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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Das Prostatakarzinom stellt fiir Méanner das héaufigste Karzinom und die dritthdufigste
Krebstodesursache dar. Entstehung und Progression des Prostatakarzinoms werden
durch eine Reihe von dysregulierten Onkogenen und Tumorsuppressorgenen gesteuert.
Eines der am meisten untersuchten Tumorsuppressorgene ist pS3, welches gemif Lite-
ratur in ca. vier bis 60 Prozent der Prostatakarzinome inaktiviert ist. Eine Inaktivierung
des p53-Gens fiihrt zu Instabilitdt der DNA mit der Gefahr einer Tumorprogression
durch sekundire Verdnderungen anderer Onkogene und Tumorsuppressorgene und eine

gestorte Kontrolle des Zellwachstums.

Die grofle Spanne der publizierten Haufigkeiten von p53-Verianderungen beim Prostata-
karzinom spiegelt die Unsicherheiten in der immunhistochemischen p53-Analyse wider.
In einer vorausgegangenen Arbeit der UKE-Arbeitsgruppe wurden bereits p53-
Alterationen in mehr als 2000 unbehandelten Primirtumoren untersucht, wobei die im-
munhistochemischen Daten durch die Sequenzierung von beinahe 100 Tumoren vali-
diert worden war [336]. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass die effektive
Priavalenz von pS53-Alterationen in unbehandelten Prostatakarzinom-Primédrtumoren
zwischen drei und acht Prozent liegt [336]. Unklar bleibt die Haufigkeit dieser Veridnde-
rungen in Prostatakarzinomvorstufen (prostatische intraepitheliale Neoplasie) und in-
sbesondere in den fortgeschrittenen Tumorstadien, vor allem in Metastasen und hor-
monrefraktiren Karzinomen. Um zu kldren, ob die Héiufigkeit von p53-Veridnderungen
in Friihstadien und fortgeschrittenen hormonrefraktiren Tumoren von der Privalenz in
unbehandelten Primértumoren abweicht, sollen in der vorliegenden Studie Priparate
von prostatischer intraepithelialer Neoplasie (High grade PIN) sowie von metastasierten
bzw. hormonrefraktiren Karzinomen zusammen gesucht werden und immunhistoche-
misch mit dem gleichen Firbeprotokoll wie in der fritheren Studie untersucht werden.
Dadurch soll geklart werden, inwieweit p53-Veridnderungen in der Progression des
Prostatakarzinoms eine Rolle spielen. In einem zweiten Schritt soll die Frage untersucht
werden, ob sich Anhaltspunkte dafiir ergeben, dass p53-inaktivierte Prostatakarzinome
eine gesteigerte genetische Instabilitit aufweisen. Zu diesem Zweck sollen bereits vor-
liegende Daten zu anderen krebsassoziierten Biomarkern (HER2, EGFR, ¢c-MYC) im

Hinblick auf eine Assoziation mit p53-Verianderungen analysiert werden.



2. Das Prostatakarzinom

2.1. Epidemiologie
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Abb. 1: Die fiinf héufigsten Krebstodesursachen in
Deutschland fiir Manner von 1950 bis 2007 [21]

Es handelt sich bei dem Prostatakarzinom um eine Erkrankung des hoheren Lebensal-
ters. Es tritt sehr selten vor dem 50. Lebensjahr auf [35, 285], die meisten Fille finden
sich bei Ménnern zwischen dem 60. und 80. Lebensjahr (75 % der Fille) [312].



Angesichts der stetig steigenden Lebenserwartung in Deutschland und einer Verschie-
bung der Bevolkerungspyramide mit starkem Zuwachs der iiber 60-Jdhrigen (Abb. 2,
im Anhang) zeichnet sich insgesamt eine steigende Pravalenz und daher klinische Re-

levanz des Prostatakarzinoms ab.

2.2. Entwicklung des Prostatakarzinoms

2.2.1. Klinisch-pathologische Karzinogenese

Bei 98 % der primiren malignen Prostatatumoren handelt es sich um Adenokarzinome,
daher beschiftigt sich diese Arbeit nur mit diesem Typ Prostatakarzinom. Die restlichen
2 % entfallen auf seltene Karzinome wie muzindses und intraduktal-papilldres Karzi-
nom, Karzinoid und kleinzelliges Karzinom, Transitionalkarzinom, adenoid-zystisches

Karzinom und Plattenepithelkarzinom [309, 312].

Mormal Proliferative Prostatic Prostate

Prostate Inflammatory Intraepithelial Cancer
Atrophy Meoplasia

Columnar

cells

Basal
cells

N

Inflammatory cells

Abb. 3: Die Karzinogenese des Prostatakarzinoms [262]

Die Abbildung zeigt von links nach rechts: zunédchst normales Epithel der Prostata mit
hochprismatischen Zellen (,,Columnar Cells*) und Basalzellen (,,Basal cells*), daneben
die proliferative inflammatorische Atrophie (,,Proliferative Inflammatory Atrophy*,
PIA) mit verkleinerten, atrophischen Epithelzellen. Weiter rechts sieht man die prostati-
sche intraepitheliale Neoplasie (PIN) mit erhohter Anzahl von Mitosen und vergrof3er-

ten Zellkernen dargestellt. Ganz rechts ist der Durchbruch der malignen Zellen durch
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die Basalmembran und ihr infiltrierendes Wachstum dargestellt - man spricht von einem

Prostatakarzinom.

Es wird vermutet, dass chronische oder rezidivierende Entziindungen der Prostata eine
Rolle fiir die Karzinomentwicklung spielen [85, 116, 138]. Hierdurch entstehende o.g.
atrophische Lisionen der Prostata (PIA); diese werden seit 1999 als Vorstufe der soge-
nannten intraepithelialen Neoplasie der Prostata und des Prostatakarzinoms vermutet
[81, 293, 315, 342]. Die entziindlich-atrophischen Zellgebiete (PIA) scheinen vorwie-
gend in der Peripherie der Prostata aufzutreten, wo auch das Prostatakarzinom am héu-

figsten zu finden ist [81, 102, 315].

Pramaligne Vorlaufer werden unter dem Begriff ,,Prostatische intraepitheliale Neopla-
sie” (PIN) zusammengefasst. Es gibt ,,Jow grade PIN*“ (LGPIN) und ,,high grade PIN*
(HGPIN), wobei LGPIN eine mogliche Vorstufe der HGPIN darstellt. Fiir die klinische
Diagnostik scheint nur HGPIN wichtig zu sein, weshalb sich die Forschung primir dar-
auf konzentriert. PIN ist eine hdufige ,,Erkrankung®, die klinisch bislang nicht erfassbar
ist und erst in der Stanzbiopsie diagnostiziert werden kann. HGPIN verursacht keine
PSA-Erhohung und erzeugt keinen suspekten Ultraschall- oder Tastbefund. Sie entsteht
typischerweise in der peripheren Zone und ist ein Vorldufer der Prostatakarzinome der
Kategorie Gleason > 6. Als moglicher Vorldufer der hochdifferenzierten Prostatakarzi-
nome (Gleason 2-5) wurde frither auch die atypische adenomatdse Hyperplasie (AAH)
angesehen [25]. PIA, HGPIN und das Prostatakarzinom enthalten z.T. dhnliche somati-
sche Genverdnderungen [342]. HGPIN stellt eine pramaligne Vorstufe dar, aus der sich
mit der Zeit ein Prostatakarzinom entwickelt. Sie enthilt progressive Verianderungen
von Phénotyp und Genotyp, wodurch sie dem Prostatakarzinom &dhnlicher ist als dem

normalen Prostataepithel [25].

Die Anzahl der Prostatabiopsien in den USA betrégt ca. 1.300.000 jahrlich. Dabei wer-
den 198.500 neue Prostatakarzinomfille entdeckt; das Auftreten isolierter HGPIN be-
trigt ca. 9 % der Biopsien, was 115.000 neuen Fillen von HGPIN ohne Prostatakarzi-
nom entspricht, die jahrlich diagnostiziert werden [33, 127, 361].

Es wird ein steigendes Volumen der HGPIN mit zunehmendem Alter beschrieben

[295].
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Zur geographischen und ethnischen Verteilung ldsst sich folgendes feststellen: Afroa-
merikaner weisen eine hohere Priavalenz von HGPIN auf als Kaukasier derselben Al-
tersgruppe (50-60 Jihrige, also die Dekade, die der Manifestation der meisten klinisch
diagnostizierten Prostatakarzinoms vorausgeht) [319, 320, 322, 324], was auch die er-
hohte Inzidenz von Prostatakarzinomen bei den 60- bis 70-Jdhrigen dieser Bevolke-
rungsgruppe widerspiegelt [323]. Afroamerikaner haben ebenfalls die hochste Inzidenz
von HGPIN (ca. 50 % hoher als bei Kaukasiern) [12, 111, 319, 320, 324]. Japaner aus
Osaka hingegen haben eine signifikant niedrigere HGPIN-Inzidenz im Vergleich zu US-
Amerikanern und auch die niedrigste Rate klinisch diagnostizierter Prostatakarzinome.
Japaner mit HGPIN haben aber ebenfalls eine erhohte Wahrscheinlichkeit ein Prostata-
karzinom zu entwickeln, so dass HGPIN auch bei Asiaten eine Vorstufe des klinischen

Prostatakarzinoms zu sein scheint [112, 323, 400].

Die kausale Verkniipfung von HGPIN mit dem Prostatakarzinom basiert auf der Tatsa-
che, dass die Privalenz von HGPIN und Prostatakarzinom mit zunehmendem Patienten-
alter steigt und dass das Auftreten von HGPIN dem Prostatakarzinom um weniger als
10 Jahre vorausgeht [317, 318, 320, 324]. Schweregrad und Hiufigkeit des Auftretens
von HGPIN sind bei Prostaten mit Karzinom deutlich ausgeprégter (73 % von 731 Pro-
ben) als bei Prostaten ohne Karzinom (32 % von 876 Proben) [30, 143, 294, 295]. Wird
HGPIN in einer Sechsfach-Nadelbiopsie gefunden, betridgt das Risiko, in nachfolgenden
Biopsien innerhalb von drei Jahren ein Karzinom zu finden, 50 % (28, 29, 31, 112, 268,
321].

PIN ist charakterisiert durch zelluldre Proliferation innerhalb vorbestehender Ginge und
Azini. Dabei kommt es zu zytologischen Verianderungen, die Krebs nachahmen wie z.B.
VergroBerung des Nukleus und Nukleolus. Die Basalmembran ist bei PIN jedoch immer
intakt. Es werden vier Haupttypen der HGPIN beschrieben: “tufting”, mikropapillir,
kribriform und flach. Am héaufigsten findet sich in Prdparaten von radikalen Prostatek-
tomien der “tufting” Typ (in 97 % der Fille), wobei meist mehrere Typen vorliegen.
Bisher hat man keine klinisch relevanten Unterschiede zwischen den verschiedenen
Subtypen gefunden, so dass ihre Unterscheidung bislang nur von diagnostischem bzw.

akademischem Wert ist [111, 320, 322, 324].
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Urologen diskutieren, ob eine medikamentdse Behandlung von HGPIN sinnvoll ist, um
das Prostatakarzinom-Risiko zu reduzieren bzw. eine operative Entfernung des Karzi-

noms zu vermeiden [252, 362].

Das histologische Bild des Prostatakarzinoms ist durch eine durchbrochene Basalmemb-
ran und invasives Wachstum gekennzeichnet [52]. Die Zellkerne sind hyperchromatisch
und pleomorph. Je nachdem, wie stark die Anaplasie der Zellen und wie geordnet die
Driisenarchitektur ist, spricht man von einem hoch oder niedrig differenzierten Prosta-
takarzinom. Weitere Kriterien der Malignitit sind prominente Nucleoli sowie atypische
Mitosen. Zundchst wichst das Prostatakarzinom begrenzt und bleibt intrakapsulér, mit
der Zeit durchbricht es die Kapsel und infiltriert u.a. die Samenbldschen (lokal invasives
Prostatakarzinom). Zudem kommt es nach und nach zu einer Streuung, sowohl lympho-
gen als auch himatogen (Fernmetastasen, z.B. im Knochen) (metastasiertes Prostatakar-

zinom) [312].

2.2.2. Auf molekularer Ebene
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Abb. 4: Ein Modell fiir die Progression des Prostatakarzinoms [123]
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Genetische Pridisposition, oxidativer Schaden und inflammatorische Verdnderungen
sind verbunden mit den frithesten Stufen der Entwicklung des Prostatakarzinoms. Die
Inaktivierung von “caretaker Genen” wie z.B. GSTP1 durch aberrante Promotormethy-
lierung diirfte das Potential fiir neoplastische Verdnderungen erhéhen. Chromosomaler
Verlust und Telomerverkiirzungen diirften ebenso zu genetischer Instabilitidt und der
Progression zum invasiven Karzinom beitragen. Weitere Methylierungen, Verlust der
Funktion von Tumorsuppressorgenen und zusitzliche Mutationen sind mit Metastasen-
bildung und Androgenunabhéngigkeit verbunden.

Gerade in den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Genen identifiziert, die an der
Entstehung von Prostatakarzinomen beteiligt sind [123, 314]. In diesem Rahmen moch-

te ich mich auf einige davon beschrinken.

2.2.2.1. Chromosomale Alterationen

Zunichst folgt ein kurzer Uberblick iiber die bekannten chromosomalen Anderungen.
Zytogenetische und molekulare Untersuchungen haben gezeigt, dass chromosomale De-
letionen besonders hidufig das Y-Chromosom, 7q, 8p, 10q, 13q, 16q und 17p betreffen.
Diese Loci diirften fiir das Prostatakarzinom relevante Tumorsuppressorgene enthalten.
Hiaufige DNA-Sequenzvermehrungen von Chromosom 7, 8q und 11q deuten auf die
Lokalisation von moglichen Onkogenen hin [332]. Zusitzlich werden noch Verinde-
rungen am Androgenrezeptor (AR) beschrieben (Amplifikation in der Region Xqll-
ql3, welche den AR bei Xql2 beinhaltet). Dies scheint fiir die Entwicklung der hor-

monrefraktiaren Form des Prostatakarzinoms von Bedeutung zu sein [310].

2.2.2.2. Einige der betroffenen Gene und deren Bedeutung (dazu Abbildung 4)

2.2.2.2.1. HPC

Das ,hereditary prostate cancer“-Gen HPC 1 befindet sich auf Chromosom 1q24-25
und codiert u.a. fiir RNASEL (2’,5’-oligoadenylate (2-5A) dependent ribonuclease L)
[48, 351, 408]. Ribonuclease L ist eine konstitutiv exprimierte latente Endoribonuclea-
se, die einen Teil der durch Interferon induzierbaren antiviralen und proapoptotischen
Aktivitdaten des angeborenen Immunsystems vermittelt. Zellproliferation and Apoptose

konnen durch RNASEL iiber den durch Interferon regulierten 2°, 5’-oligoadenylate ab-
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hingigen RNA decay pathway reguliert werden. Es wurden bisher mindestens 2 Muta-
tionen gefunden, die RNASEL inaktivieren und moglicherweise fiir familidr bedingte
mit HPC1 verbundene Prostatakarzinomfille verantwortlich sind [49]. Zudem gibt es
Belege fiir Zusammenhinge zwischen seltenen, inaktivierenden Mutationen und hiufi-
geren Missense-Varianten von RNASEL und dem Risiko fiir ein Prostatakarzinom

[307].

2.2.2.2.2. GSTP1-Methylierung

GSTPs steht fiir eine Superfamilie von Enzymen, die eine weite Breite von Xenobiotika
entgiften. Diese Enzyme katalysieren eine nukleophile Attacke von reduziertem Gluta-
thion auf elektrophile Anteile und haben sich als Zellschutzsystem gegen toxische Ef-
fekte herausgebildet. Aberrante Methylierung von regulativen Sequenzen am GSTP1
Lokus ist die hdufigste somatische Genomveridnderung, iiber die fiir das Prostatakarzi-
nom berichtet wurde, und stellt einen frithen Vorgang in der neoplastischen Transforma-
tion dar [181, 214]. GSTP1 Methylierung tritt in ca. 70 % der PIN Lisionen und der
Mehrheit (mehr als 90 %) der Prostatakarzinome auf, aber nicht in normale Prostatage-
webe oder benigner Prostatahyperplasie [214]. Im Gegensatz zur HGPIN oder dem in-
vasiven Karzinom ist bei PIA die Expression der Glutathion S-Transferase © (GSTP1)
hochreguliert, vermutlich als Reaktion auf erhohten oxidativen Stress [82]. In normalem
Gewebe ist die GSTP1 Exprimierung auf die Basalzellschicht beschrinkt, kann aber in
hochprismatischen Epithelzellen, die oxidativem Stress ausgesetzt sind, hochreguliert
werden. Der genaue Mechanismus, wie GSTP1 auf dem Weg von PIA zu PIN methy-
liert und ausgeschaltet wird, ist nicht bekannt, es ist aber moglich, dass die Akkumulie-
rung von genetischen Defekten, die durch GSTP1 Inaktivierung entstehen, einen selek-
tiven Zellwachstumsvorteil ergibt.

Abnormale Genmethylierung wurde mit schlechtem klinischem Outcome von Prostata-
karzinom-Patienten in Beziehung gesetzt und konnte fiir Diagnostik und Prognosestel-
lung niitzlich sein [234]. Quantitative Real-time-Polymerasekettenreaktion zur Methy-
lierungsanalyse des GSTP1 Promoters kann auch verwendet werden, um zwischen nor-
malem hyperplastischen Gewebe und Prostatakarzinom zu unterscheiden [181]. Die
Anwendung dieser Technologie zur Analyse von Prostatabiopsien konnte zusitzliche
klinisch relevante Informationen wie das Tumorvolumen oder das biologische Potential

in sich bergen.
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Die Akkumulierung somatischer Gendefekte und konsekutiver Herunterregulierung
wichtiger “Caretaker Gene* wie dem GSTP1 erhoht vermutlich die zelluldre Anfillig-
keit fiir neoplastische Transformation. Der genaue Mechanismus, wie entziindliche Pro-
zesse zur Initiierung und Progression des Prostatakarzinoms beitragen, ist noch nicht
bekannt. Jedoch sollte der Einfluss von oxidativem Schaden und Inaktivierung von
Aufpassergenen wie dem GSTP1 auf die Tumorentstehung nicht unterschitzt werden.
Die Detektion von GSTP1 Methylierung im Urin konnte eine Anwendungsmoglichkeit
sein, um Patienten in Niedrig- und Hoch-Risikogruppen zur weiteren Uberwachung

bzw. erneuter Biopsie einzustufen [123].

2.2.2.2.3. 8p21-Verlust

Der Verlust der Heterozygotie (Loss of heterozygosity, LOH) unter Einbeziehung des
Chromosoms 8p ist moglicherweise die hdufigste Deletion beim Prostatakarzinom. Die-
ser Verlust wird als ein frithes Geschehen der Prostata-Karzinogenese gesehen, welches
sowohl in PIA als auch in PIN Lisionen zu finden ist (siehe Abb. 4). Das Vorhanden-
sein eines Tumorsuppressorlokus auf dem Chromosom 8p wird von LOH Studien sowie
einer vergleichenden Genomhybridisierungsstudie unterstiitzt, die einen Verlust von 8p
in bis zu 80 % der metastasierten Prostatakarzinome aufwies [56]. Der NKX3.1 Genlo-
kus wurde auf 8p21 gefunden und ist ein guter Kandidat als prostataspezifischer Tu-
morsuppressor. Die Expression von NKX3.1 ist bei der Mausembryogenese der fritheste
bekannte Marker fiir Prostataepithel und wird nachfolgend in allen Stadien der Prostata-
differenzierung exprimiert. NKX3.1 Knockout-Mause haben Defekt bei der Entstehung
der Prostataginge und der Produktion von sekretorischem Protein [23]. Diese Miuse
zeigen dariiber hinaus Prostataepithelhyperplasie und Dysplasie, welche mit dem Alter
zunimmt.

Der bedingte Verlust von NKX3.1 fiihrte bei erwachsenen Méusen zu PIN Lisionen,

was ebenfalls die Rolle dieses Gens fiir die Prostata-Karzinogenese unterstreicht [2].

2.2.2.2.4. AMACR

Der Genlokus fiir das Gen der a-Methylacyl-CoA Racemase (AMACR) wurde auf
Chromosome 5p13 gefunden. Es handelt sich dabei um ein Gen, das im Prostatakarzi-

nom konstant hochreguliert wird [228]. Das Proteinprodukt von AMACR katalysiert die
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Konversion von R zu S-Stereoisomeren verzweigtkettiger Fettsduren, sodass diese mit-
tels B-Oxidation verarbeitet werden konnen. Epidemiologische Studien haben gezeigt,
dass der Verzehr von Milchproduktion und Rindfleisch, welche die Hauptquellen ver-
zweigtkettiger Fettsduren in der Nahrung sind, ein hoheres Risiko fiir ein Prostatakarzi-
nom birgt [200]. Ca. 88 % der mittels Inmunhistochemie analysierten Prostatakarzino-
me zeigten eine stirkere AMACR-Firbung als normales Prostatagewebe [228]. Es fin-
det keine AMACR-Expression in atrophischen Driisen, Basalzellhyperplasien und Uro-
thel oder dessen Metaplasie statt [182]. FEine Auswertung der AMACR-
Proteinexpression in Prostata-Nadelbiopsien wies eine 97 % Sensitivitidt und 100 %
Spezifitit fiir das Auffinden von Prostatakarzinomen auf, was fiir den diagnostischen
Nutzen dieses neu entdeckten Markers spricht [313]. Eine Anzahl genetischer Varianten
von AMACR wurde in der Keimbahn von Patienten mit familiirem Prostatakarzinom
gefunden. Einige dieser Varianten waren mit einem erhohten Risiko fiir die Entstehung

der Krankheit verbunden [420].

2.2.2.2.5. 10g-Verlust

Ein Verlust der Heterozygotie am Chromosom 10q wird hiufig mit fortgeschrittenem
Prostatakarzinom in Verbindung gebracht. Das ,,Phosphatase and tensin homologue*-
(PTEN)-Gen, welches sich auf dem Chromosom 10g23 befindet, kodiert fiir eine Phos-
phatase, welche gegen Protein- und Lipidsubstrate aktiv ist. PTEN kann durch negative
Regulierung des Phosphatidylinositol 3’-kinase/Proteinkinase B/Akt Signalwegs einen
Arrest des G1 Zellzyklus induzieren und ist in Prostatakrebszellreihen und —tumoren
hiufig mutiert oder deletiert [223]. Nicht vorhandene PTEN Expression korreliert mit
hoherem Gleason-Score und fortgeschrittenem Stadium [238]. Obwohl diverse somati-
sche PTEN Verinderungen beschrieben worden sind, ist die Rate einer biallelischen In-
aktivierung von PTEN durch homozygote Deletion oder Mutation signifikant geringer
als die Rate des Verlustes der Heterozygotie [402]. Prostatakarzinompriparate zeigen
hiufig eine verringerte oder nicht mehr vorhandene PTEN-Expression ohne Hinweise
auf Mutationen oder Allelverlust [402]. Die Wiederherstellung der PTEN-Expression
von Prostatakarzinomzellen durch eine Behandlung mit 5-Azacytidine ldsst eine Gen-
Ruhigstellung mittels Methylierung vermuten [402]. Ca. 50 % der PTEN+/-Miuse ent-
wickeln PIN-Liasionen, ein Hinweis dafiir, dass PTEN Haploinsuffizienz abnormale

Zellproliferation zuldsst [88]. Es wurde auch gezeigt, dass PTEN Haploinsuffizienz die
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Prostatakrebsprogression  steigert, wenn Madiuse mit transgenem  Mdéuse-

Prostatakarzinom mit PTEN+/-Miusen gekreuzt wurden [209].

2.2.2.2.6. 13q-Verlust

Beim ,,Retinoblastoma susceptibility“(Rb)-Gen handelt es sich um einen Tumorsupres-
sorgen-Kandidaten, dessen Genlokus sich auf Chromosom 13q befindet und der im Zu-
sammenhang mit der Entstehung des Prostatakarzinoms steht. Mutationen des Rb-Gens
und der Verlust der Genexpression werden fiir 20 % bis 50 % der Prostatakarzinome
beschrieben [74]. Die Wiederherstellung eines funktionierenden Rb-Gens in Prostata-
karzinomzellen, denen die normale Rb-Aktivitit fehlte, ermoglicht deren bestrahlungs-
induzierte Apoptose [34]. Eine fehlende Rb-Expression wird fiir ca. 22 % der Prostata-
karzinome berichtet, obwohl der Verlust der Heterozygotie bei Rb nicht signifikant mit
fehlender Rb-Expression verkniipft ist [67]. Andere Gene, die ebenfalls auf das Chro-
mosom 13q kartiert worden sind, beinhalten BRCA2 und DBM (deleted in B-cell ma-
lignancy) [240]. Das hohe Auftreten eines Verlustes der Heterozygotie auf dem Chro-
mosom 13q beim Prostatakarzinom beeinflusst wahrscheinlich andere mutmaBliche

Tumorsuppressorloki zusitzlich zum Rb-Gen [123].

2.2.2.2.7. RASSF1A-Methylierung

Abnorme Methylierungen des ,ras association domain family protein 1, isoform A
(RASSF1A)“Gens sind verbreitet bei Krebs der Prostata, Nieren, Brust, Leber und Lun-
ge [80]. Das RASSF1A-Gen befindet sich auf Chromosome 3p21. Ein Verlust der Hete-
rozygotie in dieser Region verbunden mit Methylierung und Ruhigstellen des verblei-
benden RASSF1A-Allels ist ein hidufiger Vorgang in der Tumorentstehung. Der
RASSF1A-Promoter liegt in normalem Prostatagewebe unmethyliert vor, wohingegen
die methylierte Form in 60 % bis 70 % der Prostatakarzinome auftritt [208]. Eine
RASSF1A-Methylierung ist auerdem hdufiger in hohergradigen Prostatakarzinomen
als in weniger aggressiven Formen zu finden [227]. Die RASSF1A-Expression kann in
Prostatakarzinomzellen durch die Behandlung mit 5-Aza-2’-deoxycytidine wiederher-
gestellt werden, was fiir einen moglichen Nutzen dieses oder anderer demethylierender

Agenzien zur Reaktivierung durch Methylierung ruhiggestellter Gene spricht [123].
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2.2.2.2.8. p27-Inaktivierung

Das CDKNI1B-Gen befindet sich auf Chromosom 12p12 und kodiert fiir den Zyklin-
abhédngigen Kinaseinhibitor p27. Das p27 Protein reguliert durch seine inhibitorische
Interaktion mit dem Zyklin-E/cdk2-Komplex die Zellzyklusprogression von G1 bis zur
S-Phase. Eine Abnahme von p27 ist hédufig in frithen invasiven Prostatakarzinomen zu
finden und wird mit einem erhohten Risiko fiir einen Riickfall bei Patienten nach radi-
kaler Prostatektomie in Verbindung gebracht [70]. Die Expression von p27 in Prostata-
biopsien korreliert mit dem Gleason-Score und dem endgiiltigen pathologischen Sta-
dium [374]. Der p27-Spiegel kann auch durch PTEN verdndert werden, welches den
Phosphoinositide-3-kinase/Akt-Signalweg negativ reguliert [124]. Substrate der Akt-
Kinase, ,,Forkhead transcription factors® genannt, sind wichtige Effektoren der PTEN-
mediierten Tumorsuppression und in der Lage, Transkription in PTEN defizienten Zel-
len zu aktivieren [258]. Zusitzlich zu den CDKNI1B Verinderungen konnten auch ver-

ringerte p27-Spiegel in Prostatakarzinomen eine Folge von PTEN-Verlust sein [123].

2.2.2.2.9. PSCA-Hochregulation

,,Prostate stem cell antigen* (PSCA) kodiert fiir ein 126 Aminosduren grofes Polypep-
tid, welches ein Homologes der Thy-1/Ly-6 Familie der Glycosylphosphatidylinositol-
verankerten Oberfldchenantigene ist [301]. Erhohte PSCA-Expression wurde in iiber 80
% der Prostatakarzinompréparate, inklusive HGPIN, beobachtet [301]. Sie ist verkniipft
mit einem erhohten Gleason-Score, Tumorstadium und Progression zur Androgenunab-
hiangigkeit [130]. Vermindertes Tumorwachstum, Hemmung von Metastasen und ver-
lingerte Uberlebensraten wurden im Rahmen einer Therapie mit monoklonalen Anti-
korpern in einem Modelsystem beobachtet [316]. Die Ergebnisse dieser priklinischen
Studien sind vielversprechend im Hinblick auf eine potentielle Anwendung einer anti-
PSCA-Immuntherapie bei lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem Prostatakarzi-

nom [123].

2.2.2.2.10. E-cadherin-Funktionsverlust

Die normale Zell-Zell-Adhésion spielt eine wichtige Rolle fiir die Gewebsstruktur und

den Gewebszusammenhalt. E-cadherin ist ein wichtiges Adhédsionsmolekiil in epithelia-
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len Zellen. Aufgrund seiner Funktion wurde es im Sinne eines Verlusts der E-cadherin
gesteuerten Zell-Zell-Adhésion als Prognosemarker beim Prostatakarzinom vorgeschla-

gen [42].

2.2.2.2.11. Androgenrezeptor

Der Androgenrezeptor (AR) ist ein im Zellkern befindlicher Transkriptionsfaktor, der
minnliche Geschlechtssteroide bindet und deren biologischen Effekt in den Zielzellen
durch die Aktivierung der Transkription androgenabhéngiger Gene mediiert. Sein Gen-
lokus wurde auf dem X-Chromosom lokalisiert und enthilt eine Reihe von CAG-
Trinukleotidwiederholungen. Deren Lidnge variiert zwischen einzelnen Individuen. Es
wird angenommen, dass dieser Polymorphismus die transkriptionale Aktivitit des And-
rogenrezeptors beeinflusst [42]. Weniger CAG-Wiederholungen werden mit einem er-
hohten Risiko fiir Tumorentstehung und aggressivere Formen von Prostata- und Brust-
krebs in Verbindung gebracht [413]. Der Entzug von Androgenen oder deren periphere
Blockade ist eine entscheidende Therapieoption des fortgeschrittenen Prostatakarzi-
noms. Nach einer initialen Regression werden viele Prostatakarzinome aber hormonref-
raktdr und schreiten weiter fort. Eine groe Anzahl verschiedener molekularer Vorgin-
ge scheint fiir die Entstehung hormonerefraktirer rezidivierender Tumoren verantwort-
lich zu sein. Viele davon betreffen das AR-Gen und dessen komplexe Signalkaskade
[197]. Mutationen des AR-Gens wurde sowohl bei unbehandeltem als auch hormonref-
raktirem Prostatakarzinom gefunden [396]. Eine Forschergruppe hat gezeigt, dass die
AR-Expression in Adenokarzinomen signifikant geringer ist als in nicht tumorésem
Prostatagewebe [341]. Zudem fand sie eine signifikante Korrelation von progressions-
freiem Intervall und der AR-Expression oder proliferativen Aktivitit. Hohe AR-
Expression sagt demnach eine hohe proliferative Aktivitit und nur kurzes progressions-

freies Uberleben voraus.
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2.3. Klinische Einteilung des Prostatakarzinoms

2.3.1. TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms

Gemil dem “New American Joint Committee on Cancer” (AJCC) und der “Union

Internationale contre le Cancer” (UICC) wird das Prostatakarzinom wie folgt klassifi-

ziert [270, 382] (T=tumor, N=nodes, M=metastasis):

Stadium Definition
Priméartumor
Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fiir Priméartumor
T1 Klinisch nicht fassbarer Tumor, nicht tastbar oder durch bildgebende

Verfahren darstellbar.
T1la: inzidentelles Karzinom, < 5 % des histologischen Resektionspripa-
rates
T1b: inzidentelles Karzinom, >5 % des histologischen Resektionspripa-
rates
T1c: Diagnose durch Nadelbiopsie
T2 Tumor auf die Prostata beschrinkt
T2a: Tumor befillt nur einen Prostatalappen
T2b: Tumor befillt beide Prostatalappen
T3 Tumor breitet sich iiber die Prostatakapsel aus
T3a: extrakapsuldre Ausbreitung (ein- oder beidseitig)

T3b: Tumor infiltriert die Samenblasen

T4 Tumor infiltriert Nachbarstrukturen aufler den Samenblasen
Lymphknotenstatus

NX regionédre Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden

NO kein Anhalt fiir Lymphknotenmetastasen

N1 regiondrer Lymphknotenbefall
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Fernmetastasen

MX Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden
MO kein Anhalt fiir Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

MIla: extraregiondrer Lymphknotenbefall
M1b: Knochenmetastasen

Milc: andere Manifestation

2.3.2. Gleason-Score und -Grading

Abb. 5: Schematische Darstellung des ,,Gleason Grading‘‘-Systems fiir Prostata-

karzinome [383]

Schematische Zeich-
nung der Driisen-
struktur (z.B. Glea-
son-Grad 1 ganz
links, Driisenstruktur

noch gut erkennbar)

Grade von 1 bis 5
analog zu obigem

Driisenschema

Beispiel des histopa-
thologischen As-
pekts des jeweiligen

Grades

Der amerikanische Pathologe Dr. Donald F. Gleason entwickelte 1964 zusammen mit

Mitgliedern der ,,Veterans Administration Cooperative Urological Research Group* ein

System zur Beurteilung der Gewebsarchitektur des Prostatakarzinoms, welches seinen

Namen trigt: den Gleason-Score. Jedes Prostatagewebe wird in HE-Féarbung als
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Schnittprdparat nach diesem Schema histopathologisch untersucht. Darin sind fiinf ver-
schiedene Wachstumsmuster des Adenokarzinoms genau beschrieben und nach steigen-
der Abweichung vom normalen Gewebe von Grad 1 (gering) bis 5 (stark) bewertet. Das
Mal der Bosartigkeit (= Malignititsgrading) eines Prostatakarzinoms bestimmt der
Gleason-Score mit einer Zahl zwischen zwei und zehn, welche der Pathologe im Mik-
roskop an einem Gewebsschnitt ermittelt. Dazu beurteilt er die hdufigste und die zweit-
hiufigste Storung der Gewebsarchitektur des vorliegenden Prostatakarzinoms mehr
oder minder subjektiv auf o.g. Skala und addiert die beiden am hiufigsten vorkommen-
den Grade. Findet sich in einer Tumorprobe nur ein Gleason-Grad, wird dieser einfach
mit sich selbst addiert. Daraus ergibt sich der sog. Gleason-Score. Scores von 2-4 ent-
sprechen einem geringen (G1), 5-7 einem hoheren (G2) und 8-10 einem hohen (G3)
Malignitatsgrad. Problematisch daran ist nicht alleine die mangelhafte interindividuelle
Reproduzierbarkeit von etwa 36 % [366], sondern die Tatsache, dass dieser Score oft
kaum verldsslich an dem nur wenige Millimeter grolen Karzinomherd bestimmt werden
kann - woraus Uberbewertungen im Grad der Bosartigkeit des Prostatakarzinoms resul-
tieren. Hinzu kommt, dass Prostatakarzinome uneinheitlich aufgebaut sind und es vor-
kommt, dass Stanzbiopsien - welche als Zufallsstichproben angesehen werden miissen -
gar nicht den bosartigsten Tumoranteil repridsentieren. Daraus ergeben sich Diskrepan-
zen zwischen den Gleason-Scores der Stanzbiopsien und des Operationsprédparates des

Tumors [162, 167, 290, 291].

2.4. Diagnostik: Digital-rektale Untersuchung, PSA und Biopsie

Das Eintrittsalter in die jdhrliche Friitherkennung liegt bei 50 Jahren; bei 45 Jahren,
wenn eine familidre Belastung besteht. Eine letzte Fritherkennung erfolgt mit 75 Jahren,
bei steigender Lebenserwartung auch spéter. Die digital-rektale Palpation allein ist kei-
ne Fritherkennungsuntersuchung, sie wird durch die Bestimmung des PSA-Wertes
(Prostata-spezfisches Antigen) ergénzt. Vor der ersten PSA-Bestimmung ist die Aufkla-
rung iiber nachfolgend notwendig werdende Mallnahmen wie Biopsie der Prostata, die
Behandlung und deren Risiken notwendig.

Das PSA-Molekiil ist eine vom Prostataepithel gebildete Serinprotease. Im Serum ist
das PSA zu 70-90 % an Proteaseinhibitoren komplexiert gebunden. Die iibrigen 10-30
% liegen in freier, nichtgebundener Form vor [59]. Im Rahmen von Screening-

Untersuchungen wird in der Regel das Gesamt-PSA gemessen, welches sowohl das
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freie als auch das komplexierte PSA quantitativ erfasst. Das Verhiltnis zwischen freiem
und komplexiertem PSA unterliegt dem Einfluss der Dignitidt der Prostataerkrankung.
Bei benigner Prostatahyperplasie (BPH) steigt das freie PSA relativ stiarker an als das
Gesamt-PSA oder das komplexierte PSA. Im Vergleich hierzu findet sich typischerwei-
se bei einem Prostatakarzinom ein wesentlich niedrigerer Anteil an freiem PSA. Dies
erklart, warum die Bestimmung der Quotienten aus freiem und Gesamt-PSA oder
komplexierten und Gesamt-PSA zur Differenzierung zwischen benigner und maligner
Prostataerkrankung von hoherer diagnostischer Bedeutung ist als die alleinige Bestim-
mung des Gesamt-PSA [271, 388]. Der Gesamt-PSA-Bestimmung kommt somit eine
geringe Spezifitit zu. Serielle PSA-Messungen, die Bestimmung von freiem oder komp-
lexiertem PSA sowie die Beriicksichtigung von klinischen Daten konnen die Trenn-
schirfe zwischen benigner Prostatahyperplasie und Prostatakarzinom erhohen. Fiir aus-
sagekriftige Messergebnisse sind neben der Methodenwahl die prianalytischen Bedin-
gungen zum Zeitpunkt der Probennahme sowie die weitere Probenbehandlung von Be-
deutung.

Sowohl nichtmalignes, hyperplastisches als auch malignes Prostatagewebe sezernieren
vermehrt PSA, sodass erhohte Konzentrationen im Serum gefunden werden konnen. Bei
sehr hohen PSA-Konzentrationen ist eine benigne Ursache jedoch zunehmend unwahr-
scheinlich. Ein erhohter PSA-Wert muss vor einer weiteren Diagnostik kontrolliert wer-
den.

Der Schwellenwert von 4,0 ng/ml wird z.Zt. als Indikation zu einer weiteren Abkldrung
mit einer Biopsie unter sonographischer Kontrolle und Antibiotikaschutz gesehen (siehe
auch Tab. 1). Stanzbiopsien werden in den bekannt hiufigsten Tumorregionen, vorwie-
gend also lateral entnommen. Die Anzahl der Biopsien ist abhingig von dem durch
transrektale Sonographie ermittelten Volumen der Prostata, betrdgt aber mindestens
sechs Biopsien. Eine hohere Biopsiezahl verbessert die Diagnose eines Karzinoms. Bei
nicht eindeutigem oder zweifelhaftem bioptischen Befund, fehlendem Karzinomnach-
weis bei gleichbleibendem oder steigendem PSA-Wert, einer HGPIN (prostatische in-
traepitheliale Neoplasie) oder einer ASAP (atypical small acinar proliferation), wird ei-
ne Rebiopsie mit mindestens sechs Gewebeproben innerhalb von sechs Monaten nach
Ausschluss aller intra- und extraprostatischen Storfaktoren vorgenommen. Vor der er-
neuten Biopsie wird zwei Wochen lang ein Antibiotikum gegeben und dann eine erneu-
te PSA-Bestimmung durchgefiihrt, um eine entziindlich bedingte PSA-Erhchung auszu-
schliefen [86, 356].
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Tab. 1: Karzinomfindungsquote in Ab- PSA [ng/ml] Karzinomfindungsrate [% ]
hingigkeit vom PSA-Wert [339]

0,0-0,9 0,2
1,0-1,9 1,3
2,0-2,9 2,2
3,0-3,9 6,3

4,0-9,9 21,7

>10,0 52,1

2.5. Therapie

Die Therapie des Prostatakarzinoms erfolgt in Abhéngigkeit von dessen Stadium. Ein

kurativer Therapieansatz besteht nur bei organbegrenztem Tumorwachstum [177].

2.5.1. Lokal begrenztes Prostatakarzinom

2.5.1.1. Operative Therapie

Das organbegrenzte Prostatakarzinom bildet die klassische Indikation zur radikalen
Prostatektomie. Das hédufigste Operationsverfahren stellt die nervenschonende radikale
retropubische Prostatektomie dar [77]. Von einigen Operateuren wird ein perinealer Zu-
gang favorisiert, wobei hierbei die Lymphadenektomie (Fossa obturatoria) erschwert
bzw. unmoglich ist. Beziiglich der perioperativen Komplikationsraten weisen die im
Vergleich zur offen-chirurgischen Prostatektomie neueren Verfahren, wie die laparos-
kopische oder die roboterassistierte Prostatektomie, vergleichbare Ergebnisse auf [159,

177].

2.5.1.2. Strahlentherapie

Die Strahlentherapie bietet eine alternative Behandlungsmethode fiir operationsunwilli-
ge Patienten oder Patienten, welche aufgrund von Begleiterkrankungen nicht operati-
onsfihig sind. Seit Einfiihrung der dreidimensionalen Bestrahlungsplanungen und der

konformierenden Bestrahlungstechniken konnte hier ein dosisoptimiertes Behandlungs-
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volumen am Tumor unter Wahrung der Toleranzdosen von Risikoorganen wie Rektum,
Harnblase und Harnrhre erreicht werden. Unter der Voraussetzung, dass eine Strahlen-
dosis von mehr als 72 Gy appliziert werden kann, sind die Ergebnisse fiir den Endpunkt
biochemisch rezidivfreies Uberleben nach acht Jahren mit denen der Operation ver-
gleichbar [79, 177, 233].

Alternativ zur perkutanen Strahlenbehandlung erfolgt die Brachytherapie. Ein wesentli-
ches Selektionskriterium ist der PSA-Wert. Giinstiges Selektionskriterium fiir eine
Low-dose-Brachytherapie ist ein PSA von weniger als 10 ng/ml in Verbindung mit ei-
nem Gleason-Score <6 und einer Anzahl von weniger als 50 % positiver Stanzbiopsien.
Klinische Voraussetzung sind eine ungestorte Miktion sowie ein Prostatagewicht von
unter 60 g.

Diskutiert wird auch die adjuvante Strahlentherapie nach vorausgegangener radikaler
Prostatektomie. Die Arbeitsgruppe um Thompson hat eine Steigerung der Rate krank-
heitsfreier Patienten durch adjuvante Strahlentherapie von 48 % auf 67 % belegen kon-
nen [375]. Bestitigt werden die Ergebnisse durch die EORTC-Studie, die bei iiber 1000
Patienten im randomisierten Vergleich ein verlingertes krankheitsfreies Uberleben zu-

gunsten der strahlentherapierten Patienten ermittelt haben [24, 177].

2.5.1.3. Zusitzliche antiandrogene Behandlung

Die Erginzung der Lokaltherapie durch antiandrogene Maflnahmen wird nur fiir selek-
tionierte Patienten empfohlen. Dies trifft fiir die adjuvante Therapie von Patienten mit
lokal fortgeschrittener Erkrankung zu. Eine Indikation zur neoadjuvanten antiandroge-
nen Therapie besteht hingegen nicht.

Die Arbeitsgruppe um Wirth hat die Daten zur adjuvanten Bicalutamidtherapie aktuali-
siert und fiir Patienten mit einem T3-Prostatakarzinom (oder grofler) einen signifikanten
Progressionsvorteil (p<0,001) ermittelt [406].

Hochrisikopatienten mit tumorbefallenen Lymphknoten im Operationsprédparat profitie-
ren quo ad vitam von einer frithzeitig erfolgten Androgendeprivation mit LHRH-
Analoga. Im randomisierten Vergleich betrdgt die korrigierte 10-Jahres-Todesrate 44 %
vs. 12 % zugunsten der frithzeitig therapierten Patienten [244]. Bestitigt werden die Er-
gebnisse durch die EORTC-Studie 30891. Hier ist der sofortige Einsatz einer Hormon-
therapie im Anschluss an die Lokalmalnahme im Hinblick auf das Gesamtiiberleben

mit +11 % giinstiger. Allerdings zeigt sich fiir das krankheitsspezifische und das symp-
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tomfreie Uberleben kein Nachteil fiir die verzogert oder nicht therapierten Patienten
[364]. Gleiches gilt fiir den Einsatz der Hormontherapie nach definitiver Strahlenthera-

pie lokal fortgeschrittener Tumoren [177].

2.5.2. Lokal fortgeschrittenes und metastasiertes Prostatakarzinom

Die Androgendeprivation ist die akzeptierte Behandlung der Tumorerkrankung im fort-
geschrittenen Stadium. Grundsitzlich muss hierbei die Unterbindung der Androgenpro-
duktion von der Hemmung der Androgenwirkung abgegrenzt werden.
Die Moglichkeiten der Unterbindung der Androgenproduktion umfassen:

- die bilaterale Orchiektomie (operative Kastration),

- die Suppression des Luteinisierungshormons (LH; medikamentose Kastrati-

on) durch LHRH-Analoga oder LHRH-Antagonisten,

- die Gabe von Ostrogenen,

- die Gabe von Androgensynthesehemmern.
Im Gegensatz hierzu wird die Hemmung der Androgenwirkung durch eine Blockade der
Androgenrezeptoren erreicht. Man unterscheidet steroidale (z. B. Cyproteronacetat) von
nicht-steroidalen Antiandrogenen (z. B. Flutamid, Nilutamid, Bicalutamid). Hauptunter-
schied ist, dass die nicht-steroidalen Antiandrogene keine weiteren endokrinen Effekte
auslosen, wihrend die steroidalen Antiandrogene durch ihre gestagene Wirkung auch
einen antigonadotropen Effekt entwickeln, der zu einer Senkung der LH-Produktion

fiihrt und damit eine Senkung des Testosteronspiegels herbeifiihrt [177].

2.5.3. Hormonrefraktires Prostatakarzinom

Entwickeln Patienten unter Hormonentzug einen Progress, so bezeichnet man dieses
Stadium als hormonrefraktires oder hormoninsensitives Krankheitsstadium. Im Vorder-
grund der therapeutischen Anstrengungen steht die Lebensqualitédt des Patienten. Diese
wird vornehmlich durch tumorbedingte Symptome wie Knochenschmerzen, Lymph-
0deme insbesondere im Bereich der Beine, Harnstauungsnieren oder eine subvesikale
Obstruktion bei lokalem Tumorprogress im Bereich der Prostata eingeschrinkt. Daher
steht ein symptomorientiertes Vorgehen, wie die palliative transurethrale Resektion der
Prostata (TURP), die einseitige Harnableitung bei Harnstauungsnieren und die

Schmerztherapie im Mittelpunkt der Anstrengungen.
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Die Strahlentherapie hat bei symptomatischen isolierten Knochenmetastasen sowohl
hinsichtlich eines Stabilisierungseffekts als auch zur Schmerzbehandlung einen hohen
Stellenwert. Des Weiteren ist sie, wenn keine neurochirurgische Interventionsmoglich-
keit besteht, bei einer frisch aufgetretenen Querschnittssymptomatik infolge ossidrer Me-
tastasen und bei symptomatischen Hirnmetastasen indiziert [177].

Die Indikation zur systemischen Chemotherapie beim hormonrefraktdren metastasierten
Prostatakarzinom stellt der symptomatische Progress dar. Die Monochemotherapie ist
der Kombinationsbehandlung vorzuziehen. Als das Chemotherapeutikum der ersten
Wahl wird nach Untersuchungen von Tannock und Petrylak die Substanz Docetaxel an-
gesehen [369]. Vergleichbare Ergebnisse sind mit der Kombination von Docetaxel und
Estramustinphosphat erhoben worden. Zudem zeigt sich in der Untersuchung von Petry-
lak, dass auch die Docetaxeltherapie von ausschlieBlich palliativem Charakter ist, da vor
Ablauf von 4 Jahren alle Patienten tumorbedingt verstorben sind [280].

Die Applikation von Bisphosphonaten fiihrt zu einer signifikanten Reduktion der sog.
,»skeletal events*; zusitzlich wird das Auftreten solcher Verdnderungen um ca. sechs
Monate verzogert. In diesem Zusammenhang konnte nachgewiesen werden, dass die
LHRH-bedingte Osteoporose durch die Gabe von Zoledronsédure verhindert werden
kann. Im Rahmen einer Untersuchung an 200 Patienten ist die Knochendichte der mit
Zoledronsdure behandelten Patienten um 4 % im Vergleich zu den nicht mit Zoledron-
sdaure behandelten Patienten angestiegen, wo der Abfall der Knochendichte 2 % betrug
[177].

Bei einmal eingetretener ossdrer Metastasierung und skelettbedingten Komplikationen
ist die Radiotherapie vielfach Methode der Wahl. Die Arbeitsgruppe um Patchell hat die
operative Stabilisierung des frakturierten Knochens mit anschlieender Strahlentherapie
der alleinigen Strahlentherapie randomisiert gegeniibergestellt [276]. Die Studie ist im
Rahmen einer Zwischenauswertung auf der Basis von 101 Patienten abgebrochen wor-
den, da sich im Strahlentherapiearm eine signifikante Verschlechterung mit nur 57 %
Gehfihigkeit der so behandelten Patienten zeigte. Im Vergleich dazu fand sich in der
operierten und adjuvant strahlentherapierten Gruppe eine Mobilitédt der Patienten von 84
%, was einem hoch signifikanten Unterschied zugunsten der primiren Operation mit

anschlieBender Bestrahlung entsprach [177].
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2.5.4. Nachsorge

Die Tumornachsorge erfolgt in allen Krankheitsstadien PSA-gesteuert. Sowohl nach ei-
ner Therapie mit kurativem Ansatz, als auch zur Kontrolle palliativer Therapiekonzepte
dient dieser Marker zur Priifung des therapeutischen Erfolgs. Eine PSA-Bestimmung
nach erfolgter radikaler Prostatektomie macht aufgrund der Halbwertszeit von etwa drei

Tagen erst nach Ablauf mehrerer Wochen Sinn [177].

2.6. Risikofaktoren

Es gibt sehr viele Untersuchungen im Hinblick auf Risikofaktoren fiir die Entstehung
eines Prostatakarzinoms. Im Folgenden mochte ich mich auf einige wenige Faktoren
konzentrieren, fiir die entweder die Datenlage recht ausfiihrlich und ein Zusammenhang
wahrscheinlich ist oder aber eine Assoziation (z.B. funktionsbedingt) annehmbar und

logisch wiire.

2.6.1. Familienanamnese

Eine positive Familienanamnese ist signifikant mit dem Risiko fiir ein Prostatakarzinom
assoziiert, kann aber auch durch eine erhohte Tendenz zur Tumordetektion beeinfluss-
bar sein [36, 50, 71, 75, 78, 97, 105, 117, 122, 128, 183, 186, 193, 203, 217, 225, 355,
360, 363, 405, 415].

2.6.2. Hormone

Androgene beeinflussen das Tumorwachstum von Prostatakarzinomen signifikant und
die Progression von priklinischen zu klinisch signifikanten Stadien diirfte zumindest
teilweise auf einen verdnderten Androgenstoffwechsel zuriick zu fiihren sein. Erhohte
Spiegel von Testosteron und seinen Metaboliten Dihydrotestosteron konnten iiber Jahr-
zehnte zu einem erhohtem Risiko fiir die Entstehung eines Prostatakarzinoms fiihren,
wobei Studien kein einheitliches Ergebnis erbracht haben. Die Hormonspiegel selbst
scheinen unter dem Einfluss endogener, z.B. genetischer sowie exogener Faktoren zu

stehen [118, 132, 144, 172, 239, 250, 251, 282, 389].
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2.6.3. Herkunft und Ethnie

Die herkunfts- und ethnieabhingigen Unterschiede fiir die Entwicklung eines Prostata-
karzinoms konnten drei Faktoren widerspiegeln: unterschiedliche Exposition gegeniiber
Risikofaktoren wie z.B. erndhrungsbedingte Unterschiede, unterschiedliche Detektions-
raten und genetische Unterschiede. Sie scheinen auch den jeweiligen Zugang zu den
Moglichkeiten des Gesundheitssystems sowie ein unterschiedliches Verhalten im Hinb-
lick auf das Ersuchen medizinischer Hilfe und Nachsorge widerzuspiegeln Die hochste
Inzidenzrate der Welt fiir das Prostatakarzinom findet man bei afroamerikanischen

Minnern [1, 71, 131, 152, 157, 242, 283, 284, 404].

2.6.4. Alterungsprozess und oxidativer Stress

Auch ein erhohtes Mall an oxidativem Stress konnte fiir die Entstehung von Prostata-
karzinomen (mit-)verantwortlich sein. Klinische Studien weisen der Einnahme von An-
tioxidantien wie Selen, Vitamin E oder Lycopin (ein Karotinoid, s.u.) eine Schutzfunk-
tion gegen das Prostatakarzinom zu. Das Wissen iiber Zusammenhinge zwischen dem
Alterungsprozess und dem Verhiltnis von Oxidation und Antioxidanz der menschlichen

Prostata ist bisher sehr gering [60, 93, 109, 135, 139, 142, 211, 230, 352, 357, 399].

2.6.5. Ernihrung

Eine grole Auswahl von Erndhrungsfaktoren wurde im Hinblick auf das Prostatakrebs-

risiko untersucht und damit in Verbindung gebracht. Hier einige wichtige Beispiele:

2.6.5.1. Fette

Es zeigt sich eine starke Korrelation zwischen dem Konsum von Nahrungsfetten, insbe-
sondere mehrfach ungesittigten Fettsduren, und der Inzidenz und Mortalitdt von Prosta-
takrebs. Vielleicht resultiert dies aus verdnderten Hormonspiegeln durch Nahrungsfette,
der Wirkung von Fettmetaboliten als Protein- oder DNA-reaktiven Stoffen oder einer
fettinduzierten Erhohung des oxidativen Stresses [125, 137, 150, 199, 213, 299, 308,
401].
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2.6.5.2. Vitamin A

Retinoide, so auch Vitamin A, helfen bei der Regulation der Differenzierung und proli-
feration von Epithelellen. Sie scheinen trotz ihrer antioxidativen Wirkung keinen signi-

fikanten Einfluss auf die Entwicklung eines Prostatakarzinoms zu haben [9, 204, 326].

2.6.5.3. Vitamin C

Vitamin C ist ein Radikalfdnger, aber es scheint keine klare Verbindung zwischen der

Aufnahme von Vitamin C und dem Risiko fiir Prostatakrebs zu geben [83, 231, 414].

2.6.5.4. Vitamin D

Ein Mangel an Vitamin D ist ein potentieller Risikofaktor fiir Prostatakrebs. Die hor-
monelle Form, 1-25-Dihydroxycholecalciferol, inhibiert invasive Ausbreitung und wirkt
gegen die Proliferation sowie Differenzierung des Prostatakrebses [69, 120, 278, 286,
340].

2.6.5.5. Vitamin E

Vitamin E (o-tocopherol) ist ein Antioxidanz, welches das Wachstum von Prostata-
krebszellen durch Apoptose hemmt. Seine tdgliche Einnahme verringerte in einer gro-
Ben klinischen kontrollierten Studie in Finnland das Risiko fiir Prostatakrebs um 32 %

[51, 135, 136, 142, 346].

2.6.5.6. Zink

Die Konzentration des Spurenelementes Zink ist in der Prostata hoher als in irgendei-
nem anderen Korperorgan. Obwohl seine Konzentration bei mit Krebs befallenen Pros-
taten um iiber 90 % verringert ist, konnte noch keine klare Beziehung zwischen dem
Zinkgehalt der Nahrung und dem Risiko fiir Prostatakrebs hergestellt werden [58, 104,
215, 224, 236, 269, 403].
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2.6.5.7. Selen

Bei Selen handelt es sich um ein essentielles Spurenelement, welches bei Tieren durch
virale und chemische Karzinogene induzierte Tumorentstehung hemmt. Eine chemop-
riventive Rolle ist moglich, wobei Belege am Menschen noch weitgehend fehlen [39,

65, 338].

2.6.5.8. Alkohol

Es scheint keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Alkoholkonsum und
dem Risiko fiir Prostatakrebs zu geben [3, 11, 54, 84, 151, 154, 178, 216, 308, 350, 372,
386, 412].

2.6.5.9. Rauchen

Eine positive Korrelation zwischen dem Rauchen von Zigaretten und dem Risiko fiir

Prostatakrebs schient zu bestehen [63, 72, 121, 155, 156, 195, 306].

2.6.5.10. Gemiise der Kreuzbliitlerfamilie

Der Konsum von Gemiise aus der Familie der Kreuzbliitler wie z.B. Brokkoli, Blumen-
kohl und Rosenkohl wird mit einem verringerten Risiko fiir viele Krebsarten assoziiert.
Es scheint aber noch keinen sicheren Anhalt fiir eine solche Wirkung auf den Prostata-
krebs zu geben [61, 179, 192, 390].

2.6.5.11. Lycopin

Lycopin ist das wirkungsvollste Antioxidanz unter den Karotinoiden und ein unverzich-

tbarer Bestandteil von Tomaten und Tomatenprodukten und hat einen signifikanten pro-

tektiven Effekt im Hinblick auf Prostatakrebs [32, 90, 119, 380].
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3. p53, c-MYC, EGFR und HER2

3.1. p53

3.1.1. p53 - Definition

Das p53-Gen liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 (17p13.1) und kodiert fiir
ein 53 kDa groBes, im Zellkern lokalisiertes Phosphoprotein aus 393 Aminosduren [194,
219, 221, 287]. Es wurde im Jahre 1979 unabhiingig voneinander von David Lane und
Arnold Levine entdeckt [210, 226]. Zehn Jahre spiter fand man heraus, dass es sich da-
bei um ein Tumorsuppressorgen und nicht, wie zuvor vermutet, um ein Onkogen han-
delt [107, 287]. Im Jahre 1993 wurde es von der Fachzeitschrift Science sogar zum Mo-
lekiil des Jahres ernannt [202].

Mutationen von p53 gehoren zu den hiufigsten genetischen Veridnderungen bei Krebs
[153, 219] und sind in iiber 50 % der Fille von Kolon-, Lungen-, Brust-, Hirn- und Bla-
senkrebs zu finden [126].

Die urspriingliche, sogenannte Wildtyp-Form dieses p53-Proteins reguliert die Zellpro-
liferation und bewirkt die Apoptose genetisch veridnderter Zellen [4, 289].

Das p53-Protein hat in einer normalen Zelle nur eine kurze Halbwertszeit (fiinf bis ma-
ximal 45 Minuten) und ist einer Detektion mit Nachweisverfahren deswegen unter nor-
malen Fiarbebedingungen meist nicht zuginglich [343].

Verschiedene genetische Verdnderungen am p53-Genlokus fithren zu einer Stabilisie-
rung dieses sonst “kurzlebigen” Proteins, wodurch es z.B. mittels immunhistochemi-
scher Verfahren im Zellkern nachgewiesen werden kann [106].

Die hédufigsten Ursachen fiir einen pS3-Funktionsverlust in einer Zelle sind Mutationen
im p53-Gen selbst. Die vorherrschenden Mutationen sind Punktmutationen (85 %), die
durch den Austausch von einer Base im genetischen Code den Austausch einer Amino-
sdure im resultierenden Protein bewirken (missense mutation) und damit vielfach eine
Strukturdnderung im Protein zur Folge haben. In wenigen Fillen (< 10 %) kommt es
zum Verlust von einer oder mehrerer Basen (Deletion) oder zur Insertion zusétzlicher
Basen. Dadurch treten meist Verschiebungen im Leserahmen auf (nonsense mutations),
sodass bei der Translation entweder kein oder ein stark verdndertes Protein entsteht
[220]. Nahezu alle in menschlichen malignen Tumoren und Systemerkrankungen nach-
gewiesenen Mutationen des p53-Gens sind auf die Exonabschnitte 5-9 beschridnkt und
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haben einen wesentlichen Einfluss auf die DNA-bindenden Eigenschaften des resultie-
renden Proteins [134, 153, 164, 354]. Strukturelle Verinderungen des Proteins in die-
sem Bereich konnen eine Anderung der Bindung der durch p53 regulierten Zielgene
bewirken. Dies fiihrt zu einem Verlust der Regulation oder zu einer Expressionsénde-
rung des entsprechenden Gens mit dem Auftreten geringerer oder auch erhohter Pro-

teinmengen [47, 133].

3.1.2. p53 und das Prostatakarzinom in der Literatur

Grundsitzlich ldsst sich sagen, dass es in der einschldgigen Literatur sehr unterschiedli-
che Angaben sowohl iiber das Stadium der Entwicklung des Prostatakarzinoms, in wel-
chem erstmals p53-Alterationen zu finden ist, als auch iiber die Hiufigkeit des Nach-
weises von p53-Proteins in den verschiedenen Stadien gibt. Die Arbeitsgruppe um Vi-
sakorpi [391] hat 1992 als eine der ersten die Relevanz von p53 als Prognosemarker un-
tersucht und kam zu dem Ergebnis, dass dieser Marker eine kleine, hochmaligne Un-
tergruppe der Prostatakarzinome charakterisiere und wohl ein relevanter Prognosepara-
meter sei. Inzwischen gab es viele weitere Untersuchungen beziiglich der Thematik. Im
Folgenden mochte ich einen kurzen Uberblick iiber die wesentlichen diesbeziiglichen
Arbeiten geben. Die wichtigsten publizierten Daten sind in den Tabellen 2 bis 6 zu fin-

den.
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3.1.2.1. p53 und PIN

Tab. 2: p53 in PIN-Lisionen

Autor, Jahr | Anzahl u. Art | Positiver pS3-| Bezug zu Karzinomen
der Priparate | Nachweis bei

Bettendorf et | 74 PIN 2 % Moderate oder starke Farbung bei

al. 105 gesamt 2 % der PIN und 10 % der Karzi-

2008 [22] nome

Petrescu A et | 30 gesamt gelegentlich | p53-Nachweis deutlich héufiger

al. bei Karzinomen

2006 [279]

Zellweger T | 78 PIN 3,7 % pS3-Nachweis signifikant hoher

et 535 gesamt bei hormonrefraktiren Karzino-

al. (Progressions- men und Metastasen als bei loka-

2005 [416] array) lisierten Prostatakarzinomen (35
% vs. 4 %).

Zeng Letal. | 23 gesamt 4,7 % pS3-Detektion bei 0 BPH, 1

2004 [417] HGPIN-Priparat (stark) und 11
Prostatakarzinomproben (52,4 %)

Vukovic B et | 8 gesamt 25 % (nur in | p53-Nachweis bei PIN mit Karzi-

al. der Nihe von | nom in Nachbarschaft, ansonsten

2003 [395] Karzinomen) | 0 % in benignem Gewebe und
PIN

Al-Maghrabi | 35 (mit P-Ca | 17 % (nur in | 0 % in benignem Gewebe, 17 %

Jet und HGPIN) der Nidhe von | bei HGPIN nahe p53-positivem

al. Karzinomen) | Karzinomgewebe, 20 % der Kar-

2001 [7] zinome

Sasor Aetal. | 10 HGPIN 0 % pS3-Nachweis bei 62,2 % der

2000 [329] 62 gesamt Karzinome

Tamboli P et | 25 56 % p53-Nachweis bei 20 % der BPH,

al. 56% der HG-PIN und 72 % der

1998 [368] Karzinome

Johnson MI | 44 P-Ca 0 % p53-Nachweis selten bei Karzi-

et al. nomen (2/43: 4,6 %)
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1998 [184]

Humphrey 40 (mit P-Ca | 17,5 % an P- | p53-Nachweis bei 7/40 (17,5 %)
PA, Swan- | und PIN) Ca angren- | der Karzinome. Bei diesen Patien-
son PE zend ten auch p53-Nachweis in HGPIN
1995 [161]
Myers RB et | 16 PIN, 78 ge- | 6 % pS53-Nachweis bei 1/16 PIN (6 %),
al. samt (Progres- 3/28 (11 %) lokalisierten Tumo-
1994 [256] sionsuntersu- ren, 9/16 (56 %) metastasierten
chung) Karzinomen und 10/18 (56 %) zu-

gehorigen Lymphknotenmetasta-

sén

3.1.2.2. p53 und das primére Prostatakarzinom

Dies ist wohl die Gruppe, fiir welche der Nachweis von p53-Protein am meisten unter-

sucht wurde. Auch hier zeigt die Literaturanalyse kein einheitliches Ergebnis:

Tab. 3: p53 und das primére Prostatakarzinom

Autor, Jahr |Anzahl u. Art | Positiver p53{ Bezug zu anderen Tumorstadien
der Priaparate | Nachweis bei

Schlomm T | 2516 primire | 2,5 % pS3-Alterationen sind ein unabhén-
et P-Cas giger Prognoseparameter fiir ein
al. PSA-Rezidiv  (Gleason-Score <
2008 [336] 3+4).

Petrescu A et | 30 gesamt 35,2 % / 38,4 | Starker p53-Nachweis bei 6/17
al. % (35,2 %) bei Gleason-Score 5 oder
2006 [279] 6, 5/13 (38,4 %) bei Gleason-

Score >7

Zellweger T | 535 gesamt | 4 % Signifikant hoherer Nachweis bei
et al. (Progressions- hormonrefraktiren Tumoren und
2005 [416] array) Metastasen im Vergleich zu lokali-

siertem Prostatakarzinom fiir Ki67
(64 % vs. 9 %), Bel-2 (11 % vs. 1
%), pS3 (35 % vs. 4 %), Syndecan-
1 (38 % vs. 3 %), EGFR (16 % vs.
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1 %) und HER2/neu (16 % vs. O
%).

Fonseca GN | 150 lokalisier- | 22,9 % / p53-Nachweis bei 22,9 % im Sta-
et al. te Prostatakar- | 42,6 % dium pT2 und 42,6 % im Stadium
2004 [110] zinome pT3
Zeng Letal. | 23 gesamt 52,4 % p53-Nachweis bei 0 % der BPH,
2004 [417] starke Markierung bei 1 HGPIN-
Préaparat (4,7%) und 11 Prostata-
karzinomproben (52,4 %)
Jackson Pet | 77, davon 25 20 % /38 % | pS3-Nachweis bei 0/2 (0 %) norma-
al. 2003 Gleason-Score len Organen, 4/10 (40 %) BPH,
[173] 4-6und 21 5/25 (20 %) Tumoren mit Gleason-
Gleason-Score Score 4-6 sowie 8/21 (38 %) mit
7-9 (Progressi- Gleason-Score 7-9 und 12/19 (63
on) %) Knochenmetastasen
Merseburger | 99 (Karzinom, | 43,3 % pS3-Nachweis bei 42/97 Patienten
AS et al. BPH, PIN) (43,3 %). 18 davon (42,9 %) zeig-
2003 [243] ten im Vergleich zu 23/55 p53-
negativen (41,8 %) ein Rezidiv
Oxley JD et | 120, von 73|66 % (Biop- | Der pS3-Status in Biopsien scheint
al. zusitzlich sien) / 71% | aussagekriftig beziiglich der Prog-
2002 [274] prdoperative (Prostatek- nose, aber wohl im klinischen All-
Biopsien tomien) tag nicht sinnvoll zu sein.
Sasor A et al. | 62 gesamt 62,2 %
2000 [329]
Quinn DI et | 263 primire | 50,2 % pS53-Nachweis bei allen 6 Patienten,
al. Prostatakarzi- die im Studienzeitraum am Prosta-
2000 [297] nome takarzinom verstorben sind. Starker
Zusammenhang zwischen p53-
Nachweis und Rezidiv sowie
krankheitsspezifischer Todesrate.
Johnson MI | 44 P-Ca 4,6 % pS3-Nachweis selten bei Karzi-
et al. 1998 nomen (2/43; 4,6 %)
[184]
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Kuczyk MA | 76 (Progressi- | 24 %

et al. on T1 bis T4)

1998 [206]

Matsushima | 60 (Progressi- | 28 % p53-Nachweis bei 10/36 Proben im

H et al. on Al bis D2) lokalisierten Stadium (bis einschl.

1998 [235] C), in dariiber liegenden Stadien
23/34 Proben

Tamboli P et | 25 72 % p53-Nachweis bei 20 % der BPH,

al. 1998 56% der HG-PIN und 72 % der

[368] Karzinome

Salem CE et | 96 10,4 % p53-Nachweis bei allen 6 positiven

al. 1997 Tumoren auch in PIN

[325]

Mottaz AE et | 100 5 % p53-Nachweis bei 5/100 Tumoren

al. 1997 (5 %). p53-Mutationen in BPH

[253] nicht nachweisbar und selten bei
klinisch lokalisierten Prostatakarzi-
nomen. Nachweis von Mutationen
unterstiitzt die Hypothese eines spi-
ten Auftretens von p53-Mutationen
in der Progression des Prostatakar-
zinoms.

Brooks JD et | 67 lokalisierte, | 29 % Starker p53-Nachweis bei 2/38

al. 1996 [38] | 42 metastasier- Tumoren, schwicher bei 9 weiteren

te Tumoren

Bauer et al. 175 65,1 % pS53-Nachweis korrelierte mit hohe-

1996 [20] rem Stadium, Gleason-Score und
einer hoheren Rezidivrate. Keine
Unterschiede zwischen Weillen und
Dunkelhdutigen (66,7 %/63 %).

Bauer et al. 139 61 % p53-Nachweis assoziiert mit hohe-

1995 [19] rem Tumorstadium und Gleason-

Score. p53 unabhingiger Prognose-

krankheitsfreies

parameter  fiir
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Uberleben und Krankheitsprogres-

sion nach radikaler Prostatektomie

Eastham JA | 86 gesamt, da- | 0 %/ 10 % p53-Nachweis bei 2 der 21 fortge-
et al. 1995 | von 18 primére schrittenen Tumoren; beide hatten
[95] und 21 lokal einen hohen Gleason-Score (8 oder
fortgeschritte- 9) und Tumorbefall der Samenblés-
ne Tumoren chen
Heidenberg | 27 primire, 26 | 22 % pS53-Nachweis bei 16/17 hormon-
HB et al. hormonrefrak- refraktdren Tumoren (94 %), 4/8
1995 [141] tare Tumoren, Metastasen (50 %) und 6/27 Pri-
8 unbehandelte méartumoren (22 %)
Lymphkno-
tenmetastasen
Henke RP et | 73 radikale | 9,6 % / Starker p53-Nachweis bei 7 Tumo-
al. Prostatekto- 49,3 % ren, schwacher bei 27. Korrelation
1994 [145] mien von p53 und fortgeschrittenem Tu-
morstadium, hoherem Gleason-
Score und groBerem Tumorvolu-
men
Myers RB et | 28 P-Ca, 78|11 % pS3-Nachweis bei 1/16 PIN (6 %),
al. gesamt (Prog- 3/28 (11 %) lokalisierten Karzi-
1994 [256] ressionsunter- nomen, 9/16 (56 %) metastasier-
suchung) ten Primértumoren und 10/18 (56
%) zugehorigen Lymphknotenme-
tastasen
Van  Veld- | 33 79 %
huizen PJ et
al.
1993 [387]
Visakorpi T | 137 primére P- | 6 % Starker p53-Nachweis bei 8 der
et al. Cas Tumoren (6 %), schwacher Nach-
1992 [391] weis bei 15 (11 %), kein Nachweis

bei 114 (83 %)

39



3.1.2.3. p53 in Metastasen des Prostatakarzinoms

Die Autoren sind sich zusammenfassend zumeist einig dariiber, dass die hochste Rate an
pS53-Veridnderungen auf der Stufe des metastasierten Prostatakarzinoms zu finden ist. Am
hiufigsten wurden Lymphknotenmetastasen untersucht. Fiir diese finden sich folgende

Zahlen:

Tab. 4: pS3 bei Lymphknotenmetastasen des Prostatakarzinoms

Autor, Jahr |Anzahl u. Art | Positiver p5S3- Bezug zu anderen Tumorstadien
der Priaparate | Nachweis bei
Zellweger T | 535 gesamt | Ca. 19 % Signifikant hoherer Nachweis bei
et al. (Progressions- hormonrefraktiren Tumoren und
2005 [416] array) Metastasen im Vergleich zu lokali-
siertem Prostatakarzinom fiir Ki67
(64 % vs. 9 %), Bcl-2 (11 % vs. 1
%), pS3 (35 % vs. 4 %), Syndecan-
1 (38 % vs. 3 %), EGFR (16 % vs.
1 %) und HER2/neu (16 % vs. 0
%).
Cheng L et 220 Patienten | 58 % p53-Nachweis bei 109/211 Primér-
al. 1999 [55] | mit regionalen tumoren (52%) und 83/144 dazuge-
Lymphkno- horigen Lymphknotenmetastasen
tenmetastasen (58%).
Stapleton 60  Patienten | 30 % pS53-Nachweis hoher bei Metasta-
AM et al. (Primértumo- sen als bei Primdrtumoren: 17/56
1997 [358] ren sowie Me- (30%) Lymphknotenmetastasen,
tastasen) 1/2 (50%) Knochenmetastasen und
2/2 (100%) Lungenmetastasen vs.
6/60 Primartumoren (10 %), deren
Metastasen wiederum alle pS3-
positiv waren
Eastham JA | 86 gesamt, da- | 18,2 % pS53-Nachweis bei 0/18 lokalisier-
et al. von 40 mit da- ten und 2/21 lokal fortgeschrittenen
1995 [95] zugehorigen Tumoren (9,5 %) sowie 4 (8,5%)
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Metastasen

der Primértumoren mit dazugehori-
gen Metastasen und 11 (23 %) der
Metastasen. Dies waren im Einzel-
nen: 8/44 Beckenlymphknotenme-
tastasen, 1/2 Knochenmetastasen
und 1 Lungenmetastase. Alle p53-
positiven Primédrtumoren haben

pS53-positive Metastasen.

Heidenberg | 27  Primadrtu- | 50 % p53-Nachweis bei 16/17 hormon-
HB et al. moren, 26 refraktaren Tumoren (94 %), 4/8
1995 [141] hormonrefrak- Metastasen (50 %) und 6/27 Pri-
tire Tumoren maéartumoren (22 %)
und 8 unbe-
handelte
Lymphkno-
tenmetastasen
Myers RB et | 16 metastasier- | 56 % pS3-Nachweis bei 1/16 PIN (6 %),
al. te Tumoren mit 3/28 (11 %) lokalisierten Tumoren,
1994 [256] 18 zugehorigen 9/16 (56 %) metastasierten Karzi-
Lymphkno- nomen und 10/18 (56 %) zugehori-
tenmetastasen, gen Lymphknotenmetastasen
78 gesamt
(Progressions-
untersuchung)
Aprikian AG | 48  Primiértu- | 7 % / 50 % p53-Nachweis bei 9/48 Primirtu-
et al. moren  sowie moren (19 %), 2/29 Lymphkno-
1994 [13] u.a. 29 tenmetastasen (7 %) und 8/16 Kno-
Lymphkno- chenmetastasen (50 %). 6/10 hor-
tenmetastasen monrefraktdren (60 %) sowie 3/38
hormonsensiblen Tumoren (8%)
waren pS3-positivt
Dinjens WN | 20 Prostatakar- | 15 % Nachweis von p53-Mutationen bei
et al. zinome, 15 10 % der Primartumoren und 15 %
1994 [91] Lymphkno- der Lymphknotenmetastasen
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tenmetastasen

Navone NM
et al.

1993 [261]

92  (Primaértu-
mor und dazu-
gehorige Me-

tastasen)

11 %

pS53-Nachweis bei 1/9 (11 %)

Lymphknotenmetastasen und 2/45
(4,4 %) zugehorigen Primértumo-
ren sowie 18/40 Knochenmetasta-
sen (45%) und 20/87 (23 %) zuge-

horigen Primértumoren.

Zu Knochenmetastasen finden sich folgende Werte:

Tab. 5: pS3 bei Knochenmetastasen des Prostatakarzinoms

Autor, Jahr

Anzahl u. Art

der Priaparate

Positiver p53-

Nachweis bei

Bezug zu anderen Tumorstadien

Jackson P et | 77 gesamt, da- | 63 % pS53-Nachweis bei 0/2 (0 %) norma-

al. von 19 Kno- len Organen, 4/10 (40 %) BPH,

2003 [173] chenmetasta- 5/25 (20 %) Tumoren mit Gleason
sen (Progressi- 4-6 sowie 8/21 (38 %) mit Gleason
on) 7-9 und 12/19 (63 %) Knochenme-

tastasen

Meyers Fl et | 17  Patienten | 59 % p53-Nachweis bei 10/17 Knochen-

al. mit Knochen- metastasen (59%).

1998 [245] metastasen

McDonnell 43  Patienten | 51 % pS3-Nachweis schwach (1+) bei 9

TJ et al. mit Knochen- Fillen, moderat (2+) bei 7 und stark

1997 [237] metastasen (3+) bei 6 Fillen

Stapleton 60 Patienten 50 % pS53-Nachweis hoher bei Metasta-

AM et al. (Primértumo- sen als bei Primértumoren: 17/56

1997 [358] ren sowie Me- (30%) Lymphknotenmetastasen,

tastasen)

1/2 (50%) Knochenmetastasen und
2/2 (100%) Lungenmetastasen vs.
6/60 Primartumoren (10 %), deren

Metastasen wiederum alle pS3-

positiv waren
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tastasen)

Aprikian AG | 48 Primdrtu- 50 % p53-Nachweis bei 9/48 Primirtu-

et al. 1994 moren und u.a. moren (19 %), 2/29 Lymphkno-

[13] 16 Knochen- tenmetastasen (7 %) und 8/16 Kno-

metastasen chenmetastasen (50 %). 6/10 hor-

monrefraktdren (60 %) sowie 3/38
hormonsensiblen Tumoren (8%)
waren pS53-positiv

Navone NM | 92 (Primértu- 45 % pS3-Nachweis bei 1/9 (11 %)

et al. 1993 mor und dazu- Lymphknotenmetastasen und 2/45

[261] gehorige Me- (4,4 %) zugehorigen Primértumo-

ren sowie 18/40 Knochenmetasta-
sen (45%) und 20/87 (23 %) zuge-

horigen Primértumoren.

Studien, die sowohl organbegrenzte Primadrtumoren als auch metastasierte Karzinome un-
tersucht haben, fanden eine hohere pS3-Nachweisrate bei metastasierten als bei nicht me-
tastasierten Primédrtumoren (0 % vs. 8,5 % bei Eastham et al. [95]; 11 % vs. 56 % bei
Myers et al. [256]. Zudem sind Metastasen von p53-positiven Primédrtumoren meist eben-
falls p53-positiv (zu 100 % bei Stapleton et al. [358] und in 56 % der untersuchten Fille
bei Myers et al. [256]).

3.1.2.4. p53 beim hormonrefraktiren Prostatakarzinom

Tab. 6: pS3 beim hormonrefraktiren Prostatakarzinom

Autor, Jahr | Anzahl u. Art | Positiver pS3- Bezug zu anderen Tumorstadien
der Priparate | Nachweis bei

Zellweger T | 535 gesamt 35 % Signifikant hoherer Nachweis bei

et al. (Progressions- hormonrefraktiren Tumoren und

2005 [416] array) Metastasen im Vergleich zu lokali-

siertem Prostatakarzinom fiir Ki67
(64 % vs. 9 %), Bel-2 (11 % vs. 1
%), pS3 (35 % vs. 4 %), Syndecan-
1 (38 % vs. 3 %), EGFR (16 % vs.
1 %) und HER2/neu (16 % vs. 0
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%).
Heidenberg | 27 Primiértu- 94 % pS53-Nachweis bei 16/17 hormon-
HB et al. moren, 26 refraktaren Tumoren (94 %), 4/8
1995 [141] hormonrefrak- Metastasen (50 %) und 6/27 Pri-
tdre Tumoren maéartumoren (22 %)
und 8 unbe-
handelte
Lymphkno-
tenmetastasen
Aprikian AG | 48 Primértu- 60 % p53-Nachweis bei 9/48 Primirtu-
et al. 1994 moren, davon moren (19 %), 2/29 Lymphkno-
[13] 10 hormonref- tenmetastasen (7 %) und 8/16 Kno-
raktir chenmetastasen (50 %). 6/10 hor-
monrefraktaren (60 %) sowie 3/38
hormonsensiblen Tumoren (8%)
waren pS3-positiv

3.1.2.5. pS3-Literaturzusammenfassung und Fazit fiir diese Arbeit

Oben genannte Zahlen sind représentativ fiir die Unsicherheit hinsichtlich der Rolle des

pS53-Proteins als Tumormarker in der Progression des Prostatakarzinoms.

Vielen Autoren gemeinsam ist die Ansicht, dass ein Zusammenhang von p53- und Tu-
morgrad, fortgeschrittenem Stadium, dem Potential zu metastasieren, frithem PSA-
Riickfall und dem Uberleben besteht [27, 37, 55, 66, 205, 245, 272, 279, 298, 373]. An-
dere Studien belegen dies aber nicht [160, 259, 397, 407, 409].

Der mogliche Nutzen von p53 als priadiktiver Marker ist ebenfalls in der Diskussion. Es
wurde unter anderem beschrieben, dass neoplastische Zellen mit pS3-Mutationen resis-
tenter gegen ionisierende Strahlung seien [212]. Zudem wurde p53 als Marker fiir die
Resistenz gegen eine Strahlentherapie oder eine Androgenablation vorgeschlagen [288,
344]. Es wurde spekuliert, dass der p53-Status bei der Vorhersage iiber das Ansprechen

auf eine Hormontherapie helfen konnte [198]. Zudem konnte mutiertes pS3 zu einer
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starkeren Aktivitit des “multidrug resistance protein MRP1” fiihren [365], welches eine

Rolle bei der Therapieresistenz zu spielen scheint.

In einigen der oben erwihnten Studien wurden dhnlich der dieser Arbeit zu Grunde lie-
genden Studie verschiedene Tumorstadien des Prostatakarzinoms anhand groflerer Pa-
tientenzahlen beurteilt. Zwei davon mochte ich hier anfiihren:

Die Gruppe Zellweger et al. [416] untersuchte im Jahre 2005 Prédparate von 535 ver-
schiedenen Patienten mit BPH, PIN, lokalisiertem Prostatakarzinom, metastasiertem und
schlieBlich hormonrefraktirem Karzinom. 443 der Priparate konnten auf das Vorkom-
men von pS3-Protein untersucht werden und ergaben einen pS3-Nachweis bei ca. 1 % der
BPH-Priparate, knapp 4 % der 4 PIN-Priparate, 4 % der lokalisierten Prostatakarzinome,
ca. 19 % der metastasierten Prostatakarzinome und 35 % der hormonrefraktiren Prosta-
takarzinome. Statistisch signifikant war davon laut Autoren nur der Unterschied zwi-
schen den lokalisierten und den hormonrefraktiren Tumoren.

Die Gruppe um Myers et al. [256] untersuchte Priparate von 60 Patienten mit PIN, loka-
lisiertem Prostatakarzinom und Primédrtumoren mit dazugehorigen Lymphknotenmetasta-
sen immunhistochemisch auf p53 und kam auf folgende Werte: 6% der PIN, 11 % der
lokalisierten Karzinome und 56 % sowohl der metastasierten Primédrtumoren als auch der

Lymphknotenmetastasen zeigten einen positiven p53-Nachweis.

3.2. HER2

HER2 gehort, wie auch EGFR, zur erbB-Tyrosinkinase-Rezeptorfamilie. Es wird auch
ERDbB2 oder HER2-neu genannt. Das dazugehorige Gen befindet sich auf dem Genlo-
kus 17g21.1 [255]. Es kodiert fiir eine Tyrosinkinase. Das Protein besitzt keine eigene
ligandenbindende Doméne und kann daher nicht selbst Wachstumsfaktoren binden. Es
verbindet sich stattdessen mit ligandenbindenden Mitgliedern seiner EGFR-Familie und
formt damit ein Heterodimer [260].

Amplifikationen und/oder Uberexpression dieses Gens wurden fiir verschiedene Tu-
morentitdten beschrieben. Am héufigsten findet man HER2-Verdnderungen bei Brust-
krebs, sie kommen aber auch bei Krebs anderer Organe wie z.B. der Harnblase, des
Magens, des Endometriums, der Lunge oder der Ovarien vor [370]. Fiir Brustkrebs mit
nachgewiesener HER2-Positivitit ist inzwischen eine Therapie mit dem anti-HER2-

Antikorper Trastuzumab zugelassen und wird erfolgreich angewendet [87].
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Studien zum Thema von HER2-Amplifikationen oder -Proteinnachweis beim klinischen
Prostatakarzinom zeigen kontroverse Ergebnisse, da die Nachweisangaben von O bis
100 % reichen [129, 207, 419]. Dies ist daher von besonderem Interesse, da HER2-
Veridnderungen als moglicher Faktor fiir die Progression des Prostatakarzinoms disku-
tiert wurde [73]. Exemplarisch hier zwei Studien mit unterschiedlichen Ergebnissen:
Calvo et al. fanden weder eine nachweisbare HER2-Expression noch eine HER2-
Amplifikation in den von ihnen untersuchten 25 hormonresistenten Tumoren [46]. Da-
gegen fand die Gruppe um Zellweger et al. eine signifikant hohe HER2-Expression (16
% bei metastasiertem P-Ca vs. 0 % beim lokalisierten P-Ca) [416]. Dariiber hinaus be-
sagt eine Studie von Craft et al., dass die HER2-Tyrosinkinase die Antwort des Andro-
genrezeptors auf niedrige Androgendosen moduliert, was eine Zielrolle fiir HER2 bei
androgenunabhingigen Prostatakarzinomen bedeuten konnte [73]. Mehrere préklinische
Therapiestudien mit HER2 als Ziel wurden bereits durchgefiihrt [5, 6, 349, 398]. Ande-
re Studien weisen jedoch auf ein Ansprechen auch androgenunabhéngiger Prostatakar-

zinom-Zellen auf eine anti-HER2-Therapie hin [5, 6, 349, 381, 398].

3.3. EGFR

Der EGFR (Epidermal-Growth-Factor-Receptor) wurde bereits 1980 isoliert und cha-
rakterisiert [62]. EGFR ist mit dem Genprodukt des src (Rous Sarcoma Virus), einem
der ersten gut untersuchten viralen Onkogene, das beim Huhn Sarkome induziert, ver-
wandt [57, 68]. Das EGFR-Gen liegt auf Chromosom 7p12 und kodiert fiir ein Protein
mit einer Masse von 185 kDa [410].

Der EGFR (erbB-1, HERI1) ist einer von 4 homologen Rezeptoren, die zur erbB-
Tyrosinkinase-Rezeptorfamilie zusammengefasst werden. EGFR, erbB2 (HER2), erbB3
(HER3) und erbB4 (HER4) sind transmembrane Glykoproteine, die aus einer extrazel-
luldren Ligandenbindungsdomine, einem transmembranen helikalen Segment und der
intrazelluldren TK-Doméne bestehen. Der EGFR wird erst nach Bindung von Liganden
(z.B. EGF oder TGF o) an die extrazelluldire Domine aktiviert. Dadurch kommt es zur
Rezeptordimerisierung mit einem weiteren EGFR-Molekiil (Homodimerisierung) oder
mit einem anderen Mitglied der erbB-Familie (Heterodimerisierung). Der favorisierte
Partner von EGFR zur Heterodimerisierung ist HER2, fiir den bislang keine Liganden
bekannt sind. Die Dimerisierung fiihrt anschlieBend zur Aktivierung der intrazelluldren

Tyrosinkinase und zur Autophosphorylierung. Der aktivierte Rezeptor initiiert dann ei-
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ne Phosphorylierungskaskade in nachgeschalteten Effektormolekiilen, durch die mito-
gene und andere Signale an Zellkern, Mitochondrien oder Zytoskelett geleitet werden
[8]. Die zelluldren Prozesse, die durch die EGFR-Aktivierung eingeschaltet werden,
sind komplex und beinhalten die Aktivierung zahlreicher Signaltransmissionswege wie
beispielsweise den Ras-MAPK- oder den PI3K-AKT-Weg [411].

Die tumorstimulierende Wirkung von EGFR kann iiber unterschiedliche Mechanismen
wie autokrine Stimulation, Uberexpression der Rezeptormolekiile und Mutationen des
Rezeptorgens vermittelt werden [411]. EGFR wird von den meisten Epithelien expri-
miert, dazu gehoren auch die Basalzellen des Prostataepithels [416]. Eine erhohte
EGFR-Expression wurde fiir diverse Tumorarten beschrieben, v.a. bei epithelialen Tu-
moren wie viele Tumorarten an Hals und Kopf, Brust, Lunge, Kolon, Prostata, Nieren,
Zervix, Ovar und Harnblase [94, 169, 170, 191, 304, 305, 327] und fiir einige von ihnen
als Prognosefaktor vorgeschlagen [163].

EGFR hat in letzter Zeit aufgrund seiner Rolle als Ziel fiir medikamentdse Behandlung
stark an Bedeutung gewonnen; auf den EGFR abzielende Therapien sind heute vielver-
sprechende Strategien zur Hemmung des Tumorwachstums. Eine Anzahl von anti-
EGFR-Medikamenten wird derzeit auf ihre Zulassung gepriift oder befindet sich in kli-
nischen Studien [17, 411].

Bei der Behandlung von Lungenkrebs wurde bisher die meiste Erfahrung mit anti-
EGFR-Medikamenten gesammelt. Dort scheint die Anzahl der Patienten, die stark auf
die Medikamente ansprechen, relativ gering auszufallen. Dennoch ist das Ansprechen
bei einigen Patienten mal3geblich; die meisten von ihnen besitzen Mutationen der Exons
18 bis 21 im EGFR-Gen [229]. Kiirzlich wurde auch eine erhohte Anzahl der Genko-
pien als Prediktor fiir das Ansprechen auf anti-EGFR-Therapie vorgeschlagen [17].

In Bezug auf das Prostatakarzinom berichten Studien, in denen als Untersuchungsme-
thode die Immunhistochemie verwendet wurde, iiber eine nachgewiesene EGFR-
Expression zwischen 1 % und 100 % der Fille [89, 345, 416]. Zudem wurde ein Zu-
sammenhang zwischen hoher EGFR-Expression und der Tumorprogression oder der
Entwicklung einer Androgenunabhingigkeit beschrieben [89, 334, 392]. Um die Signi-
fikanz von EGFR-Verinderungen im Prostatakarzinom zu beurteilen und einen mogli-
chen Nutzen von anti-EGFR-Medikamenten bei dieser Krebsart zu untersuchen, wurde
die EGFR-Expression und die Veridnderung der Anzahl der Genkopien bei einer Anzahl

von Prostatakarzinomen kiirzlich von der UKE-Arbeitsgruppe untersucht [335]. Die Er-
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gebnisse fiihren zu der Annahme, dass EGFR eine Rolle in der Progression des Prosta-

takarzinoms spielt.

34.c-MYC

Das c-MYC-Protein hat eine Linge von 439 (p64) bzw. 454 (p67) Aminoséduren und ei-
ne Masse von 48 kDa. Zur MYC-Familie bei Menschen gehoren aufler dem ¢c-MYC
noch n-MYC und I-MYC [15]. Das c-MYC-Gen liegt auf dem Genlokus 8q24.12-
q24.13 [367].

Beim c-MYC-Protein handelt es sich um ein nukleires Phosphoprotein, welches der
Klasse der Helix-Loop-Helix-Leucin-Zipper-Transkriptionfaktoren angehort [149].

Das c-MYC-Protein wird in fast allen proliferierenden Zellen in Gewebe sowohl emb-
ryonischer als auch erwachsener Herkunft exprimiert. Im erwachsenen Gewebe korre-
liert seine Expression mit der Zellproliferation; abnormal hohe Expression findet sich in
einer Vielfalt von menschlichen Tumoren [15].

Diverse onkogene Funktionen des c-MYC-Proteins sind beschrieben worden, wie z.B.
Induktion von Zellzyklusprogression, Immortalisierung, Transformation und Zellwach-
stum. Das c-MYC-Gen ist eines der wenigen Gene, dessen Aktivierung fiir die Immor-
talisierung primédrer Zellen ausreichend ist. Die Immortalisierung ist eine Aufhebung
der in normalen Zellen vorhandenen Limitierung der Proliferationskapazitit auf etwa 50
Zellteilungen (so genanntes Hayflick-Limit) und stellt ein Charakteristikum aller Tu-
morzellen dar [146].

Eine Untersuchung der Zielgene, die diese Effekte letztlich vermitteln und durch den
Transkriptionsfaktor c-MYC induziert werden, zeigte, dass c-MYC neben Genen der
Zellzyklus-Regulation auch Gene induziert, die DNA-Reparatur, Neovaskularisierung,
Protein-Translation/-Abbau/-Faltung, Glykolyse oder Apoptose vermitteln bzw. regulie-
ren [147, 148, 241].

In Abwesenheit von Uberlebensfaktoren induziert die Expression von c-MYC Apopto-
se, welche vom Tumorsuppressorgen-Produkt p53 vermittelt wird [146]. Es ist anzu-
nehmen, dass c-MYC-induzierte Apoptose einen Schutzmechanismus gegen dysregu-
lierte Zellproliferation darstellt [146].

Das Onkogen c-MYC spielt eine bedeutende Rolle in der Entwicklung von verschiede-
nen Malignomen [218]. Dazu gehoren das Burkitt-Lymphom, andere Lymphome,

Brustkrebs, gastrointestinale Tumoren, Melanome, das multiple Myelom sowie die
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myeloische Leukdmie [263]. Bei einigen Tumoren zeigte sich eine prognostische Be-
deutung von c-MYC-Veridnderungen [53, 264, 275, 281], wogegen bei anderen kein Zu-
sammenhang zur Prognose zu beobachten war [277].

Beziiglich der Prostata gibt es schliissige Anzeichen dafiir, dass eine Dysregulation des
c-MYC-Gens in der Tumorentstehung involviert ist, denn sowohl eine Uberexpression
mit positivem Proteinnachweis als auch Amplifikationen des c-MYC-Gens fanden sich
in einer Vielzahl von Studien an Prostatakarzinomen [18, 41, 43, 108, 180, 188, 267,
296, 311].

Vor einiger Zeit wurde in Studien mit einem Mausmodel eine c-MYC-Aktivierung in
hyperplastischen Lésionen in vivo dokumentiert [376]. Ergebnisse dariiber, dass trans-
genische Expression von menschlichem c-MYC in Méauseprostaten zu Lisionen fiihrt,
die menschlicher High-Grade Prostatic Intraepithelial Neoplasia (HGPIN) und Prostata-
karzinomen gleichen [100], unterstiitzen die Hypothese, dass c-MYC ein entscheiden-
des Gen in der Entwicklung des Prostatakarzinom sein kann.

In der Literatur wird zudem eine Assoziation von Amplifikationen des c-MYC Lokus
824 sowohl zu hoheren Gleason-Scores [296] als auch zu einer schlechteren Prognose
[331, 379] beschrieben. Zusitzlich zur Tumorentstehung wird vermutet, dass eine c-
MYC-Dysregulation auch zur Progression des Prostatakarzinoms beitrdgt [180, 331].
Eine Assoziation von c-MYC-Verianderungen mit schlecht differenzierten Tumoren [43,
296], lymphogen metastasierten Tumoren [41, 331], einem schlechten klinischen Er-
gebnis [331] und der Entwicklung einer Androgenunabhéngigkeit nach erfolgter Hor-
montherapie wird beschrieben [41, 188, 267].

3.5. Fragestellung

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Angaben in der Literatur sehr grofle
Schwankungen der Beschreibung von p53-Inaktivierung in den verschiedenen Tumor-
stadien und dessen Vorstufen aufweisen und sehr wenige Studien die gesamte Progres-
sion anhand groflerer Kollektive untersucht haben. Besonders die Vorstufen PIN sowie
das metastasierte und hormonrefraktidre Prostatakarzinom wurden im Vergleich zum lo-
kalisierten Tumor wenig untersucht. Die groBBe Spanne der publizierten Daten spiegelt
die Unsicherheiten in der immunhistochemischen p53-Analyse wider. In einer voraus-
gegangenen Arbeit unserer Arbeitsgruppe wurden bereits p53-Alterationen in mehr als

2000 unbehandelten Priméartumoren untersucht, wobei die immunhistochemischen Da-
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ten durch die Sequenzierung von beinahe 100 Tumoren validiert worden war. Es kann
somit davon ausgegangen werden, dass die effektive Privalenz von p53-Alterationen in
unbehandelten Prostatakarzinom-Primédrtumoren zwischen drei und acht Prozent liegen
diirfte. Unklar bleibt die Haufigkeit dieser Verdnderungen in Prostatakarzinomvorstufen
(prostatische intraepitheliale Neoplasie) und insbesondere in den fortgeschrittenen Tu-
morstadien, vor allem in Metastasen und hormonrefraktiren Karzinomen. Um zu kléren,
ob die Haufigkeit von p53-Verdnderungen in Friithstadien und fortgeschrittenen hor-
monrefraktiren Tumoren von der Pravalenz in unbehandelten Primirtumoren abweicht,
sollen in der vorliegenden Studie Pridparate von prostatischer intraepithelialer Neoplasie
(High grade PIN) sowie von metastasierten bzw. hormonrefraktiren Karzinomen zu-
sammen gesucht werden und zunidchst immunhistochemisch mit dem gleichen Firbe-
protokoll wie in der fritheren Studie untersucht werden. Dadurch soll gekldrt werden,
inwieweit p53-Veridnderungen in der Progression des Prostatakarzinoms eine Rolle
spielen. In einem zweiten Schritt soll die Frage untersucht werden, ob sich Anhalt-
spunkte dafiir ergeben, dass p53-inaktivierte Prostatakarzinome eine gesteigerte geneti-
sche Instabilitit aufweisen. Zu diesem sollen die Priparate zusitzlich auf das Vorkom-
men von Verdnderungen anderer krebsassoziierter Biomarker (HER2, EGFR, ¢c-MYC)
untersucht und die Daten im Hinblick auf eine Korrelation mit dem Vorkommen von

p53-Veridnderungen analysiert werden.
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4. Material und Methoden

4.1. Patientengut und Material

Ziel der Arbeit war es, verschiedene Prostatagewebe im Hinblick auf den Tumormarker
pS53 mittels Tissue-Micro-Array (TMA) und Immunhistochemie (IHC) zu analysieren
und die Gruppen miteinander zu vergleichen. Zudem wurden die p53-Daten mit ver-
schiedenen anderen Biomarkern (HER2, EGFR, c-MYC) verglichen, die bereits friiher
untersucht worden waren. Diese Quellen existierender Daten sind im Einzelnen: HER2:
Minner et al. (accepted); EGFR: Schlomm et al. [335] sowie ¢c-MYC, 8p und 8q: El
Gammal et al. [99].

Zu untersuchen waren benigne Prostatahyperplasie (BPH), prostatische intraepitheliale
Neoplasie (PIN) und Prostatakarzinom der pathologischen Stadien pT2b und pT3b so-
wie von Lymphknotenmetastasen (LK-Metastasen) und hormonrefraktiren Prostatakar-
zinomen (HR-PCa) und zusitzlich Praparate von palliativen transurethralen Prostatare-
sektion (TURP) (Gleason-Score 8 bis 9).

Es wurden hierzu Priparate ausgewihlt, die bis 2007 in der Klinik fiir Urologie des
Universitétsklinikums Hamburg Eppendorf untersucht wurden. Das Alter des in dieser
Arbeit untersuchten Patientenkollektivs lag zwischen 52 und 87 Jahren (Mittelwert: 67
Jahre).

Alle verwendeten Daten u.g. Datenbank entstammen eben dieser Klinik. Die Priparate
(mit Himatoxylin und Eosin gefidrbt (HE-Schnitte)) der in der Datenbank gekennzeich-
neten Prostaten wurden unter dem Mikroskop auf das Vorhandensein von entsprechen-
den Gewebetypen hinsichtlich ihrer Eignung im Rahmen der Fragestellung fiir diese
Studie untersucht. Zu diesen ausgewdihlten und als ideal befundenen Prostatapriparaten
erfolgte im weiteren Verlauf das Zuordnen zugehoriger Paraffinblocke aus dem Archiv

des Institutes fiir Pathologie. Aus diesen Paraffinblocken wurde dann der TMA erstellt.

Die dazu angelegte anonymisierte Datenbank enthilt unter anderem folgende Daten:

- das Alter des Patienten
- die Lokalisation des Gewebestiicks auf dem TMA
- den Gewebetyp

- Gleason-Score einerseits im pathologischen Bericht, andererseits auf dem TMA
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- Untersuchungsergebnisse zu folgenden untersuchten Biomarkern:
e HER 2-Amplifikation (FISH) (Quelle: Paper Minner et al., accepted)
e HER 2-Expression (IHC) (Quelle: Paper Minner et al., accepted)
e EGFR-Amplifikation (FISH) [335]
e p53-Expression (IHC)
e c-MYC-Amplifikation (FISH) [99]

Insgesamt umfasste die Studie folgende Priparate (Gewebetypen und Anzahlen):

- 50 BPH

- 49PIN

- 50 pT2b

- 55pT3b

- 55 Lymphknoten-Metastasen von Prostatakarzinomen

- 43 hormonrefraktire Prostatakarzinome

- 56 fortgeschrittene, palliativ resezierte Prostatakarzinome mit Gleason-Score 8-9

- je zwei Gewebeproben von Herz, Niere, Lunge, Kolonmukosa, Haut,
Lymphknoten, quergestreifte Muskulatur sowie Endometrium als Kontrollpripa-

rate

4.2. Methoden

4.2.1. Tissue-Micro-Array (TMA)

Zur Herstellung eines solchen Tissue-Micro-Arrays wurden oben genannte Paraffinblo-
cke, mit den fiir die Analyse geeigneten Gewebeproben, eingesetzt. Nach der Bewer-
tung auf Eignung des Patientengewebes anhand der HE-Schnitte und dem Heraussuchen
der dazu gehorigen Paraffinblocke erfolgte die TMA-Herstellung. Dazu werden so ge-
nannte Empfiangerblocke gestanzt. Das genaue Erscheinungsbild dieser Empfingerblo-
cke ist nicht exakt festgelegt, sollte jedoch im Sinne einer moglichst einfachen spéteren
Auswertung gewihlt werden. Zur besseren Orientierung, sowohl wihrend des Stanzens
als auch bei der Auswertung wurden die Proben unter Anlage eines Koordinatensystems
in den Block eingebettet. Die mittels einer speziellen Apparatur eingebrachten Proben

hatten jeweils einen Durchmesser von 0,6 mm [187, 201, 337, 347, 348].
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Abb. 6: Herstellung eines TMA ([171], bearbeitet nach [201])

Auf diese Art entstand ein TMA bestehend aus einem Block mit einer Gesamtproben-
zahl von 374 Stanzen. Dieser neu entstandene Paraffinblock konnte nun genau wie
normale Paraffinblocke am Mikrotom geschnitten werden. Die Schnitte wurden auf ei-
nen Objekttriger libertragen und fixiert. Danach war das Anfarben mit dem jeweils ge-
wiinschten Antikorper moglich.

Eine zunichst erstellte HE-Probe der neu hergestellten Blocke wurde unter dem Mik-
roskop auf das Vorhandensein von Tumorgewebe in jeder einzelnen eingebrachten
Stanze (bis auf die Stanzen von PIN und BPH) iiberpriift. Tumornegative Proben aus
den Karzinomgruppen konnten fiir die weitere Auswertung nicht genutzt werden. Erst
dann erfolgte die Untersuchung der gewiinschten Gewebemarker p53, EGFR, HER2
und c-MYC.

Zur Auswertung der Proben wurden auch die Negativkontrollen mit Normalgewebe he-

rangezogen.

4.2.2. Immunhistochemie

Das Prinzip der immunhistologischen Farbung einer Gewebeprobe beruht auf der Bin-
dung von AntikOrpern an ein bestimmtes Antigen (Epitop) iiber eine Antigen-
Antikorperreaktion. Ziel ist es, eine spezifische und starke Bindung zwischen Antikor-
per und Epitop herzustellen. Der Antikorper ist mit einem Erkennungssystem gekoppelt,
das seine Existenz im Priparat sichtbar macht. Durch die verschiedenen Erkennungssys-
teme konnen schon kleine Mengen an Epitop dargestellt werden. Die einzelnen Kom-
ponenten des Erkennungssystems werden iiber mehrere Schritte dem Priparat zugefiihrt.

Der Erfolg der Antigen-Antikorper-Reaktion ist auch von dufleren Faktoren wie zum
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Beispiel Fixierungsart und -dauer, Einbettungs- und Vorbehandlungsmethoden sowie
von Temperatur, Inkubationszeit und dem optimalen Reaktionsmilieu (pH-Wert, Salz-
konzentration) abhingig. Daher ist diese Methode stets mit standardisierten Mengen

und Systemen durchzufiihren [76].

Eine Vorbehandlung der Proben erfolgte iiber das Erhitzen im Autoclaven, sowie iiber
die Nutzung eines Citratpuffers mit einem pH-Wert von 7,8.

Fiir die immunhistochemische Analyse der Priparate dieser Arbeit wurde die sogenann-
te Avidin-Biotin-Complex (ABC)-Peroxidase-Technik angewandt [158]. Hierzu wurden

folgende Antikorper verwendet:

e DOI (Onkogene, 1:3600) zur Darstellung des p53-Proteins

e 34BE12 (MA903) zur Darstellung der Basalzellen im Rahmen der Karzi-
nomdiagnostik

e Fiir den Nachweis von HER2 wurden zwei verschiedene Verfahren verwen-
det: das FDA approved HercepTest kit (DAKO, Glostrup, Denmark) und der
Antikorper NCL-CB11 (Novocastra; Ventanal :450)

Zusitzlich diente das System DAKO bei beiden Antikorpern zur Visualisierung der

immunologischen Farbungen.

In die Antikorperanalyse wurden o.g. Normalgewebe als Negativkontrolle einbezogen.
Fiir die immunhistochemische Analyse der p53-Akkumulation im Zellkern wurden ab-
gesehen von den Gewebetypen BPH und PIN ausschlieBlich Proben mit nachweislich

vorhandenem Prostatakarzinomgewebe verwendet.

Die untersuchten Proben wurden fiir die Fragestellung dieser Arbeit als pS3 positiv ge-
wertet, wenn bei mehr als 1 % der Tumorzellen eine eindeutige Firbung des Kerns
nachweisbar war. Im Rahmen der Auswertung der immunhistochemisch behandelten
TMA-Gewebeproben erfolgte zunéchst eine Beurteilung der Farbeintensitdt der p53-
positiven Stanzen und Einstufung mittels vier Kategorien (0, 1+, 2+, 3+) und danach ei-

ne Eineilung mittels folgendem Score:
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Farbemuster

p53-Score

e Intensitit O

e Intensitit 1+ bei <70 % der Tumorzellen oder

Intensitit 2+ bei < 30 % der Tumorzellen

o Intensitit 1+ bei > 70 % der Tumorzellen oder

Intensitit 2+ bei > 30 und < 70 % der Tumorzellen oder

Intensitit 3+ bei < 30 % der Tumorzellen

e Intensitit 2+ bei > 70 % der Tumorzellen oder

Intensitit 3+ bei > 30 % der Tumorzellen

Negativ

Schwach

Moderat

Stark

Fiir HER2 lagen Tumoren mit bekannter HER2-Positivitét als Positiv- sowie normales

Prostatagewebe als Negativkontrollen vor. Die Auswertung der TMA-Gewebeproben

fiir die HER2-Expression erfolgte wie fiir den verwendeten Test beschrieben [166] in

folgende vier Kategorien:

Farbemuster Score HER-2-Status
e Keine Firbung oder Membranfiarbung 0 Negativ
in weniger als 10 % der Tumorzellen
e Sehr schwache / kaum wahrnehmbare 1+ Negativ
Membranfirbung in mehr als 10 % der
Tumorzellen. Es ist jeweils nur ein Teil
der Zellmembran geférbt.
e Schwache bis maBig intensive Fiarbung 2+ Schwach positiv
der gesamten Zellmembran in mehr als
10 % der Tumorzellen.
® Intensive Fiarbung der gesamten Zellmem- 3+ Stark positiv

bran in mehr als 10 % der Tumorzellen.
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4.2.3. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Fiir die zweifarbige FISH wurden ungefirbte ca. 4 pum dicke formalinfixierte, paraffin-
eingebettete Tumorgewebeschnitte benutzt. Zur proteolytischen Vorbehandlung der Sli-
des wurde ein herkommliches Kit verwendet (Paraffin pretreatment reagent kit; Vysis,
Downers Grove, IL).

Fiir EGFR wurde eine Fluorochrom Spektrum-Orange-markierte EGFR-Probe zusam-
men mit einer Fluorochrom Spektrum-Griin-markierten Zentromer-7-Probe (PathVysi-
on; Vysis) genutzt. Fiir HER2 wurde eine Fluorochrom Spektrum-Orange-markierte
HER2-Probe zusammen mit einer Fluorochrom Spektrum-Griin-markierte Zentromer-
17-Probe (PathVysion; Vysis) und fiir c-MYC eine Fluorochrom Spektrum-Griin-
markierte MYC-Probe (8q24) zusammen mit einer ,,wasserblauen* Zentromer-8-Probe
(Provysion; Vysis) verwendet.

Vor der Hybridisierung wurden die TMA-Abschnitte deparaffinisiert, luftgetrocknet
und in 70 %, 85 % und 100 % Ethanol dehydriert. Darauf folgte die Denaturierung bei
74°C in 70 % Formamid-2xSSC Losung fiir fiinf Minuten. Nach der Hybridisierung, die
iiber Nacht in einer angefeuchteten Kammer bei 37°C erfolgte, wurden die Slides gewa-
schen und mit 0,2 umol/L 4’,6-Diamidino-2-Phenylindol (,,Antifade-Losung®) gegenge-
farbt. Danach wurden fiir jeden Tumor die durchschnittliche Anzahl der Gene und der
Zentromere beurteilt. Eine Tumorgewebeprobe wurde als amplifiziert betrachtet, wenn
das Verhiltnis von EGFR/Zentromer 7 bzw. von HER2/Zentromer 17 bzw. c-
MYC/Zentromer 8 >2 betrug.

Score fiir EGFR-FISH: Ratio EGFR/C7 <1 normal

Ratio EGFR/C7 >1<2 Zunahme (,,gain®)

Ratio EGFR/C7 >2 Amplifikation
Score fiir HER2-FISH: Ratio HER2/C17 <1 normal

Ratio HER2/C17 >1<2 Zunahme

Ratio HER2/C17 >2 Amplifikation
Score fiir c-MYC-FISH: Ratio c-MYC/C8 <1 normal

Ratio c-MYC/C8 >1<2 Zunahme

Ratio c-MYC/C8 >2 Amplifikation
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4.3. Statistik

Die statistische Auswertung der Untersuchungsergebnisse erfolgte mit Hilfe der JMP
5.0.1a Software (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA).

Zur Evaluation der Beziehung zwischen Gewebeart, Tumorstadium und den Ergebnis-

sen der verschiedenen Biomarker-Untersuchungen wurde der Chi-Quadrat-Test ver-

wendet.
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5. Ergebnisse

5.1. pS3-Immunhistochemie

Im Rahmen der mikroskopischen Auswertung erwiesen sich beziiglich der p53-
Immunhistochemie 312 von insgesamt 374 Spots (Gewebestanzen im TMA) als aus-
wertbar. Die restlichen Proben konnten fiir die Auswertung nicht genutzt werden, da sie
entweder kein eindeutiges Prostatakarzinomgewebe enthielten oder Gewebe auf dem
TMA komplett fehlte.

Ein p53-Nachweis (Abb. 7 A und B) fand sich insgesamt bei 38 (11,6 %) der 312 unter-
suchten Proben (Tab. 7). Die Rate positiver Fille erhoht sich drastisch mit der Tumor-
progression (p<0,0001; Abb. 8) und steigendem Gleason-Score (bezogen auf den Glea-
son-Score bei Diagnose p=0,0008, bezogen auf den Gleason-Score auf dem TMA
p<0,0001; Abb. 9).

Abb. 7 A und B: Immunhistochemische Fiarbung anhand von Beispielen p53-

positiver Prostatakarzinome
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Abb. 7 A: Gesamtansicht eines Spots mit Abb. 7 B: Vergroflerung eines p53-po-
pS3-positiven Driisenanschnitten sitiven Driisenanschnitts
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Tab. 7: pS3-Immunhistochemie-Ergebnisse und Tumorphinotyp

Auf dem Analy- p53-IHC-Resultat
TMA (n) | sierbar (n) negativ | positiv p
48
Benignes Gewebe | BPH 50 48 (100%) |0 (0%)
49
PIN 49 49 (100%) |0 (0%)
Priméire Prostata- 40 1
karzinome Stadium pT2b 50 41 (97,6%) | (2,4%)
47 2
Stadium pT 3b 55 49 (95,9%) |(4,1%) |<0,0001
31 6
Metastasen LK-Metastasen |55 37 (83,8%) | (16,2%)
26 9
Therapie Hormonrefraktir |43 35 (74,3%) | (25,7%)
33 20
Sonstige Gleason 8-9 56 53 (62,3%) | (37,7%)
8
5 10 8 (100%) |0 (0%)
19
6 23 19 (100%) |0 (0%)
Gleason-Score 83 6
(path. Diagnose) |7 112 89 (93,3%) | (6,7%) |<0,0001
7
8 10 10 (70,0%) |3 (30%)
53 27
9 87 80 (66,3%) |(33,8%)
45 1
343 46 46 (97,8%) | (2,2%)
35 2
3+4 37 37 (94,6%) |(5,4%)
18 2
Gleason-Score auf | 4+3 20 20 (90,0%) | (10,0%) | <0,0001
dem TMA 37 9
4+4 46 46 (80,4%) |(19,6%)
16 12
4+5 28 28 (57,1%) |(42,9%)
11 12
5+4 23 23 (47,8%) |(52,2%)
27
Gleason-Score <6 33 27 (100%) |0 (0%) |0,0008
(path. Diagnose) 143 36
>7 202 179 (79,9%) |(20,1%)

59




Abb. 8: p53-Status und Tumorprogression
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Abb. 9: p53-Status und Gleason-Score auf dem TMA
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5.2. Andere Biomarker (Parameter der genetischen Instabilitéit)

5.2.1. HER2

5.2.1.1. HER2-Immunhistochemie

Die HER2-Immunhistochemie (Abb. 10) zeigte bei 20 von 312 analysierbaren Proben
(6,4 %) eine HER2-Positivitit. Hieraus ergab sich eine statistisch signifikante Zunahme
HER2-positiver Gewebeproben in der Progression von BPH iiber PIN bis hin zu Prosta-
takarzinomen der Stadien pT2b und pT3b (p<0,0001; Tab. 8). Diese Ergebnisse zeigen
eine Assoziation zwischen HER2-Veridnderungen und der Tumorprogression des Pros-

tatakarzinoms.

Abb. 10 A und B: Immunhistochemische Firbung anhand von Beispielen schwach

HER2-positiver Prostatakarzinome (Pfeile: membranose Anfiarbung)

‘:f m-x &

. : B
Abb. 10 A: Gesamtansicht eines Spots mit Abb. 10 B: Vergrofierung eines HER2-
HER2-positiven Driisenanschnitten positiven Driisenanschnitts
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Tab. 8: HER2-IHC-Ergebnis und Tumorprogression

Gewebe- | BPH PIN (pT 2b|pT 3b |Lymph Hormon- |Gleason [Summe
typ |(Angaben kno- |refrakti- [8-9 (n)
jeweils tenme- re Tumo-
absolut tasta- |ren
HER2- und rela- sen
Status tiv)
0 48 49 41 49 26 30 49 292
100% 100% |100% [100% |70,3% |85,7% 92,5% 1(93,6%)
1+ 0 0 0 0 10 1 2 13
0% 0% 0% (0% [27% |2,9% 3,8% (4,2%)
2+ 0 0 0 0 0 1 1 2 (0,6%)
0% 0% 0% [0% |0% 2,9% 1,9%
3+ 0 0 0 0 1 3 1 5 (1,6%)
0% 0% 0% (0% |2,7% |8,6% 1,9%
Summe |48 49 41 49 37 35 53 312
(n)
p<0,0001

5.2.1.2. HER2-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

In der HER2-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung fand sich eine relative HER2-Gen-

Vermehrung bei 11 von 295 analysierbaren Proben (3,7 %). Es fand sich tendenziell ei-

ne Zunahme der Anzahl aberranter Fille mit den Stadien der Tumorprogression

(p=0,0723). Mit Ausnahme von einer einzelnen BPH-Probe zeigten alle weniger malig-

nen Stadien keinerlei Veridnderungen der Anzahl der entsprechenden Genkopie (Tab. 9).

In einem Fall lag formell eine Genamplifikation vor (1-2 Zentromer, 3-4 HER2-

Signale).

Tab. 9: HER2-FISH-Ergebnis und Tumorprogression

Gewebe- |BPH PIN |pT2b [pT3b (Lymph | Hormon- |Gleason |Summe
typ |(Angaben kno- |refrakti- |8-9 (n)
jeweils tenme- [re Tumo-
absolut tasta- |ren
HER2- und rela- sen
Status tiv)
normal 46 43 41 48 34 30 42 284
97,9% 100% (100% |[100% |91,9% |96,8% 87,5% ((96,3%)
Zunahme |1 0 0 0 3 1 5 10
(,,gain*) |2,1% 0% 0% |0% |(8,1% |3,2% 10,4% |(3,4%)
Amplifi- [0 0 0 0 0 0 1 1(0,3%)
kation 0% 0% 0% |0% |0% 0% 2,1%
Summe |47 43 41 48 37 31 48 295
(n)
p=0,0723
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5.2.2. EGFR-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die EGFR-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung zeigte bis auf eine einzelne Probe (0,3
%) aus einer Lymphknotenmetastase keinerlei Zunahme von EGFR-Signalen im Ver-
gleich zu der Anzahl der Kopien von Chromosom 7 in 297 analysierbaren Proben

(p=0,6510; Tab. 10).

Tab. 10: EGFR-FISH-Ergebnis und Tumorprogression

Gewebe- |BPH PIN |pT2b [pT3b (Lymph | Hormon- |Gleason |Summe
typ |(Angaben kno- |refrakti- |8-9 (n)

jeweils tenme- [re Tumo-
absolut tasta- |ren

EGFR- und rela- sen

Status tiv)

normal 47 47 40 45 36 33 48 296
100% 100% [100% [100% (97,3% |100% 100% (99,7%)

Zunahme |0 0 0 0 1 0 0 1 (0,3%)
0% 0% 0% |0% [2,7% |0% 0%

Amplifi- [0 0 0 0 0 0 0 0

kation 0% 0% (0% |0% |0% 0% 0% (0%)

Summe |47 47 40 45 37 33 48 297

(n)

p=0,6510

5.2.3. ¢c-MYC-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die c-MYC-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung zeigte bei insgesamt 13 von 268 Proben
(4,9 %) eine relative c-MYC-Vermehrung. Darunter waren vier Tumoren mit Amplifi-
kationen. Die genauen Befunde dieser Tumoren waren 2 Zentromer-8- und 4-8 c-MYC-
Signale, 2 Zentromer- und 10-20 c-MYC-Signale sowie in zwei Fillen 2 Zentromer-
und 5-10 c-MYC-Signale. Die Zunahme von c-MYC-Aberrationen ist mit der Tumor-
progression statistisch signifikant (p=0,0068; Tab. 11).

Tab. 11: c-MYC-FISH-Ergebnis und Tumorprogression

Gewebe- | BPH PIN (pT2b |pT3b [Lymph Hormon- |Gleason |[Summe
typ |(Angaben kno- |refrakti- |8-9 (n)

jeweils tenme- re Tumo-
absolut tasta- |ren

c-MYC- |und rela- sen

Status tiv)

normal |43 36 33 41 29 26 47 255
100% 100% [97,1% [100% |80,6% |89,7% 95,9%  {(95,1%)

Zunahme |0 0 0 0 5 2 2 9 (3,4%)
0% 0% 0% |0% [13,9% |6,9% 4,1%
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Amplifi- [0 0 1 0 2 1 0 4(1,5%)
kation 0% 0% |29% (0% |5,6% |3,5% 0%

Summe |43 36 (|34 |41 |36 29 49 268

(n)

p=0,0068

5.2.4. p53 und Parameter der genetischen Instabilitit

Trotz der teils statistisch signifikanten Einzelergebnisse ergab sich bei keinem der un-
tersuchten Marker eine statistisch signifikante Beziehung zum p53-Status (Daten und p-
Werte in Tab. 12). Die Beziehung der einzelnen untersuchten Biomarker zur Tumor-

progression und im Vergleich zueinander ist in Abbildung 11 zusammengefasst.

Abb. 11: Untersuchte Biomarker und Tumorprogression (Zusammenfassung)
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Tab. 12: p53-Ergebnisse und untersuchte Biomarker

53-Inten- negativ schwach |moderat |stark
sitit
IHC (Angaben je-
Andere weils absolut
Biomarker und relativ)
1. HER2- negativ 259 (94,5%) |11 (78,6%) |13 (86,7%) |9 (100%)
IHC
p=0,5552 schwach 10 (3,7%) 2 (14,3%) |1 (6,7%) 0 (0%)
moderat 2 (0,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
stark 3(1,1%) 1 (7,1%) 1(6,7%) 0 (0%)
2. HER2- normal 249 (96,9%) |13 (100%) |13 (86,7%) |8 (88,9%)
FISH
p=0,5159 Zunahme 7 (2,7%) 0 (0%) 2(13,3%) |1 (11,1%)
Amplifikation |1 (0,4%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
3. EGFR- normal 259 (100%) 12 (92,3%) |15 (100%) |9 (100%)
FISH
p=0,0968 Zunahme 0 (0%) 1(7,7%) 0 (0%) 0 (0%)
Amplifikation [0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4.c-MYC- |normal 222 (95,7%) |12 (92,3%) |13 (92,9%) |8 (88,9%)
FISH
p=0,7248 Zunahme 6 (2,6%) 1(7,7%) 1(7,1%) 1(11,1%)
Amplifikation (4 (1,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
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6. Diskussion

6.1. Technik

6.1.1. Tissue-Micro-Array

Mit der Tissue-Micro-Array-Technik (TMA) lasst sich eine hohe Fallzahl schnell und
standardisiert mittels in situ Methoden untersuchen [187, 201, 249, 266, 337].
Besonders vorteilhaft fiir die praktische Anwendung dieser Methode im Vergleich zur
Untersuchung von Standardschnitte ist eine gute Kosteneffizienz sowie eine enorme
Zeitersparnis, bedingt durch die hohe Anzahl an Gewebeproben, die gleichzeitig be-
trachtet werden konnen. Auf einem neu erstellten Paraffinblock findet eine grofe An-
zahl an Gewebestanzen Platz, deren Auswertung in kurzer Zeit moglich ist [41, 187].
Ein potentieller Nachteil dieser Methode, vor allem in Hinblick auf das heterogene
Wachstum des Prostatakarzinoms, ist die Grofle der entnommenen Proben (0,6mm). In
diesem Zusammenhang stellt sich daher die Frage, inwieweit derart kleine Proben ein
reprisentatives Ergebnis liefern konnen. Viele Studien konnten mittels TMA aber etab-
lierte Zusammenhinge zwischen molekularen Markern und klinischen Parametern be-
stiatigen [10, 16, 40, 41, 248, 254, 265, 303, 384]. Eine Studie, welche das Vorkommen
von p53 an iiber 500 Mammakarzinomen untersuchte und dabei die Ergebnisse des
TMA mit den Ergebnissen in Standard-Histologiepriparaten verglich, konnte sogar zei-
gen, dass der Informationsgehalt in Bezug auf die prognostische Bedeutung trotz einer
geringeren Anzahl an p53-positiven Féllen in den TMA-Proben groBer war als in den
Standard-Histologiepréiparaten [378].

Die UKE-Arbeitsgruppe Schlomm et al. hat mittels TMA an 2497 Prostatakarzinomen
EGFR- [335] bzw. an 2514 Organen p53-Veridnderungen [336] untersucht. Dabei lie3
sich eine EGFR-Expression bei 18 % der Karzinome nachweisen, welche signifikant
mit hohem Gleason-Grad, fortgeschrittenem Tumorstadium und hohem Risiko fiir ein
PSA-Rezidiv assoziiert war. Eine erhohte Anzahl an EGFR-Genkopien fand sich in 3,3
% der untersuchten Tumoren. Diese war mit der Nachweisrate des EGFR-Proteins, ho-
hem Gleason-Grad und fortgeschrittenem Tumorstadium assoziiert. Ein positiver
Nachweis von p53 war mit dem Vorkommen von Mutationen der Exons 5-8, fortge-
schrittenem pathologischem Tumorstadium, hohem Gleason-Grad, positivem Schnitt-

rand sowie frithem biochemischem Tumorrezidiv assoziiert.
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Auch fiir diese Arbeit erweist sich, basierend auf oben genannten Ergebnissen, der Tis-

sue-Micro-Array als geeignete Methode.

6.1.2. Immunhistochemie zum Nachweis des p53-Proteins

Mit der Verwendung immunhistochemischer Verfahren zur Determinierung des Vor-
kommens von p53 nutzen wir eine Untersuchungstechnik, die heutzutage zur Routine-
diagnostik zihlt, da sie vergleichsweise einfach und mit relativ wenig Aufwand durch-
zufiihren ist.

Die Moglichkeit eines Nachweises des p53-Proteins mittels der Immunhistochemie ist
in der Regel aufgrund einer Mutation im p53-Gen moglich, welche zu einer verlanger-
ten Halbwertszeit des p53-Proteins fiihrt [219].

Problematisch fiir die Auswertung ist in diesem Zusammenhang, dass nicht alle Muta-
tionen tatsdchlich zur vollstdndigen Ausbildung eines Proteins fiihren, sondern in eini-
gen Fillen zum Beispiel ein Stopcodon entsteht, das zu einem vorzeitigen Abbruch der
Proteinsynthese fiihrt, sodass kein Protein gebildet wird. Dadurch kann der Anteil des
nachweisbaren p53-Vorkommens trotz Mutation verringert sein.

Des Weiteren ist eine Identifizierung einer abnormen p53-Akkumulation mittels Im-
munhistochemie schwierig, da das Protein auch physiologischer Weise sowohl in nor-
malen als auch in Tumorzellen exprimiert wird, wobei es dann eine kiirzere Halbwerts-
zeit hat [219].

Zudem konnen IHC-Protokollverdnderungen zu deutlichen Schwankungen der Ergeb-
nisse fithren [336]. Dies bedeutet, dass je nach Zusammensetzung des Patientenkollek-
tivs eine ganze Bandbreite von Werten beziiglich der p53-Detektion (von nahezu keiner
bis anndhernd 100 % der Proben) moglich ist. Die Wahl des IHC-Protokolls hat daher

entscheidenden Einfluss auf die Resultate von p53-Untersuchungen.

Trotz dieser einschrinkenden Aspekte haben verschiedene Studien, die sich mit der
immunhistochemischen p53-Analyse tumorbefallener Gewebeproben beschéftigt haben,
gezeigt, dass dieses Verfahren bei vorsichtiger Protokollentwicklung und adiquater
Interpretation der Daten geeignet sein kann [325]. In Ermangelung eines besseren Ver-
fahrens fiir die Untersuchung grofer Kollektive zeigte sich die Immunhistochemie fiir

diese Untersuchung als Methode der ersten Wahl.
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6.2. p53

Ebenso haben auch Sasor et al. [329] sowie Johnson et al. [184] keinen p53-Nachweis
in Proben von PIN nachweisen konnen. Die von uns gefundenen Anteile p53-positiver
lokalisierter Prostatakarzinome (Stadien pT2b und pT3b) werden u.a. durch die Arbei-
ten von Zellweger et al. (4 %) [416] sowie Mottaz et al. (5 %) [253] unterstiitzt. Der ge-
fundene Anteil p53-positiver untersuchter Lymphknotenmetastasen dhnelt den Werten
folgender Untersuchungen: 11 % bei Navone et al. [261], 15 % bei Dinjens et al. [91],
17 % bei Visakorpi et al. [391] sowie ca. 19 % bei Zellweger et al. [416].

In der Literatur werden zum Teil hohere Anteile p53-positiver Proben der unterschiedli-
chen Tumorstadien beschrieben. Bei Zellweger et al. [416] zeigten ca. 1 % der BPH-
Préparate sowie knapp 4 % der 4 PIN-Préparate einen p53-Nachweis. Bei Bettendorf et
al. [22] fanden sich 2 % p53-positive PIN-Proben, bei Zeng et al. [417] in 4,7 %, bei
Myers et al. [256] in 6 % der Fille und bei Tamboli et al. [368] sogar in 56 % der unter-
suchten PIN-Lisionen.

Ein deutlich hoherer Wert fiir pS3-positive lokalisierte Prostatakarzinome fanden sich
mit 28 % der Proben bei Matsushima et al. [235]. Fonseca et al. [110] fanden bei 22,9 %
der untersuchten Prostatakarzinome im Stadium pT2b und 42,6 % im Stadium pT3 ei-
nen Nachweis von p53.

Fiir Lymphknotenmetastasen finden sich hidufig hohere Raten p53-positiver Proben als
der von uns gefundene Wert: 23 % bei Eastham et al. [95], 30 % bei Stapleton et al.
[358], 50 % bei Heidenberg et al. [141] und Effert et al. [98], 56 % bei Myers et al.
[256] und 58 % bei Cheng et al. [55].

Beziiglich hormonrefraktirer Tumoren finden sich in der Literatur zumeist hohere Wer-
te (35 % bei Zellweger et al. [416], 60 % bei Aprikian et al. [13] und 94 % bei Heiden-
berg et al. [141]); palliativ resezierte Prostatakarzinome werden anderweitig nicht ge-
sondert aufgefiihrt.

Uberhaupt wird hiufig bei Studien zum p53-Nachweis beim Prostatakarzinom keine
Unterscheidung der verschiedenen Tumorstadien vorgenommen und nur ein Gesamt-
wert fiir alle untersuchten Proben und Stadien angegeben. Diese Zahlen sind daher am
ehesten mit dem von uns ermittelten Wert von 11,6 % p53-positiver Proben insgesamt
vergleichbar. Salem et al. [325] fanden einen sehr dhnlichen Wert. Viele Studien weisen

jedoch hohere Zahlen auf: 24 % bei Kuczyk et al. [206], 43,3 % bei Merseburger et al.
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[243], 50,2 % bei Quinn et al. [297], 61 % und 65,1 % bei Bauer et al. [19, 20], 71 %
bei Oxley et al. [274] und sogar 79 % bei Van Veldhuizen et al. [387].

Urséchlich fiir die teilweise doch stark differierenden Angaben zum Nachweis von p53
bei den untersuchten Prostatakarzinomen ist in erster Linie die Methodik. Analog den
Untersuchungen fiir HER2 bei Brustkrebs mittels Immunhistochemie [333] gilt auch fiir
immunhistochemische Untersuchungen anderer Tumorentititen mit anderen Markern,
dass unterschiedliche Methoden beziiglich der Gewebefixierung (insbesondere mit
Ethanol) und der Antigensuche zu falschen Ergebnissen fithren konnen [175, 176]. Zu-
dem konnen wohl auch Gewebeschidden sowie die Verwendung nicht frischer Schnitte
die Ergebnisse verdndern [246, 333]. Dariiber hinaus lédsst die Intensitdt der immunhis-
tochemischen Markierung auf den Prdparaten mit der Dauer der Schnittlagerung nach
[174]. Abgesehen von der Durchfiihrung weist auch die Auswertung immunhistochemi-
scher Untersuchungen Fehlerquellen auf. An erster Stelle steht hierbei die Subjektivitit
der Beurteilung der untersuchten Proben. Selbst dann, wenn die Auswertung automati-
siert durchgefiihrt wird, unterliegt die Auswahl der zu untersuchenden Gewebeaus-

schnitte der subjektiven Auswahl durch einen Menschen [333].

Eine weitere Ursache fiir die teilweise sehr unterschiedlichen Raten p53-positiver Prosta-
takarzinome in der Literatur stellt die Stadienzusammensetzung der einzelnen Studien
dar. Ein Zusammenhang von positivem p53-Nachweis und dem Tumorgrad, fortgeschrit-
tenem Stadium, und dem Potential zu metastasieren wird beschrieben [37, 55, 205, 245,
272, 298]. Dies hei3it beziiglich der Stadienzusammensetzung, dass eine Studie mit einer
hohen Anzahl frither Tumorstadien bzw. sogar Vorstadien (PIN) eine deutlich geringere
Rate p53-positiver Proben enthilt als eine Studie, in der viele fortgeschrittene Prostata-
karzinome und Metastasen untersucht werden. Die meisten Untersuchungen beziehen die
beiden von uns mituntersuchten meist p53-negativen Gewebetypen BPH und PIN nicht
ein, was zu einer hoheren Rate p53-positiver Fille fiithrt. Wie bereits erwéhnt, wird hiu-
fig nicht genau differenziert, welche Werte bzw. Anteile von der Gesamtanzahl der p53-
positiven Proben den einzelnen Stadien zuzuschreiben sind. AuBBerdem sind die Studien
zu diesem Thema dadurch nur bedingt miteinander vergleichbar, dass ihnen allen eine

unterschiedliche Stadienzusammensetzung zugrunde liegt.
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Bei den in dieser Arbeit untersuchten Pridparaten zeigte sich ein drastischer Anstieg der
Rate p53-positiver Fille mit der Tumorprogression und mit einem steigenden Gleason-
Score. Ein positiver p5S3-Nachweis scheint also erst spiter in der Progression des Prosta-
takarzinoms und eher bei besonders stark entarteten Prostatakarzinomen aufzutreten.
Die gefundene hohe Rate von p53-Verdnderungen in fortgeschrittenen Stadien des Pros-
tatakarzinoms (um das Zehn- bis 20-fache héufiger als in Friihstadien) spricht dafiir,
dass diese relevant fiir die Progression des Prostatakarzinoms sind. Zusammenfassend
scheint das Vorliegen eines positiven Nachweises von p53 eine besonders maligne Un-
tergruppe von Prostatakarzinomen mit einem starken Potential zur Progression zu cha-

rakterisieren.

Den meisten Autoren gemeinsam ist die Ansicht, dass ein Zusammenhang von p53- und
Tumorgrad, fortgeschrittenem Stadium, dem Potential zu metastasieren, frithem PSA-
Riickfall und dem Uberleben besteht [37, 55, 205, 245, 272, 298]. Die Befunde dieser
Arbeit zur Hiufigkeit von p53-Veridnderungen in den verschiedenen Stadien des Prosta-
takarzinoms bestitigen die Aussage, dass p53-Verdnderungen spit in der Progression
des Prostatakarzinoms auftreten bzw. in Frithstadien und bei niedrigen Gleason-Scores

selten sind und eine Rolle fiir die Progression des Prostatakarzinoms spielt [44].

Einige Arbeiten haben keine signifikante Korrelation zwischen p53 und klinisch-

pathologischen Parametern sowie dem Uberleben festgestellt [55, 165].

In der Mehrzahl immunhistochemischer p53-Untersuchungen an Prostatakarzinomen
wurden nur 40 bis 80 Patientenfille untersucht [7, 38, 95, 145, 161, 184, 206, 235, 256,
279, 329, 368, 395, 417]. Selbst diese Studie, welche iiber 300 Fille umfasst, scheint
noch zu klein zu sein, um definitive Aussagen beziiglich der Relevanz von p53-

Verinderungen treffen zu konnen.

6.3. p53 und die anderen untersuchten Marker

Beim p53-Gen handelt es sich um ein wichtiges Krebsgen, sowohl beim Prostatakarzi-
nom als auch bei anderen Malignomen. Es ist ein ,,Schliisselgen* fiir die Aufrechterhal-
tung der genetischen Stabilitidt in Zellen. Besonders Friihstadien des Prostatakarzinoms

sind genetisch (noch) stabil, weshalb hierbei weniger genetische Veridnderungen als in
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anderen Tumoren gefunden werden. Dazu passt, dass in diesen Stadien pS3 hiufig nicht
inaktiviert ist.

pS53-Veridnderungen sind relativ selten; wenn sie jedoch auftreten, fithren sie zu einer
ungiinstigen Prognose [336] und wohl auch zu einer Erhohung der genetischen Instabili-
tit. Es sollen sich demnach im p53-positiven Tumorgewebe mehr genetische Verdnde-
rungen finden als in Tumorgewebe ohne p53-Veridnderungen. Um dies zu zeigen, haben
wir andere zur Verfiigung stehende Daten untersucht (HER2, EGFR, ¢c-MYC). Leider
lie} sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen einem veridnderten Auftreten die-

ser Biomarker und p53-Veridnderungen feststellen.

Moglicherweise kommen diese enttduschenden Daten durch die immer noch relativ
kleine Fallzahl zustande. Verschiedene Studien deuten auf eine Zunahme genetischer
und genomischer Veridnderungen mit der Progression des Prostatakarzinoms hin: Fiir re-
lativ frithe Stadien des Prostatakarzinoms werden u.a. folgende genetische Verdnderun-
gen beschrieben: NKX3.1 (8q21-Verlust in 80 % der Fille) [14, 140, 394, 421], PTEN
(10g23-Verlust in 50-80 % der Fille) [45, 101], Rb (13q14-Verlust in 50 % der Fille)
[67, 222, 240, 328], p27/Kipl (12p13 Verdnderungen bei 50 % der Fille) [189, 190],
Myc (Amplifikation bei bis zu 70 % der Fille) [41, 385] und Telomeraseverinderungen
(erhohte Aktivitit, Telomerverkiirzung) [353, 418].

Im Rahmen der Progression und Metastasierung haufen sich laut Literatur folgende wei-
tere Verdnderungen: Androgenrezeptor (Xql1-12-Amplifikationen bei 30 % der Fille)
[103, 196, 371, 393], pS3 (17p-Verlust bei 30 % der Fille) [26, 92, 98, 141], Bcl2
(Uberexpression) [64, 113], ETV1 und ERGI1 (Translokationen, bei bis zu 80 % der
Fille) [377, 422].

Es scheint wahrscheinlich, dass zumindest einige der von uns untersuchten Alteratio-
nen mit einer p53-Inaktivierung und infolge dessen genetischer Instabilitit assoziiert

sind.

Fonseca et al. fithrten eine Studie an 150 radikal ektomierten lokalisierten Prostatakar-
zinomen mittels immunhistochemischer Untersuchung durch [110]. Diese ergab 30 %
pS3-positive Fille sowie eine Expression von HER2 bei 66 % der Patienten. Es wurde
jedoch keine Korrelation zwischen dem Parameter HER2 und dem Tumorvolumen,
dem Gleason-Score oder dem Tumorstadium gefunden. Eine Korrelation zwischen p53

und HER2 wurde nicht untersucht. Bei Zellweger et al. [416] fand sich in 16 % der
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hormonrefraktiren Prostatakarzinome und Metastasen eine HER2-Veridnderung, dage-
gen bei 0 % der untersuchten lokalisierten Prostatakarzinome; fiir pS3 waren es 35 %
vs. 4 %. Auch hier wurde eine mogliche Korrelation nicht beschrieben. Bei Zellweger et
al. [416] fand sich in 16 % der hormonrefraktiren Prostatakarzinome und Metastasen
eine EGFR-Verinderung, dagegen nur bei 1 % der untersuchten lokalisierten Prostata-
karzinome; fiir p53 waren es 35 % vs. 4 %. Eine mogliche Korrelation der beiden Mar-

ker wurde nicht untersucht.

Beziiglich einer Assoziation von c-MYC-Veridnderungen zu p53-Verdnderungen beim
Prostatakarzinom lassen sich kaum Daten finden. In einer Studie untersuchten Qian et
al. [296] 2002 das Vorkommen verschiedener potentieller Biomarker beim Prostatakar-
zinom, unter anderem auch p53 und c-MYC. Dabei zeigten sich bei Primdrtumoren eine
Zunahme von c-MYC in 43 % sowie einen pS3-Wildtyp-Verlust in 31 % der untersuch-
ten Préparate, jedoch wurde das Vorkommen beider Marker nicht miteinander in Korre-

lation gesetzt.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass p53-Verdanderungen deutlich hdufiger bei
fortgeschrittenen Tumorstadien des Prostatakarzinoms als bei unbehandelten Friihsta-
dien auftreten. Offenbar spielen p53-Verdnderungen fiir die maligne Progression des
Prostatakarzinoms eine Rolle. Obwohl nahe liegt, dass p53-Verdnderungen zu einer
Malignisierung des Prostatakarzinoms iiber Vermehrung der genetischen Instabilitit
fiihren, konnte der Vergleich mit den Biomarkern HER2, EGFR und ¢c-MYC in dieser
Studie keinen Beweis fiir eine Erleichterung von Schiddigungen dieser Gene nach p53-
Alteration erbringen. Vielleicht existieren noch weitere p53-assoziierte genetische Ver-
dnderungen beim Prostatakarzinom, die nach p53-Inaktivierung akkumulieren. Es
scheint, nicht zuletzt aufgrund der verschiedenen anderen Tumorentititen, bei denen
p53 und anderen der in dieser Arbeit untersuchten Marker eine Rolle beigemessen wird,
wahrscheinlich, dass zumindest einige dieser Marker mit p53-Veridnderungen im Zu-
sammenhang stehen. Es wire sicherlich sinnvoll, in der Zukunft interinstitutionelle Un-
tersuchungen mit noch deutlich groBeren Fallzahlen durchzufiihren, um so relevantere

Untersuchungsergebnisse zu erhalten.
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6.4. HER2

Da die Daten beziiglich dieses Markers aus einer anderen Studie iibernommen wurden,

erfolgt an dieser Stelle nur eine kurze Diskussion desselben.

Die HER2-Immunhistochemie zeigte bei 20 von 312 analysierbaren Proben (6,4 %) ei-
ne HER2-Positivitit. Alle 20 p53-positiven Proben entstammen fortgeschrittenen Tu-
moren aus der Gruppe der Lymphknotenmetastasen, hormonrefraktiaren Prostatakarzi-
nome oder der palliativ resezierten Tumoren mit einem Gleason-Score von 8 bis 9. Hie-
raus ergab sich eine statistisch signifikante Zunahme HER2-positiver Gewebeproben in
der Progression des Prostatakarzinoms.

Mittels FISH fand sich eine relative HER2-Gen-Vermehrung bei 11 von 295 analysier-
baren Proben (3,7 %). Bis auf eine Ausnahme (BPH) stammten auch hier alle verinder-

ten Proben aus den weiter fortgeschrittenen Tumorstadien.

Anhand von 418 Proben hat die Gruppe um Zellweger im Sinne einer Progressionsun-
tersuchung verschiedene Prostatakarzinomstufen auf verschiedene Marker mittels Im-
munhistochemie analysiert. Dabei fand sich ebenfalls eine signifikante HER2-Positivitit
in den Proben von hormonrefraktiren Karzinomen und in Metastasen (16 %) im Ver-

gleich zu den untersuchten lokal begrenzten Prostatakarzinomen (0 %) [416].

Bei Jorda et al. lieB sich sogar bei 33 (15 %) von 216 untersuchten Proben von priméren
unbehandelten Prostatakarzinomen nach radikaler Prostatektomie eine HER2-Positivitit
nachweisen [185]. Eine andere Arbeit zeigte bei 12 % der untersuchten 89 Prostatakar-
zinome eine HER2-Positivitit und bei 8 % eine HER2-Genamplifikation [96]. Die
ebenfalls untersuchten Proben von BPH zeigten bei beiden Untersuchungen keine Auf-
falligkeiten. Die Gruppe um Fonseca fand bei einer immunhistochemischen Untersu-
chung von 150 lokalisierten Prostatakarzinomen eine HER2-Positivitit in 66 % der un-
tersuchten Proben [110]. Eine Untersuchung an Proben von 39 hormonrefraktiren Pros-
tatakarzinomen ergab bei 36 % eine HER2-Positivitit und bei 6 % eine HER2-
Genamplifikation [300]. Andererseits wies eine éltere Arbeit mittels FISH an 371 Pro-
ben im Sinne einer Untersuchung der Progression des Prostatakarzinoms keine einzige

Amplifikation des HER2-Gens auf [41].
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Die Anzahl der untersuchten Préparate, deren Stadienzusammensetzung sowie die Me-
thodik sind wichtige Faktoren, die beim Vergleich der verschiedenen Studienresultate
beriicksichtigt werden miissen. Zudem fiihrt die Verwendung verschiedener Antikorper
zum HER2-Nachweis zu Abweichungen. Nicht zuletzt sollte auch hier die Subjektivitit

bei der Interpretation der IHC- und FISH-Untersuchungsergebnisse beachtet werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf eine Assoziation zwischen HER2-

Veridnderungen und der Tumorprogression des Prostatakarzinoms hin.

Bestitigt wird diese Vermutung u.a. durch die Aussage der Gruppe um Osman, dass ein
erhohter Nachweis von HER2 (im Serum) mit der Krankheitsprogression des Prostata-
karzinoms korreliert [273]. Eine neuere Studie aus den USA liefert ebenfalls Hinweise
auf einen Zusammenhang zwischen dem Nachweis von HER2 und der Tumorprogressi-

on [168]. Auch die Ergebnisse der Gruppe um Zellweger sprechen dafiir [416].

Trotz einer hohen Rate HER2-positiver Proben konnte die Gruppe um Fonseca hinge-
gen keine Assoziation zwischen dem HER2-Nachweis und der Tumorprogression
nachweisen [110]. Auch im Rahmen der Studie von Reese et al. wurde keine derartige

Korrelation festgestellt [300].

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen einen Zusammenhang der Zunahme des Auftretens
von HER?2 mit steigendem Tumorstadium, welche jedoch keine Korrelation zum Vor-
kommen von p53-Verdnderungen ergab.

In der Literatur wird insgesamt eine hohere Rate an HER2-Veridnderungen angegeben
und eine stiarkere HER2-Assoziation zur Tumorprogression beschrieben

HER?2 scheint an der Progression von Prostatakarzinomen beteiligt zu sein. Wie rele-
vant seine Rolle genau ist, miisste anhand einer noch groeren Anzahl von Tumoren un-

tersucht werden.

6.5. EGFR

Da die Daten beziiglich dieses Markers aus einer anderen Studie iibernommen wurden,

erfolgt an dieser Stelle nur eine kurze Diskussion desselben.
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Die EGFR-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung zeigte bis auf eine einzelne Probe (0,3
%) aus einer Lymphknotenmetastase keinerlei Zunahme von EGFR-Signalen im Ver-

gleich zu der Anzahl der Kopien von Chromosom 7 in 297 analysierbaren Proben.

Die Gruppe um Gallucci fand bei einer FISH-Untersuchung von 56 klinisch lokalisier-

ten Prostatakarzinomen ebenfalls keinerlei Amplifikationen des EGFR-Gens [114].

Anhand von 433 Proben hat die Gruppe um Zellweger im Sinne einer Progressionsun-
tersuchung verschiedene Prostatakarzinomstufen immunhistochemisch auf verschiedene
Marker analysiert. Dabei fand sich eine signifikante EGFR-Positivitidt in den Proben
von hormonrefraktiren Karzinomen und in Metastasen (16 %) im Vergleich zu den un-
tersuchten lokal begrenzten Prostatakarzinomen (1 %) [416]. Untersuchungen der
Gruppe Schlomm et al. fanden bei der Untersuchung von 2497 Prostatakarzinomen eine
positive EGFR-Expression in 18 % der Fille und eine erhohte Anzahl von EGFR-
Kopien in 3,3 % der Fille. Eine immunhistochemische EGFR-Untersuchung an Proben
von 74 Prostatakarzinompatienten ergab bei 50 Patienten (67,6 %) einen positiven

EGFR-Proteinnachweis [89].

Die Anzahl der untersuchten Pridparate, deren Stadienzusammensetzung sowie die Me-
thodik sind wichtige Faktoren, die beim Vergleich der verschiedenen Studienresultate
beriicksichtigt werden miissen. Zudem fiihrt die Verwendung verschiedener Sonden und
Nachweissets zu Abweichungen. Nicht zuletzt sollte auch hier die Subjektivitit bei der

Interpretation der FISH-Untersuchungsergebnisse beachtet werden.

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen sprechen nicht fiir eine Assoziation von EGFR-

Verinderungen und dem Prostatakarzinom an sich sowie seiner Progression.

Die Ergebnisse einer Arbeitsgruppe des Instituts fiir Pathologie des UKE [335] sprechen
fiir eine Assoziation von EGFR und der Progression des Prostatakarzinoms. Zum glei-
chen Ergebnis kam eine weitere Arbeitsgruppe, welche Prostatakarzinome nach Hor-
montherapie untersuchte [232]. Ebenso weisen immunhistochemische Untersuchungen
auf einen Zusammenhang zwischen der EGFR-Expression und der Tumorprogression

hin [89, 334, 392].
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen keine Assoziation von EGFR zur Progression des
Prostatakarzinoms und auch keine Korrelation zum Auftreten von p53-Veridnderungen.
In der Literatur wird groBtenteils eine Korrelation von EGFR zur Tumorprogression be-

schrieben, die sich in dieser Arbeit nicht zeigen lief3.

6.6. c-MYC

Da die Daten beziiglich dieses Markers aus einer anderen Studie iibernommen wurden,

erfolgt an dieser Stelle nur eine kurze Diskussion desselben.

Die c-MYC-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung zeigte bei insgesamt 13 von 268 Proben
(4,9 %) eine relative c-MYC-Vermehrung. Darunter waren vier Tumoren mit Amplifi-

kationen (1,5 % der Proben).

Die Gruppe um Gallucci fand bei einer FISH-Untersuchung von 56 klinisch lokalisier-
ten Prostatakarzinomen Amplifikationen des MYC-Gens in zwei von 71 Proben (2,8 %)
[114]. Eine weitere Studie von Gallucci et al. ergab nur bei 1,6 % der untersuchten Pro-
ben von 106 radikal ektomierten Prostatakarzinomen eine c-MY C-Amplifikation [115].
Eine Studie mit 195 Patienten zeigte hingegen eine c-MYC-Genvermehrung bei 12,8
%, 19,4 % und 44 % der untersuchten pToNoMy, pT3NoMy nd pT>_3N;2Mj Prostatakar-
zinome [379]. Eine japanische Studie an 42 Prostatakarzinomen verschiedener Stadien
ergab eine c-MYC-Genamplifikation in 14,3 % (6/42) der untersuchten Tumoren. Diese
waren folgendermaBien verteilt: 6,1 % (2/33) der unbehandelten Primirtumoren, 50 %
(2/4) der unbehandelten Lymphknotenmetastasen und 40 % (2/5) der rezidivierenden
hormonrefraktdren Tumoren nach antiandrogener Therapie [247]. Eine weitere japani-
sche Studie anhand von 50 Prostatakarzinomen im Stadium pT3 wies eine c-MYC-

Amplifikation in 40 % der Fille auf [330].

Die Anzahl der untersuchten Pridparate, deren Stadienzusammensetzung sowie die Me-
thodik sind wichtige Faktoren, die beim Vergleich der verschiedenen Studienresultate
beriicksichtigt werden miissen. Zudem fiihrt die Verwendung verschiedener Sonden und
Nachweissets fiir ccMYC zu Abweichungen. Nicht zuletzt sollte auch hier die Subjekti-

vitdt bei der Interpretation der FISH-Untersuchungsergebnisse beachtet werden.
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Unsere Ergebnisse zeigen eine signifikante Zunahme von c-MYC-Aberrationen mit der
Tumorprogression des Prostatakarzinoms. Dies spricht fiir eine Assoziation von c-MYC

mit dem Fortschreiten der Krankheit.

In der Literatur wird hiufig eine Korrelation von erhohtem c-MYC-Vorkommen und
einem steigenden Gleason-Score beschrieben [257, 296, 330, 379]. Zudem wird ein Zu-
sammenhang des Markers mit systemischer Progression und dem Tod des Patienten er-
wihnt [331] sowie mit einem hoheren histopathologischen Grad sowie fritherer Krank-
heitsprogression [330]. Einer Untersuchung an Prostatabiopsien zufolge ist eine relative
Zunahme der c-MYC-Genkopien bei Untersuchung selbigen Materials ein unabhéngi-

ger prognostischer Faktor fiir Prostatakrebspatienten [302].

Eine der o.g. Studien ergab keine Korrelation zwischen einer Amplifikation des c-
MYC-Gens und dem Gleason-Score oder dem Auftreten von Tumorrezidiven [247]. Ei-
ne immunhistochemische Untersuchung an 175 Patienten (BPH und Prostatakarzinome)
ergab eine negative Korrelation zwischen der MYC-Immunfidrbung und sowohl dem

pT-Stadium als auch dem Gleason-Score [292].

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen einen Zusammenhang der Zunahme des Auftretens
einer erhohten Anzahl von c-MYC-Genkopien mit steigendem Tumorstadium, welche
jedoch keine Korrelation zum Vorkommen von p53-Verdnderungen ergab.

C-MYC scheint an der Progression von Prostatakarzinomen beteiligt zu sein. Wie rele-
vant seine Rolle genau ist, miisste anhand einer noch groferen Anzahl von Tumoren un-

tersucht werden.
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7. Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist die hidufigste maligne Neubildung des Mannes. Das Tumor-
suppressorgen p53 scheint eine bedeutende Rolle bei der Entstehung und Progression
des Prostatakarzinoms zu spielen. Im Rahmen dieser Arbeit haben wir uns vor allem die
Frage nach der Bedeutung des pS3-Tumorsuppressorgens beziiglich der Progression des
Prostatakarzinoms von benignen Vorstufen bis hin zum metastasierten Tumor gestellt.
Da p53-Alterationen zu genetischer Instabilitdt und infolgedessen zu Verinderungen
anderer Gene fiithren, haben wir zudem einen moglichen Zusammenhang eines vermehr-
ten p53-Protein-Nachweises mit dem Vorkommen von Veridnderungen weiterer Tu-

mormarker (HER2, EGFR, ¢c-MYC) untersucht.

Dazu wurden vergleichbare Anzahlen in Paraffin eingebetteter Prostatektomiepriparate
des pathologischen Institutes der Universititsklinik Hamburg Eppendorf der verschie-
denen Prostatagewebe benigne Prostatahyperplasie (BPH; n=50), prostatische intraepi-
theliale Neoplasie (PIN; n=49), Prostatakarzinom der Stadien pT2b (n=50) und pT3b
(n=55) sowie von Lymphknotenmetastasen (LK-Metastasen; n=55) und hormonrefrak-
taren Prostatakarzinomen (HR-PCa; n=43) und zusitzlich Priparate von palliativen
transurethralen Prostataresektionen mit einem Gleason-Score von 8 bis 9 (TUR; n=56)
als Tissue-Micro-Array (TMA) arrangiert, am Mikrotom geschnitten und mittels Im-

munhistochemie das Vorkommen von p53-Protein analysiert.

Daten zu anderen Biomarkern waren am gleichen TMA mittels Immunhistochemie
(Marker HER2) sowie Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (HER2, EGFR und c-MYC)

bereits vorhanden und konnten fiir diese Untersuchung verwendet werden.

Von insgesamt 374 Proben (,,Spots‘) waren fiir die p5S3-Untersuchung 312 auswertbar.
Eine p53-Positivitit fand sich bei insgesamt 38 (11,6 %) der 312 Proben. Dies waren im
einzelnen: keine der benignen Gewebeproben (BPH und PIN), 2,4 % der Prostatakarzi-
nome im Stadium pT2b, 4,1 % der untersuchten Karzinome im Stadium pT3b, 16,2 %
der untersuchten Lymphknotenmetastasen, 25,7 % der hormonrefraktiren Tumoren so-
wie 37,7 % der palliativ resezierten Karzinome mit einem Gleason-Score von 8 bis 9.
Es fand sich hierbei eine deutliche Zunahme der p53-Positivitit mit steigender Maligni-

tédt (statistisch hoch signifikant; p<0,0001). AuBBerdem zeigte sich ein Anstieg der Rate
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pS3-positiver Gewebeproben mit steigendem Gleason-Score (bezogen auf den Gleason-
Score auf dem TMA p<0,0001): bei den untersuchten Gewebeproben mit einem Glea-
son-Score von 3+3 war bei 2,2 % der Proben ein positiver pS3-Nachweis vorhanden, fiir
den Gleason-Score von 3+4 lag diese Zahl bei 5,4 %, bei den Proben mit einem Glea-
son-Score von 4+3 war eine p53-Positivitit bei 10,0 % zu finden, die Proben mit dem
Gleason-Score 4+4 zeigten zu 19,6 % einen positiven p53-Nachweis, fiir den Gleason-

Score 4+5 waren es 42,9 % sowie bei einem Gleason-Score von 5+4 52,2 % der Proben.

Die anderen untersuchten Marker zeigten folgenden Ergebnisse: ein immunhistochemi-
scher HER2-Proteinnachweis fand sich in 20 von 312 analysierbaren Proben (6,4 %). Es
zeigte sich eine statistisch signifikante Korrelation zwischen HER2-Vorkommen und
Tumorstadium (p<0,0001), fiir die Marker EGFR und c-MYC lieB} sich in dieser Arbeit

kein derartiger signifikanter Zusammenhang zeigen.

Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang fiir einen positiven Protein-
nachweis bzw. eine vermehrte Anzahl an Genkopien des jeweiligen untersuchten Tu-
mormarkers HER2 (IHC: p=0,5552; FISH: p=0,5159), EGFR (FISH: p=0,0968) und c-
MYC (FISH: p=0,7248) in Relation zum p53-Status.

Diese Arbeit zeigte einen hoch signifikanten Zusammenhang zwischen dem Nachweis
des vermehrten Vorkommens von p53-Protein und steigendem Malignitétsstadium so-
wie steigendem Gleason-Score beim Prostatakarzinom. Dies unterstreicht die Bedeu-
tung von p53-Veridnderungen fiir die Progression des Prostatakarzinoms. Ein direkter
(statistischer) Zusammenhang zu anderen moéglichen Sekundirverdnderungen (HER2,
EGFR, c-MYC) lie} sich aber nicht nachweisen. Hinweise auf den p53-assoziierten

progressionsfordernden Mechanismus ergeben sich somit aus unserer Studie nicht.
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8. Bildanhang

Abb. 2 zu Kapitel 2.1. : 11.

nahmen und Ergebnisse [359]
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9. Abkiirzungsverzeichnis

AAH: atypische adenomatose Hy-
perplasie

AMACR: a-Methylacyl-CoA Racemase

AJCC: New American Joint Commit-

tee on Cancer

AR: Androgenrezeptor

ASAP: atypical small acinar prolifera-
tion

BPH: benigne Prostatahyperplasie

BRCA: Breast Cancer gene

DBM: deleted in B-cell malignancy-
Gen

EGFR: epidermal growth factor recep-
tor

EORTC: European Organisation for Re-

search and Treatment of Can-

cer

FISH: Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung

GSTP1:  Glutathion-S-transferase-pi-
Gen

HE: Héamatoxylin-Eosin-Fiarbung

HER2: Human Epidermal growth fac-
tor Receptor 2
HGPIN:  high grade prostatic intraepi-

thelial neoplasia

HPCI: hereditary prostate cancer 1
gene

HR: hormonrefraktir

[HC: Immunhistochemie

LGPIN: lowgrade prostatic intraepi-

thelial neoplasia

LH:
LHRH:
LK:
LOH:
MRP1:

tein

P-Ca:
PIA:

PIN:

PTEN:

PSA:

PSCA:

RASSFI1A:

Rb:
RNASEL:

TMA:
TNM:
TURP:

UICC:

Luteinisierendes Hormon
LH-releasing hormone
Lymphknoten

Loss of heterozygosity

multidrug resistance pro-

Anzahl

Prostatakarzinom
Prostatische intraepithelia-
le Atrophie

Prostatische intraepithelia-
le Neoplasie; Prostatic in-
traepithelial neoplasia
Phosphatase and tensin
homologue
Prostata-spezifisches An-
tigen

Prostate stem cell antigen
ras association domain
family protein 1, isoform
A

Retinoblastom
2’,5’-oligoadenylate  (2—
5A) dependent ribonucle-
ase L

Tissue-Micro-Array
tumor node metastasis
Transurethrale Prostatare-
sektion

Union Internationale

Contre le Cancer
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