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1. Einleitung
1.1 Das Prostatakarzinom

1.1.1 Epidemiologie des Prostatakarzinoms

Mit einer weltweiten Anzahl von 903.500 Neuerkrankungen zéhlt das
Prostatakarzinom zu den am haufigsten diagnostizierten Malignomen des Mannes
und verursacht 6% von allen krebsbedingten Todesfallen (n=258.400). Im weltweiten
Vergleich fallt auf, dass das Prostatakarzinom das haufigste Karzinom des Mannes in
den Industrielandern ist [1]. Es gibt unterschiedliche Erklarungsanséatze fur dieses
Phanomen, wie die steigende Lebenserwartung und das PSA (Prostataspezifische
Antigen) —Screening [1]. Das Prostatakarzinom ist mit einem mittleren
Erkrankungsalter von ca. 70 Jahren klar eine Erkrankung des alteren Mannes [2]. Die
Divergenz zwischen Inzidenz und Mortalitdt ist, neben den intensivierten
diagnostischen MalRnahmen, auf den meist symptomlosen Verlauf des
Prostatakarzinoms zurtckzufuhren, so dass die Patienten eher ,mit* als ,an“ einem
Prostatakarzinom versterben. Dies spiegelt sich auch in der 5-Jahres-Uberlebensrate
von 93% wieder [2].

1.1.2 Diagnostik des Prostatakarzinoms

Im Rahmen der Krebsvorsorge wird Mannern ab dem 45. Lebensjahr oft eine digitale
rektale Untersuchung (DRU) und die Bestimmung des PSA-Wertes empfohlen. Eine
Prostatabiopsie gilt als indiziert bei einem PSA-Wert = 4 ng/ml bei erstmaliger
Untersuchung, nach einem signifikanten Anstieg nach regelméafRigen Messungen
und/oder einem auffalligen karzinomverdachtigen Tastbefund in der DRU. Unter
transrektal-sonografischer Kontrolle werden 10-12 Gewebezylinder entnommen, die
anschlieend histopathologisch ausgewertet werden [3].

1.1.3 Prognostische Faktoren beim Prostatakarzinom

Zu den Klinisch relevanten Faktoren zahlen das Gleason-Grading, das TNM-Stadium
sowie die Untersuchung der chirurgischen Resektionsrander des Karzinoms [3]. Der
Gleason-Score dient der histologischen ldentifizierung der Drisenarchitektur. Ein
Gleason-Grad 1 spiegelt sehr gut differenzierte Drisen wieder, wéahrend ein
Gleason-Grad 5 einer gering differenzierten Drise entspricht [4]. Die TNM-
Stadieneinteilung erfolgt nach der aktuellen UICC Klassifikation. Hierbei wird die
Ausdehnung des Primartumors (T), das Vorkommen von Lymphknotenmetastasen
5



(N) und das Vorhandensein von Fernmetastasen(M) sowohl pathohistologisch als
auch klinisch untersucht [3]. Der chirurgische Resektionsrand (R-Status) wird auf
Vorhandensein eines Residualtumors Uberprift [3]. Die etablierten prognostischen
Faktoren bieten jedoch im Einzelfall oft nur eine unzureichende Darbietung des
Krankheitsverlaufs und koénnen i.d.R. erst postoperativ erhoben werden (TNM, R-
Status). Bei der initialen Diagnose des Prostatakarzinoms konnen lediglich der
Gleason-Score in der Biopsie, die Tumormenge in den Stanzen, das Klinische
Tumorstadium und der praoperative PSA-Wert zur Abschatzung des zu erwartenden
klinischen Verlaufs verwendet werden. Anhand dieser Parameter kann allerdings der
prognostische Verlauf nicht eindeutig bestimmt werden. Grund dafir ist, dass es zum
Beispiel beim Gleason-Grading in der Biopsie héaufig zu einer Unterschatzung des
tatsachlichen Gleason-Scores kommt [5]. Basierend darauf ist es heute nicht
ausreichend sicher mdglich, latente von aggressiven Tumoren zu unterscheiden. Das
primare Ziel der Prostataforschung ist daher die Auffindung von Prognosefaktoren,
die moglichst eine Differenzierung zwischen Tumoren mit aggressivem Verlauf von
den Tumoren mit guter Prognose erlauben, um eine frihzeitige ad&quate
Therapieentscheidung zu unterstitzen.

1.1.4 Therapie des Prostatakarzinoms

In der Therapieplanung werden neben den prognostischen Faktoren die individuellen
Risiken und Winsche des Patienten bericksichtigt. Grundsatzlich stehen dem
Patienten verschiedene Therapieoptionen zur Verfiugung. Neben der radikalen
Prostataektomie und der Bestrahlung (perkutan oder Brachytherapie) ist auch die
Aktive Uberwachung (,Active Surveillance“) oder das ,Watchful Waiting“ méglich.
LActive Surveillance® ist eine Option flr Patienten mit einer Lebenserwartung von
mehr als 10 Jahren, die sich in einem friihen Stadium (T2a) befinden und im Rahmen
dessen engmaschigen Kontrollen unterzogen werden. Ziel dabei ist die invasive
Therapie bis zur auffalligen Progression des Tumors hinauszuzogern. ,Watchful
Waiting“ ist bei Patienten mit einer Lebenserwartung unter 10 Jahren mdglich und
dient der Verzogerung der palliativen Therapie. Die radikale Prostatektomie ist
sowohl beim lokal begrenzten als auch beim lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinom
die primare Therapiewahl. Hierbei kann es allerdings zu Nebenwirkungen wie
Inkontinenz und Impotenz kommen [3]. Da eine vollkommen sichere diagnostische
Differenzierung zwischen latenten und aggressiven Tumoren derzeit praoperativ
nicht moglich ist, entscheiden sich trotzdem die Mehrzahl der Patienten flr eine
Prostataektomie, so dass es bei den meisten Patienten mit eigentlich ,gutartigen®
indolenten Tumoren zu einer Ubertherapie kommt. Dies zeigt umso mehr, dass
dringend molekulare Prognoseparameter gebraucht werden, um die diagnostische
und therapeutische Situation fir den Patienten zu verbessern.



1.2 Genomische Veranderungen beim Prostatakarzinom

Im Vergleich zu anderen soliden Tumoren zeigen Prostatakarzinome nur selten
Mutationen in ,klassischen Tumorgenen [6-11]. So ist p53 zwar auch beim
Prostatakarzinom eines der am haufigsten mutierten Gene, jedoch zeigen nur
weniger als 5% der Tumoren eine inaktivierende p53 Mutation [12] — im Gegensatz
zu 30-50% in den meisten soliden Tumortypen [13]. Vielmehr sind Prostatakarzinome
durch strukturelle Chromosomenaberrationen charakterisiert. Auch hierbei gibt es
zwel Prostatakarzinom-spezifische Besonderheiten: 1. Es handelt sich durchweg um
Deletionen und Translokationen, wahrend Genamplifikationen im therapienaiven
Prostatakarzinom nicht auftreten [7, 8, 14-16]. 2. Die haufigste Veranderung, namlich
die TMPRSS2:ERG Fusion (siehe unten) kommt ausschlie3lich in
Prostatakarzinomen vor [7, 8, 17]. Im Folgenden werden die haufigsten
Translokationen und Deletionen kurz beschrieben.

1.2.1 Translokationen

Die haufigste Veranderung beim Prostatakarzinom ist die TMPRSS2:ERG Fusion [8,
18]. Bei dieser Aberration kommt es bedingt durch eine interstielle Deletion auf
Chromosom 21 zu einer Fusion zwischen der Androgen-regulierte Serinprotease
TMPRSS2 und dem Transkriptionsfaktor ERG. Durch diese Fusion gelangt das Gen
ERG unter die Kontrolle des TMPRSS2-Promotors und es kommt zu einer Androgen-
abhangigen ERG Expression in den betroffenen Tumorzellen [17]. Insgesamt tritt die
TMPRSS2:ERG Fusion in circa 50% aller Prostatakarzinome auf [18]. Betroffen sind
etwas gehauft Patienten, bei denen bereits in jungen Jahren (unter 50 Jahre) ein
Prostatakarzinom diagnostiziert wird [8]. Studien konnten zeigen, dass die
TMPRSS2:ERG Fusion keine klinische Relevanz beim Prostatakarzinom hat [18-20].
Allerdings kommt es durch die ERG Expression zur Deregulation von circa 1.600
Genen [7]. Auf zellularer Ebene entstehen so zwei unterschiedliche Gruppen von
Prostatakarzinomen. Aus diesem Grund werden Prostatakarzinome héaufig eingeteilt
in ERG positive (mit Fusion) und ERG negative (ohne Fusion) Tumoren, um eine
Einteilung und Untersuchung in molekulare Subgruppen zu erméglichen. Neben der
TMPRSS2:ERG Fusion sind weitere Fusionen und Translokationen von AR-
responsiven Genen aber auch AR-unabhangigen Genen bekannt, die jedoch haufig
nicht rekurrent sind und im Vergleich zur TMPRSS2:ERG Fusion und den h&aufigen
Deletionen eher selten vorkommen [8, 21].



1.2.2 Deletionen

Das Prostatakarzinom ist charakterisiert durch zahlreiche rekurrente Deletionen, die
in 10% bis 40% aller Karzinome auftreten. Zu den héaufigsten deletierten Bereichen
zéhlen die Regionen 8p, 6ql12-922, 10923, 16023-q24, 12p12-p13, 3p13, 5921,
13914, 2922 und 17pl3. [7, 12, 14, 15, 22-27] (siehe Tabelle 1). Potentielle
Tumorsuppressorgene einiger Regionen sind zum Beispiel die Gene PTEN auf
Chromosom 10923 [28], RB1 auf Chromosom 13q14 [29], CDKN1B auf Chromosom
12p13 [30] und TP53 auf Chromosom 17pl13 [31]. Die tatsachlich pathogenetisch
entscheidenden Tumorsuppressorgene der meisten Deletionen sind jedoch bis heute
nicht bekannt. Grund daftr ist vermutlich, dass die Mehrzahl der Deletionen haufig
Uber die sogenannte minimal deletierte Region hinausgeht [7, 25]. Bemerkenswert ist
aul3erdem, dass die meisten Deletionen mehrere Megabasen einnehmen und damit
grol3e Bereiche des betroffenen Chromosomes und auch eine Vielzahl von Genen
Deletions-bedingt verloren gehen [7, 25]. Eine erste Studie am Institut fir Pathologie
konnte bereits zeigen, dass die Grolie der 6g-Deletion im Tumor Auswirkungen auf
die Prognose des Patienten besitzt [32]. Ob dieses Ergebnis ein grundsatzliches
Phanomen aller Deletionen beim Prostatakarzinom darstellt, ist jedoch unklar.

Tabelle 1: Haufige Deletionsregionen beim Prostatakarzinom. Taylor et al. 2010: aCGH-
Studie an 181 Prostatatumoren [7], Williams et al. 2014: CGH und aCGH Metaanalyse an
662 Prostatatumoren [14], Sun et al. 2007: aCGH Metaanalyse an 872 Prostatatumoren [15].

Taylor et al. Williams et al. Sun et al.
Region (%) Region (%) Region (%)
8p21.3-p11.21 78,3 8p23.3-p11.21 61,8 8p23.1-p21.1 34,1
6q12-g22.3 62,4 13g12.3-g31.1 52,9 13g14.13-g22.1 |28
12p13.31-p12.3 |61,3 16gq11.2-g24.3 52,3 6q14.1-g21 22,2
13g12.11-q14.2 12,9474 6q12-g22.33 46,7 16913-924.3 17,9
16¢923.1-g24.1 37,6 5011.2-q23.3 42,9 5q13.3-g21.2 13,1
10923.31-q24.33 |12,4-34,0 17p13.3-p11.2 37 18g12.1-g23 12,8
2914.3-q22.3 29,9 10¢g23.2-g26.12 |36,3 2921.2-q22.3 12,4
5q11.2-q22.2 11,9-26,3 18g12.1-923 32,8 10g23.1-925.3 11,8
17p13.1 26,3 2914.1-q24.2 29,6 4021.3-q31.3 7,6
3p13 21,2 12p13.31-p12.3 |28,9 15¢921.1-925.3 6,7
17¢921.31 12,4-14.9 3p13 21,9 12p13.32-p11.23 |6
22912.1-q13.31 |13,9 17921.2-g21.31 |21,6



1.3 Die 16q-Deletion beim Prostatakarzinom

Verluste auf dem langen Arm des Chromosoms 16 zahlen mit einer Rate von 18%
bis 83% zu den am haufigsten beschriebenen Deletionen beim Prostatakarzinom [15,
33-41]. Bisherige Studien lassen vermuten, dass die 16qg-Deletionsrate mit der
Tumorprogression ansteigt und in metastasierten Tumoren haufiger vorhanden ist als
bei Primartumoren [34, 36, 38]. In einer eigenen Studie der Arbeitsgruppe am Institut
fur Pathologie konnte mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) an tber 3.500
Prostatakarzinomen auf3erdem gezeigt werden, dass die 16923 Deletion vor allem in
Tumoren mit einem ungunstigen Tumorphanotyp vorkommt. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass Patienten, deren Tumoren eine 16923 Deletion hatten, eine
hoéhere Wahrscheinlichkeit eines friihen PSA-Rezidivs aufzeigten als Patienten,
deren Tumoren keine 16923 Deletion hatten [24]. Studien, die mittels der klassischen
oder Array-basierten komperativen genomischen Hybridisierung (CGH, aCGH) die
16q Deletion untersuchten, fanden, dass die 16q Deletion unterschiedlich groR3e
Bereiche des g-Arms einnehmen kann [7, 25, 42, 43]. Eine mittels spezieller am UKE
entwickelter Software (FISHOracle) durchgefiihrte Re-Analyse dieser Daten lasst
vermuten, dass die 16q Deletion sich vom Telomer ausgehend ausdehnt. Je nach
Grol3e der Deletion sind daher weniger als 5 Megabasen (16q24) bis hin zu mehr als
40 Megabasen (16q12-g24) von der Deletion betroffen (siehe Abbildung 1). Ob die
Deletionsgro3e einen Einfluss auf die prognostische Relevanz der 16q Deletion
besitzt, ist jedoch unklar.



Abbildung 1: Architektur der 16q Deletion. FISHOracle [44, 45] Darstellung von 4 aCGH
Studien: Taylor et al. 2010 an 181 Prostatatumoren [7], Krohn et al. 2013 an 72 Tumoren
[25], Huang et al. 2013 an 86 Prostatatumoren [42], Mao et al. 2011 an 77 Prostatatumoren
[43]. Blaue Linie: Deletierte Regionen auf Chromosomen 16 in den einzelnen Tumoren,
Grenzwert: -0,3

—_Taylor et al. (2010) - e ——
_ Cancer Cell 18 (1) P R e

H|

Krohn et al. (2013) =
J. Pathol 231 (1) _— = T

Huang et al. (2013) : —
Oncogene 31 (37) = _—

Mao et al. (2011) = —_—————
Am. J. Cancer Res. 1 (5) > :
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die 16qg Deletion z&hlt zu den haufigsten genomischen Verédnderungen des
Prostatakarzinoms, die mit einem schlechten Phanotyp dieser Tumorentitat
einhergeht. Da je nach Ausdehnung der 16q Deletion die Anzahl der potentiell
tumorrelevanten Gene, die von der Deletion betroffen sind, variiert, ist anzunehmen,
dass die prognostische Relevanz dieser Deletion von der Deletionsgrof3e abhangig
ist. Insbesondere groRe Deletionen (16921-g24) koénnten eine wesentliche
schlechtere Prognose aufweisen als kleine Deletionen (16g24). Um diese Hypothese
zu testen, wurden in der vorliegenden Arbeit die Bereiche 16921 und 16924 mittels
Fluoreszenz in-situ Hybridisierung an mehr als 7000 Prostatatumoren untersucht. Die
Daten wurden erganzt durch die Untersuchungen der 16923 Region in der Studie
von Kluth et al. [24]. Fur jeden 16q deletierten Tumor wurde die Deletionslange
festgelegt und so eine Einteilung in kleine (16g24), mittlere (16923-g24) und grol3e
(16g21-924) 16qg-Deletionen durchgefiuhrt. Zur Bestimmung der klinischen Relevanz
der 169 DeletionsgréRe wurde dann der 16q Status mit den klinisch-pathologischen
Parametern und der Patienten Prognose verglichen.

. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv/ Prognose-Gewebemikroarray (TMA)

Ein am Institut fir Pathologie etablierter Prostata-Prognose-Array (TMA) wurde fur
die Analyse des 16921 und 16g24- Aberrationsstatus mit Hilfe der Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH) herangezogen. Der Status der 16923 Deletion wurde
bereits in einer vorherigen Studie am Institut flr Pathologie untersucht (Kluth et al.).
Die verwendeten Gewebeproben stammen aus 7481 Prostataektomiepraparaten, die
in der Zeit von 1992 bis 2011 am Institut fir Urologie und in der Martiniklinik am
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf entnommen wurden. Der TMA umfasst pro
Patient eine aus einem reprasentativen Areal entnommenen
Prostatakarzinomstanze mit einem Durchmesser von 0,6mm. Die verwendeten
Proben stammen aus einem formalin-fixierten und in  parafin-eingebetteten
Tumorgewebeblock. Die Gewebestanzen wurden auf 16 TMA Blocke verteilt. Ein
TMA Block beinhaltet zwischen 144 und 522 Prostatakarzinomstanzen. Klinische
Follow-up Daten von 7361 der 7481 Patienten standen der Studie zur Verfiigung. Ab
einem postoperativen PSA-Wert von 0,2ng/ml wurde von einem PSA-Rezidiv
ausgegangen. Dazu wurde der postoperative PSA-Wert in regelmafiigen Intervallen
gemessen. Die folgende Tabelle 1 gibt Auskunft Gber Details des Patientenkollektivs
hinsichtlich Alter bei Prostataektomie und klinisch-pathologischen Parametern.
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Tabelle 2: Patientenkollektiv des Prostata-Gewebe-Mikroarray (TMA)

Anzahl der Patienten (%0)

Studienkohorte auf TMA PSA-Rezidiv
(n=7482) (n=1457)
Follow-up (Monate)
Mitte lwert 534 -
Median 36,8 -
Alter (Jahre) >50 234 (32%) 43 (18,4%)
50-60 1912 (25,8%) 368 (19,2%)
60-70 4438 (59,9%) 872 (19,6%)
70 822 (11,1%) 172 (20,9%)
Praoperativer PSA (ng/ml) <4 976 (13,2%) 125 (12,8%)
4-10 4443 (60,3%) 650 (14,6%)
10-20 1461 (19,8%) 411 (28,1%)
20 488 (6,6%) 248 (50,8%)
pT Kategorie (AJCC 2002) pT2 4927 (66,2%) 460 (9,3%)
oT3a 1650 (22,2%) 477 (28.9%)
pT3b 803 (10,8%) 472 (58.8%)
oT4 58 (0,8%) 48 (82,8%)
Gleason Grad <343 2316 (31,2%) 171 (7,4%)
3+4 3804 (51,2%) 693 (18,2%)
443 1018 (13,7%) 448 (44,0%)
>4+4 287 (3,9%) 144 (50,2%)
oN Kategorie oNO 3963 (92,4%) 919 (23,2%)
N+ 328 (7,6%) 207 (63,1%)
Resektionsrand Negativ 5921 (80,6%) 914 (15,4%)
Positiv 1428 (19,4%) 516 (36,1%)

Hinweis: Die Anzahl summiert sich nicht immer auf 7.482 in den einzelnen Kategorien
aufgrund von Fallen mit fehlenden Daten. Abkirzung: AJCC, American Joint Committee on
Cancer, PSA: Prostata-spezifisches Antigen

2.2 Escherichia Coli Klone

Zur Herstellung der FISH-Sonden wurden mit BACs (bacterial artificial chromosome)
transformierte DH10B Escherichia Coli (E.Coli) von der Firma Source Bioscience
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(Cambridge, UK) verwendet. Fur die 16g-Deletionssonden wurden fur die Region
16921 die BACs RP11-575-H07 und RP11-631-D06, fir die Region 16923 (WWOX)
die BACs RP11-190D6 und RP11-345K17 und fur die Region 16924 die BACs

RP11-788A09 und RP11-737-K02 verwendet.

2.3 Reagenzien und Kits

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

Tabelle 3: Reagenzien & Kits

Reagenzien / Kits

Firma

20x SSC

CEP 6 Spectrum Aqua

CEP 6 Spectrum Orange
Chloramphenicol

COT Human DNA

Dextransulfat (Natriumsalz)

Ethanol 80% (vergallt)

Ethanol 96% (vergallt)

Ethanol Ph Eur (1 Liter)

Formamid pro analysi

Green dUTP (50 nmol, lyophylisiert)
Immersol

Isopropanol 100%

LB broth, Miller

Mounting Medium with DAPI (VECTASHIELD)
Nick Translations Reagent Kit
NP-40

NucleoBond® BAC 100
nukleasefreies Wasser

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

Protease | 500 mg

QIAquick Nucleotide Removal Kit (50)
Reinigungsbenzin

Xylol

Abbot, Ludwigshafen
Abbot, Ludwigshafen
Abbot, Ludwigshafen
Sigma-Aldrich, Minchen
Roche, Grenzach-Wyhlen
Roth, Karlsruhe

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Abbot, Ludwigshafen
Zeiss, Oberkochen

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Vector Laboratories
Abbot, Ludwigshafen
Abbot, Ludwigshafen
Macherey-Nagel, Duren
Sigma-Aldrich, Miinchen
Abbot, Ludwigshafen
Abbot, Ludwigshafen
Abbot, Ludwigshafen
Abbot, Ludwigshafen
Qiagen, Venlo, Niederlande
Biesterfeld Chemiedistribution GmbH
J. T. Baker, Center Valley, USA

13



2.4 Gerate

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

Tabelle 4: Geréte

Geréat Firma

Bunsenbrenner, Fireboy Tecnomara, Zirich, Schweiz

Concentrator Plus Eppendorf, Hamburg

Heizplatte MEDAX GmbH & Co.KG, Neumiinster

Heizrithrer RCT basic IKA® Labortechnik

Inkubator GFL ( Gesellschaft fir Labortechnik GmbH), Burgwedel
Lab Thermometer IP65LT-101 TFA Dostmann GmbH + Co. KG, Wertheim-Reicholzheim
Lichtmikroskop, Axio Imager.Al Zeiss, Oberkochen

MS1 Minishaker IKA® Labortechnik, Staufen

Nanodrop ND 1000 Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

ph-Meter 766 Calimatic Knick , Berlin

Primus ALS, Jena

Rotor- JA-14 Beckmann, Krefeld

Rotor- JA-20 Beckmann, Krefeld

Thermobrite ™ Abbot, Ludwigshafen

Wasserbader GFL ( Gesellschaft fur Labortechnik GmbH), Burgwedel
Zentrifuge, Beckmann J2-21M/E Beckmann, Krefeld

Zentrifuge, Biofuge 13 Heraeus Thermo Scientific, Hanau

2.5 Verbrauchsmaterialien

In der Tabelle 5 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Materialien sowie alle den
normalen Laborbedarf Ubersteigende Verbrauchsmaterialen aufgelistet.

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien

Material Firma

Deckglaser No.1 24 x 60 mm Marienfeld, Lauda Kénigshofen
Fixogum Marabu, Tamm

Safe-Lock Reaktionsgefalle, amber Eppendorf (Hamburg)

Safe-Lock ReaktionsgefalRe, amber, 0,5 ml Eppendorf (Hamburg)

SafeSeal Reagiergefal 1,5 ml aus PP Sarstedt (Nimbrecht-Rommelsdorf)
SafeSeal Reagiergefals 2 ml Sarstedt (Nimbrecht-Rommelsdorf)
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2.6 Software und Datenbanken

Die Auswahl der BAC-Klone zur Herstellung der FISH-Sonden erfolgte tber die
Datenbank Ensembl (GRCh38). Fir die statistische Auswertung der Daten aus der
FISH-Analyse wurde von der Software JMP9.0.2. Gebrauch genommen. Die
Resultate wurden tber Excel (2013) und Power Point (2013) dargestellt.

2.7 Herstellung der FISH-Sonden

Die Sondenherstellung fur die FISH-Analyse erfolgte nach einem am Institut fur
Pathologie etablierten und standardisierten Protokoll.

2.7.1 Plasmid Isolierung aus DH10B E.coli

Fur die Herstellung von FISH-Sonden via Nick Translation ist die Isolierung reiner
Plasmid-DNA erforderlich. Die Isolierung der Plasmid-DNA aus den DH10B E.coli
erfolgte  mit Hilfe des NucleoBond BAC 100 Kit (Machery-Nagel, Dduren,
Deutschland). Die Kultivierung der E.coli sollte sicherstellen, dass eine hinreichende
Menge an Plasmid-DNA fur die Isolierung vorhanden ist. Die Vorkultur setzte sich
zusammen aus 10 ml LB-Medium, 30 pl Chloramphenicol und mehreren kleinen
Bakterienkolonien. Die angeimpfte Vorkultur wurde bei 37 °C und 190 rpm fir 8
Stunden inkubiert. AnschlieRend wurde die Hauptkultur aus 250 ml LB-Medium, 750
pl Chloramphenicol und 2 ml Vorkultur angesetzt und erneut bei 37°C und 190 rpm
fur 16 Stunden inkubiert. Um ein Bakterienpellet herzustellen, wurde die Hauptkultur
in ein Zentrifugengefal} tberfihrt und bei 4°C und 6000g fur 15 min zentrifugiert. Der
S1 Buffer wurde mit RNase A versetzt und das Bakterienpellet mit 24 ml S1 Buffer
resuspendiert. Um unerwinschte Zellbestandteile, u.a. die chromosomale DNA,
auszufallen, wurden 24 ml S2 Buffer der Bakteriensuspension hinzugegeben und fur
4 min bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf wurden 24 ml S3 Buffer zu der
Bakteriensuspension pipettiert. Nach vorsichtigem Invertieren der Zentrifugenbecher
per Hand, wurde die Mischung fir 5 min auf Eis inkubiert. Der Uberstand wurde
durch einen dH20 befeuchteten Filter gegossen. Zur Isolierung der Plasmid-DNA
wurde die Anionenaustauscher-Saule mit 6 ml N2 Buffer equilibriert und das Filtrat
wurde auf die Séaule gegeben. Die Anionenaustauscher-Saule wurde zweimal in
Folge mit 18 ml N3 Buffer gewaschen. Die Elution der an der Saule gebundenen
Plasmid-DNA erfolgte mit 15 ml von auf 50°C erwarmtem N5 Buffer. Das Eluat wurde
mit 11 ml Isopropanol 100% vermischt und die Plasmid-DNA wurde bei 4°C und
16500 g fur 30 min ausgefallt. Der Uberstand wurde verworfen. Unter Zugabe von 5
ml Ethanol 70% wurde das Plasmid-DNA-Pellet bei 4°C und 16500 g fir 10 min
gewaschen. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde die Plasmid-DNA in 150 pl
nucleasefreiem Wasser liber Nacht bei 4°C gel6st.
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2.7.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe des Peqglab NanoDrop ND
— 1000 UV/Vis-Spektralphotometer. Nachdem als Referenz der Leerwert mit 1,5 pl
RNase freiem Wasser bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen wurde, wurden
1,5 yl der DNA-Probe bei gleicher Wellenlange bestimmt. Eine Absorption von 1
entspricht einem DNA-Gehalt von 50 pg/ml.

2.7.3 Nick Translation

Die Nick Translation umfasst die Herstellung fluoreszenz-markierter Nukleotide, die
in der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zum Nachweis spezifischer DNA-
Sequenzen genutzt werden konnen. Die Durchfiihrung erfolgte mit dem Nick
Translation Reagent Kit der Firma Abbott (lllinois, USA). Wegen der hohen Licht- und
Temperaturempfindlichkeit wurden die Arbeiten auf Eis und in lichtundurchlassigen
braunen Eppendorf-Tubes verrichtet. Zunéachst wurde die isolierte Plasmid-DNA mit
Nuklease-freiem Wasser auf eine Konzentration von 1lug / 17,5 ul verdinnt. Im
Anschluss wurde ein Mastermix aus 5ul Nick Translation Buffer, 10 yl 0,1 mM
dNTPs, 5 ul 0,1 mM dTTPs, 2,5 ul 0,2 mM Orange dUTPs und 10 pl Nick Translation
Enzym (DNA-Polymerase |, DNase |) angesetzt. Der Mastermix wurde mit einem
Vortexer durchmischt und zu der verdinnten Plasmid-DNA gegeben. Anschlie3end
wurde die Mischung erneut gevortext und bei 2000 g fur 1 Minute zentrifugiert. Dann
wurden die Proben im Rahmen der Nick Translation fur 8 Stunden bei 15 °C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch das Aufheizen auf 72°C fir 10 Minuten gestoppt.

2.7.4 Sondenaufreinigung

Die Sondenreinigung mittels QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen, Venlo,
Niederlande) sollte gewahrleisten, dass unerwinschte Bestandteile wie
ungebundene Nukleotide oder Salze entfernt wurden. Hierfir wurde der PNI-Buffer
mit 19 ml Isopropanol 100% und der PE-Buffer mit 30 ml absolutem Ethanol
verdiinnt. Dann wurden 500 pl PNI-Buffer zu der zuvor angefertigten Nick
Translations-Probe gegeben, mit der Pipette durchmischt und auf den Filter des
QIAquick spin column uUbertragen. Bei Raumtemperatur und 3800 g erfolgte die
Zentrifugation fur eine Dauer von 1 Minute. Das entstandene Eluat wurde verworfen.
Dann wurden 750 pl PE-Buffer auf den Filter pipettiert und fur 1 Minute bei
Raumtemperatur und 3800 g zentrifugiert. Als dann das Eluat verworfen war, wurde
der Filter bei Raumtemperatur und 17900 g fur 1 Minute trockenzentrifugiert. Die
QIAquick spin column wurde auf ein neues Eppendorf-Tube gesetzt. Hierauf wurde
60 pl DNase-freies Wasser direkt auf den Filter gegeben und fir 1 Minute bei
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Raumtemperatur inkubiert. Um die FISH-Sonde zu eluieren, erfolgte eine
Zentrifugation bei Raumtemperatur und 17900 g fur 1 Minute. Zuletzt wurden die
FISH-Sonden zusammenpipettiert und in einer Vakuumszentrifuge bei 45 °C fur 20
Minuten aufkonzentriert. Die hergestellte FISH-Sonde wurde bis zur Hybridisierung
bei -20°C gelagert

2.8 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

2.8.1 Vorbehandlung des Gewebes

Fur die Hybridisierung mit den FISH Sonden wurden die formalin-fixierten und
paraffin-eingebetteten TMAs zun&chst einer Vorbehandlung unterzogen. Im Rahmen
der Entparrafinierung wurden die TMAs dreimal fir 10 Minuten in Xylol gestellt, dann
zweimal fur 5 Minuten in Ethanol 96 % getaucht und schlie3lich auf einer Heizplatte
bei 48°C fur 3 Minuten getrocknet. Der Proteinverdau wurde initiiert durch eine
Inkubation der TMAs flr 15 Minuten in einer Pretreatment-Losung (80°C). Dann
wurden die TMAs zweimal fir 1 Minute gewaschen. Nachdem die TMAs fur 150
Minuten bei 37°C in einer Proteaseldsung inkubierten, wurden die TMAs zweimal far
1 Minute in dH20O gewaschen. Hierauf wurden die TMAs fur je 3 Minuten in einer
aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 80%, 96%) dehydriert und auf einer Heizplatte bei
48°C fur 3 Minuten getrocknet.

2.8.2 Hybridisierung der FISH-Sonden

Zur Hybridisierung der TMAs ist ein Hybridisierungsmix aus 14 pl Basismix (15,0 ml
Formamid, 4,5 ml 20xSSC, 3,0 g Dextransulfat), 2 ul Cot-DNA, 4 ul 16g21/24 Sonde
und 0,5 pl orange-fluoreszierende Centromer 6 Sonde notwendig. Nach Vortexen
des Hybridisierungsmix erfolgte eine Zentrifugation bei 2500 g fur 10 Sekunden und
das Pipettieren der Mischung auf die TMAs. Die TMAs wurden luftblasenfrei mit
einem Deckglaschen eingedeckelt und mit Fixogum fixiert. Sobald das Fixogum
getrocknet war, wurden die TMAs im Thermobrite ™ (Abbot, Ludwigshafen) fir 10
Minuten auf 72 °C erhitzt. Die Hybridisierung der FISH-Sonden erfolgte bei 37°C
Uber zwei N&chte.
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2.8.3 Waschprozess

Das Fixogum wurde vorsichtig von den Deckglaschen abgezogen und die TMAs
wurden in einen Hybridisierungswaschpuffer gestellt. Der Hybridisierungswaschpuffer
setzte sich zusammen aus 100 ml 20xSSC, 3 ml NP40 und ad 1000 ml dH20 bei
einem pH-Wert von 7,25. Die TMAs verblieben im Hybridisierungswaschpuffer bei
Raumtemperatur und im Dunkeln bis sich die Deckglaschen ablosten. Parallel wurde
eine zweite Kuvette mit Hybridisierungswaschpuffer gefillt und auf 72°C erhitzt. Die
TMAs wurden fur 2 Minuten in den erhitzten Hybridisierungswaschpuffer gestellt, mit
dH20 gewaschen und darauf fur 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln
getrocknet. Schlie3lich wurde 1 Tropfen DAPI fur die Zellkernfarbung auf die TMAs
pipettiert. Die TMAs wurden mdoglichst luftblasenfrei mit einem Deckglaschen
eingedeckelt. Bei Luftblasen wurden diese mit einer Pipettenspitze ausgestrichen.
Die fertigen TMAs wurden bis zur mikroskopischen Auswertung bei -20°C gelagert.

2.9 Auswertung

2.9.1 Mikroskopische Auswertung

Die FISH-Analyse erfolgte mittels eines Lichtmikroskops der Firma Zeiss mit den
dazugehdrigen Fluoreszenzfiltern. Gewebespots, die wegen einer unzureichenden
Hybridisierung nur ein schwaches oder kein 16g-Signal in den Tumorzellen und
Stromazellen (Referenzzellen) aufwiesen, wurden als nicht auswertbar aus der
Analyse herausgenommen. Mit Hilfe einer Hamatoxylin/Eosin-Farbung konnten die
Gewebespots, die kein Tumor enthielten von der Analyse ausgeschlossen werden.
Zeigten sich die 16g-Signale und die Centromer 6 Signale im gleichen Verhaltnis,
wurde von einer normalen 16q (16921,923,924) Kopiezahl ausgegangen. Eine
heterozygote Deletion zeigte sich durch eine geringere Anzahl von 16q Signalen im
Vergleich zu den Centromer 6 Signalen in 60% der Tumorzellkerne. Homozygote
Deletionen wurden definiert durch das vollstandige Fehlen der 16qg-Signale bei
vorhandenen Centromer 6 Signalen in den Tumorzellen und 16g/Centromer 6
Signalen in den Stromazellkernen.

2.9.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung der Software JMP 9.0.2.. Zur
Ermittlung der prognostischen Relevanz der 16g-Deletionslange wurde ein Log-
Rank-Test durchgefihrt und eine Kaplan-Meier-Kurve angefertigt. Um eine
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Assoziation zwischen der 16qg-Deletionslange und klinisch-pathologischen
Parametern zu ermitteln wurde ein Chi-Quadrat-Test durchgefuihrt. Desweiteren
wurde mit der Cox-Regression eine Multivariate Analyse durchgefihrt, um zu testen,
ob die 16q DeletionsgroRe unabhangig von den etablierten Prognosemarkern eine
prognostische Relevanz besitzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Auswertbarkeit des TMAs mittels FISH

Von den 7481 zur Verfugung stehenden Prostatakarzinomstanzen waren 2848
Gewebespots fir die 16g21-Deletionssonde und 2846 Gewebespots fur die 16q24-
Deletionssonde mittels FISH auswertbar. Angesichts mangelhafter Hybridisierung
oder dem nicht Vorhandensein von Tumorgewebe in der Stanze konnten 4633 bzw.
4635 Gewebeproben nicht fir alle FISH Proben erfolgreich untersucht werden und
deswegen nicht mit in die Analyse eingeschlossen werden. Die Daten fur die Region
16923 wurden aus einer vorherigen Studie von Kluth et al. enthommen und
umfassten 3831 analysierbare Gewebeproben. Fir die Bestimmung der 16q
Deletionslange waren insgesamt 2712 Tumoren fur alle drei FISH-Sonden
auswertbar.

3.2 Haufigkeit und Korrelation der 16921, 16923 und 16q24 Deletion
mit den klinisch-pathologischen Parametern des Prostatakarzinoms

Eine 16921 Deletion konnte in 10% (288/2848), eine 16923 Deletion in 21,2%
(814/3831) und eine 16924 Deletion in 27,9% (794/2846) der analysierbaren
Prostatatumoren nachgewiesen werden. Alle detektierten 16q Deletionen waren
heterozygot. Homozygote Deletionen wurden nicht festgestellt. Der Zusammenhang
zwischen der 16q Deletion und den Kklinisch-pathologischen Parametern wurde
mittels eines Chi-Quadrat-Tests Uberprift. Alle untersuchten 16 Regionen (16921,
164923, 16g24) zeigten eine signifikante Assoziation zu einem fortgeschrittenem
Tumorstadium (jeweils p< 0,0001 fur alle), einem hohen Gleason Grad (jeweils
p<0,0001) und dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen (p<0,0001 flr
16921 und 16923, p<0,0270 fur 16g24). Eine Deletion im Bereich 16g23 oder 16924
war aufRerdem mit einem Tumorbefall des chirurgischen Resektionsrandes assoziiert
(p<0,0004 fur 16923, p<0,0152 fur 16g24). Eine signifikante Korrelation der drei 16q
Deletionen mit einem erhohten préoperativen PSA-Wert konnte nicht ermittelt
werden. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Tabelle 6 detailliert dargestellt.

20



Tabelle 6: Haufigkeit und Korrelation der 16921, 16923 und 16924 Deletion mit den klinisch-
pathologischen Parametern des Prostatakarzinoms, PSA: Prostata-spezifisches Antigen

16qg21 16923 16924
analysierbar Deletion P-Wert analysierbar Deletion P-Wert analysierbar Deletion P-Wert
(n) in % (n) (n) in % (n) (n) in% (n)
alle Tumoren 2848 10,1 (288) 3831 21,2 (814) 2846 27,9 (794)
Tumorstadium pT2 1728 8,0 (139) <0,0001 2366 17,3 (409) <0,0001 1727 23,5(406) <0,0001
pT3a 737 12,9 (95) 956 24,1 (230) 737 32,8 (242)
2pT3b 372 13,4 (45) 489 33,9 (156) 371 37,7 (132)
Gleason-Grad <3+3 730 4,9(36) <0,0001 1051 13,4 (141) <0,0001 730 17,9 (131) <0,0001
3+4 1526 9 (138) 2008 20,4 (410) 1526 27,5 (420)
4+3 462 18,2 (84) 597 33,2 (198) 460 40,7 (187)
24+4 114 21,1 (24) 148 35,1 (52) 114 41,2 (47)
Lymphknotenstatus NO 1604 9,9 (158) <0,0001 2092 21,6 (451) <0,0001 1603 28,1(450) 0,0270
N+ 144 18,8 (27) 188 36,7 (69) 144 40,3 (58)
Status des Resektionsrandes negativ 2194 9,5(208) 0,1134 2960 19,8 (585) 0,0004 2194 26,5 (581) 0,0152
positiv 598 11,7 (70) 806 25,6 (206) 596 31,5 (188)
PSA praOP (ng/l) <4 339 9,7(33) 08211 451 20,2 (91) 0,0505 339 25,7(87) 03720
>20 223 9 (20) 295 25,8 (76) 223 31,8 (71)
"10-20 590 11 (65) 789 23,3 (184) 588 29,1 (171)
4-10 1656 10 (166) 2239 20 (448) 1656 27,4 (454)

3.3 Architektur der 16g-Deletion in der FISH-Analyse

Zur Bestimmung der 16q Deletionslange wurden 2712 Tumoren verwendet, da diese
fur alle drei 16g-Sonden auswertbar waren. Insgesamt wurde in 763 (28,1%)
Tumoren eine 16q Deletion nachgewiesen. Von diesen zeigten 258 (33,8%) eine
kleine 16924 Deletionen, 254 (33,3%) eine mittlere 16g23-g24 Deletion und 251
(32,9%) eine groRe 16g21-g24 Deletion. Insgesamt zeigte sich durch die Analyse
eine vom Telomer ausgehende Trichter-férmige Struktur der 16qg-deletion (siehe
Abbildung 2).
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a)

Abbildung 2: Architektur der 16g-Deletion in der FISH-Analyse a) Grofl3e und Haufigkeit der
unterschiedlichen 16q Deletionen b) Exemplarische Beispiele der FISH-Analyse bl: normaler
16923 Kopiezahl Status mit 2 grinen 16923 Signalen und 2 orangenen Zentromer 6
Signalen, bll: deletierter 16923 Kopiezahl Status mit 1 grunen 16923 Signal und 2
organgenen Zentromer 6 Signalen, blll: normaler 16921 und 16924 Kopiezahl Status mit 2
roten 16921 Signalen und 2 griinen 1624 Signalen und 2 blauen Zentromer 6 Signalen, blV:
deletierter 16924 Kopiezahl Status mit 2 roten 16921 Signalen, 1 griinen 16q24 Signal und 2
blauen Zentromer 6 Signalen und bV: deletierter 16921 und 16924 Kopiezahl Status mit 1
roten 16921, 1 griinen 16924 und 2 blauen Zentromer 6 Signalen.
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294 %
(n=253)
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0,8 %
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3.4 Assoziation der 16g-Deletionsgrof3e mit dem Tumorphénotyp

Um zu prifen, ob die 16q Deletionsgrof3e einen Einfluss auf den malignen Phénotyp
der Prostatakarzinome besitzt, wurde ein Chi-Quadrat-Test durchgefiihrt, indem der
Zusammenhang zwischen der 16qg Deletionsgréf3e und den klinisch-pathologischen
Parametern getestet wurde. Diese Analyse zeigte, einen signifikanten
Zusammenhang zwischen der Deletionsgrof3e und dem Tumorphanotyp im Bezug
auf das Tumorstadium (p<0,0001) und dem Gleason Grad (p=0,0019). Der Anteil an
Tumoren mit einer kleinen 16924 Deletion nahm mit steigendem Tumorstadium (pT2:
40,4% zu = pT3b: 25,8%) und erhdhtem Gleason Grad (<3+3: 49,2% zu 24+4:
20,0%) ab. Im Gegensatz dazu nahmen die Tumoren mit einer mittleren 16923-g24
Deletion und einer grofRen 16qg21-g24 Deletion mit steigendem Tumorgrad (pT2:
28,6%/30,1% zu =pT3b: 42,4%/31,8%) und einem hdherem Gleason Grad (<3+3:
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28,2%122,6% zu 24+4: 33,3%/46,7%) zu. Ein geringer Unterschied in der Verteilung
der Deletionsgréf3e konnte aul3erdem im Bezug auf den préoperativen PSA-Wert
festgestellt werden (p=0,0197). Hier nahm der Anteil an Tumoren mit einer mittleren
16q23-24 Deletion mit steigendem PSA-Wert (PSA<4ng/ul: 29,9% zu PSA:>20 ng/ul)
zu. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Assoziation der 16g-DeletionsgroRe mit dem Tumorphanotyp, PSA: Prostata-
spezifisches Antigen

analysierbar  Kleine (16g24)  mittlere (16¢g23- groRe (16021-g24) P-Wert

(n) Deletionin % (n) g24) Deletionin Deletion in % (n)
% (n)
alle Tumoren 763 33,8 (258) 33,3 (254) 32,9 (251)
Tumorstadium pT2 391 40,4 (158) 28,6 (112) 30,9 (121) <0,0001
pT3a 234 28,2 (66) 35,9 (84) 35,9 (84)
>pT3b 132 25,8 (32) 42,4 (55) 31,8(37)
Gleason-Grad <343 124 49,2 (61) 28,2 (35) 22,6 (28) 0,0019
3+4 404 35,9 (145) 33,4 (135) 30,7 (124)
4+3 181 23,8 (43) 36,5 (66) 39,8 (72)
>4+4 45 20 (9) 33,3(15) 46,7 (21)
Lymphknotenstatus NO 433 33,3 (144) 34,6 (150) 32,1 (139) 0,0752
N+ 57 19,3 (11) 38,6 (22) 42,1 (24)
Status des Resektionsrandes  negativ 557 35,4 (197) 32,1 (179) 32,5 (181) 0,4083
positiv 181 30,4 (55) 36,5 (66) 33,1 (60)
PSA praOP (ng/ul) <4 77 29,9 (23) 33,8(26) 36,4 (28) 0,0197
4-10 439 38 (167) 28,9 (127) 33 (145)
10-20 167 26,9 (45) 38,3(64) 34,7 (58)
>20 69 30,4 (21) 46,4 (32) 23,2 (16)

3.4 Prognostische Relevanz der 16q DeletionsgrofRe beim
Prostatakarzinom

Zur Ermittlung der prognostischen Relevanz der 16q Deletionsgrof3e konnten 2503
Prostatagewebestanzen herangezogen werden, da fir diese Patienten sowohl Daten
aus der FISH-Analyse als auch postoperative Verlaufsdaten verfugbar waren. Mit
Hilfe eines Log-Rank-Tests wurde die prognostische Relevanz geprift und
anschlieend in einer Kaplan-Meier-Kurve visualisiert. Die 16q Deletionsgréf3e zeigte
eine signifikante Assoziation mit dem Auftreten eines frihen PSA-Rezidivs
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(p<0,0001). Mit zunehmender DeletionsgroRe stieg die Wahrscheinlichkeit eines
frithen PSA-Rezidivs an. Die schlechteste Prognose zeigten Patienten, deren
Tumoren eine gro3e 16g21-16g24 Deletion besalRen (p<0,0001). Im Gegensatz dazu
besalRen Patienten mit Tumoren mit einer kleinen 16924 Deletion eine ahnliche
Prognose wie Patienten mit Tumoren ohne 16q Deletion (p=0,2257, Abbildung 2a).
Die Assoziation der 16q DeletionsgrofRe mit dem Auftreten des PSA Rezidivs war
aul3erdem unabhangig vom ERG Status. Sowohl in der Gruppe der ERG-negativen
und ERG-positiven Tumoren, nahm die Wahrscheinlichkeit eines PSA-Rezidivs mit
der Ausdehnung der 16q Deletion zu (p<0,0001 fur beide; Abbildung 2b und c).

Abbildung 2: Prognostische Relevanz der 16q DeletionsgréRe gemessen an der
Wahrscheinlichkeit eines PSA-Rezidivs in a) allen Tumoren, zuséatzliche P-Werte: normal vs.
16924 p= 0,2985, 16924 vs 16g23-24 p=0,0245, 16923-24 vs 16q21-24 p=0,1122 b) ERG-
negativen Tumoren, zusatzliche P-Werte: normal vs. 1624 p= 0,0279, 1624 vs 16923-24
p=0,5494, 160923-24 vs 16g21-24 p=0,1171 und c) ERG-positiven Tumoren, zusatzliche P-
Werte: normal vs. 16g24 p= 03044, 16924 vs 16q23-24 p=0,0117, 16q23-24 vs 16921-24
p=0,2383

a)
1o alle Tumoren
0,9- <
c
80,8 \w\—\—_\_,;
2
30,74
3
2067
30,5
20,4 . . _
5 — keine Deletion (n=1798)
522‘ — 16024 Deletion (n=238)
o 0'1 — 16q23-24 Deletion (n=238)
o 16g21-24 Deletion (n=229) P<0,0001
0 20 40 60 80 100 120
Monate
c) b)
1,0 —
ol ERG positive Tumoren 1.0 ERG negative Tumoren
_o _ 0.9
éo,a— %’:0,8—
'$U,6— =:Dn 0,6
20,54 50,5
£ £
S 0,4 - . _ = _ . .
go i 16q24 Deletion (n=90) EM — keine Deletion (n=879)
;0’2 — keine Deletion (n=718) I 0.3 — 1624 Deletion (n=124)
01| 18023-24 Deletion (n=157) €927 16¢23-24 Deletion (n=63)
0.0l 16421-24 Deletion (n=119) P<0,0001 %77 16g21-24 Deletion (n=93) P<0.0001
. A LA AL R LA LALLM o & . bt

0

T
60 80
Monate

T
20 40 100 120

20 40 60 80
Monate

100 120

24



3.5 Prognostische Aussagekraft der 16q DeletionsgréfR3e in Bezug
auf die etablierten prognostischen Parameter beim
Prostatakarzinom

Um auszuschliel3en, dass der Zusammenhang der 16q DeletionsgrofRe mit einem
frihen PSA-Rezidiv durch die Assoziation mit dem Gleason Grad und dem
Tumorstadium bedingt ist, wurde eine Multivariate Analyse durchgefihrt. In diese
Analyse gingen neben dem Status der 16q Deletionsgrof3e aul3erdem die etablierten
prognostischen Parameter, wie Gleason Grad, Tumorstadium, praoperativer PSA-
Wert, Status der Lymphknoten und des Resektionsrandes, ein. Die Ergebnisse
dieser Analyse zeigen, dass die 16q DeletionsgroRe unabhangig von den
verwendeten Prognosemarkern einen Zusammenhang mit der Prognose des
Patienten besitzt (p=0,0066). Bei Tumoren mit einer groRen 16g21-q24 Deletion ist
zum Beispiel das Risiko eines PSA-Rezidivs fur den Patienten 1,47 mal héher, als
bei Tumoren mit einer mittleren 16923-q24 Deletion. Die Ergebnisse dieser Analyse
sind in Tabelle 8 dargestellt

Tabelle 8: Multivariate Analyse mittels Cox-Regression. Berticksichtigt wurden die etablierten
Prognoseparameter (Gleason Grad, Tumorgrad, praoperativer PSA-Wert, Status der
Lymphknoten und des Resektionsrandes) und die Ausdehnung der 16q Deletion, PSA:
Prostata-spezifisches Antigen

Parameter RR 95% CI P-Wert
pT2 vs pT3a 1,69 1,30-2,20 <0,0001
Tumorstadium pT3avs pT3b 1,68 1,33-2,14
pT3b vs pT4 11 0,67-1,72
<3+3vs 3+4 2.8 1,88-4,31 <0,0001
Gleason Grad 3+4 vs 443 2,2 1,75-2,75
4+3 vs 24+4 0,91 0,65-1,25
Lymphknotenstatus pNO vs pN+ 191 145-251 <0,0001
<4 vs 4-10 1,2 0,79-1,88 0,0035
PSA Wert 4-10 vs 10-20 1,18 0,93-1,48
10-20 vs >20 1,38 1,07-1,79
Status des Resektionsrandes RO vs R1 1,39 1,12-1,72 0,0029
16g24 Deletion vs keine Deletion 0,97 0,68-1,35  0,0066
Deletionsstatus 16g23-24 Deletion vs 16924 Deletion 1,16 0,77-1,77

16q21-24 Deletion vs 16g23-24 Deletion 1,47 1,03-2,10
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu prufen, ob die Ausdehnung der 16q Deletion
beim Prostatakarzinom eine klinische Relevanz besitzt. Hierfir wurde die Gro3e der
16q Deletion an einem Kollektiv von mehr als 7500 Tumoren im TMA-Format unter
der Verwendung mehrerer FISH-Sonden untersucht.

Insgesamt konnte in der FISH-Analyse eine deutliche Varianz der 16qg-Deletionsrate
in Abhangigkeit von der Lokalisation der untersuchten Region gemessen werden.
Dabei stieg die 16g-Deletionsrate von 10% (16g21) bis auf 28% (16g24) in Richtung
des Telomers an. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen in Einklang mit der
ermittelten Architektur der 16g-Deletion in der Re-Analyse von publizierten aCGH
und CGH-Studien mittels des Instituts internen FISHOracle (siehe Abb. 1) [7, 25, 42-
45]. In dieser Analyse zeigte sich deutlich eine Trichter-formige Architektur der 16g-
Deletion, die ihre Spitze am Telomer des Chromosoms erreicht. Vergleichbare
Ergebnisse konnten auf3erdem in der Studie von Harkénen et al. erzielt werden. In
dieser Studie wurde der Verlust der Heterozygotie (Loss of heterozygosity, LOH) in
verschiedenen Regionen des Chromosoms 16 untersucht und eine LOH-Rate von
16% (16921), 31% (16923) und 32% (16g24) ermittelt [38]. In der LOH-Studie von
Elo et al. wurden ebenfalls unterschiedliche 16g-Verlustraten gefunden. Allerdings
zeigte sich hier mit 44% die héchste Rate in der Region 16923 [39]. Cher et al.
fuhrten eine Mapping-Studie der 16q Deletion durch, in der die Deletionsrate der
Regionen 16913, 16923 und 16924 mittels FISH ermittelt wurde. Auch in dieser
Studie wurde die hochste Deletionsrate mit Uber 40% in der Region 16924 ermittelt
[37].

Generell weist die 16q Deletionshaufigkeit mit 18% bis 83 % in der Literatur eine
hohe Varianz auf [15, 40]. Dies ist darauf zuriickzufihren, dass in den vorhandenen
Studien verschiedenen Regionen des 16 Armes untersucht wurden. Vier Studien
untersuchten die 1624 Region mittels FISH und fanden eine Deletionsrate von 50-
73% in 30 bis 53 Tumoren. Diese Studien enthielten allerdings einen hohen Anteil an
fortgeschrittenen bzw. metastasierten Karzinomen [33, 36, 37, 46]. In der LOH Studie
von Fromont et al. wurde eine Verlustrate fur die 16923 Region von 83% in 48
untersuchten Tumoren gefunden [40]. In zwei CGH bzw. aCGH Metaanalysen wurde
eine durchschnittliche Deletionsrate von 18-52% in 662 und 872 analysierten
Prostatakarzinomen ermittelt [14, 15]. Dadurch wird deutlich, dass neben der
untersuchten 16q Region auch die Methode zur Bestimmung der
Kopiezahlveranderung eine Rolle spielt. Die CGH, aCGH und LOH Methoden haben
gemeinsam, dass sie an isolierter DNA durchgefihrt werden. Damit kann es zu
Schwankungen in der Deletionsrate durch Verunreinigung der Probe mit ,normaler®
DNA kommen. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete FISH Methode hat
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demgegenuber den Vorteil, dass die Bestimmung der Kopiezahl direkt am Gewebe
erfolgt. Allerdings ist hierbei zu beachten, dass die Wahl des Grenzwertes flr die
Kopiezahlveranderung einen hohen Einfluss auf die Deletionsrate besitzen kann. In
der Studie von Matsuyama et al. wurde zum Beispiel von einer 16924 Deletion
ausgegangen, wenn mindestens 35% von 150 Zellkernen weniger 16924 Signal als
Zentromer 16 Signal zeigten. Die dadurch ermittelte Deletionsrate betrug 55% [33].
Bei Cher et al. musste der grol3te Anteil der auswertbaren Zellkerne (n=50 bis 100)
einen Verlust des 169 Signals im Vergleich zum Zentromer 16 Signal aufweisen [37]
Die somit ermittelte Deletionsrate betrug 50%. In der vorliegenden Studie wurde ein
stringenter Grenzwert verwendet, der anhand einer aCGH und FISH Vergleichsstudie
ermittelt wurde. In dieser Studie konnten identische PTEN Deletionsraten ermittelt
werden, wenn mindestens 60% aller Tumorzellkerne in der FISH einen Verlust des
PTEN Signals im Vergleich zum Zentromer Signal aufwiesen [27]. Dieser Grenzwert
wurde aul3erdem in mehreren Deletionsstudien der Arbeitsgruppe verwendet, in
denen die prognostische Relevanz verschiedener Deletionsregionen beim
Prostatakarzinom beschrieben wurde [12, 22-27].

Dass die hdchste Deletionsrate im Bereich 16924 gefunden wurde ist mit der
Annahme vereinbar, dass die 16qg-Deletion sich vom Telomer aus ausdehnt.
Grundsatzlich kdnnen Deletionen in telomerisch und interstitiell eingeteilt werden
[47].

Interstitielle Deletionen bezeichnen den Verlust von chromosomalem Material
zwischen dem Zentromer und Telomer eines Chromosoms [47]. Dabei wird aufgrund
zwei benachbarter Doppelstrangbriiche ein mehr oder weniger ,kleiner* Abschnitt
aus einem Chromosom herausgeschnitten. Mit Hilfe der Nicht-homologen End-zu-
End Verbindung werden diese Briche repariert [48]. Dabei kann es allerdings zu
einer ,fehlerhaften® Reparatur kommen, die zum Verlust des herausgetrennten
Materials fuhrt. In einer Studie innerhalb der Arbeitsgruppe konnte bereits am
Beispiel von Chromosom 6 gezeigt werden, dass die interstitielle 6g Deletion
wahrend der Progression des Prostatakarzinoms wachst [32]. Vermutlich ist der
Grund dafir, dass die kleine 6g15 Deletion von ca. 4 Megabasen dazu fuhrt, dass
entfernte  Bereiche im Chromosomen, die eine hohe Neigung zu
Doppelstrangbriichen haben, in rdumliche Nahe gebracht werden. Darauffolgende
benachbarte Doppelstrangbriiche (zum Beispiel im Bereich 6q14 und 6g16) fuhren
dann zu einer Ausweitung der 6q Deletion.

Telomerische Deletionen bezeichnen den Verlust von chromosomalem Material am
Telomer [47]. Dass die drei unterschiedlichen Gro3en der 16g-Deletion, die in der
vorliegenden Arbeit gefunden wurden, alle die Region 16924 einschliel3en, spricht
dafir, dass die 16q Deletion zu den telomerischen Deletionen z&hlt. Die
Deletionsgrofe ist dabei jedoch sehr unterschiedlich. Insgesamt konnten 90% der
16g-deletierten Tumoren in drei wesentliche Deletionsgro3en eingeteilt werden. Von
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den 763 16g-deletierten Tumoren hatten 258 (33,8%) eine ,kleine“ 16924 Deletion,
254 (33,3%) eine ,mittlere“ 16923-g24 Deletion und 251 (32,9 %) eine ,grolRe*
16921-g24 Deletion. Die in der FISH Analyse ermittelte Architektur der 16q Deletion
steht damit in Einklang mit der beschriebenen ,trichterformigen® Architektur in der
FISHOracle Analyse (siehe Abbildung 1).

Unabhangig von der untersuchten 16q Region (16921, 16923, 16g24) konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die 16q Deletion mit einem schlechten
Phanotyp des Prostatakarzinoms assoziiert ist. Desweiteren stehen die Ergebnisse in
Einklang mit friheren Studien, welche die Assoziation der 16q Deletion mit den
klinisch-pathologischen Parametern des Prostatakarzinoms untersuchten. Insgesamt
konnten 6 Studien eine Korrelation zwischen Deletionen im Bereich 16923, 16924
und 16g13-24 mit einem hohen Gleason Grad [34, 41], einem fortgeschrittenem
Tumorstadium [33, 39] und Lymphknoten oder Fernmetastasen [34, 36, 38] finden.
Aufgrund der Tatsache, dass die 16q Deletion unterschiedlich grof3e Bereiche des g-
Arms einnimmt, stellt sich jedoch die Frage, ob die Grol3e der Deletion einen Einfluss
auf die Assoziation zum Phanotyp des Prostatakarzinoms besitzt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen deutlich, dass anhand der Gr6RRe der
16q Deletion eine klare Abstufung der Prognoseeinschatzung méglich ist. Wahrend
der Anteil an kleinen 16924 Deletionen mit steigendem Gleason Grad und
Tumorstadium abnahm, stieg der Anteil an mittleren 16923-24 und grof3en 16q21-24
Deletionen mit dem Gleason Grad und dem Tumorstadium signifikant an. Ebenfalls
war die Wahrscheinlichkeit einer lymphogenen Metastasierung abhangig von der
Grol3e der Deletion. Desweiteren nahm die Wahrscheinlichkeit eines PSA-Rezidivs
mit der Ausdehnung der Deletion zu. So zeigten Patienten, deren Tumoren ,nur” eine
16924 Deletion aufwiesen, eine dhnliche Prognose wie Patienten ohne 16q Deletion.
Die deutlich schlechteste Prognose hatten Patienten, deren Tumoren eine grof3e
164g21-24 Deletion hatten. Basierend auf diesen Ergebnissen, lasst sich vermuten,
dass die Anzahl der von der Deletion betroffenen Gene eine wesentliche Rolle bei
der Progression des Prostatakarzinoms spielt. Diese Annahme wird unterstttzt durch
eine Studie innerhalb der Arbeitsgruppe, in der die Assoziation zwischen der GrolRe
der 6g Deletion und der Prognose beim Prostatakarzinom untersucht wurde. In
dieser Studie hatten Patienten mit einer grof3en 6gl2-22 Deletion ebenfalls die
schlechteste Prognose im Vergleich zu Patienten mit einer kleinen 6q14-16 Deletion
[32]. Zusétzlich dazu konnten in einer in-vitro Studie der Arbeitsgruppe gezeigt
werden, dass der Effekt der Suppression von potenziellen tumorsuppressiven Genen
auf das Zellwachstum mit der Anzahl der supprimierten Gene anstieg [32]. In einer
weiteren Studie von Dal Bo et al. konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Grol3e
der 13q14 Deletion einen Einfluss auf die Prognose von Patienten mit einer akuten
lymphatischen Leuk&mie besitzt. Patienten mit einer kleinen Deletion, die sich auf
das Gen DLEU beschrankte, hatten eine wesentlich bessere Prognose als Patienten
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mit einer Deletion, die vom Gen DLEU bis zum Gen RBL1 reichte [49]. Xue et al.
untersuchten den Einfluss der 8p Deletion auf die Progression von hepatozellularen
Karzinomen. Auch diese Arbeitsgruppe zeigte, dass mit der Anzahl der supprimierten
Gene der Einfluss auf die Progression der Tumoren anstieg [50].

In Anbetracht der Tatsache, dass in Abhangigkeit von der Grol3e der 16q Deletion 77
bis 395 Gene betroffen sind [51] und dass dies einen Einfluss auf die Aggressivitat
des Tumors besitzt, ist es annehmbar, dass mehrere Gene auf dem Chromosom 16
eine tumorrelevante Funktion besitzen. Desweiteren ist es mdglich, dass die
deletionsbedingte Inaktivierung dieser Gene einen kooperativen oder additiven Effekt
auf die Malignitat der Tumoren besitzt. Es stellt sich jedoch die Frage, ob dieser
Effekt unabh&ngig von der Deletionsregion auch zwischen mehreren Chromosomen,
die von einer Deletion betroffen sind, besteht. Erste Studien weisen auf3erdem
daraufhin, dass die gesamte, fir alle Chromosomen bestimmte Menge des
deletierten genomischen Materials einen hohen Einfluss auf die Prognose und die
Aggressivitat der Prostatatumoren besitzt. Innerhalb der UKE-Arbeitsgruppe wurden
die Ergebnisse der 6g-Mapping Studie mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
zur 16q Deletion zusammengefasst und der Verlust an genomischen Material pro
Tumor in diesen beiden chromosomalen Regionen bestimmt. In dieser Analyse
zeigte sich deutlich, dass die Prognose des Patienten von der Menge des deletierten
chromosomalen Materials abhéangt. Die Prognose wurde umso schlechter, je mehr
Megabasen in den Regionen 6q und 16q deletierten waren (personliche
Kommunikation AG Ronald Simon). In zwei weiteren Studien wurde der prozentuale
Anteil der Kopiezahlveranderungen in Relation zum Gesamtgenom gemessen (Copy
number variation burden, CNV burden). Sowohl in der Studie von Hieronymus et al.
[52] als auch in der Arbeit von Lalonde et al. [53] zeigte sich eine klare Assoziation
der ,CNV burden“ mit dem Phanotyp und der Prognose des Patienten. Je hoher die
,CNV burden® im Tumor war, desto schlechter waren die phanotypischen Merkmale
des Karzinoms und die Prognose des Patienten. In einer weiteren Studie der
Arbeitsgruppe am Institut fir Pathologie konnte auf3erdem gezeigt werden, dass die
Anzahl an Deletionen in einem Tumor unabhé&ngig von der Deletionsregion einen
hohen Einfluss auf die Prognose des Patienten besitzt. Die Wahrscheinlichkeit eines
PSA-Rezidivs stieg in der Analyse deutlich mit der Anzahl an Deletionen im Tumor
an (personliche Kommunikation AG Ronald Simon). Die Ergebnisse dieser Arbeiten
und der vorliegenden Arbeit weil3en damit deutlich daraufhin, dass die Aggressivitat
der Prostatakarzinome von der Menge des deletierten chromosomalen Materials
abhangt.

Der klassische Modus zur Inaktivierung eines Tumorsuppressorgenes ist ein
zweistufiger Prozess, bei dem zunéchst ein Defekt des Genes auf dem einen Allel
und spater ein weiterer Defekt auf dem verbliebenden Allel auftritt [54]. Ein
besonderes Charakteristikum der grol3en Deletionen beim Prostatakarzinom ist, dass
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sie praktisch immer auf ein Allel beschrankt sind (heterozygote Deletion) und dass
eine vollstandige Inaktivierung bestimmter Gene — z.B. durch Mutationen auf dem 2.
Allel - praktisch nicht vorkommt [7, 8, 32, 42]. Aus diesem Grund ist es bislang nicht
gelungen, typische Tumorsuppressorgene in den meisten Deletionen zu
identifizieren. Vielmehr werden in der Literatur zahlreiche Gene auf Grund ihrer
Funktion als potentielle Zielgene der verschiedenen Deletionsregionen
vorgeschlagen. Im Bezug auf das Chromosom 16 werden zum Beispiel die Gene
CDHL1 (16g22) [55], WWOX (16q23) [56], MAF (16923) [57] oder FOXF1 (16g24) [57]
haufig als potentielle Tumorsuppressorgene genannt. Dass mit dieser Studie bereits
die zweite Deletionsregion identifiziert werden konnte, deren zunehmende Gréf3e mit
zunehmend schlechter Prognose korreliert, spricht klar fir die Existenz vieler Tumor-
relevanten Gene innerhalb der Deletionsbereiche. Es ist annehmbar, dass durch
weitere Studien bestatigt wird, dass das Prostatakarzinom durch die Inaktivierung
von einer Vielzahl an haploinsuffizienten Tumorsuppressorgenen charakterisiert ist,
welche kooperativ oder additiv zur Entstehung und Progression des malignen
Phanotyps beitragen.

Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die
prognostische Relevanz der 16g-Deletion in der Menge des deletierten Materials
abhangt. Die schlechteste Prognose zeigt sich bei Tumoren, welche eine grolRe
Deletion im Bereich 16921 bis 16924 aufweisen. Es ist daher annehmbar, dass die
Bestimmung der 16qg-Deletionsgroe zu einer besseren prognostischen
Klassifizierung der Tumoren bei der initialen Diagnose eines Prostatakarzinoms
beitragen kann.
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5. Zusammenfassung

Die Mehrzahl aller Prostatakarzinome zeichnet sich durch ein langsames Wachstum
aus und wird daher in der Regel nie Klinisch relevant. Eine lebensbedrohliche
Situation fur den Patienten entsteht lediglich durch eine kleine Gruppe von
Karzinomen, welche hochgradig aggressiv sind und deswegen zwingend einer
invasiven Therapie bedurfen. Die Identifizierung dieser lebensbedrohlichen
Prostatakarzinome ist jedoch mit den heute etablierten Prognose-Parametern
(Gleason Grad, klinisches Tumorstadium, PSA-Wert) nicht eindeutig moglich. Aus
diesem Grund werden zwingend molekulare prognostische-relevante Marker
bendtigt, welche die etablierten Parameter in ihrer Aussagekraft unterstitzen. Auf
genomischer Ebene ist das Prostatakarzinom durch zahlreicher rekurrente
Deletionen charakterisiert, die haufig sehr grof3e Bereiche einer chromosomalen
Region umfassen. Studien konnten fiir die meisten dieser Deletionsregionen bereits
eine prognostische Relevanz  beim Prostatakarzinom nachweisen. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es am Beispiel der 16q Deletion zu klaren, ob die Grol3e der
Deletion einen Einfluss auf die prognostische Aussagekraft besitzt. Dazu wurden die
Regionen 16921, 16923 und 16924 mittels FISH an tUber 7.000 Prostatakarzinomen
im TMA-Format untersucht und dann die Deletionsgré3e pro Tumor bestimmit.
Insgesamt waren 2717 Tumoren in allen drei Analysen auswertbar. Eine 16q
Deletion konnte in 763 dieser Prostatakarzinome nachgewiesen werden. Von diesen
Tumoren hatten 258 (33,8%) eine ,kleine® 16924 Deletion, 254 (33,3%) eine
,mittlere“ 16923-q24 Deletion und 251 (32,9 %) eine ,grof3e“ 16g21-q24 Deletion.
Damit konnte gezeigt werden, dass die 16g-Deletion eine vom Telomer ausgehende
trichterférmige Architektur beim Prostatakarzinom besitzt. Die 16g-Deletionsgrof3e
war signifikant mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium (p<0,0001), einem hohen
Gleason Grad (p=0,0019) und einem frihen PSA-Rezidiv (p=0,0197) assoziiert.
Diese Assoziation zeigte sich in einer multivariaten Analyse unabhangig vom
Tumorstadium  (p<0,0001), Gleason Grad (p<0,0001), Lymphknotenstatus
(p<0,0001), Resektionsrand (p=0,0029) und praoperativen PSA-Wert (p=0,0035).
Insgesamt konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Grol3e der
16qg-Deletion einen hohen Einfluss auf die Prognose des Patienten besitzt. Es ist
daher annehmbar, dass innerhalb der 16g-Deletion mehrere Tumor-relevante Gene
lokalisiert sind, deren Verlust in einem kooperativen oder additiven Effekt gemeinsam
den malignen Prozess bei der Progression des Prostatakarzinoms fordert.
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6. Abstract

Prostate cancer is the most common cancer and a frequent cause of cancer related
deaths in males. However, only a small subgroup of cancers is highly aggressive and
needs an intensive therapy. Notably, the established diagnostic parameters,
including Gleason score, tumor stage and preoperative PSA level are not sufficient to
distinguish between these aggressive cancers and indolent cancers. It is hoped, that
molecular prognostic parameters could help to better identify those patients that
require immediate therapy. Chromosomal deletions are a hallmark of prostate cancer
and of high prognostic relevance. Recent studies have shown, that almost all of
these deletions are highly variable with respect to their size. This is particularly true
for chromosome 16q, where the reported deletion length ranges from a single
chromosomal band at the telomere to the entire chromosome arm.

The aim of the present study was to clarify the prognostic impact of the 16q deletion
size in prostate cancer. Therefore, a tissue microarray (TMA) including more than
7,000 prostate cancers was analyzed by fluorescence in situ hybridization (FISH)
with three dual colored FISH-Probes specific for 16921, 16923 and 16g24. The 16q
deletion size per tumor was determined as “large” (16921-g24), “medium-sized”
(16923-g24), or “small” (16924 only). Deletions of 16q were found in 763 of 2717
analyzable tumors. From these, 258 (33.8%) showed a “small’, 254 (33.3%) a
‘medium-sized” (16923-g24) and 251 (32.9 %) a “large” deletion (16921-q24). 16q
deletion size was tightly linked to advanced tumor stage (p<0.0001), high Gleason
score (p=0.0019) and early PSA recurrence (p=0.0197). Multivariate analysis
including tumor grade (p<0.0001), Gleason score (p<0.0001), pN status (p<0.0001),
resection margin status (p=0.0029) and preoperative PSA level (p=0.0035) revealed
16q deletion size as an independent prognostic feature.

In summary, the results of our study demonstrate that the size of 16qg deletion has a
strong impact on patient prognosis. Therefore, we hypothesize that loss of several
tumor suppressor genes residing at 16q jointly promote prostate cancer progression.
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