Universitatsklinikum Hamburg - Eppendorf

Institut fur Pathologie
Abteilung: Molekularpathologie

Direktor: Professor Dr. med. Guido Sauter

Ausdehnung der 16g-Deletion wahrend der
Progression des Prostatakarzinoms

Dissertation:
Zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg

Vorgelegt von:
Jazan Omari

aus Berlin

Hamburg 2017



Angenommen von der Medizinischen Fakultiat am: 02.11.2017

Veroffentlicht mit Genehmigung der Medizinischen Fakultéit der Universitat Hamburg
Priifungsausschuss, der Vorsitzende: Prof. Dr. Guido Sauter

Prifungsausschuss, 2. Gutachter: Prof. Dr. Tobias Lange



Inhaltsverzeichnis
T BINIBIHUNG ... e e e e e e e e e e ———— 1
1.1 Das ProstatakarzinOm...........oooo oo 1
1.2  Genetische Veranderungen des Prostatakarzinoms .............cccccvceeiiiieeccceeviieee e, 2
1.3  Deletionen als potentielle Prognosemarker beim Prostatakarzinom ......................... 4
1.4  Die 169g-Deletion beim Prostatakarzinom ...............ccooieiiiiiiiiieiiccc e, 5
1.5  Zielsetzung der Arbeit.........coomiiiiiiiii e 7
2 Material und MethOAEN .........ooiiiiiii e 8
2.1  Patientenkollektiv/ Heterogenitats-Gewebemikroarray (TMA) ........cccccoiiiiiiiiiieeneeenn. 8
2.2 Escherichia Coli KIONE ...........ooiiiiiiiii e 11
2.3 Reagenzien UNd KitS.......ccooiiiiiiiiici e 11
P S C =T - | (= PP PRI 13
2.5  VerbrauchsSmaterialien .............oooiiiiiiiiiiiiii e 14
2.6  Software und Datenbanken............oooouuiiiiiiiiiiii 15
2.7  Fluoreszenz-in-situ-Hybridiersierung (FISH) .........c.oouiiiiiiii e 15
2.7.1 Herstellung der 160-FISH-SONAEN ........coooiiiiiiiiiiii e 15
2.7.2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung der TMAS ..........ceiiiiiiiiiiiiccce e, 17
2.8  MikroskopiSChe AUSWEITUNG .........uuuurimiiiiiiiiiiiiiiiii e 19
2.9 Bestimmung der 16g-DeletionsIange ..............cooiiiiiiiiiiiicc e, 21
3 ErQEDNISSE ... —————— 22
3.1 Auswertbarkeit der FISH-ANAIYSE .........coooiiiiiiiiiii e 22
3.2  Heterogenitat der 16g-Deletion beim Prostatakarzinom .............cccccceeeiiiiiiiiiininnnnnn. 22
3.3  Vergleich der 16g-Deletionsrate im Heterogenitats-TMA und Prognose-TMA ........ 24
3.4 Potentielle Ausdehnung der 16g-Deletionsgré3e innerhalb der Tumorprogression 25
4 DUSKUSSION ...ttt et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 29
5  ZUSAMMENTASSUNG .....eeiiiiiiiiie it e e e e e e e e e e e e e e eees 34
B ADSIFACT ..o 35
7  Tabellen —und AbbildungsverzeiChnis ............cccoooiiiiiiiiii e 36
7.1 ADDIldUNGSVEIZEICNNIS ...t nnnnnnnnne 36
7.2 TabelleNVerZEIChNIS .........uuiiiiii e 36
8  ADKUrZUNGSVEIrZEICNNIS .....ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee et 37
9 LiteraturverzeiChNiS ............oooiiiiiiii e 40
1O DANKSAGUNG . .. .uuuuutiiiiiiiiiiiiet e n e 44
T LEDENSIAUT ... 45
12 Eidesstaatliche ErkIArung..........cooooiiiiiiiii e 46



1 Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom ist vor Lungen- und Darmkrebs der haufigste bdsartige Tumor beim
Mann. In Deutschland sind jahrlich etwa 64.500', in den westlichen Industrielandern tber
640.000> Neuerkrankungen an diesem Tumor zu verzeichnen. Das Risiko am
Prostatakarzinom zu erkranken, steigt mit zunehmenden Alter®. Allerdings werden heute
insbesondere Tumoren in frilhen Stadien diagnostiziert’. Grund hierfir und fiir die damit
einhergehende haufig gute Prognose des Prostatakarzinoms ist vor allem die verbesserte
Frahdiagnostik im Rahmen der Vorsorgenuntersuchung. Zur Friherkennung bzw. zur
Basisdiagnostik des Prostatakarzinoms gehort die digital-rektale Untersuchung (DRU) sowie
die Bestimmung des Prostata-spezifisches-Antigen (PSA)- Wertes im Serum?®. Derbe Areale
beim Tastbefund sind karzinomverdachtigt. Das PSA gilt als organspezifischer Marker, da
es nur von den Epithelzellen der Prostata hergestellt wird. Eine Erhéhung des PSA Wertes
kann jedoch auch durch andere gutartige Prostataerkrankungen wie z.B. der benignen
Hyperplasie oder einer Entziindung hervorgerufen werden®. Im Allgemeinen gilt jedoch ein
Anstieg des PSA-Wertes auf >4ng/ml als Karzinom verdéchtigt®. Zur Diagnosesicherung von
suspekten Tastbefunden oder erhdhten PSA-Werten gilt als Goldstandart die transrektale,
sonographiegesteuerte Entnahme von 10 - 12 enthommen Gewebezylinder aus der Prostata
und die histologische Beurteilung des entnommen Gewebes mittels Gleason-Grad®. Der
Gleason-Grad gibt Informationen Uber die Driisenmorphologie und lasst damit Riickschllsse
auf die Aggressivitdt des Tumors zu. Der Gleason Grad 1 beschreibt eine sehr gut
differenzierte Drusenarchitektur, die dem gesunden Prostatagewebe vergleichsweise ahnlich
ist. Beim Gleason Grad 5 ist keine Drusenstruktur mehr erkennbar. Aus den beiden
haufigsten Gleason-Graden wird dann der Gleason-Score gebildet (z.B. 3+4)". Abhéngig
vom Gleason-Score, dem Tumorgehalt in den Biopsiestanzen, dem klinischen
Tumorstadium, dem praoperativen PSA-Wert und dem Allgemeinzustand des Patienten
erfolgt die Therapieplanung. Die primare Therapie des lokal begrenzten Prostatakarzinoms
ist die radikale Prostatektomie, mit den putativen Nebenwirkungen der Inkontinenz und
Impotenz®. Jedoch kann bei Patienten mit niedrig malignen Tumoren (Gleason-Score <3+3,
PSA < 10ng/ml) auch eine aktive Uberwachung (Active Surveillance) durchgefiihrt werden.
Dabei werden die Patienten innerhalb der ersten zwei Jahre nach Diagnosestellung alle drei
Monate mittels DRU und Bestimmung des PSA-Wertes kontrolliert®. Ziel dabei ist das
Aufschieben einer invasiven Therapie bis zur tatsachlichen Tumorprogression. Diese

»1herapieform* basiert auf der Tatsache, dass es sich beim Prostatakarzinom in der Regel

um einen langsam wachsenden Tumor handelt, Lediglich 10 % der Erkrankten werden
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symptomatisch und nur 3 % der Manner versterben an ihrer Tumorerkrankung®. Ein
bestehendes Problem bei der Diagnostik und Therapie des Prostatakarzinoms ist allerdings
die Einschatzung des Progressionsrisikos der Tumoren. Insbesondere in der grof3en Gruppe
der Karzinome mit einem Gleason-Score von 3+4 und 4+3 ist eine sichere Einschatzung der
Aggressivitit der Tumoren nicht moglich®. Aus diesem Grund entscheiden sich viele Manner
mit einem eigentlich nicht therapiebedurftigen Karzinom fur eine Ektomie, um das Risiko
einer Progression sicher auszuschlieRen. Hieraus erschlie3t sich, von welcher Bedeutung es
ist, Prostatakarzinome friihzeitig in aggressive, akut behandlungsbediirftige Tumoren und in
indolente, nicht akut behandlungsbedurftige Karzinome einteilen zu kénnen. GrofRe Hoffnung
wird daher in die Etablierung von molekularen Prognosemarkern gesetzt, welche die
vorhandenen Prognoseparameter, wie zum Beispiel den Gleason-Score, bei der
Einschatzung der Aggressivitat der Tumoren unterstitzen. Daher ist es essentiell die Genetik

und Biologie der Prostatakarzinome besser zu verstehen.

1.2 Genetische Veranderungen des Prostatakarzinoms

Das Prostatakarzinom stellt auf genetischer Ebene und damit auch tumorbiologisch eine
Besonderheit dar. Anders als die meisten soliden Tumoren, ist das Prostatakarzinom vor
allem auf chromosomale Deletionen und Translokationen zuriickzufiihren'. Nur selten sind
inaktivierenden Punktmutationen in klassischen Tumorsuppressorgenen (z.B. TP53) oder
Amplifikationen von bekannten Onkogenen (z.B. MYC) zu finden® '

Die am haufigsten vorliegende genetische Veranderung ist, die vor zehn Jahren identifizierte
Fusionen des androgen-abhangigen Gens TMPRSS2 und des Transkriptionsfaktors ERG,
die TMPRSS2:ERG Fusion. Durch diese Fusion, die auf einer Deletion in der Region 21922
zurtckzufihren ist, wird der Transkriptionsfaktor ERG Uber den TMPRSS2-Promotor
androgenabhangig aktiviert. Die ERG-Expression ist in circa 50 % aller Prostatakarzinome
nachweisbar. In den ,gut® differenzierten Tumoren (Gleason-Score < 3+4) ist allerdings eine
deutliche Altersabhangigkeit zu beobachten. Hier tritt die TMPRSS2:ERG Fusion bei circa
90 % der Patienten auf, die bei der Erstdiagnose nicht alter als 50 Jahre waren'™. Auf die
Prognose der Patienten hat die TMPRSS2:ERG Fusion jedoch keinen Einfluss und ist daher
als Prognosemarker ungeeignet.”?"® Die ERG-Expression in den Karzinomzellen fiihrt
allerdings zu einer Deregulation von mehr als 1.600 Genen" Es kann daher davon
ausgegangen werden, dass die TMPRSS2:ERG Fusion zu Anderungen des molekularen
Hintergrunds der Zelle™ fiihrt und damit sogar bestimmte Verdnderungen begiinstigt'.
Auf molekularer Ebene wird das Prostatakarzinom daher haufig in ERG-positive und ERG-
negative Untergruppen eingeteilt. Studien konnte zeigten, dass die meisten genetischen und

molekularen Veranderungen des Prostatakarzinoms mit einer ERG-Positivitat® bzw. ERG-



Negativitat® assoziiert sind. Weitere Translokationen sind beim Prostatakarzinom zwar
bekannt, spielen jedoch, verglichen mit der TMPRSS2:ERG Fusion oder mit anderen
haufigen Deletionen, nur eine untergeordnete Rolle(<5%)".

DNA-Verluste (Deletionen) verschiedener chromosomaler Regionen kommen in circa 10 -
40 % aller Prostatakarzinome vor'" ' ®. Zu den haufigsten Verlusten zahlen Deletionen in
den Bereichen 8p, 6q, 13q, 16q, 12p, 10g23, 5q und 3p13° (siche Tabelle 1). Ein
charakteristisches Merkmal der meisten Deletionen ist, dass es nicht zur Deletions-bedingten
Inaktivierung von wenigen Genen kommt, sondern die haufig groflen Bereiche eines
chromosomalen Arms von der genetischen Veranderung betroffen sind. Das bedeutet, dass
die meisten Deletionen die sogenannte minimal deletierte Region Uberschreiten und damit
eine Vielzahl von Genen einschlief3en. Dies ist auch der Grund fir die Annahme, dass die
meisten Deletionen nicht zur Inaktivierung eines bestimmten Tumorsuppressorgens dienen,
sondern das eine Vielzahl von Tumor-relevanten Genen in den Einzelnen von den
Deletionen betroffenen Regionen lokalisiert sind. Einige Tumorsuppressorgene konnten
allerdings bereits identifiziert werden. Dazu zahlen die bekannten Tumorsupressorgene
PTEN auf Chromosom 10q23, RB1 auf Chromosom 1314, CDKN1B auf Chromosom 12p13
und TP53 auf Chromosom 17p13.

Tabelle 1: Haufige Deletionsregionen beim Prostatakarzinom. Taylor et al. 2010: aCGH-Studie an 181
Prostatatumoren, Williams et al. 2014: CGH und aCGH Metaanalyse an 662 Prostata- tumoren, Sun

et al. 2007: aCGH Metaanalyse an 872 Prostatatumoren. (Modifiziert von Kluth Diss)

Taylor et al. Williams et al. Sun et al.
Region (%) Region (%) Region (%)
8p21.3-p11.21 78,3 8p23.3-p11.21 61,8 8p23.1-p21.1 34,1
6912-922.3 62,4 13912.3-q31.1 52,9 13914.13-g22.1 |28
12p13.31-p12.3 (61,3 16911.2-q24.3 52,3 6g14.1-g21 22,2
13912.11-q14.2 |12,9-47,4 6912-g22.33 46,7 16q13-g24.3 17,9
16923.1-q24.1 37,6 5911.2-9g23.3 429 5913.3-g21.2 13,1
10923.31-q24.33 |12,4-34,0 17p13.3-p11.2 37 18912.1-g23 12,8
2914.3-q22.3 29,9 10923.2-q26.12 (36,3 2g21.2-g22.3 12,4
5g911.2-g22.2 11,9-26,3 18912.1-gq23 32,8 10923.1-925.3 11,8
17p13.1 26,3 2q14.1-q24.2 29,6 4921.3-q31.3 7,6
3p13 21,2 12p13.31-p12.3 (28,9 15921.1-q25.3 6,7
17921.31 12,4-14,9 3p13 21,9 12p13.32-p11.23 (6
22q12.1-q13.31  [13,9 17921.2-21.31 (21,6




1.3 Deletionen als potentielle Prognosemarker beim Prostatakarzinom

Zur Einschatzung der Progression eines Prostatakarzinom werden die etablierten
Prognoseparametern wie der Gleason Score, der PSA-Wert und das TNM Stadium
herangezogen werden®. Die TNM-Klassifikation beschreibt die Ausdehnung des
Primartumors (T), die Metastasierung der regionaren Lymphknoten (N) sowie das
Vorhandensein von Fernmetastasen (M)'. Nachteil ist, dass diese in der Regel erst
postoperativ erhoben werden koénnen, d.h. zu einem Zeitpunkt, an dem eine
Therapieentscheidung flr den Patienten langst gefallen ist. Der Gleason-Score, als bisher
starkster bekannter prognostischer Marker, weift den entscheidenden Vorteil auf, dass er
bereits im Biopsiematerial bestimmt werden kann'®. Nachteilig ist jedoch einerseits die
interobserver Varianz'® und andererseits das haufige ,Upgrading“ des Gleason Scores nach
Prostatektomie '°. Dies bedeutet, dass der Gleason-Score im Biopsiematerial nicht zwingend
dem ,wahren‘ Gleason-Score im Ektomiepraparat entspricht. Das allerdings die
Einschatzung des Progressionrisikos starke Auswirkungen auf die Therapiewahl hat — von
Active Surveillance bis hin zur Ektomie —macht deutlich, wie dringend prognostische Marker
bendtigt werden, die dabei helfen koénnen vor der Therapieentscheidung das
Prostatakarzinom  zuverlassig in akut behandlungsbedirftig und nicht akut
behandlungsbediirftig einzustufen.

GroRe Hoffnung wird dabei in Tumor-relevante genetische Veranderungen als
Prognosemarker gesetzt. Die Kriterien, die solch ein Prognoseparameter erfiillen sollte sind:

1. Nachweis mittels gangiger pathologisch-molekulargenetischer Verfahren bereits am
Biopsiematerial, 2. Rekurrente bzw. haufige Veranderung, 3. Homogene Verteilung der
Verdnderung im Tumorgewebe®. Leider haben Studien gezeigt, dass die TMPRSS2:ERG
Fusion als haufigste genetische Veranderung beim Prostatakarzinom keine Assoziation zur
Prognose besitzt'> . Anders verhélt es sich mit den Deletionen von unterschiedlichen
chromosomalen Regionen. Hier konnten in den letzten Jahren Studien flir einige der
haufigsten Deletionsregionen zeigen, dass der Verlust des chromosomalen Materials sowohl
mit einem frilhen PSA-Rezidiv als auch mit einem unglinstigen Phanotyp einhergeht. Zu
diesen prognostisch relevanten Deletionen zahlen 5q21%°, 8p21", 10923%', 17p13%, 3p13%,
6q15%*, 12p™ und 16q"°. Zusatzlich dazu konnte innerhalb der Arbeitsgruppe am Institut fiir
Pathologie anhand der 6 und 16q Deletion gezeigt werden, dass die Grofle der Deletion
einen Einfluss auf die Prognose hat. Genauer gesagt haben Patienten deren Tumoren eine
sehr grof3e Deletion von mehreren Megabasen in den Bereichen 6g oder 16q aufweisen eine
deutlich ungiinstigere Prognose als Patienten deren Tumoren nur eine kleine Deletion von
gegebenenfalls nur wenigen Kilobasen auf dem g-Arm des Chromosoms 6 oder 16 haben® '
(personliche Kommunikation Martina Kluth ). Wie diese unterschiedlichen Deletionsgréf3en

entstehen ist jedoch noch unklar. Bezlglich der heterogenen Verteilung der prognostisch
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relevanten Deletionen ist bisher jedoch nur wenig bekannt. Grund dafirr ist, dass zur
Bestimmung der Heterogenitat idealerweise der gesamte Tumor bzw. mehrere
unterschiedliche Areale untersucht werden sollten. Am Institut fir Pathologie konnte bereits
anhand des dort existierenden Heterogenitats-TMA gezeigt werden, dass die PTEN Deletion
auf Chromosom 1023 eine ausgepragte Heterogenitat aufweist, was die Anwendbarkeit der

t?'. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die 6g-

PTEN Deletion als Prognosemarker einschrank
Deletion gefunden, welche eine heterogene Verteilung in circa 50 % aller untersuchten
Tumoren aufzeigte. Fir die meisten Deletionsregionen ist der Status der Heterogenitat
jedoch bisher nicht bekannt.

Obwohl zahlreiche Studien in den letzten Jahren durchgefiihrt wurden, konnte bis heute kein
molekularer Prognose-Marker identifiziert und eingeflihrt werden. Grund flir die fehlende
klinische Einflhrung solcher prognostische Marker waren lange Zeit die zu Kkleinen

Patientenkollektive fur die dafir notwendige Forschung.

1.4 Die 16g-Deletion beim Prostatakarzinom

Trotz der hohen Inzidenz ist der molekulare Mechanismus der Tumorentstehung und der
Progression beim Prostatakarzinom noch weitestgehend unklar. Mehrere Studien konnten
allerdings bereits zeigen, dass Verluste verschiedener chromosomaler Regionen bei der
Entstehung bzw. der Progression eine groRe Rolle spielen kénnten'" ' . Zu den am

haufigsten deletierten Bereichen zahlt die 16q-Region® %

. Die 16q-Deletion kommt laut
Studien in 6-75 % aller Prostatakarzinome vor. Die Varianz in der Deletionsrate kann dabei
vor allem durch die Verwendung von unterschiedlichen Methoden zur Messung des
Kopiezahlstatus als auch durch die Anzahl der untersuchten Tumoren erklart werden.
Studien, die den Verlust der Heterozygotie (loss of heterozygosity, LOH) untersuchten,
konnten einen 16qg-Kopiezahlverlust in 42-75 % der 48 bzw. 32 untersuchten Tumoren

finden®: %

. In zwei groRen Metanalysen an 872 und 602 Tumoren wurde eine 16qg-
Deletionsrate von 17,9 %'® und 52,3 %'' gemessen. In der groRen aCGH Studie von Taylor
et al. betrug die 16g-Deletionsrate 37,6 % in 181 untersuchten Tumoren™. In zwei FISH-
Analysen an 53 und 51 Patienten konnte eine 16q Deletionsrate von 35 %?® und 55 %*
gezeigt werden. In einer groRen FISH-Analyse zur Untersuchung der 16923 Deletion an
3.800 Tumoren konnte innerhalb der Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die 16g-Deletion in
circa 20 % aller Prostatakarzinome vorkommt. Studien konnten sowohl in Primartumoren als
auch in metastasierten Tumoren Verluste im Bereich 16q nachweisen und fanden au3erdem
eine Assoziation zu einem aggressiveren Verhaltensmuster und einer tendenziell
schlechteren Prognose® 2. Auch innerhalb der Arbeitsgruppe wurde beschrieben, dass die

169 Deletion mit einem héherem Gleason-Score, einer lymphogenen Metastasierung und



der Wahrscheinlichkeit eines frihen PSA-Rezidivs in Zusammenhang steht. Demzufolge
kénnten chromosomale Verluste im Bereich 16q eine wesentliche Rolle bei der Progression
des Prostatakarzinoms zugeschrieben werden.

Verluste auf dem Chromosom 16 betreffen Uberwiegend den langen Arm des

Chromosoms? 2% 26: 33

und hier in der Regel unterschiedlich gro3e Bereiche. aCGH-Studien
haben zum Beispiel gezeigt, dass die 16g-Deletion zwischen 2 und 20 Megabasen des
langen Armes betreffen kann' 2% 34 % Neben Veranderungen, die den kompletten 16q Arm
betreffen Iasst sich die Deletionsregion vor allem auf die distalen Anteile des Chromosoms
beschranken. Die 1624 Deletion am Telomer stellt die haufigste Deletionsvariante dar und
korreliert signifikant mit einem aggressiven Tumorverhalten®'. Eine nahere Definition der
Deletionsregion lieferten die Ergebnisse von Suzuki et al und Latil et al. Hier wurde gezeigt,
dass sich die Deletionen vorwiegend auf drei voneinander unabhangigen Regionen
konzentrieren®® %, deren proximale Deletionsregion bei 16G21.1 und distale Deletionsregion
bei 16924.3 lokalisiert ist. Innerhalb der Arbeitsgruppe konnte mittels FISH-Analyse an Gber
3.000 Prostatatumoren allerdings gezeigt werden, dass es sich nicht um drei unabhangige
Deletionsregionen handelt, sondern das vielmehr sehr kleine Deletionen (16q24), mittelgrofe
Deletionen (16g23-924) und grof3e Deletionen (16921-q24) existieren. Interessanterweise
zeigten Patienten mit Tumoren die eine grole 16q21-q24 Deletion hatten die deutlich
schlechteste Prognose im Vergleich zu Patienten deren Tumoren nur eine mittelgrof3e oder
kleine Deletion hatten. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass durch die 16g-Deletion eine
Vielzahl von potentiellen Tumorsuppressorgenen inaktiviert wird. Gute Kandidaten waren
beispielweise CDH1 (E-Cadherin) auf 1622, WWOX auf 1623, MAF auf 16g23 sowie

FOXFI auf 16q24°® um nur einige potentielle tumorsuppressive Gene zu nennen.



1.5 Zielsetzung der Arbeit
In friheren Studien der Arbeitsgruppe am Institut fir Pathologie bereits gezeigt werden, dass
Deletionen im Bereich 16q23 die Wahrscheinlichkeit eines PSA-Rezidivs erhéhen' und dass
das Risiko fiir das Rezidiv mit der GroéRe der 16g-Deletion ansteigt'®. Unklar ist, wie die
unterschiedlichen Grofien der 16g-Deletion entstehen und ob es sich bei der 16g-Deletion
eher um ein friihes oder spates Ereignis innerhalb der Tumorprogression handelt. Weiterhin
ist nichts dartber bekannt, wie homogen 16q Deletionen in Prostatakarzinomen vorkommen.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher:
1. Die Verteilung (Heterogenitat) der 16g-Deletion im Tumor zu prifen und
2. Zu untersuchen, ob die unterschiedlichen GréfRen der 16g-Deletion de novo entstehen
oder ob der Deletionsbereich sich wahrend der Tumorprogression ausdehnt.
Zur Beantwortung dieser Frage wurde der Kopiezahlstatus von drei Regionen des
Chromosoms 16 (16921, 16923 und 16q24) mittels FISH am Heterogenitats-TMA des

Instituts fur Pathologie untersucht.



2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv/ Heterogenitats-Gewebemikroarray (TMA)

Fir die Frage, ob die 16g-Deletion im Verlauf der Tumorprogression wachst oder ob die
Lange der 16qg-Deletion wahrend der Tumorentwicklung konstant bleibt, wurden
Karzinomproben untersucht, die von Patienten in der Klinik fur Urologie und der Martiniklinik
des Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf stammen, bei denen zwischen 1992 und 2012
eine Prostatektomie durchgefiihrt wurde.

Die Karzinomproben wurden in Form eines Gewebemikroarrays (tissue microarray, TMA)
untersucht, der bereits am Institut fur Pathologie des UKE existierte und im Folgenden kurz
beschrieben wird. Der Heterogenitats-TMA umfasst 3.170 Prostatakarzinomproben von 317°
Patienten. Die Anzahl der Tumorfoci pro Prostata wurden nach Wise et al. bestimmt.
Demnach wurde von einem unifokalen Tumor ausgegangen, wenn der Abstand zwischen
zwei Tumorarealen < 3 mm war. Zur Herstellung des TMAs wurden ausschlielllich als
unifokal determinierte Tumoren ausgewahlt, die mehrere Tumorblécke umfassten. Die
ausgewahlten Tumorfoci hatten einen mittleren Durchmesser von 68,0 mm (maximal
135 mm). Pro Patient wurden zehn verschiedene Tumorareale aus mehreren
Gewebeblécken eines Tumorfokus ausgewahlt und pro Tumorareal eine 0,6 mm
durchmessende Tumorstanze entnommen (siehe Abbildung 1). Die zehn Gewerbestanzen
wurden nebeneinander in einen TMA-Block platziert. Insgesamt waren die Gewebeproben
auf sieben TMA-Blécke verteilt, die zwischen 17 und 50 Tumoren enthielten. Die genaue
Zusammensetzung des TMAs bezlglich Alter der Patienten und klinisch — pathologischen
Parametern ist in der Tabelle 2 dargestellt. Fur die Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH)
wurden 4 pum dicke Schnitte der TMA-Blocke hergestellt. Um sicher zu stellen, dass
ausreichend Tumorzellen in den Gewebespots fur die FISH-Analyse vorhanden waren,
wurde eine immunhistochemische 34RE12 und AMACR Farbung durchgefihrt. Diese wurde
dann von einer Pathologin des Instituts fur Pathologie (PD Dr. Sarah Minner und Dr. Maria
Christina Tsourlakis) ausgewertet. Alle Gewebespots die keine oder nur sehr wenige

Tumorzellen enthielten wurden aus der weiteren Analyse ausgeschlossen.
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Abbildung 1: Heterogenitatsarray (Abbildung zur Verfigung gestellt vom Institut fir Pathologie, UKE)



Tabelle 2: Patienten — Kollektiv des Heterogenitats — Gewebemikroarray (TMA)

Prostatektomie- Prostatektomie-
praparat (n=317) praparatin %

e —

<50 2 0,6 %

51 - 59 89 28,2 %

60 -70 168 53,2 %

>70 57 18,0 %

Gesamt 316 100 %

pT2 89 28,1 %

pT3a 97 30,6 %

pT3b 129 40,7 %

pT4 2 0,6 %

Gesamt 317 100 %
e ——

<3+3 4 1,3 %

3+4 154 48,6 %

4+3 102 32,2%

24+4 57 18,0 %

Gesamt 317 100,1 %

pNO 158 74,2 %

pN+ 55 25,8 %

Gesamt 213 100 %
| cibrlEeisnear |

Negative 175 57,0 %

Positiv 132 43,0 %

Gesamt 307 100 %

Bemerkung: Aufgrund von fehlenden Daten ergibt sich in den einzelnen Kategorien nicht immer die Summe von
317. Abkiirzungen: pT=pathologisches Tumorstadium, pN= pathologischer Lymphknotenstatus
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2.2 Escherichia Coli Klone
Um die FISH-Sonden herzustellen wurden, die von der Firma Source Bioscience
(Cambridge, UK) stammenden transformierten DH10B Escherichia Coli (E.Coli) eingesetzt.
Fir die 16qg-Deletionssonden wurden fur die Region 16921 die BACs RP11-575H07 und
RP11-631D06, fir die Region 16923 die BACs RP11-190D6 und RP11-345K17 und fir die
Region 16924 die BACs RP11-788A09 und RP11-737K02 verwendet. Die Lokalisation der
BAC-Sequenzen ist in Abbildung 2 dargestellt.

Chr. 16 16023 16924

amil i, FEN 81 o

Abbildung 2: Lokalisation der BAC-Klone von der Firma Source Biosciene auf dem langen Arm des
Chromosome 16.

2.3 Reagenzien und Kits

In der Tabelle 3 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien aufgelistet.

Tabelle 3: Verwendete Reagenzien und Herkunft

20x SSC Abbot Ludwigshafen
CEP 6 Spectrum Aqua Abbot Ludwigshafen
CEP 6 Spectrum Orange Abbot Ludwigshafen
Chloramphenicol Sigma-Aldrich Munchen
COT Human DNA Roche Grenzach-
Wyhlen

Dextransulfat (Natriumsalz) Roth Karlsruhe
Ethanol 80 % (vergallt) VWR Darmstadt
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Ethanol 96 % (vergallt)

Ethanol Ph Eur (1 Liter)

Formamid pro analysi

Green dUTP (50 nmol, lyophylisiert)

Immersol

Isopropanol 100 %

LB broth, Miller

Mounting Medium with DAPI
(VECTASHIELD)

Nick Translations Reagent Kit

NP-40

NucleoBond® BAC 100

nukleasefreies Wasser

Orange dUTP (50 nmol, lyophylisiert)

Pretreatment Reagent 500 ml

Protease Buffer 500 mi

Protease | 500 mg

QlAquick Nucleotide Removal Kit (50)

Reinigungsbenzin

VWR

VWR

Merck

Abbot

Zeiss

Merck

Sigma-Aldrich

Vector Laboratories

Abbot

Abbot

Macherey-Nagel

Sigma-Aldrich

Abbot

Abbot

Abbot

Abbot

Qiagen

Biesterfeld

Darmstadt

Darmstadt

Darmstadt

Ludwigshafen

Oberkochen

Darmstadt

Minchen

Vector

Laboratories

Ludwigshafen

Ludwigshafen

Diren

Minchen

Ludwigshafen

Ludwigshafen

Ludwigshafen

Ludwigshafen

Venlo,

Niederlande
Biesterfeld
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Chemiedistribution Chemiedistrib
GmbH ution GmbH
Xylol J. T. Baker Center Valley,
USA

2.4 Gerate

In der Tabelle 4 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Gerate aufgelistet.

Tabelle 4: Verwendete Gerate und Herkunft

Bunsenbrenner, Fireboy Tecnomara Zurich,
Schweiz
Concentrator Plus Eppendorf Hamburg
Heizplatte MEDAX Gmbh & Co. Neuminster
KG
Heizriihrer RCT basic IKA® Labortechnik Staufen
Inkubator GFL (Gesellscahft flr Burgwedel
Labortechnik GmbH)
Lab Thermometer IP65LT-101 TFA Dostmann GmbH  Wertheim-
+ Co. KG Reicholzheim
Lichtmikroskop, Axio Imager.A1 Zeiss Oberkochen
MS1 Minishaker IKA® Labortechnik Staufen
Nanodrop ND 1000 Peqglab Biotechnologie  Erlangen
GmbH,
ph-Meter 766 Calimatic Knick Berlin
Primus ALS Jena
Rotor - JA-14 Beckmann Krefeld
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Rotor — JA - 20 Beckmann Krefeld

Thermobrite ™ Abbot, Ludwigshafen

Wasserbader GFL (Gesellscahft fur Burgwedel
Labortechnik GmbH)

Zentrifuge, Beckmann J2-21M/E Beckmann, Krefeld

Zentrifuge, Biofuge 13 Heraeus Thermo Hanau
Scientific,

2.5 Verbrauchsmaterialien
In der Tabelle 5 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Materialien sowie alle den normalen

Laborbedarf Gbersteigende Verbrauchsmaterialen aufgelistet.

Tabelle 5: Verwendete Materialien und Herkunft

Deckglaser No.1 24 x 60 mm ' Marienfeld, Lauda
Koénigshofen

Fixogum Marabu, Tamm
Safe-Lock ReaktionsgefalRe, amber Eppendorf Hamburg
Safe-Lock Reaktionsgefiae, amber, 0,5 ml Eppendorf Hamburg

e e e iere 1,5 ml aus PP Sarstedt NUmbrecht-

Rommelsdorf

SafeSeal Reagiergefall 2 ml Sarstedt NUmbrecht-
Rommelsdorf




2.6 Software und Datenbanken
Die Auswahl der 16921, 16923 und 1624 -Klone zur Herstellung der drei FISH-Sonden,
erfolgte Uber die Datenbank Ensembl. Fur die statistische Auswertung der Daten aus der
FISH-Analyse wurde von der Software JMP9.0.2. Gebrauch genommen. Die Resultate
wurden Uber Excel 2007 und Power Point 2007 dargestellt.

2.7 Fluoreszenz-in-situ-Hybridiersierung (FISH)

Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  (FISH) handelt es sich um ein
molekulargenetisches Verfahren, mit dem ausgewahlte Gene direkt im Zellkern selektiv
markiert werden kénnen. Dabei kommt eine kinstlich hergestellte markierte Nukleotid-Sonde
zum Einsatz. Diese Sonde bindet mittels Basenpaarungen an eine komplementare DNA
Sequenz im Zellkern des zu untersuchenden Gewebes. Somit konnen mogliche

Chromosomenaberrationen mit einem Mikroskop in-situ analysiert und erfasst werden.

2.7.1 Herstellung der 16q-FISH-Sonden
Zur Herstellung der 16g-FISH-Sonden wurde zunachst reine Plasmid DNA aus den E. coli-
Klonen isoliert. Dann wurde eine Fluoreszenz-Markierung der Nukleotidstrange mit
anschliefender Aufreinigung durchgefiihrt. Alle im Folgenden beschriebenen Schritte
entsprechen dem am Institut flr Pathologie standardisierten und etablierten Protokoll zur

FISH-Sonden Herstellung.

Kultivierung und Plasmid Isolierung

1. Herstellung einer Vorkultur aus 10 ml LB-Medium (Luria-Broth-Base, 25 g/l dH20,
autoklaviert; Invitrogen), 30 ul Chloramphenicol und Hinzugabe von mehreren kleinen
Bakterienkolonien.
Inkubation der Vorkultur bei 37 °C und 190 rpm flr 8 Stunden.
Herstellung einer Hauptkultur aus 250 ml LB-Medium (Luria-Broth-Base, 25 g/l dH20,
autoklaviert; Invitrogen), 750 ul Chloramphenicol und 2 ml der Vorkultur.
Inkubation der Hauptkultur bei 37 °C und 190 rpm flir 16 Stunden.
Zentrifugation der Hauptkultur in einem Eppendorf-Zentrifugengefald bei 4 °C und 6.000
g fur 15 min. Die Bakterien setzen sich als Niederschlag am Boden des
Zentrifugengefalles ab.

6. Uberstand in eine Sammelgefal dekantieren und das entstandene E.coli Bakterienpellet
in 24 ml RNase A haltigen S1 Buffer resuspendieren — Lyse der Bakterienzellen

7. Hinzugabe von 24 ml S2 Buffer zu der Bakteriensuspension. Nach vorsichtigen Mischen
erneute Inkubation fir 4 min. bei Raumtemperatur — Ausfallen unerwinschter

Zellbestandteile
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

Hinzugabe von 24 ml S3 Buffer zu der Bakteriensuspension und sofortiges vorsichtiges
Mischen. Nach 5-6 maligen Umdrehen des Eppendorfgefafie Inkubation auf Eis fir
weitere 5 min. — Gewinnung der Plasmid-DNA

Erneutes Zentrifugieren der Lésung. Der entstandene Uberstand enthalt das Plasmid.
Uberstand mit einer Pipette auf eine Anionenaustauscher-Saule geben.

Zweimaliges Waschen der Anionenaustauscher-Saule mit 18 ml N3 Buffer. Das Plasmid
verbleibt in der Saule

Elution der an der Saule gebundenen Plasmid-DNA mit 15 ml auf 50 °C erwarmtem N5
Buffer.

11 ml Isopropanol 100% hinzugegeben, mischen und Zentrifugation bei 4 °C und 16.500
g fur 30 min. Isopropanol verwerfen.

Zugabe von 5 ml Ethanol 70 %. Erneute Zentrifugieren bei 4 °C und 16.500 g fur 10 min.
Ethanol verwerfen — Plasmid-DNA befindet sich als Pellet am Boden des Zentrifugen-
Roéhrchens.

Lésen der Plasmid DNA unter Zugabe von 150 pl nucleasefreiem Wasser Uber Nacht bei
4 °C.

Bestimmung der DNA-Konzentration mit dem Peqlab NanoDrop ND — 1000 UV/Vis-
Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 260 nm. Volumina: 1,5 ul der DNA-Probe
und 1,5 pl RNase freies Wasser als Leerwert. Eine Absorption von 1 entspricht einem
DNA-Gehalt von 50 pg/ml.

Nick Translation und Sondenaufreinigung

Bei der Nick Translation handelt es sich um ein Verfahren zur Markierung von DNA mit zum

Beispiel Digoxigenin markierten Nukleotiden. Die Nick Translation wurde mit dem Nick

Translation Reagent Kit der Firma Abbott (lllinois, USA) wie folgt durchgeflihrt. Der Vorgang

erfolgte auf Grund von hoher Licht- und Temperaturempfindlichkeit auf Eis und in

lichtundurchlassigen braunen Eppendorf-Tuben.

1.

Verdinnung der Plasmid-DNA mit Nuklease freien Wasser auf eine Konzentration von
1ug/ 17,5 pl.

Hinzugabe eines Mastermix, aus 5 ul Nick Translation Buffer, 10 yl 0,1 mM dNTPs, 5
pl 0,1 mM dTTPs, 2,5 ul 0,2 mM Orange dUTPs oder Green dUTPs und 10 ul Nick
Translation Enzym (DNA-Polymerase |, DNase 1) zur Plasmid DNA

Inkubation fir 8 Stunden bei 15 °C, Reaktionsstop bei 72 °C fiir 10 min.

Hinzugabe von 19 ml Isopropanol 100 % zum PNI-Buffer, um diesen zu verdinnen
Pipettieren von 500 pl des verdiinnten PNI Buffers zusammen mit der aus der Nick
Translation gewonnen Probe auf die Membran des QIAquick spin column

Zentrifugation bei 3.800 g fir 1 min. bei Raumtemperatur, Eluat verwerfen.
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7. Verdinnen des PE Buffer mit 30 ml absoluten Ethanol

Hinzugabe von 750 pl des verdinnten PE-Buffer auf die Membran

9. Zentrifugation bei Raumtemperatur fir 1 Minute bei 3.800 g

10.

11.
12.

13.

14.

15.

Entfernung des entstandenen Eluats mit anschlieRender Trockenzentrifugation der
Membran fir eine weitere Minute bei Raumtemperatur und 17.900 g

Aufsetzen der QIAquick spin column auf ein neues Eppendorf-Tube

Pipettieren von 60 pl DNase-freiem Wasser auf die Membran, gefolgt von einer
einminutigen Inkubation

Zentrifugation der Sonde fur 1 min. bei Raumtemperatur und 17.900 g. Die Sonde wird
eluiert

Mischen der Proben und Aufkonzentrierung in einer Vakuumzentrifuge ftir 20 min. bei
45 °C

Bis zur ihrer Verwendung, Lagerung der Sonden bei -20 °C

2.7.2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung der TMAs

Die Hybridisierung der TMA-Schnitte erfolgte nach einem am Institut flr Pathologie

etablierten und standardisierten Protokoll, das im Folgenden kurz beschrieben wird.

Vorbehandlung des Gewebes
Um eine Hybridisierung mit den 16g21, 16923 und 16924 FISH-Sonden durchfiihren zu

kénnen, missen die formalin-fixierten und paraffin-eingebetteten TMAs eine Vorbehandlung

der Gewebe unterlaufen, in welcher es zur Entparaffinierung und proteolytische Aufbereitung

der Gewebeschnitte kommt.

1.
2.

© N o o b

TMAs dreimal fir 10 min. in Xylol und dann zweimal fiir 5 Minuten in Ethanol stellen
Bei 48 °C fur 3 min. mittels einer Heizplatte trocknen

Inkubation der TMAs fir 15 min. in einer Pretreatment-Losung (80 °C), zur
proteolytischen Vorbehandlung

Zweimal fur 1 Minute waschen

Inkubation der TMAs in eine Proteaselésung bei 37 °C flir 150 min.

Zweimaliges Waschen fir je 1 min. in dH20

Dehydrierung der TMAs fur je 3 min. in Ethanol 70 %, Ethanol 80 % und Ethanol 96 %

Bei 48 °C fiur 3 min. auf einer Heizplatte trocknen
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Hybridisierung

Im Anschluss findet die Hybridisierung der TMAs statt. Die Hierflr notwendigen Schritte sind:

1. Herstellung eines Hybridisierungsmix fur jeden TMA-Schnitt aus 14 pl Basismix (15,0
ml Formamid, 4,5 ml 20xSSC, 3,0 g Dextransulfat), 2 yl COT-DNA, 4 ul 16g-Sonde
und 0,5 ul Centromer 16 Sonde,

2. Vortexen des hergestellten Hybridisierungsmixes mit anschlieRender Zentrifugation bei
2.500 g fur 10 Sekunden.

3. Hybridisierungsmix auf die TMAs pipettieren und ein Deckglaschen auf die TMAs
legen.

4. Deckglaschen mit Fixogum fixieren, Luftblasen vermeiden

5. Fixogum fir 10 min. trocknen lassen.

6. Denaturierung der DNA und Sonde in einem Hybrit bei 72 °C fur 10 min.

7. Hybridisierung der Sonde Uber Nacht bei 37 °C in einem Hybrit.

Waschen

Der Waschprozess dient dem Entfernen von nicht gebundenen FISH-Sonden und wurde wie

folgt durchgefihrt:

1.

N o o bk ow

Herstellung eines Waschpuffer aus 100 ml 20xSSC, 3 ml NP40 und ad 1000 ml bei
einem pH-Wert von 7,25

Fixogum entfernen und die TMAs bei Raumtemperatur und im Dunkeln in Waschpuffer
stellen, Entfernen der Deckglaschen

Waschpuffer in einer zweiten Kivette auf 72 °C erhitzen

TMAs fur 2 min. im zweiten Waschpuffer waschen und dann kurz in dH20 waschen
TMAs fir 10 min., bei Raumtemperatur und im Dunkeln trocknen lassen

Ein Tropfen DAPI auf die TMAs geben und TMAs eindeckeln

TMAs bis zur mikroskopischen Auswertung bei -20 °C aufbewahren
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2.8 Mikroskopische Auswertung
Zur Auswertung der Fluoreszenz-hybridisierten TMA-Schnitte kam ein Lichtmikroskop der
Firma Zeiss mit den dazugehdrigen FluoreszenZzfiltern zum Einsatz. Zur Auswertung wurden
lediglich die Gewebespots herangezogen, die ein deutliches Gensignal aufwiesen.
Gewebespots, dessen Gensignal zu schwach oder komplett nicht nachweisbar war, wurden
aus der Wertung genommen. AulRerdem wurden Gewebespots, die keinen Tumor enthielten
mittels Hamatoxylin/Eosin-Farbung detektiert, und dann ebenfalls von der Analyse
ausgeschlossen. Bei den in die Auswertung aufgenommenen Gewebespots wurde das
Verhaltnis zwischen den Gensignalen und den Zentromersignalen beobachtet. Von einer
normalen Genkopiezahl war die Rede, wenn sich die beiden Signale im selben Verhaltnis
darstellten. Wenn sich das Verhaltnis der Signale zu Gunsten der Zentromersignale
verschoben hat, Gensignale also in 60 % der Zellkerne fehlten, wurde eine heterozygote
Deletion angenommen. Lag ein kompletter Verlust der Gensignale bei gleichzeitig deutlich

vorhandenen Zentromersignalen vor, wurde eine homozygote Deletion angenommen.
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Abbildung 3: Exemplarische Darstellung der FISH-Auswertung.

a) Heterozygote Deletion von 1624 mit einem griinen 16g-Signal und 16921 normal mit zwei orangen
16g-Signalen. Zwei blaue Zentromer 16-Signale.

b) Heterozygote Deletion von 16921 mit einem orangen 16q-Signal und von 16924 mit einem griinen
169-Signal. Zwei blaue Zentromer 16-Signale.

¢) 16924 normal mit zwei griinen 16q-Signalen und 16921 normal mit zwei orangen 16q-Signalen.
Zwei blaue Zentromer 16-Signale.

d) 16923 Heterozygote Deletion mit einem griinen 16q23-Signal und zwei orangen Zentromer
16 Signalen,

e) 1623 Normal mit zwei griinen 16g-Signalen und zwei orangen Zentromer 16 Signalen.
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2.9 Bestimmung der 16qg-Deletionslange
Zur Bestimmung der 16g-Deletionslange wurden nur Gewebestanzen verwendet, fir die ein
16g-Kopiezahlstatus in allen drei Auswertungen ermittelt werden konnte. Die 16qg-
Deletionslange wurde dann pro Gewebestanze wie folgt bestimmt:
1. keine 16g-Deletion: normaler Kopiezahlstatus fir 16921, 1623 und 16924
2. 16q24-Deletion: Deletion im Bereich 1624, normaler Kopiezahlstatus im Bereich
16921 und 16923
3. 16q23-16g24-Deletion: Deletion im Bereich 16923 und 16q24, normaler
Kopiezahlstatus im Bereich 16921
4. 16921-16q24-Deletion: Deletion im Bereich 16921, 16923 und 16q24
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3 Ergebnisse

3.1 Auswertbarkeit der FISH-Analyse
Insgesamt konnte flr 1487 (46,9 %) der 3170 Gewebespots der Kopiezahlstatus fir alle drei

16g-Loci bestimmt werden. Die restlichen 1687 (53,1 %) der Gewebespots mussten auf
Grund von fehlendem Gewebe, zu wenig Tumorzellen in der H/E-Auswertung oder einer
unzureichenden Hybridisierung in mindestens einer der drei FISH-Analysen aus den
weiteren Untersuchungen ausgeschlossen werden. Eine heterozygote 16q-Deletion in
mindestens einem 16qg-Loci konnte bei 446 (30 %) der 1487 analysierbaren Gewebespots
nachgewiesen werden. Homozygote 16g-Deletionen wurden nicht detektiert. Ein normaler
Kopiezahlstatus in allen untersuchten 16q-Loci konnte fir 1041 (70 %) der Gewebeproben

ermittelt werden (siehe Tabelle 6).

3.2 Heterogenitat der 16g-Deletion beim Prostatakarzinom

Zur Bestimmung der Heterogenitat der 16g-Deletion wurden alle Patienten verwendet, fiir die
in mindestens drei der zehn Gewebespots der 16g-Kopiezahlstatus fiir alle drei 16g-
Regionen bestimmt werden konnte. Insgesamt erfillten 270 (85,17 %) der 317 Patienten
dieses Kriterium. Eine 16g-Deletion in mindestens einer der Tumorgewebeproben,
unabhangig von der Lokalisation der Deletion, konnte in 88 (32,6 %) der 270 Patienten
detektiert werden (siehe Tabelle 6). In der Gruppe der Patienten mit einer 16g-Deletion war
die Deletion bei 27 (10,0%) in allen analysierbaren Gewebeproben (n=3-10 Spots)
nachweisbar. Die Tumoren dieser Patienten wurden dementsprechend als homogen 16g-
deletiert klassifiziert. Bei 61 (22.6%) der Patienten konnte nicht in allen analysierbaren
Tumorproben eine 16q-Deletion nachgewiesen werden. Die Tumoren dieser Patienten
wurden als heterogen 16q-deletiert eingestuft. Insgesamt war der Anteil an homogen 16g-
deletierten Tumoren mit 10,0% geringer als der Anteil an heterogen 16g-deletierten
Karzinomen mit 22,60 % (siehe Abbildung 4).

Tabelle 6: Haufigkeit der 16qg-Deletion in der Heterogenitdtsanalyse auf Basis der einzelnen
analysierbaren Tumorgewebeproben und der Patienten mit mindestens drei auswertbaren
Karzinomproben.

keine 16g-Deletion 16q — Deletion
n (%) n (%)
Gewebespots 1041(70) 446 (30)
n= 1487
Patienten 182 (67.4) 88 (32,6)
n=270
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Der Nachweis einer 16g-Deletion in mindestens flinf der analysierbaren Tumorproben war in
20 (74,07 %) der homogen 16qg-deletierten und 26 (42,62 %) der heterogen 16qg-deletierten
Tumoren mdglich. Eine ausgepragte Heterogenitat der 16g-Deletion war demnach in den
Tumoren von 35 (39,77 %) der Patienten nachweisbar (siehe Abbildung 4).

J .
=
Keine 16q-
Deletion
n =229
(74,24 %)
=
—

/’4
___

W
 AARRRRRRRIRMNN

B 15g Deletion

Keine 16q Deletion

I:lMichl auswertbar

Abbildung 4: Verteilung der 16g-Deletion in jedem Tumor der 88 analysierbaren Patienten.
Blau: 16g-Deletion, orange: keine 16q — Deletion, keine Farbung: nicht auswertbar.
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3.3 Vergleich der 16g-Deletionsrate im Heterogenitats-TMA und Prognose-
TMA.

Der am Institut flr Pathologie friiher mit 16q Deletionen untersuchte Prognose-TMA enthalt
jeweils eine Tumorprobe pro Patient. Von insgesamt 100 Patienten waren 16q Daten dieser
Heterogenitatsstudie als auch der Prognosestudie vorhanden. Bei 24 (66,67 %) der
Patienten war die in der Heterogenitatsanalyse nachgewiesen 16q24-Deletion ebenfalls mit
nur einer Stanze am Prognose-TMA nachweisbar. Bei den Patienten mit einem normalen
16g24-Kopiezahlstatus am Heterogenitats-TMA wurde immerhin in drei (0,05 %) Fallen eine
zusatzliche, offensichtlich kleinherdige 16q24-Deletion am Prognose TMA detektiert
(p<0,0001, siehe Abbildung 5).

100% -
90%
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20%
10% -
0% T+ - .
16g-Deletion (n=36) 16q normal (n=64)
Heterogenitats-TMA P<0,0001

Prognosearray

16q normal
B 16g-Deletion

16q Deletion am Prognose TMA

Abbildung 5: Vergleich des Nachweises einer 16g24-Deletion am Heterogentats-TMA und Prognose-
TMA. Die Daten des Prognose-TMA stammen aus einer vorherigen Studie des Instituts flir Pathologie
(personliche Kommunikation AG Ronald Simon).

In einer zweiten Analyse wurde die Anzahl der 16q24-deletieten Gewebeproben
herangezogen, um zu prifen, welchen Einfluss diese auf den Nachweis der 16g24-Deletion
im Prognose-TMA hat. Diese Analyse zeigte eine Uberstimmung von 100 % zwischen den
Ergebnissen des Heterogenitats-TMA und Prognose-TMA, wenn mindestens 5 Tumorproben
im Heterogenitats-TMA eine 16g24-Deletion hatten (P<0,0001, siehe Abbildung 6).
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100%
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m16g-Deletion
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(n=87), (n=5) | (n=6)

Anzahl 16g-deletierter Stanzen im Heterogenitats-TMA

Abbildung 6: Vergleich des Nachweises einer 16q24-Deletion am Heterogenitats-TMA und
Prognose-TMA in Abhangigkeit der 16924-deletierten Stanzen in der Heterogenitatsanalyse. Die
Daten des Prognose-TMA stammen aus einer vorherigen Studie des Instituts flr Pathologie
(persodnliche Kommunikation AG Ronald Simon).

3.4 Potentielle Ausdehnung der 16qg-DeletionsgroBe innerhalb der
Tumorprogression

Um zu prifen, ob die 16g-Deletion sich wahrend der Tumorprogression ausdehnt oder jede
16g-Deletionsgrélle de novo entsteht, wurde zunachst die Grolie der 16g-Deletion in jeder
Gewebeprobe bestimmt. Verwendet wurden dabei ausschlielRlich Gewebeproben fiir die der
Kopiezahlstatus in allen drei 16g-Bereichen detektiert werden konnte. Im Anschluss wurden
die Patienten ausgewahlt, bei denen in mindestens drei von mindestens funf auswertbaren
Tumorgewebeproben eine 16qg-Deletion nachgewiesen wurde. Fir die Analyse standen
damit 59 Patienten bzw. Tumoren zur Verfliigung. In diesen Tumoren war in 23 (38,98 %) nur
eine 16g-DeletionsgroRe in allen deletierten Proben vorhanden. Diese wurden
dementsprechend als Karzinome mit einer konstanten 16g-Deletionsgrofie klassifiziert. Eine
unterschiedliche GroéfRe der 16g-Deletion konnte in 32 (54,24 %) der Tumoren ermittelt
werden. Diese wurden als Karzinome mit einer wachsenden 16q-Deletion wahrend der
Tumorprogression determiniert.
Bei vier weiteren Tumoren lagen unterschiedliche 16g-Deletionsgréfien vor, welche nicht
durch eine Ausdehnung der 16qg-Deletion wahrend der Tumorprogression erklarbar waren.
Diese Tumoren wurden basierend darauf, als vermutliche Kollisionstumoren aus der
weiteren Analyse ausgeschlossen (siehe Abbildung 7). Insgesamt konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den 38,98 % der Karzinome mit einer konstanten 16g-Deletionsgrofie

und den 61,02 % der Karzinome mit einer wachsenden 16qg-Deletionsgrofie festgestellt
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werden (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Auftreten und Verteilung der 16g-DeletionsgrofRen in der Heterogenitatsanalyse.

Status Anzahl Patienten (n) Anteil (%) Sonderfalle (n)
16q-Del wachst 32 54,24 4 (6,78 %)
16qg-Del konstant 23 38,98 0

Gesamt 55 93,21 4

potenzielle Kollisionstumore
Chr. 16 1 2 3 4

[

q22 Dnicht deletierte
q23

q24 I1 6q Deletionen

Abbildung 7: Potentielle Kollisionskarzinome. Die Tumoren weisen unterschiedliche 16q-deletierte
Regionen auf, welche nicht durch eine Ausdehnung der 16q-Deletion wahrend der Tumorprogression
erklarbar ist.

In der Gruppe der Karzinome mit einer konstanten 16qg-Deletionsgrofie zeigten vier
(17,39 %) und drei (13 %) eine kleine Deletion in der Region 16924 oder 16923. Eine
Deletion von mittlerer bzw. maximaler Ausdehnung wiesen 16 (69,56 %) der Tumoren auf.
Von diesen Tumoren waren acht (34,78 %) homogen 16q-deletiert (siehe Abbildung 8). Die
Gruppe der Tumoren mit einer wachsenden 16qg-Deletion kann nach dem vermutlichen
Ursprung der Deletion in vier Gruppen eingeteilt werden. Die kleinste 16g-Deletion war in
sieben (19,44 %) der Tumoren die Region 16924, in 17 (47,22 %) der Tumoren die Region
16923, in sechs (16,67 %) der Tumoren die Region 16923-16924 und in vier (11,1 %) der
Tumoren die Region 16g21. Von diesen Tumoren waren neun (25 %) homogen 16qg-deletiert
(siehe Abbildung 9).

26



16q24 ist Ursprungsort der 16q Deletion

Chr. 16 | 1 k) 3 4
g21
q22
23
. [RRNNNNAN NOARRED NREY NAND

16q23 ist Ursprungsort der 16q Deletion
Chr. 16 5 3] 7

g21

gq22

24

16g23-24 ist Ursprungsort der 16q Deletion

Chr. 16 3 g 10
qZ1
q22

16q21-24 ist Ursprungsort der 16q Deletion

B 164 Deletionen

Abbildung 8: Tumoren mit einer konstanten
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gefunden wurde (homogene 16g-Deletion).
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Abbildung 9: Tumoren mit einer wachsenden 16q-DeletionsgréRe in den 16qg-deletierten
Gewebeproben. Orange Markierung: Félle in denen in allen auswertbaren Stanzen eine 16g-Deletion
gefunden wurde (homogene 16q — Deletion).
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4 Diskussion

Intratumorale Heterogenitat ist die Folge von molekularen Selektionsmechanismen wahrend
der Tumorprogression. Das Ausmal} der Heterogenitat einer bestimmten Veranderung kann
Aufschluss dariber geben wie frihzeitig oder spat diese Veranderung wahrend der
Tumorausbreitung entstanden ist. Deletionen von Teilen des langen Arms von Chromosom
16 zahlen zu den haufigsten strukturellen Veranderungen beim Prostatakarzinom. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es zu prifen, in welchem Ausmal eine Heterogenitat der 16qg-
Deletion beim Prostatakarzinom vorliegt. Ein weiteres Ziel war zu untersuchen, ob grof3e und
kleine 16g-Deletionen de novo entstehen oder ob grof’e Deletion aus kleinen Deletionen
hervorgehen. Dazu wurde die Ausdehnung der 16g-Deletion von 270 Tumoren anhand von
drei FISH-Sonden (16921, 16923 und 16g24) bestimmt.

Eine 16g-Deletion in mindestens einer der drei untersuchten Regionen konnte bei 32,6 % der
270 analysierbaren Tumoren gefunden werden. Diese Deletionsrate ist im mittleren Bereich
der Ergebnisse vorheriger Studien, welche die aCGH bzw. SNP Methode zur Bestimmung
der 16qg-Deletionsrate nutzten und in 6 %*, 10 %°°, 13 %2® und 37 %' der insgesamt 442
untersuchten Tumoren eine 16qg-Deletion fanden. In zwei groRen CGH-Metaanalysen an 872
und 181 Tumoren wurde eine 16qg-Deletionsrate von 17,9 %' und 52,3 %'' gemessen.
Etwas hohere 16g-Deletionsraten von 42-75 % fanden Studien, welche mittels der wenig
spezifischen LOH-Methode den 16qg-Kopiezahlstatus an 48 bzw. 32 Tumoren
untersuchten®” *. Die verwendeten Methoden der herangezogenen Vergleichsstudien haben
gemeinsam, dass sie an isolierter DNA durchgefiihrt werden. Damit ist eine Verfalschung der
Ergebnisse durch Verunreinigungen der Proben mit DNA aus normalen Zellen nicht
vollstdndig auszuschlieRen. Eine solche Kontamination fihrt typischerweise zu einer
Unterschatzung der wahren Deletionsrate ** “°. Jedoch wurden oft geringe Schwellenwerte
fur die Definition gewahlt, um diesen Effekt auszugleichen. Zu geringe Schwellenwerte
fuhren allerdings leicht zu einer Uberschatzung der wahren Deletionsrate. Das unsere
Deletionsrate im mittleren Bereich der Ergebnisse dieser Studien liegt, weist auf die Validitat
der verwendeten Methode hin. Die FISH gilt als der Goldstandard zur Untersuchung von
Kopiezahlveranderungen da sie die Mdglichkeit bietet den Kopiezahlstatus direkt in den
Zellkernen bzw. dem Gewebe zu bestimmen®. In einer eigenen Studie innerhalb der
Arbeitsgruppe zur prognostischen Relevanz der 16qg-Deletion wurde in 3800 analysierbaren
Tumoren mittels FISH eine 16q-Deletionsrate von etwa 21 % gefunden'. Die etwas hohere
16g-Deletionsrate in der vorliegenden Arbeit ist durch die gréRere Anzahl der untersuchten
Gewebeproben pro Tumor begriindbar. In der Heterogenitatsstudie wurden pro Tumor zehn
Gewebestanzen untersucht. Im Vergleich dazu wurde in der Prognosestudie nur eine

Gewebestanze analysiert®.
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Um zu prifen, welche Auswirkungen die unterschiedliche Anzahl der analysierten Proben
auf die Deletionsrate hat, wurden 100 Patienten ausgewahlt, deren Tumoren in beiden
Studien untersucht wurden. Diese Analyse zeigte, dass 67 % der 16qg-deletierten Tumoren
im Heterogenitatsarray bereits bei der Untersuchung von nur einer Stanze im Prognosearray
nachgewiesen werden konnten. Eine Ubereinstimmung von 100 % wurde erzielt, wenn
mindestens funf der analysierbaren Stanzen in der Heterogenitatsuntersuchung eine 16q-
Deletion aufwiesen. Diese Analyse zeigt deutlich, welche Auswirkungen die heterogene

Verteilung einer Veranderung auf die Nachweisbarkeit dieser besitzt.

In einer eigenen Studie innerhalb der Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass der
Nachweis einer 16qg-Deletion mit einer ungunstigen Prognose fir den Patienten in
Zusammenhang steht'. Dies bedeutet, dass die 16g-Deletion ein vielversprechender
Prognosemarker beim Prostatakarzinom ist. Die in dieser Studie gezeigte Heterogenitat der
16g-Deletion in  Prostatakarzinomen stellt eine Herausforderung fir mogliche
routinediagnostische Testverfahren dar. Von einer solchen ausgepragten Heterogenitat
waren immerhin fast die Halfte (40 %) der 16qg-deletierten Tumoren betroffen. Zudem ware
der optimale Zeitpunkt fir einen solchen Test die Erstdiagnose, bei der lediglich
Gewebestanzen vorliegen. Ein generelles diagnostisches Problem zu diesem Zeitpunkt ist,
dass bei der Entnahme der Biopsien nicht sichergestellt ist, dass der wichtige Tumorbereich
getroffen wird. Dies kann dazu fuhren, dass nicht reprasentative Anteile des Tumors

analysiert werden.

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Heterogenitatsarray enthalt 317 unifokale
Prostatakarzinome. Aus diesen wurden jeweils zehn im Durchmesser 0,6 mm grof3e Stanzen
aus unterschiedlichen Arealen (Tumorblécken) enthommen. Damit unterscheidet sich diese
Studie deutlich von anderen TMA- Studien mit Untersuchung mehrerer Spots pro Tumor, da
in diesen Studien die Stanzen aus lediglich einem Tumorblock pro Patient bzw. pro

41-43  Der entscheidende Nachteil der

Prostatakarzinom entnommen und analysiert wurde
frheren ,Heterogenitatsstudien® ist somit, dass Tumorgewebe aus nur einem Tumorbereich
untersucht wird. Damit ist eine reprasentative Aussage zu genetischen Veranderungen uber
den gesamten Tumor nicht méglich. Der in dieser Studie verwendete Heterogenitats-TMAs
bildet nicht nur die Tumorheterogenitat in bislang unerreichter Weise ab sondern stellt auch
ein optimales Werkzeug dar, um die Entstehung und Entwicklung genetischer

Veranderungen im zeitlichen Verlauf zu dokumentieren.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher zu kléaren, ob die kleinen und grof3en

16g-Deletionen de novo entstehen oder auseinander hervorgehen. Dazu wurde die
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Ausdehnung der 16qg-Deletion in jeder einzelnen Stanze der 16qg-deletierten Tumoren
bestimmt. Die Ergebnisse dieser Analyse zeigten, dass etwas weniger als die Halfte aller
16g-deletierten Tumoren nur eine 16q-DeletionsgréRe aufwiesen, wahrend bei den anderen
50 % der Tumoren kleine (16923 oder 16q24), mittlere (16q23-q24) oder auch grofe (16g21-
16924) 16g-Deletionen innerhalb eines Tumors nachweisbar waren. Diese Ergebnisse
deuten zunachst darauf hin, dass offensichtlich sowohl eine Ausdehnung der 16g-Deletion
wahrend der Tumorprogression maoglich ist als auch die de novo Entstehung von bereits
mittleren und groRen 16qg-Deletionen. Es muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass
zumindest bei einem Teil der Tumoren die konstanten 16q-DeletionsgréRen bedingt durch
den Versuchsaufbau quasi ,vorgetauscht® worden sein kdnnten. Da im Heterogenitatsarray
ausschlie8lich unifokale Tumoren verwendet wurden aus denen die Entnahme von zehn
Stanzen moglich war, handelt es sich hier haufig um sehr groRe Tumoren. Es ist also
mdglich, dass es in solchen fortgeschrittenen Tumoren schwieriger ist, alle tatsachlich
vorhandenen Deletionsgréfien auch wirklich zu finden. Hier kdnnte bereits im Grofdteil der
Tumorzellen die Deletion von ,klein® zu ,grol3“ angewachsen sein, sodass Bereiche mit
kleinen Deletionen nicht mehr gefunden werden konnten. Bemerkenswerterweise konnte
jedoch immerhin bei der Halfte der Tumoren belegt werden, dass grofle 16qg-Deletionen aus
kleinen 16qg-Deletionen hervorgegangen sind. Der molekulare Mechanismus des

~Deletionswachstums® ist jedoch weitgehend unbekannt.

Generell konnten in der vorliegenden Arbeit mit der 16923 Region und der 16924 Region
zwei Ursprungsorte der 16g-Deletion identifiziert werden. Dieses Ergebnis war unerwartet,
da vorherige Studien darauf hinwiesen, dass nur die 16q24-Region die putative
Ursprungsregion der 16g-Deletion darstellt. Vier grofie CGH, aCGH und SNP Studien zeigen
deutlich, dass die 16q Deletion in verschiedenen Grofien vorkommt: Neben Veranderungen,
die den kompletten 16g Arm betreffen lasst sich die Deletionsregion hier vor allem auf die
distalen Anteile des Chromosoms beschranken. Die telomerische 1624 Deletion stellt in
diesen Studien die haufigste Deletionsvariante dar. In drei LOH Studien von Suzuki et al,
Latil et al und Elo et al. konnten zwar drei voneinander unabhangige Deletionsregionen
(16g21; 16q23.2-16924.2 und 169g24.3) nachgewiesen werden, aber auch diese
konzentrierten sich auf die Region 16q24 am Telomer.?" ** % Aus diesem Grund wurde zu
Beginn der Arbeit davon ausgegangen, dass die 16qg-Deletion ein Vertreter der
telomerischen Deletionen beim Prostatakarzinom ist. Deletionen werden nach ihrer
Entstehung in interstitielle und telomerische Deletionen unterteilt. Wahrend fir die
Entstehung von interstitiellen Deletionen in jedem Fall zwei Doppelstrangbriche in einem
chromosomalen Abschnitt erfolgen muissen, reicht fur die Entstehung der telomerischen

Deletionen bereits ein Doppelstrangbruch*. Die Ergebnisse unserer Arbeit weisen
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zusammen mit den Daten der Literatur darauf hin, dass die 16qg-Deletion je nach Bruchpunkt
zu den telomerischen oder interstitiellen Deletionen zahlt und das in beiden Fallen eine
Ausdehnung der Deletion wahrend der Tumorprogression erfolgen kann. Der genaue
Mechanismus der zur Entstehung von Deletionen fuhrt ist bisher nicht bekannt. Es gibt
jedoch Hinweise, dass durch die Entwicklung von transkriptionellen Schleifen chromosomale
Bereiche, welche besonders anfallig fur Strangbriche sind in raumliche Nahe gebracht
werden®. Bedingt durch diese raumliche Strukturveranderung steigt die Wahrscheinlichkeit
eines bzw. zwei Doppelstrangbriiche®. Erfolgt dies in der G1-Phase des Zellzyklus steht als
Reparatursystem nur die Nicht homologe End-zu-Endverbindung zur Verfigung. Hierbei
werden zwei chromosomale Schnittstellen miteinander verbunden ohne dass geprift werden
kann, ob diese tatsachlich zusammengehoéren. Dies kann daher leicht zum Verlust von
chromosomalen Material fihren, dass dann durch Exonukleasen abgebaut wird**. Der oder
die Dopplestrangbriiche sind also zwar repariert wurden, aber dabei ist eine Teil des
Chromosoms zunachst unbemerkt verloren gegangen. Es kénnte sein, dass genau dieser
Mechanismus die Ausdehnung einer Deletion ermdglicht. Wenn zunachst eine kleine
Deletion in der Region 16924 entsteht, ricken entferntere Bruchpunkte auf 16q naher
zusammen. Bei der Entwicklung eines neuen ,transkriptionellen Hubs“ wirden damit zwei
urspringlich weit voneinander entfernte Bruchregionen in raumliche Nahe gebraucht werden.
Entstehen nun zwei weitere Dopplestrangbriiche kann es zu einer Ausdehnung der Deletion
auf zum Beispiel die Region 16g23-q24 kommen. Jeder weitere Aufbau eines

Liranskriptionellen Hubs“ mit Entstehung eines Doppelstrangbruches kénnte so zu einer

starken Ausdehnung der 16qg-Deletion im Verlauf der Tumorprogression fihren.

Das Wissen um die Ausdehnung der 16g-Deletion wahrend der Tumorprogression birgt
vermutlich ein grofRes Potential. Eine Frage, die immer noch im Raum steht, ist die nach der
Wachstumsgeschwindigkeit der Prostatatumoren. Da die Patienten bei der Diagnose der
Erkrankung im Durchschnitt bereits (iber 70 Jahre sind® *', stellen sich folgende Fragen:
Wann ist es zu der Entartung gekommen? Wie lange hat es bis zur Diagnostik gedauert?
Wie lange wird es dauern bis der Tumor ein aggressiveres Verhalten zeigt?

Diese Fragen sind insbesondere sehr schwierig zu beantworten, da die meisten Manner eher
mit als an ihrem Prostatakarzinom versterben®. Und natiirlich sind diese Fragen nicht durch
eine einzige Antwort zu klaren. Der Verlauf einer Tumorerkrankung hangt von sehr vielen
Faktoren ab, aber insbesondere der Zeitpunkt der Entstehung von genetischen
Veranderungen hat einen starken Einfluss auf das Progressionsverhalten der Karzinome®.
Wir wissen, dass die 16g-Deletion bereits zu einem frilhen Zeitpunkt der Tumorentwicklung
auftreten kann. Je friher die 16qg-Deletion entsteht, desto hoher ist vermutlich die

Wahrscheinlichkeit einer Ausdehnung der 16qg-Deletion auf gréRere Bereiche des
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Chromosomes. Die Ausdehnung der Deletion wiirde jedoch auch zu einer Progression des
Tumors fuhren und damit vermutlich zu einem Wachstumsvorteil der betroffenen Zellen. Es
ist daher gar nicht abwegig, dass anhand der Deletionsgrof3e und der Heterogenitat der 16g-
Deletion im Tumor das Alter des Tumors abgeschétzt werden kdnnte. Damit bietet sich
eventuell die Moglichkeit zu bestimmen wie lang ,die Zindschnur der Bombe*® tatsachlich ist
und wie wahrscheinlich ein lebensbedrohlicher Verlauf der Erkrankung ware. Dies wirde

eine der dringlichsten Fragen in der Prostatakarzinomforschung klaren.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die 16g-Deletion in allen
Phasen der Tumorprogression entstehen kann. Die Grolie der Deletion ist dabei entweder im
Verlauf der Erkrankung konstant oder es kommt wahrend der Progression zu einer
Ausdehnung der 16qg-Deletion auf weitere Bereiche des 16g-Arms. Die 16q-Deletion hat
damit ein hohes Potential als prognostischer Marker in der Diagnostik des

Prostatakarzinoms.
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5 Zusammenfassung

Die 16qg-Deletion zahlt mit einer Haufigkeit von circa 32,6 % zu den haufigsten genetischen
Veranderungen beim Prostatakarzinom. Bedingt durch die Deletion kann es zum Verlust von
wenigen bis hin zu mehreren Megabasen auf dem langen Arm des Chromosoms 16
kommen. Eine Studie konnte zeigen, dass nicht nur der Nachweis der 16g-Deletion, sondern
auch ihre Gréle von klinischer Relevanz beim Prostatakarzinom ist. Je groRer der deletierte
Bereich ist, desto schlechter ist die Prognose flr den Patienten. Damit ist die 16g-Deletion
einer der vielversprechendsten molekularen Marker beim Prostatakarzinom. Unbekannt ist
jedoch, zu welchem Zeitpunkt der Tumorentwicklung die 16q-Deletion entsteht
(Heterogenitat der Deletion) und wie es zu den unterschiedlichen Ausdehnungen der 16g-
Deletion kommt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher zu priifen, wie heterogen die 16g-
Deletion ist und ob grofie Deletionen aus kleinen Deletionen entstehen kénnen. Dazu wurde
der 16qg-Kopiezahlstatus in den Regionen 16921, 16923 und 1624 mittels Fluoreszenz in-
situ Hybridisierung an einem Heterogenitats Tissue Microarray untersucht. Der
Heterogenitatsarray enthalt 317 unifokale Tumoren aus denen jeweils zehn Stanzen aus
zehn unterschiedlichen Bereichen des Tumors entnommen wurden. Eine 16qg-Deletion
konnte in 88 (32,6 %) von 270 analysierbaren Tumoren nachgewiesen werden. Von diesen
Tumoren hatten 27 (10,0 %) eine 16g-Deletion in allen analysierbaren Stanzen (homogene
Verteilung). In 61 (22,6 %) der Tumoren konnte die 16g-Deletion nicht in allen auswertbaren
Stanzen nachgewiesen werden (heterogene Verteilung). Um zu prifen, ob die 16g-Deletion
sich wahrend der Tumorprogression ausdehnt oder jede 16q-Deletionsgrofle de novo
entsteht wurden die Patienten ausgewahlt, bei denen in mindestens drei von mindestens flnf
auswertbaren Tumorgewebeproben eine 16qg-Deletion nachgewiesen wurde. Dieses
Kriterium erflllten 59 Patienten von denen 23 (38,98 %) nur eine 16g-Deletionsgrofie
besitzen. In den restlichen 32 (54,24 %) der 16q-deletierten Tumoren wurden mindestens
zwei unterschiedliche Grolien der 16g-Deletion detektiert. Als Ursprungsort der 16g-Deletion
konnte sowohl die 1624 als auch die 16q23 Region identifiziert werden. Insgesamt zeigen
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die 16g-Deletion zu jedem Zeitpunkt der
Tumorprogression auftreten kann. Die unterschiedlichen GréRen der Deletion kénnen sowohl
de novo als auch durch eine Ausdehnung der Deletion wahrend des Tumorwachstums

entstehen.
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6 Abstract

Deletion of 16q is one of the most common chromosomal alterations in prostate cancer. The
alteration is highly variable in size, extending from a few kilo bases to the entire g-arm.
Furthermore, one study has shown that the size of the deletion can be directly associated
with prostate cancer prognosis. Tumors with large 16q deletions had the worst prognosis,
whereas tumors with small 16q deletions had a better prognosis. Overall, 16q deletion is one
of the most promising prognostic markers for prostate cancer aggressiveness. However, the
longitudinal development of 16q deletions, i.e. when they occur during tumor progression and
whether large 16q deletions can developed from small deletions, is not known. To answer
these questions, a 16q deletion size mapping study was performed in a cohort of 317
prostate cancers. From each cancer, 10 distant areas were analyzed using fluorescence in
situ hybridization (FISH) probes directed against different regions of chromosome 16q,
including 16921, 1623 and 16q24. Any deletion of 16q was found in 88 (32,6 %) of 270
analyzable cancers. Of these 88 tumors, 27 (10.0 %) showed 16q deletion across all areas of
the tumor (homogenous deletion), whereas 61 (22,6 %) tumors had focal (heterogeneous)
169 deletions. The deletion size was assessed in 59 of the 88 cancers with 16q deletions. Of
these, 23 (38.98%) tumors showed a constant (small, medium or large) 16q deletion size
across the entire tumor bulk, whereas 32 (54.24 %) tumors showed evidence for growing
deletions, i.e., small deletions in some tumor areas but medium-sized or large deletions in
other areas. Large deletions appeared to develop through progressive loss of genetic
material starting either at 1623 or at the 16qg telomere (16g24). In summary, the results of
this study showed that 16q deletion can occur at any time during tumor progression. Small,

medium and large 16q deletions can occur de novo or developed during tumor progression.
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