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Mutationen des Androgenrezeptor-Gens als
magliche Ursache der Antiandrogenresistenz
beim Prostatakarzinom

A. Ropke', E. P Allhoff?, P F. Wieacker

Der Androgenrezeptor (AR) ist ein nuklearer Transkriptionsfaktor, der die intrazelluldre Wirkung der Androgene vermittelt. Das Prostatakarzinom
ist in Deutschland das haufigste Krebsleiden beim Mann. Bei fortgeschrittenem Prostatakarzinom ist eine radikale Entfernung der Prostata nicht
immer méglich. In diesen Fallen wird auf eine palliative endokrine Behandlung zurtickgegriffen. Da primére Prostatakarzinome in ihrem Wachs-
tum meist androgenabhdngig sind, ist die Ansprechrate auf eine Antiandrogentherapie entsprechend hoch und liegt bei ca. 75 %. Mit der Antian-
drogentherapie wird versucht, die Konzentration von freizirkulierenden Androgenen herabzusetzen oder die transkriptionelle Eigenschaft des AR
zu blockieren. Bei den meisten Patienten kommt es jedoch trotz einer zundchst erfolgreichen Antiandrogentherapie sekundar unter der Therapie
zu einer erneuten Proliferation oder Metastasierung des Prostatakarzinoms. Bei ca. 25 % der Patienten wird bereits primér eine Resistenz gegen-
tiber der Antiandrogentherapie beobachtet. Fiir das Versagen der Antiandrogentherapie kénnen Verdnderungen des AR im Tumor verantwortlich
sein. Bei Prostatakarzinomen mit sekunddrer Antiandrogenresistenz besteht hiufig eine Amplifikation des AR-Gens. Dagegen zeigen Prostata-
karzinome ohne Antiandrogentherapie sehr selten (1 %) eine Amplifikation des AR-Genlokus, jedoch in 11 % eine Polysomie des X-Chromosoms,
einschlielSlich des AR-Gens. Mutationen im AR-Gen werden bei metastasierten oder hormonrefraktaren, seltener bei priméren Prostatakarzinomen
beschrieben. Es konnte in einer Vielzahl von Studien festgestellt werden, dal verschiedene Steroidhormone eine hohere Affinitit zu mutierten AR
aufweisen, dadurch zu einer hbheren transkriptionellen Aktivitét fiihren und so die zellulédre Proliferation stimulieren.

Schliisselworter: Prostatakarzinom, Androgenrezeptor, Antiandrogenresistenz

Mutations in the Androgen Receptor Gene as Possible Cause for Antiandrogen Resistance in Prostate Cancer. The androgen receptor (AR) is a
nuclear transcriptional factor mediating the action of androgens and is expressed in nearly all prostate cancers. Prostate cancer is the most frequent
tumor in the male population of Germany and in the majority of patients with prostate cancer the growth of the tumor is androgen-dependent. In
advanced prostate cancers, where radical treatment is not curative, androgen deprivation therapy has proved to be an effective palliative therapy
in about 75 % of patients. The deprivation therapy aims to downregulate the concentration of circulating androgen or to block the transcriptional
regulating function of the AR. However, most patients develop in the course of the therapy an antiandrogen resistance. Furthermore, about 25 %
of patients have a primary resistance to antiandrogen therapy. Failure of antiandrogen therapy can be caused by modifications of the AR. Ampli-
fication of the AR gene locus was often detected in patients with secondary antiandrogen resistance. In tumors prior to antiandrogen therapy AR
gene amplification is very rare, but polysomy of the X-chromosome including the AR gene locus can occur. Mutations of the AR gene were also
found in hormone-refractory prostate cancers but are rare in untreated carcinomas. Many studies could demonstrate that different steroid hor-
mones exhibit a higher affinity to mutated AR and lead to an increased transcriptional activity resulting in the stimulation of cell proliferation.
J Reproduktionsmed Endokrinol 2004; 1 (3): 194-201.
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as Prostatakarzinom ist eines der haufigsten Krebs-

leiden der mdnnlichen Bevolkerung Westeuropas
und der Vereinigten Staaten. In den letzten Jahren stieg
die Inzidenz des Prostatakarzinoms kontinuierlich an [1,
2]. In den Vereinigten Staaten erkrankten im Jahr 2002
189.000 Méanner neu an Prostatakarzinom, 30.200 Pati-
enten starben an den Folgen dieses Krebsleidens [3].
Nach Schiatzung des Robert-Koch-Instituts erkranken in
Deutschland jahrlich etwa 32.000 Manner neu an Prosta-
takarzinom. Weltweit werden starke Schwankungen in
der Prostatakarzinomhdufigkeit beobachtet. Die hochste
Wahrscheinlichkeit, an einem Prostatakarzinom zu er-
kranken, besteht bei der afrikanisch-stammigen Bevolke-
rung der Vereinigten Staaten, dagegen weisen asiatische
Volker eine niedrigere Inzidenzrate auf [4, 5]. Auffdllig
istin diesem Zusammenhang auch, dal$ bei Mannern der
afrikanisch-stammigen Bevolkerung der USA mit Prosta-
takarzinom zur Diagnosestellung ein durchschnittlich
jungeres Alter und meistens ein klinisch fortgeschritte-
neres Prostatakarzinom festgestellt wird [6]. Insbesonde-
re die Bestimmung des prostataspezifischen Antigens
(PSA) hat zu einem Anstieg der diagnostizierten Prostata-
karzinome gefiihrt. Durch die Einflihrung der PSA-Mes-
sung konnte in hoherem Mafe ein organbegrenztes
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Prostatakarzinom im kurablen Stadium friihzeitig erkannt
werden. Die Sterblichkeit des Prostatakarzinoms liegt in
der Statistik hinter der des Bronchialkarzinoms.

Aus epidemiologischer Sicht kann man zwischen spo-
radisch und familidar auftretenden Prostatakarzinomen
unterscheiden. In der Mehrzahl der Fille geht man von
einer polygen-multifaktoriellen Genese aus. Epidemio-
logische Studien zeigen, daR das Risiko eines Prostata-
karzinoms bis zu dreimal hoher ist, wenn ein Verwandter
ersten Grades am Prostatakarzinom erkrankt. Dabei ist
fur die Briuder das Prostatakarzinomrisiko hoher als far
die Sohne des Erkrankten [7]. Deutliche Hinweise auf
erbliche Prostatakarzinome sind das Vorkommen von
drei oder mehr betroffenen Familienmitgliedern ersten
Grades, das Vorkommen in drei Generationen oder zwei
betroffene Familienmitglieder vor dem 55. Lebensjahr.
Erbliche Prostatakarzinome, die in mehreren Generatio-
nen auftreten, kommen bei ca. 9 % aller Prostatakarzi-
nome vor [8, 9].

Mutationen bei erblichen Prostatakarzinomen wur-
den unter anderem in den Genen RNASEL (Chromosom
1q25) [10], MXI1 (1025) [11], ELAC2 (17p11) [12] und
dem AR-Gen (Xq12) [13] gefunden. In der Mehrzahl der
Falle wird bei einem vererbten Prostatakarzinom von ei-
ner autosomal-dominanten Vererbung ausgegangen [14,
15]. Nwosu et al. [16] fanden auch in gewissen Familien
Hinweise auf eine autosomal-rezessive oder X-gekoppel-
te Vererbung.

Die radikale Prostatektomie ist heute die am haufig-
sten durchgefiihrte Therapie des Prostatakarzinoms. Aller-
dings ist die radikale Entfernung der Prostata bei fortge-

For personal use only. Not to be reproduced without permission of Krause & Pachernegg GmbH.



schrittenen Prostatakarzinomen oft nicht moglich. Hier
bieten Hormontherapie, Orchiektomie, Strahlen- sowie
Chemotherapie oder eine Kombination dieser Methoden
eine Moglichkeit der palliativen Behandlung [17-20].
Die Inhibierung der Androgenproduktion bzw. die Blok-
kade des AR spielen dabei eine zentrale Rolle, da pri-
mére Prostatakarzinome in ihrem Wachstum androgen-
abhdngig sind. Durch die Antiandrogentherapie kommt
es zur Apoptose der androgenabhangigen Prostatazellen
[21, 22]. Die hormonelle Androgenentzugstherapie er-
folgt mit Agonisten des Gonadotropin-Releasing-Hor-
mons (GnRH), die Blockierung der Funktion des AR ent-
weder durch steroidale (Cyproteronacetat) oder nichtste-
roidale (Hydroxyflutamid oder Bicalutamid) Verbindun-
gen. Andere Therapieformen gehen von einer Hemmung
der 50-Reduktase, die das Testosteron in Dihydrotesto-
steron (DHT) umwandelt, mit Finasterid aus.

Nachsorgeuntersuchungen zeigen jedoch bei vielen
Patienten (etwa 80 %) nach einigen Monaten bis Jahren
der zundchst erfolgreichen Antiandrogentherapie einen
erneuten Anstieg der PSA-Konzentration im Serum [23].
Bei diesen Patienten kam es im Laufe der Antiandrogen-
therapie zu einer erneuten Progression oder Metasta-
sierung der Erkrankung.

Etwa 25 % der Patienten zeigen bereits primar kein
Ansprechen auf die Antiandrogentherapie [24]. Bei die-
sen hormonrefraktiaren Prostatakarzinomen kann eine
zytostatische Chemotherapie angewandt werden. Die
Effektivitat dieser Behandlungsform ist jedoch gering und
weist eine maximale Ansprechrate von 30 % auf [25].

Funf unterschiedliche Pathomechanismen kénnen zu
einem androgenunabhangigen Prostatakarzinom fithren
[26]:

a) Der hypersensitive Mechanismus beruht auf einer Am-
plifikation des AR-Genlokus [27] oder auf einer ver-
starkten Umwandlung von Testosteron in das aktivere
Dihydrotestosteron [28].

b) Aufgrund von Mutationen des AR-Gens kann der AR
auch durch andere Steroidhormone oder Nicht-Ste-
roide wie Hydroxyflutamid aktiviert werden [29]. Eben-
falls konnen auch veranderte Kofaktoren des AR zu
einem Prostatawachstum, auch bei niedrigen Andro-
genkonzentrationen, fithren [30].

c) Eine dritte Moglichkeit des androgenunabhangigen
Wachstums von Prostatakarzinomen ergibt sich aus
der Aktivierung von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, die
wiederum Uber den Proteinkinase B- oder den MAP-
Kinase-Signalweg zur Phosphorylierung des AR fiih-
ren. Der AR wird somit bei diesem Mechanismus un-
abhdngig von einem Liganden aktiviert [31, 32].

d) Ein vierter Mechanismus koénnte darin bestehen, dal%
androgenunabhidngige Signalwege aktiviert werden.
Das Protein BCL2 (B-cell lymphoma 2), welches die
Apoptose blockiert, ist ein Kandidat fiir diesen Mecha-
nismus. BCL2 wird in androgenunabhéngigen Prosta-
takarzinomen haufig exprimiert, dagegen in den nor-
malen sekretorischen Zellen der Prostata nicht [33].

e) SchliefSlich postulierte Isaacs einen moglichen fiinften
Mechanismus, bei dem eine Subpopulation androgen-
unabhéngiger Zellen bereits vor der Therapie vorhan-
den sein soll [34]. Aus dieser Subpopulation konnen
sich Zellen rekrutieren, die unter dem Einfluf von an-
drogenunabhéngigen Wachstumsfaktoren weiter pro-
liferieren [35].

In den folgenden Kapiteln wird auf die Veranderungen

des AR-Gens eingegangen, die als mogliche Ursache ei-

ner Antiandrogenresistenz beim Prostatakarzinom in Fra-
ge kommen.

Die Struktur und Wirkungsweise des AR

Seit der Klonierung des AR durch Lubahn et al. [36] und
Trapman et al. [37] konnte in einer Vielzahl von Studien
die zentrale Rolle des AR bei der Entstehung und Progres-
sion des Prostatakarzinoms nachgewiesen werden. Der
AR stellt als intrazelluldrer Rezeptor die Verbindung zu
den Androgenen her, die fir die Entwicklung, Differen-
zierung und das Wachstum der Prostata verantwortlich
sind. Uber den AR entfalten die Androgene ihre regulie-
rende Wirkung. Es konnte gezeigt werden, dal in vielen
Fallen das androgenunabhéngige Wachstum des Prosta-
takarzinoms mit genetischen Verdnderungen im AR asso-
ziiert ist (Abb.1a).

Der AR gehort zur Gruppe der intrazellularen Steroid-
rezeptoren. Er beeinflufSt als nukledrer Transkriptions-
faktor die Transkription spezifischer Zielgene tiber eine
direkte Interaktion mit regulatorischen Sequenzen in der
DNA [38]. Zur Familie der Steroidrezeptoren gehdoren
unter anderem die Estrogen-, Glukokortikoid-, Mineral-
kortikoid- und die Progesteronrezeptoren. In der Prostata
wird der AR Uberwiegend in den sekretorischen Zellen
nachgewiesen, wihrend die Basalzellen ihn nur schwach
exprimieren. Im Stromagewebe der Prostata ist der AR
immunhistochemisch nicht oder nur sehr schwach nach-
weisbar [39].

Das AR-Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert und
erstreckt sich Gber mehr als 90 kb in der chromosomalen
Region Xq12 (Abb. 1a) [40]. Es besteht aus 8 Exons und
exprimiert in der menschlichen Prostata zwei verschie-
den grofRe mRNAs von 7 kb und 10 kb [36].

Das AR-Protein besteht aus ca. 917 Aminosduren mit
einer kalkulierten molekularen Masse von 98,845 kD
[41]. Es enthilt vier funktionelle Doméanen [42]: 1. die
aminoterminale Transaktivierungsdoméne, 2. die DNA-
Bindungsdomane, 3. die hinge-Region und 4. die karboxy-
terminale Ligandenbindungsdoméne (Androgenbindungs-
domane) (Abb. Ta). Die DNA-Bindungsdomdne und die
Ligandenbindungsdomane sind beide evolutionadr hoch
konserviert [43].

Das freie Testosteron diffundiert passiv durch die Zell-
membran der Prostatazellen. Im Zytoplasma wird das
Testosteron durch die 5c-Reduktase in das Dihydro-
testosteron (DHT) umgewandelt, das die eigentlich wirk-
same Substanz darstellt. Nach Bindung des DHT an den
AR bildet der AR Homodimere aus [44-46]. Die DNA-
Bindungsdomane des AR besitzt zwei Zinkfingerregio-
nen, die eine Bindung an palindrome DNA-Sequenzen,
die sogenannten Androgen-responsiven Elemente (ARE),
ermoglichen. Durch den DNA-Proteinkomplex aus ARE
und AR wird zusammen mit weiteren Proteinen ein
Transkriptionskomplex aufgebaut, der die Transkription
des regulierten Zielgens ermdoglicht (Abb. 1b) [46-48].

Auswirkungen der Trinukleotid-Wiederholun-
gen auf das Prostatakarzinom

Innerhalb der aminoterminalen Transaktivierungsdo-
méne sind zwei, in ihrer Lange polymorphe Trinukleo-
tidwiederholungen lokalisiert. Der im 5’-Bereich der
Transaktivierungsdomane gelegene CAG-Polymorphis-
mus und der im 3’-Bereich gelegene GGN-Polymor-
phismus (N = T, G oder C) kodieren eine Polyglutamin-
bzw. eine Polyglyzinwiederholung und fiihren so zu ei-
ner variablen Lange des AR-Proteins (Abb. 1a) [49].

Die 5'-gelegene CAG-Wiederholung ist polymorph
und fiir die Aktivitdt des AR von besonderer Bedeutung.
Bei Mannern werden CAG-Ldngen von 11 bis 31 CAG-
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Einheiten gefunden [50]. Zwischen den verschiedenen
Bevolkerungsgruppen gibt es jedoch Unterschiede in der
Verteilung der CAG-Lange [51, 52]. Bei den afrikanisch-
stammigen Amerikanern werden CAG-Ldngen von
durchschnittlich 18 CAG-Wiederholungen und bei den
weillen Amerikanern von durchschnittlich 21 CAG-Wieder-
holungen gefunden [53].

Durch mehrere Arbeitsgruppen konnte dargestellt
werden, dal® zusatzliche CAG-Wiederholungen eine ver-
minderte Aktivitat des AR-Proteins verursachen, wihrend
Verkiirzungen zu verstarkten Proteinaktivitdten fiihren
[54-56].

Patienten mit bulbo-spinaler Muskelatrophie (Kenne-
dy-Krankheit) haben CAG-Ldngen zwischen 40 und 55

Wiederholungen [57]. Diese neurodegenerative Erkran-
kung beginnt etwa um das 40. Lebensjahr und fiihrt zu ei-
ner langsamen progredienten Muskelschwiche bzw. zu ei-
nem Muskelschwund. Charakteristisch fur diese Erkran-
kung sind ferner Faszikulationen und oft eine hypertro-
phe Wadenmuskulatur. Weitere Symptome bestehen in
Artikulations- und Schluckstérungen, einer Gynakomas-
tie und einer Hodenatrophie mit verminderter Libido und
Fertilitat. Haufig treten bei diesen Patienten auch ein Di-
abetes mellitus und eine Hyperlipiddmie auf. Anderer-
seits zeigen Patienten mit Gber 25 CAG-Wiederholungen
ein hoheres Risiko fiir einen Defekt in der Spermatogene-
se [58]. Manner mit einer CAG-Ladnge von unter 19 CAG-
Trinukleotidfolgen weisen ein hoheres Risiko fir die

Gln,

domine

Gly,

doméne

Steroid-Bindungs-
doméne

N

NN

R IN [ |

Chromosom X AR-cDNA AR-Protein

Transaktivierungs-

DNA-Bindungs- / (bis 40 %)

\ Kofaktoren

statahyperplasie auf [59].

Es gibt unterschiedliche Er-
gebnisse bezlglich der Korrela-
tion zwischen CAG-Ldnge und
dem Risiko, ein Prostatakarzi-
nom zu entwickeln. Ein Teil der
Studien konnte zeigen, dafs
Ménner mit wenigen CAG-Wie-

Entwicklung einer benignen Pro-

Amplifil;ation derholungen (< 19 CAGs) hau-
120-30:%) figer am Prostatakarzinom er-
Mutationen kranken als Manner mit einer

CAG-Lange von mehr als 25
CAG-Repeats [60-62]. In wei-
teren Studien konnte eine Kor-
relation zwischen kiirzeren
CAG-Lédngen und einem jlinge-
ren Alter bei Diagnose des Pro-
statakarzinoms festgestellt wer-
den. Weitere Ergebnisse ver-
weisen auf eine Assoziation von
kurzen CAG-Ldngen zu einer
moglichen Ausdehnung des Kar-
zinoms auferhalb der Prostata
[60, 62]. Im Gegensatz dazu
konnten andere Studien keine
Korrelation zwischen CAG-

Verdnderte

Promotor-
Methylierung
(30 %)

Modifikationen
des AR

Lange und dem Prostatakarzi-

AR

NADP

NADV ©

- @ 5-a-Reduktase

:

nomrisiko, dem Alter der Pati-
enten bei Diagnosestellung,
dem histologischen Stadium
der Erkrankung oder dem klini-
schen Stadium bei der Diagno-
se feststellen [51, 63-67].

Der GGN-Polymorphismus
im 3’-Bereich der Transaktivie-
rungsdomane zeigt ebenfalls
eine Assoziation zum Prostata-
karzinom. In der normalen Be-
volkerung wurden GGN-Lan-
gen von 10-30 Wiederholun-
gen gefunden [68]. Allerdings
ist diese Wiederholungssequenz

weniger polymorph als der

Serum Zytoplasma

Nukleus

CAG-Polymorphismus [66]. Wie
bei den CAG-Wiederholungen
gibt es auch bei den GGN-Wie-
derholungen unterschiedliche
Ergebnisse hinsichtlich der Kor-

Abbildung 1: Struktur und Wirkungsweise des Androgenrezeptors (AR). A) Genomische Struktur des AR-
Gens auf dem Chromosom Xq12 sowie die cDNA- und Protein-Struktur des AR. Zusammenfassung der
genetischen und epigenetischen Modifikationen im AR. B) Mechanismus der AR-Wirkungsweise: T: Testosteron;
D: Dihydrotestosteron; HSP: Hitzeschock-Protein; ARE: Androgen-responsibles Element; TF: Komplex aus

verschiedenen Transkriptionsfaktoren [37].
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relation zwischen GGN-Lédnge
und dem Risiko zur Entwick-
lung eines Prostatakarzinoms,
dem Alter zur Diagnose oder
der Mortalitat. Stanford et al.




[64] und Hakimi et al. [61] fanden bei Patienten mit
GGN-Langen von < 16 bzw. < 14 eine positive Assoziati-
on zum Prostatakarzinomrisiko. Dagegen konnten ande-
re Studien keine Assoziation zwischen der GGN-Linge
und einem erhohten Risiko fiir ein Prostatakarzinom fest-
stellen [65, 66]. Stanford et al. [64] fanden ebenfalls eine
positive Assoziation von Prostatakarzinomrisiko und
Krankheitsverlauf. Hakimi et al. [61] konnten diese Asso-
ziation nicht bestatigen, ebenso konnten sie keine Asso-
ziation zum Alter der Patienten bei Diagnosestellung
herstellen. In der Studie von Edwards et al. [66] konnte
eine Korrelation von vielen GGN-Wiederholungen und
einem erhohten Risiko der erneuten Progression sowie
zur Mortalitdt durch das Prostatakarzinom festgestellt
werden.

Mutationen im AR-Gen

Konstitutive Mutationen im AR-Gen sind seit langerem
als Ursache des kompletten oder partiellen Androgen-
insensitivitatssyndroms  (AIS) bekannt. Bei Prostata-
karzinomen wurden vorwiegend somatische Mutationen
im AR-Gen gefunden. Es gibt nur wenige AR-Mutationen,
die konstitutiv bei Patienten mit Prostatakarzinom vorlie-
gen [69]. Elo et al. [70] beschrieben bei einem finnischen
Prostatakarzinompatienten eine konstitutive Mutation
(R726L), die auch bei seinen beiden Tochtern nachge-
wiesen werden konnte. Eine flichendeckende Studie an
418 Patienten mit sporadischen und 106 Patienten mit
hereditdren Prostatakarzinomen sowie 900 Kontrollper-
sonen aus Finnland fand bei 1,91 % der Patienten mit
sporadischen, bei 1,89 % der Patienten mit hereditdaren
Prostatakarzinomen und bei 3 der 900 Kontrollpersonen
(0,33 %) diese Mutation [13]. Die Autoren konnten mit
dieser Studie zeigen, daR Patienten mit der Mutation
R726L ein 6fach hoheres Risiko haben, ein Prostatakarzi-
nom zu entwickeln.

Bisher wurden 94 somatische Mutationen im AR-Gen
bei Patienten mit Prostatakarzinom gefunden, darunter
88 Missense- und 6 Nonsense-Mutationen (siehe www.
mcgill.ca/androgendb). Allerdings gibt es in den einzel-
nen Studien starke Unterschiede bei der Detektion von
Patienten mit Prostatakarzinom, die eine Mutation des
AR-Gens im Tumor aufweisen [71-75]. Dies liegt zum
Teil an der Tatsache, dafs bei einigen Patienten das Exon
1 nicht analysiert wurde. Ebenfalls hat die Art des unter-
suchten Tumorgewebes einen groflen Einfluf auf die
Detektion von Mutationen. Paraffineingebettetes Tumor-
gewebe ldlt sich zum Teil schlechter amplifizieren als
kryokonserviertes Tumorgewebe. Andererseits handelt es
sich beim Prostatakarzinom um ein fokales Karzinom.

Dementsprechend wurden in Studien, die mikrodissek-
tiertes Tumorgewebe analysierten, auch mehr Mutatio-
nen gefunden [73, 75, 76]. Ebenfalls wurde in einigen
Studien das Tumorgewebe mittels SSCP (single strand
conformation polymorphism-) Analysen untersucht, wo-
bei mit dieser Methode nicht alle Mutationen erkannt
werden konnen [77].

Die Mutationen im AR-Gen haufen sich in bestimmten
Regionen. In den Exons 4, 5 und 8 werden die meisten
Mutationen beschrieben. Insgesamt wurden in diesen drei
Exons 61 der 94 Mutationen (65 %) im AR-Gen gefunden,
obwohl diese drei Exons nur 21 % der gesamten kodieren-
den Region des AR-Gens entsprechen (Abb. 2).

Oft betreffen die verschiedenen Mutationen die selbe
Aminosdure. Z. B. werden an der Aminosdureposition
877 (Threonin) gehauft Mutationen beschrieben. An die-
sem Hotspot fiir Mutationen wurde das Threonin achtmal
durch Nukleotid-Substitutionen in ein Alanin (7x) oder in
ein Serin (1x) umgewandelt [76, 78-82]. Auch in der
Prostatakarzinom-Zellinie LNCaP wurde diese hdufige
Mutation von Threonin nach Alanin an der Aminosaure-
position 877 gefunden [83]. An den Aminosdurepositio-
nen 554 (Pro), 619 (Cys), 701 (Leu), 715 (Val), 730 (Val),
748 (Ala), 751 (Trp), 757 (Val), 874 (His) wurden jeweils
zwei- oder dreimal Mutationen gefunden, die zu einer
veranderten Aminosauresequenz fiihrten.

Insgesamt zeigen jedoch nur wenige Patienten mit
Prostatakarzinom eine Mutation im AR-Gen. Auffallend
ist, daR frithe Prostatakarzinome seltener eine Mutation
im AR-Gen aufweisen als hormonrefraktire Karzinome
[70, 72,75, 84]. Das fiihrte zu der Erkenntnis, dals der AR
einen EinfluB auf die Progression des Prostatakarzinoms
beim Ubergang vom klinisch lokalisierten zum fortge-
schrittenen, hormonrefraktiren oder metastasierenden
Prostatakarzinom hat [85].

Im Gegensatz zur Wildtypform zeigen die mutierten
AR-Gene oft eine verdnderte Spezifitdt bei der Bindung
von unterschiedlichen Steroidhormonen. Die Analyse ei-
niger mutierter AR zeigte, dal® tumorspezifische Mutatio-
nen die Steroidbindungseigenschaften und somit die Ant-
wort auf Antiandrogene, Estrogene und Gestagene beein-
flussen konnen [72, 74, 76, 83, 86]. Anhand der Mutati-
on Threonin nach Alanin an der Aminosdureposition
877, die in der Zellinie LNCaP gefunden wurde, konnte
gezeigt werden, dal$ der mutierte AR verschiedene Ste-
roidhormone binden kann und eine erhohte transkriptio-
nelle Aktivierungsfunktion auf das Zielgen zeigt [87, 88].

Die funktionelle Analyse von 44 verschiedenen Muta-
tionen im AR-Gen bestdtigte diese Aussage [86]. Wih-
rend die Wildtypform des AR stark von Dihydrotesto-
steron (DHT) aktiviert wird, kommt es durch Testosteron
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]
: Gly%

i

Abbildung 2: Verteilung der Mutationen im AR-Gen.
nen, die einen vorzeitigen Abbruch der Proteinsynthese einleiten.

.Missense—Mutationen, die zu einem Aminosaureaustausch fiihren; DNonsense-Mutatio-
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und R1881 (ein synthetisches Androgen) zu einer schwaé-
cheren Aktivierung des Rezeptors. Das adrenale An-
drogen Dehydroepiandrosteron (DHEA) aktiviert den
Wildtyp-AR ebenfalls nur schwach [86, 88]. Die Auswer-
tung der AR-Mutationen zeigte eine unterschiedliche
transkriptionelle Aktivitat, die durch verschiedene Steroid-
hormone hervorgerufen wird. Von den 44 analysierten
Mutationen zeigten 7 (16 %) der verdnderten AR-Protei-
ne einen Verlust der Funktion, 14 (32 %) eine verminder-
te Aktivierungsfunktion, 3 (7 %) eine Aktivitit entspre-
chend der des Wildtyps und 20 (45 %) einen Zugewinn
in der durch die Hormone hervorgerufenen AR-Aktivitat
[86]. Die biologische Bedeutung der Mutationen, die zu
einer fehlenden oder verminderten Aktivierungsfunktion
fuhren, erscheint im Kontext der Tumorprogression der-
zeit unklar, wahrend die Mutationen mit einem Funk-
tionsgewinn zu einem Selektionsvorteil der Tumorzellen
fahren durften.

Interessanterweise wurden bei einigen Patienten mit
Prostatatumoren zwei Mutationen im AR-Gen beschrie-
ben [73, 75, 76, 89-91]. Die funktionelle Auswirkung
der Doppelmutation (L701H und T877A) ergab, daf8 die
Prostatakarzinomzellen durch all die Steroide zur Prolife-
ration stimuliert werden, die auch in den untersuchten
Einzelmutationen eine Proliferation hervorrufen [89].

Amplifikationen des AR-Gens

Eine Amplifikation des AR-Gens wurde bei 20-30 % der
Prostatakarzinome mit Antiandrogenresistenz gefunden
[27,91-97]. Durch diese AR-Genamplifikation kommt es
zu einer bis zu sechsfach hoheren Expression des AR-
Gens [97]. Allerdings konnte ein solcher Effekt in ande-
ren Studien nicht nachgewiesen werden [98-100]. Im
Gegensatz zu den hormonrefraktaren Prostatakarzino-
men wurde bei den unbehandelten primaren Prostata-
karzinomen nur sehr selten (1 %) eine Amplifikation des
AR-Gens gefunden [94]. Eine Amplifikation des AR-Gens
lag vorwiegend bei den Patienten vor, die primar gut auf

die Hormontherapie angesprochen hatten und bei denen
eine langere Zeit (> 12 Monate) bis zur erneuten Progres-
sion verging. Bei Patienten, die bereits primar eine Resi-
stenz gegenuliber der Hormontherapie zeigten, wurde bis-
her keine Amplifikation des AR-Gens gefunden. Dies
zeigt, dal fur die primdre Resistenzentwicklung bei einer
Antiandrogentherapie andere Mechanismen als die Am-
plifikation verantwortlich sein muften.

In einer eigenen Studie [101] konnten wir bei einer
Subgruppe von Patienten mit Prostatakarzinom (9 von 80
untersuchten Patienten) bereits bei den unbehandelten
primdren Karzinomen eine Polysomie des X-Chromo-
soms nachweisen. Durch FISH-Analyse konnte gezeigt
werden, dald die zusitzlichen X-Chromosomen auch das
AR-Gen enthalten (Abb. 3). Da das Prostatakarzinom in
seinem Wachstum stark androgenabhangig ist, kann ver-
mutet werden, daR Prostatakarzinome mit einer Poly-
somie des X-Chromosoms einen Wachstumsvorteil auch
bei sehr geringen Androgenkonzentrationen aufweisen.
Bei dieser Studie konnte durch weitere FISH-Analysen
mit zentromerspezifischen Sonden fiir die Chromosomen
X, Y und 18 nachgewiesen werden, daf die Polysomie
des X-Chromosoms nicht allein auf eine Tetraploidie des
gesamten Chromosomensatzes zuriickgefiihrt werden
kann (Abb. 4). Tetraploidie war eher ein selteneres Ereig-
nis bei den untersuchten Prostatakarzinomen und wurde
in durchschnittlich 8,3 % der analysierten Zellkerne
(Bereich 0,0-19,5 %) gefunden. Die untersuchten Nicht-
tumorgewebe zeigten nur in durchschnittlich 1,9 % der
Zellkerne (Bereich 0,0-5,5 %) eine Tetraploidie [101].

Methylierung des AR-Promotors

Bei verschiedenen Karzinomen konnte bei einer Vielzahl
von unterschiedlichen Genen im Promotorbereich eine
Methylierung von CpG-Dinukleotiden festgestellt wer-
den. Diese Methylierungen im Promotorbereich fiihren
zu einer verminderten Expression und somit zu einer
Inaktivierung des Gens [102]. Auch im Promotor des

Abbildung 3: FISH-Analyse mit spezifischen Sonden fiir das AR-Gen
(rot) und das Zentromer des X-Chromosoms (grtin). a) Normaler mann-
licher Zellkern, b-d) auffillige Signalmuster mit den eingesetzten FISH-
Sonden: eine zusétzliche Kopie des AR-Gens (b); eine zusatzliche Ko-
pie des X-Chromosoms, einschlieBlich des AR-Gens (c); vier zusatzliche
Kopien des X-Chromosoms und des AR-Gens (d).

Abbildung 4: FISH-Analyse mit spezifischen Sonden fiir das Zentromer
des Chromosoms X (grtin), Y (rot) und 18 (blau). a) Normaler mannli-
cher Zellkern, b-d) auffillige Signalmuster mit den eingesetzten
zentromerspezifischen Sonden: Disomie des X-Chromosoms (b);
Tetraploidie (c); Trisomie des X-Chromosoms.



AR-Gens konnte eine Methylierung von CpG-Dinukleo-
tiden dargestellt werden, die zu einem Verlust der AR-Ex-
pression in Prostatakarzinom-Zellinien und im Prostata-
karzinomgewebe fihren. Durch die Einwirkung von
5-Aza-2’-Deoxycytidin, einem Demethylierungsreagenz,
oder Trichostatin A, einem Inhibitor der Histondeace-
tylase, konnte in Prostatakarzinom-Zellinien, die den AR
nicht exprimieren, eine Re-Expression des AR-Gens ge-
zeigt werden [103, 104]. Diese Versuche demonstrieren,
daf die epigenetische Regulation eine wichtige Rolle in
der biologischen Aktivitdt des AR spielt.

Bei Patienten mit hormonrefraktdren Prostatakarzi-
nomen konnte in 4 von 28 untersuchten Falle (29 %) im
Tumorgewebe eine Methylierung des AR-Promotors fest-
gestellt werden. Dagegen zeigte das Tumorgewebe von
Patienten mit unbehandelten primdren Karzinomen in
2 von 10 untersuchten Fallen (20 %) eine Hypermethy-
lierung [104]. In diesem Zusammenhang kann die Me-
thylierung des AR-Promotors als moglicher Mechanismus
einer Androgenunempfindlichkeit angesehen werden.

Zusammenfassung

Der klinische Verlauf des Prostatakarzinoms ist vor allem
von zwei kritischen Progressionsstufen abhangig: einer-
seits von der Entstehung von Metastasen und andererseits
von einer moglichen Resistenz gegeniiber einer Hormon-
therapie.

Das Wachstum des Prostatakarzinoms ist meist ein
androgenabhangiger Prozel’, der intrazelluldr vom AR
vermittelt wird. Genetische Verdnderungen des AR schei-
nen eine wichtige Rolle in der Progression des Prostata-
karzinoms zu spielen. Der CAG- oder GGN-Polymor-
phismus im Exon 1 des AR-Gens wurde in Verbindung
mit einem erhohten Prostatakarzinomrisiko gebracht.
Amplifikationen des AR-Genlokus konnen die Grundlage
einer Antiandrogenresistenz sein. Aber auch somatische
Mutationen im AR-Gen konnen zu verdnderten Bin-
dungseigenschaften gegentiber verschiedenen Andro-
genen fuhren.

Fortgeschrittene Prostatakarzinome werden héaufig
mit einer Antiandrogentherapie behandelt. Viele Patien-
ten mit einer zunichst erfolgreichen Antiandrogen-
therapie entwickeln sekundar im Laufe der Behandlung
eine Antiandrogenresistenz. Bei diesen Patienten werden
vorwiegend Amplifikationen des AR-Gens, jedoch auch
Punktmutationen im AR-Gen beschrieben.

Bei Patienten, die bereits primar eine Resistenz ge-
gentiber der Hormontherapie zeigten, wurde bisher kei-
ne Amplifikation des AR-Gens gefunden. Daher missen
fir diese primdre Resistenz gegeniiber einer Antian-
drogentherapie andere Mechanismen als die Amplifika-
tion des AR-Gens verantwortlich sein.

Molekulargenetische und molekularzytogenetische
Analysen von primédren Prostatakarzinomen, die keiner
Hormontherapie unterzogen wurden, zeigten ebenfalls
Mutationen im AR-Gen, aber auch eine Polysomie des
X-Chromosoms, einschlieBlich des AR-Gens. Es ist anzu-
nehmen, dal® Patienten mit einer Mutation im AR-Gen
oder einer Polysomie des X-Chromosoms bereits im pri-
méren Tumor eher schlecht auf eine Hormontherapie an-
sprechen.
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