Uro-Onkologie

Pradiktion aggressiver Prostatakarzinome

Entwicklung und Validierung
genomischer Klassifizierer

Bei Prostatakrebs-Patienten, die sich der radikalen Prostatektomie unterziehen, entscheidet sich nach der
Operation die Klassifizierung ihrer Krankheit als mit hohem oder niedrigem klinischem Risiko behaftet.
Hierzu werden gewohnlich pathologische Merkmale wie der Gleason Score 27, extrakapsuldre Ausbrei-
tung, positive Schnittrinder, Invasion der Samenblasen und positiver Nodalstatus herangezogen, die auf
ein erhohtes Risiko der klinischen Metastasierung hindeuten. Andererseits sind klinisch-pathologische
Merkmale und auch ein biochemisches Rezidiv beim Prostatakrebs trotz hoher Sensitivitét keine spezifi-
schen Pradiktoren fiir Metastasierung und Letalitdt. Deshalb wird nach verbesserten Moglichkeiten der
Klassifizierung von Prostatakrebs nach radikaler Prostatektomie geforscht. Insbesondere werden hierbei
Verdnderungen im Genom der Krebszellen im Zusammenhang mit Genexpressions-Signaturen ins Auge
gefasst. Denn seit dem Aufkommen der DNA-Microarray-Technologie werden zunehmend Genexpressi-
onsanalysen zur Aufklarung zellbiologischer Mechanismen unternommen, die sich bei Prostatakrebs-Pa-
tienten als Klassifizierer fiir Prognose und Therapieansprechen anwenden lassen.

ei einem Grofteil der Prostata-
B krebs-Patienten finden sich nach

der radikalen Prostatektomie un-
glinstige pathologische Merkmale. Das
bedingt zumeist die postoperative Be-
handlung mit Strahlentherapie allei-
ne oder zusammen mit einer Hormon-
therapie. Aufgrund der unzureichenden
Maoglichkeit, Prostatakrebs in aggressi-
ve und nicht bzw. weniger aggressive Tu-
moren zu klassifizieren, wurde im letz-
ten Jahrzehnt in zahlreichen Studien nach
verbesserten Pradiktoren fiir deren bio-
logisches Risiko, metastasierten Prosta-
takrebs zu entwickeln, geforscht. Dabei
wurden einzelne Biomarker und Genex-
pressionssignaturen getestet. Doch trotz
vielfiltiger Bemithungen haben die Er-
gebnisse bislang kaum Anwendung in der
klinischen Praxis gefunden.

Adjuvante Strahlentherapie versus
Uberwachungsstrategie bei
negativen pathologischen Merkmalen

In verschiedenen randomisierten klini-

schen Studien zu adjuvanter Strahlenthe-
rapie gegeniiber bloBer Uberwachung bei
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Patienten mit negativen pathologischen
Merkmalen war eine signifikante Abnah-
me biochemischer Rezidive [1, 2], lokaler
Rezidive [3, 4], und der Metastasierung
sowie ein verlingertes Gesamtiiberleben
fiir die Patienten mit adjuvanter Strahlen-
therapie nachgewiesen worden [3].

Mit konventioneller externer Bestrahlung
(60 Gy tiber sechs Wochen) unmittelbar
nach der radikalen Prostatektomie wur-
de bei 502 randomisierten Patienten mit
pT3-Tumor oder positiven Schnittrindern
und hohem Progressionsrisiko ein signi-
fikant ldngeres progressionsfreies Uber-
leben und eine bessere lokale Kontrol-
le erreicht als bei 503 Kontrollpatienten
unter ,,Wait-and-see-Strategie” [1]. Die-
ses nach fiinf Jahren registrierte Ergeb-
nis bestitigte sich bei der Analyse eines
Follow-up von median 10,6 Jahren be-
ziiglich signifikanter Verbesserung des
biochemischen progressionsfreien Uber-
lebens und der lokalen Kontrolle. Ande-
rerseits blieben die Verbesserungen des
klinischen progressionsfreien Uberlebens
nicht aufrecht erhalten. Aus einer explora-
torischen Analyse geht aber hervor, dass
die postoperative Bestrahlung das klini-

Manner, die an Prostatakrebs versterben,
hatten bei der Diagnose Uberwiegend
eine lokalisierte Krankheit. Nach radika-
ler Prostatektomie stellte sich dann her-
aus, dass ihr Tumor ungunstige patho-
logische Merkmale aufweist. In dieser
Situation haben pradiktive Instrumenta-
rien bisher begrenzte Fahigkeiten, Pa-
tienten mit erhéhtem Risiko fur Meta-
stasierung zu identifizieren.

Anhand archivierter Gewebeproben
von Mannern, die sich an der Mayo Cli-
nic einer radikalen Prostatektomie auf-
grund eines lokalisierten Prostatakar-
zinoms unterzogen hatten, wurde ein
genomischer Klassifizierer mit 22 Mar-
kern entwickelt, der auch zahlreiche,
nicht kodierende RNA-Sequenzen ent-
halt. In mehreren Studien wurde des-
sen Uberlegener prognostischer Nutzen
gegenuber herkémmlichen pathologi-
schen Variablen validiert. Der unmittel-
bar postoperativ anwendbare Test kann
anhand des Primartumors friihzeitig Pa-
tienten selektieren, die von intensiveren
Therapien profitieren kdnnen.
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siven Prostatakarzinoms in einer im Pri-
mirtumor entdeckten genomischen Ex-
pressionssignatur widerspiegelt, wurde

Abb. 1 und 2: Kaplan-Meier-Kurven fiir Prostatakrebs-spezifische Mortalitat (PKSM) (1) und Gesamtiiberleben
(OS) (2). Alle Falle wurden nach dem genomischer Klassifizierer (GK)-Score als Niedrigrisiko (<0,5) und Hochri-
siko (>0,5) getrennt. Die Zeit bis zur PKSM und die OS wurden ab dem biochemischen Rezidiv gemessen [5].

von einem Untersucherteam aus Mitar-
beitern der GenomeDx Biosciences (Van-
couver, BC, Kanada), Forschern der Uni-
versitdt Vancouver, der Universitidt von
Los Angeles, CA und der Mayo Clinic
(Rochester, MN) ein genomischer Klas-
sifizierer (GK) mit 22 Markern entwi-
ckelt. Hierfiir stand von 545 Patienten
aus dem Tumorregister der Mayo Cli-
nic (192 Fille bei denen ein biochemi-
sches Rezidiv und Fernmetastasen auf-
getreten sind und 353 Kontrollen ohne
Progression oder mit biochemischem Re-
zidiv) RNA zur Verfiigung, die fiir die
Analyse erfolgreich auf Microarrays hy-
bridisiert werden konnte. Fiir den iiber-
wachten Lernprozess wurde ein Satz mit
Trainingsdaten von 359 per Zufallsent-
scheid ausgewihlten Patienten gebildet.
Zur Validierung diente der Datensatz der
verbliebenen 166 Patienten.

Der GK wurde im Trainingsset aus
der Analyse von 1,1 Millionen RNA-
Features (Positionen auf dem Chip) auf
den Microarrays entwickelt. Nach ver-
schiedenen Selektionsschritten verblieb
letztlich ein Satz mit 22 RNA-Biomar-
kern aus Protein-kodierenden und nicht
Protein-kodierenden Regionen des Ge-
noms. Der GK liefert einen kontinuier-
lichen Variablenscore zwischen 0 und 1,
wobei ein hoherer Score auf die hohere
Wahrscheinlichkeit klinischer Metasta-
sierung hinweist. Kaplan-Meier-Kurven
der Patientengruppen (alle Félle) mit nied-
rigem und hohem Score des GK zeigen
deutliche Unterschiede hinsichtlich des
Prostatakrebs-spezifischen Uberlebens
(Abb. 1) wie auch hinsichtlich des Ge-
samtiiberlebens (Abb. 2). Die Biomar-

ker erwiesen sich als mit einer Reihe ent-
scheidender biologischer Prozesse bei der
Progression von Prostatakrebs zur meta-
stasierten Krankheit assoziiert.

Der GK wurde anhand des Validie-
rungssets tberpriift. Er wies hinsicht-
lich seiner préadiktiven Fahigkeit, frithe
klinische Metastasierung zu identifi-
zieren, gegeniiber zuvor beschriebenen
einzelnen Genen, Multigen-Signaturen
und klinisch-pathologischen Variablen
signifikant iiberlegene Ergebnisse auf.
Bei prospektiver Validierung des Tests
lieBen sich im praktischen Klinikbetrieb
jene Patienten identifizieren, die nach der
radikalen Prostatektomie von einer frii-
heren und intensiveren Therapie profi-
tieren konnten [5].

Der 22-Feature-GK wird von Genome-
Dx Biosciences, Vancouver, BC, als De-
cipher® Prostate Cancer Classifier ver-
marktet. Mit dem Test ldsst sich geméal
Firmenangaben nach radikaler Prostatek-
tomie anhand der Expression der 22 Bio-
marker die Wahrscheinlichkeit klinischer
Metastasen innerhalb von fiinf Jahren und
die eines biochemischen Rezidivs inner-
halb von drei Jahren errechnen.

Validierungen des 22-Feature-
Klassifizierers Decipher®

Eine der ersten unabhingigen Validie-
rungen des 22-Biomarker-GK erfolgte
anhand von Patienten mit negativen pa-
thologischen Merkmalen nach radikaler
Prostatektomie aus dem Tumorregister
der Mayo Clinic (nicht identisch mit den

Patienten in der Entwicklungskohorte).
Der GK erwies sich in einer multivariaten
Analyse als der iiberlegene Pradiktor fiir
Metastasierung und Letalitit [6].

Zu einem dhnlich positiven Urteil kom-
men Untersucher aus dem John Hopkins
Medical Institute, Baltimore, MD: Thre
Studienpopulation umfasste 85 Hochri-
siko-Patienten, die nach radikaler Pros-
tatektomie ein biochemisches Rezidiv
entwickelt hatten. Verglichen mit kli-
nisch-pathologischen Variablen war der
22-Biomarker-GK in der Untersuchungs-
kohorte ein exakterer Pradiktor der me-
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Abb. 3: Veréanderungen der Therapieempfehlung teil-

nehmender Urologen in Patientengruppen mit nied-
rigem und hohem GK-ermitteltem Risiko bei Kennt-

nis des GK-Testergebnisses. GK = genomischer Klas-
sifizierer, AST = adjuvante Strahlentherapie, HT = Hor-

montherapie [10].
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tastatischen Progression. In der multiva-
riaten Analyse war der GK zugleich der
alleinige signifikante Pradiktor fiir Me-
tastasierung [7].

In einer Studienpopulation mit 169 Pro-
statakrebs-Patienten, die sich an der Cleve-
land Clinic, Cleveland, OH, zwischen 1987
und 2008 einer radikalen Prostatektomie un-
terzogen hatten (pT3 oder positive Schnitt-
rander), wurde gepriift, ob sich die Genau-
igkeit der Pradiktion der Metastasierung
innerhalb von fiinf Jahren nach der Ope-
ration mit dem Decipher®-Tests gegeniiber
der standardméBigen Risiko-Stratifizierung
mit CAPRA-S und dem Stephenson Nomo-
gramm verbessern ldsst. Dabei erwies sich
Decipher® nach Bereinigungen fiir klini-
sche Risikofaktoren als signifikanter Pradik-
tor einer frithzeitigen Metastasierung. Von
den drei pradiktiven Instrumenten erreich-
te Decipher® den hochsten Konkordanz-
Index (Harrell‘s C-Index) mit 0,77 gegen-
iiber dem Stephenson-Modell mit 0,75 und
CAPRA-S mit 0,72 [8].

In einer weiteren retrospektiven Un-
tersuchung wurde der Frage nachgegan-
gen, ob kombinierte Risikomodelle aus
Biomarkern und klinisch-pathologischen
Variablen zur Verbesserung der Pradikti-
on und damit Entscheidungsfindung nach
radikaler Prostatektomie genutzt werden
konnen. Es wurde die prognostische Fa-
higkeiten von CAPRA-S und dem 22-Bio-
marker-GK Decipher® jeweils allein und
in Kombination bewertet [9].

Aus einer Kohorte von Prostatakrebs-
Patienten mit hohem Rezidivrisiko nach
der radikalen Prostatektomie, die an der

V¥ Inzidenz der Metastasierung (%)

Mayo Clinic zwischen 2000 und 2006
behandelt worden waren, konnten in 185
Féllen zugleich Scores fiir CAPRA-S und
GK bestimmt werden. Siebzehn von ih-
nen waren am Prostatakrebs verstorben.
Fiir CAPRA-S wurde ein C-Index von
0,75 und fiir GK von 0,78 ermittelt. Von
82 der Patienten, die nach dem CAPRA-
S-Score >6 mit hohem Risiko bewertet
wurden, hatten 33 auch nach dem GK-
Score ein hohes Risiko. Von ihnen star-
ben 17 am Prostatakrebs. Anhand des
GK-Scores wurden die restlichen 49 Pa-
tienten mit niedrigem bis intermedia-
rem Risiko eingestuft. Allerdings ver-
starben auch von ihnen drei Ménner an
dem Prostatakrebs. Fiir Patienten, die
sowohl hohe GK- und hohe CAPRA-S-
Scores aufwiesen, betrug die kumulierte
Inzidenzrate fiir Prostatakrebs-spezifi-
sche Mortalitédt innerhalb von zehn Jah-
ren 45 %. Sowohl der CAPRA-S-Score
als auch der GK waren in der multiva-
riaten Analyse signifikant unabhingi-
ge Pradiktoren der Prostatakrebs-spe-
zifischen Mortalitét [9].

Einfluss des 22-Marker-Klassifizierers
auf klinische Entscheidungen

In einer prospektiven, multizentrischen Stu-
die wurde ermittelt, dass der 22-Marker-
GK die Therapieentscheidung bei der Er-
wigung adjuvanter Strahlentherapie nach
radikaler Prostatektomie signifikant be-
einflusst und das Vertrauen in die Ent-
scheidungsfindung erhoht [10]. Die Stu-
dienteilnehmer waren 51 Urologen, deren
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Aufgabe es war, Fille aus den Krankenak-
ten neu zu beurteilen. Bei den vorgelegten
Féallen war nach der radikalen Prostatek-
tomie bei 71 % der Patienten ein pT3-Tu-
mor und bei 63 % positive Schnittrander
gefunden worden. Insgesamt standen 110
Kasuistiken zum Review zur Verfiigung.
Fiir den GK-Test wurden die archivierten
Gewebeproben dieser Patienten herange-
zogen [10].

Hatten die Urologen keine Kenntnis des
GK-Testergebnisses, wurde fiir 57 % der
Patienten anhand der Klinischen Fakto-
ren eine Beobachtung, fiir 36 % eine ad-
juvante Strahlentherapie und fiir 7 % eine
andere Therapie empfohlen. Mit Kennt-
nis des GK-Testergebnisses wurden 31 %
andere Therapieentscheidungen getrof-
fen als ohne deren Kenntnis. Davon wa-
ren 52 % der Wechsel von einer Thera-
pie zur Beobachtung [10].

Bei Fallberichten, die nach GK-Tester-
gebnis als Niedrigrisiko eingestuft wur-
den, war in 81 % der Félle Beobachtung
empfohlen worden. Im Gegensatz dazu
war in Fallberichten, die nach GK-Tester-
gebnis als Hochrisiko eingestuft wurden,
die Empfehlung zu Beobachtung bei die-
ser Kenntnis von urspriinglich 51,1 % auf
34,6 % zuriickgegangen (Abb. 3) [10].

Einer weiteren aktuellen Analyse lag
die Hypothese zugrunde, dass die An-
wendung des genomischen Klassifizie-
rers zwischen Patienten, die von adjuvan-
ter Strahlentherapie und denen, die von
der Salvage-Strahlentherapie profitieren
wiirden, unterscheiden konne. Diesbeziig-
lich wurde retrospektiv gepriift, welchen
Einfluss die Einbeziehung des Tests mit
22 RNA-Biomarkern auf die Terminie-
rung der Strahlentherapie nach radikaler
Prostatektomie haben kann [11].

Anhand der GenomeDx-Gendatenbank
wurden die Daten aller Patienten mit ei-
nem T3-Prostatakarzinom und/oder posi-
tiven Schnittrdndern, die sich an der Tho-
mas Jefferson University, Philadelphia, PA,
und der Mayo Clinic Rochester, MN, zwi-
schen 1990 und 2009 eine Strahlenthera-
pie erhalten hatten, extrahiert [11].

Die kumulativen 5-Jahres-Inzidenzraten
bei Patienten mit niedrigem, durchschnitt-
lichem und hohem CAPRA-S-Score betru-

Abb. 4: Kumulative Inzidenz statifiziert nach dem Cancer of the Prostate Risk Assessment Postsurgical
(CAPRA-S)-Score (A) und dem genomischer Klassifizierer (GK)-Score (B) zur Ermittlung ihrer Progno-
se flr Metastasierung nach der Strahlentherapie [11].

gen 13 %, 2 % bzw. 14 % (Abb. 4A). Bei
Patienten mit niedrigem, durchschnittli-
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chem und hohem GK-Score betrugen die
kumulativen 5-Jahres-Inzidenzraten 0 %,
9 % bzw. 29 % (Abb. 4B) [11].

Patienten mit einem GK-Score <0,4 hat-
ten sowohl bei adjuvanter als auch bei
Salvage-Strahlentherapie die kumulative
5-Jahres-Inzidenzrate von 0 % (Abb. SA).
Im Gegensatz dazu war bei Patienten mit
einem GK-Score >0,4 die Salvage-Strah-
lentherapie deutlich vorteilhafter als die
adjuvante Strahlentherapie. Die kumulati-
ven 5-Jahres-Inzidenzraten betrugen 6 %
bzw. 23 % (Abb. 5B) [11].

Im Vergleich zum GK-Score war der
CAPRA-S-Score nicht geeignet, Patien-
ten zu identifizieren, die wahrscheinlich
von einer adjuvanten Strahlentherapie pro-
fitieren wiirden. Dementsprechend war der
C-Index fiir CAPRA-S 0,66 und 0,83 fiir
GK. Er erhohte sich in einem kombinier-
ten Modell nur geringfiigig auf 0,85 [11].

V Inzidenz der Metastasierung (%)

Uberpriift wurde ferner die Hypothe-
se, dass ein genomischer Klassifizierer
auch als pradiktives Instrument fiir bio-
chemisches Rezidiv und Fernmetasta-
sen bei Prostatakrebs-Patienten dienen
kann, die nach der radikalen Prostat-
ektomie eine Strahlentherapie erhalten.
Hierzu wurden Prostatakrebs-Patienten
mit pT3-Tumor oder positiven Schnittrén-
dern identifiziert, die sich am Kimmel
Cancer Center, Thomas Jefferson Uni-
versity, Philadelphia, PA, nach radikaler
Prostatektomie einer Strahlentherapie
unterzogen hatten. Von 139 Ménnern la-
gen Formalin-fixierte, Paraffin-eingebet-
tete Blocke des resektierten Prostatage-
webes vor. Die RNA aus dem Fokus mit
dem hochsten Gleason-Grad wurde extra-
hiert und auf einen High-density Oligonu-
kleotid-Microarray aufgebracht. Auf die
Microarray-Expressionsdaten wurde der

V Inzidenz der Metastasierung (%)
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Abb. 5: Kurven der kumulativen Inzidenz zur Ermessung des Nutzens einer adjuvanten Strahlenthe-
rapie gegeniber einer Salvage-Strahlentherapie bei Anwendung des genomischer Klassifizierer (GK)-
Scores stratifiziert nach Scores <0,4 (A) und 20,4 (B) [11].
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Abb. 6: Kumulative Inzidenz des biochemischen Versagens (A) und von Fernmetastasen (B) nach
Strahlentherapie fiir Patientengruppen mit niedrigem (<0,4), intermediarem (0,4 bis <0,8) und hohem

(>0,8) genomischer Kilassifizierer (GK)-Score [12].

22-Marker-GK angewandt. Die kumula-
tiven Inzidenzraten der Wahrscheinlich-
keit fiir biochemisches Versagen und fiir
Fernmetastasen waren fiir drei GK-Ri-
sikogruppen signifikant. Fiir biochemi-
sches Versagen betrugen die 4-Jahres-In-
zidenzraten bei niedrigem, intermedidrem
und hohem GK-Score 13 %, 31 % bzw.
49 %. Sie erhohten sich nach acht Jahren
auf 21 %, 48 % bzw. 81 % (Abb. 6A). Die
8-Jahres-Inzidenzraten fiir Fernmetasta-
sen waren 0 %, 12 % und 17 % fiir niedri-
gen, intermedidren bzw. hohen GK-Score
(Abb. 6B) [12].

Entwicklung und Validierung eines
32-Gen-Prognoseindex fiir
Progressionsrisiko bei PCa-Patienten

Von einer Forschergruppe am Massachu-
setts General Hospital der Harvard Uni-
versity, Boston, MA, wurde ein 32-Gen-
Prognoseindex entwickelt [13]. Mittels
bioinformatischer Datenanalyse der Ex-
pression von 1 536 Genen in malignem
Prostatagewebe wurde eine Gen-Expres-
sionssignatur mit prognostischer Potenz
fiir biochemische Rezidivierung identifi-
ziert. Die 32-Gen-Signatur umfasst Gene
verschiedener Funktionsklassen wie Gene
flir Transkriptionsfaktoren, Zellzyklus-
Gene, Gene fiir Regulatoren metaboli-
scher Prozesse sowie Gene unbekannter
Funktion. Es wurde ein kontinuierlicher
Risikoindex entwickelt, der eine indivi-
duelle Risikobewertung auf der Grundla-
ge des im Tumorgewebe ermittelten Gen-
Expressionsprofils zuldsst.

Fiir die Validierung des Index dien-
ten Gewebeproben einer anderen Gruppe
mit 270 Prostatakrebs-Patienten, deren
radikale Prostatektomie in den Jahren
zwischen 1996 und 1997 stattgefunden
hatte. Der 32-Gen-Prognoseindex erwies
sich als unabhéngiger Pridiktor fiir bio-
chemischen Rezidiv nach radikaler Pro-
statektomie und ergédnzte die standard-
maBigen klinischen und pathologischen
Variablen mit signifikantem prognosti-
schem Nutzen. Eine multivariate Ana-
lyse zeigte, dass nur der 32-Gen-Pro-
gnoseindex und die Schnittrédnder fiir
biochemisches Rezidiv signifikant pra-
diktiv waren.

Eine Weichen stellende Therapieent-
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scheidung muss bereits nach jeder positiven
Prostatabiopsie bei der Prostatakrebs-Di-
agnose getroffen werden. Im Vordergrund
steht dabei die Alternative Active Surveil-
lance versus radikale Prostatektomie. Die
Suche nach prognostischen Kriterien, um
in dieser Situation die Identifizierung ei-
nes klinisch insignifikanten Prostatakar-
zinoms zu gewahrleisten, hat noch langst
nicht zu einem allgemein befriedigenden
Ergebnis gefiihrt. Zur Optimierung der
diesbeziiglichen Klassifizierung der Pati-
enten ldsst sich auch an genomische Mar-
ker denken, die in positiven Biopsiestan-
zen statt in Gewebeproben nach radikaler
Prostatektomie, bestimmt werden kénn-
ten. Der 32-Gen-Expressionsindex wur-
de zwar an letzterem Gewebe entwickelt
und validiert, doch er zeigte auch an Biop-
sieproben potenzielle klinische Verwen-
dungsmoglichkeit. Als ,,proof of concept™
wurden zusammenpassende Biopsie- und
Prostatektomie-Proben untersucht. Dabei
wurde eine signifikante Korrelation zwi-
schen den jeweiligen Scores des Risiko-
Index festgestellt. Andererseits bestehen
wesentliche Vorbehalte wie die multifo-
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kale Natur des Prostatakrebses, die Hete-
rogenitét des Gleason-Grades und poten-
zielle Fehlinterpretationen aufgrund der
Probenentnahme gegeniiber der Anwend-
barkeit eines genomischen Klassifizie-
rers auf Biopsieproben. Jjfs <
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