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1. Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Prostatakarzinom ist weltweit die zweithaufigste diagnostizierte
Krebserkrankung bei Mannern, in den westlichen L&andern ist es sogar die
haufigste  diagnostizierte Krebserkrankung.  Weltweit macht  das
Prostatakarzinom etwa 14% aller neu diagnostizierten Krebsfélle aus (Jemal et
al. 2011). In Deutschland gibt es jahrlich 480.000 Krebsneuerkrankungen. Davon
waren 2014 rund 57.400 Félle Prostatakrebs. Die Neuerkrankungsrate ist bis
2003 stark angestiegen. Nachdem sie bis 2011 konstant war ist sie seit 2011
wieder deutlich rucklaufig (Robert-Koch-Institut 2017). Dies ist darauf
zurtckzufuhren, dass durch die PSA-Messung (Prostata-spezifisches-Antigen) in
der Prostatakarzinom-vorsorgeuntersuchung Neuerkrankungen friher erkannt
werden (Jones et al. 2018). Etwa 40% der mannlichen Bevdlkerung in den
westlichen Industrielandern tragen das Risiko im Laufe ihres Lebens am
Prostatakarzinom zu erkranken. Es werden allerdings nur 10% symptomatisch
und nur 3% sterben daran (Bott et al. 2003). Etwa 3 von 4 Tumoren werden
aufgrund der Vorsorgeuntersuchung in einem frilhen Stadium (T1 oder T2) bei
einem mittleren Erkrankungsalter von 72 Jahren diagnostiziert. Die relative 5-
Jahresuberlebensrate liegt bei 91% (Robert-Koch-Institut 2017).

1.1.2 Symptome und Friherkennung

Im frhen Stadium des Prostatakarzinoms ist der Patient meist symptomlos, es
gibt keine Frihsymptome oder typischen Warnzeichen. Im fortgeschrittenen
Stadium koénnen obstruktive Miktionsbeschwerden auftreten. Dazu z&ahlen ein
abgeschwéachter Miktionsstrahl, initiales Warten/Startverzogerung, Pressen zur
Miktion, eine verlangerte Miktionsdauer, unterbrochene Miktion oder auch das
Gefuhl der unvollstandigen Blasenentleerung. Es kann zu einer
Harnstauungsniere  kommen. Wenn das  Prostatakarzinom  schon
Knochenmetastasen gebildet hat sind Rickschmerzen ein typisches Symptom
(Hautmann und Gschwend 2014).

Aufgrund der fehlenden Friihsymptome wird Mannern ab dem 45. Lebensjahr,

bei familidr vorbelasteten Mannern ab dem 40. Lebensjahr, mit einer



mutmalllichen Lebenserwartung von mehr als 10 Jahren eine
Vorsorgeuntersuchung empfohlen (Hautmann und Gschwend 2014). Bei der
Friherkennung wird nach Beschwerden oder anderen gesundheitlichen
Veranderungen gefragt. Ebenso werden die &ufl3eren Geschlechtsorgane
untersucht und die Prostata in einer digital-rektalen Untersuchung (DRU)
abgetastet (Robert-Koch-Institut 2017). Des Weiteren ist es sinnvoll den PSA-
Wert im Blut zu messen (Mistry und Cable 2003). Das PSA ist ein ausschliel3lich
im Prostatagewebe gebildetes Glykoprotein, das zur Verflissigung des Samens
dient. Liegt eine Prostatahyperplasie oder ein Karzinom vor, so kann der PSA-
Wert erhoht sein (Hautmann und Gschwend 2014). Je nach PSA-Wert und Alter
des Patienten sollte das Intervall fur weitere Vorsorgeuntersuchungen gewahlt
werden, sofern es keinen Anlass zur weiterfiihrenden Diagnostik gibt.

PSA < 1 ng/ml: Intervall alle 4 Jahre

PSA 1-2 ng/ml: Intervall alle 2 Jahre

PSA > 2 ng/ml: Intervall jedes Jahr
Méannern, die das 70. Lebensjahr Giberschritten haben und einen PSA-Wert unter
1ng/ml haben, wird eine PSA-gestltzte Vorsorgeuntersuchung nicht mehr
empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie 2018, Lilla et al. 2011). Eine
weiterfihrende Diagnostik ist notwendig, wenn mindestens eines der folgenden
Kriterien erfullt ist: kontrollierter PSA > 4ng/ml, ein karzinomverdachtiges
Ergebnis bei der DRU oder ein auffalliger Anstieg des PSA-Wertes, obwohl das

Bestimmungsverfahren nicht gewechselt wurde (Harris und Lohr 2002).

1.1.3 Diagnose

Die Diagnose Prostatakarzinom erfolgt durch eine Stanzbiopsie. Es werden unter
infiltrativer Lokalanasthesie zehn bis zwolf Gewebezylinder unter transrektal-
sonographischer Kontrolle aus der Prostata entnommen. Bereiche der Prostata,
die palpatorisch oder in bildgebenden Verfahren auffallig waren, werden
zusatzlich gezielt biopsiert (Renfer et al. 1995, Eichler et al. 2006). Die
Gewebeproben werden mikroskopisch untersucht und der Differenzierungsgrad
des Prostatagewebes mithilfe des Gleason-Scores festgelegt. Der Gleason-
Score beruht ausschlief3lich auf architektonischen Parametern, es werden die
Form und Anordnung der Prostatadrisen beurteilt und in finf Muster eingeteilt

(Abbildung 1, Tabelle 1). Der Gleason-Score setzt sich aus dem Gleason-Muster



Abbildung 1: Gleason Muster

des haufigsten und des am schlechtesten differenzierten Tumorabschnitts
zusammen. Kommt in einem Tumor nur ein Gleason-Muster vor, so wird dieses
zweimal verwendet, z.B. 3+3=6 (Schlomm und Sauter 2016).

Liegt die Diagnose eines Prostatakarzinoms vor erfolgt das Staging. Mithilfe der
TNM-Klassifikation wird das Ausmald des Tumors eingeteilt (Tabelle 2). Das
Prostatakarzinom kann bezlglich der Rezidiventwicklung in verschiedene
Risikogruppen eingeteilt werden. Ein niedriges Risiko besteht bei PSA <10ng/ml,
Gleason-Score 6 und cT1c und cT2a, mittleres Risiko bei PSA >10ng/ml und
<20ng/ml oder Gleason-Score 7 oder cT2b, hohes Risiko bei PSA>20ng/ml oder
Gleason-Score = 8 oder cT2c. Je nach Tumorkategorie und Risikogruppe werden
beim Staging bildgebende Untersuchungen (Sonografie, MRT, PET/CT,
Skelettszintigrafie) durchgefihrt (Manikandan et al. 2007, Abuzallouf et al. 2004).

Tabelle 1: Gleason Muster nach Helpap, B.&
Egevad, L (2006)

Gleason-Muster [Bedeutung

0.0
<>°cb00%%%°0 scharf begrenzter Knoten,
29

é’@ﬁ 2 1 Drusen gleichformig, dicht

P20 S 1 gepackt und mittelgroR
00%88308&% nicht ganz scharf begrenzter
05000000 2 Knoten, Drisen lockerer und

000000953 2

ungleichmafiiger
0 20500 &

unscharfer Knoten, Drisen
3 klein und ungleichmaf3ig, evtl.
kleine solide Bezirke

Tumorbereich unscharf,
Driisen meist ohne Innenraum,

4 verschmolzene Driisen, solide
Bezirke
Tumorbereich unscharf, keine
5 klaren Drusen, solide Bezirke,

weitere Veranderungen

(verandert nach Epstein et al. 2016)



Tabelle 2: TNM-Klassifikation (nhach Wittekind, C. & Meyer, H-J. 2010)

T - Primartumor

TX Primértumor nicht beurteilbar

TO kein Anhalt far Primartumor

T1 weder tastbar noch sichtbar

Tla |Tumor zufalliger histologischer Befund in 5% des resezierten Gewebes
T1lb |Tumor zufélliger histologischer Befund in >5% des resezierten Gewebes
T1lc |Tumor durch Nadelbiopsie diagnostiziert

T2 Tumor begrenzt auf Prostata

T2a |Tumor beféallt maximal die Halfte eines Prostatalappens

T2b |Tumor beféllt mehr als die Halfte eines Prostatalappens

T2c |Tumor beféllt beide Prostatalappen

T3 Tumor breitet sich durch die Prostatakapsel in extrakapsulares Gewebe aus
T3a |einseitige oder beidseitige extrakapsulare Ausbreitung

T3b |[Tumor infiltriert Samenblase

T4 Tumor wachst in die umliegenden Organe ein

N - regionare Lymphknoten

NO Lymphknoten nicht befallen

N1 Lymphknotenmetastasen

NX keine Aussage zu Lymphknotenmetastasen maglich

M - Fernmetastasen

MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Mx keine Aussage zu Fernmetastasen mdoglich

1.1.4 Therapie

Je nach Auspragungsgrad des Tumors, Alter und Komorbiditaten des Patienten
sind unterschiedliche Therapieansétze maoglich. Es gibt die lokale Therapie mit
kurativer Intention, das Konzept der aktiven Uberwachung (,Active Surveillance®)
und die sekundare symptomorientiere Therapie (,Watchful Waiting®).

Eine Active Surveillance wird nur unter strengen Voraussetzungen empfohlen.
Der PSA-Wert darf 10ng/ml nicht Gbersteigen, der Gleason-Score darf maximal
6 betragen, der Tumor darf klinisch weder tastbar noch sichtbar sein (cT1) oder
maximal die Halfte eines Prostatalappens (cT2a) befallen, es dirfen bei
leitliniengerechter Entnahme von 10-12 Stanzen nur maximal zwei Stanzen
Tumor enthalten und es darf nicht mehr als 50% Tumor in einer Stanze sein. Sind
diese Voraussetzungen erfillt und Alter und Komorbiditdten des Patienten

berlicksichtigt, so werden in regelméafigen Abstanden (in den ersten zwei Jahren



alle 3 Monate, dann alle 6 Monate bei stabilem PSA) PSA-Wert-Kontrollen und
digital-rektale Untersuchungen (DRU) durchgefuihrt (Bastian et al. 2009).

Bei einer lokalen Therapie mit kurativer Intention ist die radikale Prostatektomie
eine primare Therapieoption. Ziel ist es die Prostata komplett mit tumorfreien
Resektionsrandern zu entfernen, die Harnkontinenz und Erektionsfunktion sollen
erhalten bleiben (Swindle et al. 2005). Dies ist bei einem lokal begrenzten
Prostatakarzinom leichter zu erreichen als bei einem lokal fortgeschrittenem. Um
bei letzterem ein Krankheitsrezidiv vorzubeugen sind zusatzliche MalRnahmen,
notig (Van Poppel et al. 2006). Die perkutane Strahlentherapie ist bei lokal
begrenzten Prostatakarzinomen aller Risikogruppen eine primére Therapieoption
(Hamdy et al. 2016). Bei Patienten mit einem hohen Risikoprofil ist zusatzlich
eine neoadjuvante und/oder adjuvante hormonablative Therapie sinnvoll
(Denham et al. 2011). Bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem Prostatakarzinom
ist die perkutane Strahlentherapie ebenfalls eine primare Therapieoption,
allerdings kombiniert mit einer langfristigen hormonablativen Therapie von
mindestens 24, besser 36 Monaten (Bolla et al. 2009, Edamura et al 2005). Je
nach Tumorstadium und Risikoprofil sind die Brachytherapie und die
Lymphadenektomie weitere Therapieoptionen (Galalae et al. 2004, Kéalkner et al.
2007, Heidenreich et al. 2002).

Bei der sekundéren symptomorientierten Therapie entscheiden sich Patient und
Arzt gegen eine Therapie mit kurativer Intention. Es wird nur symptomorientiert

palliativ behandelt (Leitlinienprogramm Onkologie 2018).

1.1.5 Prognoseparameter

Zu den klinisch angewandten Prognoseparametern gehéren der Gleason-Score,
das TNM-Stadium, der PSA-Wert, das Alter und Komorbiditaten des Patienten
(Grignon und Hammond 1995). Der postoperative PSA-Wert kann einen Hinweis
auf ein mogliches biochemisches Rezidiv geben (Hutter et al. 1996). Ein
tumorpositiver Resektionsrand nach einer Prostatektomie ist mit einer
schlechteren Prognose assoziiert (Zhang et al. 2018).

Es wurden zahlreiche Studien durchgefuhrt, welche den Zusammenhang
zwischen  Prognose und molekularbiologische  Verdnderungen am

Prostatakarzinom untersuchten.



Ki-67 ist ein Proliferationsmarker, der in allen Phasen des Zellzyklus exprimiert
wird. Eine hohe Ki-67-Expression im Prostatakarzinom ist mit einer schlechteren
Prognose beziiglich des krankheitsfreien Uberlebens, biochemischen Rezidivs,
Fernmetastasen, krankheitsspezifischen Uberleben und Gesamtiiberleben
assoziiert (Berlin et al. 2017).

BllI-Tubulin gehoért zu den Mikrotubuli. Das sind Proteine, die in der Zelle an
vielen Aufgaben beteiligt sind, z.B. Aufbau des Zytoskeletts, Aufrechterhaltung
der Zellstruktur, Mitose und Meiose (Orr et al. 2003). Eine hohe BllI-Tubulin-
Expression ist assoziiert mit einem hohen Gleason-Score, fortgeschrittenem pT-
Stadium und einem frilhen PSA-Rezidiv (Tsourlakis et al. 2014).

PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog) ist ein Tumorsuppressor und
Proliferationshemmer, der auf dem Gen 10923 lokalisiert ist. Eine Inaktivierung
von PTEN fihrt zu einem gesteigerten Zellwachstum, Proliferation, Uberleben
und Migration. PTEN-Deletionen sind im Prostatakarzinom mit einem hohen
Gleason-Score und frihen PSA-Rezidiv assoziiert (Krohn et al. 2012).

Eine weitere beim Prostatakarzinom haufig vorkommende Genveranderung ist
die TMPRSS2:ERG-Fusion. Hierbei kommt es zur Fusion zwischen dem
transmembrane protease serine 2 (TMPRSS2)-Gen und ERG, einem Mitglied der
ETS-Transkriptions-Familie (Tomlins et al. 2005). Diese Veranderung kommt in
ca. 50% aller Prostatakarzinome vor und ist somit die haufigste genetische
Alteration (Kumar-Sinha et al. 2008). Diese Genveranderung findet in der friihen
Prostatakarzinomentstehung statt (Perner et al. 2007) und der
Transkriptionsfaktors ERG wird vermehrt exprimiert (Sabaliauskaite et al. 2012).
Verschiedene Untersucher, u.a. Font-Tello et al. (2015) postulierten an kleinen
Patientenkollektiven, dass die TMPRSS2:ERG-Genfusion mit einem
aggressiveren Phanotyp einher gehen kdnnte und moglicherweise Auswirkungen
auf die Prognose haben kdnnte. Untersuchungen von mehreren 1000 Tumoren
aus dem Hamburger Patientenkollektiv konnten aber verdeutlichen, dass der
TMPRSS2-ERG-Genfusion keinerlei prognostische Bedeutung zukommt (Minner
et al 2011).

10



1.2 Bcl-2

Bcl-2 ist ein Protein der gleichnamigen Genfamilie, die im intrinsischen Apoptose-
Signalweg eine entscheidende Rolle spielt (Rassow et al. 2012).

Das Protein ,Bcl-2“ hat seinen Namen daher, dass es erstmals in einem B-Zell-
Lymphom entdeckt wurde (Aiello et al. 1992). Es war das erste Protein, das aus
der Genfamilie der Apoptose-regulierenden Proteine identifiziert wurde. Proteine
werden in die Bcl-2-Familie aufgenommen, wenn sie mindestens eine von vier
dem ,Grundungsmitglied Bcl-2 homologe Sequenzen, sogenannte BH-
Domanen (Bcl-2 homology Domaéane) besitzen (Czabotar et al. 2014, Shamas-Din
et al. 2013). Mittlerweile sind Uber 20 Proteine bekannt, die man beziglich
Funktion und Struktur in drei Gruppen einteilen kann. Zu den anti-apoptotischen
Proteinen gehéren u.a. Bcl-2, Bcl-XL und Mcl-1, zu den pro-apoptotischen
Proteinen gehdren Bax, Bak und Bok. Die Proteine dieser zwei Gruppen besitzen
alle vier BH-Domanen und haben eine éhnliche globale Struktur (Czabotar et al.
2014). Die Proteine der dritten Gruppe besitzen nur die BH3-Doméne, weswegen
sie BH3-only-Proteine genannt werden. Dazu gehdren u.a. Bim, Bad, Puma,
Noxa, Bik, Hrk, Bmf und tBid. Ihre Wirkung ist pro-apoptotisch (Czabotar et al.
2014). Das Verhaltnis dieser pro- und anti-apoptotischen Proteine entscheidet
dariiber, ob eine Zelle unter gewissen Umstanden Uberlebt oder nicht. Verlagert
sich das Konzentrationsgleichgewicht zugunsten der pro-apoptotischen Proteine
wird der intrinsische Apoptosesignalweg ausgeldst (Shamas-Din et al. 2013).

Intrazellulare

Stresssignale Bcl-2
Bax
Caspase 8 Bid Mitochondrium
Apaf 1 Cytochromc¢ Smac/Diablo Endonuklease G

IAP

Caspase-
Apoptosom Caspase 9 KasEade .

Abbildung 2: intrinsischer Apoptose-Signalweg
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Bei der Apoptose unterscheidet man zwischen dem extrinsischen und
intrinsischen Signalweg. Beim extrinsischen Signalweg bindet ein Ligand an
sogenannte Todesrezeptoren und aktiviert den Apoptosesignalweg (Rassow et
al. 2012). Der intrinsische Signalweg wird durch intrazellulare Signale, zum
Beispiel DNA-Schaden oder oxidativer Stress, also unabhangig von
Membranrezeptoren, ausgelost.

Durch die Stress-Signale kommt es zum einen zur proteolytischen Aktivierung
von Bid durch Caspase 8 als auch zu einer verstarkten Expression von Bax.
Folglich ist das Gleichgewicht zwischen pro- und anti-apoptotischen Proteinen
gestort, die anti-apoptotische Schutzfunktion von Bcl-2 reicht nicht mehr aus um
die Apoptose zu verhindern. Daraufhin werden in der aul3eren
Mitochondrienmembran aus Bax und Bad und weiteren mitochondrialen
Proteinen Permeabilitdts-Transitions-Poren gebildet, wodurch das
Membranpotential der inneren Mitochondrienmembran zusammenbricht. Es
werden Cytochrom c, Smac/Diablo und Endonuklease G in das Zytoplasma
freigesetzt. Dies sind mitochondriale Apoptose-Mediatoren. Smac/Diablo
verhindern mithilfe sogenannter Inhibitors of Apoptosis Proteins (IAP) den Abbau
von Caspasen. Der wichtigste Apoptose-Mediator ist Cytochrom c. Es bindet an
den monomeren Apoptotic Protease activating Factor 1, Apaf-1. Durch
Konformationsanderungen bildet sich das Apoptosom, welches die Procaspase
9 zur Caspase 9 aktiviert. Durch die kaskadenartige proteolytische Aktivierung
der Caspasen 3, 6 und 7 wird letztendlich die Apoptose ausgeldst. (Rassow et
al. 2012, Czabotar et al. 2014)

Bcl-2 ist vor allem in fetalem Gewebe haufig exprimiert. Bei Erwachsenen scheint
die Bcl-2-Expression vorwiegend in Zellen vorzukommen, die sich schnell teilen
und differenzieren mussen (Kirkin et al. 2004). Bcl-2 ist nicht nur wie oben
beschrieben in der duf3eren Mitochondrienmembran zu finden, sondern auch in
der Kernhlle und im endoplasmatischen Retikulum (ER) (Kirkin et al. 2004). Der
Kalzium-Haushalt im ER wird durch Bcl-2 beeinflusst und der intrazellulare
Kalzium-Spiegel wiederum beeinflusst die Apoptose (Foyourzi-Youssefi et al.
2000, Zornig et al. 1995).

Eine Bcl-2-Uberexpression kann durch eine chromosomale Translokation an
t(14;18) verursacht werden (Tsujimoto et al 1984). Dabei tauscht das Bcl-2-Gen

seine normale chromosomale Position von 18921 auf das Chromosom 14 in die
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14 18 14 18

Abbildung 3: Translokation Bcl-2 (verandert nach Kirkin et al. 2004)

direkte Néhe des Intron-Enhancers. Es wird weiterhin ein normales Bcl-2-Protein
produziert. Allerdings erhoht sich die Bcl-Expression durch eine Aktivierung der
Transkription und eine nicht normale posttranskriptionale Regulation der Bcl-2-
MRNA (Cleary et al. 1986). Eine vermehrte Bcl-2-Expression l6st jedoch kein
Tumorgeschehen aus (Vaux et al. 1988).

In zahlreichen Studien wurde die prognostische Bedeutung der Bcl-2-Expression
in verschiedenen Tumorarten untersucht. Beim Mamma-Karzinom wird eine
hohe Bcl-2-Expression mit jingerem Patientenalter, frihem Tumorstadium,
niedrigerem Tumorgrad und einer besseren Prognose assoziiert (Seong et al.
2015). Im lokalisierten nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom ist die Prognose
ebenfalls besser, wenn die Bcl-2-Expression erhoht ist (Schmidt et al. 2014; Yoo
et al. 2007). Beim kolorektalen Karzinom spricht eine erhdhte Bcl-2-Expression
ebenfalls fir ein besseres Gesamt- und krankheitsfreies Uberleben (Huang et al.
2017). Bei Patienten mit einem B-Zell-Lymphom ist eine erhdhte Bcl-2-
Expression mit einem schlechteren Gesamtiiberleben und einem kirzeren
progressionsfreien Uberleben assoziiert (Lu et al. 2015, Kim et al. 2016). Beim
Nierenzellkarzinom kommt es durch eine erhthte Bcl-2-Expression zu einer
grol3eren Tumorprogression und einer Behandlungsresistenz (Gobé et al. 2002).
Aus diesen Beispielen lasst sich schlie3en, dass die prognostische Bedeutung
der Bcl-2-Expression je nach Tumortyp unterschiedlich ist.

Die Datenlage beim Prostatakarzinom ergibt unterschiedliche Ergebnisse. Es
gibt Studien, die keinen Zusammenhang zwischen einer erhdhten Bcl-2-
Expression und dem Tumorstadium und dem Gleason-Score sehen (Fonseca et
al. 2004, Cesinaro et al. 2000, Abaza et al. 2006). Auf der anderen Seite gibt es
Studien, die darauf hinweisen, dass die Bcl-2-Expression mit dem Tumorstadium
und dem Gleason-Score assoziiert ist (Zellweger et al. 2003, Erbersdobler et al.

13



2002). Des Weiteren gibt es Studien, die auf einen Zusammenhang zwischen der
Bcl-2-Expression und dem Misslingen einer Radiotherapie hinweisen (Pollack et
al. 2003, Huang et al. 1998).

2012 wurde am Institut der Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf eine Studie an 3261 Patienten zur Bcl-2-Expression durchgefiuhrt.
Dabei fand sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer Bcl-2-
Uberexpression und einem hohen Gleason-Score, einem fortgeschrittenen
Tumorstadium, einem erhohten Risiko fur ein PCA-Rezidiv und einem hohen
Proliferationsindex (Fleischmann et al. 2012). Mittlerweile hat sich allerdings
gezeigt, dass viele Prognoseparameter beim Prostatakarzinom in hohem Malf3
vom Vorliegen einer TMPRSS2:ERG-Genfusion abhangig sind und ihre
prognostische Aussagekraft nur entweder in ERG-positiven (Grupp et al. 2014,
Heumann et al. 2017, Burdelski et al. 2016, Burdelski et al. 2015, Muller et al.
2013) oder in ERG-negativen Tumoren (Stumm et al. 2013, Grupp et al. 2013)
entfalten. Das Ziel dieser Arbeit war es deswegen die Bcl-2 Expression an einem
groReren Tumorkollektiv mit Gber 12.000 Patienten zu untersuchen und dabei
mdogliche ERG-abhéngige Zusammenhange mit der Prognose aufzudecken.
Zudem sollte der Zusammenhang zwischen dem Bcl-2-Status und den

wichtigsten chromosomalen Deletionen des Prostatakarzinoms geklart werden.
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2. Material und Methoden

2.1Patienten

Fur dieses Projekt waren Prostatektomiepraparate von 12.427 Patienten
verfugbar, die sich im Zeitraum von 1992 bis 2012 einer Operation in der
Abteilung fur Urologie und dem Prostatakrebszentrum der Martiniklinik am
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) unterzogen. Verlaufsdaten sind
fur 11.665 Patienten mit einem mittleren Verlaufsbeobachtungszeitraum von 36
Monaten und einer Spannbreite von 1-241 Monate vorhanden. Tabelle 3 zeigt
klinische Angaben (Follow-up, Patientenalter, praoperativer PSA-Wert) und
Informationen Uber das Prostatakarzinom der Patienten (pT-Stadium, Gleason
Grad, pN-Status und chirurgische Resektionslinien). Das Prostata-spezifische
Antigen (PSA) wurde postoperativ regelmaf3ig gemessen. Der Zeitpunkt eines
Tumorrezidivs wurde als Zeitspanne definiert, welche zwischen der Operation
und dem ersten Auftreten von PSA-Werten tber 0,2ng/ml im Serum und im
Verlauf weiter ansteigenden Werten bei wiederholten Messungen liegt. Alle
Prostataproben wurden nach einem standardisierten Verfahren untersucht. Im
Rahmen der Operation wurden sie farblich markiert (anterior, posterior, lateral,
periurethral) und anschlielend fur ca. 12 Stunden in 4% gepufferter
Formalinlésung gelagert. Die Praparate wurden in Scheiben mit einer
Schichtdicke von ca. 2-4mm geschnitten und dann zum Harten in Paraffin
gebettet (Blocke). Mit einem Mikrotom wurden Schnitte von 4 um angefertigt, auf
Objekttrager Ubertragen, fixiert und einer Hamatoxylin-Eosin (HE)-Féarbung
unterzogen. Anschliel3end wurden die Praparate mikroskopisch beurteilt und die
Tumorareale auf den Objekttragern farblich markiert.

Die molekularbiologische Datenbank zu diesen TMAs enthalt den ERG-
Expressionsstatus in 10.678 Féllen (Weischenfeldt et al. 2013), den ERG-break-
apart-Status durch FISH-Analysen in 7.099 Fallen (erweitert von Minner et al.
2011), den Deletionsstatus von 5921 (CHD1) in 7.932 Fallen (erweitert von
Burkhardt et al. 2013), 6g15 (MAP3K?7) in 6.069 Fallen (erweitert von Kluth et al.
2013), PTEN (10g23) in 6.704 Fallen (erweitert von Krohn et al. 2012), 3p13
(FOXP1) in 7.081 Féallen (erweitert von Krohn et al. 2013) und Ki67-labeling-
Index (Ki67-LI) Daten in 4.426 Fallen (erweitert von Tennstedt et al. 2012).
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Tabelle 3: Klinische und pathologische Daten der ausgewahlten Patienten

Anzahl der Patienten (%)
Patientenkohorte des | biochemisches Rezidiv
TMA (n=12.427)
Follow-up (Monate)
n 11666 (93,9%) 2769 (23,7%)
Mittelwert 48,9 -
Median 36,4 -
Alter (Jahre)
<50 334 (2,7%) 81 (24,3%)
51-59 3061 (24,8%) 705 (23%)
60-69 7188 (58,2%) 1610 (22,4%)
270 1761 (14,3%) 370 (21%)
Praoperatives PSA (ng/ml)
<4 1585 (12.9%) 242 (15,3%)
4-10 7480 (60,9%) 1355 (18,1%)
10-20 2412 (19,6%) 737 (30,6%)
>20 812 (6,6%) 397 (48,9%)
pT Stadium (AJCC 2002)
pT2 8187 (66,2%) 1095 (13,4%)
pT3a 2660 (21,5%) 817 (30,7%)
pT3b 1465 (11,8%) 796 (54,3%)
pT4 63 (0,5%) 51 (81%)
Gleason Grad
<3+3 2983 (24,1%) 368 (12,3%)
3+4 6945 (56,2%) 1289 (18,6%)
4+3 1848 (15%) 788 (42,6%)
24+4 584 (4,7%) 311 (53,3%)
pN Stadium
pNO 6970 (91%) 1636 (23,5%)
pN+ 693 (9%) 393 (56,7%)
chirurgische Resektionslinien
negativ 9990 (81,9%) 1848 (18,5%)
positiv 2211 (18,1%) 853 (38,6%)

Anmerkung: aufgrund teilweise nicht vorhandener Daten ergibt die Summe
der Einzelpositionen nicht immer 12.427.
Abkurzung: AJCC = American Joint Committee on Cancer

2.2TMA-Herstellung

Die Tissue Microarrys (TMAs) wurden wie folgt hergestellt (Mirlacher and Simon
2010). Als erstes wurden ein Stanz-File und —,Cartoon” hergestellt (Beispiele

siehe Tabelle 4 und Abbildung 4). Aus dem Stanz-File kbnnen anonymisiert die
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Tabelle 4: Beispiel eines Stanz-Files gehtérend zum TMA (Institut fir Pathologie,
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, 2018)

. Alter bei - Monate
Pat.-ID |Koordinaten| Tumortyp op PSAvor OP | pGleason| path. T path.N | R-Status Rezidiv Beobachtung

1 Ala Adenokarzinom 72 15,4 3+3 pT3a NO RO nein 1215
2 Alb Adenokarzinom 53,1 14 3+4 pT3a NO RO nein 217,4
3 Alc Adenokarzinom 63,4 39 3+4 pT3a NO RO nein 111,2
4 Ald Adenokarzinom 65,1 10,06 3+4 pT3b NO R1 ja 191,2
5 Ale Adenokarzinom 68,5 7,48 5+3 pT3a NO RO nein 153,4
6 A1f Adenokarzinom 66,3 37 3+3 pT3a N1 RO nein 183,2
7 Alg Adenokarzinom 73,4 20,61 3+4 pT3b NO R1 nein 193,3
8 A1lh Adenokarzinom 58,3 6,4 3+3 pT3a NO R1 ja 228,4
9 Ali Adenokarzinom 60,2 12,26 2+3 pT2 NO RO nein 219,3
10 A1k Adenokarzinom 70,2 34 3+3 pT3a NO RO nein 173,3
11 All Adenokarzinom 63,4 19,54 4+5 pT3a NO RO nein 119,5
12 Alm Adenokarzinom 66,3 22 4+3 pT3b NO RO ja 154,3
13 Aln Adenokarzinom 49,5 5 3+3 pT2 NO RO ja 135,2
14 Alo Adenokarzinom 65,5 120 3+4 pT3a NO R1 ja 169,5
15 Alp Adenokarzinom 60,3 4,14 3+4 pT3b NO RO nein 184,2
16 Alq Adenokarzinom 69 14 3+3 pT3b NO RO nein 168,2
17 Alr Adenokarzinom 52,3 11,33 4+5 pT3b N2 R1 nein 76,2
18 A?2a Adenokarzinom 70,4 54,6 3+4 pT3a NO RO ja 143,8
19 A2b Adenokarzinom 59,3 3,3 3+4 pT2 NO RO nein 219,6
20 A2c Adenokarzinom 68,6 10,06 3+3 pT3a NO RO nein 132,5
21 A2d Adenokarzinom 71,4 35,8 3+4 pT3a NO RO nein 86,9
22 A2e Adenokarzinom 66,4 11 3+4 pT3a NO RO ja 194,6
23 A 2f Adenokarzinom 68,3 31,4 4+5 pT3b NO R1 ja 157,3
24 A2g Adenokarzinom 65,3 7,48 343 pT3b NO R1 ja 186,4
25 A2h Adenokarzinom 63,5 83,5 3+4 pT3b NO RO nein 198,4
26 A2i Adenokarzinom 72,3 50 4+4 pT3b NO RO nein 87,3
27 A2k Adenokarzinom 65,8 43,2 4+5 pT3b NO RO ja 145,2

Patienten-ID, die zugehdrige Koordinate auf dem TMA und die jeweiligen
Pathologie- und Uberlebensdaten abgelesen werden. Das Cartoon ist eine
Grafik, die die Koordinaten des TMAs definiert.

B D F
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Abbildung 4: Beispiel eines Stanz-Cartoons. (Institut fir Pathologie,
Universitats-klinikum Hamburg-Eppendorf, 2018)
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Zur Herstellung der TMA-Blocke wurden Gewebezylinder mit 0,6 mm
Durchmesser aus den markierten Bereichen der Prostataproben herausgestanzt
und in ein vorgebohrtes Loch mit ebenfalls 0,6mm Durchmesser eines leeren
Paraffinblockes Ubertragen (Abbildung 5). Die verwendeten Prostatagewebe
wurden auf insgesamt 27 TMA-Bl6cke verteilt, die jeweils zwischen 144 und 522
Tumorproben enthalten. Fir interne Kontrolluntersuchungen wurden auf jedem
TMA-Block zusatzlich noch tumorfreies Referenzgewebe von anderen Organen
(Leber, Niere, Haut, Lunge und Haut) und tumorfreies Prostatagewebe

dazugestanzt.

A

-

Abbildung 5: TMA-Herstellung. A: Enthahme des Gewebezylinders. B:
Ubertragen des Gewebezylinders in ein vorgebohrtes Loch. C: von dem
fertigen TMA-Block werden 4 um dicke Scheiben weggeschnitten und auf
Objekttrager Ubertragen. Quelle: Institut fur Pathologie, Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf, 2016

2.3Immunhistochemie

Mit einem Mikrotom wurden 4 um Schnitte des TMA Blocks hergestellt. Die frisch
geschnittenen Schnitte wurden innerhalb eines Tages und in einem Experiment
immunhistochemisch gefarbt. Die Objekttrager wurden entparaffinisiert und zur
Hitze-induzierten Antigen-Demaskierung fur 5 Minuten im Autoklav bei 121°C mit
Tris-EDTA-Citrat-Puffer bei pH 7,8 behandelt. Anschlie3end wurde der primére
Antikorper, spezifisch fur Bcl-2 (monoklonaler Mausantikérper (Klon 100/D5),
Abcam, Cambridge, UK; ab692; Verdinnung 1:25) bei 37°C fur 60 Minuten

aufgetragen. Um die gebundenen Antikérper sichtbar zu machen wurde das
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EnVision Kit (Dako, Glostrup, Denmark) nach Herstelleranweisung angewendet.
Das Farbeergebnis wurde in folgende Kategorien eingeteilt:
negativ: keine Farbung der Zellen nachweisbar
schwach positiv: ~ Farbeintensitat 1+ in <70% der Tumorzellen
oder Farbeintensitat 2+ in <30% der Tumorzellen
mafig positiv: Farbeintensitat 1+ in >70% der Tumorzellen
oder Farbeintensitat 2+ in >30% und <70% der
Tumorzellen
oder Farbeintensitat 3+ in <30% der Tumorzellen
stark positiv: Farbeintensitat 2+ in >70% der Tumorzellen

oder Farbeintensitat 3+ in >30% der Tumorzellen

2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der IMP® 10.0.2 Software (SAS Institute
Inc., NC, USA). Um nach Verbindungen zwischen molekularbiologischen
Parametern und Tumorphdnotypen zu suchen, wurden Kontingenztabellen
berechnet und ein X2-Test durchgefiihrt. Uberlebenskurven wurden nach Kaplan-
Meier erstellt. Es wurde der Log-Rank-Test angewendet um signifikante
Uberlebensunterschiede zwischen den Gruppen herauszufinden. Es wurde eine
proportionale Hazardregession nach Cox durchgefuhrt um die statistische
Unabhangigkeit und Signifikanz zwischen den pathologischen,
molekularbiologischen und klinischen Variablen zu testen. Hierfir wurden
verschiedene Szenarien mit unterschiedlichen Zusammenstellungen der
Parameter je nach ihrer Verfugbarkeit vor oder nach der Prostatektomie

berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1Technische Aspekte

Insgesamt waren 10.214 von 12.427 Tumoren in der immunhistochemischen
Untersuchung auswertbar (82,2%). Ursachen fur nicht auswertbare Patienten
waren entweder das Fehlen von eindeutigen Tumorzellen im Gewebespot oder

aber das vollige Fehlen von Gewebematerial an dem entsprechenden TMA-Spot.

3.2Bcl-2-Expression und Tumorphéanotyp

Eine Bcl-2-Expression war bei insgesamt 16,7% der Tumoren nachweisbar,
wobei die Farbung in 13,3% schwach, in 2,4% malig stark und in 1,0% stark
ausgepragt war. Die Bcl-2-Expression war hochsignifikant mit einem ungunstigen
Tumorphanotyp assoziiert. Die Haufigkeit einer maRig- bis starken Bcl-2-
Expression stieg von 2,8% bei pT2-Tumoren auf 6% bei pT3b-pT4-Tumoren an,
bzw. von 2,2% bei Gleason 3+3-Karzinomen zu 11% bei Gleason 24+4-
Karzinomen (p jeweils <0,0001, Tabelle 5). Eine nachweisbare Bcl-2-Expression
war auch mit dem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen assoziiert. NO-

Tumoren hatten in 3,5% eine maRig- bis starke Bcl-2-Expression, wahrend dieser

Tabelle 5: Bcl-2-Farbung und Tumorphanotyp in allen Tumoren

analysierbar negativ schwach moderat stark p-Wert
(n) (%) (%) (%) (%)
alle Tumore n 10214 83.3 13.3 2.4 1.0
Tumorstadium <0.0001
pT2 6598 84.3 13.0 2.0 0.8
pT3a 2290 83.2 12.8 2.7 1.3
pT3b-pT4 1290 78.4 15.6 4.1 1.9
Gleason Grad <0.0001
<3+3 2236 85.4 12.4 1.7 0.5
3+4 5870 84.9 12.5 1.8 0.8
443 1587 78.1 15.9 4.1 2.0
24+4 474 71.1 17.9 8.0 3.0
Lymphknoten-Metastasen 0.0119
NO 5803 82.3 14.3 2.4 1.1
N+ 603 77.6 16.4 4.1 1.8
Préoperativer PSA-Wert (ng/ml) 0.2037
<4 1233 82.3 14.1 3.0 0.6
4-10 6143 83.9 13.0 2.1 1.1
10-20 2033 82.7 13.6 2.6 1.1
>20 702 81.6 13.8 3.4 1.1
Resektionsrand 0.2134
negativ 8104 83.5 13.2 2.4 0.9
positiv 1919 82.5 13.5 2.5 15
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Wert auf 5,9% bei N+-Patienten stieg (p=0.0119). Représentative Bilder von
Tumoren mit unterschiedlichem Gleason Grad und unterschiedlich stark
ausgepragter Bcl-2-Farbung sind in den Abbildungen 6-7 dargestellt. Normales
Prostataepithel war bei den gewd&hlten immunhistochemischen Bedingungen
abgesehen von einer Positivitéat in den Basalzellen normalerweise Bcl-2-negativ.
Ein entsprechendes Beispiel ist in Abbildung 8 dargestellt.

a)(1) 2)(2) (L) b)(2)
y #83 vld A
{ 'L, N T

o)D) 02) a1 02

Abbildung 6: immunhistochemische Farbung mit Bcl-2 an Tumoren mit niedrigem

Gleason Grad und a) negativem, b) schwachem, c) mafig-starkem und d) starkem
Farbeergebnis
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a)(2)

c)(1) o c)(2) d)(1)

Abbildung 7: immunhistochemische Farbung mit Bcl-2 an Tumoren mit hohem
Gleason Grad und a) negativem, b) schwachem, c) mafig-starkem und d) starkem
Farbeergebnis

Abbildung 8: Immunhistochemische Bcl-2-
Farbung an normalem Prostatagewebe
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3.3Bcl-2-Expression und Prognose

Die prognostische Bedeutung der klassischen etablierten Prognosemarker pT,
pN, klassischer Gleason Grad und quantitativer Gleason sind in den Abbildungen
9a) - d) dargestellt. Auch der Nachweis einer Bcl-2-Expression war mit
ungunstiger Prognose assoziiert. Patienten mit mafiiggradiger bis starker Bcl-2-
Expression zeigten eine deutlich ungunstigere Prognose als Patienten mit

negativem Befund bzw. schwacher Anfarbung (Abbildung 9e, p<0.0001).
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Abbildung 9a: Prognostische Bedeutung von a) pT, b) pN, c) klassischem Gleason
Score und d) quantitativen Gleason Grad
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Abbildung 9b: Prognostische Bedeutung der Bcl-2-Expression in e) allen
Tumoren, f) ERG-negativen Tumoren, g) ERG-positiven Tumoren, h) PTEN-
normalen Tumoren und i) PTEN-deletierten Tumoren
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3.4 Bcl-2-Expression und ERG-Status

Die Expression von Bcl-2 war bei ERG-negativen Tumoren haufiger nachweisbar
und intensiver als in ERG-positiven Tumoren. Dies galt bei Vergleich der Bcl-2-
Expression mit den immunhistochemischen ERG-Daten wie auch mit den ERG-
FISH-Daten (Abbildung 10, p<0.0001 jeweils). Angesichts der starken
Unterschiede der Bcl-2-Expression zwischen ERG-negativen und ERG-positiven
Tumoren wurden Beziehungen zwischen Bcl-2-Expression und dem
Tumorphanotyp und der Patientenprognose in den Untergruppen der ERG-
positiven und der ERG-negativen Tumoren separat berechnet. Diese
Untersuchung ergab, dass die Beziehung zwischen der Bcl-2-Expression und
einem hohen Gleason Grad bzw. einem hohen Tumorstadium und einem
positiven Nodalstatus ganz uberwiegend fur die Gruppe der ERG-negativen
Tumoren gefunden werden konnten (Tabelle 6). Wahrenddessen erreichten
diese Unterschiede in der Gruppe der ERG-positiven Tumoren keine statistische
Signifikanz mehr (Tabelle 7). Dementsprechend war auch das Ergebnis bei der
Untersuchung zur Patientenprognose. In der Gruppe der ERG-negativen
Tumoren verlief die Erkrankung bei Tumoren mit mafiig-starker bis starker Bcl-2-
Positivitdt hoch signifikant ungunstiger als bei Tumoren mit geringer oder
schwacher Bcl-2-Positivitat (Abbildung 9f), p<0,0001), wahrend sich in der
Gruppe der ERG-positiven Karzinome kein signifikanter Unterschied in der
Prognose zwischen Tumoren mit unterschiedlicher Bcl-2-Expression fand
(Abbildung 99), p=0,793).
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Bcl-2-Expression (%)
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10‘0 | e——] ]
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ERG-negativ (n=5122) | ERG-positiv (n=4024) ERG normal (n=3400) | ERG BA (n=2745)
ERG-IHC p<0.0001 ERG-FISH p<0.0001

Abbildung 10: Bcl-2-Farbung und ERG-Status (IHC/FISH) in allen Tumoren
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Tabelle 6: Bcl-2-Farbung und Tumorphanotyp in ERG-negativen Tumoren

analysierbar negativ schwach moderat stark p-Wert

(n) (%) (%) (%) (%)
alle Tumore n 5122 81.7 14.1 2.9 1.3
Tumorstadium <0.0001
pT2 3440 84.0 13.2 2.0 0.8
pT3a 1040 79.3 14.2 4.0 2.4
pT3b-pT4 628 73.1 18.8 5.9 2.2
Gleason Grad <0.0001
<3+3 1041 86.6 12.0 1.2 0.3
3+4 2934 83.6 134 21 0.9
4+3 850 74.5 17.2 5.4 2.9
24+4 278 65.5 194 10.8 4.3
Lymphknoten-Metastasen 0.0045
NO 2995 80.1 15.2 3.2 15
N+ 286 731 171 6.6 31
Praoperativer PSA-Wert (ng/ml) 0.0609
<4 528 79.7 16.5 3.6 0.2
4-10 3052 82.0 13.8 2.7 14
10-20 1107 82.3 13.6 2.7 14
>20 393 79.1 14.8 4.6 15
Resektionsrand 0.0012
negativ 4085 82.3 14.0 2.7 1.1
positiv 948 78.7 14.9 3.9 25

Tabelle 7: Bcl-2-Farbung und Tumorphéanotyp in ERG-positiven Tumoren

analysierbar negativ schwach moderat stark p-Wert

(n) (%) (%) (%) (%)
alle Tumore n 4024 86.8 11.4 1.3 0.5
Tumorstadium 0.3318
pT2 2389 86.5 11.7 1.3 0.5
pT3a 1070 87.8 10.8 1.1 0.3
pT3b-pT4 550 86.0 11.3 1.5 1.3
Gleason Grad 0.5574
<3+3 831 86.6 11.4 1.3 0.6
3+4 2395 87.6 10.9 1.2 0.4
443 625 84.6 13.1 1.3 1.0
24+4 152 84.2 12.5 2.6 0.7
Lymphknoten-Metastasen 0.6792
NO 2309 86.1 125 1.0 0.4
N+ 265 83.8 14.0 15 0.8
Praoperativer PSA-Wert (ng/ml) 0.7978
<4 549 86.9 10.7 1.8 0.5
4-10 2448 87.1 114 11 0.4
10-20 731 85.1 12.7 15 0.7
>20 249 88.0 9.6 1.6 0.8
Resektionsrand 0.3922
negativ 3149 86.4 11.7 14 0.5
positiv 797 88.6 9.9 1.0 05
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3.5Bcl-2-Expression und chromosomale Deletionen

Chromosomale Deletionen gehdren neben der TMPRSS2:ERG-Fusion zu den
haufigsten genomischen Veranderungen beim Prostatakarzinom. Die meisten
Deletionen sind dabei eng mit dem ERG-Status assoziiert. Dies gilt auch fur die
in diesem Projekt untersuchten Deletionen. Deletionen von 3p13 und PTEN sind
gehauft bei ERG-positiven Tumoren nachweisbar (Krohn et al. 2013, Fallahabadi
et al. 2016), wahrend Deletionen von 6ql5 und 5921 vor allem bei ERG-
negativen Tumoren vorkommen (Kluth et al. 2016, Kluth et al. 2019). Deswegen
ist bei Parametern, welche wie Bcl-2 auch mit dem ERG-Status assoziiert sind,
die Untersuchung der Beziehung zwischen dem interessierenden Protein (aktuell
Bcl-2) und dem Deletionsstatus bei gleichzeitiger Betrachtung aller Tumoren
durch diese Wechselwirkung verzerrt (Abbildung 11a)). Die separate
Untersuchung der ERG-positiven und der ERG-negativen Tumoren erlaubt es
allerdings die Beziehung zwischen Bcl-2 und den genannten Deletionen
unabhangig vom Einfluss des ERG-Status zu untersuchen. Die diesbeziglichen
Befunde zeigen fiir die ERG-negativen Tumoren eine deutliche Tendenz zu einer
ausgepréagteren Bcl-2-Expression in den deletierten Tumoren als in den nicht-
deletierten Tumoren (Abbildung 11b)). In den ERG-positiven Tumoren finden sich
keine eindeutigen statistischen Zusammenhange, lediglich eine Tendenz zu
einer etwas hoheren Bcl-2-Expression in 6ql5-deletierten und einer etwas
geringeren Bcl-2-Expression in PTEN-normalen Tumoren (Abbildung 11c)). Es
ist allerdings zu erwahnen, dass diese Unterschiede ausschlie3lich durch
Unterschiede bei den schwach positiven Tumoren entstehen, wahrend keine
relevanten Unterschiede in der Haufigkeit der (klinisch eher relevanten) starken

Bcl-2-Positivitat zu finden sind.
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Abbildung 11: Bcl-2-Farbung und 10g23(PTEN)-, 5q21(CHD1)-,
6915(MAP3K7)-, 3p13(FOXP1)-Deletionen in a) allen Tumoren, b) ERG-
negativen Tumoren und ¢) ERG-positiven Tumoren
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3.6 Multivariate Analysen

Zur Klarung der Frage, ob die Bcl-2-Expression neben den klassischen klinischen
und pathologischen Parametern unabhéngige Prognoserelevanz zukommt,
wurden multivariate Untersuchungen durchgefuihrt. Dabei kamen verschiedene
Szenarien zum Einsatz. Szenario 1 beinhaltet samtliche postoperativ zur
Verfligung stehenden prognostischen Parameter einschliel3lich praoperatives
PSA, pT-Stadium, Gleason Grad, pN-Status und R-Status. Da bei vielen
Prostatektomien die Lymphknoten nicht mitentfernt werden, wurde in Szenario 2
berechnet, ob der Bcl-2-Expression bei Verwendung der Parameter pT, Gleason
Grad, praoperatives PSA und R-Status unabhéngige prognostische Bedeutung
zukommt. Da die meisten dieser Parameter (pT, pN, R-Status) nur postoperativ
zur Verfiugung stehen, also zu einem Zeitpunkt, wo die relevanten
therapeutischen Entscheidungen bereits gefallen sind, wurde weiterhin
berechnet, ob der Bcl-2-Expression dann unabhangige prognostische Bedeutung
zukommt, wenn nur Parameter verwendet werden, die praoperativ erhaltlich sind.
Eine Schwache dieses letzteren Verfahrens ist, dass zwar das klinische Stadium
und das praoperative PSA fir unsere Untersuchung zur Verfigung stand, aber
beziuglich des Gleason Grades suboptimale Untersuchungsbedingungen
vorlagen. Es standen zwei unterschiedliche Gleason Scores fir die multivariate
Analyse zur Verfugung. Der Gleason Score der Prostatektomie hat den Nachteil,
dass er bei der Betrachtung des gesamten Praparates genauer ist als es bei der
Untersuchung von nur kleinen Tumorausschnitten einer Biopsie erwartet werden
kann. Der Gleason Score der Prostatektomie ist also ,besser als der unter
optimalen Bedingungen erreichbare Gleason Score an der Biopsie. Der
verfugbare préoperative Gleason Score aus der Biopsie stammt allerdings von
externen Pathologien. Angesichts der Erfahrung von 40% Interobserver-
Variabilitdt in der Gleason-Gradierung und der inhomogenen Erfahrung von
Pathologen, welche in kleineren Institutionen tatig sind, muss davon
ausgegangen werden, dass der Gleason Score in den externen Biopsien weniger
genau bestimmt worden ist als er beispielsweise am UKE bestimmt worden ware.
Szenario 3 verwendet als Modell fir die préaoperative Risikoabschatzung neben
dem Bcl-2-Status das préaoperative PSA, das klinische T-Stadium und den (zu
guten) Gleason Score vom Prostatektomiepraparat. Szenario 4 verwendet neben

den klassischen praoperativen Parametern klinisches T-Stadium und Serum-
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PSA den (zu schlechten) Gleason Score der urspringlichen Prostatabiopsie. Die

Ergebnisse der multivariaten Analyse sind in Tabelle 8 dargestellt. Die Befunde

identifizieren den Bcl-2-Status als unabhangigen Prognosefaktor bei ERG-

negativen, aber nicht bei ERG-positiven Tumoren. Die prognostische Bedeutung

des Bcl-2-Status ist so stark, dass die Bcl-2-Expression bei ERG-Status-

unabhangiger Betrachtung des Gesamtkollektivs in den meisten Szenarien
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3.7Bcl-2-Expression und Ki67-Labeling-Index

Die Beziehung zwischen dem Ki67-Labeling-Index und der Bcl-2-Expression ist
in Tabelle 9 dargestellt. Dabei zeigt sich, dass der Ki67-Labeling-Index
insbesondere bei Betrachtung aller Tumoren mit der Bcl-2-Expression im
Zusammenhang steht. Bei Betrachtung aller Tumoren betragt der mittlere Ki67-
Labeling-Index bei Bcl-2-negativen Tumoren 2,67, bei stark positiven aber

immerhin 4,08 (p<0.0001). Bei isolierter Betrachtung von Untergruppen mit

Tabelle 9: Bcl-2-Expression und Ki67-Labeling-Index

. _ Ki67 Li Std.-
Ki67 Bel-21HC = (Mittelwert) | Abweichung
negativ 5314 2.67877 0.03741
alle Tumore |schwach 715 3.34779 0.10197
p<0.0001 |maRig 117 3.41026 0.25209
stark 59 4.08475 0.35499
negativ 1160 2.08707 0.06100
pGlgzizon schwach 133 2.60902 0.18010
0=0.0533 |MéaBig 10 2.10000 0.65700
stark 3 1.66667 1.19940
negativ 3023 2.56530 0.04303
pG';fjon schwach 386 3.25043 0.12041
0=0.0001 |M&Rig 44 2.70455 0.35665
stark 20 3.70000 0.52900
oGleason |negativ 209 3.14354 0.17860
3+4  |schwach 34 3.97059 0.44290
Terts  |maéRig 4 1.25000 1.29130
p=0.0423 |1k 4] 100000  1.29130
negativ 488 3.21944 0.15053
pG'A‘?f;"” schwach 71 4.19718 0.39465
0=0.0714 |MaBig 23 2.95652 0.69339
stark 17 4.29412 0.80652
oGleason |negativ 251 3.79283 0.23860
4+3  |schwach 44 3.68182 0.56980
Terts  |maéRig 16 6.56250 0.94500
p=0.0398 |1k 6/ 333333  1.54310
negativ 178 4.84831 0.36780
pGljiZO” schwach 47 4.19149 0.71580
0=0.3400 |MaBig 20 4.05000 1.09730
stark 9 7.22222 1.63580
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gleicher Gleason Kategorie finden sich aber nur noch geringe Unterschiede bei
Gleason 3+3, Gleason 3+4 und Gleason 4+3 Karzinomen, welche jeweils nur
knapp die statistische Signifikanz erreichen oder diese verfehlen. Lediglich bei
Gleason 3+4 Karzinomen besteht eine eindeutige klinische Signifikanz
(p<0.0001).
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4 Diskussion

In unserer Studie fanden wir eine Bcl-2-Positivitat in  16,7% der
Prostatakarzinome. Im Vergleich zu friiheren Studien (Tabelle 10) liegt diese Zahl
im unteren Bereich. Die Diskrepanz zwischen unserer Studie und den bereits
friher publizierten Studien ist mit hoher Wahrscheinlichkeit inharenten
Problemen der immunhistochemischen Untersuchung von Proteinen geschuldet.
Die  publizierten  Studien  verwendeten unterschiedliche  Antikorper,
unterschiedliche Farbeprotokolle und unterschiedliche Kriterien fir die
Beurteilung der Farbungen. Dementsprechend erstaunt es nicht, dass die Rate
positiver Falle in der Literatur zwischen 5 und knapp 70% schwankt (Fleischmann
et al. 2012, Khor et al. 2007, Abaza et al. 2006, Rubio et al. 2005, Amirghofran
et al. 2005, Fonseca et al. 2004, Kaur et al. 2004, Pollack et al. 2003, Zellweger
et al. 2003, Karaburun Paker et al. 2001, Matsushima et al. 1996, Matsushima et
al. 1997, Lipponen et al. 1997, Apakama et al. 1996, Bubendorf et al. 1996). Ob
unsere Farbung ,besser‘ oder ,schlechter’ ist als Untersuchungen anderer
Autoren lasst sich nicht festlegen. Die immunhistochemische Untersuchung
erlaubt namlich grundsatzlich nicht die Unterscheidung von tatséachlich Bcl-2-
positiven oder Bcl-2-negativen Tumoren, sondern erlaubt es nur die Expression
nachzuweisen, die Uber einem bestimmten Schwellenwert liegt. Auch Bcl-2-
,negative“ Tumoren durften Bcl-2 exprimieren, allerdings in einem geringeren

Ausmalf als die Bcl-2-,positiven® Tumoren.

Unsere Daten zeigen, dass die Bcl-2-Expression beim Prostatakarzinom in
fortgeschrittenen, besonders malignen Tumoren im Vergleich zu weniger
aggressiven Tumoren im Durchschnitt erhoht ist. Zahlreiche frihere
Untersuchungen haben prinzipiell das gleiche Ergebnis erzielt, darunter auch
eine Untersuchung am UKE an einem Unterkollektiv unserer Tumoren von
damals 3261 Karzinomen (Fleischmann et al. 2012). Einige andere Studien
hatten keine prognostische Bedeutung der Bcl-2-Expression gefunden (Fonseca
et al. 2004, Sulik et al. 2002). Moglicherweise waren bei diesen Studien die
Patientenkollektive zu klein oder die gewahlten methodischen Bedingungen flr
die Identifikation einer Prognoserelevanz unginstig. Die meisten Studien, welche
keine prognostische Bedeutung fanden, hatten hohere Positivitatsraten

beschrieben als in unserer
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Tabelle 10: Fruhere Studien zur Bcl-2-Expression beim Prostatakarzinom

Anzahl | Haufigkeit
Titel Autor Jahr Antikdrper der der Bcl-2-
Falle Expression
Prognostic relevance of Bcl-2
overexpression in surgically treated
prostate cancer is not caused by increased|Fleischmann Bcl-2 Oncoprotein (Dako M887,
copy number or translocation of the gene. |Aetal. 2012 |1:250) 3261 137 (4,8%)
Bcl-2 and Bax expression predict prostate
cancer outcome in men treated with
androgen deprivation and radiotherapy on
radiation therapy oncology group protocol
92-02. Khor LY et al.| 2007 |Bcl-2 (clone 124, DAKO Corp) 502| 229 (45,6%)
Prognostic value of DNA ploidy, bcl-2 and
p53 in localized prostate adenocarcinoma
incidentally discovered at transurethral Abaza R et bcl-2 (clone 124) (Cytomation,
prostatectomy. al. 2006 |Dako) 44 17 (39%)
Immunohistochemical expression of Ki-67
antigen, cox-2 and Bax/Bcl-2 in prostate
cancer; prognostic value in biopsies and
radical prostatectomy specimens. Rubio J et al. | 2005 |Bcl-2 monoclonal, DAKO 91 5 (5%)
bcl-2: mouse monoclonal
Apoptosis in prostate cancer: bax Amirghofran antibody, clone 124, Dako,
correlation with stage. Zetal 2005 |Glostrup, Denmark 50 21 (42%)
The role of HER2/neu, BCL2, p53 genes
and proliferating cell nuclear protein as
molecular prognostic parameters in Fonseca GN BCL2 (124, Dako, Glostrup,
localized prostate carcinoma. etal. 2004 |Denmark) 150 35 (23%)
prim. AK: monoclonal mouse anti-
human Bcl-2 (clone Bcl-
2/100/D5; Ventana); sek. AK:
biotinylated goat anti-mouse
Survivin and Bcl-2 expression in prostatic immunoglobulins (Dako
adenocarcinomas. Kaur P etal. | 2004 |Corporation, Carpinteria, Calif) 138 95 (69%)
Molecular markers of outcome after
radiotherapy in patients with prostate Pollack A et bcl-2 (clone 124; item M0887;
carcinoma: Ki-67, bcl-2, bax, and bcl-x. al. 2003 |Dako Corporation) 77 12 (16%)
Tissue microarray analysis reveals
prognostic significance of syndecan-1 Zellweger T
expression in prostate cancer. etal. 2003 |Bcl-2 (124-BCL-2, DAKO) 493 68 (13,7%)
Relationship between apoptosis regulator
proteins (bcl-2 and p53) and Gleason Karaburun mouse monoclonal anti-bcl-2
score in prostate cancer. Paker S etal.| 2001 |antibody (clone 124, Dako) 32 3(9,32%)
Combined analysis with Bcl-2 and P53 mouse monoclonal anti-bcl-2
immunostaining predicts poorer prognosis |Matsushima antibody (clone 124, Dako,
in prostatic carcinoma. Hetal. 1997 |Glostrup, Denmark) 146 29 (20%)
Expression of the apoptosis suppressing
protein bcl-2 in prostatic adenocarcinoma |Lipponen P monoclonal anti-bcl-2 protein
is related to tumor malignancy. etal. 1997 |(Dako, Glostrup, Denmark) 235 68 (29%)
bcl-2 overexpression combined with p53
protein accumulation correlates with Apakama | et
hormone-refractory prostate cancer. al. 1996 |anti-bcl-2 (Dako, UK Ltd) 77 37 (48%)
mouse monoclonal antibody Bcl-
Prognostic significance of Bcl-2 in clinically |Bubendorf L 2 124 (1:400; Dako, Glostrup,
localized prostate cancer. etal. 1996 |Denmark) 137 33 (24%)
bl-2 [corrected] Expression on prostate
cancer and its relationship to cell cycle and |Matsushima anti-bd-2 antibody (DAKO bcl-
prognosis. Hetal. 1996 |2,124; Dako, Glostrup, Denmark) 37 14 (38%)
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Studie. Die ausgesprochen grof3e prognostische Bedeutung und die
Unabhangigkeit von etablierten nur postoperativ verfugbaren
Prognoseparametern spricht daftir, dass die von uns gewahlten diagnostischen
Bedingungen fur die Bcl-2-Messung gut zur Prognoseabschatzung geeignet sind.
Dass eine vermehrte Expression beim Prostatakarzinom prognoserelevant ist
passt gut zu der bekannten Funktion von Bcl-2 als Apoptosehemmer.

Bei zahlreichen anderen Tumorarten hat sich die Expression von Bcl-2 als
Indikator fUr einen aggressiven, prognostisch ungunstigen klinischen Verlauf
erwiesen. Dies ist insbesondere bei B-Zell-Lymphomen (Perry et al. 2014, Lu et
al. 2015) oder bei Neuroblastomen (Gallo et al. 2003) der Fall. Erwdhnenswert
ist, dass es aber bei vielen Tumorarten, wie bei Mammakarzinomen (Seong et
al. 2015, Ermiah et al. 2013), nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (Schmidt et
al. 2014, Renouf et al. 2009), kolorektalen Karzinomen (Huang et al. 2017,
Poincloux et al. 2009) und Pankreaskarzinomen (Hu et al. 1999, Sun et al. 2002),
auch Publikationen gibt, welche tber einen guinstigen prognostischen Effekt der
Bcl-2-Expression berichten. Bei multiplen Tumorarten, z.B. Melanomen (llmonen
et al. 2005, Divito et al. 2004) oder Nierenzellkarzinomen (Gobé et al. 2002, Itoi
et al. 2004), gibt es Studien, welche Uber einen gunstigen prognostischen Effekt
berichten, wahrend andere Studien beim gleichen Tumor fur einen ungunstigen
Effekt der Bcl-2-Expression sprechen. Die Ursachen fir diese diskrepanten
Ergebnisse kdnnten entweder in zu kleinen Patientenkollektiven mit groRem
Einfluss der Patientenselektion sprechen oder aber auch fur unterschiedliche
Effekte unterschiedlicher Immunhistochemieprotokolle. Es ware moglich, dass
unterschiedliche Bcl-2-Expressionsspiegel, welche mit unterschiedlichen
Protokollen erfasst werden kénnen einen unterschiedlichen biologischen Einfluss
auf Tumorzellen ausuiben.

Es ist eine Besonderheit der aktuell vorliegenden Studie, dass die Bcl-2-
Expression beim Prostatakarzinom nicht nur mit klassischen klinisch-
pathologischen Parametern verglichen werden konnte, sondern auch mit den
relevanten molekularen Prostatakarzinomsubtypen. Die TMPRSS2:ERG-Fusion
ist die haufigste genomische Veranderung bei Prostatakarzinomen, welche in ca.
50% dieser Tumoren auftritt. Die TMPRSS2:ERG-Fusion wird in ihrer Entstehung
durch einen aktiven Androgenrezeptorsignalweg begulnstigt. Dies durfte die

Ursache dafir sein, dass bei jingeren Mannern mit tendenziell héherem

35



Testosteronspiegel haufiger ERG-positive Karzinome auftreten als bei élteren
Mannern (Weischenfeldt et al. 2013). Die TMPRSS2:ERG-Fusion wurde 2005
von Tomlins et al. erstmals beschrieben. Initial kam es zu einigen Publikationen,
welche eine teils substantielle prognostische Bedeutung der ERG-Fusion
vermuteten (Brase et al. 2011, Leinonen et al. 2010, Beuzeboc et al. 2009,
Hermans et al. 2009, Rostad et al. 2009, Mackinnon et al. 2009, Saramaki et al.
2008, Yoshimoto et al. 2008). Diese Untersuchungen waren alle an
Patientenkollektiven von weniger als 200 Fallen durchgefuhrt worden. Die an
einem Unterkollektiv der jetzigen Patientenkohorte durchgefuhrten Studie von
Minner hatte allerdings gezeigt, dass sich ERG-positive und ERG-negative
Tumoren in ihrer Prognose in keiner Weise unterscheiden (Minner et al. 2011).
Die Diskrepanz zwischen der an 2805 Karzinomen durchgefiihrten Studie von
Minner et al. (2011) und den multiplen Studien mit weniger als 200 Fallen, welche
auf eine Prognoserelevanz der ERG-Fusion hindeuteten, macht auch deutlich,
wie wichtig eine hohe Patientenzahl fur die Evaluation von Prognosemarkern
darstellt. Eine Untersuchung an beinahe 10.000 Fallen schliel3t das Risiko eines
Sampling Errors nahezu vollstéandig aus. Der Vergleich von Bcl-2-Expression in
ERG-positiven und ERG-negativen Tumoren ergab — mit zwei unterschiedlichen
Methoden durchgefuhrt — eine deutlich hohere Bcl-2-Expression in ERG-
negativen als in ERG-positiven Tumoren. Dieser Befund ist mit Sicherheit
biologisch relevant. Einerseits spricht das Erzielen identischer Befunde unter
Verwendung zweier verschiedener Methoden daflr, dass diese Beziehung real
existiert. Zum anderen spricht die Tatsache, dass ERG-negative Tumoren
gehauft Bcl-2-positiv sind dafir, dass die Beziehung nicht durch ein
immunhistochemisches Farbeartekfakt bedingt werden kann. Ein Problem der
Immunhistochemie ist es namlich, dass ca. 10% der Gewebe nur eine
eingeschrankte Reaktivitat mit Antikdrpern aufweisen, weil die Gewebe eine
Immunhistochemie-,ungunstige® Vorbehandlung erlitten haben, beispielsweise
durch entweder zu lange oder zu kurze Formalinfixation oder eine zu lange
Ischamiezeit nach bzw. wahrend der Entnahme des Gewebes aus dem
Patienten. Der genaue Mechanismus, warum ERG-negative Karzinome haufiger
Bcl-2 exprimieren als ERG-positive ist nicht bekannt. Allerdings fuhrt die ERG-
Aktivierung in Prostataepithelzellen zur Dysregulierung von mehr als 1500

verschiedenen Genen. Es darf angenommen werden, dass eine oder mehrere
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dieser dysregulierten Gene einen direkten oder indirekten Einfluss auf die

Expression von Bcl-2 ausuben.

Die Bcl-2-Expression war in unserer Studie signifikant mit der
Tumorzellproliferation assoziiert. Der Antikérper Ki67 markiert ein Protein,
welches von Zellen exprimiert wird, welche in der Gi-, S- oder G2/M-Phase des
Zellzyklus stehen (Scholzen, Gerdes 2000). Die Anzahl der Ki67-positiven Zellen
stellen so ein Mal} fur die Proliferationsaktivitat eines Gewebes dar. Der Ki67-
Labeling-Index entspricht dem prozentualen Anteil der Zellen in der Gi1-, S- oder
G2/M-Phase. Dass Bcl-2 und der Ki67-Labeling-Index miteinander assoziiert sind
erstaunt prinzipiell nicht, da beide Parameter mit der Tumorprogression in
Zusammenhang stehen. Unter Berlcksichtigung dieser Tatsache ist die
Beziehung zwischen den beiden Parametern sogar recht marginal und in
Gleason 3+3, Gleason 4+3 und Gleason 24+4 wird das Signifikanzlevel von
p<0.05 nur knapp erreicht oder gar verfehlt. Insgesamt sind diese Befunde gut
vereinbar mit der bekannten Funktion von Bcl-2, welche explizit nicht die
Proliferation, sondern das Tumorwachstum tber die Behinderung des Zellabbaus
(Apoptose) beeinflussten (Rassow et al. 2012, Czabotar et al. 2014). Es ist nicht
erstaunlich, dass die gro3ten signifikanten Unterschiede in der Untergruppe der
Gleason 3+4 Karzinome bestehen. Es ist bekannt, dass diese Untergruppe, bei
denen der Gleason-4-Anteil zwischen 5 und 45% liegen kann, die grofite
klinische Heterogenitat zeigt. Patienten mit einem Gleason 3+4 mit 5% Gleason-
4-Anteil haben eine Prognose zu erwarten, die einem Gleason 3+3 Karzinom
sehr &hnlich ist, wahrenddem Patienten mit 45% Gleason-4-Anteil eine deutlich

ungulnstigere Prognose entgegensehen (Sauter et al. 2016).

Neben TMPRSS2:ERG-Fusionen sind chromosomale Deletionen die nachst
haufigen genomischen Veranderungen beim Prostatakarzinom. Die meisten
chromosomalen Deletionen sind prognoserelevant, wobei nicht ganz klar ist, was
die biologische Grundlage hierflr darstellt. Friher wurde angenommen, dass
eine Deletion zur Inaktivierung von jeweils einem Tumorsuppressorgen pro
Deletion fuhrt, wobei ein Allel des Tumorsuppressorgens durch die Deletion, das
andere Allel durch eine andere Veranderung, meist eine Mutation, erfolgt (Levine

1993). Heute weil3 man, dass diese Annahmen nicht exakt zutreffen. Gerade ftr

37



PTEN kann postuliert werden, dass die 10g-Deletion, welche meistens sehr klein
ist und nur PTEN und einige wenige andere Gene umfasst, eine PTEN-
spezifische Aberration darstellt, auch wenn das zweite Allel meistens gar nicht
inaktiviert ist (Majumder und Sellers 2005). Auch auf 3p13 ist die Deletion
meistens eher klein und enthadlt nur wenige Gene, von denen allerdings
mindestens drei (FOXP1, RYBP und SHQ1) bis heute als mdgliche
Tumorsuppressorgene beim Prostatakarzinom diskutiert werden (Krohn et al.
2013). Vollig unklar ist aber die Situation fur die Deletionen von 6qg und 5q. Diese
sind sehr grol3 und enthalten zahlreiche potentielle Tumorsuppressorgene,
welche alle so gut wie nie durch eine zweite Lasion nachweisbar alteriert sind.
Grol3e Studien haben unter Verwendung von Next-Generation-Sequenzing
gezeigt, dass es in diesen Regionen keine rekurrenten Mutationen von
potentiellen Tumorsuppressorgenen gibt (Kluth et al. 2013, Burkhardt et al.
2013). Es wird deswegen heute vermutet, dass die grol3en Deletionen ihren
biologischen Effekt nicht durch die Inaktivierung eines spezifischen Gens
entfalten, sondern durch die gleichzeitig verminderte Expression von mehreren
Genen (sog. Haploinsuffizienz) (Chaib et al. 2003). Der Vergleich von
interessierenden Proteinen mit den wichtigen chromosomalen Deletionen ist von
potentiellem Interesse, da durch eine isolierte Beziehung zu einer Deletion
moglicherweise ein funktioneller Zusammenhang mit einem Gen im Bereich der
Deletion identifiziert werden kann. Im Falle von Bcl-2 zeigen die Befunde, dass
die Bcl-2-Expression generell mit einem vermehrten Vorkommen von Deletionen
assoziiert ist. Dies ist vor allem in ERG-negativen Tumoren fur samtliche
untersuchten Deletionen sichtbar. Dieser Effekt passt zu einer vermehrten
genetischen Instabilitdt bei Bcl-2-positiven Tumoren. Dies passt wiederum gut
zur bekannten Rolle von Bcl-2 als Apoptoseinhibitor. Kritische genomische
Aberrationen flihren normalerweise in ,gesunden® Zellen zum Zellsuizid durch
Apoptose (Krammer 2000). Ist dieser Mechanismus gestoért, kann es leichter zu

einer Akkumulation von genomischen Veranderungen in Zellen kommen.

Der hervorstechende Befund dieser Studie ist die prognostische Bedeutung der
Bcl-2-Uberexpression, welche von etablierten Prognosemarkern unabhangig ist.
Frihe Studien der Hamburger Arbeitsgruppe vom UKE haben einige andere

Proteine identifiziert, welche eine &hnlich starke Prognoserelevanz wie Bcl-2
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aufweisen, beispielsweise Tubulin-BllIl, Rbm3 oder p53 (Tsourlakis et al. 2014,
Grupp et al. 2014, Kluth et al. 2014). Fir die Zukunft ist zu erwarten, dass die
kombinierte Anwendung von molekularen Prognosefaktoren in einem
immunhistochemischen Panel, beispielsweise durch Anwendung einer Mehr-
Farben-Immunhistochemie  durch  Fluoreszenzfarbungen eine bessere
Prognoseabschatzung erlauben wird als die aktuell etablierten Verfahren. Hierbei
ist hervorzuheben, dass letztlich nicht nur bessere Prognosemarker als der
Gleason Grad notwendig sind, sondern auch Parameter, welche
reproduzierbarer sind. Die Tatsache, dass der Gleason Grad von
unterschiedlichen Pathologen in bis zu 40% unterschiedlich interpretiert wird,
macht diesen Parameter fir die klinische Handhabung schwierig (Egevad et al.
2013, Schlomm und Sauter 2016). Fur die Zukunft ist es erstrebenswert ein
Verfahren zu etablieren, welches reproduzierbar ist, weitgehend unabhangig von
der Gewebefixierung und eine moéglichst automatisierte Bestimmung relevanter
molekularer Prognoseparameter erlaubt. Bemerkenswert ist Ubrigens die
Tatsache, dass der starke Prognoseparameter Bcl-2 nur fiir einen bestimmten
molekularen Subtyp des Prostatakarzinoms klinische Relevanz besitzt. Dies ist
zumindest beim Prostatakarzinom keine Ausnahme. In friiheren Studien wurden
mehrere Parameter identifiziert, welche nur bei ERG-positiven oder nur bei ERG-
negativen Tumoren prognoserelevant waren. Einige Beispiele hierzu sind in

Tabelle 11 dagestellt. Somit wéare es notwendig/winschenswert separate

Tabelle 11: Ubersicht zu Prognoseparametern in Verbindung mit dem ERG-
Status

haufiger mit haufiger mit | prognoserelevant | prognoserelevant
ERG-positiven | ERG-negativen bei ERG- bei ERG-
Tumoren Tumoren positiven negativen nicht

Protein assoziert assoziiert Tumaren Tumoren prognoserelevant Studie

NBS1 X X Grupp et al. 2014
YB-1 X X Heumann et al. 2017

P16 X X Burdelski et al. 2016
FOXP2 X X Stumm et al. 2013
SOX9 X X Burdelski et al. 2015
mTOR X X Maller et al. 2013
CcD147 X X X Grupp et al. 2013
MTCO2 X X Grupp et al. 2013

Prognosepannels flr molekulardefinierte Tumoruntergruppen zu definieren.
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Zusammenfassend zeigen die Daten unserer Studie, dass die Bcl-2-
Uberexpression ein wichtiger Prognoseparameter bei Prostatakarzinomen ist,
der allerdings nur bei ERG-negativen Karzinomen anwendbar ist. Fur die Zukunft
erwarten wir, dass Bcl-2 ein wichtiger Bestandteil eines Multiparametertests zur

Prognoseabschétzung von Prostatakarzinomen darstellen kénnte.
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5 Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist der haufigste Tumor bei Mannern. Die meisten
Karzinome benotigen allerdings keine Therapie. Die Entscheidung, ob ein Mann
mit einem neu diagnostizierten Prostatakarzinom kurativ behandelt werden
muss, wird durch die etablierten Prognosemarker Serum-PSA-Wert, klinisches
Stadium, Zahl der positiven Stanzbiopsien und Gleason Score bestimmt. Fur die
Zukunft ist zu erwarten, dass molekulare Tests die etablierten Parameter
erganzen oder ersetzen werden. Bcl-2 ist in dieser Hinsicht von Interesse, da die
Bcl-2-Expression bei vielen Tumorarten einschlie3lich des Prostatakarzinoms als
prognoserelevant beschrieben wurde. In der vorliegenden Studie untersuchten
wir an einem Kollektiv von mehr als 10.000 Tumoren die prognostische Relevanz
der Bcl-2-Expression in Bezug auf ihre Bedeutung in molekular definierten
Untergruppen. Die immunhistochemische Untersuchung an einem Tissue Micro
Array ergab eine Bcl-2-Positivitat in 16,7% der Tumoren, einschlief3lich 13,3%
mit schwacher, 2,4% mit maRiggradiger und 1,0% mit starker Expression. Die
Bcl-2-Expression war signifikant mit dem ERG-Status assoziiert. Bei ERG-
negativen Tumoren waren 18,3% der Féalle Bcl-2-positiv, bei ERG-positiven
Tumoren nur 13,2% (p<0.0001). Die Untersuchung der Beziehung zwischen
Tumorphanotyp und Prognose und dem Bcl-2-Status ergab, dass diese
Beziehung in ERG-negativen und ERG-positiven Tumoren vollig unterschiedlich
war. In ERG-negativen Tumoren war eine maRigstarke bzw. starke Bcl-2-
Expression hochsignifikant mit hohem Gleason Grad, hohem Tumorstadium,
dem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen und einer unginstigen Prognose
assoziiert (p jeweils <0.0001), wobei die prognostische Bedeutung auch bei
Hinzunahme samtlicher nur postoperativ vorhandener Parameter wie pT, pN, R-
Status vom praoperativem PSA statistisch unabhangig war. Im Gegensatz dazu
war die Bcl-2-Expression bei ERG-positiven Tumoren nicht signifikant mit dem
Tumorphanotyp oder der Patientenprognose assoziiert. Der Vergleich mit
weiteren Parametern der UKE-Datenbank ergab, dass der Bcl-2-Status nur
geringgradig mit dem Ki67-Labeling-Index assoziiert war, aber einen deutlichen
Zusammenhang mit samtlichen untersuchten Deletionen (in ERG-negativen
Tumoren) zeigte. Die Befunde passen zu einer erhéhten genomischen Instabilitat

in Bcl-2-positiven Tumoren.
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass eine erhéhte Bcl-2-Expression zu den
starksten bekannten unginstigen Prognoseparametern beim Prostatakarzinom
gehort, allerdings nur bei ERG-negativen Tumoren. Fur die Zukunft ist zu
erwarten, dass der Bcl-2-Nachweis Teil eines klinisch nutzlichen molekularem

Prognosepanels beim Prostatakarzinom sein kénnte.

Summary

Prostate cancer is the most frequent tumor with men. However, most carcinoma
do not need a therapy. The decision, if a man with a newly diagnosed prostate
cancer must be treated curative or not, will be made with well-established
prognostic markers. These markers are the prostate specific antigen (PSA) value,
clinical stage, number of positive punch biopsies, and the Gleason score. In
future, it is to be expected that these well-established parameters will be
complemented or substituted with molecular tests. In this respect, Bcl-2 is
interesting because the Bcl-2-expression has been described to be relevant to
the prognosis in many tumor types, including the prostate cancer. In the present
study we analyzed the prognostic relevance of the Bcl-2-expression in relation to
its significance to molecular defined subgroups at a collective of more than
10,000 tumors. The immunohistochemical investigation on a tissue micro array
showed a Bcl-2-positivity in 16.7% of the tumor, including 13.3% with weak, 2.4%
with moderate, and 1.0% with strong expression. The Bcl-2-expression was
significantly associated with the ERG-status. Upon ERG-negative cancers 18.3%
of the cases were Bcl-2-positiv, on ERG-positive cancers only 13.2% (p<0.0001).
Investigations on the relationship between tumor phenotype, prognosis, and Bcl-
2-status showed that the relationship regarding ERG-negative and ERG-positive
cancers were completely different. In ERG-negative cancers a moderate or
strong Bcl-2-expression was highly significantly associated with a high Gleason
score, high tumor grade, existence of lymph node metastases, and unfavorable
outcome (in each case p<0.0001). This prognostic relevance was still statistically
independent of the preoperative PSA, even upon addition of all postoperative
available parameter like pT, pN, and R-status. However, the Bcl-2-expression of

ERG-positive cancers was not significantly associated with tumor phenotype or
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patient prognosis. The comparison with additional parameters of the UKE-data
base revealed an only low-grade association of the Bcl-2-status with the Ki67-
labeling index. In contrast, there is a significant correlation with all investigated
deletions (in ERG-negative cancers). The diagnostic findings match an increased
genomic instability in Bcl-2-positive tumors.

Concluding, an increased Bcl-2-expression belongs to the strongest known
unfavorable prognostic parameters of the prostate cancer, but only with ERG-
negative cancers. In future application the Bcl-2-detection might be a useful tool

in the molecular prognosis panel in clinical application of prostate cancer.
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transmembrane protease serine 2
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