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Die Grundlage fiir das Verstindnis der
klinischen Heterogenitit des Prostata-
karzinoms ist die Entschliisselung seiner
molekularen Veranderungen. Die Eintei-
lung des Prostatakarzinoms in genetische
Subtypen - vergleichbar mit der géngigen
Subklassifikation der Leukdmien und
Lymphome - konnte helfen, Patienten
frithzeitig nach ihrem klinischen Verlauf
und Therapieansprechen zu stratifizie-
ren. Im Folgenden wird dariiber hinaus
dargestellt, wie die Entdeckung haufiger
Genfusionen im Prostatakarzinom so-
wie deren konsequente klinische und bio-
logische Charakterisierung hilft, die He-
terogenitit dieses Leidens besser zu ver-
stehen.

Genfusion beim Prostatakarzinom
- ein Paradigmenwechsel

Bisher ging man davon aus, dass rekur-
rente Genfusionen in erster Linie Cha-
rakteristika von Leukdmien, Lymphomen
und Sarkomen seien. Epitheliale Tumoren
(Karzinome), die die haufigsten Tumoren
beim Menschen darstellen und bei Mor-
biditdt und Mortalitit von Krebserkran-
kungen fithrend sind, waren bisher in we-
niger als 1% der Fille durch krankheits-
spezifische rekurrente Genfusionen cha-
rakterisiert [1, 2, 3]. Unsere Entdeckung
der TMPRSS2-ETS-Genfusionen im Jahr
2005 veranderte das Verstindnis iiber
Genrearrangements in soliden Tumoren
daher dramatisch [4].

Der Schliissel zur Entdeckung der
TMPRSS2-ETS-Genfusion im Prostata-
karzinom war ein einfacher bioinforma-
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tischer Ansatz zur Entschliisselung onko-
gener Profile aus Expressionsdatensitzen
und die daraus resultierende Identifikati-
on iiberexprimierter Gene, die haufig mit
Genrearrangements in anderen Tumoren
einhergehen. Bei diesen Untersuchungen
zeigten zwei Gene, ndmlich ERG und
ETV1, konstant hohe Expressionswerte
bei Prostatakarzinom-Microarrays. Die-
se beiden Gene sind Teil der Familie der
ETS-Transkriptionsfaktoren, in der Mehr-
heit der Prostatakarzinomfille {iberexpri-
miert und in einem jeweiligen Tumor ge-
genldufig in ihrem Expressionsprofil. Dies
legte den Schluss nahe, dass diese beiden
Gene bei der Entstehung des Prostatakar-
zinoms funktionell redundant sind.

Da die Transkriptionsfaktoren der
ETS-Familie bis dato nur in der Translo-
kation von Ewing-Sarkomen, der akuten
myeloischen Leukédmie (AML) und ande-
ren seltenen Tumoren beobachtet werden
konnten, wurde exploriert, ob diese Ge-
ne Teil einer Translokation beim Prosta-
takarzinom sein konnten. Bei der Evalua-
tion des ERG-cDNA-Transkriptes mit-
tels ,,Exon-Walking" wurde eine Uberex-
pression der Exone am distalen (3’-) Ende,
nicht aber am proximalen (5’-) Ende fest-
gestellt. Durch Sequenzierung der cDNA-
Transkripte wurden Fusionen der nicht-
translatierten 5’-Region des TMPRSS2-
Gens (21q22.3) mit einem der beiden
Transkriptionsfaktoren der ETS-Familie,
ERG (21q22.2) oder ETV1 (7p21.2), iden-
tifiziert, was die Uberexpression der ETS-
Gene beim Prostatakarzinom erklart.

Neben der TMPRSS2-ERG-Fusion, die
die haufigste Fusion darstellt, wurden wei-

tere, jedoch wesentlich seltenere und bis-
her wenig charakterisierte Fusionsereig-
nisse beschrieben [5]. Diese weniger hau-
figen Fusionen demonstrieren die Nei-
gung der ETS-Gene, sich an Rearrange-
ments zu beteiligen.

Genomische Subtypen
der TMPRSS2-ERG-Genfusion

Als Goldstandard fiir den Fusionsnach-
weis im Gewebe dient die Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung (FISH) als kom-
binierter zytogenetisch-histomorpholo-
gischer Test. Zum Nachweis einer Fusi-
on von TMPRSS2 mit ERG konnten wir
keinen direkten Fusions-Assay anwenden,
da beide Gene auf dem gleichen Chromo-
som (21q) nicht ausreichend weit vonein-
ander entfernt liegen (Distanz lediglich
etwa 3 Megabasenpaare). Daher mussten
wir einen Translokations-Assay etablie-
ren, der das Rearrangement eines der bei-
den Fusionspartner, z. B. des ERG-Gens,
detektiert. Ein positives Translokations-
signal wurde in diesem Falle als eine Fu-
sion von ERG mit TMPRSS2 interpretiert.
Durch Vergleich der Ergebnisse aus Poly-
merase-Ketten-Reaktions- (PCR-)Analy-
sen (womit auf Transkriptionsebene die
Fusion nachgewiesen werden konnte)
und FISH-Analysen (womit die Translo-
kation des ERG-Gens nachgewiesen wer-
den konnte) war dieser Riickschluss zu-
lassig [4].

Das Manuskript entspricht in weiten Teilen der
Habilitationsschrift des Autors.
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Allerdings haben sich bei Anwen-
dung des ERG-Translokations-Assays
zwei verschiedene Rearrangement-Mus-
ter gezeigt. Zum einen, wie erwartet, ein
»Break-apart® der differenziell Fluoro-
chrom-markierten ERG-flankierenden
Sonden in zwei Einzelsignale. Zum an-
deren beobachteten wir iiberraschender-
weise, dass in der Mehrzahl der Fille die
telomerische 5°-ERG-Sonde verloren ging,
was nahe legte, dass genomisches Materi-
al zwischen ERG und TMPRSS2 einer De-
letion unterlag [6]. Daraufhin analysier-
ten wir 30 Prostatakarzinomproben mit-
tels 100 K-Oligonucleotid-SNP-Arrays
und fanden heraus, dass sich zwischen
TMPRSS2 und ERG eine homogene De-
letion befand.

Durch die Beobachtungen aus der
FISH-Analyse und den Ergebnissen aus
den SNP-Array-Analysen konnten wir
somit zeigen, dass der TMPRSS2-ERG-
Genfusion zwei unterschiedliche Mecha-
nismen zugrunde liegen: Der hiufigere
der beiden Mechanismen war eine Fusion
durch Deletion genetischen Materials zwi-
schen den beiden Genen. Fiir den ande-
ren, etwas selteneren Mechanismus wur-
de bisher eine Translokation oder Inser-
tion favorisiert. Eine biologische Bedeu-
tung der unterschiedlichen Mechanismen
konnte allerdings bisher nicht herausgear-
beitet werden.

Haufigkeit der Genfusion
beim Prostatakarzinom

Viele unabhingige Studien konnten un-
sere Beobachtung bestatigten, dass die
TMPRSS2-ERG-Fusion ein hiufiges Er-
eignis beim Prostatakarzinom ist [5]. Die
meisten Studien beschrankten sich auf das
dominante Rearrangement der TMPRSS2-
ERG-Fusion. Eine Vielzahl anderer Fusi-
onen, u. a. TMPRSS2 und weitere 5’-Part-
ner, wurden beschrieben, scheinen aber
deutlich weniger haufig vorzukommen
und betreffen maximal 1-5% aller Pros-
tatakarzinome. Fiir die Prévalenz der
TMPRSS2-ERG-Prostatakarzinome rei-
chen die Werte je nach Kohorte und Un-
tersuchungsmethode von 15-70% (s, 7],
wobei Kohorten mit inzidentiell diagnos-
tizierten Prostatakarzinomen signifi-
kant geringere Haufigkeiten aufweisen als
PSA-gescreente Kohorten oder Kohorten
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mit hohem Anteil aggressiv verlaufender
Tumoren.

Die TMPRSS2-ERG-Genfusion -
ein friihes, klonales und prostata-
karzinomspezifisches Ereignis

Eine unserer ersten Erkenntnisse bei der
Untersuchung des Prostatakarzinoms auf
die TMPRSS2-ERG-Fusion mittels FISH-
Assays war, dass diese Alteration aus-
schliefllich in neoplastischen Zellen vor-
kommt. In einer groflen Studie iiber ein
breites Spektrum benigner Prostatalési-
onen und potenzieller Vorlauferldsionen
des Prostatakarzinoms konnten wir zei-
gen, dass die TMPRSS2-ERG-Fusion
nicht in normalen Prostatadriisen, be-
nigner prostatischer Hyperplasie (BPH)
oder entziindlich/atrophischen Veridnde-
rungen des Prostataepithels vorkommt
[8]. Interessanterweise fanden wir aber
die TMPRSS2-ERG-Fusionen in knapp 1/5
der ,,High-grade-PIN- (prostatischen in-
traepitheliale Neoplasie-) Lasionen’, die in
unmittelbarer Nédhe von Karzinomherden
mit demselben Fusionsmuster lagen.

Eine von uns grofs angelegte Studie und
eine unabhingige Studie zur Bedeutung
der TMPRSS2-ERG-Genfusion in ,,High-
grade-PIN-Lisionen® bestitigte unsere
initiale Beobachtung [9, 10]. Wir werten
dies als ein Indiz, dass diese ,,High-gra-
de-PINs“ eine Untergruppe von Vorstu-
fen des TMPRSS2-ERG-positiven Prosta-
takarzinoms sind.

Ein signifikanter klinischer Nutzen
dieser Erkenntnis ist die Bestimmung des
TMPRSS2-ERG-Fusionsstatus bei Pros-
tatastanzbiopsien mit ,,High-grade-PIN“
und/oder mit kleinen atypischen azindren
Driisenformationen (ASAP) ohne gleich-
zeitigen Prostatakarzinomnachweis. Auf-
grund der Klonalitat der TMPRSS2-ERG-
Genfusion innerhalb eines Fokus und der
Tatsache, dass diese Genfusion schon in
der potenziellen Vorlauferlasion PIN vor-
kommt, glauben wir, dass die Genfusi-
on ein frithes Ereignis in der Entwick-
lung und Progression von Prostatakarzi-
nomen darstellt.

Es ist bekannt, dass das Prostatakar-
zinom in der grof8en Mehrzahl der Fil-
le multifokal auftritt. Erst mit der FISH-
basierten Identifizierung der rekurrenten
TMPRSS2-ERG-Fusion steht uns ein In-

situ-Klonalitatsmarker zur Verfiigung.
Wir konnten zeigen, dass die TMPRSS2-
ERG-Fusion in allen Tumorzellkernen
innerhalb eines distinkten Tumorfokus
nachweisbar ist [8]. Folglich muss die
Genfusion innerhalb dieses Fokus sehr
frith stattfinden. Andererseits stellten wir
beim Vergleich der Genfusion zwischen
verschiedenen Tumorherden innerhalb
einer Prostata fest, dass jeder Tumorfokus
unabhingig vom anderen eine Genfusi-
on aufweisen kann [11]. In darauf aufbau-
enden Untersuchungen konnten wir auch
zeigen, dass bei multifokalen Prostatakar-
zinomen immer der Fokus, der durch ein
ERG-Rearrangement charakterisiert ist,
auch fiir die Metastasierung in regionire
Lympknoten verantwortich ist [12].

Ein weiterer wesentlicher Punkt in der
Charakterisierung des ERG-Rearrange-
ments war die Frage, ob diese Alteration
ein prostatakarzinomspezifisches Ereig-
nis darstellt oder auch in anderen epithe-
lialen Tumoren vorkommt. Wir konnten
in einer erst kiirzlich erschienenen Stu-
die an tiber 2000 Tumorgewebeproben
von iiber 20 Tumorentitéten herausarbei-
ten, dass das ERG-Rearrangement nur im
Prostatakarzinom und sonst in keinen an-
deren Karzinomen vorkommt [13]. Inter-
essanterweise konnten wir im Rahmen
dieser Untersuchungen auch zeigen, dass
die seltene, aber aggressive Erscheinungs-
form der kleinzelligen Prostatakarzinome
wahrscheinlich keine eigene Tumorenti-
tat ist, sondern die dedifferenzierte Vari-
ante der azinidren Prostatakarzinome dar-
stellt [14].

Zusammenhang der TMPRSS2-
ERG-Genfusion mit einem
aggressiveren klinischen Verlauf

Unsere Gruppe beobachtete anfangs ver-
mehrt Fille von TMPRSS2-ERG-Fusi-
on bei fortgeschrittenen Prostatakarzino-
men. Daraufhin untersuchten wir, ob ein
Zusammenhang zwischen der TMPRSS2-
ERG-Fusion und dem klinischen Out-
come in einer populationsbasierten Studie
besteht [15]. In der ,,Watchful-Waiting-Ko-
horte inzidenteller Prostatakarzinompa-
tienten aus Orebro (Schweden) wurde in
15% der Fille eine TMPRSS2-ERG-Genfu-
sion festgestellt und eine signifikante As-
soziation mit prostataspezifischem Tod
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gezeigt. Damit gewannen wir durch ein
einzigartiges Studiendesign Hinweise
auf die biologischen Auswirkungen des
TMPRSS2-ERG-Prostatakarzinoms un-
ter Ausschluss frither Intervention. Die-
se Ergebnisse wurden durch eine grofier
angelegte Studie aus Grofibritannien ge-
stiitzt [16]. Insgesamt zeigten dort Kar-
zinome ohne die TMPRSS2-ERG-Fusion
eine 8-Jahres-Uberlebensrate von 90%.
Diese Studie unterstiitzt die These, dass
TMPRSS2-ERG eine Bedeutung fiir ein
aggressives biologisches Verhalten hat.

In der Zwischenzeit wurden zahlreiche
retrospektive Studien tiber den Zusam-
menhang zwischen TMPRSS2-ERG und
Wiederanstieg des PSA-Wertes nach ra-
dikaler Prostatektomie mit unterschied-
lichen Ergebnissen durchgefiihrt [5]. Es
ist allerdings sehr schwierig, Studien mit
dem PSA-Rezidiv als Endpunkt mit sol-
chen zu vergleichen, die den krebsspezi-
fischen Tod als Endpunkt werten. Auf der
Basis der beiden grof3en publizierten Stu-
dien mit langem Follow-up steht immer
noch die These, dass das TMPRSS2-ERG-
Prostatakarzinom unbehandelt einen ag-
gressiveren Verlauf nimmt als ein Fusions-
negativer Tumor. Fiir die Bewertung chir-
urgischer oder anderer Interventionen
fehlen noch ausreichende Daten. Wir hof-
fen, diese kontroversen Ergebnisse durch
Untersuchung grof3er prospektiver popu-
lationsbasierter Kohorten zu klaren.

Weitere kritische Ereignisse
im Zusammenhang mit der
Genfusion im Prostatakarzinom

Angesichts der phanotypischen Verin-
derungen beim TMPRSS2-ERG-Fusions-
Prostatakarzinom und aggressivem kli-
nischem Verlauf kénnte man annehmen,
dass Fusions-Prostatakarzinome ein indi-
viduelles molekulares Profil zeigen. Wir
berichteten vor Kurzem von einer mo-
lekularen Signatur fiir das TMPRSS2-
ERG-Prostatakarzinom, basierend auf
den Daten von 455 Prostatakarzinompa-
tienten aus der schwedischen ,Watchful-
Waiting-Kohorte® und der ,,Physicians-
Health-Study-Kohorte* aus den USA [17].
Eine Genexpressionssignatur fiir Prosta-
takarzinome mit der TMPRSS2-ERG-Fu-
sion wurde bestimmt und ergab eine ro-
buste Expressionssignatur bestehend aus
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»~Dangerous liaisons” im Prostatakarzinom.
Klinische und biologische Bedeutung rekurrenter Genfusionen

Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist ein haufiges und im
klinischen Verlauf sehr heterogenes Malig-
nom des Mannes. Um Fortschritte in der Be-
handlung von Prostatakarzinompatienten

zu erzielen, ist es von hochster Relevanz,

die Tumorbiologie dieses Malignoms bes-
ser zu verstehen. Damit soll das Risiko fiir ei-
ne Tumorprogression erfasst und Grundla-
gen fiir neue rationale Therapeutika geschaf-
fen werden, die das Fortschreiten der Erkran-
kung verlangsamen oder aufhalten. Die Ent-
deckung und Charakterisierung von rekur-
rierenden Rearrangements der ETS-Gene —
wobei es sich am haufigsten um ein Rearran-
gement des ERG-Gens handelt — war ein Mei-
lenstein der translationalen Prostatakarzi-
nomforschung. Obwohl schon eine Vielzahl
von molekularen Veranderungen im Prosta-

takarzinom bekannt sind, sollte ein genaues
Verstandnis der Genfusionen im Prostatakar-
zinom dazu beitragen, die klinische und bio-
logische Vielgestaltigkeit des Prostatakarzi-
noms besser zu verstehen. Die kdnnte auch
Grundlage fiir eine molekulare Subklassifika-
tion dieses Malignoms sein. Diese Ubersichts-
arbeit beschreibt den Weg von der Entde-
ckung der Genfusionen im Prostatakarzinom,
iber Anwendungsmaglichkeiten in der kli-
nischen Versorgung von Patienten mit Prosta-
takarzinom bis hin zu daraus folgenden wis-
senschaftlichen Fragestellungen.

Schliisselworter

Prostatakarzinom - Genfusion -

ERG Rearrangement - ETS Gene - Fluoreszenz
in-situ Hybridisierung

Dangerous liaisons in prostate cancer.
Clinical and biological implications of recurrent gene fusions

Abstract

Prostate cancer is a common and clinical-

ly heterogeneous disease. Understanding
the biology of prostate cancer is necessary
to best determinate the risk of disease pro-
gression and develop novel therapeutic ap-
proaches to prevent or slow down disease
progression. The recent discovery and subse-
quent characterization of recurrent gene re-
arrangements of ETS genes — most frequent-
ly ERG - in the majority of prostate cancers is
amilestone in translational prostate cancer
research. Although multiple molecular alter-
ations have been detected in prostate cancer,
a detailed understanding of gene fusion in

prostate cancer should help explain the clin-
ical and biologic diversity in addition to pro-
viding a rationale for a molecular sub-classi-
fication of the disease. This review describes
the path from the identification of common
ETS gene rearrangements in prostate cancer
to possible applications in the treatment of
patients, on to the potential scientific impli-
cations arising from their discovery.

Keywords

Prostate cancer - Gene fusion
ERG rearrangement - ETS genes -
In situ hybridization, fluorescence
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87 Genen, die den TMPRSS2-ERG-Fusi-
ons-Tumor als diskrete molekulare Enti-
tat abgrenzte. In-silico- Analysen von Si-
gnaltransduktionswegen ergaben, dass die
oben genannte Genfusionssignatur mit ei-
ner Ostrogenrezeptor- (ER-) assoziierten
Signaliibermittlung einhergeht. Anschlie-
Bende In-vitro-Tests zeigten, dass eine Sti-
mulation von ER-a zu einer Uberexpres-
sion des TMPRSS2-ERG-Transkriptes in
Fusions-positiven NCI H-660-Prostata-
karzinomzellen fithrt. Aulerdem konn-
ten wir einen ER-Bindungsort innerhalb
des TMPRSS2-Promotors mittels Chro-
matin-Immunprézipitations-Assays nach-
weisen.

Die Beobachtung der ER-abhingigen
Signaltransduktionswege beim TMPRSS2-
ERG-Prostatakarzinom hat potenzielle
klinische Auswirkungen. Die Expression
des TMPRSS2-ERG-Fusions-Transkriptes
beim kastrationsresistenten Prostatakar-
zinom legt nahe, dass der TMPRSS2-Pro-
motor auch durch ER-a-Stimulation ak-
tiv bleiben kann. Man fand heraus, dass
eine erhohte Expression des ER-a mit Tu-

ringer

morprogression, Metastasierung und dem
kastrationsresistenten Phénotyp einher-
geht [18]. Daher konnte die klinische An-
wendung von selektiven Ostrogenmodu-
latoren (SERM), welche ER-a-stimulie-
rende Wirkung haben, die Progression
TMPRSS2-ERG-abhingiger Prostatakar-
zinome fordern.

Diese Daten lassen auch einen Mecha-
nismus vermuten, mit dem ER-p als Tu-
morsuppressor wirken konnte, da es die
TMPRSS2-ERG-Expression negativ regu-
liert [19]. In Experimenten an Zelllinien
fanden wir heraus, dass die Aktivierung
von ER-f die Expression von TMPRSS2-
ERG tatsachlich vermindert. Diese Ergeb-
nisse verdeutlichen die Notwendigkeit,
ER-B-spezifische Agonisten in der Be-
handlung des Prostatakarzinoms zu tes-
ten und die therapeutische Verwendung
von Arzneimitteln mit ER-a-agonistischer
Aktivitat mit grofler Aufmerksamkeit zu
beobachten und zu hinterfragen.

Als vielleicht wichtigsten Punkt las-
sen unsere Ergebnisse einen Mechanis-
mus vermuten, mit dem Prostatakarzi-

r steht eine Anzeige.

nome eine Androgenunabhingigkeit ent-
wickeln konnen, obwohl sie initial andro-
genabhéngig waren. Insbesondere wird
das TMPRSS2-ERG-Onkogen durch Os-
trogenrezeptoren reguliert, wobei ER-
a-Agonisten (z. B. endogene Ostrogene)
die Onkogenexpression stimulieren kon-
nen. Diese Experimente legen nahe, dass
eine pharmakologische Inhibition der
TMPRSS2-ERG-Expression mittels ER-a-
Antagonisten mit ER-B-agonistischer Ak-
tivitit ein viel versprechender neuer The-
rapieansatz fiir das Prostatakarzinom sein
kann.

Genfusionen in anderen
haufigen epithelialen Tumoren

Mit der Entdeckung rekurrenter Genfusi-
onen im Prostatakarzinom als einem der
héufigsten Tumoren des Mannes hat sich
ein Paradigmenwechsel vollzogen. Mit
dieser Entdeckung wurde postuliert, dass
auch andere haufige epitheliale Tumo-
ren dhnliche organspezifische Rearrange-
ments aufweisen miissten. Schon im Jahr



2007 haben zwei unabhingige Gruppen
eine rekurrente Genfusion im nichtklein-
zelligen Lungenkarzinom aufdecken kén-
nen [20, 21]. Dabei handelt es sich um die
Fusion zwischen der analplastischen Lym-
phomkinase (ALK) und EMLy4, einem
noch sehr unbekannten Gen. ALK kodiert
eine Tyrosinkinase, die schon in anaplas-
tischen Lymphomen als Teil einer Fusi-
on beschrieben ist. Diese Fusion wurde in
knapp 7% einer Gruppe von japanischen
Lungenkarzinompatienten nachgewiesen
[20]. Durch eine Studie konnten wir den
ersten In-situ-Nachweis erbringen, dass
die beiden Gene EML4 und ALK tatsach-
lich rearrangiert sind [22].

Da schon bald nach der TMPRSS2-
ETS-Genfusion im Prostatakarzinom eine
rekurrente Genfusion auch in einem an-
deren sehr haufigen Tumor entdeckt wur-
de, gehen wir davon aus, dass sich auch im
nichtkleinzelligen Lungenkarzinom und
anderen héufigen epithelialen Tumoren
wie dem Mamma- und Kolonkarzinom
weitere pathognomonische Genfusionen
mit klinischer Bedeutung finden lassen.

Fazit fiir die Praxis

Die kiirzliche Entdeckung rekurrenter

Genfusionen im Prostatakarzinom gilt

als wissenschaftlicher Meilenstein in der

Genetik solider Tumoren. Damit hat sich

ein neues Forschungsfeld aufgetan, das

mehr neue Fragen aufwirft, als es bisher

beantworten kann. Die Herausforderung

wird sein, u. a. folgende Fragen zu beant-

worten:

== Kommen charakteristische Genfusi-
onen in allen humanen Malignomen
vor?

== Warum gibt es Genfusionen? DNA-
Doppelstrangbriiche sind die Basis fiir
alle Genrearrangements und resultie-
ren aus hochenergetischer Strahlung
oder Karzinogenen. Wie beim Pros-
tatakarzinom konnte fiir die meisten
Genrearrangements keine spezifische
Ursache identifiziert werden.

== Wann entsteht eine Genfusion? Fiir
viele Tumoren, die durch eine Genfu-
sion charakterisiert sind, gibt es kei-
ne praneoplastischen Zellen, die man
auf die Genfusion untersuchen kann.

== Sind Genfusionen als alleiniges Ereig-
nis fiir eine neoplastische Transforma-
tion ausreichend?

== Konnen Genfusionen als zuverlassige
prognostische oder pradiktive Marker
und als Grundlage einer rationalen
Therapie herangezogen werden?
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