 12% der Falle. Tumoren mit normalem ERG-
Status zeigten eine GP2-Positivitat in kleiner 4% der Falle (Abbildung 31, jeweils p < 0,0001).
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Abbildung 31 — GP2 und TMPRSS2-ERG Genfusion (nachgewiesen mittels IHC und FISH)
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3.6 GP2-Expression, Phanotyp und Patientenprognose in ERG-positiven und

ERG-negativen Tumoren

Angesichts der deutlichen Unterschiede in der GP2-Positivitatsrate zwischen ERG-positiven
und ERG-negativen Tumoren wurde die Beziehung zwischen GP2-Expression und
Tumormalignitatsparametern bzw. klinischen Verlaufsdaten in den ERG-positiven und ERG-
negativen Tumoren noch einmal separat berechnet. Die Beziehung zwischen GP2-Expression
und histopathologischen Malignitatsparametern ist in Tabelle 7 dargestellt. Dabei zeigt sich,
wie im Gesamtkolletiv eine signifikante Beziehung zwischen GP2-Positivitat und pT-Stadium
(p < 0,0001), Gleason-Grad (p < 0,0001), quantitativen Gleason-Grad (p < 0,0001),
praoperativen PSA (p < 0,0001) und dem chirurgischen Resektionsrand (p = 0,018). Zudem
findet sich sowohl fir die klassische Einteilung der GP2 Befunde in vier Kategorien (Abbildung
32) wie auch in drei Kategorien (Abbildung 33) ein signifikanter Zusammenhang zwischen

GP2-Positivitat und einer ungunstigen Prognose (jeweils p < 0,0001).

Tabelle 7 — Phénotyp bei TMPRSS2-ERG-positiven Tumoren

GP2 IHC Resultate

n evaluiert negativ (%) schwach (%) mal&;ogﬁsstark stark (%) p Wert
Alle Tumoren 4837 86.3 7.5 5.1 1.1
pT-Status pT2 2760 89.5 6.2 35 0.9
pT3a 1304 81.9 9.7 71 1.3 <0.0001
pT3b-4 749 824 9.1 6.9 1.6
Gleason-Grad <3+3 888 91.3 5.6 21 0.9
3+4 2628 86.4 7.2 5.3 1.1
3+4 Tert.5 190 89.5 5.3 42 1.1
4+3 482 78.6 124 7.9 1 00001
4+3 Tert.5 343 84 8.7 5.2 2
24+4 242 81.8 9.5 7.4 1.2
quantitativer Gleason  3+4 <5% 625 89.4 5.6 42 0.8
3+4 6-10% 657 88.1 6.5 4 14
3+4 11-20% 562 86.1 7.8 5.3 0.7
3+4 21-30% 312 82.7 9.9 6.4 1
3+431-49% 242 826 8.7 8.3 04 ot
4+3 50-60% 202 89.5 5.3 4.2 1.1
4+3 61-80% 166 79.7 12.9 74 0
4+3 >80% 29 78.9 10.2 9 1.8
Lymphknotenmetastasen NO 2790 85.7 75 5.6 1.1 0.0243
N+ 429 80.2 11 6.8 2.1 ’
Préaoperativer PSA (ng/ml) <4 626 87.1 8.3 4.3 0.3
4-10 2897 87.2 75 44 0.9
11-20 945 85.6 75 5.7 1.2 ot
>20 330 79.7 7.3 9.4 3.6
Resektionsrinder negative 3737 87.1 7.3 46 1 0.018
positive 1077 83.6 8.5 6.3 1.6 )
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Abbildung 32 — GP2 und PSA Rezidiv in ERG positiven Tumoren (4 Kategorien)
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Abbildung 33 — GP2 und PSA Rezidiv in ERG positiven Tumoren (3 Kategorien)
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Die Beziehung zwischen GP2 IHC-Befunden und histologischen und klinischen
Malignitatsparametern ist fur ERG-negative Tumoren in Tabelle 8 gezeigt. Obwohl die Zahl
der GP2-positiven Tumoren in dieser Gruppe deutlich geringer war, fand sich ein klarer
statistischer ~ Zusammenhang zwischen den wichtigsten histopathologischen
Malignitatsparametern pT-Stadium (p < 0,0001), Gleason-Grad (p < 0,0001), quantitativer
Gleason-Grad (p < 0,0001) und Lymphknotenmetastasierung (p < 0,0001). Der letzte Befund
unterscheidet sich deutlich von den ERG-positiven Tumoren, bei denen kein signifikanter
Zusammenhang zur Lymphknotenmetastasierung gefunden werden konnte (Tabelle 7).
Dementsprechend zeigte sich auch fir die Beziehung zwischen GP2-Immunfarbung und der
Patientenprognose in der Gruppe der ERG-negativen Tumoren ein noch eindeutigeres Bild als
in den ERG-positiven Tumoren. Sowohl bei Einteilung der GP2-Befunde in vier Kategorien (p
< 0,0001, Abbildung 34) als auch in drei Kategorien (p < 0,0001, Abbildung 35) bestanden

hochsignifikante Assoziationen zur Patientenprognose.

Tabelle 8 — Phénotyp bei TMPRSS2-ERG-negativen Tumoren

GP2 IHC Resultate

schwach maRig stark

n evaluiert negativ (%) stark (%) p Wert

(%) (%)
Alle Tumoren 6096 96.1 25 1.2 0.2
pT-Status pT2 4063 97.2 1.7 0.9 0.2
pT3a 1216 96.1 2.7 1.2 0.1 <0.0001
pT3b-4 791 90.6 5.9 3 04
Gleason-Grad <3+3 1084 98 1.4 0.6 0.1
3+4 3212 96.6 21 1.1 0.1
3+4 Tert.5 314 95.5 3.2 1.3 0
4+3 628 94.9 3.2 13 0. T
4+3 Tert.5 420 93.3 4.8 17 0.2
24+4 385 91.9 4.7 3.1 0.3
quantitativer Gleason 3+4 <5% 824 97.9 0.8 1 0.2
3+4 6-10% 795 971 2 0.9 0
3+4 11-20% 687 96.4 25 1 0.1
3+4 21-30% 361 97 1.9 1.1 0
3+4 31-49% 311 92.9 45 23 0.3 b
4+3 50-60% 251 95.5 3.2 1.3 0
4+3 61-80% 228 95.2 3.2 0.8 0.8
4+3 >80% 64 93.9 3.9 1.8 04
Lymphknotenmetastasen NO 3708 96.2 25 1.2 0.2 <0.0001
N+ 427 89.9 6.3 35 0.2 '
Praoperativer PSA (ng/ml) <4 629 95.2 25 1.7 0.5
4-10 3524 96.5 24 0.9 0.1
11-20 1404 95.9 27 1.1 0.3 it
>20 507 94.9 24 26 0.2
Resektionsrander negative 4852 96.7 22 0.9 0.2 02175
positive 1225 93.8 3.8 23 0.2 '
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GP2 in ERG negativen Tumoren
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Abbildung 34 — GP2 und PSA Rezidiv in ERG negativen Tumoren (4 Kategorien)
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Abbildung 35 — GP2 und PSA Rezidiv in ERG negativen Tumoren (3 Kategorien)
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3.7 Multivariate Analyse

Die relative Bedeutung einzelner Prognosefaktoren fir die Prognose unserer
Prostatakarzinompatienten wurde fur vier verschiedene Szenarien ermittelt. Die Verwendung
verschiedener Szenarien hatte das Ziel, sowohl die prognostische Bedeutung von GP2 bei
Untersuchung an Prostatektomiepraparaten als auch an praoperativ verfigbaren Biopsien zu
ermitteln. Szenario 1 beinhaltete samtliche postoperativ zur Verfligung stehendenden
Prognoseparameter wie praoperatives PSA, pT-Stadium, Gleason-Grad bei der
Prostatektomie, pN-Status und R-Status. Diese Parameter umfassen samtliche prognostische
Faktoren, welche nach Prostatektomie im Optimalfall zu Verfligung stehen. Szenario 2 enthalt
die gleichen Parameter mit Ausnahme des N-Status. Eine Lymphknotendissektion wird in
erster Linie bei Tumoren durchgefiihrt, die im Vorfeld eine erhdhte Risikosituation vorweisen
(hohes PSA, hoher Gleason-Grad in der Biopsie). Die Reduktion des Kollektivs auf Patienten
mit Daten zum Lymphknotenstatus flhrt mdglicherweise zu einem statistischen Bias
zugunsten von Hochrisikopatienten. Die Szenarien 3 und 4 wurden verwendet, um die
praoperative Situation zu modellieren. Dies ist allerdings nur eingeschrankt moglich, weil die
praoperativ entnommenen Originalbiopsien von dutzenden bzw. hunderten verschiedenen
Pathologen/innen nach wahrscheinlich unterschiedlichen Kriterien beurteilt wurden und das
Gleason-Grading dementsprechend wahrscheinlich von der Qualitat insgesamt ,schlechter” ist
als in einem Prostatazentrum von einer kleinen Gruppe speziell ausgebildeten
Pathologen/innen erhobenen Befunde. Um dies zu kompensieren, wurde in Szenario 4
anstelle des praoperativen Biopsie Gleason-Grades das Prostatektomie Gleason-Grading
verwendet. Allerdings ist davon auszugehen, dass dieses Gleason-Grading wegen der
besseren Reprasentativitat an der Prostatektomiegewebemenge ,besser® ist, als es an
Biopsien zu erwarten gewesen ware. Eine weitere Limitierung der Szenarien 3 und 4 ist die
Untersuchung der GP2-Expression an einem Gewebefragment aus der Prostatektomie und
nicht an der originalen Stanze. Die Befunde der multivariaten Analyse sind in Tabelle 9
dargestellt. Die Analyse zeigt, dass der GP2-Expression teilweise eine statistisch unabhangige
prognostische Bedeutung zukommt. Dies gilt insbesondere fir die praoperativen Szenarien 3
und 4, wobei die prognostische Bedeutung insbesondere bei den ERG-negativen Tumoren
und bei der gesamten Kohorte ohne Berlcksichtigung des ERG-Status deutlich wird. In der
Untergruppe der ERG-positiven Tumoren kam der GP2-Expression keine unabhangige

prognostische Bedeutung zu.
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Tabelle 9 — Multivariate Analyse (4 Szenarien)

P Wert
Tumor . n
. Szenario . 3 i - -
Teilmengen analysierbar | Praoperativer iy gy4,q T status Gleason-Grad ~ Gleason-Grad |\ o5 Rstatus | SP%
PSA praparat Biopsie Expression
1 7412 <.0001 <.0001 - <.0001 - <.0001 <.0001 0.223
8
<] 2 11485 <.0001 <.0001 - <.0001 - - <.0001 0.0953
g
=
o 3 11303 <.0001 - <.0001 <.0001 - - - 0.0023
<
4 9476 <.0001 - <.0001 - <.0001 - - <.0001
1 3191 <.0001 <.0001 - <.0001 - <.0001 <.0001 0.0092
2
E’ E 2 4886 <.0001 <.0001 - <.0001 - - 0.0033 0.0066
]
2E
% |E 3 4819 <.0001 - <.0001 <.0001 - - - 0.0005
4 4015 <.0001 - <.0001 - <.0001 - - <.0001
1 2546 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.0003 0.4943
S
25 2 3950 <.0001 <.0001 - <.0001 - - <.0001 0.3447
g
> E
g ,E 3 3873 <.0001 - <.0001 <.0001 - - - 0.2817
4 3299 <.0001 - <.0001 - <.0001 - - 0.0516

3.8 GP2-Expression vs. Deletionsstatus

Die Beziehung der GP2-Expression zu elf an dem Kollektiv friher untersuchten
chromosomalen Deletionen ist in den Abbildung 36 bis 38 dargestellt. Dabei fanden sich im
Gesamtkolletiv signifikante Beziehung zwischen der GP2-Expression und den Deletionsstatus
flr acht der elf untersuchten Loci (Abbildung 36). Bei separater Betrachtung der ERG-positiven
Tumoren reduzierte sich die Zahl der Loci mit signifikanter Beziehung zum GP2-Status auf funf
von elf (Abbildung 37). Bei isolierter Betrachtung der ERG-negativen Tumoren reduzierte sich
die Zahl ebenfalls auf finf von elf Deletionen (Abbildung 38). Signifikant mit einer erhéhten
GP2-Expression assoziiert waren dabei sowohl in den ERG-positiven wie auch in den ERG-
negativen Tumoren Deletionen von 8p21 (p < 0,0001), 10g23 (PTEN) (p < 0,0001), 12p13 (p
<0,0001) und 17p13 (p = 0,0076).
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4. Diskussion

Die erfolgreiche Untersuchung von mehr als 14.000 Adenokarzinomen der Prostata ergab eine
GP2-Positivitdat in 837 von 11.652 Tumoren (7,2%). Da unsere Studie die erste
immunhistochemische Analyse von GP2 bei Prostatakarzinomen darstellt, kann dieser Befund
nicht mit Daten friherer Analysen verglichen werden. Unsere Ergebnisse passen aber zu
publizierten RNA-Expressionsdaten. In der Datenbank von TCGA (The Cancer Genom Atlas)
bzw. ICGC (Internation Cancer Genom Consortium) war die Expression von GP2 bei
insgesamt 494 Adenokarzinomen der Prostata auf der RNA-Ebene untersucht worden. Von
diesen Tumoren wiesen mindestens 6 % eine nachweisbare RNA-Expression auf. Die
Expressionsdaten dieser Tumoren sind in Abbildung 39 sortiert nach dem Expressionsniveau
dargestellt.

Die grof3e Zahl, der in unserer Studie untersuchten Tumoren, erlaubte trotz der relativen
Seltenheit der GP2-Expression, eine Analyse der prognostischen Bedeutung der GP2-
Proteinexpression. Als mogliche Ursache fiir die unglnstige prognostische Bedeutung einer
GP2-Expression kénnte ein Zusammenhang zwischen GP2-Expression und einer muzinésen
Differenzierung (Schleimbildung) im Tumor in Frage kommen. Ein solcher Zusammenhang
war bei der Auswertung der Proben tatsachlich vermutet worden. Eine muzindse
Differenzierung ist beim Grading der Prostatakarzinome ein Phanomen, welches einem
Gleason-Muster 4 zugeordnet wird. Ein Gleason-Muster 4 ist bei Prostatakarzinomen ein
Anzeichen fiir eine unglinstige Patientenprognose (Sauter et al., 2016). Obwohl die genaue
Funktion von GP2 weiterhin ungeklart ist, ware eine Beziehung der GP2-Expression zur
muzinésen Differenzierung beim Prostatakarzinom denkbar, da GP2 im Pankreas ein
Hauptbestandteil der Sekretionsgranula ist (Fritz et al., 2002). Diese Sekretionsgranula
beinhalten neben der Hauptkomponente GP2 auch Verdauungsenzyme. Sie werden per
Exozytose aus den Azinuszellen des Pankreas abgegeben und legen sich als Muzin per GPI-
Anker an das Schleimhautepithel des Gastrointestinaltraktes (Scheele et al., 1994, Kobayashi
et al., 2004).
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Abbildung 39 — GP2 RNA-Expression beim Prostatakarzinom. Mittelwert liegt bei 23,7 FPKM
(Fragments per Kilo base in millions) zu den 494 Patientenproben von TCGA

(Daten entnommen aus dem Human Protein Atlas - Pathologie
https.//www.proteinatlas.org/ENSG00000169347-GP2/pathology/prostate+cancer [Stand: 16.12.21;
10:20))

Das Vorliegen einer molekularen Datenbank zu den in diesem Projekt untersuchten Tumoren
ist eine wesentliche Starke des Hamburger Prostatakarzinomkollektivs. In frilheren Studien
waren zu den Tumoren unserer Patienten bereits Dutzende andere molekulare Parameter
untersucht worden (Minner et al., 2012, Grupp et al., 2013, Grupp et al., 2014, Kluth et al.,
2015, Burdelski et al., 2016a, Burdelski et al., 2017, Kluth et al., 2018, Weidemann et al., 2019,
Freytag et al., 2020, Marx et al., 2021). Diese Parameter kénnen bei Bedarf und Interesse mit
neu untersuchten Markern verglichen werden. Fur das vorliegende Projekt wurden der ERG-
Status und elf verschiedene chromosomale Deletionen (3p13, 5g21, 6q15, 8p21, 10923,
12p13, 12924, 13q14, 16q24, 17p13 und 18qg21) fir vergleichende Untersuchungen
ausgewahlt. Der ERG-Status ist beim Prostatakarzinom von besonderem Interesse, weil eine
aberrante Expression von ERG die haufigste molekulare Alteration bei Prostatakarzinomen
darstellt (Hessels et al., 2007, Park et al., 2010, Furusato et al., 2010, Rosen et al., 2012).
Normalerweise ist ERG als Transkriptionsfaktor nur im Embryonalstadium aktiv und bei
Erwachsenen inaktiv (Wasylyk et al., 1993, Nikolova-Krstevski et al., 2009). Bedingt durch eine
kleine Deletion auf einem Chromosom kommt es in ca. 50% der Prostatakarzinome zu einer
Fusion der Gene TMPRSS2 und ERG. Durch diese Fusion kommt der Transkriptionsfaktor
ERG in den Einflussbereich von TMPRSS2 (Perner et al., 2006, Tomlins et al., 2008, Carver
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et al., 2009). Dadurch kommt es zur dauerhaften Aktivierung des Transkriptionsfaktors ERG
im Prostataepithel. In den von dieser Fusion betroffenen Zellen kommt es zu einer
permanenten Expression von ERG. Diese aberrante ERG-Expression flhrt in den betroffenen
Tumorzellen zu einer veranderten Expression von mehr als 1.500 verschiedenen Genen
(Demichelis and Rubin, 2007, Pettersson et al., 2012). Eine TMPRSS2-ERG Fusion lasst sich
entweder mit der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung oder immunhistochemisch nachweisen.
Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wird mit einer sogenannten Breakapart-Probe das
Zusammenrucken der Gene ERG und TMPRSS2 nachgewiesen (Abbildung 40) (Qi et al.,
2014). Immunhistochemisch kann der Nachweis der Proteinexpression dargestellt werden
(Abbildung 41). Dass in unserer Studie eine GP2-Expression sowohl mit dem Nachweis einer
ERG-Fusion als auch mit der ERG-Uberexpression eng korreliert, belegt einen biologischen
Zusammenhang zwischen den Parametern ERG und TMPRSS2 mit zwei unabhangigen
Methoden. GP2 gehoért nicht zu den Genen, deren Expression direkt durch den
Transkriptionsfaktor ERG reguliert werden (Yin et al., 1994), sodass angenommen werden

muss, dass diese Interaktion indirekt durch ein anderes ERG reguliertes Gen bedingt sein

muss.
Ch 21q22.2-22.3
RP11-95121 RP11-476D17
E——a | Sedasiarasas:. |
T i ] 3 5 3 c
TMPRSS2 <€ > ERG
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normal Translokation Deletion

Abbildung 40 — FISH Breakapart-Probe zum Nachweis der ERG und TMPRSS2 Gene auf
Chromosom 21 (Qi et al., 2014)
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Abbildung 41— IHC Nachweis einer negativen und positiven ERG-Férbung eines Prostatakarzinoms
(Méhl, 2020)

TMPRSS2-ERG Genfusionen kommen insbesondere bei jingeren Patienten vor (Steurer et
al., 2014). Dieser Umstand ist moglicherweise dadurch bedingt, dass hohere
Testosteronserumwerte und ein dementsprechend hoherer Aktivierungszustand des
TMPRSS2-Gens vermehrt zu der Entstehung von Chromosomenbriichen im Bereich des
TMPRSS2-Gens fuhren (Mani et al., 2009). Die TMPRSS2 Fusion wurde als mdglicherweise
initiales Ereignis in Prostatakarzinomen diskutiert (Perner et al., 2006, Clark and Cooper,
2009). Allerdings spricht die immer wieder anzutreffende Heterogenitat des ERG-Status
innerhalb von Tumoren dafir, dass eine TMPRSS2-ERG Fusion auch im spateren Verlauf der
Tumorprogression auftreten kann (Minner et al., 2013). Initial hatten verschiedene Studien auf
eine mdogliche prognostische Bedeutung des ERG-Status hingewiesen (Yoshimoto et al.,
2008, Reid et al., 2010). Eine Untersuchung am UKE Tumorkollektiv hat spater aber gezeigt,
dass sich die Prognose von ERG-positiven und ERG-negativen Prostatakarzinomen nicht
unterscheidet (Minner et al., 2011). Allerdings haben andere Tumormarkerstudien der UKE-
Forschungsgruppe gezeigt, dass die prognostische Bedeutung anderer Marker sich zwischen
ERG-positiven und ERG-negativen Tumoren unterscheiden kann. So fand sich fur die Marker
Claudin-1 und AZGP1 eine prognostische Relevanz in ERG-positiven aber nicht in ERG-
negativen Karzinomen (Burdelski et al., 2016b, Kind et al., 2019). Fir die Marker KLK2, CHK2,
P16, FOXA1 und BCAR1 fand sich eine prognostische Bedeutung, welche entweder nur in

ERG-negativen oder stark bevorzugt in ERG-negativen Karzinomen auftrat (Burdelski et al.,
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2016a, Tsourlakis et al., 2017, Heumann et al., 2018, Eichenauer et al., 2020, Bonk et al.,
2020). Die aufgrund dieser Daten durchgefihrte separate Untersuchung der prognostischen
Bedeutung bzw. Assoziationen mit klinisch pathologischen Malignitatsparametern in ERG-
positiven und ERG-negativen Tumoren hatte fir GP2 eine prognostische Bedeutung in beiden
Gruppen ergeben, wobei diese aber in ERG-negativen Tumoren starker ausgepragt war als in
ERG-positiven Tumoren. Dieser Umstand ist angesichts der deutlich geringeren
Positivitatsrate in ERG-negativen Tumoren erstaunlich. Da die Expression von ERG zu einer
direkten oder indirekten Veranderung des Expressionslevels von ca. 1.600 Genen flhrt,
unterscheidet sich das zellulare Mikromilieu zwischen ERG-positiven und ERG-negativen
Prostatakarzinomzellen offensichtlich signifikant (Tomlins et al., 2005b, Brase et al., 2011,
Barbieri et al., 2012, Weischenfeldt et al., 2013). Es muss davon ausgegangen werden, dass
die Summe der Veranderung in ERG-positiven Tumoren dazu flihrt, dass die GP2 assoziierte
gesteigerte Tumoraggressivitat in einem ERG-positiven Mikromilieu mitligiert wird. Die

genauen molekularen Mechanismen hierfir bleiben unklar.

Ein Vergleich des GP2-Status mit dem Vorliegen von chromosomalen Deletionen erfolgte
deswegen, weil Deletionen nach der TMPRSS2-ERG Fusion die haufigsten molekularen
Veranderungen in Prostatakarzinomen darstellen (Kissick et al., 2015, Wang et al., 2017). Im
Gegensatz zu den meisten anderen haufigen Tumorarten gibt es bei Prostatakarzinomen kein
einziges Gen, welches bei mehr als 10% der Patienten mutiert ist (Tomlins et al., 2005a). Da
die meisten Deletionen nicht von rekurrenten Mutationen von Genen im verbliebenden Allel
begleitet werden, wird heute allgemein davon ausgegangen, dass die Deletionen ihren
pathogenen Effekt beim Prostatakarzinom nicht durch die vollstdndige Inaktivierung eines
bereits durch einen anderen Mechanismus auf dem anderen Allel inaktivierten Gens ausuben.
Viel mehr wird heute angenommen, dass der wesentliche Effekt chromosomaler Deletionen
beim Prostatakarzinom in einer sogenannten haploiden Insuffizienz von typischerweise
mehreren auf einem chromosomalen Lokus gelegenen Genen bedingt ist (Dong, 2001, Kwabi-
Addo et al., 2001, Freedman et al., 2005). Dabei wird angenommen, dass die Reduktion der
Gendosis von zwei auf eine Kopie bereits die Tumorentstehung bzw. die Progression
beglnstigt und dass dieser Effekt insbesondere dann auftritt, wenn mehrere Gene gleichzeitig
in ihrer Aktivitat eingeschrankt sind (Hyytinen et al., 1999, Annala et al., 2017). Die fur die
Biologie des Prostatakarzinoms relevanten Gene sind fir die meisten haufig deletierten
Regionen nicht eindeutig bekannt. Zwar gibt es auf den Chromosomen 8, 10, 12, 13, 16 und
17 jeweils Gene, deren reduzierte Funktion mit gesteigerten Zellwachstum und/oder
Metastasierung in Zusammenhang gebracht worden sind, doch ist die relative Bedeutung der
in die haufigen Deletionen eingeschlossenen potenziellen Tumorsuppressorgene nach wie vor

unklar (Dong, 2001). Eine Assoziation eines molekularen Markers (z. B. GP2) mit spezifischen
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chromosomalen Deletionen koénnte auf eine funktionelle Interaktion zwischen dem
untersuchten Gen und einem unbekannten Gen im entsprechenden deletierten Bereich
hindeuten. Eine Assoziation eines molekularen Markers mit allen oder fast allen
chromosomalen Deletionen wirde indessen mehr auf eine Rolle des untersuchten Gens bei
einem Mechanismus der genetischen Instabilitdt oder dem Versuch die Folgen von
Chromosomenbriiche zu reparieren hindeuten (Sieber et al., 2003, Fan et al., 2004,
Venkatesan et al., 2015).

Bei der Betrachtung von Deletionen beim Prostatakarzinom muss beachtet werden, dass viele
Deletionen eng mit dem ERG-Status assoziiert sind. Gehauft bei ERG-positiven Karzinomen
finden sich Deletionen von 3p13 (FOXP1), 8p21 (LPL), 10923 (PTEN) und 16924 und bei
ERG-negativen Tumoren vor allem Deletionen von 5921 (CHD1), 6g15 (MAP3K7), 13914
(FNOX1) und 18921 (Krohn et al., 2012, Krohn et al., 2013, Burkhardt et al., 2013, Kluth et al.,
2013, Kluth et al., 2016, Kluth et al., 2017b, Kluth et al., 2017a, Kluth et al., 2018). Tatsachlich
sind nur wenige Deletionen beim Prostatakarzinom vom ERG-Status unabhangig (12p13
(CDKN1B), 12924 und 17p13 (Weischenfeldt et al., 2013, Kluth et al., 2014, Kluth et al., 2015).
Da auch die GP2-Expression mit dem ERG-Status assoziiert ist, ist es somit nicht erstaunlich,
dass viele Deletionen bei gleichzeitiger Betrachtung aller Tumoren mit der Expression von
GP2 in einem statistischen Zusammenhang stehen. Um echte funktionelle Interaktionen zu
identifizieren, musste somit eine separate Analyse ERG-negativer und ERG-positiver Tumoren
erfolgen. Die besonders enge Beziehung zwischen der Expression von GP2 und Deletionen
von PTEN (10923) und 8p21 (p < 0,0001) in den Untergruppen der ERG-negativen und ERG-
positiven Tumoren bzw. 12p13 (0,233 in ERG-negativen, p < 0,0001 in ERG-positiven
Tumoren) ware somit mit einer funktionellen Interaktion von GP2 mit Genen dieser Region
vereinbar. Im Falle der Deletion 10923, welche typischerweise sehr klein ist und v.a. das
Tumorsuppressorgen PTEN beinhaltet, ware ein wesentlicher Interaktionskandidat gefunden.
Allerdings gibt es bisher keine Berichte Uber eine mogliche Interaktion von PTEN bzw. des
PI3K-AKT/PKB-Signalweges und der Expression von GP2. Weitere Untersuchungen waren
hier notwendig, um die fir die Assoziationen mit GP2 verantwortlichen Gene auf 8p21 oder

12p13 zu identifizieren.

Unabhangig von den zugrunde liegenden Mechanismen deutet die von den etablierten pra-
und postoperativ zur Verfigung stehenden Prognosemarkern unabhangige prognostische
Bedeutung der GP2-Expression in ERG-negativen Tumoren, wie auch die unabhéangige
Prognoserelevanz in praoperativen Szenarien bei gleichzeitiger Betrachtung aller Tumoren,
auf eine praktische Nutzlichkeit der GP2-Expression zur Prognosevoraussage bei
Prostatakarzinomen hin. Bei der Interpretation von multivariaten Analysen zur

Prognosevoraussage beim Prostatakarzinomen ist allerdings zu beachten, dass die etablierten
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Prognoseparameter zwar statistisch einen groen Einfluss auf die Prognose austiben, im
Einzelfall aber nur ungenau zu bestimmen sind. Sowohl das pT- als auch das pN-Stadium
kann nur nach Aufarbeitung eines Operationspraparates bestimmt werden, so dass diese
Parameter bei der Entscheidung, ob eine Therapie nétig ist oder nicht, nicht herangezogen
werden konnen. Zudem hangt der Nachweis von Lymphknotenmetastasen davon ab, wie viele
Lymphknoten chirurgisch entfernt wurden und wie genau die entfernten Lymphknoten vom
Pathologen/in untersucht werden (Wilczak et al., 2018). Der Gleason-Grad kann zwar
praoperativ an Biopsien bestimmt werden, doch besteht bei der Festlegung des Gleason-
Scores eine Interobserverschwankung von ca. 40%, fur den Fall, dass verschiedene
Pathologen/innen die gleiche Biopsie beurteilen sollen (Glaessgen et al., 2002, Lutz, 2016).
Aus diesen Grinden sind nicht nur statistisch unabhangige molekulare Prognoseparameter,

sondern vor allem besser reproduzierbare und damit zuverlassigere Parameter gesucht.

Zusammengefasst zeigen die Daten dieser Untersuchung, dass GP2 bei ca. 7,2% der
Prostatakarzinome vermehrt exprimiert wird und dass diese Expression insbesondere bei
ERG-negativen Tumoren mit einer ungunstigen Prognose assoziiert ist. Aufgrund der
statistischen Unabhangigkeit der prognostischen Aussage von GP2, sowohl von praoperativ
wie auch postoperativ verfligbaren etablierten klinisch pathologischen Prognosemarkern ware
es denkbar, dass die Untersuchung der GP2-Expression beim Prostatakarzinom diagnostisch
genutzt werden kann. Insbesondere ware es mdglich, dass die GP2 Analyse in Kombination
mit anderen Prognosemarkern eine relevante Ergdnzung zu den bisher routinemaRig

untersuchten klinischen und histologischen Prognoseparametern darstellen kénnte.
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5. Zusammenfassung

GP2 ist ein mit der Sekretion von Muzinen im Zusammenhang stehendes Protein, welches bei
Prostatakarzinomen gelegentlich exprimiert gefunden wird. Zur Klarung der mdglichen
prognostischen Bedeutung der GP2-Expression beim Prostatakarzinom wurde ein Tissue
Microarray bestehend aus 17.747 Prostatakarzinomen immunhistochemisch auf die
Expression von GP2 untersucht. Eine GP2-Expression fand sich bei 1.059 (7,2%) von 14.611
auswertbaren Tumoren. Die GP2-Expression war in 4,9% schwach, in 1,5% maRig stark und
in 0,8% stark ausgepragt. Die Expression von GP2 war signifikant assoziiert mit einem
positiven ERG-Status (p < 0,0001), einem fortgeschrittenen pT-Stadium (p < 0,0001),
Lymphknotenmetastasen (p < 0,0001), einem hohen Gleason-Score (p < 0,0001) und einer
erhéhten Wahrscheinlichkeit eines PSA-Rezidives (p < 0,0001). Eine separate Untersuchung
von ERG-positiven und ERG-negativen Karzinomen ergab flr beide Gruppen eine signifikante
Beziehung zwischen der GP2-Expression und pT-Stadium, hohem Gleason-Score und
ungunstiger Patientenprognose, doch waren diese Beziehungen bei ERG-negativen Tumoren
etwas starker ausgepragt als bei ERG-positiven Tumoren. In der multivariaten Analyse war die
GP2-Expression (p = 0,0092) in ERG-negativen Tumoren unabhangig von allen pra- oder
postoperativ verfigbaren etablierten Prognoseparametern (pT, pN, R-Status, Gleason-Grad).
Der Vergleich des GP2-Status mit elf verschiedenen chromosomalen Deletionen ergab eine
vermehrte GP2-Expression insbesondere in Tumoren mit 8p21 oder PTEN Deletionen, wobei
diese Unterschiede sowohl in ERG-positiven als auch ERG-negativen Tumoren ahnlich
deutlich waren (p < 0,0001). Zusammengefasst zeigen die Daten unserer Studie, dass eine
nachweisbare GP2-Expression in ca. 7,2% der Prostatakarzinome auftritt und mit einer
ungunstigen Prognose assoziiert ist. Angesichts der statistischen Unabhangigkeit der
Prognoserelevanz von GP2, insbesondere in ERG-negativen Tumoren und im Vergleich zu
praoperativ verfugbaren anderen Prognosemarkern erscheint es mdéglich, dass die GP2-
Expressionsanalyse in die Routinediagnostik einflieRen kdénnte, entweder als isolierter
Parameter oder als Teil eines prognostisch relevanten Cocktails bestehend aus mehreren

Antikorpern.
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6. Abstract

GP2 is a mucin secretion-related protein that is occasionally found expressed in prostate
carcinomas. To clarify the possible prognostic significance of GP2 expression in prostate
carcinoma, a tissue microarray consisting of 17.747 prostate carcinomas was examined for
GP2 expression by immunohistochemistry. GP2 expression was found in 1.059 (7,2%) of
14.611 evaluable tumors. GP2 expression was weak in 4,9%, moderately strong in 1,5%, and
strong in 0,8%. GP2 expression was significantly associated with positive ERG status (p <
0,0001), advanced pT stage (p < 0,0001), lymph node metastases (p < 0,0001), high Gleason
score (p < 0,0001) and likelihood of PSA recurrence (p < 0.0001). Separate examination of
ERG-positive and ERG-negative carcinomas revealed a significant relationship between GP2
expression and pT stage, high Gleason score, and unfavorable patient prognosis for both
groups, but these relationships were somewhat stronger (p = 0,0092) in ERG-negative tumors
than in ERG-positive tumors. In multivariate analysis, GP2 expression in ERG-negative tumors
was independent of all established prognostic parameters (pT, pN, R status, Gleason grade)
available pre- or postoperatively. Comparison of GP2 status with eleven different chromosomal
deletions revealed increased GP2 expression particularly in tumors with 8p21 or PTEN
deletions, and these differences were similarly significant in both ERG-positive and ERG-
negative tumors (p < 0.0001). In summary, the data from our study show that detectable GP2
expression occurs in approximately 7,2% of prostate cancers and is associated with an
unfavorable prognosis. Given the statistical independence of the prognostic relevance of GP2,
particularly in ERG-negative tumors and in comparison to preoperative available parameters,
it seems possible that GP2 expression analysis could be incorporated, either as an isolated

parameter or as part of a prognostically relevant cocktail consisting of multiple antibodies.
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7. AbklUrzungsverzeichnis
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