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1 Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom stellt mit einer Inzidenz von tber 750.000 im Jahr 2012 die
haufigste Karzinomerkrankung des Mannes in den westlichen Industrielandern dar (1).
Die Diagnose wird bei der Mehrheit der Karzinome mit einem exponentiellen Anstieg ab
einem Alter von 50 Jahren gestellt. Das mittlere Diagnosealter ist 70 Jahre (2). Deshalb
gilt das Prostatakarzinom als eine Erkrankung des &lteren Mannes. Durch verbesserte
diagnostische Methoden, wie beispielsweise dem laborchemischen Nachweis des
Prostata-spezifischen Antigens (PSA) im Serum, zeigte sich eine hohe Pravalenz des
Prostatakarzinoms, da durch den PSA-Nachweis heute vor allem symptomlose Tumoren
entdeckt werden (1, 2). Neben verbesserter diagnostischer Methoden, wird basierend
auf der konstant steigenden Lebenserwartung in der Bevolkerung aul3erdem
gemutmaldt, dass zukiinftig die Pravalenz des Prostatakarzinoms beim Mann weiter
zunimmt (2, 3).

Wegen der hohen Pravalenz des Prostatakarzinoms gilt fur Manner ab dem 45.
Lebensjahr die Empfehlung einer regelmalligen Vorsorgeuntersuchung. Diese
Vorsorgeuntersuchung setzt sich idealerweise aus der Bestimmung des PSA-Wertes
und einer digital rektalen Untersuchung zusammen (DRU) (3). Die Krankenkassen
tragen jedoch lediglich die Kosten fur die DRU (2). Wenn der PSA-Wert 4 ng/ml oder
hoher ist und / oder der Tastbefund aus der digital rektalen Untersuchung aufféllig ist,
erfolgt eine Stanzbiopsie der Prostata (3, 4). Unter Anwendung des Gleason Score wird
das Biopsiepraparat im Hinblick auf die Abweichung der Driisenstruktur von einem
normalen Drisenmuster untersucht, so dass dem Biopsiepraparat schlie3lich ein
bestimmter Gleason Grad zugewiesen wird. Der Gleason Grad von 1 weist auf sehr
geringe Abweichungen hin, wobei ein Gleason Grad von 5 auf eine hohe
Entdifferenzierung der Drusenstruktur hinweist. Aus dem primaren und sekundaren
Gleason Grad entsteht der Gleason Score, wie beispielsweise 4+3 (5). Der Gleason
Score zahlt heute zu den wichtigsten therapieentscheidenden Parametern bei der
Diagnose eines Prostatakarzinoms. Je hoher der Gleason Score ist, desto
wahrscheinlicher ist das Vorliegen eines aggressiven Prostatakarzinoms (6).

Die Mehrheit der Prostatakarzinome ist jedoch Klinisch insignifikant und wirde



unentdeckt nie zu Symptomen fiuhren. Trotzdem gehort das Prostatakarzinom zu den
haufigsten Tumor-bedingten Todesursachen des Mannes (1, 2). Grund daflr ist eine
kleine Gruppe von hoch aggressiven Tumoren, die mit einem schweren
Krankheitsverlauf verknipft sein kbnnen und somit unbedingt therapiert werden muissen.
Aktuell ist der haufigste kurative Therapieansatz die vollstindige operative Entfernung
der Prostata (Prostatektomie) (3). Allerdings ist die Prostatektomie mit vielen
potentiellen Nebenwirkungen verknipft, wie Harninkontinenz und Impotenz (4). Diese
konnen zu einer deutlichen Einschréankung der Lebensqualitat der Patienten fluhren.
Neben der kurativen Therapie ist fur lokalbegrenzte Tumoren mit einem geringen
Aggressivitatspotential auch eine ,Active Surveillance® moglich. Bei diesem
Therapieansatz erfolgt eine engmaschige Beobachtung des Patienten bis zur
Progression des Tumors. Erst dann wird eine invasive kurative Therapie, wie die
Ektomie durchgefihrt (3). Fur diese Therapie sind jedoch nur Tumoren geeignet, deren
Aggressivitatspotential bei der initialen Diagnose als gering eingeschatzt wird (3).

Zur Beurteilung des Progressionsrisikos erfolgt anhand des praoperativen PSA-Wertes,
dem klinischen Tumorstadium (cT), das durch die DRU bestimmt wird, des Gleason
Scores und dem Tumorgehalt in den Gewebestanzen eine Einteilung in drei
Risikogruppen. Fur die ,Active Surveillance® Strategie werden heute nur Tumoren mit
einem geringen Risiko empfohlen (Gleason < 3+3, PSA < 10 ng/ml, cT1-2, Tumor in
max. 2 Stanzen, Volumen < 50%). Bereits bei Tumoren mit einem intermediaren Risiko
wird laut S3-Leitlinie zu einer sofortigen kurativen Therapie geraten (3). Eingestuft als
intermedidres Progressionsrisiko werden allen Tumoren, die auf die Prostata begrenzt
sind (cT2), eine Gleason-Score von 7 und ein PSA-Wert zwischen 10-20 ng/ml haben
(3). Damit umfasst diese Gruppe die Mehrheit aller diagnostizierter Prostatakarzinome.
Es ist allerdings schon lange bekannt, dass Tumoren mit einem Gleason-Score von
3+4=7 und 4+3=7 prognostisch einen komplett unterschiedlichen Verlauf aufweisen
konnen (6). Des weiteren ist es nicht moglich anhand der etablierten préoperativen
prognostischen Parameter (PSA-Wert, Gleason Grad und klinische Tumorstadium), die
Tumoraggressivitat eindeutig zu bestimmen. Aufgrund dessen fallt bei vielen Patienten
mit einem wahrscheinlich nichtaggressiven Tumor die Entscheidung fur eine
Prostatektomie. Das heil3t, um das Risiko der putativen Tumorprogression zu
eliminieren, wird das Risiko einer Ubertherapie in Kauf genommen.

Eine Verbesserung der diagnostischen Methoden ist damit fur Tumoren mit einem
intermediaren Progressionsrisiko von grof3er Bedeutung, denn vor allem in dieser
Gruppe stehen die Patienten vor der schwierigen Entscheidung zwischen einem
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abwartenden Therapieverhalten (,Active Surveillance®) oder einer Prostatektomie (2-4).
Es ist daher nicht erstaunlich, dass sich viele Studien im Bereich der
Prostatakarzinomforschung mit der Verbesserung der diagnostischen Methoden
beschaftigen. Eine aktuelle Studie des Instituts flr Pathologie ergab, dass der Anteil des
Gleason Grades 4 von grol3er Bedeutung ist. Sowohl in der Gruppe der Gleason 3+4 als
auch der Gruppe der Gleason 4+3 Tumoren steigt die Wahrscheinlichkeit eines PSA-
Rezidivs mit einer Erhdhung des prozentualen Anteil des Gleason 4 Musters an. Aus
diesem Grund wurde von der Arbeitsgruppe ein gquantitativer Gleason Score etabliert,
bei dem der prozentuale Anteil des Gleason 4 Musters im pathologischen Befund mit
angegeben wird (7). Neben dem Gleason Score, der einer nicht unbetrachtlichen
Interobservervarianz unterliegt (8), ist eine weitere Mdglichkeit zur Verbesserung der
Diagnostik, die Etablierung von molekularen Prognosemarkern. Deshalb besteht das
primére Ziel der Prostatakarzinomforschung innerhalb der Arbeitsgruppe des Instituts fur
Pathologie darin, molekulare und genetische Verdnderungen beim Prostatakarzinom auf
ihre klinische und tumorbiologische Relevanz hin zu untersuchten. Es besteht die
Hoffnung, dass die Kombination aus histologischen Kriterien (Gleason Score) und
molekularen bzw. genetischen Prognosemarkern zu einer besseren Einschatzung der
Tumoraggressivitat fuhrt und somit fir den Patienten eine genauere Diagnhose und
entsprechend eine adaquate Therapie ermoglicht.

1.2 Genetische Veranderungen beim Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom ist im Hinblick auf genetische Veranderungen vor allem durch
Translokationen und Deletionen charakterisiert. Punktmutationen und Amplifikationen
sind eher eine Seltenheit beim Prostatakarzinom (9-14).

Die TMPRSS2:ERG-Translokation ist die haufigste chromosomale Veranderung beim
Prostatakarzinom und kommt bei circa 50% aller Prostatakarzinome vor (14, 15). Hierbei
kommt es zur Fusion des Androgen-regulierten Gens TMPRSS2 und des Gens ERG,
was auf eine Deletion auf Chromosom 21 zuriickzufuhren ist (16). Charakteristisch ist
das besonders friihe Auftreten der Tumoren mit einer TMPRSS2:ERG-Translokation,
denn diese Tumoren kommen haufig vor dem 50. Lebensjahr vor (14). Trotz einer
Veranderung der Zusammensetzung des Transkriptoms (9, 10) durch die ERG
Expression hat die TMPRSS2:ERG-Fusion fur sich allein genommen keine
prognostische Relevanz (15). Studien konnten allerdings zeigen, dass eine Einteilung
der Prostatakarzinome in die molekulare Untergruppen der ERG-positiven (mit
TMPRSS2:ERG-Fusion) und ERG-negativen (chne TMPRSS2:ERG-Fusion) Karzinome
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generell sinnvoll ist. Viele genetische und molekulare Verdnderungen zeigen eine
Assoziation zum ERG-Status (12, 17-32). Beispielsweise zeigen Deletionen von 10923
(PTEN), 3p13, 16023 und 17p13 (TP53) ein haufigeres Auftreten in ERG-positiven
Tumoren (9, 12, 30, 32, 33). Deletionen von 6q15 und 5921 hingegen zeigen eine klare
Assoziation zu ERG-negativen Tumoren (28, 31, 34).

Ebenfalls haufig beim Prostatakarzinom sind Verluste verschiedener chromosomaler
Regionen. Dazu zahlen zum Beispiel Deletionen auf den Chromosomenarmen 8p, 6q,
5q, 169, 2q, 17p und 12p und den Regionen 3pl3 und 10923 (9, 12, 13). Ein
charakteristisches Merkmal der Mehrheit dieser Deletionen ist, dass sie sowohl grofie
chromosomale Regionen aus mehreren Megabasen eines Chromosoms einnehmen
konnen, aber auch kleine - sogenannte minimal deletierte Regionen - von wenigen
Kilobasen aufweisen (9, 12). Eine Ausnahme stellen Deletionen von 3p13 und 10923
dar. Diese Deletionen umfassen in der Regel nur wenige Kilobasen und dienen daher
der Inaktivierung von einem bzw. wenigen Genen. Bei der 3p13-Deletion handelt es sich
dabei um die bekannten putativen Tumorsuppressorgene FOXP1, SHQ1 und RYBP und
bei der 10g23-Deletion um das bekannte Tumorsuppressorgen PTEN (12, 32, 35, 36).
Bei allen anderen Deletionen gibt es zwar Hinweise auf einzelne tumorrelevante
Zielgene, aber ,das Gen der Deletion® konnte in der Regel nicht identifiziert werden. In
den letzten Jahren kristallisierte sich daher immer mehr die Idee heraus, dass diese
Deletionen der Suppression von mehreren putativ haplo-insuffizienten Genen dienen
(87, 38). Unabhéangig von der Frage nach den Zielgenen der Deletionen wurde die
Mehrzahl der Deletionen bereits innerhalb der Arbeitsgruppe am Institut fiir Pathologie
auf ihre klinische Relevanz hin an einem Kollektiv von bis zu 12.427 Prostatakarzinomen
untersucht. Bemerkenswerterweise konnte fir alle untersuchten Deletionen eine
prognostische Relevanz beim Prostatakarzinom nachgewiesen werden (12, 29-33, 39,
40).

1.3 Die 5g-Deletion beim Prostatakarzinom

Die 5qg-Deletion z&ahlt mit einer Rate von 6-19% in der Literatur zu den h&ufigsten
genetischen Veranderungen des Prostatakarzinoms (9, 12, 13, 28, 35, 41). Eine Re-
Analyse der Daten von Studien die mittels der Array-basierten genomischen
Hybridisierung  (aCGH) die  genomweiten  Kopiezahlveranderungen  beim
Prostatakarzinom untersuchten, zeigen eine fur das Prostatakarzinom typische
Deletions-Architektur der 5g-Deletionen (9, 12, 42, 43). Neben sehr gro3en Deletionen,
die von der Region 5g11 bis 5936 reichen und damit bis zu 130 Megabasen einnehmen
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konnen, gibt es auch kleine minimal deletierte Regionen. Besonders heben sich hier
allerdings zwei Regionen - die 5913 und die 5921 - hervor. Es scheint so, als ob diese
Regionen sowohl gemeinsam in sehr gro3en 5qg-Deletionen verloren gehen kénnen,
aber auch alleine als kleine Deletion in einem Tumor auftreten kénnen (siehe Abbildung
1).

Abbildung 1: Architektur der 5g-Deletion. Dargestellt ist die Re-Analyse publizierter
Array-basierter genomischer Hybridisierungsstudien von Huang et al. (n=86) (42), Taylor
et al. (n=181) (9), Mao et al. (n=77) (43) und Krohn et al. (h=72) (12). Die Re-Analyse
erfolgte mittels FISH Oracle. Jede blaue Linie markiert eine Deletion in einem einzelnen
Tumor.
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Die meisten Untersuchungen zur 5g-Deletion fokussierten sich allerdings auf die 5921
Region, vor allem nachdem das Gen CHD1 als wesentliches Zielgen bzw.
Tumorsuppressorgen der Deletion identifiziert werden konnte (9, 28, 34, 35, 41, 44, 45).
So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die CHDL1 Inaktivierung die Entstehung
der TMPRSS2:ERG Fusion durch Hemmung des Androgenrezeptor (AR)-Signals
verhindert (28). Dies ist auch der Grund daftir, warum die 5q21-Deletion klar den ERG-
negativen Prostatakarzinomen zugeordnet werden konnen (28, 34). Des Weiteren
konnte innerhalb der Arbeitsgruppe am Institut fir Pathologie eine deutliche Assoziation
der 5g21-Deletion mit einem unginstigen Tumorphanotyp, der Wahrscheinlichkeit eines
frihen PSA-Rezidivs und einem ungunstigen klinischen Verlauf gezeigt werden (28, 46).
Welche Bedeutung die 5q13-Deletion alleine oder in Kombination mit der 5g21-Deletion
beim Prostatakarzinom besitzt ist allerdings bis heute vollkommen unklar.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die b5g-Deletion zahlt zu den haufigsten chromosomalen Verlusten beim
Prostatakarzinom. Neben grof3en Deletionen, die fast den kompletten 5g-Arm
einnehmen, existieren zwei kleine sogenannte minimal deletierte Bereiche in den
Regionen 5013 und 5g21. Wahrend die 5g21-Deletion bereits seht gut untersucht ist
und die hohe klinische Relevanz dieser Deletionregion eindeutig geklart ist, ist tber die
Bedeutung der 5ql3-Deletion beim Prostatakarzinom nichts bekannt. Ziel der
vorliegenden Arbeit war daher zu klaren, in welchem Zusammenhang die 5q13-Deletion
alleine oder auch in Ko-Deletion mit der 5g21-Deletion mit den phenotypischen
Merkmalen des Prostatakarzinoms, der Prognose der Patienten und der
TMPRSS2:ERG-Fusion steht. Dazu wurde die 5913 Region mittels Fluoreszenz in-situ
Hybridisierung (FISH) an einem Kollektiv aus Uber 12.000 Prostatakarzinomen im
Gewebemikroarray (TMA)-Format untersucht und mit den Klinisch-pathologischen
Parametern des Prostatakarzinoms, dem Auftreten eines PSA-Rezidivs sowie dem
TMPRSS2:ERG Status (14, 15) und dem 5qg21-Kopiezahlstatus (28, 46) der Tumoren
aus vorherigen Studien korreliert.



2 Material und Methoden
2.1 Gewebekollektiv

Fir die vorliegende Arbeit wurde ein am Institut fur Pathologie hergestellter
Gewebemikroarray (tissue microarry, TMA) verwendet, der jeweils eine Gewebeprobe
aus 12.427 Prostatae enthielt. Alle Ektomiepraparate stammen von Patienten, denen auf
Grund eines Prostatakarzinoms in der Zeit von 1992 bis 2013 in der Martiniklinik oder
der Klinik und Poliklinik fir Urologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf die
Prostata radikal entfernt wurde. Die Ektomiepéarparate wurden aufgearbeitet und in Form
von mehreren Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten Tumor/Gewebeblocken
konserviert. Pro Ektomiepréaparat wurde eine 0,6 mm durchmessende Gewebestanze
aus einem reprasentativen Tumor-enthaltenden Gewebeblock entnommen und in das
TMA-Format Uberfuhrt. Der komplette TMA bestand aus 27 TMA-Bl6cken, welche je 144
bis 522 unterschiedliche Gewebeproben enthielten. Zum TMA gehort eine klinisch-
pathologische Datenbank und eine molekulare Datenbank. Die klinisch-pathologische
Datenbank enthalt Informationen zu den Patienten (z.B. Alter bei OP) und den
Tumorparametern, wie zum Beispiel dem Gleason Grad, Tumorstadium, PSA-Wert und
Klinischen Verlauf gemessen am PSA-Rezidiv (siehe Tabelle 1). Die molekulare
Datenbank enthélt alle Ergebnisse der Arbeitsgruppe zu molekularen und genetischen
Veranderungen die am TMA mittels Immunohistochemie (IHC) oder FISH untersucht
worden (verdffentlicht und nicht veréffentlichte Daten), wie zum Beispiel der ERG-Status
auf Expressionsebene und DNA-Ebene (14, 15) sowie der Kopiezahlstatus der Region
5021 (28, 46).



Tabelle 1: Zusammensetzung des Patientenkollektivs im Gewebemikroarray (tissue

microarray, TMA).

Anzahl der Patienten

Untersuchungskohort

ein TMA

(Anzahl=12427)

Biochemisches
Rezeidiv unter allen

Kategorien

Klinischer Verlauf

Anzahl 11665 (93,9%) 2769 (23,7%)
Mean 48,9 -
Median 36,4 -

Alter (Jahre)

<50 334 (2,7%) 81 (24,3%)
51-59 3061 (24,8%) 705 (23,0%)
60-69 7188 (58,2%) 1610 (22,4%)
270 1761 (14,3%) 370 (21,0%)

Praoperativer PSA (ng/ml)
<4

1585 (12,9%)

242 (15,3%)

4-10 7480 (60,9%) 1355 (18,1%)
10-20 2412 (19,6%) 737 (30,6%)
>20 812 (6,6%) 397 (48,9%)

pT Stadium (AJCC 2002)
pT2

8187 (66,2%)

1095 (13,4%)

pT3a 2660 (21,5%) 817 (30,7%)
pT3b 1465 (11,8%) 796 (54,3%)
pT4 63 (0,5%) 51 (81,0%)

Gleason-Score

<3+3 2848 (22,9%) 234 (8,2%)

3+4 6679 (53,8%) 1240 (18,6%)
3+4 Tert.5 433 (3,5%) 115 (26,6%)
4+3 1210 (9,7%) 576 (47,6%)
4+3 Tert.5 646 (5,2%) 317 (49,1%)
>4+4 596 (4,8%) 348 (58,4%)
pN Status

pNO 6970 (91,0%) 1636 (23,5%)
pN+ 693 (9,0%) 393 (56,7%)
Resektionsrand

Negativ 9990 (81,9%) 1848 (18,5%)
Positiv 2211 (18,1%) 853 (38,6%)

Bitte Beachten: Die Zahlen addieren sich nicht immer bei der Addition der
verschiedenen Kategorien zur Summe 12427, weil in einigen Fallen Daten
fehlen: Abklrzung: AJCC: American Joint Committee on Cancer, pN:
pathologischer Lymphknotenstatus, PSA: Prostata-spezifisches Antigen, pT:
pathologisches Tumorstadium, TMA: Tissue microarray.
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2.2 Reagenzien und kommerzielle Kits

In der folgenden Tabelle 2 sind die in der vorliegenden Arbeit verwendete Reagenzien
und kommerzielle Kits aufgelistet.

Tabelle 2: Verwendete Reagenzien und kommerzielle Kits.

Reagenzien / Kits Firma

20x SSC Abbot, Ludwigshafen

CEP 10 Spectrum Green Abbot, Ludwigshafen
Chloramphenicol Sigma-Aldrich, Minchen
COT Human DNA Roche, Grenzach-Wyhlen
Dextransulfat (Natriumsalz) Roth, Karlsruhe

Ethanol 80% (vergallt) VWR, Darmstadt

Ethanol 96% (vergallt) VWR, Darmstadt

Ethanol Ph Eur (1 Liter) VWR, Darmstadt
Formamid pro analysi Merck, Darmstadt

Orange dUTP (50 nmol, lyophylisiert) Abbot, Ludwigshafen
Immersol Zeiss, Oberkochen
Isopropanol 100% Merck, Darmstadt

LB broth, Miller Sigma-Aldrich, Minchen
Mounting Medium with DAPI (VECTASHIELD) Vector Laboratories

Nick Translations Reagent Kit Abbot, Ludwigshafen
NP-40 Abbot, Ludwigshafen
NucleoBond® BAC 100 Macherey-Nagel, Duren
nukleasefreies Wasser Sigma-Aldrich, Minchen
Orange dUTP (50 nmol, lyophylisiert) Abbot, Ludwigshafen
Pretreatment Reagent 500 ml Abbot, Ludwigshafen
Protease Buffer 500 ml Abbot, Ludwigshafen
Protease | 500 mg Abbot, Ludwigshafen
QIAquick Nucleotide Removal Kit (50) Qiagen, Venlo, Niederlande
Reinigungsbenzin Biesterfeld Chemiedistribution GmbH
Xylol J. T. Baker, Center Valley, USA
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2.3 Materialien und Geréte

In der folgenden Tabelle 3 sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Geréate und
die den normalen Laborbedarf Giberschreitende Materialien aufgelistet.

Tabelle 3: Verwendete Gerate und Materialien

Geridte/Material

Firma

Bunsenbrenner, Hreboy
Concentrator Flus

Deckglaser No. 1 PUXIED IMhm
Fixogum(d

Heizplatte

Heizrihrer BCTbAsic

Inkubator

LabThermometer IPE5LT-101
Lichtmikroskop, [Bxioldnager Al
MS1 [Minishaker
NanodropNDOD00

ph-Meter ZB6[alimatic

Primus

Rotor-A-14

Rotor-A-20
SafetockBeaktionsgefale, @mber
Safe-tockBeaktionsgefaBe, @mber, QL5 |
SafeSeal Beagier gefal b ml auskEP
SafeSeal Beagier gefal 2Iml I
ThermobriteM

Wasserbader

Zentrifuge, Beckmann®-21M/E
Zentrifuge, HofugedB3

Tecnomara, [ Airich, Schweiz

Eppendorf,Hamburg

Marienfeld,Caudabnigshofen

Marabu,Tamm

MEDAXIGMbHIX Qo . KG, Neumdnster
|IKAGILCAbortechnik

GRLIIGesellschaft flir CabortechnikGmbH), Burgwedel

FADostmannGmbHECo. KG, W ertheim-Reicholzheim

Zeiss,[Oberkochen
|KAGIRbortechnik,Xaufen
PeglabBEiotechnologie@mbH, Elangen
Knick[Berlin

ALS, [Bna

Beckmann, Krefeld

Beckmann, Krefeld
Eppendor f (Hamburg)
Eppendorf(Hamburg)

Sarstedt MNUmMbrecht-Rommelsdorf)
Sarstedt INUmbrecht-Rommelsdorf)
Abbot, [Lidwigshafen

GFLIIGesellschaft fir CabortechnikGmbH), Burgwedel
Beckmann, Krefeld

Heraeus Thermo Scientific, Hanau
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2.4 DH10B Escherichia coli (E. coli) Klone

Zur Herstellung der 5qgl13-FISH-Sonde wurden mit BACs (bacterial atrtificial
chromosome) transformierten DH10B E. coli der Firma SourceBioscience (Nottingham,
UK) verwendet. Dazu wurden die Klone RP11-815B01 und RP11-443M17 ausgewahlt
die das Gen CDK7 markieren. In Abbildung 2 ist die Lokalisation der in der vorliegenden
Arbeit verwendeten 5g13-Sonde sowie die Lokalisation der 5g21-Sonde in der
vorherigen 5g-Studie der Arbeitsgruppe (28, 46) dargestellt.

Abbildung 2: Lokalisation der 5q13- und 5921-FISH-Sonde auf dem Chromosom 5.

Chromosom 5
‘NN T TEE T E T

ql3

— N / —

1,00 Mo ———— 100 M
59.20 Wb 98,80 Mb 85,00 A
B <hciasizzz | C022
[ ] 1 ] | | 1
i SNORATE > ANUE-402F >
P4 < CFL1P5 CSHK1AIPA> | <Y _ANA
__NLJ;JI'HBI AGMB-AS1 CTD-2007H13.1
< CTC-351M12.1 CHCHDZPZ2
SNCIPLE = 98,80 Mb 35,00 A

53.20 Mb

2.5 FISH-Sonden-Herstellung

Die Herstellung der 5q13-FISH-Sonde erfolgte anhand eines am Institut fur Pathologie
etablierten und standardisierten Protokolls, welches wie folgt beschrieben im
wesentlichen aus 4 Teilschritten besteht.

Isolierung der Plasmid-DNA aus den DH10B E. coli
e Ansetzen der Vorkultur
o 10 ml LB-Medium, 30 yl Chloramphenicollésung und eine kleine Menge
Bakterien (Zahnstocherspitze)
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o Inkubation der Vorkultur bei 190 rpm und 37 °C fir 8 Stunden
Ansetzen der Hauptkultur
o 250 ml LB-Medium, 750 ul Chloramphenicollésung, 2 ml Vorkultur
o Inkubation der Hauptkultur bei 190 rpm und 37 °C flr 16 Stunden
Herstellung des Bakterienpellets
o Zentrifugieren der Bakterienlésung bei 6.000 rpm und 4 °C fir 15
Minuten
o Uberstand verwerfen
Isolation der Plasmid-DNA mit dem NucleoBond® BAC 100 Kit nach Angabe
des Herstellers (Macherey-Nagel, Duren, Deutschland)
Losen des DNA-Pellet in 150 pl nukleasefreiem Wasser bei 4°C fur 16 Stunden
Bestimmung der DNA-Konzentration mit dem Peglab NanoDrop® ND-1000
UV/Vis-Spektralphotometer (VWR, Radnor, USA).
o Absorption von 1 bei 260nm = DNA-Gehalt von 50 ug/ml

Fluoreszenz-Markierung von Nukleotidstrangen (Nick Translation)
e Hinweis: Licht- und Temperaturempfindlichkeit der Reaktion
e Verdinnung der Plasmid-DNA mit nukleasefreiem Wasser
o Konzentration: 1 ug/ 17,5 pl
e Fluoreszenz-Markierung der DNA mit dem Nick Translation Reagent Kit nach
Angabe des Herstellers (Abbott, lllinois, USA) und dUTP Spectrum Orange
(Abbott, lllinois, USA).

Aufreinigung der Nukleotidstrange (FISH-Sonde)
e Entfernen von unerwinschten Bestandteilen mit dem QIAquick® Nucleotide
Removal Kit nach Angabe des Herstellers (Qiagen, Venlo, Niederlande)
e Aufkonzentrieren der FISH-Sonde
o Reduktion des Volumens in Vakuumzentrifuge bei 45°C fur 20 Minuten

Sondentest
e Hybridisierung der Sonde auf ein Testgewebe
o Siehe Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung Punkt 2.6
e Mikroskopische Beurteilung der Sondenqualitat
o Signalstarke in Tumor- und Bindegewebszellkernen
o Uberlappung der Sondensignale in den Bindegewebszellkernen (max.
zwei Signale pro Zellkern)
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2.6 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die Herstellung der 5q13-FISH-Sonde erfolgte anhand eines am Institut fir Pathologie
etablierten und standardisierten Protokolls, welches wie folgt beschrieben im
wesentlichen aus 4 Teilschritten besteht.

Vorbehandlung des Gewebes
e Entparaffinieren des Gewebes
o 3x fur 10 Minuten in Xylol
o 2x fur 5 Minuten in Ethanol 96 %

Trocknen des Gewebes bei 48 °C fur 3 Minuten

Inkubation des Gewebes in einer Pretreatment-L6sung
o 80 °C fur 15 Minuten
Zweimaliges Waschen des Gewebes
o 1 Minute in dH,O
Inkubation des Gewebes in einer Proteaselésung
o 37 °C fur 150 Minuten
Zweimaliges Waschen des Gewebes
o 1 Minute in dH,0
Dehydrierung des Gewebes mittels aufsteigender Ethanolreihe
o 70 %, 80 % und 96 % fir jeweils 3 Minuten
Trocknen des Gewebes bei 48°C fur 3 Minuten

Hybridisierung der FISH-Sonden

e Herstellung des Hybridisierungsansatzes (Sondentest: halbe Menge)

o 14 pyl Basismix (15,0 ml Formamid, 4,5 ml 20xSSC und 3,0 g
Dextransulfat)

o 2 ul COT-DNA,
o 4 pl orangefluoreszierende 5q13-Sonde
o 0,5 pl grinfluoreszierender Centromer 10-Sonde
o vortexen
o bei 2.500 g fur 10 Sekunden zentrifugieren

e Hybridisierungsansatz auf das Gewebe pipettieren
o 20 ul/TMA-Schnitt
o Deckglaschen auflegen, mit Fixogum fixieren

e Hybridisierung im Hybrite

15



o 72 °C fur 10 Minuten und 37 °C fur 16 bis 18 Stunden

Entfernen tUberschissiger FISH-Sonde / Waschen des Gewebes
e Herstellung des Hybridisierungswaschpuffer
o 100 ml 20xSSC
o 3 mlI NP40
o ad 1000 ml dH,O
o pH=725
Aquilibrierung des Gewebes
o TMAs lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur fir 20-30 Minuten und in den
Hybridisierungswaschpuffer stellen
Entfernen Uberschiussiger FISH-Sonde
o TMAs bei 72 °C flr 2 Minuten in Hybridisierungswaschpuffer stellen

Einmaliges Waschen des Gewebes in dH,0
Trocknen des Gewebes fur 20 Minuten im Dunkeln

Zellkernfarbung
o 1 Tropfen DAPI auf das Gewebe pipettieren
o TMAs mit einem Deckgléschen versehen

e Lagerung der TMAs: - 20 °C

2.7 Mikroskopische Auswertung

Fur die mikroskopische Auswertung der TMAs wurde ein Fluoreszenzmikroskop ,Axio
Imager.A1“ (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit den entsprechenden Filtern
verwendet. Nicht in die Analyse aufgenommen wurden TMA-Spots bei fehlendem
Tumorgewebe, insgesamt fehlendem Gewebe und einer mangelhaften Hybridisierung
(sehr schwache oder keine Signale in Tumor- und Bindegewebszellkernen). Zur
Bestimmung des 5ql13-Kopiezahlstatus wurde ein in der Arbeitsgruppe etablierter
Grenzwert verwendet (32), der im Folgenden kurz beschrieben ist.

e Normal (Beide Allele vorhanden)
o Gleiche Anzahl an 5g-Signalen und Centromer 10-Signalen in nahezu
allen bewertbaren Zellkernen (siehe Abbildung 3a)
e Heterozygote Deletion (Verlust eines Allels)
o Weniger 5g-Signal als Centromer 10-Signal in = 60 % aller
Tumorzellkerne (siehe Abbildung 3b)
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e Homozygote Deletion (Verlust beider Allele)
o Kein 5¢g-Signal in den Tumorzellkernen bei Vorhandensein des 5q13-
Signals in den Bindegewebszellkernen und Centromer 10 Signal in
Tumor- und Bindegewebszellkernen (siehe Abbildung 3c)

Abbildung 3: Exemplarische Darstellung der FISH-Analyse am Beispiel der 5qg21
(CHD1)-Analyse. a) Normaler 5g21-Kopiezahlstatus mit zwei orangen 5g21-Signalen
und 2 griinen Centromer 10 Signalen, b) heterozygote 5g21-Deletion mit einem orangen
5021-Signale und 2 griinen Centromer 10 Signalen und c) homozygote 5q21-Deletion
mit fehlendem 5q21-Signal in den Tumorzellkernen (gruner Pfeil) und zwei orangen
5021-Signalen im Stromazellkern (roter Pfeil) sowie grinen Centromer 10 Signalen in
den Tumor- und Stromazellkernen.

2.8 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurde die Software JMP — Statistical Discovery
Software 9.0.2. (SAS Institute, Cary, NC, USA) verwendet. Der Zusammenhang
zwischen dem 5q13-Kopiezahlstatus und den klinisch-pathologischen Parametern sowie
dem ERG-Status und dem 5q21-Kopiezahlstatus wurde mit dem Chi-Quadrat-Test
untersucht. Der Einfluss der 5q13-Deletion auf den klinischen Verlauf im Bezug auf das
PSA-Rezidiv freie Uberleben wurde mit der Kaplan-Meyer-Analyse und einem LogRank-
Test univariat getestet. Um zu prifen, ob der Zusammenhang mit dem PSA-Rezidiv
unabhéangig von den etablierten pra- und postoperativen Prognoseparametern vorliegt
wurde eine Cox-Proportional-Hazard-Analyse in vier verschiedenen Szenarien
durchgefiihrt. Diese Szenarien sollten die unterschiedlichen klinischen Situationen
darstellen. Das erste Szenario enthielt neben dem 5qg-Kopiezahlstatus den
praoperativen PSA-Wert, das pathologische Tumorstadium, den Gleason Score im
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Ektomiepréaparat, den Status der Lymphknoten und des Resektionsrandes. Also alle
Parameter die erst nach der Ektomie, mit Ausnahme des PSA-Wertes, erhoben werden
konnen. Da der Lymphknotenstatus nur fur einen Teil der Patienten erhoben wurde,
wurde ein zweites Szenario durchgefuhrt, in dem dieser nicht berticksichtig wurde.
Grund war die Erhéhung der Fallzahl. Das dritte Szenario ist ein kinstliches Konstrukt,
dass in der Klinik in der Regel nicht vorkommt. Es war zusammengesetzt aus dem
praoperativen PSA-Wert, dem Gleason Score in der Ektomie und dem Klinischen
Tumorstadium. Das vierte Szenario bildet die praoperative Situation ab in der lediglich
der praoperative PSA-Wert, das klinische Tumorstadium und der Gleason Score der
Biopsiepraparate zur Beurteilung des Tumors vorhanden sind. In allen Analysen wurde
das Signifikanzniveau auf < 0,05 festgelegt.

3 Ergebnisse
3.1 Auswertbarkeit der FISH-Analyse

Insgesamt konnte der 5q13-Kopiezahlstatus fur 6.866 (56,1%) der 12.274 untersuchten
Prostatakarzinome bestimmt werden. Die verbleibenden 5.381 (43,9%) TMA-Spots
konnten auf Grund von fehlendem Gewebe, einer zu geringen Menge an eindeutigen
Tumorzellen oder einer unzureichenden Hybridisierung nicht analysiert werden. In der
Re-Analyse der 5q21-FISH-Daten (28, 46) war fur 7.932 (64,6%) der 12.274
untersuchten Tumoren ein 5g21-Kopiezahlstatus vorhanden. Die restlichen 4.342
(35,4%) der Gewebespots konnten aus den oben genannten Grinden nicht in den
vorherigen Studien bewertet werden.

3.2 Haufigkeit der 5q13- und 5g21-Deletion

Durch die FISH-Analyse der 5ql3-Region konnte fir 926 (13,5%) der 6.688
analysierbaren Prostatakarzinome eine heterozygote Deletion nachgewiesen werden.
Homozygote 5q13-Deletionen wurden nicht gefunden (siehe Abbildung 4). In der 5g21-
Region zeigten 793 (10,0%) der 7.932 auswertbaren Tumoren eine heterozygote 5921-
Deletion und 198 (2,5%) der 7.932 Tumoren eine homozygote 5g21-Deletion.

Abbildung 4: Exemplarische Darstellung der 5913-FISH-Analyse. a) Normaler 5q13-
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Kopiezahlstatus mit zwei orangen 5g13-Signalen und zwei grinen Centromer 10
Signalen und b) heterozygote 5q13-Deletion mit einem orangen 5q13-Signal und zwei
granen Centromer 10 Signalen.

3.3 Assoziation der 5q13- und 5g21-Deletion mit dem Tumorph&anotyp
des Prostatakarzinoms

Um zu prifen, ob die 5ql3-Deletion bzw. 5qg21-Deletion mit einem bestimmten
Tumorphéanotyp des Prostatakarzinoms assoziiert ist, wurde der 5q-Kopiezahlstatus
mittels Chi-Quadrat-Test mit den klinisch-pathologischen Parametern (Gleason Score,
Tumorstadium, Lymphknotenstatus, Status des Resektionsrandes und praoperativen
PSA-Wert) korreliert. Die Analysen wurden in allen Tumoren und in den Untergruppen
der ERG-positiven und ERG-negativen Prostatakarzinome durchgeftihrt. Fur die
Untersuchung der 5g21-Region wurde ein bereits bestehender Datensatz aus der
molekularen Datenbank des Instituts fur Pathologie verwendet (28, 46). Sowohl die
5g13-Deletion als auch die 5g21-Deletion waren unabhangig vom ERG-Status
signifikant mit einem ungunstigen Phanotyp assoziiert. Der Anteil der 5q13-deletierten
Tumoren stieg mit dem Tumorstadium (p<0,0001), dem Gleason Score (p<0,0001) und
einer Lymphknotenmetastasierung (p<0,0001) an. Diese Assoziation zeigte sich auch in
den ERG-negativen (p<0,005) und ERG-positiven Prostatakarzinomen (p<0,003). Das
Vorkommen der 5g21l1-Deletion war signifikant mit einem fortgeschrittenen
Tumorstadium (p=0,0039) und einem hohen Gleason Score (p<0,0001) bei der Analyse
aller Tumoren und in der Gruppe der ERG-negativen (p<0,06) und ERG-negativen
(p<0,0001) assoziiert. Alle Ergebnisse sind in Tabelle 4 und 5 dargestellt.

Tabelle 4: Assoziation der 5g13-Deletion mit den klinisch-pathologischen Parametern in
allen Prostatatumoren, in der Gruppe der ERG-positiven und der ERG-negativen

Tumoren.
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Alle Karzinome ERG-negative Karzinome ERG-positive Karzinome

5q13 5q13 5q13
Anzahl deletion p value Anzahl deletion p-wert Anzahl deletion p-wert
(Anzahl) (Anzahl) (n)
6866 926 3453 514 3002 367
Tumorstadium
pT2 4312 489 <0.0001 2298 288 <0.0001 1735 175 0.0002
pT3a 1561 239 679 117 808 114
pT3b 967 193 443 101 426 74
Gleason-Score
<3+3 1494 111 <0.0001 782 58 <0.0001 638 45 <0.0001
3+4 3663 487 1873 259 1748 204
3+4 Tert. 5 235
4+3 733 238 584 141 474 89
4+3 Tert. 5 381
24+4 352 83 197 51 125 27
Lymphknotenstatus
NO 3914 560 <0.0001 1967 315 0.0047 1723 223 0.0024
N+ 425 97 193 47 209 44
PSA Level (ng/pl)
<4 827 114 0.0834 359 55 0.6201 401 52 0.1846
4-10 4045 513 2027 289 1781 200
10-20 1398 212 759 123 568 80
>20 511 77 272 42 210 31
Resektionsrand
negativ 5412 711 0.3012 2743 401 0.4769 2330 275 0.5258
positiv 1329 189 655 103 612 78

Abkurzung:Bbkirzung:ERG:ETS-related®ene,MN:ELymphknotenstatus,PSA:Prostata-spezifischesBntigen,BT:Bathologischesfrlumorstadium,-wert:Bignifikanzwert

Tabelle 5: Assoziation der 5g21-Deletion mit den klinisch-pathologischen Parametern in
allen Prostatatumoren, in der Gruppe der ERG-positiven und der ERG-negativen
Tumoren.

Alle Karzinome ERG-negative Karzinome ERG-positive Kazinome
n 5¢21 deletion (%) p-wert n 5021 deletion (%) p-wert n 5¢21 deletion (%) p-wert

7932 10,0% 3793 16,2% 3332 4,1%
Tumorstadium
pT2 5054 9,0% 0,0039 2540 15,2% 0,0564 1936 2,6% <0,0001
pT3a 1778 11,2% 746 19,0% 897 5,1%
pT3b 1022 12,1% 473 17,6% 467 7,7%
pT4 45 13,3% 21 9,5% 17 11,8%
Gleason-Score
<3+3 1814 5,3% <0,0001 827 9,4% <0,0001 690 1,7% <0,0001
3+4 4441 9,1% 2078 15,2% 1981 3,6%
4+3 1231 17,5% 639 25,7% 507 8,1%
24+4 402 16,7% 230 23,0% 135 7,4%
Lymphknotenstatus
NO 4463 11,4% 0,8570 2170 18,3% 0,4985 1909 4,8% 0,3959
N+ 493 11,1% 225 16,4% 230 6,1%
PSA Level (ng/pl)
<4 981 8,6% 0,0970 404 15,4% 0,7682 459 4,1% 0,9253
4-10 4715 9,7% 2234 16,0% 1996 4,2%
10-20 1607 11,5% 844 17,3% 616 4,1%
>20 536 10,1% 279 15,4% 217 3,2%
Resektionsrand
negativ 6278 9,9% 0,8039 3023 16,3% 0,7138 2593 4,0% 0,9934
positiv 1509 10,1% 705 15,7% 672 4,0%

Abkiirzung@ERG:ETS-related@ene,PSA:Prostata-spezifisches,@Antigen,BT:Bathologischesfrlumorstadium,@-wert:Bignifikanzwert

3.4 Assoziation der 5q13- und 5g21-Deletion mit der Prognose des
Patienten

Um zu prifen, ob die 5q13-Deletion bzw. 5g21-Deletion mit der Prognose der Patienten
in Zusammenhang stehen, wurde der klinische Verlauf (Auftreten eines PSA-Rezidivs)
mit dem 5qg-Kopiezahlstatus in einer Kaplan-Meyer-Analyse verglichen und zur
Festlegung einer statistischen Signifikanz ein Log-Rank-Test durchgefuihrt. Die Analysen
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wurden in allen Tumoren und in den Untergruppen der ERG-positiven und ERG-
negativen Prostatakarzinome durchgefuhrt. Fur die Untersuchung der 5g21-Region
wurde ein bereits bestehender Datensatz aus der molekularen Datenbank des Instituts
fur Pathologie verwendet (28, 46). Bei der Analyse aller Tumoren war sowohl der Verlust
im Bereich 5913 als auch 5921 mit einer ungunstigen Prognose fiir den Patienten
assoziiert. Die Auswirkungen der beiden Deletionen auf die Wahrscheinlichkeit eines
PSA-Rezidivs waren dabei sehr &hnlich. Nach Entnahme der Prostata erlitten circa 40%
der Patienten mit 5q13-deletierten Tumoren und circa 30% der Patienten mit 5q13-
normalen Tumoren ein PSA-Rezidiv (p<0,0001). Bei der Analyse der 5g21-Deletion
hatten circa 45% der Patienten mit 5g21-deletieren Karzinomen und circa 30% der
Patienten mit 5g21-normalen Tumoren ein biochemisches Rezidiv (p<0,0001). Der
Zusammenhang mit einer ungunstigen Prognose zeigte sich fir die 5q13-Deletion
ebenfalls in der Untergruppe der ERG-negativen (p<0,0001) und ERG-positiven
Prostatakarzinome (p=0,0025), wahrend die 5g21-Deletion nur in der Untergruppe der
ERG-negativen Tumoren eine prognostische Relevanz aufwies (p<0,0001). Alle
Ergebnisse sind in Abbildung 5 und 6 dargestellt.

Abbildung 5. Assoziation der 5q13-Deletion mit dem Auftreten eines PSA-Rezidivs in a)

allen Prostatatumoren (n=6.265), b) ERG-negativen Prostatatumoren (n=3.144) und c)
ERG-positiven Prostatatumoren (n=2.749).
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Abbildung 6: Assoziation der 5g21-Deletion mit dem Auftreten eines PSA-Rezidivs in a)
allen Prostatatumoren (n=7.187), b) ERG-negativen Prostatatumoren (n=3.437) und c)
ERG-positiven Prostatatumoren (n=3.010).
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3.5 Architektur der 5g-Deletion

Um zu prifen, wie haufig die 5g-Deletion vom 5q13 bis 5g21-Lokus reicht bzw. isolierte
5g13- und 5g21-Deletionen vorkommen, wurden die eigenen 5q13-FISH-Daten mit den
5g21-Daten aus der vorherigen Studie der Arbeitsgruppe (28, 46) kombiniert. Ein 5g-
Kopiezahlstatus in beiden Regionen war fir 5.510 Prostatakarzinome vorhanden von
denen 1.137 (20,6%) eine 5g-Deletion in mindestens einer der beiden Regionen
aufwiesen. Innerhalb der 5g-deletierten Tumoren hatten 562 (49,4%) nur in der Region
5013 eine Deletion (5q13-Deletion), 364 (32,0%) der Karzinome waren nur in im Bereich
5021 deletiert (5q21-Deletion) und 211 (18,6%) der Tumoren hatten sowohl eine 5q13-
Deletion als auch 5g21-Deletion (5913/5g21-Ko-Deletion). Die Analyse zeigt damit, dass
sich die 5qg-Deletion in 81,4% der 5g-deletierten Karzinomen auf eine der beiden
analysierten 5g-Regionen beschrankt, wahrend nur 18,6% der 5q-deletierten Tumoren
eine grofRe Deletion von der chromosomalen Bande q13 bis g21 aufweist.
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3.6 Assoziation der 5g-Deletion mit dem TMPRSS2:ERG-Status

Um zu prifen, in welchem Zusammenhang der 5g-Kopiezahlstatus mit dem Auftreten
oder Fehlen der TMPRSS2:ERG Fusion steht, wurden die Ergebnisse zum 5qg-Status in
einem Chi-Quadrat-Test mit dem ERG-Expressionsstatus (IHC) und ERG-Genstatus
(FISH) aus einer vorherigen Studie der Arbeitsgruppe verglichen (14, 15). In den ersten
beiden Analysen wurde die 5ql13- und 5g21-Deletion separat — also ohne
Berlicksichtigung von putativen Ko-Deletionen - analysiert. Die Analysen zeigten, dass
sowohl die 5qg13-Deletion als auch die 5qg21-Deletion mit dem Fehlen der
TMPRSS2:ERG Fusion, unabhangig von der Analysemethode (IHC oder FISH),
assoziiert ist (siehe Abbildung 7a-b). Allerdings war der Zusammenhang zwischen der
5921-Deletion und einem ERG-negativen Tumorphanotyp wesentlich ausgepréagter
(p<0,0001 fur FISH und IHC) als zwischen der 5g13-Deletion und einem ERG-negativen
Status (p=0,0018 fur IHC und p=0,0026 fur FISH). Zum Beispiel konnte eine 5g13-
Deletion in 514 (14,9%) der 3453 immunohistochemisch ERG-negativen Karzinome und
in 367 (12,2%) der 3002 immunohistochemisch ERG-positiven Tumoren nachgewiesen
werden. Eine 5g21-Deletion kam hingegen fast viermal so haufig in den ERG-negativen
(616/3793; 16,2%) wie den ERG-positiven (136/3232; 4,1%) vor.

Um zu prifen welchen Einfluss die Ko-Deletion beider Region auf die marginale
Assoziation der 5q13-Deletion mit den ERG-negativen Tumoren besitzt, wurde in einer
weiteren Analyse der 5q13/5921-Ko-Deletionsstatus beriicksichtig. Dazu wurden die
Tumoren in vier Gruppen eingeteilt: 1. Keine 5913- und 5qg21-Deletion, 2. 5q13-Deletion
(5921 ist normal), 3. 5g21-Deletion (5913 ist normal) und 4. 5913/5921-Ko-Deletion. In
dieser Analyse konnte klar gezeigt werden, dass der geringe Zusammenhang der 5913-
Deletion mit dem Fehlen der TMPRSS2:ERG-Fusion durch die starke Assoziation der
5021-Deletion mit einem ERG-negativen Tumorphanotyp bedingt war (siehe Abbildung
7c). Die 5q13-Deletion konnte in 256 (9,1%) der 2801 ERG-negativen und 287 (11,5%)
der 2486 ERG-positiven Karzinomen nachgewiesen werden, wahrend die 5g21-Deletion
in 280 (10,0%) der 2801 ERG-negativen und nur 73 (2,9%) der 2486 ERG-positiven
Prostatakarzinome gefunden wurde. Vergleichbar mit der 5g21-Deletion war die
5g13/5q21-Ko-Deletion in 177 (6,3%) der 2801 ERG-negativen und nur in 30 (1,2%) der
2486 ERG-positiven Tumoren vorhanden (p<0,0001). Alle Ergebnisse sind in Abbildung
7 dargestellt.
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Abbildung 7: Assoziation der 5g-Deletion mit der TMPRSS2:ERG-Fusion.

a) Assoziationen der 5ql13-Deletion mit TMPRSS2:ERG-Fusion, b) Assoziationen der
5g21-Deletion mit der TMPRSS2:ERG-Fusion und c) Assoziation der isolierten 5q13-
bzw. 5921-Deletion und der 5913/5921 Ko-Deletion mit der TMPRSS2:ERG-Fusion. Der
Status der TMPRSS2:ERG-Fusion wurde mittels Immunohistochemie (IHC) und
Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH) ermittelt.
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3.7 Prognostische Relevanz der 5q13/5q21-Ko-Deletion beim
Prostatakarzinom

Um zu prifen, ob die seltenen 5q13/5921-Ko-Deletionen eine zwar kleine aber putativ
prognostisch hoch-relevante Gruppe der Prostatakarzinome charakterisieren kénnte,
wurde der 50q13/5g21-Ko-Deletionsstatus mit dem klinischen Verlauf in einer Kaplan-
Meyer-Kurve und einem Log-Rank-Test assoziiert. Diese Analyse wurde sowohl in allen
Tumoren als auch den Untergruppen der ERG-negativen und ERG-positiven
Karzinomen durchgefuhrt. In der Analyse aller Tumoren hatten Patienten mit 5q13/5921-
ko-deletierten Tumoren die deutlich ungtnstigste Prognose. Die Wahrscheinlichkeit
eines PSA-Rezidivs war bei Vorliegen einer 5913/5g21-Ko-Deletion wesentlich hdher als
bei einer Beschréankung der Deletion auf die Region 5q13 (p=0,0080) oder 5g21
(p=0,0081). Die beste Prognose hatten die Patienten, deren Tumoren weder eine 5gq13-
Deletion noch eine 5g21-Deletion hatten (siehe Abbildung 8a). In der Untergruppe der
ERG-negativen Tumoren war ebenfalls die 5q13/5q21-Ko-Deletion mit der deutlich
schlechtesten Prognose fir den Patienten assoziiert (p<0,009). In der Untergruppe der
ERG-positiven Karzinome war der klinische Verlauf der 5q13/5g21-ko-deletierten
Karzinome allerdings vergleichbar mit dem der 5ql13- oder 5g21l-deletierten
Prostatakarzinome (p=0,5). Alle Ergebnisse sind in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Assoziation der 5q13/5921 Ko-Deletion mit dem Auftreten eines PSA-
Rezidivs in a) allen Prostatatumoren (n=5.034), b) ERG-negativen Prostatatumoren
(n=2.555) und c) ERG-positiven Prostatatumoren (n=2.273).
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Um zu prifen, ob die 5g-Deletion (Region 5q13 und/oder 5g21) unabhéngig von den
pra- und postoperativen Prognoseparametern des Prostatakarzinoms mit dem Auftreten
eines PSA-Rezidivs assoziiert ist wurde eine Cox-Proportional-Hazard-Analyse
durchgefiihrt. Dazu wurden vier Szenarien aufgestellt, die zum einen die praoperative
und zum anderen die postoperative Situation in der Klinik darstellen.

Szenario 1 bildet die postoperative Situation ab und beinhaltet neben dem 5q-
Kopiezahlstatus (5913 und/oder 5g21) und dem praoperativer PSA-Wert das
pathologische Tumorstadium, den pathologischen Lymphknotenstatus, den Status des
Resektionsrandes und den Gleason Score des Tumors im Ektomieprdparat. Diese
Parameter sind im Moment die besten und ,hartesten” Prognoseparameter beim
Prostatakarziom, da sie am gesamten Tumor ermittelt werden und somit die besten
Voraussetzungen zur Einschatzung des Aggressionspotentials des Tumors gegeben
sind.
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Szenario 2 bildet wie das Szenario 1 die postoperative Situation ab. Hier sind alle
Parameter aus dem Szenario 1 enthalten mit Ausnahme des Lymphknotenstatus. Grund
dafur ist, dass bei dem verwendeten Patientenkollektiv nicht immer die Lymphknoten bei
der radikalen Ektomie entfernt wurden. Der Ausschluss dieses Parameters erhoht somit
die Fallzahl.

Szenario 3 schliet neben dem 5q-Kopiezahlstatus (5913 und/oder 5qg21) den
praoperativen PSA-Wert, das klinische Tumorstadium und den Gleason Score des
Tumors im Ektomiepraparat ein. Dieses Szenario soll keine klinische Situation wieder
spiegeln. Hier wurde Anstelle des pathologischen Tumorstadiums das weniger
aussagekraftige klinische Tumorstadium gewabhlt.

Szenario 4 soll die klinische Situation vor der Therapie — also bei Diagnose des
Karzinoms - wiederspiegeln. Es beinhaltet den neben dem 5q-Kopiezahlstatus (5913
und/oder 5921) den praoperativen PSA-Wert, das klinische Tumorstadium und den
Gleason Score des Tumors im Biopsiepraparat. Unter Verwendung dieser Parameter
kann eine gute Einschatzung des Progressionsrisikos erfolgen. Allerdings ist die
tatsdchliche Tumoraggressivitat dadurch nur schwierig bis gar nicht nachweisbar.

Bei der Analyse aller Prostatakarzinome war die prognostische Aussagekraft der 5q-
Deletion sowohl in der separaten Analyse der 5q13-Deletion (p=0,0018), der separaten
Analyse der 5g21-Deletion (p=0,0007) als auch in der zusammengefassten Analyse
beider Datensatze (5913/5921-Ko-Deletion, p=0,0013) unabhé&ngig von den
praoperativen Prognoseparametern (Szenario 4) vorhanden. In den Szenarien 1-3
konnte in keiner der Analysen ein signifikanter Wert fur die 5g-Deletion ermittelt werden.
In der Untergruppenanalyse der ERG-negativen und ERG-positiven Karzinome zeigte
sich das die 5g21-Deletion alleine als auch in Ko-Deletion mit der 5q13-Deletion in der
Gruppe der ERG-negativen Karzinome unabhangig von den pra- und postoperativen
Prognoseparametern mit dem Auftreten des PSA-Rezidivs assoziiert ist. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Assoziation der 5q13- und 5g21-Deletion alleine sowie als Ko-Deletion mit
dem Auftreten eines PSA-Rezidivs in Abhangigkeit von den pra- und postoperativen
Prognoseparametern des Prostatakarzinoms in allen Tumoren, den ERG-negativen
Karzinomen und den ERG-positiven Karzinomen.
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ni@

P-Wert

Tumoren Scenario auswertbar praop.@PSA- pTad cTd GleasonBcorel GleasonScorel pNE R-Status  5ql3@eletionZ 5q21Deletion? 5q13/5q21E
Wert Ektomie Biopsie alleine alleine Ko-Deletion
1 3842 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0354 0,5416 0,2157 0,5448
alle@ 2 6102 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,3617 0,0414 0,1039
Tumoren 3 5995 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,1563 0,0656 0,2181
4 5907 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0018 0,0007 0,0013
ERG- 1 1914 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0531 0,4294 0,0190 0,0455
negatives 2 3069 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0020 0,1738 0,0008 0,0013
Tumoren 3 3030 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0603 0,0156 0,0417
4 2989 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0041 0,0004 0,0011
ERG- 1 1715 0,0005 <0,0001 <0,0001 0,0254 0,6835 0,5438 0,0384 0,0673
positivel 2 2673 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0672 0,4930 0,0456 0,0743
Tumoren 3 2608 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,9486 0,3125 0,6255
4 2566 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,2649 0,8623 0,8369
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu priufen, welche klinische Relevanz die 5913-
Region beim Prostatakarzinom besitzt und in welchen Zusammenhang sie mit der
bereits gut untersuchten 5qg21-Deletionsregion beim Prostatakarzinom steht. Dazu
wurde der 5q13-Kopiezahlstatus mittels FISH an mehr als 12.000 Prostatakarzinomen
untersucht und mit den klinisch-pathologischen Parametern des Prostatakarzinoms,
dem Kklinischen Verlauf gemessen am PSA-Rezidiv, dem TMPRSS2:ERG-Status und
der 5g21-Deletion verglichen.

Die erfolgreiche FISH-Analyse von mehr als 6,800 Prostatakarzinomen zeigte eine
5g13-Deletion in 13.5% der Tumoren. In einer vorherigen Analyse der 5g21-Region
innerhalb der Arbeitsgruppe konnte ebenfalls mittels FISH am gleichen Tumorkollektiv
eine 5g21-Deletion in 10% der analysierbaren Tumoren gefunden werden (28, 46). Die
Ergebnisse befinden sich im Bereich der Resultate von Studien, die die Methode der
Array-basierten komparativen genomischen Hybridisierung (aCGH) oder die Methode
der SNP Array Analyse zur genomweiten Untersuchung von Kopiezahlverdnderungen
beim Prostatakarzinom nutzten. Diese Untersuchungen enthielten zwischen 136 und
181 primare Prostatakarzinome und konnten in 6%-19% eine 5g13- bzw. 5g21-Deletion
finden (www.cbioportal.org (9, 35, 41)). Es muss jedoch darauf hingewiesen werden,
dass die FISH als die praziseste Methode fir die Bestimmung von
Kopienzahlveranderungen ist und daher haufig als Goldstandard fir diese Analysen
gesehen wird. Grund dafur ist, dass die FISH die Analyse auf der Ebene einer einzelnen
Zelle direkt im Gewebe erlaubt, wahrend die aCGH, CGH oder SNP an aus dem
Gewebe isolierter DNA durchgefuhrt wird. Die FISH ist damit im Gegensatz zu den
anderen Methoden ohne Beeintrachtigung durch kontaminierte nicht neoplastische
Zellen, die zwangslaufig auch im Tumorgewebe vorhanden sind, durchfuhrbar. Zu
beachten ist bei der FISH - wie auch bei allen anderen Methoden - das ein stringenter
Grenzwert zur Definition einer Deletion verwendet wird. Gerade die
Deletionsbestimmung kann auf Grund von Schnittartefakten, schnell zu falsch positiven
Ergebnisse fuhren. Der in der Arbeit verwendete Grenzwert zur Definition von
heterozygoten und homozygoten 5q-Deletionen wurde innerhalb der Arbeitsgruppe
durch eine Vergleichsanalyse bestimmt, in der die PTEN-Deletion mittels FISH und
aCGH bestimmt wurde. Diese Studie zeigte eine 100%ige Ubereinstimmung in den
Ergebnissen beider Analysen, wenn mindestens 60% der Tumorzellkerne weniger
PTEN-Signal als Centromer 10 Signal zeigten [4]. Dieser Grenzwert wurde zudem
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bereits erfolgreich zur Analyse von anderen Deletionenregionen am Prognose-TMA der
Arbeitsgruppe verwendet (12, 28, 30-33, 39).

Von der Arbeitsgruppe konnte bereits bei der Untersuchung des gleichen
Tumorkollektivs gezeigt werden, dass die 5g21-Deletion mit einem unginstigen
Tumorphénotyp und einer schlechten Prognose fiir den Patienten beim
Prostatakarzinom assoziiert ist. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die
5g13-Deletion ebenfalls mit schlechten phéanotypischen und prognostischen
Eigenschaften eines Prostatakarzinoms in Zusammenhang steht. Dazu zahlen ein
fortgeschrittenes Tumorstadium, ein hoher Gleason Score, das Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen sowie das Auftreten eines PSA-Rezidivs. Diese Ergebnisse
sind charakteristisch fir das Auftreten von chromosomalen Verlusten beim
Prostatakarzinom. Durch die FISH-Analyse unterschiedlicher Deletionsregionen am
gleichen Tumorkollektiv konnte die Arbeitsgruppe bereits eine prognostische Relevanz
fur die Deletionsregionen PTEN (32), 3p13(12), 5921 (28), 6915 (31), 8p21 (40), 12p13
(39), 160923 (33) und 18924 (29) zeigen.

Die meisten Untersuchungen der 5g-Deletion fokussierten sich auf die Region 5921, die
das CHD1 Tumorsuppressorgen enthalt (9, 28, 34, 44, 45). Um ein besseres
Verstandnis Uber die Beziehung zwischen der 5913 und 521 Deletionsregion zu
erlangen, wurden die Daten aus der vorherigen 5921 FISH-Analyse (28) mit der
gegenwartigen Untersuchung der 5913-Region zusammengefasst. Die Tatsache, dass
uber 80% der 5qg-Deletionen entweder eine isolierte 5q13- oder 5g21-Deletion
enthielten, weist stark darauf hin, dass diese Veranderungen typischerweise unabhangig
voneinander auftreten. Dieses Ergebnis wirft die Frage auf, ob Tumoren mit einer 5q13-
und 5g21-Deletion biologisch unterschiedliche Untergruppen der Prostatakarzinome
darstellen. Die grof3e Anzahl der Karzinome, die auf molekularer Basis im Rahmen
dieser Untersuchung charakterisiert wurden, ermdglichte vergleichende und kombinierte
Analysen mit anderen genomischen Veranderungen. Die wohl wichtigste Veranderung
zur Untersuchung von molekularen Untergruppen stellt die TMPRSS2:ERG Fusion dar.
Dabei handelt es sich mit einer Rate von circa 50% um die haufigste genomische
Veranderung beim Prostatakarzinom und die einzige bisher identifizierte Translokation
die rekurrent zur Expression eines Genes fuhrt (15). Die TMPRSS2:ERG Fusion
entsteht durch eine circa 3 Megabasen grol3e Deletion auf Chromosom 21 zwischen den
Genen TMPRSS2 und ERG. Bedingt durch die Translokation kommt es zur Fusion des
Promotors der androgenregulierten Serinportease TMPSS2 und der kodierenden
Region des Transkriptionsfaktors ERG. Folge ist die androgeninduzierte ERG-
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Expression in den betroffenen Tumorzellen (16). Diese Fusion ist prognostisch zwar
nicht relevant (15), fuhrt aber zu einer Deregulation von mehr als 1.600 Genen und
damit zur Verdnderung des Transkriptoms (9, 10). In der vorherigen Studie konnte
bereits gezeigt werden, dass die 5g21-Deletion - ohne Berticksichtigung von eventuellen
5013-Ko-Deletionen - eine deutliche Assoziation zur Gruppe der ERG-negativen
Tumoren bestimmt (28). In der vorliegenden Arbeit konnte nun nachgewiesen werden,
dass die kleine von 5013 isolierte 5g21-Deletion ebenfalls mit einem ERG-negativen
Karzinomphanotyp assoziiert ist. Diese Ergebnis war nicht erstaunlich, da bereits
innerhalb der Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, dass die Inaktivierung des CHD1
Tumorsuppressorgenes in der 5921-Region die Bildung der TMPRSS2:ERG Fusion
durch eine Hemmung des Androgenrezeptor (AR) Signals verhindert (28). Dass diese
Assoziation ebenfalls fir grol3e Deletionen, mit eingeschlossen Deletionen des 5q13
Lokus - aber nicht fur kleine Deletionen am 5913 -, gefunden wurde, bekréaftigt die
Rolle der CHD1 Inaktivierung bei der "Préavention” der TMRSS2-ERG Fusion. Die
Identifizierung einer identischen Fraktion der kleinen von 5qg21 isolierten 5q13-
Deletionen in ERG-negativen (11%) und ERG-positiven (12%) Karzinomen weist sehr
stark darauf hin, dass die Funktion des/der vermeintlichen 5q13 Tumorsuppressorgen
(e) vollkommen unabhéngig von der ERG Aktivierung ist. Innerhalb der Arbeitsgruppe
konnte bereits weitere ERG unabhangige Deletionen identifiziert werden. Dazu z&hlen
Verluste von 8p (40), 12p (39), und 13g. Zu beachten ist dabei, dass chromosomale
Verluste von 8p und 13q nicht spezifisch fur das Prostatakarzinom sind, sondern haufige
genetische Veranderungen in anderen soliden Tumoren wie die der Leber, Brust, des
Kolons, der Lunge und der Blase reprasentieren (47). Dies durfte auch auf 5g13-
Deletionen zutreffen. Zum Beispiel wurden 5q13-Deletionen ebenfalls bei Karzinomen
des Kolons (48), der Lunge (49), des Ovars (36), des Magens (50), des Pankreas (51)
und der Harnblase (52) gefunden. In diesen Untersuchungen vorgeschlagene putative
Tumorsuppressorgene fur diese Region sind beispielsweise OCLN und RAD17 im
Kolonkarzinom (48) und NSA2 (53) bei Leukamie.

Um den klinischen Wert der 5q Analyse Uber die univariate Kaplan-Meyer-Analyse
hinaus zu bewerten, wurden mehrere multivariate Analysen durchgefiihrt, in denen die
etablierten prognostischen Parameter, die zum Zeitpunkt der initialen Prostatabiopsie
und/oder nach der radikalen Protatektomie verfligbar sind, eingeschlossen wurden.
Diese Untersuchungen zeigten, dass die 5q13- und 5g21-Deletion (alleine oder in
Kombination) unabh&ngig von den préoperativen prognostischen Parametern (Gleason
Score in der Biopsie, klinische Tumorstadium, praoperativer PSA-Wert) mit dem
Auftreten eines PSA-Rezidvs assoziiert ist. Damit ist der Nachweis einer 5g-Deletion
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potentiell fir diagnostische Testverfahren an Prostatakarzinombiopsien geeignet, also
zum wichtigsten Zeitpunkt der Erkrankung, wenn Therapieentscheidungen von aktiver
Uberwachung bis zur radikalen Prostatektomie noch méglich sind. Zudem ist die FISH-
Analyse eine sehr gut geeignete Methode fur die Durchfuhrung von diagnostischen
Tests, da sie eine klare ja/nein Antwort liefert. Das heil3t, der behandelnde Arzt muss
nicht Gber die Aussagekraft von verschiedenen Grenzwerten, wie zum Beispiel in RNA-
basierten Testsystemen nachdenken (54, 55). Auf Grund der Ergebnisse in der
vorliegenden Arbeit sollte im Fall der 5g-Deletion ein diagnostischer Test beide - also
5013 und 5921 - Regionen beinhalten. Damit ist gewahrleistet, dass so viel Karzinome
wie mdglich mit einer 5g-Deletionen identifiziert werden. Zusatzliche prognostische
Aussagekraft wirde aulBerdem das Vorhandensein von 5q13/5g21-Ko-Deletionen
liefern, wie in der univariaten Analyse gezeigt werden konnte.

Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass das
Chromosom 5 zwei verschiedene Deletionsregionen im Bereich 5913 und 5921 enthalt,
die in der Regel unabhangig voneinander deletiert sind. Beide Deletionsregionen sind
mit einem ungunstigen Phanotyp und einer schlechten Prognose fiir den Patienten
assoziiert. Wahrend die 5g21-Deletion eine aggressive Gruppe der ERG-negativen
Prostatakarzinome charakterisiert, zeigt die 5q13-Deletion hingegen keine Assoziation
zum ERG Status. Die Bestimmung des 5q13/5g21-Deletionsstatus kdonnte hilfreich zur
Einschéatzung der Aggressivitat von Prostatakarzinomen zum Zeitpunkt der Biopsie sein
und wird daher als Bestandteil fiur zukinftige diagnostische Multiparametertests
empfohlen.
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5 Zusammenfassung

Deletionen des Chromosomarms 5q sind mit einer aggressiven Untergruppe der ERG-
negativen Prostatakarzinome assoziiert. Genomweite Analysen zZu
Kopienzahlverdnderungen bei Prostatakarzinom weisen auf zwei separate
Deletionsregionen im Bereich 5913 und 521 hin. Die 5g21-Region wurde bereits
innerhalb der Arbeitsgruppe am Institut fir Pathologie analysiert. Um mehr Uber die
Bedeutung der 5ql3-Deletionsregionen bzw. die 5g-Deletion insgesamt beim
Prostatakarzinom zu erfahren, wurden in der vorliegenden Arbeit die 5q13-Region
mittels Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH) an 12,427 Prostatakarzinomen im
Gewebemikroarray-Format untersucht. Die Ergebnisse der Studie wurden mit den
Klinisch-pathologischen Daten, dem TMPRSS2:ERG-Status und den Daten zur 5921-
Region assoziiert. Die 5q13-Deletion wurde in 926 (13.5 %) von 6,866 und die 5q921-
Deletion in 793 (10%) von 7,932 erfolgreich analysierten Karzinomen gefunden. Beide
Deletionen waren mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium, einem hohen Gleasongrad
und einem frihen biochemischen Rezidiv assoziiert (P<0.0050 jeweils). Bei der
Mehrheit der 5q alterierenden Karzinomen traten Deletionen im Bereich 5q13
unabhéangig von Verlusten in der Region 5g21 auf: 81% (926/1137) aller 5q deletierten
Karzinome wiesen entweder isolierte Verluste im Bereich 5913 (49,4%) oder 5021
(32%) auf. Isolierte 5gq21-Deletionen oder Ko-Deletionen beider Loci waren klar mit der
Gruppe der ERG-negativen Karzinomen assoziiert (P<0.0001). Im Gegensatz dazu war
die isolierte 5g13-Deletion unabhéngig vom ERG-Status (49.4% in ERG-negativen und
50.1% in ERG-positiven). Karzinome mit 5q13/5921-Ko-Deletionen hatten eine
schlechtere Prognose als Karzinome mit isolierten 5913 oder 5021 Deletionen
(P=0.0080). Die multivariate Analyse zeigte, dass die Analyse der 5g- (q13 oder g21)
Deletion unabhangig von den prognostischen Parametern, die zum Zeitpunkt der
initialen Biopsie zur Verfugung stehen, zur Vorhersage eines PSA-Rezidivs geeignet ist.
Damit konnte diese Analyse hilfreich fir die Identifizierung von Hochrisiko Patienten
sein, die in jedem Fall eine umfangreiche und invasive Behandlung bendétigen.
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Arbeit, dass auf Chromosom 5 mit der
5013 und 5021 Region zwei wesentliche Deletionsbereiche vorhanden sind, die
bezuglich der klinischen Relevanz vergleichbar sind, aber verschiedenen Untergruppen
der Prostatakarzinome angehdren. Die Bestimmung des Status der 5g-Deletion kénnte
dementsprechend nutzlich fur die Einschatzung der Aggressivitat des Karzinoms zum
Zeitpunkt der Biopsie sein.
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6 Abstract

Die Deletion des Chromosom 5q ist mit einer aggresiven ERG-negativen Teilmenge der
Prostatakarzinome verknupft. Globale Kopienzahlstatistiken weisen auf zwei
Deletionsherde hin, namlich 5913 und 5q21, die (5921) bereits vormals analysiert
wurde. Um mehr (ber den Beitrag dieser Deletionsherde fiir die Biologie des
Prostatakarzinoms zu erfahren, haben wir eine ergdnzende FISH-Analyse von 5913 und
5021 in einer breiten TMA mit 12,427 Prostatakarzinomen, welche einer klinischen und
molekularen Datenbank angeschlossen sind. Die Deletion von 5913 wurde in 926 (13.5
%) von 6,866 und die Deletion von 5921 in 793 (10%) von 7,932 erfolgreich analysierten
Karzinomen gefunden. Beide Deletionen waren mit einem fortgeschrittenen
Tumorstadium, einem hohen Gleasongrad und einer friihen biochemischen Rekurrenz
verknupft (P<0.0050 jeweils). Deletionen von 5qgl3 traten unabhangig von 5q21
Deletionen bei der weiten Mehrheit der 5q alterierenden Karzinomen auf: 81%
(926/1137) aller 5q deletierten Karzinome wiesen entweder isolierte Verluste am 513
(49,4%) oder am 5021 (32%) auf. Isolierte 5q21-Deletionen oder Ko-Deletionen beider
loci waren stark verknipft mit ERG-negativen Karzinomen (P<0.0001). In Kontrast dazu
war die isolierte 5g13-Deletion unabhangig vom ERG-Status (49.4% in ERG-negativen
und 50.1% in ERG-positiven). Karzinome mit Ko-Deletionen von 5q13 und 5921 hatten
eine schlechtere Prognose als Karzinome mit isolierten 5q13- oder 5qg21-Deletionen
(P=0.0080). Multivariate Statistiken mit prognostischen Parametern, die zum Zeitpunkt
der initialen Biopsie zur Verflgung stand, weisen darauf hin, dass die Analyse der 5q-
(913 oder g21) Deletion hilfreich fur die Identifikation von hochrisiko Patienten sein
konnte, die eine umfangreiche Behandlung benétigen. Zusammenfassend identifizieren
unsere Ergebnisse zwei Arten von 5g-Deletionen, die beziglich der klinischen Relevanz
vergleichbar sind, aber verschiedenen Untergruppen von Prostatakarzinomen
angehoren. Die Bestimmung des Status der 5qg-Deletion konnte nutzlich fur die
Einschatzung der Aggressivitat des Karzinoms zum Zeitpunkt der Biopsie sein.
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