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p den kurzen Arm des Chromosoms betreffend 
PSA prostataspezifisches Antigen 
pTNM pathologische TNM-Klassifikation 

p-Wert p = probability, engl. für Wahrscheinlichkeit; Signifikanzwert 
q den langen Arm des Chromosoms betreffend 
RNAse Ribonuklease 

rpm rounds per minute, Umdrehungen pro Minute 
SNP Single Nucleotide Polymorphism 
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TNM Tumor-, Nodulus- und Metastasen-Stadium (für Klassifikation) 
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1  Einleitung 
 
 

1.1 Das Prostatakarzinom 
Das Prostatakarzinom ist mit 758.700 Neuerkrankungen pro Jahr die häufigste maligne Tu- 
morerkrankung des Mannes weltweit (1). Allein in Deutschland erkrankten im Jahr 2012 über 
63.710 Männer an einem Prostatakarzinom (2). Ein Grund für die hohe Prävalenz des Prosta- 
takarzinoms ist unter anderem die steigende Lebenserwartung. Immerhin über 60% der über 70 
Jahre alten Männer erkranken pro Jahr an einem Prostatakarzinom, während nur circa 2% der 
unter 50 Jahre alten Männer von dieser Erkrankung betroffen sind (2). Damit ist das Pro- 
statakarzinom eindeutig eine Erkrankung des älteren Mannes. Ein weiterer Grund für die hohe 
Prävalenz des Prostatakarzinoms ist aber auch die in den letzten Jahrzehnten deutliche Ver- 
besserung der frühdiagnostischen Verfahren. Männern ab dem 45. Lebensjahr wird zur Früh- 
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 Veränderungen 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 erhöhten 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 auffälligen Tastbefunden innerhalb der DRU wird zur 
Prüfung des Karzinomverdachtes eine Stanzbiopsie der Prostata durchgeführt (3). Das 
Standardverfahren ist hier die transrektale Prostatastanzbiopsie unter Ultraschallkontrolle 
(TRUS) bei der 10 bis 12 dünne Gewebezylinder (Durchmesser: 0,6 mm) aus der Prostata ge- 
stanzt werden (7). Mit Hilfe dieser Frühdiagnostik werden heute die meisten Karzinome be- 
reits in sehr frühen Stadien entdeckt, in denen noch keine Symptomatik der Erkrankung vor- 
handen ist. 

Da allerdings die größte Anzahl der Prostatakarzinome zeitlebens symptomlos bleibt, werden 
heute viele Karzinome diagnostiziert die früher unentdeckt geblieben wären. Dies hat zu einer 
deutlichen Erhöhung der Prävalenz des Prostatakarzinoms beigetragen. Da stellt sich die Fra- 
ge, wenn die Karzinome zeitlebens zu keinem Problem für den Patienten führen, warum dann 
den Patienten mit der Diagnose „Krebs“ belasten? Die Antwort darauf ist, 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 für 
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den Patienten führt. Eine Symptomatik tritt bei diesen Karzinomen in der Regel erst im fort- 
geschritten Stadium der Erkrankung auf, in der nur noch eine palliative Behandlung möglich 
ist (3). Diese Karzinome sind auch der Grund dafür, dass das Prostatakarzinom immer noch zu 
den häufigsten Karzinom-assoziierten Todesursachen in Deutschland und auch weltweit zählt 
(1, 2). Die Diagnose der Prostatakarzinome in frühen Stadien der Erkrankung ermöglicht 
allerdings so gut wie immer eine kurative Behandlung des Patienten. Therapie der Wahl ist 
neben einer subkutanen oder lokalen Bestrahlung heute die vollständige Entfernung der Pro- 
stata (Ektomie) (3). Bei Tumoren, deren Wachstum auf die Prostata beschränkt ist (pT2), führt 
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“ möglich. Beim 
„Active Surveillance“ erfolgt eine engmaschige Beobachtung des Patienten durch wiederholte 
Messung des PSA-Wertes, der DRU und Stanzbiopsie bis es zu einer tatsächlichen Progressi- 
on des Karzinoms kommt. Erst bei Progression des Tumors wird eine invasive Therapie, wie 
z.B. die Prostatektomie durchgeführt (3). Hintergrund ist die Vermeidung der Übertherapie von 
Patienten, deren Karzinome zeitlebens symptomlos geblieben wären. Dennoch entscheiden sich 
viele Männer bei der Diagnose eines Prostatakarzinoms von vorneherein für eine Ektomie. 
Grund dafür ist, dass eine sichere Einschätzung des Progressionsrisikos mit den heute 
vorhandenen prognostischen Parametern nicht möglich ist. 

Die Einschätzung der Aggressivität der Karzinome in frühen Stadien der Erkrankung erfolgt 
heute anhand von wenigen etablierten Prognoseparametern. Präoperativ sind diese die Höhe 
des PSA-Wertes im Serum, das klinische Tumorstadium (cT) 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- 
präparates bestimmt wird bzw. die Klassifizierung der Tumoren nach UICC (siehe Tabelle 1) 
(9). 
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Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms nach UICC 2009, 7. Auflage 
 

 
Der Gleason Grad gibt an inwieweit sich die Drüsenstruktur von der Drüsenstruktur im beni- 
gnen Prostatagewebe unterscheidet. Der Entdifferenzierungsgrad des Drüsengewebes wird 
dann von 1 (niedrig) bis 5 (hoch) angegeben. Bei einem Gleason Grad von 5 ist also keine 
Drüsenstruktur mehr erkennbar (siehe Abbildung 1) (10). Aus dem Gleason Grad wird der 
Gleason Score gebildet. In der Biopsie wird unabhängig vom Anteil des betroffenen Gewebes 
der „Beste“ und der „Schlechteste“ Gleason Grad angegeben (z.B. 3+5). Bei der Beurteilung 
des Ektomiepräparates wird der primäre (häufigste) und sekundäre (zweithäufigste) Gleason 
Grad ermittelt (z.B. 3+4). Sollte ein ungünstigerer dritter Gleason Grad vorhanden sein, wird 
dieser als Tertiärgrad mit angegeben (z.B. 3+4 Tert. 5) (11). 
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Abbildung 1: Der Gleason Grad nach Donald F. Gleason. Dargestellt sind die morphologi- 
schen Veränderungen der Drüsenstruktur in den Gleason Graden 1-5. 

 

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, während bei Tumoren mit 
einem Gleason Score ≤ 3+3 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 Einschätzung des Progressi- 
onsrisikos nicht mehr möglich (13, 14). Hier stehen Arzt und Patient vor einer schwierigen 
Entscheidung: Kurative Behandlung mit potentiellen Nebenwirkungen oder Abwarten bis zur 
Progression. Die meisten Männer entscheiden sich an diesem Punkt für die sichere Heilung der 
Erkrankung – also die Ektomie und damit potentielle Übertherapie. Dies macht deutlich wie 
dringend wir neue Prognosemarker brauchen, welche die „alten“ Prognoseparameter bei der 
Einschätzung der Aggressivität der Prostatakarzinome unterstützen. 

Am Institut für 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- 
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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 darüber hinaus auch 
den Tertiärgrad 5 zu berücksichtigen 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 zusätzliche Punkte für das Vorhandensein des Gleason 
5 Musters (Endwert = 50), während ein Tumor mit 40% nur Gleason 4 Muster den Wert 40 
erhält. Übersteigt das Gleason 5 Muster einen Anteil von 20% werden zusätzlich 7,5 Punkte 
vergeben. Der IQ Gleason führt dadurch so zu einer noch besseren Klassifizierung der Tumoren 
(16). Eine weitere Modifikation ist durch die Integration von molekularen Prognosemarkern 
angedacht (persönliche Kommunikation AG Ronald Simon). Es besteht die Hoffnung, dass die 
Kombination aus einem histologischen und einem oder mehreren molekularen Parametern zu 
einer noch stärkeren Verbesserung der prognostischen Aussagekraft führt. Zwingend notwendig 
ist dafür natürlich die Identifizierung von prognostisch relevanten gene- tischen bzw. 
molekularen Veränderungen. 

 
 

1.2 Genetische Veränderungen 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 häufigste genetische Ver- 
änderung 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-abhängigen ERG-Expression in den betroffenen Karzinom- 
zellen (25). In circa der Hälfte aller Prostatakarzinome ist die TMPRSS2:ERG Fusion nach- 
weisbar (19, 24). Basierend darauf können die Prostatakarzinome in ERG-positive (mit Fusi- 
on) und ERG-negative (ohne Fusion) Tumoren eingeteilt werden. Obwohl die ERG-Expressi- 
on zu einer deutlichen Veränderung des Transkriptoms in der Zelle führt (19, 25, 26), ist sie für 
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, während 
diese bei SOX9 (30) und mTOR (31) auf die Gruppe der ERG-positiven Tumoren beschränkt 
ist. 

Neben der TMPRSS2:ERG Fusion zählen 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 häufigsten 
genetischen Veränderungen (17, 18, 20). Einige dieser Deletionen enthalten bekannte Tu- 
morsuppressorgene, wie PTEN auf 10q23 (32, 33), CDKN1B auf 12p13 (34, 35) und TP53 auf 
17p13 (36). Für die meisten Deletionen sind die Zielgene jedoch nicht eindeutig bekannt. Grund 
dafür ist, dass die Deletionen häufig sehr groß sind und mehrere Megabasen und damit einige 
100 Gene umfassen (18, 37-39). Außerdem kommen nahezu alle Deletionen ausschließlich 
heterozygot vor (39-45) und spezifische inaktivierende Punktmutationen einzelner Gene auf 
dem verbleibenden Allel fehlen (18, 19). Eine Ausnahme stellt lediglich die 10q23 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- 
abhängig von der Identifizierung der Zielgene dieser Regionen konnte für 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, 5q21, 8p21, 18q14 
oder 12p13 aufweisen haben eine deutlich höhere Wahrscheinlichkeit für ein frühes PSA-
Rezidiv als Patienten, deren Tumoren einen normalen Kopiezahlstatus in diesen Regionen 
haben (40-42, 44-46, 50). Für einige dieser Deletionen bleibt die prognostische Aussage- kraft 
sogar unabhängig von den etablierten Prognoseparametern bestehen (40-42, 44, 45, 49). 

 
 

1.3 Die 13q-Deletion beim Prostatakarzinom 
Die 13q-Deletion zählt mit einer Rate von 18%-72% zu den häufigsten 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 zusätzlich dazu auch noch 
weitere potentielle sowie bereits bekannte Tumorsuppressorgene. Dazu zählen zum Beispiel 
BRAC2 (13q13.1)  (58),  FOXO1  (13q14.11)  (59)  und  ENOX1  (13q14.11) (60). 
Umso erstaunlicher ist, dass die 13q-Deletion zu den am Wenigsten untersuchten chromoso- 
malen Verlusten beim Prostatakarzinom zählt. Darauf basierend ist die tatsächliche Prävalenz 
der 13q-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 für das Prostatakarzinom typische Architektur der 13q-Deletion. Neben kleinen Dele- 
tionen in der Region 13q14 existieren auch große Deletionen, die mehrere Megabasen bis hin 
zum kompletten 13q-Arm umfassen können (siehe Abbildung 2, (18, 37-39)). Die Mehrzahl 
der publizierten Studien untersuchten die 13q-Deletion mittels der klassischen CGH oder der 
Verlust der Heterozygotie Analyse (LOH) und kamen dabei zu einer 13q-Verlustrate von 18% 
bis 72% (17-20, 39, 51-56). Studien, welche die klinische Relevanz der 13q-Deletion unter- 
suchten kamen zu sehr divergenten Ergebnissen. Während einige Arbeitsgruppen eine Asso- 
ziation der 13q-Deletion mit einem schlechten Tumorphänotyp (52, 56, 61-63) und einer un- 
günstigen Prognose (64) in 21 bis 156 Prostatakarzinomen fanden, konnten andere bei der 
Untersuchung von 20 bis 111 Tumoren diesen Zusammenhang nicht bestätigen (53, 65-69). 

Abbildung 2: Architektur der 13q-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 Intensität von -0,3. 
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 
Die 13q-Deletion zählt zu den häufigsten chromosomalen Verlusten beim Prostatakarzinom. 
Innerhalb dieser Deletionsregion ist außerdem mit RB1 eines der bekanntesten Tumorsup- 
pressorgene lokalisiert. Bemerkenswert ist daher, dass im Gegensatz zu vielen anderen Dele- 
tionen, wie zum Beispiel 10q23, 6q, 5q, 3p13, 16q, 8p, 12p und 18q (39-42, 44-46, 50) über die 
tatsächliche Prävalenz und klinische Relevanz der 13q-Deletion beim Prostatakarzinom 
lediglich divergente Ergebnisse aus sehr kleinen Studienkohorten existieren. Ziel der vorlie- 
genden Arbeit war es daher zu klären, in welchem Zusammenhang das Auftreten der 13q-De- 
letion mit dem Tumorphänotyp (Gleason Score, Tumorstadium usw.) und der Prognose der 
Patienten gemessen am PSA-Rezidiv-freien Überleben steht. Zusätzlich dazu sollte geprüft 
werden, ob das Vorkommen der 13q-Deletion mit dem Auftreten bzw. dem Fehlen der 
TMPRRS2:ERG-Fusion – der häufigsten genetischen Veränderung beim Prostatakarzinom – 
assoziiert ist. Zur Klärung dieser Fragestellungen wurde die 13q14-Deletionsregion mittels 
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) an über 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 für 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 für Urologie auf 
Grund einer Prostatakarzinomerkrankung operativ radikal entfernt wurden. Zur Herstellung der 
TMAs wurde pro Ektomiepräparat ein 0,6 mm durchmessender Gewebezylinder aus einem 
repräsentativen Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten Tumorgewebeblock ent- 
nommen und auf einen TMA-Paraffinblock übertragen. Insgesamt wurden die Proben auf 27 
TMA-Blöcke mit je 144 bis 522 Gewebeproben verteilt. Die dem TMA zugehörige Datenbank 
enthält Informationen zu klinisch-pathologischen Parametern (Gleason Grad, pT-Stadium, pN-
Stadium, präoperativer PSA-Wert usw.), häufigen molekularen und genetischen Veränderungen 
(ERG-Status, verschiedene Deletionsregionen) (19, 24, 39-46, 50) und dem klinischen Verlauf 
der Erkrankung gemessen am PSA-Rezidiv. Klinische Verlaufsdaten waren für 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) 
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2.2 Geräte 
In Tabelle 3 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Geräte aufgelistet. 

 

Tabelle 3: Verwendete Geräte. 

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

 

Tabelle 4: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien und Kits. 
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2.4 Verbrauchsmaterialien 
In Tabelle 5 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Materialen aufgelistet die den normalen 

Laborbedarf übersteigen. 

 
Tabelle 5: Übersicht über die für diese Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialen. 

 

 
 
 

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-Stränge (Nick Translation), 3. Aufreinigung der Sonde 
und 4. Testung der Sonde. Alle Schritte wurden anhand von am Institut für Pathologie des UKE 
etablierten und standardisierten Protokollen wie folgt durchgeführt: 

 
� Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli 

o Vorkultur ansetzen: 10 ml LB-Medium, 30 µl Chloramphenicollösung, kleine 
Menge Bakterien (Zahnstocherspitze) 

o Inkubation der Vorkultur bei 190 rpm und 37 °C für 8 Stunden 
o Hauptkultur ansetzen: 250 ml LB-Medium, 750 µl Chloramphenicollösung,  

2 ml Vorkultur 
o Inkubation der Hauptkultur bei 190 rpm und 37 °C für 16 Stunden 
o Herstellung eines Bakterienpellets: Zentrifugieren der Bakterienlösung bei 

6.000 rpm und 4 °C für 15 Minuten, Überstand 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, Düren, Deutsch- 
land) 

o DNA-Pellet in 150 µl nukleasefreiem Wasser bei 4°C für 16 Stunden lösen 
o 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 µg/ml 

� Nick Translation 
o Alle Arbeiten wurden in lichtundurchlässigen Reagiergefäßen auf Eis durchge- 

führt 
o Verdünnung der Plasmid-DNA auf eine Konzentration von 1 µg / 17,5 µl mit 

nukleasefreiem Wasser 
o Fluoreszenz-Markierung der DNA mit dem Nick Translation Reagent Kit nach 

Angabe des Herstellers (Abbott, Illinois, USA) und dUTP Sprectrum Orange. 
� Aufreinigung der Sonden 

o Entfernen von unerwünschten Bestandteilen mit dem QIAquick® Nucleotide 
Removal Kit nach Angabe des Herstellers (Qiagen, Venlo, Niederlande) 

o Aufkonzentrieren der FISH-Sonde durch Reduktion des Volumens in einer Va- 
kuumzentrifuge bei 45°C für 20 Minuten 

� Sondentest 
o Hybridisierung der Sonde auf ein Testgewebe wie unter Punkt 2.7 beschrieben 
o Mikroskopische Beurteilung der Sondenqualität: Signalstärke in Tumor- und 

Bindegewebszellkernen, Überlappung der Sondensignale in den Bindegewebs- 
zellkernen (max. zwei Signale pro Zellkern) 

 
 
2.7 Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung (FISH) 
Die FISH der TMAs (Schnittdicke = 4 µm) 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 für Pathologie des UKE etablierten und standardisierten Pro- 
tokolls wie folgt durchgeführt: 

� Vorbehandlung des Gewebes 
o Entparaffinieren des Gewebes: 3 Mal für 10 Minuten in Xylol und 2 Mal für 5 

Minuten in Ethanol 96 % stellen 
o Trocknen des Gewebes bei 48 °C für 3 Minuten 
o Inkubation des Gewebes bei 80 °C für 15 Minuten in einer Pretreatment-Lö- 

sung 
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o Zweimaliges Waschen des Gewebes für 1 Minute in dH2O 
o Inkubation des Gewebes bei 30 °C für 150 Minuten in einer Proteaselösung 
o Zweimaliges Waschen des Gewebes für 1 Minute in dH2O 
o Dehydrierung des Gewebes mittels aufsteigender Ethanolreihe (70 %, 80 % 

und 96 %) für jeweils 3 Minuten 
o Trocknen des Gewebes bei 48°C für 3 Minuten 

 

� Hybridisierung der FISH-Sonden 
o Herstellung des Hybridisierungsansatzes für selbst-markierte 13q Sonde (Son- 

dentest: halbe Menge) 
▪ 14 µl Basismix (15,0 ml Formamid, 4,5 ml 20xSSC und 3,0 g Dextran- 

sulfat) 

▪ 2 µl COT-DNA, 

▪ 4 µl orangefluoreszierende 13q-Sonde 

▪ 0,5 µl grünfluoreszierender Centromer 10-Sonde 

▪ vortexen und bei 2.500 g für 10 Sekunden zentrifugieren 
o Herstellung des Hybridiserungsansatzes für kommerzielle RB1-Sonde 

▪ 19 µl Basismix 

▪ 1 µl orangefluoreszierende RB1 Sonde 

▪ 0,5 µl grünfluoreszierender Centromer 10-Sonde 
o Pro TMA-Schnitt 20 µl Hybridisierungsansatz direkt auf das Gewebe pipettie- 

ren, Deckgläschen auflegen und mit Fixogum fixieren 
o Hybridisierung im Hybrite: 72 °C für Minuten und 37 °C für 16 bis 18 Stunden 

� Waschen des Gewebes 
o Herstellung des Hybridisierungswaschpuffers: 100 ml 20xSSC, 3 ml NP40, ad 

1000 ml dH2O; pH = 7,25) 
o Äquilibrierung des Gewebes: TMAs lichtgeschützt bei Raumtemperatur für 

20-30 Minuten und in den Hybridisierungswaschpuffer stellen 
o Entfernen überschüssiger FISH-Sonde: TMAs bei 72 °C für 2 Minuten in Hy- 

bridisierungswaschpuffer stellen 
o Einmaliges Waschen des Gewebes in dH2O 
o Trocknen des Gewebes für 20 Minuten im Dunkeln 
o Zellkernfärbung: 1 Tropfen DAPI auf das Gewebe pipettieren und TMAs mit 

einem Deckgläschen versehen 
o Lagerung der TMAs: - 20 °C 
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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 für 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) durchgeführt (siehe auch Abbildung 3): 

� Heterozygote Deletion (Verlust eines Allels): Weniger 13q14 bzw. RB1 Signal als 

Centromer 10 Signal in ≥ 60 % aller Tumorzellkerne 
� 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 

� Normal (Beide Allele vorhanden): Gleiche Anzahl von 13q14 bzw. RB1 Signalen und 
Centromer 10 Signalen in nahezu allen bewertbaren Zellkernen 

 

Abbildung 3: Repräsentative Beispiele der FISH-Analyse. a) Normaler 13q14.11 (ENOX1) 
Kopiezahlstatus mit zwei orangen 13q14.11 und zwei grünen 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 grünen Cen- 
tromer 10 Signalen, b) Heterozygote 13q14.2 Deletion mit einem orangen 13q14.2 und zwei 
Centromer 10 Signalen. Blau: Färbung der Zellkerne mittels DAPI. 



20  

 
 
 
 
 
 

2.9 Statistik 
Für 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 Überleben der Patienten wurde mittels einer Kaplan-Meyer-Analyse und 
einem LogRank-Test untersucht. Zusätzlich dazu wurde eine Cox-Proportional-Hazard- 
Analyse durchgeführt in der getestet wurde, ob der Zusammenhang der 13q-Deletion mit dem 
PSA-Rezidiv unabhängig von den prä- und postoperativen Prognoseparametern ist. Diese 
Multivariateanalyse wurde in vier verschiedenen Szenarien durchgeführt, um die klinische 
Situation bestmöglich abzubilden. Das erste Szenario sollte die postoperative Situation abbil- 
den und schließt daher neben dem 13q-Kopiezahlstatus den präoperativen PSA-Wert, das pa- 
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thologische Tumorstadium, den pathologischen Lymphknotenstatus, den Status des Resekti- 
onsrandes und den Gleason Score im Ektomiepräparat ein. In diesem Szenario ist die Aggres- 
sivität des Tumors am besten zu beurteilen. Allerdings ist die therapeutische Entscheidung 
schon getroffen. Das zweite Szenario bildet ebenfalls die postoperative Situation ab und ent- 
hält mit Ausnahme des Lymphknotenstatus alle Parameter aus dem ersten Szenario. Grund 
dafür ist, dass früher bei der Ektomie nicht immer eine Entnahme der Lymphknoten erfolgt ist. 
Dies reduziert „künstlich“ die Fallzahl in Szenario 2. Das dritte Szenario bildet keine reale 
klinische Situation ab. Es enthält neben dem 13q-Kopiezahlstatus, den präoperativen PSA- 
Wert, das klinische Tumorstadium und den Gleason Score im Ektomiepräparat und somit 
sowohl prä- als auch postoperative Prognoseparameter. Das vierte Szenario bildet die präthe- 
rapeutische Situation ab und enthält neben dem 13q-Kopiezahlstatus, den präoperativen PSA- 
Wert, das klinische Tumorstadium und den Gleason Score im Biopsiepräparat. Hier kann die 
Aggressivität 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 Prävalenz der 13q-Deletion 
Insgesamt konnte für 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 13q-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 für (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 
Übereinstimmung im ermittelten Kopiezahlstatus beider Regionen (p<0,0001, Abbildung 4). 
Dies bestätigt die Anwendbarkeit der 13q14-Sonde als Surrogat für die 13q-Deletion bzw. RB1-
Deletion. 

 
Abbildung 4. Übereinstimmung des Kopiezahlstatus in der 13q14.11 (ENOX1) und 13q14.2 

(RB1) FISH-Analyse. 
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3.2 Assoziation der 13q-Deletion mit der TMPRSS2:ERG-Fusion 
Um zu prüfen, in welchem Zusammenhang das Auftreten der 13q-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 früheren Stu- 
die der Arbeitsgruppe (19, 24) mittels Chi-Quadrat-Test korreliert. Diese Analyse ergab eine 
signifikante Assoziation der 13q-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 13q- 
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 13q-Deletion und 
599 (18,7%) der 2593 ERG-positiven Karzinome eine 13q-Deletion. Die Ergebnisse dieser 
Analyse sind in Abbildung 5 dargestellt. 

 
Abbildung 5: Assoziation der 13q-Deletion mit der TMPRSS2:ERG-Fusion. Die Daten zum 
ERG-Status stammen aus früheren Studien der Arbeitsgruppe und wurden mittels Immuno- 
histochemie und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ermittelt. 
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3.3 Assoziation der 13q-Deletion mit den klinisch-pathologischen Parame- 
tern beim Prostatakarzinom 
Um zu prüfen, ob das Auftreten der 13q-Deletion mit dem Tumorphänotyp 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 
präoperativen PSA-Wert, dem Lymphknotenstatus und dem Status des Resektionsrandes kor- 
reliert. Diese Analyse zeigte eine klare Assoziation der 13q-Deletion mit einem ungünstigen 
Phänotyp. Der Anteil an 13q-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 präoperativen 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 13q-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 13q-Deletion mit dem quantitativen Gleason Score bei der 

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

 
 
 
 
 
3.4 Prognostische Relevanz der 13q-Deletion beim Prostatakarzinom 
Um zu prüfen in welchem Zusammenhang das Auftreten der 13q-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 geprüft. Bei der Analyse aller Prostatakarzinome wurde eine signifikante 
Assoziation der 13q-Deletion mit der Wahrscheinlichkeit eines frühen 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 13q-Deletion auf- 
wiesen hatten 10 Jahre postoperativ 30% dieser Patienten ein PSA-Rezidiv. Bei Vorliegen ei- 
ner 13q-Deletion in der Tumoranalyse bekamen etwas weniger als 40% der Patienten im glei- 
chen Zeitraum ein biochemisches Rezidiv (siehe 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 13q- 
Deletion. Dieser war jedoch in den ERG-negativen Tumoren (p<0,0001, Abbildung 7b) etwas 
ausgeprägter als in den ERG-positiven Tumoren (p<0,0001, Abbildung 7c). 



26  

Abbildung 7: Assoziation der 13q-Deletion mit der Prognose des Patienten in a) allen Prosta- 
takarzinomen, b) den ERG-negativen Prostatakarzinomen und c) den ERG-positiven Prosta- 
takarzinomen. 
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In einer weiteren Untergruppenanalyse sollte geprüft werden, welche prognostische Aussage- 
kraft die 13q-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 13q-Deletion mit dem PSA-Rezidiv in Tumoren mit einem 

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

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

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

- Szenario 2 (postoperative Situation): 13q-Kopiezahlstatus, präoperativer PSA-Wert, 
pathologisches Tumorstadium, Status des Resektionsrandes und Gleason Score des 
Tumors im Ektomiepräparat. 

Dieses Szenario bildet wie im Szenario 1 die postoperative Situation ab. Allerdings 
wurde hier der Lymphknotenstatus ausgeschlossen. Grund dafür ist, dass früher im Zuge 
der Ektomie nicht immer die Lymphknoten entfernt wurden. Dieses Szenario dient der 
Erhöhung der Fallzahl. 

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

- Szenario 4 (präoperative Situation): 13q-Kopiezahlstatus, präoperativer PSA-Wert, 
klinisches Tumorstadium und Gleason Score des Tumors im Biopsiepräparat. 
Dieses Szenario bildet die heutige Situation der Erstdiagnose ab, in der der Arzt und 
Patient gemeinsam entscheiden müssen, welche Therapie geeignet ist. Die Aggressivität 
des Tumors ist in diesem Szenario im Vergleich zu den anderen Szenarien am schlech- 
testen beurteilbar. Allerdings werden genau für diese klinische Situation dringend Pro- 
gnoseparameter benötigt. 

 
Bei der Analyse aller Prostatakarzinome war die prognostische Aussagekraft der 13q-Deletion 
unabhängig von den präoperativen Prognoseparametern (Szenario 4) vorhanden (p=0,0004). 
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In den Szenarien 1-3 konnte kein signifikanter Wert für die 13q-Deletion in Bezug auf das PSA-
Rezidiv mehr ermittelt werden. Die Untergruppenanalyse der ERG-negativen und ERG- 
positiven Karzinome zeigte eine unabhängige prognostische Aussagekraft für 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 13q-Deletion in Abhängigkeit von den etablierten 

prä- und postoperativen Prognoseparametern des Prostatakarzinoms. 
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4  Diskussion 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es die klinische Relevanz der 13q-Deletion beim Prosta- 
takarzinom zu klären. Dazu wurde der 13q-Kopiezahlstatus an über 12.000 Prostatakarzino- 
men im TMA-Format mittels FISH bestimmt und die Ergebnisse mit dem Tumorphänotyp und 
der Prognose des Patienten gemessen am PSA-Rezidiv korreliert. 

 
Eine 13q-Deletion wurde in 21% der über 7.300 erfolgreich analysierten Prostatakarzinome 
nachgewiesen. Genomweite Kopiezahlstudien und Sequenzierstudien haben gezeigt, dass die 
13q-Deletion unterschiedlich große 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 13q-Deletionsrate in der vorliegenden Studie ist etwas geringer als in 
der Mehrzahl anderer Studien. In zwei großen 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 höchsten Verlustraten (18%-72%) des langen Arms des Chromosoms 13 
wurden in Studien gefunden, welche die Methode der LOH zur Bestimmung von Kopiezahl- 
veränderungen verwendeten (52-56). Die LOH ist jedoch keine präzise Methode. Es ist mög- 
lich, dass die geringe 13q-Deletionsrate in der vorliegenden Arbeit allein durch die Verwen- 
dung der FISH-Methode bedingt ist. Studien, die ebenfalls die FISH zur Bestimmung der 13q-
Deletion anwendeten und damit einen direkten Vergleich mit den vorliegenden Ergebnissen 
ermöglichen würden, fehlen leider in der Literatur. Die FISH gilt als die präziseste Methode 
zur Bestimmung von Kopiezahlveränderungen. Grund dafür ist, dass diese Methode eine 
Untersuchung des Kopiezahlstatus direkt im Zellkern der Tumorzellen im Gewebe ermöglicht 
und damit Verunreinigungen durch nicht neoplastische Zellen ausgeschlossen werden können. 
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 13q-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 außerdem 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 13q-Deletion nach der TMPRSS2:ERG (52%) (24) und der 8p-Deletion (36%) 
(41) gemeinsam mit der 16q-Deletion (21%) (45) an dritter Stelle der häufigsten chromoso- 

malen Veränderungen beim Prostatakarzinom steht. 

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

Obwohl die Bedeutung der Gene PTEN (76) und CHD1 (50, 77) für die 10q- bzw. 5q-Deleti- 
on beim Prostatakarzinom eindeutig geklärt ist, gibt es starke Hinweise darauf, dass die 
Mehrzahl der Deletionen beim Prostatakarzinom mehr als nur ein Tumor-relevantes Gen ent- 
hält. Diese Annahme basiert zum Beispiel darauf, dass die meisten Deletionen beim Prosta- 
takarzinom sehr groß sein können, in der Regel ausschließlich 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 ursprünglich auf Grund seiner 
Lokalisation im Zentrum der gemeinsam minimal deletierten Region ausgewählt. Mittlerweile 
gibt es jedoch erste Hinweise, dass ENOX1 zu den Tumor-relevanten Genen der 13q-Deletion 
zählen könnte. ENOX1 ist ein Mitglied der Ekto-Nox-Familie der 
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NADH Oxidasen, die in zahlreichen zellulären Prozessen, wie zum Beispiel der Kontrolle von 
Zellwachstum und Zellüberleben eine Rolle spielen (78). Darüber hinaus konnte kürzlich in 
einer Studie gezeigt werden, dass eine zielgerichtete ENOX1-Therapie zu einer fehlerhaften 
Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen führt (60). Damit könnte eine Deletion von ENOX1 
zur Entstehung der genomischen Instabilität 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 häufig gemeinsam 
deletiert sind. Jedoch in mindestens 2% der Fälle nur eine RB1-Deletion vorliegt. Zudem zeigte 
sich in der RB1-Analyse eine höhere 13q-Deletionsrate (29%) als in der ENOX1-Analyse 
(21%). Vermutlich kommen isolierte RB1-Deletionen daher häufiger vor als in der Ver- 
gleichsanalyse gezeigt werden konnte. Für die Zukunft wäre es interessant zu klären, 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 häufig von 
der 13q-Deletion betroffen sind (18, 19, 39). 

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu klären, in welchem Zusammenhang die 
13q-Deletion mit der TMPRSS2:ERG Fusion steht. Die TMPRSS2:ERG Fusion ist mit einer 
Rate von circa 50% die häufigste genetische Veränderung 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-abhängigen ERG-Expression in den betroffe- 
nen Tumorzellen (25). Frühere Studien haben gezeigt, dass die Mehrzahl aller Deletionen 
entweder mit einem ERG-positiven oder mit einem ERG-negativen Tumorphänotyp assoziiert 
ist. Zum Beispiel kommen Deletionen von PTEN, TP53, 3p13 und 16q23 gehäuft in den ERG-
positiven Tumoren vor (18, 19, 39, 43, 45, 46), während Deletionen in den Regionen 5q21 und 
6q15 vermehrt in den ERG-negativen Prostatakarzinomen zu finden sind (18, 44, 50, 79). 
Einige dieser Assoziationen sind durch zelluläre funktionelle Interaktionen bestimmter Gene 
mit ERG erklärbar. Der Verlust von PTEN bei gleichzeitiger Aktivierung von ERG soll zum 
Beispiel kooperativ begünstigende Effekte zur Tumorinvasion hervorrufen (80, 81), dies erklärt 
das vermehrte Auftreten dieser Deletion in den ERG-positiven Tumoren. Der 
Expressionsverlust von CHD1 hingegen führt zu einer Störung des Androgenrezeptor-
Signalweges und damit zur Hemmung der Androgen-vermittelten Entstehung der 
TMPRSS2:ERG Fusion (50, 77). Aus diesem Grund sind homozyogte CHD1-Deletionen 
ausschließlich in den ERG-negativen Tumoren zu finden (50). Dass in der vorliegenden Arbeit 
nur eine marginale Assoziation zwischen dem Auftreten der 13q-Deletion und einem ERG-
negativen Tumorphänotyp 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 13q-Deletion unabhän- 
gig von den etablierten präoperativen Prognoseparametern mit der Wahrscheinlichkeit eines 
PSA-Rezidivs assoziiert ist, muss darauf hingewiesen werden, dass die prognostische Aussa- 
gekraft der 13q-Deletion limitiert ist. Der Unterschied im Auftreten eines biochemischen Re- 
zidivs ist innerhalb von 10 Jahren postoperativ lediglich 10% bei Tumoren mit oder ohne 13q- 
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). Ähnliches gilt für die 8p- (20%), 5q- (15%) und 6q- (15%) De- 
letion (41, 44, 50). Der stärkste in der Routine angewendete Prognosemarker ist im Moment 
der Gleason Grad. Leider verschwindet der prognostische Wert der 13q-Deletion fast voll- 
ständig bei der Einteilung der Karzinome in Gruppen mit einem identischen Gleason Grad. 
Basierend auf der großen Anzahl von Prostatakarzinomen mit klinischen Verlaufsdaten ist es 
der Arbeitsgruppe am Institut für Pathologie kürzlich 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 Ektomiepräparat kommt es zu einer kontinuierlichen Verschlechterung der 
Prognose mit steigendem Anteil des Gleason 4 Musters (15). Dass die 13q-Deletion keinerlei 
prognostischen Wert in den Tumoren mit einem identischen quantitativen Gleason Score 
besitzt, zeigt deutlich wie schwierig es für einen molekularen Marker ist, gegen einen 
morphologischen Parameter der Malignität des Gewebes anzukommen. Allerdings kann der 
kontinuierliche Anstieg der 13q-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 13q-Deletion zu den häu- 
figsten genetischen Veränderungen des Prostatakarzinoms zählt, die außerdem mit einem un- 
günstigen Tumorphänotyp und einem schlechten klinischen Verlauf in Zusammenhang steht. 
Der Nachweis der 13q-Deletion mittels FISH ist ein einfaches und schnelles Verfahren, dass 
außerdem zu einer klaren Ja/Nein-Antwort führt. Basierend darauf ist es denkbar, dass die 13q-
Deletion Bestandteil zukünftiger Multiparameter-Tests zur Bestimmung der Aggressivität von 
Prostatakarzinomen wird. 
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5  Zusammenfassung 
Das Prostatakarzinom ist die häufigste maligne Tumorerkrankung und eine der häufigsten 
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 häufigsten chromosomalen Verluste stellt 
die 13q-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 Tumorphänotyp beim Prostatakarzinom zu klären. Dazu wurde der 13q-Kopiezahl- 
status an über 12.000 Prostatakarzinomen in Gewebemikroarray-Format für 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 
13q-Deletion war assoziiert mit einem hohen Gleason Grad (p<0,0001), einem fortge- 
schrittenen Tumorstadium (p<0,0001), einem hohen präoperativen PSA-Wert (p=0,0125), einer 
Lymphknotenmetastasierung (p=0,0377), einem Tumorbefall des Resektionsrandes (p=0,0064) 
und der Wahrscheinlichkeit eines frühen PSA-Rezidivs (p<0,0001). Die 13q-Deletion war etwas 
häufiger in den ERG-negativen (22,9%) als in den ERG-positiven Karzinomen vorhanden 
(18,7%, p<0,0001). Der prognostische Wert der 13q-Deletion war unabhängig (p=0,0004) von 
den etablierten präoperativen Parametern, wie dem präoperativen PSA-Wert, dem klinischen 
Tumorstadium und dem Gleason Score in der Biopsie. Insgesamt zeigten die Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit, dass die 13q-Deletion häufig beim Prostatakarzinom vor- kommt und mit 
einem ungünstigen Tumorphänotyp und einer schlechten Prognose des Patienten assoziiert ist. 
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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  ENOX1 
(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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