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Zusammenfassung

Mikrosatellitenanalyse zur Detektion der genetischen Instabilitat
bei monofokalen und bifokalen Prostatatumoren

Iris Gockel

In dieser Studie wurden mittels Mikrosatellitenanalyse 10 ausgewahlte genetische Marker von 92
Patienten mit gesichertem Prostatakarzinom auf einen LOH untersucht.

Ziel war es, genetische Veranderungen auf bestimmten Markern oder Markerkombinationen ausfindig zu
machen, die zusammen mit anderen kliniko-histopathologischen Untersuchungsgréfen die Erkennung
und Prognose des Prostatakrebses verbessern kénnen. Das in dieser Studie untersuchte Gesamtkollektiv
setzte sich aus 76 Patienten mit monofokalen Tumoren und 16 Patienten mit bifokalen Tumoren
zusammen. Zusatzlich zur Ausprdgung eines LOH sollten bei den bifokalen Tumoren die beiden
Einzelfoci untersucht werden, da das Vorliegen genetisch unterschiedlicher, nicht monoklonaler Foci
Konsequenzen fiir die Behandlung dieser Tumorerkrankung bedingen kénnte. Die Ergebnisse der
Untersuchungen zeigten, daB alle hier eingesetzten Mikrosatellitenmarker zur genetischen Untersuchung
von Prostatakarzinomen geeignet sind. In dieser Studie haben sich die Marker D8S258, D10S541,
D13S153, und p53 als die relevantesten dargestellt, da sie insgesamt sehr haufig betroffen waren. Bei
Auftreten eines serologischen Rezidivs zeigten diese am hdufigsten einen LOH. Diese Marker waren
besonders bei spaten Tumorstadien durch einen LOH représentiert. Die Marker D13S153 und p53 traten
sehr h&ufig kombiniert auf. Die Region 8p scheint eine Region von besonderem Interesse zu sein. Bei
einem LOH auf diesem Marker waren im Gegensatz zu den drei anderen Markern serologische Rezidive
viel spater zu beobachten. Die Region 8p bedarf daher weiterer Untersuchungen.

In dieser Studie zeigte sich, dal3 das Prostatakarzinom vermutlich eine polygene Erkrankung ist. Durch
keinen einzelnen der hier untersuchten Marker war sie genetisch zu charakterisieren. Vielmehr scheint die
Kombination verschiedener genetischer Alterationen bei der Tumorgenese eine Rolle zu spielen. Fir die
hier untersuchten bifokalen Tumoren konnte gezeigt werden, daf sich eine Vielzahl der Foci als genetisch
heterogen erweisen. So besteht beim Prostatakarzinom durchaus die Mdglichkeit der Entstehung
einzelner genetisch vollig unterschiedlich Foci innerhalb eines Tumors. Fir die Zukunft kdnnte sich

hieraus ein neuer therapeutischer Ansatz ergeben.

Tag der mindlichen Priifung: 08.07.2005
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Atiologie von Krebserkrankungen

In den wohlhabenden Lindern ist Krebs nach den Herz-Kreislauferkrankungen die
zweithdufigste Todesursache (7). Neben erblichen Faktoren liegt die Hauptursache der
Krebsentstehung nach heutigem Wissensstand in erworbenen Mutationen der DNA (2).
Neben physikalischen, thermischen und chemischen Noxen sind auch Bakterien, Pilze
und besonders Viren als schidigende EinfluBgroBen bekannt. Auch Erndhrung und Ge-
nussmittel sowie das Lebensalter gelten als disponierende Faktoren (27, 199).

Die Entstehung von Malignomen wird als multiphasischer Prozess verstanden, bei dem
es zu einer stufenweisen Verdnderung gesunder Zellen in Richtung bosartiger Zellen
kommt.

In diesem Mehrstufenmodell unterscheidet man grundsétzlich drei Phasen (27, 200):

1. Initiation

Sie steht am Anfang der Kanzerogenese. Eine Noxe fiihrt zu Storungen biologischer
Gleichgewichtsprozesse mit Transformation von Protoonkogenen zu Onkogenen und
fiihrt zu Verdnderungen von Zellen, die auch auf Tochterzellen vererbt werden kénnen.
Zusétzlich zur Initiation der onkogenen Potenz kdnnen in den betroffenen Zellen durch
die gleichen Schadigungen Zellkontrollmechanismen wie Reparaturprozesse oder
Apoptose behindert werden. Zunéchst liegt in diesen Zellen keine Wachstumstendenz

Vor.

2. Promotion

In diesem Stadium werden die Zellen mit maligner Potenz, durch weitere Einwirkung
der Noxe oder durch additive Wirkung von Synkarzinogenen (Promotoren) weiterhin
geschédigt. Sie begiinstigen das Zellwachstum (Proliferation) in Richtung Prineoplasie
und verkiirzen die Latenzzeit bis zur Progressionsphase. Auch eine verminderte Apop-

tose kann zum unregulierten Wachstum der verdnderten Zellen beitragen.

3. Progression
Dieser irreversible Prozess flihrt nach manchmal jahrelanger Latenzzeit zur Proliferati-
on der verdnderten Zellklone und zur Umwandlung der primir benignen in bdsartige

Tumore. Diese zeichnen sich durch ungehemmtes Zellwachstum und die Féhigkeit zur
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Infiltration und Migration und somit zur Metastasierung aus. Sie haben sich der Kon-
trolle der Zellregulationsmechanismen entzogen und z. B. durch Expression von

Wachstums- und Angiogenesefaktoren Wege zur Expansion geschaffen.

1.2. Prostatakrebs

1.2.1. Epidemiologie und Inzidenz

Die Prostata ist in Deutschland mit 18,7 % die hdufigste Lokalisation bdsartiger Neubil-
dungen beim Mann (7). Das Prostatakarzinom (PCa) ist unter den urologischen Tumo-
ren die haufigste Todesursache und zugleich ab dem 80. Lebensjahr die haufigste tu-
morbedingte Todesursache tiberhaupt (103) und hat daher 1998 erstmals den Lungen-
krebs als haufigsten Tumor bei Méannern abgeldst (199). Das mittlere Alter bei Diagno-
se liegt bei 71,4, das mittlere Sterbealter bei 78 Jahren. Daher geben 5-

Jahresiiberlebensraten keine Aussage iiber eine Heilung (103).
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Abb.1: Jahrliche Neuerkrankungsrate an PCa (n = Anzahl
Personen, Alter = Alter in Jahren) Quelle: Daten des Tumor-
registers Miinchen 2003 in: Prostatakarzinom (215)

In Deutschland werden derzeit jéhrlich etwa 31.500 Prostatakarzinome diagnostiziert
(Abb.1). Die jdhrliche Neuerkrankungsrate je 100.000 Ménner steigt mit dem Alter
stark an von etwa 50/100.000 bei 60-jdhrigen bis auf mehr als 400/100.000 bei Lebens-
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alter zwischen 75 und 85 Jahren. Erkrankungen unterhalb des 50.Lebensjahres treten
beim Prostatakarzinom extrem selten auf. Im Vergleich zu den iibrigen EU-Léndern
liegen die in Deutschland ermittelten Erkrankungsraten fiir Prostatakrebs im oberen
Drittel. Die hochsten Raten finden sich in Skandinavien, die niedrigsten in Siideuropa
(199).

Beachtenswert sind auch Autopsiebefunde, nach denen mit zunehmendem Alter gut
differenzierte Adenokarzinome gefunden werden, in 10% bei 50- jdhrigen und in 70%
bei 80-jdhrigen (211, 222). In einer Studie wurden sogar 34% latente Karzinome in der
fiinften Lebensdekade gefunden (208). Bei einer Wahrscheinlichkeit von 6% bis zum
80. Lebensjahr an einem Prostatakarzinom erkrankt zu sein, bedeutet dies, dal iiber
90% dieser latenten Karzinome klinisch nicht manifest werden. Alle diese Tatsachen
lassen auf ein langes Intervall zwischen Initiierung und klinischer Manifestation schlie-

Ben.

1.2.2. Atiologie

Die Ursachen des Prostatakarzinoms sind weitgehend unbekannt. In letzter Zeit wurde
eine familidire Haufung des Prostatakarzinoms gesichert (32). Andererseits wird ein
grofer EinfluB von Umweltfaktoren, speziell der Erndhrung, vermutet. Ein Zusammen-
hang insbesondere mit der Fettaufnahme wird aus 6kotrophologischen Studien gefolgert
(199) und zeigt deutliche Analogien zum kolorektalen Karzinom und zum Brustkrebs.
Zusétzlich wurden erhohte Risiken bei Schwermetallexposition, speziell bei Kadmium,
gefunden. Auch eine virale Genese (Herpesviren Typ II), sexuell {ibertragbare Krank-
heiten, moglicherweise das Sexualverhalten, hormonelle Einfliisse, Chemikalien und
auch Strahlenexposition werden diskutiert. (199, 97, 51). Eine, bisher allerdings nicht
reproduzierte Studie weist darauf hin, da3 die Inzidenz des Prostatakarzinoms nach Va-

sektomie zur Schwangerschaftsverhiitung signifikant hoher ist (96).
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1.2.3. Histologische Subtypen
Histologische Verdnderungen in der Prostata sind haufig. Im Folgenden werden orien-
tierend die Prostatatakarzinome kurz dargestellt (WHO, 167).
I. Epitheliale Tumoren
maligne
1)Adenokarzinom (kleinazinér, groBazinir, kribriform, solide/trabekulér, andere sehr
seltene Formen wie z.B. endometroides Karzinom des Utriculus seminalis, papilldres
Zystadenokarzinom, muzindses Karzinom oder adenoid-zystisches Karzinom)
2)Transitionalzellkarzinom
3)Plattenepithelkarzinom
4)Undifferenzierte Karzinome

5)Kleinzellige Karzinome (selten)

1.2.4. Grading

Beim Grading (G) des Prostatakarzinoms sind weltweit insbesondere drei Systeme ver-
breitet (164):

1. Das WHO-Grading

2. Das Gleason-Grading

3. Grading nach Empfehlung des Pathologisch-urologischen Arbeitskreises

Zu 1. WHO-Grading:
Dieses sieht eine relativ einfache histologische Einteilung in 3 Grade vor, die Aussagen

iber die Differenzierung der Zellen machen:

Grad I: Hochdifferenzierte Zellen
Grad II: MaBig differenzierte Zellen
Grad I1I: Gering differenzierte Zellen

Zu 2. Gleason-Grading:
Der Gleason-Score ist ein Grading-System, das in Deutschland und Europa vielfache
Anwendung findet und, individuell abhingig, mit einer potentiellen Prognose fiir den

Patienten korreliert. Die Einteilung nach Gleason (84) basiert rein auf der Bewertung
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des strukturellen Karzinomaufbaus mit Beriicksichtigung der unterschiedlich differen-
zierten driisigen Karzinomarchitektur und ohne Beriicksichtigung der zytologischen
Malignitétskriterien. Bei unterschiedlichem Baumuster wird die flichenméBig vorherr-
schende Form und der zweite Strukturtyp mit abweichendem Baumuster bzw. struktu-
reller Differenzierung getrennt mit Punkten entsprechend dem Entdifferenzierungsgrad
in einer Skala von 1-5 bewertet. Besteht ein Tumor aus einheitlich aufgebauten Tumor-
driisen (oder besser einem einzigen Wachstumsmuster), so wird der Gleason-Grad ein-
fach verdoppelt (z. B. 3+3=6). Aus der Summe der Punktwerte ergibt sich der sog.
"Gleason-Score" des Prostatakarzinoms. Eine Ubersetzung beider Graduierungssysteme
zeigt erfahrungsgemail etwa folgende Abstufungen:

G I = Gleason 2-4

G II = Gleason 5-7

G III = Gleason 8-10

Zu 3.: Grading nach den Empfehlungen des Pathologisch-urologischen Arbeitskreises
"Prostatakarzinom"

Im deutschsprachigen Raum wird vorwiegend die Graduierung nach den Empfehlungen
des Pathologisch-urologischen Arbeitskreises " Prostatakarzinom " vorgenommen. Die-
se Einteilung beriicksichtigt in einer Punkteskala sowohl strukturelle Gesichtspunkte
(driisige, kribriforme bzw. solide Karzinomanteile) wie auch zytologische Kriterien
(geringe, maBige und starke Kernanaplasie) und gelangt in Abhéngigkeit davon zu ei-
nem Malignititsgrad I a,b, II a,b und III a,b. Diese Graduierung hat sich als prognos-
tisch bedeutsam erwiesen. Der Malignititsgrad I a - II a zeigt eine deutlich gilinstigere
Prognose als der Malignitéitsgrad II b und III (100, 219).

Diese Einteilung entspricht dem von Dohm und Helpap erstellten Grading-System fiir

Prostatatumoren.
Tab.1: Grading nach Dohm und Helpap (52, 98, 99, 100, 155)
Grad Strukturelle und zytologische Kriterien

1 Hochdifferenziertes Adenokarzinom mit geringer Kernatypie

Wenig differenziertes Adenokarzinom ohne oder mit einzelnen kribriformen Herden

2 und méBiger Kernatypie

3 Kribriformes und solides Karzinom mit starker Kernatypie
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Kopie als Anlage
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1.2.5. Potentielle préakanzerdse Epithelveranderungen

Die atypische adenomatdse Hyperplasie (AAH) ist charakterisiert durch eine umschrie-
bene adenomatdse Proliferation kleinazindrer und tubuldrer Driisen mit zelluldren Aty-
pien. Die prostatische intraepitheliale Neoplasie (PIN) ist gekennzeichnet durch eine
intraduktale Epithelproliferation mit Atypie; je nach Atypiegrad wird eine PIN mit ge-
ringer und schwerer Atypie ("high grade PIN") unterschieden. Die atypische adenoma-
tose Hyperplasie gilt aus fakultative Prikanzerose. Die high grade PIN werden gehéuft
zusammen mit Prostatakarzinomen beobachtet. Es gibt Hinweise, dal3 die high grade
PIN der Entwicklung eines manifesten Prostatakarzinoms auch vorangehen kann und

sollten AnlaB3 fiir weitere Kontrolluntersuchungen sein (16, 22, 99).

1.2.6. STADIENEINTEILUNG / TNM-Klassifikation

Die hier vorgestellte histologische Stadieneinteilung maligner Tumoren wurde von der
UICC (Unio Internationalis contra Cancerum) entwickelt. Es wird eine Beurteilung der
Primartumoren (T), der regiondren Lymphknoten (N) und der Metastasen (M) vorge-
nommen.

Stadieneinteilung Prostatakarzinom, UICC 1992:

T - Primartumor

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fur Primirtumor
T1 Klinisch nicht erkennbarer Tumor, der weder tastbar noch in bildgebenden

Verfahren sichtbar ist

T1 a Zufilliger histologischer Befund ("incidental carcinoma") in 5 % oder weniger
des resezierten Gewebes

T1 b Zufilliger histologischer Befund ("incidental carcinoma") in mehr als 5 % des
resezierten Gewebes

T1 ¢ Tumor mittels Nadelbiopsie diagnostiziert (z. B. wegen erhohter PSA-Werte)

T2 Tumor begrenzt auf Prostata

T2 a Tumor befillt eine Hilfte eines Lappens oder weniger

T2 b Tumor befillt mehr als die Hélfte eines Lappens, aber nicht beide Lappen

T2 ¢ Tumor befillt beide Lappen
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T3 Tumor breitet sich durch die Prostatakapsel hindurch in extrakapsulires Ge-
webe aus
T3 a Einseitige extrakapsulidre Ausbreitung
T3 bBeidseitige extrakapsuldre Ausbreitung
T3 ¢ Tumor infiltriert Samenblase(n)
T4 Tumor ist fixiert oder infiltriert andere benachbarte Strukturen als Samenbla-
sen
T4 a Tumor infiltriert Blasenhals, Sphincter externus und/oder Rectum

T4 bTumor infiltriert Levatormuskel und/oder ist an Beckenwand fixiert

N - Regionare Lymphknoten

Nx Regiondre Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

NO Keine regiondren Lymphknotenmestastasen

N1 Metastase in solitdirem Lymphknoten, 2 cm oder weniger in gro3ter Ausdehnung

N2 Metastase(n) in solitirem Lymphknoten, mehr als 2 cm, aber nicht mehr als
5 cm in groBter Ausdehung, oder in multiplen Lymphknoten, keine mehr als
5 cm in groBter Ausdehnung

N3 Metastasen in Lymphknoten, mehr als 5 com in groBter Ausdehung

M - Metastasen
Mx Metastasen nicht beurteilbar
MO Keine Metastasen
M1 Metastasen
gehduft in Skelett, Gehirn, Lymphknoten oder Lunge

1.2.7. Lokalisation

Ausgangspunkt des Prostatakarzinoms ist in ca. 70% das Driisenepithel der peripheren
Zone der Prostata. Seltener entstehen Karzinome in der sogenannten Ubergangszone
10% oder in der zentralen Zone (20%). Mehr als 95 % aller PCa sind histologisch Ade-

nokarzinome (164, siche auch 1.2.3.).
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1.2.8. Symptomatik

Im Friihstadium fehlen Symptome vollig, im Spétstadium kommt es zu Miktions-
beschwerden wie bei benigner Prostatahyperplasie (BPH). Dabei kdnnen obstruierende
Symptome mit Harnstau bis Urdmie vorkommen. Seltener fiihren auch Himaturie oder

metastasenbedingte Symptome zur Diagnose eines PCa (224).

1.2.9. Untersuchungen zur Stadieneinteilung und Diagnostik

1.2.9.1. Vorsorgeuntersuchungen (Screening)

Trotz der hohen Inzidenz des Prostatakarzinoms besteht immer noch keine einhellige
Meinung beziiglich des Wertes der Vorsorgeuntersuchung, der notwendigen diagnosti-
schen Schritte und der optimalen Therapie fiir jedes Tumorstadium (82, 86).

Die gesetzlichen Krankenkassen empfehlen in ihrem Krebsfritherkennungsprogramm
fiir Ménner ab dem 45. Lebensjahr eine jahrliche Untersuchung des duBleren Genitales,
eine Abtastung der regiondren Lymphknoten, sowie eine digitale Austastung des Rek-
tums (DRU) zur Beurteilung des dorsalen Anteils der Prostata. Auch eine transrektale
Ultraschalluntersuchung (TRUS) der Prostata kann durchgefiihrt werden (177). Ein wei-
terer wichtiger Untersuchungsparameter stellt die Bestimmung des PSA-Wertes (Prosta-
ta-spezifisches Antigen) im Serum der Patienten dar, da das PSA heutzutage als etab-
lierter prostataspezifischer Tumormarker gilt (180).

Die invasive Diagnostik des Prostatakarzinoms umfasst die Zystoskopie und die ultra-
schallgesteuerte Stanzbiopsie. Bei begriindetem Verdacht sind weiterfiihrende, soge-
nannte ,,Staging-Untersuchungen* wie Rontgen-Thorax und -Abdomen, Computerto-
mographie (CT) und Magnetresonanztomographie (MRT) sowie das Knochenszinti-
gramm indiziert (101, 241).

Der Wert von Vorsorgeuntersuchungen ist umstritten (124, 125, 259). Das PSA ist sen-
sitiver als die digitale rektale Untersuchung (DRU). PSA erhoht insbesondere in Kom-
bination mit DRU die Neuentdeckungsrate auf das etwa 4-fache (34). Es ist gesichert,
daBl durch PSA-Screening mehr frithe, organbegrenzte Karzinome entdeckt werden, als
bei einem "Palpations-Screening" wie es bisher in Deutschland iiblich ist (24, 33, 175,

210).
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1.2.9.2. Die Serin-Protease PSA

Das PSA ist ein aus 240 Aminosduren bestehendes Glykoprotein, das als Protease durch
Verfliissigung des Spermas die Spermienmotilitidt erhoht. Das PSA wird nur von der
Prostata exprimiert. Dieses ist normalerweise im Serum gesunder Ménner nicht oder nur
in geringer Konzentration nachweisbar. Zahlreiche wissenschaftliche Studien befassen
sich seit 30 Jahren mit der Untersuchung des PSA. Hierbei hat sich herausgestellt, daf3
sowohl die Hohe der Konzentration des t-PSA (totales PSA = gebundenes und freies
PSA) als auch das Verhéltnis von f-PSA (freies PSA) zu t-PSA, beides untersucht im
Serum, wichtige Laborparameter darstellen, um Erkrankungen der Prostata genauer zu
beurteilen. Konzentrationsanstiege des Serum-PSA kommen bei Entziindungen der
Prostata (Prostatitis), der benignen Prostatahyperplasie (BPH) und beim Prostatakarzi-
nom sowie nach Manipulationen an der Prostata (DRU, TRUS, Zystoskopie und Biop-
sie) vor (97). Seit 1980, bedingt durch die Entwicklung sensitiverer Messmethoden
durch die Arbeitsgruppe Kuriyama et al. (130), hat sich das PSA als Tumormarker etab-
liert.

Tumormarker sind Stoffe, deren Auftreten oder erhohte Konzentrationen in Kdorper-
flissigkeiten (v. a. im Serum) einen Zusammenhang mit dem Vorhandensein und oder
Verlauf von Tumoren aufweist. Durch die Studien von Kuyimara et al. wurde der erste
“Normalbereich* fiir die Konzentration von PSA im Serum festgelegt (0,1-1,792
ng/ml). Hohere Konzentrationen weisen auf pathologische Vorgénge im Bereich der
Prostata hin, wobei exessive Erhdhungen der Serum-PSA-Konzentration bei Méannern
mit fortgeschrittenem PCa gefunden werden (4, 14). Mittlere Werte lassen keine genaue
Aussage tiber die Dignitat der Erkrankung zu, besonders die Grauzone (4-10 ng/ml)
findet sich gleichermalBlen bei Patienten mit BPH und PCa (33). Auch zur Verlaufskon-
trolle des PCa nach kurativer Therapie hat das PSA einen hohen Stellenwert. Nach radi-
kaler Resektion der Prostata sollte es unter Abwesenheit jeglichen Prostatagewebes in-
nerhalb der nichsten 3 Wochen auf ein nicht messbares Niveau abfallen. Bleibt die
PSA-Konzentration oberhalb der Nachweisgrenze, oder steigt an, mufl von Metastasen
oder verbliebenem Tumorrest ausgegangen werden (193, 196, 256). Auch die Ge-
schwindigkeit des PSA-Abfalls hat einen Einfluf} auf die Prognose. Semjonow et al.
konnten 1992 belegen, dal3 bei kurierten Patienten die Halbwertzeit (HWZ) mit 1,5 Ta-

gen deutlich kiirzer ist als die HWZ von 3 Tagen bei nicht kurierten Patienten (220). Ein
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weiteres diagnostisches Hilfsmittel kann nach Junker et al. (111) die Bestimmung des
Quotienten f-PSA/t-PSA sein, durch den gerade in den Bereichen von t-PSA-
Konzentrationen zwischen 4-25 ng/ml die Differentialdiagnose zwischen BPH und PCa

erleichtert werden kann.

1.2.9.3. Altersabhangige PSA-Grenzwerte
Der PSA-Wert steigt mit zunehmendem Lebensalter an. Hierdurch wird die Sensitivitét
bei jiingeren Patienten erhoht, bei denen es gerade wegen der langen Lebenserwartung

darauf ankommt, die Friihstadien zu erkennen und kurativ zu behandeln (174, 215).
1.2.9.4. Korrelation von PSA-Wert und Tumorstadium
Uber die Bestimmung des PSA-Wertes kann eine Indikation zur Biopsie gestellt wer-

den, da die Tumorstadien gut mit den PSA-Werten korrelieren.

Tab.2: Korrelation von PSA-Wert und Tumorstadium ( 215)

PSA-Wert] pNM- | NOMO | NIMO | N-IMO | MI 8
(ng/ml) Status n=470 n=>52 n=40 n=44
S Ba% | 97 24 0,0 0,0 100
S0 | 23% | s16 7.0 3,1 23 100
S| e | ossa 6,3 49 0,7 100
0| e | 7S 14,7 8.4 14 100
>50
nolog | 178 | 389 10,2 15,7 352 100
E | aoow) | 716 3,6 6,6 73

Zusammenfassend kann festgestellt werden: Obwohl eine Senkung der Mortalitdt durch
Vorsorgeuntersuchungen bisher nicht gesichert ist, empfehlen die American Cancer
Society, die American Urological Association und das American College of Radiology
eine jihrliche Untersuchung mit DRU und PSA. Hinzugefiigt werden sollte, daf3 die
Empfehlung nur vom 50. bis zum 75. Lebensjahr gilt, bei Familienanamnese eines PCa

(215) schon ab dem 40. Lebensjahr. Zusitzlich zu der in Deutschland anerkannten jéhr-
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lichen rektalen Untersuchung ist daher die jdhrliche Durchfiihrung einer PSA-

Bestimmung im Serum zu empfehlen (199).

1.2.9.5. Untersuchungen zur Stadieneinteilung

Knochenmetastasen sind ca. 90% mit Abstand die héufigste Lokalisation von Fernme-
tastasen, gefolgt von Lebermetastasen (3 %), Metastasen in Lunge oder Pleura (3%) und
ZNS-Metastasen mit 1% (103). Die Knochenszintigraphie ist derzeit die Methode der
Wahl fiir die Diagnose von Knochenmetastasen. Die Kernspintomographie (MRT) ist
zwar sensitiver als die Knochenszintigraphie, aber eine Untersuchung des gesamten
Skeletts ist sehr aufwendig. Lymphknotenmetastasen sind Indikator fiir eine schlechte
Prognose, auch wenn nur ein solitdrer Lymphknoten befallen ist. Computertomographie
und MRT sind nicht in der Lage, Lymphknotenmetastasen mit akzeptabler Sensitivitit
zu erfassen, weil die betroffenen Lymphknoten oft nur unwesentlich vergroBert sind.
Dagegen existiert eine gute Korrelation zwischen dem T-Stadium dem Differenzie-
rungsgrad oder dem PSA-Wert und einer lymphogenen Metastasierung (175, 183, 205,
215, 224, 241).

Ubersicht iiber diagnostische MaBnahmen bei Verdacht auf PCa:

obligat:

Rektale Untersuchung, transrektale oder perineale Stanzbiopsie bzw. Feinnadel-
aspirationszytologie, Restharn, TRUS (oder MRT), Rontgen-Thorax in zwei Ebenen
Labor: PSA

fakultativ:

Knochenszintigramm (insb. bei PSA >10 ng/ml oder G III-Tumor), freies-PSA,
Uroflow, Infusionsurogramm, Computertomographie, Zystoskopie, Oberbauch-

Sonographie, C-CT (bei neurologischen Symptomen)
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1.2.10. Therapie

1.2.10.1. Therapie mit kurativer Zielsetzung

1.2.10.1.1. Allgemeines

Eine korrekte Therapie fiihrt hiiufig zu krankheitsfreiem Langzeit-Uberleben, wenn der
Primértumor organbegrenzt war. Sogar bei klinisch auf die Prostata begrenztem Tumor
entwickelt ein nicht unwesentlicher Teil der Patienten spiter Metastasen. Diese Tatsa-
che kann darauf zuriickgefiihrt werden, dall mit den derzeitigen diagnostischen Mog-
lichkeiten oft ein "Understaging" resultiert. Mit der Entwicklung neuer Techniken, wie
zum Beispiel molekularbiologische Untersuchungen, wird angestrebt, diese Unzuléng-
lichkeiten in der Diagnostik zu kompensieren. Bei metastasierter Erkrankung besteht

mit den heutigen therapeutischen Techniken keine Aussicht auf eine Heilung (215).

1.2.10.1.2. Radikale Prostatovesikulektomie

Die radikale Operation ist im Allgemeinen nur sinnvoll bei Méannern in gutem Gesund-
heitszustand und einer Lebenserwartung > 10-15 Jahre, die einer Operation zustimmen
(35, 46, 278). Die Patienten sollten ein negatives Knochenszintigramm und ein klinisch
auf die Prostata begrenztes Karzinom haben. Mit steigender PSA-Konzentration sinkt
die Wahrscheinlichkeit durch eine radikale Prostatektomie dauerhafte Tumorfreiheit zu
erreichen. Vor der Prostatektomie wird in der Regel eine pelvine Lymphadenektomie
durchgefiihrt (257). Diese ist nicht als Therapiemafinahme anzusehen, sondern dient
dazu, dem Patienten die Morbiditdt einer radikalen Prostatektomie oder Strahlentherapie
zu ersparen, falls die Lymphknoten tumorbefallen sind. Ob eine radikale Operation in
diesem Falle sinnvoll ist, sollte im Rahmen kontrollierter Studien untersucht wer-
den. Typische Komplikationen der radikalen Operation sind Inkontinenz, Impotenz,
Striktur der urethravesikalen Anastomose sowie die typischen Komplikationen einer

Vollnarkose und eines groBeren chirurgischen Eingriffs (215).

1.2.10.1.3. Strahlentherapie

Bei Patienten fiir die Strahlentherapie mit kurativer Zielsetzung sollte das histopatholo-
gisch gesicherte Karzinom auf die Prostata inklusive der unmittelbaren Umgebung be-
grenzt sein. Ein negatives Knochenszintigramm sollte vorliegen. Eine pelvine Staging-

Lymphadenektomie ist, wenn klinisch vertretbar, zu fordern, insbesondere bei klinisch
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organbegrenzten Tumoren mit PSA >20 ng/ml und niedrigem Differenzierungsgrad. Bei
nicht tumorbefallenen Lymphknoten wird nur die Prostata bestrahlt (215). Patienten, die
aufgrund von Risikofaktoren fiir eine radikale Operation nicht in Frage kommen, kon-
nen mit akzeptabler Nebenwirkungsrate bestrahlt werden, wenn die Bestrahlungstechnik
sorgfaltig gewéhlt wird (76). Langzeitergebnisse nach Strahlentherapie sind stadienab-
hiangig. Auch eine interstitielle Brachytherapie mit Afterloading-Technik oder die inter-
stitielle Implantation radioaktiver Seeds wurde in einer Reihe von Studien beim Prosta-
takarzinom im cT-Stadium (kinisches Tumorstadium) 2 oder 3 untersucht. Komplikati-
onen der Strahlentherapie konnen eine akute, aber auch langanhaltende chronische

Strahlenzystitis, Urethrastriktur, Proktitis oder Enteritis sein (212, 217).

1.2.10.2. Stadienadaptierte Behandlungsoptionen
Fiir die Behandlung des Prostatakarzinoms wird in der Regel ein Therapieplan aufge-
stellt, der sich nach dem histologisch ermittelten Stadium der Erkrankung richtet (218).

Die kurativen Behandlungsoptionen sind:

Fiir Ty, No, Mg:

= kontrolliertes Abwarten bei ausgewihlten Patienten (watchful waiting) (43,66,89,
104)

= Behandlung wie bei T,

Fﬁr lea T]Ca NO: MO:
= radikale Prostatovesikulektomie (35, 269)

= externe Strahlentherapie (9, 77, 190, 192)

Fiir Tz, N(), M()Z
= radikale Prostatovesikulektomie (35, 185, 250, 269)
= externe Strahlentherapie (6, 9, 77, 190, 192)

= kontrolliertes Abwarten (nur bei ausgewahlten Patienten)

Fur T3, No, Mo:
= Externe Strahlentherapie
= Radikale Prostatektomie (bei hochselektierten Patienten) (184)
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1.2.10.3. Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen

Die Prognose beim Vorliegen von Lymphknotenmetastasen ist schlecht, unabhédngig
davon, welche Behandlungsmethode gewéhlt wird. Nur selten gibt es in diesem Erkran-
kungsstadium nach radikaler Operation (79,225) oder nach externer Strahlentherapie
(137) Langzeit-Uberlebende. Hier ist die (palliative) androgenablative Therapie ange-
zeigt, wobei ungeklart ist, ob ein sofortiger oder verzogerter Therapiebeginn vorteilhaf-
ter ist. Einige Arbeiten unterstiitzen das Konzept, auch beim Vorliegen von Lymphkno-
tenmetastasen, aus priventiv-palliativer Indikation eine radikale Prostatektomie durch-
zufiihren (79, 225), andere Arbeiten sprechen dagegen (38, 216). Da keine kurative,
sondern lediglich eine palliative Indikation gegeben ist, mull besonders grofer Wert
darauf gelegt werden, da3 die Langzeit- und Spétkomplikationen moglichst gering sind.
Die endokrine Therapieoption wird allgemein als adjuvante Therapie nach radikaler
Prostatektomie empfohlen (150). Bei Vorliegen von Fernmetastasen fiihrt die endokrine
Therapie sehr selten, falls {iberhaupt, zu einer Heilung, aber bei der Mehrzahl der Pati-
enten zu einer Riickbildung der Symptome. Orchiektomie und GnRH-Agonisten sind
gleichwertig beziiglich Wirkungen und Nebenwirkungen (124, 182, 186, 247).

Die primire Chemotherapie ist in der Regel nicht indiziert, da ein Uberlebensvorteil
bisher nicht gezeigt werden konnte (59, 61, 62, 92). Sie kommt in der Regel beim Rezi-
div des endokrin behandelten Prostatakarzinoms zum Einsatz (261). Die niedrig dosierte
Gabe von Prednison hat einen palliativen Effekt mit Linderung der Symptome bei etwa

einem Drittel der Patienten (79).

1.2.11. Prognose

Bei einem mittleren Diagnosealter von etwa 72 Jahren und oft sehr langsamem Tumor-
wachstum sterben viele Patienten an anderen Ursachen, ohne dal3 ihre Lebensqualitit je
durch das Prostatakarzinom beeintrachtigt worden wire. Die Wahl der Therapie muf}
daher stark von der Lebenserwartung des Patienten, unter Beriicksichtigung des Le-
bensalters und insbesondere der Komorbiditit, aber auch von der Aggressivitit des Tu-
mors abhiingig gemacht werden. Die Uberlebenszeit ist abhiingig von der Ausdehnung
des Tumors und vom Differenzierungsgrad. Ein auf die Prostata begrenztes Karzinom
ist oft heilbar und ein medianes Uberleben von mehr als 10 Jahren ist die Regel. Ein

kontrolliertes Abwarten kommt nur in Frage, wenn ein kleiner, gut differenzierter Tu-
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mor vorliegt, und die Lebenserwartung des Patienten nicht hoher ist als 10 Jahre. Unter
diesen Umsténden ist mit der Entwicklung von Metastasen bei 10 - 30 % und in einigen
Féllen auch mit einem tumorbedingten Tod zu rechnen. Patienten mit lokoregionér fort-
geschrittenem Tumor, insbesondere mit pelvinen Lymphknotenmetastasen, sind in der
Regel nicht heilbar und ein wesentlicher Teil dieser Patienten stirbt tumorbedingt. Das
mediane Uberleben kann jedoch trotzdem im Bereich von 5 Jahren liegen. Bei Fernme-
tastasierung ist eine Heilung mit den heutigen Therapieformen nicht moglich. Das me-
diane Uberleben liegt bei ein bis drei Jahren und die meisten Patienten sterben am Tu-
mor, aber auch hier kommen langjahrige Verldufe ohne wesentlich beeintrachtigte Le-

bensqualitit vor (215).

1.2.12. Nachsorge

Aufgrund des langsamen Wachstums des Prostatakarzinoms ist hdufig ein halbjahriges
Nachsorgeintervall ausreichend. Beim G IlI-Karzinom sollte in den ersten zwei Jahren
eine vierteljahrliche Nachsorge erfolgen. Weitergehende Untersuchungen durch bildge-
bende Verfahren (Szintigraphie, Thorax-Rontgen, C-CT u.a.) und Laborwerte (auler
PSA) werden einerseits von der Symptomatik des Patienten abhidngig gemacht, anderer-
seits vom Verhalten des PSA-Spiegels. Rezidive nach radikaler Prostatektomie sind in

iber 95 % von einem PSA-Anstieg begleitet (173).

1.3. Molekulare Grundlagen von Tumorerkrankungen

Mutationen bewirkende Schadigungen und Verdnderungen der genetischen Information
in Zellen gelten nach heutigem Wissenstand als Hauptfaktor fiir die Kanzerogenese (2).
Mutationen ereignen sich in lebenden Organismen jeden Tag und miissen nicht zwangs-
laufig zur Entartung von Zellen fiihren, da sie durch sensitive Reparatursysteme korri-
giert werden konnen. Jedoch nimmt die Wahrscheinlichkeit der Tumorgenese mit der
Haufigkeit der manifestierten Mutationen deutlich zu. Wahrend einzelne Krebsformen
bekannt sind, bei denen schon eine Mutation ausreicht um zum Ausbruch einer Erkran-
kung zu fiihren (“one hit tumours® Beispiel: Chronisch lymphatische Leukdmie durch
Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 22 = Philadelphiachromosom (120),
treten die meisten Krebserkrankungen eher nach zwei oder mehreren Mutationen auf

(120). Schon vor 30 Jahren beschrieb A. Knudson am Beispiel des Retinoblastoms in
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seiner “two-hit-Hypothese®, dal} zwei genetische Ereignisse im Rb-Gen nétig sind, um
zur klinischen Manifestation dieses bdsartigen Tumors zu fiihren. Bei der hereditiren
Form ist der erste “hit* schon genetisch vererbt worden, der zweite erfolgt im Laufe des
Lebens auf somatischer Ebene. Bei der nichtvererbten,“sporadischen* Form, ereignen
sich beide “hits* auf somatischer Ebene. Dies erklart auch, dal bei der hereditaren Form
die Erkrankung bilateral und friiher auftritt, die sporadische Form jedoch in der Regel
einseitig und deutlich spédter manifest wird. Die ndhere Untersuchung dieser verdanderten
Gene zeigte, dall der zweite somatische “hit” bei beiden Erkrankungsformen durch ver-
schiedenste chromosomale Verdnderungen wie Deletion, mitotische Rekombination und
nicht-disjunktionale Chromosomenverluste zu einem Heterozygotieverlust ( LOH/ loss
of heterozygosity) in verschiedenen Allelen des Chromosoms einschlieSlich der Reti-
noblastomregion fiihrte. LOH’s wurden nachfolgend in vielen Chromosomen haufiger,
bosartiger Tumoren gefunden. (50). Nicht vererbte, somatische Mutationen kdnnen
durch verschiedenste Faktoren ausgelost werden (s.0.). Schidigung der DNA stellt sich
als Punktmutation in Form von Transition und Transversion, oder als Insertion, Deleti-
on, Substitution oder Translokation von DNA-Fragmenten dar. Besonders haufig treten
Mutationen wihrend der Replikationssphase des Zellzyklus auf (44). Diese werden
normalerweise durch ein sehr sensitives Reparatursystem korrigiert. Wird das DNA-
Reparatursystem durch eine der oben genannten Noxen gestort, kann es zur Akkumula-
tion von Mutationen und somit zu Storungen in bestimmten Gensequenzen kommen.
Sind Sequenzen betroffen, die fiir Proteine kodieren, die ihrerseits Kontrollmechanis-
men der Zelle darstellen, kann dies zur Entstehung einer Neoplasie bzw. Krebs fiihren
(44). Die Entdeckung von Mutationen auf bestimmten Genabschnitten die zur geneti-
schen Instabilitit fiihren und somit Bedeutung fiir die Entstehung von Krebs haben,
haben sich in den letzten Jahren zu einem der wichtigsten Forschungsansétze in der mo-
lekularen Krebsdiagnostik entwickelt (50). Untersuchungen von genetischen Defekten
oder Genexpressionen und die Verbindung beider mit histo- und klinikopathologischen
Parametern ermoglicht genauere Aussagen iiber bestimmte Krebsarten, moglicherweise
sogar deren Korrelation mit bestimmten genetischen Alterationen (50).

Als bedeutsam fiir die Tumorgenese haben sich Stérungen bei drei speziellen Gruppen

von Genen als besonders relevant herausgestellt (260):
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Onkogene sind Gene, die die Fahigkeit besitzen, unter bestimmten Voraussetzun-
gen mittels ihrer Genprodukte (Proteine) eine primir nicht tumorigen verénderte
Zelle in eine tumorigene Zelle umzuwandeln. Protoonkogene sind Bestandteil des
Genoms und konnen nach Aktivierung zum Onkogen fatale Wirkungen entfalten.
Die Aktivierung vom Protoonkogen zu Onkogen erfolgt ausgelost durch endo -
oder exogene Faktoren. Die Genprodukte der Onkogene (Onkoproteine) beein-
flussen Mechanismen zur DNA-Replikation, -Transkription und DNA-Reparatur,
aullerdem arbeiten sie als Transkriptionsfaktoren, sind an der Zellproliferation und
an der Apoptose von Zellen beteiligt. Sie konnen an unterschiedlichen Stellen der
streng kontrollierten Kaskade der zelluldren Signaliibermittlung eingreifen. Durch
Storung der intra- und interzelluliren Kommunikation und Signaltransduktion, in
welche Komponenten wie Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktorrezeptoren,
Transkriptionsfaktoren und Tumorsuppressorproteine eingebunden sind, kdnnen
sie ein mitogenes Signal auslésen. Durch Miflbrauch des eigenen Kommunikati-
onsapparates kann so durch Onkogene eine nicht neoplastische Zelle in eine tumo-
rigene Zelle tberfiihrt werden, und in Folge im Zustand des unkontrollierten
Wachstums gehalten werden. Bekannte Proto/-Onkogene sind beispielsweise bcl-
1, bel-2, ber, int-1, int-2, abl, erb-A, erb-B, fos, c-myc, ras und sis. Angriffspunkte
und Wirksamkeit der Onkoproteine sind Wachstumsfaktoren (sis), Wachstumsfak-
torrezeptoren (EGFR, c-erbB-2), Signaliibermittler (bcr-abl, ras-G-Protein) und
Transkriptionsfaktoren (myc). Diesen Proteinen gemeinsam ist, da} sie iiber eine
Tyrosin-Kinase-Aktivitdt zur Deregulierung des Zellzyklus und damit zur Trans-
formation nicht neoplastischer Zellen in immortalisierte tumorigene Zellen fiihren.
In Abhéngigkeit vom betroffenen Gewebe konnen so die verschiedensten Tumore

entstehen.

Tumorsuppressorgene wie pRb, p53, PTEN, WT1, APC, NF1 und andere sind
bekannte Regulatorproteine des Zellzyklus. Sie sind beteiligt an der Kontrolle von
Zellproliferation und Zelldifferenzierung und konnen diese Vorgidnge bremsen.
Sie reagieren auf DNA-Schidden und konnen Reparaturmechanismen in Gang set-
zen, bei irreparablen Schdden konnen sie die Apoptose einleiten. Zusétzlich tliber-

nehmen einige von ihnen wichtige Aufgaben bei der Organisation des Zytoske-
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letts und im Bereich der Zelladhdsion. Zum Funktionsverlust fiihrende Inaktivie-
rung durch Schidigung entweder auf genetischer Ebene als LOH (verursacht
durch Substitution, Deletion, Insertion oder Translokation), oder auf Proteinebene
durch Komplexbildung mit exogenen (z.B. viralen) oder endogenen (zelleigenen)
Onkoproteinen, auf Gen- oder Proteinebene fiihrt zum Verlust dieser Funktionen.
Somit wird eine unkontrollierte Proliferation geschidigter Zellen begiinstigt. Bei-
spiele fiir humane Neoplasien, die bei Schidigung von Tumorsupressorgenen be-
vorzugt vorkommen, sind maligne Tumoren von Prostata, Harnblase, Magen,
Dickdarm, Leber, Lunge, Ovar und Mamma sowie spezielle Tumoren wie das Re-

tinoblastom, der Wilms-Tumor oder das Neurofibrom.

Mutatorgene wie MSH 2 und MLH 1 sind beteiligt an DNA-Reparatur und
DNA-Replikation. Der Verlust eines der Gene auf einem Allel fithrt zum Verlust
des funktionfdhigen Proteins. Somit kann DNA-Reparatur nicht mehr stattfinden.
Mutatorgene sind somit indirekt an der Tumorgenese beteiligt, da der Defekt die
Mutationsrate anderer (Onkogene, Tumorsuppressorgene) steigert. Beobachtet
wurde dies zum Beispiel in der Mehrzahl der Fille beim hereditdren nicht polypo-

sen Kolonkarzinom (HNPCC/hereditary non-polyposis colon cancer) (119).

1.4. Molekulare Genetik von Prostatatumoren

Auch fiir die Entstehung und Progression von Prostatatumoren sind die im vorigen Ab-
schnitt ausfiihrlich beschriebenen Alterationen bestimmter Gene ursdchlich verantwort-
lich.

Daher soll in diesem Abschnitt noch einmal speziell darauf eingegangen werden.

Durch viele Studien konnte gezeigt werden, daBl genetische Instabilitit sowohl als
chromosomale Instabilitdt (z. B. Aneuploidie, Deletion oder Amplifikation) als auch
Mikrosatelliteninstabilitdt mit der Entstehung von Prostatakarzinomen assoziiert ist.
Auch hier sind Akkumulationen von genetischen Verdnderungen in Tumorsuppressor-
genen, Proto-Onkogenen und Mutatorgenen als ursdchliche Faktoren der Kanzerogene-
se zu sehen.

Von den schon beschriebenen Missmatch-Repair-Genen (MMR-Gene) ist fiir das Pros-
tatakarzinom speziell der Defekt des MSH2-MMR-Gens von Bedeutung. Bekannte in-
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aktivierte Tumorsuppressorgene, die besonders in Prostatakarzinomen detektiert wur-
den, sind unter anderem p53, PTEN, und Rbl. Unter den Onkogenen scheinen insbe-
sondere Veridnderungen von c-MYC, c-ErbB2, bcl-2 und Ras bedeutsam zu sein.
Verdnderungen dieser, fiir die normale Zellfunktion und das normale Zellwachstum
verantwortlichen Gene, fithren zum Funktionsverlust bzw. zur Aktivierung, und kénnen
durch Mutation, Uberexpression, Amplifikation, Deletion oder Rearrangement verur-
sacht sein.

Als duBlere EinfluBgroBen, die genetische Instabilitidt bewirken und somit zur Dsyregu-
lation der bedeutsamen Gene fithren konnen, gelten neben dem Lebensalter und der
familidren Disposition auch Steroidhormone, die Erndhrungsgewohnheiten und Um-
welteinfliisse (115).

Eine weitere wichtige Rolle bei der Entstehung und der Progression von Prostatatumo-
ren wird dem, auf dem X-Chromosom gelegenen, Androgenrezeptor (AR) in den betrof-
fenen Zellen zugewiesen. Es ist bekannt, dal Mutationen oder Amplifikationen beson-
ders im Bereich des Exons 1 zu Verdnderungen fiihren, die die zunédchst androgenab-
hingigen Zellen von der Androgenversorgung unabhingig machen. Entkopplung von
der androgengesteuerten Wachstums- und Apoptosekontrolle kann zur unkontrollierten
Progression und auch zur Metastasierung fiihren. Zudem scheint bewiesen, daf3 die Va-
riation der Transkriptions-aktivitdt des Androgenrezeptors, verursacht durch polymor-
phe CAG-repeats, einen Einflul auf das Prostatakrebsrisiko besitzt. Dabei scheinen
kurze CAG-repeat-Liangen ein deutlich hoheres Prostatakarzinom-Risiko in sich zu ber-
gen. Auch eine erhohte Aggressivitit des Karzinoms (hohes Grading, erhdhtes Metasta-
sierungspotential) wird dieser genetischen Besonderheit zugeschrieben. Zudem reguliert
der Androgenrezeptor durch Bindung an androgenspezifische Elemente auch die Gen-
transkription bestimmter Zielgene wie z.B. des PSA. Sowohl der polymorphe AR als
auch das, durch die Bindung an diesen, verdnderte PSA stehen in Assoziation zu fortge-
schrittenem Tumorstadium (90).

SchlieBlich konnte zudem beobachtet werden, dal3 in vielen Fallen unter Akkumulation
von genetischen Alterationen ein Wechsel vor primér androgenabhingigem in andro-

genresistentes Tumorgewebe erfolgte (115).
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1.5. LOH und Mikrosatellitenanalyse

Die héufigste, in der Tumorgenese vorkommende Aberration ist der Verlust bzw. die
Amplifikation eines Allels oder Teilen dieses Allels, die zum Verlust der Heterozygotie
(loss of heterozyosity / LOH) und so zur Allelimbalanz (allelic imbalance / Al) fiihrt
(118).

Die zurzeit etablierteste Methode zum Nachweis von genetischen Alterationen stellt die
Mikrosatellitenanalyse dar. Mikrosatelliten sind kurze repetitive DNA-Sequenzen die
sich meist als Dinucleotide (in Form von CA- bzw. GT-Repeats), maximal als Hexanuc-
leotide darstellen (188). Thre Lange betrégt bis zu 1 kb. Sie befinden sich in nichtkodie-
renden Bereichen vom Genom, entweder aullerhalb eines Gens, oder in dessen Intronen.
Sie sind polymorph, das bedeutet, dal verschiedene Individuen eine unterschiedliche
Repeatldnge aufweisen (36) (Abb.3). Ihre Ndhe zu Genen die untersucht werden sollen,
148t bei Verlust der Mikrosatelliten auch auf den Verlust des benachbarten Gens schlie-
Ben (116).

forward Primer-"5‘FAM

ﬁ
ctctttttgctgtttgaagaatttgagccaaccaaaatattaaacct
gagaaaaacgacaaacttcttaaactcggttggttttataatttgga

Zielsequenz (ca),-repeat
ctcttacacacacacacacacacacacacacacacacaccggattgc
gagaatgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtggcctaacg

tggttcaagtgtgccaagtgtgcagacagaacatgagcgagtctgge
accaagttcacacggttcacacgtctgtcttgtactcgctcagaccg

-

reverse primer

Abb.3: PCR-Schema einer Mikrosatellitenanalyse
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1.6. Ziel der Arbeit

Die Untersuchung auf LOH in 10 ausgewadhlten Markern mittels Mikrosatellitenanalyse
ist Gegenstand dieser Studie. Ausgewihlt wurden Gensequenzen, die sich bei der Ana-
lyse des Prostatakarzinoms und anderer bosartiger Tumorerkrankungen in vielen Stu-
dien als starke diagnostische Marker fiir diese Erkrankungen herausgestellt haben.
Zusatzlich  sind sie  auf Grund ihres hohen Heterozygotiegrades der
Mikrosatellitenanalyse gut zugénglich. Das in der vorliegenden Studie untersuchte
Gesamtkollektiv besteht aus 92 Patienten mit gesichertem Prostatakarzinom, die in der
urologischen Klinik der WWU Miinster behandelt wurden. Bei 76 Patienten wurde ein
monofokaler Tumor festgestellt, 16 Patienten zeigten bifokale Tumoren.

Ziel ist es, bestimmte Marker oder Markerkombinationen ausfindig zu machen, die zu-
sammen mit anderen kliniko-histopathologischen Untersuchungsgréflen die Erkennung,
Einordnung und Prognose dieser Tumorerkrankung deutlich verbessern kdnnen. Zuséatz-
lich zum LOH soll speziell fiir die bifokalen Tumoren das genetische Verhalten der bei-
den Einzelfoci untersucht werden. Verschiedene Studien deuten darauf hin, daf} es sich
bei Bifokalitédt nicht immer um Tumoren monoklonalen Ursprungs handelt, sondern wie
zB. fiir das Mammakarzinom oder den Barrett-Osophagus bekannt (176, 240), die
Moglichkeit des Vorhandenseins zweier unterschiedlicher Primirtumoren besteht. An-
dererseits konnten sich durch unterschiedliche Differenzierung eines Tumors, genetisch
unterschiedliche Tumorfoci entwickelt haben. Die Kenntnis hieriiber konnte in Zukunft

fiir die Auswahl der angestrebten Therapie von groBer Bedeutung sein.
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1. Patienten und Probenmaterial

Im Rahmen dieser Studie wurden 92 Patienten im Alter zwischen 49 und 78 Jahren mit
gesichertem Prostatakarzinom untersucht. Die Einwilligungen zur Studienteilnahme
aller Patienten lagen dem behandelnden Arzt vor. Nach eingehender Anamnese und
Diagnostik wurde bei allen diesen Patienten eine operative radikale Prostatektomie
durchgefiihrt. Alle in dieser Studie ausgewerteten klinischen Daten wurden prospektiv
erhoben. Die histopathologischen Daten wurden durch Frau Dr. med. Elke Elze und
Herrn Dr. med. Olaf Bettendorf vom Gerhard-Domagk- Institut fiir Pathologie der
WWU Miinster unter Leitung von Herrn Prof. Dr. med. Werner Bocker ermittelt, und
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

Das in dieser Arbeit verwendete Probenmaterial (Blutproben und Gewebeproben aus
gesicherten Prostata-Karzinomen, vor radikaler Prostatektomie) wurde den Patienten
wihrend ihres stationdren Aufenthaltes in der Universitdtsklinik Miinster entnommen.
Die Blutproben (EDTA-antikoguliertes Vollblut) wurden praoperativ asserviert. Nach
der Entnahme wurden die Blutproben entweder ohne weitere Bearbeitung bei — 20° C
gelagert, oder im Rahmen anderer Studien einer Dichtegradientenzentrifugation unter-
zogen, um im Blut befindliche Tumorzellen auf MACS-Séulen isolieren zu konnen. Die
hierbei anfallenden Leukozytenkonzentrate wurden, genau so wie der Buffy-Coat aus
direkt nach der Entnahme zentrifugiertem Blut, zur DNA-Isolierung verwendet. Die aus
den drei verschiedenen Blutpriparaten gewonnenen DNA-Losungen wiesen dhnlich
hohe Konzentrationen und Reinheiten auf, so daf} sie dqivalent in der PCR eingesetzt
werden konnten. Die Gewebeproben wurden zunichst routineméBig in der Pathologie
aufgearbeitet und anschlieBend histologisch untersucht. Nach Abschluf3 der histopatho-
logischen Untersuchung wurden die Proben in Form von Paraffinschnitten zur weiteren
Verarbeitung im Rahmen dieser Arbeit von Frau Dr. med. Elke Elze zur Verfiigung
gestellt. Die folgenden klinischen Patientendaten wurden erfaf3t: Alter zum Zeitpunkt
der Operation, das klinische Tumorstadium, Angaben zur Metastasenbildung und zum
Lymphknotenbefall, zum PSA-Verlauf sowie zur Uberlebenszeit der Patienten und zum
Auftreten von PCa bei Blutsverwandten. Zusétzlich wurden von Frau Dr. med. Elke

Elze die histopathologischen Daten der Patienten beziiglich des TNM-Systems, histolo-
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gischem Grading, Tumorvolumen, Befall der Schnittrinder und Grad der Kapselinfiltra-
tion und -penetration zur Verfiigung gestellt. Fiir 76 Patienten wurde im Rahmen der
histopathologischen Untersuchung ein monofokales Tumorgeschehen diagnostiziert; 16
Patienten zeigten einen bifokalen Tumor bestehend aus zwei unterschiedlichen Foci.
Daher wurden in dieser Studie diese beiden Subkollektive sowohl einzeln als auch im

Vergleich miteinander untersucht.

2.2. DNA-Isolierung

2.2.1. DNA-Isolierung aus Blut

Die DNA, die im Rahmen der Mikrosatelliten-PCR als Referenzprobe zum Vergleich
von Blut- und Tumorgewebe dienen soll, wurde aus Leukozyten der zur Verfiigung ste-
henden Blutpriparate (EDTA-antikoaguliertes Vollblut, Buffy-Coat, Leukozytenkon-
zentrat) isoliert.

Die Isolation erfolgte unter Zuhilfenahme des “QIAamp Blood Kit* (QIAGEN®, Hil-
den). Das Prinzip des Kit basiert auf der enzymatischen Lyse der proteinhaltigen Blut-
bestandteile durch den Einsatz einer Protease und eines AL-Lysis-Puffers. Die so ge-
wonnene DNA wird mittels 70 % Ethanol gefillt, und auf eine, mit Silikatfilter ausges-
tattete, Sdule gegeben. Durch jeweils einmaliges Waschen mit AW1- und AW2- Puffer
wird die DNA aufgereinigt und anschliefend mit dem Elutionspuffer AE von der Sdule
eluiert.

Reagentien:

Bestandteile des “QIAamp Blood Kit*:

Puffer AL

Puffer AWI

Puffer AW2

Puffer AE

Protease

QIAamp Spin Colums

Firma ROTH®, Karlsruhe:
99,6% Ethanol

Zentrifuge (Sigma® 101 M, Rotor mitl12 Pldtzen fiir 1,5 und 2 ml Eppendorfgefilie)
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Durchfiihrung:

Zunéchst wurden jeweils 200 pl Blutprdparat in ein 1,5 ml fassendes Eppendorfgefal3
pipettiert und mit je 200 pul AL-Puffer und 25 pl Protease versetzt. Dieses Gemisch
wurde gevortext und fiir 10 Minuten bei 70°C im Heizblock inkubiert. Anschlieend
erfolgte die Zugabe von 200 pl Ethanol zur DNA-Féllung und erneutes Vortexen. Diese
Losung wurde auf QIAamp Spin Columns gegeben, die in 2ml QIAamp Collection tu-
bes eingesenkt waren, und fiir 1 Minute bei 8000 rpm abzentrifugiert. Collection tubes
und der Inhalt wurden verworfen, die Nucleinsduren auf der Membran der Spin columns
mehreren Waschschritten unterzogen. Nach jeweiliger Abzentrifugation der Waschpuf-
fer wurde die DNA mit dem auf 70°C erwédrmten AE-Puffer eluiert. Die Erstellung der
ersten Elution erfolgte durch Zugabe von 100 pl Elutionspuffer auf die Séule und an-
schlieBendem zentrifugieren fiir 1 Minute bei 8000 rpm in ein 1,5 ml Eppendorfgefal.
Abschlielend erfolgte die zweite Elution durch Zugabe von 50 pl AE-Puffer und nach-
folgender Zentrifugation fiir wiederum 1 Minute bei 8000 rpm. Die DNA-Konzentration

beider Elutionen wurde photometrisch bestimmt.

2.2.2. DNA-Isolierung aus Tumorgewebe

Die Isolierung der DNA aus Tumorgewebe erfolgte mit Hilfe des “QIAamp Tissue Kit*
(QIAGEN®, Hilden). Da die Gewebeproben im Rahmen der histologischen Aufarbei-
tung in Paraffinblocke eingebettet wurden, mufite das Gewebe zundchst mittels Xylol
aus dem Paraffin gelost werden. Nach Entfernung der Xylolreste durch Ethanol konnte

dann das Gewebe der DNA-Isolation zugefiihrt werden.

Reagentien:

Bestandteile des “QIAamp Tissue Kit*:

Puffer ATL Proteinase K

Puffer Al Firma ROTH®, Karlsruhe:
Puffer AW1 Xylol, reinst

Puffer AW2 99,6% Ethanol

Puffer AE

Zentrifuge (Sigma® 101 M, Rotor mit12 Plitzen fiir 1,5 und 2 ml EppendorfgefiBe)
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Zunéchst wurden zu den in Eppendorfgefdlen befindlichen 5-10 je 10 um dicken Paraf-
finschnitten jeweils 1200 pl Xylol zugegeben. Nach anschlieendem Vortexen wurden
die Proben fiir 30 Minuten bei 70°C in den Heizblock gestellt. Danach wurde 5 Minuten
bei 15.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach erneuter Zugabe von
1200 pl Xylol wurden die Proben iiber Nacht bei 70°C in einem Heizblock inkubiert.
Nachfolgend wurde erneut zentrifugiert (5 Minuten bei 15.000 rpm), der Uberstand
wiederum verworfen, und nochmals 1200 pl Xylol zugegeben. Nach einer Inkubations-
zeit von weiteren 60 Minuten bei 70°C wurde den Gewebepellets, nach Entfernung des
Xylols, je 1200 ul Ethanol zugegeben und gevortext. Nach 5-miniitiger Zentrifugation
und Entfernung des iiberstehenden Ethanols schloss sich eine Wiederholung dieses letz-
ten Schrittes an. Die so von Xylolresten gereinigten Proben wurden fiir einige Minuten
zum Trocknen bei 70°C in den Heizblock gestellt, um eventuell verbliebene Ethanolres-
te aus dem Gewebe zu eliminieren. Anschlieend erfolgte die Zugabe von 180 ul ATL-
Puffer und, abhéngig von der Gewebemenge, zusitzlich 20 ul bis 40 pl Proteinase K.
Nach griindlichem Vortexen folgte die Inkubation der Proben iiber Nacht bei 55°C. Im
ndchsten Schritt wurde eventuell noch vorhandenes Restgewebe mit einem Mikropistill
homogenisiert und erneut 20 pl Proteinase K zugesetzt. Es wurde wiederum gevortext
und bei entsprechenden Bedingungen wie vorher inkubiert, bis keine Zellreste in der
Losung mehr erkennbar waren. Nun erfolgte die Zugabe von 200 ul AL-Puffer, es wur-
de gevortext und 10 Minuten bei 70°C inkubiert, um letzte Zellreste zu lysieren. Um die
DNA zu fillen wurden anschlieBend 210 pl Ethanol zupipettiert.

Nach kurzem Vortexen wurde das Gemisch auf die Silikatsdule gegeben und die Lo-
sung bei 8000 rpm fiir 1 Minute zentrifugiert und anschlieBend die Collection tubes
gewechselt. Nach Durchfithrung mehrerer Waschschritte erfolgte eine anschlielende
Leerzentrifugation die fiir die griindliche Entfernung der Waschpuffer aus der Séule
sorgte. Zur Losung der DNA aus der Sdule wurde 100ul vorgewédrmter AE- Puffer auf
die Séule gegeben und dann in ein Eppendorfgefd3 zentrifugiert. Auf die gleiche Weise
wurde die zweite DNA-Elution unter Verwendung von 50 pl AE- Puffer durchgefiihrt.
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2.3. Photometrische Messung zur Bestimmung der DNA-Konzentration

Aus den, bei den DNA-Isolationen gewonnenen Elutionen wurden Verdiinnungen von
1:100 hergestellt und zur Ermittlung des DNA-Gehaltes und der Reinheit eine photo-
metrische Bestimmung (157) der optischen Dichten bei 260 nm, 280 nm und 320 nm
durchgefiihrt. Nach der Messung wurden die Verdiinnungen verworfen und aus den
ermittelten Absorbtionswerten die entsprechenden DNA-Konzentrationen berechnet.

Diese Berechnung erfolgte mittels der Formel nach Warburg und Christian (252).

Konzentrationsbestimmung :

cDNA (1n Ilg/},ll) = 62,9 X (A260-A320)-36,O X (Azgo-A320)

¢DNA = DNA-Konzentration

A = Absorbtionswerte der verschiedenen Wellenldngen

Die Reinheit der DNA-Losung gibt der Quotient der Absorbtion bei 260 nm und 280
nm an. Die Berechnung der Reinheit folgt der von Kalb und Bernlohr erstellten Formel
(114).

Q = (A260-A280) / (A260-A230)

Q = Reinheit der Losung

A = Absorbtion bei verschiedenen Wellenldngen

Tab.3: Wellenldngen zur Untersuchung von DNA (A = Wellenlénge)

A Nachweis von:

260 nm Absorbtionsmaximum von Nukleinsduren

_— Aromaten (Nachweis phenolischer Substanzen) Aromatische Aminosduren
nm
von Proteinen und Peptiden (Tyrosin und Tryptophan)

- Bei dieser Wellenldnge absorbieren weder Nukleinsduren noch Proteine
nm
(Grundlinienabgleich)




Patienten, Material und Methoden 28

Tab.4: Qualititsbestimmung von Nukleinsduren

A260/ Azgo Bedeutung:

1,7-2 Reine DNA
<1,7 Verunreinigung mit Proteinen
>2 Hoher RNA-Anteil oder denaturierte DNA

Eine fiir die DNA angemessene Reinheit konnte bei Werten von Q zwischen 1,7 und 2,0
angenommen werden (159). Bei Werten von Q >2,0 besteht in der Regel eine Verunrei-
nigungen durch RNA, bei Werten von Q <1,7 Verunreinigungen durch Proteinreste. In
diesem Fall wurde eine erneute DNA-Isolierung der entsprechenden Probe durchge-
fiihrt.

Aus den in den Elutionen gewonnenen reinen DNA-Proben wurden Verdiinnungen mit
einer Konzentration von 10 ng/ul hergestellt, so da3 die als PCR-Template bendtigte
DNA-Menge von 50 ng DNA in einem gut pipettierbaren Volumen enthalten waren.
Die Eluate sowie die fiir die PCR hergestellten Verdiinnungen wurden bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C gelagert.

2.4. Mikrosatellitenanalyse

Die Mikrosatellitenanalyse dient dem Nachweis von genetischen Alterationen. Mikrosa-
telliten sind kurze repetitive DNA-Sequenzen die sich meist als Dinukleotide (in Form
von CA- bzw. GT-Repeats), maximal als Hexanukleotide darstellen (36, 268). Diese
Sequenzen lassen sich mit Hilfe der Mikrosatelliten-PCR (58) amplifizieren, so da3 bei
heterozygoten Merkmalstragern zwei unterschiedlich lange Allele gut darstellbar sind.
Durch eine geeignete Methode wie z.B. die Kapillarelektrophorese erfolgt dann eine
GroBenauftrennung der Allele entsprechend ihrer Liange. Genverdnderungen z.B. in
Form von LOHs konnen anschlieBend berechnet und graphisch dargestellt werden. Die
LOH-Berechnung erfolgte nach einer von Biirger et al. 2001 (28) entwickelten Formel,
die eine modifizierte Form der von Canzian et al. 1996 (31) erstellten Formel zur Be-
rechnung von LOH-Scores darstellt. In die Berechnungen gehen die Berechnung der
graphisch dargestellten Peakflichen der Allele sowie deren Verhiltnis zueinander ein.

Homozygote Merkmalstriager sind aufgrund gleicher Allelldangen nicht darstellbar und

somit fiir die Auswertung einer Mikrosatellitenanalyse nicht informativ.
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LOH Berechnung:

Die Standardabweichung (SD) betrdgt nach dieser Berechnung als Quotient der
Peakflachen der Allele (al/a2) 7%.

Die Kritische Distanz (dc) wird iiber die Formel:

dc=2 x 4/2xSD

berechnet. Die Begrenzungen fiir einen LOH werden fiir Verlust des ldngeren Allels mit
1-dc, und fiir Verlust des kiirzeren Allels mit 1/(1-dc) berechnet. Somit liegt der giiltige
Wert fiir LOH bei 0.79 (ermittelt fiir das ldngere Allel) bzw. 1.27 (ermittelt fiir das kiir-
zere Allel).

Aufgrund dieser Berechnungen konnte ein Mikrosatellit als positiv beziiglich LOH an-

gesehen werden, wenn der LOH-Score >1.27 oder <0.79 betrug.

2.5. Methoden zur Entdeckung von genetischen Alterationen

Zur Untersuchung genetischer Alterationen wurden verschiedenste Techniken entwi-
ckelt. Neben anderen werden CGH (Comparative Genomic Hybridization), FISH (Fluo-
reszenz-in-situ-Hybridisierung), Southern blotting und die Polymerasekettenreaktion
(PCR) am hiufigsten angewendet (249). Mittlerweile ist die PCR die gebriuchlichste
Technik, da sie in unterschiedlichsten Variationen anzuwenden ist, und eine automati-
sierbare Analysemethode darstellt, die eine schnelle und sensitive DNA-Analyse ermog-

licht.

2.5.1. Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaktion, PCR) und Multiplex-
PCR

Die PCR ist eine Methode zur in vitro-Amplifikation von DNA-Fragmenten. Sie lehnt
sich an die in vivo ablaufenden Prinzipien der enzymatischen DNA-Replikation wéh-
rend des Zellzyklus an, und wurde an Laborbedingungen adaptiert. Der Amplifikations-
vorgang ist in drei Reaktionsschritte gegliedert, deren Ablauf allein durch eine Tempe-

raturdnderung bestimmt wird. Diese Reaktionsschritte werden zyklisch wiederholt.
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Die Auswahl der Reagentien (Nukleotide, Primer, Polymerase) erlaubt die vielfache
Wiederholung der Zyklen, ohne eine Anderung des Mediums oder einen Wechsel der
Reagentienkonzentrationen vorzunehmen.

Die Methodik der PCR, schon im Jahre 1971 von Kleppe et al. (119) beschrieben, wur-
den im Jahre 1985 von Kary B. Mullis weiterentwickelt (168), und 1989 von der Firma
Cetus etabliert. Nach der Erstveroffentlichung durch Saiki et al. 1985 (207) entwickelte
sich dieses Verfahren zur selektiven in vitro Amplifikation von DNA-Sequenzen
schnell zu einer Routinemethode in der Molekularbiologie. Die PCR erfordert die Syn-
these von zwei kurzen (ca. 18-23 bp) einzelstringigen Oligonukleotiden (Primern), die
zum Anfang und Ende des gewlinschten DNA-Bereichs antiparallel komplementér sind.
Nach Denaturierung der doppelstrangigen DNA hybridisieren diese Oligonukleotide mit
der zu amplifizierenden DNA-Sequenz und dienen einer thermostabilen DNA-
Polymerase (z. B. Tag-Polymerase) als Kniipfungspunkte zur spezifischen Synthese
eines neuen Doppelstrangs aus entsprechenden Desoxyribonukleosidtriphosphaten
(ANTP’s). Dieses PCR-Produkt dient als Matritze fiir folgende Amplifikationszyklen.
Die Temperaturstabilitidt der Polymerase erlaubt die zyklische Wiederholung (25-40)
der Reaktionsschritte, ohne dall das Enzym zerstort wird. Auf diese Weise wird das zu

amplifizierende DNA-Fragment exponentiell vermehrt.

Reaktionsschritte der PCR:

1. Denaturierung der DNA in Einzelstinge bei 94-96°C

2. Annealing der Primer (komplementére Oligonukleotide, die spezifisch zum initialen
Abschnitt des einen Stangs bzw. zum Endabschnitt des Gegenstrangs der zu amplifi-
zierenden DNA-Sequenz sind) bei 50-68°C

3. Extension der Primer vom 3°-OH-Ende (enzymatische Reaktion durch fortlaufende

Addition von dNTPs durch eine Polymerase) bei 72°C

Da in dieser Studie 10 spezielle Genorte auf genetische Instabilitdt in Form von LOH
untersucht werden sollten, wurde die oben beschriebene PCR zu einer auf ihr basieren-

den Multiplex-Mikrosatelliten-PCR erweitert, bei der mehrere Primerpaare gleichzeitig
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eingesetzt werden um so gleichzeitig unterschiedliche DNA-Fragmente amplifizieren zu
konnen.

Insgesamt wurden in Vorarbeit 82 verschiedene aus der Literatur (bzw. Genbanken)
bekannte CA,-repeats enthaltene Genloci ermittelt und in die nédhere Auswahl genom-
men (Literaturarbeit durch Herrn Dr. rer. nat. H. Schmidt). Davon wurden in einem
primiren Screening 10 verschiedene PCR-Primer, zunichst einzeln und anschlieBend in

variierenden Kombinationen getestet (s. Tabellen 5 u. 6).

2.6. Primerauswahl (Zielsequenz)

Entscheidend fiir die Gestaltung einer Multiplex-PCR ist die Auswahl der Primer, die
einerseits eine anndhernd gleiche Annealingtemperatur aufweisen miissen, andererseits
alle in gleichem Malle angelagert werden sollten um eine ausgewogene Amplifikation
aller ausgewihlten Sequenzen zu gewihrleisten. Zusatzlich soll es auch zu keiner Pri-
merdimerisation kommen (58).

Dabei wurden folgende Primerauswahlkriterien (in Bezug auf die Zielsequenz) bertick-
sichtigt:

Falls bekannt, sollten sie mit einer Funktion assoziiert sein (z.B. Tumorsupressorgen,
Proto-/Onkogen etc.). Der Heterozygotiegrad sollte moglichst hoch sein, da dies einen
hohen Informationsgehalt in sich birgt, wihrenddessen homozygote Merkmale in dieser
Weise nicht verwertbar sind. Zusétzlich sollte bei ihnen eine hohe Alterationsfrequenz
(hier hohe Haufigkeit an LOHs) bekannt sein. Bei der PCR sollten die Primer nicht un-
tereinander interagieren um optimale etwa gleich hohe Amplifikationen aller zu unter-
suchenden Marker zu erreichen. Die Amplifikationsmuster sollten zueinander passen,
damit sich bei der Analyse (Kapillarelektrophorese) keine Uberlagerungen ergeben. Da
partielle Uberschneidungen durchaus moglich sind sollte dann zur Unterscheidung eine
andere Farbstoffmarkierung gewihlt werden. Zudem wurde nach Zielsequenzen mog-
lichst vieler Chromosomen, die mit Krebsentstehung und LOH verbunden sind gesucht,
um sie in einer Multiplex-PCR zu vereinigen.

Um bei der Kapillarelektrophorese storende Uberschneidungen der Amplifikationspro-
dukte (inklusive Stotterbanden) zu vermeiden, mufiten dariiber hinaus die die Zielse-
quenzen flankierenden bisher bekannten Primersequenzen versetzt und ebenfalls zu-

néchst einzeln, spéter in Kombination auf ihre Amplifikationseffizienz getestet werden.
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Der Grenzwert fiir eine noch ausreichende reproduzierbare Amplifikation eines Genbe-
reiches liegt bei etwa 320 bp. Der optimale Bereich einer Multiplex-PCR liegt etwa bei
90 bp bis 200 bp. Dieser obere Grenzwert gilt insbesondere fiir DNA, die aus formolfi-
xierten, ehemals in Paraffin eingebetteten Gewebematerial isoliert wurde. Derartig be-
handelte DNA enthilt einen relativ hohen Anteil degradierter DNA und ist relativ kurz-
kettig. Dieser Umstand fiihrt dazu, dal3 in einer Multiplex-PCR nur eine begrenzte An-
zahl an Zielsequenzen untersucht werden kann. In Tabelle 5 sind die 10 Mikrosatelli-
tenmarker aufgefiihrt, die fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrte Mikrosatellitenanalyse

ausgewdhlt wurden.

Tab.5: Untersuchte Mikrosatelliten (HZG = Literaturwert fiir den Heterozygotiegrad bei
PCa; LOH (%) = Literaturwert fiir LOH bei PCa in Prozent; Lokalisation = chromoso-
male Lokalisation im humanen Genom)

Primerlocus Lokalisation | HZG (%) LOH (%) Literatur
D7S522 (caveolin Takahashi et al. (1995
1+2) (ME(:T) 7q3 1.1 0’67 13-31 ’3 % Zenklusen ei al. ((1994))

MacGrogan et al. (1994)
D&8S258 8p22 0,71 8,1-24,1 % | Takahashi et al. (1995)
Vocke et al. (1996)
Kagan et al. (1995)
NEFL 8p21 0,83 16,3-35.4 % | vocomcaral 1085y
Vocke et al. (1996)
3119]5856“ 10923 0,78 45,1% Feilotter et al. (1998)
%515)153 13q14.2 0,82 25-30% | Cooney etk (1999
D16S400 16q22.2-23.1 0,62 18,8% Osman et al. (1997)
D16S402 16q24.2 0,86 28.8% Latil et al. (1997)
D16S422 16924.2 0,8 42% Elo et al. (1997)
pS3 17p13.1 0,84 38% Brewster et al. (1994)
E])BllZ(S}isls) 17921 0,82 34,8% Gao et al. (1995b)

2.7. Fluoreszenzmarkierungen

Vor Beginn der Studie wurden in Multiplex-PCRs verschiedene Fluoreszenzmarkierun-
gen (FAM, JOE, ROX) kombiniert getestet, um eventuell auch etwa gleich lange DNA-
Fragmente parallel in einer Kapillarelektrophorese analysieren zu konnen. Bisher wur-
den bei einer multifluorophoren Fragmentldngenbestimmung die verschiedenen Mikro-
satelliten erst nach der PCR gepoolt. Dazu muften sie zuvor mit Ethanol gefallt und

gewaschen werden. Herr Dr. H. Schmidt konnte wéhrend dieser Untersuchungen hinge-
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gen zeigen, daB3 auch eine kombinierte Fluoreszensmarkierung in einem PCR-Ansatz

moglich ist. Bewihrt hat sich in der laufenden Studie der gemeinsame Einsatz der Farb-

stoffe FAM und JOE, die eine dhnliche Laufgeschwindigkeit und eine in etwa identi-

sche Sensitivitdt besitzen. Kombinierte Fluoreszenzmarkierungen mit ROX haben sich

bisher nicht bewihrt, da die Sensitivitdt dieses Farbstoffes deutlich geringer ist als bei

FAM und JOE.

2.8. Primersequenzen

Die Primersequenzen sind zur Veranschaulichung in Tabelle 6 dargestellt.

Tab.6: In dieser Studie untersuchte Mikrosatelliten und die Sequenzen der verwendeten

Primer.

Mikrosatelliten

Primersequenzen

D7S522 Caveolin 1+2; Met.

D78522 A: 5’ - FAM-GCA GGA CAT GAG ATGACT GA -3
D78522 B: 5° - GTT ATG CCA CTC CCT CAC AC -3

D8S258

D8S258 A: 5 - FAM-AGC TGC CAG GAA TCA ACT GAG AG -3
D8S258 B: 5* - GAT GCT CAC ATA AAG GAG GGA GG - 3'

NEFL

NEFL A: 5 - FAM-CCA ATA CCT GCA GTA GTG CC-3
NEFL B : 5" - GAG CTG CTT AAC ACA TAG GG - 3

D10S541 PTEN

D10S541 A: 5° - FAM -CAC CAC AGA CAT CTC ACA ACC -3
D10S541 B: 5' - CCA GTC AAT AGT TCA GGG ATG -3

D13S153 D13S153 A: 5’ - FAM-AGG GTT ATG TAT AACCGA CTCC-3'

Rbl D13S153 B: 5° - GTC TAA GCC CTC GAG TTG TGG - 3'
D16S400 A: 5° - FAM-GGT TCA CAA TTG GAC AGT AT - 3'

D165400 D16S400 B: 5' -GAA CCC TCC ATG CTG ACATT - 3'
D16S402 A: 5° - FAM- GTA CCC ATG TAC CCC CAATA - 3'

D165402 D16S402 B: 5° - CAA AGC ACC ACA TAG ACT AA -3

I ea— D17S855 A: 5” - FAM- GGA TGG CCT TTT AGA AAG TGG -3
D17S855 B: 5 - ACA CAG ACT TGT CCT ACT GCC - 3'

053 p53CA A: 5’ - FAM- AAG AAA TTC CCA CTG CCA CTC - 3'
p53CA B: 5’ - ATC CCC TGA GGG ATA CTA TCC - 3'

A D16S422 A: 5’ -JOE- GAG AGG AAG GTG GAAATACA -3

D16S422 B: 5'-GTT TAG CAG AAT GAG AAT AT -3
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2.9. Multiplex-PCR - Durchfiihrung

Reagentien:

1. PCR-Reaktionspuffer (Puffer II)
2. MgCl,

3. Nukleotide (ANTPs)

4. AmpliTagGold-Polymerase

5. Primer

6. H,O

Die Reagentien 2-5 wurden von der Firma Applied Biosystems® (ABI), die Primer von

der Firma Biometra bezogen.

Der Reaktionsansatz wurde nach dem “Mastermix“-Verfahren in ein Gefdl3 pipettiert.
Danach wurden zuerst je 20 ul des Mastermixes in die entsprechenden PCR-
Reaktionsgefidfie einer PCR-Platte pipettiert und Syl Template-DNA, vorliegend in einer
Verdiinnung von 10 ng /ul, zugegeben. Das gesamte Reaktionsvolumen umfasste 25 pl.
AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch mit einem Tropfen Mineraldl abgedeckt um
ein Verdampfen des Ansatzes wihrend der Reaktion zu verhindern, in einem 96-
stelligen Thermocycler (GeneAmp® PCR System 9700, PE Applied Biosystems) der
PCR-Reaktion zugefiihrt, und nach folgendem Schema amplifiziert:

PCR-Profil:
Schritt Zeit Temp.  Reaktion

1 10 min 95°C initiale Denaturierung

2 30sek 95°C Denaturierung

3 30sek 55°C  Hybridisierung

4 30sek 72°C Synthese

5 7min 72°C finale Elongation

6 0 4°C Kiihlung, Aufbewahrung bis zur weiteren Verarbeitung

Die Schritte 2 bis 4 wurden in 40 Zyklen wiederholt.
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Bisher wurden drei verschiedene Multiplex-PCRs etabliert. Die PCR mit p53 wurde
allein durchgefiihrt, da p53 mehrfach, bisher ohne Erfolg, in Kombination mit anderen

Genorten getestet wurde.

1. Multiplex PCR Nr.1: D7S522, D8S258, D16S400
Multiplex PCR Nr.2: D17S855, D13S153, NEFL
Multiplex-PCR Nr.3: D10S541D16S402, D16S422
PCR: Nr.4: p53

i

Reaktionsansatz fiir PCR Nr.4: p53

Reagens Volumen pro Probenansatz(ul)
10x Puffer II 2,5
MgCl, (25 mM) 2
dNTPs (1,25 mM) 1
for. Primer (10 uM) 0,48
rev. Primer (10 uM) 0,48
AmpliTaqGold (5 U/ pul) 0,25
DNA (10 ng/ul) 5
H,O ad 25

Multiplex PCR 1 und Multiplex PCR 2 wurden jeweils mit den entsprechenden drei
Primerpaaren durchgefiihrt. Pro Probenansatz wurde hierbei mit 0,16 pl jedes Primers
gearbeitet. In Multiplex PCR 3 wurde pro Probenansatz mit 0,04 pl der beiden
D10S541-Primer, 0,12 ul der D16S402-Primer und 0,32ul der D16S422-Primer gear-
beitet.

2.10. Kapillarelektrophorese

In der Vergangenheit kamen hiufig Gel-basierende Methoden, z.B. mit anschlieBender
Silberfarbung, zur Analyse von Mutationen zum Einsatz. Auch bei diesen Methoden
konnten die entstehenden DNA-Leitern sehr gut ausgewertet werden, jedoch gestaltete
sich eine Zuordnung zur exakten Fragmentlinge unter Umstinden schwierig. Auch bei

fluoreszenzgestiitzten PCR’s zeigte die Signalintensititsabschitzung hdufig Ungenauig-
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keiten. Die Kapillarelektophorese ermdglicht hingegen eine genaue Zuordnung der
Fragmentlédngen auf ein bp genau und zudem eine prizise Berechnung der Signalinten-
sitditen. Diese Methode zeichnet sich durch groe Genauigkeit und die Mdglichkeit zur
Automatisierung aus.

Die mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Amplifikationsprodukte wurden mit Hilfe des
96-Kapillarsequenzierers "ABI Prism 3700 DNA Analyzer™" (ABI) unter Verwendung
des Polymers POP 6° (Performance Optimized Polymer) und des Genetic Analyzer
Puffers” mit EDTA in unbeschichteten Silikonkapillaren elektrophoretisch aufgetrennt
und durch einen Vier-Farben-Argonlaser ausgelesen. Die Auswertung der Elektrophore-
sedaten erfolgte mit der "Genescan 3,5 NT®" Software (ABI).

Um die fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente analysieren zu konnen, wurde 2 pl
PCR-Produkt zu einer definierten Injektionslosung des Elektrophoresekalibrie-
rungsstandards, bestehend aus 0,5 pul GenescanRox 500 und 25 ul Aqua ad injectabilia
pro Probenansatz, auf eine Platte mit 96 wells pipettiert. Vor der Analyse erfolgte eine
kurze Zentrifugation und Denaturierung der DNA (2 min. 95° C).

Nach Kalibrierung des Gerétes erfolgt der automatische Transfer der Proben durch den
Autoloader zu den Kapillaren in der Elektrophoresekammer. Unter gerdtespezifischer
Spannung und definierter Injektionszeit werden nun die einzelnen Proben in je eine po-
lymergefiillte Kapillare aufgenommen (elektrokinetische Injektion). Die einzelstrangi-
gen DNA-Fragmente wandern nun aufgrund ihrer negativen Ladung und der angelegten
Spannung in Richtung der Anode die sich am Ende der Kapillare befindet. Kurze Frag-
mente wandern hierbei schneller als lange Fragmente. Dort werden sie durch eine Kii-
vette geleitet und dabei von dem Argonlaser erfalft, der die gebundenen Farbstoffe zum
Fluoreszieren anregt. Das emittierte Licht wird von einem Spektographen aufgefangen
und gemdl den emittierten Wellenldngen in ein Spektrum aufgefachert. Das Fluores-
zenz-Spektrum aus jeder einzelnen Kapillare wird anschliefend auf eine CCD-Kamera
(Charge Coupled Device) fokussiert. Diese wandelt die Signale in digitale Informatio-
nen um, die im Computer durch die 3700 Data Collection Software im GeneScan 3.5
NT Programm verarbeitet werden. Hierbei wird aus den Daten ein Elektropherogramm
generiert, das sich durch die Beziehung von relativer Fluoreszenz (y-Achse) und Zeit
(x-Achse) fiir jedes einzelne Fragment darstellen 1a6t. Die PeakgroBen des Elektrophe-

rogramms werden nachfolgend im Auto-Analyser-Programm weiterverarbeitet, so daf3
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jedes Fragmentprofil bestimmt, und seine Hohe und Fliache graphisch und tabellarisch
in Zahlenwerten darstellbar ist.

Die hierbei ermittelten Daten wurden in eine Excel™

-Tabelle (Microsoft) iibertragen,
welche automatisch die Berechnung der Verhiltnisse der Peakflichen und des LOH-
Scores durchfiihrte. Homozygote Allele sind hierbei auf Grund gleicher Lange nicht

informativ.

2.11. Klinische und histopathologische Parameter

Bei allen Patienten wurde in Zusammenarbeit mit der urologischen Klinik und dem In-
stitut fiir Pathologie eine Anzahl klinischer und histopathologischer Parameter bestimmt
So konnen anhand dieser Untersuchungsergebnisse eventuelle Unterschiede oder Ge-
meinsamkeiten der Patienten in Bezug auf die genetischen Parameter, die anhand der in
den Kapiteln 2.4. und 2.10. beschriebenen Mikrosatellitenanalyse und Kapillar-

elektrophorese ermittelt wurden, ausgewertet werden.

Die Kenndaten der Patienten (Lebensalter und Korpergewicht) und bereits gut etablierte
Prognoseparameter fiir das klinisch begrenzte PCa (Malignitétsgrad, pT-Stadium, PSA,
Nodalstatus, Kapselbefund etc.) wurden ermittelt. Einige dieser Parameter werden wer-

den im folgenden Abschnitt nochmals kurz dargestellt.

Préoperativer Palpationsbefund

Die digitale rektale Untersuchung (DRU) stellt ein wichtiges diagnostisches Kriterium
zur Erkennung des PCa dar. Zusammen mit der Bestimmung des t-PSA kann es die
Neuentdeckungsrate des PCa deutlich erhdhen (34). Eventuelle Ubereinstimmungen
zwischen Tastbefund, t-PSA-Wert und anderen histologischem Parametern sollen daher

auch in dieser Studie ermittelt und ausgewertet werden.

TNM-Stadium

Zur Einteilung von Tumoren existiert ein in regelmiBigen Abstéinden iiberarbeitetes
TNM-System, das fiir jedes Organ eine pathologisch ermittelte Stadieneinteilung beziig-
lich Tumorgréfe und —lokalisation (pT), regiondrem Lymphknotenstatus (pN), Fernme-

tastasen (M) und Residualtumor (R) vorgeben, um den Tumor besser klassifizieren zu
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konnen. Das TNM-System fiir das Prostatakarzinom nach UICC wurde bereits in der

Einleitung Abschnitt 1.2.6. vorgestellt.

pT-Stadium

Das Stadium eines PCa’s wird unter anderem durch seine Grofenausdehnung und oder
seine Lokalisation bestimmt. Damit verbunden sind weiterhin Aussagen iiber Kapselpe-
netration, Infiltration von umgebenden Organstrukturen z.B. Samenblasen, pelvinem
Bindegewebe, Urethra, Harnblase oder Rektum. Neben der Ausbreitung per continuita-
tem sind auch die lymphogene Aussaat und die himatogene Metastasierung fiir das wei-
tere therapeutische Procedere und die Prognose von immenser Bedeutung.

Daher ist die Auswertung der Daten beziiglich pT-Stadium, Nodalstatus (N) und auch

das Vorhandensein von Fernmetastasen (M) fiir diese Studie von besonderer Bedeutung.

Nodalstatus

Im Rahmen der TNM-Klassifikation findet auch eine Beurteilung des Lymphknotensta-
tus statt. Dieser Parameter ist als Zeichen der lymphogenen Aussaat zu sehen und daher
fiir das weitere therapeutische Vorgehen und die Prognose dhnlich entscheidend wie das
pT-Stadium und aus diesem Grund ebenso Gegenstand der Untersuchung in dieser Stu-

die.

Fernmetastasen

Fernmetastasen treten als Zeichen der hamatogenen aber auch lymphogenen Metastasie-
rung meist im fortgeschrittenen Stadium einer Krebserkrankung auf. Das Vorhanden-
sein von Fernmetastasen hat fiir den Patienten Auswirkungen beziiglich der Therapie
sowie fiir die Gesamtprognose der Erkrankung und soll daher in dieser Studie Beach-

tung finden.

Grading

Der Grad der Malignitdt (Grading) wird nach dem histomorphologischen Aufbau und
dem Grad der Zellkernatypie beurteilt und in die Grade 1-3 mit entsprechenden Unter-
gruppen unterteilt (s. Abschnitt 1.2.4.). Durch die Kenntnis der Ahnlichkeit bzw. End-
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differenzierung des Tumors mit seinem Ursprungsgewebe konnen Aussagen iiber die

Aggressivitit und Invasivitit gemacht und TherapiemalBnahmen adaptiert werden.

Gleason-Score

Der Gleason-Score ist ein weiteres hiufig benutztes Grading-System. Das System nach
Gleason (84) sieht eine Einteilung in 5 Grade (1-5) vor. Der aufsteigenden Reihe der
Ziffern folgend nimmt der Differenzierungsgrad des vorherrschenden Tumorwachs-
tumstyps ab. Auch der Gleason-Sore korreliert mit der Prognose des Patienten und ist

wie das Grading ein wichtiger zu untersuchender Parameter.

Histologischer Kapselbefund
Da das Prostatakarzinom tliberwiegend im peripheren Bereich des Driisenkdrpers seinen
Ausgang nimmt, ist eine Infiltration der Kapsel oder eine Kapselpenetration (besonders

im Bereich der neurovaskuldren Gefaf3biindel) sehr hdufig zu beobachten.

Resektionsrand

Durch Beurteilung des Resektionsrandes kann die Aussage getroffen werden, ob der
Tumor in toto entfernt und ein ausreichender Sicherheitsabstand eingehalten werden
konnte. Bei nicht tumorfreiem Schnittrand des Resektates ist von dem Verbleib von
Resttumorgewebe auszugehen. Durch diesen histologisch ermittelten Parameter kann

somit zusatzlich die weiterfiihrende Therapie geplant werden.

Tumorvolumen

Da moglicherweise auch iiber das Tumorvolumen Aussagen zur Erkrankung gemacht
werden konnen, wurden postoperativ, im Rahmen der histologischen Untersuchung, fiir
alle Patienten dieser Studie in den Resektaten die Tumorvolumina mit Hilfe der Land-
karten geschitzt, in dem der geschitzte prozentuale Tumoranteil mit dem Gesamtge-
wicht der Prostata korreliert wurde. Da diese ein spezifisches Gewicht von 1 g/ccm be-
sitzt, kann man so indirekt auch das Tumorvolumen abschétzen. Zusammen mit dem
Befund der Prostatakapsel und des Resektionsrandes kann die lokale Tumorausdehnung

definiert und zur Prognoseabschitzung verwendet werden.
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Blutsverwandte mit PCa
Da bei der Entstehung des Prostatakarzinoms die erbliche Disposition als bedeutender
Risikofaktor (32) bekannt ist, wurden beziiglich dieses Parameters anamnestisch Daten

zu Prostatakrebserkrankungen innerhalb der Patientenfamilien erhoben.

PSA-Wiederanstieg

Da die Prostata der einzige Bildungsort des PSA ist, sollte nach durchgefiihrter radikaler
Prostatektomie, der PSA-Wert im Serum nach einem bestimmten Zeitraum unterhalb
der Nachweisgrenze liegen. Kommt es postoperativ zu einem Wiederanstieg der PSA-
Serumkonzentration, so gilt dies als sicheres Zeichen fiir ein Rezidiv. Dieser serologi-
sche Hinweis geht dem klinischen Progressionsnachweis u. U. um Jahre voraus (78, 87,

147, 173, 193; 256) und verschlechtert die Prognose.

Todesfalle

Die wihrend des Beobachtungszeitraums an Prostatakrebs verstorbenen Patienten sollen
ebenfalls aufgefiihrt werden. Moglicherweise konnen iiber die Konstellation zwischen
genetischen und klinisch-histopathologischen Parametern Vermutungen iiber die Ag-
gressivitét eines Tumors aufgestellt werden.

Um die klinischen Parameter in Form einer 0/1-Matrix exakt den genetischen Parame-
tern zuordnen zu konnen, wurde fiir einige dieser Parameter der Median bestimmt, der
die Gesamtheit der Daten in zwei Gruppen unterteilte. Werte unterhalb des Medians
wurden mit 0 gekennzeichnet; Werte grofler oder gleich dem Median mit der Ziffer 1.
Andere Parameter liefen sich durch die Auswertungen beziiglich dieses Parameters in

die Gruppen ja und nein unterteilen, wobei ja die Ziffer 1, nein die 0 erhielten.

2.12. Statistische- und Bioinformatische Methoden

2.12.1. Statistische Methoden- Der Chi-Quadrat-Test

Zur Bestitigung eines signifikanten Zusammenhangs zwischen zwei Merkmalen wurde
bei der Ergebnisauswertung, die die Haufigkeit von LOH eines der zu untersuchenden
der Mikrosatellitenmarker in Relation zu bestimmten klinischen und histopathologi-

schen Parametern darstellt, der Chi-Quadrat-Test angewendet.
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Der Chi-Quadrat-Test wird zur Uberpriifungen von Hiufigkeitsverteilungen eingesetzt.
Mit diesem Test wird die Hypothese iiberpriift, ob bestimmte Merkmale voneinander
unabhéngig sind oder ein signifikanter Zusammenhang zwischen diesen Merkmalen
besteht. Nach Aufstellung einer Vier-Felder-Tafel wird in einer Kreuztabelle die beo-
bachtete Haufigkeit beider Merkmale bestimmt. Dann wird rechnerisch die Haufigkeit
bestimmt, die zu erwarten wére, wenn die Merkmale vollig unabhéngig voneinander
wiren. Diese beiden Werte dienen zur Berechnung des Chi-Quadrat-Wertes. Auf eine
genauere Ausfithrung des Rechenvorgangs wird hier verzichtet, und auf entsprechende
Statistiklehrbiicher verwiesen.

Sowohl in Statistiklehrbiichern, als auch in den tiiblichen Statistikprogrammen, gibt es
Tabellen, wo man fiir jeden Chi-Quadrat-Wert die entsprechende Signifikanz p ablesen
kann. Allgemein ist es tiblich, einen p-Wert von weniger als 0.05 mit * signifikant* und
von weniger als 0,01 als “sehr signifikant* zu bezeichnen. Bei p-Werten die also kleiner
als 0,05 sind, kann so mit hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass es
einen Zusammenhang zwischen diesen beiden Merkmalen gibt. (Quelle: Daten- Con-
sult.de: Empirische Dienste in Medizin und Marktforschung, Der Chi-Quadrat-Test)

In dieser Arbeit wurde der Chi-Quadrat-Test mit “Yates’-Korrektur fiir kleine Zdhlmen-

gen angewendet.

2.12.2. Distanzanalysen und Clusteranalysen

Die Berechnung von Distanzen sowie die Clusteranalysen ermdglichen es, eine Auswer-
tung und Interpretation der zahlreichen unsortierten genetischen Tumordaten vorzu-

nehmen (68, 95, 248).

Distanzanalysen

Die Distanzanalysen in der vorliegenden Arbeit wurden durch Herrn Dr. rer. nat. Rein-
hard Voss vom Institut fiir Arterioskleroseforschung, Abteilung Bioinformatik, der
WWU Miinster durchgefiihrt.

Dabei wurden die genetischen Merkmale jedes Tumors mit denen aller anderen vergli-
chen. Das Programm berechnet zunichst direkt aus einer erstellten 0/1 Rohdaten-Matrix

eine Distanzmatrix.
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Dazu werden die Profile der Patienten als Vektoren aufgefasst, und die Distanzen (zwi-
schen allen moglichen Profilen) als euklidische Abstinde im n-dimensionalen Raum
nach Gleichung 1 berechnet.

Bei dem eigentlichen Cluster-Vorgang werden dhnliche Vektoren oder bereits beste-

hende Cluster (mit minimaler Distanz zueinander) einer bestimmten Gruppe zugeordnet.

Gleichung 1:

d

Pat; ,Pat i =

Clusteranalysen

Das Programm fiir die 2-dimensionale hierarchische agglomerative Clusteranalyse be-
ruht auf einer Eigenentwicklung von Herrn Dr. Voss und basiert auf Standardroutinen
aus dem kommerziell erhiltlichen Software-Paket S-Plus” (Insightful). Clusteranalysen
ermoglichen es, eine unsortierte Menge an Daten in Gruppen aufzuteilen, die sich in
einer bestimmten Anzahl von Merkmalen gleichen. Die Funktion “hclust* vereinigt (bei
vorgewihlten Optionen) alle Daten bis sich ein sortiertes Gesamtbild ergibt, in dem alle
Objekte schrittweise zu immer grofleren Klassen zusammengefasst werden. Da zweidi-
mensional geclustert wird, kommt es im ersten Schritt zu einer Sortierung der Patienten,
bzw. deren Profile, auf Grund ihrer Ahnlichkeiten in bestimmte Gruppen. Der 2. Schritt
sieht eine Gruppierung der Merkmale nach Transposition der Matrix durch vertauschen
der Zeilen und Spalten vor. Aus diesen beiden Clustern (Patientenbaum und Marker-
baum) ergibt sich ein Ordnungsschema, das als farbkodiertes Bild mit den beiden zu-
sdtzlichen Clusterbdumen dargestellt werden kann.

Unter den zahlreichen Mdglichkeiten fiir Clusteranalysen wurden in dieser Studie unter
dem Model des euklidischen “hierarchical clustering® die zwei Methoden Average lin-
kage und Complete linkage ausgewdhlt. Bei beiden werden die in der Distanzmatrix
ermittelten Werte durch Fusion von Distanzen zu neuen Distanzen zusammengefiihrt.
Somit ergeben sich durch immer weiterfithrende Zusammenfiihrungen der jeweils ge-

ringsten Distanzen neue Cluster oder bestehende Cluster werden erweitert. Benachbarte
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Subcluster ergeben wiederum groBere Cluster. Bei der Methode Average linkage, die
der Methode Single linkage sehr dhnlich ist, werden die Distanzen durch den Mittelwert
der fusionierten Distanzen ersetzt. Die Sortierung erfolgt von innen nach auflen, sprich
von kleineren zu groBBeren Partitionen. Bei der Methode Complete linkage wird zur Be-
rechnung die grofite Distanz zwischen zwei Objekten in einem Cluster zu einem Punkt
in einem anderen Cluster benutzt. Die Anordnung erfolgt also von gréfleren zu immer
kleineren Partitionen. Die so sortierten genetischen Tumordaten werden in Form von
Phenogrammen graphisch dargestellt. So kdnnen durch Betrachtung der entstandenen
Cluster bzw. Asten am Genbaum die ermittelten Daten ausgewertet und interpretiert

werden.
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3. Ergebnisse

In dieser Studie wurden 92 Patienten untersucht, die auf Grund eines gesicherten Prosta-
takarzinoms einer operativen Therapie im Sinne einer radikalen Prostatektomie zuge-
fiihrt wurden. Bei 76 dieser Patienten wurde nach histologischer Aufarbeitung ein mo-
nofokaler Tumor diagnostiziert und bei weiteren 16 Patienten ein bifokales Tumorge-
schehen, da bei ihnen im Prostatagewebe jeweils zwei unterschiedliche Tumorfoci ge-

funden wurden.

3.1. Beschreibung der Kollektive anhand klinischer und histopathologischer Pa-

rameter

3.1.1. Préaoperativ erhobene klinische Daten

3.1.1.1. Lebensalter der Patienten

Zur Darstellung des Patientenalters wurde eine Einteilung gewihlt, die sich in jeweils 5
Jahre umfassende Altersstufen gliedert. Insgesamt waren die Patienten zum Zeitpunkt
der Operation zwischen 49 und 78 Jahre alt. 2/3 der Patienten befanden sich in den Al-

terstufen zwischen 60 Jahre bis 69 Jahren.

Tab.7: Lebensalter aller Patienten der 3 Kollektive, eingeteilt in verschiedene Altersstufen (k. A.
= keine Angaben)

Alter in Jahren 4549 | 5054 | 55-59 | 6064 | 6569 | 70-74 | 75-79 | k. A.
Gesamtkollektiv

(200 1 4 9 29 32 14 3 0
Monofokale Tumoren 1 D) 9 27 23 11 3 0
(n=76)

B1f_okale Tumoren 0 > 0 3 7 3 1 0
(n=16)

3.1.1.2. t-PSA-Wert

Zur besseren Zuordnung und Darstellung wurde eine begrenzende Stufeneinteilung vor-
genommen, die jeweils um 5 ng/ml ansteigt.

Bei allen 92 untersuchten Patienten fand sich in der untersten Einteilungsstufe (0-4,99
ng/ml) nur bei einem Patienten ein t-PSA-Wert unter 4 ng/ml. Neben einigen wenigen
Patienten mit extrem hohen t-PSA-Werten bis 170 ng/ml wurden bei 35% der Patienten
Werte zwischen 5 ng/ml und 10 ng/ml gemessen. Fiir zwei Patienten lagen keine Anga-

ben vor.
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Tab.8: t-PSA- Wert aller Patienten der 3 Kollektive (k. A. = keine Angaben)

. 10- | 15- | 20- | 25- 55- 160~

t-PSA in ng/ml 0-4,9915-9,99 14,99 (19,99 24.99 [29.99 30,4 59.99 65,44190,45 170 kA,
Gesamtkollektiv 12 33 20 7 6 4 2 2 1 1 2 2
(n =92)

Monofokale Tumo- 11 24 15 7 5 4 2 2 1 1 2 2
ren (n = 76)

Blf_okale Tumoren 1 9 5 0 1 0 0 0 0 0 0 0
(n=16)

3.1.1.3. Praoperativer Palpationsbefund
Tabelle 9 stellt die fiir die einzelnen Patienten ermittelten Tastbefunde dar, die in 3 Rub-
riken:1. ohne pathologischen Befund, 2. dubios und 3. palpatorisch PCa-verdichtig ein-

geteilt wurden. Fiir insgesamt 34 Patienten konnten keine Angaben gemacht werden.

Tab.9: Verteilung aller Patienten der 3 Kollektive nach Beurteilung des Palpationsbefunds (k.
A. = keine Angaben)

. ohne pathologischen . palpatorisch
i Befund UL PCa verdéchtig kA
Gesamtkollektiv
(n=92) 12 12 34 34
Monofokale Tumoren (n = 76) 9 9 31 27
Bifokale Tumoren (n = 16) 3 3 4 6

3.1.2. Postoperativ ermittelte Daten

3.1.2.1. pT-Stadium

Insgesamt wurden bei dem hier untersuchten Patienten pT-Stadien von pT1 bis pT4
ermittelt.

81% der Patienten des Gesamtkollektivs wiesen ein Tumorstadium zwischen pT3a und
pT3b auf, was auf ein Uberschreiten der Organkapsel hinweist. Fiir 2 Patienten lagen

keine Daten beziiglich des pT-Stadiums vor.

Tab.10: pT-Stadien aller Patienten der 3 Kollektive (k. A. = keine Angaben)

pT-Stadium 2a 2b 2c 3a 3b 3c 4 k. A.
Gesamtkollektiv (n =92) 4 2 30 28 15 11 1 2
Monofokale Tumoren (n = 76) 3 2 23 22 14 10 1 2

Bifokale Tumoren (n = 16) 1 0 7 6 1 1 0 0
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3.1.2.2. Grading

77% der Patienten zeigte ein Grading zwischen G2a und G3a. Grading 1 wurde fiir 1
Patienten festgestellt, ebenso fiir Grading 1b und fiir 13 Patienten wurde das Grading 3b
ermittelt. Fiir 4 Patienten lagen keine Angaben vor. GI entspricht hier G1 und la, GII
Grading G2a-2b und GIII entspricht G3a-3b.

Tab.11: Ermitteltes Grading der Tumoren aller Patienten (k. A. = keine Angaben)
Grading 1 Ib |2 | 2 [2b | 3a | 3 3b | k. A.

Gesamtkollektiv
(n =92) 1 1 21 31 19 15 4

0 0
Monofokale Tumoren 1 1 16 0 24 17 0 13 4
0 0

(n=176)
Bifokale Tumoren
(n=16) 0 0 S

7 2 2 0

3.1.2.3. Gleason-Score

Bei der Zuordnung zum Gleason-Score ergab sich in dieser Studie fiir 1 Patienten der
Wert 4, Fiinf Patienten erreichten den Wert 5. 70% der Patienten wurden den Bereichen
Gleason 6-9 zugeordnet und Gleason 10 wurde fiir zwei Patienten ermittelt. Fiir 4 Pati-

enten lagen keine Angaben beziiglich des Gleason-Scores vor.

Tab.12: Ermittelter Gleason-Score der Tumoren aller Patienten, dargestellt fiir die 3 Kollektive
(k. A. = keine Angaben)

Gleason-Score 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 [k. A
Geiamtkollektw 0 0 1 7 22 | 35 14 7 2 4
(n=92)

Mo_nofokale Tumoren 0 0 1 7 171 27 | 13 5 2 4
(n=176)

Bif(ikale Tumoren 0 0 0 0 5 8 1 2 0 0
(n=16)

3.1.3. Weitere klinische Charakteristika

3.1.3.1. Positive Familienanamnese

Aus dem Gesamtkollektiv der 92 Patienten mit bekanntem PCa, sind bei insgesamt 16%
(15 Patienten) Familienmitglieder bekannt, die entweder am PCa erkrankt oder verstor-
ben sind. Fiir 12 dieser Patienten wurden monofokale Tumoren ermittelt. Bei den be-
troffenen Familienmitgliedern handelt es sich um Verwandte 1. Grades. Bei 10 Patien-

ten aus dem monofokalen Tumorkollektiv sind Briider an einem PCa erkrankt sind. Bei
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einem dieser Patienten sind sogar zwei Briider, davon ein Zwillingsbruder, betroffen.
Ein Patient dieser Gruppe hat einen erkrankten Halbbruder. Die verwandtschaftliche
Verbindung besteht iiber den gemeinsamen Vater. Bei zwei Patienten sind die Véter an
einem bekannten PCa verstorben. Drei Patienten des Kollektivs mit bifokalen Tumoren

haben Briider mit diagnostiziertem PCa.

Tab.13: Anzahl der Patienten mit an PCa erkrankten oder verstorbenen Familienmitgliedern

PCa in Verwandtschaft ja nein
Gesamtkollektiv (n =92) 15 77
Monofokale Tumoren (n = 76) 12 64
Bifokale Tumoren(n = 16) 3 13

3.1.4. Follow-up Daten
3.1.4.1. PSA-Wiederanstieg
Im Kollektiv der 92 Patienten, nach radikaler Prostatektomie, wurde wihrend des 3-

jahrigen Follow-up bei 17 Patienten (18%) ein PSA-Wiederanstieg beobachtet.

Tab.14: Anzahl der Patienten mit PSA-Wiederanstieg

PSA-Wiederanstieg ja nein
Gesamtkollektiv (n =92) 17 75
Monofokale Tumoren (n = 76) 15 61
Bifokale Tumoren (n = 16) 2 14

3.2. Nachweis von allelischen Imbalanzen ausgewahlter Mikrosatellitenmarker im

Tumorgewebe der Prostatakarzinome

Von den 92 untersuchten Patienten zeigten 76 ein monofokales Tumorgeschehen, 16
Patienten zeichneten sich durch das Vorhandensein eines bifokalen Tumors, der jeweils
2 Tumorfoci beinhaltete, aus. Insgesamt konnten so 108 Tumoren bzw. Foci untersucht
und ausgewertet werden. Patienten die entweder in einem Focus oder in beiden Foci
einen LOH aufwiesen werden in der Beschreibung des Gesamtkollektivs (92 Patienten)

als Patienten mit einem LOH klassifiziert.
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Mit Hilfe der Mikrosatellitenanalyse konnte bei den Tumoren allelische Imbalanzen in
Form eines LOH nachgewiesen werden (s. Abb.4). Diese, als auch der Anteil der hete-
rozygoten Foci ohne LOH und die homozygoten, in diesem Fall nicht auszuwertenden

Foci, sollen im Folgenden dargestellt werden.
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Abb.4: Elektopherogramm der kapillarelektrophoretischen Auftrennung einer Multiplex-PCR
mit den Markern NEFL, D17S855 und D13S153 mit sichtbarem LOH der Marker NEFL und
D13S153.

3.2.1. Heterozygotiegrad des Gesamtkollektivs

Da nur die heterozygoten Merkmalstrdger im Rahmen einer Mikrosatellitenanalyse
auswertbar sind, sollte der Heterozygotiegrad des Gesamtkollektivs in den untersuchten
Mikrosatellitenmarkern hoch genug sein, damit bei der Mikrosatellitenanalyse gute Er-
gebnisse erzielt werden konnen. Die Auswertung des Heterozygotiegrades ergab fiir das
untersuchte Gesamtkollektiv einen Anteil von iiber 80 % bei den Markern D10S541,
D13S153, D16S404, und p53. Fiir die Marker D8S258, D16S402, D16S422 und
D17S855 wurden Heterozygotiegrade zwischen 60 % und 80 % festgestellt. Marker
D7S522 wies einen Anteil von 49 % auf und Marker NEFL zeigte mit 35 % den ge-
ringsten Anteil an heterozygoten Merkmalstrigern (s. Abb.5).
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Abb.5: Heterozygotiegrad im Gesamtkollektiv (n = 92)

Mikrosatellitenmarker

3.2.2. Untersuchung des Gesamtkolletivs auf Homo- bzw. Heterozygotie

Die Tabelle 15 und die Abbildung 5 stellen die Haufigkeit der allelischen Imbalanzen

im Gesamtkollektiv der 92 Patienten dar.

Tabelle 15: Anzahl an LOH in den 10 polymorphen Mikrosatellitenmarkern, ermittelt in den
Tumoren beim 92 Patienten umfassenden Gesamtkollektiv, dargestellt ist die absolute Anzahl

der Patienten

D7 D8 D10 D13 D16 D16 D16 D17 NEFL 53
S522 | S258 | S541 | S153 | S400 | S402 | S422 | S855 p

heterozygot 55 62 74 74 62 76 70 71 32 81
heterozygot mit
LOH 20 37 40 42 30 30 34 26 25 40
heterozygot ohne
LOH 25 25 34 32 32 46 36 45 7 41
homozygot=nicht | * ,, | 30 | g | 13 | 30 | 16 | 2 | 21 | 60 | 11
informativ
> 92 92 92 92 92 92 92 92 92 92
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Abb.6: Prozentuale Verteilung der Héufigkeit der allelischen Imbalanzen in den polymorphen
Mikrosatellitenmarkern fiir 92 Patienten mit PCa (m = LOH; m = heterozygot ohne LOH; = =
homozygot)

Es stellt sich ein sehr hoher Anteil an homozygoten Merkmalstridgern fiir die Marker
NEFL (65%) und D7S522 (51%) im Gesamtkollektiv dar. Allein fiir die heterozygoten
Merkmalstrager des Kollektivs iiberwiegt der Anteil der heterozygoten Patienten mit
LOH im Vergleich zu den heterozygoten Patienten ohne einen LOH in den Markern
D8S258 (60% zu 40%), D13S153 (57% zu 43%) und NEFL (78% zu 22%). Die Marker
D7S522, D10S541, D16S400, D16S422 und p53 zeigen einen minimal héheren Anteil
an heterozygoten Merkmalstrigern ohne einen LOH. Deutlichere Unterschiede zu
Gunsten der Heterozygoten ohne LOH zeigen Marker D16S402 (61%) und Marker
D17S855 (63%).
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3.2.3. Untersuchung der 76 Patienten mit monofokalen Tumoren

Tabelle 16: Allelische Imbalanzen der 10 polymorphen Mikrosatellitenmarker im Kollektiv der
76 Patienten mit monofokalen Tumoren

D7 D8 D10 D13 D16 D16 D16 D17 NEFL 53
S522 | S258 | S541 S153 | S400 | S402 | S422 | S855 P
heterozygot 38 53 59 60 52 63 56 59 27 67
heterozygot
mit LOH 19 30 29 31 25 23 26 22 21 32
heterozygot
ohne LOH 19 23 30 29 27 40 30 37 6 35
homozygot
=nicht 38 23 17 16 24 13 20 17 49 9
informativ
> 76 76 76 76 76 76 76 76 76 76
90
80 +
70
60 - [
S
= 50 —
E
B 40
>
30 —
20 4
10 A ‘|
O T T T

D7S522  D8S258 DI10S541 DI3S153 DI16S400 DI16S402 DI16S422 DI17S855  NEFL p33
Mikrosatellitenmarker

Abb.7: Prozentuale Verteilung der Haufigkeit der allelischen Imbalanzen in den polymorphen

Mikrosatellitenmarkern bei 76 Patienten mit monofokalen Tumoren (m = LOH; m = heterozygot

ohne LOH; = = homozygot)

Auch bei der Auswertung dieses Subkollektivs fallen die Marker NEFL (64%) und
D7S522 (50%) mit hohem Anteil an homozygoten Merkmalstrdgern auf. Bezogen allein
auf die Heterozygoten ist in Marker D8S258 (57% zu 43%) und besonders in Marker
NEFL (78% zu 22%) ein Uberwiegen der heterozygoten Merkmalstriger mit einem
LOH zu beobachten. Marker D10S541, D13S153 und D16S400 zeigen ein relativ aus-

geglichenes Verhiltnis. Alle anderen Marker stellen sich mit einem héheren Anteil fiir
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Heterozygote ohne einen LOH dar. Unter diesen sind Marker D16S402 und D17S855

mit jeweils 63% besonders auftillig.

3.2.4. Untersuchung der 16 Patienten mit bifokalen Tumoren

3.1.4.1. Allelische Imbalanzen der 32 Tumorfoci bei den 16 Patienten

mit bifokalen Tumoren

Da die zwei Foci eines Tumors sich teilweise unterschiedlich verhielten ist in Tabelle

17 die genaue Anzahl der LOH der 32 Tumorfoci aufgefiihrt.

Tab.17: Allelische Imbalanzen der polymorphe Mikrosatellitenmarker fiir 32 Foci aus dem Kol-
lektiv der 16 Patienten mit bifokalen Tumoren

D7 D8 D10 D13 D16 D16 D16 D17 NEFL 53
S522 | S258 | S541 | S153 | S400 | S402 | S422 | S855 P

heterozygot 14 18 30 28 20 24 27 24 10 28
heterozygot mit
LOH 1 11 15 19 7 11 12 6 5 13
heterozygot ohne
LOH 13 7 15 9 13 13 15 18 5 15
e e 1z | 14 2 4 12 8 5 8 2 4
informativ
> 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
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Tab.18: Darstellung der bifokalen Tumorfoci (unterschiedliche Ergebnisse sind unterlegt)
Anzahl LOH-
N | Focus 502 | 5258 | 5341 | 5157 | 5400 | 5405|5425 | S [P VEEL P53 [ Untersehicde
der Foci
1 |AB31 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 )
AB31 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
2 | AJ33 25 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 |
AJ33 9 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1
3 |BB36 7 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 4
BB36 17 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0
4 |BJ37 NW21| O 0 0 1 0 0 0 0 0 1 )
BJ37 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 |FK33 14 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 |
FK33 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 |GP36 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 |
GP36 2 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0
7 |HK35 10 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
HK35 35 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0
8 |HP39 18 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 |
HP39 9 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0
9 |KH49 5 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 3
KH49 16 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
10 |LH32 9 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 3
LH32 23 0 0 0 1 0 0 0] 0 0 1
11 |MW36 9 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 )
MW36 22 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
12 |RH31 12 o lolo|lt{oflo]lo]o|] oo .
RH31 19 0o ]o |1tz ]o1T o] 1 [o
13 [SR49 7 0 1 1 0 0 1 0 1 0 1 )
SR49 12 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1
14 1SG39 19 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 5
SG39 34 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
15 |THJ33 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 |
THJ33 2 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0
16 |HI34 1 ol a1 loflolo]olo] oo ;
HJ34 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
> LOH 1 7 11 10 5 7 8 4 4 8
> untersch. LOH 1 3 7 3 3 3 2 2 3 4
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Abb.8: Prozentuale Verteilung der allelischen Imbalanzen in den polymorphen Mikrosatelli-
tenmarkern fiir 32 Foci der 16 Patienten mit bifokalen Tumoren (m = LOH; m = heterozygot

ohne LOH = = homozygot).

Wie auch beim Kollektiv der monofokalen Tumoren findet sich wiederum in Marker
D7S522 (56%) und in Marker NEFL (69%) ein hoher Anteil an homozygoten Merk-
malstragern. Marker D17S855 présentiert sich fiir die Heterozygoten mit einem deutlich
erhohten Anteil an Heterozygoten ohne einen LOH (75%). Marker D13S153 ist in dem
Kollektiv der 32 Foci mit einem Anteil von 68 % LOH deutlich {iberreprisentiert. Au-
Ber diesem zeigt nur noch Marker D8S258 mit 61% einen deutlich hoheren Anteil an
heterozygoten Merkmalstragern mit LOH. In diesem Kollektiv prisentiert sich der Mar-
ker D7S522 neben seinem hohen Anteil an homozygoten Merkmalstragern au3erdem

mit einem sehr niedrigen Prozentsatz (7%) an heterozygoten Merkmalstrdgen mit LOH.

3.2.4.2. Allelische Imbalanzen der 16 Patienten mit bifokalen Tumoren

In dieser Auswertung werden die 16 Patienten mit bifokalen Tumoren als Subkollektiv
untersucht und dargestellt. Hierfiir wurden die Ereignisse in den beiden Tumorfoci eines
Tumors bei Vorliegen eines LOH auf einem Focus, oder bei Vorliegen eines LOH auf

beiden Foci zu einem Tumor mit LOH zusammengefasst.
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Tab.19: Anzahl der Haufigkeit der allelischen Imbalanzen der polymorphen Mikrosatelliten-

marker im Kollektiv der 16 Patienten mit bifokalen Tumoren

D7 D8 D10 D13 D16 D16 D16 D17 NEFL 53
S522 | S258 | S541 | S153 | S400 | S402 | S422 | S855 P
heterozygot 7 9 15 14 10 13 14 12 5 14
heterozygot 1 7 11 11 5 7 8 4 4 8
mit LOH
heterozygot 6 2 4 3 5 6 6 8 1 6
ohne LOH
homozygot 9 7 1 2 6 3 2 4 11 2
> 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
100
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70 - -
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s |
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L —
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0 | ‘ ‘
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Abb.9: Prozentuale Verteilung der Haufigkeit der allelischen Imbalancen fiir die polymorphen

Mikrosatellitenmarker im Kollektiv der 16 Patienten mit bifokalen Tumoren (m = LOH; m =

heterozygot ohne LOH

= homozygot)

Auch hier fallen in der Darstellung die Marker D7S522 mit 56% und NEFL mit 69%

durch einen verhidltnismiBig groBen Homozygotie-Anteil auf. Zu dieser Gruppe gehdort

auch der Marker D8S258 (44%). Von allen Heterozygoten sind mit Ausnahme von
Marker D7S522 und Marker D17S855, die einen hohen Anteil heterozygoter Merkmals-

triger ohne LOH zeigen (86% bzw. 67%), sind in allen anderen Markern prozentual

deutlich mehr Heterozygote mit LOH vertreten. Hervorzuheben sind die Marker

D8S258, D10S541, D13S153 und NEFL die LOH von 73-80% aufweisen.
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3.2.5. Vergleichende Darstellung beider Subkollektive (76 Patienten und 16 Patien-
ten) fir die Mikrosatellitenanalyse

Da die Untersuchung der LOHs und ihre eventuellen Auswirkungen auf die Prognose
des PCa zum Hauptinteresse dieser Studie z&hlt, wird in diesem Abschnitt der prozentu-
ale Anteil der LOHs bezogen auf die jeweiligen Subkollektive (76 Patienten mit mono-
fokalen Tumoren/16 Patienten mit bifokalen Tumoren) einander gegeniibergestellt. Be-
trachtet wird nur der prozentuale Anteil der Heterozygoten mit LOH der beiden Subkol-

lektive.
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Abb.10: Prozentuale Verteilung der LOH in den polymorphen Mikrosatellitenmarkern fiir beide
Subkollektive (m = monofokal; m = bifokal).

Im Gegensatz zu dem Marker D7S522, bei dem LOH im Patientenkollektiv mit mono-
fokalen Tumoren mit 50% vorkommt, beim Kollektiv der 16 Patienten jedoch nur zu
14%, ist das Verhiltnis in den iibrigen Markern umgekehrt. Besonders betroffen sind im
heterozygoten Kollektiv der bifokalen Tumoren die Marker D8S258 mit 78%, D10S541
mit 73% und D13S153 mit 79% aller heterozygoten Merkmalstrager. Die iibrigen Mar-

ker zeigen weniger deutliche Unterschiede.
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3.2.6. Vergleich des Heterozygotiegrades und der Alterationsfrequenz dieser Stu-
die zu Literaturdaten

AbschlieBend wird in einer Tabelle der in der Literatur ermittelte Heterozygotiegrad
und die Alterrationsfrequenz (LOH in %) der polymorphen Mikrosatellitenmarker ver-

gleichend neben die in dieser Studie ermittelten entsprechenden Werte gestellt.

Tab.20: Getestete Marker fiir das Prostatakarzinom

o Hetero- Hetero- LOH [%]
Genlocus Lokalisation otieerad zygotiegrad LQH [%] (vorliegende
zygoteg : (Literatur) &
(Literatur) (vorliegende Arbeit)
Arbeit)

D7S522 (caveolin 0 .
142) (MET) 7931.1 0,67 0,49 13-31,3 % 22 %
D8S258 8p22 0,71 0,67 8,1-24,1 % 40 %
NEFL 8p21 0,83 0,35 16,3-35,4 % 27 %
ngOsIfI;“ 10923 0,78 0.8 451 % 43%
511515)153 13q14.2 0,82 0,81 25-30 % 46 %
D16S400 16g22.2-23.1 0,62 0,68 18,8 % 35%
D16S402 16q24.2 0,86 0,83 28,8 % 33%
D16S422 16q24.2 0,8 0,76 42 % 37 %
p53 17p13.1 0,84 0,88 38 % 43 %
D17S855 . .
(BRCAI) 17921 0,82 0,77 34,8 % 28 %

Im Vergleich zu den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen wurden in der vor-
liegenden Arbeit beziiglich des Heterozygotiegrades und der LOH-Héufigkeit anna-
hernd dhnliche Ergebnisse erzielt. Gravierende Unterschiede zur Literatur zeigte in der
vorliegenden Arbeit jedoch die Region 8p. Hier wurden beziiglich des Hetero-
zygotiegrades fiir den Marker D8S258 und beziiglich der LOH-Héaufigkeit fiir den Mar-
ker NEFL deutlich hohere Werte ermittelt.
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3.3. Allelische Imbalanz der Marker in Korrelation zu klinischen und histopatho-

logischen Parametern

In folgenden Abschnitt soll die Haufigkeit eines LOH der informativen Félle in den 10
getesteten Mikrosatellitenmarkern der 76 Patienten bzw. deren Tumorfoci in Relation
zu klinischen und histopathologischen Parametern beschrieben werden. Im néichsten

Abschnitt sollen auch die 16 Patienten mit bifokalen Tumoren ausgewertet werden.

3.3.1. Allelische Imbalanzen der Mikrosatellitenmarker in monofokalen Tumoren

in Korrelation zu klinischen und histopathologischen Parametern

3.3.1.1. Préoperativ erhobene Daten

Ausgewertet wurden alle klinischen Daten, die aus der urologischen Kinik {ibermittelt
wurden. Zu einzelnen Parametern lagen fiir einige Patienten keine klinischen oder
histopathologischen Angaben vor. Die Anzahl der fehlenden Daten der Patienten ist flir

jeden Parameter jeweils im betreffenden Abschnitt aufgefiihrt.

3.3.1.1.1. Haufigkeit eines LOH der informativen Félle in Relation zum Lebensal-
ter der Patienten

Die Berechnung des mittleren Lebensalters der Patienten ergab fiir das Gesamtkollektiv
der 92 untersuchten Patienten ein Alter von 64 Jahren. Das Kollektiv der 76 Patienten
mit monofokalen Tumoren setzte sich dementsprechend aus 34 Patienten die jlinger als

64 Jahre waren, und 42 Patienten die 64 Jahre oder dlter waren, zusammen.
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Abb.11: Prozentualer Anteil an LOH der Mikrosatellitenmarker in Relation zum Lebensalter.
Gesamtverteilung: n = 76; Mittleres Lebensalter = 64 Jahre; n mit Alter < 64 = 34; ; n mit Alter
> 64 = 42; n ohne Altersangabe = 1 (m = LOH bei Alter < 64 Jahre; m = LOH bei Alter > 64
Jahre)

Deutliche Unterschiede zwischen den beiden Altersgruppen der heterozygoten Merk-
malstriger beziiglich der LOH-Héufigkeit stellen sich in folgenden Markern dar. Die
Gruppe der unter 64-jahrigen Patienten zeigt in Marker D8S258 (67%), D17S855 (64%)
und Marker NEFL (87%) wesentlich hdufiger LOH, als die entsprechende Gruppe der
tiber 64-jdhrigen Patienten. Genau entgegengesetzt verhalten sich die Marker D7S522,
D16S400 und D16S422, bei denen mit 80%, 64% bzw. 57% deutlich hdufiger LOH in
der Gruppe der iiber 64-jahrigen Patienten zu beobachten ist. Der Marker p53 folgt mit
54% dieser Tendenz. Fiir alle anderen Marker lassen sich keine deutlichen Unterschiede

feststellen.
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3.3.1.1.2. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum t-PSA-
Wert

Der Trennwert der beiden Gruppen wurde fiir t-PSA bei 10 ng/ml festgelegt, da sich
der klinischen Erfahrung nach bei t-PSA-Werten iiber 10 ng/ml die Prognose deutlich
verschlechtert. Da im Kollektiv der 76 Patienten mit monofokalen Tumoren fiir 1 Pati-
enten keine Angabe vorlag, wurden 38 Patienten der Klasse t-PSA < 10 ng/ml zugeord-

net und 37 Patienten befanden sich in der Klasse t-PSA > 10 ng/ml.
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Abb.12: Prozentualer Anteil an LOH der Mikrosatellitenmarker in Relation zum t-PSA-Wert.
Gesamtverteilung: n = 76; Trennwert = 9,99 ng/ml; n mit t-PSA < 10 ng/ml = 38; n mit t-PSA
> 10 ng/ml = 37; keine Angabe = 1 (m = LOH bei t-PSA < 10 ng/ml; m = LOH bei t-PSA >
10ng/ml)

Hierbei zeigt sich fiir die Marker D7S522 (60%), D8S258 (56%) ein deutlicher Unter-
schied, da der Anteil an LOH in der Klasse der Patienten mit t-PSA > 10 ng/ml deutlich
tiberwiegt. Alle anderen zeigen eine relativ ausgewogene Verteilung an LOH in beiden
Klassen. Der deutlichste Unterschied wird allerdings fiir den Marker D16S402 gefun-
den, bei dem 94% aller Patienten mit t-PSA <10 ng/ml einen LOH zeigen.
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3.3.1.1.3. Haufikeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum
praoperativen Palpationsbefund

Die zur Verfligung stehenden Daten beziiglich des Tastbefundes wurden in 2 verschie-
dene Gruppen eingeteilt. Der 1. Gruppe wurden Patienten zugeordnet, die wihrend der
digitalen rektalen Tastuntersuchung einen unauffilligen Befund (ohne pathologischen
Befund) aufwiesen. In die 2. Gruppe wurden Patienten aufgenommen, die bei der Un-
tersuchung einen dubiosen oder PCa-verdichtigen (also fortgeschrittenes Tumorstadi-
um) Befund aufwiesen. So ergab sich unter Beriicksichtigung von 27 fehlenden Daten,

fiir die 1. Gruppe ein Kollektiv von 9 Patienten, die 2. Gruppe schloss 40 Patienten ein.
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Abb.13: Prozentualer Anteil an LOH der Mikrosatellitenmarker in Relation zum Palpations-
befund. Gesamtverteilung: n = 76 n mit Palpation ohne pathologischen Befund = 9; n mit
Palpationsbefund dubios oder PCa-verdéchtig = 40 Patienten; n ohne Angabe =27 (m = LOH
bei Palpation ohne pathologischen Befund; m = LOH bei Palpationsbefund dubios oder PCa-
verdéchtig)

Unter den heterozygoten Merkmalstrigern war haufiger einen LOH der Markern
NEFL, D8S258, D10S541, D17S855 und gering auch in Marker D7S522 und Marker
D16S422 zu beobachten. Besonders auffillig stellt sich der Marker NEFL dar, da hier
fiir alle heterozygoten Merkmalstriger (100%) ein dubioser bzw. PCa-verdichtiger Pal-

pationsbefund ermittelt wurde.
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3.3.1.1.4. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zu von PCa-
betroffenen Blutsverwandten

Da bei der Entstehung des PCa auch die genetische Disposition eine Rolle spielt, wur-
den die Patienten bei Aufnahme nach Erkrankungsféllen innerhalb der Familie befragt.
Von den 76 Patienten gaben 64 Patienten an, daf in ihrer Familie kein Fall einer Prosta-
takrebserkrankung bekannt sei. 12 Patienten waren PCa-Erkrankungen in der Verwandt-

schaft bekannt. Die Betroffenen sind entweder Viter oder Briider der Patienten.
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Abb.14: Prozentualer Anteil an LOH der Mikrosatellitenmarker in Relation zu betroffenen
Blutsverwandten. Gesamtverteilung: n = 76; n ohne Blutsverwandte mit PCa = 64; n mit Bluts-
verwandten mit PCa = 12 (m = LOH ohne Blutsverwandte mit PCa ; m = LOH mit Blutsver-
wandten mit PCa)
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Vier Marker zeigen deutlich haufiger einen LOH bei den Patienten mit PCa bei Bluts-
verwandten. Dies sind Marker D10S541 mit 80% aller heterozyoten Merkmalstrager,
Marker D16S400 mit 63% und der Marker p53 mit 78%. Marker D7S522 und D17S855
weisen in der Gruppe der Patienten mit positiver Familienanamnese keinen LOH auf.
LOH in den Markern D8S258 (59%), NEFL (79%) und besonders deutlich in Marker
D16S422 (52 %) tritt bei den heterozygoten Merkmalstragern Blutsverwandte mit PCa
deutlich haufiger auf.

3.3.1.2. Postoperativ erhobene Daten

3.3.1.2.1. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum
pT-Stadium

In Absprache mit der urologischen Abteilung wurde eine Aufteilung des Kollektivs
vorgenommen, die die Verteilung der 76 Patienten in die Klassen pT-Stadium 1-2¢ und
pT-Stadium 3a-4 vorgab. Ab pT 3a verschlechtet sich die Prognose des Patienten erheb-
lich. Somit konnten 28 Patienten der Klasse pT 1-2c, 47 Patienten der Klasse pT 3a-4

zugeordnet werden. Fiir einen Patienten lagen keine Angaben vor.
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D7S8522 D8S258 D10S441 DI13S153 D16S400 D16S402 D16S422 D17S855 NEFL p53
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Abb.15: Prozentualer Anteil an LOH der Mikrosatellitenmarker in Relation zum pT-Stadium.
Gesamtverteilung: n = 76; n mit pT1-2c = 28; n mit pT3a-4 = 47 Patienten; n ohne Angabe =
1 (m = LOH bei pT1-2c; m = LOH bei pT3a-4)
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Hierbei zeigt sich fiir die Verteilung des Anteils an LOH fiir Marker D17S855 ein deut-
licher Unterschied mit hidufigerem LOH in der Klasse pT 3a-4 (50%). In der Klasse
pT1-2c zeigen nur 14% LOH dieses Markers. Der Unterschied ist sehr deutlich und mit
p=0,0149 signifikant. Die gleiche Tendenz zeigt sich fiir Marker p53 bei dem zu 73%
LOH in der Gruppe mit pT-Stadium pT3a-4 beobachtet werden kann. Nur 39% sind in
der Klasse pT 1-2¢ von LOH betroffen. Mit p=0,0206 auch hier ein signifikanter Unter-
schied. Fiir die Marker D75522, D10S541 und D16S402 zeigen sich leichte Unterschie-
de mit hidufigerem LOH in der Klasse pT 3a-4. Der Marker D16S400 zeigt ein leichtes
Uberwiegen von LOH in der Klasse pT1-2c. Keine deutlichen Unterschiede sind fiir die

restlichen Marker zu ermitteln.

3.3.1.1.2. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum Grading
Fiir die Auswertung der genetischen Parameter wurden fiir das Grading folgende Klas-
sen gebildet: 1. Grading < 2 und 2. Grading > 2. Diese Auswahl wurde erneut durch die
sich ab Grading > 2 verschlechternden Prognose fiir den Patienten bestimmt. Aus dem
Kollektiv konnten der Klasse Grading < 2 so 17 Patienten zugeordnet werden, der Klas-
se Grading > 2 55 Patienten. Ohne Angabe beziiglich des Gradings blieben 4

Patienten.

p=0,0231 50,0205

p=0,2763

p=0,2302

D7S522 D8S258 DI10S541 D13S153 D16S400 D16S402 D16S422 D17S855 NEFL p53

Mikrosatellitenmarker

Abb.16: Prozentualer Anteil an LOH der Mikrosatellitenmarker in Relation zum Grading. Ge-
samtverteilung: n = 76; n mit Grading < 2 = 17; n mit Grading > 2 = 55; n ohne Angaben = 4
(w =LOH bei Grading < 2; m = LOH bei Grading > 2)
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Deutliche Unterschiede mit hoherem Anteil an LOH in der Klasse Grading > 2 zeigen
die heterozygoten Merkmalstrager fiir die Marker D8S258 (61% zu 28% in der Gruppe
Grading <2) und D10S541 (59% zu 20% in der Gruppe Grading < 2). Die Unterschiede
sind mit p= 0,0231 fiir den Marker D8S258 und p=0,0205 fiir Marker D10S541 statis-
tisch signifikant. Die Marker D13S153, D16S402 und D17S855 folgen dem gleichen
Trend. Die beiden zuletzt genannten Marker zeigen mit p=0,2302 (D16S402) und
p=0,2763 (D17S855) sehr deutliche Unterschiede. Fiir Marker D7S522 {iberwiegt der
LOH-Anteil der Gruppe Grading < 2 (80% zu 39% in der Gruppe Grading > 2). Fiir die

tibrigen Marker sind keine deutlichen Unterschiede festzustellen.

3.3.1.2.3. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum Gleason-
Score

Die Verteilung der Patienten erfolgte beziiglich des Gleason-Scores in die Klassen
Gleason 1-6 und Gleason 7-10 eingeteilt. Die erste Gruppe war 24 Patienten stark, die
zweite mit den hoheren Gleason-Werten bestand aus 48 Patienten. Fiir 4 Patienten stan-

den beziiglich des Gleason-Scores keine Angaben zur Verfiigung.
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Abb.17: Prozentualer Anteil an LOH der Mikrosatellitenmarker in Relation zum Gleason-
Score. Gesamtverteilung : n = 76 n mit Gleason 1-6 = 24; n mit Gleason 7-10 = 48 Patien-

ten; n ohne Angabe =4 ( m = LOH bei Gleason 1-6; m = LOH bei Gleason 7-10)



Ergebnisse 66

LOH (%)

Ein Uberwiegen von LOH in der Gruppe Gleason 1-6 ist in Marker D7S522 (75%) und
Marker NEFL (88%) zu beobachten.

Alle anderen Marker und hier besonders die Marker D8S258 (63%), D10S541 lassen
sich keine deutlichen Unterschiede beziiglich des LOH-Anteils feststellen. Lediglich
Marker D13S153 und Marker D17S855 zeigen einen deutlichen Unterschied mit mehr
LOH in der Gruppe Gleason 7-10. Der gleichen Tendenz folgt die Verteilung fiir die
Marker D16S422 und p53.

Bei keinem der Marker ist jedoch eine signifikante Unterscheidung festzustellen.

3.3.1.2.4. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum PSA-
Wiederanstieg

Nach erfolgter radikaler Prostatektomie ist ein PSA-Wiederanstieg prognostisch als sehr
ungiinstig zu bewerten ist und es mufl von einem Rezidiv ausgegangen werden. Im
Rahmen des “Follow-up* konnte im Kollektiv der Patienten mit monofokalen Tumoren
bei 15 Patienten ein PSA-Wiederanstieg beobachtet werden, 61 Patienten zeigten keinen

PSA-Wiederanstieg.
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Abb.18: Prozentualer Anteil an LOH der Mikrosatellitenmarker in Relation zum PSA-
Wiederanstieg. Gesamtverteilung: n = 76 n mit PSA-Wiederanstieg = 15; n ohne PSA-
Wiederanstieg = 61 (m = LOH ohne PSA-Wiederanstieg; m = LOH mit PSA-Wiederanstieg)
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In der Gruppe der Patienten mit PSA-Wiederanstieg zeigen 7 von 10 Markern der hete-
rozygoten Merkmalstrager hiaufiger einen LOH. Besonders eindrucksvoll ist der Unter-
schied fiir die Marker D8S258 (75%) und D16S402 (54%). Ein Uberwiegen des LOH-
Anteils im Kollektiv der informativen Fille ohne PSA-Wiederanstieg zeigt ganz beson-
ders der Marker NEFL mit 82%. Auffillig ist die Gegenldufigkeit mit der sich die Mar-
ker D8S258 und Marker NEFL darstellen, obwohl sie sehr nah beieinander auf Chro-
mosom 8p liegen. Keiner der Unterschiede ist hier jedoch als statistisch signifikant zu
bewerten. Wire das Kollektiv groBBer, so wiirde moglicherweise eine statistische Signi-

fikanz erreicht. Dies konnte als Hypothese fiir eine groBBere Studie genutzt werden.

3.3.2. Allelische Imbalanzen der Marker der 16 Patienten mit bifokalenTumoren
in Korrelation zu klinischen und histopathologischen Parameter

Auf Grund des relativ kleinen Kollektivs wird auf eine graphische Darstellung verzich-
tet.

3.3.2.1. Préoperativ erhobene Daten

3.3.2.1.1. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum Lebensal-
ter der Patienten

Anhand des fiir das Gesamtkollektiv ermittelten mittleren Lebensalters von 64 Jahren
wurde auch fiir das Kollektiv der 16 Patienten eine Einteilung in die zwei Klassen:

1. Alter jlinger als 64 Jahre

2. Alter gleich oder élter 64 Jahre

vorgenommen.

Der 1. Gruppe konnten 5 Patienten zugeordnet werden, der 2. Gruppe 11 Patienten.

Bei der Auswertung der heterozygoten Merkmalstrager zeigten sich in der Gruppe der
jingeren Patienten die Mikrosatellitenmarker D10S541, D16S402und D13S153 beson-
ders auftillig, da in diesen Markern entweder alle oder n-1 der heterozygoten Patienten
LOH aufwiesen. Dies bedeutet im Einzelnem, das von den informativen Fillen beziig-
lich des Markers D10S541 von 5 betroffenen Patienten 4 jlinger als 64 Jahre sind, bei
Marker D13S153 sind alle 4 Betroffenen < 64 Jahre und bei Marker D16S402 von 5
betroffenen Fillen 4 jiinger als 64 Jahre. In der Gruppe der Patienten > 64 Jahre fiel als
einziger der Marker D8S258 auf, bei dem von insgesamt 6 betroffenen Merkmalstridgern

5 ein hoheres Lebensalter hatten.
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3.3.2.1.2. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum t-PSA

Die Bestimmung der t-PSA-Serumkonzentration wurde auch bei den 16 Patienten mit
bifokalen Tumoren durchgefiihrt. Dem Grenzwert 10 ng/ml folgend, wurden auch fiir
diese Patienten zwei Klassen gebildet, zu denen zum einen 7 Patienten mit t-PSA < 10
ng/ml gehorten. Die zweite Gruppe mit einem t-PSA > 10 ng/ml umfasste auch 8 Pati-
enten. Fiir einen Patienten lag beziiglich des t-PSA-Wertes keine Angabe vor.

Von den untersuchten Mikrosatellitenmarkern sind in der Gruppe der Patienten mit t-
PSA-Wert > 10 ng/ml die Marker D8S258 mit 4 von insgesamt 4 informativen Fillen,
D10S541 mit 6 von 8 informativen Fillen und D13S153 mit 7 von 8 informativen Fille

hervorzuheben.

3.3.2.1.3. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum préopera-
tiven Palpationsbefund
Da fiir 7 der 16 Patienten mit bifokalen Tumoren beziiglich des Palpationbefundes keine

Angaben vorlagen, wurde auf eine Auswertung der Daten verzichtet.

3.3.2.1.4. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zu von PCa be-
troffenen Blutverwandten

Unter den 16 Patienten mit bifokalen Tumoren konnten fiir 3 dieser Patienten mit an
Prostatakarzinom erkrankte Blutsverwandte ermittelt werden. Unter den heterozygoten
Merkmalstragern zeigen sich die Marker D13S153 mit von LOH 3 von insgesamt 3
informativen Féllen, D16S422 mit 2 von 3 und Marker p53 mit 3 von 3 Fillen als be-

sonders auftillig.

3.3.2.2. Postoperativ erhobenen Daten

3.3.2.2.1. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum pT-
Stadium

Entsprechend der festgelegten Einteilung konnten unter den Patienten mit bifokalen
Tumoren fiir die Klasse pT1-2¢ insgesamt 8 Patienten und dementsprechend fiir die
Klasse pT3a-4 auch 8 Patienten zugeordnet. Von den informativen Féllen zeigten sich
in der Klasse der Merkmalstriger mit den hoheren Tumorstadien die Marker D8S258

mit von LOH betroffenen 3 von insgesamt 4 informativen Féllen und der Marker p53
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mit 3 von insgesamt 5 informativen Fillen. Im Gegensatz dazu waren die Marker
D10S541 (in 4 von 5 Féllen) und NEFL (in 3 von 3 Féllen) in der Gruppe der informa-

tiven Merkmalstrager mit Tumorstadium pT1-2c besonders auffallig.

3.3.2.2.2. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum Grading

Der Verteilung folgend, die schon fiir die monofokalen Tumoren getroffen wurde,
konnten fiir die bifokalen Tumoren 6 der Klasse Grading < 2 und 10 Tumoren der Klas-
se >2 festgestellt werden. In der Klasse Grading > 2 waren fiir Marker D8S258 alle 5
informativen Félle von LOH betroffen. Bei Marker D13S153 sind in derselben Grading-
Gruppe alle 10 heterozygoten Merkmalstrager betroffen. Auch Marker NEFL zeigte

LOH bei allen 3 informativen Fillen.

3.3.2.2.3. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum Gleason-
Score

Von den bifokalen Tumoren konnten 6 Patienten der Klasse Gleason 1-6 und 10 Patien-
ten der Klasse 7-10 zugeordnet werden. Auffallige Mikrosatellitenmarker fiir diesen
Parameter sind in der Gruppe Gleason 7-10 die Marker D8S258 mit betroffenen 6 von
insgesamt 6 informativen Féllen, der Marker D10S541 mit 8 von 10 und Marker
D13S153 mit 8 von insgesamt 9 informativen Féllen. In der Gruppe Gleason 1-6 zeigen
die Marker D16S402 LOH bei 3 von 4 und der Marker p53 LOH bei 4 von 5 der infor-

mativen Fille.

3.3.2.2.4. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum PSA-
Wiederanstieg

Fiir das Kollektiv der 16 Patienten mit bifokalen Tumoren wurde im Rahmen des Fol-
low-up bei 2 Patienten ein PSA-Wiederanstieg ermittelt. Bei 14 Patienten lag die PSA-
Serumkonzentration weiterhin unter der Nachweisgrenze. Mikrosatellitenmarker
D13S153 zeigte 2 von LOH betroffene bei insgesamt 2 informativen Féllen, die Marker
D8S258, D10S541, D17S855 und p53 jeweils 1 von LOH betroffenen Fall von insge-

samt auch je 2 heterozygoten Merkmalstridgern.
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3.3.2.2.5. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum Nodalsta-
tus

Der Klasse der nodalnegativen Patienten konnten aus dem Kollektiv der 16 Patienten
mit multifokalen Tumoren 9 Patienten zugeordnet werden. Zwei Patienten waren nodal-
positv und fiir 5 Patienten lagen beziiglich des Lymphknotenstatus (LK) keine Angaben
vor. Fiir die Marker D8S258, D13S153 und D17S855 konnte fiir jeweils beide nodalpo-
sitiven heterozygoten Merkmalstriager ein LOH festgestellt werden. Jeweils 1 LOH bei
2 informativen Féllen zeigten die Marker D10S541, D16S402 und p53.

3.3.2.2.6. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum Befund der
Prostatakapsel

Fiir die Verteilung in die Klasse Prostatakapsel tumorfrei konnte aus dem Kollektiv der
16 Patienten 1 Patient ermittelt werden. Bei 15 Patienten war die Prostatakapsel durch
den Tumor infiltriert oder penetriert. In der Gruppe dieser Patienten zeigten sich beson-
ders die Marker D8S258 (mit 6 LOHs bei 8 informativen Féllen), D13S153 (mit 11
LOHs bei 13 informativen Fillen) und NEFL (mit 3 LOHs bei 4 informativen Féllen)
auffdllig. 10 LOHs bei 15 heterozygoten Merkmalstragern konnte fiir Marker D10S541

ermittelt werden. Marker p53 wies 7 LOHs bei 11 informativen Féllen auf.

3.3.2.2.7. Haufigkeit eines LOH der informativen Félle in Relation zum Schnitt-
rand

Die Einteilung in die Klassen beziiglich des Schnittrandes folgte der, die schon fiir das
Kollektiv der 76 Patienten vorgenommen wurde. Nach histologischer Begutachtung des
Schnittrandes des Resektates wurden 10 Patienten der Klasse Schnittrand tumorfrei und
der Klasse Schnittrand nicht tumorfrei 6 Patienten zugeordnet. Fiir die Klasse Schnitt-
rand tumorfrei konnte fiir den Marker D13S153 von insgesamt 10 informativen Féllen
bei 9 LOHs festgestellt werden. Alle anderen auffilligen Marker finden sich in der
Klasse Schnittrand nicht tumorfrei. Es handelt sich um die Marker D8S258 (mit 3
LOHs bei 4 informativen Fillen), D10S541 (mit 6 LOHs von 8 informativen Féllen)
und DI13S153 (mit 6 LOHs bei 7 informativen Fallen). Auch Marker p53 zeigt mit 5
LOH bei insgesamt 6 heterozygoten Merkmalstragern eine hohe LOH-Haufigkeit.
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3.3.2.2.8. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum Tumorvo-
lumen

Die histologische Bestimmung des Tumorvolumens ergab im Kollektiv der 16 Patienten
mit multifokalen Tumoren nach Festlegung des Median bei 6 ml die Einordnung von 8
Patienten in die Klasse Tumorvolumen < 6ml, die iibrigen 8 Patienten konnten der
Klasse Tumorvolumen > 6 ml zugeordnet werden. Eine auffillige LOH-Haufigkeit
konnte in der Klasse mit Tumorvolumen > 6 ml fiir die Marker D13S153 (mit 7 LOHs
bei 7 informativen Fillen) und D10S541 (mit 6 LOHs bei 8 informativen Féllen) beo-
bachtet werden. In der Klasse Tumorvolumen < 6 ml zeigten fiir den Marker D8S258

alle 4 heterozygoten Merkmalstriger einen LOH.

3.4. Clusteranalysen

3.4.1. Clusteranalyse der monofokalen Tumoren

Um eventuelle Ahnlichkeiten der 76 monofokalen Tumoren in Bezug auf bestimmte
Markerkombinationen feststellen zu konnen, wurde das Kollektiv einer Clusteranalyse
unterzogen. Es wurden die Algorithmen Average linkage und Complete linkage ange-
wendet.

In Abbildung 19 und 20 sind die entsprechenden Markerbdume (A) und Patientenbdume
(B) graphisch dargestellt. Bereiche mit LOH sind grau unterlegt, Bereiche ohne LOH

sind schwarz unterlegt.

3.4.1.1. Average linkage-Clusteranalyse

Insgesamt lassen sich im Markerbaum 5 groBere Cluster erkennen (Abb. 19 A). Der
erste Cluster wird durch den LOH des Markers D10S541 bestimmt. Er hilt eine Gruppe
von Tumoren zusammen, die neben diesem auch haufig von LOH der Marker D16S402
und D16S422 betroffen sind. Die Verbindung dieser 3 Marker ist auch im Patienten-
baubaum deutlich zu beobachten (Abb.25 Ia). Der 2. Hauptcluster wird durch den Mar-
ker D16S400 festgelegt. In Kombination mit diesem tritt in dieser Gruppe haufig der
Marker D8S258 auf. Dieses Paar ist auch Genbaum als signifikanter Ast wiederzufin-
den (Abb.25 Ia). Innerhalb des Clusters um Marker D16S400 erscheint ein Subcluster,
das durch die Verbindung zu Marker p53 und D13S153 besonders auffillig wird. Der

Marker D17S855 bildet ein kleines Subcluster, das er nahezu allein bestimmt, zudem
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erscheint er zusammen mit Marker D7S522 als Cluster. Die Kombination der Marker
D13S153 und p53 einerseits und der Marker NEFL andererseits bilden jeweils eigene
Cluster, kommen jedoch auch in Verbindung miteinander vor. Auch sind diese 3 Mar-
ker hiufig in den Clustern um D16S400 und D10S541 zu finden. Dieses erklirt die Mit-
telstellung, die ihnen im Genbaum zugeordnet wird (Abb.32 Ia).

Innerhalb des Patientenbaumes (Abb.19 B) treten zwei Patientengruppen deutlich her-
vor. Zum einen handelt es sich um 3 Patienten (FP43, FG33, GW37) deren Zugehdrig-
keit zu einem Cluster durch den gemeinsamen LOH der Marker D10S541 und p53 ge-
kennzeichnet ist. Im Vergleich zu histologischen und klinischen Parametern zeigen sie
weitere Ubereinstimmungen. Sie waren bei Entdeckung der Erkrankung iiber 64 Jahre
alt und der PSA-Wert lag bei allen deutlich tiber 10 ng/ml. Histologisch wurde fiir alle
ein Grading > 2 und eine Gleason-Summe 7-10 festgestellt. Alle Priparate zeigten Kap-
selinfiltration oder -penetration. Die Tumorvolumina maf3en jeweils {iber

6 ml. Alle hatten an Prostatakrebs erkrankte Familienangehorige.

Das zweite auffillige Patientenkluster wird durch LOH des Markers D8S258 bestimmt
und umfasst 4 Patienten (GA43, SCHD38, LP37, VK32). Ubereinstimmend zum LOH
findet sich klinisch bzw. histologisch eine hohes Grading, einen hohen Gleason-Score

und bei allen eine Kapselinfiltration oder —penetration.

3.4.1.2. Complete linkage-Clusteranalyse

Auch nach diesem Algorithmus geordnet (Abb.20), lassen sich in diesem Kollektiv die
gleichen Markerkombinationen und Clusterbildungen erkennen, die sich schon unter der
Methode Average linkage gezeigt haben.

Die Hauptcluster, die durch die Marker DS10S541, D16S400, die Kombination von
D17S855 und D7D522, NEFL und die Kombination von p53 mit Marker D13S153 zu-
sammengehalten werden bleiben weiterhin existent, erfahren jedoch auf Grund des an-
deren Zuordnungsverfahrens kleine Anderungen und Verschiebungen. Diese lassen sich
im Genbaum (Abb.25 Ib) an den etwas verdnderten Positionen der Markerkombinatio-

nen belegen. An der Grundpaarung der Marker dndert sich jedoch nichts.
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3.4.2. Clusteranalyse der bifokalen Tumoren

Um festzustellen, wie die Gesamtverteilung des Kollektives der 16 Patienten mit den
bifokalen Tumoren aussieht und sich eventuell darstellen 14t, ob die beiden Foci eines
bifokalen Tumors gleiche, &hnliche oder unterschiedliche genetische Marker-
kombinationen aufweisen wurden mit den Ergebnissen der genetischen Untersuchungen
der bifokalen Tumoren Clusteranalysen durchgefiihrt. Zusétzlich sollte ermittelt werden,
ob bestimmte Marker zusammen clustern. Gewéhlt wurden hierzu wiederum die Me-
thoden Complete linkage und Average linkage.

Betrachtet man bei den 16 Tumoren jeweils die zwei einzelnen Foci (s. Tab. 18, Ab-
schnitt 3.2) so féllt auf, daB sich die Tumorfoci eines Organs sich nicht alle genetisch
gleich verhalten, sondern sich beziiglich des Auftreten eines LOH unterschiedlich dar-
stellen (grau unterlegt). Diese Unterschiede lassen sich bei 15 der 16 bifokalen Tumoren
beobachten. Einige Patienten zeigen nur fiir einen Marker ungleiche Foci, manche je-
doch fiir bis zu 4 verschiedenen Marker. Der Marker, der in diesem Kollektiv am hau-
figsten durch unterschiedliche Tumorfoci auffillt, ist Marker D10S541. Fiir ihn weisen
7 von 15 Patienten Unterschiede auf.

Die Tumorfoci der entsprechenden Patienten wurden durch beide Clustering-
Algorithmen auf Grund ihrer Ahnlichkeiten beziiglich LOH auf den verschiedenen
Markern geordnet. Die so entstandenen Gruppen sind im Markerbaum in Abbildung 21
und 22 graphisch dargestellt. Bereiche mit LOH sind hier grau, Bereiche ohne LOH
schwarz dargestellt. Zuséatzlich findet sich in Abb. 25 die Darstellung der Genbdume.
Hier wurden die genetischen Marker entsprechend der Haufigkeit ihres gemeinsamen

Auftretens zusammengeclustert.

3.4.2.1. Average-linkage-Clusteranalyse

Die Anordnung der 32 Tumorfoci der 16 Patienten in Abbildung 21 zeigt, da3 es Foci
jeweils eines Patienten gibt, die direkt zusammen clustern, was indiziert, das beide Foci
eine gleiche oder sehr dhnliche Markerkombination aufweisen. In diesem Kollektiv las-
sen sich unter Anwendung dieses Algorithmus 5 Patienten feststellen fiir die dies zu-
trifft. 11 Patienten zeigen jedoch Tumorfoci, die sich heterogen verhalten. Sie sind we-

der identisch, noch einander #hnlich, und zeigen zu Foci anderer Patienten mehr Ahn-
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lichkeit. Die 2 Foci der einzelnen Patienten liegen dann jeweils sehr weit auseinander,
und zeigen keine verbindenden genetischen Eigenschaften.

Insgesamt lassen sich 3 Hauptcluster und ein Bereich mit wenigen genetischen Ver-
anderungen feststellen. Das erste auffillig groBe Cluster wird durch den gemeinsamen
LOH von Marker D10S541 bestimmt. Dieser Marker hélt das Cluster zusammen. Der
zweithdufigste Marker, der in diesem Cluster von LOH betroffen ist, ist der Marker
D16S402. Auch LOH von Marker D8S258 sind in diesem Cluster hiufig zu beobach-
ten. Auch wird eine Verbindung zu Marker D13S153 deutlich, jedoch ist dies ein Mar-
ker, der in diesem Kollektiv die meisten LOH aufweist und daher hiufig zu finden ist.
Der Marker D13S153 bildet selbst ein weiteres, eigenes grof3es Cluster. Innerhalb dieses
Clusters finden sich hdufig gleichzeitig LOH des Markers p53. Dieser ist nach D13S153
der zweithdufigste Marker, bei dem man in diesem Kollektiv einen LOH findet. Bei
Betrachtung des Genbaums stehen daher die Marker D13S153 und p53 an der Basis.
Der dritte Marker, der mit diesen beiden zusammenclustert ist der Marker D16S422.
Das 3. Hauptcluster wird durch den Marker D16S400 bestimmt. Hier findet sich ein
Bereich, in dem viele unterschiedliche genetischen Verdnderungen zu finden sind. In-
nerhalb dieses von D16S400 zusammengehaltenen Clusters findet sich ein Subcluster,
das durch Verbindung mit dem Marker NEFL gebildet wird. Diese Zweierkombination
erscheint im Genbaum als Aulenast (Abb.25 I1a). NEFL ist auBer in diesem Cluster in
keinem anderen Bereich des Markerbaums vertreten. Andere Marker die innerhalb des
D16S400-Clusters haufiger auftauchen sind D16S422, D17S855 und p53. Der Marker
p53 sowie Marker D13S153 sind in diesem Cluster auf Grund ihrer Haufigkeit an LOHs
auch in diesem Cluster zu finden, was im Genbaum (Abb.32 Ila) durch ihre Stellung an
der Basis verdeutlicht wird. Als eine Art ,,Grauzone® stellt sich im Markerbaum ein
Bereich dar, in dem Foci eingeordnet werden, die keine oder geringste genetische Ver-
anderungen aufweisen, und daher keiner Gruppe zuzuordnen sind.

Der Marker D7S522 nimmt in diesem Kollektiv eine Sonderstellung ein, da nur fiir ei-
nen der 32 Foci ein LOH gefunden wurde. Da er zusammen mit dem Marker D17D855
in diesem Kollektiv am wenigsten LOH aufweist, sind diese beiden Marker im Gen-

baum in direkter Nachbarschaft zueinander zu finden (Abb. 25 IIa).
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3.4.2.2. Complete linkage-Clusteranalyse

Die Abbildung 22 stellt fiir das Kollektiv die entsprechenden Phenogramme dar, nach-
dem die Daten der 16 Patienten mit bifokalen Tumoren (32 Tumorfoci) mittels der Me-
thode Complete linkage analysiert wurden.

Auch nach diesem Algorithmus geordnet, zeigen die gleichen 5 Patienten in Bezug auf
thre Tumorfoci identische bzw. sehr dhnliche Markerkombinationen. Diese Tumorfoci
clustern direkt zusammen. Alle anderen Foci verhalten sich wiederum heterogen.

Auch unter diesem Algorithmus lassen sich 3 Hauptcluster erkennen, die jeweils durch
LOH der Marker D10S541, D13S153 und D16S400 bestimmt werden. Daneben besteht
wiederum ein Bereich, der durch die Gruppe der Tumorfoci gebildet wird, die keine
oder nur geringste Ahnlichkeiten in ihrer Markerkombination aufweist.

Innerhalb der 3 Hauptcluster kommt es auf Grund des unterschiedlichen Algorithmus zu
minimalsten Verschiebungen, die einzelne Tumorfoci betreffen. Insgesamt bleiben die
schon durch die Methode Average linkage ermittelten Cluster bzw. Markerkombinatio-

nen der Cluster nahezu identisch.
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2.4.3. Vergleich der Subkollektive

Beim Vergleich des Kollektivs der 76 monofokalen Foci zu den 32 bifokalen Foci las-
sen sich sowohl Unterschiede als auch Ubereinstimmungen bzw. Ahnlichkeiten in Be-
zug auf genetische Eigenschaften und Markerkombinationen feststellen.

Ganz eindeutig fiir beide Kollektive zeigt sich die Dominanz der Markerkombination
D10S541 / D16S402. Diese beiden Marker clustern in beiden Kollektiven direkt zu-
sammen. Als einzige Verdnderung ist hier das Verhalten des Markers D16S422 zu be-
schreiben, der im Kollektiv der 76 monofokalen Tumoren mit der oben beschriebenen
Markerkombination clustert, im Kollektiv der 32 bifokalen Tumoren dem Cluster um
Marker D17S855 zuzuordnen ist.

Wihrend die Marker D13S153 und p53 im Kollektiv der 76 monofokalen Tumoren ein
Cluster bilden, das sich im Markerbaum als eine von 5 Gruppen darstellt, findet sich
diese Kombination im Kollektiv der 32 bifokalen Tumoren an der Basis wieder, denn in
diesem Kollektiv zeigen diese beiden Marker sehr hdufig einen LOH. In beiden Kollek-
tiven besteht zwischen diesen beiden Markern aber eine deutliche Ndhe, zudem sind sie
zumeist in allen Clustern der Kollektive auch vertreten.

Wiéhrend NEFL im Kollektiv der monofokalen Tumorpatienten ein eigenes Cluster dar-
stellt, das sich an die Kombinationen D16S400 / D8S258 und D17S855 / D7S522 an-
lehnt, zeigen sich im Kollektiv der 32 bifokalen Tumoren die Positionen dieser Marker
ein wenig verdndert. Der Marker NEFL clustert hier eindeutig mit Marker D16S400
zusammen Die Kombination D17S855 /D7S522 bleibt bestehen, auch die Nihe zu
NEFL ist noch existent. Der Marker D8S258 jedoch wird nun hiufig in Kombination
mit D10S5412 und D16S402 gesehen. Obwohl der Marker D7S522 im bifokalen Kol-
lektiv mit einem LOH auf nur einem Focus deutlich unterreprisentiert war, bestatigt
sich auch in dieser Clusteranalyse seine Nahe zu dem Marker D17S855, die schon im

Kollektiv der 76 monofokalen Tumoren zu beobachten war.

3.4.4. Clusteranalyse des Gesamtkollektivs

Um Aussagen iiber bestimmte Markerkombinationen im Gesamtkollektiv machen zu
konnen, wurden die Daten des Kollektivs der 76 Patienten mit monofokalen Tumoren
und die des Kollektivs der 16 Patienten mit bifokalen Tumoren zusammengefiigt. Fiir

die Clusteranalysen der 108 Tumorfoci wurden wiederum die Algorithmen Average
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linkage und Complete linkage angewendet. Die entsprechenden Phenogramme sind in
Abbildung 23 und 24 dargestellt. Bereiche mit LOH sind grau, Bereiche ohne LOH
schwarz unterlegt. Die Genbdume hierzu finden sich in Abbildung 25 III a und 25 III b.

3.4.4.1. Average linkage-Clusteranalyse

Im Patientenbaum (Abb. 23 B) finden sich unter den Gesamtfoci 6 Tumorfoci von 3
Patienten mit bifokalen Tumoren die direkt zusammen clustern. Bei 5 Patienten mit
bifokalen Tumoren liegen die zugehdrigen Foci in unmittelbarer Nachbarschaft. Dieses
bedeutet, daB3 sie sich beziiglich der Markerkombination relativ dhnlich verhalten, es
jedoch Foci aus dem Gesamtkollektiv gibt, denen sie dhnlicher sind. Die anderen bifo-
kalen Foci liegen sehr verstreut und zeigen somit keine oder nur geringste Ahnlichkei-
ten mit dem Zweitfocus desselben Tumors.

Auch fiir das Gesamtkollektiv finden sich bestimmte Marker und Markerkombinatio-
nen, die es in unterschiedliche Cluster einteilt. Diese Cluster zeigen deutliche Ubereins-
timungen zu denen der anderen beiden Kollektive.

Ein Hauptcluster wird wiederum durch den Marker D10S541 bestimmt. Unter seiner
Fiihrung und zusammen mit den Markern D16S402 und D16S422 beschreibt er eine
grof3e Gruppe von Foci, deren Eigenschaften durch einen LOH dieser 3 Marker definiert
sind. Auch im Genbaum (Abb. 25 Illa) grenzt sich diese Markerkombination deutlich
sichtbar von anderen ab.

Das 2. Hauptcluster wird durch den Marker D16S400 festgelegt. Zum einen findet sich
ein Subcluster, das ihn in naher Verbindung zu Marker NEFL zeigt, ein anderes stellt
die Nédhe zu Marker D8S258 dar. Ein weiters Hauptcluster wird durch die Kombination
von Marker D17S855 und Marker D7S522 bestimmt. Zusammen mit ihnen, und auch in
einem Subkollektiv, das fast ausschlieBlich durch den Marker D17S855 definiert wird,
taucht wiederum hdufig der Marker D8S258 auf. Die Néhe dieses Markers zu den gera-
de beschriebenen Hauptclustern ist als Ast des Genbaums prizise dargestellt (Abb. 25
[ITa). Die Marker p53 und D13S153 bilden das letzte Hauptcluster. Da LOH dieser bei-
den Marker auch im Gesamtkollektiv sehr hdufig ist, und sie daher auch in Verbindung
zu anderen Markern auftauchen, sind sie im Genbaum wiederum an der Basis zu finden.
Untereinander bilden sie jedoch ein eigenstindiges Cluster, das sich deutlich von den

anderen Clustern und deren Markerkombinationen unterscheidet.



Ergebnisse 82

Der Bereich mit wenigen genetischen Verdnderungen, der sich mit Kollektiv der bifoka-
len Tumoren noch deutlich abgezeichnet hat, ist nun durch den gréBeren Datenumfang

geschrumpft, aber immer noch sichtbar.

3.4.4.2. Complete linkage-Clusteranalyse

Durch Benutzung dieses Algorithmus ergeben sich in den so erstellten Phenogrammen
(Abb. 24) kleine Verdnderungen in Form von Verschiebungen einelner Foci. Die Ge-
samtaussagen iiber die Markerkombinationen bleiben jedoch auch hier bestehen.

Die bifokalen Tumorfoci von 4 Patienten clustern hier direkt zusammen. 4 Foci von 2
Patienten sind relativ benachbart und der Rest verhélt sich heterogen (Abb. 24 B). Die
durch Dominanz bestimmter Marker oder durch bestimmte Markerkombinationen fest-
gelegten Cluster entsprechen denen, die sich schon unter der Methode Average linkage
dargestellt haben. Es sind lediglich Aufspaltungen des vormals groBen Clusters p53 und
D13S153 in mehrere kleinere Cluster zu erkennen, die jedoch weiterhin von diesen bei-
den dominiert werden. Auch der oben erwéhnte kleine Bereich mit wenigen genetischen

Verdnderungen erscheint wieder.
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3.5. Genetische Unterschiede der bifokalen Foci

Von besonderem Interesse war in dieser Studie die Untersuchung von 16 Patienten mit
bifokalen Tumoren. Bei der histologischen Untersuchung konnten jedem dieser Tumo-
ren zwei unterschiedliche Foci zugeordnet werden. Tabelle 21 zeigt eine genaue Dar-
stellung der mittels Mikrosatellitenanalyse ermittelten genetischen Eigenschaften (LOH
/ kein LOH) der Tumorfoci der 16 Patienten. Die Foci der Patienten, die sich auf den
Markern unterschiedlich verhalten, sind fett dargestellt.

Tab.21: Genetische Eigenschaften der Tumorfoci der 16 Patienten mit bifokalen Tumoren (0 =
kein LOH, 1 = LOH)

Anzahl LOH
NEFL | p53| Unterschiede
der Foci

Lfd.| Patienten- D7 | D8 | D10 | D13 | D16 | D16 | D16 | D17
Nr. kiirzel S522 | S258 | S541 | S153 | S400 | S402 | S422 | S855

AB31 1 0
AB31 9

[
=
(=]
S
(=
(=]

2

AJ33 25
AJ33 9

BB36 7
BB36_17

BJ37 NW21
BI37 8

FK33 14
FK33_17

GP36
GP36 2

HK35_10
HK35 35

HP39 18
HP39 9

KH49 5
KH49 16

LH32 9
LH32 23

10

MW36 9
MW36 22

11

RH31 12
RH31_19

12

SR49 7
SR49 12

13

SG39 19
SG39 34

14

THI33 1
THI33 2

15

HI34 1
HI34 2

16
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Von den 16 Patienten zeigen beziiglich der 10 untersuchten Marker 5 Patienten einen
genetisch unterschiedlichen Focus. Weitere 5 Patienten zeigen auf 2 Markern unter-
schiedliche Foci, maximal vier sich in Bezug auf LOH unterschiedlich verhaltene Foci.
3 Patienten zeigen unterschiedliche Foci auf 3 Markern und 2 Patienten weisen auf 4
Markern genetisch unterschiedliche Foci auf. Ein Patient zeigt keine unterschiedlichen
Foci. Bei ihm verhalten sich die entsprechenden Foci auf allen Markern gleich.

Der Marker D10S541 ist mit Abstand der haufigste bei dem genetisch unterschiedliche
Foci zu finden sind.

Die sich in der Mikrosatellitenanalyse dargestellten Beobachten sind in Abbildung 26
beispielhaft dargestellt.
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Abb.26: Darstellung von LOH auf einem
Focus eines bifokalen Tumors

3.6. Daten zum “Follow-up*

3.6.1. Zeitdauer bis zum PSA-Wiederanstieg

Im Rahmen des Follow-up, das sich iiber maximal 3 Jahre erstreckte, konnten aus dem
Gesamtkollektiv der 92 Patienten fiir 17 Patienten ein PSA-Wiederanstieg ermittelt
werden. Eingeschlossen darin sind 4 Patienten die postoperativ keinen PSA-Abfall unter
die Nachweisgrenze (je nach Assay und Hersteller 0,04-0,05 ng/ml) gezeigt haben. 2
dieser 17 Patienten waren Patienten mit bifokalen Tumoren (Patientenkiirzel in Tab. 22

fett). Um zu priifen, ob sich mdglicherweise ein Zusammenhang zwischen PSA-
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Wiederanstieg und genetischer Instabilitdt (hier LOH) besteht, wurden die 10 untersuch-
ten genetischen Marker dieser Patienten genauer untersucht.

Tabelle 22 zeigt eine Auflistung der 17 Patienten mit PSA-Wiederanstieg und veran-
schaulicht gleichzeitig die Tage bis zum PSA-Wiederanstieg und das Vorliegen eines

LOH der informativen Markern dieser Patienten.

Tab.22: Patienten mit PSA-Wiederanstieg und LOH. Die Kiirzel von Patienten mit bifokalen
Tumoren sind fett dargestellt. x = LOH, 0 = homozygot (nicht informativ)

Lfd. |Patienten- PSA-Wieder- D7 | DS | D10 | D13 | D16 | D16 | D16 | D17 NEFL| p53
Nr. [kiirzel anstieg (Tage)| S522 [ S258 | S541 | S153 | S400 | S402 | S422 [ S855

1 |[FG33 0 0 X X 0 0 0 X
2 |GHW43 0 X X X X X
3 |KV32 0 0 0 X X X X 0 0 X
4 |PE43 0 0 X X X 0 X
5 BJ37 146 X 0 0 0 X
6 |BA33 177 0 X X 0 X X 0 0
7 |HE43 204 0 0 X X
8 |GH33 207 0 0 X
9 |HA31 216 X 0 0 X 0 X
10 |FA33 246 X X X X X 0 0
11 |JF32 292 0 0 0 0 X X X
12 |AF34 549 X X X 0 X
13 |LFK35 561 X X X 0 X X X X 0
14 |MR39 581 X X 0 X X 0 X 0 0
15 |SCHK35 647 0 X 0 X X 0 0
16 [(MLHHA41 680 0 X X 0
17 HJ34 834 X X 0 X 0

>LOH 4 10 7 10 7 7 4 6 3 8

Unter den 17 Patienten mit PSA-Wiederanstieg befanden sich jeweils 10 Patienten, die
einen LOH der Marker D13S153 und D8S258 zeigten. Da fiir den Marker D8S258 ins-
gesamt 13 heterozygote Merkmalstriager ermittelt werden konnten entspricht die LOH-
Haufigkeit hier 76,9%. Fiir den Marker D13S153 auch 76,9% da auch fiir diesen 13
informative Félle festgestellt werden konnten. Des Weiteren waren in diesem Kollektiv
die Marker p53 mit 8 LOHs bei 14 informativen Féllen (57,1%) und Marker D10S541
mit 7 LOH bei 13 informativen Féllen (53,8%) sehr hiufig vertreten. Am wenigsten
hdufig fand sich eine genetische Alteration in Form eines LOH des Markers NEFL.
Dieses lésst sich jedoch durch den auBergewo6hnlich hohen Homozygotieanteil dieses
Kollektivs erkldren. Die Kombination ,,LOH der Marker D8S258 und D13S153* zeig-

ten 6 der betroffenen Patienten, zwei dieser Patienten waren zusitzlich von einem
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gleichzeitigen LOH des Markers D10S541 betroffen, zwei andere dieser Gruppe von
einem zusétzlichen LOH des Marker p53.

Auffillig ist, daf bei den 4 Patienten ohne postoperativen PSA-Abfall und bei Patienten
mit friihem PSA-Wiederanstieg (bis 177 Tage postoperativ) iiberproportional héufig
einen LOH der Marker p53, DI13S153 und D10S541 zu finden ist. Spéite PSA-
Wiederanstiege sind bei Patienten zu beobachten, die einen LOH des Markers D8S258
und der 16er Markern zeigen. Fiir alle anderen Marker zeigt sich bei der Untersuchung
dieses Kollektivs keine eindeutige Tendenz in Richtung frithem oder spdtem PSA-
Wiederanstieg. Es findet sich hdufig jedoch ein PSA-Anstieg innerhalb des 1. Jahres

postoperativ.

3.6.2.Vergleich der LOH-Haufigkeit bei Patienten mit bzw. ohne PSA-

Wiederanstieg

Tab.23: Vergleich der LOH-H&ufigkeit in Prozent bei Patienten mit PSA-Wiederanstieg im
Vergleich zu Patienten ohne PSA-Wiederanstieg (PSA-WA)

Mikrosatelliten- | % LOH % LOH

marker mit PSA-WA | ohne PSA-WA
D7S522 36,4 47
D8S258 76,9 56,3
D10S541 53,8 46,6
D13S153 76,9 52,6
D16S400 58,3 46,9
D16S402 50 36,6
D16S422 36,6 50,9
D17S855 40 34,5
NEFL 100 75
p33 57,1 53,6

Im Vergleich zu den Patienten ohne PSA-Wiederanstieg konnte festgestellt werden,
dass die prozentuale Hiufung an LOH der Marker D8S258 und D13S153 bei den Pati-
enten mit PSA-Wiederanstieg um mehr als 20% haufiger vorkommt. Alle anderen Mar-

ker zeigen diesbeziiglich weniger deutliche Unterschiede.
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3.6.3. Korrelation der Markerkombinationen bei Patienten mit PSA-
Wiederanstieg zu Markerkombinationen in der Clusteranalyse

Betrachtet man den Patientenbaum der Average linkage Clusteranalyse der 76 Patienten
mit monofokalen Tumoren (S. 76, Abb. 26) so finden sich 6 der Patienten mit PSA-
Wideranstieg im Zentrum der Grafik wieder. Die Sortierung richtet sich dort nach dem
Aufreten der Kombination eines LOH der Marker D8S258 und D13S153. Drei Patien-
ten mit PSA-Wiederanstieg die die Kombination eines LOH der Marker D10S451 und
p53 zeigen, finden sich auch in der o.g. Clusteranalyse in unmittelbarer Nachbarschatft.
Auch die Tendenz zur Kombination eines LOH der 16’er Marker, Marker D7S522 und
Marker D17S855 findet sich fiir weitere 3 Patienten mit PSA-Wiederanstieg.

3.6.4. Verstorben an PCa

Innerhalb des Beobachtungszeitraums ist ein Patient an seiner Prostatakrebserkrankung
verstorben. Fiir ihn konnte pridoperativ ein t-PSA-Wert von 72,6 mg/ml ermittelt wer-
den. Postoperativ fiel der t-PSA-Wert zu keiner Zeit unter die Nachweisgrenze ab. His-
tologisch wurde der Tumor mit pT4, N1, G 3b und Gleason 10 klassifiziert. Zudem war
bei der pathologischen Untersuchung im Resektat kein tumorfreier Schnittrand zu
bestimmen. Bei der Untersuchung der genetischen Marker konnten bei diesem Patienten

ein LOH der Marker D8S258, D13S153, D16S400 und p53 entdeckt werden.
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4. Diskussion

4.1. Kollektiv

In dieser Studie wurden Proben von 92 Patienten mit histologisch gesichertem
Prostatakarzinom, die am Universititsklinikum Miinster (UKM) im Zeitraum von 2000
bis 2003 behandelt wurden untersucht. Mittels Mikrosatellitenanalyse wurden 10
ausgewahlte genetische Marker auf sechs verschiedenen Chromosomen auf allelische
Imbalancen (AI) analysiert. Insgesamt standen 108 Tumorproben zur Verfiigung, da fiir
16 Patienten histologisch bifokale Tumoren nachgewiesen werden konnten.

Bei den 92 Patienten handelte sich um ménnliche Européer in einem Alter zwischen 49
und 78 Jahren mit einem mittleren Lebensalter von 64 Jahren. Die nach erfolgter
radikaler Prostatektomie histologisch ermittelten pT-Stadien der Probanden ergaben
Tumorstadien von pT1-pT4. Bei 80% der Patienten wurden Tumorstadien zwischen
pT2c und pT3c (nach UICC) gesichert. Der préoperativ ermittelte t-PSA-Serum-
konzentration der Patienten bewegte sich zwischen 2,93 ng/ml und 167 ng/ml (Median
(9,95 ng/ml). Anndhernd 90% der Patienten des Kollektivs zeigten PSA-
Serumkonzentrationen zwischen 4 ng/ml und 30 ng/ml (s. Abschnitt 3.1.).

Die in dieser Arbeit zum Vergleich herangezogenen Studien {iiber
Mikrosatellitenanalysen umfassten Kollektive von minimal 12 Proben (132) und
maximal 160 Proben (226). Zu den Studien mit groBlen Kollektiven ist jedoch
anzumerken, daf dort nicht nur PCa-Proben sondern auch PIN (prostatische
intraepitheliale Neoplasie) und Gewebe aus Metastasen untersucht worden ist (204, 209,
226). In den damaligen Studien wurden Patienten aus den USA (226, 209, 110), Japan
(172), den Niederlanden (204), Schweden (143), GroBbritannien (25) und Deutschland
(256) untersucht. In den meisten wurden mehrere Mikrosatellitenmarker auf einem
Chromosom untersucht. Die von Ruijter et al. (204) und Saric et al. (209)
durchgefiihrten Untersuchungen wurden mit Mikrosatelliten von 9 bzw. 12
unterschiedlichen Chromosomen durchgefiihrt, aber wie schon erwdhnt bestand das
Kollektiv nicht nur aus Patienten mit primdrem PCa. In dieser Arbeit war fiir alle
teilnehmenden Patienten ein histologisch gesichertes PCa das EinschluBkriterium. Die
bisher umfangreichste Studie, in der 16 Mikrosatellitenmarker auf 4 verschiedenen

Chromosomen untersucht wurden, wurde 1998 von Jenkins et al. (110) durchgefiihrt.
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Das von ithm untersuchte Kollektiv bestand aus 156 Patienten. In dieser Studie lag der
Schwerpunkt auf der Untersuchung von Tumoren mit einem pT-Stadium pT3 (nach
UICC). Die pT-Stadien der Patienten in den anderen Studien bewegten sich, wenn
angegeben, zwischen 2 und 3. Einzig in der von Oba et al. (172) durchgefiihrten Studie
wurden auch Patienten mit Tumorstadium pT4 untersucht. In dieser Studie wurden
Patienten mit Tumorstadien von pT1-pT4 untersucht.

Wie bereits in Abschnitt 1.2.9.2. erldutert ist das PSA ein spezifischer, wichtiger
Tumormarker bei der Diagnose des Prostatakarzinoms (4). Exessive Werte der t-PSA-
Serumkonzentration oder die Bestimmung des Quotienten f-PSA/t-PSA mit Feststellung
eines hohen t-PSA-Anteils sind richtungsweisend, jedoch gerade bei Werten zwischen 4
ng/ml und 20 ng/ml ist eine eindeutige Zuordnung zu benignen oder malignen
Prozessen nicht moglich. Positive Korrelation von PSA-Werten, bzw. des Quotienten f-
PSA/t-PSA, und eines LOH konnen die Diagnosefindung vereinfachen (11, 111).

Das UKM hat, als ausgewiesenes Kompetenzzentrum flir Prostata, ein sehr grof3es
Einzugsgebiet. Eine Quote von ca. 170 radikalen Prostatektomien pro Jahr spricht fiir
die Erfahrung und Kompetenz der Abteilung und liefert durch die Menge an
Operationen dieser Studie die gute KollektivgéBe. Da am UKM Patienten jeglichen
Alters, bei entsprechenden Vorraussetzungen (z.B. die OP-Fihigkeit) prostatektomiert
werden, handelt es sich bei den Teilnehmern dieser Studie um nicht vorselektionierte
Patienten. Es ist daher anzunehmen, dal} es sich bei dem in dieser Studie untersuchten
Kollektiv um einen guten Querschnitt von an Prostatakrebs erkrankten und

diagnostizierten Personen handelt.

4.2. Die genetischen Marker

Anders als bei vielen anderen Tumoren wie z.B dem Mammakarzinom (176) oder dem
hereditéren Colonkarzinom (71), wo es bekannte fiir die Tumorgenese priadisponierende
Gene wie BRCA1 und BRCA2 (Mamma-Ca) bzw. das APC-Gen (Colon-Ca) gibt,
liegen zur Detektion der genetische Disposition des Prostatakarzinoms keine Ergebnisse
vor (170). Auch ein Tumorprogressionsmodell im Sinne Vogelsteins (72) fehlt. Daher
wurde in dieser Studie ein Mikrosatellitenpanel zusammengestellt, um bestimmte
Marker oder Markerkombinationen zu untersuchen, die auf Grund der genetischen

Instabilitdt prognostische Aussagen fiir das Prostatakarzinom zum Beispiel zur
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Abschétzung des Malignitdtsgrades oder des Metastasierungspotentials liefern konnen.
Diese Zusammenhinge wurden von mehreren Autoren schon fiir einige ausgewéhlte
Marker beschrieben (41, 138, 235, 254). Die gleichzeitige Untersuchung von 10
Markern kann zu einer besseren Einschitzung der Erkrankung und zur
Prognoseabschitzung beitragen. In dieser Studie wurden Mikrosatellitenmarker
ausgewahlt, deren Beteiligung an der Entstehung und Progression des PCa schon in
anderen Studien beschrieben wurde (18, 47, 134, 142, 161, 188). Bei Kenntnis des
molekularbiologischen Verhaltens von Prostatatumoren kdnnten moglicherweise neue
Beurteilungs- und Behandlungsstrategien schon im Friihstadium der Erkrankung
entwickelt und eingesetzt werden (21). Da gerade fiir das PCa unterschiedliche
therapeutische Vorgehensweisen diskutiert werden (104), kdnnten molekularbiologische
Untersuchungen zur Abschétzung des Risikos und der Prognose hilfreich sein (20).
Auch die Bestimmung der Serumkonzentration des Tumormarkers PSA als PCa-
Screening-Methode wird zurzeit kontrovers diskutiert (122). Daher sollten zur
Erforschung des PCa auch andere Untersuchungsstrategien herangezogen werden. Ein
Ansatzpunkt fiir die Detektion von PCa wire die in dieser Studie angestrebte
molekularbiologische Charakterisierung dieser Tumoren. Durch Kenntnis von Markern,
die Hinweise auf weiterfiihrende Enddifferenzierung von Tumoren zeigen und eine
hohe Aggressivitit des Tumors oder eine schlechte Prognose fiir den Patienten bedeuten
konnten (21), wire die Dignitét der Erkrankung besser einzuschétzen. Auch der Einsatz
von zum Teil sehr belastenden Therapien fiir den Patienten wére besser abzuschétzen
(104, 122).

Die Auswahl der 10 Mikrosatellitenmarker erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn Dr.
rer. nat. Hartmut Schmidt. Zunichst wurde nach Markern gesucht, die schon in anderen
Studien untersucht wurden (243), und bei denen sich dort bestitigt hatte, daf}
Alterationen dieser Marker, gehduft beim Prostatakarzinom zu finden sind (56). Des
Weiteren handelt es sich um Marker, deren Beteiligung bei der Tumorgenese anderer
Krebserkrankungen als gesichert gelten kann. Einige von ihnen liegen in unmittelbarer
Nachbarschaft bekannter Tumorsuppressorgene. Zusétzlich sollten sich alle diese
Marker durch einen hohen Heterozygotiegrad, und somit durch hohen
Informationsgehalt, und eine vergleichbar hohe Alterationsfrequenz (LOH-Haufigkeit)

in Tumoren auszeichnen, damit sie der hier angewendeten Untersuchungsmethode, der
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Mikrosatellitenanalyse, gut zugénglich sind (s. Tabelle 6, Abschnitt 2.6.). Die hier
untersuchten Marker werden im Folgenden einzeln noch einmal vorgestellt und

kommentiert.

1. D7S522

Dieser Marker befindet sich in der Region 7q33.1. Benachbart liegen der Hepatozyten-
Wachstumsfaktor MET-Protoonkogen (181) und Caveolinl-und 2 (65). Al des langen
Arms von Chromosom 7 ist sowohl cytogenetisch als auch durch Mikrosatelliten-
analysen festgestellt und als bedeutsam sowohl fiir das Prostatakarzinom (8, 17, 48, 54,
109, 135, 152, 153, 229, 264) als auch fiir das Mammakarzinom (140), das Nieren-
zellkarzinom (223) oder auch das papillire Schilddriisenkarzinom (266) beschrieben
worden. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dafl fiir diesen Marker 22% der
Tumorproben LOH aufwiesen. Dieses entspricht den in der Literatur gefundenen
Angaben anderer Autoren (229, 264). Beziiglich des Heterozygotiegrades wurde in
dieser Studie mit 49% eine Abweichung von der Literatur (67%) festgestellt. Diese ist
eventuell auf die unterschiedlichen KollektivgroBen oder auf die ethnischen
Unterschiede der Patienten zuriickzufithren. Wihrend in dieser Studie insgesamt 108
Tumorproben untersucht wurden, fithrten Takahashi et al. (229) (54 Tumorproben) und
Zenklusen et al. (264) (16 Tumorproben) ihre Studien mit somit deutlich kleineren
Kollektiven durch. Zusdtzlich untersuchten diese beiden Autoren ausschlieBlich
Patienten aus der amerikanischen Bevdlkerung. Somit waren hdchstwahrscheinlich
Patienten mit kaukasischer und Patienten und afroamerikanischer Abstammung
innerhalb dieser Kollektive vertreten. Fiir die zuletzt genannte Bevolkerungsgruppe
konnten durch Washburn et al. (253) zumindest beziiglich LOH in der Region 8p23
andere Angaben hinsichtlich der Prognose gemacht werden als fiir Patienten
kaukasischer Abstammung. Diese Beobachtung hinsichtlich der ethnischen
Unterschiede konnte, wenn auch bis her nicht untersucht, auch bei Al der Region 7q

eine Rolle spielen.

2. D8S258 und NEFL

Zahlreiche Studien zeigen, dal Al des kurzen Arms von Chromosom 8 zu den

hiufigsten vorkommende Alteration zdhlt. Dies gilt sowohl fiir das Prostatakarzinom
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(19, 29, 39, 41, 42, 48, 67, 91, 107, 112, 128, 151, 157, 158, 162, 172, 189, 227, 236,
246, 253) aber auch fiir Karzinome der Mamma (107, 262), des Osophagus (107), des
Colons (107, 230), und der Lunge (129). Ishii et al. (107) vermuten im Bereich 8p22-23
zwel Tumorsuppressorgene (N33 und PRLTS). Bestitigt ist, dafl in dieser Region das
Tumorsuppressorgen FEZ1 liegt. Dieses kodiert fiir ein Leucin-Zipper-Protein. Dieses
ist ein Protein dessen DNA-bindende Démine Ahnlichkeiten mit der DNA-bindenden
Domine eines Transkriptionsfaktors besitzt. Funktionsverlust des FEZ1-Gens spielt
nach Ishii et al. eine Rolle in der Entwicklung von Prostata- Brust- und
Osophaguskarzinomen. Zusitzlich liegt in der Niihe von D8S258 ein Gen, das fiir ein
das Zytoskelett der Zelle stabilisierendes Protein kodiert. Ein Funktionsverlust dieses
Proteins impliziert, da3 bei fehlender Kontrolle iiber die Zellform Verdnderungen in
Richtung Tumorzelle erleichtert werden (151). Oba et al. (172) bestdtigen dies in ihrer
Studie und sprechen dieser Region eine wichtige Rolle bei der Tumordifferenzierung
zu. Die LOH-Héaufigkeit des Markers D8S258 wird in der Literatur mit 8,1-24,1%, der
Heterozygotiegrad mit 0,71 angegeben. Die in dieser Studie durchgefiihrten
Untersuchungen zeigten fiir diesen Marker einen LOH-Anteil von 40% und einen
Heterozygotiegrad von 0,67. Der doch deutliche Unterschied bei der LOH-Héaufigkeit
mag, da es sich um anndhernd gleich grofe Kollektive handelt, auf ethnische
Unterschiede zu der amerikanischen Bevolkerungsguppe (246) zuriickzufiihren sein.
Andererseits kann dieser Unterschied auch in der Verbesserung der
Detektionsmethoden begriindet sein. Wihrend frither die Acrylamidgelelektrophorese
mit anschlieBender Silberfairbung mit zum Teil noch visueller Auswertung zum Einsatz
kam, erfolgt heute der direkte Nachweis der fluoreszenzmarkierten
Amplifikationsprodukte mittels Kapillarelektrophorese. Auch durch die 2001 von
Buerger et al. modifizierte Formel zur LOH-Berechnung (28) konnen durch
Verdnderung der Berechnungskriterien heute deutlich mehr LOH detektiert werden als
frither. Somit ist in é&lteren Arbeiten die Wichtigkeit dieses Markers fiir das
Prostatakarzinom moglicherweise nicht erkannt worden. Die Region in der NEFL zu
finden ist, ist nach Oba et al. fiir die Progression der Tumorerkrankung verantwortlich
(170). Der Marker NEFL wird in Arbeiten von Kagan et al. (112), Macoska et al. (158),
MacGrogan et al. (157) und Vocke et al. (246) mit einer LOH-H&ufigkeit von 16,3-

35,4% und einem Heterozygotiegrad von 0,83 beschrieben. In Ubereinstimmung mit
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den Literaturangaben konnte in unserer Studie fiir diesen Marker in 27% der Fille LOH
gezeigt werden. Der ermittelte Heterozygotiegrad fiir den Marker NEFL lag innerhalb
dieses Kollektivs mit 0,35 unter dem in der Literatur ermittelten Wert. Dies kann
moglicherweise wiederum durch ethnische Unterschiede oder unterschiedlich

Kollektivgrofe bedingt sein (s. D8S258).

3. D10S541

Der Marker D10S541 liegt in der Region 10g23 und hier in der Ndhe des PTEN-Gens.
Die Aberration des Tumorsuppressorgens PTEN und dessen Rolle bei der Tumorgenese
ist fiir eine Vielzahl von malignen Neoplasien bekannt. Neben dem Prostatakarzinom
(3, 30, 54, 57, 69, 73, 74, 131, 133, 136, 139, 141, 146, 152, 163, 177, 203, 245, 251)
gilt dies z. B. fir das Mammakarzinom (148), das Magenkarzinom (267) und das
Blasenkarzinom (233) als bewiesen. Als Tumorsuppressorgen kann die
Tyrosinphosphatase von PTEN f{iber eine PI3-kinase den Zellzyklus in der G1-Phase
blockieren (145). Zudem ist PTEN in der Lage apoptotische Vorginge in Gang zu
setzen (49). Die von den Tumorzellen verursachte Gewebshypoxie und induzierten
Wachstumsfaktoren (z.B. IGF, VEGF) modulieren iiber Aktivierung des KAT1-Proteins
die Angiogenese. PTEN blockiert die iiber AKT1 laufenden Phosphorylierungen (239,
270) und dessen Kinaseeigenschaften und somit die Tumorzellprogression (270).
Uberexpression von PTEN inhibiert die Zellmigration, funktionsloses PTEN erhoht sie
(232). Diese Eigenschaften machen deutlich wie schwerwiegend sich Alterationen
dieses Gens auswirken konnen. Cairns et al. bezeichnen den LOH von PTEN, und wenn
mit dessen Inaktivitidt verbunden, dementsprechend als einer der ursidchlichen Faktoren
bei der Entwicklung des Prostatakarzinoms (30). In Ubereinstimmung mit Feilotter et
al. (73), die 51 Prostatagewebeproben untersuchten, wurden in dieser Studie dhnliche
Werte beziiglich des Heterozygotiegrads (Feilotter: 0,78; hier: 0,8) und der LOH-
Haufigkeit (Feilotter: 45,1%; hier: 43%) ermittelt. Beides bestétigt die Relevanz dieses

Markers bei der Erforschung des Prostatakarzinoms.

4.D13S153
Dieser Marker liegt in unmittelbarer Ndhe zum bekannten Tumorsuppressorgen Rbl in

der Region 13ql14.1. Rbl, bzw. sein Genprodukt, ist, zusammen mit einigen von ihm
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beeinflussten und fiir das Zellwachstum bedeutsamen Proteinen, Negativregulator der
Zellproliferation (13). Die Komplexbildung von Rb1 mit dem Transkriptionsfaktor E2F
fiihrt zum Zellarrest in der G1-Phase des Zellzyklus, verhindert den Ubergang in die S-
Phase (88, 154, 255, 265). Die unkontrollierte Proliferation von Zellen, bei denen der
inhibierende EinfluB der von Rb gefiihrten Zellwachstumskontrolle fehlt, wird
begiinstigt. Die Bedeutung des Rb1-Gens bei der Entstehung des Retinoblastoms ist seit
langem bekannt. (120). Neben diesem spielt dieses Tumorsuppressorgen aber auch eine
Rolle bei der Entstehung von Ovarial- (93), Larynx- (127) und
Nebenschilddriisenkarzinomen (221). LOH dieser Region wurde beim Prostatakarzinom
bisher durch zahlreiche Studien bestétigt (1, 15, 26, 45, 54, 55, 74, 75, 106, 126, 132,
144, 156, 171, 191, 231, 234, 238, 244, 258, 263). Zudem wird direkt neben dem Rb1-
Gen ein anderes mogliches Tumorsuppressorgen vermutet, dessen Funktionsverlust die
Tumorgenese zusétzlich begiinstigt (75, 132, 263). Das Patientenkollektiv dieser Studie
zeigte mit 46% LOH von D13S153 einen sehr hohen Wert, der den in der Literatur von
Cooney et al. (45) und Li et al. (144) beschriebenen Wert (25-30%), allerdings bei
KollektivgdBen vom 40 bzw. 36 Patienten, deutlich {ibersteigt. Diese Autoren fanden
fiir den Marker D13S153 einen Heterozygotiegrad von 0,82 der in dieser Studie mit
0,81 bestdtigt werden konnte. Diese Ergebnisse machen das Rb1-Gen zu einem weiteren
repriasentativen Marker der sich sehr gut zu molekulargenetischen Untersuchungen von

Malignomen hier speziell des PCa eignet.

5. D16S400, D16S402, D16S422

Die Auswahl dieser 3 Marker, die telomernah in den Regionen 16922.2-23.1 und
16g24.2 zu finden sind, erfolgte auf Grund ihrer bekannten Beteiligung bei der
Entwicklung des PCa (48, 54, 57, 63, 64, 67, 93, 110, 133, 143, 162, 178, 226, 228).
Osman et al. vermuten in der Region 16q22.1-22.1 ein mogliches Tumorsuppressorgen
(178) Genetische Instabilititen der genannten Regionen sind auch fiir den Wilms-
Tumor (206) und fiir das Mammakarzinom, hier als klassische Translokation, bekannt
(102). Die fiir diese Marker in der Literatur ermittelten Heterozygotiegrade lagen fiir
D16S400 bei 0,62 (178), fiir D16S402 bei 0,86 (133) und fiir D16S422 bei 0,8 (63).
Diese Ergebnisse konnten hier mit Werten von 0,68 (D16S400), 0,83 (D16S402) und
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0,76 (D16S422) bestitigt werden. Beziiglich der Alterationsfrequenz ergaben sich fiir
die Marker D16S402 und D16S422 keine wesentlichen Unterschiede (Literatur:
D16S402: 28,8% und D16S422: 42% (63, 133); hier: D16S402 33% und D16S422:
37%). Der Marker D16S400 zeigt in dieser Studie mit 35% héufiger LOH als in der
Literatur beschrieben (18,8%), was moglicherweise auf das von Osman et al. (178)
untersuchte deutlich kleinere Kollektiv (32 Prostatatumoren) oder die schon bei der
Beurteilung des Markers D8S258 beschriebenen ethnischen Unterschiede der

untersuchten Patienten zuriickzufiithren ist.

6.pS3
p53 (Region 17p13.1) ist eines der bekanntesten Gene, dessen Beteiligung bei der

Entstehung von Neoplasien nachgewiesen ist. p53 spielt eine essentielle Rolle in der
Regulation des Zellzyklus. Sein Genprodukt (TP53) besitzt eine DNA-bindende
Domine und reguliert iiber diese Bindung die Expression zahlreicher Gene. Uber p53
regulierte  Genprodukte sind an Prozessen der Signaltransduktion, der
Wachstumsregulation der DNA-Replikation und der DNA-Reparatur beteiligt.
Zusitzlich werden tliber das p53-Protein verschiedene Gene aktiviert, deren Aufgabe es
ist, das Wachstum und die Invasion von Zellen zu bremsen. p53 ist verantwortlich fiir
den Zellarrest beim Ubergang von der G1- in die S-Phase. Wihrend dieses Arrests
konnen DNA-Schédden repariert werden. Ist eine Reparatur nicht moglich, so kann iiber
p53 die Apoptose eingeleitet werden. Es unterdriickt die Synthese eines Apoptose-
inhibierenden Proteins (bcl-2) und steigert die Transkription eines Apoptose-fordernden
Proteins (bax). In normalen Zellen findet sich nur eine sehr geringe Menge des p53-
Proteins. In verdnderten Zellen ist es stark exprimiert. Dies 16t vermuten, daf3 die durch
ein mutiertes p53-Gen bedingte Uberexpression von TP53 hier als Abwehrmechanismus
zu sehen ist, der mit Zelltransformation und Kanzerogenese assoziiert ist. Auf der
anderen Seite bietet der Funktionsverlust dieses Gens Raum zur unkontrollierten
Proliferation kanzerogener Zellen (85). Zahlreiche Tumoren gehen mit einer Alteration
dieses Gens einher. Neben dem Prostatakarzinom (5, 25, 70, 74, 123, 156, 160, 161,
187, 195, 231, 234) sei hier beispielhaft das Colonkarzinom (105), das
Bronchialkarzinom (165) und das Blasenkarzinom (237) erwéhnt. Die von Brewster et

al. (25) bei 30 PCa-Proben in Grof3britannien ermittelten Werte fiir den Grad der
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Heterozygotie (0,84) und die LOH-Hé&ufigkeit (38%) konnten in dieser Studie mit 0,88

fiir den Heterozygotiegrad und mit einer Alterationsfrequenz von 43% bestétigt werden.

7.D17S855

Dieser Marker liegt in Region 17q21. In unmittelbarer Ndhe hierzu befindet sich das
BRCAI1-Gen. Dieses ist, neben BRCA2, das am héaufigsten verdnderte Gen beim
hereditiren Mammakarzinom (102, 108, 118). Die Funktion von BRCA1 liegt in der
Kontrolle des Zellwachstums in Brust und Ovar. Zudem ist es an der Reparatur von
DNA-Doppelstrang-Briichen beteiligt (149). Chapman et al. (37) vermuten ein BRCA1-
Protein, das dhnlich wie ein Transkriptionsfaktor arbeitet, und so an der Regulation
anderer Proteine, die moglicherweise tumorsuppressive Eigenschaften besitzen, beteiligt
ist. Unkontrolliertes, z.B. durch DNA-Schidden verursachtes Zellwachstum soll somit
verhindert werden (37). Die Alterration von BRCA1 ist neben dem Mamma- (102, 108)
und Ovarialkarzinom (93, 108) u. a. beim Bronchialkarzinom (258) und beim
Colonkarzinom (202, 244) beobachtet worden. Auch bei der Entstehung des
Prostatakarzinoms wurde eine Beteiligung von BRCA1 héufig nachgewiesen (41, 42,
54, 57, 80, 81). Mit in der Literatur beschriebenem Heterozygotiegrad von 0,82 und
einer Alterationsfrequenz von 34,8% (80), die in dieser Studie jeweils mit 0,77 und 28%
anndhernd bestétigt werden konnten, ist auch der Marker D17S855 zum Nachweis

allelischer Imbalanzen gut geeignet.

4.3. Korrelation genetischer Instabilitdt und klinischer bzw. histopathologischer

Parameter

Durch Vergleich der chromosomalen Aberrationen mit den klinischen und
histopathologischen Parametern soll untersucht werden, ob bestimmte Marker oder
Markerkombinationen mit den ausgewéahlten Parametern korrelieren

Beziiglich des Patientenalters konnte festgestellt werden, dal LOH der Marker D8S258,
NEFL und D17S855 besonders bei jlingeren Patienten (< 64 Jahre) zu finden ist. Die
Studie von Washburn et al. (253), der 45 Amerikaner kaukasischer und afrikanischer
Herkunft untersuchte, bestitigt das deutlich haufigere Auftreten von LOH auf 8p bei
Patienten mit PCa unter 70 Jahren. Die Auswertung der Ergebnisse dieser Studie

bestitigt die Untersuchungen von Washburn et al., denn auch in dieser Studie zeigten
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diese Marker in der Altersgruppe der Patienten < 64 Jahre im Vergleich zur Gruppe der
lteren Patienten deutlich mehr LOH. Im hier untersuchten Kollektiv zeigt der Marker
D7S522 mit statistischer Signifikanz eine Korellation zum jlingeren Patientenkollektiv.
In der vorliegenden Studie fand sich eine deutliche Haufung von LOH fiir Marker
D7S522 bei Patienten mit niedrigerem Staging (pT 1-2¢, Grading < 2, Gleason 1-6).
Dies bestitigt dic von Latil et al. ermittelten Ergebnisse zu dem LOH von D7S522
(135) innerhalb eines franzdsischen Patientenkollektivs. Dong (56) beschreibt bei
seinen mittels CGH (comparative genomic hybridization) detektierten chromosomalen
Aberrationen den Verlust von 8p als hiufiges Ereignis schon bei Proben mit PIN. Im
Gegensatz dazu sehen Washburn (253) und Oba (172) den LOH von D8S258 eher im
Zusammenhang mit dem fortgeschrittenen Tumorstadium. Diese beiden Autoren
untersuchten amerikanische bzw. japanische Patienten mit den Methoden der FISH und
der Acrylamidgel-Elektrophorese. Das in dieser Studie mittels sehr genau arbeitender
Kapillarelektrophorese untersuchte europdische Patientenkollektiv —zeigt dazu
Ubereinstimmungen, denn auch hier wurde der LOH des Markers D8S258 bei Patienten
mit fortgeschrittenem Tumorstadium beobachtet. Die Anwendung des genaueren
Analyseverfahrens und die Ubereinstimmungen mit Washburn und Oba sprechen fiir
die in dieser Studie ermittelten Ergebnisse.

Weiterhin waren in dieser Studie Patienten mit hohem Staging (pT 3a-4, Grading > 2
und Gleason 7-10) hdufiger von einem LOH der Marker D10S541, D13S153, D16S402,
D17855 und p53 betroffen. Durch Ergebnisse anderer Studien ist fiir die Marker
D10S541 (136), D13S153 (1, 55, 156), die Marker auf 16q (226) und p53 (25, 70) eine
positive Korrelation zu spitem Tumorstadium bekannt. Zusidtzlich verbinden
Theodorescu et al. (234) und Qian et al. (195) die Inaktivitdit von Rbl, das in
unmittelbarer Nédhe zu dem hier untersuchten Mikrosatellitenmarker D13S153 liegt, und
p53 mit rascher Progression und schlechter Prognose. Bei Patienten mit
metastasierenden Tumoren war ein LOH der Marker D10S541 (203), D13S153 (106,
263) und p53 (160) sowie ein LOH der Marker aus der Region 16q (63, 64, 178) haufig
zu beobachten. Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zu diesen Markern bestitigen
die Beobachtungen der anderen Studien.

Orisaka et al. (177) und Watanabe et al. (254) stellten in ihren Studien fest, daf3 in der
japanischen Bevolkerung sowohl PTEN als auch BRCA1 bei der Entstehung von PCa
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keine grole Rolle spielen. Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse sowie die
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen (z.B. 41, 54, 73, 74) bestdtigen jedoch die
groBe Relevanz dieser Marker bei der Entstehung des Prostatakarzinoms fiir die
europdische und amerikanische Bevolkerung.

Beziiglich des Markers NEFL stellten Vocke et al. in einer amerikanischen Studie fest,
daB3 LOH dieses Markers in keinem Zusammenhang mit dem Tumorstadium steht (246).
Auch in der vorliegenden Studie konnte ein LOH von NEFL weder der Gruppe mit
niedrigerem noch der Gruppe mit dem hoheren Staging eindeutig zugeordnet werden.
Entsprechend den Beobachtungen zum Staging wurde in dieser Studie bei Patienten mit
unauffilligem  Palpationsbefund, also  mdglicherweise noch  unentdecktem
Tumorfrithstadium, vermehrt ein LOH fiir keinen der hier untersuchten Marker
festgestellt werden. Bei Patienten mit dubiosem oder schon PCa-verdichtigen
Palpationbefund trat gehduft ein LOH der Marker D8S258, D10S541, D16S422 und
D17S855 auf. Da suspekte Tastbefunde hdufig bei groem, schon fortgeschrittenem
Tumorgeschehen ermittelt werden, findet sich fiir diese Marker eine Ubereinstimmung
mit der Aussage liber die bei hohem Staging betroffenen Marker (s.0.). Auch NEFL
scheint in diesem Fall zu den Markern zu gehoren dessen genetische Verédnderung mit
diesem Malignitatskriterum korelliert.

Beziiglich der PSA-Serumkonzentration konnte in dieser Arbeit beobachtet werden, daf3
ein LOH der Marker in der Gruppe der Patienten mit t-PSA > 10 ng/ml gleich haufig
vorkam wie in der Gruppe der Patienten mit t-PSA < 10ng/ml. Eine deutlich hohere
Alterationsfrequenz bei t-PSA > 10 ng/ml zeigten die Marker D7S522 und D8S258.
PSA-Werte von 4 -10 ng/ml und Werte deutlich {iber 10 ng/ml deuten im Allgemeinen
auf maligne Prozesse hin (33, 34), was in dieser Studie mit dem Auftreten dieser
chromosomalen Aberrationen korreliert. Die Kombination eines LOHs dieser Marker
und ein erhohter PSA-Wert kann moglicherweise schon richtungsweisend beziiglich der
Dignitdt der Erkrankung gewertet werden. Im Gegensatz zu dieser Hypothese stellen
sich die Marker D16S402 und D17S855 dar. Mit statistischer Signifikanz sind in dem
untersuchten Kollektiv die Patienten mit geringer PSA-Serumkonzentration von einem
LOH dieser Marker betroffen. Die chromosomale Aberration des BRCA1-Gens scheint

somit unabhéngig von hoher PSA-Konzentration zu sein. Auch bei Messung niedriger
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oder sogar unauffilliger Werte konnte die Mutation dieses Gens schon auf maligne
Organverdnderungen hinweisen.

Das biochemische Rezidiv in Form von PSA-Wiederanstieg wurde am Héufigsten von
einem LOH der Marker D8S258, D13S153, D10S541, allen drei 16-er Markern und p53
begleitet. Dabei war auffillig, dal ein LOH der Marker D10S541, D13S153 und p53
besonders bei Patienten ohne postoperativen PSA-Abfall bzw. frilhem PSA-
Wiederanstieg (< 1Jahr) zu finden war, wohingegen Patienten mit spiterem PSA-
Wiederanstieg (> 1 Jahr) besonders hdufig von einem LOH der Marker D8S258 und
LOH der drei 16-er Marker betroffen waren. Mit Ausnahme zweier Patienten mit PSA-
Wiederanstieg, fiir die praoperative PSA-Serumkonzentrationen von 3,2 ng/ml bzw. 9,2
ng/nl ermittelt wurden, zeigten alle anderen pridoperative PSA-Werte iiber 10 ng/ml.
Eine positive Korrelation von erhdhter prdoperativer PSA-Serumkonzentration und
PSA-Wiederanstieg in gemeinsamer Verbindung mit einem LOH der Marker D8S258,
D10S541, D13S153 und p53 scheint vorzuliegen. Die speziell zu dem Marker D8S258
ermittelten Daten beziiglich praoperativer PSA-Serumkonzentration und postoperativem
PSA-Wiederanstieg bestdtigen die von Washburn et al. beobachteten Zusammenhénge
zwischen klinischen Parametern und dem Verlust von 8p. Ein deutlicher
Zusammenhang zwischen einem LOH von D8S258, t-PSA > 10ng/ml und einem PSA-
Wiederanstieg ist dort belegt (253).

Bei vergleichenden Untersuchungen auf LOH bei sporadischem PCa (SPC) und
hereditdarem PCa (HPC) stellten Verhage et al. (242) fest, dall der LOH in Regionen von
8p, 10q, und13q sowohl beim HPC als auch beim SPC besonders hidufig vorkommt.
LOH der Regionen 7q,16q und 17q deutlich hdufiger beim HPC. In dieser Studie
konnte, in Ubereinstimmung mit Verhage et al., fiir Patienten mit positiver
Familienanamnese gehduft LOH der Marker D10S541, D16S400 und p53 ermittelt
werden.

Noch deutlicher als bei Verhage et al. zeigte der Marker D8S258 in dieser Studie bei
groBerer Kollektivstarke an sporadischen Tumoren (hier: 77 Tumoren; Verhage: 35
Tumoren) gehduft einen LOH in der Patientengruppe ohne familidre Disposition. Diese
bestétigt, daB diese genetische Verdnderung auch unabhingig von der familidren

Disposition auftritt.
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4.4. Markerkombinationen

Die Berechnung von genetischen Distanzen sowie Clusteranalysen ermdglichen eine
neutrale Sortierung der zahlreichen genetischen Tumordaten ohne Wichtung der
Rohdaten. Je nach Wahl der Methode wurden die Daten entweder nach ‘“‘nearest
neighbour* (Average linkage) also ausgehend von der geringsten Distanz, oder
entsprechend ausgehend vom grofiten Abstand ausgehend, als “furthest neighbour*
(Complete linkage) geclustert. Die im Programm verarbeiteten Daten wurden,
entsprechend der Wahl der Methode, in Form von Phenogrammen oder Genbdumen
graphisch dargestellt. Die Clusteranalysen wurden jeweils mit den 76 monofokalen
Tumoren, mit den 16 bifokalen Tumoren und schlieB3lich mit dem Gesamtkollektiv der
92 Tumoren durchgefiihrt. Durch die Anwendung unterschiedlicher Algorithmen sollte
die Stabilitdt der Ursprungsmatrix {iberpriift werden. Diese konnte bestétigt werden, da
mit Ausnahme kleiner, methodisch bedingter Abweichungen jeweils die gleichen
Markerkombinationen festgestellt wurden.

Bei der Betrachtung der Clusteranalysen zeigt sich, da3 die kombinierte Aberration von
D13S153 und p53 besonders hédufig auftritt. Bei der Zusammenfassung der beiden, nach
Mono- bzw. Bifokalitit getrennten, Kollektive zum Gesamtkollektiv findet sich die
Kombination D13S153/p53, die bei der Clusteranalyse der monofokalen Tumoren noch
einen Seitenast im Genbaum darstellt, an der Basis des Markerbaums. Diese Position
kann auch schon in der Clusteranalyse der bifokalen Tumoren beobachtet werden. Von
insgesamt 16 Patienten weisen hier 9 Patienten LOH dieser beiden Marker auf. Ein
weiteres Paar fiir das hdufig synchrone Alterationen zu beobachten sind, wird durch die
Marker D17S855 und D7S522 bestimmt. Der LOH des Markers D16S400 stellt sich in
allen Clusteranalysen kontinuierlich in Kombination mit einem LOH des Markers
NEFL dar. Ein weiterer Marker, der ein Hauptcluster, bildet ist D10S541. Er tritt meist
in Kombination mit den Markern D16S402 und D16S422 auf. Der Anteil dieser
Kombination mit dem Hauptmarker D10S541 ist im Kollektiv der Patienten mit
bifokalen Tumoren besonders groB3 (s. Abb. 21 u. 22). Da 9 Patienten von einem LOH
des Markers D10S541 betroffen sind, scheint gerade diese Alterration charakteristisch
fiir bifokale Tumoren zu sein.

Der Marker D8S528 nimmt eine Sonderstellung ein, da die Alteration dieses

Mikrosatelliten unabhéngig von der Kombination mit anderen Markern beobachtet
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wird. Nur gelegentlich tritt eine Verbindung zu den Clustern, die durch die Marker
D16S400 und D17S855 bestimmt werden, auf. Mit hoher Wahrscheinlichkeit treten
Alterationen dieses Markers unabhédngig von Alterationen anderer Marker auf.
Hinsichtlich der Ergebnisse, die sich fiir diesen Marker bei den Untersuchungen im
Zusammenhang mit klinischen und histopathologischen Parametern und bei der
Rezidiventwicklung darstellen, sowie die Auswertung der Clusteranalyse zeigt, dal3 es
sich bei D8S258 um einen Marker handelt, der beim Prostatakarzinom eine wichtige
Rolle zu spielten scheint.

In dem ausgewdhlten Mikrosatellitenpanel befinden sich Marker, die sich, cytogenetisch
gesehen, in den gleichen Regionen befinden. Dies sind zum einen die Marker D8S258
und NEFL, die in der Region 8p21-22 liegen, zum anderen 3 Marker (D16S400,
D165S402, D16S422) die der Region 16q22.2-24.2 zuzuordnen sind. In dieser Studie
zeigt sich, dass Alterationen dieser benachbarten Mikrosatelliten in einigen Féllen
miteinander kombiniert vorkommen. Dies kann auf groBere Ereignisse innerhalb dieser
Region hindeuten. Deutlich héufiger tauchen diese Marker jedoch in Verbindung mit
anderen Markern auf. Der Marker D16S400 zeigt in den Clusteranalysen durchgehend
eine Kombination mit NEFL. Zu den beiden anderen auf 16q gelegenen Markern zeigt
er eine deutlich groBere Distanz. Die gleiche Beobachtung 148t sich fiir die Marker
D8S258 und NEFL machen. Sie kommen sehr selten kombiniert miteinander vor. Da
sie zu anderen Markern in deutlich ndherer Verbindung stehen, bilden sie im Genbaum
kein gemeinsames Cluster. Wie schon erwihnt ist es fiir NEFL der Marker D16S400 zu
dem er die geringste Distanz aufweist wohingegen der Marker D8S258 im Genbaum
des Gesamtkollektivs sogar einen eigenen Seitenast bildet (s. Abb. 25). Die Distanz zu
seinem cytogenetischen Nachbarn ist nicht kleiner als die Distanzen zu anderen
Markern. Diese Beobachtungen sprechen mit hoher Wahrscheinlichkeit dafiir, daf3 es
sich bei den Ereignissen in den hier untersuchten Tumoren eher um kleine, lokal
begrenzte chromosomale Aberrationen handelt.

Fir dieses Patientenkollektiv kann festgestellt werden, daB die Kombinationen
D13S153 und p53, D16400 und NEFL, D17S855 und D7S722 sowie die Marker
D10S541 und D8S258 eine besondere Rolle bei der genetischen Charakterisierung von

Prostatatumoren spielen.
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4.5. Genetik multifokaler Tumoren

Lange Zeit wurde angenommen, dafl die Progression von Tumoren, ausgeldst durch
erworbene genetische Instabilititen, durch die Vermehrung klonaler Zellpopulationen
mit subsequenter Anhdufung von Mutationen bedingt ist. Diese lineare Abfolge von
Ereignissen wird zum Beispiel durch das Vogelstein’sche Tumorprogressionsmodell

des Colonkarzinoms (72) erldutert (s. Abb.27).

Verlust Aktivierung  Verlust Verlust von Weitere
von APC von K-ras vonl18q TP53 Veranderungen
Hyper- . Inter- w
Norr_nales - proliferatives [> Fruhes 1, mediars [ Spates |, Karzinom |?'Metastasen
Epithel - Adenom Adenom
Epithel Adenom

Abb.27 Tumorprogressionsmodell des Colonkarzinoms (Nach Fearon ER; Cell, 61: 759,1990
(72))

Barrett et al. (10) konnten jedoch am Beispiel des Barrettosophagus zeigen, daf3 es
innerhalb eines Tumors verschiedene Bereiche mit unterschiedlichsten genetischen
Mustern gibt (s. Abb. 28). Romagnoli et al. (201) und van Dekken et al. (240) konnten
durch ihre Studien in verdndertem Gewebe unterschiedliche Zellklone mit
verschiedenen genetischen Alterrationen bestitigen. Bei maligner Entartung konnten

sich diese Bereiche in bifokale Tumoren entwickeln.
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Abb.35 Unterschiedliche genetische Entwicklungswege des Barrett-Osophagus-Gewebes
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Es ist anzunehmen, dall die Tumorentwicklung nicht immer durch eine fixe, serielle
Abfolge von Ereignissen bedingt ist. Vielmehr kann man davon ausgehen, daf3 in
Abhéngigkeit der Lokalisation des ersten “hits“, die Differenzierung der betroffenen
Zellen in unterschiedliche Richtung erfolgen kann.

Auf Grund dieser Erkenntnisse wurden in dieser Studie die 16 Tumorpatienten mit
bifokalen Tumoren ndher untersucht. Bei der Auswertung der klinischen und
histopathologischen Daten zeigte sich, dafl Patienten mit bifokalen Tumoren sich schon
dadurch hervorheben, daB fiir sie alle relativ hohe pT-Stadien, hohes Grading, hoher
Gleason-Score, schlechter  Palpationsbefund und positive  Kapselhistologie
diagnostiziert wurden. Keiner dieser Patienten wies ein pT-Stadium < pT2c auf, das
Grading war niemals < 2a und kein Patient konnte einem Gleason-Score < 5 zugeordnet
werden. Die Mehrzahl der Patienten zeigte schon priaoperativ einen tumorverdichtigen
Tastbefund. Zudem wurde histologisch bei iiber 90 % dieser Patienten eine
Kapselinfiltration oder -penetration festgestellt. Nach Djavan et al. (53) und
Ebersdobier et al. (67) scheinen bifokale Tumoren haufiger als andere mit hoherem
Tumorstadium, hohem Grading und Rezidiv einher zu gehen. Auch die Assoziation von
Bifokalitit zu aggressivem Verlauf und schlechter Prognose der Erkrankung wird
diskutiert (204). Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse lassen sich durch die
Untersuchungen dieser Autoren beziiglich bifokaler Tumoren und ihrer Korrelation mit
fortgeschrittenem Krankheitsstadium bzw. schlechter Prognose erhérten.

In dieser Studie wiesen 15 der 16 Patienten genetische Unterschiede ihrer beiden
Tumorfoci auf (s. Tab. 21, Abschnitt 3.5). Diese Unterschiede betrafen bis zu 4 von 10
der untersuchten Mikrosatelliten. Am héufigsten fanden sich unterschiedliche Foci fiir
den Marker D10S541, gefolgt von den Markern D8S258, D13S153, p53 und D16S400.
Bei der Betrachtung des Patientenbaumes in der Clusteranalyse (s. Abb. 21 u. 22) wird
deutlich, dal3 es 10 Tumorfoci von 5 Patienten gibt, die direkt zusammen clustern da sie
identische oder sehr dhnliche Markerkombinationen aufweisen. Alle anderen Tumorfoci
zeigen jedoch zu Tumorfoci anderer Patienten mehr Ahnlichkeiten als zu dem zweiten
Focus des ihnen zugeordneten Patienten. Auf Grund dieser Ergebnisse scheint daher die
Existenz zweier unterschiedlicher Primértumorfoci oder unterschiedliche Entwicklung
in unabhédngige Tumoren sich auch im hier untersuchten Kollektiv zu bestdtigen. Die

von Ruijter et al. (204) beoachtete Heterogenitit der von ihnen untersuchten bifokalen
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Tumorfoci konnte in dieser Arbeit bestitigt werden. Dort wurde mit den Verfahren
CGH (Comparative Genomic Hybridization) und Mikrosatellitenanalyse Tumorgewebe
auf einen LOH bestimmter genetischer Regionen untersucht. Nach Ruijter et al.
scheinen beim Prostatakarzinom sowohl nicht-monoklonale Primértumoren, als auch
die unabhdngige Weiter- und Enddifferenzierung eines urspriinglich monoklonalen
Primartumors moglich zu sein.

Insgesamt zeigten die Clusteranalysen fiir die bifokalen Tumoren drei, auf Grund ihrer
Alterationsfrequenz, besonders dominante Marker. Es handelt sich um die
Mikrosatelliten D10S541, D13S153 und D16S400. PTEN konnte fiir bifokale Tumoren
ein pradisponierendes Gen sein, da in der Gruppe der gerade genannten Mikrosatelliten
der Marker D10S541 eine auffillig hohe Alterationsfrequenz aufwies. Zusétzlich kann
man darauf schlieBen, daB3 diese drei Mikrosatelliten als iibergeordnete alterierte Marker
am Anfang der Tumorgenese stehen. Die anderen, hier untergeordnet erscheinenden
amplifizierten Marker konnen als sekundire Ereignisse in Zuge der Entdifferenzierung
verstanden werden. Es zeigt sich auch fiir die bifokalen Prostatatumoren, daf3 nicht die
Alteration eines Markers die ilibergeordnete Rolle spielt, sondern die Tumorgenese von
unterschiedlichen Regionen her ihren Ausgang nimmt. In diesem Zusammenhang
konnen eventuell auch Klonalitidtsuntersuchungen zur weiteren Aufkldrung dieses
Phidnomens beitragen.

Die in dieser Studie vorgenommenen Untersuchungen zur molekularbiologischen
Charakterisierung bifokaler Tumoren bestitigen die Existenz genetisch vollig
unterschiedlicher Foci innerhalb eines Tumors. Anders als bei anderen Tumoren wie
z.B. dem Colonkarzinom (72) oder auch dem familifiren medulldren
Schilddriisenkarzinom (198), fiir die eine serielle Abfolge von Ereignissen bei der
Tumorprogression gesichert scheint, lassen sich fiir das Prostatakarzinom verschiedene

Wege der “genetischen Enddifferenzierung® nachweisen.

Insgesamt ldsst sich feststellen, dafl das Prostatakarzinom nicht durch einen der in dieser
Studie untersuchten molekularbiologischen Marker zu charakterisieren ist. Es scheint
sich nach Auswertung der Ergebnisse dieser Arbeit eher um eine polygene Erkrankung
zu handeln, bei der Alterationen einiger Bereiche, bevorzugt in der Nihe bekannte

Tumorsuppressorgene, zwar dominieren, jedoch ein nebeneinander verschiedenster
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Alterationen immer beobachtet wird. Zudem scheinen bestimmte Marker die
Progression und die Prognose der Prostatakrebserkrankung mitzubestimmen.

Mikrosatelliten sind gleichmiBig und in grofer Anzahl {iber das Genom verteilt. Die
interindividuelle Varibiabilitdt ist sehr groB und sie sind experimentell einfach
darstellbar (36). Da fiir das Prostatakarzinom bisher eindeutig verantwortliche Gene
noch nicht detektiert werden konnten (170), sollten Studien mit anderen
Mikrosatellitenpanels folgen. Zudem wird in Zukunft die stetig zunehmende verbesserte
Automatisierung der Detektionsmethoden zur Ermittlung noch genauerer Ergebnisse
beitragen. Durch die Untersuchung gréBerer Patientenkollektive konnten zusétzlich
neue Erkenntnisse erzielt werden. Auch der Einsatz von SNP-Analysen (Single
Nucleotide Polymorphisms), durch die ein noch umfangreicheres Gen-mapping moglich
ist, wére zur genetischen Untersuchung speziell auch von bifokalen Tumoren sinnvoll.
Nach der Isolierung peripherer Tumorzellen aus dem Blut konnte das in dieser Arbeit
verwendete oder ein vergleichbares Mikrosatellitenpanel eingesetzt werden, um das
Metastasierungspotential der Tumoren zu untersuchen. All dies kann dazu beitragen,
das Prostatakarzinom friihzeitig und im Hinblick auf seine Aggressivitit oder die
Prognose schneller einzuordnen, um fiir jeden Patienten individuell die besten

Therapieoptionen herauszufinden.
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9. Anhang

9.1. Weitere klinische und histopathologische Parameter

9.1.1. Patientengewicht in Kilogramm

Zur besseren Darstellung wurden die Korpergewichte der Patienten in Gewichtsklassen
eingeteilt, die eine Spanne von jeweils 10 kg umfassen.

Die Mehrzahl der Patienten war zum Zeitpunkt der stationdren Aufnahme

zwischen 70 kg und 100 kg schwer. Fiir 32 Patienten existierten beziiglich dieses

Parameters keine klinischen Angaben.

Tab.24: Korpergewicht aller Patienten der 3 Kollektive (k. A. = keine Angaben)

100- 110- 120-
Kg 50-59 | 60-69 | 70-79 | 80-89 | 90-99 109 119 129 k. A.
Gesamtkollektiv
(n=92) 1 3 18 21 8 5 3 1 32
monofokale Tumoren 1 3 14 16 6 5 3 | 27
(n=76)
multifokale Tumoren 0 0 4 4 3 0 0 0 5
(n=16)

9.1.2. Postoperativer Nodalstatus

Tabelle 25 veranschaulicht die postoperative Lymphknotensituation bei allen
untersuchten Patienten. Fiir 13 Patienten standen beziiglich des Nodalstatus keine
Angaben zur Verfligung.

Die Daten ergaben bei deutlich mehr als 60% der Patienten postoperativ einen

negativen, also lymphknotenfreien Befund.

Tab.25: Nodalstatus aller Patienten der 3 Kollektive (k. A. = keine Angaben)

Nodalstatus negativ positiv S
Sleia;r;l)tkollektiv 67 12 13
glloil(;t;o)kale Tumoren 58 10 8
?Iqluitllfg?ale Tumoren 9 2 5

9.1.3. Fernmetastasen (M)
Wihrend des tliber 2 Jahre reichenden “Follow-up* wurden bei 2 Patienten aus dem

Kollektiv mit monofokalen Tumoren Fernmetastasen festgestellt. Alle anderen
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Patienten waren bis zur Beendigung der Studie M-negativ. Bei 2 Patienten wurden
schon wihrend der Diagnostik Knochenmetastasen festgestellt. Obwohl sie sich bereits
zum Zeitpunkt der Operation in einem fortgeschrittenen Tumorstadium (> pT3a)
befanden, waren PSA-Wiederanstiege nicht nachweisbar.

Bei Beendigung der Studie lebten beide Patienten noch.

9.1.4. Postoperativ ermitteltes Prostatagewicht
Es wurde eine FEinteilung in verschiedene Gewichtsklassen in 10 g-Abstinden
vorgenommen. Deutlich war ein Uberwiegen der Gewichtsklassen unter 60 g zu

erkennen, wobei fiir 8 Patienten keine Angaben vorlagen.

Tab.26: Verteilung aller Patienten der 3 Kollektive in die Klassen fiir das Prostatagewicht (k. A.
= keine Angaben)

Prostatagewichting [20—-29[30-39]40-39|50-59|60—69 [70—79 |[80—89|163 k. A.
Geiamtkollektlv 11 27 20 16 8 4 2 1 8
(n=92)
moilofokale Tumoren 9 18 17 12 3 4 2 0 6
(n=76)
multifokale Tumoren 2 4 3 4 0 0 0 1 2
(n=16)

9.1.5. Prostatavolumen

Fiir 39 Patienten wurden keine Daten tibermittelt.

Zur besseren Darstellung wurde auch fiir die Beschreibung der Prostatavolumina ein
Einteilung in vorgenommen, bei der die Grenzen in 10 ml-Abstinden gewidhlt wurden.
Eine deutliche Mehrverteilung in den Bereichen von 10 ml- 50 ml Prostatavolumen war
auffillig. Volumina unter 10 ml kamen gar nicht vor, groBe Volumina iiber 50 ml waren

eher selten.

Tab.27: Prostatavolumina aller Patienten der 3 Kollektive (k. A. = keine Angaben)

Volumen in ml 10-19 | 20-29 | 30-39 | 40-49 | 50-49 | 60-69 | 70-79 135 k. A.
Gesamtkollektiv

(n=92) 7 14 17 7 3 3 1 1 39
moilofokale Tumoren 6 11 15 5 ) 3 0 1 33
(n=76)

multifokale Tumoren 1 3 2 5 1 0 1 0 6
(n=16)
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9.1.6. Histologischer Kapselbefund

Tabelle 28 zeigt die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen hinsichtlich der
Tumorausbreitung in Bezug auf die Prostatakapsel.

Bei der histologischen Aufarbeitung wurde bei nur 3 Priparaten eine tumorfreie
Prostatakapsel festgestellt, bei 35 Proben war die Kapsel tumorés infiltriert und 50
Resektate zeigten eine Penetration der Organkapsel durch das Tumorgewebe. Ohne

Angabe beziiglich der Kapselbeschaffenheit waren 4 Proben.

Tab.28: Kapselbefund aller Patienten der 3 Kollektive

Kapsel frei infiltriert penetriert keine Angaben
gleie;r;)tkollektiv 3 35 50 4
?Illoil(;fg)kale Tumoren 3 27 42 4
?Illuitllfg?ale Tumoren 1 8 8 0

9.1.7. Beurteilung des Resektionsrandes

Bei der histologischen Begutachtung der Schnittrénder der einzelnen Préparate, wurden
in 51 Féllen tumorfreie Schnittrdinder ermittelt; bei 38 Pridparaten fanden sich
nichttumorfreie Resektionsrinder. Fiir 3 Patienten lag beziiglich des Schnittrandes keine

Angabe vor.

Tab.29: Resektionrand der Tumoren aller Patienten

Schnittrand negativ = positiv = keine Angaben
tumorfrei nicht frei

(Ejli:s:a;nzt)kollektiv 51 38 3

?Illoil(;fg)kale Tumoren 41 32 3

?Illuitllfg?ale Tumoren 10 6 0

9.1.8. Tumorvolumen

Zur besseren Darstellung wurden die Tumorvolumina in verschiedene ml-Klassen
eingeteilt, die jeweils in 5-er Schritten ansteigen. Insgesamt lagen die Tumorvolumina
zwischen 2 und 59 ml. Die deutliche Mehrzahl der Tumoren zeigte ein Volumen unter

10 ml. Fiir 10 Patienten lag beziiglich des Tumorvolumens keine Angabe vor.
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Tab.30: Tumorvolumina (in ml) aller Patienten. (k. A. = keine Angaben)

Tumorvolumen | 1-5 [ 6-10| 11- | 16- | 21- | 26- | 31- | 36- | 41- | 45- | 51- | 56- |k A.
in ml 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Gesamtkollektiv g | o4 | 9 | o [ 2 | 4 | 2] 0o | 2]0o o] 1]10
(n =92)

monofokale

Tumoren 21 19 7 8 2 4 2 0 2 0 0 1 10
(n=76)

multifokale

Tumoren 8 5 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=16)

9.1.9. Todesfalle
Wihrend des Untersuchungszeitraums ist 1 Patient an seiner Prostatakrebserkrankung
verstorben. Postoperativ wurde bei ihm ein Tumorstadium pT4 ermittelt. Der t-PSA-

Wert fiel niemals auf nicht mef3bare Werte ab.

9.2. Allelische Imbalanz der Marker im Kollektiv der 76 Patienten mit
monofokalen Tumoren in Korrelation zu klinischen und histopathologischen

Parametern

9.2.1. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum
Korpergewicht der Patienten

Nach Ermittlung des Medians 83 kg ergab die Aufteilung des Patientenkollektivs mit
monofokalen Tumoren fiir die Gruppe mit Korpergewicht unter 83 kg 24 Patienten; 25
Patienten wogen exakt 83 kg oder waren schwerer. Fiir 27 Patienten lagen keine

Angaben vor.
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Abb.29: Prozentualer Anteil an LOH der Mikrosatellitenmarker in Relation zum Korpergewicht.
Gesamtverteilung; n = 76; Median = 83 kg; n mit Korpergewicht > 83 kg = 24; n mit Koérpergewicht
>83 kg = 25; n ohne Korpergewichtsangabe = 27 (m = LOH bei Korpergewicht > 83 kg; m = LOH bei
Korpergewicht >83 kg)

Unter den heterozygoten Merkmalstragern zeigen sich zwischen den beiden Gruppen
fiir die meisten Marker keine groBen Unterschiede. Als einiger Marker mit statistisch
signifikantem Unterschied stellt sich der Marker D16S422 dar, bei dem 79% der
Patienten unter 83 kg Korpergewicht ein LOH zeigen. Nur 22% der Félle > 83 kg
weisen in diesem Marker LOH auf (p= 0,0005). Der gleichen Tendenz, jedoch deutlich
weniger ausgepragt folgt der Marker NEFL.

9.2.2. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum Nodalstatus
Die Einteilung beziiglich des Nodalstatus erfolgte in die Gruppen: Lymphknoten (LK)
negativ und Lymphknoten positiv. Die Aufteilung der 76 Patienten ergab demzufolge

59 LK-negative und 9 LK-positive Patienten. Fiir 8 Patienten lagen keine Angaben vor.
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Abb.30: Prozentualer Anteil an LOH der Mikrosatellitenmarker in Relation zum Nodalstatus.
Gesamtverteilung: n = 76; n mit LK negativ = 59; n mit LK positiv = 9; n ohne Nodalstatus-
Angabe = 8 (m = LOH bei; LK negativ m = LOH bei LK positiv)

Die Marker D7S522 (80% zu 45%) und D16S400 (50% zu 39%) zeigen deutliche
Unterschiede, Marker D17S855 (88% zu 29%) einen statistisch signifikanten
Unterschied (p=0,0057)mit einem hdoherem LOH-Anteil in der Gruppe der
nodalpositiven Patienten. Andere, wie die Marker D13S153, D16S422, p53 und
besonders NEFL, fiir den in der Klasse nodalpositiv kein Patient ermittelt werden
konnte, zeigen deutlich hdufiger einen LOH in der Gruppe der nodalnegativen
Patienten. Die Marker D8S258 und D16S402 weisen keine deutlichen Unterschiede
beziiglich des LOH-Anteils zwischen beiden Gruppen auf.

9.2.3. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum
Prostatagewicht
Um fiir diesen Parameter zwei aussagekriftige Klassen bilden zu konnen, wurde

postoperativ fiir das Gewicht des Prostataresektates der Median ermittelt. Dieser lag bei
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53 g. Die Klasse < 53 g umfasste 50 Patienten, die Klasse > 53 g umfasste 21 Patienten.

Fiir 5 Patienten lagen beziiglich des Prostatagewichtes keine Angaben vor.
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Abb.31: Prozentualer Anteil an LOH der Mikrosatellitenmarker in Relation zum
Prostatagewicht. Gesamtverteilung: n = 76; Median = 53g; n mit Prostatagewicht < 53g = 50; n
mit Prostatagewicht > 53 g: 21; n ohne Prostatagewichts-Angabe = 5 (m = LOH bei ;
Prostatagewicht < 53g m = LOH bei Prostatagewicht > 53 g)

Auf Marker D7S522 und Marker p53 zeigen sich klare, jedoch statistisch nicht
relevante Unterschiede mit Uberwiegen von LOH in der Klasse > 53 g. Tendenzen mit
Uberwiegen von LOH in der Klasse < 53 g sind fiir die Marker D8S258 und D13S153
zu beobachten, fiir alle tibrigen Marker sind keine wesentlichen Unterschiede beziiglich

des LOH-Anteils festzustellen.

9.2.4. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum
Prostatavolumen

Da fiir diesen Parameter der Median 34 ml ermittelt wurde, wurde das Kollektiv der 76
Patienten in eine Klasse mit Prostatavolumen weniger als 34 ml mit 31 Patienten, und in
eine Klasse mit Prostatavolumen gleich oder mehr als 34 ml mit 42 Patienten eingeteilt.

Fiir 3 Patienten lag fiir das Prostatavolumen keine Angabe vor.
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Abb.32: Prozentualer Anteil an LOH der Mikrosatellitenmarker in Relation zum
Prostatavolumen. Gesamtverteilung: n = 76; Median = 34 ml; n mit Prostatavolumen < 34 ml:
31, n mit Prostatavolumen > 34 ml = 42; n ohne Prostatavolumen-Angabe = 3 (m = LOH bei
Prostatavolumen < 34 ml; m = LOH bei Prostatavolumen > 34 ml

Die Marker D10S541, NEFL und p53 zeigen einen deutlichen Unterschied mit
hiufigerem LOH in der Klasse der Volumina > 34 ml. Alle anderen Marker stellen sich
mit einem hdéheren LOH-Anteil in der Gruppe der Patienten mit den kleineren

Prostatavolumina dar. Statistisch signifikante Unterschiede sind nicht zu beobachten.

9.2.5. Haufigkeit eines LOH der informativen Félle in Relation zur Prostatakapsel

Um die Verteilung der Befunde beziiglich der Prostatakapsel dem genetischen
Verhalten auf den 10 ausgewidhlten Markern zuordnen zu koénnen, wurde eine
Aufteilung in die Klassen 1. tumorfreie Kapsel und 2. vom Tumor infiltrierte oder
penetrierte Kapsel vorgenommen. Dabei ergab sich bei der Aufteilung des Kollektivs
der Patienten mit monofokalen Tumoren eine Gruppe von 2 Patienten deren Kapsel
tumorfrei war; bei 70 Patienten war die Prostatakapsel entweder infiltriert oder
penetriert. Fiir 4 Patienten lagen beziiglich des Befundes der Prostatakapsel keine

Befunde vor.
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Abb.33: Prozentualer Anteil an LOH der Mikrosatellitenmarker in Relation zum Kapselbefund.
Gesamtverteilung: n = 76; n mit Kapsel tumorfrei = 2; n mit Kapsel infiltriert oder penetriert =
70; n ohne Kapselbefund-Angabe = 4 (m = LOH bei Kapsel tumorfrei; m = LOH bei Kapsel
infiltriert oder penetriert)

Die Gruppe der Patienten mit tumorfreier Kapsel ist mit n = 2 sehr klein, und so zeigt
sich fiir Marker D17S855 hier keinen LOH, fiir fiinf Marker jedoch zeigen beide
Patienten (100%) einen LOH. Durch die kleine Zahl der der tumorfreien Kapselbefunde
kann dieser Parameter nicht als ein aussagekriftiger Beurteilungsmalistab gewertet

werden.

9.2.6. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum Schnittrand
Bei der histologischen Untersuchung der 76 Pridparate wurden bei 41 Resektaten
tumorfreie Schnittrdnder festgestellt, 32 Pridparate zeigten einen nicht tumorfreien

Schnittrand. Ohne Angabe beziiglich des Schnittrandes waren 3 Patienten.



Anhang X

120

p=0,0005

100
p=0,0004

80 -

60 -

LOH (%)

40 -

20 ~

D7S8522 D8S258 D10S541 D13S153 D16S400 D16S402 D16S422 D17S855  NEFL p53

Mikrosatellitenmarker

Abb.34: Prozentualer Anteil an LOH der Mikrosatellitenmarker in Relation zum Befund des
Schnittrandes. Gesamtverteilung: n = 76; n mit Schnittrand tumorfrei = 41; n mit Schnittrand
nicht tumorfrei = 32; n ohne Schnittrandbefunds-Angabe = 3 (m = LOH bei Schnittrand
tumorfrei ;m = LOH bei Schnittrand nicht tumorfrei)

Einen hoéheren Anteil an LOH in der Gruppe der Patienten mit tumorfreien
Schnittrandern 148t sich fiir die Marker D8S258 (100% zu 46%), D10S541(90% zu
36%) und D13S153 (63% zu 35%) feststellen. Fiir die beiden zuerst genannten Marker
sogar mit statistischer Signifikanz. Tendenziell dhnlich verhalten sich in dieser dieser
Gruppe die Marker D16S422 und NEFL. Ein Uberwiegen des LOH-Anteils in der
Gruppe der Patienten mit nicht tumorfreien Schnittrindern stellt sich allein fiir den

Marker D16S400 dar. Die anderen Marker zeigen keine deutlichen Unterschiede.

9.2.7. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum
Tumorvolumen

Die Bestimmung des Tumorvolumens in den Resektaten ergab im Kollektiv der 76
Patienten mit monofokalen Tumoren nach Bestimmung des Medians 6 ml fiir die Klasse
Tumorvolumen < 6 ml 21 Patienten, fiir die Klasse Tumorvolumen > 6 ml 45 Patienten.

Fiir 10 Patienten lagen beziiglich des Tumorvolumens keine Angaben vor.
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Abb.35: Prozentualer Anteil an LOH der Mikrosatellitenmarker in Relation zum
Tumorvolumen. Gesamtverteilung: n = 76; Median: = 6 ml; n mit Tumorvolumen < 6 ml = 21;
n mit Tumorvolumen > 6ml = 45; n ohne Tumorvolumen-Angabe = 10 (m = LOH bei
Tumorvolumen < 6 ml;m = LOH bei Tumorvolumen > 6ml)

Fiir diesen Parameter ist mit Ausnahme von Marker NEFL, fiir den ein Uberwiegen von
LOH in der Klasse mit Tumorvolumen > 6 ml beobachtet werden kann, ist fiir keinen
Marker ein deutlicher Unterschied beziiglich der LOH-Héaufigkeit zwischen den beiden

Klassen festzustellen.

9.3. Allelische Imbalanz der Marker im Kollektiv der 16 Patienten mit
multifokalenTumoren in Korrelation zu klinischen und histopathologischen

Parametern

9.3.1. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum
Korpergewicht der Patienten

Der fiir das Korpergewicht der Patienten ermittelte Median von 83 kg teilte das
Kollektiv der 16 Patienten mit multifokalen Tumoren in eine Klasse Gewicht < 83 kg
mit 6 Patienten und in eine Klasse Gewicht > 83 kg mit 5 Patienten. Fiir 5 Patienten

lagen beziiglich des Korpergewichts keine Angaben vor.
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Abb.36: Prozentualer Anteil an LOH der genetischen Marker bezogen auf die beiden Klassen fiir
das Korpergewicht. Gesamtverteilung; n = 16; Median = 83 kg; n mit Kérpergewicht > 83 kg =
6; n mit Korpergewicht >83 kg = 5; n ohne Korpergewichtsangabe = 5 (m = LOH bei
Korpergewicht > 83 kg; m = LOH bei Korpergewicht >83 kg)

Wihrend fiir die Marker D7S522, D10S451, 165400, D16S402 und NEFL héufiger
LOH in der Klasse der Patienten < 83 kg (bei 3 der genannten Markern findet sich in
der Klasse der > 83 kg schweren Patienten gar keinen LOH) zu beobachten war,
verhalten sich die Marker D13S153 und p53 genau entgegengesetzt. Hier zeigt sich
deutlich hédufiger LOH in der Gruppe der schwereren Patienten (D13S153 mit 100%).
Die gleiche Tendenz ist fiir Marker D8S258 und Marker D17S855 zu erkennen. Marker

D16S422 zeigt keine wesentlichen Unterschiede zwischen den zwei Gewichtsklassen.

9.3.2. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum Nodalstatus

Der Klasse der nodalnegativen Patienten konnten aus dem Kollektiv der 16 Patienten
mit multifokalen Tumoren 9 Patienten zugeordnet werden. Zwei Patienten waren
nodalpositv und fiir 5 Patienten lagen beziiglich des Lymphknotenstatus (LK) keine

Angaben vor.
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Abb.37: Prozentualer Anteil an LOH der untersuchten Marker bezogen auf die beiden Klassen
fiir den Nodalstatus. Gesamtverteilung: n = 16; n mit LK negativ = 9; n mit LK positiv = 2; n
ohne Nodalstatus-Angabe = 5 (m = LOH bei; LK negativ m = LOH bei LK positiv)

Obwohl die Klasse der nodalpositiven Patienten mit 2 Patienten nicht reprasentativ ist,
zeigt sich, daf} diese Patienten auf 6 von 10 Markern von LOH betroffen sind.

Lediglich bei den Markern, die keinen LOH aufweisen, findet sich daher haufiger LOH
in der Gruppe der nodalnegativen Patienten. Trotzdem ist jedoch auch ein LOH von
tiber 60% fiir Marker D10D541 in der Klasse der nodalnegativen Patienten ein

auffilliges Ergebnis.

9.3.3. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum
Prostatagewicht

Dem fiir das Gesamtkollektiv berechneten Median von 53 g Prostatagewicht folgend,
zahlten aus dem Kollektiv der 15 multifokalen Patienten zu der Klasse Prostatagewicht
< 53 g 9 Patienten, 4 Patienten konnten der Klasse Prostatagewicht > 53 g zugeordnet

werden. Fiir 3 Patienten lag beziiglich des Prostatagewichtes keine Angabe vor.
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Abb.38: Prozentualer Anteil an LOH der genetischen Marker bezogen auf beiden Klassen fiir
das Prostatagewicht. Gesamtverteilung: n = 16; Median = 53g; n mit Prostatagewicht < 53g = 9;
n mit Prostatagewicht > 53 g: 4; n ohne Prostatagewichts-Angabe = 3 (m = LOH bei ;
Prostatagewicht < 53g m = LOH bei Prostatagewicht > 53 g)

Marker D10S541 und Marker D16S402 zeigen mit 100 % bzw. iiber 50 % einen hohen
LOH-Anteil in der Klasse der Patienten mit dem kleineren Prostatagewicht. Zudem ist
in der ihnen gegeniibergestellten Gewichtsklasse fiir diese Marker kein LOH
festzustellen. Auch Marker D17S855 zeigt die gleiche Tendenz. Marker D13S153 bietet
mit einem 100%-igen LOH-Anteil in der Klasse der Patienten mit dem hoheren
Prostatagewicht ein genau entgegengesetztes Bild. Auch Marker NEFL zeigt deutlich
hiufiger einen LOH in der Klasse Prostatagewicht > 53 g, Marker D16S400 zeigt,
zumindest tendenziell, die gleiche Unterscheidung. Fiir die {ibrigen Marker stellen sich

keine wesentlichen Unterschiede dar.

9.3.4. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum
Prostatavolumen

Auch fiir das Prostatavolumen wurde gemill dem fiir das Gesamtkollektiv ermittelten
Median von 34 ml eine Aufteilung des Kollektivs mit multifokalen Tumoren
vorgenommen. Der Klasse Prostatavolumen < 34 ml konnten 10 Patienten zugeordnet

werden, der Klasse Prostatavolumen > 34 ml 6 Patienten.
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Abb.39 Prozentualer Anteil an LOH der genetischen Marker bezogen auf beide Klassen fiir das
Prostatavolumen. Gesamtverteilung: n = 16; Median = 34 ml; n mit Prostatavolumen < 34 ml:
10, n mit Prostatavolumen > 34 ml = 6; n ohne Prostatavolumen-Angabe = 0 (m = LOH bei
Prostatavolumen < 34 ml; m = LOH bei Prostatavolumen > 34 ml)

In der Klasse der Volumina > 34 ml stellt sich Marker D13S153 mit 100 % LOH dar.
Auch die Marker D16S400, D16S422 und NEFL zeigten hiufiger LOH bei den
Patienten mit den groBeren Prostatavolumina. Die Marker D16S402 und D17S855
zeigen eine Tendenz zur Klasse der Patienten mit Prostatavolumina < 34 ml. Marker
D7S522 zeigt in der Klasse der Patienten mit kleinen Prostatavolumina einen LOH-
Anteil von 10 %, in der Klasse der Volumina > 34 ml findet sich fiir Marker kein LOH.

Die iibrigen 4 Marker zeigen keine deutlichen Unterschiede.

9.3.5. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum Befund der
Prostatakapsel

Fiir die Verteilung in die Klasse Prostatakapsel frei konnte aus dem Kollektiv der 16
Patienten 1 Patient ermittelt werden. Bei 15 Patienten war die Prostatakapsel durch den
Tumor infiltriert oder penetriert. Sie bildeten zum Vergleich des prozentualen LOH-

Anteils in diesem Kollektiv die zweite Klasse.
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Abb.40 Prozentualer Anteil an LOH der genetischen Marker bezogen auf beide Klassen fiir den
Kapselbefund. Gesamtverteilung: n = 16; n mit Kapsel tumorfrei = 1; n mit Kapsel infiltriert
oder penetriert = 15; n ohne Kapselbefund-Angabe = 0 (m = LOH bei Kapsel tumorfrei; m =
LOH bei Kapsel infiltriert oder penetriert)

Der Patient mit dem Befund tumorfreie Prostatakapsel zeigt bei 7 Markern LOH. Einzig
fir Marker D13S153 146t sich, bei Fehlen eines LOH in der Klasse der Patienten mit
tumorfreier Kapsel, ein starker LOH-Anteil mit knapp 80 % in der Gruppe der Patienten
mit infiltrierter oder penetrierter Kapsel feststellen. Die gleiche Tendenz kann fiir die
Marker D7S522 und D8S258 beobachtet werden. Auch die anderen Marker zeigten
prozentual gesehen héufiger einen LOH in der Gruppe der Patienten mit tumords

durchsetzter Kapsel.

9.3.6. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum Schnittrand

Die Einteilung in die Klassen beziiglich des Schnittrandes folgte der, die schon fiir das
Kollektiv der 76 Patienten vorgenommen wurde. Nach histologischer Begutachtung des
Schnittrandes des Resektates wurden 10 Patienten der Klasse Schnittrand tumorfrei und

der Klasse Schnittrand nicht tumorfrei 6 Patienten zugeordnet.
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Abb.41 Prozentualer Anteil an LOH der genetischen Marker bezogen auf beide Klassen fiir den
Befund des Schnittrandes. Gesamtverteilung: n = 16; n mit Schnittrand tumorfrei = 10; n mit
Schnittrand nicht tumorfrei = 6; n ohne Schnittrandbefunds-Angabe = 0 (m = LOH bei
Schnittrand tumorfrei ;m = LOH bei Schnittrand nicht tumorfrei)

Deutlich héaufiger stellt sich ein LOH in der Gruppe der Patienten mit freiem
Schnittrand fiir Marker D13S153 und Marker D16S422 dar. Der gleichen Tendenz
folgen Marker D16S400 und Marker NEFL. Einen Trend in der umgekehrten Richtung,
mit hdufigerem LOH in der Gruppe der Patienten mit nicht tumorfreiem Schnittrand,
zeigen die Marker D10S541und D7S522. Beim zuletzt genannten Marker stellt sich die
Gruppe der Patienten mit nicht tumorfreiem Schnittrand ohne einen LOH dar. Die
Marker D8S258, D16S402 und p53 zeigen keine bzw. geringe Unterschiede beziiglich

des LOH zwischen den beiden Patientengruppen.

9.3.7. Haufigkeit eines LOH der informativen Falle in Relation zum
Tumorvolumen

Die histologische Bestimmung des Tumorvolumens ergab im Kollektiv der 16 Patienten
mit multifokalen Tumoren nach Festlegung des Median bei 6 ml die Einordnung von 8
Patienten in die Klasse Tumorvolumen < 6ml, die iibrigen 8 Patienten konnten der

Klasse Tumorvolumen > 6 ml zugeordnet werden.
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Abb.42 Prozentualer Anteil an LOH der genetischen Marker bezogen auf die beiden Klassen
Fiir das Tumorvolumen. Gesamtverteilung: n = 16; Median: = 6 ml; n mit Tumorvolumen < 6
ml = 8; n mit Tumorvolumen > 6ml = 8; n ohne Tumorvolumen-Angabe = 10 (m = LOH bei
Tumorvolumen < 6 ml;m = LOH bei Tumorvolumen > 6ml)

In der Klasse Tumorvolumen < 6ml zeigen die Marker D10S541 und D16S422 mit
mehr als 25% deutlich héufiger einen LOH. Die gleiche Tendenz ist fiir die Marker
D13S153, D16S400 und D16S402 zu beobachten. Der Marker D8S258 und auch der
Marker D7S522, bei dem jedoch in der Klasse Tumorvolumen < 6ml keinen LOH
festgestellt werden kann, zeigen als einzige hiufiger einen LOH in der Klasse
Tumorvolumen > 6ml. Alle anderen Marker zeigen keine Unterschiede in der LOH-

Haufigkeit.



