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1.Einleitung

1.1 Prostatakarzinom

Laut Krebsforschungszentrum wurde im Jahr 2010 bei rund 65.000 Patienten in
Deutschland ein Prostatakarzinom diagnostiziert. Das Prostatakarzinom ist somit der
haufigste Tumor bei Mannern (Laibach-Kuehner 2014).

In Autopsiestudien finden sich bei vollstdndiger Aufarbeitung von

Prostaten bei circa 33% der 60jdhrigen und bei bis zu 90% der 90jdhrigen Patienten
ein latentes Prostatakarzinom, welches nicht Todesursache war und keine Symptome
verursachte (Haag, Hanhart, Mueller 2010/11).

Die meisten Prostatakarzinome werden zu Lebzeiten der Patienten nicht entdeckt.
Dennoch ist es der bei Mannern am héaufigsten diagnostizierte maligne Tumor und die
zweithdufigste tumorbedingte Todesursache. Das Lebenszeitrisiko, an einem klinisch
symptomatischen Prostatakarzinom zu erkranken, betrdgt 10% (Haag et al. 2010/11).
Neben der digital-rektalen Untersuchung und bildgebenden Verfahren (Sonographie
transrektal/transabdominal, MRT, PET/CT) wird als Standardmethode die Messung
des PSA-Wertes im Serum zur Erkennung von Veranderungen der Prostata genutzt.
Das PSA ist ein Protein, welches ausschlieBlich von Prostatagewebe gebildet wird. Es
kommt physiologischer Weise im Blut in drei Fraktionen vor, entsteht aber vermehrt
bei Entziindungen, nach Manipulationen des Urogenitaltraktes oder aber bei
Karzinomerkrankung (de Gruyter 2007).

Ein normaler PSA-Wert (<2,5ug/l, altersabhidngig maximal 4,0ug/l) schlie3t ein
Karzinom nicht aus; erhohte Werte korrelieren jedoch mit steigendem Risiko einer
Prostatakarzinomentstehung bzw. Tumorprogression (Thompson et al.2004). Weder
die Geschwindigkeit, mit der das PSA ansteigt, noch die Dopplungszeit des selbigen
konnen die pathologische Progression vorhersagen. Daher ist die jéihrliche
Biopsieentnahme bei fraglicher Progression des Tumors nicht durch serologische
Untersuchungen zu ersetzen (Ross et al. 2010).

Die geringe Spezifitit des PSA fiir Prostatakarzinome fiihrt dagegen zu unnétigen
Biopsien und erhoht den Anteil der Patienten, unter den neu diagnostizierten
Prostatkarzinompatienten, die eigentlich keiner Therapie bediirfen. Deshalb ist die

Entwicklung neuer Biomarker relevant. Bisher konnte jedoch kein singuldrer Marker



gefunden werden, der das PSA in seiner Rolle als Marker fiir die Detektion und

Progression von Prostatakarzinomen abldsen kann (Cary u. Cooperberg 2013).

AulBlerdem besteht ein groBer Bedarf an Parametern, die es erlauben, Tumoren mit
unglinstiger Prognose von denjenigen mit gilinstiger Prognose zu unterscheiden. Die
aktuelle Situation stellt sich so dar, dass Patienten, bei denen eine giinstige Prognose
vermutet werden darf, hiufig konservativ behandelt werden. Das geschieht im
Rahmen einer sogenannten ,,active surveillance®, einer engmaschigen Uberwachung,
die eine Progression des Tumors aufdecken soll und somit die Notwendigkeit einer
invasiven Therapie gegebenenfalls feststellt. Dieser Trend, Patienten mit
Prostatakrebs mittels active surveillance zu fithren, stiitzt sich auf die Annahme, dass
die Lebensqualitidt der Patienten unter active surveillance kurzzeitig besser ist als
jener mit invasiven Therapien.

Besondere Risiken der invasiven Therapie mittels Prostatektomie sind Inkontinenz
und Impotenz. Folglich sind Risiken und Nutzen der Prostatektomie im Einzelfall
abzuwégen. Die Entscheidung fiir active surveillance birgt allerdings eine erhebliche
psychosoziale Komponente. Einige Patienten leiden beispielsweise stark unter der
Angst vor dem fortschreitenden Tumor (Dall’Era et al. 2012).

Gegenwirtig wird das Verfahren der active surveillance bei Patienten eingesetzt,
welche ein PSA von unter 10ng/ml und in maximal 30% der Stanzbiopsien einen
maximalen Gleason-Score von 3+4=7 aufweisen. Der Gleason-Score ist ein
Instrument zur feingeweblichen Bewertung von Prostatakarzinomen. Mit Hilfe des
Scores wird der Entdifferenzierungsgrad des Tumors (Grad 2-10) beurteilt, wobei
zwei als hochdifferenziert und 10 als undifferenziert/anaplastisch definiert ist (Haag
et al. 20010/11).

Patienten mit einem hoheren PSA oder einem ungiinstigeren Gleason-Score bzw.
mehr Tumorvolumen in den Stanzbiopsien wird eine potentiell kurative Therapie,
meist eine Operation, bei hoherem Alter eine Strahlentherapie empfohlen.

Das Vorliegen einer glinstigen klinisch-pathologischen Risikokonstellation ist
allerdings keine Garantie fiir einen giinstigen Krankheitsverlauf. Immer wieder findet
man bei Patienten, welche den Kriterien fiir eine active surveillance entsprochen
hitten, nach dennoch durchgefiihrter Prostatektomie eine wesentlich ungiinstigere
Tumorkonstellation im Prostatektomiepréparat als angenommen. Suardi et al. (2010)

fand in 7 bis 10% der von ihnen untersuchten 874 Patienten, die den von van den



Bergh et al. bzw. Carter et al. vorgeschlagenen Kriterien der active surveillance
entsprachen, einen fortgeschrittenen Tumor. Fortgeschritten wurde in diesem Fall
definiert als kapseliiberschreitend, Samenblasen- und oder Lymphknoten infiltrierend.
Bei bis zu 28% der Patienten zeigte sich nach Prostatektomie in der Histologie ein
Gleason-Score von 7 bis 10.

Es ist auch davon auszugehen, dass die histologische Beurteilung des Tumorgewebes
allein fiir eine Einschitzung des biologischen Aggressionspotentials eines Tumors

nicht ausreicht.

Berechtigte Hoffnung besteht darin, dass molekulare Verdnderungen gefunden
werden, die mehr iiber das erwartete Tumorverhalten aussagen als morphologische
Parameter. Fortschritte in den Methoden der Genomuntersuchungen der letzten Jahre
haben zu gravierenden Erweiterungen in Kenntnissen iiber das Prostatakarzinom
gefiihrt. Dazu zdhlen die vorhandenen Moglichkeiten des ,next generation
sequencing®. Diese Methoden erlauben eine gleichzeitige, vollstindige Analyse des
Genoms sowie die Analyse quantitativer Genomverdanderungen, DNA-Mutationen,
Methylierungsmustern und Expression von RNA oder MikroRNA. Die parallele
Sequenzablesung macht es moglich, in kurzer Zeit Millionen von Fragmenten zu
generieren, welche jedoch im Vergleich zur Methode von Sanger (650-800 bp) kleine
Fragmente (35-250 bp) sind und somit ein erhohtes Fehlerpotential aufweisen (Mardis
2008, Reis-Filho 2009). Mittlerweile wurden mehr als 300 Prostatakarzinome mit

neuartigen Methoden profiliert.

Die Erkenntnisse insgesamt zeigen: quantitative Genomverdnderungen kommen
hiufig vor, wobei Deletionen wesentlich hdufiger sind als Amplifikationen, auch
Rearrangements, insbesondere Translokationen, kommen beim Prostatakarzinom
besonders haufig vor.

Die vor allem an der Karzinomentstehung beteiligten Gene werden als Onkogene
bzw. Tumorsuppressorgene bezeichnet. Sie spielen eine wichtige Rolle in der
Regulation von Zellwachstum und in der Regulation, Differenzierung und Kontrolle
der Apoptose und Reparaturmechanismen. Der Verlust von Tumorsuppressorgenen
durch Deletionen oder die Uberexpression von Onkogenen durch Amplifikationen
fiihren zum Verlust ihrer Funktionen (Sauter 1998). Eher selten sind Mutationen

spezifischer Gene. Studien verweisen darauf, dass Deletionen von PTEN, 8p, 17p, 6q,



5q oder 3p bei Prostatakarzinomen mit einer deutlich ungiinstigeren Prognose
assoziiert sind (Lotan et al. 2011, Yoshimoto et al. 2007). Im Gegensatz zu anderen
Tumoren wurden beim Prostatakarziom keine mit relevanter Haufigkeit auftretenden
prostatakarzinomspezifischen homogenen Mutationen ausreichend nachgewiesen.
Mutationsanalysen ergaben, dass keine einzige Mutation hédufiger als in 10% der
Karzinome vorkommt und dass die Mutationen im Wesentlichen unspezifische
Tumorgene, wie zum Beispiel p53, betreffen.

Zu dieser Aussage gibt es einige Ausnahmen. Barbieri et al. (2012) haben in einer
Studie unter den Genen SPOP, FOXA1, TP53, PTEN, CDKN1B, MED12, THSD7B,
SCNI11A, NIPA2, PIK3CA, ZNF595 und C14/49, welche als die Gene mit grofBter
Signifikanz bei der Entstehung des lokalisierten Prostatakarzinoms beschrieben
wurden, SPOP als hiufigste Mutation mit 13% gefunden. Bei der Untersuchung von
weiter fortgeschrittenen, hormonentzugsresistenten (CR) Tumoren wurden folgende
neun Gene als am héufigsten mutiert gefunden: TP53, ZFHX3, RB1, PTEN, APC,
AR, MLL2, OR5L1, CDK12. Dabei traten TP53 Mutationen in 40% der Fille auf.
Genomische Untersuchungen zeigen auch, dass es mit der TMPRSS2-ERG
Translokation eine weitgehend prostatakarzinomspezifische molekulare Verdanderung
gibt. Bei dieser Translokation kommt der Transkriptionsfaktor ERG in den Einfluss
des androgen-regulierten Gen TMPRSS-2, was zu einer konstanten Uberexpression
von ERG und damit zu einer weitgehenden Umprogrammierung der betroffenen
Prostataepithelien bzw. Prostatakarzinomzellen fiihrt (Tomlins, 2005).

Diese TMPRSS2-ERG Fusionen konnten in circa 50% von 1500 untersuchten
Prostatakarzinomen nachgewiesen werden (Kumar-Sinha et al. 2008). Jedoch ist die
Ansicht beziiglich des prognostischen Wertes und der klinischen Nutzbarkeit von

TMPRSS2-ERG Genfusionen nicht eindeutig (Chow et al. 2012).



1.2. Tumorsuppressor p53

P53 ist das bei menschlichen Tumoren am hiufigsten mutierte Tumorsuppressorgen
und Gegenstand vieler Forschungsprojekte. Es wurde 1979 durch Lane und Crawford
zuerst als Onkogen beschrieben, da eine vermehrte Expression mit erhdhter
Wabhrscheinlichkeit von Tumorentstehung in Zusammenhang gebracht wurde. Spiter
wurde festgestellt, dass nur die mutierte Form von p53 tumorgen ist, wahrend der
Wildtyp die Entstehung von Tumoren unterdriickt. Heute gilt p53 als
Tumorsuppressorgen (Dahm-Daphi 2000).

Die Funktion von p53 als Tumorsuppressor wird bei der Analyse des autosomal-
dominant vererbten Li-Fraumeni-Syndroms deutlich. Eine Erkrankung, der eine
Keimbahnmutation eines p53-Allels zu Grunde liegt. Diese Mutation hat zur Folge,
dass die Patienten schon in jungen Jahren vermehrt an Mammakarzinomen, Sarkomen
und anderen Tumoren erkranken (Malkin et al. 1990). Das mutierte p53 Protein
besitzt auch onkogene Eigenschaften wie zum Beispiel die Steigerung der Invasivitét

und erhéhte Chemo- sowie Strahlenresistenz von Tumoren (Burg 2010, Skinner et

al.2012).

P53 liegt auf Chromosom 17p13 und ist ein 20kb groBles Gen, welches fiir ein aus 393
Aminosduren bestehendes Protein kodiert und ein Molekulargewicht von 43,5kDa
hat. Seinen Namen verdankt es der Eigenschaft, in der SDS-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese auf Hohe eines 53kDa schweren Proteins zu laufen (Isobe et al. 1986).
P53 hat zahlreiche tumorrelevante Funktionen. Es reguliert unter anderem DNA-
Reparaturprozesse und die DNA-schadensabhéngige Selbstzerstorung von Zellen.
Diese Mechanismen sind wichtig, um Schdden im Erbgut nicht auf weitere
Generationen zu tlibertragen und um die Entstehung von Tumoren zu unterdriicken.
Bei vielen Tumoren, wie zum Beispiel dem Kolon- , dem Harnblasen- und dem
Lungen-Karzinom, kommen p53 Mutationen in fast der Hilfte der Tumoren vor
(Porter, Gown et al.1992). Beim Prostatakarzinom finden sich vorrangig
Punktmutationen im Sinne von missense Mutationen (74%) (Brosh and Rotter 2009).
Die Rate der somatischen Mutationen ist hoher als zundchst angenommen wurde, im

Vergleich zu anderen Tumoren aber gering (Kau et al. 2010).



Bei zahlreichen Tumorarten ist gezeigt worden, dass die p53 Mutationen prognostisch
relevant sind. Sequenzstudien des Gesamtgenoms haben gezeigt, dass eine p53
Mutation beim Prostatakarzinom in circa 5% der Félle vorkommt. Diese Zahl ist zwar
deutlich geringer als bei den meisten anderen Tumorarten, doch ist p53 die am
hiufigsten vorkommende Mutation beim Prostatakarzinom. Eine grof3e- am Institut
fiir Pathologie des UKE durchgefiihrte- Studie (Schlomm et al. 2008) hat unter
anderem gezeigt, dass p53 Verdnderungen hoch signifikant mit einer ungiinstigen
Patientenprognose bei Prostatakarzinompatienten vergesellschaftet sind. In der Studie
wurden 2514 Prostatektomieprdparate immunhistochemisch auf p53 Mutationen
untersucht. Es fand sich eine niedrige Rate an p53 Mutationen. Die Mutationen
fanden sich besonders in Tumoren fortgeschrittenen Stadiums, mit hohem Gleason-
Score und chirurgisch nicht tumorzellfreien Schnittrandern. Es  wurde
geschlussfolgert, dass p53 Mutationen besonders in einer Subpopulation von
biologisch aggressiven Tumoren auftreten, die gleichzeitig ein hohes Risiko der
Tumorprogression bergen.

Diese mit p53 Mutationen assoziierte ungiinstige Prognose beim Prostatakarzinom
passt gut zu einer kiirzlich erhobenen Studie von Haffner et al. (2013), welche
mehrere Tumorregionen eines Prostatakarzinoms mittels Gesamtgenomsequenzierung
untersucht haben. In dieser Studie fand sich eine p53 Mutation in einer kleinen, low
grade (G3) Subpopulation des Primédrtumors. Die gleiche Subpopulation wurde auch
in Metastasen gefunden. Das spricht dafiir, dass p53 ein spites Ereignis in der
Tumorprogression sein und eine Rolle in der Entstehung von Metastasierung spielen
konnte.

Angesichts der Seltenheit von p53 Verdnderungen beim Prostatakarzinom sind bisher
keine Studien bekannt, die an relevanten Fallzahlen systematisch der Frage
nachgegangen sind, in wieweit p53 Verdnderungen 1im Laufe der
Prostatakarzinomerkrankung in Subpopulationen vorkommen und in welcher Art das
Auftreten solcher p53 Verdnderung fiir das Vorkommen von Metastasen
verantwortlich sein konnte.

Deshalb wird im vorliegenden Projekt das Ziel verfolgt, einen wissenschaftlichen
Beitrag zur Beantwortung dieser Frage zu leisten. Grundlage dafiir ist ein Kollektiv
von 871 Prostatakarzinomen in dem mit Hilfe von Heterogenitits-Tissuemicroarrays
(TMAs) nach dem Vorkommen von p53 Subpopulationen gesucht wurde. In einem

Teilkollektiv. von 76 Fillen wurden dabei auch systematisch multiple



Lymphknotenmetastasen evaluiert, sodass der Befund in den Lymphknotenmetastasen
mit demjenigen in Primirtumoren verglichen werden konnte.

Die Untersuchung bestitigt, dass pS3 Verdanderungen beim

Prostatakarzinom insgesamt selten sind und eher spétere Ereignisse darstellen. Eine

klinisch relevante Beziehung zur Metastasierung wurde nicht gefunden.
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1.3. Heterogenitét

Es wird postuliert, dass verschiedene Entartungen und somit unterschiedlich
aggressive und differenziert zu behandelnde Subtypen von Prostatakarzinomen
parallel in einem Organ vorkommen konnen. Das heif3t, dass Tumoren heterogen sein
konnen.

Die Bestimmung der Heterogenitit von genetischen Verdnderungen ist in sofern
wichtig, als dass sie ein kritischer Faktor zur Abschédtzung des Erfolges von
zielgerichteten Therapien (targeted cancer therapies) ist.

Eine eventuell vorliegende Heterogenitit limitiert die molekulare Diagnostik in dem
Sinne, dass molekulare Assays nur bedingt aussagekriftig sind, wenn der zu
analysierende Biomarker nur in einem Teil des Tumors reprasentiert ist.

Auch kann Heterogenitit zu Therapieversagen fiihren, wenn der medikamentdse
Angriffspunkt nicht homogen vorhanden ist (Minner et al. 2013). Um die
Heterogenitdt von p53 Mutationen zu ermitteln, wurden in dieser Studie soweit

moglich Proben aus unterschiedlichen Tumorfoci entnommen und analysiert.

11



2. Material und Methoden

2.1. Makroskopie

Die 871 in diesem Projekt untersuchten Prostatektomiepridparate wurden in der
Martini-Klinik, Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) in den Jahren 2009-
2011 reseziert und zur Diagnostik im Institut fiir Pathologie des UKE untersucht. Die
Préparate sind im Rahmen der Operation farblich markiert (anterior, posterior, lateral,
periurethral) und anschlieBend fiir circa 12 Stunden in 4% gepufferter Formalinldsung
gelagert worden. Nach standardisiertem Verfahren wurden alle
Prostatektomiepréparate beschrieben, in je nach Grof3e des Praparates unterschiedlich
viele Scheiben mit einer Schichtdicke von circa 2mm geschnitten und
photodokumentiert. Ebenso wurde mit dem dazugehdrenden periprostatischen
Fettgewebe, den Samenblasen und Lymphknoten verfahren. Die makroskopische
Aufarbeitung ist in Abbildung 1. exemplarisch dargestellt.

Die Gewebescheiben wurden zum Harten in Paraffin gebettet (Blocke) und dadurch
schneidbar gemacht. Mit dem Mikrotom wurden Scheiben von 4 um geschnitten, die
danach auf Objekttriger iibertragen, fixiert und mit HE gefarbt wurden. Es folgten die
mikroskopische Beurteilung der Préparate und die Markierung von Tumorarealen auf
den Objekttrigern. Es wurde die Anzahl der Tumorfoci (Mindestabstand von >3 mm
zum néchstdichtesten Tumorareal eines Blockes, bzw. >4mm zum angrenzenden

Block) bestimmt.
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2.2. Heterogenitits-TMAs

Fir die Untersuchung wurde ein neues Konzept fiir Heterogenitdtsuntersuchungen

angewendet: ein Heterogenitéits-TMA.

Das Konzept von Heterogenitits-TMAs ist in Abbildung 2. dargestellt. Das Verfahren

wurde erstmals anhand einer ERG-Untersuchung bei Prostatakarzinomen vorgestellt

(Minner et al. 2013)
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Das Prinzip besteht darin, dass von mehreren tumorenthaltenden Blocken des
Primédrtumors jeweils eine oder mehrere Stanzzylinder entnommen werden, sodass
diese auf einem Tissuemikroarray zusammengefasst werden konnen. Gleichzeitig
konnen bei diesem Ansatz auch eine oder mehrere Stanzen von jeweils einer oder
mehreren Metastasen entnommen werden. Die zeitgleiche Untersuchung von
multiplen Proben aus dem Primartumor und Metastasen erlaubt eine systematische,
vergleichende Untersuchung von molekularen Verdnderungen in Primértumor und
Metastasen.

Von besonderer Bedeutung ist die Moglichkeit, systematisch Gewebe zu untersuchen,
das im Tumor mdglichst weit voneinander entfernt ist (durch Verwendung multipler,
speziell nach diesem Gesichtspunkt ausgesuchter Gewebeblocke). Es besteht auch die
Moglichkeit, innerhalb von Metastasen durch die Entnahme mehrerer Proben aus

einer einzigen Metastase die Heterogenitét zu bestimmen.

Fiir die Untersuchungen wurden fiinf verschiedene Heterogenitéits-TMAs verwendet.

TMAT1 (PRO 16.2.) wurde speziell fiir das Projekt hergestellt. Dieser TMA beinhaltet
Gewebeproben von 76  verschiedenen Patienten mit metastasierendem
Prostatakarzinom. Von jedem Patienten bzw. von jedem Primirtumor wurden 10
verschiedene Stanzen entnommen; wenn moglich wurden dabei 10 verschiedene
Blocke ausgewidhlt. Wenn weniger Blocke vorhanden waren, wurden von den grofiten
tumortragenden Blocken jeweils zwei Stanzen entnommen, und zwar von den am
weitesten von einander entfernten Tumorarealen. Gleichzeitig wurden Stanzen von
den Metastasen entnommen: von der ersten jeweils drei und von der zweiten jeweils
zwel Stanzen, von allen anderen Lymphknotenmetastasen jeweils eine Stanze. Der
Array enthielt insgesamt am Ende 1727 verschiedene Stanzzylinder, davon 760 von

76 Primartumoren und 967 von 207 Metastasen.

TMA2 (PRO12.2) ist ein vorbestehender TMA. Dieser TMA beinhaltet Material von
150 Primértumoren aus ausgewdhlten groen Tumoren. Es wurden jeweils 10
Gewebeproben pro Tumor entnommen. Dabei stammten die Tumorproben in 79 der
150 Tumoren von einem einzigen Tumorfokus und in 71 der 150 Tumoren aus

Tumoren mit mehreren (2-3) Tumorfoci.
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TMA3 (PRO 11.2) beinhaltet Material von 138 Primértumoren aus ausgewihlten
groflen Tumoren. Es wurden jeweils 10 Gewebeproben pro Tumor entnommen. Dabei
stammten die Tumorproben in 45 der 138 Tumoren von einem einzigen Tumorfokus

und in 93 der 138 Tumoren aus Tumoren mit mehreren (2-3) Tumorfoci.

TMA4 (PRO 7.2) und TMAS (PRO 17.2) stammten von insgesamt 507 Patienten mit
unifokalen Prostatakarzinomen, wobei jeweils 10 verschiedene Gewebeproben aus
moglichst weit von einander entfernten Regionen dieser unifokalen Tumoren

entnommen wurden.

Insgesamt enthalten diese TMAs 8710 Primértumorproben von insgesamt 871
Patienten. Von den TMA-Blocken wurden an einem Tag Schnitte frisch fiir die
geplante Studie angefertigt. Alle Schnitte der einzelnen TMAs wurden an einem Tag

in einem Experiment untersucht.
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2.3. Immunhistochemie

Die fiir die Antikorperuntersuchungen nétigen Mikroarraysektionen wurden ebenfalls
an einem Tag frisch geschnitten.

Um nachzuweisen, dass es sich bei dem zu untersuchenden Gewebe aus dem TMA
tatsdchlich um Prostatakrebszellen handelt, wurden die Schnitte immunhistochemisch
auf Zytokeratine (low molecular weight cytokeratins) untersucht. Dazu wurde nach
Erhitzen der Gewebeproben im Autoclave mit Zitratpuffer (pH=7.8) der Antikorper
34BE12 (clone MA903; Dako; 1:12.5) zur Darstellung der Zytokeratine eingesetzt.
Um das p53 Protein nachzuweisen, wurde nach beschriebener Gewebevorbereitung
im Autoclave der Antikérper DO1 (Oncogene; 1:3600) genutzt. Zur Visualisierung
der immunhistochemischen Farbungen wurde das Envision system (DAKO)
verwendet. Als Positivkontrollen dienten Gewebeproben aus Kolonkarzinomen mit
bekannten p53 Verdnderungen. Fiir die Negativkontrollen wurde in jeden TMA-Block
gesundes Prostata-, Lungen-, Leber-, Haut-, Lymphknoten-, und Nierengewebe
aufgenommen. Es wurden ausschlielich Gewebeproben mit Basalzellverlust
(definitive Prostatakrebszellen) in die p5S3 Untersuchung eingeschlossen.
P53-Positivitit wurde angenommen, wenn mehr als 1% der Tumorzellen angefarbt
waren. Um die physiologische p53 Expression von p53 Mutationen zu unterscheiden
und diese miteinander zu vergleichen, wurde die Anfarbbarkeit auf einer
Intensitdtsskala von 0-3 beurteilt ( 0, 1+,2+,3+ Féarbeintensitdt). Der prozentuale

Anteil von angefarbten Tumorzellen wurde abgeschitzt.
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2.4. Auswertung der Ergebnisse der Immunhistochemie

2.4.1. Auswertung der TMAs pro Gewebespot

Die TMAs wurden von einem Pathologen mit besonderer Kenntnis in
Prostatapathologie untersucht. Dabei wurden Gewebespots ohne Karzinomzellen von
der Untersuchung ausgeschlossen. Im Fall von vorhandenen Prostatakarzinomanteilen
wurde die p53 Férbeintensitaet (nukledr) semiquantitativ eingeteilt in negativ: keine
Farbung oder 1+/2+ Férbeintensitit in <10% der Tumorzellen, schwach positiv: 1+
Farbeintensitdt in =10%, oder 2+ Farbeintensitit in =10% aber <70% der
Tumorzellen, oder 3+ Farbeintensitéit in <10% der Tumorzellen und stark positiv: 2+
Farbeintensitidt in =70% der Tumorzellen, oder 3+ Firbeintensitit in =10% der
Tumorzellen.

Beispiele fiir negative, schwach positive und stark positive Fille sind in den

Abbildungen 3a-d dargestellt.
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Abbildung 3: P53 Féarbung: 3a) negativ, b-c) schwach, d) stark

2.4.2. Auswertung der TMAs auf Tumorebene

Die Tumore wurden beziiglich ihres p53 Status wie folgt klassifiziert: negativ,
heterogen positiv, homogen positiv. Ein negativer Befund wurde dann attestiert, wenn
in keiner der untersuchten Stanzen eine p53 Anfarbbarkeit identifiziert werden
konnte. Ein homogen positiver p53 Befund wurde dann attestiert, wenn alle
tumorenthaltenden Stanzzylinder eine entweder schwache oder starke Positivitét
aufwiesen. Ein heterogener Befund wurde dann attestiert, wenn ein Tumor sowohl
stark positive als auch negative Stanzen enthielt. Angesichts der Abhédngigkeit von
Fixationsbedingungen der immunhistochemischen Férbung wurden graduelle
Farbeunterschiede, wie sie bei immunhistochemischen Untersuchungen regelmafig

auftreten, nicht als echte Heterogenitéiten bezeichnet.
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2.4.3. Heterogenitdt in Metastasen

Auch innerhalb von Metastasen wurde die Homogenitit/Heterogenitit der Befunde
auf Patientenebene klassifiziert. In Analogie zu der Klassifikation in Primirtumoren
wurde ein homogen positiver p53-Status dann attestiert, wenn alle Metastasenstanzen
entweder schwach oder stark p53 positiv waren; ein negativer p53 Status bei
Negativitdt in allen Stanzen, sowie ein heterogener Befund bei gleichzeitigem

Vorliegen von stark positiven und negativen Stanzen aus Metastasen.
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3. Ergebnisse

3.1. p53-Status gesamt

In der vorliegenden Studie ist der p53-Status von 871 Patienten untersucht worden.
Mindestens zwei auswertbare Stanzen lagen in allen 871 Patienten vor. Insgesamt
zeigten 13,4% (117/871) der untersuchten Tumoren einen positiven p53-Status. Bei
47 der 871 beurteilbaren Patienten war mindesten in einer Stanze eine stark positive
p53 Férbung (5 %) und bei 70 der Patienten mindestens in einer Stanze eine schwach

positive Farbung als maximaler p53 Befund erkennbar (8%).

3.2. p53-Status in unifokalen Prostatakarzinomen

Die Analyse von Primirtumoren ergab in den besonders ausgiebig untersuchten
unifokalen Tumoren einen homogen positiven p53 Status in 11 von 631 Tumoren
(1,7%) und einen heterogen positiven p53 Status in 58 von 631 Tumoren (9,1%). Die
iibrigen 562 Patienten (89%) waren homogen p53 negativ. Die Ergebnisse dieses

Untersuchungsteils sind in Tabellel. dargestellt.

Tabelle 1: P53-Status unifokales Prostatakarzinom

Status Tumoren Anteil
Homogen p53 positiv (10/10) 11 631 1,7%
Heterogen p53 positiv (=1/10) 58 631 9,1%
Homogen p53 negativ (0/10) 562 631 89%
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3.3. p53-Status in multifokalen Prostatakarzinomen

Die Untersuchung von multifokalen Prostatakarzinomen ergab eine homogene p53
Positivitdt bei 2 von 240 untersuchbaren Patienten (0,83%) und einen heterogenen
Befund bei 46 von 240 untersuchbaren Patienten (19,2%). Hier waren 192 von 240
Patienten (80%) homogen negativ. Die Ergebnisse dieses Untersuchungsteils sind in

Tabelle 2. dargestellt.

Tabelle 2: P53-Status multifokales Prostatakarzinom

Status Tumoren Anteil
Homogen p53 positiv (10/10) 2 240 0,83%
Heterogen p53 positiv (=1/10) 46 240 19,2%
Homogen p53 negativ (0/10) 192 240 80%

3.4. p53-Heterogenitit in Metastasen

Die Befunde in Metastasen sind in Abbildung 4 b dargestellt. Bei keinem der 76
Félle, bei dem Metastasen untersucht wurden, fand sich eine p53 Positivitit in allen
Metastasen. In 7 Féllen zeigte sich ein homogener p53 Status, jedoch konnten dabei
nicht alle Gewebeproben analysiert werden. Deshalb wird in mindestens 11 Fillen

von heterogenen p53 Befunde in Metastasen ausgegangen.

3.5. Vergleich Primértumor versus Metastasen

Die Beziechung zwischen den immunhistochemischen p53 Befunden in
Primirtumoren und ihren Metastasen ist in Abbildung 4 a und 4 b dargestellt.
Grundsitzlich fand sich eine p53-Positivitit in Metastasen ganz iiberwiegend bei
Vorliegen von p53 positiven Subpopulationen im Priméirtumor. Bei 12 der 18 p53-
positiven Tumoren (67%), bei denen Metastasen zur Untersuchung kamen, war eine

pS53-Positivitdt zumindest in einem Teil der Metastasen darstellbar. Im Gegensatz
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dazu fand sich eine p53-Positivitdit nur in 7 von 58 (12%) der Metastasen von
homogen negativen Primirtumoren. Wie zu erwarten war, fand sich bei Patienten mit
heterogenen Primértumoren besonders héufig ein heterogener Befund in den

Metastasen.

LN-Metastasen TMA (PR0O16.2)
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Abbildung 4a: p53 Status in Primirtumoren
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Abbildung 4b: p53-Status in Lymphknotenmetastasen

24



4. Diskussion

Die Befunde der Untersuchungen zeigen, dass p53 Mutationen beim
Prostatakarzinom zwar nicht sehr haufig sind, aber durchaus in relevanter Frequenz
vorkommen. Eine immunhistochemische Positivitit fand sich in 14% der Patienten.
Das Vorliegen einer Anféarbbarkeit fiir Antikérper gegen p53 Protein belegt das
Vorliegen einer pathologisch erhohten p53 Konzentration im Tumorzellkern. Andere
Studien haben gezeigt, dass derartige Akkumulationen von p53 Protein praktisch
ausschlielich im Falle einer p53 Mutation vorkommen (Yin et al. 1992, Lang et al.
2004, Olive et al.2004).

Bei zumindest einem Teil der pS3 Mutationen kommt es zur Bildung eines Proteins
mit erhohter Halbwertzeit, wobei sich das pathologische Protein mit gleichzeitig
weitergebildetem Wildtypprotein verbindet. Die Aggregate sind in Form von
Tetrameren zu finden. Diese sind nicht in der Lage, DNA zu binden oder Zielgene zu
aktivieren, und werden zudem deutlich verzégert abgebaut (Bug 2010). Der
immunhistochemische Nachweis von p53 Protein ist somit ein guter Surrogatmarker

fiir das Vorliegen von p53 Mutationen.

Sequenzierstudien verweisen auf unterschiedliche Raten an p53 Mutationen. Sie
beinhalten bei besonders hoher Zahl p53 positiv mutierter Félle, insbesondere
aggressive Subtypen, speziell hormonrefraktire Tumoren.

Navone et al. haben in ihrer Studie (1993) Tumorproben mit p53 positiver IHC und
positivem PCR-SSCP sequenziert und dabei TP 53 (Exon 5-8) Punktmutationen in
sechs von sechs (100%) der untersuchten Tumoren gefunden. Dieses Ergebnis einer
besonders hohen Héaufigkeit von p53 Mutationen konnte durch technische Probleme
bedingt sein, da in dieser Studie p53 Mutationen nicht durch eine Sequenzierung nach
Wiederholung der PCR Amplifikation von DNA erfolgte. Es ist bekannt, dass die
PCR Amplifikation von DNA zu kiinstlichen p5S3 Mutationen fiihren kann. Dies kann
experimentell durch eine erneute PCR zur Bestitigung gefundener Mutationen
korrigiert werden.

Eastham et al (1995) fanden in Thren Untersuchungen in vier von 15 Proben (27%)
mit p53 Positivitit in der Immunhistochemie und abnormalen SSCP-Mustern

Mutationen in Exon 7 (Probe aus Primédrtumor) und Exon 5 (Proben aus
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Lymphknotenmetastasen ohne Mutationen im Primédrtumor). Die restlichen 11 von 15
Proben zeigten trotz p53 Positivitit in der [HC normale SSCP Muster.

Auch konnte eine fast gedoppelte Rate an Mutationen in Metastasen, im Vergleich zu
Primértumoren, in einer Studie von Meyers et al. (1998) gefunden werden. Hier
zeigten 12 von 17 untersuchten Metastasen (71%) Mutationen im p53 Gen. Als
Methoden wurden PCR, SSCP und direkte DNA-Sequenzierung eingesetzt.

In der Analyse von klinisch lokalisierten Prostatakarzinomen (Hall et al. 1995)
bestétigte sich, dass Mutationen von p53 selten vorkommen und ein spites Ereignis in
der Tumorentstehung darstellen. Von 37 untersuchten Tumoren war nur ein einziger
(2,7%) mittels IHC heterogen positiv. Es folgten SSCP und PCR Untersuchungen, die
wie zu erwarten war, abnormale Muster bzw. Mutationen zeigten. Sieben IHC
negative Tumoren wurden auch mittels SSCP und PCR untersucht (Exon 5-8) und

zeigten Wildtyp p53.

Immunhistochemische p53 Studien haben naturgemél zu einer gréferen Streuung der
Haufigkeit von positiven Befunden gefiihrt. Insgesamt sind in der Literatur
Haufigkeiten der immunhistochemisch untersuchten p53 Positivitit zwischen 2,5%
bis 61% bekannt (Bauer 1995, Zellweger 2005, Visakopi 1992, Schlomm 2008). Die
von Bauer et al. durchgefiihrte Studie zeigt eine heterogene, meist fokale p53
Positivitét in 61%, jedoch nur eine homogene Positivitét in 4% der 139 untersuchten
lokalisierten Prostatakarzinome. Zellweger et al. (2005) haben ein Auftreten von p53
Mutationen in 35% der hormonrefraktidren bzw. metastasierten Prostatakarzinome
(n=211) und nur 4% in lokalisierten Prostatakarzinomen (n=181) festgestellt.
Visakorpi et al. fanden eine p53-Positivitit in 6% der untersuchten Félle.

Da p53 ein physiologischerweise in Zellen vorkommendes Protein ist, kann durch die
Sensitivitdit der immunhistochemischen Marker die Zahl der positiven Zellen
verdndert werden. In einer Studie der Arbeitsgruppe um Schlomm et al. (2008) am
Universitédtsklinikkum Eppendorf wurde gezeigt, dass je mnach Wahl der
Protokollbedingungen die Hiufigkeit der p53 positiven Félle von 2,5% bis >90%
variiert werden konnte. Bei einer 1:20 Verdiinnung der Antikorper zeigten 90% der
Proben eine mittlere bis starke p53 Positivitét.

Es ist davon auszugehen, dass fiir ein valides Ergebnis die Protokollbedingungen und
die Wahl der Reagenzien bei weitem wichtiger sind als die Menge an untersuchtem

Gewebe (Sauter et al. 2003). Die in der gleichen Studie von Schlomm et al. 2008
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durchgefiihrte vergleichende Untersuchung mit DNA-Sequenzierungen hatte die
Annahme Dbestitigt, dass die echte Hiufigkeit von p53 Mutationen in
Prostatakarzinomen bei circa 5% liegen diirfte.

Hauptfragestellung dieser Untersuchung ist die Ermittlung der Héufigkeit von p53
Heterogenitit. Es stellte sich die Frage, ob mdglicherweise in einem Teil der
Prostatakarzinome bereits frith eine p53 Mutation auftreten kann. Tatséchlich fanden
sich einzelne Tumoren, die in den gewihlten Stichproben durchweg einen positiven
p53 Befund aufwiesen. Die an einigen dieser Fille durchgefiihrten

Grofischnittvalidierungen haben allerdings immer auBler p53 positiven Arealen auch

argestellt.

Niw 13
3

Abbildung 6: p53-positive und -negative Areale

In keinen der 10 durchgefiihrten GroBschnittvalidierungen fand sich eine p53
Positivitit in einer highgrade PIN, sodass die ermittelten Daten insgesamt keinen
Anhaltspunkt dafiir bieten, dass eine p53 Mutation beim Prostatakarzinom in

relevanter Ha&ufigkeit bereits in nichtinvasiven Vorstufen vorkommt. Das
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unterscheidet das Prostatakarzinom von anderen relevanten malignen Tumoren,
beispielsweise dem Mammakarzinom.

Beim Mammakarzinom haben Ergebnisse verschiedener Studien gezeigt, dass
relevante Progressionsmarker und Prognosemarker wie z.B. Amplifikationen von
HER2 oder MYC bereits in grofler Haufigkeit in tumornahen duktalen Carcinoma in
situ vorkommen (Ho et al. 2000, Stark et al.2000, Nofech-Mozes et al.2008,
Burkhardt et al. 2010).

Die ausgeprigte Heterogenitét des p53 Status in unseren p53 positiven Primartumoren
erklért auch, dass bei immerhin 12% (7/58) unserer Patienten p53 positive Metastasen
nachgewiesen wurden, obwohl im Primartumor kein positiver p53 Status vorlag. Bei
diesen Patienten ist davon auszugehen, dass der p53-positive Klon im Primartumor in
den zehn Stichproben nicht erfasst wurde. In der Untersuchung von Haffner et al.
(2013) wurde der p53 positive Klon im Primédrtumor ebenfalls als eher geringfiigig
(quantitativ) qualifiziert.

Naturgemidl3 konnen sehr kleine Subpopulationen mit der TMA-methode nur in
Einzelfdllen gefunden werden.

Eine weitere in unserer Studie untersuchte These war die von Haffner et al.
formulierte Idee, dass moglicherweise p53 Mutationen in kleinen Subpopulationen
ein ganz wesentlicher Faktor fiir die Metastasierung beim Prostatakarzinom sein
konnten. Die Untersuchung von Metastasen bei 76 Patienten hat allerdings eine p53
Positivitdt nur in 23,7% (18/76) ergeben. Eine Héufigkeit, die nur geringfiigig tiber
der von uns erhobenen p53 Verdnderungen in Primartumoren liegt. Dieser Befund
deutet nicht darauf hin, dass p53 Verdnderungen eine zentrale Rolle bei der
Metastasierung einnehmen. Die bekannte Funktion von p53 als Regulator der im
DNA-Schadensfall eintretenden Reparatur oder Apoptose spricht auch nicht fiir eine
direkte Rolle bei der Metastasierung. Vielmehr ist anzunehmen, dass pS3 Mutationen
durch die damit assoziierte vermehrte genetische Instabilitit die Entstehung weiterer
sekundirer bzw. tertidrer Genomverdanderungen erleichtern kdnnen, die ihrerseits die

Metastasierung begiinstigen.

Von besonderem Interesse ist der Befund einer hohen Heterogenitét des p53 Status in
Metastasen. Insgesamt zeigten 11 von 18 Patienten mit p53 positiven Metastasen auch

p53 negative Metastasen (61%). Das zeigt eindeutig, dass offenbar mindestens zwei
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Subpopulationen des Primértumors Metastasen in Lymphknoten gestreut haben. Dies
widerspricht der  Vorstellung, dass die Lymphknotenmetastasen beim
Prostatakarzinom generell das Resultat singuldrer metastasierungsassoziierter
genetischer Verdnderungen ist (Liu et al. 2009) und es zeigt, dass offenbar mehrere
Populationen gleichzeitig in Lymphknoten metastasieren. Auch in Metastasen von
neuroendokrinen Tumoren (Rinner et al. 2012) und Mammakarzinomen (Ding et al.

2010) wurde Biklonalitdt bestatigt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen unterstreichen die hohe
Niitzlichkeit der TMA-methode fiir die Bearbeitung und Kldrung wissenschaftlicher
Fragestellungen, die normalerweise groBe Gewebemengen bzw. Fallzahlen benotigen.
In unserer Untersuchung wurden insgesamt 9490 Gewebeproben von 871 Patienten
untersucht. Die Farbung der Préparate dauerte weniger als einen Tag. Die
histologische Auswertung der gefarbten Prédparate erforderte weniger als 24
Arbeitsstunden. Die fiir die Untersuchungen von 9490 verschiedenen Geweben von
871 verschiedenen Patienten benétigten Reagenzien kosteten weniger als 300 Euro
und der Personalaufwand fiir die Erhebung der Primérdaten betrug weniger als 3.000
Euro.

Als Ergebnis wurde der Nachweis einer haufigen p53 Heterogenitit und iiberwiegend
heterogener molekularer Befunde in Metastasen erbracht. Er fiihrte zu grundlegend
neuen Erkenntnissen beziiglich des Prostatakarzinoms. Die in dieser Studie
ermittelten und an gro3en Zahlen abgesicherten neuen Informationen zur Biologie des
Prostatakarzinoms unterstreichen die Niitzlichkeit von Heterogenitits-TMAs als neue,
wissenschaftlich begriindete, praktikable und wirtschaftlich effiziente Methode fiir die

molekulare Tumorforschung.

Bisherige Untersuchungen an TMAs haben iiberwiegend mit dem Ziel stattgefunden,
eine grole Zahl von Tumoren beziiglich eines Markers zu untersuchen.
Entsprechende Studien hatten dabei sowohl méBig grofle Fallzahlen (bis zu 50) von
zahlreichen verschiedenen Tumorarten oder moglichst viele Proben einer bestimmten
Tumorart untersucht. Gerade beim Prostatakarzinom haben TMA-Studien -
durchgefiihrt von der Hamburger Gruppe- es moglich gemacht, Tausende von
Prostatakarzinomen mit Verlaufsdaten in kiirzester Zeit auf die prognostische

Bedeutung molekularer Verdanderungen hin zu untersuchen (Schlomm et al. 2008,
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Minner et al. 2013, Flammiger et al. 2013, Tsourlakis et al. 2013). TMA-studien
haben beim Prostatakarzinom und anderen Tumoren alle klinisch etablierten
Prognosemarker wie beispielsweise Ostrogenrezeptor, Progesteronrezeptor, Ki67, p53
und HER2 bei Mammakarzinom, Ki67 und p53 beim Harnblasenkarzinom oder
PTEN, p53 und verschiedene Deletionen beim Prostatakarzinom mit hoher
Signifikanz und in wiederholten Studien reproduzieren kénnen. Dennoch ist immer
wieder diskutiert worden, ob die Verwendung einer einzelnen Gewebeprobe pro
Tumor angemessen ist und ob dieses Verfahren nicht zu einer intolerablen
Unterreprasentation  heterogener Befunde fiithren konnte. Gerade beim
Prostatakarzinom ist deswegen haufig vorgeschlagen worden, mindestens drei

Gewebeproben pro Patient zu untersuchen (Rubin et al. 2002).

Das in diesem Projekt verwendete Konzept der Heterogenitits-TMAs unterscheidet
sich deshalb grundlegend von den von anderen Autoren vorgestellten Maflnahmen zur
besseren Reprdsentation eines Tumors. Wihrend frithere Arbeitsgruppen mehrere
Stanzen aus einem einzigen Tumorblock untersucht hatten und damit im besten Fall
die Verhiltnisse auf diesem spezifischen Tumorblock besser zu repréasentieren, wurde
in unseren Heterogenitits-TMAs nicht versucht, die Routineuntersuchung eines
einzigen Gewebeblockes pro Patient besser in einem TMA-verfahren zu kopieren,
sondern eine Untersuchung durchzufiihren, die iiber die Maoglichkeiten der
traditionellen Molekularpathologie hinausgeht.

Der eigens dazu hergestellte TMA untersucht nicht eine einzelne Region eines
Tumors, sondern systematisch zahlreiche, von einander mdglichst weit entfernte
Subregionen eines Tumors. Die Ergebnisse zeigen, dass eine ganz substanzielle p53
Heterogenitét vorliegt.

Ahnliche Befunde waren in einer Studie von Minner et al. 2013 zum ERG-Protein
erzielt worden. Die Uberexpression von ERG ist in initialen Studien als auslosende
Veranderung fiir die Entstehung von Prostatakarzinomen vorgeschlagen worden. Die
Untersuchung von Minner et al. zeigte allerdings, dass eine homogene ERG-
Expression nur in 16% der Prostatakarzinome vorkommt, wihrend die ERG-
Expression in 42% der Tumoren heterogen war. Die ERG Translokation kann also nur

in Ausnahmefillen ein initiales Ereignis bei der Prostatakarzinomentstehung sein.
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Die Heterogenitit von Tumoren war bisher ein unterreprédsentiertes Gebiet der
Tumorforschung, auch wenn an molekularen Markern geforscht wird, die
moglicherweise klinisch relevante Informationen liefern. So zum Beispiel ob ein

bestimmter Tumor auf ein bestimmtes Medikament anspricht.

Ob derartige pradiktive Marker homogen oder heterogen im Tumorgewebe exprimiert
werden, wird bislang nur ausnahmsweise untersucht. Eine der Griinde fiir das Fehlen
von Studien zu dem Thema diirfte der substanziell hohe Arbeitsaufwand sein, der mit
solchen Studien verbunden ist. Die Herstellung und Verwendung von Heterogenitéts-

TMAs konnten hier zu einer Routinemethode werden.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Doktorarbeit, dass die Mutation von p53 ein
seltenes Phdanomen in Prostatakarzinomen ist, das typischerweise in Subpopulationen
(kleineren oder grdsseren) vorkommt und keine relevante Vorraussetzung fiir die
Metastasierung beim Prostatakarzinom darstellt.

Dariiber hinaus zeigen die Befunde, dass Lymphknotenmetastasen von
Prostatakarzinomen héaufig multiklonal sind. Das widerspricht dem Konzept der
Entstehung einer metastasierenden Subpopulation durch eine entscheidende Mutation
im Primértumor.

Die aktuell durchgefiihrten Untersuchungen bestidtigen demgegeniiber die hohe
Leistungsfahigkeit von TMAs zur Analyse im Besonderen von Tumorgeweben,

einschlieflich von Heterogenititsuntersuchungen.
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5. Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist die hidufigste Krebserkrankung und die dritthdufigste
Krebstodesursache bei Ménnern in Deutschland (Zentrum fiir Krebsregisterdaten,
RKI, 2013).

Angesichts grofler Unsicherheiten iiber die optimale Therapie bei diesem Tumor
besteht ein hoher Bedarf nach Prognosefaktoren, insbesondere nach Préadiktoren fiir
eine Metastasierung, da trotz guter Therapiecoptionen die meisten Patienten mit
metastasiertem Prostatakarzinom an ihrer Krebserkrankung versterben (Berger et al.
2011).

P53 ist das am hdufigste mutierte Tumorsuppressorgen in menschlichen Tumoren und
kommt auch beim Prostatakarzinom laut Studienlage in circa 5% der Fille vor.
Vorausgesetzt, dass p53 Mutationen eine wichtige Ursache fiir die Entstehung von
Lymphknotenmetastasierung sind, ist in dieser Studie untersucht worden, inwieweit
p53 Mutationen mit der Metastasierung zusammenhdngen. Dafiir wurde eine Serie
von Heterogenitétstissuemikroarrays immunhistochemisch auf p53 Proteinexpression
untersucht.

Die Heterogenitits-TMAs enthielten mindestens 10 verschiedene Gewebeproben von
Primédrtumoren von insgesamt 871 Patienten. Von 76 Patienten sind auch
Lymphknotenmetastasen auf dem TMAs vorhanden, sodass der p53 Status im

Primirtumor mit demjenigen in Lymphknotenmetastasen verglichen werden konnte.

Eine p53 Positivitit fand sich in 13,4% (117/871) der Primértumoren, wobei die
Positivitdt in 5% stark und in 8% schwach ausgeprégt war.

Der p53 Status war in Primértumoren bei 87% (754/871)der Patienten negativ, bei 12
% (104/871) heterogen positiv und bei 1,5 % (13/871) homogen positiv.

In den Metastasen fand sich bei 61 Patienten mit mindestens zwei auswertbaren
Stanzen aus Metastasen bei 30% eine Positivitdt aller Metastasen, bei 18% (11/61) ein
heterogener Befund und bei 11,5% (7/61) ein bei unzureichendem Material schichte
analysierbarer fraglich homogener Befund.

Der Vergleich von Primdrtumor und Metastasen ergab eine hohere Haufigkeit der
p53 Positivitdit von Metastasen in p53 positiven, bzw. heterogen positiven

Bewertungen (67%). Eine p53 Positivitit fand sich auch in einigen Metastasen von
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Patienten mit komplett p53 negativen Primértumoren. Bei 61% der 18 Patienten mit
p53 positiven Metastasen waren nicht alle p53 positiv.

Die Daten lassen erkennen, dass p53 Mutationen bei Prostatakarzinomen meistens
nur in Subpopulationen vorkommen und diese keine unbedingte Vorraussetzung fiir
die Metastasierung sind.

Die meisten Metastasen bei Prostatakarzinomen sind p53 unabhingig. Von
besonderem Interesse ist das hdufige, gleichzeitige Vorkommen von p53 negativen
und positiven Metastasen. Dieser Befund spricht gegen eine spezifische Mutation zur
Auslosung der Lymphknotenmetastasierung. Vielmehr gibt es Anhalte fiir das
parallele Auftreten von Lymphknotenmetasten durch verschiedene
Tumorsubpopulationen.

Die Daten beweisen ebenfalls die Leistungsfiahigkeit von Heterogenitits-TMAs fiir
die systematische Untersuchung von homogenen/heterogenen molekularen Befunden

in groflen Tumorkollektiven.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

Cmyc Regulatorisches Gen, kodiert fiir Transkriptionsfaktor
CR castrate resistent

ERG Regulatorisches Gen, kodiert fiir Transkriptionsfaktor
HE Héamatoxylin-Eosin

HER2 Protoonkogen

IHC Immunhistochemie

PCR Polymerase Ketten Reaktion

PIN Prostatische intraepitheliale Neoplasie

PSA Prostata spezifisches Antigen

PTEN Phosphatase und Tensin Homolog

SDS Sodium dodecyl sulfate

SSCP Single stranded conformation polymorphism

TMA Tissuemicroarray

TMPRSS2 Transmembrane protease serine 2
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