UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF

Zentrum fiir Diagnostik, Institut fiir Pathologie, Sektion Molekularpathologie
Direktor des Instituts: Prof. Dr. med. Guido Sauter

Privalenz und klinische Relevanz der 13q-Deletion

beim Prostatakarzinom

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

an der Medizinischen Fakultéit der Universitdt Hamburg

Vorgelegt von:
Sekander Scherzai

aus Kabul

Hamburg 2018



Angenommen von der Medizinischen Fakultit am: 06.02.2018

Veroffentlicht mit Genehmigung der Medizinischen Fakultiit der Universitit Hamburg

Priifungsausschuss, der/die Vorsitzende: Prof. Dr. Guido Sauter

Priifungsausschuss, 2. Gutachter/in: Prof. Dr. Tobias Lange



Inhaltsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS 3
1 EINLEITUNG 5
1.1 DAS PROSTATAKARZINOM 5
1.2 GENETISCHE VERANDERUNGEN DES PROSTATAKARZINOMS 9
1.3 DIE 13Q-DELETION BEIM PROSTATAKARZINOM 10
1.4 Z1ELSETZUNG DER ARBEIT 12
2 MATERIAL UND METHODEN 13
2.1 PROGNOSE-GEWEBEMIKROARRAY (TMA) / PATIENTENKOLLEKTIV 13
2.2 GERATE 15
2.3 REAGENZIEN UND KITS 15
24 VERBRAUCHSMATERIALIEN 16
2.5 DHB10 EscHERICHIA COLI (E. coL1) KLONE 16
2.6 HERSTELLUNG DER FISH-SONDEN 16
2.7 FLUORESZENZ-IN-SITU HYBRIDISIERUNG (FISH) 17
2.8 MIKROSKOPISCHE AUSWERTUNG 19
2.9 STATISTIK 20
3 ERGEBNISSE 22
3.1 PRAVALENZ DER 13Q-DELETION 22
3.2 ASSOZIATION DER 13Q-DELETION MIT DER TMPRSS2:ERG-FUSION 23
3.3 ASSOZIATION DER 13Q-DELETION MIT DEN KLINISCH-PATHOLOGISCHEN PARAMETERN BEIM

PROSTATAKARZINOM 24
3.4 PROGNOSTISCHE RELEVANZ DER 13Q-DELETION BEIM PROSTATAKARZINOM 25
4 DISKUSSION 30
5 ZUSAMMENFASSUNG 34
6 ABSTRACT 35
7 LITERATURVERZEICHNIS 36
S TABELLEN- UND ABBILDUNGSVERZEICHNIS 43
9 DANKSAGUNG 45
10 LEBENSLAUF 46
11 EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG 48




Abkiirzungsverzeichnis

pl

%
AJCC
BAC
bp

C
CGH-Array
cTNM
DAPI
dH>0
DNA
DNase
dNTP
DRU
dTTP
dUTP
E. coli
FISH
g
H/E-Farbung
IHC
kb
LOH
Mb
mg

ml
mM
mm

n

nmol

ng
NP40

Mikroliter

Grad

Prozent

American Joint Committee on Cancer
bacterial artificial chromosome
Basenpaar(e)

Celsius

Comparative Genomic Hybridisation
klinische TNM-Klassifikation

4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol
destilliertes Wasser
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosidtriphosphat
digitale rektale Untersuchung
Desoxythymidintriphosphat
Desoxyuridintriphosphat
Escherichia coli
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Gramm

Hiamatoxylin/Eosin-Féarbung
Immunhistochemie

Kilobasen

loss of heterozygosity

Megabasen

Milligramm

Milliliter

Millimol

Millimeter

Anzahl n untersuchter / analysierbarer Proben

Nanomol

Nanogramm

Octylphenoxypolyethoxyethanol



PSA
pTNM
p-Wert

RNAse

SNP
SSC
TMA
TNM
UICC
UKE

den kurzen Arm des Chromosoms betreffend
prostataspezifisches Antigen

pathologische TNM-Klassifikation

p = probability, engl. fiir Wahrscheinlichkeit; Signifikanzwert
den langen Arm des Chromosoms betreffend

Ribonuklease

rounds per minute, Umdrehungen pro Minute

Single Nucleotide Polymorphism

Saline-Sodium-Citrat

Tisue Microarray, Gewebemikroarray

Tumor-, Nodulus- und Metastasen-Stadium (fiir Klassifikation)
International Union against Cancer

Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf



1 Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom ist mit 758.700 Neuerkrankungen pro Jahr die hiufigste maligne Tu-
morerkrankung des Mannes weltweit (1). Allein in Deutschland erkrankten im Jahr 2012 iiber
63.710 Ménner an einem Prostatakarzinom (2). Ein Grund fiir die hohe Préivalenz des Prosta-
takarzinoms ist unter anderem die steigende Lebenserwartung. Immerhin iiber 60% der tiber 70
Jahre alten Ménner erkranken pro Jahr an einem Prostatakarzinom, wéhrend nur circa 2% der
unter 50 Jahre alten Ménner von dieser Erkrankung betroffen sind (2). Damit ist das Pro-
statakarzinom eindeutig eine Erkrankung des dlteren Mannes. Ein weiterer Grund fiir die hohe
Priavalenz des Prostatakarzinoms ist aber auch die in den letzten Jahrzehnten deutliche Ver-
besserung der frithdiagnostischen Verfahren. Ménnern ab dem 45. Lebensjahr wird zur Friih-
erkennung des Prostatakarzinoms eine digital-rektale Untersuchung (DRU) und die Messung
des prostataspezifischen Antigens (PSA) im Blut empfohlen (3). Das PSA ist eine prostata-
spezifische Serinprotease, die in messbaren Mengen nur von den Prostatazellen sekretiert wird
(4). Bei malignen aber auch benignen Verdnderungen der Prostata kommt es zu einer ge-
steigerten Sekretion des PSA ins Blut (5). Steigt der PSA-Wert auf > 4 ng/ml an, besteht ein
Karzinomverdacht (5). Da es ebenfalls zu erhdhten PSA-Werten auf Grund einer benignen
Hyperplasie (BPH) kommen kann, wird neben dem Gesamt-PSA-Wert in der Regel auch die
PSA-Dichte (PSA-Wert in Bezug auf das Prostatavolumen), die PSA-Velocity (PSA-An-
stiegsgeschwindigkeit) und die Konzentration an freiem PSA-Wert im Blutserum bestimmt (6).
Bei zu hohen PSA-Werten und / oder auffilligen Tastbefunden innerhalb der DRU wird zur
Priifung des Karzinomverdachtes eine Stanzbiopsie der Prostata durchgefiihrt (3). Das
Standardverfahren ist hier die transrektale Prostatastanzbiopsie unter Ultraschallkontrolle
(TRUS) bei der 10 bis 12 diinne Gewebezylinder (Durchmesser: 0,6 mm) aus der Prostata ge-
stanzt werden (7). Mit Hilfe dieser Frithdiagnostik werden heute die meisten Karzinome be-
reits in sehr frithen Stadien entdeckt, in denen noch keine Symptomatik der Erkrankung vor-

handen ist.

Da allerdings die grof3te Anzahl der Prostatakarzinome zeitlebens symptomlos bleibt, werden
heute viele Karzinome diagnostiziert die frither unentdeckt geblieben wiren. Dies hat zu einer
deutlichen Erhdhung der Privalenz des Prostatakarzinoms beigetragen. Da stellt sich die Fra-
ge, wenn die Karzinome zeitlebens zu keinem Problem fiir den Patienten fithren, warum dann
den Patienten mit der Diagnose ,,Krebs* belasten? Die Antwort daraufist, dass eine zwar kleine
aber hoch aggressive Gruppe von Prostatakarzinomen existiert, die im Verlauf der Erkrankung

auf jeden Fall zu einer Metastasierung und damit lebensbedrohlichen Situation fiir



den Patienten fiihrt. Eine Symptomatik tritt bei diesen Karzinomen in der Regel erst im fort-
geschritten Stadium der Erkrankung auf, in der nur noch eine palliative Behandlung moglich
ist (3). Diese Karzinome sind auch der Grund dafiir, dass das Prostatakarzinom immer noch zu
den hiufigsten Karzinom-assoziierten Todesursachen in Deutschland und auch weltweit z&hlt
(1, 2). Die Diagnose der Prostatakarzinome in frithen Stadien der Erkrankung ermoglicht
allerdings so gut wie immer eine kurative Behandlung des Patienten. Therapie der Wahl ist
neben einer subkutanen oder lokalen Bestrahlung heute die vollstandige Entfernung der Pro-
stata (Ektomie) (3). Bei Tumoren, deren Wachstum auf die Prostata beschrinkt ist (pT2), fiihrt
diese Behandlung in der Regel zur Heilung des Patienten. Allerdings kann es zu erheblichen
Nebenwirkungen, wie Harninkontinenz und Impotenz kommen (8). Da die meisten Karzino-
me nur sehr langsam wachsen und der Patient vermutlich eher an einer anderen Erkrankung
versterben wird, ist als weitere ,,Therapieoption® das ,,Active Surveillance* mdglich. Beim
,»Active Surveillance™ erfolgt eine engmaschige Beobachtung des Patienten durch wiederholte
Messung des PSA-Wertes, der DRU und Stanzbiopsie bis es zu einer tatsdchlichen Progressi-
on des Karzinoms kommt. Erst bei Progression des Tumors wird eine invasive Therapie, wie

z.B. die Prostatektomie durchgefiihrt (3). Hintergrund ist die Vermeidung der Ubertherapie von
Patienten, deren Karzinome zeitlebens symptomlos geblieben waren. Dennoch entscheiden sich
viele Ménner bei der Diagnose eines Prostatakarzinoms von vorneherein fiir eine Ektomie.
Grund dafiir ist, dass eine sichere Einschitzung des Progressionsrisikos mit den heute

vorhandenen prognostischen Parametern nicht moglich ist.

Die Einschdtzung der Aggressivitit der Karzinome in frithen Stadien der Erkrankung erfolgt
heute anhand von wenigen etablierten Prognoseparametern. Préoperativ sind diese die Hohe
des PSA-Wertes im Serum, das klinische Tumorstadium (c¢T) und der Gleason Grad (3). Beim
Tumorstadium wird die Ausdehnung des Prostatakarzinoms festgelegt. Auf Grund einer feh-
lenden bildgebenden Diagnostik ist dies klinisch jedoch nur sehr schwer zu beurteilen. Besser
ist hier das pathologische Tumorstadium (pT), welches postoperativ mit Hilfe des Ektomie-

préiparates bestimmt wird bzw. die Klassifizierung der Tumoren nach UICC (siehe Tabelle 1)

).



Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms nach UICC 2009, 7. Auflage

T-Stadium (AusdehnungdesPrimértumors)

TO Kein Hinweis auf einen Primértumor
T Kleiner nicht tastbarer Tumor. Zufallsbefund innerhalb ciner Prostataoperation aufgrund einer anderen Erkrankung,.
Tla Tumorbefall < 5 % des Gewebes
T1b Tumorbefall > 5 % des Gewebes
Tlc Tumor durch eine Nadelbiopsie diagnostiziert
T2 Tumor innerhalb der Prostatakapscl
T2a Tumorbefall < 50 % cines Seitenlappens
T2b Tumorbefall = 50 % cines Seitenlappens
T2c Tumorbefall beider Seitenlappen
T3 Tumor wichst liber dic Prostatakapsel hinaus
T3a Kapseliiberschreitung ohne Infiltration der Samenblasen
T3b Kapseliiberschreitung mit Infiltration der Samenblasen
T4 Tumorbefall der Nachbarstrukturen

N-Stadium (Befall der Lymphknoten)

NO Keine Metastasen in regiondren Lymphknoten
N1 Metastasen in regiondren Lymphknoten

M-Stadium (Fernmetastasen)

MO Keine Fernmetastasen nachweisbar

M1 Fernmetastasen nachweisbar
MIla Metastasen in anderen Lymphknoten (nicht regiondre Lymphknoten)
MI1b Metastasen in Knochen.
MIlc Metastasen in anderen Organen und/oder Strukturen.

Der Gleason Grad gibt an inwieweit sich die Driisenstruktur von der Driisenstruktur im beni-
gnen Prostatagewebe unterscheidet. Der Entdifferenzierungsgrad des Driisengewebes wird
dann von 1 (niedrig) bis 5 (hoch) angegeben. Bei einem Gleason Grad von 5 ist also keine
Driisenstruktur mehr erkennbar (siehe Abbildung 1) (10). Aus dem Gleason Grad wird der
Gleason Score gebildet. In der Biopsie wird unabhingig vom Anteil des betroffenen Gewebes
der ,,Beste und der ,,Schlechteste* Gleason Grad angegeben (z.B. 3+5). Bei der Beurteilung
des Ektomiepriparates wird der primire (hdufigste) und sekundire (zweithdufigste) Gleason
Grad ermittelt (z.B. 3+4). Sollte ein ungiinstigerer dritter Gleason Grad vorhanden sein, wird

dieser als Tertidrgrad mit angegeben (z.B. 3+4 Tert. 5) (11).



Abbildung 1: Der Gleason Grad nach Donald F. Gleason. Dargestellt sind die morphologi-

schen Verdnderungen der Driisenstruktur in den Gleason Graden 1-5.

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

D.F.6leason, M.D.

Der Gleason Score gilt als der beste Prognoseparameter beim Prostatakarzinom. Mit steigen-
dem Gleason Score kommt es zu einer deutlichen Verschlechterung der Prognose des Patien-
ten (12). Patienten, deren Tumoren bereits in der Biopsie einen Gleason Score von > 4+4
aufweisen wird auf jeden Fall zur Entnahme der Prostata geraten, wéhrend bei Tumoren mit
einem Gleason Score < 343 das ,,Active Surveillance eine gute Therapieoption ist. Bei Tu-
moren mit einem Gleason Score von 4+3 geht die Tendenz auch eindeutig zur Ektomie. Sollte
allerdings ein Gleason Score von 3+4 vorliegen ist eine sichere Einschitzung des Progressi-
onsrisikos nicht mehr moglich (13, 14). Hier stehen Arzt und Patient vor einer schwierigen
Entscheidung: Kurative Behandlung mit potentiellen Nebenwirkungen oder Abwarten bis zur
Progression. Die meisten Ménner entscheiden sich an diesem Punkt fiir die sichere Heilung der
Erkrankung — also die Ektomie und damit potentielle Ubertherapie. Dies macht deutlich wie
dringend wir neue Prognosemarker brauchen, welche die ,,alten* Prognoseparameter bei der

Einschitzung der Aggressivitét der Prostatakarzinome unterstiitzen.

Am Institut fiir Pathologie des UKE wird eine vorklinische Version des Gleason Scores ver-
wendet. In einer Studie der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass der prozentuale Anteil

des Gleason 4 Musters im Tumor einen starken Einfluss auf die Prognose des Patienten be-



sitzt. Die Wahrscheinlichkeit eines PSA-Rezidivs ist zum Beispiel bei einem Gleason Score
von 3+4 mit 5% Gleason 4 wesentlich besser als bei einem Gleason Score von 3+4 mit 45%
Gleason 4. Dieser ,,quantitative Gleason Score* kann dementsprechend genutzt werden um die
Tumoren nach ihrem Progressionsrisiko besser zu klassifizieren (15). Um dariiber hinaus auch
den Tertidrgrad 5 zu beriicksichtigen wurde innerhalb der Arbeitsgruppe aus dem quantitativen
Gleason Score der integrierte quantitative Gleason Score entwickelt. Hier wird ein
kontinuierlich numerischer Wert anhand des prozentualen Anteils der Gleason 4 und 5 Muster
und dem Vorhandensein eines Gleason 5 Musters ermittelt. Ein Tumor mit 40% Gleason 4 und
5 Muster bekommt den Wert 40 plus 10 zusdtzliche Punkte fiir das Vorhandensein des Gleason
5 Musters (Endwert = 50), wéhrend ein Tumor mit 40% nur Gleason 4 Muster den Wert 40
erhilt. Ubersteigt das Gleason 5 Muster einen Anteil von 20% werden zusitzlich 7,5 Punkte
vergeben. Der IQ Gleason fiihrt dadurch so zu einer noch besseren Klassifizierung der Tumoren
(16). Eine weitere Modifikation ist durch die Integration von molekularen Prognosemarkern
angedacht (personliche Kommunikation AG Ronald Simon). Es besteht die Hoffnung, dass die
Kombination aus einem histologischen und einem oder mehreren molekularen Parametern zu
einer noch stirkeren Verbesserung der prognostischen Aussagekraft fiihrt. Zwingend notwendig
ist daflir natiirlich die Identifizierung von prognostisch relevanten gene- tischen bzw.

molekularen Verdnderungen.

1.2 Genetische Veranderungen des Prostatakarzinoms

Das Prostatakarzinom ist auf genomischer Ebene vor allem charakterisiert durch Transloka-
tionen und chromosomale Verluste (Deletionen) (17-20). Rekurrente Amplifikationen und
Genmutationen hingegen kommen nur sehr selten vor (21-23). Die héufigste genetische Ver-
dnderung des Prostatakarzinoms ist die TMPRSS2:ERG Fusion (18, 19, 24). Bei dieser
Translokation kommt es bedingt durch eine Deletion von circa 3 Megabasen zur Fusion des
Promotors der Androgen-regulierten Serinprotease TMPRSS2 und der codierenden Region des
Transkriptionsfaktors ERG auf Chromosom 21. ERG wird physiologisch nicht in den Pro-
statepithelzellen exprimiert. Bedingt durch die Fusion mit dem TMPRSS2-Promotor kommt es
allerdings zu einer Androgen-abhingigen ERG-Expression in den betroffenen Karzinom-
zellen (25). In circa der Hélfte aller Prostatakarzinome ist die TMPRSS2:ERG Fusion nach-
weisbar (19, 24). Basierend darauf konnen die Prostatakarzinome in ERG-positive (mit Fusi-
on) und ERG-negative (ohne Fusion) Tumoren eingeteilt werden. Obwohl die ERG-Expressi-
on zu einer deutlichen Veridnderung des Transkriptoms in der Zelle fiihrt (19, 25, 26), ist sie fiir
sich allein genommen prognostisch irrelevant (19, 24). Die Wahrscheinlichkeit eines PSA-
Rezidivs ist bei Tumoren mit und ohne ERG-Expression nahezu identisch (24). Allerdings

konnten Studien zeigen, dass der ERG-Status einen Einfluss auf die prognostische Relevanz
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von potentiellen molekularen Prognosemarkern besitzt. Zum Beispiel besitzen APE1 (27),
GGH (28) und p16 (29) nur in den ERG-negativen Tumoren eine Prognoserelevanz, wihrend
diese bei SOX9 (30) und mTOR (31) auf die Gruppe der ERG-positiven Tumoren beschriankt

1st.

Neben der TMPRSS2:ERG Fusion zdhlen Deletionen in den Regionen 8p, 10q23, 16q, 13q, 6q,
12p, 17p13, 18q, 5q, 3p13 und 2q mit einer Deletionsrate von 8% bis 40% zu den héufigsten
genetischen Verdnderungen (17, 18, 20). Einige dieser Deletionen enthalten bekannte Tu-
morsuppressorgene, wie PTEN auf 10923 (32, 33), CDKNI1B auf 12p13 (34, 35) und TP53 auf
17p13 (36). Fiir die meisten Deletionen sind die Zielgene jedoch nicht eindeutig bekannt. Grund
dafiir ist, dass die Deletionen héufig sehr groB3 sind und mehrere Megabasen und damit einige
100 Gene umfassen (18, 37-39). AuBlerdem kommen nahezu alle Deletionen ausschlieSlich
heterozygot vor (39-45) und spezifische inaktivierende Punktmutationen einzelner Gene auf
dem verbleibenden Allel fehlen (18, 19). Eine Ausnahme stellt lediglich die 10g23 Deletion zur
Inaktivierung des Tumorsuppressorgenes PTEN dar. Diese betrifft nur wenige Kilobasen und
kann sowohl heterozygot als auch homozygot vorkommen (46). Auf Grund der fehlenden
klassischen Tumorsuppressorgene in den Deletionsregionen, welche der Second Hit Theorie
von Knudson entsprechen (47), entstand die Idee, dass das Ziel der Deletionen die
Runterregulierung von mehreren haplo-insuffizienten Tumorsuppressorgenen ist (48, 49). Un-
abhéngig von der Identifizierung der Zielgene dieser Regionen konnte fiir die meisten Dele-
tionen bereits eine hohe prognostische Relevanz gezeigt werden (39-46, 50). Patienten, deren
Tumoren zum Beispiel eine Deletion in den Regionen 10q23, 6q15, 16q23, 5921, 8p21, 18q14
oder 12p13 aufweisen haben eine deutlich hohere Wahrscheinlichkeit fiir ein frithes PSA-
Rezidiv als Patienten, deren Tumoren einen normalen Kopiezahlstatus in diesen Regionen
haben (40-42, 44-46, 50). Fiir einige dieser Deletionen bleibt die prognostische Aussage- kraft
sogar unabhingig von den etablierten Prognoseparametern bestehen (40-42, 44, 45, 49).

1.3 Die 13qg-Deletion beim Prostatakarzinom

Die 13g-Deletion z&hlt mit einer Rate von 18%-72% zu den héufigsten Deletionen des Prosta-
takarzinoms (17-20, 39, 51-56). Zudem beherbergt diese Deletion mit RB1 im Bereich 13q14.2
nicht nur eines der bekanntesten Tumorsuppressorgene (57), sondern zusétzlich dazu auch noch
weitere potentielle sowie bereits bekannte Tumorsuppressorgene. Dazu zéhlen zum Beispiel
BRAC2 (13q13.1) (58), FOXO1 (13ql14.11) (59) und ENOX1 (13ql4.11) (60).

Umso erstaunlicher ist, dass die 13g-Deletion zu den am Wenigsten untersuchten chromoso-
malen Verlusten beim Prostatakarzinom zdhlt. Darauf basierend ist die tatsdchliche Prévalenz

der 13g-Deletion und deren klinische Relevanz beim Prostatakarzinom bis heute weitestge-
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hend unklar. Array-basierte komparative genomische Hybridisierungsanalysen (aCGH) zeig-
ten eine flir das Prostatakarzinom typische Architektur der 13g-Deletion. Neben kleinen Dele-
tionen in der Region 13q14 existieren auch groBe Deletionen, die mehrere Megabasen bis hin
zum kompletten 13q-Arm umfassen konnen (siehe Abbildung 2, (18, 37-39)). Die Mehrzahl
der publizierten Studien untersuchten die 13g-Deletion mittels der klassischen CGH oder der
Verlust der Heterozygotie Analyse (LOH) und kamen dabei zu einer 13g-Verlustrate von 18%
bis 72% (17-20, 39, 51-56). Studien, welche die klinische Relevanz der 13qg-Deletion unter-
suchten kamen zu sehr divergenten Ergebnissen. Wiahrend einige Arbeitsgruppen eine Asso-
ziation der 13g-Deletion mit einem schlechten Tumorphénotyp (52, 56, 61-63) und einer un-
giinstigen Prognose (64) in 21 bis 156 Prostatakarzinomen fanden, konnten andere bei der

Untersuchung von 20 bis 111 Tumoren diesen Zusammenhang nicht bestétigen (53, 65-69).

Abbildung 2: Architektur der 13g-Deletion. Die Abbildung zeigt die mittels FISH Oracle (70,
71) re-analysierten Daten der Array-basierten komparativen genomischen Hybridisierungsstu-
dien von Taylor et al. (n=181 Tumoren) (18), Krohn et al. (n=72 Tumoren) (39), Mao et al.
(n=77 Tumoren) (38) und Huang et al. (n=86 Tumoren) (37). Die blauen Linien zeigen die

deletierten Bereiche in den einzelnen untersuchten Tumoren bei einer Intensitit von -0,3.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die 13g-Deletion zdhlt zu den haufigsten chromosomalen Verlusten beim Prostatakarzinom.
Innerhalb dieser Deletionsregion ist aulerdem mit RB1 eines der bekanntesten Tumorsup-
pressorgene lokalisiert. Bemerkenswert ist daher, dass im Gegensatz zu vielen anderen Dele-
tionen, wie zum Beispiel 10923, 6q, 5q, 3p13, 16q, 8p, 12p und 18q (39-42, 44-46, 50) iiber die
tatsdchliche Prdvalenz und klinische Relevanz der 13g-Deletion beim Prostatakarzinom
lediglich divergente Ergebnisse aus sehr kleinen Studienkohorten existieren. Ziel der vorlie-
genden Arbeit war es daher zu kldren, in welchem Zusammenhang das Auftreten der 13q-De-
letion mit dem Tumorphinotyp (Gleason Score, Tumorstadium usw.) und der Prognose der
Patienten gemessen am PSA-Rezidiv-freien Uberleben steht. Zusitzlich dazu sollte gepriift
werden, ob das Vorkommen der 13g-Deletion mit dem Auftreten bzw. dem Fehlen der
TMPRRS2:ERG-Fusion — der héufigsten genetischen Verdnderung beim Prostatakarzinom —
assoziiert ist. Zur Kldrung dieser Fragestellungen wurde die 13ql4-Deletionsregion mittels
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) an iiber 12.000 Prostatakarzinomen im Gewebe-

mikroarray-Format (tissue microarray, TMA) untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Prognose-Gewebemikroarray (TMA) / Patientenkollektiv

Zur Bestimmung des 13q14 Kopiezahlstatus mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wur-
de ein bestehender Gewebemikroarray (tissue microarry, TMA) des Instituts fiir Pathologie
verwendet. Dieser TMA enthielt jeweils eine Gewebeprobe von 12.427 Prostatae, welche in
der Zeit von 1992 bis 2013 in der Martiniklinik oder der Klinik und Poliklinik fiir Urologie auf
Grund einer Prostatakarzinomerkrankung operativ radikal entfernt wurden. Zur Herstellung der
TMAs wurde pro Ektomieprdparat ein 0,6 mm durchmessender Gewebezylinder aus einem
repriasentativen Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten Tumorgewebeblock ent-
nommen und auf einen TMA-Paraffinblock iibertragen. Insgesamt wurden die Proben auf 27
TMA-Blocke mit je 144 bis 522 Gewebeproben verteilt. Die dem TMA zugehorige Datenbank
enthilt Informationen zu klinisch-pathologischen Parametern (Gleason Grad, pT-Stadium, pN-
Stadium, préoperativer PSA-Wert usw.), hdufigen molekularen und genetischen Verdnderungen
(ERG-Status, verschiedene Deletionsregionen) (19, 24, 39-46, 50) und dem klinischen Verlauf
der Erkrankung gemessen am PSA-Rezidiv. Klinische Verlaufsdaten waren fiir 12.344 der
Patienten vorhanden. Von einem biochemischen Rezidiv wurde bei einem postoperativen
Anstieg des Serum PSA-Wertes ab 0,2 ng/ml ausgegangen. Eine detaillierte Darstellung des
Patientenkollektivs ist in Tabelle 2 zu finden.
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Tabelle 2: Zusammensetzung des Patientenkollektivs im Prognose-Gewebemicroarray
(n=12.427)

Anzahl der Patienten (%)

Studienkohort im TMA

(n=12427)

Biochemisches

Rezidiv

Klinische Verlaufsdaten (Monate)

n
Mittelwert

Median

Alter (Jahre)

<50

51-59

60-69

270

praoperativer PSA
<4

4-10

10-20

>20
Tumorstadium (AJCC 2002)
pT2

plT3a

pT3b

pT4

Gleason Grad
<3+3

3+4

3+4 Tert.5

4+3

4+3 Tert.5

24+4
Lymphknotenstatus
pNO

pN+
Resektionsrand
Negativ

Positiv

11665 (93.9%)

48.9
36.4

334 (2.7%)
3061 (24.8%)
7188 (58.2%)
1761 (14.3%)

1585
7480
2412

812

12.9%)
60.9%)
19.6%)
6.6%)

—~ o~ —~ —

8187 (66.2%)

2660 (21.5%)

1465 (11.8%)
63 (0.5%)

2848 (22.9%)
6679 (53.8%)
433 (3.5%)
1210 (9.7%)
646 (5.2%)
596 (4.8%)

6970 (91.0%)
693 (9.0%)

9990 (81.9%)
2211 (18.1%)

2769 (23.7%)

81 (24.3%)
705 (23.0%)
1610 (22.4%)
370 (21.0%)

242 (15.3%)
1355 (18.1%)
737 (30.6%)
397 (48.9%)

1095 (13.4%)
817 (30.7%)
796 (54.3%)
51 (81.0%)

234 (8.2%)
1240 (18.6%)
115 (26.6%)
576 (47.6%)
317 (49.1%)
348 (58.4%)

1636 (23.5%)
393 (56.7%)

1848 (18.5%)
853 (38.6%)

HINWEIS: Die Anzahl ergibt in den einzelnen Kategorien nicht immer 12427
aufgrund fehlender Daten fur einige Falle. Abbreviation: AJCC, American Joint

Committee on Cancer.
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2.2 Gerate

In Tabelle 3 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Gerite aufgelistet.

Tabelle 3: Verwendete Geriite.
Gerat

FArma

Bunsenbrenner, Areboy
Concentrator Flus

Heizplatte

HeizrGhrer RCT basic

Inkubator

Lab Thermometer IP65LT-101
Lichtmikroskop, Axio Imager.At
MSt Minishaker

Nanodrop ND 1000

ph-Meter 766 Calimatic
Primus

Fotor- JA-14

Fotor- JA-20

Thermobrite ™

Wasserbéader

Zentrifuge, Beckmann L2-21M/E
Zentrifuge, Biofuge 13

2.3 Reagenzien und Kits

Tecnomara, Zirich, Schweiz

Eppendorf, Hamburg

MEDAX GmbH & Co.KG, Neumunster
|KA®Labortechnik

GAL ( Gesellschaft fur Labortechnik GmbH), Burgwedel
TFA Dostmann GmbH + Co. KG, Wertheim-Reicholzneim
Zeiss, Cberkochen

|KA® Labortechnik, Saufen

Peglab Biotechnologie GmbH, Elangen

Knick, Berlin

ALS ena

Beckmann, Krefeld

Beckmann, Krefeld

Abbot, Ludwigshafen

GAL ( Gesellschaft fur Labortechnik GmbH), Burgwedel
Beckmann, Krefeld

Heraeus Thermo Scientific, Hanau

In Tabelle 4 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien und Kits aufgelistet.

Tabelle 4: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien und Kits.

Reagenzien / Kits

20x SC

CEP 6 Sectrum Agua

CEP 6 Sectrum Crange
Chloramphenicol

QOT Human DNA

Dextransulfat (Natriumsalz)

Bhanol 80% (vergéllt)

Bhanol 96% (vergéllt)

Bhanol Ph Eur (1 Liter)

Formamid pro analysi

Green dUTP (50 nmol, lyophylisiert)
Immersol

Isopropanol 100%

LBbroth, Miller

Mounting Medium with DA (VECTASHIELD)
Nick Trandlations Reagent Kit

NP-40

NucleoBond®BAC 100
nukleasefreies Wasser

Orange dUTP (50 nmol, lyophylisiert)
Pretreatment Reagent 500 m
Protease Buffer 500 mi

Protease | 500 mg

QIAquick Nucleotide Removal Kit (50)
Reinigungsbenzin

Xylol

Hrma

Abbot, Ludwigshafen
Abbot, Ludwigshafen
Abbot, Ludwigshafen
Sgma-Aldrich, MUnchen
Roche, Grenzach-Wyhlen
Foth, Karlsruhe

VWR Darmstadt

VWR Darmstadt

VWR Darmstadt

Merck, Darmstadt

Abbot, Ludwigshafen

Zeiss, Oberkochen

Merck, Darmstadt
Sgma-Aldrich, MUnchen
Vector Laboratories

Abbot, Ludwigshafen
Abbot, Ludwigshafen
Macherey-Nagel, Diren
Sgma-Aldrich, MUnchen
Abbot, Ludwigshafen
Abbot, Ludwigshafen
Abbot, Ludwigshafen
Abbot, Ludwigshafen
Qiagen, Venlo, Niederlande
Biesterfeld Chemiedistribution GmbH
J T. Baker, Center Valley, USA
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2.4 Verbrauchsmaterialien

In Tabelle 5 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Materialen aufgelistet die den normalen

Laborbedarf iibersteigen.

Tabelle 5: Ubersicht iiber die fiir diese Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialen.

Material Firma

Deckgléser No.1 24 x60 mm Marienfeld, Lauda Kbnigshofen
Fixogum Marabu, Tamm

Safe-Lock ReaktionsgefaBe, amber Eppendorf (Hamburg)

Safe-Lock ReaktionsgeféBe, amber, 0,5 mi Eppendorf (Hamburg)

SafeSeal Reagiergefal 1,5 ml aus PP Sarstedt (Nimbrecht-Rommelsdorf)
SafeSeal Reagiergefal 2 ml Sarstedt (Nimbrecht-RFommelsdorf)

2.5 DHB10 Escherichia coli (E. coli) Klone

Zur Bestimmung des 13q14-Kopiezahlstatus wurde mit Hilfe von mit BACs (bacterial artifi-
cial chromosome) transformierten DH10B E. coli (SourceBioscience, Nottingham, UK) eine
fluoreszenz-markierte Sonde hergestellt. Verwendet wurden die Klone RP11-364B16 und
RP11-64J21, welche das Gen ENOX1 in der Region 13q14.11 markieren.

2.6 Herstellung der FISH-Sonden

Die Herstellung der FISH-Sonde erfolgte in vier Teilschritten. 1. Isolierung der Plasmid- DNA,
2. Fluoreszenz-Markierung der DNA-Stringe (Nick Translation), 3. Aufreinigung der Sonde
und 4. Testung der Sonde. Alle Schritte wurden anhand von am Institut fiir Pathologie des UKE

etablierten und standardisierten Protokollen wie folgt durchgefiihrt:

| TIsolierung der Plasmid-DNA aus E. coli
O Vorkultur ansetzen: 10 ml LB-Medium, 30 pl Chloramphenicollésung, kleine
Menge Bakterien (Zahnstocherspitze)
O Inkubation der Vorkultur bei 190 rpm und 37 °C fiir 8 Stunden
O Hauptkultur ansetzen: 250 ml LB-Medium, 750 pl Chloramphenicolldsung,

2 ml Vorkultur

O Inkubation der Hauptkultur bei 190 rpm und 37 °C fiir 16 Stunden

O Herstellung eines Bakterienpellets: Zentrifugieren der Bakterienlosung bei
6.000 rpm und 4 °C fiir 15 Minuten, Uberstand verwerfen
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o

Isolation der Plasmid-DNA aus dem Bakterienpellet mit dem NucleoBond®
BAC 100 Kit nach Angabe des Herstellers (Macherey-Nagel, Diiren, Deutsch-
land)

DNA-Pellet in 150 pl nukleasefreiem Wasser bei 4°C fiir 16 Stunden 16sen
Bestimmung der DNA-Konzentration mit dem Peqlab NanoDrop® ND-1000
UV/Vis-Spektralphotometer (VWR, Radnor, USA). Bei 260 nm entspricht eine
Absorption von 1 einem DNA-Gehalt von 50 pg/ml

] Nick Translation

o

Alle Arbeiten wurden in lichtundurchléssigen Reagiergefd3en auf Eis durchge-
fiihrt

Verdiinnung der Plasmid-DNA auf eine Konzentration von 1 pg / 17,5 pl mit
nukleasefreiem Wasser

Fluoreszenz-Markierung der DNA mit dem Nick Translation Reagent Kit nach
Angabe des Herstellers (Abbott, Illinois, USA) und dUTP Sprectrum Orange.

"I Aufreinigung der Sonden

o

Entfernen von unerwiinschten Bestandteilen mit dem QIAquick® Nucleotide
Removal Kit nach Angabe des Herstellers (Qiagen, Venlo, Niederlande)
Aufkonzentrieren der FISH-Sonde durch Reduktion des Volumens in einer Va-

kuumzentrifuge bei 45°C fiir 20 Minuten

'l Sondentest

o

o

Hybridisierung der Sonde auf ein Testgewebe wie unter Punkt 2.7 beschrieben
Mikroskopische Beurteilung der Sondenqualitdt: Signalstirke in Tumor- und
Bindegewebszellkernen, Uberlappung der Sondensignale in den Bindegewebs-

zellkernen (max. zwei Signale pro Zellkern)

2.7 Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung (FISH)
Die FISH der TMAs (Schnittdicke = 4 pm) erfolgte in drei Teilschritten: 1. Vorbehandlung des
Gewebes, 2. Hybridisierung der FISH-Sonden und 3. Waschen des Gewebes. Alle Schritte

wurden anhand eines am Institut fiir Pathologie des UKE etablierten und standardisierten Pro-

tokolls wie folgt durchgefiihrt:
Ll Vorbehandlung des Gewebes

o

Entparaffinieren des Gewebes: 3 Mal fiir 10 Minuten in Xylol und 2 Mal fiir 5
Minuten in Ethanol 96 % stellen

Trocknen des Gewebes bei 48 °C fiir 3 Minuten

Inkubation des Gewebes bei 80 °C fiir 15 Minuten in einer Pretreatment-Lo-

sung
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Zweimaliges Waschen des Gewebes fiir I Minute in dH>O

Inkubation des Gewebes bei 30 °C fiir 150 Minuten in einer Proteaselosung
Zweimaliges Waschen des Gewebes fiir I Minute in dH2O

Dehydrierung des Gewebes mittels aufsteigender Ethanolreihe (70 %, 80 %
und 96 %) fiir jeweils 3 Minuten

Trocknen des Gewebes bei 48°C fiir 3 Minuten

"l Hybridisierung der FISH-Sonden

o

o

Herstellung des Hybridisierungsansatzes fiir selbst-markierte 13q Sonde (Son-
dentest: halbe Menge)

* 14 pl Basismix (15,0 ml Formamid, 4,5 ml 20xSSC und 3,0 g Dextran-

sulfat)

* 2 ul COT-DNA,

* 4 ul orangefluoreszierende 13g-Sonde

* 0,5 pl griinfluoreszierender Centromer 10-Sonde

* vortexen und bei 2.500 g fiir 10 Sekunden zentrifugieren
Herstellung des Hybridiserungsansatzes fiir kommerzielle RB1-Sonde

* 19 pl Basismix

* 1 pl orangefluoreszierende RB1 Sonde

* 0,5 pl griinfluoreszierender Centromer 10-Sonde
Pro TMA-Schnitt 20 pl Hybridisierungsansatz direkt auf das Gewebe pipettie-
ren, Deckgldschen auflegen und mit Fixogum fixieren

Hybridisierung im Hybrite: 72 °C fiir Minuten und 37 °C fiir 16 bis 18 Stunden

'l Waschen des Gewebes

o

Herstellung des Hybridisierungswaschpuffers: 100 ml 20xSSC, 3 ml NP40, ad
1000 ml dH20; pH = 7,25)

Aquilibrierung des Gewebes: TMAs lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur fiir
20-30 Minuten und in den Hybridisierungswaschpuffer stellen

Entfernen tiberschiissiger FISH-Sonde: TMAs bei 72 °C fiir 2 Minuten in Hy-
bridisierungswaschpuffer stellen

Einmaliges Waschen des Gewebes in dH2O

Trocknen des Gewebes fiir 20 Minuten im Dunkeln

Zellkernfarbung: 1 Tropfen DAPI auf das Gewebe pipettieren und TMAs mit

einem Deckgldschen versehen

Lagerung der TMAs: - 20 °C

18



2.8 Mikroskopische Auswertung
Die mikroskopische Auswertung der TMAs erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop ,,Axio
Imager.A1% (Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Ausgeschlossen aus der Analyse wurden alle
Gewebespots die keine oder zu wenige Tumorzellkerne enthielten oder dessen Hybridisierung
unzureichend fiir eine Bewertung war (sehr schwache oder keine Signale in Tumor- und Bin-
degewebszellkernen). Die Bewertung des Kopiezahlstatus wurde wie folgt anhand eines eta-
blierten Grenzwertes (72) durchgefiihrt (siehe auch Abbildung 3):
I Heterozygote Deletion (Verlust eines Allels): Weniger 13q14 bzw. RB1 Signal als
Centromer 10 Signal in > 60 % aller Tumorzellkerne
L' Homozygote Deletion (Verlust beider Allele): Kein 13q14 bzw. RB1 Signal in den
Tumorzellkernen bei Vorhandensein des 13q14 bzw. RB1 Signals in den Bindegeweb-
szellkernen und Centromer 10 Signal in Tumor- und Bindegewebszellkernen

Ll Normal (Beide Allele vorhanden): Gleiche Anzahl von 13q14 bzw. RB1 Signalen und

Centromer 10 Signalen in nahezu allen bewertbaren Zellkernen

Abbildung 3: Reprisentative Beispiele der FISH-Analyse. a) Normaler 13q14.11 (ENOX1)
Kopiezahlstatus mit zwei orangen 13q14.11 und zwei griinen Centromer 10 Signalen, b) He-
terozygote 13q14.11 Deletion mit einem orangen 13q14.11 und zwei Centromer 10 Signalen,
c) Normaler 13q14.2 (RB1) Kopiezahlstatus mit zwei orangen 13q14.2 und zwei griinen Cen-
tromer 10 Signalen, b) Heterozygote 13q14.2 Deletion mit einem orangen 13q14.2 und zwei

Centromer 10 Signalen. Blau: Farbung der Zellkerne mittels DAPI.
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2.9 Statistik

Fiir die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde die Software JMP — Statistical Disco-
very Software 9.0.2. (SAS Institute, Cary, NC, USA) verwendet. Mittels Chi-Quadrat-Test
wurde auf einen Zusammenhang des 13q-Kopiezahlstatus mit den klinisch-pathologischen

Parametern und der TMPRSS2:ERG-Fusion getestet. Der Einfluss des 13q-Kopiezahlstatus auf

das PSA-Rezidivfreie Uberleben der Patienten wurde mittels einer Kaplan-Meyer-Analyse und
einem LogRank-Test untersucht. Zusitzlich dazu wurde eine Cox-Proportional-Hazard-
Analyse durchgefiihrt in der getestet wurde, ob der Zusammenhang der 13g-Deletion mit dem
PSA-Rezidiv unabhingig von den prid- und postoperativen Prognoseparametern ist. Diese
Multivariateanalyse wurde in vier verschiedenen Szenarien durchgefiihrt, um die klinische
Situation bestmdglich abzubilden. Das erste Szenario sollte die postoperative Situation abbil-

den und schliefit daher neben dem 13g-Kopiezahlstatus den préoperativen PSA-Wert, das pa-
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thologische Tumorstadium, den pathologischen Lymphknotenstatus, den Status des Resekti-
onsrandes und den Gleason Score im Ektomiepriparat ein. In diesem Szenario ist die Aggres-
sivitdt des Tumors am besten zu beurteilen. Allerdings ist die therapeutische Entscheidung
schon getroffen. Das zweite Szenario bildet ebenfalls die postoperative Situation ab und ent-
hélt mit Ausnahme des Lymphknotenstatus alle Parameter aus dem ersten Szenario. Grund
dafiir ist, dass friither bei der Ektomie nicht immer eine Entnahme der Lymphknoten erfolgt ist.
Dies reduziert , kiinstlich® die Fallzahl in Szenario 2. Das dritte Szenario bildet keine reale
klinische Situation ab. Es enthédlt neben dem 13q-Kopiezahlstatus, den pridoperativen PSA-
Wert, das klinische Tumorstadium und den Gleason Score im Ektomieprdparat und somit
sowohl pré- als auch postoperative Prognoseparameter. Das vierte Szenario bildet die prithe-
rapeutische Situation ab und enthélt neben dem 13q-Kopiezahlstatus, den praoperativen PSA-
Wert, das klinische Tumorstadium und den Gleason Score im Biopsieprédparat. Hier kann die
Aggressivitidt des Tumors nicht sicher beurteilt werden, aber noch eine therapeutische Ent-
scheidung getroffen werden. Das Signifikanzniveau wurde in allen Analysen auf < 0,05 fest-

gelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Pravalenz der 13g-Deletion

Insgesamt konnte fiir 7.375 (59,3%) der 12.247 Prostatakarzinome der 13q14.11 (ENOX1)-
Kopiezahlstatus mittels FISH bestimmt werden. Die verbleibenden 5.052 (40,65%) Gewebe-
proben mussten auf Grund von fehlendem Gewebe im TMA, fehlenden Tumorzellen im Ge-
webespot oder einer unzureichenden Hybridisierung (kein oder zu schwaches Signal) aus der
Analyse ausgeschlossen werden. Eine heterozygote 13q-Deletion war in 1.545 (21%) der
7.375 auswertbaren Tumorproben nachweisbar. Homozygote 13g-Deletionen wurden nicht
gefunden. In der FISH-Analyse der kommerziellen RB1-Sonde waren 307 (58,8%) der 522
untersuchten Tumoren analysierbar. Eine heterozygote RB1-Deletion konnte fiir (29,3%) der
Karzinome ermittelt werden. Homozygote Deletionen waren nicht vorhanden. Insgesamt wa-
ren 278 (53,3%) der Tumoren sowohl in der RB1- als auch der 13q14 (ENOX1)-Analyse
auswertbar. Die Korrelation beider Ergebnisse mittels Chi-Quadrat-Test ergab eine 98,6%ige
Ubereinstimmung im ermittelten Kopiezahlstatus beider Regionen (p<0,0001, Abbildung 4).
Dies bestitigt die Anwendbarkeit der 13q14-Sonde als Surrogat fiir die 13g-Deletion bzw. RB1-

Deletion.

Abbildung 4. Ubereinstimmung des Kopiezahlstatus in der 13q14.11 (ENOX1) und 13q14.2
(RB1) FISH-Analyse.
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3.2 Assoziation der 13qg-Deletion mit der TMPRSS2:ERG-Fusion

Um zu priifen, in welchem Zusammenhang das Auftreten der 13g-Deletion mit dem Status der
TMPRSS2:ERG-Fusion steht, wurde der 13q14-Kopiezahlstatus mit dem ERG-Expressions-
status (Immunohistochemie) und dem genetischen ERG-Status (FISH) aus einer fritheren Stu-
die der Arbeitsgruppe (19, 24) mittels Chi-Quadrat-Test korreliert. Diese Analyse ergab eine
signifikante Assoziation der 13g-Deletion mit einem negativen ERG-Status, sowohl beim
Vergleich mit dem immunohistochemischen ERG-Status (p<0,0001) als auch beim Vergleich
mit dem genetischen ERG-Status (p<0,0001). Allerdings waren die Unterschiede in der 13g-
Deletionsrate in den Gruppen der ERG-negativen und ERG-positiven Karzinome eher gering.
Zum Beispiel zeigten 854 (22,9%) der 3729 ERG-negativen Tumoren eine 13g-Deletion und
599 (18,7%) der 2593 ERG-positiven Karzinome eine 13g-Deletion. Die Ergebnisse dieser
Analyse sind in Abbildung 5 dargestellt.

Abbildung 5: Assoziation der 13g-Deletion mit der TMPRSS2:ERG-Fusion. Die Daten zum
ERG-Status stammen aus fritheren Studien der Arbeitsgruppe und wurden mittels Immuno-

histochemie und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ermittelt.
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3.3 Assoziation der 13qg-Deletion mit den klinisch-pathologischen Parame-
tern beim Prostatakarzinom

Um zu priifen, ob das Auftreten der 13g-Deletion mit dem Tumorphénotyp des Prostatakar-
zinoms in Zusammenhang steht, wurde mittels eines Chi-Quadrat-Tests der 13q14-Kopiezahl-
status mit dem pathologischen Tumorstadium, dem Gleason Score in der Ektomie, dem
préoperativen PSA-Wert, dem Lymphknotenstatus und dem Status des Resektionsrandes kor-
reliert. Diese Analyse zeigte eine klare Assoziation der 13g-Deletion mit einem ungiinstigen
Phénotyp. Der Anteil an 13g-deletierten Tumoren stieg signifikant mit einem fortgeschritte-
nen Tumorstadium (p<0,0001), einem hohen klassischen Gleason Score (p<0,0001), einem
hohen quantitativen Gleason Score (p<0,0001, Abbildung 6), dem Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen (p=0,0377), einem hohen prioperativen PSA-Wert (p=0,0125) und
dem Tumorbefall des Resektionsrandes (p=0,0064) an. In einer Untergruppenanalyse der Tu-
moren zeigte sich, dass diese Assoziationen sowohl in den ERG-negativen Karzinomen als auch
den ERG-positiven Karzinomen weitestgehend erhalten blieb. In den ERG-negativen Tumoren
war die 13g-Deletion mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium (p<0,0001), einem hohen
Gleason Score (p<0,0001) und einem positiven Resektionsrand (p=0,0288) assoziiert. In den
ERG-positiven Karzinomen konnte ein signifikanter Zusammenhang zu einem hohen Gleason
Score (p<0,0001) und einem fortgeschrittenen Tumorstadium (p=0,0023) nachgewiesen

werden. Die Ergebnisse aller Analysen sind in Tabelle 6 zu finden.

Abbildung 6: Assoziation der 13g-Deletion mit dem quantitativen Gleason Score bei der

Analyse aller Prostatakarzinome.
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Tabelle 6: Assoziation der 13g-Deletion mit den klinisch-pathologischen Parametern bei der
Analyse aller Prostatakarzinome und den Untergruppen der ERG-positiven und ERG-negati-

ven Karzinome.

Alle Tumoren ERG-negative Tumoren ERG-positive Tumoren

Anzahl 13q I?c/eol)etlon p Wert  Anzahl 13q II(lzl)etmn p Wert  Anzahl 13q %Zl)etlon p Wert
Alle Tumoren 7375 21,0 3729 229 3189 18,7
Tumorstadium
pT2 4654 19,0 <0,0001 2477 20,6 <0,0001 1866 16,9 0,0023
pT3a 1678 22,4 752 259 845 19,3
pT3b 966 27,0 465 30,1 442 24,0
pT4 48 333 23 34,8 21 333
Gleason Score
<3+3 1598 14,4 <0,0001 112 14,3 <0,0001 95 14,3 <0,0001
3+4 3732 20,0 400 21,6 307 18,2
3+4 Tert. 5 254 22,4 38 26,0 17 18,3
4+3 690 252 109 29,2 56 19,9
4+3 Tert. 5 405 321 78 35,9 43 253
24+4 321 31,8 70 37,2 28 257
Lymphknotenmetastasen
NO 4205 22,2 0,0377 2143 249 0,0852 1835 18,9 0,1693
N+ 444 26,6 212 30,2 205 229
PSA Level (ng/ul)
<4 914 17,8 0,0125 408 19,4 0,2639 431 16,9 0,1377
4-10 4340 21,0 2175 23,4 1906 18,4
"10-20 1509 21,2 827 23,2 594 18,2
>20 526 251 284 25,0 212 24,5
Resektionsrand
negativ 5811 20,3 0,0064 2959 22,2 0,0288 2481 18,0 0,1578
positiv 1428 23,6 708 26,1 645 20,5

3.4 Prognostische Relevanz der 13q-Deletion beim Prostatakarzinom

Um zu priifen in welchem Zusammenhang das Auftreten der 13g-Deletion mit der Prognose
der Patienten steht, wurde der 13q-Kopiezahlstatus mit den klinischen Verlaufsdaten zum PSA-
Rezidiv in einer Kaplan-Meyer-Analyse assoziiert. Die statistische Signifikanz wurde in einem
LogRank-Test gepriift. Bei der Analyse aller Prostatakarzinome wurde eine signifikante
Assoziation der 13g-Deletion mit der Wahrscheinlichkeit eines frithen PSA-Rezidivs ermittelt
(p<0,0001). Die Auswirkungen auf die Prognose waren jedoch marginal (10 Jahre pos-
toperativ circa 10% Unterschied). Von den Patienten, deren Tumoren keine 13g-Deletion auf-
wiesen hatten 10 Jahre postoperativ 30% dieser Patienten ein PSA-Rezidiv. Bei Vorliegen ei-
ner 13g-Deletion in der Tumoranalyse bekamen etwas weniger als 40% der Patienten im glei-
chen Zeitraum ein biochemisches Rezidiv (siche Abbildung 7a). Bei der Untergruppenanalyse
der ERG-positiven und ERG-negativen Tumoren zeigte sich in beiden Untergruppen ebenfalls
ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines PSA-Rezidivs und der 13g-
Deletion. Dieser war jedoch in den ERG-negativen Tumoren (p<0,0001, Abbildung 7b) etwas
ausgeprégter als in den ERG-positiven Tumoren (p<0,0001, Abbildung 7c¢).
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Abbildung 7: Assoziation der 13g-Deletion mit der Prognose des Patienten in a) allen Prosta-

takarzinomen, b) den ERG-negativen Prostatakarzinomen und c) den ERG-positiven Prosta-
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In einer weiteren Untergruppenanalyse sollte gepriift werden, welche prognostische Aussage-

kraft die 13g-Deletion in den Gruppen der Tumoren mit einem identischen Gleason Score be-

sitzt. Dazu wurde die Einteilung der Tumoren in den klassischen und den quantitativen Glea-

son Score verwendet. Diese Analysen zeigten, dass die 13q-Deletion keinen prognostischen

Wert in Tumoren mit einem identischen Gleason Grad besitzt. Die Ergebnisse dieser Analysen

sind in Abbildung 8 dargestellt.

Abbildung 8: Assoziation der 13g-Deletion mit dem PSA-Rezidiv in Tumoren mit einem

identischen a) klassischen und b-j) quantitativen Gleason Score.
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Um zu priifen, in welchem Ausmal die prognostische Aussagkraft der 13g-Deletion durch die
Assoziation dieser mit den etablierten pri- und postoperativen Prognoseparametern des Pro-
statakarzinoms bedingt ist, wurde eine Cox-Proportional-Hazard-Analyse verwendet. Um so-
wohl die pré- als auch die posttherapeutische klinische Situation abzubilden wurden vier mul-

tivariate Szenarien zusammengestellt.

- Szenario 1 (postoperative Situation): 13q-Kopiezahlstatus, prdoperativer PSA-Wert,

pathologisches Tumorstadium, pathologischer Lymphknotenstatus, Status des Resek-
tionsrandes und Gleason Score des Tumors im Ektomiepréparat.
In diesem Szenario kann die Aggressivitit des Tumors am besten beurteilt werden, da
nach der Ektomie der Gesamttumor fiir die histologische und pathologische Beurtei-
lung zur Verfligung steht. Ein Prognoseparameter der in diesem Szenario eine unab-
héngige prognostische Aussagekraft zeigt, kann als sehr guter Prognoseparameter ge-
wertet werden.

- Szenario 2 (postoperative Situation): 13q-Kopiezahlstatus, prdoperativer PSA-Wert,

pathologisches Tumorstadium, Status des Resektionsrandes und Gleason Score des
Tumors im Ektomiepriparat.
Dieses Szenario bildet wie im Szenario 1 die postoperative Situation ab. Allerdings
wurde hier der Lymphknotenstatus ausgeschlossen. Grund dafiir ist, dass frither im Zuge
der Ektomie nicht immer die Lymphknoten entfernt wurden. Dieses Szenario dient der
Erh6hung der Fallzahl.

- Szenario 3 (prd/postoperative Situation): 13q-Kopiezahlstatus, prdoperativer PSA-
Wert, klinisches Tumorstadium und Gleason Score des Tumors im Ektomiepréparat.
Dieses Szenario bildet keine echte klinische Situation ab. Hier wurde das pathologi-
sche Tumorstadium gegen das weniger aussagekréftige klinische Tumorstadium aus-
getauscht. Dieses Szenario soll priifen wie gut der getestete putative Prognoseparameter
in einem weniger aussagekréftigen Szenario ist.

- Szenario 4 (préoperative Situation): 13q-Kopiezahlstatus, prdoperativer PSA-Wert,
klinisches Tumorstadium und Gleason Score des Tumors im Biopsiepriparat.

Dieses Szenario bildet die heutige Situation der Erstdiagnose ab, in der der Arzt und
Patient gemeinsam entscheiden miissen, welche Therapie geeignet ist. Die Aggressivitit
des Tumors ist in diesem Szenario im Vergleich zu den anderen Szenarien am schlech-
testen beurteilbar. Allerdings werden genau fiir diese klinische Situation dringend Pro-

gnoseparameter bendtigt.

Bei der Analyse aller Prostatakarzinome war die prognostische Aussagekraft der 13g-Deletion

unabhingig von den priaoperativen Prognoseparametern (Szenario 4) vorhanden (p=0,0004).
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In den Szenarien 1-3 konnte kein signifikanter Wert fiir die 13g-Deletion in Bezug auf das PSA-
Rezidiv mehr ermittelt werden. Die Untergruppenanalyse der ERG-negativen und ERG-
positiven Karzinome zeigte eine unabhingige prognostische Aussagekraft fiir die 13q-Deleti-
on in Szenario 4 in der Gruppe der ERG-negativen Karzinome (p=0,0021). In der Gruppe der
ERG-positiven Karzinome konnte in allen 4 Szenarien kein signifikanter Wert mehr ermittelt

werden. Die Ergebnisse der Analysen sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Prognostische Aussagekraft der 13g-Deletion in Abhdngigkeit von den etablierten

pra- und postoperativen Prognoseparametern des Prostatakarzinoms.

s . Gleason Gleason
Seenario auswertbar _ praoerativer pT-Qatus cT-Ratus Score Score pN-Status RS&atus 13q.-
(n) PSA-Wert ! . Deletion

Bxtomie Biopsie
1 3802 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0016 0,0355 0,3161
alle 2 6188 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,1578
Tumoren 3 6113 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0691
4 6321 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0004
G 1 2070 0,0006 <0,0001 <0,0001 0,0039 0,0239 0,9155
negative 2 3289 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0008 0,3783
Tumoren 3 3246 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,1082
4 3205 <0,0001 <0,0001 0,0021
RG 1 1810 0,0055 <0,0001 <0,0001 0,3157 0,2146 0,6515
positive 2 2843 0,0014 <0,0001 <0,0001 0,0118 0,9355
Tumoren 3 2772 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,6271
4 2730 <0,0001 <0,0001 0,1005
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es die klinische Relevanz der 13g-Deletion beim Prosta-
takarzinom zu kliaren. Dazu wurde der 13q-Kopiezahlstatus an iiber 12.000 Prostatakarzino-
men im TMA-Format mittels FISH bestimmt und die Ergebnisse mit dem Tumorphéinotyp und

der Prognose des Patienten gemessen am PSA-Rezidiv korreliert.

Eine 13g-Deletion wurde in 21% der iiber 7.300 erfolgreich analysierten Prostatakarzinome
nachgewiesen. Genomweite Kopiezahlstudien und Sequenzierstudien haben gezeigt, dass die
13g-Deletion unterschiedlich grof3e Bereiche des langen Arms von Chromosom 13 einnehmen
kann (18, 19, 39). Basierend darauf wurde eine FISH-Sonde hergestellt, welche im Zentrum
der meisten Deletionen, der sogenannten gemeinsam minimal deletierten Region, im Bereich
13q14 lokalisiert ist. Die 13g-Deletionsrate in der vorliegenden Studie ist etwas geringer als in
der Mehrzahl anderer Studien. In zwei groBen CGH bzw. aCGH Metaanalysen wurde eine 13q-
Deletionsrate von 28%-52% in 872 (17) und 662 (20) untersuchten Prostatakarzinomen
gefunden. Zwei weitere Studien, welche ebenfalls die aCGH zur Kopiezahlanalyse nutzten
fanden eine 13q-Deletionsrate von 16% (51) und 47% (18) in 333 und 181 analysierten Pro-
statakarzinomen. Die hochsten Verlustraten (18%-72%) des langen Arms des Chromosoms 13
wurden in Studien gefunden, welche die Methode der LOH zur Bestimmung von Kopiezahl-
verdnderungen verwendeten (52-56). Die LOH ist jedoch keine priazise Methode. Es ist mog-
lich, dass die geringe 13g-Deletionsrate in der vorliegenden Arbeit allein durch die Verwen-
dung der FISH-Methode bedingt ist. Studien, die ebenfalls die FISH zur Bestimmung der 13g-
Deletion anwendeten und damit einen direkten Vergleich mit den vorliegenden Ergebnissen
ermOglichen wiirden, fehlen leider in der Literatur. Die FISH gilt als die préziseste Methode
zur Bestimmung von Kopiezahlverdnderungen. Grund dafiir ist, dass diese Methode eine
Untersuchung des Kopiezahlstatus direkt im Zellkern der Tumorzellen im Gewebe ermdglicht
und damit Verunreinigungen durch nicht neoplastische Zellen ausgeschlossen werden kénnen.
Bei der Verwendung von isolierte DNA, wie es in allen anderen Methoden der Fall ist, hat neben
der Reinheit der Tumor-DNA die Definition des Grenzwertes zur Deletionsbestimmung einen
starken Einfluss auf das Ergebnis der Studie (73-75). In der vorliegenden Arbeit wurde zur
Bestimmung des 13qg-Kopiezahlstatus ein Grenzwert verwendet der innerhalb der
Arbeitsgruppe anhand einer Vergleichsstudie etabliert wurde. In dieser Studie wurde die PTEN-
Deletion mittels FISH und aCGH an einem identischen Tumorsubset bestimmt. Wenn
mindestens 60% der Tumorzellkerne einen Verlust des PTEN-Signales im Vergleich zum
Centromer 10 Signal in der FISH zeigten, konnte diese PTEN-Deletion auch in der aCGH
detektiert werden (46). Dieser Grenzwert wurde aullerdem bereits in zahlreichen Studien der

Arbeitsgruppe zur Bestimmung der klinischen Relevanz verschiedener Deletionsregionen
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beim Prostatakarzinom verwendet (39, 40, 43-45, 50, 72). Der Vergleich zu diesen Studien
zeigt, dass die 13g-Deletion nach der TMPRSS2:ERG (52%) (24) und der 8p-Deletion (36%)
(41) gemeinsam mit der 16g-Deletion (21%) (45) an dritter Stelle der hdufigsten chromoso-

malen Veridnderungen beim Prostatakarzinom steht.

Das Auftreten der 13g-Deletion war in der vorliegenden Arbeit signifikant mit ungiinstigen
Tumormerkmalen, wie einem hohen Gleason Score, einem fortgeschrittenen Tumorstadium,
einem hohem préoperativen PSA-Wert, einer Lymphknotenmetastasierung, Tumorbefall des
Resektionsrandes und der Wahrscheinlichkeit eines frithen PSA-Rezidivs assoziiert. Dieses
Ergebnis spiegelt die klinische Bedeutung der chromosomalen Deletionen beim Prostatakar-
zinom insgesamt wieder. Innerhalb der Arbeitsgruppe am Institut fiir Pathologie wurden be-
reits viele der hdufigsten Deletionen beim Prostatakarzinom mittels FISH am selben TMA auf
ihre prognostische Relevanz hin untersucht. Dazu zéhlen Deletionen von PTEN (46), 3p (39),
5q (50), 6q (44), 16q (45), 8p (41), 18q (42) und 12p (40), die alle mit einem ungiinstigen
Phénotyp der Prostatakarzinome einhergehen. Dass der Unterschied in der Prognose zwischen
Tumoren mit und ohne 13g-Deletion eher gering war (10%), erklért auch die starke Diskre-
panz in den Ergebnissen fritherer Studien, welche mittels LOH die klinische Relevanz der 13g-
Deletion an 16-294 Prostatakarzinomen untersuchten (52, 53, 56, 61-69). Wihrend einige
Studien hohere 13g-Verlustraten mit steigendem Gleason Grad (52), fortschreitendem Tumor-
stadium (56, 61-63), Metastasierung (63) und ungiinstigem klinischen Verlauf (64) fanden,
konnte andere diese Zusammenhidnge nicht bestitigen (53, 65-69). Es ist natiirlich auBerdem
moglich, dass diese diskrepanten Ergebnisse auf der Zusammensetzung der Studienkohorten

basieren.

Obwohl die Bedeutung der Gene PTEN (76) und CHDI1 (50, 77) fiir die 10q- bzw. 5g-Deleti-
on beim Prostatakarzinom eindeutig geklért ist, gibt es starke Hinweise darauf, dass die
Mehrzahl der Deletionen beim Prostatakarzinom mehr als nur ein Tumor-relevantes Gen ent-
hélt. Diese Annahme basiert zum Beispiel darauf, dass die meisten Deletionen beim Prosta-
takarzinom sehr grof3 sein konnen, in der Regel ausschlieBlich heterozygot vorkommen und ein
erkennbarer ,,second Hit“ — wie etwa eine Punktmutation - zur spezifischen Inaktivierung eines
Genes auf dem verbleibenden Allel fehlt (19). Die schlechte Prognose der deletierten Tumoren
beruht demnach vermutlich auf der zeitgleichen Deletions-bedingten Suppression von einigen
bzw. mehreren tumorsuppressiven Genen. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete FISH-
Sonde markiert das Gen ENOX1 (13q14). Dieses Gen wurde urspriinglich auf Grund seiner
Lokalisation im Zentrum der gemeinsam minimal deletierten Region ausgewéhlt. Mittlerweile
gibt es jedoch erste Hinweise, dass ENOX1 zu den Tumor-relevanten Genen der 13g-Deletion
zdhlen konnte. ENOX1 ist ein Mitglied der Ekto-Nox-Familie der
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NADH Oxidasen, die in zahlreichen zelluldren Prozessen, wie zum Beispiel der Kontrolle von
Zellwachstum und Zelliiberleben eine Rolle spielen (78). Dariiber hinaus konnte kiirzlich in
einer Studie gezeigt werden, dass eine zielgerichtete ENOX1-Therapie zu einer fehlerhaften
Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen fiihrt (60). Damit kdnnte eine Deletion von ENOX1
zur Entstehung der genomischen Instabilitit in Tumorzellen beitragen. Das wichtigste
Tumorsuppressorgen auf 13q bleibt RB1, dass 4,5 Megabasen telomerisch neben ENOX1 liegt.
Der Vergleich von ENOX1 und RB1 Deletionen zeigt, dass beide Gene hdufig gemeinsam
deletiert sind. Jedoch in mindestens 2% der Félle nur eine RB1-Deletion vorliegt. Zudem zeigte
sich in der RB1-Analyse eine hohere 13g-Deletionsrate (29%) als in der ENOX1-Analyse
(21%). Vermutlich kommen isolierte RB1-Deletionen daher héufiger vor als in der Ver-
gleichsanalyse gezeigt werden konnte. Fiir die Zukunft wére es interessant zu kliren, ob die
Tumoren welche RB1, aber nicht ENOX1 deletiert sind sich klinisch anders verhalten, als die
in unserer Studie gefundenen 13q-deletierten Karzinome. Neben RB1 sind weitere putative
tumorsuppressive Gene BRAC2 (58) und FOXO1 (59), die laut Studien ebenfalls hdufig von
der 13g-Deletion betroffen sind (18, 19, 39).

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu kldren, in welchem Zusammenhang die
13g-Deletion mit der TMPRSS2:ERG Fusion steht. Die TMPRSS2:ERG Fusion ist mit einer
Rate von circa 50% die hiufigste genetische Verdnderung beim Prostatakarzinom (24). ERG ist
ein Transkriptionsfaktor, der physiologisch nicht in den Prostataepithelzellen exprimiert wird.
Bedingt durch die Fusion mit dem Promotor der Androgen-regulierten Serinprotease
TMPRSS2 kommt es jedoch zu einer Androgen-abhéngigen ERG-Expression in den betroffe-
nen Tumorzellen (25). Frithere Studien haben gezeigt, dass die Mehrzahl aller Deletionen
entweder mit einem ERG-positiven oder mit einem ERG-negativen Tumorphénotyp assoziiert
ist. Zum Beispiel kommen Deletionen von PTEN, TP53, 3p13 und 16923 gehiuft in den ERG-
positiven Tumoren vor (18, 19, 39, 43, 45, 46), wihrend Deletionen in den Regionen 5q21 und
6ql5 vermehrt in den ERG-negativen Prostatakarzinomen zu finden sind (18, 44, 50, 79).
Einige dieser Assoziationen sind durch zelluldre funktionelle Interaktionen bestimmter Gene
mit ERG erkldrbar. Der Verlust von PTEN bei gleichzeitiger Aktivierung von ERG soll zum
Beispiel kooperativ begiinstigende Effekte zur Tumorinvasion hervorrufen (80, 81), dies erklért
das vermehrte Auftreten dieser Deletion in den ERG-positiven Tumoren. Der
Expressionsverlust von CHDI hingegen fiihrt zu einer Stérung des Androgenrezeptor-
Signalweges und damit zur Hemmung der Androgen-vermittelten Entstehung der
TMPRSS2:ERG Fusion (50, 77). Aus diesem Grund sind homozyogte CHDI-Deletionen
ausschlieBlich in den ERG-negativen Tumoren zu finden (50). Dass in der vorliegenden Arbeit
nur eine marginale Assoziation zwischen dem Auftreten der 13g-Deletion und einem ERG-
negativen Tumorphdnotyp gefunden wurde, war deswegen eher unerwartet. Allerdings

wurden innerhalb der Arbeits-
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gruppe bei der Analyse desselben TMAs mit der 12p- und 8p-Deletion ebenfalls zwei chro-

mosomale Bereiche identifiziert, die gar keine Assoziation zum ERG-Status aufweisen (40, 41).

Obwohl in der multivariaten Analyse gezeigt werden konnte, dass die 13g-Deletion unabhén-
gig von den etablierten prdoperativen Prognoseparametern mit der Wahrscheinlichkeit eines
PSA-Rezidivs assoziiert ist, muss darauf hingewiesen werden, dass die prognostische Aussa-
gekraft der 13g-Deletion limitiert ist. Der Unterschied im Auftreten eines biochemischen Re-
zidivs ist innerhalb von 10 Jahren postoperativ lediglich 10% bei Tumoren mit oder ohne 13g-
Deletion. Im Vergleich zu anderen Deletionen ist dieser Unterschied eher gering. Bei Tumoren
mit einer PTEN-Deletion erleiden wesentlich mehr Patienten (25%) ein Rezidiv als bei Tumo-
ren ohne PTEN-Deletion (72). Ahnliches gilt fiir die 8p- (20%), 5q- (15%) und 6q- (15%) De-
letion (41, 44, 50). Der stérkste in der Routine angewendete Prognosemarker ist im Moment
der Gleason Grad. Leider verschwindet der prognostische Wert der 13g-Deletion fast voll-
staindig bei der Einteilung der Karzinome in Gruppen mit einem identischen Gleason Grad.
Basierend auf der grolen Anzahl von Prostatakarzinomen mit klinischen Verlaufsdaten ist es
der Arbeitsgruppe am Institut fiir Pathologie kiirzlich gelungen die prognostische Aussage-
kraft des Gleason Grades weiter zu verfeinern. Dazu wird der prozentuale Anteil des Gleason
4 Musters als eine kontinuierliche Variable verwandt (quantitativer Gleason Score). Sowohl im
Biopsie- als auch im Ektomiepriparat kommt es zu einer kontinuierlichen Verschlechterung der
Prognose mit steigendem Anteil des Gleason 4 Musters (15). Dass die 13g-Deletion keinerlei
prognostischen Wert in den Tumoren mit einem identischen quantitativen Gleason Score
besitzt, zeigt deutlich wie schwierig es flir einen molekularen Marker ist, gegen einen
morphologischen Parameter der Malignitét des Gewebes anzukommen. Allerdings kann der
kontinuierliche Anstieg der 13g-Deletionsrate mit steigendem Anteil des Gleason 4 Musters als

,molekulare Validierung* des quantitativen Gleason Scores angesehen werden.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die 13g-Deletion zu den héu-
figsten genetischen Verdnderungen des Prostatakarzinoms zdhlt, die aulerdem mit einem un-
giinstigen Tumorphénotyp und einem schlechten klinischen Verlauf in Zusammenhang steht.
Der Nachweis der 13g-Deletion mittels FISH ist ein einfaches und schnelles Verfahren, dass
aullerdem zu einer klaren Ja/Nein-Antwort fiihrt. Basierend darauf ist es denkbar, dass die 13g-
Deletion Bestandteil zukiinftiger Multiparameter-Tests zur Bestimmung der Aggressivitit von

Prostatakarzinomen wird.
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S Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist die hédufigste maligne Tumorerkrankung und eine der hdufigsten
Tumor-assoziierten Todesursachen des Mannes weltweit. Auf genetischer Ebene ist das Pro-
statakarzinom durch die TMPRSS2:ERG-Fusion und zahlreiche Deletionen verschiedener
chromosomaler Regionen charakterisiert. Eine der hdufigsten chromosomalen Verluste stellt
die 13g-Deletion dar, deren klinische Relevanz allerdings bis heute unklar ist. Ziel der vorlie-
genden Arbeit war es daher die prognostische Relevanz der 13q Deletion und deren Assozia-
tion zum Tumorphénotyp beim Prostatakarzinom zu kléren. Dazu wurde der 13q-Kopiezahl-
status an iiber 12.000 Prostatakarzinomen in Gewebemikroarray-Format fiir zwei chromoso-
male Loci (13q14.11; ENOX1 und 13q14.2; RB1) mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
bestimmt. Eine heterozygote 13q-Deletion wurde in 1.545 (21%) der 7.375 analysierbaren
Prostatakarzinome gefunden. Homozygote 13q-Deletionen wurden nicht nachgewiesen. Die
13g-Deletion war assoziiert mit einem hohen Gleason Grad (p<0,0001), einem fortge-
schrittenen Tumorstadium (p<0,0001), einem hohen praoperativen PSA-Wert (p=0,0125), einer
Lymphknotenmetastasierung (p=0,0377), einem Tumorbefall des Resektionsrandes (p=0,0064)
und der Wahrscheinlichkeit eines frithen PSA-Rezidivs (p<0,0001). Die 13g-Deletion war etwas
héufiger in den ERG-negativen (22,9%) als in den ERG-positiven Karzinomen vorhanden
(18,7%, p<0,0001). Der prognostische Wert der 13g-Deletion war unabhéngig (p=0,0004) von
den etablierten prdoperativen Parametern, wie dem prioperativen PSA-Wert, dem klinischen
Tumorstadium und dem Gleason Score in der Biopsie. Insgesamt zeigten die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit, dass die 13g-Deletion hdufig beim Prostatakarzinom vor- kommt und mit

einem ungiinstigen Tumorphénotyp und einer schlechten Prognose desPatienten assoziiert ist.

34



6 Abstract

Prostate cancer is the most common cancer and one of the common cause of cancer related
death in men in the western societies. On the genetic level, prostate cancer is characterized by
the TMPRSS2:ERG Fusion and deletions of several chromosomal regions. Loss of
chromosome 13q belongs to the most frequent genetic alterations in prostate cancer. However,
the clinical relevance of this deletion in prostate cancer is still unclear. To better understand the
prognostic role of 13q deletion in prostate cancer we took advantage of our large prostate cancer
tissue microarray comprising more than 12,000 cancer samples with full pathological and
clinical follow up data. Fluorescence in-situ hybridization (FISH) with probes for ENOXI
(13q14.11) and the retinoblastoma gene (13q14.2) was employed. A 13q deletion was found in
21% of 7,375 analyzable cancers. Deletions were always heterozygous and associated with high
Gleason grade (p<0.0001), advanced tumor stage (p<0.0001), high preoperative PSA levels
(p=0.0125), lymph node metastasis (p=0.0377), positive resection margin (p=0.0064), and early
biochemical recurrence (p<0.0001). 13q deletions were marginally more frequent in prostate
cancers with negative ERG status (22.9%) than in ERG- positive tumors (18.7%; p<0,0001).
Loss of 13q predicted patient prognosis independently from established prognostic parameters
that are available at the time of biopsy (p=0.0004), including preoperative PSA level, clinical
tumor stage, and biopsy Gleason grade. In summary, the results of our study identify 13q
deletion as a frequent event in prostate cancer, which is linked to an adverse phenotype and

poor prognosis in this disease.
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