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2. Darstellung der Publikation

2.1 Einleitung

Das Prostatakarzinom ist  das häufigste Karzinom des Mannes und die dritthäufigste
krebsbedingte  Todesursache  in  den  westlichen  Industrienationen  (1).  Allein  in
Deutschland  erkrankten  im  Jahr  2010  mehr  als  65.000  Männer  an  einem
Prostatakarzinom (2). Auf Grund der verbesserten Screeningverfahren mittels gezielter
Anamnese und klinischer  Untersuchung bei  Männern ab 45 Jahren sowie der  PSA-
Bestimmung (Prostata-spezifisches-Antigen) im Blut werden heute vermehrt Tumoren in
einem  frühen  Stadium  der  Karzinogenese  diagnostiziert  (3).  Ein  Teil  dieser
diagnostizierten  Karzinome  wäre  jedoch  zeitlebens  unerkannt  geblieben,  da  viele
Karzinome  weder  Beschwerden  beim  Patienten  hervorrufen  noch  zu  einem
lebensbedrohlichen Krankheitsverlauf führen. Es existiert jedoch eine kleine Gruppe von
hoch  aggressiven  Prostatakarzinomen  die  in  jedem  Fall  einen  lebensbedrohlichen
Krankheitsverlauf entwickeln und damit zwingend einer Therapie bedürfen (2, 3). Ein
immer  noch  bestehendes  Problem  in  der  Diagnostik  des  Prostatakarzinoms  ist
allerdings, dass die heutigen etablierten Prognoseparameter, wie das Gleason Grading
und das Tumorstadium nicht ausreichen, um die hoch aggressiven Karzinome sicher
von den indolenten Tumoren zu unterscheiden. Aus diesem Grund ist nach aktuellen
Leitlinien die radikale Prostatektomie die Therapie der Wahl für Tumoren, bei denen eine
kurative  Behandlung  möglich  ist  und  wenn  die  Lebenserwartung  des  Patienten  bei
mindestens 10 Jahren liegt (3). Generell ist bei allen Tumorarten eine individualisierte
Herangehensweise  wünschenswert  und  notwendig.  Beim  Prostatakarzinom  ist  dies
jedoch aufgrund der großen  Variabilität des Krankheitsverlaufs und der Diversität an
Behandlungsoptionen  besonders  wichtig.  Auch  die,  die  Lebensqualität  stark
einschränkenden möglichen Nebenwirkungen einer operativen Therapie, wie Impotenz
und  Inkontinenz,  machen  eine  genaue  Abwägung  wichtig.  Auch  wenn,  wie  bereits
erwähnt, ein Großteil der Tumoren in frühen Stadien diagnostiziert wird und in kurativer
Absicht chirurgisch therapiert werden,  ist ein weiteres Problem, dass circa 20 % der
Tumoren in ein metastasiertes und später hormon-refraktäres Stadium fortschreiten. Da
für diese Karzinome lediglich eine palliative Behandlung möglich ist, kommt es weltweit
immer  noch  zu  über  250.000  krebsbedingten  Todesfällen  pro  Jahr  (1).  Aus  diesem
Grund  ist  das  wesentlichen  Ziel  der  heutigen  Prostatakarzinomforschung  die
molekularen  Veränderungen,  die  zu  einer  Tumorprogression  führen,  besser  zu
verstehen.   Es  besteht  die  begründete  Hoffnung,  dass basierend darauf  molekulare
Prognosemarker identifiziert werden können, die eine bessere Prognoseeinschätzung
ermöglichen. Des Weiteren könnten zudem Kandidatengene entdeckt werden, die für
genspezifische Krebstherapien bei Versagen eines anti-hormonellen Therapieversuchs
als effektive Alternative dienen könnten. 

Aktuelle Gesamtgenomstudien zeigten, dass sich das Genprofil des Prostatakarzinoms
stark von dem anderer solider Tumoren unterscheidet. Während  zum Beispiel  Brust-
oder  Kolonkarzinome  durch  eine  hochgradige  genetische  Instabilität,  multiple
Mutationen,  Deletionen  und  Amplifikationen  charakterisiert  sind,  zu  denen
Kandidatengene  für  Gen-spezifische  Krebstherapien,  wie  HER2 und  EGFR (4,  5)
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zählen,  zeigen  Prostatakarzinome  vergleichsweise  wenige  Mutationen  und  beinahe
überhaupt keine Amplifikationen (6-9). Zu den häufigen chromosomalen Veränderungen
beim  Prostatakarzinom  zählen  typischerweise  Translokationen,  Deletionen  und
Genfusionen (7, 10). Letztere treten vor allem zwischen Androgen-abhängigen Genen
und Transkriptionsfaktoren der E-Twenty-Six(ETS)-Familie auf (11). Die häufigste ETS-
Fusion ist hier die TMPRSS2:ERG-Fusion, welche durch eine interstitielle Deletion oder
Translokation  einer  3,7  Megabasen  großen  Region  zwischen  der  TMPRSS2-
Serinprotease  und  dem  ERG-Transskriptionsfaktor  auf  Chromosom  21q22
hervorgerufen wird und in circa 50% aller Prostatakarzinome vorkommt (12). Bedingt
durch diese Fusion gelangt das Gen ERG unter die Kontrolle des Androgen-abhängigen
TMPRSS2 Promoters  und  es  kommt  zu  einer  ERG-Expression  in  den  betroffenen
Tumorzellen (13). Aus diesem Grund wurden die  ETS-Fusionsproteine als potentielle
Ziele für eine mögliche genspezifische Therapie beim Prostatakarzinom vorgeschlagen
(14). 

In einer kürzlich durchgeführten Studie im Rahmen des International Cancer Genome
Consortium (ICGC) Projekts  wurden innerhalb unserer  Arbeitsgruppe Gesamtgenom,
Transkriptom und DNA-Methylom Sequenzierungen an 11 frühen Prostatakarzinomen
(early  onset,  EO-PCA)  durchgeführt  (7).  Unter  anderem konnten  so  insgesamt  156
einzelne  Genfusionen  identifiziert  werden  von  denen  140  Genfusionen  nicht  im
Zusammenhang mit  ETS-Genen standen (7).  Es ist  außerdem denkbar,  dass einige
dieser Genfusionen  zur Expression neuer Fusionsproteine führen können. Es besteht
die Hoffnung, dass solche Genfusionen potentielle Genspezifische Therapieziele beim
Prostatakarzinom darstellen  könnten.  Voraussetzung  dafür  ist  allerdings,  dass  diese
Gen-Neuanordnungen  in  einer  ausreichenden  Häufigkeit  auftreten,  so  dass
Bestrebungen  zur   Entwicklung  von  Medikamenten  gerechtfertigt  wären.  Basierend
darauf war das Ziel der vorliegenden Studie, die Prävalenz von 27 der im ICGC Projekt
ermittelten  Gen-Rearrangements  mittels  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  (FISH)  an
einem  Kollektiv  aus  500  Prostatakarzinomen  im  Gewebemikroarray-Format  (tissue
microarray, TMA) zu klären.

2.2 Material und Methoden

Patientenkollektiv und Gewebemikroarray   

Für  die  vorliegende  Studie  wurde  ein  Subset  von 500 Tumoren des am Institut  für
Pathologie vorhandenen Prostata- TMA verwendet. Der TMA-Block enthielt pro Patient
je  eine  0,6  mm  durchmessende  Gewebestanze  eines  in  Formalin-fixierten  und  in
Paraffin-eingebetteten repräsentativen Tumorgewebeblocks von Patienten, bei denen in
der Zeit von 1992 und 2004 in der Martini-Klinik des Universitätsklinikums Hamburg-
Eppendorf  eine  Prostatektomie  durchgeführt  wurde.   Das  Vorhandensein  von
Tumorzellen  in  den  Gewebespots  wurde  in  478  Gewebespots  mit  34βE12-
Immunfärbung  in  einem  angrenzenden  TMA-Schnitt  bestätigt.  Die  übrigen  22
Gewebespots wurden von der Analyse ausgeschlossen. 
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Fluoreszenz in-situ-Hybridisierung (FISH)

Um Rearrangements innerhalb der 27 Zielgene zu ermitteln, wurde eine FISH-Analyse
mit Break-Apart-FISH-Sonden durchgeführt. Die Break-Apart-Sonden bestanden jeweils
aus  einer  selbsthergestellten  orangen-  und  grün-markierten  FISH-Sonde,  welche
komplementär zum 5' und 3'-Ende der jeweiligen Gene waren. Die Auswertung der FISH
erfolgte  mit  einem  Fluoreszenzmikroskop.  Ein  Rearrangement  wurde  angenommen,
wenn mindestens ein Split-Signal, bestehend aus einem separaten orangen und grünen
Signal (Anzeichen für eine balanzierte Translokation) in über 60% der Tumorzellkerne
sichtbar  war  oder  wenn  ein  einzelnes  orangenes  oder  grünes  Signal  eines
überlappenden orange-grünen Signals ausgelöscht war (Anzeichen für Deletionen mit
Bruchpunkt  innerhalb  des  Genes  oder  unbalanzierte  Translokationen).  Das
Vorhandensein   nur  eines  überlappenden  orange-grünen  Signals  bei  über  60% der
Tumorzellen wurde als heterozygote Deletion gewertet. Tumoren mit gänzlich fehlenden,
überlappenden orange-grünen Signalen wurden als homozygote Deletionen angesehen,
vorausgesetzt,  dass  in den benachbarten normalen Zellen FISH-Signale vorhanden
waren.

2.3 Ergebnisse

Zur Klärung der Prävalenz von chromosomalen Rearrangements wurden insgesamt 27
Gene mittels einer spezifischen Break-Apart-FISH-Sonde untersucht. Insgesamt konnte
in 13 (48%) der  27 getesteten Gene ein  Bruch innerhalb des Genes nachgewiesen
werden. Eine vollständige Darstellung der Ergebnisse ist in der beigefügten Publikation
zu finden. Die wesentlichen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind:

1.  Rekurrente  Rearrangements  von  Nicht-ETS  Genen  treten  selten  beim
Prostatakarzinom auf (5/13 veränderten Genen).

2.  Von 13 Genen mit  Nachweis  von mindestens einem Bruch,  war  der  Bruch bei  8
Genen  in  nur  1  Tumor,  bei  2  Genen  in  2  Tumoren  und  3  Genen  in  3  Tumoren
nachweisbar.

3. Balanzierte Translokationen von Nicht-ETS Genen, die zu einem neuen Fusionsgen
führen könnten,  treten  selten  beim Prostatakarzinom auf  und sind  außerdem in  der
Regel nicht rekurrent (nur 1 von 4 translozierten Genen).

3. Genbrüche gehen häufig mit partiellen Deletionen des betroffenen Gens einher.  

4.  Rekurrente Deletionen sind wesentlich häufiger als rekurrente Rearrangements (≤
1%) beim Prostatakarzinom.
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2.4 Diskussion

Die  Ergebnisse  der  vorliegenden  Studie  zeigen,  dass  einzelne  chromosomale
Rearrangements,  wie  balanzierte  Translokationen  und  partielle  Deletionen,  die  sich
durch  intragenische  Brüche  auszeichnen,  sehr  selten  beim  Prostatakarzinom
vorkommen.  Die  Prävalenz  der  nachgewiesenen  Genbrüche  innerhalb  der  27
analysierten Gene, betrug in der Regel weniger als 1%.

Mit  Blick  auf  unsere  Daten,  ist  es  nicht  überraschend,  dass  Studien  in  denen  das
Gesamtgenom  von  insgesamt  18  Prostatakarzinomen  sequenziert  wurde,  mit
Ausnahme  der  TMPRSS2:ERG Fusion,  nur  wenige  rekurrente  chromosomale
Rearrangements nachweisen konnten (6, 7). Insgesamt fanden diese Studien über 250
individuelle  Nicht-ETS Genfusionen,  welche  durch  Translokationen,  Inversionen  und
Duplikationen verursacht wurden. Allerdings waren nur 16 dieser Nicht-ETS Gene in der
Studie von Berger et al. (6) und 1 Nicht-ETS Gen in der Studie von Weischenfeldt et al.
(7) mehrfach von strukturellen Rearrangements betroffen. Zudem waren in allen Fällen
unterschiedliche Fusionspartner  betroffen. Lediglich  ETS-Fusionen konnten in diesen
Studien in mehreren Tumoren nachgewiesen werden. So konnte die  TMPRSS2:ERG-
Fusion in 12 der insgesamt 18 untersuchten Prostatakarzinome nachgewiesen werden
(6, 7). 

Über  die  Prävalenz  einzelner  Gen-Rearrangements  ist  mit  Ausnahme  der
TMPRSS2:ERG-Fusion beim Prostatakarzinom wenig bekannt. In der Studie von Reid
et  al.  und  einer  in  der  eigenen  Arbeitsgruppe  durchgeführten  Studie,   wurden
intragenische Brüche innerhalb des Tumorsuppressorgens PTEN untersucht. In diesen
Studien konnte ein Bruch im PTEN Gen in 7% (13/187) (15) bzw. 3% (162/5.404) (7) der
untersuchten  Tumoren  festgestellt  werden.  Diese  Brüche  gingen  außerdem
typischerweise mit Deletionen des zweiten PTEN-Allels einher. Zusätzlich dazu konnten
wir  in  einer  weiteren  Studie  eine  intragenische  Bruchrate  von  1,2%  für  das  3p13-
Tumorsuppressorgen  FOXP1 nachweisen (16). Diese Daten lassen darauf schließen,
dass  Rearrangements  sogar  bei  Genen  mit  einer  nachgewiesenen  Schlüsselrolle
innerhalb  der  Tumorprogression,  beim  Prostatakarzinom  eher  selten  sind.  Die
Rearrangement-Rate von 0,2%-1%, die  in  der  Hälfte  der  in  der  vorliegenden Studie
analysierten Gene gefunden wurde, steht damit in Einklang mit den oben beschriebenen
Studienergebnissen. 

Die Auswahl der 27 analysierten Gene in dieser Studie basierte auf den Ergebnissen
der eigenen Arbeitsgruppe innerhalb des International Cancer Genom Project (ICGC). In
diesem Projekt werden mittels „paired end Deep Sequencing“ insbesondere Genbrüche,
Translokationen und Genfusionen untersucht. In dieser Studie konnten insgesamt 140
Rearrangements in Nicht-ETS Genen ermittelt werden (7). Für die vorliegende Studie
wurden aus diesen 140 Genen stichprobenartig 27 Gene ausgewählt, welche potentiell
von einer Nicht-ETS Genfusion zwischen zwei  proteinkodierenden Genen oder einer
Geninaktivierung durch Translokation oder Genbruch betroffen waren. Solche Gene sind
putative Kandidaten für eine duale tumorrelevante Funktion. Nämlich einer möglichen
Tumorsuppressorfunktion  basierend  auf  einer  Inaktivierung  durch  einen  Genbruch,
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sowie  einer  möglichen  onkogenen  Funktion  im  Falle  einer  Fusions-vermittelten
Expression der betroffenen Gene.

In der vorliegenden Studie traten Deletionen in den analysierten Regionen häufiger auf
als  Rearrangements.  Dies  steht  in  Einklang  mit  den  Ergebnissen  vorheriger
Untersuchungen in  denen  gezeigt  werden konnte,   dass die  Mehrzahl  der  von  uns
untersuchten  Gene  in  häufig  deletierten  chromosomalen  Regionen  des
Prostatakarzinoms lokalisiert sind. Zu diesen Genen zählen zum Beispiel  PANK1,  VCL
und SLC16A12 (10q22-q23, deletiert in 20-30%), NCKAP5 (2q21, deletiert in 10-30%),
oder ARNTL2 (12p11-p12, deletiert in 15-60%) (17, 18). Allerdings war die Deletionsrate
dieser Gene in der vorliegenden Studie deutlich niedriger als in den vorherigen Studien.
Dies  lässt  sich  jedoch  dadurch  erklären,  dass  in  unserer  Studie  keine  Deletions-
spezifische FISH-Analyse durchgeführt wurde, in der eine Kombination aus einer Lokus-
spezifischen FISH-Sonde und eine Centromer-Referenzsonde verwendet wird.  Mit der
in  unserer  Studie  verwendeten  Break-Apart-FISH-Sonde  konnten  lediglich  absolute
Deletionen detektierten werden, die einen eindeutigen Verlust von mindestens einem
rot-grünen  Signalpaar  zeigten.  Relative  Deletionen,  die  bei  aneuploiden  bzw.
polyploiden Krebsarten häufig auftreten, konnten mit der hier verwendeten FISH-Probe
nicht  nachgewiesen werden.

Mehrere der in dieser Studie analysierten Gene, wie zum Beispiel  NCKAP5:MGAT5,
C11orf41:RAG1,  SH3BGR:RIPK4,  FAM154A:IRAK3 und  CCNT1:PANK1,  waren  in
unserer vorherigen Studie an Genfusionen beteiligt, die zu einer Überexpression des
Fusionspartners führten (7). Solche Fusionsgene sind potentielle Kandidaten für neue
Gen-spezifische Therapieansätze beim Prostatakarzinom,  da es sich hier um für die
Krebszellen spezifische Veränderungen handelt. Jedoch war die überwiegende Mehrheit
der  in  unserer  Studie  detektierten  Genbrüche  unbalanziert.  Dies  bedeutend,  dass
entweder ein Verlust der 3'- oder der 5'-Genregion vorlag, was auf eine partielle Deletion
dieser Gene hinweist. Lediglich für die 4 Gene  ZNF587,  SH3BGR,  LRP12 und  ZHX2
konnte eine balanzierte Translokation nachgewiesen werden, welche zu einer Fusion
mit  einem  anderen  Gen  führen  könnte.  Diese  Erkenntnisse  lassen  vermuten,  dass
intragenische Brüche in den meisten Fällen auf  einen Deletionsbruchpunkt innerhalb
eines  kodierenden  Gens  hinweisen.  Dagegen  scheint  die  Bildung  einer  speziellen
chromosomalen  Neuanordnung,  die  ein  mögliches  funktionelles  Fusionsgen
hervorbringt, vergleichsweise selten zu sein. 

In  der  vorliegenden  Studie  wurden  Break-Apart-Sonden  hergestellt,  um  mögliche
Rearrangements  in  27  Kandidatengenen  im  TMA-Format  zu  untersuchen.  Die
Verwendung unseres TMAs in Kombination mit der FISH ermöglicht eine schnelle und
kostengünstige  Analyse  von  Gen-Rearrangements,  um  häufige  rekurrente
Genveränderungen zu identifizieren. Mit Hilfe der Break-Apart-Assays können alle Arten
von Gen-Rearrangements detektiert werden. Dazu zählen balanzierte und unbalanzierte
Translokationen,  (partielle)  Deletionen  und  Inversionen.  Daher  sind  diese  Assays  in
Kombiantion mit der TMA-Technik optimal geeignet zur Abschätzung der Prävalenz von
genomischen  Rearrangements  eines  bestimmten  Gens.  In  der  vorliegenden  Studie
wurde  von  einer  chromosomalen  Neuanordung  eines  Genes  ausgegangen,  wenn

5



mindestens  60% der  Tumorzellkerne  die  Veränderung  in  der  FISH-Analyse  zeigten.
Dieser Grenzwert wurde verwendet, um falsch positive Ergebnisse auf Grund von zum
Beispiel Schnittartefakten zu vermeiden. Die Bestimmung dieses Grenzwertes basiert
auf vorherigen Studien der Arbeitsgruppe, in der Brüche in den beiden Genen ERG und
PTEN analysiert wurden (7, 12, 18). Mit dem hier  verwendeten Grenzwert konnte in der
ERG-Studie einer Übereinstimmung von 95% zwischen dem Vorhandensein von ERG-
Brüchen  in  der  FISH-Analyse  und  der  mittels  Immunohistochemie  nachgewiesenen
ERG-Expression  erzielt  werden  (7,  12).  Dies  unterstützt  die  Validität  unserer
Vorgehensweise zum Nachweis von rekurrenten Gen-Rearrangements.

Zusammenfassend zeigt  die vorliegende Studie, dass eine Vielzahl von Genen beim
Prostatakarzinom  von  chromosomalen  Rearrangements  betroffen  sein  kann.  Die
Häufigkeit von rekurrenten und spezifischen Gen-Neuanordnungen beträgt jedoch in der
Regel weniger als 1%. In den meisten Fällen führen diese Rearrangements außerdem
zu  Deletionen,  die  in  einer  Inaktivierung  der  betroffenen  Gene  resultieren.
Translokationen,  die  zu  Fusionsgenen  führen  könnten,  sind  dahingehend
vergleichsweise selten.
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2.5 Zusammenfassung

Das  Prostatakarzinom  ist  charakterisiert  durch  strukturelle  Rearrangements.  Am
häufigsten handelt es sich dabei um Translokationen zwischen Androgen-abhängigen
Genen  und  Mitgliedern  der  ETS-Genfamilie.  Die  häufigste  Translokation  ist  hier  die
TMPRSS2:ERG-Fusion.  In  einer  kürzlich  durchgeführten  Sequenzierstudie  des
Gesamtgenoms von 11 Prostatakarzinomen konnten wir 140 Genfusionen nachweisen,
an denen keine ETS-Gene beteiligt waren. Das Ziel der vorliegenden Studie war daher,
die Prävalenz von einigen dieser  Nicht-ETS Genfusionen zu klären. Dazu wurden 27
der 140  Gene randomisiert ausgewählt und mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH)  an  500  Prostatakarzinomen  im   Gewebsmikroarrayformat  (tissue  microarray,
TMA) auf chromosomale Rearrangements untersucht. Mittels der verwendeten Break-
Apart-FISH-Sonden konnten in 13 (48%) der 27 analysierten Gene Rearrangements in
300  bis  400  auswertbaren  Prostatakarzinomen  nachgewiesen  werden.  Rekurrente
Genbrüche, häufig begleitet von partiellen Deletionen, wurden für die  Gene NCKAP5,
SH3BGR und TTC3 in jeweils 3 (0,8%) und für die Gene ARNTL2 und ENOX1 in jeweils
2  (0,5%)  der  auswertbaren  Tumoren  gefunden.  Je  eine  Tumorprobe  zeigte  einen
Genbruch in den Genen VCL, ZNF578, IMMP2L, SLC16A12, PANK1, GPHN, LRP1 und
ZHX2. Balanzierte Translokationen, die auf mögliche Genfusionen hinweisen, wurden
lediglich in jeweils einer Karzinomprobe für die Gene  ZNF578,  SH3BGR,  LPR12 und
ZHX2 nachgewiesen.  Die  Ergebnisse  der  vorliegenden  Studie  zeigen,  dass
Rearrangements  unter  der  Beteiligung von  Nicht-ETS-Genen beim Prostatakarzinom
auftreten können, typischerweise jedoch nicht rekurrent sind.

Summary

Prostate  cancer  is  characterised  by  structural  rearrangements.  Most  frequently
translocations occur  between androgen-responsive  genes and members  of  the  ETS
family.  Hereby,  the  most  common  translocation  is  the  TMPRSS2:ERG-Fusion.  In  a
recent sequency study we could detect 140 gene fusions without  ETS-genes. Hence,
aim of the study was to measure the prevalence of some of these non-ets gene fusions.
In a randomized study, 27 of the 140 non-ets genes were analyzed by FISH in 500
prostate cancers in tissue microarray regarding chromosomal rearrangements. Using
break-apart FISH probes for one fusion partner  each, we found rearrangements of 13
(48%) of the 27 analyzed genes in 300-400 analyzable cancers per gene. Recurrent
breakage, often accompanied by partial deletion of the genes, was found for NCKAP5,
SH3BGR and TTC3 in 3 (0.8%) tumors each, as well as for ARNTL2 and ENOX1 in 2
(0.5%) cancers  each. One rearranged tumor sample was observed for each of  VCL,
ZNF578,  IMMP2L,  SLC16A12,  PANK1,  GPHN,  LRP1  and  ZHX2.  Balanced
rearrangements,  indicating  possible  gene fusion,  were  found for  ZNF578,  SH3BGR,
LPR12  and  ZHX2  in individual cancers only. The results of the present  study confirm
that rearrangements involving non-ETS genes occur in prostate cancer, but demonstrate
that they are highly individual and typically non-recurrent.
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