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1 Einleitung

1 Einleitung

Das Prostatakarzinom gilt in Deutschland mit 26 % aller Krebserkrankungen als der
haufigste maligne Tumor, sowie mit 10 % als die dritthaufigste krebsbedingte Todesur-
sache des Mannes. Nach einem stetigen Anstieg betrug die Zahl der Neuerkrankungen
im Jahr 2008 63.400, wohingegen die Mortalitatsrate leicht abnehmend war. Teils
scheint dies auf die Einflhrung des prostataspezifischen Antigen (PSA)-Tests als
Screeningmethode zurtickzufiihren, wodurch Tumoren vermehrt und frihzeitig ent-
deckt werden, sowie auf die inzwischen héhere Lebenserwartung. Im Jahr 2008 lag
das mittlere Erkrankungsalter bei 70 Jahren, wonach das Prostatakarzinom zu den
Erkrankungen des élteren Mannes gerechnet werden kann [1]. Da die Mehrzahl der
Tumoren eher ,gutartig® ist, entwickeln die wenigsten Patienten Symptome oder ster-
ben an dieser Krankheit. Eine kleine Gruppe der Tumoren ist jedoch hoch aggressiv
und fuhrt in der Regel zu einem lebensbedrohlichen Krankheitsverlauf fiir den Patien-
ten. Demnach ist ein priméares Ziel der Prostatakrebsforschung, aggressive Tumore mit
klinischer Relevanz von asymptomatischen Tumoren zu unterscheiden, um Patienten
mit lebensbedrohlichen Tumoren friihzeitig eine geeignete Therapie zukommen zu

lassen.

Zur Vorsorgeuntersuchung im Rahmen der Friherkennung von Prostatakarzinomen
wird Mannern ab 40 Jahren mit einer Lebenserwartung von mehr als 10 Jahren gera-
ten. Sie umfasst die digitale rektale Untersuchung (DRU) und die quantitative Bestim-
mung des PSA-Werts. Als bildgebende Komponente kann die transrektale Ultraschall-
untersuchung erganzend durchgefihrt werden. Eine Prostatastanzbiopsie als weiter-
fuhrende Diagnostik sollte bei einem PSA-Wert von 24 ng/ml als erstmaliges, kontrol-
liertes Messergebnis, bei einem verdachtigen PSA-Anstieg der Verlaufskontrollmes-
sungen im Rahmen der Vorsorgeuntersuchungen sowie bei einem karzinomverdachti-
gen Tastbefund in der DRU empfohlen werden [2]. Wird ein Prostatakarzinom diagnos-
tiziert, sollte eine Therapie unter Berlcksichtigung des Patientenwunsches und nach
Aufklarung Gber Nutzen und Risiken geplant werden. Die Prognose des Prostatakarzi-
noms erfolgt durch Bestimmung des Gleason-Scores, des TNM-Stadiums und des R-
Status [2]. Der Gleason-Grad beschreibt den histologischen Aufbau und Differenzie-
rungsgrad der Prostatadriisen, eingeteilt von Gleason-Grad 1 fir eine sehr gut diffe-
renzierte Drisenstruktur bis Gleason-Grad 5 fur eine sehr niedrig differenzierte Dri-

senstruktur [3]. Aus dem primar und sekundar vorherrschenden Gleason-Grad wird der
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Gleason-Score gebildet. Die Zuordnung des TNM-Stadiums erfolgt nach der aktuellen
UICC-Klassifikation. Darin wird die Ausdehnung des Primartumors (T), der metastati-
sche Befall regionarer Lymphknoten (N) und das Vorkommen von Fernmetastasen
beurteilt [4]. Um den R-Status zu erheben prift der Pathologe den chirurgischen Re-
sektionsrand des Prostatektomiepraparats auf Tumorfreiheit [2]. Zur Klassifizierung des
Prostatakarzinoms und entsprechender Prognosestellung sind somit sowohl patho-
histologische als auch klinische Daten von Bedeutung. Leider reichen die bis heute
etablierten prognostischen Parameter nicht aus, um hochaggressive von asymptomati-
schen Tumoren sicher zu unterscheiden. Aus diesem Grund ist es notwendig weitere
molekulare Marker zu identifizieren, die es erméglichen die prognostische Aussage-
kraft der etablierten Parameter zu unterstiitzen. Molekulare Marker wie z.B. CHDL1 [5],
MAP3K7 [6], PTEN [7] und p53 [8] werden aktuell in der Literatur als Erweiterung zu
den klassischen Prognosefaktoren diskutiert. Die aktuell verwendeten prognostischen
Parameter wie pT-Stadium, pN-Stadium, Gleason-Grad, R-Status und in der Fachlite-
ratur besprochene, potentielle molekulare Marker haben allerdings das gemeinsame
Problem, dass sie postoperativ erhoben werden oder aber sich auf Endpunkte mit ge-
ringer klinischer Auswirkung wie zum Beispiel das PSA-Rezidiv beziehen.

Die Mehrzahl an Studien zur Untersuchung potentiell neuer Prognosefaktoren beruht
auf dem Vergleich einer veranderten Genexpression oder der Deletion eines Chromo-
somenabschnitts mit der Wahrscheinlichkeit zukunftig ein PSA-Rezidiv zu erleiden.
Knapp ein Drittel aller prostatektomierten Patienten zeigt ein PSA-Rezidiv. Dies mani-
festiert sich selten in einer messbaren Tumorprogression und es versterben nur wenige
dieser Patienten an den Folgen ihres Prostatakarzinoms [9-11]. Ein ebenfalls entschei-
dender Nachteil der erwéhnten Studien liegt darin, dass das untersuchte Material aus
radikalen Prostatektomien stammt und somit zu einem Zeitpunkt gewonnen wurde, zu
dem keine therapeutischen Alternativen fur den Patienten mehr méglich sind. Vorteil-
haft ware die Erforschung und Validierung potentieller Prognosefaktoren an praoperativ
entnommenen Stanzbiopsien. Deren Nachteil ist allerdings, dass das Untersuchungs-
material deutlich reduziert ist, somit die Studienzahl erheblich begrenzt ist, und dass
haufig keine Verlaufsdaten vorliegen. In Folge dessen werden Prostatektomiepraparate
priméar aus praktischen Griinden weiterhin als Studienmaterial bei der Untersuchung
molekularer Prognosefaktoren bengtigt werden. Eine Mdglichkeit zur Verbesserung der
Aussagekraft von Studien ware jedoch neben dem PSA-Rezidiv weitere Studienend-

punkte zu etablieren.

Die Arbeitsgruppe am Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf (UKE) hat vor Kurzen
ein System von alternativen klinisch-biologischen Endpunkten vorgelegt. Dieses Sys-

tem baut auf einer Datenbank aus fast 15.000 Patienten auf, welche nach Diagnose
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eines Prostatakarzinoms prostatektomiert wurden. Jene Patienten wurden anschlie-

Rend einer der folgenden sechs Gruppen zugeordnet (dargestellt in Tabelle 1).

Tabelle 1: Einteilung der Prostatakarzinom-Patienten nach alternativen Kklinisch-

biologischen Endpunkten

Endpunkt Staging nach pTNM postoperatives PSA-Rezidiv nach 5 Jahren

lokal begrenztes Prosta-

1 takarzinom (pT2) negativ, Patient gilt klinisch als geheilt
Prostatakarzinom mit
2 Kapseldurchbruch negativ, Patient gilt klinisch als geheilt
(pT3a)
Prostatakarzinom (pT2) positiv, V.a. klinisch nicht relevantes Lokalre-
3 ohne nachgewiesene zidiv oder nicht nachgewiesene Metastasie-
Metastasierung (MO) rung
Prostatakarzinom ohne positiv, PSA-Rezidiv nach lokaler Radiothera-
4 nachgewiesene Meta- pie rucklaufig, V.a. radiosensibles Lokalrezidiv

stasierung (MO0) ohne Metastasierung

Prostatakarzinom mit
5 Lymphknotenmetastasen positiv
(N1 oder M1a)

6 Prostatakarzinom mit ositiv
Fernmetastasen (M1b,c) P

Gelange es nun die Prostatakrebspatienten zeitnah nach ihrer initialen Stanzbiopsie
zuverlassig einer der sechs Endpunktgruppen zuzuordnen, wirde dies erheblich zur
Verbesserung einer individuellen  Therapie beitragen. Bezlglich  neuer
Prognoseparameter fir das Prostatakarzinom sind Deletionen von Chromosomenab-
schnitten, welche bei der Tumorgenese eine Rolle spielen, von besonderem Interesse.
Die Arbeitsgruppe am UKE wies bereits nach, dass Deletionen im Bereich 3p13 [12],
6015 [6], 10923 [7] und 17p13 [8] mit einem gesteigerten Risiko eines PSA-Rezidivs
assoziiert sind. Amplifikationen auf Chromosom 8q scheinen ebenfalls das Risiko eines
PSA-Rezidivs zu erhdhen [13].
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Deletionen im chromosomalen Bereich von 5921 z&ahlen mit einer Deletionsfrequenz
von 12-26 % zu den haufigsten genetischen Verénderungen des Prostatakarzinoms
[12, 14-18]. Ein fur das Prostatakarzinom potentiell relevantes Gen innerhalb dieser
Region ist das Gen CHD1, welches fir das chromodomain helicase DNA binding prote-
in 1 (CHD1) kodiert [15-17]. CHD1 spielt eine Rolle bei der Anordnung, Umverteilung
und Entfernung von Nukleosomen am DNA-Doppelstrang. Es ermoglicht damit die
Doppelhelix in einem entfalteten und damit transkriptionsbereiten Zustand zu halten
[19]. Somit ist das Protein CHD1 von essenzieller Bedeutung fir das
Chromatinremodelling. Eine Relevanz einiger CHD-Subtypen konnte bereits bei ande-
ren Tumorerkrankungen nachgewiesen werden. CHD2 hat vermutlich tumorsuppressi-
ve Eigenschaften und wird mit der DNA-Reparatur wahrend der Entwicklung eines
Lymphoms in Verbindung gebracht [20]. Als bereits bekannter Tumorsuppressor ist
CHD5 an der Kontrolle der Zellproliferation und Apoptose im Rahmen der pl9-p53-
Signalkaskade beteiligt [21, 22]. Eine CHD7-Mutation wurde in einer Lungenkrebs-
Zelllinie gefunden. In Magen- und Darmtumoren konnten sowohl Deletionen als auch
heterozygote frameshift Mutationen von CHD1, CHD2, CHD3, CHD4, CHD7 und CHDS8
detektiert werden [23]. CHD8 wird dartiber hinaus mit der Regulation der
androgenrezeptorabhéngigen Transkription in Prostatakarzinomen assoziiert [24].

In einer vorherigen Studie von Burkhardt et al. konnten fir CHD1 bereits tumorsupp-
ressive Eigenschaften in vitro nachgewiesen werden. Des Weiteren korrelierte der
CHD1-Deletionsstatus signifikant mit der Prognose und einem schlechtem Phanotyp
des Prostatakarzinoms [5]. Das Patientenkollektiv der bereits durchgefiihrten Studie ist
jedoch zu gering, um die neu vorgelegten, biologischen Endpunkte statistisch aussa-
gekraftig mit dem CHD1-Deletionsstatus zu vergleichen. Aufgrund dessen war das Ziel
dieser Dissertation eine moglichst gro3e Anzahl weiterer Patienten auf das Vorliegen
einer CHD1-Deletion mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zu untersuchen
und damit die Studienfallzahl zu erhéhen. Im Anschluss sollte der Frage nachgegan-
gen werden, ob die Detektion einer CHD1-Deletion es ermdglicht, die Patienten im
Rahmen der Risikoabschatzung einer der oben genannten Endpunktgruppen zuzuord-

nen.
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2 Material und Methoden

2.1 Gewebekollektiv

Fir die Analyse der CHD1-Deletionen mittels FISH wurde ein am Institut fir Pathologie
etablierter Prostata-Prognose-Array (Tissue-Microarray, TMA) verwendet. Ein Subset
dieses TMAs wurde bereits in einer vorherigen Studie von Burkhardt et al. mittels FISH
zur Untersuchung der prognostischen Relevanz der CHD1-Deletionen beim Prostata-
karzinom analysiert [5]. Um die oben genannte Fragestellung zu bearbeiten, wurden in
der vorliegenden Studie die von Burkhardt et al. erhobenen Daten um mehr als 5.000
Prostatakarzinome erganzt.

2.2 Prostata-Prognose-Array (Tissue Micorarray/TMA)

Der TMA ist zusammengesetzt aus 11.152 Prostatakarzinomproben. Diese stammen
aus Prostatektomiepraparaten, die in der Zeit von 1992 bis 2011 am Institut fir Urolo-
gie und in der Martiniklinik am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf entnommen
wurden. Die in Formalin fixierten Prostatektomiepréaparate wurden geschnitten und in
circa 2 x 3 cm grol3e Paraffinblécke eingelegt. Im Anschluss wurde ein repréasentativer
Tumorblock pro Ektomiepraparat von einem Pathologen ausgewahlt und eine Prostata-
tumorstanze mit einem Durchmesser von 0,6 mm fur die Herstellung des TMAs ent-
nommen. Die entnommene Stanze wurde daraufhin in einen neuen Paraffinblock ge-
setzt. Der TMA besteht insgesamt aus 24 TMA-Blocken mit 144 bis 522 Tumorgewe-
bestanzen. Die klinisch-pathologischen Daten, sowie das Alter der Patienten bei der
Prostatektomie und die vorhandenen Follow-up Daten sind in der folgenden Tabelle 2
aufgelistet.
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Tabelle 2: Zusammensetzung des Prostata-Prognose-Array

Anzahl der Patienten

Patientenkollektiv
auf dem Prostata-

Prognose-Array

Biochemisches Rezidiv
innerhalb der Kategorien

(n=11.152) (n=1.824)
Verlaufsbheobachtung (Monate)
Median 53,4 -
Mittelwert 36,8 -
Alter (Jahre)
<50 318 49
50-60 2.768 460
60-70 6.548 1.081
>70 1.439 232
Praoperativer PSA-Wert (ng/ml)
<4 1.407 142
4-10 6.735 827
10-20 2.159 521
>20 720 309
Tumorstadium (AJCC 2002)
pT2 7.370 570
pT3a 2.409 587
pT3b 1.262 618
pT4 63 49
Gleason-Score
<3+3 2.859 193
3+4 1.565 573
4+3 6.183 849
24+4 482 208
Lymphknotenmetastasen
pNO 6.117 1.126
pN+ 561 291
Resektionsrand
RO 8.984 1.146
R1 1.970 642

Anmerkung: Die Anzahl in den verschiedenen Kategorien entspricht nicht immer
dem vollen Patientenkollektiv von 11.152, da gegebenenfalls Daten fehlen.
Abkirzung: AJCC, American Joint Committee on Cancer.
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2.3 Escherichia coli (E. coli) Plasmide

Zur Herstellung der Fluoreszenz-markierten DNA-Strange (FISH-Sonden) wurden mit
BACs (bacterial artificial chromosome) transformierte E. coli DH10B von der Firma
SourceBioscience (Cambridge, UK) verwendet. Fur die Untersuchung der CHD1-
Deletion wurden die DH10B-Klone RP11-533M23 und RP11-422M08 ausgewahlt.

2.4 Reagenzien und Kits

Im Folgenden sind alle fir die Arbeit verwendeten Reagenzien und Kits aufgelistet

(Tabelle 3).

Tabelle 3: Reagenzien und Kits

Reagenzien / Kits

Firma

Ethanol Ph Eur (1 Liter)
nukleasefreies Wasser

Isopropanol 100%

Orange dUTP (50 nmol, lyophylisiert)
Ethanol 96% (vergallt)

COT Human DNA

Mounting Medium with DAPI (VECTASHIELD)

NP-40

20x SSC

Pretreatment Reagent 500 ml
Protease Buffer 500 ml
Protease | 500 mg

Xylol

Ethanol 80% (vergallt)
Formamid pro analysi
Dextransulfat (Natriumsalz)
Immersol F580®
Reinigungsbenzin

Nick Translations Reagent Kit

VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt

Abbot, Ludwigshafen
VWR, Darmstadt

Roche, Grenzach-Wyhlen
Vector Laboratories
Abbot, Ludwigshafen
Abbot, Ludwigshafen
Abbot, Ludwigshafen
Abbot, Ludwigshafen
Abbot, Ludwigshafen

J. T. Baker, Center Valley, USA
VWR, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Zeiss, Oberkochen

Biesterfeld Chemiedistribution GmbH

Abbot, Ludwigshafen
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Reagenzien / Kits

Firma

NucleoBond® BAC 100
Chloramphenicol
LB broth, Miller

CEP 3 Spectrum Orange

Macherey-Nagel, Diren
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Abbot, Ludwigshafen

2.5 Gerate

In Tabelle 4 sind alle fiir die Arbeit verwendeten Geréte aufgelistet.

Tabelle 4: Gerate

Gerat

Firma

Concentrator Plus

MS1 Minishaker

Nanodrop ND 1000

Primus

Rotor- JA-14

Rotor- JA-20

Zentrifuge, Beckmann J2-21M/E
Heizplatte

Wasserbader

pH-Meter 766 Calimatic
Lab Thermometer IP65LT-101

Thermobrite ™

Heizrihrer RCT basic
Zentrifuge, Biofuge 13
Lichtmikroskop, Axio Imager.Al
Bunsenbrenner, Fireboy

Inkubator

Eppendorf, Hamburg

IKA® Labortechnik, Staufen

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
ALS, Jena

Beckmann, Krefeld

Beckmann, Krefeld

Beckmann, Krefeld

MEDAX GmbH & Co.KG, Neumiinster

GFL ( Gesellschaft fur Labortechnik GmbH),
Burgwedel

Knick , Berlin

TFA Dostmann GmbH + Co. KG, Wertheim-
Reicholzheim

Abbot, Ludwigshafen

IKA® Labortechnik

Heraeus Thermo Scientific, Hanau
Zeiss, Oberkochen

Tecnomara, Zurich, Schweiz

GFL ( Gesellschaft fir Labortechnik GmbH),
Burgwedel

11
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2.6 Verbrauchsmaterialien

Im Folgenden sind die den normalen Laborbedarf Gibersteigenden Verbrauchsmateria-
lien aufgelistet (Tabelle 5).

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien

Material Firma

Safe-Lock Reaktionsgefal3e, amber, 0,5 ml  Eppendorf, Hamburg

Safe-Lock Reaktionsgefal3e, amber Eppendorf, Hamburg
Deckglaser No.1 24 x 60 mm Marienfeld, Lauda Konigshofen
Fixogum Marabu, Tamm

2.7 Software und Datenbanken

Ensembl: Auswahl der DH10B-Klone zur Herstellung der FISH-Sonden.
JMP 9.0.2: statistische Auswertung der FISH-Analyse
Excel Version 14.1.4: Erstellen von Balkendiagrammen und Tabellen

PowerPoint Version 14.1.4: Erstellen von Abbildungen

2.8 Herstellung der FISH-Sonden

Die Herstellung der FISH-Sonden erfolgte nach einem am Institut fur Pathologie etab-
lierten und standardisierten Protokoll.

2.8.1 Plasmid-Isolierung aus E. coli DH10B

Fur die Herstellung der FISH-Sonden mit Hilfe der Nick Translation ist die Isolierung
von reiner Plasmid-DNA notwendig. Dazu wird die Plasmid-DNA von der
chromosomalen DNA und weiteren unerwiinschten Zellbestandteilen getrennt. Die Iso-
lierung der Plasmid-DNA mit dem NucleoBond® BAC 100 Kit von der Firma Machery-
Nagel (Diren, Deutschland) wurde wie folgt beschrieben durchgefihrt.

1. Kultivierung der E. coli DH10B-Klone

= Ansetzen der Vorkultur: 10 ml LB-Medium, 30 ul Chloramphenicol 3,4 % und
mehrere kleine Bakterienkolonien (mit Pipettenspitze aufnehmen)

= Inkubation der Vorkultur bei 37 °C und 190 rpm fir 8 Stunden bis zu einer leich-
ten Trubung des LB-Mediums

12
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= Ansetzen der Hauptkultur: 250 ml LB-Medium, 750 ul Chloramphenicol 3,4 %
und 2 ml Vorkultur

= |nkubation der Hauptkultur bei 37 °C und 190 rpm fur 16 Stunden bis zu einer
leichten Tribung des LB-Mediums

2. Herstellung des Bakterienpellets
=  Komplette Hauptkultur in ein 250 ml Zentrifugengefafd tberfihren
= Zentrifugation: 4 °C, 6.000 g, 15 Minuten
= Uberstand verwerfen

= Zentrifugenrohrchen auf den Kopf stellen zur vollstdndigen Entfernung des LB-
Mediums

3. Resuspension des Bakterienpellets
= RNase A zum S1-Buffer geben
= 24 ml S1-Buffer auf das Bakterienpellet pipettieren

= Bakterienpellet durch mehrmaliges hoch und runter pipettieren resuspendieren

4. Bakterienlyse / Ausfallung unerwiinschter Bestandteile
= 24 ml S2-Buffer zur Bakteriensuspension pipettieren
= |nkubation: 4 Minuten bei Raumtemperatur
= 24 ml S3-Buffer zur Bakteriensuspension pipettieren

= Suspension homogenisieren durch langsame kreisende Bewegung der
Zentrifugengefal3e (circa 15 Umdrehungen)

= |nkubation: 5 Minuten auf Eis
= Filter mit dH20 befeuchten

= Uberstand filtrieren und Filtrat in einem Erlenmeyerkolben auffangen

5. Isolierung der Plasmid-DNA

= 6 ml N2-Buffer auf die Anionenaustauscher-Saule pipettieren (Equilibrierung
der Saule)

= Filtrat auf die Saule geben (Bindung der Plasmid-DNA an die S&ule)

= Zweimaliges Waschen der Saule mit je 18 ml N3-Buffer

13
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N5-Buffer auf 50 °C erwdrmen und 15 ml N5-Buffer auf die Saule pipettieren
(Eluierung der Plasmid-DNA)

11 ml Isopropanol 100 % zum Eluat pipettieren

Zentrifugation: 4 °C, 16.500 g, 30 Minuten (Ausféllung der Plasmid-DNA)
Uberstand verwerfen

5 ml Ethanol 70 % zum DNA-Pellet pipettieren

Zentrifugation: 4 °C, 16.500 g, 10 Minuten (Waschen der Plasmid-DNA)
Uberstand verwerfen

150 ul Nuklease-freies Wasser direkt auf das Pellet geben

Inkubation Uber Nacht bei 4 °C (L6sen der Plasmid-DNA)

6. Bestimmung der DNA-Konzentration mit dem Peglab NanoDrop® ND-1000 UV/Vis-
Spektralphotometer.

1,5 pyl RNase-freies Wasser bei 260 nm messen (Leerwell)
1,5 pl der DNA-Probe bei 260 nm messen

Absorption von 1 entspricht einem DNA-Gehalt von 50 ug/ml

2.8.2 Nick Translation

Die Nick Translation dient der Herstellung der FISH-Sonden. Die FISH-Sonden werden
nach ihrer Aufreinigung (siehe Punkt 2.8.3) zur Detektion von spezifischen DNA-
Sequenzen in der FISH verwendet. Zur Durchfiihrung der Nick Translation wurde das
Nick Translation Reagent Kit der Firma Abbott (lllinois, USA) wie folgt verwendet.

1. Plasmid-DNA-Verdinnung

Plasmid-DNA mit Nuklease-freiem Wasser auf eine Konzentration von 1 ug /
17,5 pl in einem braunen Reagiergefal’ verdiinnen

2. Nick Translation Masteransatz herstellen (Angabe fiir eine Probe)

5 ul Nick Translation Buffer

10 ul 0,1 mM dNTPs

5u 0,2 mMdTTPs

2,5 ul 0,2 mM Orange dUTPs

10 pl Nick Translation Enzym (DNA-Polymerase |, DNase )

vortexen
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3. Nick Translation Ansatz herstellen (Angabe flr eine Probe)
= 32,5 ul Nick Translation Masteransatz
= 17,5 pl Plasmid-DNA-Verdiinnung

= vortexen und bei 2.000 g fur 1 Minute zentrifugieren

4. Nick Translation starten (Primus, Firma ALS, Jena, Deutschland)
= Inkubation: 8 Stunden bei 15 °C
= Abstoppen der Reaktion: 10 Minuten bei 72 °C

= Lagerung: bei -4 °C

2.8.3 Sondenaufreinigung

Die Aufreinigung der FISH-Sonden ist notwendig, um unerwiinschte Bestandteile wie
ungebundene Nukleotide oder Salze zu entfernen. Die Sondenaufreinigung wurde mit
dem QIAquick® Nucleotide Removal Kit der Firma Qiagen (Venlo, Niederlande) wie
folgt durchgefihrt.

1. Vorbereitung der Buffer
= PNI-Buffer mit 19 ml 100 %igem Isopropanol verdiinnen

= PE-Buffer mit 30 ml 100 %igem Ethanol verdiinnen

2. Sondenaufreinigung
» FISH-Sonde (siehe Punkt 2.8.2) 500 ul PNI-Buffer zusetzen und mischen
= Ldsung auf den Filter des QIAquick spin column pipettieren
= Zentrifugation: Raumtemperatur, 3.800 g, 1 Minute
= Eluat verwerfen
= 750 ul PE-Buffer auf den Filter pipettieren
= Zentrifugation: Raumtemperatur, 3.800 g, 1 Minute
= Eluat verwerfen
= Zentrifugation: Raumtemperatur, 17.900 g, 1 Minute (Filter muss trocken sein)
=  QIAquick spin column auf ein braunes Eppendorf-Tube setzen
= 60 pl DNase-freies Wasser direkt auf den Filter pipettieren

= |nkubation: 1 Minute bei Raumtemperatur
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= Zentrifugation: Raumtemperatur, 17.900 g, 1 Minute (Eluierung der FISH-
Sonde)

3. Aufkonzentrierung der FISH-Sonde
= Vakuumzentrifuge: 45 °C, 20 Minuten
= Beide FISH-Sonden in ein gemeinsames braunes Reagiergefal} pipettieren
= Vakuumzentrifuge: 45 °C, 20 Minuten
= CHD1-FISH-Sonde bis zur FISH bei -20 °C lagern

2.9 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die FISH dient der Detektion von spezifischen DNA-Sequenzen direkt am Gewebe. In
der Tumorforschung wird die FISH zur Untersuchung von Deletionen (Gen-Verluste),
Amplifikationen (Gen-Vermehrung) oder Translokationen (Gen-Briche und Gen-
Fusionen) verwendet. Zur Durchfiihrung der FISH an Formalin-fixierten, paraffin-
eingebetteten TMAs ist eine Vorbehandlung des Gewebes zur Entparaffinierung und
zum Proteinabbau erforderlich. Erst dann ist eine Hybridisierung der FISH-Sonden an
die Ziel-DNA moglich. AbschlieRend werden nicht gebundene Nukleotidstrange durch
einen stringenten Waschprozess entfernt. Die Durchfiihrung der FISH erfolgte nach
einem am Institut fur Pathologie etablierten standardisierten Protokoll, welches im Fol-
genden aufgefihrt ist.

1. Vorbehandlung der TMAs
1.1 Entparaffinierung
=  TMAs dreimal fir 10 Minuten in Xylol stellen (Lésung des Paraffins)

= TMAs zweimal fir 5 Minuten in 96 %igen Ethanol stellen (Verdrangung des Xy-
lols)

= TMAs auf einer Heizplatte bei 48 °C fiir 3 Minuten trocken

1.2 Proteinverdau

= Pretreatment-L6sung auf 80 °C erwdrmen und TMAs fur 15 Minuten inkubieren
(Bruch der Formalin-bedingten Protein-Protein-Vernetzungen)

=  TMAs zweimal fur 1 Minute in dH20 waschen
= Proteaselésung auf 37 °C erwarmen und TMAs fiir 150 Minuten inkubieren

=  TMAs zweimal fir 1 Minute in dH20 waschen
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1.3 Entwasserung der TMAs

TMAs flr je 3 Minuten in Ethanol 70 %, Ethanol 80 % und Ethanol 96 % stellen

TMAs auf einer Heizplatte bei 48 °C fir 3 Minuten trocken

2. DNA-Denaturierung und FISH-Sonden Hybridisierung

Herstellung des Hybridisierungsansatzes

14 pl Basismix (15 ml Formamid, 4,5 ml 20xSSC, 3,0 g Dextransulfat)
2 ul Cot-DNA

4 ul CHD1-Sonde

0,5 ul grun-fluoreszierende Centromer 10-Sonde

kurz vortexen und bei 2.500 g fir 10 Sekunden zentrifugieren

Hybridisierungsansatz auf die TMAs pipettieren und mit Deckglaschen
eindecklen

Deckglaschen mit Fixogum versiegeln, Fixogum fur 10 Minuten trocknen
DNA-Denaturierung: TMAs bei 72 °C im Hybrit fir 10 Minuten
Hybridisierung der FISH-Sonden: bei 37 °C fir 40 Stunden

3. Waschen der TMAs

Hybridisierungswaschpuffer herstellen
100 ml 20xSSC

3 ml NP40

mit H20 ad 1000 ml

pH-Wert: 7,25

Zwei Kivetten mit Hybridisierungswaschpuffer fullen: 1. Kivette bei Raumtem-
peratur, 2. Klivette bei 72 °C ins Wasserbad

Fixogum von den Deckglaschen entfernen und TMAs bei Raumtemperatur in
Hybridisierungswaschpuffer stellen (Deckglaschen I6sen sich)

TMAs fur 2 Minuten in 72 °C heil3en Hybridisierungswaschpuffer stellen
TMAS kurz in dH20 waschen
TMAS im Dunkeln fur 10 Minuten trocknen

1 Tropfen DAPI auf die TMAs pipettieren und luftblasenfrei mit einem Deck-
glaschen eindeckeln

TMAs bis zur mikroskopischen Auswertung bei -20 °C lagern
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2.10 Auswertung

2.10.1 Mikroskopische Auswertung

Fur die FISH-Analyse wurde ein Lichtmikroskop von der Firma Zeiss (Oberkochen,
Deutschland) mit den entsprechenden Fluoreszenzfiltern (AHF) verwendet. Als nicht
auswertbar wurden alle Gewebespots bewertet, bei denen aufgrund einer unzurei-
chenden Hybridisierung ein zu schwaches oder kein CHD1-Signal in den Tumorzellen
und Referenzzellkernen (z.B. Stromazellkerne) sichtbar war.

Eine normale CHD1-Kopiezahl wurde definiert als die gleiche Anzahl an CHD1-
Signalen (orange Signale) und Zentromer 10-Signalen (grine Signale) in den Tumor-
zellkernen (siehe Abb. 1). Eine heterozygote CHD1-Deletion lag definitionsgemalf? vor,
wenn in = 60 % der Tumorzellkerne weniger CHD1-Signale als Zentromer 10-Signale
detektiert wurden (siehe Abb. 2). Eine homozygote CHD1-Deletion wurde definiert als
das vollstandige Fehlen von CHD1-Signalen in den Tumorzellkernen bei Vorhanden-
sein von CHD1-Signalen in den Referenzzellkernen sowie Zentromer 10-Signalen in
den Tumor- und Referenzzellkernen (siehe Abb. 3).

Abb. 1: Normale CHD1-Kopiezahl mit zwei orangen CHD1-Signalen und zwei griinen
Zentromer 10-Signalen
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Abb. 2: Heterozygote CHD1-Deletion mit keinem oder einem orangen CHD1-Signal
und ein bis zwei griinen Zentromer 10-Signalen

Abb. 3: Homozygote CHD1-Deletion mit fehlenden orangen CHD1-Signalen in den
Tumorzellkernen bei vorhandenem CHD1-Signal in den Stromazellkernen und griinen
Zentromer 10-Signalen in den Stroma-und Tumorzellkernen
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2.10.2 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der FISH-Auswertung wurde mit dem Programm JMP 9.0.2.
durchgefuhrt. Zur Ermittlung der prognostischen Relevanz der CHD1-Deletionen wurde
ein Log-Rank-Test verwendet. Aulerdem wurde eine Kaplan-Meier-Kurve erstellt. Die
Korrelation der CHD1-Deletion mit den klinischen-pathologischen Parametern und dem
TMPRSS2:ERG-Fusionsstatus wurde mit einem Chi-Quadrat-Test bestimmt. Der Chi-
Quadrat-Test wurde ebenfalls zur Assoziation der CHD1-Deletion mit den neuen kli-
nisch-biologischen Endpunkten verwendet.
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3  Ergebnisse

3.1 Auswertbarkeit

In der vorangegangenen Studie von Burkhardt et al. (2013) wurden 3.261 Tumore un-
tersucht, von denen 2.093 in die Auswertung eingingen. Darauf aufbauend erfolgte die
Untersuchung weiterer 7.895 Proben. Von diesen wurden 2.758 (34,9 %) aufgrund
unzureichender Hybridisierung oder nicht ausreichend vorhandenem Tumorgewebe
der Auswertung entzogen. So ergab sich fir die folgenden Berechnungen und Korrela-
tionsanalysen ein Gesamt-Probenkollektiv von 7.230 auswertbaren Gewebespots.

3.2 Korrelation der CHD1-Deletion mit klinisch-
pathologischen Daten

Mittels der FISH Analyse wurde in 701 (9,7 %) der 7.230 auswertbaren Prostatakarzi-
nome eine CHD1-Deletion nachgewiesen. Der Anteil an heterozygoten Deletionen be-
trug dabei 7,3 % (525/7.230) und an homozygoten Deletionen 2,4 % (176/7.230). Um
die statistische Signifikanz der Werte zu beurteilen, wurde der Chi-Quadrat-Test ver-
wendet. Demnach ergab sich sowohl fur die heterozygoten als auch die homozygoten
Deletionen eine signifikante Assoziation im Bezug auf ein fortgeschrittenes Tumorsta-
dium (p=0,0034) und einen erhdhten Gleason-Score (p<0,0001). Keinen signifikanten
Zusammenhang hingegen zeigten CHD1-Deletionen mit dem Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen, einem erhdhten préaoperativen PSA-Wert und einer R1-
Tumorresektion (siehe Tabelle 6.1). Sowohl der Anteil an heterozygoten CHD1-
Deletionen als auch der Anteil an homozygoten CHD1-Deletionen stieg mit dem Glea-
son-Score und dem pT-Stadium an. In einer weiteren Analyse, in der die heterozygoten
und homozygoten CHD1-Deletionen als Deletionen insgesamt zusammengefasst wur-
den, zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Anstieg der Deletionsrate mit steigendem
Gleason-Score (p<0,0001) und pT-Stadium (p=0,0015). Eine Assoziation mit dem
Metastasierungsstatus der Lymphknoten, dem préaoperativen PSA-Wert und dem R-
Status konnte auch in dieser Analyse nicht gefunden werden (siehe Tabelle 6.2).
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Tabelle 6.1: Korrelation der CHD1-Deletion (unterteilt in normalen, heterozygot und
homozygot deletierten Genstatus) mit klinisch-pathologischen Daten. normal: keine
CHD1-Kopiezahlverdnderung; het del: heterozygote CHD1-Deletion, Verlust eines
CHD1-Alleles; homo del: homozygote CHD1-Deletion, Verlust beider CHD1-Allele.

auswertbar normal het del homo del |p-Wert
(n) (%) (%) (%)
alle Tumore 7.230 6.529 (90,3) 525(7,3) 176 (2,4)
Tumorstadium pT2 4.617 4217 (91,3) 294 (6,4) 106 (2,3) |0,0034
pT3a 1.634 1.453 (88,9) 138 (8,5) 43 (2,6)
pT3b 901 792 (87,9) 83(9,2) 26(2,9)
pT4 45 39 (86,7) 6(13,3) 0(0,0)
Gleason-Score <3+3 1.749 1.657 (94,7) 76 (4,4) 16 (0,9) <0,0001
3+4 4.023 3.673(91,3) 267 (6,6) 83(2,1)
4+3 1.067 876 (82,1) 132 (12,4) 59 (5,5)
24+4 347 287 (82,7) 45(13,00 15(4,3)
Lymphknoten- NO 4.004 3.558 (88,9) 332(8,3) 114 (2,8) |0,3604
metastasen N+ 410 361(88,0) 32(7,8) 17 (4,2
praoperativer <4 884 809 (91,5) 59(6,7) 16(1,8) 0,1309
PSA-Wert 4-10 4.308 3.905 (90,7) 302 (7,0) 101 (2,3)
(ng/pl) 10-20 1.458 1.295 (88,8) 114 (7,8) 49 (3,4)
>20 488 438(89,8) 41(8,4) 9(1,8)
Resektions- RO 5.735 5.186 (90,4) 407 (7,1) 142 (2,5) |0,7130
rand R1 1.363 1.230 (90,2) 103 (7,6) 30 (2,2)
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Tabelle 6.2: Korrelation der CHD1-Deletion (unterteilt in normalen und deletierten Gen-
status) mit klinisch-pathologischen Daten. normal: keine CHD1-Kopiezahlveranderung;
Deletion: homozygote oder heterozygote CHD1-Deletion.

auswertbar (n) normal (%) Deletion (%) |p-Wert

alle Tumore 7.230 6.529 (90,3) 701 (9,7)
Tumorstadium pT2 4.617 4217 (91,3) 400 (8,7) 0,0015

pT3a 1.634 1.453 (88,9) 181 (11,1)

pT3b 901 792 (87,9) 109 (12,1)

pT4 45 39 (86,7) 6 (13,3)
Gleason-Score <3+3 1.749 1.657 (94,7) 92 (5,3) <0,0001

3+4 4.023 3.673(91,3) 350(8,7)

4+3 1067 876 (82,1) 191 (17,9)

24+4 347 287 (82,7) 60 (17,3)
Lymphknoten- NO 4.004 3.558 (88,9) 446 (11,1) 0,6225
metastasen N+ 410 361 (88,0) 49 (12,0)
préoperativer <4 884 809 (91,5) 75 (8,5) 0,1220
PSA-Wert 4-10 4.308 3.905(90,7) 403 (9,3)
(ng/ul) 10-20  1.458 1.295(88,8) 163 (11,2)

>20 488 438 (89,8) 50 (10,2)
?aisdek“ons' RO 5.735 5.186 (90,4) 549 (9,6) 0,8352

R1 1.363 1.230(90,2) 133(9,8)
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3.3 Prognostische Relevanz der CHD1-Deletion

Zur Untersuchung der prognostischen Relevanz der CHD1-Deletion wurde das Auftre-
ten eines PSA-Rezidivs als Studienendpunkt verwendet. Das PSA-Rezidiv-freie Uber-
leben bezogen auf den CHD1-Status wurde mittels des Kaplan-Meier-Verfahrens fir
6.252 Patienten dargestellt. Die prognostische Relevanz der CHD1-Deletion wurde
mittels Log-Rank-Test ermittelt, indem Patienten mit Tumoren ochne CHD1-Deletion mit
Patienten deren Tumore eine CHD1-Deletion aufwiesen verglichen wurden. Das Vor-
handensein einer CHD1-Deletion im Tumor ergab fiir jene Patienten eine signifikant
schlechtere Prognose gegeniber denjenigen mit Tumoren ohne eine CHD1-
Kopiezahlveranderung (p<0,0001, siehe Abb. 4). Ob von der CHD1-Deletion ein Allel
(heterozygot) oder zwei Allele (homozygot) betroffen waren, hatte keinen Einfluss auf
das Auftreten eines PSA-Rezidivs und damit auf die Patientenprognose.

Die Art der Deletion, eine homozygote im Vergleich zu einer heterozygoten Deletion,
zeigte ebenfalls keine Auswirkungen auf die Prognose (siehe Abb. 5).

Abb. 4: Prognostische Relevanz der CHD1-Deletion. normal: keine CHD1-
Kopiezahlveranderung; Deletion: homozygote oder heterozygote CHD1-Deletion.
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Abb. 5: Prognostische Relevanz der homozygoten und heterozygoten CHD1-Deletion.
normal: keine CHD1-Kopiezahlverdnderung; homo del: homozygote Deletion, Verlust
beider CHD1-Allele; het del: heterozygote Deletion, Verlust eines CHD1-Alleles.
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3.4 Korrelation der CHD1-Deletion mit dem ERG-Fusions-
Status

In einer vorherigen Studie der Arbeitsgruppe wurde der ERG-Fusionsstatus der in der
Studie verwendeten Prostatakarzinome anhand der ERG-Expression
immunhistochemisch bestimmt [25]. Von diesen Daten lieRen sich 6.472 Falle mit dem
zu dem jeweiligen Patienten erhobenen CHD1-Deletionsstatus korrelieren. Um die As-
soziation zwischen dem ERG-Fusionsstatus und dem Vorhandensein einer CHD1-
Deletion zu bestimmen, wurde der Chi-Quadrat-Test angewendet. Dieser zeigte eine
signifikante Korrelation der CHD1-Deletion mit ERG-negativen Tumoren (p<0,0001).
Die CHD1-deletierten Falle traten wesentlich haufiger bei ERG-negativen (82,0 %) im
Vergleich zu ERG-positiven Tumoren (18,0 %) auf (siehe Abb. 6). Im Gegensatz dazu
war bei Patienten mit normaler CHD1-Kopiezahl das Vorkommen von ERG-negativen
(50,2 %) gegenuber ERG-positiven Tumoren (49,8 %) annédhernd identisch (siehe Abb.
6). Unterscheidet man die CHD1-Deletionen weiter in homozygote und heterozygote
Deletionen, so korrelieren 76,5 % der heterozygot-deletierten Falle mit einem negati-
ven und nur 23,5 % mit einem positiven ERG-Fusionsstatus. Eine noch deutlichere
Tendenz zu den ERG-Negativen zeigen homozygote Deletionen (siehe Abb. 7).

Abb. 6: Korrelation der CHD1-Deletion mit dem ERG-Fusionsstatus. normal: keine
CHD1-Kopiezahlverdnderung; Deletion: homozygote oder heterozygote CHD1-
Deletion.
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Abb. 7: Korrelation heterozygoter und homozygoter CHD1-Deletionen mit dem ERG-
Fusionsstatus. normal: keine CHD1-Kopiezahlveranderung; het del: heterozygote
Deletion, Verlust eines CHD1-Alleles; homo del: homozygote Deletion, Verlust beider
CHD1-Allele.
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3.5 Korrelation der CHD1-Deletion mit den neuen klinisch-
biologischen Endpunkten

Die Korrelation der CHD1-Deletion mit den sechs neuen klinisch-biologischen End-
punkten wurde mit dem Chi-Quadrat-Test Uberpruft. Die Grundlage dafiir bildete ein
Datenpool von 3.374 Féllen, fiir welche sowohl der CHD1-Kopiezahlstatus als auch der
klinisch-biologische Endpunkt ermittelt werden konnte. Die Analyse aller Tumoren zeig-
te eine eindeutig signifikante Assoziation zwischen dem CHD1-Kopiezahlstatus und
der Verteilung der sechs getesteten Endpunkte (p<0,0001). In den Tumoren mit einer
CHD1-Deletion war insbesondere die Anzahl der Patienten mit einem schlechten Phé-
notyp des Karzinoms deutlich héher als in den Tumoren mit einem normalen
Kopiezahlstatus. Der Nachweis einer CHD1-Deletion in den Tumoren flhrte zu einem
um das mindestens 1,7-fache héhere Risiko eines Lokalrezidivs (Gruppe 4) oder einer
hamatogenen Metastasierung (Gruppe 6) im Vergleich zu den Tumoren ohne CHD1-
Deletion (p<0,001). Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Tumor einen eher gunstigen Pha-
notyp zeigt, war hingegen beim Nachweis einer CHD1-Deletion deutlich geringer. Tu-
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more mit einer CHD1-Deletion wiesen nur 0,7-mal so haufig ein auf die Prostata be-
grenztes Wachstum auf im Vergleich zu Tumoren ohne CHD1-Deletion (p<0,001). Die
Ergebnisse dieser Analyse sind in Abbildung 8 dargestellt.

Abb. 8: Korrelation der CHD1-Deletion mit den neuen Klinisch-biologischen Endpunk-
ten in allen Tumoren. RV: Risikoverhéltnis; Gruppe 1: lokal begrenztes Prostatakarzi-
nom (pT2), Gruppe 2: Kapseliiberschreitende Prostatakarzinome (pT3a), Gruppe 3:
nicht klinisch relevantes Lokalrezidiv, Gruppe 4: reversibles Lokalrezidiv nach Bestrah-
lung, Gruppe 5: lymphogene Metastasierung zum Zeitpunkt der Ektomie, Gruppe 6:
hamatogene Metastasierung.

100% 1 [
90% ) -
80% -
70% - B Gruppe 6
60% - Gruppe 5
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50% -
Gruppe 3
40% Gruppe 2
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20% p<0,0001
10% -
0% - -
CHD1 normal (n=3036) CHD1 Deletion (n=338) RV p-Wert
Gruppe 1 (n=1619) 1502 117 0,1 <0,001
Gruppe 2 (n=516) 477 39 0,1 0,043
Gruppe 3 (n=460) 399 61 0,2 0,013
Gruppe 4 (n=260) 219 41 0,2 0,001
Gruppe 5 (n=316) 280 36 0,1 0,393
Gruppe 6 (n=203) 159 44 0,3 <0,001

Um zu prufen, ob die Assoziation der CHD1-Deletion mit den klinisch-biologischen
Endpunkten vom Gleason-Score, einem der wichtigsten prognostischen Parameter
beim Prostatakarzinom, beeinflusst wird, wurde auf3erdem eine Analyse in den Unter-
gruppen der Tumoren mit einem geringen Gleason-Score (<3+4) und einem hohen
Gleason-Score (24+3) durchgefiihrt. Diese Analyse ergab, dass der Zusammenhang
der CHD1-Deletion mit den neuen Klinisch-biologischen Endpunkten zum groften Teil
auf der Gruppe der Tumoren mit einem geringen Gleason-Score basiert.
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So zeigte sich in den Tumoren mit einem geringen Gleason-Score ebenfalls eine signi-
fikante Assoziation des CHD1-Kopiezahlstatus mit der Verteilung der neuen Endpunkte
(p=0,0005; siehe Abb. 9). In der Gruppe der Tumoren mit einer CHD1-Deletion war das
Risiko fir den Patienten fir einen Tumor mit einem unginstigen Phanotyp und damit
einer schlechten Prognose (Gruppe 4-6) um das mindestens 1,5-fache hoher als fir
Patienten deren Tumoren keine CHD1-Deletion aufwiesen. Aufgrund der geringen
Fallzahl in Gruppe 5 und 6 war dieser Unterschied nur in der Gruppe 4 signifikant
(p<0,001 fur Gruppe 4, p<0,300 fir Gruppe 5 und 6). Die Wahrscheinlichkeit eines lo-
kal wachsenden Tumors hingegen war bei Karzinomen mit einer CHD1-Deletion um
das 0,8-fache weniger haufig als bei Tumoren ohne CHD1-Deletion (p=0,001).

Abb. 9: Korrelation der CHD1-Deletion mit den neuen klinisch-biologischen Endpunk-
ten in Tumoren mit einem Gleason-Score <3+4. RV: Risikoverhdltnis; Gruppe 1: lokal
begrenztes Prostatakarzinom (pT2), Gruppe 2: Kapsellberschreitende Prostatakarzi-
nome (pT3a), Gruppe 3: nicht klinisch relevantes Lokalrezidiv, Gruppe 4: reversibles
Lokalrezidiv nach Bestrahlung, Gruppe 5: lymphogene Metastasierung zum Zeitpunkt
der Ektomie, Gruppe 6: hamatogene Metastasierung.
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Gruppe 1 (n=1547) 1451 96 0,1 0,001
Gruppe 2 (n=444) 415 29 0,1 0,356
Gruppe 3 (n=319) 287 32 0,1 0,079
Gruppe 4 (n=145) 122 23 0,2 < 0,001
Gruppe 5 (n=80) 71 9 0,1 0,209
Gruppe 6 (n=61) 53 8 0,2 0,099
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Die Analyse der Tumoren mit einem hohen Gleason-Score zeigte ebenfalls eine signi-
fikante Assoziation des CHD1-Kopiezahlstatus mit der Verteilung der Klinisch-
biologischen Endpunkte (p=0,0014; siehe Abb. 10). Allerdings beruhte dieser Zusam-
menhang vor allem auf der Verteilung der Endpunktgruppen 1 und 6. Das Risiko einer
hamatogen Metastasierung war beim Nachweis einer CHD1-Deletion im Tumor um das
1,5-fache hoéher als bei Tumoren mit einem normalen CHD1-Kopiezahlstatus
(p=0,013). Bemerkenswert ist allerdings, dass in der Gruppe der Tumoren mit einer
CHD1-Deletion auch die Wahrscheinlichkeit eines auf die Prostata begrenzten Karzi-
noms um das 1,9-fache héher war als bei Tumoren ohne CHD1-Deletion (p=0,010).

Abb. 10: Korrelation der CHD1-Deletion mit den neuen klinisch-biologischen Endpunk-
ten in Tumoren mit einem Gleason-Score 24+3. RV: Risikoverhéltnis; Gruppe 1: lokal
begrenztes Prostatakarzinom (pT2), Gruppe 2: KapselUberschreitende Prostatakarzi-
nome (pT3a), Gruppe 3: nicht klinisch relevantes Lokalrezidiv, Gruppe 4. reversibles
Lokalrezidiv nach Bestrahlung, Gruppe 5: lymphogene Metastasierung zum Zeitpunkt
der Ektomie, Gruppe 6: hamatogene Metastasierung.
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In der vorliegenden Arbeit wurde mittels FISH die prognostische Relevanz der CHD1
(5921)-Deletion beim Prostatakarzinom mit Hilfe von sechs neu definierten klinischen
Endpunkten, welche wesentliche biologische Charakteristika des Prostatakarzinoms
beinhalten, untersucht.

Zu diesem Zweck wurde der CHD1-Deletionsstatus mittels FISH an einem Subset aus
mehr als 7.500 Tumoren des Gewebemikroarrays (TMAS) des Instituts fur Pathologie
bestimmt. Die 5.137 analysierbaren Tumoren wurden dann zur Erh6hung der Fallzahl
durch 2.093 Tumoren aus einer vorherigen Studie von Burkhardt et al., die an einem
anderen Teil des TMAs durchgefiihrt wurde [5], auf 7.230 Tumoren flr die weiteren
Analysen ergénzt. Insgesamt konnte eine CHD1-Deletion in 9,7 % aller untersuchten
Prostatakarzinome nachgewiesen werden. Der Anteil der heterozygoten CHD1-
Deletionen war dabei mit 7,3 % dreimal so hoch wie der Anteil an homozygoten CHD1-
Deletionen mit 2,4 %. Damit stehen die Ergebnisse in Einklang mit der CHD1-
Deletionsrate von 8,9 % in der Studie von Burkhardt et al., in der 6,7 % der Tumoren
eine heterozygote CHD1-Deletion und 2,0 % der Tumoren eine homozygote CHD1-
Deletion aufwiesen [5]. Die in der vorliegende Studie ermittelte CHD1-Deletionsrate ist
etwas geringer als die CHD1-Deletionsrate in vorherigen Studien, die mittels herkémm-
licher oder Array-basierter komparativer genomischer Hybridisierung (CGH) eine
CHD1-Deletion in 12 % bis 26 % der 64 bis 827 untersuchten Tumoren nachweisen
konnten [12, 14-18]. Es ist annehmbar, dass die etwas geringere CHD1-Deletionsrate
in der vorliegenden Studie zum einen auf den stringenten Kriterien zur Definition einer
CHD1-Deletion beruht und zum anderen durch die Verwendung der FISH als Analy-
semethode. Die FISH gilt als Goldstandard zur Analyse von Gen-
Kopiezahlveranderungen, da sie im Vergleich zur CGH und aCGH die Bestimmung der
Gen-Kopiezahlen direkt am Gewebe ermdoglicht. Damit sind Messfehler, die durch
Polyploidie oder einem Anteil von normalen Gewebe in der Tumorprobe verursacht
werden konnen, fir diese Methode nicht relevant [26]. Die in der Studie verwendeten
stringenten Kriterien gaben vor, dass eine CHD1-Deletion durch weniger CHD1-
Signale als Zentromer 10 Signale in 2 60 % der analysierbaren Tumorzellkerne defi-
niert ist. Bei Vorliegen einer homozygoten Deletion mussten zusatzlich CHD1-Signale
in anliegenden normalen Zellkernen sichtbar sein. Der verwendete Grenzwert wurde
innerhalb der Arbeitsgruppe in einer vorherigen PTEN-Deletionsstudie von Krohn et al.
definiert, in der 7 Tumoren mit einer heterozygoten oder homozygoten PTEN-Deletion
mittels SNP- und FISH-Analyse untersucht wurden. Ubereinstimmende Ergebnisse von
100 % in den beiden Analysen wurden erzielt, wenn mindestens 60 % der Tumorzell-
kerne eine PTEN-Deletion zeigten [7]. Da die Mehrzahl (88,5 %) der heterozygot
CHD1-deletierten Tumorzellkerne in der Studie von Burkhardt et al. nur eine CHD1-
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Kopiezahl zeigten [5] und Aneuploiden eher selten beim Prostatakarzinom vorkommen
[27, 28], kann auBBerdem nahezu ausgeschlossen werden, dass die Verwendung der
Zentromer 10 Sonde als Referenzsignal zu falsch positiven oder negativen Befunden
gefuhrt hat.

Sowohl in der vorliegenden Studie als auch in der Studie von Burkhardt et al. [5] war
die Rate der heterozygot CHD1-deletierten Tumoren mit 7,3 % und 6,7 % deutlich h6-
her als die Rate der homozygot CHD1-deletierten Tumoren mit 2,4 % und 2,0 %. Diese
Ergebnisse unterscheiden sich von den meisten anderen Studien, in denen in der Re-
gel mittels CGH und aCGH keine homozygoten CHD1-Deletionen gefunden wurden
[14-16]. In nur einer Studie wurde eine wesentlich hohere Rate an homozygoten
CHD1-Deletionen von 8,8 % in 244 untersuchten Prostatatumoren angegeben. Aller-
dings wurden in dieser Studie ausschlie3lich homozygote Deletionen beim Prostata-
karzinom untersucht und daher die Rate an heterozygot CHD1-deletierter Tumoren
nicht angegeben [18]. Die unterschiedlichen Ergebnisse sind vermutlich zum einen
zuriickzufuhren auf die Verwendung von Analysemethoden bei denen es zu einer feh-
lenden Detektion von homozygoten Deletionen durch die Verunreinigung der Tumor-
proben mit normalen Prostatagewebe kommen kann und zum anderen durch die Zu-
sammensetzung des Tumorgewebekollektivs. Mit der vorliegenden Studie vergleichba-
re Ergebnisse wurden in den Untersuchungen von Taylor et al. erzielt. Hier war die
CHD1-Deletionsrate mit insgesamt 26 % zwar wesentlich hdher als in der vorliegenden
Arbeit, aber heterozygote CHD1-Deletionen wurden mit 19,6 % wie auch in der vorlie-
genden Studie dreimal haufiger als homozygote CHD1-Deletionen mit 6,7 % nachge-
wiesen [17].

Insgesamt zeigten die CHD1-Deletionen eine deutliche Korrelation zu einem hohem
Gleason-Score (p<0,0001), einem fortgeschrittenem Tumorstadium (p=0,0015) und der
Wabhrscheinlichkeit eines PSA-Rezidivs (p<0,0001). Es ist daher annehmbar, dass die
Deregulierung von CHD1 eine wesentliche Rolle wahrend der Tumorprogression spielt.
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stehen in Einklang mit den Resultaten aus der
Studie von Burkhardt et al. und zwei weiteren friiheren Studien anderer Arbeitsgrup-
pen. Taylor et al. zeigten eine klare Assoziation der 5q21-Deletion mit einer schlechten
Prognose [17] und Sun et al. fanden héhere 5g21-Deletionsraten in fortgeschrittenen
Tumoren [16]. Keine Assoziation der CHD1-Deletion zur Prognose des Patienten fan-
den jedoch Huang et al. [14]. Lapointe et al. ordneten die 5g21-Deletion sogar Tumo-
ren mit einer guten Prognose zu [15]. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie werden
zusatzlich unterstitzt durch erste in-vitro- und in-vivo-Untersuchungen. In den in-vitro-
Studien resultierte sowohl die reduzierte [5, 14] als auch die gesteigerte CHD1-
Expression [5] in verschiedenen benignen und malignen Prostatazelllinien in einer
verminderten Wachstumsfahigkeit der Zellen. Dies deutet darauf hin, dass CHD1 ahn-
lich wie das bekannte Tumorsuppressorgen PTEN zu den essentiellen
Tumorsuppressorgenen zahlt. Versuche mit CHD1-depletierten Xenokraft Modellen
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zeigten aulRerdem, dass es bedingt durch eine reduzierte CHD1-Expression nicht zu
einer Tumorentstehung kommt, aber dass die reduzierte CHD1-Expression das Poten-
tial eines invasiven Zellwachstums von Tumorzellen stark erhoht [18]. Die Ergebnisse
dieser Studien lassen darauf schlieRen, dass die Zelle ein bestimmtes CHD1-
Expressionsniveau benétigt, um ihr Zelliberleben zu sichern. Die Uberlebens- und
Proliferationsfahigkeit einer Prostatatumorzelle bei vorhandener CHD1-Deletion scheint
daher abhéngig vom aktuellen CHD1-Expressionsniveau zu sein. Es ist aber auch
denkbar, dass bisher unbekannte Mechanismen existieren, die das Uberleben der Tu-
morzellen mit einer CHD1-Deletion sichern. Insbesondere das Vorhandensein von
homozygoten CHD1-Deletionen deutet auf einen Mechanismus hin der ahnlich wie bei
einer homozygoten PTEN-Deletion in Kombination mit einem TP53-Defekt das Sterben
der Tumorzellen verhindert [29].

Zusatzlich zur Assoziation der CHD1-Deletion mit dem Phéanotyp des Prostatakarzi-
noms wurde in der vorliegenden Arbeit die Korrelation der CHD1-Deletion mit dem
TMPRSS2:ERG-Status untersucht. Die durch eine Deletion auf Chromosom 21 her-
vorgerufene Fusion zwischen dem androgen-regulierten Gen TMPRSS2 und dem on-
kogenen Transkriptionsfaktor ERG kommt in circa 50 % aller Prostatatumoren vor und
ist damit die bisher haufigste genomische Verdnderung des Prostatakarzinoms. Be-
dingt durch die Fusion gelangt ERG unter die Kontrolle des TMPRSS2-Promotors und
wird dadurch in den betroffenen Tumorzellen exprimiert [30, 31]. Der immunhisto-
chemische Nachweis der ERG-Expression ermdglicht die Einteilung der Prostatakarzi-
nome in die zwei Untergruppen ERG-positive (mit Fusion) und ERG-negative (ohne
Fusion) Tumoren. Vorherige Studien am Institut fir Pathologie konnten bereits einige
der haufigsten Deletionen des Prostatakarzinoms der Untergruppe der ERG-positiven
Tumoren (PTEN, TP53 und 3p13) und der Untergruppe der ERG-negativen Tumoren
(6915) zuordnen [6-8, 12, 15, 17]. In der vorliegenden Arbeit konnte die CHD1-Deletion
funfmal haufiger in ERG-negativen als in ERG-positiven Tumoren nachgewiesen wer-
den. Insbesondere die homozygoten CHD1-Deletionen traten nahezu exklusiv in den
ERG-negativen Tumoren auf. Diese Ergebnisse stimmen uberein mit der Studie von
Burkhardt et al. in der ebenfalls eine starke Assoziation der CHD1-Deletion zu ERG-
negativen Tumoren gefunden wurde [5]. Dartber hinaus werden die Ergebnisse der
Studie durch vorherige Studien bestétigt, die ebenfalls eine Korrelation der CHD1-
Deletion mit einem negativen ERG-Status feststellten [17, 18, 32, 33]. Es ist vorstell-
bar, dass die CHD1-Deletion zu einem Selektionsvorteil in ERG-negativen Tumorzellen
im Vergleich zu ERG-positiven Tumorzellen flihrt. Es ist aber auch denkbar, dass die
CHD1-Deletion die Entstehung der TMPRSS2:ERG-Fusion und damit eventuell auch
anderer genomischer Veranderungen verhindert. In der Studie von Burkhardt et al.
wurden mittels Doxorubicin und Dihydrotestosteron Strangbriche in der Prostatakarzi-
nomzelllinie LNCaP induziert. Eine reduzierte CHD1-Expression fihrte in diesem in-
vitro-Versuch zu einer signifikanten Reduktion der DNA-Briche im ERG-Gen, die in der
Regel zu einer Fusion mit dem Gen TMPRSS2 fiihren. Damit konnte gezeigt werden,
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dass CHD1 eine zentrale Rolle bei der Entstehung der TMPRSS2:ERG-Fusion spielt.
Allerdings wurde in dieser Studie ebenfalls gezeigt, dass die CHD1-Deletion unabhan-
gig vom ERG-Fusionsstatus in den ERG negativen und ERG positiven Tumoren die
Wahrscheinlichkeit eines frihen PSA-Rezidivs stark erhdht [5]. Diese Ergebnisse ver-
deutlichen die prognostische Relevanz der CHD1-Deletion zusatzlich.

Die starke Assoziation der CHD1-Deletion mit der Wahrscheinlichkeit eines PSA-
Rezidivs in der vorliegenden Arbeit verdeutlicht das hohe Potential des CHD1-
Kopiezahlstatus als potentiellen prognostischen Marker zur Identifizierung von Patien-
ten mit aggressiven Karzinomen. Allerdings muissen bei der Beurteilung dieser Ergeb-
nisse einige Einschrankungen bezuglich der Verwendung des PSA-Rezidivs als Studi-
enendpunkt bericksichtigt werden. Der Anstieg des PSA-Wertes im Serum kann zum
einen auf nicht entfernte Tumorzellen am Nervenstrang oder lymphogene bzw. hdma-
togene Metastasen zuriickgefuhrt werden, zum anderen wird PSA aber auch von be-
nignen Prostatazellen produziert, die eventuell noch am Nervenstrang lokalisiert sind
[2]. Dies bedeutet, dass ein PSA-Rezidiv zwar auf eine schlechte Prognose fiir den
Patienten hindeutet, aber eine eindeutige individuelle prognostische Aussage anhand
eines Rezidivs nicht abgeleitet werden kann. Dazu kommt, dass circa 30 % aller Pati-
enten innerhalb der ersten 8 bis 10 Jahre nach der Prostatektomie ein biochemisches
Rezidiv erleiden. Einen lebensbedrohlichen Krankheitsverlauf entwickeln aber nur circa
10 % der Patienten nach dem Auftreten des PSA-Rezidivs [10, 34]. Des Weiteren wei-
sen Patienten mit PSA-Rezidiv eine dhnliche Uberlebensrate von 88 % im Vergleich zu
Patienten ohne PSA-Rezidiv (93 %) auf [35]. Basierend darauf ist es empfehlenswert
die prognostische Aussagekraft eines potentiellen molekularen Markers anhand weite-
rer Studienendpunkte Uber das PSA-Rezidiv hinaus zu validieren. Zu den haufig ver-
wendeten Studienendpunkten in Karzinomstudien zéhlen neben einem moglichen bio-
chemischen Rezidiv das allgemeine Uberleben der Patienten nach der Therapie und
der Tumor-spezifische Tod der Patienten nach erfolgter Behandlung [36]. Die Verwen-
dung dieser Endpunkte in Studien zum Prostatakarzinom ist jedoch als schwierig zu
bewerten. Das mittlere Erkrankungsalter der Patienten liegt beim Prostatakarzinom bei
70 Jahren. Dies bedeutet, dass die Wahrscheinlichkeit von Begleiterkrankungen, die
nicht auf das Karzinom zurlckzufihren sind, wie zum Beispiel Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, im Verlauf der Tumorerkrankung mit dem Alter des Patienten ansteigt.
Daher ist es haufig schwierig zu beurteilen, ob Patienten an den Folgen der Karzinom-
erkrankung oder an den Folgen einer anderen Erkrankung verstorben sind. Zudem
haben Studien gezeigt, dass Patienten mit einem PSA-Rezidiv erst mehrere Jahre
nach der Ektomie und dem Auftreten des Rezidivs einen lebensbedrohlichen Krank-
heitsverlauf entwickeln. Basierend darauf ist anzunehmen, dass Patienten bereits an
den Folgen einer Begleiterkrankung versterben bevor eine mogliche Metastasierung
zum Tod der Patienten fuhrt. Aus diesem Grund ist die Anzahl der Patienten, die auf-
grund der Prostatakarzinom-Erkrankung versterben, sehr gering. Dies macht deutlich,
dass weitere Studienendpunkte notwendig sind, die den Krankheitsverlauf bei Vorlie-

34



4 Diskussion

gen eines Prostatakarzinoms besser wiederspiegeln und damit die Aussagekraft des
PSA-Rezidivs zur ldentifizierung von prognostischen Markern unterstitzen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher die prognostische Aussagekraft der CHD1-
Deletion anhand sechs neuer Klinisch-biologischer Endpunktgruppen zu prifen. Diese
neuen Endpunktgruppen wurden von der Martini-Klinik und dem Institut fr Pathologie
am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf entwickelt und umfassen die wesentli-
chen biologischen Charakteristika der Prostatakarzinome. Die neuen Klinisch-
biologischen Endpunktgruppen sind zusammengesetzt aus: Gruppe 1: lokal begrenz-
tes Prostatakarzinom (pT2), Gruppe 2: Uber die Prostata hinausgehende Karzinome
(pT3a), Gruppe 3: nicht Klinisch relevantes Lokalrezidiv, Gruppe 4: reversibles Lokalre-
zidiv nach Bestrahlung, Gruppe 5: lymphogene Metastasierung zum Zeitpunkt der Ek-
tomie und Gruppe 6: hamatogene Metastasierung zum Diagnosezeitpunkt. Die Analyse
dieser Endpunkte zeigte eine deutliche Assoziation der CHD1-Deletion mit den phéano-
typisch unginstigen Karzinomen, welche eine schlechte Prognose fiir den Patienten
bedingen. Bei einer nachgewiesenen CHD1-Deletion in den Karzinomzellen war das
Risiko eines Lokalrezidivs und einer hAmatogenen Metastasierung um mindestens 1,7-
fach héher als bei Tumoren mit einem normalen CHD1-Status. Die Wahrscheinlichkeit
eines auf die Prostata begrenzten Tumors hingegen war beim Nachweis einer CHD1-
Deletion im Tumor etwas geringer als bei Tumoren ohne CHD1-Deletion. Die Analyse
in den Untergruppen der Tumoren mit einem geringem Gleason-Score (<3+4) und ei-
nem hohem Gleason-Score (24+3) zeigte jedoch, dass diese Assoziation im Wesentli-
chen durch die Gruppe der Tumoren mit einem geringen Gleason-Score bedingt war,
da hier eine vergleichbare Verteilung der klinisch-biologischen Endpunktgruppen ge-
messen wurde. Tumore mit einem hohen Gleason-Score und einer nachgewiesenen
CHD1-Deletion konnten allerdings sowohl eine erhdhte Wahrscheinlichkeit fur eine
hamatogene Metastasierung als auch fir ein lokal begrenztes Karzinomwachstum und
damit einen eher gunstigen Phanotyp aufwiesen. Aus diesem Grund muisste eine Ver-
wendung der CHD1-Deletion als molekularer Marker in der Untergruppe der Tumoren
mit einem hohen Gleason-Score ausgeschlossen werden.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die CHD1-Deletion als
eine der haufigsten Deletionen klar mit einem schlechten Phénotyp des Prostatakarzi-
noms assoziiert ist. Darliber hinaus besitzt die CHD1-Deletion eine deutliche prognos-
tische Relevanz beim Prostatakarzinom gemessen am PSA-Rezidiv. Durch die Analy-
se der neuen klinisch-biologischen Endpunkte konnte eindeutig hachgewiesen werden,
dass der Nachweis einer CHD1-Deletion insbesondere in der Gruppe der Karzinome
mit einer eher gunstigen Prognose (Gleason Score <3+4) dazu beitragt, Patienten zu
identifizieren, die aufgrund der Aggressivitat der Prostatakarzinome eine eindeutig
schlechte Prognose aufweisen. Es besteht somit die begriindete Hoffnung, dass der
Nachweis des CHD1-Kopiezahlstatus alleine oder in Kombination mit anderen
genomischen Veranderungen zu einer Verbesserung der Diagnostik und damit der
individuellen Therapieentscheidung beitragen kann.
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Das Prostatakarzinom ist die haufigste Krebserkrankung und zudem einer der haufigs-
ten Tumor-assoziierten Todesursachen des Mannes in den Industrielandern. Die
Mehrzahl der Karzinome ist allerdings eher indolent und wéachst nur sehr langsam. Ba-
sierend darauf sind die meisten Prostatakarzinomerkrankungen zeitlebens symptomlos
und die Patienten versterben aufgrund einer anderen altersbedingten Erkrankung.
Problematisch ist daher eher eine kleine Gruppe von hoch aggressiven Karzinomen,
die zu einem lebensbedrohlichen Verlauf der Erkrankung fiihren und zwingend einer
Therapie bedurfen. Die heute etablierten Prognoseparameter, wie zum Beispiel der
Gleason-Score oder das Tumorstadium reichen jedoch nicht aus, um diese hoch ag-
gressiven Karzinome sicher zu identifizieren. Daher werden heute héaufig Patienten
einer aggressiven kurativen Therapie zugefuhrt, die eigentlich nicht notwendig wére.
Es besteht jedoch die Hoffnung, dass die ldentifizierung von prognostisch-relevanten
molekularen Markern dazu fuhrt, die heute etablierten Parameter bei der initialen Diag-
nose des Prostatakarzinoms zu unterstiitzen und somit eine individuelle Diagnose und
Therapie fur den Patienten zu ermdéglichen. Ein vielversprechender Marker ist hier die
CHD1-Deletion die in circa 10 % aller Prostatakarzinome vorkommt und bereits mit der
erhdhten Wahrscheinlichkeit eines PSA-Rezidivs assoziiert werden konnte.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die prognostische Relevanz der CHD1-
Deletion Uber das Auftreten eines PSA-Rezidivs hinaus anhand des klinisch-
biologischen Verhaltens der Karzinome zu charakterisieren. Dazu wurde ein im TMA-
Format vorliegendes Prostatakarzinomkollektiv von tber 11.000 Fallen in sechs neue
klinisch-biologische Endpunktgruppen eingeteilt, welche die wesentlichen biologischen
Charakteristika der Karzinome wie das lokal begrenzte Wachstum, das lber die Pros-
tata hinausgehenden Wachstum, die Entwicklung eines Lokalrezidivs und die
lymphogene bzw. hdmatogene Metastasierung beinhalten. Der mittels Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung ermittelte CHD1-Kopiezahlstatus zeigte in 701 (9,7 %) der 7.230
auswertbaren Prostatakarzinome eine CHD1-Deletion. In 7,3 % zeigte sich dabei eine
heterozygote und in 2,4 % eine homozygote CHD1-Deletion. Die CHD1-Deletion war
signifikant assoziiert mit einem erhéhten Gleason Score (p<0,0001) und einem fortge-
schrittenem Tumorstadium (p=0,0034), sowie einem ERG-negativen Status der Prosta-
takarzinome (p<0,0001). In der Analyse aller Karzinome zeigte die CHD1-Deletion eine
deutlich signifikante Assoziation zu der Verteilung der neuen Klinisch-biologischen
Endpunkte. Karzinome mit einer CHD1-Deletion zeigten dabei ein erhdhtes Risiko flr
Karzinome mit einem ungunstigen Phénotyp, wie einem Klinisch relevanten Lokalrezi-
div und einer hdmatogenen Metastasierung (p<0,001). Dieser Zusammenhang basierte
jedoch vor allem auf den Karzinomen mit einem niedrigen Gleason Grad (<3+4;
p=0,0005). In den Tumoren mit einem hohen Gleason Grad (24+3) konnte durch den

36



5 Zusammenfassung

Nachweis einer CHD1-Deletion keine Unterscheidung in Karzinome mit einem gunsti-
gen und einem schlechtem Tumorphanotyp mehr erfolgen. Die Ergebnisse der vorlie-
genden Arbeit zeigen damit, dass der Nachweis einer CHD1-Deletion insbesondere in
den Karzinomen mit einer eigentlich histopathologisch guten Prognose (Gleason Grad
<3+4) geeignet ist, um die Identifizierung von Tumoren mit einem aggressiven Phano-
typ zu unterstitzen.
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