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1 Einleitung

Das Prostatakarzinom ist der haufigste Tumor bei Mannern. Etwa 50% der 50-Jahrigen und
80% aller 80-Jahrigen tragen in ihrer Prostata mindestens ein Karzinom (Grozescu and
Popa, 2017). Einer von acht Mannern (11,9%) erkrankt an einem Prostatakarzinom und 1
von 31 verstirbt an den Konsequenzen dieser Krebserkrankung (Robert Koch Institut,
2017). Zwar sind die meisten Prostatakarzinome nicht klinisch relevant und bleiben im
Laufe des gesamten Lebens symptomlos, dennoch versterben allein in Deutschland ca.
13’900 Manner jahrlich (2015) an den Folgen eines zu spat entdeckten und zu spat
behandelten Prostatakarzinoms (Robert Koch Institut, 2017).

Die Verdachtsdiagnose Prostatakarzinom wird meist auf Grund eines erhdéhten Serum-
PSA-Wertes gestellt. Nachdem Studien aus den frihen 90er Jahren zeigten, dass die
serologische Messung des Prostata spezifischen Antigens (PSA) zur Identifikation von
Prostatakarzinomen verwendet werden kann (Catalona et al., 1991; Balk, Ko und Bubley,
2003), hat sich die regelmaRige Messung des Serum-PSA-Wertes bei Mannern Gber 50
Jahren in Deutschland und in vielen anderen westlichen Landern weitgehend etabliert. Im
Jahr 2017 gab die U.S. Preventive Services Task Force ein Update der Leitlinie fir die
Friherkennung von Prostatakrebs heraus. Es wird empfohlen, Manner zwischen 55 und 69
Jahren Uber Vor- und Nachteile einer Friherkennung zu informieren und eine Testung
anzubieten (Eastham, 2017). Allerdings gibt es auch kritische Stimmen zur routinemaRigen
Serum-PSA-Kontrolle. Nach der Einflhrung der Testung (in den Vereinigten Staaten von
Amerika, 1986) erreichte die Rate an Prostatakarzinom Diagnosen einen Héchststand
(Hodson, 2015). Es wurden Stimmen laut, dass mit dem Serum-PSA-Test vor allem eine
Uberdiagnostik und Ubertherapie induziert wiirde. Tatsachlich wurden viele
Prostatakarzinome operiert, welche mdglicherweise keiner Art der Behandlung bedurft
hatten (Graefen et al., 2014). Eine randomisierte europaische Studie zur Friherkennung
und der Prostatakarzinom Mortalitat schatze die Uberdiagnostik (die Diagnose in Mannern,
die im Laufe ihres Lebens keinerlei Symptome entwickelt hatte) auf 50% in der
Friherkennungs-Gruppe (Schroder et al., 2009). Obwohl die Ergebnisse der Studie einen
Rickgang der Prostatakarzinom assoziierten Mortalitat zeigten, darf die miteinhergehende
Uberdiagnostik, Ubertherapie und der damit zusammenhingende Verlust an
Lebensqualitat nicht vergessen werden (Schroder et al., 2009). Nichtsdestotrotz spricht die
markante Abnahme der Prostatakarzinomsterblichkeit seit den 90er-Jahren ganz eindeutig
fur die Sinnhaftigkeit der PSA-Friherkennung (Graefen et al., 2014).

Die Prostatakarzinom Diagnose wird bei Patienten mit erhdhtem PSA-Werten

(typischerweise >4ng/ml) oder bei verdachtiger Digital Rektaler Untersuchung (DRU) durch



eine transrektal Ultraschall-gestutzte (TRUS) Prostatabiopsie gesichert (Catalona et al.,
1994). Um die Sensitivitat der Biopsie zu erhéhen, wurden die anfanglich entnommenen 6
Stanzen graduell bis auf 12 (bzw. gegebenenfalls auf bis zu 24) gesteigert (Tanaka et al.,
2015). Die interdisziplinare Leitlinie der Qualitat S3 zur Friherkennung, Diagnose und
Therapie der verschiedenen Stadien des Prostatakarzinoms (Version 5.1, Mai 2019)
empfiehlt die Entnahme von 10-12 Gewebezylindern (Empfehlungsgrad A, level of
evidence 1++) (Leitlinienprogramm Onkologie, 2019). Zusatzlich wird in einigen Zentren
eine Magnet Resonanz Tomografie (MRT) / Ultraschall (US) fusionierte Biopsie
durchgefuhrt (Maxeiner et al., 2015). Wenn bei einem Mann die Prostatakarzinom Diagnose
gestellt wird, miissen die behandelnden Arzte zusammen mit dem Patienten entscheiden
(partizipative Entscheidungsfindung), ob eine Therapie notwendig ist oder nicht. Das
Prostatakarzinom wird in Gleason Gruppen eingeteilt. Die Einteilung nach Gleason beruht
auf einer Studie (1959-1964) der ,Veteran’s Affairs Cooperative Research Group®. Dr.
Donald Gleason entwickelte eine histopathologische Einteilung des Adenokarzinoms der
Prostata anhand der Morphologie der prostatischen Drisen (Gleason and Mellinger, 1974;
Gordetsky and Epstein, 2016). Es werden finf verschiedenen Grade unterschieden. Je
héher der Gleason Grad, desto hoher der Grad der Entdifferenzierung. Der endgltige
Gleason Score berechnet sich durch die Addition des haufigsten und schlechtesten
Gleason Grades (Prostatastanzbiopsie) oder des haufigsten und zweithaufigsten Gleason
Grad im Prostatektomiepraparat (Epstein et al., 2005; Gordetsky and Epstein, 2016). Bei
niedrigem Gleason-Score (Gleason Grad <6) und niedrigem Serum-PSA-Werten (<10
ng/ml), sowie bei geringer Tumorausdehnung in den Prostata-Stanzen, kann eine
sogenannte Aktive Uberwachung (active surveillance) initiiert werden (niedrige
Risikogruppe (Thompson et al., 2007)) (Leitlinienprogramm Onkologie, 2019). Dabei wird
der Patient in den ersten beiden Jahren durch PSA-Testung und DRU alle drei Monate
regelmafig (wenn stabil, danach 6-monatlich) kontrolliert und alle 12-18 Monate wird eine
Kontroll-Biopsie entnommen, ohne dass eine aktive Therapie durchgefihrt wird
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2019). Erst im Falle einer Tumorprogression (z.B.
markanter PSA Anstieg, Zunahme des Gleason-Grades in der Biopsie) wirde dann, der

Beginn einer aktiven Therapie neu evaluiert werden (Warlick et al., 2006).

Die Therapie der Wahl besteht bei lokal begrenztem Prostatakarzinom aller Risikogruppen
in der Regel in der radikalen Prostatektomie, alternativ kann eine primare Radiotherapie
vorgenommen werden (Donovan et al., 2016; Leitlinienprogramm Onkologie, 2019). Auch
hier wird mit dem Patienten eine individuelle Entscheidung in Abh&angigkeit vom Risikoprofil,
den patientenabhangigen Faktoren (z.B. Allgemeinzustand, Alter) und dem
Patientenwunsch getroffen. Zusatzlich kann bei lokal begrenzten Prostatakarzinomen mit

niedrigem Risikoprofil eine LDR(low dose rate)-Brachytherapie und bei mittlerem bis hohen
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Risiko eine HDR(high dose rate)-Brachytherapie, in Kombination mit perkutaner
Bestrahlung, erwogen werden (Kupelian et al., 2004; Leitlinienprogramm Onkologie, 2019).
Da die Prostata die einzige Quelle des Serum-PSA darstellt, kann die Serum-PSA-Messung
zum Monitoring der Wirksamkeit der lokalen Therapie (radikale Prostatektomie oder lokale
primare Radiotherapie) verwendet werden (Balk, Ko und Bubley, 2003). Die meisten
Manner sind nach radikaler Prostatektomie (oder primarer Radiotherapie) geheilt und
bedirfen keiner weiteren Behandlung. Bei diesen Patienten sinkt der Serum-PSA-Wert
postoperativ innerhalb von 4 Wochen auf nicht-nachweisbare Werte (Ong/ml) (Partin und
Oesterling, 1994; Skove et al., 2017; Balk, Ko und Bubley, 2003). Bei einem Teil der
Patienten kommt es im Verlauf der Erkrankung zu einem Rezidiv, welches in der Regel
durch den Nachweis eines Wiederanstiegs des PSA-Wertes im Serum (in 92% der
Patienten (Kuriyama et al., 1981; Killian et al., 1985)) diagnostiziert wird (Tilki et al., 2015;
Skove et al,, 2017). Kommt es beim Patienten zum PSA-Rezidiv liegt entweder ein
Lokalrezidiv vor, dies insbesondere dann, wenn der Tumor nicht vollstandig entfernt worden
war, oder es bestehen Metastasen (Partin und Oesterling, 1994). Um zwischen lokalem
und Fernrezidiv zu unterscheiden, ist es wichtig neben dem Gleason Grad und dem
Resektionsstatus (R-Status), auch die Zeitspanne, in der es zum Wiederanstieg des Serum
PSA kommt, zu evaluieren (Balk, Ko und Bubley, 2003). Im Falle eines Anstiegs in den
ersten 2 Jahren nach Prostatektomie, wird auf Grund von retrospektiven Daten, eher von
einer Fernmetastasierung ausgegangen (Pound et al, 1997). Generell gilt, dass ein
schneller PSA-Anstieg (>2ng/ml/Jahr), ein PSA-Ruckfall <3 Jahren und eine postoperative
PSA-Verdoppelungszeit von <3 Monaten eher flr eine Metastasierung sprechen und den
Patienten einem erhéhten Prostatakarzinom spezifischen Mortalitatsrisiko aussetzten (Lee
und Amico, 2005). Eine langsamere PSA-Anstiegs-Geschwindigkeit nach einem Intervall
von >3 Jahren und eine verlangerte postoperative PSA-Verdoppelungszeit sprechen damit
eher fiir ein Lokalrezidiv und machen diesen Patienten zu einem optimalen Kandidaten flr
eine Strahlentherapie des Rezidivs (Lee und Amico, 2005; Jereczek-fossa und Orecchia,
2007). Nach alleiniger Strahlentherapie kann ein biochemisches Rezidiv bioptisch gesichert
werden, nach RPE ist dies nicht erforderlich (Leitlinienprogramm Onkologie, 2019).
Bildgebende Verfahren wie Skelettszintigraphie, CT, PET-CT (beispielsweise PSMA
(Prostataspezifisches Membranantigen)-PET) und MRT koénnen fir die Diagnostik einer
Metastasierung von Hilfe sein (Sartor and De Bono, 2018). Sind die gesamten klinischen
Befunde mit einem Lokalrezidiv vereinbar, wird (bei noch nicht bestrahlten Patienten) eine
lokale perkutane Radiotherapie durchgefiihrt (Jereczek-fossa and Orecchia, 2007;
Leitlinienprogramm Onkologie, 2019). Dies ist bei Patienten, welche tatsachlich nur einen
Lokalbefund hatten, kurativ. Das Serum-PSA geht dann wieder auf Ong/ml. Im Falle einer

Metastasierung kommt es nicht zur Senkung des Serum-PSA auf nicht nachweisbare



Werte, da die Metastasen nicht im Einflussbereich einer lokalen Bestrahlung liegen. Beim
metastasierten Prostatakarzinom bleiben den Patienten verschiedene systemische
Therapieoptionen mit meist palliativem Charakter. Bei dem hormonsensitiven,
fortgeschrittenen Prostatakarzinom wird eine kombinierte Hormontherapie (Chemotherapie
und Androgendeprivation) empfohlen (Thompson et al, 2007; Leitlinienprogramm
Onkologie, 2019). Das therapeutische Vorgehen bei androgen-unabhangigen oder
kastrationsresistenten Prostatakarzinomen muss interdisziplinar beraten werden und die
Therapieentscheidungen  werden in  Abhangigkeit von Patientenpraferenzen,
Nebenwirkungsprofil und Begleiterkrankungen getroffen (Leitlinienprogramm Onkologie,
2019).

Die neoplastischen Zellen des Prostatakarzinoms weisen ein breites Spektrum an
genetischen Aberrationen auf. Haufig handelt es sich um Veranderungen, die in Androgen-
gesteuerten Signalwegen mitwirken. Diese Alterationen umfassen Abweichungen des
Androgen-Rezeptors und verschiedener interagierender Proteine, die die Aktivitat des
Rezeptors modulieren kénnen (Barbieri et al., 2013). Zuséatzlich sind verschiedene
genomische rearrangements (Umlagerungen) in der Prostatakarzinom-Karzinogenese
bekannt. Dabei fusionieren Androgen-regulierte Gene, beispielsweise mit Genen der
ETS(E26 transformation specific)-Familie von onkogenen Transkriptionsfaktoren (Tomlins
et al., 2005). Haufig handelt es sich dabei um Fusionen des TMPRSS2 Gens und des
Transkriptionsfaktors ERG. Verschiedene Studien haben die prognostische Relevanz der
TMPRSS2:ERG Fusion untersucht, jedoch mit sehr widerspruchlichen Ergebnissen im
Hinblick auf eine Korrelation mit der Tumoraggressivitat (Tomlins et al., 2009; Barbieri et
al., 2013). Unter anderem berichten Steurer et al. von einer Assoziation der Fusion mit
niedrig-gradigen Prostatakarzinomen in jungen Patienten (Steurer et al., 2014). Weiter
gehdren auch andere molekulare Veranderung, wie beispielsweise 521 (Kluth et al.,
2019), 6915 (Kluth et al., 2016), 10923 (PTEN) (Phin, Moore und Cotter, 2013; Lotan et al.,
2017) und 3p13 (Kluth et al., 2018) Deletionen zur Bandbreite der molekularen

Veranderungen in Prostatakarzinomen.

Das Prostata-spezifische Antigen (PSA) ist die wichtigste Komponente bei der Diagnostik
und dem Monitoring der Therapie des Prostatakarzinoms. PSA ist eine Prostata-spezifische
Serin-Protease (humanes kallikrein 3 (hK3)) und gehort zur Familie der Kallikreine, die auf
Chromosom 19q13.4 lokalisiert sind (Bhoola, Figueroa und Worthy, 1992; Yousef und
Diamandis, 2001). PSA wird durch das Gen KLK 3 kodiert, wobei die Transkription dieses
Genes einer Androgenen-Regulation unterliegt (Balk, Ko und Bubley, 2003). Das PSA wird
von den luminalen sekretorischen Epithelialzellen der prostatischen Driisen gebildet und

direkt in das Lumen sezerniert, wobei Uber die Basalzellen und die Basalmembran geringe
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Mengen an PSA in das Serum gelangen (Balk, Ko und Bubley, 2003). Dabei spricht keine
Funktion des Proteins daflr, dass es mdglicherweise gezielt, ins Serum abgegeben wird.
Die biologische Funktion des PSA, als ein Hauptbestandteil der Samenflussigkeit, besteht
in der Spaltung von Semenogelinen. Dies verflissigt den Samen beim Mann (Balk, Ko und
Bubley, 2003). Die Menge des Serum-PSA ist im Wesentlichen proportional zur Menge des
in einem Menschen vorhandenen Prostataepithels. Dementsprechend steigt der Serum-
PSA-Wert im Laufe des Lebens bei Mannern geringgradig an, da auch die Prostata durch
die ,physiologische“ Prostatahyperplasie mit zunehmendem Alter etwas wachst (Vuichoud
und Loughlin, 2015).

Wie oben ausgefihrt, ist die serologische PSA Messung eine wichtige Komponente bei
allen diagnostisch-therapeutischen Entscheidungen in Bezug auf die Prostata. Bei
Patienten ohne bekanntes Prostatakarzinom, dient die Serum-PSA-Wert Bestimmung zur
Indikationsstellung, ob eine Prostatabiopsie erfolgen sollte. Ist ein Prostatakarzinom bei
einem Mann diagnostiziert, ist der Serum-PSA Wert fur die Einschatzung der
Tumoraggressivitat mitentscheidend (Balk, Ko und Bubley, 2003). Hierbei korreliert auch
die PSA-Dichte (Serum-PSA-Wert geteilt durch das Volumen der Prostata) mit der
Tumoraggressivitat (Kundu et al., 2007). Ist der Serum-PSA-Wert >10ng/ml, liegt gemafn
aktuellen Leitlinien bereits mindestens ein Karzinom mit mittlerem (intermediarem) Risiko
vor, bei dem eine abwartende Haltung (active surveillance) nicht mehr durchgefiihrt werden
sollte (Leitlinienprogramm Onkologie, 2019). Ist ein Prostatakarzinom diagnostiziert, wird
bei Patienten wahrscheinlich lebenslang der Serum-PSA-Wert gemessen. Dies unabhangig
davon, ob eine Therapie erfolgte. Wenn keine Therapie erfolgt, ist die PSA-Messung
notwendig zur Klarung der Frage, ob eine mogliche Progression vorliegt. Postoperativ dient
die regelmaRige PSA-Messung dem Nachweis oder Ausschluss eines Rezidivs bzw. einer
Metastasierung. Zusatzlich dient die regelmallige serologische PSA-Messung der
Erfolgskontrolle aller weiteren therapeutischen MaRnahmen, wie eine Radiotherapie oder

eine systemische Chemotherapie (Leitlinienprogramm Onkologie, 2019).

Die immunhistochemische Darstellung von PSA spielt zudem eine Rolle in der Pathologie.
Diese kommt vor allem bei der Untersuchung von Tumorgewebe bei unbekanntem
Primarius. Besonders haufig wird die PSA-Immunhistochemie bei Lymphknoten- oder
Knochenmetastasen angewendet. Der Nachweis einer PSA Expression in diesen
Gewebefragmenten gilt dann als beweisend fur das Vorliegen eines metastasierten
Prostatakarzinoms (Bernacki et al., 2014; Stelow und Yaziji, 2018). Wird die PSA
Immunhistochemie mit der fir PSAP (Prostataspezifische saure Phosphatase) verwendet,
werden fur die Identifikation von Prostatakarzinom-Metastasen Sensitivitdten von bis zu
95% erreicht (Stelow und Yaziji, 2018). Weiterhin kann zusatzlich die
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immunhistochemische Darstellung von PSMA flir derartige Fragestellungen zur Hilfe
genommen werden (Bravaccini et al., 2018). Die PSA-Immunhistochemie eine wichtiges
Mittel fir die Differenzierung von Prostata-, Urothel- und Kolonkarzinomen dar (Epstein,
Egevad und Humphrey, 2014). Dabei muss beachtet werden, dass nicht wenige der
hochgradigen Prostatakarzinome PSA-negativ sind (Epstein, Egevad und Humphrey,
2014). Sie sind derart entdifferenziert, dass sie weniger oder kein PSA mehr exprimieren
(Gallee et al., 1990). In einer Studie von Goldstein waren 99% der 75 Prostatakarzinomen
mit einem Gleason Grad von 6 oder 7 PSA-positiv, demgegeniber waren nur noch 58,7%
der Karzinome mit einem Gleason Grad von 8, 9 oder 10 PSA-positiv (Goldstein, 2002).
Daneben haben viele weitere Studien gezeigt, dass Prostatakarzinome mit einer geringeren
PSA-Expression eher einen hoéheren Gleason Score, einen niedrigeren Grad der
Differenzierung und extraprostatisches Wachstum aufweisen, als Tumoren mit
ausgepragter PSA Expression (Abrahamsson et al., 1988; Gallee et al., 1990; Varma,
Morgan und Jasani, 2002; Erbersdobler et al., 2009). Auflerdem deuten die Ergebnisse aus
neueren Studien darauf hin, dass der Auspragungsgrad der PSA-Expression in
Prostatakarzinomen eine prognostische Bedeutung haben kdénnte (Erbersdobler et al.,
2009).

Die Immunhistochemie ist eine in der Pathologie generell weitgehend etablierte
Untersuchungstechnik. Die Methode erlaubt den Nachweis spezifischer Proteine an
Gewebeschnitten. Der Nachweis bestimmter Proteine ist ein essentieller Bestandteil der
histologischen Diagnostik. Am Institut fur Pathologie des UKE werden beispielsweise, mehr
als 200 verschiedene Antikorper fur die Routinediagnostik eingesetzt. Trotz der weiten
Verbreitung der Immunhistochemie handelt es sich bei diesem Verfahren um eine
erstaunlich wenig standardisierte Methode. Fir interessante Proteine werden von
zahlreichen Anbietern viele verschiedene Antikdrper angeboten. Hat man sich fur einen
bestimmten Antikorper entschieden, ist das Vorgehen, in der Routinediagnostik oder der
Durchfiihrung eines wissenschaftlichen Projektes prinzipiell identisch. Der Antikérper wird
an einer kleinen Anzahl von Geweben getestet. ,Gefallt* dem verantwortlichen Menschen
die Farbung, dann wird die Farbung so in die Routine aufgenommen oder es wird eine
Studie durchgefliihrt. Angesichts der Tatsache, dass die meisten immunhistochemischen
Studien darauf basieren, dass ein Forscher sich aus subjektiven Grinden fur ein
bestimmtes Protokoll entschieden hat, erstaunt es nicht, dass sich erhebliche Diskrepanzen

in ihren Ergebnissen finden.

Hintergrund der vorliegenden Arbeit war die Absicht, einen neu hergestellten PSA
Antikorper auf seine Tauglichkeit flur die Diagnostik zu testen. Dabei ging es darum,

einerseits die diagnostische Qualitat des Antikorpers, d.h. seine Sensitivitat und Spezifitat
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fir den Nachweis von Prostatakarzinomen, zu testen und die mdégliche prognostische
Relevanz zu eruieren. Um diese komplexe Fragestellung bearbeiten zu kénnen, wurden
zwei verschiedene Tissue Microarrays (TMA) miteinander kombiniert, die bisher nicht in
einer gemeinsamen Studie verwendet worden waren. Zur Klarung der Sensitivitat und
Spezifitat der Prostatakarzinom Diagnostik wurde ein Multitumor-Array verwendet. Dieser
enthielt mehr als 3'500 Gewebeproben von 84 verschiedenen Tumortypen und -subtypen.
Zur Klarung der Prognoserelevanz der immunhistochemischen PSA-Farbung wurde
zusatzlich ein groRer Prostatakarzinom-TMA verwendet. Dieser bestand aus

Gewebeproben von mehr als 17'000 Patienten, von denen auch Verlaufsdaten vorlagen.

Ziel der Untersuchung war die Identifikation eines ,optimalen“ Protokolls fiir die sensitive
und spezifische Diagnose eines Prostatakarzinoms und bei dem gleichzeitig eine
prognostische Aussage zu einem diagnostizierten Prostatakarzinom getroffen werden
kann. Um dieses Ziel zu erreichen, wurde in diesem Projekt die gesamte Studienpopulation
von mehr als 20'000 Tumoren mit zwei verschiedenen immunhistochemischen Protokollen

untersucht, die sich in ihrer Antikérperkonzentration um den Faktor 27 unterschieden.
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2 Material und Methoden

2.1 Tissue Microarray Methode

Die TMA-Technik erlaubt die gleichzeitige Untersuchung von bis zu 1'000 verschiedenen

Gewebeproben auf einem einzigen Gewebeschnitt. Um dies zu ermdglichen, werden aus

den Paraffinblocken interessierender Tumoren 0,6mm im Durchmesser messende Zylinder

mit einer Hohlnadel entnommen. Diese Zylinder werden dann in vorgefertigte Locher eines

sog. Empfangerparaffinblockes eingebracht. Dabei wird jeder Tumorgewebszylinder an

einer genau definierten Stelle (Koordinate) in den TMA-Block eingebracht. Die TMAs sind

aus mehreren Grunden hervorragend fir Forschungszwecke geeignet. Ein wesentlicher

Grund sind die optimalen Bedingungen fiur die Pseudonymisierung und Anonymisierung

von Gewebeproben. Ein typisches TMA-Layout ist in Abbildung 1 zusammen mit dem

entsprechenden Koordinatensystem dargestellt. Jeder Gewebeschnitt besteht aus 4-6

Quadranten (A-F). Jede Gewebeprobe wird einer Koordinate (Quadrant, Zahl (1-9),

Buchstabe (a-r)) zugeordnet. In Tabelle 1 ist zu einem derartigen TMA gehérenden Stanz-

Datenfile zu erkennen. Jeder Koordinate wird eine spezifische Patientenprobe mit

zugehdrigen klinischen Daten zugeteilt. Der Gewebszylinder wird an der definierten Stelle

z.B. Quadrant A, Position 2h eingebracht. Patientenidentifikationsnummern, welche sonst

zur Pseudonymisierung von Patientenproben verwendet werden, sind nicht erkennbar.

Nach Herstellung eines TMA kénnen die Patienten-identifizierenden Parameter wie die

Biopsie-Nummer unwiderruflich geléscht werden was eine technisch einfache

unwiderrufliche Anonymisierung der Gewebeproben erméglicht.
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Abbildung 1.

TMA-Layout: Aufbau des Gewebeschnittes auf dem Objekttrager.
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Tabelle 1. Reprasentativer Ausschnitt eines TMA-Datenfiles.

Pat. | TMA | Lok. | Alter PSA RPE pT pN | R-Status | Gleason| Bioch. | Gesamt-
ID bei OP | praOP | Gleason Biopsie | Rezidiv | liberle-
(Monate)| ben

1 Pro | Ala| 68,6 52,7 <3+3 T2a | NO positiv 3+4 48,1 111,1
6.1

2 Pro | A1b | 61,1 11 3+4 T2a | NO negativ 3+4 192,6 192,6
6.1

3 Pro | Alc 54,5 35,8 3+4 T2b NO negativ 3+4 45,3 192,5
6.1

4 Pro | A1d| 56,3 11,33 3+4 T2a | NO negativ 40,4 263,6
6.1

5 Pro | Ale | 725 10,06 3+4 T2a | NO positiv 3+4 191 191
6.1

6 Pro A 66,3 3,3 5+3 NO negativ 62 191,7
6.1 1f

7 Pro | A1g 54,8 4,14 3+4 T2a NO negativ 3+4 6,9 70,1
6.1

8 Pro | Alth | 721 <3+3 T2b | NO negativ 3+3 100,3 100,3
6.1

9 Pro A 69,3 15,4 3+4 T1c NO negativ 4+3 90,4 190,9
6.1 1i

10 Pro | A1tk | 65,6 14 <3+3 T2a | NO negativ 2+3 137,2 137,2
6.1

11 Pro A 72 5 <3+3 NO negativ 275,8 275,8
6.1 1

12 Pro |A1m| 63,2 50 3+4 T2c | NO positiv 11,4 193,2
6.1

13 Pro | A1n 70,2 3,85 4+3 T1c NO positiv 3+3 105,7 125,9
6.1

14 Pro | A1o| 53,1 7,48 3+4 T2a | NO negativ 3+4 115,7 228,1
6.1

15 Pro | Alp | 60,3 | 20,61 3+4 T2c | NO positiv 3+3 252,6 252,6
6.1

16 Pro | A1q| 54,4 6,4 <3+3 T2a | NO negativ 3+3 139,7 226,3
6.1

17 Pro A 56,4 12,26 4+5 T1c | NO positiv 3+4 28,2 77,9
6.1 1r

18 Pro | A2a 72 15,4 <3+3 T2a | NO negativ 3+2 252,4 252,4
6.1

19 Pro | A2b | 67,4 4+3 T3a | NO positiv 3+3 34,7 34,7
6.1

20 Pro | A2c| 68,6 52,7 <3+3 T2a | NO negativ 3+4 48,1 1111
6.1

211 Prostata Prognose Tissue Microarray

Der Prostata Prognose TMA beinhaltete jeweils ein 0,6mm messendes Gewebefragment
von 17°752 Patienten, welche zwischen 1993 und 2017 an der urologischen Martiniklinik
des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf, behandelt worden waren. Alle
Prostatapraparate wurden am Institut fir Pathologie nach einem standardisierten Vorgehen

untersucht. Dieses Vorgehen beinhaltet eine komplette Einbettung der gesamten Prostata
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fur die histologische Untersuchung. Verlaufsdaten waren von insg. 14667 dieser Patienten
vorhanden, wobei der mediane Follow-Up 47,9 Monate betrug (Spannweite: 0-275,8
Monate) (Mittelwert: 5647 Monate). Die klinischen und pathologischen Daten, welche fur

die einzelnen Proben zur Verfligung standen, sind in Tabelle 2 dargestellit.

Tabelle 2. Vorliegende klinische und pathologische Daten

Patientendaten des Prostata Prognose-TMA
Alter bei RPE (Radikale Prostatektomie)
Serum PSA-Wert praoperativ

Gleason Grad der RPE

Quantitativer Gleason Grad der RPE

Stadium (TNM) bei RPE

R-Status bei RPE

Klinisches Stadium bei Biopsie

Gleason Grad der Biopsie

Anzahl der Stanzen und Anzahl der pos. Stanzen
Risikoklassifizierung nach D’Amico
Hormontherapie (adjuvant, neoadjuvant)
Strahlentherapie (adjuvant)

BCR (Zeitintervall)

Metastasen (Zeitintervall)

Uberleben/CSS (cancer specific survival)

Zusatzlich war eine molekulare Datenbank verfligbar, wobei Ergebnisse von friheren
Studien zur Verfigung standen. Dies beinhaltete v.a. Daten zur ERG-Expression (Minner
et al., 2011; Weischenfeldt et al, 2013), zum TMPRSS2:ERG-Fusionsstatus, sowie
Informationen zu Deletionen von 5921 (Burkhardt et al., 2013; Kluth et al., 2019), 6915
(Kluth et al., 2013, 2016), 10923 (PTEN) (Krohn et al., 2012) und 3p13 (Krohn et al., 2013;
Kluth et al., 2018). Daten zum ki67 Labeling Index standen ebenfalls zur Verfligung (Minner
etal., 2010). Die Daten zum pT, pN, Gleason-Grad und R-Status waren dem urspriinglichen
Pathologiebericht entnommen. Bei allen seit 2005 operierten Patienten war zusatzlich zum
klassischen Gleason Grad jeweils der prozentuale Anteil von Gleason 3, Gleason 4 und
Gleason 5 Mustern registriert worden, was eine Bestimmung des sog. ,quantitativen

Gleason-Grades" erlaubte.

21.2 Multitumor Tissue Microarray

Der Multitumor-TMA beinhaltete 3‘659 verschiedene Tumorproben von 84 verschiedenen

Tumortypen und Subtypen. Der Multitumor TMA dient dem Zweck die Pravalenz von
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molekularen Parametern in verschiedenen Tumorarten zu kldren. Die genaue
Zusammensetzung des Multitumor TMA ist in Tabelle 3 aufgeschlusselt auf verschiedene

Organsysteme dargestellt.
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Tabelle 3. Zusammensetzung des Multitumor Tissue Microarrays.

Entitat Anzahl | Entitat Anzahl
Prostatakarzinom 49 Analkarzinom 50
Magenkarzinom, intestinaler Typ 50 Karzinoide (NET) 50
Magenkarzinom, diffuser Typ 50 Neuroendokriner Tumor, Pankreas 50
Plattenepithelkarzinom, Osophagus 50 Dunndarmkarzinom 10
Adenokarzinom, Osophagus 50 Phaochromozytom 50
Kolonkarzinom 50 NNR-Karzinom 27
Plattenepithelkarzinom, Lunge 50 Gastrointestinaler Stromatumor 50
(GIST)
Bronchioloalveolares Karzinom 6 Plattenepithelkarzinom, Haut 50
GrolRzelliges Bronchialkarzinom 31 Basaliom 48
Kleinzelliges Bronchialkarzinom 4 Malignes Melanom 48
Adenokarzinom, Lunge 50 Benigne Naevi 29
Duktales Adenokarzinom, Pankreas 50 Schilddriisenadenom 50
Adenokarzinom, Pankreas (Papille) 30 Follikulares Schilddriisenkarzinom 49
Duktales Mammakarzinom 46 Papillares Schilddriisenkarzinom 50
Tubuldres Mammakarzinom 18 Medullares Schilddriisenkarzinom 50
Lobuldares Mammakarzinom 48 Anaplastisches 26
Schilddriisenkarzinom
Sertses Ovarialkarzinom 50 Leiomyom 50
Muzindses Ovarialkarzinom 26 Leiomyosarkom 50
Brenner-Tumor, Ovar 9 Stromasarkom des Uterus 12
Endometrioides Ovarialkarzinom 36 Karzinosarkom (MMT) 50
Muzinéses Mammakarzinom 22 Thymom 29
Medullares Mammakarzinom 15 Basalzelladenom 15
Phylloides Mammakarzinom 50 Mundbodenkarzinom 50
Plattenepithelkarzinom, Zervix 50 Larynxkarzinom 50
Adenokarzinom, Zervix 50 Pleomorphes Adenom, Parotis 50
Endometrioides Endometriumkarzinom 50 Warthin Tumor 50
Serdses Endometriumkarzinom 50 Non-Hodgkin Lymphom 49
Plattenepithelkarzinom, Vulva 50 Hodgkin Lymphom 46
Plattenepithelkarzinom, Vagina 50 Angiosarkom 32
Teratom 50 Chondrosarkom 25
Seminom 50 Liposarkom 49
Embryonales Hodenkarzinom 50 Granularzelltumor 30
Dottersacktumor 50 Osteosarkom 25
Onkozytom 50 Malignes Mesotheliom 48
Papillares Nierenzellkarzinom 50 Pilomatrixom 35
Chromophobes Nierenzellkarzinom 50 Riesenzell-Sehnenscheiden Tumor 45
Klarzelliges Nierenzellkarzinom 50 Kleinzelliges Bronchialkarzinom 16
Urothelkarzinom (T2-4) 50 Merkelzellkarzinom 46
Urothelkarzinom (pTa) 50 Kleinzelliges Prostatakarzinom 17
NNR-Adenom 50 Kleinzelliges Harnblasenkarzinom 18
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2.1.3 Tissue Microarray mit fortgeschrittenen Prostatakarzinomen

Da im Standard-Multitumor TMA nur verhaltnismal3ig wenige Prostatakarzinome
vorkommen und die diagnostisch heikelsten fortgeschrittenen und hormon-refraktaren Falle
in dem TMA weitgehend fehlen, wurde ein zusatzlicher TMA verwendet, der ausschlief3lich
aus fortgeschrittenen, rezidivierten Prostatakarzinomen bestand. Insgesamt bestand dieser
TMA aus 419 fortgeschrittenen Prostatakarzinomen. Bei 158 Tumoren waren die Kriterien
fir eine sog. Kastrationsresistenz erflllt. Bei 261 der 419 Karzinome bestehen keine
Informationen dartiber, ob es sich um hormonrefraktdre Tumoren handelt oder nicht.
Angesichts der Tatsache, dass sie alle rezidivierende Prostatakarzinome sind, ist aber

davon auszugehen, dass eine Teilmenge dieser Tumoren ebenfalls kastrationsrefraktar ist.

2.2 Immunhistochemie

Far alle immunhistochemischen Untersuchungen wurden frischgeschnittene TMA-Schnitte
genutzt, welche jeweils an einem Tag und in einem einzigen Experiment zur Untersuchung
kamen. Dabei wurde der am UKE hergestellte monoklonale Maus anti-humanes-PSA
Antikérper (Dianova DIA-PSA, clone HAM18) bei Konzentrationen von 1:1350 und
1:36'450 verwendet. Die Schnitte wurden vor der Farbung entparaffinisiert und in pH 7.8
Tris-EDTA-Citrat Puffer bei 121°C in einem Autoclav fur “antigen retrieval® inkubiert.
Danach erfolgte der Peroxidase-Block (H,O, von Dako) und anschlielend die Inkubation
mit dem anti-PSA Antikérper in der jeweiligen Konzentration fir 1h bei 37°C. Der
gebundene Antikérper wurde dann mit dem EnVision Kit (Dako, Glostrup, Danemark)
entsprechend den Empfehlungen der Hersteller visualisiert. Hinterher erfolgte die Farbung
mittels DAB-Chromogen und Hamalaun. Fir jedes Gewebestlick wurde die PSA-Farbung
semi-quantitativ beurteilt und in vier Kategorien eingeteilt: negativ, schwache Farbung,

maliggradige Farbung oder starke Farbung.

2.3 Statistik

Alle statistischen Berechnungen wurden mit der JMP 11.0.0 Software (SAS Institute Inc.,
NC, USA) vorgenommen. Kontingenztafeln und Chi-Quadrat-Test wurden verwendet, um
nach statistischen Zusammenhangen zwischen der PSA-Expression und molekularen
Parametern bzw. dem Tumorphénotyp zu suchen. Uberlebenskurven wurden nach der
Kaplan-Meier-Methode hergestellt. Um statistisch signifikante Unterschiede zwischen
Subgruppen zu identifizieren wurde ein Log-Rank Test durchgefiuhrt. Zur Klarung
unabhangiger statistischer Zusammenhange wurde ein Cox-Regressionsanalyse
durchgefihrt.
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Besondere Aufmerksamkeit wurde der Frage zugewandt, ob die PSA-Expression ein
unabhangiger Prognoseparameter sein konnte. Fur diese Analysen wurde berlcksichtigt,
dass die Frage nach der Prognose eines Prostatakarzinoms sowohl praoperativ wie auch
postoperativ gestellt werden kann, wobei unterschiedliche Grundlagen fir die
Beantwortung dieser Frage bestehen. Die Szenarien 1 und 2 unserer Multiparameter
Analyse beschaftigten sich mit der postoperativen Situation. Szenario 1 verwendete
samtliche postoperativ zur Verfliigung stehende Parameter wie pT-Stadium, pN-Stadium,
R-Status, praoperativer Serum-PSA-Wert und den Gleason Grad. In Szenario 2 wurden die
gleichen Parameter wie in 1 verwendet abgesehen von dem pN-Status. Das pN-Stadium
steht nur bei Patienten zur Verfigung, bei denen die Lymphknoten im Rahmen der
Prostatektomie-OP entfernt wurden. Eine Lymphknoten-Resektion wird insbesondere bei
Patienten mit einem héheren Risikoprofil (Leitlinienprogramm Onkologie, 2019) , wenn ein
aggressiver Tumor vorliegt, vorgenommen, sodass die Verwendung aller Parameter eine
gewisse Selektion in Richtung aggressiverer Tumoren induziert. Szenario 2 vermeidet
somit eine mdgliche Verzerrung (bias) in Richtung aggressiverer Tumoren. Die wichtigste
Prognoseabschatzung erfolgt allerdings préoperativ, denn basierend auf dieser
Prognosebeurteilung wird entschieden, ob ein Patient operiert werden muss oder nicht.
Praoperativ stehen als Prognoseparameter nur der Serum-PSA-Wert, das klinische
Stadium und der Gleason Grad zur Verfugung. Fir den Gleason Grad ist hierbei zu
berlicksichtigen, dass der fur diese Studie zur Verfligung stehende praoperative Gleason
Grad von hunderten von verschiedenen Pathologen an vielen externen Pathologieinstituten
gestellt wurde und es ist anzunehmen, dass die Interpretation des Gleason Grades bei
diesen Pathologen zum Teil sehr unterschiedlich war. Die Interobserver-Variabilitadt der
Gleason Gradierung betragt zwischen erfahrenen Pathologen bis zu 40% (Ozkan et al.,
2016). Dies bedeutet, dass nur in etwa 60% der Falle, der durch unterschiedliche
Pathologen bestimmte Gleason Grad, Ubereinstimmt. Zusatzlich darf auch die intraobserver
Variabilitdt nicht vernachlassigt werden (Ozkan et al., 2016). Pathologen, die sich speziell
der urologischen Pathologie widmen, weisen eine geringere Interobserver-Variabilitat auf
(Variabilitat in etwa 30%) (Oyama et al., 2005). Ausgehend von der Idee, dass der von
vielen Pathologen bestimmte externe praoperative Gleason Grad einer starkeren
Interobserver-Variabilitat ausgesetzt war, fuhrten wir auch fur die praoperativen Parameter
zwei unterschiedliche statistische Evaluationen aus. Einerseits verwendeten wir den extern
bestimmten, mdglicherweise weniger reproduzierbaren, praoperativen Gleason Grad und
andererseits den durch urologische Pathologen bestimmten Gleason Grad des
Prostatektomiepraparats. In Szenario 3 wurde der praoperative Serum-PSA-Wert, das

klinische Stadium (cT) und der PSA-Wert vom Prostatektomiepraparat verwendet. In
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Szenario 4 wurde der praoperative Serum-PSA-Wert, das klinische Stadium und der

praoperative Gleason Grad der externen Pathologen berlcksichtigt.
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3 Ergebnisse

3.1 Prognose Untersuchung

3.1.1 Hohe PSA-Antikorper Konzentration (1:1°350)
3.1.1.1 Technische Aspekte

Von den 17°752 in den Prostatakarzinom-Prognose Array eingebrachten Prostatastanzen
waren 12°679 (71,42%) beurteilbar. Grunde fur fehlende Daten in 5’073 nicht beurteilbaren
Tumoren waren das Fehlen von Gewebe an einzelnen Lokalisationen (beispielsweise durch
Abschwimmen von Gewebefragmenten wahrend der immunhistochemischen Farbung)

oder das Fehlen von eindeutigen Tumorzellen in den Gewebeproben.

3.1.1.2 PSA-Expression, Tumorphanotyp und Prognose

Annahernd alle Prostatakarzinome zeigten eine meist deutliche PSA-Farbung. Der 12'679
evaluierbaren Tumore zeigten 80,4% eine starke, 16,1% eine moderate, 3,3% eine
schwache und 0,1% keine Farbung. Beispiele von PSA gefarbten Tumoren
unterschiedlicher Gleason Grade sind in den Abbildungen 2-4 dargestellt. Eine hohe
Intensitdt der PSA Farbung war mit Parametern eines gunstigen Tumorphanotyps
assoziiert wie einem niedrigen pT-Stadium, einem niedrigen Gleason Grad, einem
niedrigen quantitativen Gleason Grad, dem Fehlen von Lymphknotenmetastasen und
einem negativen R-Status (Tab. 4, jeweils p<0,0001). Die Intensitdt der PSA-
Immunhistochemie war eng mit der Prognose der Patienten assoziiert. Die 8413 Tumoren,
die als stark positiv eingeschatzt worden waren, zeigten eine deutlich bessere Prognose
als die 1’719 Patienten mit moderater und die 361 Patienten mit schwacher PSA-Farbung
(p<0,0001) (Abb. 5). Nur 12 Patienten mit Verlaufsdaten hatten einen komplett negativen
Ausfall der PSA Farbung. Die relativ glinstige Prognose dieser Patienten kénnte darauf
hindeuten, dass es sich hierbei nicht um echt PSA-negative Tumoren, sondern um
Farbeartefakte handelt.
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Abbildung 3. Prostatakarzinom Gleason Grad 4+3 (1:1°350).
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Abbildung 5. PSA-Expression und biochemisches Rezidiv (1:1'350).
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Tabelle 4. Zusammenhang zwischen der PSA-Expression und dem Tumorphanotyp (1:1'350).

Parameter n auswertbar negativ (%) schwach moderat stark p-Wert
(%) (%) (%)

Alle Tumoren 12679 0.1 3.3 16.1 80.4
Tumorstadium <0.0001
pT2 8034 0.1 21 11.6 86.3

pT3a 2875 0.0 3.0 204 76.6

pT3b-pT4 1719 0.2 9.9 30.2 59.7

Gleason Grad <0.0001
<3+3 2419 0.2 23 8.9 88.6

3+4 6706 0.1 1.7 14.4 83.9

3+4 Tert.5 569 0.0 3.5 16.2 80.3

4+3 1269 0.1 5.0 22.2 72.7

4+3 Tert.5 927 0.0 5.9 29.7 64.4

24+4 704 0.6 15.9 30.1 53.4
Quantitativer Gleason Grad

<3+3 2419 0.2 23 8.9 88.6 <0.0001
3+4 <5% 1686 0.1 1.3 10.6 88.0

3+4 6-10% 1675 0.1 1.6 12.0 86.4

3+4 11-20% 1512 0.1 1.8 15.7 82.5

3+4 21-30% 764 0.0 1.4 19.6 78.9

3+4 31-49% 627 0.0 22 18.0 79.7

3+4 Tert.5 569 0.0 3.5 16.2 80.3

4+3 50-60% 538 0.0 3.2 18.6 78.3

4+3 Tert.5 927 0.0 5.9 29.7 64.4

4+3 61-100% 574 0.2 5.2 26.3 68.3

24+4 613 0.7 14.7 30.7 54.0
Lymphknoten Metastasen <0.0001
NO 7622 0.1 3.2 17.0 79.8

N+ 940 0.2 10.5 314 57.9
Praoperativer PSA Wert (ng/ml) <0.0001
<4 1497 0.2 6.3 17.0 76.6

4-10 7487 0.1 26 14.7 82.6

10-20 2684 0.1 3.4 17.5 78.9

>20 931 0.1 4.4 21.6 73.9
Resektionsrand <0.0001
negativ 10032 0.1 28 14.6 82.5

positiv 2600 0.1 5.3 21.8 72.7
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3.1.1.3 PSA-Expression und ERG-Status

Die Intensitat der PSA Farbung war signifikant mit dem ERG(ETS-related gene)-Status
assoziiert (Abb. 6). Dabei war in ERG-positiven Tumoren die PSA Intensitat signifikant

geringer und der Anteil an schwachen PSA-Farbungen deutlich héher als in ERG-negativen

Tumoren.
100,0 -
90,0 -
< 80,0 -
c 70,0 -
[}]
8 60,0 -
E 50,0 - rinegativ
§ 40,0 1 mstark
g 30,0 1 @moderat
S 20,0 -
< ’ Oschwach
10,0 -
0,0
ERG negativ ERG positiv ERG normal ERG BA
(n=4513) (n=3609) (n=2991) (n=2469)
ERG-IHC p<0.0001 ERG-FISH p<0.0001

Abbildung 6. PSA-Expression und ERG-Status (IHC, FISH) (1:1°350).

Diese Unterschiede waren sowohl bei Bestimmung des ERG-Status mittels
Immunhistochemie als auch mittels FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) hoch
signifikant (jeweils p<0,0001).

3.1.1.4 Phanotyp und Prognose in ERG-negativen Karzinomen

Die unterschiedliche Auspragung der PSA-Farbung in ERG-positiven und ERG-negativen
Tumoren motivierte uns, eine separate Untersuchung der Beziehung der PSA Expression
zu Tumorphanotyp und Prognose in ERG-negativen und ERG-positiven Tumoren
vorzunehmen. Der Zusammenhang zwischen der PSA Expression und dem
Tumorphanotyp ist fir die ERG-negativen Tumoren in Tabelle 5 dargestellt. Die Daten
zeigen, ebenso wie im Gesamtkollektiv, eine hoch signifikante Korrelation zwischen einem

glinstigen Tumorphanotyp und einem hohen PSA-Expressionsniveau im Primartumor.
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Tabelle 5. PSA-Expression und Phanotyp in ERG-negativen Karzinomen (1:1°350).

Parameter n auswertbar negativ (%) schwach (%) moderat (%) stark (%) p-Wert
Alle Tumoren 4513 0.1 3.0 11.7 85.2
Tumorstadium
pT2 2985 0.1 1.8 8.5 89.5

<0.0001
pT3a 936 0.1 2.6 12.6 84.7
pT3b-pT4 580 0.2 9.5 26.9 63.4
Gleason Grad
<3+3 905 0.1 1.9 6.0 92.0
3+4 2344 0.1 1.6 9.9 88.5
3+4 Tert.5 198 0.0 25 14.1 83.3 <0.0001
4+3 499 0.0 4.8 16.0 79.2
4+3 Tert.5 293 0.0 4.4 20.5 75.1
24+4 272 0.7 14.0 28.3 57.0
Quantitativer Gleason Grad
<3+3 905 0.1 1.9 6.0 92.0
3+4 <5% 599 0.0 1.5 7.2 91.3
3+4 6-10% 603 0.0 1.2 5.6 93.2
3+4 11-20% 549 0.2 1.5 12.4 86.0
3+4 21-30% 264 0.0 1.1 14.0 84.8
3+4 31-49% 242 0.0 25 12.4 85.1 <0.0001
3+4 Tert.5 198 0.0 25 14.1 83.3
4+3 50-60% 209 0.0 24 11.5 86.1
4+3 Tert.5 293 0.0 4.4 20.5 75.1
4+3 61-100% 242 0.0 5.4 21.1 73.6
24+4 241 0.8 13.3 29.5 56.4
Lymphknoten Metastasen
NO 2617 0.1 2.4 12.7 84.8 <0.0001
N+ 276 0.4 13.8 29.0 56.9
Praoperativer PSA Wert (ng/ml)
<4 469 0.0 6.2 13.2 80.6
4-10 2640 0.2 2.2 10.5 87.2 <0.0001
10-20 1016 0.0 3.0 12.3 84.7
>20 365 0.3 49 17.3 77.5
Resektionsrand
negativ 3573 0.1 25 10.1 87.4 <0.0001
positiv 928 0.2 5.0 18.2 76.6

Dabei ist eine niedrigere PSA-Intensitat mit einem hdéheren pT-Stadium, einem hdéheren

klassischen und quantitativen Gleason Grad, dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen
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und einem positiven R-Status vergesellschaftet (jeweils p<0,0001). Auch die prognostische
Bedeutung der PSA-Expression ist in ERG-negativen Tumoren klar erhalten (Abb. 7,
p<0,0001). Hier zeigten die 3'526 stark gefarbten Tumore einen besseren prognostischen

Verlauf als die 506 moderat und 122 schwach gefarbten Prostatakarzinome.

p<0.0001
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Abbildung 7. PSA-Expression und biochemisches Rezidiv in ERG-negativen Karzinomen
(1:1°350).

3.1.1.5 Phéanotyp und Prognose in ERG-positiven Karzinomen

Die Beziehung zwischen der PSA-Immunhistochemie und dem Tumorphanotyp ERG-
positiver Tumoren ist in Tabelle 6 dargestellt. GleichermalRen besteht eine hoch signifikante
Korrelation zwischen einer hohen PSA-Expression und einem unginstigen Phanotyp
(p<0,0001 fur pT-Stadium, Gleason Grad, quantitativen Gleason Grad und R-Status;
p=0,0005 fir pN-Status). Dementsprechend fand sich auch eine hoch signifikante
Prognoserelevanz fir die PSA-Expression in ERG-positiven Tumoren (Abb. 8, p<0,0001).
In diesem Fall zeigten die 2'455 stark positiv eingeschatzten Karzinome eine markant

bessere Prognose als die 750 moderat und die 109 schwach-positiv bewerteten Tumore.
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Tabelle 6. PSA-Expression und Phanotyp in ERG-positiven Karzinomen (1:1‘350).

Parameter n auswertbar negativ (%) schwach (%) moderat (%) stark (%) p-Wert

Alle Tumoren 3609 0.1 3.1 23.1 73.7

Tumorstadium

pT2 2145 0.1 2.2 17.9 79.8
<0.0001
pT3a 971 0.0 2.8 27.7 69.5
pT3b-pT4 478 0.0 8.2 36.6 55.2
Gleason Grad
<3+3 758 0.3 2.0 15.4 82.3
3+4 2056 0.0 2.0 21.3 76.7
3+4 Tert.5 105 0.0 6.7 23.8 69.5 <0.0001
4+3 364 0.0 4.1 35.7 60.2
4+3 Tert.5 199 0.0 7.5 38.7 53.8
24+4 124 0.0 13.7 37.1 49.2
Quantitativer Gleason Grad
<3+3 758 0.3 2.0 15.4 82.3
3+4 <5% 517 0.0 1.4 16.8 81.8
3+4 6-10% 543 0.2 1.8 18.8 79.2
3+4 11-20% 441 0.0 2.3 24.9 72.8
3+4 21-30% 265 0.0 2.6 26.8 70.6
3+4 31-49% 182 0.0 2.7 27.5 69.8 <0.0001
3+4 Tert.5 105 0.0 6.7 23.8 69.5
4+3 50-60% 165 0.0 3.0 30.9 66.1
4+3 Tert.5 199 0.0 7.5 38.7 53.8
4+3 61-100% 162 0.0 3.7 41.4 54.9
24+4 104 0.0 9.6 37.5 52.9
Lymphknoten Metastasen
NO 2061 0.0 3.9 24.6 714 0.0005
N+ 230 0.0 4.8 37.4 57.8
Praoperativer PSA Wert (ng/ml)
<4 484 0.2 4.5 20.9 74.4
4-10 2241 0.0 25 21.8 75.8 <0.0001
10-20 642 0.3 3.9 254 70.4
>20 214 0.0 5.1 34.6 60.3
Resektionsrand
negativ 2825 0.1 2.7 21.5 75.6 <0.0001

positiv 769 0.0 4.7 28.5 66.8
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Abbildung 8. PSA-Expression und biochemisches Rezidiv in ERG-positiven Karzinomen
(1:1°350).

3.1.1.6 Multivariate Analyse

Die Multivariate Analyse der Prognoserelevanz der Gewebe-PSA-Expression ergab fir alle
Szenarien und fur ERG-positive wie auch fur ERG-negative eine hoch signifikante

unabhangige Prognoserelevanz der PSA-Expression (Tabelle 7).
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Tabelle 7. Multivariate Analyse (1:1°350).
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o)
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4 3201 | <0.0001 - <0.0001 - <0.0001 - - <0.0001

3.1.1.7 PSA-Expression und chromosomale Deletionen

Die Beziehung zwischen der PSA-Expression in Tumoren und den Deletionen von PTEN,

6915, 5921 und 3p13 ist fir alle Tumoren und die Untergruppen der ERG-negativen und

ERG-positiven Karzinome in Abb. 9 dargestellt. Die Darstellung zeigt eine hoch signifikante

Beziehung zwischen dem Vorliegen einer PTEN-Deletion und einer reduzierten PSA-

Expression. Diese Beziehung ist sowohl in ERG-negativen (p=0,0005) wie auch in ERG-

positiven (p<0,0001) hoch signifikant. Fur die anderen Deletionen findet sich lediglich fur
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5921 in der Untergruppe der ERG-positiven Karzinome eine marginale statistische

Assoziation (p=0,0072).
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Abbildung 9. PSA-IHC und Deletionen in a) allen Tumoren, b) ERG-negativen und c) ERG-
positiven Tumoren (1:1'350).
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3.1.1.8 Prognoserelevanz in PTEN-deletierten Tumoren

Die PTEN-Deletion ist die am besten etablierte prognostische molekulare Veranderung bei
Prostatakarzinomen (Wang and Dai, 2015). Dementsprechend sind die meisten
molekularen Faktoren, die bei Prostatakarzinomen prognostisch relevant sind in der
Untergruppe der PTEN-deletierten Tumoren, welche bereits durch eine schlechte Prognose
charakterisiert sind, nicht mehr prognostisch relevant. Fir die PSA-Expression zeigt sich
allerdings in dieser Gruppe besonders aggressiver Tumoren eine hochgradige
Prognoserelevanz (Abb. 10, p<0,0001).
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Abbildung 10. PSA-Expression und biochemisches Rezidiv in PTEN-deletierten Tumoren
(1:1°350).

3.1.1.9 Prognoserelevanz der PSA-Expression in Tumoren mit identischem

klassischen und quantitativen Gleason Grad

Die prognostische Bedeutung der PSA-Expression ist in Abb. 11 a-h) flr Gruppen gezeigt,
die durch einen identischen klassischen Gleason Grad (Abb. 11a)) bzw. quantitativen
Gleason Grad (Abb. 11 b-h)) gekennzeichnet sind. Die Darstellung macht deutlich, dass bei
Betrachtung von Gruppen mit identischem Gleason Grad, die PSA-Expression sowohl in
den Kategorien Gleason 3+4 (p<0,0001) als auch 4+3 (p<0,0001) und Gleason =4+4
(p=0,0036) prognoserelevant ist. Die Prognoserelevanz der PSA-Expression geht in den
kleineren, besser definierten Untergruppen von Tumoren mit identischem quantitativem

Gleason Grad weitgehend verloren. Lediglich in der Gruppe der 4+3 Karzinome mit 61-
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100% Gleason 4 Anteil findet sich eine grenzwertige Prognoserelevanz der PSA
Expression ((Abb. 11h), p=0,0109).
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Abbildung 11. PSA-Expression und biochemisches Rezidiv in a) klassischen Gleason Grad
Gruppen, b-h) quantitativen Gleason Grad Gruppen (1:1°350).
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3.1.1.10 PSA-Expression und Tumorzellproliferation

Die Beziehung zwischen der PSA-Expression und der Tumorzellproliferation, der mittels
Antikérper gegen Ki67 Protein (exprimiert in allen Zellen der G1-, S-, G2- und M-Phase)
ermittelt wurde, ist in Tabelle 8 dargestellt. Dabei zeigt sich, dass in definierten Gruppen
mit identischem Gleason Grad eine marginale Beziehung zwischen den Parametern PSA-
Farbung und Ki67-Labeling Index besteht. Generell gilt, dass eine kraftige PSA-Expression

tendenziell mit einer eher geringeren Proliferationsaktivitat vergesellschaftet ist.

Tabelle 8. PSA-Expression und Ki-67-Labeling Index (1:1'350).

ki67 Marker n= ki67 LI (Median)
negativ 4 1.00+1.32
schwach 144 3.91+0.22
alle p<0.0001
moderat 896 3.49+0.09
stark 4569 2.55+0.04
negativ 2 1.00+£1.47
schwach 21 2.24+0.45
pGleason <3+3 p=0.0093
moderat 112 2.79+0.20
stark 1088 2.111£0.06
negativ 2 1.00£1.62
schwach 47 2.85+0.33
pGleason 3+4 p<0.0001
moderat 474 3.24+0.11
stark 2551 2.4510.05
negativ 0 0.00+0.00
schwach 9 2.33+0.82
pGleason 3+4 Tert.5 p=0.5864
moderat 33 3.27+0.43
stark 172 3.161£0.19
negativ 0 0.00+0.00
schwach 21 5.52+0.72
pGleason 4+3 p=0.0007
moderat 130 3.86+0.29
stark 410 3.09+0.16
negativ 0 0.00+0.00
schwach 14 5.14+1.01
pGleason 4+3 Tert.5 p=0.2106
moderat 72 4.21+£0.45
stark 216 3.611£0.26
negativ 0 0.00+0.00
schwach 31 5.451+0.78
pGleason 24+4 p=0.1032
moderat 75 4.88+0.50
stark 130 3.8810.38
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3.1.2 Niedrige PSA-Antikorper Konzentration (1:36°450)
3.1.2.1 Technische Aspekte

Von 17°752 untersuchten Prostatakarzinomen waren 13'033 (73,42%) auswertbar, die
anderen Proben waren entweder durch ein Fehlen der gesamten Gewebespots oder ein

Fehlen von eindeutigen Tumorzellen nicht beurteilbar.

3.1.2.2 PSA-Expression, Tumorphanotyp und Prognose

In der héheren Antikdrper Verdinnung zeigen die meisten Prostatakarzinome eine kraftige
Farbung mit unserem Antikdrper. Beispiele von typischen Fallen mit unterschiedlichem
Gleason Grad sind in den Abbildungen 12-14 dargestellt. Im Gegensatz zu den starker
gefarbten Praparaten bei einer Verdinnung von 1:1°350, zeigten mehr Tumoren eine

Tendenz zu einer apikalen Dominanz der PSA Farbung.

Abbildung 12. Prostatakarzinom Gleason Grad 3+3 (1:36°450).
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Abbildung 14. Prostatakarzinom Gleason Grad 4+5 (1:36'450).
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Tabelle 9. PSA-Expression und Tumorphanotyp (1:36'450).

Parameter n auswertbar negativ (%) schwach (%) moderat (%) stark (%) p-Wert
Alle Tumoren 13033 0.7 15.5 44.2 39.5
Tumorstadium
pT2 8270 0.6 10.7 42.2 46.5

<0.0001
pT3a 2943 0.3 19.2 49.1 314
pT3b-pT4 1767 2.0 32.0 45.0 20.9
Gleason Grad
<3+3 2459 0.9 9.4 38.2 51.5
3+4 6911 0.4 12.9 44.9 41.8
3+4 Tert.5 598 0.3 17.4 455 36.8 <0.0001
4+3 1296 1.6 21.7 47.8 28.9
4+3 Tert.5 939 0.2 27.1 48.5 24.3
24+4 745 2.7 34.8 44.2 18.4
Quantitativer Gleason Grad
<3+3 2459 0.9 9.4 38.2 51.5
3+4 <5% 1766 0.5 9.7 41.3 48.6
3+4 6-10% 1730 0.5 12.5 43.9 43.1
3+4 11-20% 1540 0.2 13.2 46.8 39.7
3+4 21-30% 785 0.0 15.2 48.9 35.9
3+4 31-49% 634 0.5 14.0 47.0 38.5 <0.0001
3+4 Tert.5 598 0.3 17.4 455 36.8
4+3 50-60% 539 0.6 171 49.5 32.8
4+3 Tert.5 939 0.2 27.1 48.5 24.3
4+3 61-100% 595 1.7 24.7 45.2 28.4
24+4 650 23 334 455 18.8
Lymphknoten Metastasen
NO 7833 0.7 15.7 46.4 37.2 <0.0001
N+ 977 1.7 33.3 44.8 20.2
Praoperativer PSA Wert (ng/ml)
<4 1529 1.4 17.9 42.8 37.9
4-10 7702 0.6 14.0 43.8 41.6 <0.0001
10-20 2754 0.6 16.3 45.1 37.9
>20 964 0.8 21.8 46.9 30.5
Resektionsrand
negativ 10337 0.6 13.9 44.0 414 <0.0001
positiv 2648 1.0 21.8 45.0 32.2

Die Beziehung zu Tumorphanotyp und Prognose ist in Tabelle 9 dargestellt. Fur pT-
Stadium, Gleason Grad, quantitativer Gleason Grad, Lymphknotenmetastasen und R-
Status gilt jeweils dasselbe. Eine hohe PSA-Expression ist mit einer glnstigen

phanotypischen Situation assoziiert (p<0,0001). Dementsprechend ist eine reduzierte PSA-
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Expression mit einer unginstigen Patientenprognose assoziiert (Abb. 15, p<0,0001). Stark

oder moderat gefarbte Tumore zeigen eine unverkennbar bessere Prognose als schwach

oder nicht gefarbte Tumore.
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Abbildung 15. PSA-Expression und biochemisches Rezidiv (1:36'450).

3.1.2.3 Der Zusammenhang zwischen der PSA-Expression und ERG-Status

Die Beziehung zwischen der PSA Expression und dem ERG-Status ist in Abb. 16

dargestellt. Unabhangig von der fir die Bestimmung des ERG-Status verwendeten

Methode (Immunhistochemie oder FISH), findet sich in den ERG-positiven Tumoren eine

geringere PSA-Expression als in den ERG-negativen. Diese Unterschiede sind statistisch

hoch signifikant (p<0,0001).
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Abbildung 16. PSA-Expression und ERG-Status (IHC, FISH) (1:36'450).

3.1.2.4 Phanotyp und Prognose in ERG-negativen Karzinomen
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Abbildung 17. PSA-Expression und biochemisches Rezidiv in ERG-negativen Karzinomen

(1:36'450).
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Tabelle 10. PSA-Expression und Phanotyp in ERG-negativen Karzinomen (1:36'450).

Parameter n auswertbar negativ (%) schwach (%) moderat (%) stark (%) p-Wert
Alle Tumoren 4658 0.9 12.0 39.4 47.7
Tumorstadium
pT2 3087 0.6 8.3 371 54.0

<0.0001
pT3a 963 0.5 14.8 44.4 40.2
pT3b-pT4 595 2.9 26.7 43.0 274
Gleason Grad
<3+3 914 0.8 6.6 33.9 58.8
3+4 2443 0.5 9.4 39.0 51.1
3+4 Tert.5 209 0.5 15.8 38.8 45.0 <0.0001
4+3 514 2.1 17.7 44.0 36.2
4+3 Tert.5 297 0.0 20.5 46.5 33.0
24+4 279 3.9 30.5 45.2 20.4
Quantitativer Gleason Grad
<3+3 914 0.8 6.6 33.9 58.8
3+4 <5% 647 0.5 6.8 35.7 57.0
3+4 6-10% 634 0.5 7.6 38.2 53.8
3+4 11-20% 552 0.4 10.5 40.0 49.1
3+4 21-30% 275 0.0 11.3 48.0 40.7
3+4 31-49% 249 0.8 11.6 37.8 49.8 <0.0001
3+4 Tert.5 209 0.5 15.8 38.8 45.0
4+3 50-60% 215 0.9 13.0 46.5 39.5
4+3 Tert.5 297 0.0 20.5 46.5 33.0
4+3 61-100% 250 1.6 22.0 40.4 36.0
24+4 247 3.2 30.4 45.3 21.1
Lymphknoten Metastasen
NO 2701 0.9 12.0 42.7 44 .4 <0.0001
N+ 283 3.9 32.2 41.3 22.6
Praoperativer PSA Wert (ng/ml)
<4 478 1.5 15.3 37.0 46.2
4-10 2739 0.8 10.5 38.7 50.0 <0.0001
10-20 1045 0.7 12.3 40.9 46.1
>20 371 1.6 18.1 43.9 36.4
Resektionsrand
negativ 3710 0.8 10.7 38.8 49.8 <0.0001
positiv 935 14 17.3 41.7 39.6

Die wegen der in ERG-positiven und ERG-negativen unterschiedlichen PSA-
Expressionsniveaus vorgenommene separate Untersuchung ERG-positiver und ERG-
negativer Tumoren, ergab fir die ERG-negativen Tumore eine hoch signifikante Beziehung

zwischen einer hohen PSA-Expression und einem gunstigen Phanotyp (Tabelle 10,
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p<0,0001). Zusatzlich war die prognostische Bedeutung der PSA-Expression in dieser
Gruppe deutlich vorhanden (Abb.17, p<0,0001).

3.1.2.5 Phanotyp und Prognose in ERG-positiven Karzinomen

Die Beziehung zwischen Tumorphanotyp und PSA-Expression ist fur die ERG-positiven
Tumoren in Tabelle 11 dargestellt. Hier besteht eine hoch signifikante Korrelation zwischen
einem gunstigen Phanotyp und einer hohen PSA-Expression fur alle Parameter (p<0,0001).
Zudem besteht in dieser Untergruppe ein hoch signifikanter Zusammenhang mit der
Patientenprognose (Abb. 18, p<0,0001).
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Abbildung 18. PSA-Expression und biochemisches Rezidiv in ERG-positiven Karzinomen
(1:36°450).
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Tabelle 11. PSA-Expression und Phanotyp in ERG-positiven Karzinomen (1:36'450).

Parameter n auswertbar negativ (%) schwach (%) moderat (%) stark (%) p-Wert
Alle Tumoren 3651 0.4 225 50.2 26.9
Tumorstadium
pT2 2173 0.4 16.7 50.3 32.6

<0.0001
pT3a 983 0.1 27.0 52.8 20.1
pT3b-pT4 480 1.5 39.2 44.0 15.4
Gleason Grad
<3+3 767 0.5 14.2 49.3 36.0
3+4 2085 0.2 21.0 51.2 27.6
3+4 Tert.5 106 0.9 245 51.9 22.6 <0.0001
4+3 359 14 31.5 51.3 15.9
4+3 Tert.5 200 0.5 38.5 47.5 13.5
24+4 132 0.8 43.9 37.9 17.4
Quantitativer Gleason Grad
<3+3 767 0.5 14.2 49.3 36.0
3+4 <5% 529 0.0 16.4 50.3 33.3
3+4 6-10% 544 0.4 21.1 49.3 29.2
3+4 11-20% 460 0.0 22.2 53.5 24.3
3+4 21-30% 261 0.0 245 50.2 25.3
3+4 31-49% 180 0.0 23.3 57.8 18.9 <0.0001
3+4 Tert.5 106 0.9 24.5 51.9 22.6
4+3 50-60% 160 0.6 26.3 51.9 21.3
4+3 Tert.5 200 0.5 38.5 47.5 13.5
4+3 61-100% 164 1.2 36.0 49.4 13.4
24+4 111 0.0 39.6 40.5 19.8
Lymphknoten Metastasen
NO 2082 0.5 24.4 50.7 24.4 <0.0001
N+ 237 0.0 38.8 451 16.0
Praoperativer PSA Wert (ng/ml)
<4 499 14 20.6 495 28.5
4-10 2248 0.2 20.8 50.3 28.7 <0.0001
10-20 653 0.5 259 51.1 22,5
>20 223 0.4 33.6 48.0 17.9
Resektionsrand
negativ 2859 04 20.3 51.0 28.4 <0.0001
positiv 777 0.6 30.5 471 21.8

3.1.2.6 Multivariate Analyse

Die Multivariate Analyse zur Klarung der Unabhangigkeit der Prognoserelevanz der PSA-
Expression ergab bei der Verdinnung 1:36'450 eine unabhangige Prognoserelevanz in

allen Szenarien fir die Gesamtpopulation aller Tumoren und fir die ERG-negativen
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Tumoren. In den ERG-positiven Karzinomen bestand nur in den Szenarien 3 und 4 eine
tendenzielle prognostische Unabhangigkeit (Szenario 3 p=0,0574; Szenario 4 p=0,0016)
(Tabelle 12).

Tabelle 12. Multivariate Analyse (1:36°450).

p-Wert
[ wl
: :
- - S e k] 7))
o © 4 © © o
E o | ¢ g £ o o S g
n|.o o Lo 5 5 c € o S @ i
5 E ; 8_; 1] © 8 8 'a ‘E - 1
el c| @ o2 b b ® ©Q ) S <
Elg| B S — — o 20 z ? 2
|l 2] c oo [} [3) O O [} 14
S| 1|6984 | <0.0001 <0.0001 - <0.0001 - <0.0001 <0.0001 | 0.0195
g 2 |10630| <0.0001 <0.0001 - <0.0001 - - <0.0001 | 0.011
S
; 3 |10467| <0.0001 - <0.0001 <0.0001 - - - <0.0001
<=t 4 | 8947 | <0.0001 - <0.0001 - <0.0001 - - <0.0001
21112751 | 0.0001 <0.0001 - <0.0001 - 0.0004 0.1049 | 0.0004
% 2 | 4278 | <0.0001 <0.0001 - <0.0001 - - 0.006 0.0018
c
o | 3 | 4237 | <0.0001 - <0.0001 <0.0001 - - - <0.0001
14
w| 4 |4168 | <0.0001 - <0.0001 - <0.0001 - - <0.0001
>|112150| 0.0168 <0.0001 - <0.0001 - 0.2046 0.0006 | 0.4593
'Q 2 | 3361 | 0.0001 <0.0001 - <0.0001 - - <0.0001 | 0.3335
o
8' 3 | 3304 | <0.0001 - <0.0001 <0.0001 - - - 0.0574
W 4 | 3250 | <0.0001 - <0.0001 - <0.0001 - - 0.0016

3.1.2.7 PSA-Expression und chromosomale Deletionen

Die Beziehung zwischen chromosomalen Deletionen und der PSA-Expression ist fir die
hier gewahlte PSA-Antikdrperverdinnung (1:36'450) in Abb. 19 fiir alle Tumoren wie auch

fur die Untergruppen der ERG-negativen und ERG-positiven Karzinome dargestellt.

Es zeigt sich in erster Linie eine deutlich signifikante Beziehung zwischen einer reduzierten
PSA-Expression und dem Vorliegen von PTEN-Deletionen. Auch fiir das Vorliegen von
521 und 6q15 Deletionen bestehen in allen Untergruppen statistisch signifikante
Beziehungen, auch wenn diese meistens weniger deutlich ausgepragt sind als fir PTEN.
Fir 3p13 besteht eine Tendenz zur geringeren PSA-Expression in Tumoren mit einer

Deletion, dies vor allem in ERG-positiven Tumoren (p=0,0068).
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Abbildung 19. PSA-IHC und Deletionen in a) allen Tumoren, b) ERG-negativen und c) ERG-
positiven Tumoren (1:36'450).

3.1.2.8 Prognoserelevanz in PTEN-deletierten Tumoren

Die PSA Immunhistochemie ergab mit der Verdinnung 1:36’450 bei PTEN-deletierten

Tumoren eine signifikante Beziehung zwischen hoher PSA-Expression und gunstiger
Prognose (Abb. 20).
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Abbildung 20. PSA-Expression und biochemisches Rezidiv in PTEN-deletierten Tumoren
(1:36°450).
3.1.2.9 Prognoserelevanz der PSA-Expression in Tumoren mit identischem

klassischen und quantitativem Gleason Grad

Die Beziehung zwischen PSA-Expression und Gleason Grad Gruppen ist flr diese
Verdinnung in Abbildung 21 a-h) dargestellt. Die Darstellung zeigt, dass in allen
klassischen Gleason Graden die PSA-Expression prognostische Relevanz besitzt. Bei
feinerer Aufteilung der Gleason 7 Karzinome nach dem quantitativen Gleason Grad ergibt
sich lediglich fir die Untergruppen der Tumore mit einem Gleason 4 Anteil von 21-30%
((Abb. 21e), p=0,0152) und die Tumoren mit einem Gleason 4 Anteil von 61-100% ((Abb.
23h), p=0,0169) eine signifikante prognostische Bedeutung.
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Abbildung 21. PSA-Expression und biochemisches Rezidiv in a) klassische Gleason Grad
Gruppen, b-h) quantitative Gleason Grad Gruppen.
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3.1.2.10 PSA-Expression und Tumorzellproliferation

Die Beziehung zwischen PSA-Expression und dem Ki67-Labeling Index ist fir alle Tumoren
und fir Gruppen mit identischem Gleason Grad in Tabelle 13 dargestellt. Auch hier findet
sich eine Tendenz zu einer geringeren Proliferationsrate in Tumoren mit hoher PSA-
Expression. Diese Tendenz ist aber weniger ausgepragt als bei vielen friiher untersuchten
molekularen Parametern (Stumm et al., 2013; Burdelski, Menan, et al., 2015; Melling et al.,
2017).

Tabelle 13. PSA-Expression und Ki-67-Labeling Index (1:36'450).

ki67 Marker n= ki67 LI (Median)
alle p<0.0001 negativ 27 3.70+0.51
schwach 900 3.450.09
moderat 2563 2.8210.05
stark 2231 2.3510.06
pGleason <3+3 p=0.0050 negativ 5 1.804£0.92
schwach 115 2.431+0.19
moderat 517 2.331£0.09
stark 595 1.9310.08
pGleason 3+4 p<0.0001 negativ 6 1.50+0.95
schwach 463 3.08+0.11
moderat 1433 2.711£0.06
stark 1249 2.28+0.07
pGleason 3+4 Tert.5 p=0.8250 negativ 1 1.00£2.51
schwach 38 3.11£0.41
moderat 90 3.2240.26
stark 92 3.27+0.26
pGleason 4+3 p=0.0853 negativ 8 4.75£1.17
schwach 126 3.9240.29
moderat 266 3.201£0.20
stark 165 3.1040.26
pGleason 4+3 Tert.5 p=0.0686 negativ 0 0.00£0.00
schwach 74 4.70+0.45
moderat 142 3.811£0.32
stark 85 3.29+0.42
pGleason 24+4 p=0.0260 negativ 7 6.1411.62
schwach 83 5.31£0.47
moderat 113 3.881£0.40
stark 45 3.31+0.64
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3.2 Multitumor Tissue Microarray (und Tissue Microarray mit

fortgeschrittenen Prostatakarzinomen)

3.21 PSA-Immunhistochemie (1:1’350)

Bei dieser Untersuchung waren von insgesamt 3‘659 Gewebeproben des Multitumor Arrays
2'835 (77,48%) auswertbar und von 439 Proben des TMA mit fortgeschrittenen
rezidivierenden Prostatakarzinomen waren 260 (59,23%) auswertbar. Die Untersuchung
ergab eine PSA-Positivitat in 10’994 Proben der Prostatakarzinome, wobei die Intensitat
meist stark oder moderat war. Nur 22 (0,20%) Prostatakarzinome waren PSA-negativ. 11
dieser PSA-negativen Tumoren waren kleinzellige Prostatakarzinome (50%). Immerhin
2/13 (15,38%) kleinzellige Prostatakarzinome waren aber PSA-positiv. Von 2835 in diesem
Multitumor Array untersuchten Tumoren, die nicht aus der Prostata stammten, waren 37
positiv (1,29%). Alle Tumortypen, von denen mindestens ein Tumor positiv war, sind in
Tabelle 14 dargestellt, zusammen mit den Ergebnissen aus dem Tissue Microarray mit

fortgeschrittenen Prostatakarzinomen.
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Tabelle 14. PSA-Immunhistochemie in Prostata- und anderen Karzinomen.

Prostatatumoren
Gleason <4+3

Gleason 4+3
Primartumor ca. =28
Rezidivierend ca. 28

CR ca. Gleason =8
Kleinzellige Karzinome
Gesamt
Nicht-prostatische Tumoren
Malignes Mesotheliom
Osteosarkom

Serdses Ovarialkarzinom

Endometrioides
Ovarialkarzinom

Klarzelliges Nierenzellkarzinom
Plattenepithelkarzinom, Vagina
Plattenepithelkarzinom, Blase
Muzinéses Ovarialkarzinom.

Papillares
Schilddriisenkarzinom

Anaplastisches
Schilddriisenkarzinom.

Liposarkom

Adenokarzinom, Lunge
Cholangiozellulares Karzinom
Leiomyosarkom
Karzinosarkom

Karzinom, Mundhohle

Total

Andere Tumortypen

Auswertbar (n)

PSA Antik6rper
Konzentration

niedrig hoch
(1:36450) (1:1350)

9337 9104
1289 1265
233 216
392 383
26 35
13 13
11290 11016
37 39
19 19
45 45
30 32
48 48
36 39
18 18
22 23
48 47
24 23
39 35
38 39
33 39
48 48
47 48
49 49
581 591
2254 2286

PSA-positiv (%)

PSA Antik6rper
Konzentration

niedrig hoch
(1:36450) (1:1350)

99,89 99,96
99,38 99,92
98,71 99,07
98,72 99,74
84,62 91,43
7,69 15,38
99,63 99,80
0,00 28,21
0,00 21,05
0,00 8,89
6,67 6,25
0,00 6,25
0,00 5,13
0,00 5,56
0,00 4,35
0,00 4,26
0,00 4,35
0,00 2,86
0,00 2,56
0,00 2,56
0,00 2,08
0,00 2,08
0,00 2,04
0,34 6,26
0,00 0,00
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3.2.2 PSA-Immunhistochemie (1:36’450)

Bei der Untersuchung waren von insgesamt 3'659 Gewebeproben des Multitumor Arrays
2'835 (77,48%) auswertbar und von 419 Proben des TMA mit fortgeschrittenen
rezidivierenden Prostatakarzinomen waren 270 (64,44%) auswertbar. Die Zahl der PSA-
negativen Prostatakarzinome erhohte sich bei Verwendung der niedrigeren Antikorper-
Konzentration nur gering (Tab. 14). Die Unterschiede beliefen sich bei Karzinomen mit
Gleason <4+3, Gleason 4+3, Primartumoren mit einem Gleason =8 und bei rezidivierenden,
nicht-sicher hormon-refraktaren Tumoren auf weniger als 1%. Immerhin noch 98,72% der
rezidivierenden Karzinome mit einem Gleason =8 waren PSA-positiv. Reprasentative
Beispiele von Tumoren des fortgeschrittenen Prostatakarzinom TMA sind in den
Abbildungen 31-33 a-b) dargestellt. Der Rickgang des Anteils der PSA-positiven
Prostatakarzinomen war merkbarer bei den kastrationsresistenten Karzinomen (Gleason
28) (84,62% vs. 91,43%) (siehe Abb. 33 a-b)) und bei den kleinzelligen Karzinomen. Bei
diesem Subtyp war eines von zweien vorher positiven Tumoren jetzt negativ (Abb. 22 a und
b).

a) (1:1:350). b) (1:36'450).

Abbildung 22. Kleinzelliges Prostatakarzinom
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Wahrenddessen die Sensitivitdt der Prostatakarzinom Diagnostik durch die 27-fache
Verdinnung des Antikdrpers wenig beeintrachtigt war, ergab sich somit eine deutlich

héhere Spezifitat.

Reprasentative Beispiele von extraprostatischen Tumoren mit positiver PSA-Farbung bei
einer Verdunnung von 1:1'350 aber negativem Farbergebnis bei einer Verdinnung von
1:36’450 sind in den Abbildungen 23-29 a) und b) dargestellt. Abbildung 30 a-c) zeigt ein
Farbeartefakt, dass bei der ersten Auswertung zu einem falsch positiven Ergebnis gefihrt
hat. Bei diesem papillarem Nierenzellkarzinom fand sich in beiden Farbekonzentrationen
eine granulare Farbung, die sich in der Intensitat nicht veranderte. Es handelt sich hierbei

um Hamosiderin-Pigment (Abb. 30 c)).
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Abbildung 23. Endometrioides Ovarialkarzinom
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a) (1:1°350). b) (1:36°450).
Abbildung 24. Adenokarzinom der Lunge

a) (1:1'350). b) (1:36'450).
Abbildung 25. Endometrioides Ovarialkarzinom
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a) (1:1°350). b) (1:36°450).
Abbildung 26. Serdses Ovarialkarzinom

a) (1:1°350). b) (1:36°450).
Abbildung 27. Plattenepithelkarzinom der Vagina
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b) (1:36'450).

a) (1:1350).

Abbildung 28. Osteosarkom

b) (1:36°450).

350).

Abbildung 29. Malignes Mesotheliom

a) (1:1
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c) (1:1°350)
Abbildung 30. Papillare Nierenzellkarzinome
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a) (1:1'350). b) (1:36°450).
Abbildung 31. Hormonrefraktares Prostatakarzinom Gleason Grad 4+4

a) (1:1°350).

Abbildung 32. Hormonrefraktares Prostatakarzinom Gleason Grad 5+4

b) (1:36°450).
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a) (1:1350). b) (1:36'450).
Abbildung 33. Hormonrefraktares Prostatakarzinom Gleason Grad 5+4
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4 Diskussion

Die vorliegende Studie ist die weltweit erste Untersuchung, bei der an einem sehr grof3en
Patientenkollektiv eine immunhistochemische Analyse mit zwei verschiedenen Antikorper-
Verdinnungen vorgenommen wurde. Die Untersuchung fuhrt zur Identifikation eines
optimalen Protokolls fir die Diagnostik und zeigt eine erhebliche Prognoserelevanz der
PSA-Expression beim Prostatakarzinom. Schlussel fur die Durchfihrung einer derartigen
Studie ist die TMA-Technik, die die gleichzeitige Untersuchung von tausenden von
Tumoren mittels in-situ Methoden ermdglicht. Die Vorteile der TMA-Technik sind neben der
Geschwindigkeit der Untersuchung, die geringen Kosten. Mit der gleichen Arbeitsleistung
und Reagenzienmenge, die mit konventionellen Methoden fir die Untersuchung von einem
Tumor noétig ware, kdnnen mit der TMA-Technik 600 Tumoren untersucht werden. Als
Nachteil wird bei der TMA-Methode die Kleinheit der untersuchten Gewebefragmente
gesehen. Zahlreiche Autoren hatten, nach der Erstbeschreibung der TMA-Methode durch
Kononen 1998 (Kononen et al., 1998), die moglicherweise mangelnde Reprasentativitat
von TMA-Untersuchungen wegen der lediglich 0,6mm messenden Gewebeproben pro
Patient kritisiert (Moch et al., 2001; Koo et al., 2019). Dieser ,Nachteil” ist allerdings fur
Untersuchungen bei denen Reagenzien oder Protokolle miteinander verglichen werden ein
massiver Vorteil. Flr jeden einzelnen Tumor erfolgte der Vergleich der beiden Protokolle
an konsekutiven Gewebeschnitten an einem genau definierten Gewebeareal, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass von jedem Tumor weitgehend identische
Strukturen untersucht wurden. Angesichts der bekannten Tumorheterogenitat, die
insbesondere beim Prostatakarzinom sehr ausgepragt ist (Ciccarese et al., 2017), ist dies
ein wesentlicher Vorteil unseres Untersuchungsansatzes. Die am weitesten verbreitete
Anwendung der PSA-Immunhistochemie ist die Zuordnung von Metastasen unbekannter
Herkunft zu einem Prostatakarzinom. Der Vergleich der beiden Protokolle zeigte, dass die
PSA-Immunhistochemie bei Verwendung des hochkonzentrierten Antikérpers (1:1‘350)
zwar sehr sensitiv aber nicht komplett spezifisch ist. Besorgniserregend war insbesondere,
dass zahlreiche Tumorentitaten, die auch im Knochen angetroffen werden kdnnen, PSA
positiv waren. Dies gilt fir die ebenso wie das Prostatakarzinom haufig in die Knochen
metastasierenden Schilddrisen-, Nieren- und Lungenkarzinome. Darlber hinaus waren
mehrere Osteosarkome PSA-positiv. Dieser Befund unserer Studie induzierte sogar eine
nachtragliche Uberpriifung der friiher diagnostizierten Osteosarkome, da die Sorge aufkam,
die Osteosarkome kdénnten verkannte Prostatakarzinom-Metastasen gewesen sein.
Frihere Studien hatten in Einzelfallen Uber eine PSA-Positivitat in extraprostatischen
Tumoren berichtet. Vornehmlich hatten mehrere Studien Uber PSA-positive
Mammakarzinome berichtet. Beispielsweise fanden Poh et al. eine PSA-Positivitat in 8/20

(40%) der invasiv duktalen Karzinomen (Poh et al., 2008) und Alanen et al. berichteten tber
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eine PSA-Positivitdt in 54/171 (32%) der Mammakarzinome unterschiedlicher Typen
(Alanen et al., 1999). Weiter hatten andere Autoren Uber PSA-positive Mammakarzinome
berichtet (Bodey und E Kaiser, 1997; Heyl et al., 1999; Miller, Unger und Bleiweiss, 2001;
llvan et al., 2004; Narita et al., 2005, 2006; Kraus, Cohen und Siddiqui, 2010) (und Tumoren
der Brust des Mannes (Carder et al., 2005; Kraus, Cohen und Siddiqui, 2010)). Ferner
hatten unterschiedliche Autoren Uber PSA-Positivitaten bei Speicheldrisentumoren
(Krieken, 1993; Elgamal et al., 1996; James et al., 1996; Tazawa et al., 1999), Tumoren
der paraurethralen Drisen (Svanholm, Andersen und Rohl, 1987; Spencer, Brodin und
Ignatoff, 1990; Zaviacic, Sidlol und Borovsk, 1993; Ebisuno, Miyai und Nagareda, 1995;
Sloboda et al., 1998), Melanomen (Bodey und E Kaiser, 1997), Blasen- (Grignon et al.,
1991) und Pankreaskarzinomen (Kuopio et al., 1995) berichtet. Hingegen fanden wir in
unserer Untersuchung weder bei Mammakarzinomen noch bei Speicheldriisentumoren,

selbst in der hoch konzentrierten Anwendung unseres Antikorpers, positive Farbungen.

Die Verwendung einer 27-fach verdinnten Antikorperkonzentration zeigt, dass eine
Protokollmodifikation einen Antikérper wesentlich spezifischer machen kann. Bei dieser
Konzentration gingen praktisch alle vorher nachgewiesenen Farbungen bei
extraprostatischen Karzinomen verloren. Lediglich zwei endometrioide Ovarialkarzinome
zeigten weiterhin eine PSA-Positivitdt. Die gleiche PSA-Positivitdt wurde auch bei
Verwendung unseres polyklonalen Routine-Standardantikérpers (Dako) gefunden, so dass
wir in diesem Fall tatsachlich von einer aberranten PSA-Expression ausgehen. In der
Literatur findet man einen Fallbericht von Yu et al., indem ein PSA-positives endometrioides
Ovarialkarzinom beschrieben wird (Yu et al., 1995). Angesichts der in Tumoren haufig
anzutreffenden Dysregulation der Expression von zahlreichen Genen, erscheint es nicht
erstaunlich, dass eine neoplastische Zelle ein Gen aktiviert, das fir die Zelle nicht von
Nutzen ist. Ein anderes Beispiel ektoper Proteinexpression durch Tumoren sind die sog.
paraneoplastischen Syndrome, wobei Tumorzellen Proteine exprimieren welche auch
klinische Symptome erzeugen kénnen (Dimitriadis et al., 2017). Grundsatzlich sollte eine
Zuordnung eines Tumors — auch wegen der Méglichkeit einer ektopen Proteinexpression —
nie auf Grund eines einzigen positiven immunhistochemischen Befundes erfolgen.
Hervorzuheben ist bei der Untersuchung mit dem niedrigkonzentrierten Antikorper, die
immer noch sehr hohe Sensitivitat bei wenig differenzierten Adenokarzinomen der Prostata,
die in fast allen Tumorkategorien bei groRer 98% lag. Dies zeigt das die PSA-
Immunhistochemie eine hervorragende Methode zur Sicherung der Diagnose des

Prostatakarzinoms ist.

Die erhebliche prognostische Relevanz der PSA-Farbung war erwartet worden. In einer

friheren Doktorarbeit von Frau Franziska Eisner (Eisner, 2019) war die prognostische Rolle
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von PSA alleine und vor allem in Kombination mit dem verwandten, ebenfalls Prostata-
spezifischen Protein KLK2, gezeigt worden. In dieser Untersuchung war das PSA-
immunhistochemische Protokoll, wie allgemein Ublich, zufallig gewahlt worden. Das
wichtige Ergebnis der hier vorliegenden Untersuchung ist die Tatsache, dass eine praktisch
gleichwertige Prognoserelevanz bei zwei verschiedenen Verdinnungen, welche um einen
Faktor von 27 auseinanderliegen, gefunden werden konnte. In der friheren Studie war
zudem bereits dargestellt worden, dass die PSA Expression mit ERG-, PTEN- und teilweise

auch mit anderen Deletionen korreliert.

Der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg ist in 30-50% der Prostatakarzinome hochreguliert
(Yoshimoto et al., 2007; Phin, Moore und Cotter, 2013). Dabei spielt besonders mTOR eine
bedeutende Rolle in der Regulation der Proliferation und des Zelliberlebens. AuRerdem
kann Akt (wenn Uber den Signalweg aktiviert) mit dem Androgen-Rezeptor interagieren und
diesen aktivieren. Aus dieser Aktivierung kann dann, die Hochregulation bestimmter in die
Prostatakarzinom-Karzinogenese involvierter Gene (AR-Zielgene) resultieren (Feldman
und Feldman, 2001; Velasco und Uemura, 2012). Das Tumorsuppressorgen PTEN fungiert
hierbei als wichtigster Inhibitor des PI3K Signalweges. Als negativer Regulator flihrt der bei
Prostatakarzinomen bekannte Verlust von PTEN zu einer Uberaktivitat von Akt und damit
zu einer Stimulation der Zellproliferation und einer verminderten Apoptose (Carnero et al.,
2008; Phin, Moore und Cotter, 2013). Weiter deuten Studien an, dass eine Androgene-
Stimulation TMPRSS2:ERG Umlagerungen induzieren kénnte (Mani et al., 2009; Haffner
et al., 2010). Diese Ergebnisse implizieren, dass mdglicherweise die Androgen-regulierte
transkriptionelle Aktivitdt verschiedene molekulare Veranderung wie beispielsweise die
TMPRSS2:ERG Fusion induzieren kénnte (Mani et al., 2009; Haffner et al., 2010; Barbieri
et al., 2013). Damit ware ein Zusammenhang zwischen den verschiedenen Signalwegen

hergestellt. Dies ware eine mdgliche Erklarung fir die Assoziation von PSA/ERG/PTEN.

Fiar das Verstandnis des Ergebnisses der vorliegenden Untersuchung ist es wichtig, die
Mdoglichkeiten und Limitierungen der Hellfeld-Immunhistochemie zu verstehen. Viele
Anwender der Immunhistochemie denken, dass ein negatives Ergebnis einer
immunohistochemischen Farbung bedeutet, dass ein Protein in einer Zelle nicht exprimiert
wird. Dies ist allerdings falsch. Jede immunhistochemische Untersuchung detektiert
Proteine nur dann, wenn sie in einer gewissen Menge vorliegen. Dabei ist die Menge, die
durch die Immunhistochemie entdeckt werden kann, vom Farbeprotokoll abhangig. Je nach
Protokoll wird eine immunhistochemische Farbung dann positiv, wenn ein gewisser
Schwellenwert eines Proteins in der Zelle Uberschritten wird. Ist mehr Protein da als der
Schwellenwert, wird die Farbung starker. Die Quantifizierung der Farbung geht aber nur bis

zu dem Punkt, an dem die Farbung tiefbraun wird. Ist noch mehr Protein in der Zelle
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vorhanden, kann das menschliche Auge keine weitere zusatzliche Braunfarbung
abgrenzen. Jedes immunhistochemische Protokoll definiert dementsprechend einen
Minimalwert, ab dem ein Protein identifiziert werden kann, und einen Maximalwert bis zu
dem ein Protein quantitativ beurteilt werden kann. Die Befunde unserer Arbeit zeigen nun
an zwei verschiedenen ,Fenstern® eine erhebliche Prognoserelevanz der PSA Farbung.
Dies deutet darauf hin, dass eine feinere Messung der PSA Intensitat (die gewissermalen
beide Fenster kombinieren wirde) eine noch subtilere Prognoseeinschatzung zulassen
konnte. Es besteht also ein Bedarf nach einer starker quantitativen Analyse der PSA-
Expression. Denkbar ware hierfur beispielsweise eine RNA-Quantifizierung, allerdings
bestiinde bei diesem Verfahren das Problem einer Verwasserung durch im Tumor immer
wieder anzutreffende nicht-neoplastische Zellen. Eine andere Mdglichkeit ware eine
Quantifizierung mittels Immunofluoreszenz. Frihere Studien haben gezeigt, dass der
Bereich, indem ein Protein quantifiziert werden kann, mit Fluoreszenzmethoden breiter ist
als mit der Hellfeld-Immunhistochemie (Bartlett et al., 2001; Gilthane et al., 2008; Wesola
und Jelen, 2015). In Zukunft wird es interessant sein zu klaren, ob mdglicherweise mittels
Immunofluoreszenzmessung der PSA-Expression ein noch machtigerer Prognoseeffekt

erzielt werden kann, als in diesem Projekt gezeigt.

Dass die PSA Messung auch in der ,groben” Hellfeld-Technik erhebliche Prognoserelevanz
besitzt, zeigt sich unter anderem im Nachweis einer Prognoserelevanz in PTEN-deletierten
Tumoren. Die PTEN-Deletion ist, die wahrscheinlich bekannteste prognostisch hoch
relevante molekulare Veranderung beim Prostatakarzinom und es wird empfohlen, eine
routinemafige PTEN-Analyse (auch immunohistochemisch) durchzufihren. Der Verlust
von PTEN wird als kritisches molekulares Ereignis in der Prostata-Karzinogenese
angesehen. PTEN ist eine Phosphoinositid 3-Phosphatase und agiert durch die negative
Regulation des 3-Kinase(PIK3)/PKB/Akt Signalweges als Tumorsuppressorgen (Feilotter
et al., 1998; Stambolic et al., 1998; Wang und Dai, 2015). Studien haben gezeigt, dass
diese PTEN-Deletionen (an 10923.3) in Prostatakarzinomen mit einem aggressiveren
Tumorphanotyp, einem grolkeren metastatischen Potenzial und einer schlechteren
Prognose einhergehen (Yoshimoto et al., 2012). Viele friher am UKE untersuchten
molekularen Marker hatten trotz Prognoserelevanz im Gesamtkollektiv, in der Untergruppe
der PTEN-deletierten Tumoren keinen prognostischen Effekt gezeigt (Beispiele hierfur sind
SOX9 (Burdelski, Bujupi, et al., 2015), p16 (Burdelski et al., 2016), DNA Ligase IV (Grupp
et al., 2015), ADAM15 (Burdelski et al., 2017), SUMO1/Sentrin specific peptidase 1
(SENP1) (Burdelski, Menan, et al., 2015) u.a.).

Die traditionell wichtigste Methode, um die Aussagekraft eines Prognosemarkers zu

identifizieren ist die Multivariate Analyse. Dabei besteht das Bedurfnis Parameter zu finden,
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die von den Dbereits etablieten Prognosemarkern unabhangige zusatzliche
Prognoserelevanz zeigen. Tatsachlich erwies sich der immunhistochemisch gemessene
Gewebe-PSA-Wert bei beiden Konzentrationen, in allen vier untersuchten Szenarien, als
unabhangiger Prognosefaktor. Dies nicht nur im Gesamtkollektiv aller Tumoren, sondern
auch in ERG-negativen Tumoren. Nur bei der geringeren Farbekonzentration erwies sich
der PSA-Wert in den Szenarien 1 und 2, bei ERG-positiven Tumoren, nicht als
prognoserelevant. Diese Ergebnisse der Multivariaten Analyse sind weitere Argumente fur
die klinische Relevanz der PSA-Messung. Tatsachlich besteht beim Prostatakarzinom
jedoch nicht nur ein Bedarf an unabhangigen Prognosefaktoren, sondern auch an
robusteren Prognosefaktoren als die etablierten. Die meisten etablierten Prognosefaktoren
beim Prostatakarzinom leiden unter substantiellen Schwachen. Der Gleason Grad ist nur
in etwa 60% reproduzierbar, da er einer bedeutenden Interobserver-Variabilitdt ausgesetzt
ist (Ozkan et al., 2016). Das pT-Stadium kann nur postoperativ bestimmt werden. Das
Gleiche gilt fur den pN-Status. Zudem hangt die Identifikation tumorbefallener Lymphknoten
nicht nur davon ab, ob Metastasen im Lymphknoten vorhanden sind, sondern auch von
Ausmal} des operativen Eingriffes und ob bei der pathologischen Untersuchung die

vorhandenen Metastasen erfasst werden.

Der starkste am UKE verfigbare Prognoseparameter beim Prostatakarzinom ist der
quantitative Gleason Grad. Es handelt sich hierbei, um eine Modifizierung des traditionellen
Gleason Grades, wobei auf die Bildung der traditionellen finf Gruppen (3+3, 3+4, 4+3, 8,
9-10) verzichtet wird und stattdessen die prozentualen Gleason 3, 4 und 5 Musteranteile
verwendet werden (Sauter et al., 2016). Die Uberlegenheit des quantitativen Gleason
Grades, im Vergleich zum traditionellen Gleason Grad, wird auch durch die vorliegende
Untersuchung deutlich. Die PSA-Farbeintensitat war in den klassischen Gleason Gruppen,
meist prognoserelevant, wahrenddessen die PSA-Expression in den feiner definierten
Gruppen mit ahnlichen quantitativen Gleason Grad meistens als Prognoseparameter
versagten. Da die Prognoserelevanz bei Verwendung quantitativer Daten, vor allem in den
Tumoren mit hohem Gleason 4 Anteil erhalten blieb, kann angenommen werden, dass die
Prognoserelevanz der PSA-Expression, vor allem in den Tumorgruppen, in denen die

Expression mehr und mehr zurtickgeht, von klinischer Bedeutung ist.

Zusammengefasst beschreibt diese Doktorarbeit eine sehr umfassende Untersuchung
eines neuen PSA-Antikérpers. Erstmals wurden in einer einzigen Studie, Sensitivitat,
Spezifitat und Prognoserelevanz der PSA-Testung evaluiert und dies unter Verwendung
zwei verschiedener Antikdrper-Konzentrationen. Das Vorgehen erlaubte es, ein Protokoll
zu identifizieren, dass eine hohe Sensitivitat und Spezifitdt in der Prostatakarzinom

Diagnostik ermdglicht. Dartber hinaus zeigt die Studie, dass der PSA-Expression eine
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Uberragende prognostische Bedeutung zukommt und dies mehr oder weniger unabhangig
von dem gewahlten Farbeprotokoll. In zuklnftigen Studien muss getestet werden, ob eine
feinere Quantifizierung der PSA-Expression, beispielsweise durch Verwendung von

Methoden der Immunofluoreszenz erzielt werden konnte.
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5 Zusammenfassung

Die Serinprotease Prostata-spezifisches Antigen (PSA) ist das wichtigste Protein zur
Diagnostik und Therapiesteuerung bei potentiellen und tatsdchlichen Prostatakarzinom-
Patienten. In der Pathologie wird PSA haufig immunhistochemisch untersucht,
insbesondere bei metastatasierten Adenokarzinomen, um einen prostatischen
Tumorursprung auszuschlief3en (Stelow und Yaziji, 2018). Eine frihere Studie aus dem
UKE hat darUber hinaus gezeigt, dass eine verminderte PSA-Expression beim
Prostatakarzinom mit einer ungtinstigen Prognose vergesellschaftet ist (Erbersdobler et al.,
2009). Ausgehend von der Idee, dass die immunhistochemische PSA-Messung gleichzeitig
spezifisch fur Prostatakrebs, sensitiv fur die Prostatakarzinom-Diagnose und prognostisch
relevant sein konnte; wurde in der vorliegenden Studie die Frage untersucht, ob es
immunhistochemische Protokolle gibt, bei denen die PSA Untersuchung optimal
vorgenommen werden konnte. Um ein optimales PSA Protokoll zu entwickeln, wurde ein
Prostata-Prognose Array mit 17'752 Patienten mit klinischen Verlaufsdaten, ein weiterer
Prostatakarzinom Array, mit besonders undifferenzierten Tumoren (n=419) und ein
Multitumor TMA bestehend aus 3'659 Tumorproben von 84 verschiedenen Entitaten und
Subentitdten mit zwei verschiedenen immunhistochemischen Protokollen untersucht, die
um einen Faktor von 27 divergierten. Die Untersuchung mit dem hochkonzentrierten
Antikorper (1:1°350) ergab eine PSA-Positivitat in >99% bei allen nicht-hormonrefraktaren,
eine Positivitat in 91,43% von 35 hormon-refraktéaren und in 15,38% von den 13
kleinzelligen Prostatakarzinomen. Jedoch war diese Verdinnung weniger spezifisch, denn
einige Mesotheliome (28%), Osteosarkome (21%), serdse Ovarialkarzinome (8,9%),
endometrioide Ovarialkarzinome (6,2%), klarzellige Nierenzellkarzinome (6,2%) und 11
weitere Entitaten (jeweils <6%) zeigten PSA-Positivitat. Die Verwendung der niedrigeren
Antikdrper-Konzentration (1:36'450) ergab bei primaren und rezidivierenden nicht-
hormonrefraktdren Prostatakarzinomen nur marginal schlechtere Sensitivitat-Werte
(>98,7%), wobei bei hormonrefraktaren Prostatakarzinomen 84,6% von 26 Tumoren positiv
waren und 1 von 13 kleinzelligen Prostatakarzinomen (7,7%). Die geringere Antikorper-
Konzentration flhrte aber zu deutlich spezifischeren Ergebnissen. Lediglich zwei
endometrioide Ovarialkarzinome waren PSA-positiv. Alle Ubrigen bei der starkeren
Konzentration PSA-positiven Tumore erwiesen sich jetzt als PSA-negativ. Die
prognostische Untersuchung zeigte in beiden Konzentrationen einen hoch signifikanten
Zusammenhang zwischen PSA-Farbeintensitat, Tumorphanotyp bzw. Patientenprognose.
Je ausgepragter die PSA-Expression, desto niedriger das pT-Stadium, desto niedriger der
Gleason Grad und desto weniger Lymphknotenmetastasen waren vorhanden (jeweils
p<0,0001). Zusatzlich korrelierte eine starke PSA-Expression mit einer gunstigeren

Prognose (jeweils p<0,0001). In der Multivariaten Analyse erwies sich unter Anwendung
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verschiedener Szenarien die PSA-Expression immer als unabhangiger Prognosefaktor bei

Untersuchungen des Gesamtkollektivs.

Schlussfolgerungen: Die auferst umfangreiche Untersuchung von mehr als 20'000
Patienten, unter Verwendung von PSA-Antikérpern deutlich unterschiedlicher
Konzentration, erlaubt, die Identifikation eines optimal erscheinenden Protokolls fiur die
immunhistochemische PSA-Diagnostik mit hoher Sensitivitat und fast perfekter Spezifitat.
Die Untersuchungen identifizieren die PSA-Expression als sehr starken Prognosefaktor,

der unabhangig vom verwendeten immunhistochemischen Protokoll ist.

The serine protease prostate-specific antigen (PSA) is the most important protein for the
diagnostic and therapeutic monitoring in potential and actual patients with prostate
carcinoma. PSA-immunohistochemistry is often used in pathology, especially to determine
the origin of a tumor in metastatic adenocarcinomas (Stelow und Yaziji, 2018). A former
study from the UKE revealed that a reduced PSA-expression in prostate carcinoma
correlated with a more unfavorable prognosis (Erbersdobler et al., 2009). Originating from
the idea that immunohistochemical PSA-measurement could be specific for prostate
carcinoma, sensitive for the diagnosis and could have a prognostic value, with this study
we wanted to investigate whether there are immunohistochemical protocols for an optimal
PSA-examination. To develop an ideal protocol, we examined a prostate carcinoma
prognostic array with 17°752 patients with clinical history data, a second array with
especially undifferentiated tumors (n=419) and a multitumor TMA consisting of 3’659
samples from 84 different entities and subentities; with two different immunohistochemical
protocols, differing by the factor 27. The study with the highly concentrated antibody
(1:1°350) showed a PSA-positivity in >99% of the non-hormone-refractory, 91,43% in 35
hormone-refractory and 15,38% in 13 small-cell prostate carcinoma. Nevertheless, this
dilution was less specific, as some mesothelioma (28%), osteosarcoma (21%), serous
ovarian carcinoma (8,9%), endometrioid carcinoma (6,2%), clear cell renal cell carcinoma
(6,2%) and 11 further entities (respectively <6%) showed PSA-positivity. The protocol with
the lower antibody concentration (1:36'450) revealed only marginally lower sensitivity
values (>98,7%) in primary and recurring non-hormone-refractory prostate carcinoma. The
examination of the 26 hormone-refractory carcinomas showed a sensitivity of 84,6% and
only one of the 13 small-cell prostate carcinoma (7,7%) was PSA-positive. The results of
the protocol with the higher diluted antibody showed an increased specificity. Merely two

endometrioid ovarian carcinoma were PSA-positive. The other tumor entities that had been
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positive in the higher concentration were now PSA negative. The prognostic evaluation
showed a significant correlation between PSA-staining intensity, the phenotype and patient
prognosis. The more pronounced the PSA-expression was, the lower was the pT-stage, the
Gleason grade and the less lymph node metastases were present (respectively p<0,0001).
In addition, the strong PSA-expression was linked to a better prognostic outcome
(respectively p<0,0001). In the multivariate analysis the PSA-expression pattern, in the

different scenarios, turned out to be an independent prognostic factor.

Conclusion: The extensive study including over 20’000 patients and using two differing
antibody-concentrations allows the identification of an ideal protocol for the
immunohistochemical PSA-diagnostics with high sensitivity and nearly perfect specificity.
The evaluation identifies the PSA-expression as a strong independent prognostic relevant

factor.
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6 Abkurzungsverzeichnis

ADAM15 A disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein15
BA Break-apart

BCR Biochemisches Rezidiv

ca Karzinom

CCS Cancer specific survival

CR Kastrationsresistent

DRU Digital Rektale Untersuchung
ERG ETS-related gene

ETS E26 transformation specific

FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
HDR High Dose Rate Brachytherapie
hK3 Humanes Kallikrein 3

IHC Immunhistochemie

Ki67 LI ki67-Labeling Index

LDR Low Dose Rate Brachytherapie
Lok Lokalisation

MMT Maligner Mullerscher Mischtumor
MTA Multitumor Array

mTOR Mammalian target of rapamycin
NET Neuroendokriner Tumor

NNR Nebennierenrinde

PKB Protein kinase B

PSA Prostata spezifisches Antigen

PSAP Prostataspezifische saure Phosphatase



PSMA

PTEN

RPE

SENP1

SOX9

TMA

Prostataspezifisches Membranantigen
Phosphatase and Tensin homolog
Radikale Prostatektomie

Senstrin specific peptidase 1
SRY-Box Transcription factor 9

Tissue Microarray
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