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Abstract

unknown.

containing 17,747 prostate cancers.

Background: Microtubule-associated protein Tau (MAPT) overexpression has been linked to poor prognosis and
decreased response to taxane-based therapies in several cancer types, but its relevance in prostate cancer is

Methods: In this study, MAPT expression was analyzed by immunohistochemistry on a tissue microarray

Results: MAPT was absent in normal prostate epithelial cells but detectable in 1004 (8.2%) of 12,313 interpretable
cancers. Its expression was associated with advanced tumor stage, high Gleason grade, positive lymph nodes, and early
biochemical recurrence (p < 0.0001 each). For example, MAPT was found in 3.6% of 2072 Gleason <3 + 3 cancers but in
14.4% of 704 Gleason >4 + 4 cancers. High-level MAPT staining was also linked to TMPRSS2:ERG fusions (p < 0.0001).
MAPT staining was seen in 15.2 and 16% of cancers with TMPRSS2:ERG fusion detected by immunohistochemistry and
fluorescence in-situ hybridization, but in only 3.5 and 3.9% of cancers without ERG staining or £RG rearrangements.
Moreover, an association was found between MAPT expression and PTEN deletions, with 19% MAPT positivity in 948
PTEN deleted cancers but only 7% MAPT positivity in 3895 tumors with normal PTEN copy numbers (p < 0.0001).
Multivariate analysis revealed that the prognostic value of MAPT was independent from established parameters.
Conventional large section analyses showed intratumoral MAPT heterogeneity in all three analyzed cancers.

Conclusions: The results of our study identify MAPT, as a moderate prognostic marker in prostate cancer, whose
clinical impact, however, may be limited due to the rarity and heterogeneity of its expression.

Keywords: MAPT, Tau, ERG, PTEN, Deletion, Prostate cancer

Background

In men with Western lifestyle the most prevalent cancer
is prostate cancer [1]. Although most cancers show an
indolent course, the disease still represents the third
most common cause of cancer related death in men.
Therefore a specific and sensitive prediction of aggressive
forms is warranted to improve decision-making [2, 3]. At
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present Gleason grade and tumor extent on biopsies, pre-
operative prostate-specific antigen (PSA), and clinical
stage are established pretreatment prognostic parameters.
These parameters are statistically powerful but not suffi-
ciently reliable for optimal individual outcome prediction.
For example the Gleason grade suffers from substantial
interobserver variation [4]. Therefore the identification of
new clinically applicable molecular markers may enable a
more reliable prediction of prostate cancer aggressiveness
in the future.

MAPT facilitates tubulin assembly and microtubule
stabilization [5]. MAPT is mainly expressed in neuronal
axons and glial cell cytoplasm, but is also present in
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various non-neuronal cells including lymphocytes, epi-
thelial and glandular cells [5-8]. Aberrant expression of
MAPT has been reported for many cancer types such as
gastric, breast, and colorectal cancer [9-12], and has
been linked to adverse tumor features and poor progno-
sis in some of them [12]. Little is known about the role
of MAPT in prostate cancer. Only a few studies demon-
strated MAPT expression in prostate cancer cell lines
and in clinical samples but did not attempt to link MAPT
expression to clinical features of the disease [13—15]. How-
ever, MAPT might be of interest in prostate cancer since
overexpression has been found to represent a prognostic
marker in several cancers [12, 16, 17]. MAPT overexpres-
sion has also been linked to resistance to taxane-based ther-
apies in various other cancer types [10-12, 18]. To date,
taxanes are the most important cytotoxic agents for ad-
vanced and hormone-refractory prostate cancer [19-21].
Here, we employed a large - more than 17,000 prostate
cancers - and highly annotated tissue microarray (TMA)
to elucidate the role of MAPT expression in this disease.

Methods

Patients

The 17,747 patients had radical prostatectomy between
1992 and 2014 at the University Medical Center
Hamburg-Eppendorf (Department of Urology and the
Martini Clinics). Follow-up was available for 14,464
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patients with a median follow-up of 48 months (range: 1
to 275 months; Table S1). PSA recurrence was defined as
a postoperative PSA of 0.2 ng/ml and increasing in sub-
sequent measurements. Histological analysis was done
by a standard method [22]. Quantitative Gleason grading
was performed using the percentage of Gleason 4 and
tertiary Gleason 5 patterns as described before [23]. The
TMA spot size was 0.6 mm and each TMA had internal
controls with normal prostate tissue [24, 25]. The highly
annotated TMA contained data on ERG expression [26],
ERG break apart fluorescence in situ hybridization
(FISH) [27] and deletion status of 5q21 (CHDI) [28],
6ql5 (MAP3K?7) [29], 10q23 (PTEN) [30]) and 3pl3
(FOXPI) [31]) cancers.

Immunohistochemistry (IHC)

Freshly cut TMA sections were stained the same day
and in one experiment. Slides were deparaffinized and
exposed to heat-induced antigen retrieval for 5 min in an
autoclave at 121 °C in pH 7.8 Tris-EDTA-citrate buffer. Pri-
mary antibody specific for MAPT (mouse monoclonal anti-
body, clone 2B2.100, Biomol GmbH, Germany; cat#T1029;
dilution 1:450) was applied at 37 °C for 60 min. Bound anti-
body was visualized with the EnVision Kit (Dako, Glostrup,
Denmark) according to the manufacturer’s directions.
MAPT staining was found in the cytoplasm of cells. In
MAPT positive cancers, staining was mostly seen in all

Fig. 1 Representative images of (a) negative, (b) low, (c) high and (d) heterogeneous microtubule-associated protein Tau (MAPT) staining in
prostate cancer at 100x and 400x (inset) magnification; original spot size was 600 um
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(100%) tumor cells. Accordingly, the average staining inten-
sity in prostate cancer cells was recorded in three categories
as negative (no detectable staining), low and high staining
(Fig. 1).

Statistical analysis

Contingency tables and the chi-square test were com-
puted to study association between MAPT expression
and clinico-pathological variables. Kaplan-Meier analysis
and the log-rank test were employed with PSA recur-
rence as the endpoint. Cox proportional hazards were
calculated in a uni- and a multivariate model to test for
independence and significance of the variables. JMP 12
(SAS Institute Inc., NC, USA) was used.

Results

A total of 12,313 (69%) of tumor samples were interpret-
able. Reason for non-informative cases (5434 spots; 31%)
included lack of tissue samples or absence of unequivo-
cal cancer tissue in the TMA spot. Normal prostate tis-
sues showed no staining. In tumors, MAPT staining was
seen in 8.2% (1004 / 12,313) samples and was considered
low in 7.1% and high in 1.1% of cancers. Typical pictures
of MAPT immunostaining are given in Fig. 1. Because
heterogeneous findings were occasionally seen in TMA
spots (Fig. 1d), three cancers with high MAPT expression
were selected for analysis of intratumoral heterogeneity.
In these cases, additional IHC analysis was done on con-
ventional large sections of all available tumor-containing
tissue blocks. Ten slides per cancer were analyzed. All
cancers showed distinct areas with and without MAPT
staining.

Association with TMIPRSS2:ERG fusion status and ERG
protein expression

MAPT staining and TMPRSS2:ERG fusion status by
FISH were available from 5028 and by IHC from 7500
cases. In 96% (4644/4849) of the cases ERG FISH and
IHC results were concordant. MAPT staining was linked
to TMPRSS2:ERG rearrangement and ERG positivity
(Additional file 1: Figure S1).

Association with tumor phenotype and PSA recurrence

MAPT expression levels were significantly associated
with advanced tumor stage, high Gleason grade, positive
nodal stage, and positive resection margin (p <0.0011
each, Table 1). These associations held also true in the
subsets of ERG negative and ERG positive cancers, al-
though not all p values remained significant probably due
to the overall small numbers of MAPT positive cancers
(Additional file 1: Table S2 and S3). High MAPT expres-
sion levels were also associated with a higher risk for bio-
chemical recurrence in all cancers and in the subsets of
ERG positive and ERG negative cancers (p < 0.0001 each,
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Table 1 Association between microtubule-associated protein
Tau (MAPT) staining and prostate cancer phenotype

MAPT (%)
Parameter N Negative Low High P
All cancers 12,313 91.8 7.1 1.1
Tumor stage
pT2 7764 94.2 52 0.6 <0.0001
pT3a 2809 889 96 1.5
pT3b-pT4 1688 857 M7 26
Gleason grade
<3+3 2072 96.4 33 03 <0.0001
3+4 6702 926 6.7 0.8
3+4 Tertiary 5 614 91.0 8.1 0.8
4+3 1257 88.5 9.7 1.8
4+ 3 Tertiary 5 925 86.3 109 28
24+4 704 85.5 116 28
Lymph node metastasis
NO 7604 913 75 1.2 <0.0001
N+ 943 859 1.7 24
Preoperative PSA level (ng/ml)
<4 1418 89.6 89 1.6 0.0506
4-10 7278 923 6.7 1.0
10-20 2629 918 7.2 1.0
>20 918 918 73 0.9
Surgical margin
Negative 9733 923 6.7 1.0 0.0011
Positive 2536 90.0 86 13

Fig. 2). To further validate the prognostic power of
MAPT, we tested within subsets of identical classical and
quantitative Gleason score. In line with the Cox hazard ra-
tio analysis (Additional file 1: Table S4), MAPT staining
provided prognostic information beyond the Gleason
score in subsets defined by an identical traditional Gleason
score (Fig. 3a) and in the subgroup with 50-60% Gleason
4 pattern (Fig. 3g) defined by the quantitative Gleason
score (Fig. 3b-h).

Association with other key genomic deletions

Previous studies showed that prostate cancers could be
grouped by various somatic mutations including
TMPRSS2:ERG fusions and PTEN, 3p13, 5q21 and 6q15
genomic deletions. These alterations are of interest be-
cause they are linked to poor prognosis and either to the
ERG-fusion positive (PTEN, 3p) or the ERG-fusion nega-
tive subset (5q, 6q). A comparison of MAPT expression
levels with these deletions revealed a significant associ-
ation between high MAPT expression and PTEN deletions
irrespectively of the ERG status (p < 0.0001, Fig. 4). MAPT
expression was largely unrelated to other deletions.
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Fig. 2 Association between microtubule-associated protein Tau (MAPT) expression and prostate specific antigen (PSA) recurrence in (a) all
cancers, (b) the TMPRSS2:ERG negative and (c) the TMPRSS2:ERG positive subset

months

Multivariate analysis

Four different scenarios were performed evaluating the
clinical relevance of MAPT expression (Table 2). For ex-
ample the preoperative scenario 4 included the Gleason
grade obtained on the original biopsy, the PSA level, the
cT stage and the MAPT expression. MAPT proved to be
an independent prognostic parameter in all four scenarios
when all tumors were analyzed (p < 0.0001 each, Table 2).
This held also true for ERG negative and ERG positive
cancers (p <0.02, Table 2). The hazard ratios for PSA
recurrence-free survival after prostatectomy for the uni-
variate and multivariate model of the established pre-
operative prognostic parameters and MAPT expression
(scenario 4) are shown in the Table S4. MAPT expression
was an equally strong prognostic marker as the other
known preoperative prognostic markers in both analyses.

Discussion

The results of our study identify MAPT overexpression
as a moderate prognostic feature occurring in a relatively
small subset of prostate cancers.

In this study, detectable MAPT expression was seen in
about 8% of prostate cancers whereas normal prostate
tissues remained negative under the selected experimental
conditions. Only one study has analyzed MAPT expression

by IHC in prostate cancer before. Cirak et al. reported 23%
MAPT positive cases in a series of 30 prostate cancers [13].
It is well possible, that the large section approach of Cirak
et al. lead to a higher detection rate of tumors with a het-
erogeneous MAPT expression. Our data indeed suggest
that MAPT expression might be heterogeneous in a con-
siderable fraction of tumors. Clear-cut heterogeneity was
even found in some TMA spots (Fig. 1d) and a thorough
analysis of all cancer-containing tissue blocks of three of
our cancers with high MAPT expression on TMA spots al-
ways revealed both MAPT positive and MAPT negative
cancer areas. Such heterogeneity represents a limitation for
TMA studies analyzing only single spots per tumor.

MAPT overexpression was associated with to unfavor-
able tumor phenotype and early biochemical recurrence
in this study (p <0.0001 each). The independent prog-
nostic impact of MAPT overexpression from established
prognostic parameters and the difference in the five-year
recurrence rate of more than 20% between patients with
and without detectable MAPT expression argues for a
potential clinical relevance of this molecular feature. A
similarly strong prognostic role has recently been de-
scribed for aberrant BIII-tubulin (TUBB3) expression in
prostate cancer. TUBB3 is a microtubule protein, which
is normally expressed in cells of neuronal origin but
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Table 2 Multivariate analyses including microtubule-associated protein Tau (MAPT) expression in all cancers, the ERG negative and

ERG positive subset

P for PSA recurrence-free survival after prostatectomy

Subset  Scenario® N Preoperative  pT-stage cT-stage Gleason prostatectomy  Gleason biopsy pN-stage R-status ~ MAPT-expression
PSA-level
All cancers
1 6467 < 0.0001 <00001 - <0.0001 - <0.0001 <0.0001 <0.0001
2 9690 < 0.0001 <00001 - <0.0001 - - <0.0001 <0.0001
3 9545 < 0.0001 - <0.0001 <0.0001 - - - <0.0001
4 8146  <0.0001 - <0.0001 - <0.0001 - - <0.0001
ERG-negative
1 2541 00215 <00001 - <0.0001 - 0.0005 0.0601 0.0195
2 3873 00013 <00001 - <0.0001 - - <0.0001 0.0180
3 3833 <0.0001 - <0.0001 <0.0001 - - - 0.0013
4 3779 < 0.0001 - <00001 - <0.0001 - - < 0.0001
ERG-positive
1 1900  0.0005 <00001 - <0.0001 - 0.0145 00010 00122
2 2995 <0.0001 <00001 - <0.0001 - - <0.0001 0.0185
3 2944 <0.0001 - <0.0001 <0.0001 - - - 00115
4 2900 < 0.0001 - <0.0001 - <0.0001 - - 0.0003

#Scenario 4 combines preoperatively available parameters (preoperative PSA, clinical tumor (cT) stage, and Gleason grade obtained on the original biopsy) with
the postoperative MAPT expression. In scenario 3 the biopsy Gleason is replaced by the Gleason grade obtained on radical prostatectomy. In scenario 2 cT stage
is superseeded by pathological tumor (pT) stage and surgical margin (R) status. In scenario 1 the lymph node (pN) stage is added

not in prostate epithelium [32]. Overall, the striking
prognostic impact of the expression of proteins influen-
cing structure and maintenance of microtubules sug-
gest a considerable impact of composition and function
of the cytoskeleton on the behavior of cancer cells.

The extensive molecular database attached to our
TMA allowed us to further study the role of MAPT
expression in prostate cancer and to search for possible
interactions. About 50% of prostate cancers carry gene
fusions linking the androgen-regulated TMPRSS2 with
the transcription factor ERG [26, 33]. As a result of this
rearrangement, ERG becomes androgen regulated and
massively overexpressed. Our data demonstrate strik-
ingly higher MAPT expression levels in ERG positive
than in ERG negative cancers. This finding is consistent
with data suggesting that ERG may have a regulatory
role in microtubule dynamics [17, 34] and that ERG can
even destabilize microtubules by binding soluble tubulin
in the cytoplasm [35]. The exact molecular mechanism
for this is unknown. According to the eukaryotic pro-
moter database [36] MAPT is not a direct target of the
ERG transcription factor. It is possible, however, that
ERG has an indirect impact on MAPT transcription
through at least one of its more than 1600 target genes
[37-39]. Our comparison of MAPT expression with fre-
quent genomic deletions identified PTEN as the only
deletion linked to high MAPT expression. This fits well

to earlier work in neurodegenerative diseases reporting
that PTEN can affect MAPT phosphorylation, aggrega-
tion or it’s binding to microtubules [40, 41].

The existing data suggest a general role of MAPT protein
in cancer. High rates of MAPT positivity have been re-
ported from several other important cancer types including
43-52% in breast cancer [16, 42, 43], 63—74% in ovarian
cancer [12, 44], and 55-70% in gastric cancer [11, 45, 46].
The clinical and prognostic value of MAPT may greatly de-
pend on the tumor type. For example, high MAPT protein
expression level has been linked to good prognosis in breast
cancer [47], but to poor prognosis in ovarian cancer [12]. It
is unknown why MAPT exerts a different impact on tumor
cell aggressiveness in different cancer types. As the micro-
tubule composition varies between cell types, it may be
speculated that MAPT induced modifications of the micro-
tubule dynamics may have a diverse impact on cell behavior
depending on the tissue of origin. It is also known that
MAPT interacts with other cancer related proteins and
pathways. For example, it has been shown that MAPT can
cooperate with various growth related kinases such PI3K,
Fyn, cSrc, and Fgr [14, 48, 49]. Such kinases may have a dif-
ferent role in different cell types. Moreover, MAPT interac-
tions depend on its phosphorylation status. Substantial
differences in cell lines derived from prostate and brain
cancers suggest that MAPT phosphorylation might strongly
depend on the tumor type [14, 50-52].
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In several tumor types, MAPT has been suggested to
represent a potential predictive marker in patients
treated with taxanes [12, 46, 53-57]. MAPT competes
with taxanes for the same binding site at the microtu-
bules. Although MAPT stabilizes microtubules in the
same way as paclitaxel, its binding is more reversible
[18]. Consequently, overexpression of MAPT has been
suggested to render microtubules insensitive to pacli-
taxel therapy [18, 58, 59]. In prostate cancer, taxanes are
the most important cytotoxic agents for advanced meta-
static disease. However, response rates in clinical studies
(measured as a 50% decline of PSA) are about 45-50%
[60]. It would be interesting to study the relationship be-
tween expression of proteins related to the microtubules
system - such as MAPT and TUBB3 - and response to
taxanes in prostate cancer in clinical trials.

Conclusions

MAPT expression is a moderate and independent prog-
nostic factor in prostate cancer, which is particularly
linked to PTEN-deleted cancers. Heterogeneity of ex-
pression within tumors may limit the practical use of
MAPT measurement in clinical practice, however.
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type in ERG fusion positive tumors. Table S4. Cox proportional hazards for
PSA recurrence-free survival after prostatectomy of established preoperative
prognostic parameter and MAPT expression. Figure S1. Association
between positive microtubule-associated protein Tau (MAPT) staining and
ERG status (IHC/FISH) in all cancers. (PDF 231 kb)
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Table S1 Pathological and clinical data of the arrayed prostate cancers

Study cohort on TMA

Biochemical relapse among

(n=17 747) category

Follow-up 14 464 3612 (25%)
Mean/ median (month) 56.3/48.0 -

Age (y)

<50 433 66 (15%)
51-59 4341 839 (19%)
60-69 9977 2073 (21%)
>70 2936 634 (22%)
Pretreatment PSA (ng/ml)

<4 2225 313 (14%)
4-10 10 520 1 696 (16%)
10-20 3662 1 043 (29%)
>20 1231 545 (44%)
pT stage (AJCC 2002)

pT2 11518 1212 (11%)
pT3a 3842 1121 (29%)
pT3b 2233 1213 (54%)
pT4 85 63 (74%)
Gleason grade

<3+3 3570 264 (7%)
3+4 9336 1436 (15%)
3+4 Tertiary 5 1697 165 (10%)
4+3 2903 683 (24%)
4+3 Tertiary 5 1187 487 (41%)
>4+4 999 531 (53%)
Nodal (pN) stage

pNO 10 636 2 243 (21%)
pN+ 1255 700 (56%)
Surgical margin (R) status

Negative 14 297 2307 (16%)
Positive 3388 1304 (39%)

NOTE: 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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Table S2 Association between microtubule-associated protein Tau (MAPT) staining results and
prostate cancer phenotype in ERG fusion negative tumors

Tau
Parameter n evaluable negative (%) low (%) high (%) p value
All cancers 4,207 96.5 33 0.2
Tumor stage
pT2 2,792 97.9 1.9 0.1
pT3a 864 948 52 0.0 <0.0001
pT3b-pT4 538 91.8 7.4 0.7
Gleason grade
<3+3 794 98.5 14 0.1
3+4 2,242 97.4 26 0.0
3+4 Tert.5 199 95.0 5.0 0.0 <0.0001
4+3 465 94.0 5.8 0.2
4+3 Tert.5 267 93.3 6.0 0.7
24+4 237 91.6 72 1.3
Lymph node
metastasis
NO 2,498 95.8 4.0 0.2 0.0719
N+ 249 92.8 6.4 0.8
Preop. PSA level
(ng/ml)
<4 418 93.5 5.7 0.7
4-10 2,485 96.9 29 0.2 0.0005
10-20 933 97.5 25 0.0
>20 347 94.2 5.8 0.0
Surgical margin
negative 3,321 96.7 31 0.2 0.3312
positive 874 95.7 4.1 0.2
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Table S3 Association between microtubule-associated protein Tau (MAPT) staining results and
prostate cancer phenotype in ERG fusion positive tumors

Tau
Parameter n evaluable negative (%) low (%) high (%) p value
All cancers 3,293 84.8 134 1.8
Tumor stage
pT2 1,950 87.7 11.2 1.1
pT3a 884 81.7 162 2.1 <0.0001
pT3b-pT4 447 785 174 4.0
Gleason grade
<3+3 644 93.0 6.4 0.6
3+4 1,901 85.7 13.0 1.2
3+4 Tert.5 102 75.5 216 29 <0.0001
4+3 323 771 19.5 34
4+3 Tert.5 189 741 19.6 6.3
24+4 131 733 229 38
Lymph node
metastasis
NO 1,871 825 15.2 23 0.3988
N+ 211 78.7 18.5 28
Preop. PSA level
(ng/ml)
<4 451 83.1 144 24
4-10 2,030 86.1 12.3 1.6 0.2247
10-20 589 81.8 16.1 2.0
>20 198 84.8 13.6 1.5
Surgical margin
negative 2,548 85.6 12.8 17 0.114
positive 732 824 15.6 2.0
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Table S4 Cox proportional hazards for PSA recurrence-free survival after prostatectomy of

established preoperative prognostic parameter and MAPT expression

Univariate analysis

Multivariate analysis

Variable
Gleason grade biopsy
3+4 vs. <343
4+3 vs. 3+4
>4+4 vs. 4+3
cT-stage
T3avs. Tlc

Preoperative PSA-level (ng/nl)

4-10 vs. <4
10-20 vs. 4-10
>20 vs. 10-20
MAPT expression
Positive vs. negative

Strong vs. negative

2.20 (2.00-2.41) ***
1.85 (1.66-2.05) ***

1.48 (1.32-1.66) ***

2.16 (1.73-2.66) ***

1.26 (1.12-1.42) **

2.08 (1.93-2.25) ***

1.95 (1.76-2.16)***

1.78 (1.58-2.01) ***

2.68 (1.94-3.57)%**

1.79 (1.59-2.00) ***
1.74 (1.54-1.97) ***

1.33 (1.17-1.53) ***

1.49 (1.12-1.94) *

1.33 (1.13-1.57) **

1.58 (1.42-1.75) ***

1.63 (1.42-1.86) ***

1.49 (1.29-1.70) ***

Confidence interval (95%) in brackets; asterisk indicate significance level: * p<0.05, ** p<0.001,

##% p<0.0001.
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Fig. S1 Association between positive microtubule-associated protein Tau (MAPT) staining and
ERG status (IHC/FISH) in all cancers.
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IL. Darstellung der Publikation
1.0 Einleitung

Das Prostatakarzinom ist bei Médnnern mit westlichen Lebensstil die am héaufigsten
diagnostizierte Krebsart [1]. Mit schitzungsweise 58.780 Neuerkrankungen im Jahr
2016 ist das Prostatakarzinom die haufigste Tumorerkrankung des Mannes in
Deutschland. Die Anzahl der Sterbefille lag bei 14.417. Die altersstandardisierte
Erkrankungsrate ist nach einem Anstieg iiber fast zwei Jahrzehnte seit 2003 weitgehend
konstant und verlief zwischen 2011 und 2016 sogar deutlich riickldufig. Eine &hnliche
Entwicklung ist in vielen anderen westlichen Industrienationen zu beobachten und
diirfte auf eine lange Zeit steigende, zuletzt aber wohl eher zuriickgehende Nutzung des
PSA-Tests (prostataspezifisches Antigen) als Friitherkennungsuntersuchung
zurlickzufiihren sein [2]. Es ist anzunehmen, dass es aufgrund der demographischen
Entwicklung zu einer Zunahme der Prostatakarzinomerkrankungen in den néchsten
Jahrzehnten kommen wird.

Obwohl die meisten Prostatakrebserkrankungen einen indolenten Verlauf zeigen und die
iiberwiegende Zahl der Patienten nicht an der Erkrankung sterben, verlaufen hochgradig
aggressive, unbehandelte Formen gewoéhnlich tddlich und stellen immer noch die
zweithdufigste krebsbedingte Todesursache bei Minnern in Deutschland dar [2].
Pritherapeutisch sind derzeit das prostataspezifische Antigen, das Patientenalter,
mogliche Komorbiditdten, der Gleason-Score und das Tumorausmal bei Biopsien sowie
das klinische Stadium etablierte prognostische Parameter, aber fiir eine optimale,
individuelle Einschitzung des Progressionsrisikos nicht ausreichend zuverldssig. So ist
das prostataspezifische Antigen zwar ein organspezifischer Marker, jedoch kein
spezifischer Tumormarker. Denn eine PSA-Wert-Erhohung ist nicht nur nachweisbar
bei Karzinomen, sondern unter anderem auch bei der benignen Prostatahyperplasie,
einer Prostatitis und nach Manipulation an der Prostata.

Der Gleason-Score ist zwar mafigeblich fiir die Behandlung verantwortlich und der
wichtigste préitherapeutisch verfiigbare Prognosefaktor beim Prostatakarzinom, leidet
jedoch unter einer erheblichen Interobserverschwankung und ist somit abhingig vom
Untersucher und dessen Erfahrung [3]. Die Reproduzierbarkeit des Gleason-Scores ist
daher gering und nicht mit leitliniengerechter Priizision durchfiihrbar. Die Ubermittlung
der Gleason-Rohdaten (quantitativer Gleason-Score) reduziert die klinische Relevanz
der Interobserverschwankung und erlaubt eine feinere Einschidtzung der
Patientenprognose als die traditionelle Einteilung in fiinf Kategorien [4].

Die Therapie des Prostatakarzinoms richtet sich nach Alter, Operationsrisiko,
Wachstumsgeschwindigkeit des Tumors und personlichen Lebensumstinden sowie
eventuellen Begleiterkrankungen des Patienten. Neben der perkutanen Strahlentherapie,
Brachytherapie sowie der aktiven, engmaschigen Beobachtung bzw. Uberwachung
(Active Surveillance), reichen die Behandlungsoptionen bis zur vollstindigen
Entfernung der Prostata (radikale Prostatektomie) durch eine offene oder eine
minimalinvasive, roboterassistierte Operation. Um eine optimale Therapie zu
gewdhrleisten, ist eine spezifische und sensible Vorhersage der aggressiven Formen zur
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Entscheidungsfindung erforderlich [5, 6]. Dabei kann die Identifizierung neuer klinisch
anwendbarer molekularer Marker zukiinftig eine zuverldssigere Vorhersage der
Aggressivitit von Prostatakrebs ermoglichen und dabei helfen, klinisch relevante
Karzinome von indolenten Karzinomen klar zu unterscheiden. Daher ist es ein priméres
Ziel der Prostatakarzinomforschung am Institut fiir Pathologie am Universitétsklinikum
Hamburg-Eppendorf, neue molekulare Prognosemarker durch Untersuchungen an
einem groBBen Kollektiv zu identifizieren.

Das Mikrotubuli-assoziierte Protein Tau (MAPT) ermoglicht den Zusammenbau und die
Stabilisierung der Mikrotubuli und fungiert als signifikantes regulatorisches Element
[7]. MAPT wird hauptsidchlich in neuronalen Axonen und im Cytoplasma von
Gliazellen exprimiert, ist aber auch in verschiedenen nichtneuronalen Zellen,
einschlieBlich Lymphozyten, Epithel- und Driisenzellen, vorhanden [7-10]. Eine
aberrante Expression von MAPT wurde fiir viele Krebsarten, wie dem Magenkarzinom,
Mammakarzinom und kolorektalen Karzinom, berichtet [11-14] und in einigen Fillen
mit ungiinstigen Tumormerkmalen in Verbindung gebracht [14]. Uber die Rolle von
MAPT bei Prostatakrebs ist wenig bekannt. Nur wenige Studien demonstrierten eine
MAPT-Expression in Prostatakrebszelllinien und klinischen Proben. Sie versuchten
jedoch nicht, die MAPT-Expression mit den klinischen Merkmalen der Krankheit in
Verbindung zu bringen [15-17]. Jedoch konnte MAPT beim Prostatakarzinom von
Interesse sein, seitdem festgestellt werden konnte, dass die Uberexpression bei einigen
Krebsarten mit einer ungilinstigen Prognose assoziiert ist [14, 18, 19]. Die
Uberexpression von MAPT wurde bei verschiedenen anderen Krebsarten auch mit
Resistenz gegeniiber taxanbasierten Therapien in Verbindung gebracht [12, 13, 14, 20].
Taxane sind bis heute die wichtigsten zytotoxischen Wirkstoffe bei fortgeschrittenem
und hormonrefraktdrem Prostatakrebs im Rahmen einer Chemotherapie [21-23].

Das Ziel dieser Studie war die Rolle der MAPT-Expression beim Prostatakarzinom
aufzukldren. Dabei wurde ein grofler, mehr als 17.000 Prostatakrebs umfassender TMA
(tissue microarray) verwendet. Die Ergebnisse stellten MAPT als einen unabhéingigen
Prognosemarker beim Prostatakarzinom heraus.
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2.0 Material und Methoden
2.1 Patienten

Im Rahmen der Studie wurden Priparate der Prostata von 17.747 Patienten verwendet,
die sich in der Zeit von 1992 bis 2014 in Behandlung der Abteilung fiir Urologie des
Universitétsklinikums Hamburg-Eppendorf und der Martini-Kliniken befanden und an
denen eine radikale Prostatacktomie durchgefiihrt wurde. Follow-up-Daten waren von
insgesamt 14.464 Patienten von 1 bis 275 Monate (Median: 48 Monate) verfiigbar. Ein
PSA-Rezidiv wurde bei 0,2 ng/ml und einem weiteren Anstieg nach erstmaliger
Messung definiert. Die Prostatapriparate wurden nach einem Standardprozedere unter
Anwendung des quantitativen Gleason-Scores analysiert [24, 25]. Aus den
Gewebeproben der Prostatapriparate wurden 0,6mm messende Stanzen aus je einem
Paraffinblock eines reprisentativen Tumorareals entnommen und auf mehrere TMA-
Blocke appliziert. Die hergestellten TMA-Blocke enthielten normales Prostatagewebe
als Kontrollgewebe [26, 27]. Die im TMA untersuchten Prostatakarzinome enthielten
zudem Daten zur ERG-Expression [28], ERG-break-apart Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) [29] und zu einigen der hiufigsten Deletionen beim
Prostatakarzinom 5g21 (CHD1) [30], 6q15 (MAP3K?7) [31], 10923 (PTEN) [32] und
3pl3 (FOXPI) [33].

2.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine immunchemische Methode zur Anfirbung eines
Antigens. Es ermdglicht mithilfe von Antikérpern den spezifischen Nachweis von
Proteinen und dient in der Regel der Identifikation und Klassifizierung von
Tumorzellen, die bestimmte Antigene exprimieren. Dabei werden histologische
Gewebeschnitte mit einem monoklonalen Antikdrper, also von einem Plasmazellklon
abstammend, oder einem polyklonalen Antikorper, welcher von vielen verschiedenen
Plasmazellen gebildet wird, inkubiert. Diese Antikdrper-Antigen-Reaktion, die auf der
Affinitdt von Antikdrpern zu einer bestimmten Gewebeeigenschaft (Epitop) des
Antigens beruht, kann direkt oder indirekt mit einem Farbstoff sichtbar gemacht
werden.

Fiir den Nachweis von MAPT wurde der spezifische Primérantikorper Klon 2B2.100,
ein monoklonaler Maus-Antikoérper der Biomol GmbH, verwendet. Der genaue
Versuchsablauf ist der Originalpublikation zu entnehmen.

MAPT-Fiarbung wurde im Zytoplasma von Zellen gefunden. Bei MAPT-positiven
Tumoren wurde die Farbung meist in allen (100%) Tumorzellen beobachtet. Die
Intensitit der Farbung wurde in drei nachfolgende Kategorien gegliedert: negativ (keine
nachweisbare Farbung), gering und stark (Abb. 1).
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3.0 Ergebnisse

Mittels IHC waren 12.313 (69%) der Tumorproben interpretierbar. Die restlichen 5434
Félle (31%) konnten aufgrund fehlender Gewebeproben oder dem Fehlen von
eindeutigen Krebsgewebe im TMA nicht beurteilt werden. Normales Prostatagewebe
zeigte keine Féarbung. In insgesamt 1004 der 12.313 interpretierbaren Prostatakarzinome
(8,2%) konnte eine MAPT-Fiarbung detektiert werden, wobei 7,1% eine starke und 1,1%
eine geringe Firbung zeigten. Gelegentlich zeigten sich jedoch auch heterogene
Féarbungen. Entsprechende Abbildungen zu den unterschiedlichen Farbungen sind der
Originalpublikation zu entnehmen. Um die intratumorale Heterogenitit genauer zu
quantifizieren, wurden drei Tumoren mit starker MAPT-Farbung in zusétzlichen
GrofBschnittanalysen aller verfiigbaren tumorhaltigen Gewebeblocke mittels THC
validiert. 10 Schnitte wurden pro Tumor analysiert. Dabei zeigten die Tumoren
unterschiedliche Bereiche mit und ohne MAPT-Féarbung.

Die ausfiihrlichen Ergebnisse sind in der beigefiigten Originalpublikation dargestellt.
Die wichtigsten Erkenntnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Eine MAPT-Féarbung ist signifikant assoziiert mit der TMPRSS2:ERG-Genfusion
(p<0.0001).

2. Eine MAPT-Expression ist signifikant mit einem ungiinstigen Tumorphénotyp, d.h.
mit einem fortgeschritten pathologischen Tumorstadium (p<0.0001), hohen Gleason-
Grad (p<0.0001), positiven Lymphknotenstatus (p<0.0001) und positiven
Resektionsrand (p<0.0011) assoziiert. Diese Assoziation bestand grundsitzlich
sowohl bei ERG-positiven als auch ERG-negativen Tumoren. Abweichungen sind
der Anlage der Originalpublikation zu entnehmen und traten vermutlich aufgrund der
kleinen Anzahl von MAPT-positiven Tumoren auf.

3. Eine MAPT-Expression ist signifikant mit dem Auftreten eines PSA-Rezidivs
assoziiert. Dies bezieht sich auf alle Karzinome, inklusive der ERG-positiven und
ERG-negativen Karzinome (jeweils p<0.0001).

4. Eine MAPT-Expression ist signifikant assoziiert mit einer PTEN-Deletion
unabhingig vom ERG-Status (p<0.0001).

5. Eine MAPT-Expression ist weitgehend unabhéngig von anderen Deletionen.

In einer multivariaten Analyse wurde in vier unterschiedlichen klinischen Szenarien die
klinische Relevanz von MAPT evaluiert. Verwendete Parameter sind der
Originalpublikation zu entnehmen. MAPT erwies sich als signifikant unabhingiger
Prognoseparamter in allen vier Szenarien bei Analyse aller Tumoren (jeweils p<0.0001),
sowie bei ERG-negativen und ERG-positiven Tumoren (p<0.02).
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4.0 Diskussion

Die Ergebnisse der Studie identifizieren eine MAPT-Uberexpression als einen
Prognosemarker, welcher aber nur bei einer verhdltnismédBig kleinen Anzahl von
Prostatakarzinomen positiv ist.

In dieser Studie war eine nachweisbare MAPT-Expression in ungefihr 8% der
Prostatakarzinome zu sehen, wohingegen normales Prostatagewebe unter den gewéhlten
Versuchsbedingungen immer negativ blieb. Zuvor hat nur eine Studie die MAPT-
Expression mittels IHC bei Prostatakrebs analysiert. Cirak et al. berichteten von 23%
MAPT-positiven Fillen in einer Serie von 30 Prostatakarzinomen [15]. Es ist moglich,
dass der Ansatz iiber GroBschnittanalysen von Cirak et al. zu einer hdheren
Erkennungsrate von Tumoren mit einer heterogenen MAPT-Expression fiihrte.
Tatsdchlich legen die gewonnenen Daten nahe, dass die MAPT-Expression in einem
betrdachtlichen Anteil von Tumoren heterogen sein konnte. Eine eindeutige
Heterogenitdt wurde sogar in einigen TMA-Spots gefunden (Abb. 1d) und eine
genauere Analyse aller krebshaltigen Gewebeblocke von drei Karzinomen mit hoher
MAPT-Expression auf TMA-Spots zeigte immer beides, MAPT-positive und MAPT-
negative Krebsbereiche. Eine solche Heterogenitét stellt eine Limitierung fiir TMA-
Studien dar, die nur einzelne Spots pro Tumor analysieren.

In dieser Studie war eine MAPT-Uberexpression mit einem ungiinstigen Tumor-
phénotyp und einem frithen biochemischen Rezidiv assoziiert (jeweils p <0,0001). Die
unabhiingige prognostische Auswirkung der MAPT-Uberexpression von etablierten
prognostischen Parametern und die Differenz in der 5-Jahres-Rezidivrate zwischen
Patienten mit und ohne nachweisbarer MAPT-Expression von mehr als 20% sprechen
fiir eine mogliche klinische Relevanz dieses molekularen Markers. Eine dhnlich starke
prognostische Rolle wurde kiirzlich fiir eine aberrante Expression von BIII-Tubulin
(TUBB3) im Prostatakarzinom beschrieben. TUBB3 ist ein Mikrotubuli-assoziiertes
Protein, welches normalerweise in Zellen neuronalen Ursprungs exprimiert wird, jedoch
nicht im Prostataepithel [34]. Insgesamt deuten die auffdlligen prognostischen
Auswirkungen der Expression von Proteinen, welche die Struktur und Aufrecht-
erhaltung von Mikrotubuli beeinflussen, darauf hin, dass die Zusammensetzung und
Funktion des Zytoskeletts erheblichen Einfluss auf das Verhalten von Krebszellen hat.

Die umfangreiche molekulare Datenbank, verbunden mit dem TMA, ermdglichte es, die
Rolle der MAPT-Expression bei Prostatakrebs weiter zu untersuchen und nach
moglichen Interaktionen mit wichtigen molekularen Parametern zu suchen. Bei etwa
50% der Prostatakarzinome kommt es zu Genfusionen, die das androgenregulierte
TMPRSS2-Gen mit dem Transkriptionsfaktor ERG verbinden [28, 35]. Infolge dieses
genetischen Rearrangements wird ERG androgenreguliert und massiv iiberexprimiert.
Die gewonnenen Daten zeigen eine deutlich hohere MAPT-Expression bei ERG-
positiven als bei ERG-negativen Karzinomen. Diese Erkenntnis steht im Einklang mit
Daten, welche nahelegen, dass ERG eine regulatorische Rolle in der Dynamik der
Mikrotubuli spielen konnte [19, 36] und diese sogar destabilisieren kann, indem es
16sliches Tubulin im Zytoplasma bindet [37]. Der exakte molekulare Mechanismus ist
unbekannt. Laut Datenbank eukaryotischer Promotoren [38] ist MAPT kein direktes
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Ziel des Transkriptionsfaktors ERG. Es ist jedoch mdéglich, dass ERG durch mindestens
eines seiner liber 1600 Zielgene einen indirekten Einfluss auf die Transkription von
MAPT hat [39-41]. Ein Vergleich der MAPT-Expression mit hdufigen genomischen
Deletionen identifizierte PTEN als die einzige Deletion, die mit einer hohen MAPT-
Expression verbunden war. Dies korreliert mit fritheren Arbeiten iiber
neurodegenerative Krankheiten, welche dariiber berichten, dass PTEN die MAPT-
Phosphorylierung, -Aggregation oder -Bindung an Mikrotubuli beeinflussen kann [42,
43].

Die existierenden Daten deuten eine generelle Rolle von MAPT bei Krebs an. Von einer
Uberexpression von MAPT wurde bei mehreren anderen wichtigen Krebsarten
berichtet, einschlieBlich Mammakarzinom (43-52%) [18, 44, 45], Ovarialkarzinom
(63-74%) [14, 46] und Magenkarzinom (55-70%) [13, 47, 48]. Der klinische und
prognostische Wert von MAPT kann stark von der Tumorart abhingen. Eine hohe
MAPT-Expression wurde zum Beispiel beim Mammakarzinom mit einer gilinstigen
Prognose verbunden [49], jedoch mit einer ungilinstigen Prognose beim
Ovarialkarzinom [14]. Es ist unbekannt, warum MAPT bei verschiedenen Tumorarten
einen unterschiedlichen Einfluss auf die Aggressivitit der Tumorzellen ausiibt. Da die
Zusammensetzung der Mikrotubuli zwischen den Zelltypen variiert, kann spekuliert
werden, dass MAPT-induzierte Verdnderungen an der Dynamik der Mikrotubuli, je nach
Herkunftsgewebe, unterschiedliche Auswirkungen auf das Zellverhalten haben kdnnten.
Es ist ebenfalls bekannt, dass MAPT mit anderen krebsrelevanten Proteinen und
Signalwegen interagiert. Man konnte beispielsweise zeigen, dass MAPT mit
unterschiedlichen wachstumsbezogenen Kinasen, wie PI3K, Fyn, cSrc und Fgr
kooperieren kann [16, 50, 51]. Solche Kinasen konnen in verschiedenen Zelltypen eine
unterschiedliche Rolle spielen. Auflerdem hdngen MAPT-Interaktionen von dessem
Grad der Phosphorylierung ab. Substantielle Unterschiede in Zelllinien von Prostata-
und Hirntumoren deuten darauf hin, dass die MAPT-Phosphorylierung stark von der
Tumorart abhdngen konnte [16, 52, 53, 54].

Bei mehreren Tumorarten, bei denen die Patienten mit Taxanen behandelt werden,
wurde angenommen, dass MAPT einen potentiellen priadiktiven Marker darstellt. [14,
48, 55-59]. MAPT konkurriert mit Taxanen um die gleiche Bindungsstelle an die
Mikrotubuli. Obwohl MAPT die Mikrotubuli auf die gleiche Weise wie Paclitaxel
stabilisiert, ist seine Bindung reversibler [20]. Folglich wurde angenommen, dass eine
Uberexpression von MAPT die Mikrotubuli unempfindlich gegeniiber der Therapie mit
Paclitaxel macht. [20, 60, 61]. Taxane sind bei Prostatakrebs die wichtigsten Zytostatika
bei einer fortgeschrittenen, metastasierenden Erkrankung. Allerdings liegen die
Ansprechraten in klinischen Studien (gemessen als 50%-ige Abnahme des PSA) nur bei
etwa 45-50% [62]. Es wire interessant, die Beziehung zwischen der Expression von
Proteinen im Zusammenhang mit dem Mikrotubulus, wie MAPT und TUBB3, und der
Reaktion auf Taxane bei Prostatakrebs in klinischen Studien zu untersuchen.
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5.0 Zusammenfassung

Eine Uberexpression des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau (MAPT) wurde mit
einer ungiinstigen Prognose und einem verminderten Ansprechen auf tanxanbasierte
Therapien bei mehreren Krebsarten in Verbindung gebracht. Die Relevanz beim
Prostatakarzinom ist jedoch unbekannt.

In dieser Studie wurde die MAPT-Expression mithilfe der Immunhistochemie an einen
17.747 Prostatakrebs umfassenden TMA analysiert.

Dabei war MAPT in normalen Epithelzellen der Prostata nicht nachweisbar, aber in
1004 (8,2%) von 12.313 interpretierbaren Karzinomen nachweisbar. Die Expression
konnte mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium, hohen Gleason-Score, positiven
Lymphknotenstatus und frithen biochemischen Rezidiv (jeweils p<0.0001) assoziiert
werden. Beispielsweise wurde eine MAPT-Expression bei 3,6% von 2072 Gleason <3 +
3 aber bei 14,4% von 704 Gleason >4 + 4 Karzinomen gefunden. Eine MAPT-Féarbung
wurde auch mit TMPRSS2:ERG-Fusionen in Verbindung gebracht (p <0,0001). Diese
wurde bei 15,2 und 16% der Karzinome mit TMPRSS2:ERG-Fusion beobachtet, die
durch Immunhistochemie bzw. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung nachgewiesen
wurde, jedoch nur bei 3,5 und 3,9% der Karzinome ohne ERG-Féarbung oder ERG-
Rearrangement. Dariliber hinaus wurde eine Assoziation zwischen der MAPT-
Expression und PTEN-Deletionen gefunden, mit 19% MAPT-positiven bei 948 PTEN-
deletierten Karzinomen, aber nur 7% MAPT-positiven bei 3895 Tumoren mit normalen
PTEN-Kopien (p <0,0001). Eine multivariate Analyse ergab, dass der prognostische
Wert von MAPT unabhdngig von etablierten prognostischen Parametern war.
GroBschnittvalidierungen zeigten eine intratumorale MAPT-Heterogenitét bei allen drei
analysierten Karzinomen.

Die Ergebnisse der Studie identifizieren MAPT beim Prostatakarzinom als einen
moderaten prognostischen Marker, dessen Aussagekraft jedoch aufgrund der Seltenheit
und Heterogenitit seiner Expression limitiert zu sein scheint.
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6.0 Abstract

Microtubule-associated protein Tau (MAPT) overexpression has been linked to poor
prognosis and decreased response to taxane-based therapies in several cancer types, but
its relevance in prostate cancer is unknown.

In this study, MAPT expression was analyzed by immunohistochemistry on a tissue
microarray containing 17,747 prostate cancers.

MAPT was absent in normal prostate epithelial cells but detectable in 1004 (8.2%) of
12,313 interpretable cancers. Its expression was associated with advanced tumor stage,
high Gleason grade, positive lymph nodes, and early biochemical recurrence (p <
0.0001 each). For example, MAPT was found in 3.6% of 2072 Gleason <3 + 3 cancers
but in 14.4% of 704 Gleason >4 + 4 cancers. High-level MAPT staining was also linked
to TMPRSS2:ERG fusions (p < 0.0001). MAPT staining was seen in 15.2 and 16% of
cancers with TMPRSS2:ERG fusion detected by immunohistochemistry and
fluorescence in-situ hybridization, but in only 3.5 and 3.9% of cancers without ERG
staining or ERG rearrangements. Moreover, an association was found between MAPT
expression and PTEN deletions, with 19% MAPT positivity in 948 PTEN deleted
cancers but only 7% MAPT positivity in 3895 tumors with normal PTEN copy numbers
(p < 0.0001). Multivariate analysis revealed that the prognostic value of MAPT was
independent from established parameters. Conventional large section analyses showed
intratumoral MAPT heterogeneity in all three analyzed cancers.

The results of our study identify MAPT, as a moderate prognostic marker in prostate

cancer, whose clinical impact, however, may be limited due to the rarity and
heterogeneity of its expression.

7.0  Abkiirzungsverzeichnis

IHC Immunhistochemistry (Immunhistochemie)

MAPT Microtubule-associated protein Tau
(Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau)

PSA Prostate specific antigen (prostataspezifisches Antigen)

PTEN phosphatase and tensin homolog

TMA Tissue microarray

TMPRSS2:ERG Transmembrane protease, serine 2: ETS-related gene
fusion (TMPRSS2:ERG Genfusion)
TUBB3 Tubulin beta 3
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