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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Prostata

Allgemeines und makroskopische Anatomie

Die in etwa kastaniengrof’e Vorsteherdriise (Prostata) umschlie3t die Harnréhre am Bla-
sengrund. Dabei lagert sie unmittelbar auf dem sog. Diaphragma urogenitale, in etwa 2-3
cm Entfernung vom Symphysenrand. Nach hinten grenzt sie an den Enddarm, getrennt
durch eine bindegewebige Schicht, das Septum rectoprostaticum (Denonvilliers). Man un-
terscheidet anatomisch eine Periurethralzone von einer Innen- und Aullenzone. Die Prosta-
ta steht unter hormonellen Einfluissen, dabei wird die Innenzone mehr von Ostrogenen, die
AuRenzone dagegen mehr von Androgenen beeinflusst. Das Organ wird von einer derben
Kapsel, der Capsula prostatae, umgeben und beidseits von den sog. Levatorenschenkeln
flankiert (Abb.1).

Lymphknoten im =

Hypogastrium ‘., B

"Aa. hypogastrica

und vesicales

lliacale

Lymphknoten
—Nervus obturatorius

Lymphknoten =8

entlang des N

Nervus obturatorius ™

Inguinale

Lymphknolev!! A. und V.

lliaca externa

Abb. 1: Lage der Prostata im Becken

Die Blutversorgung der Prostata erfolgt aus den Arteriae vesicales inferiores et superiores,
sowie den Rami vesicales aus der Arteria rectalis media. Das vendse Blut wird Uber den
ausgedehnten Venenplexus drainiert. Dieser Venenplexus setzt sich aus dem Plexus veno-
sus prostaticus einerseits und dem Plexus venosus vesicalis anderseits, zum sog. Plexus
venosus vesicoprostaticus zusammen. In diesen minden auch die Penisvenen ein (Blutfang
nach der Erektion). Von dort fliet das Blut in die Venae iliacae internae. Der Lymphab-
fluss erfolgt zu den regionalen Lymphknoten entlang der Vv. iliacae (Nodi lymphatici ili-
aca int.) sowie zu den anorektalen und sakralen Lymphknoten (Nn. lymphatici anorectales
et. sacrales). Ein ausgedehntes Nervengeflecht von sympathischen (Th10- L1), parasym-
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phatischen (S1- S3) und motorischen Asten (S2- S4) aus jeweiligen Riickenmarkssegmen-
ten umgibt die Prostata. Hierdurch wird die Erektion, die Blasendynamik (sakralautono-
mes- und sympathisches Blasenzentrum, unwillkdrlicher und willkurlicher Verschluss des
Sphinkters) und der Beckenboden gesteuert [Rohen, 1999].

Mikroskopische- und funktionelle Anatomie

Die Funktion der Prostata, die histologisch aus ~30-50 tubolo-alveoldren Driisenpaketen
sowie reichlich Muskel- und Bindegewebe besteht, ist im Wesentlichen die Produktion
eines leicht alkalischen (pH 7,4 -7,8) Sekretes.

Dieses Sekret wird bei der Ejakulation freigesetzt (~30-40 % des Ejakulatvolumens) und
dient den Spermien als Nahrmedium (hoher Fruktosegehalt). Auch ist es fur die Reproduk-
tionsphysiologie unerldsslich, indem es das saure Scheidenmilieu voriibergehend puffern
kann, hierzu dienen vor allem Zitrat- und Zinkbestandteile. Letztere beeinflussen auch den
Testosteronmetabolismus. Proteasen wie das Prostata Spezifische Antigen (PSA), welches
in hoher Konzentration vorliegt (>1-2 mg/ml), beeinflussen die Beweglichkeit der Sperma-
tozoen, indem sie das Ejakulat (durch Spaltung von Seminogelin | und 1) gewissermafen
verflissigen kénnen. Spermin und Spermidin erhéhen ebenfalls die Motilitat und auch die
Befruchtungsfahigkeit der Spermatozoen. Im Ejakulat enthaltende Prostaglandine haben
einen stimulierenden Einfluss auf den Uterus [Rohen, 1999, 2000; Balk 2003].

Hormonelle Faktoren

Die Prostata ist ein hormonsensitives Organ und wird im Wesentlichen von Androgenen
stimuliert (Wachstum, Sekretion) und reguliert. Im Blut zirkulierende Androgene (Testos-
teron) und Androstenoide (z. B. Dehydroepiandrosteron) von unterschiedlicher Herkunft
(Hoden, Nebenniere) werden in der Prostata zu Testosteron bzw. zu Dihydrotestosteron
umgewandelt. Die aktivierten Androgene regulieren das Wachstum der Prostatazellen und
haben somit direkten Einfluss auf die Genexpression. Auch Ostrogene kommen in niedri-
ger Konzentration in der Prostata vor, ihr genauer Wirkmechanismus ist ungeklart. Es be-
steht vermutlich ein synergistischer Effekt zu den Androgenen. Im Laufe des Lebens sinkt
der Androgenspiegel des Mannes und der Ostrogenspiegel steigt an, so dass der Ostrogen-
Testosteron-Quotient ansteigt. Dieser Umstand wird als ein pathophysiologischer Faktor
fur die benigne Prostatahyperplasie diskutiert. Ostrogene kommen beim Mann nur in nied-
rigen Serumspiegeln vor (100 ng/l) [Holstein, 1985; Welen et al., 2011].

Einen weiteren hormonellen Einfluss hat das Hypophysenvorderlappenhormon Prolaktin
auf die Prostata, zum einen erhoht es die periphere Testosteronproduktion, zum anderen
kann es die Testosteronaufnahme in das Prostatagewebe und die Wirkung des Testosterons
in der Prostata steigern. In Bezug auf die Entwicklung des Prostatakarzinoms spielt Prolak-
tin nur eine untergeordnete Rolle, scheint aber fir die Progression des Tumors von Bedeu-
tung zu sein [Goffin et al., 2011].
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1.2 Das Prostatakarzinom

1.2.1 Epidemiologie, Atiologie und Risikofaktoren
Epidemiologie

Das Prostatakarzinom z&hlt zu den haufigsten malignen Neoplasien in der westlichen Welt.
Mit Ausnahme von Hauttumoren hat das Prostatakarzinom mit 30 % die hdchste Inzidenz-
rate (Anzahl der Neuerkrankungen innerhalb eines definierten Zeitraumes) unter den bosar-
tigen Neubildungen [Hsing et al., 2000; 2006] und rangiert bei den krebsbedingten Todes-
fallen, hinter dem Bronchialkarzinom, auf dem zweiten Rang [Jemal et al, 2007]. In Ame-
rika werden in diesem Jahr ca. 218.000 Neuerkrankungen, bei etwa 27.000 Todesfallen
durch die Folgen des Prostatakarzinoms erwartet [Jemal et al, 2007].

In Deutschland werden jahrlich etwa 48.500 (22,3% aller bdsartigen Neubildungen) Prosta-
takarzinome diagnostiziert. Das mittlere Alter bei Diagnosestellung liegt bei ~70 Jahren.
Bei unter 50-Jahrigen betrégt die Anzahl der Neuerkrankungen noch ~30-50/100.000 und
steigt bis auf ~700/100.000 bei den Gber 75-Jahrigen. Uber dem 80. Lebensjahr liegt die
Rate bei etwa 850/100.000 Einwohner [Krebs in Deutschland, GEKiD, 2006; www.rki.de].
Diese ausgepragte Altersabhdngigkeit ist eine Besonderheit des Prostatakarzinoms, ebenso
die Entitat des sog. latenten oder inzidenten Prostatakarzinoms ohne klinische Relevanz.
Autopsiestudien zeigen einen sehr hohen Anteil an klinisch bedeutungslosen, differenzier-
ten Prostatakarzinomen. So konnte im Alter zwischen 20 und 40 Jahren bereits bei ca. 29%
und im Alter zwischen 60 und 70 Jahren bei 64% der Falle ein Prostatakarzinom nachge-
wiesen werden [Sakr et al., 1994]. Nach Brawn et al. ist in ca. 38% der Falle mit einem
sogenannten okkulten Karzinom zu rechnen [Brawn et al., 1995]. Sheldon et. al. fanden in
10% der 50-J&hrigen und in 70% der Gber 80-J&hrigen ein latentes Prostatakarzinom [Shel-
don et al., 1980]. Da die Wahrscheinlichkeit an einem Prostatakarzinom zu erkranken bei
einem 80-Jahrigen etwa 6% betrégt [Jemal et al, 2007], bedeutet dies, dass 90% der Karzi-
nome uberhaupt nicht diagnostiziert werden. Die Mortalitat des Prostatakarzinoms betragt
in Deutschland ~10% (~11.400) und nimmt damit den 3. Rang unter den krebsbedingten
Todesursachen ein [Krebs in Deutschland, GEKIiD, 2006]. Sie ist von verschiedenen Fakto-
ren (z. B. Alter des Betroffenen, ethnische Zugehdrigkeit und geografische Faktoren) ab-
hangig. Die Prognose ist bei rechtzeitiger Diagnosestellung als gut anzusehen. Die 5-
Jahres-Uberlebensrate liegt bei ~82% und das mittlere Sterbealter bei 78 Jahren. Allerdings
ist hierbei zwischen friihen, aggressiven und metastasierenden Verlaufsformen und lang-
sam progredienten Verlaufsformen zu unterscheiden. Diese Zahlen unterstreichen die im-
mense soziofkonomische Bedeutung des Prostatakarzinoms.

Atiologie
Eine abschlieRende Klarung der Atiologie und molekularen Pathogenese des Prostatakarzi-
noms steht noch aus. Ein multifaktorielles und mehrstufiges Geschehen gilt wie bei der

uberwiegenden Anzahl an malignen Tumoren fir die meisten Prostatakarzinome als gesi-
chert. Die fur die Entstehung des Prostatakarzinoms bereits nachgewiesenen sowie die ak-
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tuell diskutierten Risikofaktoren werden im Folgenden dargestellt. Auf die Tumorbiologie
des Prostatakarzinoms wird in Kapitel 1.3 ndher eingegangen.

Prostatakarzinome treten Uberwiegend sporadisch auf (ca. 75 %), eine familiare Haufung
liegt in ca. 20-25 % der Falle vor, den ubrigen Karzinomen liegt ein hereditarer Mechanis-
mus zugrunde [Hanus et al., 1999].

Risikofaktoren

Als mittlerweile gesicherte Risikofaktoren gelten:

# Alter, ethnische- und geografische Faktoren
# genetische Faktoren (familidre Disposition)
# Umweltfaktoren.

Alter, ethnische- und geografische Faktoren

Das Alter ist der starkste unabhéngige Risikofaktor berhaupt. Wie bereits dargestellt, ist
unter dem 50. Lebensjahr eine Diagnosestellung &uRerst selten. Bereits ber dem 65. Le-
bensjahr handelt es sich um den h&ufigsten bdsartigen Tumor. 80% der Patienten sind bei
Diagnosestellung tber 65 Jahre alt (Abb. 2, aus www.prostatecancerfoundation.org).

Causas and Risk Factors (rate par 100,000}
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Abb. 2: Einfluss von Alter und Rasse auf die Inzidenz des Prostatakarzinoms

Die Abb. 2 zeigt deutlich die unterschiedlichen Inzidenzen bei den verschiedenen ethni-
schen Bevolkerungsgruppen. Das hochste Risiko tragen in die USA eingewanderte Afro-
amerikaner. So ist die Anzahl der Neuerkrankungen unter den schwarzen US-Birgern mit
~149/100.000 hoher als unter den weiRen Amerikanern (109/100.000) und den Asiaten (~
39/100.000) [Taylor et al., 1994; Irvine et al., 1995]. Weltweit wird ein West-Ost- sowie
ein Nord-Sid-Gefalle beobachtet. Als urséchlich in diesem Zusammenhang sind haupt-
séchlich die unterschiedlichen Ern&hrungsgewohnheiten zu sehen. Dafiir sprechen zum
einen die Zunahme von Neuerkrankungen insbesondere in Japan, einem Land, das immer
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mehr westliche Erndhrungsgewohnheiten annimmt [Denis et al., 1999], zum anderen die
Tatsache, dass sich die Anzahl an Neuerkrankungen bei den in die USA ausgewanderten
Asiaten spatestens in der 2. Generation an die der tbrigen Amerikaner angleicht.

Genetische Faktoren (familiare Disposition)

Eine familiare Disposition gilt seit etwa den 1950er-Jahren als erwiesen. Durch die Be-
obachtung von familidren Haufungen des Prostatakarzinoms konnte auf eine genetische
Disposition geschlossen werden. Mittlerweile wurden mehrere Kandidaten-Gene unter-
sucht und identifiziert, die eine Rolle in der Tumorentstehung spielen. Auf Grund der gro-
Ren Variabilitdt und Heterogenitat ist es allerdings schwierig, bestimmte Gene als alleinige
Verursacher des Prostatakarzinoms zu identifizieren [Nwosu et al., 2001, Gonzalgo et al.,
2003]. Sicher ist, dass die positive Familienanamnese mit einem oder mehreren betroffenen
Verwandten 1. Grades ein deutlich erhéhtes, im unginstigsten Falle ein bis zu 10-fach er-
hohtes Risiko fiir den Betroffenen bedeutet [Steinberg et al., 1990; Carter et al., 1992; Ka-
lish et al., 2000]. Insgesamt allerdings werden maximal etwa 10% der Prostatakarzinome
ein hereditarer Mechanismus zugeschrieben. Dieser Zusammenhang ist umso ausgepréagter,
je niedriger das Alter des Betreffenden bei Diagnosestellung ist. Unter dem 55. Lebensjahr
gibt es eine aufféllige, statistisch signifikante Haufung des familidren Prostatakarzinoms
(sog. ,.early-onset-disease ) [Carter et al., 1992].

Umweltfaktoren

Eine Haufung des Auftretens von Prostatakarzinomen wird in der sog. westlichen Welt
beobachtet. Hierflir werden mehrere Umwelt- sowie Erndhrungsfaktoren verantwortlich
gemacht. So wird der Einfluss von Viren, Schwermetallen und anderen Kanzerogenen rege
diskutiert.

Als gesichert und am stérksten ausgepragt gilt jedoch der Einfluss von Erndhrungsfaktoren
auf die Prostatakarzinom-Prévalenz. So steht fest, dass fettreiche und faserarme Kost sowie
tierische Fette mit einem erh6hten Karzinomrisiko einhergeht und umgekehrt das Risiko
durch die Aufnahme von bestimmten pflanzlichen Nahrungsbestandteilen deutlich gesenkt
werden kann [Whittemore et al., 1995]. Protektiv auf die Entwicklung eines Prostatakarzi-
noms wirken folgende Nahrungsbestandteile:

# pflanzliche Lignane und Isoflavonoide
# Vitamin D3 und Vitamin E
# Selen.

Insbesondere Soja und gelbgriines Gemuse, aber auch Hulsenfriichte, Leinsamen und ande-
re Getreide- und Gemiisesorten sind reich an diesen Substanzen und bieten somit eine Er-
klarung fur die 30- bis zu 120-mal niedrigere Rate von Prostatakarzinomen in China und
weiten Teilen Japans, wo diese Nahrungsbestandteile mit einem Anteil von ca. 80% vertre-
ten sind. Analog steigt langsam die Rate von Prostatakarzinomen in Japan, wo sich die
Erndhrungsgewohnheiten zwar langsam wohl aber am stérksten den westlichen Ernéh-
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rungsgewohnheiten ann&hern [Denis et al., 1999]. Lignane beispielsweise werden im Darm
zu Enterolactonen und Enterodiol umgewandelt und dann resorbiert. Sie entfalten eine
schwache ostrogenartige Wirkung und lassen sich im Prostatasekret nachweisen (Hinweis
auf die intraprostatische Anreicherung dieser Substanzen). Dariiber hinaus konnten hohe
Isoflavonoidspiegel im Blut und Urin von Asiaten nachgewiesen werden [Denis et al.,
1999].

Kontrovers diskutiert wird die Bedeutung der

# Vasektomie
# Ejakulationsfrequenz
# hormonellen Einflisse (kofaktoriell).

1.2.2 Pathologie und Klassifikation
Histologie

Die Einteilung der Prostatatumoren erfolgt nach der histologischen Klassifikation der
WHO und berticksichtigt nur maligne und potentiell maligne Geschwiilste der Prostata
[Mostofi et al., 2002]. Unterschieden werden dabei hauptséchlich epitheliale von nicht-
epithelialen Tumoren; zusétzlich werden verschiedene von sekunddren und hamatopoe-
tisch-lymphatischen sowie unklassifizierten Tumoren unterschieden. Auch sog. Vorlaufer-
stufen finden somit in der Klassifikation Berticksichtigung. Die wichtigsten Entitaten sind:

Epitheliale Tumoren

# Vorlauferlasion: Prostatische intraepitheliale Neoplasie (PIN)
# Adenokarzinom
# Varianten des Adenokarzinoms
# muzindses Adenokarzinom
# adenoid-zystisches Karzinom
# papillar-duktales Karzinom
# Urotheliales (Transitionalzell-) Karzinom
# Plattenepithelkarzinom
# Basalzellkarzinom
# Kleinzelliges Karzinom

# Undifferenziertes Karzinom

Nicht-epitheliale Tumoren

# Rhabdomyosarkom

# Leiomyosarkom
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# Stromasarkom
# Andere Sarkome

Verschiedene Tumoren

# Karzinoidtumor

# Karzinosarkom

# Melanom

# Phylloidestumor

# Tumoren des mesonephrischen Gewebes

# Paragangliome.

Die Uberwiegende Mehrheit der Prostatakarzinome (>95%) sind Adenokarzinome, die rest-
lichen malignen Tumoren verteilen sich auf 0. g. Tumorentitaten und spielen klinisch eher
eine untergeordnete Rolle.

Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung des Prostatakarzinoms erfolgt nach dem TNM-System, einer Klini-
schen Klassifikation fur maligne Tumoren. Dabei stehen die Abkurzungen fir

# T (Tumor), beschreibt die Ausdehnung des Primartumors

# N (Nodulus), beschreibt das Fehlen bzw. Vorhandensein regionarer Lymphkno-
tenmetastasen

# M (Metastase), beschreibt das Fehlen bzw. VVorhandensein von Fernmetastasen

Durch das Hinzufligen von Zahlenwerten wird die anatomische Ausdehnung des malignen
Prozesses angegeben.

Klassifikation des Prostatakarzinoms nach der TNM-Klassifikation, 6. Aufl.
UICC 2002 [Wittekind et al., 2002].

# T-Stadium (Abb. 3)
TX  Priméartumor nicht beurteilbar
TO Kein Anhalt fir Primartumor

T1 Inzidentelles Prostatakarzinom (weder tastbar, noch mit bildgeben-
den Verfahren erkennbar)

Tla Inzidentelles Karzinom in 5% oder weniger des Resektionsmaterials
T1b Inzidentelles Karzinom in mehr als 5% des Resektionsmaterials

T1c Bioptisch gesicherter Tumor in einem oder beiden Prostatalappen der
weder palpatorisch noch in der Bildgebung auffallig geworden ist.
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#

#

T2

T2a
T2b
T2¢c

T3
T3a
T3b

T4

N-Stadium
NX
NO
N1

M-Stadium
MX
MO
M1
Mila
M1b
M1lc

Organbegrenztes Prostatakarzinom
Tumor befallt die Halfte eines Lappens oder weniger
Tumor beféllt mehr als die Halfte eines Lappens

Tumor beféllt beide Lappen

Kapseluberschreitendes Prostatakarzinom
Extrakapsulares Wachstum (ein- oder beidseitig)

Tumor infiltriert Samenblase(n)

Tumor ist fixiert oder infiltriert Nachbarstrukturen, die bei T3 nicht
genannt sind, z.B. Blasenhals und/oder externen Sphinkter und/oder
Rektum und/oder Levatormuskel und/oder ist an der Beckenwand fi-
xiert.

Beurteilung der regionaren Lymphknoten nicht moglich
Keine regiondaren Lymphknotenmetastasen

Regionére Lymphknotenmetastasen

Beurteilung von Fernmetastasen nicht moglich
Fernmetastasen nicht vorhanden
Fernmetastasen

Nicht-regionarer Lymphknotenbefall
Knochenmetastasen

Andere Lokalisation
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Abb. 3: T-Stadien schematisch

Grading nach Gleason et al. 1974

Im Jahr 1974 wurde von Dr. Donald Gleason ein Einstufungssystem zur histologischen
Gradierung des Prostatakarzinoms entwickelt, das sich bis heute bewéhrt hat [Gleason et
al., 1974]. Das Wachstumsmuster und die Karzinomarchitektur des vorliegenden Karzi-
noms werden nach dem Ausmal der glanduldaren Differenzierung und der jeweiligen Be-
ziehung der Drusen zum umliegenden Stroma betrachtet. Um der Multifokalitat und Hete-
rogenitat von Prostatakarzinomen Rechnung zu tragen, werden Punkte flr den Uberwie-
genden Karzinomanteil (sog. primares Grading) und Punkte fiir den Karzinomanteil, der
die zweitgrolite Komponente bildet (sog. sekundares Grading), vergeben.

Morphologische Kriterien fiihren dabei zur Punktvergabe (Abb. 4):
# 1 Punkt:

Runde bis ovale gleichgroRe Einzeldrusen, dicht nebeneinander liegend, scharf ge-
gen die Umgebung abgegrenzt.

# 2 Punkte:

Etwas weniger uniforme Einzeldrisen, getrennt durch geringe Mengen von Stroma,
weniger scharf begrenzter Tumorrand.

# 3 Punkte:

A. UnregelméBig grofRe und unregelméRig gestaltete Driisen mit gewdhnlich reich-
licherem Stroma, gelegentlich auch dicht gelagert, unregelméRige und unscharfe
Tumorgrenze.
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B. Papillare oder kribriforme Strukturen, z. T. in grof3en gangahnlichen Bildungen.
# 4 Punkte:

A. GrolRe unregelméfige Epithelformationen durch Driisenverschmelzung (,,fused
glands") sowie verzweigte Driisen mit unregelméfRiger Infiltration in die Umge-
bung.

B. Adenokarzinom mit ausgepragt klarem Zytoplasma &hnlich den klarzelligen A-
denokarzinomen der Niere.

# 5 Punkte:

A. Scharf begrenzte runde Epithelhaufen mit meist solidem und kribriformem Bau,
gewohnlich mit zentraler Nekrose (komedo-karzinomahnlich).

B. UnregelmaRig begrenzte Formationen eines undifferenzierten Karzinoms, das
nur durch gerade noch erkennbare Driisenbildung oder Vakuolen (siegelringahn-
lich) als Adenokarzinom zu identifizieren ist.

Abb. 4: Einteilung der histologischen Befunde nach Gleason

Die abschlieRende Beurteilung erfolgt dann durch die Bildung einer Gesamtpunktzahl, den
sog. Gleason-Score.
Berechnung der Gesamtpunktzahl:

# Einheitlich strukturierte Tumoren:

Vergebene Punkte nach obigem Schema multipliziert mit der Zahl 2 =
Gleason-Score.

# Unterschiedlich strukturierte Tumoren:
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Punktwert flr den Uberwiegenden Anteil + Punktwert fur den Anteil, der die
zweitgrolRte Komponente bildet = Gleason-Score.

Wenn bei Stanzbiopsien mehr als 2 dominante histologische Formationen vorhanden sind,
wird flr das sekundare Grading der Anteil mit dem unguinstigsten Punktwert verwendet.

Im Hinblick auf die Prognoseabschatzung des Prostatakarzinoms hat das histologische
Grading nach Gleason mittels Gleason-Score maligebliche Bedeutung. Zu berticksichtigen
ist hierbei, dass nach Validierungsstudien anhand von Gewebeproben nach Prostatektomie,
der Uber eine herkdmmliche Sextantenbiopsie gewonnene Gleason-Score den Malignitats-
grad der tatsdchlichen Tumorausbreitung eher unterschatzt. Eine hohere Verlésslichkeit in
Bezug auf das tatséchlich vorliegende Tumorstadium und den ermittelten Gleason-Score
kann eine erweiterte Sextantenbiopsie mit >10 Probenentnahmen gewahrleisten [San Fran-
cisco et al., 2003, King et al., 2004].

1.2.3 Diagnostik und Friherkennung

Das Prostatakarzinom ist im Allgemeinen ein langsam wachsender Tumor, der vor allem in
den Frihstadien haufig symptomlos bleibt. Aufgrund seiner Gberwiegend peripheren Lage
innerhalb der Drise kommt es erst in Spatstadien zu klinischen Symptomen (Ausnahme:
die priméren Tumoren der Periurethralzone). Hierzu z&hlen dann meist Miktionsbeschwer-
den, gelegentlich kann eine Hamaturie oder Hdmatospermie auftreten. Im metastasierten
Spétstadium treten dann weitere Symptome wie Kreuz- oder Beckenschmerzen durch Kno-
chenmetastasen oder Bein- und Skrotalodeme durch Lymphknotenbefall im Becken hinzu.
Allgemeine Tumorzeichen wie z. B. die Kachexie werden nur selten beobachtet und treten
in sehr weit fortgeschrittenen Stadien auf.

Aus diesen Grinden empfiehlt sich eine spezielle Diagnostik zur Friiherkennung dieses
Tumors [Adolphs, 1991]. Die wichtigsten diagnostischen Malinahmen zur Friiherkennung
des Prostatakarzinoms sind die digital-rektale Untersuchung (DRU), die Bestimmung des
prostataspezifischen Antigens (PSA) sowie die transrektale Sonographie (TRUS) mit oder
ohne Biopsieentnahme.

Das Prostata-Spezifische-Antigen (PSA)

Das PSA ist eine androgen-regulierte Serinprotease aus der Familie der Gewebs-Kallikrein-
Proteasen und wurde erstmals 1971 durch Hara et al. beschrieben [Hara et al., 1971]. Die
erste Isolierung aus dem Seminalplasma, wo es in sehr hohen Konzentrationen (bis zu 3
mg/ml) vorliegt, gelang im Jahre 1979 durch Wang et al. [Wang et al., 1979]. Es wird aus-
schlieBlich durch das sekretorische Epithel der ducti und acini der Postatadriisen (Epithel-
zellen) androgenabhéngig synthetisiert und sezerniert. Das PSA ist ein Glykoprotein von
ca. 30 kDa mit der biochemisch-biologischen Funktion, die Viskositat des Seminalplasmas
zu erhéhen und damit die Beweglichkeit der Spermien. Dieses geschieht durch die Um-
wandlung von Semenogelin | und Il [Balk et al., 2003]. Kontrolliert wird die Synthese des
PSA (ber Testosteron/Dihydrotestosteron abhéngige Androgenrezeptoren der epithelialen
Prostatazelle [Altwein, 2001].

11
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Im Blut liegt das PSA in zwei verschiedenen Formen vor. Ca. 80 % sind an o-1-
Antichymotrypsin/a-2-Makroglobulin gebunden (c-PSA) und 20 % zirkulieren als freies
PSA (f-PSA). C-PSA und f-PSA ergeben somit das Gesamt-PSA (t-PSA).

In der Diagnostik des Prostatakarzinoms wird das PSA als sog. Tumormarker zur Friher-
kennung sowie zur Verlaufsbeobachtung und Verlaufsdokumentation eingesetzt. Da es
sowohl von der gesunden als auch von der erkrankten Prostata freigesetzt wird, handelt es
sich um einen organspezifischen Marker (Gewebemarker) und nicht um einen karzinom-
spezifischen Marker. Es ergeben sich dementsprechend Schwierigkeiten und Probleme,
was die Sensitivitat fir das Karzinom und die Interpretation von Befunden angeht. Denn
mechanische Manipulationen der Prostata, wie beispielsweise die digital-rektale Untersu-
chung oder Prostatabiopsien, kdnnen den PSA-Wert ebenso erhéhen wie entziindliche Ver-
anderungen (Prostatitis), die benigne Prostatahyperplasie (BPH) oder eben das Karzinom.

Seit der Etablierung des ersten PSA-Screening-Tests im Jahre 1986 hat sich mittlerweile
die Bestimmung des PSA-Wertes als wichtigste Untersuchungs- und Friiherkennungsme-
thode neben der digital-rektalen Untersuchung etabliert [Wirth et al., 1999]. Seit der Ein-
fihrung des PSA als Tumormarker erhohte sich die Zahl der entdeckten lokalisierten Kar-
zinome und die Zahl von Patienten mit regionalen Lymphknotenmetastasen bei Diagnose-
stellung [Bader et al., 2002] sank folglich.

Als Normalbereich wird ein PSA-Wert von 0-2,5 ng/ml angesehen, dennoch etablieren
internationale Studien einen Cut-off-Wert von 4 ng/ml fiir das t-PSA im Blut von Prosta-
takarzinom-Patienten [Kleer et al., 1993]. Die Inzidenz eines Karzinombefalls der Prostata
liegt bei Werten unter 4 ng/ml immerhin noch zwischen 4 und 9%, bei 4-10 ng/ml um 25%
und ab Werten von 10 ng/ml bei 33 -42% [Catalona et al., 1997]. Thompson et al. [2003]
fanden im Prostate Cancer Prevention Trial (PCPT), dass die Karzinominzidenz bei PSA-
Werten unter 4 ng/ml bei bis zu 15% lag, zwischen 4 und 10 ng/ml bei 25% und bei Wer-
ten >10 ng/ml bei ber 50%. Andererseits ergibt das t-PSA bei ca. 75% aller Patienten ei-
nen falsch positiven Wert, was bedeutet, dass viele Patienten mit einem falschen Karzi-
nom-Verdacht unndétige und teils invasive weiterfihrende Diagnostik erhalten.

Eine leichte Verbesserung der Sensitivitat und Spezifitdt und damit der dargestellten Prob-
lematik in der Prostatakarzinom-Diagnostik, kann durch die Beriicksichtigung sog. alters-
spezifischer Cut-off-Werte erreicht werden. Hierbei gelten niedrigere Grenzwerte fur jin-
gere Patienten und hohere fur dltere Patienten [Ebert, 1997].

Altersspezifische PSA-Werte:
# 40-49 <2,5 ng/ml
50-59 <3,5 ng/ml

#

# 60-69 <4,5 ng/ml
# 70-79 <6,5 ng/ml
# 80 + <8,5 ng/ml

12
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Dennoch ist der positive pradiktive Wert in der PSA-Diagnostik beunruhigend niedrig. Die
Spezifitat kann um bis zu 20 % erhoht werden, wenn man den Anteil des f-PSA in Bezie-
hung zum t-PSA setzt. Je kleiner der Quotient (f-PSA/t-PSA) und somit der Anteil des f-
PSA, desto wahrscheinlicher ist das Vorliegen eines Karzinoms [Catalona et al., 1997].
Auch die Kombination der PSA-Testung mit anderen Untersuchungsergebnissen kann die
Aussagekraft des PSA-Wertes verbessern. So wird bei Bestimmung der PSA-Density
(PSA-d) der t-PSA-Wert im Blut in Beziehung zu dem im Ultraschall (TRUS) ermittelten
Prostatavolumen gesetzt. Die PSA-Velocity hingegen beschreibt die zeitliche Verénderung
des t-PSA-Wertes uber einen definierten Zeitabschnitt [Pearson et al., 1994]. Hierbei ist
dringend zu beachten, dass immer nur Werte, die mit dem gleichen Testsystem bestimmt
worden sind, verglichen werden.

Die digitale rektale Untersuchung (DRU)

Die DRU ist wichtiger und fester Bestandteil der klinischen Prostatakarzinom-Diagnostik;
sie ist als sehr einfache Screening-Methode anerkannt. Durchgefiihrt wird die Untersu-
chung in Steinschnittlage, Seitenlage oder auch beim vorgebeugten Patienten am besten in
Knie-Ellenbogen-Lage. Nur die Karzinome in der AuBenzone der Prostata sind palpabel
(ca. 80%). Tumoren in der Prostata sind etwa ab einem Durchmesser von 7 mm oder ab
einem Volumen von 0,5 ml tastbar. Beurteilt werden bei der DRU die

# Grolie

# Konsistenz

# Abgrenzbarkeit

# Oberflache

# Verschieblichkeit der Rektumschleimhaut

# Druckschmerzhaftigkeit.

Als suspekt gelten harte und knotige Bezirke der Prostata. Ein sogenannter holzharter Tast-
befund ist allerdings nicht spezifisch fiir ein Prostatakarzinom. Daher ist eine bioptische
Abklarung eines suspekten Palpationsbefundes obligat [Bartels et al., 1992]. Die Prosta-
takarzinomfindungsrate in einer Screening-Population durch die DRU liegt bei 0,1-4% der
untersuchten Méanner [Pedersen et al, 1990]. Die Sensitivitat flr die Diagnose eines Prosta-
takarzinoms betrégt in verschiedenen Studien zwischen 69-92%, die Spezifitat liegt zwi-
schen 48% und 89% [Adolphs, 1991].

Obwohl der PSA-Wert die sensitivere Methode in der Friiherkennung ist, sollte auf die
DRU keinesfalls verzichtet werden, da durch die DRU die PSA-negativen Tumoren ent-
deckt werden konnen. Daher sollte nach aktuellen Empfehlungen jahrlich kombiniert die
PSA-Bestimmung und die DRU zur Krebsvorsorgeuntersuchung durchgefiihrt werden.

Der Transrektale Ultraschall (TRUS)

Der TRUS wird mit speziellen, hoch auflésenden Sonden durchgefihrt.

13



Einleitung

Beurteilt werden bei der transrektalen Sonographie:
# Grole (Volumen), Form und Lage
# Echomuster, Homogenitat
# Kapsel der Prostata, Abgrenzbarkeit
# Angrenzende Strukturen.

Prostatakarzinome stellen sich in der Mehrzahl der Félle als echoarme Areale dar, aller-
dings weisen bis zu 25% der Karzinome der peripheren Zone eine Isoechogenitat zum um-
gebenden Prostatagewebe auf. Andersherum kann auch eine karzinomfreie Prostata durch
andere Pathologien wie Regression, Infarkte, Adenome oder Inflammation unterschiedliche
Echogenitaten im TRUS aufweisen [Ellis et al., 1994].

Fur die orientierende Stadieneinteilung ist die Frage nach Kapsellberschreitung und/oder
Infiltration von Umgebungsstrukturen (Samenblasen, Rektum, Blasenhals) von Bedeutung.
Die notwendige Unterscheidung zwischen intra- oder extrakapsularem Tumorwachstum
kann mittels TRUS mit guter Sensitivitat und Spezifitat vorgenommen werden.

Ultraschallgesteuerte Biopsie

Besondere Bedeutung hat der TRUS neben der Beurteilung der Ausbreitung des Prosta-
takarzinoms in der Sicherung der Diagnose durch die Biopsie.

Mit speziellen Sonden kdnnen im gleichen Untersuchungsgang unter prophylaktischer Ga-
be von Antibiotika Gewebeproben entnommen werden. Dabei erfolgt die Biopsie entweder
gezielt aus verdéchtigen Organbezirken oder als systematische Mehrfachbiopsie. Aufgrund
eindeutiger Vorteile gilt heute die sog. Sextantenbiopsie, bei der aus sechs Regionen der
Prostata systematisch Gewebe entnommen wird, als Methode der Wahl. Die Sensitivitat
bei der Erstbiopsie liegt dabei bei etwa 60% [Hodge et al., 1989]. Die Sensitivitat kann
durch erweiterte (>6) Stanzbiopsien und/oder Re-Biopsien verbessert werden. Insbesondere
grolRe Drisen sollten durch mehr als 6 Biopsien untersucht werden. Auch gelingt durch die
systematische Biopsie die grobe Abschatzung des vorliegenden lokalen Tumorstadiums, da
die Anzahl der tumorbefallenen Stanzzylinder mit der lokalen Tumorausdehnung korreliert
[Hammerer et al., 1991; Uzzo et al., 1995; Djavan et al., 2001].

Erweiterte Diagnostik

Es konnen neben der PSA-Bestimmung, der DRU und dem TRUS mit/ohne Biopsie weite-
re apparative Untersuchungen in der Karzinomdiagnostik eingesetzt werden:

# Computertomographie (CT)
# Magnetresonanztomographie (MRT)
# Knochenszintigraphie (KS).

Diese Untersuchungen spielen in der Primérdiagnostik des Prostatakarzinoms allerdings
keine oder nur eine sehr untergeordnete Rolle im Rahmen der erweiterten Ausbreitungsdi-
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agnostik (Staging) bei fortgeschrittenen Tumorstadien oder der erweiterten Behandlungs-
planung.

Der zusatzliche Informationsgewinn einer CT-Untersuchung gegeniiber dem TRUS und
der DRU ist sehr gering, daher spielt es in der Priméardiagnostik keine Rolle. Im Rahmen
des Staging kann es bei hoheren T-Stadien ein organtberschreitendes Wachstum anzeigen.
Regelméalig zum Einsatz kommt die CT im Rahmen der Planung einer Strahlentherapie.

Das MRT kann durch das hohe Auflésungsvermdgen zur Bestimmung der lokalen Tumor-
ausdehnung beitragen (Infiltration des periprostatischen Fettgewebes in T1 und von Nach-
barorganen in T2), hier steht der zusatzliche Informationsgewinn aber einer schlechten
Kosten-Nutzen-Relation im Vergleich zur DRU und dem TRUS gegeniiber. Deshalb ist das
MRT nur speziellen Fragestellungen vorbehalten.

Das Knochenszintigramm hingegen hat seinen festen Stellenwert im M-Staging des Prosta-
takarzinoms. Diese Untersuchung hat eine 100% Sensitivitat bei sehr geringer Spezifitat,
da alle stoffwechselaktiven Umbauvorgénge im Knochen detektiert werden kdnnen. Die
Indikation zur Untersuchung wird vor allem in Abhéngigkeit vom PSA-Wert gestellt. Die
Grenze wird dabei bei etwa 10 ng/ml gesehen, da bei Werten unter 10 ng/ml die Wahr-
scheinlichkeit fir das Vorliegen von Knochenmetastasen als extrem gering anzusehen ist
[Oesterling et al., 1993]. Positive Befunde im Knochenszintigramm miissen in einer weite-
ren nativrontgenologischen Untersuchung abgeklart werden.

1.2.4 Therapie

Die Behandlung des Prostatakarzinoms erfolgt in Abhéngigkeit vom klinischen Stadium,
sog. stadiengerechte Therapie des Prostatakarzinoms. Entscheidend hierbei ist, ob ein lo-
kal begrenzter, lokal fortgeschrittener oder metastasierter Tumor vorliegt. Verschiedene
Faktoren missen vor der Therapieentscheidung beruicksichtigt werden, die wichtigsten
sind:

Hohe des PSA-Wertes
Alter

Lebenserwartung

HF O OH O H O H

Gleason-Score.

Neben den harten klinischen Fakten ist der Patientenwunsch zu respektieren und im Rah-
men der Aufklarung ist der Patient auch Uber die Alternativen wie das sog. ,,watchful-
waiting™ zu informieren. Werden alle Faktoren berticksichtigt, kann gemeinsam mit dem
Patienten eine Therapieentscheidung getroffen werden.

Bei den Therapieverfahren werden kurative von nicht-kurativen Therapieansédtzen unter-
schieden. Ein kurativer Therapieansatz erscheint nur fur lokal begrenzte Tumorstadien,
also bis zum Tumorstadium T3a, sinnvoll. Als Behandlung kommen die radikale Prostatek-
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tomie, die externe Strahlentherapie und die Brachytherapie infrage. Auch eine Kombinati-
on dieser Verfahren mit additiver bzw. adjuvanter Strahlentherapie ist moglich. Eine ver-
gleichende Ubersicht der Behandlungsergebnisse von T2-Tumoren zeigte zum Teil erheb-
liche Unterschiede in den einzelnen Patientengruppen wegen unterschiedlicher Selektions-
kriterien und mangelnder Definition von einheitlichen Progressionskriterien [Middleton,
1994, 1995]. Dennoch sind die Behandlungsverfahren in den frihen lokalisierten Stadien
hinsichtlich der Ergebnisse vergleichbar.

Beim lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinom kommt (berwiegend die externe Strahlen-
therapie, evtl. auch kombiniert mit der High-Dose-Rate-Brachytherapie, zur Anwendung.
Kombinationen mit einer neoadjuvanten oder adjuvanten tempordren oder permanenten
Hormonablation werden durchgefiihrt. Auch eine radikale Operation kann in Betracht ge-
zogen werden, insbesondere um lokale Spatkomplikationen durch den Primértumor zu
vermeiden.

Bei bestimmten Patienten hohen Alters oder mit einem hohen Behandlungsrisiko mit Kkli-
nisch insignifikanten Karzinomen kann die ,,watchful-waiting®-Strategie durchaus sinnvoll
sein. Hierbei wird durch engmaschiges klinisches Monitoring mittels PSA-Wert-
Bestimmung, DRU und TRUS der Verlauf beobachtet. Die Patienten kdnnen so einer inva-
siven Therapie ganz und gar entgehen oder im Verlauf jederzeit einer Behandlung zuge-
fuhrt werden.

Das metastasierte Prostatakarzinom erfordert eine systemische Behandlung durch hormon-
ablative Verfahren (chirurgische oder medikamenttse Kastration) und/oder eine zytostati-
sche Chemotherapie als Mono- oder Kombinationstherapie. Bei hormon- und androgen-
insensitiven Tumoren wird die alleinige Chemotherapie eingesetzt [Wirth 2001]. Auch
mussen beim metastasierten Tumorleiden unter Umstanden lokale Komplikationen im Be-
cken oder auch Fernmetastasen mitbehandelt werden. Eine professionelle Schmerztherapie
muss dann in der Regel ebenfalls erfolgen. Die Wertigkeit anderer Therapieverfahren wie
der Kryotherapie, der hochintensive fokussierte Ultraschall (HIFU), die Photonentherapie,
die photodynamische Therapie oder Laserverfahren ist nicht abschlielend geklart.

1.3 Tumorbiologie

1.3.1 Neoplastische Transformationen

Als neoplastische Transformation bezeichnet man eine Summe von Einzelvorgangen, die
eine normale Zelle zu unkontrolliertem Wachstum und somit zur Malignitat verhilft. Die
malignen Eigenschaften einer Tumorzelle sind u. a. charakterisiert durch folgende biologi-
schen Merkmale:

# Klonale Proliferation

# Autonomes Wachstum
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# Anaplasie
# Fahigkeit zur Metastasierung.

Die neoplastische Transformation (sog. Karzinogenese) stellt einen schrittweise ablaufen-
den Prozess dar. Vereinfacht dargestellt lasst er sich auf 3 Schritte (klassisches, hypotheti-
sches Dreistufenmodell der Karzinogenese) zusammenfassen:

# Initiation
# Promotion
# Transformation/Progression.

Fur das initiierende Ereignis dieser Kaskade muss die DNA einer Zelle auf chromosomaler
Ebene geschadigt werden. Diese sogenannten genetischen und/oder epigenetischen Schadi-
gungen der DNA werden z. B. durch einzelne spontane Mutationen, durch einen heredita-
ren Mechanismus oder auch durch Umweltfaktoren wie Karzinogene, die genotoxisch wir-
ken oder epigenetische Auswirkungen verursachen konnen, verursacht. Diese initiale
DNA-Veranderung fiihrt dann, sofern sie nicht durch Apoptose (programmierter Zelltod)
oder DNA-Reparaturmechanismen eliminiert werden, zu einer Mutation in der betroffenen
Zelle. Liegt diese Mutation im Promoterbereich eines Gens, kann dies zu einer verénderten
Genexpression flhren. Es ist auch maoglich, dass die Mutation im kodierenden Bereich oder
Spleil3bereich liegt; in diesem Fall kann ein inaktives, bzw. dauerhaft aktives Protein ent-
stehen. Wenn DNA-Abschnitte betroffen sind, die fur die Kontrolle des Zellzyklus oder der
Zellteilung verantwortlich sind, entsteht ein Zellklon, der hdufig einen Selektionsvorteil
gegeniiber dem Ursprungsgewebe hat und somit einen Tumor ausbildet (Stadium der Pro-
motion). In diesem Stadium ist der initiierte Zellklon noch auf bestimmte Stimuli angewie-
sen, die eine weitere Proliferation erlauben und férdern. Entsprechende Stimuli kdnnen
humorale Wachstumssignale (z. B. Wachstumsfaktoren oder Hormone), chronische Ent-
zuindungsprozesse (z. B. die proliferative inflammatorische Atrophie der Prostata [Nelson
et. al., 2003]) oder weitere Umweltfaktoren sein. Die weitere Umwandlung des benignen
Tumors zu einem invasiv wachsenden, metastasierenden Tumor durch weitere Anhdaufung
von genetischen und epigenetischen Verdnderungen wird als Progression/ Transformation
bezeichnet. Dieser Vorgang wird, bei evtl. ausgeschalteten Kontroll- und Reparaturmecha-
nismen, durch die erhohte Proliferationsrate unter dem anhaltenden entsprechenden Stimu-
lus stark beguinstigt.

Multi-Hit-Konzept

Aktuellere Konzepte gehen nicht mehr von drei streng aufeinander folgenden Schritten bei
der Krebsentstehung aus, sondern beschreiben ein Mehrstufenmodell (sog. ,,Multi-Hit-
Konzept*). Mehrere genetische und epigenetische Ereignisse laufen demnach unabhéngig
voneinander ab. Dabei kommt es zur Akkumulation von strukturellen Veranderungen der
Erbsubstanz und/ oder zur Verdnderung der Expression von Schliisselgenen (,,critical target
genes), was dann die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten weiterer Mutationen erh6ht
und schlieBlich zur Krebsentstehung flhrt. Als Schlissel-Gene werden sogenannte (Proto)-
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Onkogene und Tumorsuppressorgene (TSGs) bezeichnet, die fir Proteine kodieren, die
wichtige biologische Funktionen im Zellzyklus, bei der Signaltransduktion, der Zelldiffe-
renzierung und der Zellproliferation tibernehmen [Bishop 1987; Weinstein et al. 1988; Har-
ris 1991; Vogelstein 1993; Perera 1996].

1.3.2 Onkogene und Tumorsuppressorgene

Protoonkogene, als Bestandteile des normalen menschlichen Genoms und somit per se
nicht pathogen, kodieren fiir folgende Proteinklassen:

# Proteinkinasen

# G-Proteine

# Wachstums- und Transkriptionsfaktoren
# Wachstumsfaktorrezeptoren
# sowie Onkogene aus Viren.

Bei Aktivierung zum Onkogen haben sie einen aktivierenden Einfluss auf die entsprechen-
de Zelle, beeinflussen also den malignen Phanotyp aktiv.

Potentielle Mechanismen der Onkogen-Aktivierung sind:
# Translokation
# Amplifikation
# Punktmutation.

Onkogene haben dabei einen dominanten Einfluss auf die Zelle, d. h. die Veranderung nur
eines der beiden Allele bedingt die Auspréagung des entsprechenden Merkmals [Dirks et al.,
1999].

Die Existenz von Tumorsuppressorgenen (TSGs) und deren Rolle in der Tumorentstehung
wurde erstmals von Knudson et al. durch statistische Untersuchungen von Patienten mit
Retinoblastomen beschrieben. Seine Theorie konnte 1990 durch Goodrich et al. bestatigt
werden. Demnach flhrt der Verlust beider Allele des Retinoblastom-Gens (RB-Gen) zum
Auftreten des Tumors [Knudson et al., 1971; Goodrich et al., 1990].

Anders als Onkogene haben TSGs einen hemmenden Einfluss auf die Zellteilung und Zell-
differenzierung, kontrollieren also den Zellzyklus durch folgende verschiedene Mechanis-
men:

# Anhalten des Zellzyklus (Zellzyklusarrest)
# Einleitung der Apoptose

# DNA-Reparatur
#

Unterdriickung von Wachstumsfaktoren.
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Demnach muss es zum Verlust oder zu der Inaktivierung des jeweiligen TSGs kommen,
um zu einer neoplastischen Transformation einer Zelle beizutragen. Mechanismen der In-
aktivierung von TSGs sind:

# Mutation/ Deletion
# Methylierung der CpG-Region im Promotor (>Expressionsverlust)
[Jones et al., 1999].

Die Wirkung von TSGs ist rezessiv, d. h. erst die Inaktivierung beider Allele fuhrt zum
vollstandigen Funktionsverlust. Zusatzlich muss es zur Akkumulation weiterer Mutationen,
wie z. B. in Onkogenen derselben Zelle, kommen, damit eine unkontrollierte Proliferation
resultiert [Knudson, 1972].

1.3.3 [Initiation und Proliferation des Prostatakarzinoms

Die Initiation und Proliferation des Prostatakarzinoms geht meist von dem Epithelgewebe
der exokrinen Drlsen aus (> 95 % Adenokarzinome). Wie bei allen Krebserkrankungen
liegt auch dem Prostatakarzinom letztlich die kumulative Veranderung von verschiedenen
Genen zugrunde (Initiierung), bevor ein lokalisiertes Prostatakarzinom entsteht. Mutatio-
nen in Genen, die fir DNA-Reparaturproteine kodieren, fiihren dabei zur Akkumulation
von Replikationsfehlern und letztlich zu einer steigenden Karzinogeneserate der einzelnen
Zellen, da diese Zellklone einen Selektionsvorteil aufweisen. Uber einen Zeitraum von
Monaten bis Jahren bilden sich dann einzelne Zellcluster und Foci innerhalb der Prostata
aus, die jeweils ein unterschiedlich stark verandertes Genom aufweisen [Qian et al., 1995].
Eine typische Adenom-Karzinom-Sequenz liegt beim Prostatakarzinom nicht vor, vielmehr
finden sich sehr heterogene genetische und epigenetische Veranderungen der einzelnen
Tumorzellen. Diese histologische und genetische Heterogenitéat des Prostatakarzinoms er-
schwert die genaue Bestimmung der klinischen und pathologischen Stadien. Auch die Ana-
lyse molekularer VVerénderungen ist folglich erschwert und eine exakte Prognose Uber die
Progression und das Rezidivrisiko des Prostatakarzinoms ist nicht immer mdglich
[Gleason, 1992; Strohmeyer et al., 2004].

1.3.4 Molekulare Progression

Die schrittweise Entwicklung des Karzinoms erfolgt iber Monate und Jahre ausgehend von
der normalen Prostatazelle, die vielfaltige genetische Alterationen akkumuliert (z. B. Ver-
lust von Chromosom 8 oder reduzierter Vitamin-D-Rezeptor-Aktivitéat, u.v.m.), zum loka-
lisierten Prostatakarzinom. Nach Anh&ufung weiterer genetischer Veréanderungen innerhalb
einzelner Zellen des Primartumors (z. B. Verlust von Chromosom 16, p53 Inaktivierung,
u.v.m.), kann sich ein metastasiertes Prostatakarzinom entwickeln. Dieser mehrstufige Pro-
zess wird als molekulare Progression des Prostatakarzinoms bezeichnet. Weitere Verande-
rungen im Spatstadium kdnnen dann zur Androgen-Unabhéngigkeit des Prostatakarzinoms
fihren (z. B. PTEN-Mutation oder Mutation des Androgen-Rezeptors (AR)), was die Be-
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handlung erheblich erschwert, da eine Hormonablation nicht mehr wirksam ist [Nelson et
al., 2003; Karayi et al., 2004].

1.4 Repetitive DNA-Abschnitte

Organisation des menschlichen Genoms

Der diploide humane Chromosomensatz besteht aus 6400 Giga-Basenpaaren DNA, jeweils
die Hélfte mitterlichen und vaterlichen Ursprunges. Zusatzlich wird ein kleiner Teil (~16,5
kilo-Basenpaare) an mitochondrialer DNA mutterlicherseits vererbt, dieser Anteil am ge-
samten Genom betragt etwa 0,0003 %. Im Rahmen des humanen Genomprojektes [Venter
et al., 2001; Istrail et al., 2004] wurde klar, dass nur etwa 25- 30% des Genoms flir Exons
(1 %) und Introns (24%), also fiir Gene und an Genen assoziierte DNA-Abschnitte kodie-
ren. Die Funktion des restlichen und Uberwiegenden Anteils der menschlichen DNA (75
%), die sogenannten extragenetischen DNA-Abschnitte, ist somit bis heute nicht vollstan-
dig geklart [Venter et al. 2001].

GroRe Anteile dieser extragenetischen DNA (~15%) werden als repetitive DNA-Elemente
bezeichnet und liegen in langen Abschnitten zwischen kodierenden DNA-Sequenzen. Die
genaue biologische Funktion ist unbekannt. Ungefahr die Halfte der repetitiven Sequenzen
besteht aus sog. SINE- und LINE-Abschnitten (short bzw. long interspersed repetitive ele-
ments) und die andere Hilfte aus ,,Tandem-Repeat-Sequenzen der sog. Satelliten-DNA.
Dabei werden Satelliten von Mini- und Mikrosatelliten (je nach Lange der Basenpaare)
unterschieden. Die Satelliten-DNA besteht aus kurzen hintereinander geschalteten (sog.
Ltandem®) repetitiven DNA-Abschnitten. Im Bereich der Chromosomenzentromere befin-
den sich vor allem AT-reiche Sequenzen, auch kommen dort GGAAT-Wiederholungen
vor. Besonders in Subtelomer-Bereichen liegen die Minisatelliten, die aus Kopien von
DNA-Abschnitten zwischen 16-64 Basenpaaren bestehen [Li et al., 2001; Bennet, 2000].

1.4.1 Mikrosatelliten

Mikrosatelliten-DNA, auch als ,,short-tandem-repeats* (STRs) bezeichnet, bestehen aus
sehr einfachen Sequenzwiederholungen von 1-6 Basenpaaen (z. B. CA, AC, AG, GAG,
AAN oder AAAG) und kommen im gesamten Genom vor. Sie liegen meist in nicht kodie-
renden DNA-Abschnitten, aber auch die Lokalisation in Exons ist moglich [Weber et al.,
1989]. Die Grolie der Sequenzwiederholungen betragt 10-50 bp. Mono- und Dinukleotid-
wiederholungen kommen dabei am haufigsten, etwa einmal pro 30 kb, vor. Dabei sind be-
stimmte Wiederholungen hdufiger als andere (z. B. sind (AC)n und (AT)n haufiger als
(AG)n und (GC)n.). Die Tri-, Tetra- und vor allem die Penta- und Hexanukleotidwiederho-
lungen sind deutlich seltener. Vereinfacht l&sst sich sagen, dass die Vielfalt der Mikrosatel-
liten mit der Anzahl an Nukleotidwiederholungen abnimmt [Subramanian et al. 2003].
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1.4.2 Mikrosatelliten-Langen-Polymorphismus

Mikrosatelliten zeigen einen ausgeprégten Langenpolymorphismus, da maternales und pa-
ternales Allel unterschiedlich lange Mikrosatellitenwiederholungssequenzen aufweisen.
Somit tragt jedes Individuum ein einzigartiges Set an Mikrosatelliten in seinem Genom und
gibt dieses an die Nachkommen weiter. Der Vererbungsmodus des Langenpolymorphismus
folgt dabei den Mendelschen Vererbungsregeln und ist kodominant.

Wegen der Heterogenitat und wegen des ubiquitaren Vorkommens im gesamten Genom ist
die Analyse von Mikrosatelliten weit verbreitet, z. B. bei der Anwendung zu Bevolke-
rungsanalysen, evolutionsbiologischen Fragestellungen oder bei forensischen Problemstel-
lungen zur Identifizierung von Personen sowie dem Vaterschaftsnachweis. Auch in der
Tumorbiologie werden mit Hilfe von Mikrosatelliten-DNA Genanalysen durchgefiihrt.
Aufgrund des Langenpolymorphismus kénnen nach Amplifikation der DNA mit spezifi-
schen Primern die beiden Allele auf einem Polyacrylamidgel oder mit Hilfe der Kapillar-
elektrophorese aufgetrennt werden [Koreth et al. 1996, Toth et al. 2000, Forster et al.
2000].

Gemal} des experimentellen Ansatzes dieser Arbeit kann, wenn die angrenzende DNA-
Sequenz eines Genabschnittes bekannt ist, gezielt mit o. g. Methode nach DNA-
Alterationen wie LOH oder MSI gesucht werden.

1.4.3 Postreplikative DNA-Reparatur und DNA-Mismatch-Reparatur

Die Replikation von Mikrosatelliten-DNA kann zu einer erhdhten Fehlerrate beim Ablesen
des Matrizenstrangs fihren. Wéhrend der Replikation werden normalerweise falsch einge-
baute Nukleotide durch die 3'-5'-Exonuklease erkannt und konnen entfernt werden. Dies
funktioniert allerdings nicht immer fehlerfrei, so dass entstandene Falschpaarungen, die
sog. ,,Mismatches”, in der replizierten DNA bestehen bleiben kdnnen. Diese Falschpaarun-
gen konnen dann zu Verkirzungen oder Verlangerungen des synthetisierten DNA-Stranges
fithren. Falls die resultierenden ,,Mismatches* in kodierenden Bereichen von Genen liegen,
ist diese L&angenverénderung potentiell mutagen.

Zusétzlich besitzen Zellen die Fahigkeit mit einem postreplikativen DNA-Reparatursystem
(DNA-mismatch-repair (MMR)-System) diese Fehler wieder zu korrigieren. Dabei wird
postreplikativ, unter Beteiligung mehrerer MMR-Gene, der Fehler korrigiert und die Stabi-
litdt des Genoms kann bewahrt werden [Karran et al., 1994].

1.4.4 Mikrosatellitenalterationen

Zwei unterschiedliche Formen von Mikrosatellitenalterationen sind beschrieben. Zum ei-
nen die Mikrosatelliteninstabilitdt (MIS), welche eine Amplifikation von Allelen bezeich-
net und zum anderen das sogenannte ,,Loss of Heterozygosity“ (LOH), welches einen
kompletten Allel-Verlust bezeichnet.

Beide Formen der Mikrosatellitenalteration kénnen mit ein und derselben Untersuchungs-
methode nachgewiesen werden, sofern ein Langenpolymorphismus zwischen vaterlichem
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und mutterlichem Allel vorliegt. In einem solchen informativen Fall kdnnen beide Allele,
nach Amplifikation mit einem entsprechenden Primerpaar, elektrophoretisch aufgetrennt
werden. Wenn sich die beiden Allele in ihrer Lange nicht unterscheiden (fehlende Hetero-
genitéat), erfolgt keine Auftrennung und es liegt ein sog. nicht informativer Fall vor (NI). Es
liegt dann nur ein Peak in der Kapillarelektrophorese vor (Homozygote Auspragung).

Eine MSI ist das Resultat von Fehlern in den postreplikativen Reparatursystemen, somit
resultiert entweder eine Verldngerung oder Verkirzung der jeweiligen Mikrosatellitense-
quenz. Die Detektion von MSI gelang erstmals in Tumoren von HNPCC-Patienten (here-
ditary nonpolyposis colorectal cancer) [Aaltonen et al., 1993], aber auch bei Prostatakarzi-
nomen gelang der Nachweis von MSI [Rohrbach et al., 1999].

Der Verlust (Deletion) von ganzen DNA-Segmenten wird als LOH bezeichnet. Bei der
Replikaktion kann es wegen der genannten Eigenschaften der replikativen DNA-Elemente
zu Falschpaarungen kommen. Durch ein sog. ,,slippage” entlang des Matrizenstranges kann
ein vollstandiger Verlust (Deletion) eines Allels resultieren. Kommt es zusétzlich zu einer
Veranderung des zweiten Allels des betroffenen Gens, beispielsweise durch eine Punktmu-
tation oder durch andere Mechanismen, fuhrt dies zu einem kompletten Expressionsverlust
des betroffenen Gens [Knudson 1971; Jones et al., 1999].

1.5 Zirkulierende Nukleinsduren

1.5.1 Zellfreie, zirkulierende DNA (f-DNA) im Blut

Den ersten Nachweis frei zirkulierender Nukleinsduren im Blut erbrachten Mandel und
Métais im Jahre 1948. Erst 30 Jahre spater konnte gezeigt werden, dass die Konzentration
an f-DNA im Blut von Tumorpatienten gegeniiber Gesunden signifikant erhoht ist. Bei
Patienten mit metastasierten Tumorstadien war etwa doppelt so viel f-DNA im Blut nach-
weishar wie bei Patienten mit lokalisierten Karzinomen, was einen mdglichen Zusammen-
hang zwischen der Progression des Tumors und der Menge an f-DNA im Blut anzeigt.
Auch ein Effekt der Therapie auf die Konzentrationen der f-DNA im Blut konnte beobach-
tet werden [Leon et al., 1975, 1977; Stroun et al., 1987]. Die Herkunft bzw. die genauen
Mechanismen der Freisetzung von f-DNA sind noch nicht abschlieRend geklart. Ein multi-
faktorieller Mechanismus wird angenommen. Die f-DNA stammt je nach GroRe der DNA-
Fragmente von apoptotischen oder nekrotischen Zellen, aber auch eine aktive Sekretion der
DNA ins Blut wird diskutiert [Jahr et al., 2001; Stroun et al., 2001]. Mittlerweile wurden
fur verschiedene Tumorentitaten erhdhte f-DNA-Spiegel im Blut nachgewiesen, so auch
beim Prostatakarzinom [Schwarzenbach et al., 2011]. An der f-DNA durchgefuhrte mole-
kulargenetische Analysen konnten zeigen, dass genetische Alterationen des Primartumor-
gewebes im Blut an der zirkulierenden f-DNA nachweisbar sind [Bruhn et al., 2000]. Auf
Grund des Vorhandenseins gesunder DNA im Blut und der Heterogenitat des Tumors las-
sen sich aber nicht alle genetischen Alterationen, die im Primartumor nachgewiesen wer-
den kdnnen, auch in der f-DNA nachweisen. Diese Ergebnisse sind mittlerweile fur viele
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Tumorentitaten erhoben und reproduziert worden [Fleischhacker et al., 2007; Schwarzen-
bach et al., 2011] und der Nachweis tumorspezifischer Aberrationen an f-DNA aus Korper-
flissigkeiten wie Blut, Urin und Knochenmark hat einen festen Stellenwert in der Grundla-
genforschung erhalten. Dieses wird auch in Zukunft fir die Etablierung neuer diagnosti-
scher Methoden von Bedeutung sein [Goessl et al., 2002; Schwarzenbach et al., 2011].

1.5.2 Zellfreie DNA (f-DNA) im Knochenmark

Knochenmark unterscheidet sich gegentiber dem schnell zirkulierenden Blut als bevorzug-
tes Kompartiment fiir die Anreicherung von Krebszellen, speziell bei einigen Tumorentité-
ten wie dem Prostatakarzinom oder dem Mammakarzinom. Aufgrund dieser Tatsache
konnte das Knochenmark eine interessante Quelle fur freigewordene Tumor-DNA darstel-
len [Schwarzenbach et al., 2007]. Auch im Knochenmark kann die DNA dabei theoretisch
entweder von disseminierten Tumorzellen (DTCs) oder von apoptotischen Tumorzellen
aus Knochenmetastasen stammen. Der Ubertritt aus dem Blut ware ebenfalls denkbar. Mit-
tels Punktion und Aspiration kann Knochenmark zur Untersuchung gewonnen werden und
ist dann einer weiteren Untersuchung zuganglich.

1.5.3 Studien zur Analyse zellfreier DNA im Blut bei Prostatakarzinom-Patienten

Mehrere Studien haben sich mit Untersuchungen an f-DNA bei Prostatakarzinom-Patienten
befasst. Dabei konnte deren Einsatz als suffizienter molekularer Marker belegt werden, der
bei Prostatakarzinom-Patienten gegenuber gesunden Kontrollen signifikant erhoht ist [Pa-
padopoulo et al., 2004; Boddy et al., 2005]. Bei Jung et al. war die Erhohung der zellfreien
DNA im Plasma mit dem Vorliegen von Lymphknoten- und Fernmetastasen assoziiert, es
zeigte sich zudem eine gute Assoziation mit den Serum-PSA-Werten und dem Gesamt-
uberleben [Jung et al., 2004]. Chun et al. zeigten, dass tumorassoziierte f-DNA im Blut als
unabhéngiger und informativer Pradiktor fir das Prostatakarzinom dienen kann [Chun et
al., 2006].

1.6 Mechanismen der Metastasierung

Die Metastasierung stellt heute trotz moderner multimodaler Therapiekonzepte weiterhin
den entscheidenden prognostischen Faktor im Hinblick auf das Uberleben einer Krebser-
krankung dar. Sie ist ein sehr komplexer schrittweiser, mehrstufig und kaskadenartig ablau-
fender Prozess, der bis heute noch nicht genau verstanden wird und stets Gegenstand inten-
siver Forschungsbemihungen ist. Die genaue Kenntnis von den molekularen VVorgangen,
die zur manifesten Metastasierung flihren, ware von entscheidender Bedeutung fur eine
verbesserte Risikostratefizierung der einzelnen Patienten und fur die Entwicklung neuer
medikamenttser Therapieverfahren [Pantel und Woélfle, 2005; Eccles und Welch, 2007].

Die Metastasierung beim Prostatakarzinom erfolgt bevorzugt hamatogen in die Knochen,
aber auch lymphogen entlang der Obturator-, sacralen, inguinalen, pelvinen, paraaortalen
und selten auch den mediastinalen Lymphknotenstationen. Die hamatogene Metastasierung
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erfolgt Gberwiegend in das Skelettsystem (ossére Metastasierung), hierbei findet sich meist
primér ein Befall des Achsskeletts (Becken, Wirbelsdule, Oberschenkelknochen). Seltener
werden andere Organsysteme wie die Lunge oder die Leber befallen. Gut 80-90 % der an
einem Prostatakarzinom verstorbenen Patienten weisen eine ossdre Metastasierung auf
[Hautmann und Huland, 2006].

Im Verlaufe der molekularen Progression des Prostatakarzinoms, in der viele genetische
Alterationen akkumulieren und einzelne Zellklone neue Eigenschaften generieren, werden
ausgehend von der Neoangio- und Lymphangiogenese, die folgenden Schritte vom lokali-
sierten bis zum metastasierenden Prostatakarzinom durchlaufen [Arya et al., 2006]:

Verlust der Zelladhé&sion

Degradation des lokalen Stromas und Migration
Invasion in das Gefalisystem

Uberleben in der Zirkulation

,Homing* zum Zielorgan

Endothelinteraktion

N N

Extravasion in das sekundare Organ
# Erneute Proliferation im fremden Milieu zu sekundaren Tumoren.

In Prostatazellen, die diese Kaskade durchlaufen, lassen sich bis zu 100 unterschiedliche
Proteinverédnderungen oder -verluste nachweisen. Es handelt sich also um einen speziellen
metastatischen Phanotyp [Varambally et al., 2005].

1.6.1 Disseminierte Tumorzellen (DTC)

Bei disseminierten Tumorzellen (DTC) handelt es sich definitionsgem&l um einzelne Tu-
morzellen oder kleine Tumorzellcluster, die in einem Sekundarorgan nachweisbar sind,
aber noch keine ,,manifeste* Metastase ausgebildet haben. Dies unterscheidet sie von zir-
kulierenden Tumorzellen (CTC), die noch keine Extravasion aus dem Gefalisystem vollzo-
gen haben. Die Begriffe CTC und DTC sind somit nicht synonym zu gebrauchen.

DTC sind durch spezielle Anreicherungs- und Detektionstechniken nachweisbar. Ein hau-
figes Zielorgan fir die DTC stellt das Knochenmark dar, welches einer Untersuchung ver-
haltnismaRig leicht zugénglich ist. Mittlerweile sind bei vielen epithelialen Tumorentitaten
bereits in friihen Tumorstadien DTC im Knochenmark nachgewiesen worden [Pantel und
Brakenhoff, 2004; Alix-Panabieres et al., 2008].

Entgegen dem klassischen Metastasierungsmodell, wonach die Metastasierung ein eher
spates Ereignis einiger ,,ausreichend* aggressiver Zellklone darstellt, handelt es sich bei der
Disseminierung von Tumorzellen haufig um ein friihes Ereignis in der Tumorgenese. Die
uberwiegende Anzahl von Tumorzellen des Primartumors scheinen hierzu in der Lage zu
sein [Bernards und Weinberg, 2002; Pantel und Brakenhoff, 2004].



Einleitung

Nach dem Metastasierungsmodell von Pantel und Brakenhoff gibt es zwei potentielle MAg-
lichkeiten der Tumorzelldisseminierung, die hdmatogene oder die lymphogene, die sich
gegenseitig nicht ausschlieBen und die eine Diskrepanz zwischen Lymphknoten- und
Fernmetastasen-Status gut erklaren kénnen. Auch die Abhédngigkeit von Fernmetastasen
von einem positiven Lymphknotenstatus, wie bei einigen Tumoren zu beobachten, ist
durch dieses Modell gut erklarbar. Ob eine Tumorzelle eine Praferenz fiir die hamatogene
oder die lymphogene Metastasierung hat, scheint genetisch determiniert zu sein [Wolfle et
al., 2003]. Ausgehend von ausgebildeten primaren Fern- oder Lymphknotenmetastasen
kdnnen durch erneute Tumorzell-Disseminierung aus den primdren Metastasen sekundare
Fernmetastasen entstehen [Pantel und Brakenhoff, 2004; (Abb.5)]. Auch die erneute An-
siedelung im urspriinglichen Organ, auch als ,,self-seeding® oder ,,cross-seeding® bezeich-
net, ist moglich. Diskutiert wird, ob diese Zellen auch fir Lokalrezidive verantwortlich
sind [Kim et al., 2009; Aguirre-Ghiso et al., 2010].

Abb.5: Metastasierungskaskade nach Pantel und Brakenhoff, 2004, modifiziert. Darge-
stellt sind zwei mdgliche Metastasierungswege, die lymphogene und die hamato-
gene Metastasierung. Bestehende primére Fernmetastasen kénnen durch erneute
Disseminierung sekundare Fernmetastasen ausbilden.
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1.6.2 Minimale residuelle Krebserkrankung und Tumor-Dormancy

Der klinisch manifesten Metastasierung mit Ausbildung solider Fernmetastasen, die durch
klinische Symptomatik und technisch-apparative Diagnostik erkennbar werden, geht also
eine frihzeitige Tumorzell-Disseminierung voraus. Da diese Zellen oder Zell-Aggregate
selbst hochauflésenden radiologischen Untersuchungsmethoden entgehen und keine klini-
sche Symptomatik verursachen, wird der Nachweis dieser DTCs auch als minimale residu-
elle Krebserkrankung (minimal residual disease = MRD) bezeichnet [Dearnaley et al.,
1981].

Dabei bilden nicht alle DTCs im Verlauf Fernmetastasen aus. Viele DTCs befinden sich
nach Einwanderung in das jeweilige Zielorgan in einer Art Latenzzustand, der unterschied-
lich lange andauern kann. Dieser Latenzzustand wird als Tumor-Dormancy bezeichnet und
ist sehr komplex reguliert. Der Mechanismus, der die Dormancy reguliert und beenden
kann (,,escape of dormancy®) ist bis heute nicht vollstdndig verstanden [Pantel et al., 2009;
Wikman et al., 2008; Aguirre-Ghiso 2007]. Einen Einfluss auf die Aktivierung der Tumor-
zellen aus der Latenz haben:

# hereditére Faktoren des Patienten

# angiogenetische Faktoren

# immunologische Faktoren

# genetische Veranderungen in der Tumorzelle (Genotyp)

(Onkogene und Metastasen-Suppressorgene)
# Tumorzell-Stroma-Interaktion (Milieufaktoren)
# Wachstumsfaktoren.

Durch die Verbesserung der diagnostischen Mdglichkeiten Gber die letzten drei Jahrzehnte
ist es gelungen, diese Zellen zuverléssig und reproduzierbar in Lymphknoten, dem Kno-
chenmark und weiteren sekunddren Organen zu detektieren.

1.6.3 Detektion von disseminierten Tumorzellen

Sensitive Methoden kénnen heute eine CTC aus dem Blut oder DTC aus dem Knochen-
mark unter ca. 10° -10" mononuklearen Zellen nachweisen. Hierfiir werden sensitive im-
munologische oder PCR-basierte molekulare Methoden eingesetzt. Ublicherweise handelt
es sich um ein kombiniertes Verfahren aus zundchst Anreicherung und anschlief3ender De-
tektion der Tumorzellen [Pantel et al., 2008].

Géngige Anreicherungs- und Detektionsverfahren basieren auf den speziellen physikali-
schen oder biologischen Eigenschaften der Tumorzellen, die sie von den umgebenden hé-
matopoetischen Zellen unterscheiden.

Physikalische Eigenschaften sind:
# Grolke und Dichte
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# Elektrische Ladung
# Verformbarkeit (Diapedese).
Biologische Eigenschaften sind:
# Expression bestimmter Epitope (Oberflachen- oder Strukturproteine)
# Funktions- und Uberlebensfahigkeit
# Fahigkeit zur Invasion/Migration.

Ublicherweise werden die zu analysierenden Proben, vor Anwendung des Detektionsver-
fahrens, zunéachst einem Anreicherungsverfahren unterzogen. Dabei werden die 0. g. phy-
sikalischen- und biologischen Eigenschaften der Tumorzellen genutzt. Die am h&ufigsten
eingesetzten Verfahren zur Anreicherung von Tumorzellen sind die Dichte-Gradienten-
Zentrifugation (z. B. Ficoll-Hypaque) und immuno-magnetische Verfahren. Weitere Ver-
fahren sind die Trennung durch spezielle Zellfilter oder durch elektrophoretische Separati-
on [Paterlini-Brechot et al., 2007; Alix-Panabiéres et al., 2011].

Nach Anreicherung kénnen die Tumorzellen detektiert werden, dabei werden indirekte von
direkten Nachweisverfahren unterschieden.

Die indirekten Methoden detektieren die Zellen aufgrund ihrer speziellen Eigenschaften (z.
B. epitheliale Epitope oder Eiweil3e) indirekt, dadurch ist nicht automatisch die Herkunft
aus einem bgsartigen Tumor bewiesen. Es werden immunologische- und molekulare (PCR-
basierte) Verfahren unterschieden. Die molekularen Verfahren (RT-PCR) haben eine hohe-
re Sensitivitat als immunologische antikrperbasierte Nachweisverfahren. Bei den immu-
nologischen Methoden werden sensitive monoklonale Antikorper zur Detektion von dis-
seminierten Tumorzellen eingesetzt, die gegen bestimmte Strukturproteine oder epitheliale
Epitope (z. B. Cytokeratine) der Tumorzellen gerichtet sind. PCR-basierte molekulare Me-
thoden weisen spezifische Transkripte der Tumorzellen nach (z. B. MAGE, PSA).

Die direkten Nachweismethoden ermdglichen eine diagnostische Identifizierung und somit
einen direkten Nachweis einer CTC bzw. DTC. Es handelt sich um zytopathologische
Nachweismethoden der Zellen selbst oder um den Nachweis molekularer/genomischer
Veranderungen in den Zellen, die ihre Malignitat belegen. Géngige Methoden sind FISH,
CGH und Mutationsanalysen. Fur die Untersuchung groRerer Zellmengen als Suchverfah-
ren sind diese Methoden somit nicht geeignet, da sie sehr teuer und zeitintensiv sind. Viel-
mehr dienen sie der n&heren Analyse von CTCs/DTCs, die durch andere Verfahren detek-
tiert wurden [Paterlini-Brechot et al., 2007].

1.6.4 Klinische Bedeutung disseminierter Tumorzellen im Knochenmark

Die Detektion und Charakterisierung von CTCs/DTCs ist hilfreich in der Risikostratefizie-
rung der Patienten (Einschatzung des metastatischen Risikos). Sie hilft in der Entscheidung
Uber eine adjuvante TherapiemalRnahme nach Priméartherapie und kann in der Therapie-
uberwachung (Monitoring des Erfolges/Misserfolges) unter einer systemischen Krebsthe-
rapie eingesetzt werden. Auch kann die ndhere Analyse der Eigenschaften dieser Zellen zu
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einem besseren Verstandnis der Metastasierungskaskade beitragen und so die Entwicklung
neuer systemischer Therapieverfahren beschleunigen. In der klinischen Onkologie kénnte
der Einsatz der CTC/DTC als Biomarker zur Echtzeit-Uberwachung der jeweiligen syste-
mischen Therapie erfolgen. Dadurch kdnnte fruhzeitig der Nutzen einer jeweiligen Thera-
pie (z. B. Chemotherapie) flr den einzelnen Patienten abgelesen werden [Alix-Panabiéres
et al., 2008; Pantel et al., 2009].

Auch wenn bisher viele Untersuchungen fur den Nachweis von DTCs bei den h&ufigsten
epithelialen Tumorentitaten durchgefiihrt wurden [Pantel et al., 2009], existieren valide
Daten fir die prognostische Bedeutung von DTCs im Knochenmark nur fir das
Mammakarzinom.

In einer sehr groRRen, gepoolten Analyse mit >4500 Patienten betrug die Detektionsrate von
DTCs ~30%. Die Detektion dieser DTCs im Knochenmark war mit einer signifikant
schlechteren Prognose (Gesamt- und rezidivfreies Uberleben) assoziiert. Des Weiteren
korrelierten die DTCs signifikant mit dem Tumorstadium, dem Grading, dem Lymphkno-
tenstatus und der Hormonrezeptorexpression. Die prognostische Relevanz von DTC-
positivem Knochenmark konnte fir alle Subgruppen nachgewiesen werden, sogar fir Pati-
enten mit kleinen Tumoren ohne Lymphknotenmetastasen [Braun et al., 2000]. Basierend
auf den Forschungsergebnissen der letzten zwei Jahrzehnte wurde das Vorhandensein von
DTCs beim Mammakarzinom mittlerweile in das TNM-KIlassifikationssystem und das
Cancer Staging Manual des American Joint Committee on Cancer (AJCC) aufgenommen
[Sobin et al., 2002; Greene et al., 2002; Singletary et al., 2003]. Auch die amerikanische
Gesellschaft fir klinische Onkologie (ASCO) bericksichtigt seit 2007 den CTC-/DTC-
Status in den aktualisierten Empfehlungen zum Umgang mit Tumormarkern beim
Mammakarzinom [Harris et al., 2007].

1.6.5 Kilinische Bedeutung disseminierter Tumorzellen beim Prostatakarzinom

Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt fir Patienten mit einem lokalisierten Prostatakarzinom
etwa 90%, bei metastasierten Tumoren dagegen nur 30% [Panteleakou et al., 2009]. Diese
Zahlen unterstreichen die klinische Bedeutung der Metastasierung und der Mikrometasta-
sierung im Hinblick auf das Gesamtiiberleben der Patienten.

Bei etwa 25 % der Patienten mit sog. lokalisierten Tumorstadien l&sst sich nach chirurgi-
scher Resektion des Tumors ein persistierender oder ansteigender PSA-Spiegel im Blut
nachweisen ohne Anhaltspunkte fiir ein Lokalrezidiv oder manifeste Metastasen [Khan et
al., 2003]. Eine mdgliche Ursache kénnten DTCs sein, die sich in der Tumorgenese im
Knochenmark angesiedelt haben [Pantel und Brakenhoff, 2004].

Viele Arbeitsgruppen haben sich in den letzten Jahren mit der Detektion von DTCs bei
Prostatakarzinom-Patienten befasst und konnten DTCs nachweisen. Indirekte Nachweis-
verfahren wurden am héufigsten eingesetzt, aber auch RT-PCR-basierte molekulare Me-
thoden fanden Anwendung. Die Detektionsraten lagen zwischen 10 und 90%, vereinzelt
zeigten sich Korrelationen zu unterschiedlichen klinisch etablierten Risikofaktoren. Einige
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Autoren konnten eine schlechtere Gesamtprognose im Hinblick auf das Rezidiv-freie-
Uberleben nachweisen [Riethdorf et al., 2008] (Tab. 2).

Tabelle 1: Auswahl von Studien Uber die Detektion von DTCs im Knochenmark bei Pati-
enten mit einem Prostatakarzinom.

Anzahl Patien-

ten (Anzahl

. Ergebnisse/Relevante  Follow-
Autoren . . Detektionsmethode .
Patienten mit Korrelationen up
DTCs in %)
Berg et al Anti-Cytokeratin Gleason-Score
getals 972 (18%) st (p=0,04), Fernmetas- 7 Jahre
2007 AK (AE1/AE3)
tasen (p=0,07)
Oberneder et Anti-Cytokeratin- ~ Tumorstadium, Gra-
84 (33%) nt . . -
al., 1994 AK (CK18) ding, Metastasierung
Kollermann Anti-Cytokeratin- erneuter PSA- 44
193 (44.6%) % .
etal., 2008 AK (A45-B/B3) Anstieg (p=0,014) Monate
82 (24%,CK2),  Anti-Cytokeratin- .
Weckermann (24% ) Tt ! vorzeitiger PSA- 48
etal., 2001 (40%, Ad5- AK (A5-B/BS, Anstieg (p=0,004)  Monate
" B/B3) CK2) 9=
RT-PCR (PSA- Gl Rezidiv
€ason -
Bianco et al., mRNA), Anti- f o
58 (36.2%) . freies Uberleben -
2001 Cytokeratin-AK, (0=0.05)
MIB-1-AK P=
DTCs vor OP unab-
. . héngiger Risikofak-
Weckermann 384 (13%) Anti-Cytokeratin- torii?r Metastasen 48
etal., 2009 ’ AK (A45-B/B3) Monate
nach 48 Monaten
(P=<0,001)
Rezidiv-freies Uber-
Wood et al., RT-PCR (PSA- leben (p=0,004), 15
86 (45%) ( (p=0,004)
1997 MRNA) PSA-Wert (p=0,001)  Monate
T-Stadium (p=0,003)
Gaoetal., RT-PCR (PSA- Rezidiv-freies Uber- 15
116 (44.0%) (
1999 MRNA) leben (p=0,054) Monate
. . Reduktion DTCs auf
Pantel et al., Anti-Cytokeratin-
1097 36 (58,3%) 19% nach Hormon- -

AK (CK18)

ablation
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Alle bisher publizierten Studien ber das Prostatakarzinom haben nur geringe Fallzahlen
untersucht. Valide prognostische Follow-up-Informationen und valide Daten tiber den Ein-
fluss von Hormontherapie oder anderen systemischen Therapieformen auf die DTCs feh-
len, obwohl bereits ein Einfluss der Hormontherapie auf die Detektionsraten und Anzahl
von DTCs in kleineren Serien beschrieben wurde [Pantel et al., 1997, Wood et al., 1998].
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2 Arbeitshypothese und Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Patienten-Kollektive (Prostatakarzinom- und
BPH-Patienten) untersucht.

Zunéchst sollte die freie zirkulierende DNA aus dem Blutplasma und dem Knochenmark
von Prostatakarzinom-Patienten isoliert werden, ebenso die freie DNA aus Blutproben der
BPH-Patienten. Zusétzlich sollte DNA aus dem Primartumorgewebe der Karzinompatien-
ten, welche eine potentielle Quelle der freien DNA im Blut und Knochenmark sein konnte,
isoliert und analysiert. In meiner Studie sollte zunéchst der Frage nachgegangen werden, ob
aufgrund unterschiedlich hoher DNA-Konzentrationen im Blutplasma zwischen Karzinom-
und BPH-Patienten unterschieden werden kann. Ferner war die Quantifizierung freier DNA
im Knochenmark im Vergleich zum Blutplasma von Prostatakarzinom-Patienten von Inte-
resse.

Nach Isolierung und Quantifizierung der freien zirkulierenden DNA aus den einzelnen
Kompartimenten (Blut, Knochenmark und Tumorgewebe) sollte die DNA auf genetische
Veranderungen wie das Vorliegen von LOH oder MSI untersucht werden. Hierfur wurde
ein Panel von 13 Mikrosatelliten-Markern ausgewahlt, die spezifisch in der Nahe von Tu-
morsuppressorgenen binden. Die DNA sollte durch eine PCR amplifiziert und anschlie-
Rend mit der Kapillarelektrophorese analysiert werden. Durch die zusétzliche Analyse der
freien zirkulierenden DNA von BPH-Patienten soll festgestellt werden, ob der Nachweis
von genetischen Alterationen im Blut spezifisch flr das Prostatakarzinom ist, oder auch bei
BPH-Patienten ohne eine bdsartige Lasion beobachtet werden kann. Um Auskunft uber die
Herkunft der freien zirkulierenden DNA im Plasma zu erhalten, sollten vergleichende Ana-
lysen Uber das Auftreten von LOH/MSI im Primértumor der Prostatakarzinom-Patienten
durchgefuhrt werden.

Die erhaltenen Daten aus den DNA-Analysen sollten statistisch ausgewertet und mit den
bekannten klinischen Parametern der Patienten (Tumorstadium, PSA, etc.) verglichen wer-
den, um mdgliche signifikante Korrelationen aufzuzeigen. Auf diese Weise soll festgestellt
werden, ob dieser experimentelle Ansatz zur besseren Friherkennung eines Prostatakarzi-
noms geeignet sein konnte und ob durch die genetischen Analysen der freien zirkulieren-
den DNA klinisch wertvolle Informationen Gber den Tumor erhalten werden kénnen.

Zusétzlich zu den genannten Untersuchungen sollte das Knochenmark aller Prostatakarzi-
nom-Patienten auf das VVorhandensein von disseminierten Tumorzellen (DTCs) hin unter-
sucht werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollten ebenfalls mit den DNA-
Analysen korreliert werden. Es ging dabei vor allem um die Frage, ob ein Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von DTCs im Knochenmark und den detektierten genetischen
Alterationen in Blut, Knochenmark oder Tumorgewebe einerseits oder den etablierten Kli-
nischen Parametern andererseits besteht.
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial/Patientenkollektiv

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Patientenkollektive der Klinik und Poliklinik fur
Urologie unter der damaligen Leitung von Herrn Prof. Dr. Hartwig Huland (heutige Lei-
tung der Klinik durch Frau Prof. Dr. Margit Fisch) untersucht.

Das erste Kollektiv umfasst 36 Patienten mit einem histologisch gesicherten (Stanzbiopsie)
Prostatakarzinom mit einer Indikation zur chirurgischen Resektion der Prostata. VVon die-
sen Patienten wurde im Rahmen der praoperativen VVoruntersuchungen Vollblut zur DNA-
Isolierung aus den Leukozyten und dem Serum gewonnen. Des Weiteren wurde den Patien-
ten nach Narkoseeinleitung und vor der Prostataresektion aus beiden Beckenkdmmen (Spi-
nae iliacae anteriores superiores) insgesamt 15 ml Knochenmark entnommen. Das Kno-
chenmark wurde zur Detektion von disseminierten Tumorzellen (DTCs) einerseits sowie
zur DNA-Analyse der zellfreien DNA andererseits verwendet. Fir dieses Kollektiv lagen
die Kklinisch relevanten Daten wie Alter, PSA-Werte, Prostatavolumen, Gleason-Score und
das T-Stadium vor.

Das zweite Kollektiv umfasst 27 Patienten, die wegen einer symptomatischen BPH diag-
nostiziert und reseziert wurden. Von diesen Patienten wurde ebenfalls im Rahmen der
praoperativen Untersuchungen Vollblut zur DNA-Isolierung aus den Leukozyten und dem
Serum gewonnen. Zusatzlich wurde der préaoperative Anteil am freien PSA im Serum (f-
PSA) der Patienten bestimmt und wurde in die Auswertung miteinbezogen (s. Ergebnisse).
Weitere relevante klinische Daten sind von diesem Kollektiv nicht bekannt. Das Hauptau-
genmerk lag auf der Quantifizierung und Analyse der zellfreien, zirkulierenden DNA im
Blut, um fur die Auswertung der Daten der Patienten mit Prostatakarzinom ein Vergleichs-
kollektiv zu haben.

Alle Blut- und Knochenmarkproben wurden innerhalb von 30 Minuten weiterverarbeitet.
Es erfolgte die Abzentrifugation der Zellelemente der jeweiligen Proben, die fllssigen
Uberstande (Plasma) und zelluldren Blutbestandteile wurden sofort weiter verarbeitet
(DNA-Isolierung und Quantifizierung) oder bis zur weiteren Bearbeitung eingefroren. Das
Zentrifugat vom Knochenmark konnte nicht eingefroren werden, hier erfolgte umgehend
die Weiterverarbeitung nach u. g. Schema (Kapitel 3.2).

Nach einer ausfiihrlichen Aufklarung und Beratung haben alle in diese Studie eingeschlos-
senen Patienten der Verwendung ihrer klinischen Daten und Spezimen zugestimmt (schrift-
liches Einverstdndnis). Die Entnahme des Untersuchungsmaterials, die Generierung der
klinischen Daten und die Aufklarungsgesprache erfolgten durch die Mitarbeiter der Klinik
far Urologie. Verantwortlich fir diese Studie waren Herr PD Dr. Felix Chun und Frau Dr.
Imke Lange. Die Untersuchungen und Auswertungen der Materialien und der Patientenda-
ten erfolgten anonymisiert.
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Die Aufarbeitung der Operationspréparate (Prostaten), deren feingewebliche Untersuchung
(Histologie) mit der Eingrenzung der Tumorareale (foci), erfolgten durch Herrn PD. Dr.
Andreas Ebersdobler aus dem Institut fir Pathologie (Leitung Herr Prof. Dr. Guido Sauter).

3.1.1 Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

AB Serum

Biotest AG, Dreieich

Ammoniumpersulfat (zur Analyse)

Serva, Heidelberg

APAAP Enzymkonjugat

DAKO, Hamburg

Agqua ad iniectabilia

Baxter SA, Lessines

Borsaure

Sigma, Deisenhofen

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt

Desoxynucleoside Triphosphate Set

Roche, Mannheim

N,N-Dimethylformamid

Merck, Darmstadt

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Sigma, Deisenhofen

Eosin

Merck, Darmstadt

Essigsaure (100 %, zur Analyse)

Merck, Darmstadt

Ethanol (absolut, zur Analyse)

Merck, Darmstadt

Ficoll

Amersham Biosciences, Freiburg

Glyzergel Mounting Medium

DAKO, Hamburg

Hamatoxylin Merck, Darmstadt
HiDi Formamid Applied Biosystems, Freiburg
HPLC-H,0 Merck, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

Levamisol

Sigma, Deisenhofen

Methanol

Merck, Darmstadt

Magnesiumchlorid

Sigma, Deisenhofen
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Naphtol-AS-Bisphosphat

Sigma, Deisenhofen
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Neufuchsin

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid

J.T. Baker, Deventer

Natriumnitrit

Merck, Darmstadt

Natriumhydrogencarbonat

Merck, Darmstadt

Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Merck, Darmstadt

Nuklease-freies Wasser

Promega, Mannheim

ProtoGel Acrylamid

National diagnostics, Atlanta

Salzsdure 5 M

Merck, Darmstadt

Sucrose

Sigma, Deisenhofen

TEMED
(N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin)

Amersham Bioscience, Freiburg

Triton X 100

Sigma, Deisenhofen

Trizma Base

Sigma, Deisenhofen

Xylencyanole FF

Sigma, Deisenhofen

Xylol

3.1.2 Enzyme

Fluka, Buchs

Leukozyten, Blutplasma, Knochenmarkiberstand und mikrodissektiertes Tumorgewebe
wurden mit Proteinase K (Qiagen, Hilden) lysiert.

Als Polymerase wurde die AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Mannheim) verwendet.

3.1.3 DNA-GroRenmarker fur die Fragmentanalyse/Gelelektrophorese
ROX Size500 Standard (Applied Biosystems, Mannheim)

Fragmentgrolien in bp:

35/ 50/ 75/ 100/ 139/ 150/ 160/ 200/ 250/ 300/ 340/ 350/ 400/ 450/ 490/ 500
PhiX 174 DNA/Hin f | Marker (Promega, Mannheim)

Fragmentgrolien in bp:

24/ 40/ 42/ 48/ 66/ 82/ 100/ 118/ 140/ 151/ 200/ 249/ 311/ 413/ 417/ 427/ 500/ 553/ 713/

726
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3.1.4 Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide sind von der Firma Sigma Aldrich bezogen worden.

5"-fluoressenzmarkierte Sense-Primer wurden fur die Amplifikation der Mikrosatellitenre-
gionen auf den Chromosomen 3/ 6/ 7/ 8/ 9/ 10/ 11/ und 17 verwendet.

Folgende Primerpaare wurden eingesetzt:

Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 3:

Name/Lokus Sequenz Produkt
(bp)
THRB Sense: 5°- GAT CAC AAG GAGCTAGAGT -3 197
3p24 Antisense: 5°- TCA AAG GAG TCAGGC TGT AG -3
D3S3703 Sense : 5°- GGA AAT GTG GAACCAACAG-73 226-244
3q13.3 Antisense: 5°- TCC ATT CCT GAG TTACTT CACTT -3

Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 6:

Name/Lokus Sequenz Produkt (bp)
Farbe

D6S474 Sense: 5°- TGT ACA AAAGCC TATTTAGTC AGG -3 151-167

6021-22 Antisense: 5'- TCATGT GAG CCAATTCCTCT -3 5-FAM
D6S1631 Sense: 5°- TTT GGC TTG AGAACATTT ACC-3 164-182
6916 Antisense: 5°- GTG CCACACTGCCTC TAA-3

Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 7:

Name/Lokus Sequenz Produkt (bp)
Farbe
D7S522 Sense: 5- GCC AAACTGCCACTTCTC-3 217-229
7031.1 Antisense: 5'- ACG TGT TAT GCC ACT CCC -3

Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 8:

Name/Lokus Sequenz Produkt (bp)
Farbe

D8S87 Sense: 5- GGG TTG TTG TAAATT AAAAC-3 145
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8pl2 Antisense: 5°- TGT CAAATACTT AAGCACAG -3
D8S137 Sense: 5°- GCT AAT CAG GGA ATC ACCCAA-3° 150-162
8p21.1 Antisense: 5'- AAA TAC CGAGAC TCACAC TAT A - 5-FAM
3
D8S360 Sense: 5- CTAGCT CCTGTG TTTCCATCA-3 95
8p21 Antisense: 5°- TCT CAC AGG TGC CTG TGC AG - 3
Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 9:
Name/Lokus Sequenz Produkt (bp)
Farbe
D9S1748 Sense: 5°- CACCTC AGAAGT CAGTGAGT -3 110- 120
9p21 Antisense: 5°- GTG CTT GAAATACACCTTTCC -3
Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 10:
Name/Lokus Sequenz Produkt (bp)
Farbe
D10S1765 Sense: 5- ACACTT ACATAGTGCTTTCTGCG -3 166- 184
10923.3 Antisense: 5°- CAG CCT CCCAAAGTTGC -3 5-FAM
Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 11:
Name/Lokus Sequenz Produkt (bp)
Farbe
D115S898 Sense: 5- AGC ACCATT TGC TGAGACTG -3 140-156
11922 Antisense: 5°- TGT ATT TGT ATC GAT TAACCAACT T - 5-FAM
3
D11S1313 Sense: 5- CTA AGC ATGAAGCTG CCAAGT TA-3 184-204
11p12 Antisense: 5°- AGT TTGACA TTAGGG AATTTTGA -3 5-FAM
Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 17:
Name/Lokus Sequenz Produkt (bp)

Farbe

36
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17p13.1 Antisense: 5'- GGA AGG GTC AACATCTTT TACA -

TP53.6 Sense: 5°- TAA AAA GGG AGA AGG AGG GG -3 107

3.1.5 Verwendete Kits

KIT

Hersteller

AmpliTag Gold (200 ul, 1000 U, 5 U/ul)

mit GeneAmp 10x PCR Gold Puffer
und 25 mM MgCl,-Lbsung

Applied Biosystems, Mannheim

QIlAamp DNA Mini Kit (250)
Proteinase K-L6sung
Buffer AL — Lysepuffer
Buffer AW1 — Waschpuffer 1
Buffer AW2 — Waschpuffer 2
Buffer AE — Elutionspuffer

Qiagen, Hilden

Silver Stain Plus
Fixative Enhancer Concentrate
Silver Complex Solution
Reduction Moderator Solution
Image Development Reagent
Development Accelerator Reagent

Development Accelerator Solution

3.1.6 Verbrauchsmaterialien

Material

Biorad, Miinchen

Hersteller

Cytospintrichter und Haltevorrichtung

Hettich, Tuttingen

Dako Pen Fettstift

Dako, Hamburg

Deckglaser Supe-Rior

Marienfeld Labaratory, Marienfeld
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Falcon Roéhrchen 50ml

Bacton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Kryoréhrchen

Nalgene, Rochester

Neubauer Zahlkammer improved

Marienfeld Labaratory, Marienfeld

Rex Leuchtplatte

Rex, Babenhausen

Sterile 1*Pipetten 3ml

Elkay Eireann, Galway, Irland

Sterile epT.1.P.S 10ul, 20ul, 100ul, 300ul,
1000pl

Eppendorf, Hamburg

Sterile Kanulen Sterican Gr. 14/17/18

Braun Medical, Emmenbriicke, CH

Superfrost Objekttréager

Menzelglaser, Braunschweig

Tubes 0,2ml, 0,5ml, 1,5ml, 2ml

Eppendorf, Hamburg

UVette

3.1.7 Gerate

Eppendorf, Hamburg

Folgende Gerate zur Durchfiihrung oder Auswertung der Versuche wurden eingesetzt:

Gerat

Hersteller

Multifuge Zentrifuge 3S/3S-R

Heraeus/Kendro, Hanau

Mikroflow Steril-Bench

Nunc, Wiesbaden

Mikroskop Axiostar plus

Zeiss, GOttingen

Rotofix 32 Zentrifuge

Hettich, Tuttingen

Stuart Roller Mixer

Bibby Sterilin, Staffordshire, U.K.

Leica Mikrotom SM 2000 R

Leica, Nussloch

Biofuge pico Zentrifuge

Heraeus/Kendro, Hanau

Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg

Vortex Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, USA

Scanner Epson Expression 1680 pro

Epson Deutschland, Meerbusch

Rotamax 120 Schiittler

Heidolf Instruments, Schwabach

Hoefer SE-245 Dual Gel Caster

Amersham Bioscience, Buckinghamsh.,
U.K.

Elektrophorese Power Supply Consort E143

Turnhout, Belgien
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OT-Schnelltrockner TDO 66

Medite, Burgsdorf

Biorad Geldryer Modell 583

Biorad, Minchen

MJ Research PTC-200

MJ Research, Watertown, USA

ABI Prism Genetic Analyser 310

Applied Biosystems, Mannheim

Biophotometer

Eppendorf, Hamburg

Automated cellular imageing system (ACIS)

3.1.8 Puffer und Losungen

ChromaVision Medical Systems, Cali-
fornien

Alle Puffer und Losungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt.

Losung/Hersteller

Zusammensetzung

Dulbecco’s PBS
Gibco BRL, Eggenstein

w/o Calcium and Magnesium

w/o Sodium Bicarbonat

Ethanol
Merck, Darmstadt

80 %, 96 %, 100 %

Fixierlosung (fur 2 PA-Gele)

Biorad, Miinchen

90 ml H,O
150 ml Methanol
30 ml Essigsaure 100%

30 ml Fixative Enhancer

Hanks Salz-Ldsung

Biochrom AG

5x Loading Buffer

50% Glycerol 5mi
0,5M EDTA 1mi
1M TrispH 7,5 200 pl
H>O ad 10 ml

Bromphenolblau (1:3)
Xylene Cyanol (1:3)

10x PBS pH 7,4

90 g NaCl
14,33 g NazHPO4 X2 Hzo
2,67 g KH2PO4
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H,Oad 1l

Silbernitrat-Farbeldsung (fir 1 PA-Gel)

Biorad, Minchen

14 ml H,O

2 ml Silver Complex Solution

2 ml Reduction Moderator Solution
2 ml Image Development Reagent

20 ml Development Accelerator Solution

5x TBE (Tris-Borat EDTA) Trizma Base 549
Borsaure 27,59
0,5MEDTAPpH 8 20 ml
H.0 ad 11

TBS 50 mM Tris-HCI
150 mM NaCl

DAKO, Hamburg pH 7,6

1M TrispH 7,5 pH9,5

Trypanblau

Sigma, Deisenhofen

Waschpuffer W 1x Konzentrat
R&D Systems, Minneapolis

Zell-Lyse-Puffer

3.2 Methoden

0,3 M Sucrose 106,99

10 mM Tris pH 7,5 10ml1M
5 ml MgCl, 5ml1M
1% Triton X 100 10 ml 100%
H,0 ad 11

3.2.1 Gewinnung von Blut, Knochenmark und Tumorgewebe

Fur die Mikrosatelliten-Analysen wurde genomische DNA (gDNA) aus Blut, Knochen-
markuberstand (als Knochenmark-Plasma bezeichnet) und Primértumorgewebe (nach der
histologischen Aufarbeitung) isoliert. Als Referenzprobe diente die gDNA aus Leukozyten

des jeweiligen Patienten.
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3.2.2 Gewinnung von Blutplasma und Isolierung der Leukozyten

Zur Gewinnung von Blutplasma wurden die 20 ml vendses EDTA-Blut fiur 10 Min. bei
3500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand (Blutplasma) wurde zur Génze (ca. 3-5ml) in sog.
Kryorohrchen Gberfuhrt und bis zur endgultigen Bearbeitung (DNA-Isolierung und Mikro-
satelliten-Analysen) bei -20°C gelagert.

Aus dem verbliebenen Blut wurden die Leukozyten folgendermafen isoliert: Das Blut
wurde mit gekihltem Lysepuffer (4°C) auf 50 ml aufgeftllt und fur 15 Min. auf Eis inku-
biert. AnschlieRRend erfolgte die Zentrifugation mit 3500 rpm. fur 20 Min. bei 4°C. Der
Uberstand wurde verworfen und das zuriickgebliebene Pellet in 30 ml Lysepuffer resus-
pendiert. Es folgte die erneute Zentrifugation mit 3500 rpm fiir 15 Min. bei 4°C. Wieder
wurde der Uberstand verworfen. Zur Lésung und Uberfiihrung des Leukozyten-Pellets in
ein beschriftetes 1,5 ml Tube wurde erneut 1 ml Lysepuffer eingesetzt. Nach Uberfiihrung
wurde mit 13000 rpm bei 4°C fir 5 Min. zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Da-
nach wurde das Leukozyten-Pellet ebenfalls bis zur endgultigen Bearbeitung (DNA-
Isolierung und Mikrosatelliten-Analysen) bei -20°C gelagert.

3.2.3 Verarbeitung von Knochenmark (KM)

Die Gewinnung des Knochenmarks wurde praoperativ nach Einleitung der Vollnarkose,
meist beidseitig durchgefuhrt (Abb. 6).

Beckenkammpunktion
zur Gewinnung von
Knochenmark

Abb. 6: Schematische Darstellung einer Knochenmarkspunktion

Das aspirierte Material (ca. 15 ml) wurde in sterilen 1-Mal-Spritzen ohne Zusatz von An-
tikoagulantium aufgenommen und zur sofortigen Weiterbearbeitung Gibergeben.

Gewinnung von Knochenmark-Plasma

Zunéchst wurde das gewonnene Aspirat in 50 ml Falcon-Roéhrchen berfiihrt. Dann erfolg-
te die sofortige Zentrifugation bei 1400 rpm fiir 10 Min. Der Uberstand (2-5 ml KM-
Plasma) wurde in Kryordhrchen Uberfiihrt und bis zur endgiltigen Bearbeitung (DNA-
Isolierung und Mikrosatelliten-Analysen) bei -20°C gelagert.
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Isolierung disseminierter Tumorzellen mit dem Ficoll-Gradienten
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Abb.7: Schema der Knochenmark-Aufbereitung (Pantel & Brakenhoff, 2004)

Das nach der Gewinnung des Uberstandes (KM-Plasma) verbliebene Knochenmark wurde
mit kalter Hanks-Losung bis auf 30 ml aufgeftllt und bei 4°C und 1400 rpm fiir 10 Min.
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand (mit der Fettphase) bis auf 10 ml abpipettiert.
Das Sediment wurde sogleich mit kaltem PBS-Puffer auf 30 ml aufgefllt. Ein neues Fal-
con-Réhrchen mit 20 ml Ficoll-Paque-Lésung wurde nun mit dem verdinnten Knochen-
mark vorsichtig tUberschichtet. Dann wurde fiir 30 Min. bei 1400 rpm und 4°C zentrifu-
giert, ohne am Ende die Zentrifuge zu bremsen. Die Interphase enthielt mononukledre Zel-
len (MNCs) (Abb. 7), die mit dem restlichen Uberstand in ein weiteres Falcon-R6hrchen
uberfihrt wurden. Erneutes Auffullen mit PBS-Puffer auf 50 ml und Zentrifugation bei
1400 rpm und 4°C fiir 10 Min. Der Uberstand wurde diesmal verworfen.

Erythrozyten-Lyse

Wenn das Pellet eine rotliche Farbung (als Ausdruck einer Verunreinigung durch Erythro-
zyten) aufwies, wurde eine sog. Ery-Lyse mit dem Whole Blood Erythrocyte Lysing Kit
angeschlossen. Dazu wurde 1 ml des H-Lyse-Puffer auf das Pellet gegeben und fur 3 Min.
auf dem Rollenmischer gemischt. AnschlieBend wurden 40 ml Wasch-Puffer hinzugefigt
und die Losung fiir 10 Min. bei 1400 rpm zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand er-
neut verworfen.
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Ermittlung der Zellzahl

Jetzt konnte das Pellet zur Bestimmung der Zellzahl, je nach Tribungsgrad der Losung, mit
5 oder 10 ml PBS-Puffer resuspendiert werden. Aus der gut durchmischten Zell-
Suspension wurden 10 pl entnommen und mit 10 pl Tryphanblau in einer Mikro-Titer-
Platte gemischt. Danach erfolgte die Auszdhlung in der Neubauer-Zahlkammer. Zur Be-
stimmung der Gesamtzellzahl der Losung wurde die ermittelte Zellzahl auf das Gesamtvo-
lumen verrechnet. Bei sehr hohen Zellzahlen/ml wurde mit PBS-Puffer weiter verdunnt.

Herstellung von Cytospins

Nach der Auszdhlung wurden die Cytospins hergestellt. Dazu wurden 700.000 Zellen
(MNCs) fur 3 Min. bei 1000 rpm auf einen Objekttrager zentrifugiert. Insgesamt wurden
maximal 12 Cytospins hergestellt, 6 fir die immunhistochemische Farbung, 6 zum Einfrie-
ren bei -80° C (Kryokonservierung). Bei noch héheren Zellzahlen wurde ab einer Anzahl
von 10 Millionen Zellen eine Zellkultur angelegt. Die fertigen Cytospins wurden Uber
Nacht getrocknet und danach immunhistochemisch gefarbt bzw. in Aluminium-Folie ein-
gefroren.

Immunhistochemischer Nachweis Zytokeratin (CK-19)-positiver Zellen

Zur Detektion der DTCs mit dem ACIS (automated cellular imaging system) wurden die
Cytospins immunhistochemisch geférbt. Der monoklonale Antikdrper A45-B/B3 (1gG1)
aus der Maus, der gegen die Zytokeratine (u. a. Heterodimere 8-18, 8-19) gerichtet ist
[Stigbrand et al.,1998], diente als Primé&rantikdrper (2ug/ml). In der gleichen Konzentration
wurde als Isotyp-Kontrolle der polyklonale Antikdrper MOPC-21 (1gG1) eingesetzt. Als
Sekundarantikorper wurde ein Anti-Maus-Antikorper (175ug/ml) verwendet (Briickenanti-
korper Z-0259, Dako), der aus dem Kaninchen stammt und in der Lage ist, das APAAP-
Enzym-Konjugat mit einem gegen alkalische Phosphatase (AP) gerichteten Antikorper aus
der Maus uber den Primé&rantikorper zu verbinden (Abb. 8).

Enzym-Immunkomplex =
APAAP-Komplex

Sekundar- o. Briicken - AK

Zelle

Primar-Antikérper

Abb. 8: APAAP-Enzym-Komplex
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Dieses Konjugat bildet aus dem hinzugegebenen Substrat Neufuchsin (Azofarbstoff) die
Féarbung.

Vorgehensweise

Nach dem Trocknen (bzw. Auftauen) der Objekttrager (OTs) mit den MNCs wurde mit
einem Dako-Pen (Fettstift) der relevante Bereich auf den OTs umrandet. Alle weiteren
Schritte erfolgten bei Raumtemperatur in stets feuchtem Milieu, um ein Austrocknen der
OTs zu vermeiden. Nach Benetzung der Zellareale mit PBS-Puffer fur 5 Min. folgte die
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit 150l 10%-igem AB-Serum in PBS fiir 20
Min. Dann folgte die Inkubation mit dem Primdrantikorper (100ul mA45B/B3) bzw. der
Isotyp-Kontrolle (100l MOPC-21) fiir 45 Min. Nach 3-fachem Waschen mit PBS folgte
die Inkubation mit dem Sekundar-Antikdrper (120pl Z-0259) aus dem Kaninchen. Nach
erneutem 3-maligem Waschen mit PBS wurde die APAAP-Losung (120ul APAAP-
Enzym-Konjugat) hinzugefigt und fir 30 Min. inkubiert. Abermals folgten 3 Waschschrit-
te mit PBS und nach der Zugabe der Substrat-Ldsung (150ul Neufuchsin-Substrat-Lésung
mit Levamisol) die Inkubation fur 20 Min. und 3-maliges Waschen mit PBS. Das Levami-
sol blockiert bei dieser Reaktion die endogene AP-Aktivitat aus Knochen und Leukozyten.
Dann wurde die Kernfarbung (Gegenfarbung) mit Hamalaun durchgefuhrt, erneut gewa-
schen (3x PBS) und abschlielend die Cytospins mit Glycerin-Gel eingedeckelt.

Als Positiv-Kontrolle wurde fiir jede Farbung eine Cytokeratin-Positive-Karzinom-
Zelllinie (MCF-7) in getrennten Behaltern gefarbt.

ACIS (automated cellular imaging system)

Die gefarbten Cytospins wurden nun mit dem automated cellular imaging system (ACIS,
ChromaVision Medical System) auf das Vorhandensein von DTCs analysiert [Krivacic et
al., 2004] (Abb. 9).

AR

Abb.9: Automated Cellular Imaging System (ACIS)
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Die durch das System detektierten Zellen, wurden von Frau Dr. S. Riethoff und Prof. Dr.
K. Pantel unabh&ngig voneinander beurteilt. Zur Erhdhung der Sensitivitat wurden die Cy-
tospins aller Patienten und auch die Positiv-Kontrollen jeweils 3-mal analysiert.

3.2.4 Verarbeitung von Tumorgewebe
Histologische Aufarbeitung

Die Gewebeproben aus den Priméartumoren von 29 Patienten mit Prostatakarzinom (Kol-
lektiv 1) sind in die Analysen mit einbezogen worden. Nach der operativen Entfernung der
Prostaten durch die Urologen wurden die Operationspraparate der Patienten in gewohnter
Weise durch die Pathologen aufgearbeitet und befundet (histologische Typisierung,
Gleason-Score, Ausdehnung, Beurteilung von Lymphknoten und anhdngendem paraprosta-
tischem Gewebe). Das Gewebe wird zu diesem Zweck in Paraffin gegossen und damit ei-
ner histologischen Aufarbeitung zugénglich. Aus diesem Paraffinblock werden Schnitte
von ~5-7 um Dicke angefertigt und mikroskopisch beurteilt.

Unter Berlcksichtigung der klinischen Angaben des Operateurs erfolgt eine abschlieRende
klinisch-pathologische Korrelation (klinische Stadieneinteilung, Radikalitét, etc.). Nach
Abschluss dieser routineméligen VVorgehensweise wurden mir die in Paraffin eingebetteten
Gewebeblocke freundlicherweise vom pathologischen Institut (Herrn PD. Dr. A. Erbers-
dobler) zur Verfugung gestellt.

Mikrodissektion von Tumorgewebe

Nach Abschluss des oben geschilderten Verfahrens, wurden von 29 Patienten mit dem
Mikrotom weitere Paraffin-Schnitte angefertigt, auf Objekttrager gebracht und bis zur wei-
teren Verarbeitung (Farbung und DNA-Isolierung) in speziellen Behé&ltern im Dunkeln bei
Raumtemperatur gelagert.

Die fur die Mikrodissektion unter dem Mikroskop erforderliche Eingrenzung des Tumors
auf Areale, die mindestens 70% Tumormasse (Karzinom) haben, wurde einheitlich von
Herrn PD. Dr. A. Erbersdobler aus dem Institut fir Pathologie vorgenommen. Die jeweili-
gen Areale wurden mit einem wasserfesten Marker gekennzeichnet.

Das Laser-Assisted-Pressure-Catapulting mit dem PALM Micro-Laser-System wurde bei 6
Patienten eingesetzt, bei denen das Tumor-Areal entweder zu klein oder zu inhomogen fir
die Lupen-Dissektion war. Hierdurch kann eine Kontamination mit morphologisch unauf-
falligem Prostatagewebe und Stromagewebe erheblich reduziert werden.

Farbung der Schnitte

Bevor eine Mikrodissektion von Tumorgewebe durchgefuhrt werden konnte, mussten die
hergestellten Schnitte zur weiteren mikroskopischen Beurteilung und zum Abgleich mit
dem markierten HE-Schnitt zundchst geféarbt werden. Da die dabei gewéhlte Farbemethode
einen Einfluss auf die Quantitat und Qualitat der spater zu isolierenden DNA haben kann
[Okuducu et. al, 2003], wurde zundchst eine Toluidin-Blau-Féarbung mit einer leicht mo-
difizierten HE-Farbung verglichen.
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Zunachst wurden daftr die Schnitte entparaffiniert. Dazu wurden die OTs fir 60 Min. bei
60°C gebacken. Danach wurden sie fiur 2 Min. in Xylol getaucht und anschlieBend einer
absteigenden Alkoholreihe zugefihrt (100%, 100%, 96%, 96%, 80% Ethanol; jeweils fir 1
Min.). Zuletzt wurden die Schnitte in destilliertes Wasser (3x) getaucht.

HE-Farbung

Die Schnitte wurden fur 45 Sek. in 1:5 verdlnntes Mayers Hadmatoxylin getaucht und fur 1
Min. in Leitungswasser gespult. Im Anschluss erfolgte die Gegenfarbung mit Eosin fur 10
Sek. Nach 5x Spiilen mit destilliertem Wasser wurden die Schnitte bis zur Dissektion an
der Luft getrocknet.

Toluidin-Blau-Farbung

Hier wurden die Schnitte vom destillierten Wasser aus fur 30 Sek. in 1% Toluidin-Blau-
Losung Uberflhrt. Dann wurden die OTs fur 1 Min. in 0,9% NaCl-Lésung gewaschen und
anschlieBend in Ethanol (kurz 75%, 30 Sek. 100%) Uberfuhrt. Danach wurden die Schnitte
ebenfalls an der Luft getrocknet.

Lupen-Mikro-Dissektion

Drei Paraffinschnitte (& 7um Dicke) wurden von jedem der 23 Patienten fir die DNA-
Gewinnung verarbeitet. Die Farbung wurde in oben beschriebener Weise durchgefihrt.
Alle Arbeiten wurden mit Mundschutz und sterilen 1-Mal-Handschuhen durchgefiihrt.
Nach dem Abgleichen der angefertigten Schnitte mit dem vorgegebenen und markierten
HE-Schnitt wurde das korrespondierende Areal mit einer sterilen 1-Mal-Kantle (BRAUN,
Sterican Gr. 14/17/18) abgekratzt und die Gewebefragmente in ein steriles Eppendorf-Tube
uberflhrt. Diese Arbeit wurde auf einem Leuchttisch durchgefiihrt, um die Sichtbedingun-
gen zu optimieren. Die Kanile wurde mit sterilem, destilliertem Wasser angefeuchtet,
wodurch die Gewebefragmente leichter zu handhaben waren (statische Aufladung). Aus
dem auf diese Weise erhaltenen Gewebe wurde die DNA isoliert.

Laser-Assisted-Pressure-Catapulting

Fur die Laser-Assistierte-Mikrodissektion wurden von 6 Patienten Schnitte mit 2um Dicke
hergestellt und auf Spezial-Objekttrager (PALM® MembraneSlides®) gebracht. Diese
Objekttrager mit einer Polyethylen-Naphtalen-Membran wurden zuvor fiur 30 Min. mit
UV-Licht (254 nm) bestrahlt, um den hydrophoben Charakter der Slides herabzusetzen und
somit die Adhdrenz der Paraffin-Schnitte zu verbessern. Die 2 um dicken Schnitte wurden
auf die MembraneSlides® verbracht, hierbei musste auf eine gute Haftung des Materials
auf dem Slide geachtet werden.

Fur die Dissektionen wurden nun unter dem Mikroskop die relevanten Areale exploriert
und mit Ethanol befeuchtet. Gleichzeitig erfolgte die Markierung der Zielareale mit der
Software. Dann wurde ein steriles Eppendorf-Tube, dass mit einem speziellen PCR-OI
(light weight mineral oil) geftllt war, in den Tube-Halter eingespannt und das markierte
Areal in das Tube katapultiert (Abb. 10).

46



Material und Methoden

Abb. 10: PALM-Apparatur, mikrodisseziertes Areal

Das Tube wurde mit 13.000 rpm fir 5-10 Min zentrifugiert, um die gewonnenen Gewebe-
anteile auf den Boden des Eppendorf-Tube zu beférdern. Die weitere Bearbeitung erfolgte
mit dem QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland.

3.2.5 lIsolierung der genomischen DNA

Die Isolierung der genomischen DNA (gDNA) aus den entsprechenden Geweben (Blut,
Knochenmark und Tumorgewebe) wurde mit Hilfe des QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Deutschland), jeweils in modifizierter Form, durchgefihrt.

DNA-Isolierung aus Blut- und Knochenmarkplasma

Das in den Kryorohrchen eingefrorene Blut- und Knochenmarkplasma wurde in Portionen
zu jeweils 650 pl (=Plasmavolumen, PV) auf sterile 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefale ver-
teilt. Jeweils 1/10 PV Proteinase K (65 pl) und 1 PV Lysepuffer AL (650 ul) wurden dazu-
gegeben. Dieses Gemisch wurde gut durchmischt (Vortex) und bei 56°C auf einem Ther-
momixer fur 10 Min. inkubiert. Durch die Proteinase-K-Behandlung wurden die Proteine
im Plasma abgebaut und die DNA von bindenden Proteinen befreit. Die DNA-Prazipitation
wurde mit 1 PV 100%igem Ethanol (650 pl) eingeleitet.

Auf eine Vakuumkammer wurden nun Qiagen-Saulen mit VacConnectoren und Saulenauf-
satzen montiert. Durch ein Vakuum, welches eine Wasserstrahlpumpe in der Vakuum-
kammer erzeugte, wurde das Lysat durch die Sdule gesogen, so dass die DNA an die S4u-
lenmatrix binden konnte. Um ungebundenes Material von der Sdule zu entfernen, wurden
im Anschluss jeweils 700 pl eines Waschpuffers (AW1 und AW2) eingesetzt, der die S&u-
le reinigte. Danach wurden die Sdulen mit der gebundenen DNA in Eppendorf-Tubes ge-
stellt und fur 1 Min. bei 13.000 rpm zentrifugiert, um den restlichen Waschpuffer zu ent-
fernen. Nach erneutem Wechsel des Tubes wurden 100ul Elutionspuffer AE auf die Saulen
gegeben und fir 60 Sek. inkubiert. Durch Zentrifugation bei 5000 rpm fir 1 Min. wurde
die DNA in das frische Tube eluiert. Die geloste DNA wurde bis zur Quantitats- und Qua-
litdtsmessung (OD-Messung) bei 4°C gelagert.
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DNA-Isolierung aus Leukozyten

Das in dem Eppendorf-Tube gelagerte Leukozyten-Pellet wurde nach kurzem Auftauen bei
Raumtemperatur mit 200 pl (Volumen, V) PBS-Puffer, 1/10 V Proteinase-K (20 ul) und 1
V Lysepuffer AL (200ul) versetzt und gut durchmischt (Vortex). AnschlieBend wurde das
Gemisch bei 56°C, unter regelmaiigem Mixen (Vortex), fur 2-3 Stunden auf einem Ther-
momixer inkubiert. Dadurch wurden eine Lyse der Zellen und eine Proteinverdauung indu-
ziert. Durch Zugabe von 1V 100%igem Ethanol (200 ul) wurde die DNA-Prézipitation
eingeleitet.

Das Lysat wurde auf eine Qiagen-Saule gegeben und bei 5000 rpm. fur 1 Min. in ein Ep-
pendorf-Tube zentrifugiert, so dass die DNA an die Sdulenmatrix binden konnte. Um un-
gebundenes Material von der S&ule zu entfernen, wurden im Anschluss jeweils 500 pl ei-
nes Waschpuffers (AW1 und AW2) eingesetzt, der die Sdule reinigte. Danach wurde die
Séule mit der gebundenen DNA in ein Eppendorf-Tube gestellt und fur 1 Min bei
13.000 rpm zentrifugiert, um den restlichen Waschpuffer zu entfernen. Nach erneutem
Wechsel des Tubes wurden 100 pl Elutionspuffer AE auf die S&ule gegeben und fiir 60
Sek. inkubiert. Durch Zentrifugation bei 5000 rpm fir 1 Min. die DNA in ein frisches Tube
eluiert. Die Elution mit 100 pl Puffer AE wurde wiederholt, so dass das Elutionsvolumen
insgesamt 200 pl betrug. Die geléste DNA wurde bis zur Quantitéts- und Qualitdtsmessung
(OD-Messung) bei 4°C gelagert.

DNA-Isolierung aus Tumorgewebe

Das durch Lupen-Mikrodissektion gewonnene Tumorgewebe konnte direkt mit 180 pl
Gewebepuffer ATL und 20 pl Proteinase K versetzt werden, das durch Laser-assistierte-
Mikrodissektion gewonnene Gewebe musste zundchst durch einen weiteren Zentrifugati-
onsschritt von dem PCR-OI befreit werden, bevor die Lyse eingeleitet werden konnte. Es
folgte die griindliche Durchmischung mit dem Vortex.

Das Gemisch wurde dann bei 56°C, unter regelmaligem Mixen auf dem Vortex, fur 2-3
Stunden auf einem Thermomixer inkubiert. Dann wurde durch Zugabe von Lysepuffer AL
(200 pl) bei 70°C fur 10 Min. die Lyse der Zellen induziert. Durch Zugabe von 1 V
100%igem Ethanol (200 pl) wurde die DNA-Prazipitation eingeleitet.

Das Lysat wurde auf eine Qiagen-Saule gegeben und bei 5000 rpm. fur 1 Min. in ein Ep-
pendorf-Tube zentrifugiert, so dass die DNA an die Saulenmatrix binden konnte. Um un-
gebundenes Material von der S&ule zu entfernen, wurden im Anschluss jeweils 500 pl ei-
nes Waschpuffers (AW1 und AW2) eingesetzt, der die Saule reinigte. Danach wurde die
Saule mit der gebundenen DNA in ein Eppendorf-Tube gestellt und fir 1 Min bei
13.000 rpm zentrifugiert, um den restlichen Waschpuffer zu entfernen. Nach erneutem
Wechsel des Tubes wurden 50 pl Elutionspuffer AE auf die Saule gegeben und fur 60 Sek.
inkubiert. Durch Zentrifugation bei 5000 rpm fir 1 Min. wurde die DNA in das frische
Tube eluiert. Die Elution mit 50 pl Puffer AE wurde wiederholt, so dass das Elutionsvolu-
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men insgesamt 100 pl betrug. Die geloste DNA wurde bis zur Quantitats- und Qualitéts-
messung (OD-Messung) bei 4°C gelagert.

3.2.6 Quantitats- und Qualitatsbestimmung der isolierten DNA (OD-Messung)

Die Quantitat der DNA wurde durch Messung der optischen Dichte (OD) bei 260 nm in
einem UV-Spektrometer bestimmt.

Nach Einstellung des Spektrometers auf doppelstrangige DNA wurde als Referenz zu-
nachst 50 pl des Elutionspuffer AE in einer nukleasefreien Plastikkiivette gemessen und
somit das Gerat geeicht. Dann folgte die Messung der jeweiligen DNA-LGsungen in stets
sterilen, nukleasefreien Plastikkivetten. Die Nukleinsaurekonzentration wurde nach fol-
gender Formel berechnet:

DNA-Konzentration (ug/pul) = OD260 x 50 (pg/pl) x Verdinnung

Eine gemessene OD260 von 1 entspricht somit einer DNA-Konzentration von 50 mg/ml.
Die Qualitat (Reinheitsgehalt) der Proben lasst sich uber den Quotienten E260/E280 ermit-
teln. Dazu wurden die Proben auch bei 280 nm gemessen. Ein Quotient von 1,8 entspricht
reiner DNA. Hingegen weisen Werte unter 1,6 auf Proteinverunreinigungen hin.

3.2.7 Amplifikation der extrahierten DNA mit Gen-spezifischen-Primerpaaren

Fur die Detektion von Tumor-spezifischen-DNA-Verdnderungen (LOH und MSI) wurde
eine PCR durchgefiihrt. Hierfur wurden Primerpaare verwendet, die an bestimmten Mikro-
satellitenmarkern binden und diese dadurch amplifizieren.

Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mit der PCR gelingt es, kleinste Mengen an DNA nachzuweisen bzw. spezifische DNA-
Abschnitte zu amplifizieren. Dadurch kann genetisches Material, welches nur in Spuren
vorhanden ist, mit Hilfe der PCR einer molekularbiologischen Analyse zugénglich gemacht
werden. Die Methode wurde Mitte der Achtzigerjahre von Saiki et al. etabliert und seither
modifiziert und weiterentwickelt, ohne jedoch das grundlegende Prinzip verandert zu ha-
ben [Saiki et al., 1989].

Ausgehend von zwei sog. Oligonukleotid-Primern, einem Sense-Primer (5°, fluoreszenz-
markiert) und einem Antisense-Primer (3", nicht markiert), die gegenléufig an komplemen-
tdre DNA-Strange binden, werden in mehreren Zyklen DNA-Sequenzen synthetisiert. Der
Einsatz thermostabiler Polymerasen (Tag-Polymerase) erlaubt es, diesen Amplifikations-
prozess zu automatisieren und zu kontrollieren. Die einzelnen Zyklen bestehen aus der Ini-
tilerung (Aktivierung der Tag-Polymerase und Denaturierung der DNA), der Bindung des
jeweiligen Primers (Primer-Annealing) und der darauf folgenden Synthese des DNA-
Stranges  (Elongation/Extension) aus im  Uberschuss vorhandenen  Desoxy-
Nukleosidtriphosphaten (dNTPs). Durch die zyklische Wiederholung (40 Zyklen) dieses
Prozesses wird die DNA exponentiell angereichert (Abb. 11).
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Abb. 11: PCR-Reaktion mit exponentieller Amplifikation der PCR-Kopien

DNA-Polymerase

Eine Polymerase verknilipft chemisch Monomere zu Polymeren. Ausgehend von einem
Primer synthetisiert die DNA-Polymerase den DNA-Strang aus den Desoxy-
Nukleosidtriphosphaten (dNTPs). Dabei nutzt die DNA-Polymerase einen bereits beste-
henden DNA-Einzelstrang (Matrize/Vorlage) fur die Synthese eines neuen sog. komple-
mentéren Stranges. Die Nukleotid-Abfolge (DNA-Sequenz) wird dabei von der Matrize
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bestimmt. Der Erhalt dieser DNA-Sequenz ist eine entscheidende Féhigkeit der DNA-
Polymerase. Fiir die Aktivitat der DNA-Polymerase sind Mg -lonen essentiell, deshalb
wird in einen PCR-Reaktionsansatz zusétzlich zum PCR-Puffer Magnesiumchlorid
(MgCl,) hinzugefugt. Es wurde ein Prototyp der DNA-Polymerase, ndmlich die Tag-
Polymerase von Thermus aquaticus verwendet.

Primer

Primer sind kurze DNA-Einzelstrange (Oligonukleotide), die etwa 15 bis 30 Basenpaare
(bp) lang sind. Sie binden jeweils an die zu amplifizierende DNA-Sequenz des sense-(5")
und antisense-(3")-Stranges. Die DNA-Polymerase bendtigt die Primer als Replikations-
startpunkt fiir das Kopieren der jeweiligen Einzelstrange. Aus den im Uberschuss vorhan-
denen Primern und Nukleotiden (dNTP-Mix) kann die Polymerase nun neue komplementa-
re DNA-Strange synthetisieren, in dem Nukleotide (in der entsprechenden Sequenz) an das
3"-Ende der Primer angeheftet werden.

Fur die anschlieBende Analyse durch Kapillarelektrophorese werden 5 -Primer mit einem
Farbstoff (sog. Fluoreszenz-Amidit) in den Farben TAM, HEX und FAM verwendet, um
ein PCR-Produkt zu erhalten, das fluoresziert (sog. 5"-Endmarkierungsmethode).

3.2.8 Verwendete Mikrosatellitenmarker

Fur die Analysen wurden 13 Mikrosatelliten-Marker (THRB, D3S3703, D6S474,
D6S1631, D7S522, D8S87, D8S137, D8S360, D9S1748, D10S1765, D11S898, D11S1313
und TP53.6) fir den Nachweis von LOH/MSI eingesetzt. Alle gewéahlten Primer liegen in
der N&he von bekannten Tumorsuppressorgenen (TSGs) auf den Chromosomen 3, 6, 7, 8,
9,10, 11 und 17 (Tab. 2).

Die Primer sind alle in unserer Arbeitsgruppe etabliert und bereits mehrfach verwendet
worden [Schwarzenbach et al., 2004, 2007, 2008, 2009; Mdller, 2004; Seidel, 2008; Gott-
berg, 2009].
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Tabelle 2: Charakterisierung der Mikrosatelliten und der verwendeten Primer

Primer | Temp | Produkt (bp) | Region | Tumorsuppressorgen (TSG)
D3S3703 57° C 226-244 3g13.3 | Beta-1,4-Galactosyltransferase
THRB 56° C 197 3p24 Retinoid-Acid-Receptor B
D65474 53° C 151-167 6q21-22 Protease-Inhibitor B
D651631 54° C 164-182 6916 TGF-B-Aktivierende-Kinase
D75522 56° C 217-229 7q931.1 Caveoline 1
D8S87 53° C 145 8p12 Neuroregulin 1
D8S137 54° C 150-162 8p21.1 Dematin
D8S360 59° C 95 8p21 unbekannt
D951748 53° C 110-120 9qg21 CDKN2/p16
D10S1765 | 56° C 166-184 10g23.3 PTEN
D11S898 56° C 140-156 11922 Checkpoint-Kinase 1
D11S1313 | 56° C 184-204 11p12 MMR-Gene (hMSH2,hMLH1)
TP53.6 57° C 107 17p13.1 P53

PCR-Reaktionsansatz

Es wurde fiir jedes Primerpaar ein sog. Mastermix angesetzt, um grof3ere Volumina pipet-
tieren zu konnen (hohere Genauigkeit beim Pipettieren). Aus diesem Mastermix wurden
dann 3,5 pl in das PCR-Tube gegeben. Nach Zugabe der jeweiligen DNA und H,0 betrug
das Gesamtvolumen in einem PCR-Tube 10 pl.

L6sung Volumen Endkonzentration
gDNA 10 ng (Template) nach DNA-Konz.

10x PCR Puffer (MgCI2 frei) 1pl 1x
25 mM MgCI2 1l 2,5mM
2 mM dNTP-Mix 1l 200 uM
20 pM 5” Primer (markiert) 0,2 ul 11 pM
20 pM 3"Primer (unmarkiert) 0,2 ul 11 pM
AmpliTaq Gold DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,1 ul 15U

H.0 auf 10 pul
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PCR-Bedingungen

Die PCR-Bedingungen waren, bis auf die Annealing-Temperaturen, fir alle Primer gleich
und bestanden aus folgenden Schritten:

#1 95°C /5 min. Aktivierung der DNA-Polymerase (1 Zyklus)
#2 95°C / 25 sec. Denaturierung der DNA

#3 X°C /30 sec. Annealing der Primer (X= Primer-Temperatur)
#4 72°C / 30 sec. Extension/ Elongation

#2- #4 insgesamt 40 Zyklen
#5 72°C /7 min. Extension/ Elongation (1 Zyklus)

Es wurde der Thermocycler PTC-200 von der MJ Research Inc. verwendet. Nach Beendi-
gung der PCR wurden die PCR-Produkte bei 4°C gekihlt und bis zur Fragmentanalyse bei
-20°C tiefgefroren.

Vorbereitung der Proben fur die Fragment-Analyse am Genetic-Analyser

Nach der PCR wurden die PCR-Produkte der Leukozyten-DNA-Proben aufgrund der ho-
hen Ausbeute 1:20 mit HPLC-H,0 verdiinnt. Die PCR-Produkte der DNA-Proben aus
Blutplasma, Knochenmark-Plasma und Tumorgewebe wurden unverdiinnt eingesetzt. Fol-
gender Ansatz wurde in sterile 0,5-ml Eppendorf-Tubes pipettiert:

# 0,5 ul fluoreszenzmarkiertes PCR-Produkt (unverdiinnt oder 1:20 verdunnt)
# 40 pl HiDi-Formamid
# 0,2 pul ROX-Size-Standard

Es folgte die Denaturierung fur 2 Min. bei 94°C im Thermocyler PTC-200. Direkt im An-

schluss wurden die Proben ,,schockgefroren®.

3.2.9 Fragmentanalyse am Genetic-Analyser

Abb. 12: Genetic-Analyser (ABI-PRISM®310)
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Die denaturierten Proben wurden in sog. Recks sortiert. Zusatzlich wurde das Work-Sheet
mit der entsprechenden Reihenfolge in den Computer eingegeben. Nach Start des Pro-
gramms wurden nun die Proben nacheinander in eine mit einer Gelmatrix gefullte Kapilla-
re gesogen. Die Kapillarelektrophorese (15 kV / 0,9 mA / 60 °C) dauerte pro Probe 24 Min.
Dabei wurden die PCR-Produkte entsprechend ihrer Fragment-GroRe aufgetrennt und de-
tektiert.

Diffraction &)
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L \
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lens
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{Andy Viersirsete 2000)

Abb. 13: Prinzip des ABI-PRISM®-310-Detektionssystems

Ein Argon-Laser, dessen Hauptemissionen bei Wellenldngen zwischen 488 nm und 514,5
nm liegen, ist das Kernstiick der Detektionseinheit. Dabei wird ein Laserstrahl (Energie: 10
mW) durch einen halbdurchlassigen Spiegel auf das vorbeilaufende Trennsystem (Gel-
matrix) gerichtet. Wird nun ein Fluoreszenz-markiertes DNA-Fragment des PCR-
Produktes von dem Laserstrahl getroffen, wird der jeweilige Farbstoff zur Fluoreszenz an-
geregt. Das emittierte Licht trifft auf eine konkave Sammellinse, welche die Lichtstrahlen
bindelt und auf einen Spektrographen fokussiert. Nachdem das Licht in einem Hohlspiegel
prismatisch aufgespalten wurde, erfolgt die Registrierung durch eine CCD-Kamera. Von
dort wird die Information an einen Computer weitergeleitet.

Mit Hilfe eines internen Groélienstandards (ROX-Size-Standard) konnen die Grolien der
DNA-Fragmente erfasst werden und in einem Diagramm als sog. ,,Peaks* dargestellt wer-
den. Eine Wasserprobe diente als Negativkontrolle, um Verunreinigungen auszuschlief3en.
Die Darstellung und Auswertung der Peaks am Computer wurde mit der GeneScan-
Analysis®3.1 Software durchgefihrt (Kap. 4.4).
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4 Ergebnisse

4.1 Uberblick Giber die Patientenkollektive

In der vorliegenden Arbeit wurden die in Kapitel 3.1 beschriebenen Patientenkollektive
untersucht und ausgewertet. Die Tabellen 3 und 4 geben einen Uberblick tiber die jeweili-
gen Patientenkollektive der Patienten mit benigner Prostatahyperplasie (BPH-Patienten)
und der Patienten mit gesichertem Prostatakarzinom mit den vorhandenen klinischen Daten
und den Blutplasma-DNA-Konzentrationen.

Tabelle 3: BPH-Patienten (n= 27), % f-PSA Werte- und Menge an zellfreier DNA

im Blutplasma.

Nr ParNr  ULPSAIM P'a(sr:‘;jlr'n?)“‘\
1 15 16,35 385
2 18 29,72 136
3 28 18,34 126
4 40 14,15 195
5 251 16,78 311
6 256 23,08 100
7 259 50 232
8 266 30 2546
9 268 17,78 1642

10 269 16,45 96

11 272 53,66 1155

12 274 26,73 77

13 277 15,27 559

14 295 26,98 267

15 297 32,08 2908

16 298 8,96 1081

17 299 17,52 531

18 301 27,71 470

19 302 26,53 269

20 303 49,26 183

21 306 4,52 117

22 308 17,84 266

23 311 19,63 997
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24 313 32,56 716
25 314 18,83 170
26 315 21,07 230
27 318 20,8 356
M\/\'/gft' 24,17 597,07
Median 20,8 269
MIN 452 77
MAX 53,66 2908

Tabelle 4: Ubersicht (iber die Prostatakarzinom-Patienten und die vorliegenden klinischen

Parameter.

Nr. Patienten- Alter t-PSA % f- Prostata- pT- Gleaso  Blutplasma-

Nr. PSA Volumen  Stadium n DNA

cm? (ng/ml)

1 K22 64 6,88 -- 92 pT2c 3+4 626
2 K23 64 5,61 15,5 30 pT2c 3+3 451
3 K24 47 517 7,4 38 pT2a 3+4 361
4 K25 65 339 28 28 pT3b 3+4 742
5 K26* 56 338 95 38 pT2a 3+4 813
6 K27 64 799 6,9 53 pT3a 3+4 1536
7 K28 70 887 01 155 pT2c 3+4 659
8 K29* 67 411 7,3 31 pT2c 3+4 816
9 K30* 64 433 7.2 46 pT3a 3+4 370
10 K31 71 5,52 24,5 43 pT2c 3+3 2018
11 K32 68 1498 - 44 pT2c 3+3 5530
12 K33 59 4,74 21,1 76 pT2c 3+2 1325
13 K34* 60 351 88 38 pT3a 3+4 934
14 K35 60 10,94 15,8 98 pT2c 3+3 1679
15 K36 67 10,47 62,9 37 pT2c 3+3 814
16 K37 54 541 01 37 pT2c 3+3 509
17  K38* 62 2,03 27,1 53 pT2c 3+2 891
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18 K39 58 3,57 30,5 59 pT2c 3+2 1776
19 K40 56 6,77 7,7 46 pT2c 3+4 590
20 K41 66 6,87 0,2 38 pT2c 3+4 7575
21 K42 63 59 255 79 pT2a 3+2 413
22 K43* 68 369 01 28 pT2a 3+3 331
23 K44 65 4,9 - 86 pT2c 3+3 1428
24 K45 63 855 61 34 pT2c 3+4 518
25 K46 65 994 27 47 pT2c 3+3 268
26 K47 63 8,12 10,2 48 pT2c 3+3 1750
27 K48 67 501 20 -- pT3b 3+4 931
28 K49 64 5,74 -- 40 pT3a 3+2 1629
29 K50* 61 1,7 — 25 pT2c 3+3 592
30 Kb51 64 4,63 184 40 pT2c 3+2 214
31 K52* 67 3,3 17,9 55 pT2c 3+3 918
32 K53 59 515 21,2 51 pT2c 3+3 939
33 K54 66 533 137 75 pT2c 3+3 890
34 K55 58 453 1577 48 pT3a 3+4 748
35 K56 57 6,28 9,7 45 pT2c 3+4 134
36 K57 46 9 16 58 pT2c 3+3 548
Mittel- 62,16 6,85 14,73 52,54 1174,05
wert
Median 64 546 13,7 46 813,5
MIN 46 1,7 0,1 25 134
MAX 71 339 629 155 7575

*Grau unterlegte Felder: Patienten mit DTC-positivem Knochenmarksbefund.

4.2 PSA-Werte

4.2.1 Vergleich des % f-PSA-Wertes zwischen den beiden Patientenkollektiven

Von beiden Patientenkollektiven liegen PSA-Werte zur Auswertung vor. Der Quotient aus
f-PSA/t-PSA (% f-PSA) ist in beiden Patientenkollektiven gebildet worden. Bei den BPH-
Patienten liegt der t-PSA-Wert nicht vor (Tab. 3 und 4).
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Die % f-PSA-Werte der BPH-Patienten wurden mit denen der Karzinompatienten vergli-
chen, die statistische Auswertung wurde mit dem Mann-Whitney-Test durchgefuhrt. Der
Unterschied in beiden Gruppen ist statistisch signifikant (p = 0.001; Abb. 14).

=0,001
30,00

10,00

%-fPSA

BPH PCa

Abb. 14: Statistisch signifikanter Unterschied der % f-PSA-Werte zwischen den beiden Pati-
entenkollektiven (p=0,001)

4.2.2 t-PSA-Werte der Prostatakarzinom-Patienten

Fur die Patienten mit Prostatakarzinom lagen zusatzlich die t-PSA-Werte vor. Die genauere
Betrachtung der Werte zeigte, dass 28 Patienten (78 %) PSA-Werte aufwiesen, die ober-
halb der altersadjustierten Normalwerte lagen. Nur 8 Patienten (22 %) haben normwertige
PSA-Werte nach Altersadjustierung. Von diesen 8 Patienten wiesen 5 Patienten (63 %)
einen prozentualen f-PSA-Anteil von <10% auf (Tab. 4). Messtechnisch waren somit 33
von 36 Patienten suspekt auf ein Prostatakarzinom.

4.2.3 Auswertung des % f-PSA-Wertes bei Patienten mit positiven DTCs im Kno-
chenmark

Die Korrelation des % f-PSA Wertes mit dem Knochenmarkstatus zeigte eine starke Ten-

denz hin zu niedrigen % f-PSA-Werten bei DTC-positiven Patienten. Allerdings lag keine

statistische Signifikanz vor. Der p-Wert betrug 0,096 (Abb. 15).
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Abb. 15: DTC-positive Patienten und % f-PSA im Blut

4.3 DNA-Isolierung und Quantifizierung aus Blut, Knochenmark
und Tumorgewebe

Die DNA-Isolierung erfolgte wie in Kap. 3.2 beschrieben. Die isolierte DNA aus Blut von
BPH-Patienten sowie aus Blut, Knochenmark und Tumorgewebe von Prostatakarzinom-
Patienten wurde quantifiziert. Die Menge an freier DNA im Blut (ng/ml) konnte somit zwi-
schen den beiden Patientenkollektiven verglichen werden.

4.3.1 Vergleich der Menge an zellfreier, zirkulierender DNA im Blut zwischen den
Kollektiven
Es wurden die absoluten Zahlen wie Mittelwert, Median, Minimum und Maximum (Tab.
4) verglichen, zusatzlich erfolgte eine statistische Auswertung der Messwerte mit dem
Mann-Whitney-Test. Die DNA-Mengen waren in den beiden Kollektiven unterschiedlich
hoch. Die statistische Auswertung zeigt, dass die Menge an zellfreier, zirkulierender DNA
im Blut von Patienten mit Prostatakarzinom gegenuber BPH-Patienten erhoht war
(p=0,001; Abb. 16).

Tabelle 5: DNA-Mengen im Blut von BPH- und Karzinompatienten

DNA-Gehalt DNA-Gehalt
BPH-Patienten PCa-Patienten

in ng/ml in ng/ml
MW 597,0740741 1174,05
Median 269 813,5
MIN 77 134
MAX 2908 7575

Mittelwert, MW; Minimum, MIN; Maximum, MAX
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Abb. 16: DNA-Gehalt im Blut bei BPH- und Prostatakarzinom-Patienten, dargestellt als
Boxplot. Der Unterschied war statistisch signifikant p= 0,001.

4.3.2 Vergleich des DNA-Gehaltes im Blut mit den relevanten klinischen Parame-
tern

Innerhalb des Kollektivs der Patienten mit Prostatakarzinom erfolgten weitere statistische

Auswertungen mit den klinischen Parametern der Patienten und dem DNA-Gehalt der Pro-

ben (Tab. 4). Dabei konnten keine signifikanten Beziehungen zwischen DNA-Gehalt im

Blut und dem T-Stadium, dem Gleason-Score, dem Gesamtvolumen und dem Alter der

Patienten errechnet werden.

4.3.3 Vergleich des DNA-Gehaltes im Blut und Knochenmark

Die Menge an zellfreier zirkulierender DNA im Blut von Patienten mit Prostatakarzinom
gegeniiber der Menge an freier DNA im Knochenmark von Patienten mit Prostatakarzinom
war erhoht.

Die Mittelwerte, angegeben in ng/ul, betrugen 69,27 ng/ul fir Blut gegenilber 49,96 ng/ul
im Knochenmark (Tab. 6).

Tabelle 6: Vergleich der gemessenen DNA-Werte im Blut und im Knochenmark in Ab-
hangigkeit vom KM-Status (DTC-positiv vs. DTC-negativ).

Binng/ul Binng/ul Binng/ul  KMinng/pl  KMinng/pl KM in ng/ul

DTC pos. DTC neg. DTC pos.* DTC neg.*
K22 18,8 18,8 16,1 16,1
K23 29,8 29,8 16,2 16,2
K24* 13,8 13,8 27,9 27,9
K25 31,2 31,2 26,8 26,8

K26* 24,4 24,4 195 195
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K27 92,2 92,2 24,1 24,1
K28 43,5 43,5 58,5 58,5
K29* 44,1 44,1 38,6 38,6

K30 22,2 22,2 53,4 53,4
K31 133,2 133,2 53,3 53,3
K32 365 365 80,3 80,3
K33 63,3 63,3 31,2 31,2
K34 67,3 67,3 8,6 8,6
K35 80,3 80,3 10,7 10,7
K36 34,2 34,2 43,6 43,6
K37 21,4 21,4 75 75
K38 53,5 53,5 15,9 15,9
K39 127,9 1279 142,2 n. a.
K40* 31,9 31,9 79,5 79,5

K41 250 250 18,2 18,2
K42 29,8 29,8 81,2 81,2
K43* 23,9 23,9 66,5 66,5

K44 121,4 121,4 13,2 13,2
K45* 37,3 37,3 88,5 88,5

K46 12,9 12,9 11,2 11,2
K47* 94,5 94,5 79,7 79,9

K48* 447 447 81,9 81,9

K49* 88 88 47,8 47,8

K50 32 32 62,2 62,2
K51 16,7 16,7 29,4 29,4
K52 60,6 60,6 65,5 65,5
K53 45,1 45,1 15,9 15,9
K54 64,1 64,1 37,4 37,4
K55 44,9 44,9 21,3 21,3
K56 56,5 56,5 59,7 59,7
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K57 29,6 29,6 22,4 22,4
MW* 65,27 447 65,3 49,96 78,37* 53,9*
Median 44,4 37,3 45,1 41,1 79,5 28,1

MIN 12,9 13,8 12,9 8,6 27,9 8,6
MAX 365 94,5 365 195 195 88,5

*Grau unterlegte Felder: Patienten mit DTC-positivem Knochenmarksbefund sowie die
Menge an freier DNA im Knochenmark als Mittelwert in Abhangigkeit vom Knochenmark-
Status. Die DTC-positiven Patienten weisen im Durchschnitt (MW) eine héhere Konzentra-
tion an freier DNA im Knochenmark-Plasma auf. Diese Beobachtung war statistisch signi-
fikant (p= 0,001).

Interessant in diesem Zusammenhang war die Tatsache, dass dieser Unterschied nicht fur
Patienten gilt, bei denen DTCs im Knochenmark nachgewiesen wurden. Die DNA-Mengen
im Knochenmark-Plasma bei den Patienten mit positivem Knochenmarkstatus (MW:
78,37ng/ul) war gegeniiber den Patienten mit negativem KM-Status (MW: 53,9 ng/ul)
deutlich erhdht. Dieser Unterschied erreichte statistische Signifikanz (p=0,001; Abb. 17).
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Abb. 17: DNA-Mengen im Knochenmark-Plasma bei DTC-positiven vs. DTC-negativen Pati-
enten, dargestellt als Boxplot (p = 0,001).

4.3.4 DNA-Isolierung aus Tumorgewebe
Einfluss der gewahlten Farbemethode auf die DNA-Qualitat und den DNA-Gehalt

Wie in Kap. 3.2.4 dargestellt, wurde aus den Prostatatumoren der Patienten mit Prosta-
takarzinom DNA isoliert und quantifiziert. Zuvor wurden die Gewebeschnitte gefarbt, um
die relevanten Areale besser identifizieren zu kdnnen. Da die dabei gewéhlte Farbemethode
einen Einfluss auf die Quantitat und Qualitat der spater zu isolierenden DNA haben kann,
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wurden zwei Methoden im Hinblick auf die DNA-Ausbeute (Quantitat und Qualitat) mit-
einander verglichen.

Technische Schwierigkeit 1: HE-Farbung vs. Toluidin-Blau-Farbung

Einen Einfluss der gewdahlten Farbemethode auf die RT-PCR und die quantitative Genex-
pressionsanalyse wurde bereits beschrieben [Okuducu et. al, 2003]. Um einen &hnlichen
Einfluss auf die Quantitat und Qualitat der spater aus diesem Gewebe zu isolierenden DNA
und somit auch auf die PCR flr die untersuchten Patienten auszuschlieRen, wurden mit
mehreren Kontrollschnitten zwei Féarbemethoden miteinander verglichen. Die Toluidin-
Blau-Farbung wurde mit einer leicht modifizierten HE-Féarbung verglichen (Kap. 3.2.4).

Die angeschlossene vergleichende Bearbeitung der Schnitte (histologische Beurteilung der
Karzinome, DNA-Isolierung und anschlieBende PCR mit dem Primer D10S1765) zeigte in
Bezug auf DNA-Menge und den Reinheitsgehalt keinen Unterschied zwischen den beiden
Farbemethoden. Die PCR-Ausbeute (Abb. 18) war bei der HE-F&rbung nur minimal hoher.
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Abb. 18: Ergebnis der vergleichenden PCR mit DNA aus dem Tumorgewebe des Patienten
K36 mit dem Primerpaar D10S1765.

Die HE-Schnitte waren allerdings unter dem Lichtmikroskop etwas leichter zu beurteilen
(Abb. 19) und auch die Handhabung der HE-Féarbung war einfacher, so dass diese Farbung
als Standard-Methode gewéhlt wurde. Eine gute Beurteilung der Schnitte ist wichtig, um
eine Kontamination der Tumor-DNA mit Stroma-DNA weitgehend zu vermeiden.
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Abb. 19: HE 1:5 (links) vs. Toluidin-Blau-Farbung (rechts) zweier Prostata-Schnitte, 10-fach
vergroRert.

4.3.5 Isolierung der DNA aus dem Knochenmark-Plasma

Technische Schwierigkeit 2: Fett als Inhibitor der Polymerase im Knochenmark?

Nach Isolierung der freien DNA aus dem Knochenmark-Plasma mit dem Qlamp® DNA-
Blood-Mini-Kit wie in Kap. 3.2.5 beschrieben, konnte zunachst trotz ausreichender Quanti-
tat und guter Qualitdt die DNA mit mehreren Primern nicht in einer PCR amplifiziert wer-
den. Vermutlich war die DNA bzw. das Eluat mit einer Substanz aus dem Knochenmark
(z. B. Fett?) kontaminiert. Die Fa. Qlagen® riet zur Wiederholung des Reinigungschrittes
und des Eluierungsschrittes. Dies und auch der Einsatz hoherer DNA-Mengen erbrachten
keinen Erfolg in Bezug auf ein PCR-Produkt.

Wir flhrten daher, unter der Hypothese einer Verunreinigung mit einem Inhibitor (z. B.
Fett), Verdinnungsreihen mit mehreren Primerpaaren durch. Hierbei zeigte sich eine aus-
gepréagte Abhéangigkeit des PCR-Erfolges von der Menge des eingesetzten Begleitvolumens
der DNA-Proben (Abb. 20). Bei zunehmenden eingesetzten Mengen an Eluat wurde die
PCR erneut negativ, obwohl sie zuvor funktioniert hatte (Abb. 20).

Wir fihrten in der Folge die PCRs mit verdinnten Proben durch, insgesamt haben wir da-
bei eine gute Rate an informativen Fallen erhalten (67,5% im Knochenmark vs. 71,5 % im
Blut). Was im Einzelnen das Problem verursacht hatte, konnte abschlieBend leider nicht
geklart werden, die Literaturrecherche war diesbeziiglich unergiebig.
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Abb. 20: Abhéangigkeit des PCR-Erfolges vom eingesetzten Begleitvolumen

4.4 Nachweis genetischer Alterationen wie LOH/MSI an Mikro-
satelliten-DNA

Beide Patienten-Kollektive (BPH- und Prostatakarzinom-Patienten) wurden auf das Vor-
liegen von Mikrosatelliten-Alterationen in der zellfreien zirkulierenden tumorassoziierten
DNA untersucht. Hierzu wurde ein Panel von Primerpaaren, die an 13 Mikrosatelliten-
Markern binden, eingesetzt (Kap. 3.2.7).

Fur die Untersuchung des Kollektivs der BPH-Patienten stand freie zirkulierende DNA
ausschlieBlich aus Blut (B) zur Verfligung. Fur das Kollektiv der Karzinompatienten stan-
den zusatzlich freie DNA aus Knochenmark (KM) und Tumorgewebe (T) zur Verfiigung.

4.4.1 Auswertung der Peaks (PCR-Produkte) am Genetic-Analyser mit der Gene-
Scan®-Software

Fir die Auswertung der Proben und Bestimmung von LOH/MSI wurde die DNA aus Leu-

kozyten als gesundes Vergleichsgewebe des jeweiligen Patienten genutzt. Vor Beginn der

eigentlichen Auswertung wurde zundchst die sogenannte Leerprobe (Negativkontrolle)

begutachtet. War diese Probe leer, bedeutete dies, dass keine Verunreinigung in den Proben

enthalten und die Proben somit aussagefahig waren.

Weiterhin interessierte die PeakhOhe [angegeben in sog. Fluoreszenzeinheiten (FE)], die
den Wert von 200 FE nicht unter- und den Wert von >6000-7000 FE nicht Gberschreiten
sollte. Bei der optischen Auswertung der Peaks, also letztlich der Allele, war es wichtig,
die entstandenen PCR-Artefakte [sog. Slippage-Peaks (Stotterbanden) und sog. A-Trails
(Adeninanhange)] vom eigentlichen Allel zu unterscheiden. Die ausgewé&hlten Peaks wur-
den mithilfe der Gene-Scan®-Software farbig markiert, durch die gesetzten Markierungen
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wurden automatisch die Fluoressenzeinheiten (Peakhthe) in einer Tabelle angegeben. Ne-
ben der Hohe der Peaks in FE wurden auch die Flache unter der Kurve (Quantitat) und die
Fragment-GroRe angegeben (Abb. 21).
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Abb. 21: Beispiel eines informativen Falles, es liegt Heterozygotie vor. Der Patient K57 ohne
LOH/MSI am Lokus D10S1765. Nacheinander von oben nach unten: Leukozyten
(LEUCO), Blutplasma (PLASMA), Knochenmark-Plasma (KM), Tumorgewebe
(TUMOR).

Im Rahmen der durchgefuhrten optischen Auswertung zeigte sich auch, ob die untersuch-
ten Patienten und Proben in Hinblick auf die Fragestellung fur den jeweiligen Primer in-
formativ waren, also ob Heterozygotie vorlag oder nicht. Lag der Fall einer Homozygotie
vor oder war ein PCR-Produkt nicht vorhanden, wurde die Probe ggf. nach Wiederholung
als nicht-informativ (NI) im Hinblick auf die Fragestellung gewertet (Abb. 22).
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Abb. 22: Beispiel eines nicht-informativen Falles (NI), es liegt Homozygotie (H) vor. Der Pa-
tient K36 am Marker D8S87. Nacheinander von oben nach unten: Leukozyten
(LEUCO), Blutplasma (PLASMA), Knochenmark-Plasma (KM), Tumorgewebe
(TUMOR).

Die rein optische Auswertung war bei Patienten mit einer detektierten Mikrosatellitenin-
stabilitdt moglich und ausreichend. Denn durch das Vorliegen zuséatzlicher Banden sind
diese Félle relativ leicht zu erkennen (Abb. 23 und 24).
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Abb. 23: Interessanter Fall eines am Marker D11S1313 homozygoten Patienten (K38). Im
Tumorgewebe zeigt sich an diesem Lokus eine Mikrosatelliteninstabilitat (MSI).
Nacheinander von oben nach unten: Leukozyten (LEUCO), Blutplasma (PLASMA),
Knochenmark-Plasma (KM), Tumorgewebe (TUMOR).
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Abb. 24: Beispiel eines weiteren informativen Falles, es liegt Heterozygotie vor. Patient K31
zeigt eine Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) im Tumorgewebe am Marker D11S1313.
Nacheinander von oben nach unten: Leukozyten (LEUCO), Blutplasma (PLASMA),
Knochenmark-Plasma (KM), Tumorgewebe (TUMOR).

Die mathematische Auswertung mit Berechnung der Peaks und deren Verhaltnis zueinan-
der war fir die Falle notwendig, die in der optischen Auswertung den Verdacht auf das
Vorliegen einer LOH ergaben. Da ein kompletter Verlust eines Allels selten vorliegt, son-
dern vielmehr ein relativer Allelverlust, werden die Allele durch eine Formel zueinander in
Beziehung gesetzt und das Ausmal des Allelverlustes somit festgestellt.

Hohe rechter Peak Leukozyten
LOH = Hoéhe linker Peak Leukozyten

Héhe rechter Peak B/KM/T

Hohe linker Peak B/KM/T

<0,6 bzw. 21,6

Wenn der gebildete Quotient entsprechend oberhalb oder unterhalb der festgesetzten
Grenzwerte lag, bedeutete dies eine Differenz zwischen den Peakhdhen der beiden Allele
von >40%, also einen Allelverlust von >40%. Die Abbildung 25 zeigt ein LOH bei dem
Patienten K23 im Tumorgewebe und im Knochenmark-Plasma (T, KM). Die Berechnun-
gen der Peakhdhen sind exemplarisch in Tabelle 7 dargestellt.
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Abb. 25: LOH im Knochenmark-Plasma (KM) und Tumorgewebe (T) bei dem Patienten K23
am Marker D6S1631. Nacheinander von oben nach unten: Leukozyten (L), Blut-
plasma (P), Knochenmark-Plasma (KM), Tumorgewebe (T).

Tabelle 7: Hohe der Peaks in Abb. 25. Patient K23 zeigt ein LOH im Tumorgewebe und
im Knochenmark-Plasma am Lokus D6S1631.

Allele Peakhohe (FE) Peak 2/Peak 1 Quotient
Peak 1 L 5781
0,93
Peak 2 L 5423
Peak 1 P 3190
0,7 1,32
Peak 2 P 2234
Peak 1 KM 4015
0,54 1,72
Peak 2 KM 2188
Peak 1 T 3334
0,31 3,0
Peak 2 T 1036

Grau unterlegt: Die errechneten Quotienten fir das Knochenmarkplasma (Peak 1 und 2
KM: 1,72) und fur das Tumorgewebe (Peak 1 und 2 T: 3,0) bei dem Patienten K23.

4.4.2 DNA-Alterationen in der zellfreien, zirkulierenden DNA bei BPH-Patienten

Das Kollektiv der BPH-Patienten umfasste 27 Patienten. Bei 13 untersuchten Markern
wurden folglich 351 Proben (27x13) untersucht. Davon waren 288 Proben (82,1 % der Fal-
le) informativ (1), es bestand also Heterozygotie fir die beiden Allele. 63 Proben (17,9 %
der Falle) waren hingegen nicht informativ (NI), es bestand also entweder Homozygotie,
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oder die Proben waren aus anderen Grinden nicht informativ (z. B. fehlendes PCR-
Produkt).

Bei den 288 informativen Fallen wurden insgesamt 28 Alterationen detektiert, 19 x (6,59%
der informativen Falle) wurde ein LOH, 9 x (3,12% der informativen Falle) wurde eine
MSI festgestellt (Abb. 26; Tab. 8).
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Abb. 26: Ubersicht tiber die Anzahl und Prozentsétze an informativen Féllen (1), nicht-
informativen Fallen (NI) und Mikrosatellitenalterationen (LOH und MSI) an den je-
weiligen Markern in dem BPH-Kollektiv.

Insgesamt zeigten 15 Patienten (55,5%) im BPH-Kollektiv mindestens 1 LOH/MSI. Der
Index (Anzahl der LOH/MSI pro Patient bezogen auf die informativen Félle) betrug 6,5 %
fur LOH und 3,4% flr die MSI.

Es waren 10 der 13 Marker von LOH/MSI-Ereignissen betroffen. Die Marker D3S3703,
D6S1631 und D7S522 zeigten keine Ereignisse und waren tumorspezifisch. Die Marker
THRB (28,5%) und D8S360 sind am meisten betroffen (17,3%). Einen Uberblick gibt die
Abb. 27 und die Tabelle 8.

Tabelle 8: Tabellarische Ubersicht der einzelnen Mikrosatelliten-Marker mit Anzahl der
informativen Falle sowie der LOH- und MSI-Frequenzen.

Blut
LOH inform. % | MSI inform. %

D3S3703 0 20 0 0 0
THRB 4 14 285| 0 14 0
D6S474 1 17 5,8 0 0

Marker
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D6S163L | 0 24 0 | 0 22 0
D7S522 | 0 221 0| o 21 0
Desa7 | 1 26 38| 1 26 38
D8s137 | 1 24 41| 1 24 41
Des3s0 | 4 23 173 o 23 0

Dosi748 | 2 22 9 | o 2 o0

D10S1765| 1 26 38| 0 26 0

DI1S89%8 | 2 25 8 | 1 25 a4

DI1S1313| 2 23 86| 6 23 | 26
TP536 | 1 23 43| 0 23 0

S 19 288 659| 0 288 3é1

Grau unterlegte Felder: Die am haufigsten von LOH/MSI betroffenen Marker sind kennt-
lich gemacht. Die Zahlen jeweils rechts in den Spalten geben die Ereignishaufigkeiten in %
bezogen auf die Gesamtzahl an informativen Féallen (Mitte) an. *=Gesamthaufigkeit an
LOH und MSI im Blut in % (Vgl. Abb. XX).
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Abb. 27: LOH-Frequenz an den einzelnen Markern bei den BPH-Patienten

Die Analyse und Korrelation der vorliegenden klinischen Daten (% f-PSA, freie DNA im
Blut) erbrachte keine Unterschiede bzw. Auffalligkeiten zwischen den Patienten mit oder
ohne DNA-Alterationen, weder fur die Gesamtzahl an LOH an allen Markern noch fiir ein-
zelne Marker. Die Mittelwerte zwischen LOH- und nicht LOH-Patienten fir % f-PSA (23,3
vs. 24,8) und f-DNA in ng/ml (589,3 vs. 603,3) im Blut waren anndhernd gleich.

4.4.3 DNA-Alterationen bei den Prostatakarzinom-Patienten

Fur das Kollektiv der Prostatakarzinom-Patienten stand freie DNA aus Blut (B), Kno-
chenmark (KM) sowie DNA aus dem Tumorgewebe (T) fir die Analysen zur Verfligung.

Insgesamt zeigten 32 von 36 Patienten des Kollektivs (88,8 %) mindestens 1 LOH oder
MSI im Blut, Knochenmark oder Tumorgewebe. Dabei zeigten 66,6% der Tumorproben,
52,7% der Knochenmarksproben und 30,5% der Blutproben LOH oder MSI an mindestens
einem Lokus. In allen untersuchten Kompartimenten (B, KM, T) waren somit Mikrosatelli-
tenalterationen nachweisbar. Die einzelnen Kompartimente wurden getrennt ausgewertet.

71



Ergebnisse 72

Bezogen auf die informativen Félle wurden im Blut insgesamt 12 LOH (3,6 %), im Kno-
chenmark 30 LOH (9,9%) und im Tumorgewebe 39 LOH (14,4%) nachgewiesen. Zuséatz-
lich wurden im Tumorgewebe 17 MSI (6,3 %) nachgewiesen, keine MSI zeigten sich im
Blutplasma oder Knochenmark. Zusammenfassend war also die Rate an Ereignissen (Mik-
rosatellitenalterationen) bezogen auf die informativen Félle im Tumorgewebe am hdchsten,
dann folgten das Knochenmark-Plasma und das Blutplasma (siehe Tab. 9, Abb. 28 und 29).
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Abb. 28: LOH- und MSI-Raten in den verschiedenen Kompartimenten (Blut, Knochenmark
und Tumorgewebe) bei den Prostatakarzinom-Patienten.
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Abb. 29: Ubersicht tiber Frequenz und Anzahl an informativen (I), nicht-informativen Fallen

(NI), LOH und MSI im Kollektiv der Prostatakarzinom-Patienten.
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Tabelle 9: Ubersicht iiber das gesamte Kollektiv der Prostatakarzinom-Patienten
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- =nicht-informativ; += informativ; L= LOH;M=MSI; B= Blutplasma; KM= Knochen-
markplasma; T= Tumorgewebe; pos= DTC positiv; neg= DTC negativ; n. a.= nicht analy-
siert.
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4.4.4 LOH-Verteilungsmuster an den verschiedenen Markern

Alle aufgefuhrten Marker wurden in die LOH-Analysen miteinbezogen und zeigten min-
destens ein LOH/MSI in eines der Kompartimente Blut, Knochenmark oder Tumorgewebe
(Abb. 29 und 30; Tab. 10).

45

a0
® Tumor M Blut m KM

LOH-Frequenzenin %

Mikrosatellitenmarker

Abb. 30: LOH-Frequenz an den einzelnen Markern bei den Prostatakarzinom-Patienten

Wie in Abb. 30 gezeigt, weichen die LOH-Frequenzen zwischen den untersuchten Gewe-
ben deutlich voneinander ab. Im Tumorgewebe waren im Unterschied zum Blut und zum
Knochenmark LOH besonders an den Markern THRB (18%), D8S87 (39%), D8S137
(37%), D8S360 (25%), D11S1313 (12%) und TP.53.6 (14%) nachzuweisen.

Im Knochenmark waren die Marker D3S3707 (10%), THRB (22,5%) D6S474 (22%) und
D11S898 (14%) bevorzugt von einem LOH betroffen.

Das Blut der Prostatakarzinom-Patienten zeigte die wenigsten Ereignisse. Hier waren die
bevorzugten Marker der D6S474 (12%) und D8S360 (15,5%).

Die sehr hohe Rate an MSI im Tumorgewebe konnte besonders am Marker D11S1313
(52% d. F.) nachgewiesen werden.

Tabelle 10: Tabellarische Ubersicht der einzelnen Mikrosatelliten-Marker mit Anzahl der
informativen Félle sowie der LOH- und MSI-Frequenzen.

Blut Tumor KM
Marker
LOH inform. % | LOH inform. % | MSI inform. % | LOH inform. %
D3S3703 0 10 0 0 2 0 0 2 0 1 10 10
THRB | 0 35 0 | 5 82 18| 0 28 0| 7 31 25’
D6S474 3 25 12 2 17 12 0 17 0 4 18 22
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D6S1631 | 2 18 8 | 2 2 1] 0 2 0] 1 18 55
D7S522 | 0 28 0 | 2 2 9|0 2 0|0 23 0
Dess7 | 1 19 5 | 4 14 3|0 14 0| 1 19 5
D8s37 | 0 25 0 | 7 19 & | 1 19 Y| 2 23 85

15,

D8S360 | 3 19 | 4 16 25| 0 16 0| 1 17 6

Dosi7a8 | 0 3 o0 | 2 25 8|0 25 0| 3 29 10

PS4 32 3 s 1w 4|4 300 13

Dl1s8es | 0 20 0 | 1 24 4 | 2 24 8| 4 29 14

PUSSLl 0 2z 0|3 25 12|13 25 52| 0 2 0
TP536 | 2 36 55| 4 29 14| 0 29 0| 2 34 6

12, 6,
>* |12 w4 36| 3 20 |17 20 % | 30 303 99

Grau unterlegte Felder: Die am haufigsten von LOH oder MSI betroffenen Marker sind fur
die jeweiligen Kompartimente (Blut, Knochenmark, Tumorgewebe) kenntlich gemacht. Die
Zahlen jeweils rechts in den Spalten geben die Ereignishaufigkeiten in % bezogen auf die
Gesamtzahl an informativen Fallen (Mitte) an. Fur die MSI ist eine Spalte angelegt, sie
trat nur im Tumorgewebe auf. *=Gesamthaufigkeit an LOH und MSI im jeweiligen Kom-
partiment in % (Vgl. Abb. 28).

Konkordanz zwischen den detektierten genetischen Veradnderungen in Blut,
Knochenmark und Tumorgewebe

Entsprechend der Fragestellung und des experimentellen Ansatzes dieser Arbeit wurde die
Konkordanz zwischen den einzelnen Kompartimenten ausgewertet.

Dabei zeigte sich, dass 9 (30%) der im Knochenmark detektierten LOH auch im korres-
pondierenden Tumorgewebe nachweisbar waren. In 21 Fallen (70%) war das entsprechen-
de LOH aus dem KM nicht im Tumor nachweisbar.

Fur das Blut ergaben sich dhnliche Werte: Lediglich 4 LOH aus dem Blut (33,3%) waren in
der korrespondierenden Tumorprobe nachweisbar und in 67% war das LOH aus dem Blut
nicht im Tumorgewebe nachweisbar.

Interessanterweise war zwischen den Kompartimenten Blut und Knochenmark Gberhaupt
keine Ubereinstimmung bezuiglich der detektierten LOHs festzustellen. Nur eines der im
KM nachgewiesenen LOH war auch in der korrespondierenden Blutprobe nachweisbar
(3,3%).

Die im Tumorgewebe detektierten MSI waren allesamt im Blut und im Knochenmark nicht
nachweisbar.
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4.45 Korrelation mit den relevanten klinischen Daten der Patienten und Tendenzen

Die durchgefiihrten Korrelationsanalysen konnten keine statistisch signifikanten Korrelati-
onen flr Alter, T-Stadium, Gleason-Score, DNA-Mengen und PSA-Werte nachweisen.

Tendenzen

Neben den absoluten Haufigkeiten von LOH mit unterschiedlicher Praferenz flr unter-
schiedliche Marker in unterschiedlichen Kompartimenten zeigte sich eine gewisse Konsis-
tenz fur die Detektion von LOH an den Markern D6S474, D6S1631, D8S360 und TP.53.6
in allen Kompartimenten. Anders formuliert kénnte man sagen, dass in dem analysierten
Kollektiv die genannten Marker an den Chromosomen 6, 8 und 17 im Blut und Knochen-
mark, vor dem Hintergrund der Fragestellung, am ehesten in der Lage waren, die Ereignis-
se im Primé&rtumor abzubilden.

4.4.6 Vergleich der genetischen Alterationen im Blutplasma zwischen den Kol-
lektiven

Der Vergleich zwischen den beiden Kollektiven in Bezug auf detektierte LOHs zeigt eine
heterogene Verteilung von LOH auf mehrere Marker sowohl im BPH-Kollektiv als auch
im Karzinom-Kollektiv. Relativ konsistent war dabei der LOH-Nachweis an den Markern
D6S474, D8S360, D10S1765 und TP.53.6 in beiden Kollektiven. Der Marker D6S1631
war am ehesten karzinomspezifisch, die Loci THRB, D8S137, D9S1748, D11S898 und
D11S1313 zeigten im Blut dagegen nur bei den BPH-Patienten LOH (Abb. 31).
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Abb. 31: LOH-Muster im Blut von Prostatakarzinom- und BPH-Patienten
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4.5 Immunzytochemischer Nachweis disseminierter Tumorzel-
len (DTC) im Knochenmark von Prostatakarzinom-Patienten

Von insgesamt 35 der 36 Patienten mit Prostatakarzinom wurde das Knochenmark mit der
Ficoll-Gradienten-Methode und anschlieBender Farbung und Auswertung (Kap. 3.2) nach
DTCs durchsucht. Die Probe des Patienten K39 ist im Verlaufe der Isolierung zu Schaden
gekommen, sodass eine Auswertung beztiglich der DTC nicht mehr méglich war. Das KM-
Plasma dieses Patienten ist fiir die LOH-Analysen erhalten geblieben.

45.1 Kilinische Details der Patienten mit Nachweis von disseminierten Tumorzellen
im Knochenmark

Insgesamt wurden bei 9 Patienten (25,7 %) Cytokeratin-positive Zellen im Knochenmark
detektiert. Die Tabelle 9 gibt einen Uberblick tiber die klinischen Details dieser Patienten.

Tabelle 11: DTC-positive Patienten und die vorhandenen klinischen Parameter.

Patient Anzahl Gleason D_NA—KM DNA-B in Volumen T_—
DTC in ng/ul ng/ul cmd Stadium
K24 2 3+4 27,9 13,8 38 pT2a
K26 2 3+4 195 24,4 28 pT3b
K29 1 3+4 38,6 44,1 38 pT2a
K40 3 3+4 79,5 31,9 53 pT3a
K43 7 3+3 66,5 23,9 155 pT2c
K45 1 3+4 88,5 37,3 31 pT2c
K47 1 3+3 79,9 94,5 46 pT3a
K48 2 3+4 81,9 44,7 43 pT2c
K49 3 3+2 47,8 88 44 pT2c
Mittelwert 78,4 447 52,9

Exemplarisch sind in der Abbildung 32 detektierte Cytokeratin-positive Zellen der Patien-
ten K40 (insg. 3 DTC), K43 (insg. 7 DTC) und K48 (insg. 2 DTC) dargestellt. Die techni-
sche Auswertung und Vorauswahl aller positiven Zellen wurde von Frau Antja Andreas
durchgefiihrt, die endgultige Befundung der detektierten Zellen erfolgte dann durch Frau
Dr. Sabine Riethdorf und Herrn Prof. Dr. Klaus Pantel am ACIS (Kap. 3.2.3). Zur Erho-
hung der Sensitivitat wurden alle Cytospinns insgesamt 3-mal durchgesucht.
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Abb. 32: Cytokeratin (CK-19)-positive Zellen im Knochenmark der Patienten K40, K43 und
K48. Der Befund ganz rechts im Bild (02131473) bei Patient K48 wurde als Verun-
reinigung und somit als Artefakt gewertet (somit nur 2 DTC).

4.5.2 Auswertung der klinischen Daten der Patienten mit positiven DTC im Kno-

chenmark

Die Analyse der klinischen Daten in dem Kollektiv zeigt eine aufféllige Tendenz bei den
DTC-positiven Patienten zu eher kleineren Drisen (p=0,015) in niedrigen Tumorstadien
(67% pT2) und einem hoheren Gleason-Score (Gleason-Summe (3+2)5 =16%, (3+3)6
=13%, (3+4)7= 40%). Angesichts des eher kleinen Kollektivs sind die Ergebnisse der Kor-
relationsanalysen und die der deskriptiven Statistik allerdings als nicht sehr aussagekréftig

anzusehen, obgleich fur das Gesamtvolumen statistische Signifikanz vorliegt (Abb. 33).
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Abb. 33: Statistische Signifikanz zwischen dem Gesamtvolumen der Prostata und dem

Knochenmarkstatus
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Die Abbildung 34 zeigt die Ergebnisse der Auswertung in Bezug auf den Gleason-Score.
Hier zeigt sich, dass bei einem hoheren Gleason-Score (>6) das Risiko fur einen positiven
Knochenmarksbefund (DTC-positiv) tendenziell hoher lag als bei einem Gleason-Score <=
6 (Abb. 34).

DTC neg. m DTC pos.
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Knochenmark-Statusin %

2+3 3+3 3+4
Gleason-Score

Abb. 34: Gleason-Score bei DTC-positiven Patienten

Wie bereits dargestellt ist die Konzentration zirkulierender DNA bei den DTC-positiven
Patienten im Knochenmark deutlich erhéht (p=0,001). Die Korrelation der weiteren klini-
schen Daten der Patienten wie Alter, T-Stadium, LOH-Frequenzen, PSA-Werte ergab kei-
ne statistisch signifikanten Ergebnisse.

45.3 Gesamt-LOH-Frequenzen im Blut, Knochenmark und Tumorgewebe: DTC-
positive vs. DTC-negative Patienten

Die LOH-Frequenzen, bezogen auf die informativen Félle, waren bei den Patienten mit

positivem Knochenmarksbefund erhoht.

Zum einen zeigten insgesamt 67% der Patienten mit DTCs im Knochenmark mindestens
ein LOH in Blut, Knochenmark oder Tumorgewebe, wohingegen nur 52 % der Patienten
ohne nachweisbare DTCs im Knochenmark von LOH-Ereignissen in Blut, Knochenmark
oder Tumorgewebe betroffen waren (deutliche Tendenz, keine Signifikanz). Zum anderen
war tendenziell auch die Rate an LOH pro Patient (3,3 vs. 2,7 LOH) geringfligig erhoht (s.
Abb. 35 und 36).
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Abb. 35: Anzahl der Patienten mit mindestens 1 LOH in einer der Proben in Abhangigkeit

vom Knochenmarkstatus
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Abb. 36: Anzahl der LOH pro Patient in Abh&angigkeit vom Knochenmarkstatus

4.5.4 LOH-Frequenzen im Knochenmark und Tumorgewebe: DTC-positive vs.

DTC-negative Patienten

Neben den geschilderten Befunden mit insgesamt und auch pro Patient erhéhten LOH-
Raten bei DTC-positiven Patienten waren nach genauer Analyse nur die Raten der LOH-
Ereignisse im Knochenmarkplasma deutlich erhoht (16% vs. 9%, keine Signifikanz).

Im Tumorgewebe war die Rate an LOH (14% vs. 15%) anndhernd gleich (Abb. 37).
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Abb. 37: Vergleich der LOH-Raten im Knochenmark und Tumorgewebe der DTC-positiven
und DTC-negativen Patienten

LOH im Blut bei DTC-positiven Patienten

Fur das Blut erfolgte in der Subgruppe (DTC-positive und DTC-negative Patienten) keine
Auswertung, da die Gesamtausbeute mit 4 LOH aller informativen Falle fur Blut bei den
DTCs-positiven Patienten insgesamt zu gering war. Die im Blut detektierten LOH waren
an den Markern D6S474, D6S1631, D8S360 und TP53.6 nachweisbar.

Interessanterweise waren die LOH an D6S474 (Patient K26) und an D8S360 (Patient K40)
auch im Tumor (konkordant) nachweisbar.

45,5 LOH-Verteilungsmuster an den verschiedenen Markern bei DTC-positiven vs.
DTC-negativen Patienten.

Neben den dargestellten interessanten Ergebnissen mit der erhdhten LOH-Rate im Kno-

chenmark bei DTC-positiven Patienten (Abb. 37) zeigte sich, dass LOH im Knochenmark

an sehr unterschiedlichen Loci innerhalb der beiden Subgruppen (DTC-pos. vs. DTC-neg.)

zu beobachten war (Abb. 38).
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Abb. 38: LOH-Muster im Knochenmark in Abhangigkeit vom Knochenmarkstatus
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Bei DTC-positiven Patienten waren im Unterschied zu den DTC-negativen Patienten vor
allem die Marker THRB (43% vs. 16%), D8S87 (20% vs. 0%), D8S137 (25% vs. 5%),
D9S1748 (14% vs. 9%), D10S1765 (17% vs. 13%) und D11S898 (43% vs. 5%) von LOH
betroffen.

Die Marker D3S3703 (0% vs. 11%), D6S474 (0% vs. 27%), D6S1631 (0% vs. 7%),
D8S360 (7% vs. 0%) und TP 53.6 (0% vs. 8%) zeigten dagegen bei DTC-negativen Patien-
ten vermehrt LOHs.

LOH im Tumorgewebe bei Patienten mit positivem Knochenmarkstatus

Im Tumorgewebe waren die LOH an den einzelnen Markern deutlich homogener verteilt
Abb. 39).
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Abb. 39: LOH-Muster im Tumorgewebe in Abhangigkeit vom Knochenmarkstatus

Eine auffallige Ausnahme bei DTC-positiven Patienten bilden hier die Marker THRB (33%
vs. 11%) und D8S137 (75% vs. 30%).

Bei den DTC-negativen Patienten hingegen zeigten die Loci D7S522 (0% vs. 14%),
D9S1748 (0% vs. 12%), D10S1765 (0% vs. 17%) und D11S898 (0% vs. 7%) im Tumor
haufiger LOH.
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5 Diskussion

Derzeit erfolgt die Fruherkennung des Prostatakarzinoms in Deutschland nach den Leitli-
nien der Deutschen Gesellschaft fur Urologie, mit der Bestimmung des PSA-Wertes im
Blut kombiniert mit der digitalen-rektalen Untersuchung der Prostata (DRU) und ggf. einer
transrektalen Sonographie (TRUS) mit oder ohne Biopsieentnahme. Neben dem totalen
PSA-Wert konnen weitere Berechnungen und Bestimmungen (altersspezifische Cut-off-
Werte, PSA-Density, PSA-Velocity, % f-PSA) erfolgen, um die diagnostische Genauigkeit
im Hinblick auf ein Prostatakarzinom zu verbessern. Diese Art der Friherkennung fihrt zu
dem Problem der Uberdiagnose und Ubertherapie der mannlichen Bevolkerung, ohne si-
cher eine Senkung der Mortalitatsraten fur das Prostatakarzinom herbeigefiihrt zu haben.
Die Daten der grol3en klinischen randomisierten Untersuchungen zu diesem Thema haben
beziglich Nutzen und Risiko des PSA-Screenings widerspriichliche Resultate gezeigt, wo-
nach nun weder der Nutzen noch der Nicht-Nutzen des PSA-Screenings belegt ist [Cross-
well et al., 2011; Chen et al., 2011]. Deshalb werden neue diagnostische Ansétze, die den
PSA-Test erganzen, dringend bendtigt. Tumorspezifische DNA ist im Blut von Patienten
mit Krebserkrankungen erhéht nachweisbar, da Tumorzellen durch verschiedene Mecha-
nismen DNA in das Blut abgeben [Leon et al., 1975; Schwarzenbach et al., 2011]. Es ist
interessant, spezifische genetische Verédnderungen des Primartumors direkt im zirkulieren-
den Blut nachzuweisen, da Blut wie bei der PSA-Bestimmung sehr einfach durch Venen-
punktion gewonnen werden kann. Zum einen wirde man auf diese Weise die Diagnostik
im Hinblick auf ein Karzinom verfeinern kénnen, zum anderen kénnten aus den detektier-
ten genetischen Veranderungen bereits prognostische Informationen gewonnen werden.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Analyse von zirkulierender, zellfreier DNA neben
Blut auch aus dem Knochenmark und der genomischen DNA aus dem Primartumor von
Patienten mit einem Prostatakarzinom. Diese DNA wurde auf tumorspezifische Alteratio-
nen wie LOH und MSI untersucht. Die DNA-Analysen erfolgten tUber 13 verschiedene
Mikrosatellitenmarker, die an 8 verschiedenen Chromosomen liegen. Als Vergleichskol-
lektiv zu den Prostatakarzinom-Patienten wurden Patienten mit einer gutartigen Prostata-
vergroRerung (BPH) auf die gleiche Weise analysiert, allerdings wurde bei diesen Patienten
kein Prostatagewebe untersucht. Die Ergebnisse der DNA-Analysen aus dem Blutplasma
wurden zwischen den beiden Patientenkollektiven (gutartige vs. bosartige Prostataerkran-
kung) verglichen. Innerhalb des Kollektivs der Karzinompatienten erfolgte zusétzlich ein
Vergleich der Ergebnisse der DNA-Analysen zwischen den drei untersuchten biologischen
Kompartimenten Blut, Knochenmark und Tumorgewebe, um die Konkordanz zwischen
den detektierten Veranderungen in den jeweiligen Kompartimenten zu untersuchen.

Neben der Analyse von zellfreier DNA aus Blut, Knochenmark und Tumorgewebe wurden
die Prostatakarzinompatienten auch auf das Vorliegen von disseminierten Tumorzellen
(DTCs) im Knochenmark untersucht, da Untersuchungen der letzten Jahre eine prognosti-
sche Relevanz solcher Zellen im Knochenmark, bei mehreren soliden Tumorentitaten, vor-
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schlagen [Riethdorf et al., 2008]. Die DTC-positiven und DTC-negativen Patienten wurden
mit den detektierten DNA-Alterationen (LOH-Muster, LOH-Frequenz im Blut, Knochen-
mark und Tumorgewebe) verglichen.

In die statistische Auswertung wurden zusatzlich die klinischen Daten und bereits etablierte
Prognose- und Risikofaktoren miteinbezogen. Im Folgenden werden die relevanten Ergeb-
nisse dieser Arbeit diskutiert.

5.1 PSA-Werte

Zur Auswertung lagen die t-PSA-Werte der Patienten mit Prostatakarzinom vor, zusétzlich
der % f-PSA-Quotient. Fir die BPH-Patienten lag ausschlieBlich der % f-PSA-Quotient
vor.

PSA Werte bei den Patienten mit Prostatakarzinom

Die t-PSA Werte der Karzinompatienten waren zu 78% aufféllig, das bedeutet oberhalb der
altersadjustierten Cut-off-Werte. Die Patienten mit unauffalligen t-PSA-Werten (22%)
hatten zu 63% einen karzinomsuspekten % f-PSA-Quotienten (<10%). Anhand der beiden
Parameter (t-PSA und % f-PSA) konnten somit 33 der 36 Patienten mit Prostatakarzinom
detektiert werden.

Diese Ergebnisse zeigen zum einen, dass mit dem % f-PSA-Wert in Kombination mit dem
t-PSA-Wert die Aussagekraft erhdht werden kann, zum anderen zeigen sie, dass das PSA-
Screening alleine in der Friiherkennung des Prostatakarzinoms nicht ausreichend ist (Prob-
lem der falsch negativen und falsch positiven Ergebnisse).

Vergleich der % f-PSA-Werte zwischen den Kollektiven

Die % f-PSA-Werte der Patienten mit Prostatakarzinom waren gegentiber den Werten der
Patienten mit einer BPH erniedrigt. Zwischen den beiden Patientenkollektiven bestand ein
statistisch signifikanter Unterschied.

Die Spezifitat der PSA-Testung kann um bis zu 20 % erhoht werden, wenn man den Anteil
des f-PSA in Beziehung zum t-PSA setzt. Je kleiner der Quotient (f-PSA/t-PSA) und somit
der Anteil des f-PSA in % ist, desto wahrscheinlicher ist das Vorliegen eines Karzinoms
[Catalona et al., 1997].

% f-PSA-Werte bei DTC-positiven Patienten

Die DTC-positiven Patienten hatten gegeniiber den DTC-negativen Patienten eine deutli-
che Tendenz hin zu sehr niedrigen % f-PSA-Werten (75%< 10%). Statistische Signifikanz
lag hierfiir allerdings nicht vor. Aufféllig war, dass innerhalb des Kollektivs der Karzinom-
patienten die DTC-positiven Patienten in 75% der Falle normale t-PSA-Werte im Blut hat-
ten. Die Beobachtung, dass der t-PSA-Wert trotz DTCs im Knochenmark unaufféllig sein
kann, konnte durch die ,,Dormancy* der DTCs erklart werden. Zusétzlich zeigt dieser Be-
fund an, dass der alleinigen Friherkennung mittels PSA-Wert-Bestimmung im Blut, selbst
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Karzinome entgehen kdnnen, in denen bereits eine Disseminierung von Tumorzellen statt-
gefunden hat. Auch wird die moderne Theorie bestétigt, dass bereits zu einem sehr friihen
Zeitpunkt in der Karzinomentwicklung einige Krebszellen in der Lage sind, die komplette
Metastasierungskaskade zu durchlaufen [Pantel und Brakenhoff, 2004].

Weitere Korrelationen zwischen den PSA-Werten und den tibrigen vorliegenden klinischen
Parametern einerseits sowie den LOH-Mustern und -Frequenzen andererseits ergaben keine
statistischen Signifikanzen.

5.2 Quantifizierung der freien zirkulierenden DNA

Da Tumorzellen freie DNA durch aktive Sekretion, Apoptose oder Nekrose in das Blut
abgeben, kdnnte durch die Quantifizierung der DNA im Blut, zusétzlich zur Bestimmung
des PSA-Wertes, eine bessere Genauigkeit bezlglich der Frage, ob ein Karzinom vorliegt
oder nicht, erreicht werden. Mehrere Untersuchungen haben dies bisher vorgeschlagen
[Jung et al., 2004; Papadopoulou et al., 2004; Boddy et al., 2005; Chun et al., 2006; Mdller
et al., 2006; Fleischhacker et al., 2007; Schwarzenbach et al., 2009].

Vergleich der DNA-Konzentration im Blutplasma

In dem Kollektiv der Patienten mit Prostatakarzinom war der DNA-Gehalt im Blut deutlich
und statistisch signifikant gegentiber dem Vergleichskollektiv der BPH-Patienten erhdht.
Dennoch ist bei der Interpretation von erhéhten DNA-Spiegeln im Blut Vorsicht geboten,
da auch konkurrierende Ursachen wie Entziindungen oder gutartige Tumoren fir die Erho-
hung der DNA im Blut verantwortlich sein kénnen [Schwarzenbach et al., 2011]. Eventuell
ware ein Cut-off-Level deshalb hilfreich, jedoch gibt es auch einzelne Patienten, deren
DNA-Level nicht so deutlich erhéht war.

Vergleich der DNA-Konzentration im Blut- und Knochenmarkplasma in Ab-
hangigkeit vom Knochenmarkstatus

Auch wenn DTCs bereits in anderen Organen nachweisbar sind, so dient das Knochenmark
gewissermalien als Reservoir flir DTCs, von wo aus die Zellen erneut zirkulieren kénnen
oder in der ,,Dormancy* verharren [Pantel und Alix-Panabiéres, 2010]. Die Untersuchung
dieses Kompartimentes nach freier Tumor-assoziierter DNA ist ein sehr interessanter An-
satz, wenn man davon ausgeht, dass ein Teil der DNA im Knochenmark von den DTCs
stammen kann [Taback et al., 2003]. Auch kdnnten durch Nachweis tumorspezifischer ge-
netischer Alterationen an dieser DNA die DTCs néher charakterisiert werden.

Bei den Patienten mit Prostatakarzinom lie3 sich insgesamt mehr DNA im Blutplasma als
im Knochenmark-Plasma nachweisen. Bei DTC-positiven Patienten war die Konzentration
an freier DNA im Knochenmark signifikant hoher als in DTC-negativen Patienten. Dieses
spricht fir einen Freisetzungsmechanismus von DNA in das Knochenmark durch die Tu-
morzellen analog zu den Mechanismen, die fir die erh6hten Spiegel an freier DNA im
Blutplasma von Karzinompatienten gelten [Taback et al., 2003; Schwarzenbach et al.,
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2011]. Ein erhohter DNA-Spiegel im Knochenmark kdnnte also auf die Freisetzung dieser
DNA durch DTCs und somit auf DTCs im Knochenmark hinweisen.

5.3 DNA-Analysen in Blut, Knochenmark und Tumorgewebe von
Patienten mit Prostatakarzinom und benigner Prostatahy-
perplasie

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen experimentellen Ansatz fir die Analyse von
zellfreier tumorspezifischer DNA im Blut von Prostatakarzinom zu etablieren. Die Eig-
nung dieses Ansatzes sollte zur Friherkennung und Charakterisierung des Prostatakarzi-
noms gepriift werden. Als Kontrollgruppe diente ein Kollektiv von Patienten mit benigner
Prostatahyperplasie. Neben der DNA im Blut wurden auch das Knochenmarkplasma und
das Primartumorgewebe der Patienten mit Prostatakarzinom auf genetische Alterationen
wie LOH und MSI untersucht.

Eine hdufige genetische Alteration im Prostatakarzinom stellt der Verlust der Heterozygo-
tie (LOH) dar. An mehreren chromosomalen Loci wurden bisher Deletionen durch moleku-
larbiologische Techniken wie die komparative genomische Hybridisierung (CGH) oder
mikrosatellitenbasierte LOH-Analysen nachgewiesen [Dong, 2001; Elo et al., 2001; Yano
et al., 2004]. Durch Transfer von bestimmten deletierten Genabschnitten in Zelllinien
konnte gezeigt werden, dass diese deletierten Gene in der Tumorentstehung und Progressi-
on des Prostatakarzinoms eine wichtige Rolle spielen kénnen. In Abhéngigkeit von einem
fortgeschrittenen Tumorstadium lasst sich eine erhdhte LOH-Frequenz nachweisen, wobei
dann auch Gene betroffen sind, die in der Tumorprogression und Metastasierung eine Rolle
spielen [Ichikawa et al., 2000; von Knobloch et al., 2004]. Auch MSI wurde bereits in ho-
her Anzahl in Prostatatumoren nachgewiesen [Rohrbach et al., 1999; Wullich et al., 2001].
Da Tumorzellen freie DNA durch verschiedene Mechanismen in das Blut abgeben, stellt
die Analyse dieser frei zirkulierenden DNA aus dem Blut- und Knochenmarkplasma von
Prostatakarzinom-Patienten ein attraktives Tool flr die Detektion dieser genetischen Ver-
anderungen dar. Zum einen ist Blut leicht zu gewinnen, zum anderen ist das Knochenmark
der h&ufigste Metastasierungsort des Prostatakarzinoms [Pantel et al., 2004; Schwarzen-
bach et al., 2007 und 2011]. Da das Knochenmark im Gegensatz zum flieRenden Blut ein
eher stationdres Kompartiment bildet und zeitgleich der haufigste Metastasierungsort und
ein Reservoir flr disseminierte Prostatakarzinomzellen darstellt [Pantel und Alix-
Panabiéres, 2010], kénnte tumorspezifische DNA dort akkumulieren.

5.3.1 Charakterisierung der Mikrosatellitenmarker und Bestimmung der LOH-
Frequenzen

In dem in dieser Arbeit untersuchten Kollektiv von 36 Patienten mit einem Prostatakarzi-

nom wurde bei 88,8 % der Patienten mindestens 1 LOH/MSI entweder im Blut, Knochen-

mark oder Tumorgewebe an 13 Mikrosatellitenmarkern nachgewiesen. Es wurden im Blut

12 LOH (3,6 %), im Knochenmark 30 LOH (9,9%) und im Tumorgewebe 39 LOH (14,4%)
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detektiert. Zusétzlich zeigten sich im Tumorgewebe 17 MSI (6,3 %), die im Blutplasma
oder Knochenmark nicht auftraten. Somit war also die Rate der Mikrosatellitenalterationen
im Tumorgewebe am hdochsten, es folgten das Knochenmarkplasma und das Blutplasma.
Fur die Entitat des Prostatakarzinoms wurden bisher keine Untersuchungen verdffentlicht,
die genetische Alterationen der isolierten tumorspezifischen DNA aus Knochenmarkpunk-
taten untersucht haben. Ahnliche Ergebnisse haben Taback et al. [2003] veroffentlicht.
Ihnen gelang in 23 % der Félle LOH an freier DNA aus dem Knochenmarkplasma bei
Mammakarzinom-Patientinnen nachzuweisen. Die LOH-Rate im Knochenmark war dabei
mit zunehmendem Tumorstadium erhoht, zusatzlich konnte eine Konkordanz mit den ge-
netischen Verdnderungen im Primértumorgewebe gezeigt werden. Auch in der Arbeits-
gruppe von Taback war die LOH-Rate im Knochenmark hoher als im Blut [Taback et al.,
2003]. Das Knochenmarkplasma scheint also als eher stationdres Kompartiment im Hin-
blick auf tumorspezifische Alterationen mehr informativ zu sein als das zirkulierende Blut.
Zumindest kann dies fiir bevorzugt ossér metastasierende Karzinome wie das Prostata- und
das Mammakarzinom hypothetisch postuliert werden.

Im Folgenden werden die 13 von mir untersuchten Mikrosatellitenmarker nach ihrer Lage
auf den Chromosomen charakterisiert und die Ergebnisse fur die einzelnen Marker disku-
tiert.

Chromosom 3

Der Tumormarker D3S3703 befindet sich auf dem Chromosom 3q13.3. In dem untersuch-
ten Kollektiv fand sich lediglich 1 LOH (10% der informativen Falle) im Knochenmark-
plasma. Dieser Lokus kodiert ein membrangebundenes Glykoprotein (Beta-1,4-
Galactosyltransferase), das eine Rolle in der Glykolipid-Biosynthese spielt. Die Verande-
rung oder der Verlust der Expression scheint fur die abweichende Biosynthese der memb-
rangebundenen Carbohydrate wéhrend der Metastasierung eine Rolle zu spielen [Kemmer
et al., 1997]. Einschrankend muss erwahnt werden, dass dieser Marker wenig informative
Félle im Blut (10), Knochenmarkplasma (10) und Tumorgewebe (2) zeigte. Daher ist der
Marker D3S3703 fir diese Studie nicht geeignet.

Beim Prostatakarzinom wurden hohe Inzidenzen an LOH in der fur den Retinsdure-
Rezeptor B kodierenden Region 3p24 (THRB) entdeckt. Die Bindung von All-trans-
Retinsdure an seinen Rezeptor hat einen wachstumshemmenden Effekt. Ein Verlust des
Rezeptors kann zu einer erhohten Zellproliferation fuhren und eine Downregulation des
Rezeptors wurde flr das Prostatakarzinom berichtet [Qiu et al., 2000; Nakayama et al.,
2001]. Auch in meinem untersuchten Kollektiv fand sich eine sehr hohe Anzahl an LOHs
im Knochenmarkplasma (22,5%) und Tumorgewebe (18%) bei einer hohen Anzahl an in-
formativen Féllen. Im Blut konnte dagegen bei 35 informativen Féllen kein einziges LOH
detektiert werden. Ein LOH am Marker THRB fand sich bei 43% der Patienten mit DTCs
im Knochenmark. Dieses zeigt eine Assoziation mit der Tumorzelldisseminierung. Bei
33% der Patienten mit DTCs war das LOH zwischen Tumorgewebe und Knochenmark-
plasma konkordant.
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Chromosom 6

Der Mikrosatellitenmarker D6S474 liegt in der chromosomalen Region 6g21. Das in die-
sem Bereich befindliche Gen kodiert fir den Proteinkinase-Inhibitor-B (PKI-B). Der Ver-
lust des PKI-B bedingt eine gesteigerte Aktivitat der Proteinkinase B (PKB) und damit eine
Stimulation der Zellproliferation und gleichzeitig eine Inhibition der Apoptose. In Prosta-
takarzinomen ist die Expression der PKB hochreguliert und korreliert mit dem Gleason-
Score. Die Assoziation einer erhdhten PKB-Expression mit einem hohen préoperativen
PSA-Wert im Serum wurde ebenfalls beobachtet [Liao et al., 2003]. In meinem Kollektiv
zeigte dieser Marker im Blut 3 LOHs (12%), im Tumorgewebe 2 LOHs (22%) und im
Knochenmark 4 LOHs (22%). Eine Korrelation mit einem hohen PSA-Wert oder dem
Gleason-Score lag nicht vor.

Der Mikrosatellitenmarker D6S1631 liegt in der Region 6q16. Hier befindet sich ein Gen,
das fur die Transforming-Growth-Factor (TGF-R)-aktivierende Kinase (TAK-1) kodiert.
Untersuchungen an der humanen Prostatazelllinie PC-3U zeigten, dass die TGF-R-
induzierte Apoptose dieser Zellen auf die Aktivierung der TAK1 zuriickzufihren ist. Ekto-
pische Expression von TAK-1 stimuliert die Apoptose, wahrend der Verlust die Apoptose
herunterreguliert [Edlund et al., 2003]. In der Literatur wurde das Auftreten von LOH in
diesem Bereich hdufig in spateren Tumorstadien beschrieben und deshalb mit einer
schlechteren Prognose in Zusammenhang gebracht [Konishi et al., 2003]. Insgesamt fanden
sich in meinem Kollektiv 5 LOHs an diesem Marker, 2 (8%) im Blut, 2 (11%) im Tumor-
gewebe und 1 (5,5%) im Knochenmarkplasma. Ob diese Patienten eine schlechtere Prog-
nose hatten, ist nicht bekannt, da keine Follow-up-Daten vorliegen.

Chromosom 7

In meinem Kollektiv zeigte der Marker (D7S5522) 2 LOHs im Tumorgewebe. Im Blut oder
Knochenmark wurden keine Alterationen detektiert. Der Marker scheint also wenig infor-
mativ im Hinblick auf die Fragestellung zu sein. Das Gen fiir Caveolin-1 befindet sich auf
dem Chromosom an Lokus 7qg31.1 und ist die Hauptkomponente der Caveolae-
Membrandomanen, die in den meisten Zelloberflachen vorkommen. Das Produkt dieses
Tumorsuppressorgens hemmt als Membranprotein die Motilitat der Zelle und ist bei vielen
epithelialen Tumoren deletiert. In der Signaltransduktion fungiert Caveolin-1 zum einen als
negativer Regulator der Ras-p42/44 MAP-Kinase-Kaskade und zum anderen als ein trans-
kriptionaler Repressor des Cyclin D1 [Liu et al., 2002].

Chromosom 8

Das Chromosom 8 ist beim Prostatakarzinom sehr h&ufig und an mehreren Abschnitten
deletiert. Einige Autoren berichten an diesem Chromosom Verluste in bis zu 60% der Falle
[Bova et al., 1996; Crundwell et al., 1996]. Im Bereich 8p12 (D8S87) liegt das Tumorsupp-
ressorgen Neuregulin-1 (NRG 1). Dieses Gen kodiert fur mehrere alternative Spleivarian-
ten eines Liganden, der an ErbB-Rezeptoren, EGF ahnlichen Wachstumsfaktorrezeptoren
mit Tyrosinkinaseaktivitat, bindet. Die Bindung von Neuregulin fihrt zur Heterodimersie-
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rung und somit zur Aktivierung dieser ErbB-Rezeptoren. Im weiteren Verlauf der Signal-
transduktionskaskade wird der programmierte Zelltod induziert, wie am Beispiel der and-
rogen-unabhéngigen Prostatakarzinomzelllinie LNCaP gezeigt wurde [Tal-Or et al., 2003].
Niedrige NGR 1-Spiegel wurden auch mit einer schlechten Prognose assoziiert [Raj et al.,
2001]. Ein potentieller chromosomaler ,,Breakpoint* wurde proximal von 8p12 identifiziert
und liegt variabel in einer mindestens 1 Mb langen Region zwischen den Markern D8S137
und D8S87. Haufige homozygote Deletionen im Abschnitt proximal von D8S87 wurden in
Prostatakarzinomen beobachtet und auch an dem Marker D8S360 detektiert. Der dazuge-
horige chromosomale Abschnitt (8p21-23) kodiert fir ein Tumorsuppressorgen, dass je-
doch noch nicht identifiziert wurde [Bova et al., 1996, Prasad et al., 1998; Schaid 2004]. In
meinem Kollektiv zeigten sich im Tumorgewebe an allen 3 Markern (4 LOH an D8S87,
39%; 7 LOH an D8S137, 37% und 4 LOH an D8S360, 25%) eine hohe Anzahl an LOHs
sowie ein MSI am Marker D8S137. Im Blut (5%, 0%, 15,5%) und Knochenmark (5%,
8,5%, 6%) fanden sich zwar ebenfalls LOHs, allerdings nicht in der hohen Frequenz, wie
aufgrund der Haufigkeit im Tumorgewebe zu erwarten gewesen ware. Obwohl viele LOHs
detektiert werden konnten, war die Anzahl an informativen Fallen mit insgesamt ca. 50%
eher niedrig. Gut 40% der Patienten mit DTCs zeigten LOHs an diesen Markern. Statis-
tisch signifikante Zusammenhange mit den klinischen Parametern bestanden nicht.

Chromosom 9

In der Region 9p21 (D9S1748) liegt ein Tumorsuppressorgen, das einen Inhibitor der Cyc-
lin-abhéngigen Kinase (CDKN2/p16) kodiert. Inaktivierung dieses Proteins durch Deletion,
Punktmutation oder durch Methylierung der Promotorregion fuhrt zur erhdhten Zellzyklus-
Rate. Immunhistologische Daten zeigten eine hohe Proteinexpression von p16 in normalen
Epithelzellen der Prostata, wéhrend in Prostatakarzinomen die Expression von pl6 ver-
gleichsweise geringer war oder sogar ganz fehlte [Perinchery et al., 1999]. In meinem Kol-
lektiv wurden an diesem Marker keine LOHs im Blut der Patienten detektiert, im Tumor-
gewebe konnten 2 (8%) und im Knochenmarkplasma 3 (10%) LOHs nachgewiesen wer-
den. Ein Patient mit DTCs zeigte LOH an diesem Marker im Knochenmarkplasma. Die
Rate der informativen Falle an diesem Marker war hoch.

Chromosom 10

Das Tumorsuppressorgen PTEN (Phosphatase and Tensin Homologue) liegt am Genlokus
10923.3, ist eine Lipidphosphatase und bildet eine Komponente der IP3-Signalkaskade.
PTEN antagonisiert die Phosphatidylinositol-3-Kinase (IP3-K) und reguliert dadurch nega-
tiv die Zellprolifertation [Maehama et al., 2007]. Der Marker D10S1765 liegt innerhalb des
PTEN-Gens und wurde erstmalig durch Pesche et al. in genetischen Analysen von Prosta-
takarzinomen untersucht. Dabei zeigte sich in 55% der untersuchten Tumoren LOH in der
Region 10g23.3 [Pesche et al., 1998]. In dem hier untersuchten Kollektiv zeigte sich an
diesem Marker ein hoher Anteil an informativen Féllen (>80%). Dabei wurden im Blut 1
LOH (3%), im Tumorgewebe 3 LOHs (12,5%) und im Knochenmarkplasma 4 LOHs
(13%) detektiert. Im Tumorgewebe konnte zusatzlich 1 MSI (4%) nachgewiesen werden.
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Auffallig war, dass mit einer Ausnahme nur die Patienten ohne DTCs im Knochenmark an
diesem Marker LOH zeigten. In einem Fall wurde das LOH konkordant im Tumorgewebe
und Knochenmarkplasma nachgewiesen.

Chromosom 11

Auf dem Chromosom 11 sind beim Prostatakarzinom ebenfalls in hoher Zahl deletierte
Genabschnitte beschrieben worden. Die relevanten Genabschnitte liegen dabei in 4 Regio-
nen: 11p15, 11p12, 11922 und 11923-24. In einer Studie wurde in diesen 4 Abschnitten
das Auftreten von LOH kumuliert in mehr als 70% der untersuchten Tumoren beschrieben.
Davon entfielen 39% auf die Region 11p12 und 66% auf 11922 [Dahiya et al., 1997]. Die-
se beiden Abschnitte wurden in meinem Kollektiv untersucht:

Der Mikrozell-vermittelte Chromosomentransfer des humanen Chromosoms 11 in die
Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7 inhibierte die Tumorigenitat dieser Zellen und zeigte,
dass die Region 11g22-23 auf dem langen Chromosomenarm in diesem Prozess involviert
ist [Negrini et al., 1994]. Der Bereich 11922 (D11S898) enthalt ein Tumorsuppressorgen,
dessen Genprodukt CHK1 (Checkpoint-Kinase 1) eine Rolle in der Kontrolle des Zellzyk-
lus spielt. Die CHK1 ist ein Schlusselregulator des G2-/M-Checkpoints des Zellzyklus. Bei
Replikationsfehlern wird sie durch Phosphorylierung aktiviert und kann dann die Cyclin-
abhangige Kinase inhibieren. Dadurch wird der Zellzyklus unterbrochen und die DNA-
Reparatur kann erfolgen [Katsuragi et al., 2004]. Folglich konnte ein LOH in dieser Region
dazu fuhren, dass die Reparatur nicht mehr stattfindet und defekte DNA repliziert wird.

Der Marker D11S1313 liegt im Bereich 11g12. In dieser Region befinden sich die Mis-
match-Repair (MMR)-Gene hMSH2 und hMLH1. Fehlerhafte Reparatur kann zu einer
Mikrosatelliteninstabilitat fiihren [Yeh et al., 2001]. Die Produkte dieser Gene erkennen die
in den DNA-Strang falsch eingebauten Nukleotide an der fehlenden Ausbildung von Was-
serstoffbriicken zwischen den beiden Basen (veranderte DNA-Geometrie) und entfernen
das falsch eingebaute Nukleotid. Die Inaktivierung dieser MMR-Gene und ihre reduzierte
Proteinexpression korreliert mit dem Risiko, ein Prostatakarzinom zu entwickeln [Strom et
al., 2001].

In meinem Kollektiv zeigten beide Marker keine Ereignisse im Blut trotz einer hohen An-
zahl an informativen Fallen. Im Tumorgewebe fanden sich 1 LOH (4%) am D11S898 und
3 LOHSs (12%) am D11S1313, im Knochenmark 4 (14%) und 0% LOHs. Somit war die
Rate an LOHs an diesen Markern nicht sehr hoch. Interessanterweise konnte im untersuch-
ten Tumorgewebe an dem Marker D11S1313 in 52% (13x) MSI nachgewiesen werden.
VVon den Patienten mit DTCs im Knochenmark hatten 55,5% MSI oder LOH im Tumorge-
webe am Marker D11S1313. Insgesamt zeigten 44% der Patienten eine Alteration am Mar-
ker D11S1313 und keine der Alterationen war im Blut oder Knochenmark nachweisbar.
Die LOHs am Marker D11S898 traten bei 33,3% der DTC-positiven Patienten im Kno-
chenmarkplasma auf, nicht aber in den korrespondierenden Tumorgewebeproben.
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Chromosom 17

Im Bereich 17p13.1 (TP53.6) liegt das Tumorsuppressorgen TP53. Das Genprodukt (p53)
wird regelmélig gebildet und liegt in niedrigen Konzentrationen in der Zelle vor. Treten
Schédigungen der DNA auf, so kann p53 in der Zelle akkumulieren und DNA-Reparatur-
Mechanismen werden aktiviert. Dadurch wird der Zellzyklus zundchst gestoppt. Dies ge-
schieht durch Induktion des Proteins 21 (p21), welches einerseits den Cyclin D/CDK4/6-
Komplex und andererseits den Cyclin E/CDK2-Komplex hemmt. Diese Komplexe fuhren
gewohnlich zu einer Freisetzung eines weiteren Transkriptionsfaktors (E2F), der den Zell-
zyklus weiterfiihrt. Jedoch bremst die Akkumulation von p53 den Zellzyklus. Bei zuneh-
mender Akkumulation von p53 werden zusatzlich Gene der Bcl2-Familie (u. a. der
Apoptose-Regulator BAX) aktiviert. Die Induktion von Caspasen leitet schliel3lich die
Apoptose ein. Der Verlust von p53 ist in ca. 50% aller menschlichen Tumoren nachweisbar
und ist ein eher spates Ereignis in der Tumorprogression beim Prostatakarzinom [Lane et
al., 1997; Karayi et al., 2004]. Die Expression von p53 in lokalisierten Prostatatumoren
wurde als ein unabhangiger prognostischer Marker fir ein erkrankungsfreies Uberleben
nach radikaler Prostatektomie beschrieben [Bauer et al., 1995]. In meinem Kollektiv wur-
den im Blut 2 LOHs (5,5%), im Tumorgewebe 4 LOHs (14%) und im Knochenmark 2
LOHs (6%) detektiert. Die Rate an informativen Fallen war hoch, wahrend die LOH-Rate
fur diesen Marker dagegen eher niedrig war. Es fanden sich keine Besonderheiten bei den
betroffenen Patienten mit einem LOH an diesem Marker.

5.3.2 Konkordanz der genetischen Veranderungen zwischen den Kompartimenten

Es zeigte sich, dass 9 aller im Knochenmark detektierten LOHs (30%) auch im korrespon-
dierenden Tumorgewebe nachweisbar waren. Ein vergleichbarer Anteil konkordanter Er-
eignisse fand sich auch fir das Blut (4 LOH, 33,3%). Somit konnte nur etwa jedes dritte
LOH, das im Tumorgewebe detektiert wurde, wieder in den beiden Kompartimenten (Blut
und Knochenmark) gefunden werden. Interessanterweise war nur eines der im KM nach-
gewiesenen LOH auch in der korrespondierenden Blutprobe nachweisbar (3,3%). Die im
Tumorgewebe detektierten MSI waren allesamt nicht im Blut oder im Knochenmark nach-
weisbar; der Grund dafir ist unklar.

Diese fehlende Konkordanz zwischen den einzelnen untersuchten Kompartimenten hat
mehrere Ursachen und kann vor allem durch die Heterogenitat des Tumors erklart werden.
Das Prostatakarzinom besteht in der Regel aus mehreren unterschiedlich stark alterierten
Karzinomarealen, die jeweils unterschiedliche genetische Veranderungen aufweisen kon-
nen. Es existieren somit unterschiedliche molekulare Entwicklungsstadien desselben Tu-
mors nebeneinander [Nwosu et al., 2001]. Nicht alle diese genetischen Verénderungen, die
im Tumor vorliegen, missen ins Blut oder Knochenmark ubertreten. Auch ist es denkbar,
dass ein Teil der freien DNA im Blut oder Knochenmark von zirkulierenden oder dissemi-
nierten Tumorzellen stammt und diese wiederum andere genetische Alterationen aufweisen
kdnnen als der urspriingliche Tumor. Ein weiterer Grund ist, dass nicht alle im Blut zirku-
lierende freie DNA von Tumorzellen stammt, sondern im Rahmen des Tumorwachstums
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auch von urspriinglich gesunden Zellen, durch Inflammation, Hypoxie, Nekrose und
Apoptose vermehrt DNA ins Blut ausgeschuttet wird. Hierdurch kann tumorspezifische
DNA maskiert werden [Coulet et al., 2000; Schwarzenbach et al., 2007]. Eine weitere
mogliche Erklarung stellt die geringe Halbwertszeit von zirkulierender DNA im Blut dar,
wodurch die Detektion von tumorspezifischen Verénderungen nattrlich erschwert werden
kann [Lo et al., 1999].

Auch technische Aspekte haben einen Einfluss auf die Analysen an zirkulierender DNA
und kénnen somit eine Erklarung fur die geringe Konkordanz sein. Menge und Qualitat der
freien DNA im Blut sind h&ufig gering, daher kann es zur Detektion von artifiziellen gene-
tischen Alterationen kommen [Jahr et al., 2001; Farrand et al., 2002]. Die starke Fragmen-
tierung der freien DNA kann eine Ursache fur PCR-Fehler sein. Eine Fraktionierung der
zellfreien DNA in hoch- und niedermolekulare DNA sowie der Zusatz von Tetramethyl-
ammoniumchlorid (TMAC) zur Stabilisierung der Amplifikation durch Eliminierung un-
erwinschter PCR-Produkte und Verminderung von unerwinschtem Primen sind Moglich-
keiten, die Ausbeute an LOH zu verbessern [Miller et al., 2008].

5.3.3 LOH-Frequenzen bei DTC-positiven vs. DTC-negativen Patienten

Die Anzahl an LOHs, bezogen auf die informativen Falle, war bei den Patienten mit DTCs
im Knochenmark erhoht. Insgesamt 67% der Patienten mit DTCs im Knochenmark zeigten
ein LOH in Blut, Knochenmark oder Tumorgewebe, im Vergleich zu 52% der Patienten
ohne DTCs im Knochenmark (Tendenz, keine statistische Signifikanz). Auch die Rate an
LOH pro Patient (3,3 vs. 2,7) war tendenziell erhoht. Interessanterweise basierte diese Be-
obachtung ausschliel’lich auf der erhthten Rate an LOHs im Knochenmarkplasma (16% vs.
9%). Im Tumorgewebe war die Rate an LOH zwischen DTC-positiven und DTC-negativen
Patienten (14% vs. 15%) dagegen annahernd gleich, im Blutplasma zeigte sich ebenfalls
kein Unterschied. Diese Entdeckung stiitzt die Hypothese, dass einerseits die DTCs tumor-
spezifische DNA ins Knochenmarkplasma abgeben und anderseits DTCs genetische Alte-
rationen tragen, die zusétzliche Informationen tber die Tumorprogression liefern kénnten
[Taback et al., 2003; Schwarzenbach et al., 2007; Scher und Pantel, 2009].

5.3.4 LOH-Verteilungsmuster bei DTC-positiven vs. DTC-negativen Patienten

Nicht nur die Anzahl an genetischen Verdnderungen insgesamt und pro Patient, sondern
auch die Verteilungsmuster der detektierten LOHs im Knochenmark zwischen diesen bei-
den Subgruppen war unterschiedlich. So zeigten bei den DTC-positiven Patienten vor al-
lem die Marker THRB (43% vs. 16%), D8S87 (20% vs. 0%), D8S137 (25% vs. 5%) und
D11S898 (43% vs. 5%) LOHSs. Die an diesen Markern lokalisierten Tumorsuppressorgene
spielen eine Rolle in der Zellproliferation (Retinsdurerezeptor, THRB) der Tumorprogres-
sion (Demantin, D8S87 und D8S137) und der DNA-Reparatur (Checkpoint-Kinase 1,
D11S898).

Im Tumorgewebe wiesen die einzelnen Marker haufiger und homogener LOH auf. Interes-
santerweise zeigten die DTC-positiven Patienten im Tumorgewebe ebenfalls haufiger LOH
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an dem Marker THRB (33% vs. 11%) und D8S137 (75% vs. 30%), was konkordant zu den
Beobachtungen im Knochenmark dieser Patienten ist. Eine statistische Signifikanz lag fur
diese Beobachtungen jedoch nicht vor, auch bestand keine Korrelation zu den tbrigen Kli-
nischen Parametern der Patienten. Dennoch schlagen diese Beobachtungen vor, dass DTCs
ganz offenbar Uber andere genetische Eigenschaften verfligen mussen, um eine Disseminie-
rung in das Knochenmark vollziehen zu kénnen.

5.3.5 Vergleich der DNA-Analysen zwischen den Patientenkollektiven

Auch bei der benignen Prostatahyperplasie lassen sich genetische Alterationen wie LOH
und MSI in zellfreier DNA im Blutplasma nachweisen [Muller et al., 2006]. Von den in
dieser Arbeit untersuchten 27 Patienten mit BPH zeigten 55,5 % an mindestens einem der
13 eingesetzten Marker LOH und/oder MSI im Blutplasma. Ahnliche Beobachtungen wur-
den auch in einer anderen Studie gemacht, in der 65 Prostatakarzinom-Patienten 36 Patien-
ten mit einer BPH verglichen wurden. Die BPH-Patienten zeigten in 22%, gegentber 34%
der Karzinompatienten, genetische Alterationen in der freien zirkulierenden DNA im Blut
[Mller et al., 2006].

Bei den informativen Féllen des BPH-Kollektivs in dieser Arbeit wurden insgesamt 28
Alterationen detektiert, 19 x wurde ein LOH und 9 x wurde MSI festgestellt. Bei der BPH
waren im Gegensatz zu den Karzinompatienten aber nur 10 der 13 Marker von LOH/MSI-
Ereignissen betroffen. Die Marker THRB (28,5%) und D8S360 (17,3%) zeigten bei den
BPH-Patienten am meisten LOH. Die MSI trat interessanterweise in hoher Frequenz (6
Falle, 26%) nur am Marker D11S1313 auf. Die Marker D3S3703, D6S1631 und D7S522
zeigten bei den BPH-Patienten keinerlei genetische Alterationen und sind somit mdgli-
cherweise karzinomspezifisch.

Die doch relativ hohe Anzahl an LOH bei den BPH-Patienten ist erstaunlich, aber auch
Muiller et al. zeigten in 22% der Patienten LOH in der zirkulierenden DNA [Muller et al.,
2006]. Diese Daten zeigen, dass auch gutartige L&sionen genetische Veranderungen auf-
weisen.

5.4 Prostatakarzinom-Patienten mit disseminierten Tumorzellen
im Blut und Knochenmark

Der immunzytochemische Nachweis von Cytokeratin-positiven Zellen im Knochenmark ist
mittlerweile fur viele Krebserkrankungen (solide, epitheliale Tumoren) eine etablierte Me-
thode zum Nachweis einer mikrometastatischen Karzinomerkrankung, dabei ist der Einsatz
von Anti-Cytokeratin-Antikorpern bei Prostatakarzinom-Patienten am weitesten verbreitet
[Pantel und Brakenhoff, 2004; Pantel et al., 2008].
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Mogliche Bedeutung fir die Friherkennung des Prostatakarzinoms

Neben der prognostischen Assoziation von DTCs und CTCs ist auch ihr Nachweis flr die
Friherkennung des Prostatakarzinoms denkbar. Eine erst kurzlich vertéffentliche Studie hat
die Bestimmung von CTCs im Blut mit der Prostatabiopsie verglichen. Die Autoren kom-
men zu dem Schluss, dass der Nachweis von CTCs im Blut zum einen wegen der hohen
Sensitivitat (83,3%) und Spezifitat (84,6%) und zum anderen wegen eines negativen pra-
diktiven Wertes von 94,3% fur den Ausschluss eines Karzinoms eine Prostatabiopsie erset-
zen konnte, insbesondere bei Patienten mit unauffalligen PSA-Werten [Murray et al.,
2011].

Auch die Kombination aus der Detektion von CTCs im Blut und DTCs im Knochenmark
und dem Screening nach genetischen Veranderungen der zellfreien DNA im Blut von Pros-
tatakarzinom-Patienten ware ein moglicher Ansatz zur Friherkennung einer Krebserkran-
kung [Schwarzenbach et al., 2009].

5.4.1 Kontroverse Diskussion tber die Bedeutung von DTCs beim Prostatakarzi-
nom

Die Bedeutung von CK-positiven Zellen im Blut und Knochenmark von Prostatakarzinom-
Patienten wird bis heute kontrovers diskutiert. Die Mehrzahl der Forscher konnten mittler-
weile fir DTC-positive Patienten signifikante Korrelationen zu etablierten Risiko- und
Prognosefaktoren wie dem Gleason-Score [Berg et al., 2007], dem Grading [Oberneder et
al., 1994], dem Tumorstadium [Oberneder et al., 1994; Wood et al., 1997], dem Auftreten
einer Fernmetastasierung [Oberneder et al., 1994; Berg et al., 2007; Weckermann et al.,
2009] oder einem vorzeitigen erneuten PSA-Anstieg nach Therapie [Weckermann et al.,
2001; Kollermann et al., 2008] nachweisen. Eine prognostische Relevanz fur das Rezidiv-
freie Uberleben konnte ebenfalls bereits nachgewiesen werden [Wood et al., 1997; Gao et
al., 1999; Bianco et al., 2001]. Auch konnte gezeigt werden, dass die Detektion von DTCs
im Knochenmark zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bei lokalisierten Tumorstadien ei-
nen unabhangigen Prognosefaktor fiir das progressionsfreie Uberleben darstellt [Kéller-
mann et al., 2008].

In anderen Untersuchungen lieRen sich bei 54% (DTCs) und 24% (CTCs) der Patienten vor
einer Prostatektomie PSA-exprimierende Zellen (DTCs/CTCs) mittels RT-PCR im Kno-
chenmark bzw. im Blut nachweisen. Auch nach 4 Monaten (33% DTCs vs. 9% CTCs) und
nach 5 Jahren (29% DTCs vs. 0% CTCs) nach der Operation (Prostatektomie) waren bei
den Patienten noch immer PSA-exprimierende Zellen nachweisbar ohne Anhaltspunkte fur
ein Tumorrezidiv [Ellis et al., 2003]. Die Autoren kamen daher zu dem Schluss, dass der
Prozess der Tumorzelldisseminierung (CTCs/DTCs) ineffektiv in Bezug auf die Ausbil-
dung von Fernmetastasen ist. Auch Weckermann et al. konnten in einem Gesamtbeobach-
tungszeitraum nach Prostatektomie von bis zu 10 Jahren, in 20% der Patienten DTCs im
Knochenmark nachweisen, ebenfalls ohne Anhaltspunkte flir ein Tumorrezidiv und ohne
negativen Einfluss auf das Gesamtiiberleben dieser Patienten. Weil nur die préoperativ
detektierten DTCs stark pradiktiv fur die Ausbildung von Metastasen innerhalb von 48
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Monaten waren und weil keine signifikanten genetischen Unterschiede zwischen pra- und
postoperativ isolierten DTCs vorlagen, postulierten die Autoren einen unbekannten peri-
operativen Mechanismus, der DTCs aktivieren kann und plédieren deshalb fiir eine ad-
juvante Behandlung der Patienten, die praoperativ DTCs aufweisen [Weckermann et al.,
2009].

Mittlerweile ist bekannt, dass Tumorzellen teilweise sehr lange in einem inaktiven Zustand
verharren konnen (dormancy) und dass die Faktoren, die diesen inaktiven Zustand bewir-
ken, unterhalten und auch beenden kdnnen (,,escape from dormancy*), noch nicht genau
verstanden sind [Wikman et al., 2008].

5.4.2 Disseminierte Tumorzellen (DTCs) vs. zirkulierende Tumorzellen (CTCs)

Die Detektion von DTCs im Knochenmark von Patienten mit soliden Tumoren der Brust,
der Prostata oder des Colons hat prognostische Implikationen, die mittlerweile nachgewie-
sen wurden. Dabei liegen die validesten Daten fur das Mammakarzinom vor [Riethdorf et
al., 2008, Pantel et al. 2009]. Kontrovers diskutiert wird die Frage, ob die Detektion von
CTCs im Blut ebenso aussagekraftig ist wie die Detektion von DTCs im Knochenmark bei
Patienten mit einem Prostatakarzinom. Es ware wiinschenswert, wenn durch wiederholte
Bestimmungen von CTCs im Blut, im Sinn eines Biomarkers, eine prognostische Aussage
hinsichtlich des Gesamtiiberlebens, des Rezidiv-freien Uberlebens und hinsichtlich des
Therapieeffektes (Therapiemonitoring) getroffen werden kann, da die Entnahme von Blut
wesentlich einfacher und weniger invasiv ist als eine Knochenmarkspunktion [Pantel et al.,
2010].

Aktuell wird dieser Frage intensiv nachgegangen und es liegen bereits Daten fur einige
Tumorentitaten vor, dass CTCs ebenfalls eine fundierte prognostische Aussage hinsichtlich
der metastatischen Progression einer Krebserkrankung liefern konnen. Diese Ergebnisse
haben zu der Zulassung des CellSearch™-Systems, zur Detektion von DTCs im Blut,
durch die Food and Drug Administration (FDA) geflhrt [Cohen et al., 2008, Cristofanilli et
al., 2004, De Bono et al., 2008]. Fur das hormon-refraktare Prostatakarzinom konnte an
231 Patienten gezeigt werden, dass die Detektion von CTCs im Blut, im Gegensatz zu den
herkdmmlichen Tests, der genaueste und starkste Prédiktor fur das Gesamtiberleben dieser
Patienten war. Die Aussagekraft war dabei wesentlich besser als die des PSA-Tests. Auch
bestand eine Korrelation von Gesamtiiberleben zu der Menge (Anzahl) an detektierten
CTCs, was ein sehr genaues Therapiemonitoring ermdglicht, da verschiedene Risikogrup-
pen definiert werden kdnnen [De Bono et al., 2008]. Sollten sich diese Ergebnisse fur noch
groRere Patientenzahlen und andere Indikationen (z. B. lokalisierte Tumorstadien) bestati-
gen, ware ein genaueres Monitoring der minimal residuellen Krebserkrankung (MRD) tat-
séchlich durch wiederholte Blutentnahmen moglich und es kodnnte eine bessere Risi-
kostratefizierung resultieren als mit der Bestimmung des PSA-Wertes alleine. Auch konn-
ten Patienten friihzeitig erkannt werden, die entweder schlecht oder gar nicht auf bestimmte
Chemotherapeutika ansprechen [Pantel und Riethdorf, 2009; Pantel und Alix-Panabiéres
2010].
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Allerdings gibt es auch Anhaltspunkte daflr, dass die prognostischen Informationen, die
von CTCs und DTCs ausgehen, unterschiedlich sind. Zum einen sind die Detektionsraten
fur DTCs hoher als die fir CTCs, weil das Knochenmark offenbar ein besseres Milieu dar-
stellt als das zirkulierende Blut. Zum anderen sind CTCs haufiger apoptotisch oder inaktiv,
so dass unter Umstanden von ihnen keine Gefahr mehr ausgeht, sie aber detektiert werden.
Auch stellt das Stadium der Zirkulation von Tumorzellen im Blut vermutlich nur eine
Momentaufnahme der komplexen Kaskade der Tumorzelldisseminierung dar [Pantel et al.,
2008; Benoy et al., 2006; Miller et al., 2005; Mehes et al., 2001]. An 341 Patientinnen mit
einem Mammakarzinom konnte gezeigt werden, dass eine besonders schlechte Prognose
resultierte, wenn CTCs und DTCs gemeinsam nachweisbar waren, gegentiber dem alleini-
gen Nachweis von DTCs (p=0,0001). Der alleinige Nachweis von CTCs hatte dagegen
keine statistisch signifikante Auswirkung (p=0,516) auf die Prognose der Patientinnen
[Wiedswang et al., 2006]. Daher wird der Nachweis von DTCs noch als Goldstandard ge-
sehen.

Fur den Einsatz in der Routine ware aber auch ein abgestuftes VVorgehen denkbar, bei dem
Patienten in fortgeschrittenen Tumorstadien, unter laufender adjuvanter Chemotherapie,
mit CTC-Monitoring im Blut tGberwacht werden. Patienten in lokalisierten Tumorstadien
dagegen erhalten Knochenmarkuntersuchungen zum Screening nach DTCs im Knochen-
mark zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, um eine Aussage Uber die Prognose, die Nach-
sorge und ggf. eine neoadjuvante/adjuvante Behandlung zu erhalten. In der vorliegenden
Arbeit wurden nur DTCs im Knochenmark untersucht.

5.4.3 Besonderheiten der Patienten mit DTCs im Knochenmark
Detektionsrate

Insgesamt wurden in meinem Kollektiv bei 9 Patienten (25,7%) mit dem Pan-Cytokeratin-
Antikorper (A45-B/B3) DTCs in unterschiedlicher Anzahl (1-7 positive Zellen) im Kno-
chenmark nachgewiesen. Dieser Wert entspricht einer durchschnittlichen Detektionsrate
von DTCs beim Prostatakarzinom [Riethdorf et al., 2008; Alix-Panabiéres et al., 2008].

Anzahl der detektierten DTCs

Inwieweit die Anzahl an detektierten DTCs flr die Prognose relevant ist, ist bisher fur das
Prostatakarzinom noch nicht untersucht worden. In meinem Kollektiv wurden im Durch-
schnitt 2,44 DTCs/Patient nachgewiesen (1-7 DTCs), wobei nur bei einem Patienten mehr
als 5 DTCs nachgewiesen wurden. Einzige Auffalligkeit dieses Patienten war eine mit 155
cm?3 extrem grofe Prostata.

Zuletzt konnte aber fir CTCs mehrfach gezeigt werden, dass nicht nur der einfache Nach-
weis, sondern auch die Anzahl an detektierten Tumorzellen eine entscheidende prognosti-
sche Bedeutung hat. In einer der Studien wurden die Patienten dabei in zwei Risikogruppen
(</=5 CTCs und >/=5 CTCs) vor (Chemo-) Therapiebeginn eingeteilt. Die Uberlebensraten
der Patienten mit wenigen Tumorzellen unterschieden sich zu denjenigen mit vielen CTCs.
Zusétzlich konnte anhand der Menge an unter der Therapie nachgewiesenen Zellen sehr gut
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der Therapieerfolg abgelesen werden. Diejenigen Patienten, die durch die systemische The-
rapie aus der hoheren (>/=5 CTCs) in die niedrigere (</=5 CTCs) Risikogruppe Uberfihrt
werden konnten, hatten einen signifikanten Uberlebensvorteil (21,3 vs. 6,8 Monate) [de
Bono et al., 2008]. Die Daten dieser Untersuchungen sind hochinteressant und rechtferti-
gen den Einsatz von CTCs als Biomarker. Allerdings wurden diese Daten an Patienten er-
hoben, die unter metastasierten, hormonrefraktéren, hormonunabh&ngigen und/oder gegen-
uber der medikamentdsen Kastration resistenten Prostatakarzinomen litten [Danila et al.,
2007; de Bono et al., 2008; Okegawa et al., 2008].

Auswertung der klinischen Daten der DTC-positiven Patienten

Die Analyse der vorliegenden klinischen Daten zeigte bei DTC-positiven Patienten eine
Tendenz zu eher Kkleineren Drisen in niedrigen Tumorstadien (67% pT2). Es lag haufiger
ein hoherer Gleason-Score vor (Gleason-Summe (3+2)5 =16%, (3+3)6 =13%, (3+4)7=
40%) als bei DTC-negativen Patienten.

Angesichts meines eher kleinen Kollektivs sind die Ergebnisse der Korrelationsanalysen
und die der deskriptiven Statistik allerdings als nicht sehr aussagekréftig anzusehen, ob-
gleich fir das geringe Gesamtvolumen der Prostaten eine statistische Signifikanz vorlag.
Die Ergebnisse der Auswertung in Bezug auf den Gleason-Score ergaben, dass bei einem
hoheren Gleason-Score (Summe >6) das Risiko fur einen positiven Knochenmarksbefund
(DTC-positiv) tendenziell héher lag als bei einem Gleason-Score <= 6, allerdings lag keine
statistische Signifikanz vor. Mehrere Autoren konnten bereits einen ahnlichen Zusammen-
hang zwischen dem Gleason-Score und DTCs im Knochenmark nachweisen [Bianco et al.,
2001; Berg et al., 2007; Schwarzenbach et al., 2009].
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6 Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist die hdufigste maligne Erkrankung des Mannes und nach dem
Bronchialkarzinom die zweith&ufigste krebsbedingte Todesursache. Die Tumorprogression
und die Metastasierung stellen dabei den entscheidenden prognostischen Faktor im Hin-
blick auf das Uberleben einer Krebserkrankung dar, die molekularen Mechanismen, die
dazu fuhren, sind noch nicht gut verstanden. Die Friherkennung und die rechtzeitige Er-
kennung von Risikopatienten fur eine Tumorprogression sind bisher zu ungenau bzw. nicht
ausreichend, daher missen neue Diagnostikmethoden erforscht und etabliert werden.

In der vorliegenden experimentellen Arbeit wurde ein potenzieller Ansatz zur Optimierung
der Diagnostik evaluiert. Dafiir wurden verschiedene Gewebeproben von 36 Patienten mit
einem gesicherten Prostatakarzinom auf tumorspezifische Veranderungen wie LOH und
MSI untersucht. Es wurde die freie zirkulierende DNA aus Blutplasma und Knochenmark-
plasma isoliert, quantifiziert und analysiert. Zusatzlich wurde DNA aus dem Tumorgewe-
be, welche eine potenzielle Quelle der freien DNA im Blut und Knochenmark sein kdnnte,
isoliert und analysiert. Als Referenzgruppe galt ein Kollektiv von 27 Patienten mit einer
BPH. Fur die mikrosatellitenbasierte PCR wurde ein Panel von 13 Mikrosatellitenmarkern
auf den Chromosomen 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11 und 17 ausgewahlt, die in der Nahe von bekann-
ten Tumorsuppressorgenen (TSGs) lokalisiert sind (THRB, D3S3703, D6S474, D6S1631,
D7S522, D8S87, D8S137, D8S360, D9S1748, D10S1765, D11S898, D11S1313 und
TP.53.6) amplifiziert. Zusatzlich wurde das Knochenmark der Prostatakarzinom-Patienten
auf das Vorliegen disseminierter Tumorzellen (DTCs) untersucht, um mogliche Zusam-
menhange zwischen den detektierten DNA-Veranderungen und einer Disseminierung von
Tumorzellen aufzudecken. Die Analyse der DNA im Blut von BPH-Patienten sollte zeigen,
ob der Nachweis von genetischen Alterationen im zirkulierenden Blut prostatakarzinom-
spezifisch ist.

Es zeigte sich, dass die durchschnittliche Konzentration an freier zirkulierender DNA im
Blut von Prostatakarzinom-Patienten gegenuber der von Patienten mit einer BPH deutlich
erhoht ist (p=0,001). Weiterhin zeigte sich innerhalb des Kollektivs der Patienten mit ei-
nem Prostatakarzinom, dass die durchschnittliche Konzentration an freier DNA im Blut bei
DTC-negativen Patienten hoher ist als die im Knochenmarkplasma. DTC-positive Patien-
ten haben dagegen eine hohere DNA-Konzentration im Knochenmarkplasma als im Blut
(p=0,001).

Fast 90% der Patienten mit Prostatakarzinom zeigten bei den LOH-Analysen mindestens
ein LOH/MSI im Blut, Knochenmark oder Tumorgewebe an mindestens einem der 13
Mikrosatellitenmarker. An allen Markern lieBen sich LOH oder MSI detektieren, wobei
MSI nur im Tumorgewebe nachgewiesen werden konnte. Die Menge der detektierten gene-
tischen Alterationen war im Tumorgewebe (14,4%) am hochsten, dann folgten das Kno-
chenmarkplasma (9,9%) und das Blutplasma (3,6%). Genetische Alterationen im Tumor-
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gewebe konnten dabei im Blut oder Knochenmark in bis zu 33% der Félle konkordant
nachgewiesen werden.

Insgesamt zeigten 25% der Karzinompatienten DTCs in ihrem Knochenmark. Diese Pati-
enten hatten, im Unterschied zu Patienten ohne DTCs im Knochenmark, zu 67% ein pT-
Stadium 2, durchschnittlich kleinere Prostaten (p=0,015) und tendenziell hohere Gleason-
Scores. Auch die LOH/MSI-Frequenz (67% vs. 52%) und die Anzahl an LOHs/Patient (3,3
vs. 2,7) waren hoher als bei DTCs-negativen Patienten. Dabei war die Rate an LOHSs vor
allem im Knochenmark erhoht und auch die LOH-Muster an den Markern waren zwischen
diesen beiden Subgruppen unterschiedlich. Meine Beobachtungen unterstiitzen Erkenntnis-
se der letzten Jahre, nach denen eine frihe Tumorzelldisseminierung bei epithelialen Tu-
moren auftreten kann. Dabei scheint eher der Differenzierungsgrad (Gleason) als die GroRe
des Tumors fur die friihzeitige TZ-Disseminierung von Bedeutung zu sein.

Weiter konnte ich zeigen, dass auch Patienten mit einer gutartigen Veranderung der Prosta-
ta (BPH) genetische Veranderungen im Blut aufweisen. Bei 52% der Patienten mit BPH
konnte mindestens ein LOH/MSI nachgewiesen werden, allerdings waren nur 10 der 13
untersuchten Mikrosatellitenmarker von LOH/MSI betroffen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Detektion und Analyse genetischer Ver-
anderungen in der freien DNA im Blut und Knochenmark madglich ist und sie interessante
Informationen tber das molekulare Profil des Tumorgewebes liefern kann. Auch konnte
ein Zusammenhang zwischen einer erhohten LOH-Frequenz und dem Vorkommen von
DTCs beobachtet werden. Die Kombination aus DNA-Analysen an tumorspezifischer
DNA und der Detektion von DTCs koénnte somit ein Ansatz sein, die Diagnostik fur das
Prostatakarzinom zu verfeinern, wenn sich diese Ergebnisse an groReren Patientenkol-
lektiven bestatigen lassen.
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