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ABSTRACT

Loss of the putative tumor suppressor BAP1 is a candidate biomarker for adverse
prognosis in many cancer types, but conversely for improved survival in others.
Studies on the expression and prognostic role of BAP1 in prostate cancer are currently
lacking. We used a tissue microarray of 17,747 individual prostate cancer samples
linked with comprehensive pathological, clinical and molecular data and studied the
immunohistochemical expression of BAP1. BAP1 expression was typically up regulated
in cancers as compared to adjacent normal prostatic glands. In 15,857 cancers, BAP1
staining was weak in 3.3%, moderate in 41.6% and strong in 17.4%. Strong BAP1
staining was associated with advanced tumor stage (p<0.0001), high classical and
quantitative Gleason grade (p<0.0001), lymph node metastasis (p<0.0001), a positive
surgical margin (p=0.0019) and early biochemical recurrence (p<0.0001). BAP1
expression was linked to ERG-fusion type cancers, with strong BAP1 staining in 12%
of ERG-negative, but 30% of ERG-positive cancers (p<0.0001). Subset analyses in
5,415 cancers with and 4,217 cancers without TMPRSS2:ERG fusion revealed that
these associations with tumor phenotype and patient outcome were largely driven by
the subset of ERG-negative tumors. Multivariate analysis revealed that the prognostic
impact was independent of established prognostic features in ERG negative p<0.001)
but not in ERG positive cancers. BAP1 expression was further linked to androgen
receptor (AR) expression: Only 2% of AR-negative, but 33% of strongly AR expressing
cancers had strong BAP1 expression (p<0.0001). In conclusion, this study shows
that BAP1 up regulation is linked to prostate cancer progression and aggressiveness.
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INTRODUCTION

Prostate cancer (PCa) is the most diagnosed
cancer among males in Western societies [1]. At this
point, established prognosticators include histological
analysis of biopsics to determine Gleason score and
tumor extent, prostate-specific antigen (PSA) and clinical
stage. However, current diagnostic analysis still proves
prone to inaccuracies that could be reduced by [inding a
reliable and clinically applicable molecular marker. This
could spare patients with otherwise harmless tumors
the negative effects of treatment (e.g. incontinence and
crectile dysfunction), and identify those patients with
aggressive discase for whom the bencfits of trcatment
outweigh its harm [2].

BRCA-I-associated Protein 1 (BAPI1) is a
nuclear deubiquitinase targeting histone modilying
protein complexes thalt was originally named afler ils
interaction with the E3 ubiquitin-protein ligase breast-
cancer type 1 susceptibility protein (BRCAT1) [3. 4].
Subscquent rescarch revealed that BAP1 regulates
many cellular pathways that arc rclevant for cell cycle
control, cellular differentiation, gluconcogencsis,
DNA damage response and apoptosis |5-7]. Al-though
the mechanisms of action of BAP1 are still not fully
understood, it is believed that one important function
is the regulation of transcriptional silencing at the sites
of DNA double-strand breakage repair [6]. BAP1 has
long been considered a tumor suppressor. Mutation,
genomic deletion of its locus at 3p21 or loss of BAP1

Figure 1; Examples of (A) negative, (B) weak, (C) moderate and (D) strong BAP1 staining in prostate cancer and (E) BAP1
staining of cancerous (Ea) and normal (Eb) prostate glands in the same TMA spot. Spot sizc is 0.6 mm at 100x (inset 400x)

magnification.
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expression has been reported from various tumor
types such as non-small cell lung cancer [8, 9]. renal
cell carcinoma [10-12], gall bladder cancer [13].
mesothelioma [14, 15] and uveal melanoma [16-18].
and has been linked to poor prognosis in most of them
[13, 17. 19]. In addition, inactivating germline mutations
result in the BAP1 tumor predisposition syndrome,
associated with a high risk of tumor development |20,
21]. However, the tumor-associated functions of BAP1
may be more complex than previously thought as some
studies suggest a cancer-promoting role. For example.
BAPI1 loss or germline mutations have been linked to
prolonged survival in malignant pleural mesothelioma
|11, 12, 22, 23], and BAPI overexpression appears (o
promote basal type breast cancers [24] and myeloid
neoplasms harboring certain ATRX mutations [25]. Also,
a recent meta-analysis of 26 BAP1 expression studies in
10 different cancer types concludes that the prognostic
implication of BAP1 alterations depends on the tumor
type [26]. Little is known about alterations of BAP1
in PCa. One study reported lack of BAP1 mutations
in 45 prostate tumors [27]. but data on BAP1 protcin
expression or its prognostic significance in this disease
are currently acking.

To study the clinical impact of BAPI, we
immunohistochemically analyzed more than 17.000 PCa,
which have been assembled on a tissue microarray during
the last 10 years.

RESULTS

Technical issues

894 % of 17747 tumor samples were
interpretable. The 10.6% of non-informative cases had
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no tissue sample or insufficient uncquivocal cancer tissue
in the TMA spot.

BAP1 expression in normal and cancerous
prostate tissue

In order to estimate BAP1 expression in normal
prostate glands, we studied several spots containing
normal tissue. We found that BAPI staining ranged
from negative to moderate in luminal and in basal
cells. In PCa, nuclear staining was seen in 62.3% of
15,857 interpretable tumors. It was considered weak
in 3.3%, moderate in 41.6% and strong in 17.4% of
PCa. Tissue spots with normal and cancecrous glands
usually showed higher BAPI levels in the tumor cells
than in normal glands, although there were also rare
cases with lower relative BAP1 levels in the cancer
cells. Tumors with negative findings tvpically also
lacked BAPI staining in the adjacent normal
tissues. Representative images of nuclear BAP1 staining
are shown in Figure 1.

BAP1 expression and TMPRSS2:ERG fusion
status

BAP1 staining results were compared with
TMPRSS2:ERG data obtained by FISH from 6,476
and by immunohistochemistry from 9.632 tumors.
Both, ERG FISH and IHC data were available from
5,365 of these cancers, and concordant results were
found in 95.8% cancers. Nuclear BAP1 expression was
associated withTMPRSS2:ERG rearrangement and ERG
expression: Strong BAP1 positivily increased from 12-
14% in 5,415 ERG-negative cancers (by IHC or FISH)

BAP1
“inegative
®strong
® moderate

weak

ERG normal ERG breakage
(n=3,609)  (n=2,867)

FISH p<0.0001

Figure 2: Association between BAP1 staining intensity and ERG status defined by immunohistochemistry (IHC) and

fluorescence in-situ hybridization (FISH) analysis.
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Table 1: Association between BAP1 immunostaining and prostate cancer phenotype

BAP1 (%)
Parameter N Negative Weak Moderate Strong P
All cancers 15 857 37.7 33 41.6 17.4
Tumor stage <0.0001
pT2 10 166 41.2 3.0 39.2 16.6
pT3a 3 508 329 3.9 442 19.0
pT3b-pT4 2119 28.7 3.0 48.5 19.3
Gleason grade <0.0001
<343 3041 43.7 2.7 38.2 15.4
3+4 8394 38.3 33 40.1 18.2
3+4 Tert.5 732 39.1 3.0 422 15.7
443 1543 30.6 4.0 474 18.0
4+3 Tert.3 1096 303 32 48.1 184
>4+4 910 31.6 4.0 47.7 16.7
metastoss <00001
NO 9573 36.2 3.5 421 18.1
N+ 1162 293 3.4 49.1 18.1
Preoperative
PSA level (ng/ <0.0001
ml)
<4 1929 326 2.6 44.0 208
4-10 9357 37.7 3.1 41.3 17.9
10-20 3330 39.6 3.5 41.1 158
>20 1140 41.2 5.0 40.7 13.1
iluarrgé::] 0.0019
Negative 12 697 384 32 41.2 17.2
Positive 3104 348 3.7 432 182
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Table 2: BAP1 immunostaining and prostate cancer phenotype in ERG negative cancers

BAP1 (%)
Parameter N Negative Weak Moderate Strong P
All cancers 5415 48.7 33 358 122
Tumor stage <0.0001
pT2 3643 52.1 2.8 338 11.2
pT3a 1079 458 5.1 36.6 12.5
pT3b-pT4 677 349 3.1 449 17.1
Gleason grade <0.0001
<343 1090 58.3 2.8 292 9.7
3+4 2879 50.2 33 34.9 11.6
3+4 Tert.5 243 449 1.6 40.7 12.8
443 566 39.9 4.4 419 13.8
443 Tert.5 328 36.3 4.0 43.0 16.8
>4+4 305 33.8 3.9 439 18.4
Lymph node
metastasis <0.0001
NO 3149 46.0 3.7 372 13.1
N+ 310 31.9 2.9 46.5 18.7
Preoperative
PSA level (ng/ 0.0482
ml)
<4 578 44.8 29 38.1 14.2
4-10 3213 48.8 3.0 35.9 12.3
10-20 1167 50.1 33 35.1 11.4
=20 430 48.8 6.3 33.0 119
Surgical 0.0908
margin
Negative 4341 494 33 355 11.8
Positive 1060 45.6 3.5 37.0 14.0
to 30-32% in 4.217 ERG-positive cancers (p<0.0001 (p<0.0001 cach) and a positive surgical margin (p=0.0019,
each, Figure 2). Table 1). Because of the strong link between BAPIL
overexpression and ERG rearrangement, the analysis was
BAP1 expression and tumor phenotype repeated in the subsets of ERG-negative and ERG-positive
cancers. [t showed that all associations were solely driven
Strong BAPI1 staining was associated with adverse by the subset of ERG-negative cancers (Table 2). while
tumor features, including advanced tumor stage. high BAPI staining was unrelated to the analyzed features in
Gleason grade, presence of lymph node metastasis ERG-positive cancers (Table 3).
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Table 3: BAP1 immunostaining and prostate cancer phenotype in ERG positive cancers

BAP1 (%)
Parameter N Negative Weak Moderate Strong P
All cancers 4217 18.8 3.1 48.1 30.0
Tumor stage 0.0065
pT2 2508 20.7 2.8 47.0 294
pT3a 1111 16.7 34 49.6 30.3
pT3b-pT4 580 14.5 3.8 50.0 31.7
Gleason grade 0.0729
<343 862 21.9 2.9 498 254
3+4 2412 18.6 3.1 46.8 31.5
3+4 Tert.5 128 219 3.1 453 297
443 409 14.9 4.2 52.1 28.9
443 Tert.5 232 16.4 3.0 47.8 328
>4+4 171 17.0 23 515 292
NO 2413 17.3 34 47.5 31.9
N+ 271 19.2 3.7 51.3 258
Preoperative
PSA level (ng/ 0.4984
ml)
<4 582 17.0 29 495 30.6
4-10 2587 19.1 3.2 473 304
10-20 763 18.7 29 48.1 30.3
>20 252 20.6 3.6 52.8 23.0
Isn“;fgif;' 0.0639
Negative 3314 19.6 3.1 47.7 295
Positive 884 15.7 3.1 49.7 31.6
BAP1 expression and tumor cell proliferation were driven from the ERG negative subset (p=<0.0007
each).

Presence of BAPI staining was linked to increased
proliferation as determined by the Ki67 labeling index i
(Table 4). This association was independent of the BAP1 and androgen receptor (AR) expression

Gleason grade as it was observed across subsets with i
identical Gleason score (<3+3. 3+4, 3+4 tertiary 5, 443, Data on BAP1 and AR were available from 7,151

>4+4 p<0.0001 cach and 4+3 tert. 5; p<0.0057). Again, cancers [28]. AR expression was associated with nuclear
subset analyses demonstrated that these associations BAPI staining. Only 2% of AR-negative, but 33% of
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strongly AR expressing cancers had strong BAPI
expression (p<0.0001). This association held true regardless
of the ERG fusion status (p<0.0001 each; Figure 3).

BAP1 expression and PSA recurrence

Nuclear BAP1 staining was linked to carly
biochemical recurrence (p<0.0001, Figure 4). ERG
subset analysis revealed, that the prognostic impact of
BAPI1 expression was contributed by the ERG negative
subset (p<0.0001). BAPI expression was unrelated (o
patient outcome in the ERG-positive subset (p=0.1248).
A further analysis in the ERG-negative subset revealed
that, for subgroups with identical classical and
quantitative Gleason grades. BAP1 expression only had a
prognostic impact for Gleason 3+4 carcinomas (p=0,006;
Figure 5).

Multivariate analysis

Four different scenarios were tested (Table 5).
Scenarios 1 and 2 evaluated postoperatively available
parameters (stage, with/without lymph node status (pN),
margin status, preoperative PSA value and pathological
Gleason grade). Scenario 3 was a mixed model of
post- and preoperatively available parameters. while in
scenario 4 the preoperative parameters were combined
(Gleason grade obtained on the original biopsy.
preoperative PSA, ¢T stage and BAP1 expression).
BAPI expression was an independent prognosticator
in PCa (p<0.02) and in the ERG-negative subset
(p<0.005 each).
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DISCUSSION

In this study we show that nuclear BAP1 expression
is an independent predictor of poor prognosis in ERG
negative PCa.

Nuclear BAP1 staining was seen in 62% of PCa,
including 17.4% tumors with strong BAP1 staining
intensity. Normal prostatic epithelial tissue showed
variable but generally lower BAP1 expression levels
ranging between negative and moderate positive staining,.
That BAPI staining intensities were often higher in
cancer cells than in adjacent normal prostate glands
suggests that BAP1 usually becomes overexpressed
during tumor development. Comparable studies on BAP1
in prostate tissucs are currently lacking in the published
literature. However, the human protein atlas (hitps://
www.proteinatlas.org/ENSG00000 163930-BAP 1/tissue/
prostate) shows examples of BAP1 staining that are in
line with our findings. including six samples of normal
prostate glands (with low to medium intensity staining)
and 23 samples of PCa with variable levels of positivity
ranging from negative to strong using two different anti-
BAP1 antibodies including HPA028814, which was used
in our study [29].

A strong association between BAP1 up regulation,
adverse tumor phenotype and clinical outcome was
found in our cohort of more than 15.800 patients. Similar
findings have been reported from malignant pleural
mesotheliomas, where BAP overexpression was also
linked to aggressive tumor features or shortened survival
[15, 30-33]. These observations are in contrast to data
described for most other tumor types (hat have been

weak  negative

1063) NN
157) ||
AR weak (n=425) [JJIN
AR moderate (n=676) [N
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s 5 S
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p<0.0001

Figure 3: Correlation between BAP1 staining and androgen receptor expression in all cancers, the ERG expression

negative and positive subset (IHC).
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Table 4: Association between BAP1 immunostaining and Ki67 labeling index in Gleason categories and ERG-fusion
subsets

All cancers ERG-fusion negative ERG-fusion positive
Gleason BAP1
n Ki67LI" P n Ki67LI i n Ki67LI P
All Negative 2243 20 = 0.06 1706 1.85 = 0.07 499 239 £+ 012
Weak 226 29 + 0.18 131 3.0 + 024 92 272+ 027
<0.0001 <0.0001 <0.0001
Moderate 2613 313+ 005 1196 338 &+ (.08 1365 293+ 007
Strong 1265 347 = 0.07 386 3.86 + 0.14 849 3.33 + 0.09
=343 Negative 591 1.64 = 0.08 442 1.51 0.1 130 208+ 017
Weak 39 3.0 + 0.33 17 294 + 0352 20 30+ 044
<0.0001 <0.0001 (L0615
Moderate 503 24 + 0.09 179 269 £ 016 307 227+ 011
Strong 229 293 = 0.14 57 333 = 028 162 28 £ 0.15
344 Negative 1221 20 + 0.07 922 1.84 = 0.07 284 232 4+ 0.14
Weak 122 26 + 0.21 70 2.61 + 0.27 52 258 + 032
<0.0001 <0.0001 <0.000]
Moderate ] 442 289 = 0.06 639 292 £ 0.09 781 287 + 0.08
Strong 749 332 = 0.08 196 334 = 0.16 539 332 + 01
3+4
Tertiary  Negative 99 233 =+ 026 78 221 + 028 21 281 + 0357
5
Weak 6 533+ 105 <0.000] 3 767 £ 143 <0.000] 3 3.0 4 151 0164l
Moderate 100 3.74 += 0.26 64 3.42 + 0.31 36 431 + 0.44
Strong 50 376 = 036 22 464 = 033 25 32 £ 032
443 Negative 180 247+ 025 139 234 + 03 3R 30+ 046
Weak 37 284 <+ 054 24 292+ 073 12 283 &+ 081
<0.0001 <0.0001 0.8606
Moderate 284 3.84 = 0.2 152 4.3 + (.29 126 3.25 £ 025
Strong 102 3.67 = 033 43 405 £ 054 59 339 4+ 037
443
Tertiary ~ Negative 93 27+ 038 77 249 £ 043 15 387 £ 091
5
Weak 9 322 + 124 0.0057 7 3.57 &+ 143 00007 2 2.0 + 2.5 0.7141
Moderate 147 415 =+ 031 76 472 £ 044 67 346 4+ 043
Strong 73 4.56 = 0.43 33 5.15 + (.66 38 4.13 + 0.57
z4+4 Negative 58 221 = 0.l 48 2.0 = 0.57 10 3.1 + 1.89
Weak 13 415 + 129 10 4.5 + 125 3 30+ 344
<0.0001 <0.0001 0.6276
Moderate 135 539 + 04 84 542 + 043 48 544+ 0.86
Strong 61 557 o+ 059 35 569+ 0.67 25 548 + 119

" Mean + standard error of the mean

analyzed for BAP1 alterations so far. Reduced BAP1 to BAP1’s important involvement in DNA double
expression has been linked to poor prognosis and adverse strand breakage repair [37]. there is emerging evidence
tumor features in renal carcinoma [10-12], colorectal that BAPI can also promote tumor growth when it is
cancer [34]. gastric adenocarcinoma [35]. non-small overexpressed in particular molecular environments. For
cell lung cancer [8, 9], gall bladder cancer [13] and example, target genes of BAP1 deubiquitination include
uveal melanoma [16-18, 36]. These data suggest that mutant ATRX in myeloid neoplasms [25] and Kriippel-
BAPI may function differently in different tumor types. like factor 5 (KLF5) in basal-like breast cancers [24].
‘Whereas the tumor suppressive role has been attributed which both become stabilized by BAP1 and consequently
www.oncotarget.com 7103 Oncotarget
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accelerate tumor growth [24, 25]. That BAP1 interacts
with KLF5 is of potential interest. KLF5 is a hormone-
regulated gene in PCa and may have an oncogenic or
tumor suppressive role depending on posttranscriptional
modifications [38-40].

Our analysis of molecularly defined tumor
subgroups revealed that the prognostic impact of BAP1
was almost entirely driven by the ERG negative subset.
About 50 percent of PCa carry TMPRSS2:ERG fusions
[41. 42] leading to a constitutive overexpression of ERG
[28]. ERG overexpression by itself had no prognostic
relevance, at least in patients not receiving systemic
therapy [43]. However. ERG regulates more than 1,600
genes in prostate epithelial cells. Some proteins are
mitigated, others intensified. The substantially higher
BAP1 expression in ERG positive (30% with strong
BAPI positivity) than in ERG negative cancers (12% with
strong BAP1 positivity) provides strong in vive evidence
for an ERG-BAPI interaction. BAP1 may be directly
regulated by ERG, since analysis of the BAP1 promoter/
enhancer region using GeneHancer [44] indicates binding
sites for 179 transcription factors, including one for ETS
transcription factors such as ERG. A functional interaction
may also exist through BAP1’s binding partner BRCAL,
which contributes to the regulation of WNT-signaling
|45]. Activation of Wnt signaling ranks among to the
best-known consequences of ERG activation [41, 46, 47],
and it can be assumed that most factors involved in this
pathway undergo expression changes once ERG becomes
active.

That BAP1 expression didn’t change patient
outcome in the ERG positive subset argues for
circumstances related to the ERG specific cellular
microenvironment not only modifying BAP1 expression

levels but also impacting its biological effects. This
phenomenon has been observed in ecarlier studies,
in which various molecular features were observed
that were exclusively prognostic in ERG positive
(SOX9, [48]: AZGP1, [49]; HOOKS3, [50] or in ERG
negative cancers (YB-1. [51]. pl6. [52]. BCARI,
[53]). but not in both groups. As an alternative
explanation for the lack of prognostic impact of BAP1
in the ERG positive subsct. we cannot rule out that our
experimental set-up was more sensitive to expression
differences at the lower level (ERG negative subset) than
at the higher level (ERG positive subset). Irrespective
of the underlying mechanism, the selective prognostic
impact of BAP1 in ERG negative cancers demonstrate,
that the applicability (and perhaps thresholds) of
prognostic markers may depend on individual molecular
tumor features. This represents a challenge for the
development of biomarkers that. ideally are applicable
to every patient.

Other molecular markers with associations to
BAP1 up regulation included androgen receptor and the
Ki67 cell proliferation marker. The massive increase of
BAPI1 expression with AR expression strongly suggests
a functional interaction. This is supported by one in
vitro study showing that androgen signaling was among
the pathways that become deregulated in a cell line
model harboring an inactivating BAP1 mutation [54].
The massive increase of BAP1 expression with tumor
cell proliferation was expected, as BAP1 regulates cell
proliferation via deubiquitination of its target protein
host cell factor-1 (HCF1), which plays a critical role at
multiple stages of the cell cycle [55, 56]. That the impact
of BAPI on proliferation was much stronger in ERG
negative than in ERG positive cancer further supports the

1.0
0.9
5 0.8+
= =1
% 07+
8 064
% 05
5 044 BAPI
[+]
d | — i _
L 03] negative } P=0.8017
w 4
& pl T weak ] P=0.0002 P<0.0001
04 1 moderate :I P=0.0312
{—strong
010 e e e T —T—T—
0 12 24 3 48 60 72 84 9 108 120
At risk: menths
Negative 925 458 106
Weak 1158 579 173
Moderate 3965 1732 557
Strong 2616 1000 376

Figure 4: Kaplan-Meier analysis of PSA recurrence-free survival after prostatectomy and BAP1 staining.
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notion that ERG activation may interfere with functions
of BAPL.

The resulls of this study suggest that BAPI
expression may represent a useful marker in ERG
negative cancer. In this subset, BAP1 expression had a
significant impact, which was independent of established
prognostic paramcters, irrespective of whether all
available features or only preoperatively available
prognostic parameters were included into the analysis. It
should be noted. however, that its independent prognostic
relevance is nol the only important criterion for a
prognostic feature in PCa. Most established prognostic
parameters that are typically included into multivariate
analyses in PCa studies are statistically strong but suffer
from shortcomings in clinical practice. pT stage and
nodal status cannot be determined before the prostate

is surgically removed and therefore cannot be used for
preoperative therapeutic decision-making. Even in the
posloperalive situation, the detection rate of lymph node
metastasis is highly variable and greatly depends on the
extent of surgery and the pathological work-up of the
removed tissue [57]. Gleason grade, the most powerful
prognostic markcr available prcoperatively. suffers from
substantial intcrobserver variability, reaching up to 40%
in individual biopsies [38]. That BAP1 expression lacks
prognostic impact in cancers with identical quantitative
Gleason grade demonstrales (he slatistical power of
the quantitative Gleason grading system, however, it is
not universally applied and does not solve all issues of
interobscrver variability in PCa grading.

In summary, up rcgulation of BAP1 is associated
with adverse features, rapid cell proliferation and poor
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Figure 5: PSA recurrcnce-free survival after prostatectomy and BAP1 negative versus positive expression in subscts of the
ERG expression negative cohort defined by (A) the classical Gleason score categories and (B—H) the quantitative Gleason
score grades defined by the percentage of (B) <5%. (C) 6-10%. (D) 11-20%, (E) 21-30%. (F) 31-49 %, (G) 50-60%, and (H)
>61% Gleason 4 patterns, Dashed line shows the combined result of the respective Gleason category for reference.
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Table 5: Hazard ratios (95% confidence intervals) for biochemical relapse after prostatectomy of established risk
factors and BAP1 expression in prostate cancer, the ERG negative and positive subsets

Subset Model Scenario 4 Scenario 3 Scenario 2 Scenario 1
Variable Analyzable (N) 8.171 8.512 8,628 5,450
Total Gleasfon grade >4+4vs, <343 4.20 (3£9-4.77)
biopsy
oT stage Taovs Tle 192 (1542.38) 170 (1.37-2.11)
Preoperative 220 vs. <4 3.04 (2;19-4.46) 2.85 (2.3*6-3.44) 1.98 (l;i3-2.39) 1.80 (1;16-2,22)
PSA level
BAP1 Strong vs. 1.49 (1.27-1.77) 1.38 (1.17-1.63) 1.32(1.13-1.56) 1.45(1.21-1.76)
expression negative o - - o
Gleason grade  _ .o 130 (106-158)  6.56 (5.32-8.10)  5.57 (4.25-7.29)
prostatectomy
pT stage Tivs T2 3.06 (2;11 -346) 277 (2;-*1*0-3.21)
: 14 B 17
Rcs.cctlon R1vs RO 1._»)(1;%7 1.53) 125 (1;~1*2 1.39)
margin status
Nodal stage N+ vs. NO 146 (];2‘7-],67)
ERG neg. Analyzable (N) 3.962 4,104 4,144 2.681
BAP1 Strong vs. 1.71 (1.38-2.12) 1.53 (1.24-1.88) 1.45(1.18-1.79)  1.63 (1.28-2.08)
expression negative -
ERG pos. Analyzable (N) 3.194 3.355 3,414 2,192
BAP1 SUONgVS. 4 44 (0.92-2.45) 147 (0.942.50) 129(081-2.08) 124 (0.77-2.14)
expression negative

Scenario 4 combines preoperatively available parameter (Gleason score obtained on the original biopsy. clinical tumor
(cT) stage. and PSA level) with the postoperative BAP1 expression. In scenario 3 the Gleason at biopsy 1s replaced by the
Gleason obtained on radical prostatectomy. In scenario 2, ¢T-stage is superseded by pathological tumor (pT) stage and

surgical margin (R) status. In scenario 1 the lymph node (pN) stage is added. " p<0.05, ™ p<0.001, ™ p<0.0001

patient prognosis in PCa. BAP1 expression analysis may
have prognostic utility either alone or, more likely, in
combination with other biomarkers.

MATERIALS AND METHODS

Patients

The 17,747 patients had radical prostatectomy at
the Department of Urology and the Martini Clinic at the
University Medical Center Hamburg-Eppendorf between
1992 and 2015. Specimens were analyzed according to
a standard procedure [59]. Classical Gleason categories
and “quantitative” Gleason grading was performed

as described previously [58]. In brief, for quantitative
Gleason grading the percentage of Gleason 4 patterns
was recorded and the 3+4 and 4+3 cancers subdivided
in subgroups with = 5%, 6-10%. 11-20%, 21-30%, 31-
49%. respective 50-60%, 61-80% and > 80% Gleason 4
pattern. Follow-up for the time to PSA recurrence was
available for a total of 12,859 patients (median 48 months,
range: 1 to 276 months; Table 6). Prostate specific antigen
(PSA) levels were measured following surgery and PSA
recurrence was defined as a postoperative PSA of at least
0.2 ng/ml and increasing at subsequent measurements.
The TMA was manufactured as described earlier in
detail [60]. A corresponding TMA database contained
prior results on ERG expression, FR(G break apart FISH

www.oncotarget.com

7106

Oncotarget

13



Table 6 Pathological and clinical data of the arrayed prostate cancers

No. of patients (%)

Study cohort on TMA"

Biochemical relapse among
categories

Follow-up

N 14 464
?lf:foar?;fl?;edjan-lime to PSA recurrence 56.3/48.0
Age (y)

<50 433
51-59 4341
60-69 9977
=70 2936
Pretreatment PSA (ng/ml)

<4 21225
4-10 10 520
10-20 3662
=20 1231
pT stage (AJCC 2002)

pT2 11518
pT3a 3842
pT3b 2233
pT4 85
Gleason grade

<343 3570
3+4 9336
3+4 Tert.5 1697
443 2903
443 Tert.5 1187
>4+4 999
PN stage

pNO 10 636
pN+ 1255
Surgical margin

Negative 14297
Positive 3388

3612 (25%)

66 (15.2%)
839 (19.3%)
2073 (20.8%)
634 (21.6%)

313 (14.1%)
1 696 (16.1%)
1 043 (28.5%)
545 (44.3%)

1212 (10.5%)

1121 (29.2%)

1213 (54.3%)
63 (74.1%)

264 (7.4%)

1 436 (15.4%)
165 (9.7%)
683 (23.5%)
487 (41%)
531 (53.2%)

2243 (21.1%)
700 (55.8%)

2307
1304

" Numbers do not always add up to 17 747 in the different categories because of cases with missing data. Abbreviation:

AJCC, American Joint Committee on Cancer.
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analysis [43]. Ki67 labeling index (Ki67LI) data [61].
androgen receptor (AR) expression [28]. and deletion
status of 5q21 (CHDI) [62]. 6ql5 (MAP3K7) [63]. PTEN
(10g23) [64], 3p13 (FOXPI) [65]. The use of anonymized
diagnostic leftover tissues was in accordance with local
laws (HmbKHG. §12a) and approved by the local ethics
committee (Ethics Commission Hamburg, WF-049/09).
All work has been carried out in compliance with the
Helsinki Declaration.

Immunohistochemistry

Freshly cut TMA sections were immunostained
in on¢ experiment. Slides were deparaffinized and
exposed to 121°C in pH 7.8 Tris-EDTA buffer for 5
minutes. HPA028814 primary antibody specific for BAP1
(rabbit polyclonal antibody, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA, dilution 1:150) was applied at 37°C for
60 minutes. This antibody was validated by Western blot
and protein array in the human protein atlas [29, 66]. Of
note, the product was discontinued while manuscript was
under review. Bound antibody was visualized with the
EnVision Kit (Dako. Glostrup, Denmark) according to
the manufacturer’s directions. BAP1 staining was mainly
seen in the nucleus and typically paralleled by cytoplasmic
staining of lower intensity. Only nuclear staining was
scored in this study. As BAP1 typically stained the nucleus
in all (100%) tumor cells of a BAP1-positive tissue spot.
only the staining intensity was assessed on a four-step
scale: negative (0+), weak (1+), moderate (2+) and strong
(3+). Scoring was done at 100-200x magnifications by a
single pathologist.

Statistics

Contingency tables were analyzed with the chi*-test
to search for associations between molecular parameters
and tumor phenotype. Kaplan-Meier curves were
calculated and the log-rank test was applied to detect
differences between groups. Cox proportional hazards
regression analysis was performed to test for independence
and significance between pathological. molecular and
clinical variables. JMP 11 was applied (SAS Institute Inc..
NC, USA).
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2. Darstellung der Publikation

2.1 Einleitung

Das Prostatakarzinom ist die haufigste Tumorerkrankung des Mannes. Die Anzahl der
Neuerkrankungen steigt mit zunehmendem Alter, etwa ein Drittel der Todesfalle durch
Krebserkrankungen bei Mannern sind darauf zuriickzuflhren. Die Inzidenz der klinisch oft
lange inapparent verlaufenden Erkrankung hat in den letzten Jahren stetig zugenommen.
(1)

Durch die standige Verbesserung von Friherkennungsmal3nahmen, die unter anderem
eine klinische Untersuchung und die Bestimmung des Prostata-spezifischen Antigens
(PSA) enthalt, werden viele Prostatakarzinome in frihen Stadien entdeckt. Zur Diagnose-
sicherung und Prognosebeurteilung werden Biopsien gewonnen und histologisch beurteilt.
Die grofdte Rolle spielt dabei die Einteilung mit dem Gleason-Score. Aufgrund der Haufig-
keit der Erkrankung besteht jedoch eine hohe Wahrscheinlichkeit, stanzbioptisch ein Karzi-
nom zu sichern, das eventuell gar keine Symptome verursacht hatte. (2)

Zu den gangigen Therapieoptionen gehoren aul3er der radikalen Prostatektomie, die zu
einschneidenden Nebenwirkungen wie Inkontinenz und Impotenz fihren kann, ebenso Be-
strahlung und Hormontherapie, in Form einer Androgendeprivation. Um mogliche
schlechte Verlaufe abzuwenden, werden die meisten der diagnostizierten Tumorerkran-
kungen behandelt. Ziel der Forschung ist es deshalb, prazisere Methoden zur Prognose-
vorhersage eines Karzinoms zu entwickeln, um einerseits besonders aggressive Tumore
zuverlassig erkennen und therapieren zu kdnnen, andererseits Patienten mit relativ harm-

losen Erkrankungen potentiell schwerwiegende Nebenwirkungen zu ersparen.

BRCA-1-associated Protein 1 (BAP1) ist eine ubiquitar, aber Uberwiegend nuklear expri-
mierte Ubiquitin-Hydrolase mit Carboxylende (3). BAP1 gewann zunachst wegen seiner
Rolle als Tumorsuppressor bei Lungen- und Brustkrebs an Aufmerksamkeit und wurde da-
her nach seiner Interaktion mit dem BCRA1-Gen benannt (4). Seit seiner Entdeckung sind
verschiedene zellulare Prozesse identifiziert worden, die von BAP1 reguliert werden. Dazu
gehdren Zellzyklus, Zelldifferenzierung, Glukoneogenese, DNA-damage-response (5) und
Apoptose (6). Wichtige Interaktionspartner sind nuklear unter anderem die Transkriptions-
faktoren HCF1, Ying Yang1, FoxK1/K2 und ASXL1/2. Der Verlust des BAP1-Gens als so-
matische Mutation kann in verschiedenen Tumoren — wie nicht-kleinzelligen Lungentumo-

ren, Nierenzellkarzinomen, Brustkrebs, Mesotheliomen und Melanomen der Uvea — vor-
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kommen und ist dabei meistens durch Chromosomenaberration bedingt (3). BAP1-Gen-
mutationen konnen als Keimbahnmutation autosomal dominant vererbt werden und dann
zum BAP1-Tumor-Pradispositionssyndrom flhren. Dies ist mit einem hohen Risiko assozi-
iert, an Melanomen, Mesotheliomen, Nierenzelltumoren, Tumoren des ZNS, atypischen
Spitztumoren und vermutlich einem weiten Spektrum anderer Tumoren zu erkranken
(7);(3). Der Einfluss auf die Prognose durch Veranderungen von BAP1 geht in neueren
Studien in verschiedene Richtungen: Fur Patienten mit Melanomen und Nierenzellkarzino-
men wird ein schlechterer Krankheitsverlauf bei Verlust des Gens angenommen, wahrend
bei Mesotheliomen die vermehrte Expression von BAP1 mit einer eher unglnstigeren
Prognose in Zusammenhang gebracht wird (8); (9); (10). Es ist deswegen anzunehmen,
dass die prognostische Rolle der Mutation vom Gewebetyp abhangig ist und demnach se-
parate Untersuchungen der verschiedenen Tumorentitaten notwendig sind. Die Immunhis-
tochemie ist als schneller (und kostengunstiger) Weg etabliert, um die Expression von
BAP1 nachzuweisen. Fur das Nierenzellkarzinom und Melanome der Uvea liegen bereits
Daten vor, die die Relevanz dieses Verfahrens belegen (8); (11), wahrend fur das Prosta-
takarzinom bislang kaum Daten zu Expression und prognostischem Wert bezuglich BAP1

zur Verfugung stehen.

Um dies zu untersuchen, wurden 17747 Prostatakarzinome in einem Tissue Microarray
immunhistochemisch untersucht. Mit Hilfe einer ausgedehnten Datenbank wurde die Ex-
pression von BAP1 statistisch ausgewertet und mit Parametern wie Gleason-Score, Tu-
morstadium und PSA-Wert, sowie anderen molekularen Markern und der Patientenprog-

nose korreliert.

2.2 Material und Methoden
2.2.1 Patienten

Von 17747 Patienten, die zwischen 1992 und 2015 am UKE und der Martiniklinik
prostatektomiert wurden, waren Gewebepraparate vorhanden. Entsprechende Follow-up-

Daten existierten zu 12859 dieser Patienten. Das mediane Follow-up betrug 48 Monate.

2.2.2 Tissue Microarray

Bei der Tissue-Microarray-Methode kénnen bis zu 600 Gewebestanzen mit 0,6mm Durch-

messer aus verschiedenen Gewebeblécken enthommen und in einen Empfangerblock mit
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vorgefertigtem Muster Ubertragen werden. Die aus diesem Block mit Hilfe eines Mikrotoms
entstandenen Schnitte ermoglichen es dann, eine sehr grof3e Anzahl an Gewebeproben
auf einem Objekttrager zu untersuchen (12). Aus vorherigen Studien gab es Daten zum
ERG-Fusionsstatus, zu Ki67 (Ki67LIl), dem Androgenrezeptor (AR) und zu beim Prosta-
takarzinom relevanten Deletionen von 5qg21, 615, PTEN und 3p13.

2.2.3 Immunhistochemie

Mit immunhistochemischen Methoden kénnen Schnittpraparate auf das Vorhandensein
bestimmter Proteine untersucht werden. Dabei verwendet man Antikorper, die ein be-
stimmtes Epitop binden, sich detektieren lassen und proportional zur Zielstruktur vorhan-
den sind. Der in dieser Studie verwendete Antikorper ist HPA028814 (rabbit polyclonal an-
tibody, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA, dilution 1:150). Im Detail wird die Vorge-

hensweise in der beiliegenden Publikation beschrieben.

2.3 Ergebnisse

o 89,4% der 17747 Tumorgewebeproben waren auswertbar. Bei den restlichen 10,6%
lag kein Gewebe oder nicht ausreichend Tumorgewebe vor.

e Im gesunden Prostatagewebe fand sich keine bis mafRige nukleare Farbung mit
BAP1.

e Von 15857 interpretierbaren Prostatakarzinomen fand sich bei 62,3% eine nukleare
Farbung. Diese wurde bei 3,3% als schwach, bei 41,6% als maRig und bei 17,4%
als stark ausgepragt eingestuft. Wenn sowohl normales als auch krebsbefallenes
Gewebe vorhanden war, konnte in den meisten Fallen eine starkere Farbung mit
BAP1 im Tumorgewebe festgestellt werden. Nur in Einzelfallen lag der umgekehrte
Fall vor.

e Die Ergebnisse der Farbung mit BAP1 wurde mit dem ERG-Status, der sowohl mit
FISH als auch mit IHC untersucht wurde, verglichen. Eine Assoziation der BAP1-
Expression und dem Vorliegen von TMPRSS:ERG konnte nachgewiesen werden.
So war eine starke BAP1 Farbung bei 12-14% der ERG-negativen Tumoren und bei
30-32% der ERG-positiven Tumoren zu finden (jeweils p<0,0001).

e Eine starke Expression von BAP1 war bei ERG-negativen Tumoren mit einem un-
gunstigen Tumorphanotyp, unter anderen dem Tumorstadium, einem hohem

Gleason-Grad, Lymphknotenmetastasen (jeweils p<0,0001) und tumorbefallenen
21



Resektionsrandern (p=0,0019) assoziiert. Bei ERG-positiven Tumoren konnte kein
Zusammenhang festgestellt werden.

e Auch der Zusammenhang zwischen BAP1-Farbung mit der Zunahme des Zell-
wachstums (durch den Ki67 labeling index bestimmt) war abhangig vom ERG-Sta-
tus (s3+3, 3+4, 3+4 Tertiargrad 5, 4+3,4+4 jeweils p<0.0001 und 4+3 Tertiargrad 5;
p=<0.0057). Dies konnte unabhangig vom Gleason-Grad bei ERG-negativen Tumo-
ren festgestellt werden.

e Beiden 7151 vorliegenden Datensatzen fand sich eine starke BAP1-Expression nur
bei 2% der AR-negativen, aber bei 33% der AR-positiven Tumoren (p<0,0001). Die
Assoziation von Expression des Androgenrezeptors (AR) und BAP1 konnte sowonhl
bei ERG-positiven als auch bei ERG-negativen Tumoren nachgewiesen werden (je-
weils p<0,0001).

¢ In multivariaten Analysen konnte BAP1 als unabhangiger prognostischer Marker

beim ERG-negativen Prostatakarzinom identifiziert werden.

2.4 Diskussion

In dieser Studie zeigen wir, dass die Expression von BAP1 im Zellkern ein unabhangiger

Pradiktor fur eine schlechte Prognose bei ERG-negativen Prostatakarzinomen ist.

Bei 62% der untersuchten Prostatakarzinome konnte BAP1 immunhistochemisch im Zell-
kern nachgewiesen werden. Eine starke Farbung wurde bei 17,2% der Karzinome gefun-
den. Im gesunden Prostataepithel ist BAP1 unterschiedlich stark exprimiert, von gar nicht
bis moderat. Dass die Intensitat der Farbung in Krebszellen meist hoher lag, Iasst vermu-
ten, dass BAP1 wahrend der Tumorentwicklung Uberexprimiert wird. Bislang gibt es keine
vergleichbaren Studien zu BAP1 am Prostatakarzinom, jedoch finden sich im Human Pro-
tein Atlas (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000163930-BAP1/tissue/prostate) Bei-

spiele, die zu unseren Ergebnissen passen: Es finden sich sechs Proben mit gesundem

Prostatagewebe mit niedrig bis moderater Farbung und 23 Proben von Tumorgewebe, die
unterschiedlich starke Farbungen aufweisen, von gar keiner bis starker Farbung. Verwen-
det wurden hier zwei verschiedene Antikdrper, unter anderem auch der in unserer Studie
verwendete HPA028814 (12).

In unserer Studie konnte an einer Kohorte mit mehr als 15800 Patienten ein deutlicher Zu-
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sammenhang zwischen der Hochregulation von BAP1, dem Tumorphanotyp und dem Klini-
schen Verlauf dargestellt werden. Ahnliche Ergebnisse sind bereits bei Pleuramesothelio-
men bekannt, wo die vermehrte Expression von BAP1 mit aggressiveren Tumoren und
verkiirztem Uberleben der Patienten einhergeht (13), (14-17). Bei den meisten anderen
Tumorarten, die auf Veranderungen von BAP1 untersucht wurden, besteht jedoch der um-
gekehrte Zusammenhang. Im Speziellen wurde eine reduzierte Expression von BAP1 mit
einer schlechteren Prognose und unglinstigen Tumormerkmalen bei Nierenkarzinomen (8,
9, 18), kolorektalen Karzinomen (19), Adenokarzinomen des Magens (20), nicht-kleinzelli-
gen Lungenkarzinomen (21, 22), Gallenblasentumoren (23) und Melanomen der Uvea (11,
24-26) beschrieben. Diese Daten legen nahe, dass BAP1 verschiedene Rollen in verschie-
denen Tumoren erflllt. Wahrend BAP1 als Tumorsuppressor bei der Reparatur von DNA-
Strangen eine wichtige Rolle spielt (27), gibt es zunehmend Hinweise, dass Tumorwachs-
tum durch BAP1 bei Uberexpression in bestimmten molekularen Umfeldern beschleunigt
werden kann. Beispielsweise werden Gene von mutierten ATRX in myelodysplastischen
Syndromen (28) und Kruppel-like factor 5 (KLF5) in Basalzell-Brusttumoren (29) durch die
Deubiquitinierung durch BAP1 stabilisiert, so dass das Tumorwachstum beschleunigt wird
(28, 29). Die Interaktion von BAP1 mit KLF5 ist auch insofern von Interesse, als es sich
um ein hormonreguliertes Gen beim Prostatakarzinom handelt und mdglicherweise eine
onkogene oder tumorsuppressive Rolle, je nach posttranskriptionaler Modifikation, haben
kann (30-32).

In der Analyse von molekularen Tumoruntergruppen wurde gezeigt, dass der prognosti-
sche Wert von BAP1 fast ausschlie3lich durch die Gruppe der ERG-negativen Tumoren
zustande kommt. Etwa 50% der Prostatakarzinome haben ein TMPRSS2:ERG Fusions-
gen (33, 34), das zu einer vermehrten Expression von ERG fuhrt (35). Dies allein hat keine
prognostische Relevanz bei Patienten, die keine systemische Therapie erhalten (36). Aller-
dings reguliert ERG mehr als 1600 Gene in Epithelzellen der Prostata, so dass einige Pro-
teine in vermehrter oder verringerter Anzahl vorliegen. Die deutlich hdhere Expression von
BAP1 in ERG-positiven Tumoren (30% mit starker Positivitat) gegenuber ERG-negativen
Tumoren (12% starke Farbung) liefert deutliche Hinweise auf eine Interaktion von ERG
und BAP1. Eine direkte Regulation von BAP1 durch ERG ist denkbar, da in der Analyse
der Promoter-/Enhancer-Region von BAP1 mit GeneHancer-Bindungsstellen (37) fur 179
Transkriptionsfaktoren, unter anderem flr ETS-Transkriptionsfaktoren wie ERG, auftau-

chen. Auch eine funktionelle Interaktion mit BRCA1, das zur Regulation von WNT-Signalen
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(38) beitragt, ist denkbar, da die Aktivierung von WNT-Signalkaskaden eine der bekanntes-
ten Konsequenzen der Aktivierung von ERG ist (31, 33, 39). Es ist anzunehmen, dass die
meisten in dieser Kaskade involvierten Faktoren Veranderungen erfahren, wenn ERG aktiv

wird.

Da durch die Expression von BAP1 bei ERG-positiven Tumoren kein Einfluss auf den
Krankheitsverlauf gezeigt werden konnte, ist anzunehmen, dass die flir ERG spezifische
Umgebung nicht nur die Expression von BAP1, sondern auch seinen biologischen Effekt
beeinflusst. Dieses Phanomen konnte auch in fruheren Studien, in denen verschiedene
molekulare Eigenschaften untersucht wurden, beobachtet werden. So waren zum Beispiel
SOX9 (40), AZGP1 (41) und HOOKS (42) nur prognostisch relevant bei ERG-positiven Tu-
moren und YB-1 (43), p16 (44) und BCAR1 (45) nur bei ERG-negativen Tumoren. Als al-
ternative Erklarung kann nicht ausgeschlossen werden, dass unsere Untersuchungsme-
thode sensibler auf Unterschiede in der Expression bei niedrigeren Konzentrationen
(ERG-negative Gruppe) als bei héheren (ERG-positive Gruppe) reagiert. Unabhangig vom
tatsachlichen Mechanismus zeigt der selektiv vorhandene prognostische Wert von BAP1
bei ERG-negativen Tumoren, dass die Verwendbarkeit (und vielleicht der Schwellenwert)
von prognostischen Marken von individuellen molekularen Eigenschaften des Tumors ab-
hangen kdnnte. Daraus ergeben sich fir die Entwicklung von Biomarkern Schwierigkeiten,

da diese idealerweise fur alle Patienten verwendbar sein sollen.

Ebenfalls assoziiert mit der Hochregulierung von BAP1 waren der Androgenrezeptor und
Ki67 als Marker fir Wachstumsgeschwindigkeit. Eine funktionelle Interaktion von BAP1 mit
dem AR wird durch die deutliche Zunahme der Expression des einen mit dem jeweils an-
deren nahegelegt. Eine in-vitro-Studie, bei der die Signalkaskade von Androgenen in einer
Tumorzelllinie mit inaktiviertem BAP1 dereguliert wurde, unterstitzt diese Vermutung (46).
Eine Zunahme der BAP1-Expression mit Tumorzellproliferation war erwartbar, da BAP1
mit Deubiquitinierung auch den Host Cell Factor-1 (HCF-1), der eine wichtige Rolle an ver-
schiedenen Stellen des Zellzyklus spielt (47, 48), beeinflusst. Dieser Effekt war bei ERG-
negativen Tumoren ebenfalls deutlich ausgepragter als in ERG-positiven, so dass die Ver-
anderung der Funktion von BAP1 durch Aktivitat von ERG weiter wahrscheinlicher wird.

Die Ergebnisse dieser Studie bieten Hinweise, dass die Expression von BAP1 einen hilf-
reichen prognostischen Marker fur ERG-negative Tumoren darstellen kdonnte. In dieser
Gruppe hatte BAP1 einen signifikanten prognostischen Effekt unabhangig von bislang
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etablierten prognostischen Markern und auch davon, ob diese Parameter praoperativ vor-
lagen oder nicht. Jedoch gilt zu beachten, dass die statistische Unabhangigkeit der prog-
nostischen Relevanz nicht das einzige wichtige Kriterium fir die Nutzlichkeit des Progno-
semarkers beim Prostatakarzinom darstellt. Die meisten bisher verwendeten prognosti-
schen Parameter, die typischerweise in multivariaten Analysen verglichen werden, sind
zwar statistisch Uberzeugend, jedoch gestaltet sich die klinische Praxis oft schwierig. Das
Tumorstadium und der Lymphknotenstatus kdnnen nicht vor der chirurgischen Entfernung
der Prostata bestimmt und daher nicht fur praoperative Therapieplanung genutzt werden.
Selbst nach Entnahme von Lymphknoten ist die korrekte Erkennung von Metastasen
schwierig, da sich hier je nach Menge von chirurgisch enthommenem Material und patho-
logischer Aufbereitung des Gewebes grol3e Unterschiede ergeben (49). Der Gleason-
Grad, der derzeit aussagekraftigste prognostische Marker, hangt vor allem von der indivi-
duellen Bewertung durch den Untersucher ab. Die Variabilitdt durch unterschiedliche Be-
trachter betragt bei Biopsien bis zu 40% (50). Dass die BAP1-Expression wenig prognosti-
schen Wert bei Tumoren mit gleichem quantitativem Gleason-Grad hat, zeigt, dass die
morphologische Beurteilung von Prostatakarzinomen eine ausgezeichnete Prognoseab-

schatzung erlaubt, was jedoch das Problem der Interobserver-Variabilitat nicht 16st.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Hochregulation von BAP1 mit negativen
Tumoreigenschaften, rascherer Zellteilung und schlechter Prognose fur Patienten mit
Prostatakarzinom assoziiert ist. Die Analyse der Expression von BAP1 kann allein, aber
mit noch grélerer Zuverlassigkeit in Kombination mit anderen Biomarkern zur Prognose-

abschatzung verwendet werden.

2.5 Zusammenfassung

Der Verlust des mutmaflichen Tumorsuppressors BAP1 kann bei vielen Krebserkrankun-
gen ein Hinweis auf eine schlechte Prognose sein, jedoch umgekehrt bei anderen Krebs-
arten auf verbesserte Uberlebenschancen hinweisen. Studien zur Expression und prog-
nostischem Wert von BAP1 beim Prostatakarzinom gibt es bislang nicht. Anhand eines
Tissue Microarrays von 17747 einzelnen Prostatakarzinomen, zu denen umfassende Da-
ten zu Pathologie, Klinik und molekulare Daten vorlagen, haben wir immunhistochemisch
die Expression von BAP1 untersucht. Dabei fiel eine Hochregulation der Expression des
Gens in Krebszellen auffallig oft im Vergleich zu umliegendem normalem Prostatagewebe

auf. Von den 15857 der krebsbefallenen Gewebeproben waren in der Immunhistochemie
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3,3% schwach, 41,6% moderat und 17,4% stark angefarbt. Eine starke Farbung war mit
einem weit fortgeschrittenen Krebsstadium (p<0.0001), einem hohen klassischen und
quantitativen Gleason-Grad (p<0.0001), Lymphknotenmetastasen (p<0.0001), positiven
Operationsrandern (p=0.0019) und einem frihzeitigen biochemisch nachweisbaren Ruck-
fall (p<0.0001) assoziiert. Es konnte eine Verbindung der Intensitat der Farbung mit BAP1
zu Krebstypen mit dem ERG Fusionsgen hergestellt werden, da starke Farbung bei 12%
der ERG-negativen, jedoch bei 30% der ERG-positiven Tumoren nachgewiesen werden
konnte (p<0.0001). In einer Teilanalyse von 5415 Tumorgeweben mit und 4217 ohne
TMPRSS2:ERG Fusion konnte gezeigt werden, dass der Zusammenhang mit Tumorpha-
notyp und Prognose der Patienten hauptsachlich durch die Gruppe der ERG-negativen Tu-
moren zustande kommt. In einem multivarianten Analyseverfahren wurde deutlich, dass
der prognostische Wert unabhangig von etablierten prognostischen Faktoren bei ERG-ne-
gativen (p<0.001), aber nicht bei ERG-positiven Tumoren war. Es ergab sich zudem ein
Zusammenhang zwischen der Expression von BAP1 und der des Androgenrezeptors
(AR): Nur 2% der AR-negativen, aber 33% der stark AR exprimierenden Tumoren zeigten
eine starke Expression von BAP1 (p>0.0001). Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass

die Hochregulation von BAP1 mit aggressiverem Prostatakrebs zusammenhangt.

2.6 Abstract

Loss of the putative tumor suppressor BAP1 is a candidate biomarker for adverse progno-
sis in many cancer types, but conversely for improved survival in others. Studies on the
expression and prognostic role of BAP1 in prostate cancer are currently lacking. We used
a tissue microarray of 17,747 individual prostate cancer samples linked with comprehen-
sive pathological, clinical and molecular data and studied the immunohistochemical ex-
pression of BAP1. BAP1 expression was typically up regulated in cancers as compared to
adjacent normal prostatic glands. In 15,857 cancers, BAP1 staining was weak in 3.3%,
moderate in 41.6% and strong in 17.4%. Strong BAP1 staining was associated with ad-
vanced tumor stage (p<0.0001), high classical and quantitative Gleason grade (p<0.0001),
lymph node metastasis (p<0.0001), a positive surgical margin (p=0.0019) and early bio-
chemical recurrence (p<0.0001). BAP1 expression was linked to ERG-fusion type cancers,
with strong BAP1 staining in 12% of ERG-negative, but 30% of ERG-positive cancers
(p<0.0001). Subset analyses in 5,415 cancers with and 4,217 cancers without
TMPRSS2:ERG fusion revealed that these associations with tumor phenotype and patient

outcome were largely driven by the subset of ERG-negative tumors. Multivariate analysis
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revealed that the prognostic impact was independent of established prognostic features in
ERG-negative p<0.001) but not in ERG-positive cancers. BAP1 expression was further
linked to androgen receptor (AR) expression: Only 2% of AR-negative, but 33% of strongly
AR expressing cancers had strong BAP1 expression (p<0.0001). In conclusion, this study
shows that BAP1 up regulation is linked to prostate cancer progression and aggressive-

ness.
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3. Abkurzungsverzeichnis

AR

ATRX
BAP1
BRCA1
ERG
PTEN
PSA

TMA
TMPRSS2
IHC

Androgenrezeptor

Alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked
BCRA1-associated protein1

Breast-cancer type 1 susceptibility protein

ETS (Erythroblast transformation-specific) related gene
Phosphatase and tensin homolog

Prostate specific Antigen

Tissue Microarray

Transmembrane protease serine 2 Enzym

Immunhistochemie
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