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Einleitung

Die Prostata entsteht aus dem entodermalen Sinus urogenitalis in H6he der Mundung des
Wollf'schen Gang. Das spezielle Mesenchym dort vermittelt die Androgenwirkung auf das
Epithel, welches Drisenschlduche bildet die sich in einen inneren und duf3eren Lappen
gliedern (insgesammt ca. 40 tubuloalveoldren Drisenlédppchen). Aus dem speziellen
Mesenchym entsteht das bindegewebige und muskuldre Stroma. Das Epithel der Driisen ist
zweireihig und kann aber auch mehrreihig und von unterschiedlicher Hohe sein. Die
Drisenlappchen werden von einem stark ausgepragten Bindegewebe mit zahlreichen glatten
Muskelzellen umgeben (fibromuskuléres Stroma). Die Prostata lasst sich in 3 Hauptzonen
unterteilen, die embryologisch sowie klinisch/pathologisch wichtig sind. Die Transitionalzone
ist ein kleiner Bereich, besonders anterior und lateral des Anfangsteils der Harnrohre. Hier
entstehen etwa 15 — 22% der Prostatakarzinome. Etwa ein Viertel des Organs gehort zu der
Zentralzone (eher posterior und kranial). Der gréf3te Teil der Prostata ist von der peripheren
Zone reprasentiert, die eher posterior und lateral sowie auch cranial liegt. Die periphere
Zone ist Sitz der Mehrheit der Prostatakarzinome, die auch zum Teil transrektal zu tasten
sind. Eine vordere Zone und die Zone um die Harnrohre sind kleinere Bereiche der Prostata.
Die Prostata gehort zu den akzessorischen Geschlechtsdriisen und hier produziert das
Drisenepithel das Prostatasekret. Ein wichtiger Bestandteil des Prostatasekrets ist das PSA
(prostataspezifisches Antigen), das nicht nur beim Prostatakarzinom, sondern auch bei
anderen Prostataerkrankungen pathologisch produziert wird und im Blut zu messen ist.

Das Prostatakarzinom, so wie es in der Berufssprache, und in der Literatur am hé&ufigsten
benannt wird, bildet sich aus den sekretorischen Zellen (Drusenzellen) des Organs und hat
invasive, bosartige Eigenschaften. Es handelt sich also um ein Adenokarzinom.

Das Prostatakarzinom ist die haufigste Krebserkrankung und die dritthdufigste
Krebstodesursache bei Mannern in Deutschland (Jemal et al. 2011). Die Prognose fiir 2014
liegt bei 70.100 Neuerkrankungen mit einem stetigen Anstieg seit den letzten Jahren. Das
Risiko ein Prostatakarzinom zu entwickeln steigt mit zunehmendem Alter. Das
durchschnittliche Erkrankungsalter variiert zwischen 60 und 70 Jahren alt. (Robert Koch
Institut, 2013)

Uber die Entstehung des Prostatakarzinoms ist bisher nicht viel bekannt. Eine familiare
Belastung (5 — 11 fache erhohtes Risiko bei Mannern mit 2 oder mehr erstgradigen
Verwandten mit Prostatakarzinom) ist bekannt (Eble et al. 2004). Auch eine geographische
Verteilung ist zu beobachten. Durch Migranten aus den ,low-risk areas in die ,,high risk
areas™ steigt die Inzidenz des Prostatakarzinoms. Dies bedeutet dass, umweltbedingte
Faktoren bzw. Erndhrungsgewohnheiten auch eine Rolle spielen. Fett-Restriktion habe einen
Effekt auf PSA und Testosterone-Spiegel im Blut von Patienten mit Prostatakarzinom
(Demark-Wahnefried et al. 2001). Testosteron wird in die Druse aufgenommen und dort
durch die Steroid-5-alpha-Reduktase-Enzym (SRD5A2) in den aktiveren Metabolit
Dihydrotestosterone (DHT) umgewandelt. DHT und Testosterone binden an den
Androgenrezeptor (AR). Der Rezeptor/Ligand-Komplex verlagert sich in den Zellkern und
bindet dort an androgenabhédngige Elemente. Letztere haben zum Teil auch eine Zellzyklus-
Kontroll-Funktion.

Die Sterberate ist seit Mitte der 1990er Jahre riicklaufig. Viele Tumoren werden in frihen
Stadien entdeckt und wachsen langsam. Einige schreiten allerdings fort und fihren friher
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oder spater zum Tod. Um eine biologische Aggressivitét einschdtzen zu kdnnen, werden die
bioptisch diagnostizierten Tumoren in verschiedenen Risikogruppen eingeteilt. Die D’ Amico-
Risikostratifizierung unterscheidet zwischen 3 Risikogruppen: niedrig, mittel und hoch, je
nach klinischem Tumorstadium (cT), PSA-Wert und Gleason-Score (D”Amico et al. 2001).
Die Therapientscheidung erfolgt fur jeden Patienten in Abhéngigkeit der individuellen
Risikogruppe. Seit Einfiihrung des PSA-Tests ist der Anteil an Tumoren der niedrigen
Risikogruppe in konsekutiven Prostatakarzinom-Serien angestiegen (Robert Koch Institut,
2013). Die Friherkennung eines Prostatakarzinoms ist wichtig um eine rechtzeitige Therapie
einsetzen zu koénnen. Allerdings kann eine Ubertherapie bei langsam wachsenden Tumoren
(die ohne Fruherkennung nicht auffallig geworden waren und keine Behandlung bedurft
hatten) nachteiligt sein, nicht nur fiir den Patienten sondern auch im Sinne von Kosten fur das
Gesundheitssystem.

Die vorhanden und etablierten pathologischen und klinischen Prognoseparameter sind
statistisch gesehen hervorragend (Gleasonscore, PSA, cT) im Einzellfall aber oft ungentigend
um eine Uberbehandlung zu verhindern. Die letzten Jahre haben aber zu einem massiven
Gewinn Uber die molekularen Hintergrinde der Entstehung und Progression des
Prostatakarzinoms gefihrt. Es darf gehofft werden, dass sich dieses Wissen in absehbarer
Zukunft in bessere Prognosetests ansehen lasst.

Die haufigste genetische Alteration beim Prostatakarzinom, (etwa 50% der Falle) ist die
Fusion des Androgen-abhé&ngigen-Serin-Protease-Gens TMPRSS2 (21g22.2) mit einem
Mitglied der ETS-Transkriptionaktor-Familie (Tomlins et al. 2005). Zu der letzteren gehéren
ERG (21¢22.2), ETV1 (7p21.2), ETV4 (17g21) und ETV5 (3g27), wobei ERG in ber 90%
der Falle mit TMPRSS2 fusioniert (Tomlins et al. 2005, Tomlins et al. 2008). Dieses
molekulare Ereignis scheint friih in der Entstehung des Prostatakarzinoms zustande zu
kommen, denn die entsprechende Fusion ist auch in high-grade PIN-L&sionen nachweisbar
(Perner et al. 2007).

Neben der TMPRSS2-ERG Fusion sind Deletionen, die beim Prostatakarzinom hé&ufigsten
Aberrationen. Dies betrifft u.a die Region 10g23. PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog)
ist ein Tumorsupressor-Gen auf Chromosome 10923 und kodiert fur eine multifunktionelle
Phosphatase. PTEN fungiert als Antagonist der Phosphatidyninositol 3-Kinase, ein
Schlisselmolekdl bei der Aktivierung von AKT (Protein Kinase B) (Myers et al. 1997).
Inaktivierungen von PTEN fiihren zu einer konstitutiv erhéhten Konzentration von AKT und
somit zu gesteigertem Zell-Wachstum, Proliferation, Uberleben und Migration. PTEN-
Deletionen sind an der Entstehung und Progression des Prostatakarzinoms beteiligt (King et
al. 2009, Carver et al. 2009) und mit einem friihen PSA-Rezidiv assoziiert (Krohn et al.
2012). Neben PTEN- sind auch TP53-, 3q13-, 5921-, und 6ql5-Deletionen beim
Prostatakarzinom h&ufig und mit einer schlechten Prognose beim Prostatakarzinom assoziiert
(Kluth et al. 2014, Krohn et al. 2013, Burkhardt et al. 2013, Kluth et al. 2013).

Die DNA-Replikation ist ein ziemlich préziser Prozess, aber in einigen Féallen kdnnen
Mutationen entstehen (etwa eine Mutation in 10° bis 10'° Basen je Zellteilung) (Hsieh und
Yamane 2008). Diese DNA-Basenfehlpaarung in der Replikation wird vom Mismatch Repair
System (MMR) repariert. Das MMR System wurde in Escherichia coli weitgehend
untersucht. In Prokaryonten sind die MMR Proteine MutS, MutL und MutH. In Eukaryoten
sind ,,homologe* Proteine bekannt. (Hsieh et al. 2008). Das entsprechende Reparatursystem
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besteht aus verschiedenen Proteinen: MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH4, MSH5, MSH6,
PMS1 und PMS2 gehoren dazu. Ein Defekt im MMR-System kann tber Mikrosatelliten
uberpruft werden. Sollten die Mikrosatelliten bei einem Patienten, gehduft Aberrationen
aufweisen (Mikrosatelliteninstabilitdt - MSI), so kann man davon ausgehen, dass ein
Gendefekt in diesem DNA-Reparatursystem vorliegt. Die Mikrosatelliteninstabilitat wurde in
der Karzinogenese verschiedener Tumoren beschrieben (lonov et al. 1993, Thibodeau and
Schaid 1993, Murata et al. 2002, Murphy et al. 2011, Aysal et al. 2012, Pande et al. 2012,
Rodriguez-Hernandez et al. 2013, Segev et al. 2014, Shen et al. 2014). Eine Mutation in
einem der Mismatch-Reparatur-Gene charakterisiert das hereditdre non-polypdse
Kolonkarzinom (HNPCC) oder Lynch Syndrom. (Aaltonen et al. 1993, lonov et al. 1993,
Peltomaéki et al. 1993, Thibodeau and Schaid 1993, Lynch und de la Chapelle 1999).

Patienten mit einer vererbten MMR-Gen-Mutation und mit einem kolorektalen Karzinom
haben ein erhohtes Risiko nicht nur eine der klassisch zum Lynch-Syndrom gehdrenden
Neoplasien (Endometrium, Magen, Dinndarm, Ovar, Pankreas, Ureter, Nierenbecken und
Gallenwege) (Lynch et al. 2009, Win et al. 2012) sondern auch ein Mamma- oder
Prostakarzinom zu entwickeln (Soravia et al. 2003, Bauer et al. 2011, Engel et al. 2012).
Tatsachlich sprechen viele Befunde fir eine wichtige Rolle der DNA-Reparatur-Systeme
beim Prostatakarzinom (Leach 2002, Jarzen eta al. 2013), Mikrosatelliteninstabilitat (Egawa
et al. 1995), MMR-Gen-Mutationen (Fredriksson et al. 2006), Einzel-Nukeotid-
Polymorphismen bei MMR-Genen (Tanaka et al. 2009, Langeberg et al. 2010), eine fehlende
Expression des MMR-Gen-Produkts (Chen et al. 2001, Soravia et al. 2003, Grindedal et al.
2009) sowie auch eine erhohte Expression der MMR-Proteine (Norris et al. 2009) wurden
bisher beschrieben.

Das Tissue-Microarray-Verfahren (TMA\) ist ein etabliertes Verfahren welches es ermdglicht,
gleichzeitig eine Vielzahl von Gewebeproben auf nur einem Objekttrager auf einen
bestimmten Marker zu analysieren. Die maximale Standardisierung der TMA-Verarbeitung,
inklusive der exakt gleichen Bearbeitung (identische Reagenzien, Konzentrationen,
Expositionszeiten) wie auch das groRe Patientekollektiv erlauben eine sehr distinkte
Proteinexpressionsanalyse, so dass auch geringste quantitative Unterschiede detektiert werden
kénnen (Simon 2002, Mirlacher und Simon 2010).

Das Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf besitzt, dank der Zusammenarbeit des
Institutes fur Pathologie und der Martiniklinik, ein Patientenkollektiv von ca. 12.500 Prostata-
Gewebeproben. Aus diesem Kollektiv, das sich stetig vergroRRert, wurden zahlreiche TMAS
erstellt. Die klinischen Informationen, wie Verlaufsdaten werden standig aktualisiert.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Klarung einer moéglichen prognostischen Bedeutung der MHS6-
Expression beim Prostatakarzinom. Daruber hinaus sollte die Beziehung zu molekularen
Subtypen definiert durch dem ERG-Status und die wichtigsten chromosomalen Deletionen
geklart werden.



Material und Methoden

Patienten

Fur dieses Projekt haben wir uns unseres Hamburger-Prostatakarzinom Tissue Microarray
(TMA) bedient. Seit 1992 werden radikale Prostatektomien der am UKE operierten Patienten
standarisiert aufgearbeitet. Unser Kollektiv besteht aus 11.152 Patienten, davon 9695 mit
Verlaufsdaten (medianer postoperativer Verlaufsbeobachtungszeitraum von 36,8 Monate).
Die Tabelle 1 zeigt klinische Angaben (Alter und préoperatives PSA) und Informationen tber
das Prostatakarzinom der Patienten (pT Stadium, Gleason Grad, pN Status und chirurgische
Resektionslinien) unseres Kolletivs. An diesem TMA wurde per Immunhistochemie der ERG-
Expressionsstatus bei 9628 Patienten und bereits friher per Fluoreszenz-in situ
Hybridisierung (FISH) der ERG-Break apart-Status bei 6106 Patienten (erweitert von Minner
et al. 2013) erhoben. AuRerdem wurde der Deletionsstatus von 5921 bei 3057 (erweitert von
Burkhardt et al. 2013), 6q15 bei 3528 (erweitert von Kluth et al. 2013), und PTEN bei 6130
(erweitert von Krohn et al. 2012), sowie 3p13 bei 7081 Patienten erhoben (erweitert von
Krohn et al. 2013).



Tabelle 1 : Zusammensetzung des Tissue Micro Arrays mit 11.152 Prostatakarzinomproben

Anzahl der Patienten

Patientenkohorte des TMA

Biochemisches Rezidiv

(n=11.152) (n=1.824)
Follow-up (Monate)
Mittelwert 53,4 -
Median 36,8 -
Alter (Jahre)
<50 318 49
50-60 2.768 460
60-70 6.548 1.081
>70 1.439 232
Préoperatives PSA (ng/ml)
<4 1.407 142
4-10 6.735 827
10-20 2.159 521
>20 720 309
pT Stadium (AJCC 2002)
pT2 7.370 570
pT3a 2.409 587
pT3b 1.262 618
pT4 63 49
Gleason Grad
<3+3 2.859 193
3+4 1.565 573
4+3 6.183 849
>4+4 482 208
pN Status
pNO 6.117 1.126
PN+ 561 291
Chirurgische
Resektionslinien
Negativ 8.984 1.146
Positiv 137 642
Aufgrund teilweise nicht vorhandener Daten ergibt die Summe der

Einzelpositionen nicht immer 11.152 Patienten.

Abkirzung: AJCC, American Joint Committee on Cancer



TMA-Herstellung

Die TMA-Herstellung wurde durchgefuihrt wie beschrieben (Mirlacher and Simon 2010). Im
Einzelnen wurde hierfir ein 0,6 pm Durchmesser grofle Nadel benutzt um
tumorreprasentatives Gewebe zu gewinnen. Diese Gewebeproben wurden dann auf 24
Objekttréger verteilt, welche dann 144-522 Gewebeproben beinhalten. AMACR und 24BE12-
Antikérper wurden an den Tumorgewebeproben zur Sicherung der Karzinomdiagnose
immunhistologisch untersucht. Normales Prostatagewebe wurde in jedem TMA-Block fir
interne Kontrolluntersuchungen eingebettet. Die TMA Sammlung ist in Abbildung 1
dargestellt.

Immunhistochemie

Die verschiedene TMA-Schnitte wurden immunhistochemisch geféarbt. Als primarer
Antikorper wurde ein MSH6-spezifischer Antikorper der Firma Abcam in einer 1/100
Dilution verwendet. Eine Deparafinisierung der Objekttrager und eine Vorbehandlung fir 5
Minuten bei 121 °C erfolgten in einem pH 6 Citrat-Puffer im Autoklav. Mit dem EnVision-
Kit der Firma DAKO konnte die Reaktion des priméren Antikdrpers visualisiert werden. Die
Auswertung fur die Bestimmung der MSH6-Expression erfolgte semiquantitativ und wurde
nach Farbintensitat in vier Kategorien (negativ, schwach, moderat und stark) unterteilt.

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der JPM9 Software (SAS Institute INC., NC, USA).
Kontingenztabellen und Chi-Quadrat-Tests wurden durchgefuhrt um Assoziationen zwischen
molekularen Parametern und dem Tumorphinotyp nachzuweisen. Uberlebensanalysen
wurden graphisch durch Kaplan-Meier-Kurve untersucht, der Log-Rank-Test wurde
angewendet um signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen aufzuzeigen. Zum
Nachweis der statistischen Unabhangigkeit multipler pathologischer, molekularer und
klinischer Variablen erfolgte eine COX-Regressions-Analyse. Als signifikant wurden p-Werte
<0,05 gewertet.



Ergebnisse

MSHG6-Expression beim Prostatakarzinom

Aufgrund eines kompletten Fehlen des Gewebes oder wegen nicht vorhandener oder nicht
eindeutiger Tumorzellen im entsprechenden Probenareal, waren 4328 der Gewebeproben
nicht auswertbar.

Es zeigte sich bei 89,5% der 6824 auswertbaren Prostatakarzinome ein positiver MSHG6-
Nachweis. Davon zeigten 15,4% eine schwache, 27,1% eine moderate und 47,0% eine starke
MSH6-Expression (Tabelle 2). Normales Prostataepithel zeigt eine geringere Anfarbung mit
meist geringe bis moderate immunhistochemische Anfarbung. Representative Befunde sind in
Abbildung 1 dargestellt. Der Vergleich der MSH6-Expression mit klinisch-pathologischen
Parametern  zeigte  Assoziationen eines hohen  Expressionsniveaus mit einem
fortgeschrittenem Tumorstadium (p<0,0001), hohem Gleason-Grad (p<0,0001) und positivem
Lymphknotenstatus (p<0,0001). Dartiber hinaus war eine hohe MSH6-Expression auch
grenzwertig mit einem positiven Resektionsrand assoziiert (p=0.0365).

Tabelle 2 : MSH6-Expression und Tumorphanotyp.

analysierbar negativ schwach moderat stark

(n) %) (%) (k) () PV
alle Tumore 6824 10,5 15,4 27,1 47,0
Tumorstadium
pT2 4224 12,12 17,05 27,46 43,37 <0.0001
pT3a 1649 8,98 13,1 26,93 51
pT3b 872 5,85 11,58 25,57 57
pT4 47 4,26 17,02 25,53 53,19
Gleason Grad
<3+3 1395 17,06 18,85 26,59 37,49 <0.0001
3+4 3951 9,82 15,29 27,51 47,38
4+3 1097 6,11 12,76 26,71 54,42
>4+4 342 5,85 10,53 24,85 58,77
Lymphknoten
NO 4063 9,87 14,62 26,9 48,61 <0.0001
N+ 409 4,16 12,96 23,96 58,92
Resektionsrand
negative 5398 10,65 15,69 27,57 46,09 0.0365
positive 1292 9,44 14,24 25,77 50,54
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Abbildung 1: Ubersicht der TMA Sammlung.

Abbildung 2: Immunhistochemische MSH6 Féarbungen im normalen Prostatagewebe.
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Abbildung 3: Immunhistochemische MSH6 Farbungen im Prostatakarzinom. a) stark

b) moderat und c¢) schwach.

Assoziation der MSH6 Expression mit dem ERG-Fusionsstatus

Um eine eventuelle Assoziation der MSHG6-Expression mit dem ERG-Fusionsstatus zu
erkennen, erfolgte die komparative Analyse des friher durch IHC und FISH —Analysen
erhobenen ERG-Fusionsstatus mit der MSH6-Expression. Eine starke MSH6-Expression
zeigte sich signifikant mit einer ERG-Fusion (FISH) und ERG-Expression (IHC) assoziiert
(p<0,0001). Eine starke MSH6-Expression war bei 66,5% der Falle mit positiver ERG-Fusion
nachweisbar, im Gegensatz dazu war lediglich bei 35% der Félle ohne ERG-Fusion eine
starke MSHG6-Expression nachweisbar (Abbildung 4). Auch auf Proteinebene konnte diese
Assoziation nachvollzogen werden. So zeigte sich, eine starke MSH6-Expression in 66,8%
der Félle mit positivem ERG-Nachweis aber nur bei 32,6% der ERG-negativen Tumoren
(Abbildung 4). Aufgrund dieser erheblichen Expressionsunterschiede zwischen ERG-
negativen und ERG-positiven Prostatakarzinomen wurden alle Beziehungen der MSHG6
Expression mit dem Tumorphanotyp fiir ERG-positiven und ERG-negativen Tumoren separat
berechnet. Dabei erwiesen sich die hochsignifikante Assoziation mit fortgeschrittenem pT-
Stadium, hohem Gleason-Grad und dem Nachweis von Lymphknotenmetastasen (p jeweils
<0,0001) als weitgehend spezifisch fiir das ERG-negative Prostatakarzinom (Tabelle 3). Bei
ERG-positiven Tumoren war die MSH6-Expression lediglich geringgradig mit einem hohen
Gleason-Grad assoziiert (p<0,0017, Tabelle 4).
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p<0,0001 p<0,0001
100,0%

90,0%

80,0%

70,0%

60,0%

50,0% W stark

B moderat

40,0% schwach

MSH6-Expression

30,0%

20,0%

10,0%

U,U% T T T T 1
ERG IHC negativ ERG IHC ERG FISH normal ERG FISH Bruch
(n=3461) positiv (n=2182) (n=1831)
(n=2682)

Abbildung 4: ERG-Fusionsstatus (IHC/FISH) und MSH6 Expression.
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Tabelle 3: MSH6-Expression und Tumorphénotyp (ERG-negative Tumoren).

analysierbar

negativ

schwach

moderat

stark

MSH-6 (n) (%) (%) (%) (6)  PWert
alle Tumore 3461 17,1 21,8 28,5 32,6
Tumorstadium

pT2 2241 18,88 23,56 28,16 29,41  <0,0001
pT3a 746 16,49 20,38 29,76 33,38

pT3b 442 9,5 14,93 28,05 4751

pT4 20 5 25 30 40

Gleason Grad

<3+3 669 28,25 25,86 23,62 22,27  <0,0001
3+4 1966 16,63 22.69 29.4 31,28

4+3 595 9,58 17,48 31,26 41,68

>4+4 216 7,41 12,5 27,78 52,31
Lymphknoten

NO 2089 16,23 20,39 28,87 3451 <0,0001
N+ 200 6 16,5 28 495
Resektionsrand

negativ 2734 17,23 21,95 28,9 31,93 0,407
positiv 654 15,75 21,1 27,83 35,32
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Tabelle 4: MSH6-Expression und Tumorphanotyp (ERG-positive Tumoren).

analysierbar

negativ

schwach

moderat

stark

MSH-6 (n) (%) (%) (%) (96) PWVert
alle Tumore 2682 15 7.0 24.7 66,8
Tumorstadium

pT2 1509 1,66 7,42 25,84 65,08 0,3689
pT3a 784 1,4 5,99 23,72 68,88

pT3b 357 0,84 7,28 22,41 69,47

pT4 18 5,56 5,56 11,11 77,78
Gleason Grad

<3+3 515 2,14 9,9 29,13 58,83 0,0017
3+4 1625 1,29 6,09 24,74 67,88

4+3 424 1,42 6,84 20,28 71,46

>4+4 100 2 6 18 74
Lymphknoten

NO 1615 1,49 7,43 23,72 67,37 0,8301
N+ 177 1,69 8,47 20,9 68,93
Resektionsrand

negativ 2099 1,57 7,43 25,39 65,6 0,1166
positiv 536 1,31 5,41 2257 70,71

MSHG6-Expression und andere genetische Defekte

Es konnte eine statistisch signifikante Assoziation des Deletionsstatus von PTEN und 3p13
mit einer hohen MSHG6-Expression in allen Postatakarzinomen gezeigt werden (Abbildungen
5 und 7, p<0,0001). Die Subgruppenanalyse machte aber deutlich, dass diese Assoziation im
wesentlichen bzw. praktisch ausschliesslich durch die ERG-negativen Prostatakarzinome

zustande (p<0,0001, Abbildungen 5, 6 und 8).
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MSH6-Expression (%)

100,0 ~

90,0
80,0 -
70,0
60,0
50,0 -
40,0 - mstark
]
30,0 - moderat
schwach
20,0 +
10,0 -
0,0
PTEN nomal PTEN deletiert PTEN nomal PTEN deletiert PTEN nomal PTEN deletiert
(n=3253) (n=780) (n=1875) (n=252) (n=1275) (n=503)
alle Prostatakarzinome (p<0.0001) ERG negative Prostatakarzinome ERG positive Prostatakarzinome
(p<0.0001) (p=0.0770)
Abbildung 5: MSH6-Expression und PTEN-Deletionsstatus
100,0 -
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Abbildung 6: MSH6-Expression und Deletionsstatus von 6g15
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Abbildung 7: MSH6-Expression und Deletionsstatus von 3p13
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alle Prostatakarzinome (p=0.369) ERG negative Prostatakarzinome ERG positive Prostatakarzinome

(p<0.0001) (p=0.1971)

Abbildung 8: MSH6-Expression und Deletionsstatus von 5¢q21

Um die Hypothese zu testen, dass die MSH6-Expression bei steigender Zahl von Deletionen
(3p13, 6q15, 5921 und 10g23) ansteigt, wurde eine entsprechende Analyse durchgefiihrt
Tatsachlich ergab die Untersuchung einen signifikanten Zusammenhang bei aller Tumoren
(p<0.0001, Abbildung 9). Bei Subgruppenanalyse der ERG- negativen (Abbildung 10) und
ERG- positiven Tumoren (Abbildung 11) fand sich diese Assoziation aber nur in der Gruppe
der ERG-negativen Karzinome.
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Abbildung 9: MSH6-Expression und Zahl der Deletionen (alle Tumoren)
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Abbildung 10: MSH6-Expression und Zahl der Deletionen (ERG-negative Tumoren)
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Prognostische Relevanz

Verlaufsdaten waren bei 5917 MSH6 analysierbaren Patienten verfugbar. In der Kaplan-
Meier-Analyse war ein hohes MSH6-Expressions-Niveau mit einem friihen PSA-Rezidiv in
der Gesamtpopulation assoziiert (p<0,0001), die wie die Graphiken zeigten, allein auf die
ERG-negativen Tumoren zuriickzufuhren ist (p<0,0001). AuRerdem war in der Subgruppe der
ERG-negativen/PTEN  nicht  deletierten  Prostatakarzinome die MSHG6-Expression
prognostisch relevant ist (p=0.0007). Wohingegen die MSH6-Expression bei den ERG-

positiven Prostatakarzinomen keinen Einfluss auf die Prognose gezeigt hat (p=0.1004).
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Abbildung 11: Kaplan-Meier-Analyse zum Einfluss der MSH6-Expression auf das PSA-
Rezidiv, inklusive Log-Rank-Test und Stratifizierung nach Subgruppen

Multivariate Analyse

Zur multivariaten Analyse der klinischen Relevanz der MSHG6-Expression erfolgte die
Evaluation in verschiedenen Szenarios. Szenario 1 beinhaltete alle postoperativ verfiigbaren
Parameter, wie pT-, pN, den Gleason Grad und Resektionsrandstatus, sowie praoperatives
PSA-Level im Serum. Szenario 2 beinhaltet ebenfalls alle postoperativ verfiigbaren Parameter
aufller dem pN-Status. Grund fir die Exklusion des Nodalstatus in dieser Analyse war, dass
eine radikale Lymphadenektomie nicht bei allen Patienten durchgefiihrt wird, so dass nach
Exklusion des pN-Status eine hohere Fallzahl zur statistischen Berechnung zur Verfligung
steht. Die Szenarien 3 und 4 beinhalten oder simulieren praoperativ verfligbare Parameter.
Szenario 3 beinhaltet das préoperative PSA-Level im Serum, das klinische Stadium cT und
den Gleason Grad am Prostatektomie-Prdparat. Szenario 4 beinhaltet neben den Parametern
von Szenario 3, anstatt des postoperativen Gleason Grad, den Gleason Grad der Stanzbiopsie,
da hdufig Abweichung zwischen dem prdoperativ beobachteten Gleason Grad und dem
definitivem Gleason Grad des Prostatektomie-Préparates beobachtet wurden. Bei der

Durchfihrung der multivariaten Analyse in der Subgruppe der ERG-negativen
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Prostatakarzinome konnte teilweise ein Trend zu einer unabhdngigen prognostischen
Relevanz der MSH6-Expression gesehen werden. Dies galt insbesondere fir die Szenarien 3

und 4.

Tabelle 5: Multivariate Analysen

a) Multivariate Analyse (alle Karzinome)

p -Wert
: n Gleason MSHE
Szenanoauswertb arpraoperativer pT cT  Gleason-Grad Grad Lymphknoten-  chirurgische |Expression
PSA-Level Stadium Stadium Prostatektomie BioDsi status Resektionslinien| auf dem
iopsie TMA
1 3.753 <0,0001 <0,0001 - <0,0001 - <0,0001 <0,0001 0,2081
2 5.771 <0,0001 <0,0001 - <0,0001 - - <0,0001 0,2118
3 5,670 <0,0001 - <0,0001 <0,0001 - - - 0,0242
4 5.582 <0,0001 - <0,0001 - <0,0001 - - 0,0012
b) Multivariate Analyse (ERG-negative Karzinome)
p -Wert
. n . Gleason Lo MSH§
Szenario| auswertbarpraoperatlver pT c¢T  Gleason-Grad Grad Lymphknoten- chirurgische |Expression
PSA-Level Stadium StadiumProstatektomie -~ . status Resektionslinien auf dem
Biopsie T™A
1 1,907 0,0003 <0,0001 - <0,0001 - <0,0001 0,0042 0,3673
2 2.904 <0,0001 <0,0001 - <0,0001 - - 0,0006 0,3178
3 2.879 <0,0001 - <0,0001 <0,0001 - - - 0,0145
4 2.838 <0,0001 - 0,0002 - <0,0001 - - 0,0015
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c¢) Multivariate Analyse (ERG-positive Karzinome)

p -Wert
. n . Gleason N MSH§
Szenario ausWertbarpr;aioperatlver pT cT  Gleason-Grad Grad Lymphknoten-  chirurgische |Expression

PSA-Level StadiumStadiumProstatektomie . "~ status Resektionslinien| auf dem

Biopsie TMA

1 1.503 0,0274 <0,0001 - <0,0001 - 0,0301 0,0039 0,5297

2 2.271 0,0008 <0,0001 - <0,0001 - - <0,0001 0,5567

3 2.207 <0,0001 - <0,0001 <0,0001 - - - 0,3105

4 2.169 <0,0001 - <0,0001 - <0,0001 - - 0,087
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Diskussion

In dieser Studie fand sich eine MSH-6-Expression in 89,5 % von 6824 untersuchten
Karzinomen. Da MSH-6 immunhistochemisch mit dem gleichen Protokoll in normalem
Prostataepithel meist nur eine geringe Anfarbung zeigte, kann postuliert werden, dass es in
einem Teil der Prostatakarzinome zu einer ,,pathologisch* gesteigerten MSH-6-Expression
kommt. Nur zwei friihere Studien haben die Rolle von MSH-6 in Prostatakarzinomen
untersucht (Grindedal et al. 2009 und Soravia et al. 2003). Beide Studien konnten keine
MSH6-Expression darstellen. Diese Divergenzen sind gut durch Unterschiede in den
immunhistochemischen Farbe-Protokollen und bei der Auswahl der Antikdrper zu erklaren. In
keiner der vorangegangenen Studien war der gleiche Antikdrper wie in unserem Projekt
(EPR3945 Abcam) verwendet worden und auch die Farbeprotokolle zeigten grundsatzliche
Unterschiede im Vergleich zu dem in diesem Projekt verwendeten Vorgehen. Es ist gut
bekannt, dass Variationen der Immunhistochemie-Protokolle zu groRen Abweichungen bei
den Ergebnissen immunhistochemischer Studien fuhren kdnnen. In einer Studie am Institut
fir Pathologie des UKE wurde der Anteil von P53-positiven Prostatakarzinomen durch
Verénderungen der Protokolle von 5 auf 95% gesteigert (Schlomm et al. 2008).

Die starke Assoziation von MSH6-Expression mit einem ungunstigen Tumorphénotyp und
einem erhéhtem Risiko eines PSA-Rezidivs ist ein relevanter neuer Befund. Die Prognose-
Relevanz der MSHG6-Expression passt aber zu Befunden anderer Proteinen des Reparatur-
Systems, wo eine Assoziation dieser mit einem erhéhten Tumor-Stadium, einem ungunstigen
Tumorgrad und einer schlechten Patienten-Prognose beim Prostatakarzinom beschrieben
wurden (Norris et al, 2009).

Die TMPRSS2-ERG Translokation ist die hdaufigste genomische Aberration bei
Prostatakarzinomen und kommt in ca. 50 % der Félle vor (Tomlins et al. 2005, Soller et al.
2006, Kumar-Sinha et al. 2008, Mosquera et al. 2009, Minner et al. 2013). Als Folge dieser
Translokation kommt es zur Bildung eines Fusionsproteins welches in Prostataepithelzellen
massiv Uberexprimiert wird (Tomlins et al. 2008). In ERG-aktivierten Zellen werden
zahlreiche Gene aberrant exprimiert (Chakrabarti et al. 2002, Jeronimo et al. 2004, Lapointe
et al. 2007, Cazares et al. 2010, Szczyrba et al. 2010, Taylor et al. 2010, Berger et al. 2011,
Kim und Yu 2012). Die Daten unserer Studie zeigen, dass auch MSH6 zum Kreis der ERG-
abhangigen Gene gehdrt. Am gleichen TMA wurden friher von unserer Arbeitsgruppe
zahlreiche Gene gefunden, welche positiv mit dem ERG-Status assoziiert sind (Krohn et al.
2012, Burkhardt et al. 2013, Krohn et al. 2013, Kluth et al. 2013, Kluth et al. 2014). Da die
positive Assoziation nicht nur immunhistochemisch, sondern auch mit der FISH-Methode zur
Darstellung kommt, kann ein technisches Problem als Ursache der Assoziation
ausgeschlossen werden. Technische Probleme missen in immunhistochemischen Studien
immer im Falle von positiven Assoziationen erwogen werden, da eine gréfRere Menge von
areaktiven Geweben zu einer Subpopulation von Fallen flihren wirden welche mit allen
untersuchten Antikdrpern ein negatives Ergebnis ergeben.
Ob eine vermehrte ERG-Expression in Prostataepithelzellen tatsachlich zu einer MSH6-
Aktivierung fuhrt ist nicht gesichert. Alternativ konnte MSH6 auch sekundar aktiviert werden
in Zellen mit genomischen Aberrationen wie beispielsweise einer TMPRSS2-ERG-
Translokation. Fir eine reaktive MSH6-Uberexpression als Folge genomischer
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Verénderungen wirde auch die signifikante Assoziaton mit dem Vorliegen von Deletionen
sprechen. Auch hier wéare denkbar, dass das Vorhandensein von einer oder mehreren
genomischen Aberrationen zur einer Aktivierung von Reparatur-Mechanismen (einschliellich
MSHG) fuhren kdnnte. Diese Hypothese wirde auch die mangelnde Assoziation von MSH6
und Deletionen in der Subgruppe der ERG-positiven Karzinome erklaren. Schlief3lich ist in
ERG-positiven Tumoren MSH®6 bereits aktiviert, so dass das zusatzliche Vorliegen einer
weiteren genomischen Aberration zu Kkeiner weiteren messbaren Steigerung der MSHG6-
Expression fihren wirde.

Unabhéngig von den zugrunde liegenden Mechanismen darf konstatiert werden, dass die
MSHG6-Expression ein relevanter Prognosefaktor beim Prostatakarzinom ist. Diese Aussage
ist trotz einer signifikanten methodischen Schwaéche unserer Arbeit gultig. Die Schwache
betrifft die Tatsache, dass ein Patientenkollektiv untersucht wurde, bei dem die
Prostatakarzinom-Erkrankung durch ein chirurgischen Angriff potentiell geheilt wurde, so
dass der weitere Verlauf des Tumorleidens durch die Operation kinstlich unterbrochen
wurde. Optimalerweise wirden Prognosefaktoren beim Prostatakarzinom an Stanzbiopsien
untersucht werden, an denen ein Karzinom neu diagnostiziert worden ist und an Patienten, bei
denen man sich nach der initialen Diagnose fur eine abwartende nichtchirurgische
Behandlung entschlossen hat (sog. ,,Active surveillance*). Aus praktischen Griinden sind
derartige - wiinschenswerte — Studien aber nicht moéglich, da die initialen Prostatabiopsien
von Patienten Uber das ganze Land verstreut in zahlreichen kleinen Pathologien-Instituten
liegen und es eine fast unlberwindbare logistische Herausforderung wére diese Proben zu
sammeln. Wegen der Kleinheit der Prostatatumoren an Stanzbiopsien und wegen deren
geringem Durchmesser waére die so aufwandig zusammengestellte Kohorte dann auch schon
nach wenigen Studien aufgebraucht. Das von uns gewdhlte Verfahren Prognosefaktoren an
Prostatektomie-Material zu untersuchen, ist somit in der Realitdt nicht zu verbessern.
Immerhin hat unser Vorgehen den Vorteil, dass nur 0,6 mm groRe Gewebefragmente pro
Patient zur Untersuchung kamen. Diese Situation simuliert in etwa eine molekulare
Untersuchung an Prostatastanzen wo haufig auch nicht mehr Karzinomgewebe zur Verfiigung
steht. Wir postulieren deswegen, dass an TMA s erhobene ermittelte Prognosefaktoren auch
an Prostatastanzbiopsien zur Anwendung kommen kdnnten.

Ein wesentlicher Aspekt unserer Studie ist auch eine erneute Demonstration der groRen
Bedeutung von Tissue Micro Arrays fur die Evaluation von molekularen Parametern beim
Prostatakarzinom. Mehr als 6000 Tumoren konnten in Rahmen dieses Projektes
immunhistochemisch untersucht werden. In friheren Studien wurden am gleichen Tissue
Micro Array oder an Unterkollektiven mehr als 100 molekulare Parameter untersucht. Dabei
konnten alle etablierten Prognosefaktoren wie PTEN-Deletionen, P53-Veranderungen, 8p-
Zugewinne und eine erhohte Tumorproliferation am Tissue Micro Array bestatigt werden (EI
Gammal et al. 2010, Krohn et al. 2012, Krohn et al. 2014, Kluth et al. 2014). Viele neue
Prognosefaktoren wurden zudem an unserem Tissue Micro Array als solche identifiziert. Wir
gehen davon aus, dass in Zukunft eine Kombination von Parametern — mdoglicherweise
einschlieBlich MSH®6 - zu einem klinisch belastbaren Prognosetest kombiniert werden kénnte.

Zusammengefasst zeigen die Daten dieser Studie dass die Expression von MSH6 einen
potentiell relevanten Prognoseparameter beim Prostatakarzinom darstellt. Die enge
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Assoziation mit genomischen Aberrationen wie TMPRSS2-ERG-Fusion und chromosomalen
Deletionen passt zu einer Aktivierung von MSH6 als Folge von genomischen Aberrationen.
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Zusammenfassung

Beim Prostatakarzinom besteht ein groRer Bedarf nach Prognosefaktoren, die dabei helfen die
richtigen Therapieentscheidungen zu treffen. Die Analyse der MSHG6-Expression ist in
diesem Zusammenhang von Interesse, ist doch MSH-6 ein wichtiger Faktor bei der DNA-
Reparatur. Eine aberrante MSH-6-Expression wird bei verschiedenen Tumoren beschrieben.
Zur Klarung der Prognose-Relevanz der MSH-6-Expression wurde ein Tissue Micro Array
bestehend aus 11.152 Prostatakarzinomen immunhistochemisch in einem Tissue Micro Array-
Format auf MSH-6 Uberpriift. Insgesamt 6824 Gewebeproben waren auswertbar. Eine MSH6-
Expression fand sich bei 89,5 % der Prostatakarzinome, wobei eine geringgradige Expression
bei 15,4 %, eine maliggradige bei 27,1 % und eine starke Expression bei 47,0 % der Tumoren
festgestellt wurde. In Normalgeweben wurde im Prostataepithel MSH-6 nur gering bis
maRiggradig exprimiert gefunden, so dass somit in einem Teil der Karzinome eine MSH-6-
Uberexpression vorliegt. Die MSH-6-Uberexpression war hochsignifikant mit einem
positivem ERG-Status assoziiert (p < 0,0001). Eine MSH-6-Expression fand sich in 82,9 %
der ERG-negativen aber in 98,5 % der ERG-positiven Karzinome (p < 0,0001). Eine
gesteigerte MSH6-Expression war signifikant mit einem hohen Gleason Grad, einem
fortgeschrittenen Tumorstadium und auch mit einem positiven Nodalstatus assoziiert (p
jeweils < 0,0001). Diese Beziehung war insbesondere in den ERG-negativen Tumoren zu
sehen, fand sich aber auf einem geringeren Niveau auch in ERG-positiven Karzinomen. Eine
vermehrte MSH-6 Expression war auch mit allen untersuchten Deletionen (3p, 5q, 6q, PTEN)
assoziiert. Diese Assoziation war bei separater Betrachtung der ERG-positiven und ERG —
negativen Tumoren allerdings nur in ERG—negativen Tumoren erkennbar. In allen Tumoren,
und vor allem in ERG-negativen Karzinomen war eine zunehmende Steigerung der MSH6-
Expression mit der Zahl der Deletionen zu sehen. Multivariate Analysen ergaben in
Szenarien, welche nur die préoperativ vorhandenen Parameter in Erwdgung zogen (PSA,
Gleason Grad an der Stanzbiopsie, klinisches Stadium), eine unabhédngige Prognoserelevanz
der MSH6-Expression zumindest in ERG-negativen Tumoren. Insgesamt zeigen die Daten
dieser Studie, dass ein erhohter Expressions-Spiegel von MSH6 ein relevanter Prognosefaktor
beim Prostatakarzinom ist und moéglicherweise in Kombination mit anderen Parametern flr
die Routine-Evaluation von Prostatakarzinomen genutzt werden konnte. Die starke
Assoziation der MSH-6-Expression mit chromosomalen Aberrationen wie Deletionen von
3pl3, 5¢21, 6915, PTEN und der TMPRSS2-ERG-Translokation spricht fir einen
Zusammenhang der MSH-6-Expression mit einer erhdhten genetischen Instabilitdt im
Prostatakarzinom.
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