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1 EINLEITUNG
1.1 Das Prostatakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Prostatakarzinom ist vorwiegend eine Erkrankung des &alteren Mannes. Uber
75 Prozent der neu diagnostizierten Prostatakarzinome werden bei Mannern jenseits
des 65. Lebensjahres entdeckt. Mit Einfihrung des Screenings durch
PSA-Bestimmung werden neuauftretende Karzinome verstarkt in friheren
Lebensaltern und damit oft in weniger fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert. Somit
wird das Prostatakarzinom auch zunehmend zu einer Erkrankung des mittleren
Lebensalters.!

Weltweit betrachtet ist das Prostatakarzinom der vierthaufigste bdsartige Tumor des
Mannes. Obduktionsstudien zeigten bei bis zu 30 Prozent der Uber 50jahrigen und
bis zu 80 Prozent der uber 80jahrigen Manner das Vorliegen eines latenten
Prostatakarzinoms.”® Obwohl fiir alle Regionen der Welt dhnliche Pravalenzraten
des latenten Prostatakarzinoms vermutet werden, zeigen die Inzidenzen des
manifesten Prostatakarzinoms eine starke geographische und ethnische
Variationsbreite. Generell finden sich in westlichen Industrienationen hdohere
Inzidenz- und Mortalitatsraten als in Entwicklungslandern. Allein fur die USA
erwartete man fur das Jahr 2008 mehr als 186.000 Neuerkrankungen und Uber
28.000 Prostatakarzinom-bedingte Todesfalle. Indianer und die Ureinwohner Alaskas
zeigen weltweit die geringste Inzidenz (68,2/100.000), gefolgt von den Bewohnern
asiatischer Lander, z.B. Japan oder China.* Auch innerhalb Europas besteht ein
epidemiologisches Gefalle in Auftreten und Mortalitdt des Prostatakarzinoms:
Wahrend z.B. 1998 in Norwegen 24 von 100.000 Einwohnern an den Folgen eines
Prostatakarzinoms verstarben, waren es im sudeuropaischen Spanien im selben
Zeitraum nur 13 von 100.000.° Auch zwischen ethnischen Bevélkerungsgruppen
desselben Landes sind Unterschiede in der Inzidenz bekannt. Beispielsweise ist die
weille Bevolkerung in den USA in deutlich geringerem Ausmalie betroffen
(161,4/100.000) als ihre afroamerikanischen Mitbirger (255,5/100.000).*° In

Deutschland starben im Jahr 2007 11.448 Manner am Prostatakarzinom. Die
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Erkrankung steht damit hierzulande auf Rang 6 der Todesursachen und ist das

zweithaufigste zum Tode filhrende Malignom des Mannes.’

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Die genaue Ursache fur die Entstehung eines Prostatakarzinoms ist bislang noch
unbekannt. Genetische Faktoren spielen ebenso eine Rolle wie Umwelteinflusse.
Hingegen ist eine Vielzahl von Risikofaktoren bekannt, die die Wahrscheinlichkeit der
Entwicklung eines Prostatakarzinoms erhéhen kdnnen.

Genetische Faktoren scheinen vor allem beim Auftreten von Prostatakarzinomen bei
Mannern unter 55 Jahren eine wesentliche Rolle zu spielen.® Etwa 10 Prozent aller
Prostatakarzinome gehen einher mit einer hereditiaren Komponente. Das Risiko
eines Mannes ist dabei abhangig von der Anzahl der betroffenen
Familienangehorigen und vom Grad der Verwandtschaft: Manner mit mindestens
einem erstgradigen Verwandten (Vater, Bruder, Sohn) mit Prostatakarzinom haben
im Vergleich zur mannlichen Gesamtbevolkerung ein um den Faktor 2 erhdhtes
Risiko, selbst an einem Prostatakarzinom zu erkranken.’ Bei mindestens 3
betroffenen erst- und/oder zweitgradigen Verwandten steigt das Risiko sogar um den
Faktor 11.

Sowohl Initiation als auch Progression des Prostatakarzinoms sind
androgenabhangig. Eunuchen entwickeln kein Prostatakarzinom. Inwieweit jedoch
ein erhohter Androgenspiegel oder deren Metabolite Anteil an der Karzinogenese
haben, ist noch unklar. Wahrend Hinweise dafur bestehen, dass mit steigenden
Testosteron-Serumspiegeln auch das Karzinomrisiko steigt, zeigen andere Studien
keinen  Zusammenhang  zwischen @ dem  Androgenspiegel oder der
5-Alpha-Reduktase-Aktivitat und dem Risiko, ein Prostatakarzinom zu
entwickeln 1121314

Auch Lebensumstande, wie Umweltfaktoren und Essgewohnheiten, haben einen
Einfluss auf die Entwicklung des Prostatakarzinoms. Dies zeigt sich zum Beispiel
daran, dass sich bei Japanern und Chinesen, die in die USA einwandern, ein Anstieg
der Karzinominzidenz  nachweisen lasst™® Zu  den maoglicherweise

karzinomfordernden Faktoren gehdren unter anderem ein hoher Fettkonsum sowie
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eine hohe Kalziumaufnahme.®

Andere Substanzen, vor allem bestimmte
Antioxidantien, scheinen protektiv in Bezug auf die Entwicklung des
Prostatakarzinoms zu wirken: So wird die Inzidenz des Prostatakarzinoms durch die
in hoher Konzentration in Tomaten enthaltenen Lycopene ebenso gesenkt, wie durch
die Gabe von Seleniumpraparaten oder Vitamin E.'*'° Eine Vielzahl weiterer
Faktoren (Tabak- und Alkoholkonsum, Grolie, Gewicht, sexuelle Aktivitat, virale und
venerische Entzindungen, Zustand nach Vasektomie, Benigne Prostatahyperplasie)
stehen im Verdacht, an der Entwicklung und/oder Manifestation des
Prostatakarzinoms beteiligt zu sein. Fur alle genannten Faktoren steht jedoch ein

eindeutiger Nachweis bislang noch aus.’

1.1.3 Kilinik, Friitherkennung und Diagnostik

1.1.3.1 Klinik

Dem klinischen Erscheinungsbild entsprechend unterscheidet man vier verschiedene
Formen des Prostatakarzinoms (nach Mostofi):**%

Das latente Prostatakarzinom bleibt zu Lebzeiten asymptomatisch und wird erst bei
der Obduktion diagnostiziert. Es handelt sich meist um einen gut differenzierten und
niedrigmalignen Tumor, der bei ca. 40 Prozent der Uber 50-jahrigen und etwa
50 Prozent der Uber 80-jahrigen Manner zu finden ist.

Das inzidentelle Karzinom wird zufallig im Rahmen einer transurethralen Resektion
(TUR-P) oder transvesikalen Prostatektomie (TVP) diagnostiziert. Das zumeist
hochdifferenzierte, niedrigmaligne Karzinom ist in bis zu 20 Prozent des
Resektionsguts von Mannern mit benigner Prostatahyperplasie zu finden.

Das okkulte Prostatakarzinom wird anhand histologischer Untersuchungen von
Metastasen diagnostiziert, bevor der Primartumor in der Prostata entdeckt wird.

Als manifestes Karzinom bezeichnet man ein durch klinische Untersuchung

diagnostizierbares und histologisch-bioptisch gesichertes Prostatakarzinom.

Uber zwei Drittel aller Prostatakarzinome werden bei asymptomatischen Patienten
diagnostiziert.”> Symptome treten spat und durch die gehauft periphere Lokalisation

des Karzinoms in der Driuse meist erst dann auf, wenn das Prostatakarzinom bereits
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lokal fortgeschritten oder metastasiert ist. Zu den moglichen Symptomen zahlen dann
obstruktive oder irritative Miktionsbeschwerden als Hinweis auf eine Infiltration von
Blasenhals bzw. Urethra, Hamatospermie bei Infiltration der Ductus ejaculatorii oder
Samenblasen. Die lokale Infiltration der neurovaskularen Blindel kann zu Impotenz
fuhren. Einseitiger Harnstau kann auf lokal fortgeschrittenes Wachstum hindeuten.
Anamie und Knochenschmerzen kénnen als Folge der metastatischen Infiltration von
Knochenmark und Knochensubstanz ebenso auftreten wie Lymphédeme der unteren
Extremitaten bei metastatischem Befall der pelvinen Lymphknoten. Selten wird ein
Prostatakarzinom von paraneoplastischen Syndromen wie ektoper

Hormonproduktion oder disseminierter intravasaler Koagulation (DIC) begleitet.?®

1.1.3.2 Friiherkennung und Screening

Das Prostatakarzinom verursacht nur in wenigen Fallen Friuhsymptome. Um
betroffene Patienten bereits in einem frUhen Stadium entdecken und damit die
Heilungschancen erhdhen zu konnen, spielen Friherkennung und Screening des
Prostatakarzinoms eine entscheidende Rolle. In Deutschland dient der
Friuherkennung des Prostatakarzinoms allein die digital-rektale Untersuchung als
gesetzlich vorgesehene Vorsorgeuntersuchung fur Manner ab dem 45. Lebensjahr
(Sozialgesetzbuch V). Mit EinfUhrung der PSA-Bestimmung konnte sich eine
Screening-Methode etablieren, die es erlaubt, in kurzer Zeit bei einer groRen Anzahl
klinisch asymptomatischer Manner einen Hinweis auf das Vorliegen eines
Prostatakarzinoms zu erhalten und so gegebenenfalls den Diagnosezeitpunkt
vorzuverlegen. Wenngleich der Nutzen des Screenings in Hinblick auf eine Senkung
der krankheitsspezifischen Mortalitat in Europa bislang nicht nachgewiesen werden
konnte, hat sich der Anteil der Patienten mit klinischen Symptomen einer
fortgeschrittenen Tumorerkrankung unter den neu diagnostizierten Fallen seit 1991
deutlich reduziert.” Von der amerikanischen Krebsgesellschaft wird zwar das
PSA-gestutzte Prostatakarzinom-Screening empfohlen, ein flachendeckender
Einsatz ist jedoch zurzeit aus Kostengriinden nicht zu rechtfertigen.® Es wird daher
empfohlen, bei einem suspekten Tastbefund ungeachtet des PSA-Wertes eine

Biopsie des verdachtigen Areals vorzunehmen. Bei PSA-Werten von >4 ng/ml bzw.
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bei einem Wert oberhalb der Altersnorm sollte - ebenso wie bei einem Anteil des
freien PSA von <20% oder einer PSA-Anstiegsgeschwindigkeit von >0,75 ng/ml/Jahr
- auch bei negativem Tastbefund eine TRUS-assistierte, systematische Stanzbiopsie
mit zusatzlicher Gewebegewinnung aus eventuell vorhandenen Lasionen

erfolgen.?*

1.1.3.3 Diagnostik

Zur Diagnostik friher Stadien des Prostatakarzinoms bedient man sich vornehmlich
dreier Modalitaten: der digital-rektalen Untersuchung (DRU), des PSA-Wertes im
Serum und der Stanzbiopsie mithilfe des transrektalen Ultraschalls (TRUS). Hinweise
auf das Vorliegen eines Prostatakarzinoms liefern meist ein suspekter digital-rektaler
Tastbefund oder ein erhohter PSA-Wert. Seit Einfuhrung des PSA-Screenings ist die
Erstmanifestation durch Auftreten klinischer Symptome wie Knochenschmerzen,
Miktionsstorungen, Harnverhalt oder Hamaturie deutlich zurickgegangen.

Die digital-rektale Untersuchung ist trotz niedriger Sensitivitat und hoher
Untersucherabhangigkeit ein tragender Pfeiler der Prostatakarzinomdiagnostik. Mit
ihrer Hilfe konnen bis zu 70 Prozent der Prostatakarzinome in der peripheren Zone
erfasst werden.”® Hinter bis zu 50 Prozent der auffilligen Tastbefunde verbirgt sich
tatsachlich ein Karzinom.? Der positive pradiktive Wert der DRU ist dabei abhangig
von Alter, Rasse und PSA-Wert.* Prostatakarzinome kénnen mittels DRU erst ab
einem Volumen von 0,2 ml entdeckt werden und sind in Uber 50 Prozent der Falle
bereits lokal fortgeschritten.

Wenngleich der PSA-Wert nicht spezifisch fur das Prostatakarzinom ist, eignet sich
das PSA doch besonders zur Erkennung eines Prostatakarzinoms.*® Das
Prostata-spezifische Antigen wird ausschlieRBlich in den Epithelzellen der
Drisenendstiicke und Ausflihrungsgange der Prostata produziert und ist bedeutsam
fur die Verflussigung des Ejakulats. Die Expression des PSA ist in hohem Male
androgenabhangig. Die Serumlevel variieren je nach Alter, Rasse und
Prostatavolumen: Mit jedem zusatzlichen Milliliter Prostatavolumen erhdht sich der
Ausgangswert des PSA um 4%.2' Organerkrankungen (BPH, Prostatitis,

Prostatakarzinom), aber auch Manipulationen an der Druse
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(Prostatamassage/DRU, Biopsie) konnen  zur  Zerstérung der normalen
Prostataarchitektur fihren, die als intraprostatische Diffusionsbarriere das Austreten
des PSA in die Blutzirkulation verhindert.® Folge ist eine Erhéhung des messbaren
PSA-Spiegels im Serum. Dem Nachweis erhohter PSA-Spiegel konnen somit
unterschiedliche prostataspezifische Veranderungen zugrunde liegen. Zur
Abgrenzung des Vorliegens eines Prostatakarzinoms gegentber nichtmalignen
PSA-Erhéhungen kann der Quotient aus freiem und an a1-Antichymotrypsin (ACT)
gebundenem PSA im Serum verwendet werden. Es wurde gezeigt, dass Manner mit
Prostatakarzinom gegenuber solchen ohne Prostatakarzinom einen grofderen Anteil
ACT-gebundenes PSA - und damit einen niedrigeren Prozentsatz freies PSA - im
Serum aufweisen. Auch das relative Verhaltnis von PSA-Wert und Prostatavolumen
kann mithilfe eines Grenzwertes zur Differenzierung des Karzinoms von z.B. einer
benignen Prostatahyperplasie hilfreich sein.®

Die Bestimmung des PSA-Serumwertes besitzt von allen diagnostischen Tests den
hochsten pradiktiven Wert fur das Vorliegen eines Prostatakarzinoms. Die
Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins eines Prostatakarzinoms steht dabei in

direkter Beziehung zu dem PSA-Level.**

Allerdings lasst sich bei etwa jedem vierten
Patienten mit Prostatakarzinom keine PSA-Erhéhung nachweisen. Ein normwertiger
PSA-Wert schlieRt somit ein Prostatakarzinom nicht aus.*

Liegt ein suspekter Tastbefund vor und/oder ist der PSA-Wert erhoht, ist eine
Gewebeentnahme durch Stanzbiopsie indiziert. Als Standard gilt heute die
TRUS-gesteuerte systematische transrektale Biopsie. Mit einer Stanzpistole werden
hierfur Biopsien aus dem tastbaren suspekten Areal sowie parasagittal aus Basis,
Mittelzone und apikaler Region beider Prostataseitenlappen entnommen.
Gegebenenfalls wird die Biopsie noch um sonographisch auffallige Lasionen und
weitere zentrale oder laterale Biopsien erweitert. Bei systematischem Vorgehen
spiegelt die Anzahl positiver Biopsien das Tumorvolumen wider und ist von

prognostischer Relevanz.?

Die Kombination aus DRU, Serum-PSA und Sextantenbiopsie sichert die Diagnose
von 90% aller Prostatakarzinome.*** Die Detektionsmdglichkeiten der transrektalen

Sonographie an sich sind limitiert. Die meisten im Ultraschall darstellbaren
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echoarmen Prostataregionen sind histologisch tumorfrei und nur 50% der nicht
tastbaren Lasionen mit einem Mindestdurchmesser von 1 cm konnen mit dieser
Methode erkannt werden.® Der TRUS ist somit keine geeignete Methode zur
Fraherkennung des Prostatakarzinoms, er ermoglicht aber die systematische und
gezielte Enthahme von Stanzbiopsien aus tumorverdachtigen Arealen und kann in
Einzelfallen auch zur Erkennung extraprostatischen Karzinomwachstums hilfreich
sein.

Bildgebende Verfahren muissen, um von diagnostischem Nutzen zu sein, eine
Unterscheidung  zwischen  organbegrenztem und  organuberschreitendem
Tumorwachstum moglich machen. Unter dieser Pramisse spielen die
Computertomographie und die Magnetresonanztomographie in der Primardiagnostik
des Prostatakarzinoms aufgrund geringer Sensitivitdt und Spezifitat zum
gegenwartigen Zeitpunkt keine Rolle. Die Skelettszintigraphie als sensitivste
Methode zur Detektion von Knochenmetastasen hat ihre Bedeutung vor allem im
Staging des  Prostatakarzinoms. Bei gleichzeitiger = Verwendung der
PSA-Wert-Bestimmung hat sich die Skelettszintigraphie als nicht kosteneffektiv fur

eine routineméRige Anwendung im Rahmen des Stagings erwiesen.*

1.1.4 Klassifizierung

Das Prostatakarzinom kann klassifiziert werden durch:
e Das Tumorstadium (TNM-System): das sogenannte Staging klassifiziert die
lokale Tumorausdehnung, den Lymphknotenbefall und die Metastasierung.
e Die mikroskopische Differenzierung: das sogenannte Grading klassifiziert die

Malignitat des Prostatakarzinoms anhand histomorphologischer Kriterien.

1.1.4.1 TNM-System

Sobald die Diagnose Prostatakarzinom histopathologisch gesichert ist, sollte eine
mdglichst genaue Einschatzung des Erkrankungsausmales erfolgen. Zum einen
ermoglicht dies eine Aussage uber die Prognose der Erkrankung, zum anderen

orientiert sich die Wahl der Therapiestrategie am Untersuchungsergebnis der
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Tumorausbreitung, dem sogenannten Staging.*** Im Gegensatz zum klinischen
Staging, das durch die Kombination von digital-rektaler Untersuchung, PSA-Test,
Tumorgrad der Biopsie und bildgebenden Verfahren nur indirekte Schlisse auf das
Erkrankungsausmal zulasst, basiert das histopathologische Staging auf der direkten
Untersuchung des Organpraparates nach Lymphadenektomie bzw. radikaler
Prostatektomie. Die folgende Klassifikation gilt nur fir das Adenokarzinom der

Prostata.*

1.1.4.1.1 T-Kategorie
Die T-Kategorie wird in vier Stadien (T1-T4) unterteilt und beschreibt GrolRe und

lokale Ausdehnung des Primartumors:

TX Beurteilung des Primartumors nicht mdglich

TO Kein Anhalt fir Primartumor

T Klinisch inapparenter Tumor, weder tast-, noch in bildgebenden Verfahren
sichtbar

T1a  Zufallsbefund (,incidental carcinoma*) in < 5% des Resektionsgutes
T1b  Zufallsbefund (,incidental carcinoma®) in > 5% des Resektionsgutes
T1c Feinnadelbioptische Diagnose (z.B. wegen isolierter PSA-Erhéhung)
T2 Begrenzung auf die Prostata
T2a Tumor in < 50% eines Seitenlappens
T2b  Tumor in > 50% eines Seitenlappens
T2c Tumor in beiden Seitenlappen
T3 Tumor durchbricht die Prostatakapsel
T3a Kapsellberschreitung (ein- oder beidseitig) ohne Befall der Samenblasen
T3b  Tumor infiltriert Samenblase(n)
T4 Tumor ist fixiert oder infiltriert andere Nachbarstrukturen als Samenblasen

1.1.4.1.2 N-Kategorie

Die N-Kategorie beschreibt das Ausmal} der Infiltration in benachbarte Lymphknoten:

NX Beurteilung des regiondren Lymphknotenstatus nicht mdglich

NO keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 regiondre Lymphknotenmetastase < 2cm in solitdrem Lymphknoten

N2 regionare Lymphknotenmetastase(n) 2-5cm in solitdrem oder multiplen
Lymphknoten

N3 regionare Lymphknotenmetastase(n) > 5cm Durchmesser

Die lymphogene Metastasierung des Adenokarzinoms der Prostata erfolgt
vornehmlich in die pelvinen und retroperitonealen Lymphknoten. Die Haufigkeit von

Lymphknotenmetastasen nimmt mit héherem Tumorstadium, héheren PSA-Werten
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sowie geringerem Differenzierungsgrad zu.** Bei bis zu 12 Prozent aller Patienten mit
organbegrenztem Prostatakarzinom lassen sich histologisch

Lymphknotenmetastasen nachweisen.*®

1.1.4.1.3 M-Kategorie

Die M-Kategorie beschreibt das Ausmal} von Fernmetastasen.

MX Beurteilung der Fernmetastasierung nicht méglich
MO keine Fernmetastase(n)
M1 Fernmetastase(n)

M1a Metastase(n) in nichtregionaren Lymphknoten
M1b  Metastase(n) in Knochen
M1c Metastase(n) anderer Lokalisation

Hamatogene Metastasen betreffen am haufigsten das Skelettsystem (Wirbelsaule,
Femur und Beckenknochen; 90% der Knochenmetastasen sind vom

osteoblastischen Typ), Lunge, Blase, Leber, Nebennieren und Hoden.*
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1.1.4.2 Grading

Durch mikroskopische Untersuchung des z.B. im Rahmen einer Biopsie
entnommenen Prostatagewebes kann anhand des histomorphologischen Aufbaues
der Grad der Zelldifferenzierung bestimmt werden. Je nach Ausmal} der Abweichung
des Karzinomgewebes vom Erscheinungsbild eines ,normalen®, ausdifferenzierten

Zellverbundes unterscheidet man:

GX Keine Aussage Uber die Differenzierung maéglich
G1 Hochdifferenziert

G2 MaRig differenziert

G3 Schlecht differenziert

G4 Véllig undifferenziert

Von den mittlerweile mehr als 40 beschriebenen Gradingsystemen hat sich die von
Gleason erarbeitete  Einteilung nach dem  Differenzierungsgrad des
Prostatakarzinoms in Forschung und taglicher Praxis weltweit durchgesetzt.*** Es
zahlt neben der TNM-Klassifikation und dem Status der Resektionsflache zu den drei
wichtigsten prognostischen Kriterien.

Das Grading nach Gleason berlcksichtigt den histomorphologischen Aufbau des
Tumors. Zytologische Merkmale der einzelnen Karzinomzellen bleiben dabei
weitestgehend unbeachtet. Bei geringer (10- bis 40-facher) mikroskopischer
VergroRerung beurteilt der Untersucher das Muster der Drusenarchitektur der
HE-gefarbten Prostatagewebsschnitte. Das Erscheinungsbild der glandularen
Strukturen  wird, entsprechend der Abweichung zum urspringlichen
Differenzierungsmuster, einem der funf Basisgrade zugeordnet. Hierbei entspricht
Gleason 1 einem gut differenzierten, Gleason 5 einem wenig differenzierten

Tumorareal (s. Abbildung 1).
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hochdifferenziertes Adenokarzinom, das sich nur durch die gestdrte Drisenarchitektur
von normalem Prostatagewebe unterscheidet

leicht verkleinerte Drisen, die jedoch noch immer einen umschriebenen Herd bilden.
Auflockerung des Drisenverbandes mit VergréRerung des Abstandes zwischen den
einzelnen Drisen. Bis auf kleine Nukleolen liegen keine zytologischen Atypien vor

maRig differenziertes Adenokarzinom, das aus kleinen, sehr ungleichmaRig
strukturierten Drisen aufgebaut ist, die diffus das umgebende Gewebe infiltrieren. Die
Tumorzellen zeigen deutliche nukledre Atypien und groBe Nukleolen. Haufigstes
Wachstumsmuster des Adenokarzinoms der Prostata

hochgradig undifferenziertes Wachstumsmuster. Das mikroskopische Bild wird bestimmt
durch Fusion der kleinen Driisen und durch das mikroazinare, papillare oder kribriforme
Muster (sog. Drise-in-Drise-Muster)

anaplastisches Karzinom, das in soliden Strangen oder intraduktal komedoartig wachst.
Nekrosen sind typischerweise zentral zu finden, umgeben von papilléren, kribriformen
oder soliden Tumorzellverbdnden. Die Karzinomzellen sind polymorph, reich an Mitosen
und besitzen oft ein basophiles Zytoplasma

PROSTATIC ADENOCARCINOMA Sowohl Gleason 1- als auch Gleason 2-Tumore
(Histologic Grades)

sind typische Karzinome der transitionalen Zone

und werden meist zufallig im transurethralen

Resektionsmaterial entdeckt.*®

Die funf Basisgrade dienen der Generierung eines
histologischen Summenscores (Gleason-Score).
Nach mikroskopischer  Begutachtung des
gesamten vorhandenen Prostatagewebes werden
der im untersuchten Gewebe Uberwiegende sowie

der zweithaufigste Differenzierungsgrad zum

Gleason-Score addiert. Bei z.B. Vorliegen eines

Abbildung 1: vornehmlich ~ Gleason 4- sowie  nachrangig

Grading nach Gleason.

Gleason 3-Anteilen enthaltenden Prostata-

karzinoms ergibt sich ein Gleason-Score von 7 (4+3). Zeigt das untersuchte Gewebe

ein einheitliches histologisches Bild, so wird der vorliegende Gleasongrad mit 2

multipliziert.*’

Stellt man die so erhaltenen Gleason-Scores dem allgemeinen Grading-System der

WHO gegentuber, ergibt sich folgende Eingruppierung:

Gleason-Score 2-4 > G1 > Hochdifferenziert
Gleason-Score 5-7 > G2 > MaRig differenziert
Gleason-Score 8-10 « G3 > Schlecht differenziert

11
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Prostatakarzinome mit einem Gleason-Score von 7 beinhalten einen hochgradig
undifferenzierten Anteil und nehmen in Bezug auf ihre klinische Aggressivitat eine
Mittelstellung zwischen den Gruppen mit Gleason-Score 5-6 sowie 8-10 ein. Diese
Tumore sollten daher in Studien mit geringen Fallzahlen nicht den maRig
differenzierten Prostatakarzinomen zugeordnet werden sondern als eigenstandige
Entitit  betrachtet  werden.” Die  Karzinome innerhalb  derselben
Gleason-Score-Gruppe zeigen ahnliche Krankheitsverlaufe und Prognosen
(s. Abschnitt 1.1.7).

1.1.5 Morphologie und Histologie

In 97% der Falle handelt es sich bei einem Prostatamalignom um ein
Adenokarzinom. Seinen Ausgang nimmt das Karzinom zumeist in den peripheren
Drisenanteilen, wobei alle vier Quadranten etwa in gleicher Haufigkeit betroffen sind.
Der Tumor wachst meist multizentrisch, zunachst in der mittleren und aufleren
Organzone, und kann ein Bild pluriformer Wachstumsmuster (glandular, kribriform,
solide) und Differenzierungsgrade (hoch- bzw. wenig differenziert) bieten.
Sonderformen stellen das muzindse Adenokarzinom, das neuroendokrine Karzinom,
das kleinzellige, das duktale und das Plattenepithelkarzinom sowie das Karzinom der
Transitionalzone dar. Das Adenokarzinom wird erst spat symptomatisch, wenn es im
fortgeschrittenen Stadium den periurethralen Drisenbereich infiltriert und zur
Harnwegsobstruktion fuhrt. Zeitlich unabhangig davon erfolgt die extraprostatische
Ausbreitung mit  konsekutiver Infiltration der Samenblasen und des
Harnblasenbodens. Makroskopisch erscheint das Tumorgewebe meist markig-
gelblich und homogener als das umgebende Driisengewebe.?

Bei Vorliegen dysplastischer Epithelien mit Zellpolymorphie und Nukleolenprominenz,
aber strukturell normaler Drusenazini und unversehrter Basalmembran, spricht man
von einer prostatischen intraepithelialen Neoplasie (PIN). Die PIN wird unterteilt in
.low grade PIN“ (PIN 1), die oft nicht sicher von benignem Prostatagewebe
unterschieden werden kann, sowie in die, vor allem in Prostatae mit Karzinom
gehauft zu findende, ,high grade PIN“ (PIN 2 und 3).* Wahrend erstere keinen

pathologischen Befund darstellt und auch nicht mit einem hdéheren Karzinomrisiko bei
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Re-Biopsien einhergeht, ist bei Vorhandensein einer ,high grade PIN® in bis zu 35
Prozent der nachfolgenden Prostatabiopsien auch ein Prostatakarzinom
nachweisbar.”>** Bei Vorliegen einer ,high grade PIN“ ist daher eine erneute

systematische Biopsieentnahme mit histologischer Untersuchung indiziert.

1.1.6 Therapie

Die Wahl der Therapieoptionen richtet sich nach dem Stadium und den
Prognosefaktoren des Prostatakarzinoms sowie nach der verbleibenden
Lebenserwartung des Patienten und dessen  Komorbidititen.®®  Eine
Entscheidungshilfe im klinischen Alltag bieten die sogenannten Partin-Tabellen.
Diese - auf groRen Fallzahlen basierenden Nomogramme - ermoglichen unter
Berucksichtigung des praoperativen Stagings, des PSA-Wertes sowie der
Ergebnisse des histologischen Gradings nach Gleason, eine
wahrscheinlichkeitsbasierende Aussage Uber das nach radikaler Prostatektomie
histopathologisch vorliegende Tumorstadium.®® Auf Basis dieser Informationen kann
dann im Konsens mit dem Patienten und unter Berucksichtigung oben genannter
Kriterien eine individualisierte Therapie eingeleitet werden.

Far das klinisch lokal begrenzte Prostatakarzinom (T1b-T3a, NO, MO) gilt die radikale
Prostatektomie (meist mit pelviner Lymphadenektomie) als Therapie der Wahl. Diese
kann sowohl retropubisch als auch perineal erfolgen. Eine wichtige Voraussetzung
fur die Indikationsstellung zur radikalen Prostatektomie ist die mutmalliche mittlere
Lebenserwartung des Patienten. Ein 70-jahriger Mann mit einem fruhzeitig
entdeckten, gut differenzierten und lokalisierten Prostatakarzinom hat ohne radikale
Prostatektomie ein Risiko von 10%, innerhalb von 10 Jahren an seinem Tumor, aber
ein Risiko von 50% an einer anderen Ursache als dem Prostatakarzinom zu
versterben.

Haufig kann im Stadium T1a bei regelmaliger Nachbeobachtung auf eine weitere
Behandlung verzichtet werden (,watchful waiting“). Lediglich bei jungen Mannern
wird auch hier die radikale Prostatektomie empfohlen, da nach etwa 10 Jahren in bis

zu 20 Prozent der Falle mit einer Tumorprogression zu rechnen ist.
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Eine therapeutische Alternative zur radikalen Prostatektomie bietet die
Strahlenbehandlung in Form der externen Hochvolt-Radiotherapie bzw. der
interstitiellen Strahlentherapie. Wahrend die externe Bestrahlung mit Gesamtdosen
von 62 bis 74 Gy fraktioniert (1,8-2,0 Gy/Tag) als Mehrfeldbestrahlung durchgefiihrt
wird, werden bei der interstitiellen Strahlentherapie zwei verschiedene
Vorgehensweisen unterschieden. Bei der ,low-dose-rate“ Brachytherapie werden
ultraschallgesteuert radioaktive Strahler (Jod, Palladium) mit sehr kurzer Reichweite,
sogenannte ,Seeds”, direkt zum Verbleib in die Prostata eingebracht. Die
,high-dose-rate” Afterloading-Behandlung beinhaltet das temporare Einbringen einer
radioaktiven Iridium-Quelle Uber perineal in der Prostata platzierte Hohlnadeln.
Zusatzlich kann (,low-dose-rate“) bzw. muss (,high-dose-rate) bei den genannten
Verfahren der interstitiellen Strahlentherapie eine perkutane Aufsattigung des

Tumorareals durch externe Bestrahlung erfolgen.

Therapie der Wahl des operativ nicht kurablen fortgeschrittenen und metastasierten
Prostatakarzinoms (T3b-4, N1-3; M1) ist die palliative antiandrogene Therapie. Die
meisten Prostatakarzinome sind klinisch primar hormonsensitiv und reagieren
dementsprechend unter Hormonentzug mit einer Wachstumsverlangsamung. Etwa
80 Prozent der Patienten mit metastasiertem Prostatakarzinom zeigen eine klinische
Remission mit einer Dauer von mehreren Jahren, die von einem erneuten Wachstum
der dann hormonrefraktaren Prostatazellklone gefolgt wird. Insgesamt liegen die
5-Jahres-Uberlebensraten der Patienten mit dieser Therapie bei bestenfalls
50 Prozent.

Die antiandrogene Wirkung kann herbeigefuhrt werden durch:

e bilaterale subkapsulare bzw. radikale Orchiektomie

e Gabe von LH-RH-Agonisten (Gn-RH)

e Gabe von steroidalen und nichtsteroidalen  Antiandrogenen
(Cyproteronacetat, Flutamid)

Etwa 10 bis 20 Prozent der Prostatakarzinome sprechen jedoch auf eine
Hormontherapie initial nicht oder nur kaum an. Hier kann in palliativer Intention eine

zytostatische Chemotherapie versucht werden. Als Standardtherapeutikum
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hormonrefraktarer Prostatakarzinome findet derzeit Docetaxel, ein zytotoxisches
Agens aus der Taxoidfamilie, Anwendung. Docetaxel induziert in den Krebszellen
uber p53-unabhangige Mechanismen die Einleitung der Apoptose. Folge ist eine
Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens und der Gesamtiiberlebenszeit.>
Klinisch profitiert der Patient vor allem von einer Reduktion der Schmerzen und
einem Zugewinn an Lebensqualitat.>® Alternativ kann - besonders bei polymorbiden
Patienten - eine  alleinige  Analgetikatherapie = erwogen  werden.  Lokale
Knochenmetastasen zeigen unter fokaler Bestrahlung meist klinische Besserung.” In
Zukunft kdnnten weitere Chemotherapeutika wie beispielsweise Anti-Angiogenetika,
Endothelin-Rezeptor-Antagonisten oder monoklonale Antikorper das
Therapiespektrum des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms erweitern. Diese

bediirfen jedoch zurzeit noch weiterer klinischer Evaluation.>

1.1.7 Prognose

Die Prognose des Prostatakarzinoms korreliert direkt mit dem Ausmal® der
Erkrankung und ist im Vergleich zu anderen Malignomerkrankungen mit einem
diagnosebezogenen Funfjahresiberleben von mehr als 90 Prozent sehr gunstig.
92% der betroffenen Patienten Uberleben trotz ihrer Erkrankung wenigstens
10 Jahre, nach 15 Jahren sind noch 61% der Patienten mit Prostatakarzinom am
Leben.*** Schreitet die Erkrankung fort, so spricht man von Progression. Diese kann
sich auf zwei unterschiedliche Arten manifestieren. Die biochemische Progression ist
nach radikaler Prostatektomie als Anstieg des PSA-Wertes Uber die Nachweisgrenze
definiert. Die klinische Progression macht sich durch das Auftreten von Metastasen
oder Symptomen eines Lokalrezidivs bemerkbar und wird fast immer von einem
PSA-Anstieg begleitet.

Faktoren, die eine Aussage uber den Krankheitsverlauf bei Patienten mit
Prostatakarzinom ermoglichen, werden zwei verschiedenen Gruppen zugeordnet.
Prognostische Faktoren ermoglichen dabei die Voraussage eines Rezidivs bzw. der
Progression der Tumorerkrankung. Pradiktive Faktoren hingegen sagen etwas aus
uber das Ansprechen bzw. Nichtansprechen einer spezifischen Therapie. Fur das

Prostatakarzinom existieren bislang noch keine pradiktiven Faktoren. Wahrend
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beispielsweise fur das Mammakarzinom der Hormonrezeptorstatus als Orientierung
fur das wahrscheinliche Ansprechen auf eine Therapie mit dem Antidstrogen
Tamoxifen gilt, gibt der Androgenrezeptorstatus bei Patienten mit Prostatakarzinom
keine Auskunft Uber die Wahrscheinlichkeit des Ansprechens einer antiandrogenen
Hormontherapie.*’

Im Gegensatz dazu sind mittlerweile eine Reihe prognostischer Faktoren bekannt.
Diese werden, einer Empfehlung des College of American Pathologists (CAP) und
der Weltgesundheitsorganisation WHO folgend, entsprechend ihrer durch Studien
belegten Validitat in drei Kategorien eingeteilt. Fir Prognostikatoren der Kategorie |
ist die prognostische Bedeutung bereits hinreichend bewiesen. Faktoren der
Kategorie Il ermangeln, trotz ausflhrlicher biologischer und klinischer Forschung, des
Zuverlassigkeitsnachweises durch valide Studienergebnisse. Kategorie Il schlieBlich
enthalt Faktoren, flr deren prognostischen Nutzen trotz intensiver Forschung bislang

keine ausreichenden Beweise vorliegen:>®

Kategorie | TNM-Stadium
Status der Resektionsrander
Histologische Differenzierung (Grading nach Gleason)
PSA-Wert

Kategorie Il Tumorvolumen im Biopsiegut
Tumorvolumen im Operationspraparat
Histologischer Subtyp
DNA-Ploidie

Kategorie llI Perineurale Infiltration
Lymphatische Mikrometastasen
Neuroendokrine Differenzierung
Neoangiogenetische Dichte
Chromatintextur, karyometrische Parameter
Proliferationsmarker

Als Prognostikatoren fur das Prostatakarzinom werden alle Faktoren der Kategorie |
sowie das Tumorvolumen aus Kategoriell empfohlen.” Neben der
Prognoseabschatzung dienen diese vor allem auch der Therapieempfehlung fir das
lokalisierte Prostatakarzinom.

Nachfolgend werden die wichtigsten Prognostikatoren des pathologischen Stagings
fur Patienten mit Zustand nach radikaler Prostatektomie sowie deren Bedeutung flr

die Progression des Prostatakarzinoms beschrieben.
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Tumorstadium: Das Ergebnis des pathologischen Stagings gilt als zuverlassiger
Parameter flr die Prognose des Prostatakarzinoms bei Patienten mit lokalisierter
Erkrankung. Wesentlich fur die Prognose ist hierbei die lokale Ausbreitung des
Karzinoms. Bei organbegrenzten Tumoren (pT1-2) tritt bei weniger als 20 Prozent
der Patienten innerhalb der ersten 10 Jahre nach radikaler Prostatektomie ein
PSA-Anstieg als Progressionshinweis auf. Ungunstig auf den Krankheitsverlauf
wirken sich organuberschreitendes Wachstum (=pT3), Infiltration der Samenblasen
(pT3b) sowie insbesondere der Befall pelviner Lymphknoten (pN1-3) aus. Eine
kurative Therapie ist hier haufig nicht mehr moglich. Wahrend bei alleiniger Infiltration
der Samenblasen 10 Jahre nach Operation noch 25% der Patienten biochemisch
progressionsfrei  sind, steigt die Progressionsrate bei Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen in diesem Zeitraum auf nahezu 100 Prozent an.** Bei
Heranreichen der Tumorausdehnung an die Resektionsrander bei radikaler
Prostatektomie ist die Wahrscheinlichkeit eines Lokalrezidivs héher als bei blanden
Schnittrandern.® Trotzdem ist nur bei etwa jedem zweiten Patienten mit positiven
Resektionsrandern 10 Jahre nach der Operation ein Krankheitsprogress

nachweisbar.”’

Histologische Differenzierung: Aus prognostischer Sicht kann der Gleason-Score
in drei Gruppen mit differierendem Krankheitsverlauf und unterschiedlicher Prognose
unterteilt werden. Prostatakarzinome mit den Summenscores 2-4, 5-7 bzw. 8-10
entsprechen dabei im WHO-Grading hochdifferenzierten, mafig differenzierten bzw.
schlecht  differenzierten Karzinomen (s. Abschnitt 1.1.4.2). Der  Antell
progressionsfreier Patienten nimmt mit steigendem Gleason-Score ab. Epstein et al.
zeigten, dass in der Gruppe der Karzinome mit Summenscores 2-4 alle ihre
Patienten flinf Jahre nach radikaler Prostatektomie biochemisch progressionsfrei
waren, nach 10 Jahren traf dies immerhin noch fir 96% der Patienten zu. Far
Manner mit schlecht differenzierten Karzinomen (Gleason-Scores 8-10) bestand
hingegen von allen drei untersuchten Gruppen die deutlich schlechteste Prognose:
bei 43% der Patienten war bereits innerhalb der ersten funf Jahre nach

Prostatektomie ein PSA-Anstieg nachweisbar. Nach 10 Jahren war der Anteil der
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betroffenen Patienten sogar auf 66% angestiegen. Als wichtigster Prognosefaktor in
dieser Gruppe war dabei der Lymphknotenstatus anzusehen.

Eine Mittelstellung in Bezug auf die Prognose nehmen die maRig differenzierten
Tumore (Gleason-Scores 5-7) ein — innerhalb der inhomogenen Gruppe sind, je nach
extraprostatischer Ausdehnung und Status der Schnittrander, unterschiedliche
Krankheitsverldufe zu verzeichnen.* Die Anwesenheit eines ,high-grade“-
Karzinomanteils (Gleason-Grad 4 oder 5) birgt ein gro3es Risiko flr den Patienten
und kann die Aussicht auf Heilung drastisch reduzieren. Da bei Karzinomen mit
Gleason-Score 7 zumindest die zweithaufigste Differenzierung immer einer
histologischen Differenzierung von mindestens Gleason-Grad 4 entsprechen muss,
lasst sich so deren prognostische Mittelstellung zwischen Karzinomen mit Gleason-
Score 2-6 und Gleason-Score 8-10 erklaren. Selbst innerhalb der Gleason-Score 7-
Karzinome ist die Prognose von den vorherrschenden Differenzierungsgraden
abhangig: So besitzt ein Karzinom mit Uberwiegend Grad 4-Anteilen (4+3) eine
schlechtere Prognose als ein Karzinom mit primarer Grad 3-Differenzierung (3+4).
Funf Jahre nach Operation zeigen 25% der Gleason 7-Tumore, jedoch nur 3% der

Gleason 5-6-Tumore PSA-Erhéhungen im Blutserum.*

Prostata-spezifisches Antigen: Die praoperative PSA-Konzentration im Serum
steht in enger Korrelation mit dem pathologischen Tumorstadium und dem
Tumorvolumen und somit auch mit dem Krankheitsverlauf.*? In einer Studie mit 955
Patienten konnten Partin et al. eine deutliche Verschlechterung der Prognose bei
Patienten mit einem praoperativ hohen PSA-Spiegel (>10ng/ml) gegenuber solchen
mit niedrigen PSA-Werten nachweisen. Auch zeigte kein Patient wahrend des
Beobachtungszeitraumes eine Progression der Erkrankung ohne damit
einhergehenden messbaren PSA-Anstieg. Bei Wiederauftreten detektierbarer
PSA-Werte bei Patienten innerhalb des ersten postoperativen Jahres nach radikaler
Prostatektomie war das Progressionsrisiko fir diese hdher als fur Manner mit
PSA-Anstieg im zweiten oder dritten Jahr nach der Operation. Die Autoren folgerten
daraus, dass dem Serum-PSA nach radikaler Prostatektomie die Rolle eines

progressionsanzeigenden und damit prognostischen Markers zukommt.*®
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1.2 Karzinogenese des Prostatakarzinoms

1.2.1 Hereditare und sporadische Formen

Unter epidemiologischem Aspekt kann das Prostatakarzinom in eine hereditare und
eine sporadische Form unterteilt werden.”® Hereditdre Prostatakarzinome
unterscheiden sich von den sporadischen vor allem durch ihr in jungeren Jahren und
familiar gehauftes Auftreten.® Eine Unterscheidung der beiden Formen auf
molekularer Basis ist zurzeit jedoch noch nicht moglich. Neben Mutationen kénnen
auch Polymorphismen in verschiedenen Genen auftreten, die sowohl in familiaren als
auch sporadischen Karzinomen zu finden sind. Da das Prostatakarzinom eine haufig
vorkommende Erkrankung darstellt und seit Beginn der PSA-Ara eine Vorverlegung
des Diagnosezeitpunkts zunehmend in jungere Lebensalter feststellbar ist, ist eine
Unterscheidung zwischen verstarktem Auftreten sporadischer Prostatakarzinome in
einer Familie und hereditaren Erkrankungen im eigentlichen Sinne schwieriger

geworden.?

Zwischen 5 und 10 Prozent aller Prostatakarzinome und bis zu 40 Prozent der in
jungeren Lebensjahren auftretenden Erkrankungen enthalten wahrscheinlich eine
erbliche Komponente. Die Diagnose wird bei betroffenen Patienten durchschnittlich
6-7 Lebensjahre friher gestellt als bei Patienten mit sporadischem

Prostatakarzinom.®°

In  Zwillingsstudien konnte gezeigt werden, dass die
Konkordanzraten fur das Prostatakarzinom bei eineiigen Zwillingen signifikant hdher
lagen als bei zweieiigen Zwillingen.®*®* Jedoch wurden bislang keine hoch
penetranten erblichen Genveranderungen identifiziert. Anders als z.B. bei der
Familiaren adenomatdsen Polyposis (FAP), wo die autosomal-dominante Vererbung
auf die Mutation eines einzelnen, des APC-Tumorsuppressorgens, oder wenigen
Genen auf Chromosom 5qg21 der Entwicklung einer obligaten Prakanzerose des
Kolonkarzinoms zugrunde liegt, sind bei den erblichen Formen des
Prostatakarzinoms vermutlich mehrere verschiedene Gene mit unterschiedlicher

t.63

Gewichtung an der Karzinogenese beteiligt.”” Analysen in Familien mit gehauften

frihen Fallen von Prostatakarzinomen ruckten eine Reihe potentiell empfanglicher
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Genorte in den Fokus, deren Alteration eine Rolle in der Karzinogenese spielen

k(-jnnte:60,64,65,66,67,68,69,70,71,72
Gen Genlocus Gen Genlocus
HPC1 1924-25 16923 16923
RNASEL 1925 HPC2/ELAC2 17p11
PCAP 1942.2-43 HPC20 20913
CAPB 1p36 CHEK2 22912.1
NBS1 8921 HPCX Xq27-28

Alle genannten Genloci waren zwischen den untersuchten Populationen in
unterschiedlichen Anteilen vertreten. Zudem wurden Veranderungen in diesen

Genloci auch in sporadischen Prostatakarzinomen gefunden.”®"

Ihre Bedeutung flr
die Karzinogenese ist zum gegenwartigen Zeitpunkt noch weitgehend unklar. Das
Vorliegen hoch penetranter Gene sowie deren obligate Beteiligung an der

Kanzerogenese ist zurzeit zumindest fraglich.

Mehr als 90 Prozent aller Prostatakarzinome treten vermutlich sporadisch auf. Eine
Vielzahl von Studien hat sich bislang mit der Frage nach den zugrunde liegenden
Ursachen beschaftigt und Veranderungen in diversen chromosomalen Regionen im
Genom von Mannern mit Prostatakarzinom identifiziert. Wahrend Prostatakarzinome
in fruhen Stadien oftmals noch euploid bleiben, treten in fortgeschrittenen
Tumorstadien gehauft numerische und strukturelle chromosomale Alterationen auf.
Dabei dominieren Deletionen chromosomaler Abschnitte, wahrend Insertionen und
Vervielfaltigungen von Genomsegmenten vornehmlich in fortgeschrittenen,
hormonrefraktaren Tumoren auftreten. Betroffen sind, in absteigender Haufigkeit, vor
allem die Autosomen 8, 13, 7, 10, 16, 6 und 17 sowie Veranderungen in Regionen
des X- bzw. Y-Chromosoms.” Die chromosomalen Veranderungen wirken dabei
unter anderem uber den Verlust von Tumorsuppressorgenen, die Aktivierung von
Onkogenen sowie durch mutationsbedingte Gendefekte oder die Regulation von
Gen-Expressionslevel, wie Veranderungen im DNA-Reparatursystem bzw.

Spindelcheckpoint-Apparat, kanzerogen.’®"""8:79.80
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1.2.2 Kanzerogenesefordernde Mechanismen

Der klinische Verlauf des Prostatakarzinoms zeigt eine gro3e Variabilitat. Manche
Prostatakarzinome bleiben ein Leben lang klinisch stumm, wohingegen andere einen
aggressiven Verlauf nehmen, lokal in Blase, Rektum oder Samenblasen eindringen,
Metastasen in Lymphknoten, Knochen oder anderen Organsystemen bilden - bis hin
zum karzinombedingten Tod des Patienten. Die molekularen Ursachen der Initiation
des histologisch nachweisbaren Prostatakarzinoms sowie die Mechanismen, die zu
einer Progression des Malignoms hin zu einem invasiv wachsenden
Prostatakarzinom fuhren, sind schon seit geraumer Zeit Gegenstand intensiver
Forschung. Wenngleich die genauen Vorgange bei der Initiation eines
Prostatakarzinoms noch nicht bekannt sind, gibt es doch Hinweise darauf, dass
sowohl genetische Veranderungen als auch Umwelteinflisse eine entscheidende
Rolle in der multifaktoriellen Krankheitsentstehung spielen. Mit zunehmendem
Verstandnis fur die verschiedenen Einzelschritte der Karzinogenese erhofft man sich
neue  Ansatzpunkte flir eine individualisiete @ Therapie, eindeutigere
Unterscheidungsmaoglichkeiten zwischen langsam wachsenden und aggressiven
Karzinomen und nicht zuletzt wirksame Strategien fur die Pravention der
Karzinomentstehung. Eine Ubersicht tber einen GroBteil der mit der Initiation und
Progression des Prostatakarzinoms in Verbindung gebrachten Mechanismen gibt
Abbildung 2.
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Normales Prostataepithel

— Starmmzellmutation (HPC1, HPCX)

— Genetische Polymarphismen (VOR, SRD2A2)
— AR Paolymorphismen (CAG-Repeat-Lange)
— Werlust der GSTP-Expression

—— Defekte im MMRE-System

—— Defekte im Spindelcheckpoint-Apparat

Histologisches Karzinom

— Expressionsanstieq der Metalloproteinasen

— Anstieg der VEGF-Expression

- LOH auf Chromosom 8p
(NKX3.17)
- IGF

Invasives Karzinom

— Reduktion der PTEN-Expression
— Verlust von p27, pa3

—— Werlust van E-Cadherin

— MYC-Amplifikation

Metastasiertes Karzinom

— AR-Mutation und Amplifikation

—— Expression von Bol2

Androgenunabhangiges Karzinom

Abbildung 2: Ubersicht iiber potentiell beteiligte Mechanismen in der Initiation und
Progression des Prostatakarzinoms.

1.2.2.1 Verlust von Tumorsuppressor-Genen

Die zunachst von Knudson et al. formulierte Hypothese, der Verlust der
karzinomsuppressiven Wirkung resultiere aus dem Funktionsverlust beider Allele

infolge von Mutation oder Deletion (,Two-Hit-Hypothese®“) wurde mittlerweile unter
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Berucksichtigung epigenetischer Modifikationsmechanismen abgewandelt: der
Funktionsverlust des entsprechenden Gens werde folglich nicht nur durch Mutation
oder Deletion hervorgerufen, sondern sei auch durch epigenetische Veranderungen
(z.B. Methylierung des Promotors) oder Beeintrachtigung der biologischen Funktion
des Proteinprodukts mdglich.8*®? Die Existenz solcher, auch fiir die Kanzerogenese
in der Prostata relevanter Tumorsuppressor-Gene, gilt nach Ergebnissen
vergleichender genomischer Hybridisierungsstudien und Untersuchungen des
Verlustes spezifischer chromosomaler Regionen (,Loss of heterozygosity“: LOH) als
wahrscheinlich.! Eine Reihe potentieller ~Tumorsuppressor-Areale  wurde
beschrieben. Die am haufigsten involvierte Region, in der bei nicht weniger als
70 Prozent der Prostatakarzinome Deletionen zu finden waren, liegt auf
Chromosom 8p.% Einen Verlust des kurzen Arms dieses Chromosoms fanden Cher
et al. bei ca. 80 Prozent der metastasierten Prostatakarzinome.®* Ein méglicherweise
involviertes Gen aus dieser Region st das androgenregulierte und
prostataspezifische Gen Nkx3.1 auf Chromosom 8p21, welches durch seine
antioxidative Funktion zur Zellprotektion beitragt.®>® Inaktivierung des Gens im
Mausmodell flihrte zu Stérungen in der Prostatareifung und Organfunktion, mit
zunehmendem Alter der Tiere zur Entwicklung hyper- und dysplastischer

Veranderungen.®"#

Eine der haufigsten genomischen Alterationen in
Prostatakarzinomen betrifft das Glutathion-S-Transferase-Gen GSTP.
Hypermethylierung in der Promotorregion des Gens flhrt in Prostatakarzinomzellen
zu dessen Inaktivierung.?® Lee et al. wiesen in allen von ihnen untersuchten Fallen
von Prostatakarzinomen und prostatischer intraepithelialer Neoplasie (PIN) den
Verlust der GSTP-Expression durch Hypermethylierung in der Promotorregion
nach.® Der Verlust der zellprotektiven GSTP-Expression, einhergehend mit einer
erhdohten Anfalligkeit der Prostatazellen gegenlber freien Radikalen, ist vermutlich
eines der initiierenden Ereignisse in der Karzinogenese.

Im Zusammenhang mit der Entwicklung der organuberschreitenden Progression des
Prostatakarzinoms stehen auch Veranderungen der Tumorsuppressor-Gene PTEN
und p27. Mutationen oder Deletionen im Tumorsuppressor-Gen PTEN sind fur
verschiedene menschliche Malignome bekannt.®® Der Genomabschnitt auf

Chromosom 10923, der fur eine Lipid- und Proteinphosphorylase kodiert, ist haufiges
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Ziel somatischer Veranderungen wahrend der Karzinomprogression in der Prostata.*
PTEN lasst sich in der Regel sowohl in normalem Prostatagewebe als auch in PINs
nachweisen. In manifesten Prostatakarzinomen sind die PTEN-Konzentrationen vor
allem bei hdheren Tumorstadien und Karzinomen mit geringer Differenzierung
oftmals reduziert.”® Etwa die Halfte der lokal fortgeschrittenen Tumore enthalten
Mutationen oder Basendeletionen in diesem Gen.* In einer Studie von Kibel et al.
prasentierten 47% der Patienten mit metastasiertem Prostatakarzinom einen Verlust
der Heterozygositat (LOH) auf dem p27 enthaltenden Chromosom 12p12.% Niedrige
Expressionslevel dieses Gens, welches an der Steuerung des Zellzyklus beteiligt ist,
sind mit einem deutlich verschlechterten klinischen Outcome assoziiert.”® Im
Tiermodell entwickelten Mause mit reduzierten p27- und PTEN-Expressionsleveln
dariiber hinaus hohe Inzidenzen fiir das Prostatakarzinom.”” Die den Zellzyklus
regulierenden Gene Rb1 und p53 sind in verschiedenen Organen an der
Tumorgenese beteiligt. Dies gilt auch in der Prostata. Dem Retinoblastomgen Rb1
kommt wahrscheinlich eine Rolle in der frlihen Karzinogenese des
Prostatakarzinoms zu. Phillips et al. fanden in 60% der untersuchten Falle den
Verlust des entsprechenden Genabschnittes auf Chromosom 13q14, vor allem in
Karzinomen geringer lokaler Ausbreitung und hoher Differenzierung.”

Eine der haufigsten genetischen Veranderungen in menschlichen Malignomen betrifft
das Tumorsuppressor-Gen p53, jedoch ist die Mutationsrate in Prostatakarzinomen
vergleichsweise gering. Der Verlust des Gens auf Chromosom 17p fuhrt zu
unkontrollierter Zellproliferation und Beeintrachtigung der Apoptose und ist vor allem
in lokal fortgeschritenen und metastasierten Tumoren zu finden.* Ein
Zusammenhang des p53-Verlustes mit dem gehauften Auftreten von
Knochenmetastasen und der Entwicklung hormonrefraktarer Prostatakarzinome ist
ebenso beschrieben wie die Korrelation abnormer p53-Expression mit
fortgeschrittenen  Tumorstadien, geringer  Differenzierung und  klinischer

Progression.*®
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1.2.2.2 Aktivierung von Onkogenen

Anderungen der Expressionslevel verschiedener Onkogene spielen vor allem in der
Progression und Metastasierung des Prostatakarzinoms eine wichtige Rolle. Am
besten untersucht sind hierbei bislang c-MYC und bcl2. Eine Uberexpression des
MYC-Onkogens findet sich regelmafig in lokal fortgeschrittenen und metastasierten
Karzinomen der Prostata und geht meist mit einer Erhéhung der chromosomalen
Kopienzahl des Gens oder gesteigerter Amplifikation auf Chromosom 8q24 einher.'%*
MYC-Proteine beeinflussen als Transkriptionsaktivatoren die Zellproliferation und
Differenzierung und wirken im Zusammenspiel mit anderen Onkogenen im
Mausmodell kanzerogen.’™ Im Menschen korreliert die MYC-Uberexpression mit
dem Gleason-Grad und ist in Hinblick auf die systemische Progression sowie die
karzinombedingte Sterblichkeit in fortgeschrittenen Prostatakarzinomen von
pradiktivem Wert.1%*'% Gene der bcl2-Familie wirken in den Zellen antiapoptotisch.
Im normalen Prostataepithel wird bcl2 von den Basalzellen exprimiert. Eine
Uberexpression des Onkogens findet sich in einem groBRen Anteil der
Prostatakarzinome, insbesondere in androgenunabhingigen Spezies.'® Durch
Inhibition der bcl2-Aktivitat konnte experimentell die bcl2-Expression reduziert und
die androgenabhéngige Progression des Prostatakarzinoms verzdgert werden.'®
Weitere beteiligte Onkogene, beispielsweise c-Kit, STAT5, PSCA oder EIF3-p40,
wurden bereits identifiziert. Ihr Stellenwert in dem komplexen Gebilde der

Karzinogenese des Prostatakarzinoms ist jedoch noch weitgehend unklar.
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1.3 Defekte in spezifischen zellularen Reparatur- und

Uberwachungssystemen

Das DNA-Mismatch-Repair-System sowie der Spindelcheckpoint stellen spezifische
Reparatur- bzw. Uberwachungssysteme der Zellen dar. Defekte in diesen Systemen

konnen nachweislich zur malignen Entartung der betroffenen Gewebe beitragen.

1.3.1 Das DNA-Mismatch-Repair-System (MMR)

Die Mehrzahl menschlicher Malignome entsteht durch die Akkumulation von
Mutationsereignissen, vorrangig in Genen, die Zellwachstum und Zellproliferation
kontrollieren. Doch langst nicht jede im Genom einer Zelle stattgefundene Mutation
muss dieser als dauerhafte Erbgutanderung erhalten bleiben. Um die Anzahl der
genomverandernden Mutationen madglichst gering zu halten, verfigen Zellen Uber
spezielle Reparatursysteme. Eines der bislang am besten untersuchten
DNA-Reparatursysteme in Pro- und Eukaryonten ist dabei das ,Mismatch-Repair®-
System (MMR). MMR-Proteine zeichnen in erster Linie verantwortlich fur das
Beheben von Basenfehlpaarungen, die wahrend der mitotischen DNA-Replikation
entstehen, koénnen aber ebenso chemisch oder physikalisch entstandene
DNA-Schaden erkennen und reparieren.'%1%1%°119 Darijber hinaus ibernehmen sie
auch Kontrollfunktionen Uber genetische Rekombinationsvorgange in der Meiose und
tragen Uuber die Induktion von Checkpoints (wahrscheinlich Uber ATM) zur
Eliminierung von fehlerbehafteten Zellen bei.!**?% Durch die Aktivitit des
MMR-Systems erhoht sich die Genauigkeit der Replikation einer Zelle um den Faktor
100 bis 1.000 auf eine allgemeine Mutationsrate von nur einem Fehler pro 10°
neusynthetisierter Nukleotide.'* Durch Detektion und Ausbesserung von Mutationen
leistet ein funktionsfahiges MMR-System somit in jeder Zelle einen wichtigen Beitrag
fur die Wahrung der genomischen Stabilitat.

Urspriinglich wurde das MMR-System in Escherichia Coli entdeckt.'™ Die
postreplikative Erkennung und Korrektur fehlgepaarter Basenpaare erfordert in den
Prokaryonten das Zusammenspiel mehrerer MMR-Genprodukte, die als mutS, mutL
und mutH bekannt sind.****’ Basierend auf den Erkenntnissen des mutSLH-Systems

konnte auch in eukaryonten Zellen ein ebensolches MMR-Reparatursystem
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beschrieben werden. Homologe Proteine der bakteriellen mutS
(MSH2, MSH3, MSH6) bzw. mutL (MLH1, PMS2, PMS1, MLH3) mit weitgehend

konservierter Funktion wurden identifiziert }1%118119.120

Im Gegensatz zu den
bakteriellen mutS und mutL, bilden die MMR-Proteine in Eukaryonten dabei stets

funktionelle Heterodimere (schematischer Ablauf der MMR-Schritte in Abbildung 3).

— —

o8

A Erkennung der Basenfehlpaarung (links) bzw. IDL (rechts) durch den MutS-Komplex

./ \.

it HiE

B Initiation und Koordination der Reparatur durch den MutL-Komplex

-—

Exonukleasen

DMNA-Binde-Proteine (RFPA, HMGBL1, PCNA)
DMNA-Polymerase &, ¢

ATP

C Exzision und Meusynthese des DMNA-Stranges

Abbildung 3: Ubersicht der Mismatch-Repair-Schritte in Eukaryonten.

Im Rahmen der postreplikativen Mismatch-Reparatur formt das MSH2-Protein
zunachst mit MSH6 oder MSH3 einen Komplex, welcher der Erkennung einer
Fehlpaarung dient und zur Initiation des Reparaturvorganges fiihrt.®* Wahrend das
in den Zellen Uberwiegend vorliegende Heterodimer MSH2/MSH6 (MutSa-Komplex)
hauptsachlich fur die Erkennung von einzelnen Basenfehlpaarungen und kleineren
Insertions-Deletions-Loops (IDL) zustandig ist, bindet MSH2/MSH3 (MutSB-Komplex)
bevorzugt an gréRere IDLs.'* Ein aus MLH1 und PMS2 (MutLa) bzw. in wesentlich
geringerem MalRe PMS1 (MutLB) gebildetes Heterodimer koordiniert im weiteren
Verlauf das Zusammenspiel des MutS-Erkennungs-Komplexes mit anderen
Proteinen (Exonuklease 1, PCNA, RPA, DNA-Polymerasen), die fur die Exzision des
fehlgepaarten Genomabschnittes und eine konsekutive Neusynthese des

DNA-Stranges notwendig sind.
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1.3.1.1 Funktionsdefizienz des MMR-Systems und Karzinogenese

Defekte in DNA-Reparaturmechanismen tragen zur malignen Transformation einer
gesunden menschlichen Zelle bei.'?® Der Verlust der MMR-Funktion kann dabei (iber
die Akkumulation von Replikationsfehlern zu bleibenden Mutationen in
kanzerogenese-fordernden Genomabschnitten und zu genetischer Instabilitat fihren.
Der Verlust der MMR-Funktion muss dabei nicht zwingend Folge einer Mutation in
einem der beteiligten Gene sein. Auch Hypermethylierungen in der Promotorregion
von z.B. MLH1 kbénnen die MMR-Effizienz vermindern und so das
Transformationsrisiko einer Zelle erhdhen.'” Folge der MMR-Funktionsdefizienz ist
die erleichterte Initiation und beschleunigte Progression eines Malignoms.!?*?
Keimbahnmutationen in den MMR-Genen sind unter anderem die genetische
Ursache fiir den hereditdren nicht-polypdsen Kolonkrebs (HNPCC).118119.120.126.127 faq
vererbbare Krebs-Pradispositionssyndrom ist fur bis zu 15 Prozent aller kolorektalen
Karzinome verantwortlich und kann auRerdem mit Malignomen des sogenannten
HNPCC-Spektrums in Endometrium, Magen, Dinndarm oder Ovarien assoziiert
sein.'®129130 |n jeder Zelle eines HNPCC-Patienten ist bereits auf einem Allel eines
MMR-Gens eine Keimbahnmutation zu finden. Am haufigsten von Mutationen
betroffen sind dabei die Schllisselgene MLH1 und MSH2, mit ca. 50 bzw. 40 Prozent
aller bisher bekannten Mutationen.™® Kommt es im Laufe des Lebens nun auch zum
Funktionsverlust des zweiten Allels (z.B. durch LOH oder eine somatische Mutation),
so wird die Zelle MMR-defizient.'** Die Mutationen fiihren zumeist Uber einen
verfrihten Abbruch der Translation zum Funktionsverlust des betroffenen Proteins
mit resultierender MMR-Defizienz der Zelle. HNPCC-Tumore sind in der Folge
gekennzeichnet durch eine erhdohte Mutationsrate und die Akkumulation von
Replikationsfehlern in rasch proliferierenden Zellen. Die Tumorentwicklung ist in
diesen Karzinomen durch eine Erhéhung der Mutationsfrequenz im Vergleich mit
sporadischen Kolonkarzinomen deutlich beschleunigt.

Besonders haufig sind die Mutationen dabei in repetitiven Sequenzen wie den
DNA-Mikrosatelliten zu finden. Mikrosatelliten bestehen aus meist kurzen
(CA)n-Repeats interindividuell variabler Lange. lhre Funktion ist unbekannt.
(CA)r-Sequenzen und andere einfache repetitive DNA-Abschnitte neigen zu

Basenfehlpaarung und sind wahrend der DNA-Replikation besonders anfallig fur
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Insertions- und Deletionsmutationen.’®*** |n Zellen mit intaktem MMR-System
werden Replikationsfehler normalerweise mit grolRer Genauigkeit korrigiert und
zeigen daher in diesen Genomabschnitten nur geringe Mutationsraten.”*>**® Ist die
Funktionalitat des MMR-Systems hingegen eingeschrankt, so kommt es im Bereich
der Mikrosatelliten durch Anhaufung unterschiedlicher Mutationsereignisse zu
Langenanderungen in den repetitiven Sequenzen. Diese Langenanderungen werden
als Mikrosatelliteninstabilitaten (MSI) bezeichnet und lassen sich auf den
Funktionsverlust eines oder mehrerer MMR-Gene zurickfuhren. |hre Detektion in
menschlichen Tumorzellen gilt daher als guter Indikator fur Funktionsdefekte des
MMR-Systems.*"*3® Neben den nichtkodierenden Mikrosatellitenbereichen kénnen
Mutationen aber auch kurze Repeatsequenzen betreffen, die innerhalb eines
genkodierenden Bereichs liegen. Mutationen sind fur unterschiedliche Gene mit
Wachstums-, Differenzierungs- oder Proliferationsfunktion (TGFBRII, E2F4, BAX,
IGFIIR, APC, B-Catenin) beschrieben.’®*> Betreffen die Mutationen Gene, deren
Funktion in der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat liegt, kann daraus Uber
eine erhohte Mutationsrate eine gesteigerte Tumorprogressionsneigung resultieren.
Die Akkumulation von Mutationsereignissen in verschiedenen Genen wird als
Mutationsphanotyp bezeichnet. Durch diese Alterationen kdnnen Tumorzellen einen
Wachstumsvorteil erlangen, welcher dann im Zuge weiterer neoplastischer
Differenzierungsschritte  die klonale Vermehrung der veranderten Zellen

ermdglicht.**

1.3.1.2 Pravalenzen der MSI in Tumoren und MMR-Funktionsdefizienz

Mikrosatelliteninstabilitaten kommen in einer Reihe unterschiedlicher sporadisch
auftretender Tumore vor. Unter anderem sind Tumore des HNPCC-Spektrums, aber
auch sporadisch auftretende Karzinome der Lunge, des Pankreas, der Harnblase
und der Prostata sowie diverse gynékologische Malignome betroffen.** Die hdchsten
Pravalenzen mikrosatelliteninstabiler Tumore sind unter Neoplasien der
HNPCC-Patienten zu finden. In sporadischen Kolonkarzinomen hingegen ist der
Anteil an Tumoren mit MSI mit etwa 15 Prozent vergleichsweise gering

(s. Tabelle 2).1*"'*? Dije MSI-Raten der in einer Studie als ,mikrosatelliten-instabil®
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deklarierten Tumore sind unter anderem von den jeweils verwendeten Markern und
insbesondere deren Anzahl abhangig. Da jedoch auch in Zellen mit funktionierendem
MMR-System vereinzelt MSI zu finden sind, kann nicht jede detektierte MSI mit einer
MMR-Defizienz gleichgesetzt werden. Das Vorkommen einer
Mikrosatelliteninstabilitat in einem Tumor beschreibt folglich nicht einen bestimmten
Phanotyp des Tumors, sondern gibt lediglich Auskunft Uber das Vorhandensein einer
Instabilitdt in einem bestimmten untersuchten Marker. Die Verwendung einer
hinreichenden Anzahl verlasslicher, validierter Marker ist somit fur die Detektion von
Tumorgewebe mit einem Mutationsphanotyp unerlasslich. Einen Versuch, hierfur
standardisierte Bedingungen zu schaffen, stellt die Zusammenstellung bestimmter
Marker zum sog. ,Bethesda-Panel® dar. Unter dessen Verwendung lassen sich
hiermit untersuchte Tumore gemald der Anzahl detektierter MSI in zwei Gruppen
unterteilen: Tumore mit MSI in einem Grofteil der untersuchten Marker werden als
MSI-H (,high MSI*) definiert. Tumore mit MSI in nur wenigen der untersuchten
Marker gelten als MSI-L (,low MSI¥). Eine Unterscheidung zwischen MSI-H und
MSI-L erscheint notwendig, da die Inaktivierung von MMR-Genen in Tumoren der
Gruppe MSI-H wohl eine entscheidende Rolle in der Karzinogenese der betroffenen
Tumore spielt. Im Gegensatz dazu verfligen Tumore aus der Gruppe MSI-L
anscheinend trotz genetischer Instabilitaten Uber ein weitestgehend funktionsfahiges
MMR-System und unterscheiden sich somit in ihrem Phanotyp nicht wesentlich von

Tumoren ohne MS|.1*3

30



Einleitung

1.3.2 Der Spindelcheckpoint-Apparat

Aneuploidie ist ein Charakteristikum vieler menschlicher Karzinome.’** Bisher ist
jedoch nicht bekannt, ob und gegebenenfalls, welche Gendefekte direkt mit dem
Auftreten von Aneuploidie assoziiert sind. Uber 100 verschiedene Gene mit den
unterschiedlichsten Funktionen im Zellzyklus werden verdachtigt, an der Entstehung
von aneuploiden Zellen mitwirken zu kdnnen.'*® Eine Gruppe dieser Gene koordiniert
als sogenannter Spindelcheckpoint wahrend der Zellteilung die paritatische
Verteilung der Chromosomen. Wahrend der Mitose muss die in einer Zelle
vorhandene DNA zu gleichen Teilen an die beiden neu entstehenden Tochterzellen
weitergeben werden. Die Trennung der Schwesterchromatiden erfolgt fir alle
Chromosomen einer Zelle gleichzeitig und normalerweise erst dann, wenn alle
Kinetochore korrekt an die Mikrotubuli der von beiden Polen her ausgebildeten
Spindelapparate gebunden und in der Aquatorialebene ausgerichtet sind.*® Diese
Phase, die den Ubergang von der Metaphase in die Anaphase markiert, muss zur
Verhinderung von Aneuploidie fehlerfrei ablaufen und ist von einer Zellteilung zur
anderen in der Dauer hochst variabel.'*” Erfolgt die Segregation der
Schwesterchromatiden bereits bevor alle Kinetochore korrekt mit dem
Spindelapparat verbunden sind, kann es zu Fehlverteilung des genetischen Materials
kommen. Es entstehen dann in der Chromosomenanzahl anormale, sogenannte

aneuploide Tochterzellen.*®

Um chromosomale Fehlverteilungen wahrend der
Mitose zu vermeiden und die Stabilitdt des Genoms zu bewahren, muss der Beginn
der Anaphase daher solange verzogert werden, bis alle Chromosomen korrekt mit
den Spindelapparaten verbunden und in der Aquatorialebene eingependelt sind.
Verantwortlich daflr ist das Zusammenspiel verschiedener (Spindelcheckpoint)-
Gene, welche zusammen einen Uberwachungspunkt, den Spindelcheckpoint
bilden.149,150,151

Dieser tuberwacht sowohl die Befestigung der Kinetochore an den Mitosespindeln als
auch die von den Spindeln an den Kinetochoren ausgeiibte Spannung.’™ Bei
Vorliegen auch nur eines einzigen noch ungebundenen Kinetochors wird der
Spindelcheckpoint-Apparat aktiviert, der den Eintritt der Zelle in die Anaphase der

Mitose verzdgert.®**** Angriffspunkt des Spindelcheckpoint-Apparats ist dabei der
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Anaphase-Promoting-Komplex (APC), eine Ubiquitinligase, welche Uber eine
Prozesskaskade die Trennung der Schwesterchromatiden und den Abschluss der
Mitose reguliert.*>***!*" Es existieren zwei Aktivatoren der APC (Cdc20, Cdh1), die
direkt an APC binden kénnen und dessen Ubiquitinierungsaktivitit erhohen.**®**° Der
aktive Spindelcheckpoint-Apparat verhindert durch Inhibierung der
Cdc20-vermittelten APC-Aktivierung die Trennung der Schwesterchromatiden
(Abbildung 4).**

Bubl/Bub3
Bublb/Madl
Mad2/ Mad3

/M :
N = | st 4 |

Abbildung 4: Der Spindelcheckpoint-Apparat verzogert durch Blockade der APC/C-
Aktivierung die Trennung der Schwesterchromatiden solange, bis alle
Kinetochore an die Mikrotubuli gebunden sind. Ist dies erfolgt, entfillt die
blockierende Wirkung des Checkpoint-Apparates. Durch Ubiquitinierung von
Securin wird Separase freigesetzt, welche an der Ringstruktur von Cohesin
angreift, diese 6ffnet und so die Trennung der Schwesterchromatiden
ermoglicht.

)
i

1.3.2.1 Komponenten des Spindelcheckpoint-Apparates

Einzelne Komponenten des Spindelcheckpoints, die ,budding uninhibited by

benzimidazole“-Proteine Bub1 und Bub3, die ,mitotic arrest-deficient“-Proteine Mad1,
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Mad2, Mad3 sowie Mps1 und Ccd55, wurden erstmals in Hefen
identifiziert,'°%-161:162.163164.185 omologe dieser Proteine finden sich auch in héheren
Eukaryonten. Sie sind hoch konserviert und umfassen die Spindelcheckpoint-Gene
Mad1, Mad2, Bub1, Bub1b (BubR1) und Bub3.'°®1¢7168169170 Neben diesen
Kernkomponenten des Spindelcheckpoints konnten mittlerweile weitere Faktoren mit
direkter Beteiligung an den vorgenannten Ablaufen identifiziert werden, wie
beispielsweise die Gene CENP-C und CENP-E, der ZW10-ROD-Zwilch-

Proteinkomplex oder die TAO1-Kinase.*7#17317

1.3.2.2 Funktion von Bub1b und MAD2

Die Spindelcheckpoint-Komponenten Mad2 und Bub1b wirken synergistisch und
fuhren beide Uber die Bindung an Cdc20 zu einer Aktivitdtsminderung von
APC .17 Byh1b scheint dabei in physiologischen Konzentrationen sowohl in
Bezug auf die Affinitat zu Cdc20 als auch auf die Potenz der APC-Hemmung Mad2
iberlegen zu sein.'” Im Gegensatz zu Bub1b reicht die intrazelluldre
Mad2-Konzentration nicht aus, um allein als APC-Inhibitor wirken zu konnen, Mad2
ist somit auf die Unterstitzung anderer Checkpointkomponenten angewiesen.
Sudakin et al. identifizierten in HeLa-Zellen Mad2 als Teil eines Komplexes, der, im
Vergleich zu Mad2 alleine, ein etwa um den Faktor 3.000 starkerer APC-Inhibitor ist.
An diesem sogenannten ,Mitotic Checkpoint Complex® (MCC) sind neben Mad2 und
Bub1b auch Bub3 und Cdc20 beteiligt.'"®

1.3.2.3 Defekte im Spindelcheckpoint-Apparat und Karzinogenese
Solange der Spindelcheckpoint-Apparat funktionsfahig und aktiviert ist, befindet sich

die Zelle  vorubergehend im Zyklusarrest. Welche Folgen eine
Funktionsbeeintrachtigung der beteiligten Spindelcheckpoint-Komponenten fur die

betroffenen Zellen nach sich zieht, konnte in Mausmodellen beobachtet werden.

Dabei fuhrte die Inaktivierung von Bub1b bzw. Mad2 durch Mikroinjektion

spezifischer Antikorper im Experiment trotz des Vorliegens mit dem Spindelapparat
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noch unverbundener Chromosomen zum Funktionsverlust des Spindelcheckpoints
und zum Eintreten der Zelle in die Anaphase.'®*!"

Der vollstandige Funktionsverlust von Mad2 in homozygot defizienten Mausen
(MAD2"") war mit friiher embryonaler Sterblichkeit assoziiert, auf zellularer Ebene
einhergehend mit zahlreichen chromosomalen Fehltrennungen und Apoptosen.'®
Auch ein GroRteil der heterozygoten Mausembryonen (MAD2") entwickelte
Aneuploidien und die Tendenz zur verfrihten Trennung der Schwesterchromatiden.
Bei normaler Lebensdauer zeigten die MAD2*"-Mause im Gegensatz zum Wildtyp
eine signifikant hohere Inzidenz fiir seltene Lungentumore.’™® Schon der Verlust
eines Mad2-Allels scheint somit auszureichen, um die Checkpoint-Funktionalitat

herab zu setzen.

Ein ahnliches Bild zeichnen auch die tierexperimentellen Studien zur Funktion von
Bub1b. Eine komplette Bub1b-Ablation (Bub1b™) fiihrte auch hier in den Mausen zu
friiher embryonaler Letalitat mit massiver Apoptose.'®? Heterozygote Tiere (Bub1b™")
zeigten im Vergleich zum Wildtyp (Bub1b**) eine hdéhere Anfilligkeit fiir die
karzinogeninduzierte Entwicklung von spontanen Malignomen der Lunge und des

° Baker et al. beobachteten in einer Studie die systemischen

Intestinums.*®
Auswirkungen einer Reduktion der Bub1b-Expressionslevel: Mause mit einem
Bub1b-Expressionslevel von 10% der normalen Bub1b-Expression wurden lebend
geboren und entwickelten sich zu adulten Tieren. Wenngleich zum Zeitpunkt der
Geburt in diesen Spezies noch keine Aneuploidien detektierbar waren, fihrte das
Vorliegen einer reduzierten Spindelcheckpoint-Aktivitat mit zunehmendem Alter rasch

zu einer Akkumulation von Zellen mit abnormer Chromosomenzahl.*®*

FUr den Menschen ist das Auftreten erblicher Defekte in Spindelcheckpoint-Genen
bekannt. Patienten, die von diesen Keimzellmutationen betroffen sind, haben dabei
ein erhdhtes Risiko, bestimmte Malignome zu entwickeln.’® In humanen Karzinomen
wurden jedoch bislang keine Mutationen beobachtet, die zu einer volligen
Inaktivierung der Spindelcheckpoint-Aktivitat fuhrten. Dies Uberrascht nicht, wenn
man bedenkt, dass der vollige Funktionsverlust des Spindelcheckpoint-Apparates

durch Inaktivierung von Bub1b bzw. Mad2 im Tierexperiment zum Abbruch der
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Mitose mit dem Verlust der mitotischen Zelle flhrt. Hingegen wurden reduzierte
Expressionslevel verschiedener Spindelcheckpoint-Proteine in Malignomen des
Kolons, der Lunge, Mamma sowie in hamatopoetischen Krebserkrankungen
beschrieben. "% Aych im Mausmodell war eine Reduktion der
Proteinexpressionslevel fiur die genannten Spindelcheckpoint-Gene durchaus mit
dem Uberleben vereinbar, wenngleich vermehrt chromosomale Fehltrennungen
auftraten und eine erhohte Suszeptibilitdt fur die Entstehung von Malignomen
beobachtet wurde. Die verminderte Expression von Spindelcheckpoint-Proteinen
konnte daher durchaus Anteil an der Initiation und Progression von menschlichen
Malignomen haben. Ein vollstandiger Verlust der Spindelcheckpoint-Funktionalitat ist

fur eine maligne Transformation hingegen wohl eher hinderlich.
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2 FRAGESTELLUNG

Im Gegensatz zu vielen anderen Malignomen folgt die Karzinogenese in der Prostata
keinem spezifischen Mutationsmuster oder einer immer wieder beobachteten
Adenom-Karzinom-Sequenz, wie dies z.B. im Kolonkarzinom beschrieben wurde.
Dennoch lasst sich das Prostatakarzinom durch eine Reihe unterschiedlicher
genomischer Alterationen charakterisieren. Die zugrunde liegenden molekularen
Ursachen und Mechanismen sind jedoch noch weitgehend unverstanden. Die
vorliegende Arbeit untersucht daher das Auftreten von Defekten im
Mismatch-Repair-(MMR)-System und im  Spindelcheckpoint-System, ein
DNA-Reparatursystem bzw. ein Uberwachungssystem des mitotischen Zellzyklus.
Defekte in beiden Systemen stehen mit der Entwicklung von Tumoren in Verbindung.
Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Rolle dieser Systeme in der Karzinogenese und
Tumorprogression des Prostatakarzinoms zu untersuchen. Hierzu wurden folgende

Fragen im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht:

1. In welchem Ausmal} sind in Prostatakarzinomen Defekte im MMR-System
nachweisbar?

2. Bestehen Korrelationen  zwischen  Prostatakarzinomen mit einer
MMR-Defizienz und biopathologischen Parametern?

3. Kann der MMR-Status als mdglicher pradiktiver Marker fur das
Prostatakarzinom etabliert werden?

4. Sind aberrante Expressionslevel der Spindelcheckpoint-Gene Mad2 und
Bub1b im Prostatakarzinom zu finden?

5. Bestehen Korrelationen zwischen aberranten Expressionsleveln dieser
Spindelcheckpoint-Gene mit biopathologischen Parametern?

6. Kann dem Genexpressionslevel von Mad2 bzw. Bub1b im Prostatakarzinom

die Rolle eines pradiktiven Markers zukommen?
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Gerate
Gerit Modell Hersteller
Digitaldrucker DVP-1200 SEIKO Precision Inc.
DNA-Sequenzer 377A-DNA-Sequenzer Applied Biosystems
Geldokumentationssystem GelDoc XR BIO-RAD
Gelelektrophoresesystem SUBCell GT BIO-RAD
Heizblock HBT 130 HLC
Mikrowelle Micromat AEG
Netzgerat PowerPac 200 BIO-RAD
PCR-Thermocycler Primus 96plus MWG-Biotech
gRT-PCR-Cycler iCycler BIO-RAD
Spektrophotometer SmartSpec Plus BIO-RAD
Vortexer Vortex Mixer neolab
Zentrifuge Biofuge primo Heraeus

3.1.2 Software

Programme

ABI GeneScan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
ABI Genotyper® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
Adobe Reader 7.0

geNorm 3.4 (http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/)
iCycler 1Q 3.1.7050 (BIO-RAD)

Microsoft Access (Office XP)

Microsoft Excel (Office XP)

Microsoft Internet Explorer (Office XP)

Microsoft PowerPoint (Office XP)

Microsoft Word (Office XP)

Quantity One 4.5.2 (BIO-RAD)

R (http://ffinzi.psych.upenn.edu/R/doc/html/index.html)

Internetbasierende Datenbanken und Programme

NCBI-Homepage (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Primerdesign (http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi)
Primerdesign (“Genome Database”; http://gdbwww.gdb.org)

Primerbestellung (http://www.biomers.net)
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3.1.3 Chemikalien und Biochemikalien

31.4

38

Chemikalie Hersteller
10mM dNTP Mix, PCR Grade invitrogen
Acrylamidlésung (40%) Merck
Agarose invitrogen
Ammoniumpersulfat (APS) plus 10% Roth

Blue Dextran Puffer
Borsaure
Bromphenolblau
Chlorophorm
Diethylsulfoxid (DMSO)
EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid 1%
FITC

Formamid plus
Glycerin

Harnstoff
Isoamyl-Alkohol

MgCl,

Natriumacetat

Phenol

Roti-Load DNA (mit Glycerin)
SDS 0,5%

Standard ,ROX 350 plus
Standard ,ROX 500¢
SYBR-Green

PE Applied Biosystems
Merck

Roth

Merck

Roth

Calbiochem

Merck

Merck

BIO-RAD

Merck

Roth

Merck

Roth

invitrogen

Roth

Roth

Roth

Roth

PE Applied Biosystems
PE Applied Biosystems
BIO-RAD

Taq DNA-Polymerase 10xReaktionspuffer invitrogen
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Merck
Tris Merck
TRIzol invitrogen
Xylencyanol Roth
Xylol Roth

Puffer und Losungen
Puffer/Lésung Zusammensetzung
5x-TBE-Puffer 108g Tris

559 Borsaure

50 ml EDTA (0,5 M; pH 8,0)

ad 21 dH,0

6x Ladepuffer 30% Glycerin

(fur Agarosegele)

0,2% EDTA
pH 8,0

0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
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3.1.5 Enzyme
Enzym Hersteller
Taq DNA Polymerase, recombinant invitrogen
Proteinase K Roche Diagnostics,

3.1.6 Molekularbiologische Kits

Kit Hersteller
PCR Optimization KIT Fermentas, St. Leon-Rot
Im-Prom-1l Reverse Transcription System Promega, Madison

3.1.7 DNA-Standard

DNA-Standard Hersteller
100bp DNA Ladder 1ug/pl invitrogen
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3.2 Patientenkollektiv

Mikrosatellitenanalyse

Genexpressionsanalysen

Anzahl der
auswertbaren
Karzinome

153

44

Gewebeeinbettung

Kryo: 52; Paraffin: 101

Kryo: 35; Paraffin: 9

Alter
bei Diagnosestellung

64,6 Jahre (44-77)

66,1 Jahre (54-77)

4/5 5 (3,3%) 4/5 0
6 28 (18,3%) 6 12 (27,3%)
Gleason-Score 7 86 (56,2%) 7 17 (38,6%)
8 23 (15,0%) 8 6 (13,6%)
9/10 8 (5,2%) 9/10 9 (20,5%)

unbekannt 3 (2,0%) unbekannt 0
pT2a 7 (4,6%) pT2a 2 (4,5%)
pT2b 6 (3,9%) pT2b 2 (4,5%)
i . pT2c 38 (24,8%) pT2c 14 (31,8%)
Tumor-Stadium pT3a 77 (50.3%) pT3a 16 (36.4%)
pT3b 25 (16,3%) pT3b 10 (22,7%)

unbekannt 0 unbekannt 0

1b 1 (0,6%)

2a 24 (15,6%) 2a 10 (22,7%)
Gradin 2b 94 (61,0%) 2b 18 (40,9%)
9 3a 28 (18,2%) 3a 12 (27,3%)
3b 5 (3,2%) 3b 4 (9,1%)

unbekannt 1 (0,6%) unbekannt 0
Lymphknoten- NO 123 (80,4%) NO 33 (75,0%)
Status N+ 21 (13,7%) N+ 11 (25,0%)

unbekannt 9 (5,9%) unbekannt 0

Tabelle 1: Klinische Parameter des verwendeten Patientenkollektives.

In 34 aller unter 3.2.1 und 3.2.2 untersuchten Falle wurden sowohl Mikrosatelliten-

als auch Genexpressionsanalysen durchgefuhrt.

3.2.1 Mikrosatellitenanalyse

Insgesamt wurden 153 Prostatakarzinome aus Material des Pathologischen Instituts
der Universitat Wurzburg untersucht. In 52 dieser Falle stand kryokonserviertes
Frischmaterial, in den ubrigen 101 Fallen formalinfixiertes Paraffinmaterial zur
Verfugung. In allen Fallen wurde die Diagnose Prostatakarzinom von einem Facharzt
entsprechend den Kriterien der WHO von 1997 gestellt. Als Referenzgewebe
(,Normalgewebe®) fand in allen Fallen mikroskopisch tumorfreies Prostatagewebe

desjenigen Patienten Verwendung, vom dem auch die jeweilige Karzinomprobe
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stammt. Klinische Angaben zu den untersuchten Karzinomen sind in Tabelle 1

aufgefuhrt.

3.2.2 Genexpressionsanalysen

Untersucht wurden insgesamt 47 Prostatakarzinome aus Material des
Pathologischen Instituts der Universitat Wurzburg. Ausgewertet werden konnten
davon lediglich 44 Tumore, da die restlichen 3 Tumore in der Datenbank nicht
reprasentiert waren. In 35 dieser Falle stand kryokonserviertes Frischmaterial, in den
ubrigen 9 Fallen formalinfixiertes Paraffinmaterial zur Verfugung. In allen Fallen
wurde die Diagnose Prostatakarzinom von einem Facharzt entsprechend den
Kriterien der WHO von 1997 gestellt. Als ,Normalgewebe“ wurde auch hier
mikroskopisch tumorfreies Prostatagewebe verwendet. Klinische Angaben zu den

untersuchten Karzinomen sind in Tabelle 1 aufgefuhrt.

3.3 Tumordatenbank

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Tumordatenbank wurde vom
Pathologischen Institut der Universitat Wurzburg zur Verfligung gestellt. Sie enthalt
eine systematische Sammlung histopathologischer und klinischer Informationen tber
Patienten, die im Zeitraum 04/1997 bis 08/2005 wegen eines Prostatakarzinoms in

der Urologischen Klinik der Universitat Wurzburg radikal prostatektomiert wurden.

3.4 Methoden
3.4.1 DNA-Extraktion

3.4.1.1 Paraffinmaterial

Zur Extraktion von DNA aus Paraffinmaterial wurden von den vorhandenen
Gewebeblocken 10 bis 50 Schnitte einer Dicke von 6um angefertigt. Nach Abwiegen
und Ubertragen des Materials in 2ml-Eppendorftubes gab man dem Reaktionsgefaf
1ml Xylol hinzu, vortexierte den Ansatz 1 Min. und zentrifugierte diesen anschliel3end

5 Min. bei 14.000 rpm. Der Uberstand wurde verworfen. Dieser Vorgang wurde
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einmal wiederholt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe 1ml 100%-igen Ethanols.
Erneut wurde 1 Min. vortexiert, 5 Min. bei 14.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Auch dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Im Anschluss erfolgte eine
30-minutige Inkubation der Proben bei 50°C.

Der nun folgende Gewebeverdau fand Uber 72 Stunden in mit Proteinase K
(600ul/ml, Roche Diagnostics) versetzten DNA-Isolationspuffer bei einer Temperatur
von 56°C statt.

Zur Abtrennung der im verdauten Material enthaltenen Proteinreste von der DNA
wurde das Material anschliel3end einer Phenol-Chloroform-Aufreinigung unterzogen.
Im Anschluss daran erfolgte die Extraktion mit 600yl Phenolchlorophorm
(Phenol/Chlorophorm/Isoamyl-Alkohol — 25:24:1). Diesmal wurde nach 1 Min.
Vortexieren und 5 Min. Zentrifugieren bei 14.000 rpm nur die obere wassrige Phase
in ein neues Reaktionsgefal® Uberfihrt. Nach zweimaliger Wiederholung dieses
Vorganges folgten zwei weitere Wiederholungen der Prozedur mit nun 500pl
Chlorophorm. Fur die Fallung der DNA wurde schlieBlich 3M Natriumacetat,
entsprechend 10% des erhaltenen Volumens, hinzu gegeben, vortexiert, 1ml -20°C-
kalter 100%-iger Ethanol hinzugefugt, und nach erneuter Vortexierung bei -20°C flr
mindestens 2 Stunden inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (14.000 rpm; 5 Min.)
wurde der Uberstand verworfen und 1ml -20°C-kalten 70%-igen Ethanols
hinzugegeben. Nach kurzem Schwenken des Gefalles und Zentrifugieren
(14.000 rpm; 5 Min.) wurde der Uberstand unter Schonung des DNA-Pellets
verworfen. Dieser Vorgang wurde ein weiteres Mal durchgefihrt. Danach musste die
Probe bei 37°C im offenen Gefal3 fur ca. 30 Min. inkubiert werden, um eventuell noch
vorhandene Ethanolreste entweichen zu lassen. Das so gewonnene DNA-Pellet
wurde danach in 50ul TE-Puffer (10mmol/l Tris-HCI, pH 7,6, 1 mmol/l EDTA)

resuspendiert.

3.4.1.2 Kryomaterial

Die Gewinnung des Kryomaterials begann mit dem Anfertigen von 20 bis 30 5uym-
Schnitten am Mikrotom. Der Gewebeverdau fand Uber Nacht bei 50°C in
Verdaupuffer (100mmol/l NaCl, 10mmol/l Tris-HCI pH 8, 25mmol/l EDTA pH 8,
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0,5% SDS) unter Zugabe von 40ul Proteinase K (0,1 mg/ml, Roche Diagnostics)
statt. Die folgende DNA-Aufreinigung wurde nach der oben fur Paraffinmaterial
beschriebenen Phenol/Chlorophorm-Extraktions-Methode und der

Ethanol/Natriumacetat-Prazipitation durchgefihrt.

3.4.2 RNA-Extraktion

Die Isolierung der RNA aus dem Frischmaterial erfolgte unter Verwendung von
TRIzol Reagent nach Angaben des Herstellers in funf Schritten:

¢ Homogenisation: Den Proben wurde pro 50-100mg je 1ml TRIzol zugesetzt.

e Phasentrennung: Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur fur 5 Min. inkubiert.
Nach Zugabe von 0,2ml Chlorophorm pro 1ml TRIzol wurde die Probe 15 sec.
lang geschuttelt, nochmals 2-3 Min. bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlielend zentrifugiert (2-8°C; 12.000g; 15 Min.).

e Prazipitation: Nach Abnahme des Uberstandes wurde 0,5ml Isopropanol pro
1ml TRIzol zugegeben wund bei Raumtemperatur 10 Min. inkubiert.
Anschlie®end erfolgte die Pelletierung der Proben (2-8°C; 12.000g; 10 Min.).

e Waschung: Nach Entfernen des Uberstandes wurde das RNA-Pellet in 1ml
75%-Ethanol pro 1ml TRIzol gewaschen, die Probe kurz gevortext und
zentrifugiert (2-8°C; 7.500g; 5 Min.).

e Aufldsung: Nach vorsichtigen AbgieRens des Uberstandes wurde das Pellet
luftgetrocknet (30 Min.), in 50ul RNAsefreiem Wasser geldst und zur vélligen
Resuspension bei 55-60°C fur 10 Min. inkubiert.

3.4.3 Quantitats- und Reinheitskontrolle der Nukleinsauren

Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung fur sowohl DNA als auch RNA
erfolgte photometrisch bei 260nm und 280nm in einer 1:100-Verdinnung
(Gesamtvolumen 100ul). Als Nullabgleich wurde eine mit ddH,O geflllte Kivette

verwendet.
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3.4.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

3.4.4.1 Allgemeines und Prinzip

Die semiquantitative Amplifikation der untersuchten Genabschnitte erfolgte mit der
Polymerasekettenreaktion.’®” Diese Methode erméglicht die in-vitro-Vervielfaltigung

von Genabschnitten und verlauft in drei sich zyklisch wiederholenden Phasen:

e Denaturierung: Durch  kurzzeitiges  Erhitzen  Uber die  DNA-
Schmelztemperatur (92°C-98°C) hinaus wird die DNA-Doppelhelix in
Einzelstrange aufgetrennt.

¢ Annealing: Wahrend des anschliefenden raschen Abklhlens (50°C-65°C)
binden zwei synthetische Oligonukleotide (Primer) an ihre komplementaren
Sequenzen der DNA-Einzelstrange, welche die zu amplifizierende Region
flankieren.

¢ Elongation: Bei 72°C werden die beiden DNA-Einzelstrange durch die Tag-
DNA-Polymerase in 3’-Richtung - d.h. in Richtung auf die Zielsequenz - durch
Anlagerung der im Reaktionsansatz vorhandenen Nukleotide (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) zu Doppelstrangen komplettiert.

Um eine exponentielle Zunahme der amplifizierten DNA zu erhalten, werden die drei
Phasen der PCR (Denaturierung, Annealing, Elongation) mehrfach nacheinander
durchlaufen. Unter optimalen Bedingungen verdoppelt sich dabei mit jedem
durchlaufenen Zyklus die Anzahl der synthetisierten DNA-Molekule. Primerabhangig
werden 30-40 Zyklen durchlaufen.

3.4.4.2 Oligonukleotide (Primer)

Um die Expression eines Gens von Interesse zu untersuchen, mussen zunachst
Intron-Uberspannende Oligonukleotidprimer konzipiert werden. Die als Primer
bezeichneten Oligodesoxyribonukleotide determinieren dabei den zu kopierenden
Sequenzabschnitt, indem sie an Orten komplementarer Sequenz mit der Ziel-DNA

hybridisieren und als Starter fur die Polymerisation dienen.
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- Fluoreszenz-

Bezeichnung Sequenz .
markierung

BAT25 F TCGCCTCCAAGAATGTAAGT 5’FAM
BAT25R TCTGCATTTTAACTATGGCTC’
BAT26 F TGACTACTTTTGACTTCAGCC 5'HEX
BAT26 R AACCATTCAACATTTTTAACCC
D17S250 F GAAAGAATCAAATAGACAAT 5'HEX
D17S250 R GCTGGCCATATATATATTTAAACC
D2S123 F AAACAGGATGCCTGCCTTTA 5FAM
D2S123 R GGACTTTCCACCTATGGGAC
D5S346 F ACTCACTCTAGTGATAAATCGGG 5’NED
D5S346 R AGCAGATAAGACAGTATTACTAGTT

3.4.4.3 PCR-Ansatz

Die Polymerasekettenreaktionen wurden nach Optimierung (PCR Optimization KIT,

Fermentas) primerspezifisch mit nachfolgenden Ansatzen durchgefuhrt.

Ansatz BAT25

dH,0 15,6 pl
Puffer 12 2,0 ul
DMSO 0,5 ul
dNTPs 0,4 ul
Primer 1: BAT25 F (10pmol/ul) 0,2 pl
Primer 2: BAT25 R (10pmol/pl) 0,2 pl
Taqg-DNA-Polymerase 0,1 pl
DNA-Probe (30ng/ul) 1,0l
20,0 ul
Ansatz BAT26
dH,0 16,1
Puffer 8 2,0l
dNTPs 0,4 pl
Primer 1: BAT26 F (10pmol/pul) 0,2 pl
Primer 2: BAT26 R (10pmol/pl) 0,2 ul
Tag-DNA-Polymerase 0,1 ul
DNA-Probe (30ng/ul) 1,0 pl
20,0 pl
Ansatz D17S250
dH;0 15,6 pl
Puffer 12 2,0 ul
DMSO 0,5 ul
dNTPs 0,4 ul
Primer 1: D17S250 F (10pmol/pl) 0,2 ul
Primer 2: D17S250 R (10pmol/ul) 0,2 ul
Taqg-DNA-Polymerase 0,1 pl
DNA-Probe (30ng/ul) 1,0 ul
20,0 ul
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Ansatz D2S123
dH,0 15,0 ul
Puffer 10x 2,0 ul
MgCl, 0,6 pl
DMSO 0,5 ul
dNTPs 0,4 ul
Primer 1: D2S123 F (10pmol/pl) 0,2 ul
Primer 2: D2S123 R (10pmol/ul) 0,2 pl
Tag-DNA-Polymerase 0,1 pl
DNA-Probe (30ng/ul) 1,0l
20,0 ul
Ansatz D5S346
dH,0O 15,0 l
Puffer 10x 2,0yl
MgCl, 0,6 ul
DMSO 0,5 ul
dNTPs 0,4 pl
Primer 1: D5S346 F (10pmol/pl) 0,2 ul
Primer 2: D5S346 R (10pmol/pl) 0,2 ul
Taq-DNA-Polymerase 0,1 ul
DNA-Probe (30ng/ul) 1,0 pl
20,0 pl
Ansatz Bub1b
dH,0 39,9 ul
Puffer 10x 5,0 pl
MgCl, 1,5 ul
dNTPs 0,8 ul
Primer 1: Bub1b 67 F (10pmol/ul) 1,0 ul
Primer 2: Bub1b 98 R (10pmol/pl) 1,0 ul
Tag-DNA-Polymerase 0,3 ul
cDNA-Probe 0,5 pl
50,0 pl
Ansatz hHPRT
dH,0 39,8 ul
Puffer 10x 5,0 ul
MgCl, 1,5 ul
dNTPs 1,0 pl
Primer 1: hHPRT1 (10pmol/ul) 1,0 pl
Primer 2: hHPRT2 (10pmol/ul) 1,0 pl
Tag-DNA-Polymerase 0,2 ul
cDNA-Probe 0,5 ul
50,0 pl

Zur Durchfihrung der PCR wurden Thermocycler mit beheiztem Deckel benutzt

(Primus 96plus, MWG-Biotech). Dabei

angegebenen Bedingungen.
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Temperatur | Zeitdauer Durchléufe Bezeichnung
95°C 10 min. 1 initiale Denaturierung
95°C 30 sec. zyklische Denaturierung
56° C 45 sec. 38 Annealing
72° C 30 sec. Elongation
72°C 10 min. 1 Abschlusselongation
8°C i 1 temporare Lagerung

3.4.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Ergebnisse der PCR-Amplifikation wurden mittels Gelelektrophorese in
0,9%igem Agarosegel kontrolliert. Zur Herstellung des Geles wurden 0,9g Agarose in
100ml 0,5x TBE-Puffer in der Mikrowelle kurz aufgekocht und unter Ruhren auf 60°C
abgekuhlt. Nach Zugabe von 8ul Ethidiumbromid wurde die Losung luftblasenfrei in
das Gelelektrophoresesystem gegossen. Sobald das klare Gel milchig-trib wurde,
war es auspolymerisiert und konnte dann in die mit 0,5x TBE-Puffer gefullte
Elektrophoresekammer transferiert werden. Nach vorsichtigem Entfernen des
Gelkammes erfolgte die Beladung der Geltaschen: Jeweils 10ul PCR-Produkt
wurden mit 2ul Ladepuffer versetzt und vorsichtig in eine der Geltaschen pipettiert.
Zur Bestimmung der FragmentgroRe der DNA-Proben wurde parallel eine leere
Tasche mit 5ul einer 100bp-DNA-Basenleiter beladen. Bei 120V fur 40 Min. erfolgte
die Auftrennung der DNA-Fragmente, anschlieRend konnten die DNA-Banden unter

UV-Licht sichtbar gemacht und photodokumentiert werden.

3.4.6 Mikrosatellitenanalyse

3.4.6.1 Auswahl der Mikrosatellitenmarker

Die Primersequenzen fur die PCR-Amplifikation der Mikrosatelliten wurden der
,Genome Database“ entnommen, die Primer von MWG-Biotech (Munchen)
synthetisiert. Dabei wurde jeweils einer der beiden Primer eines Primerpaares fir die
anschlielende fluoreszenzabhangige Detektion der Mikrosatelliteninstabilitaten (MSI)
am 5’-Ende mit einem der fluoreszierenden Phosphoramide FAM, HEX oder NED
kovalent gekoppelt. Die Primersequenzen sind der Tabelle in Abschnitt 3.4.4.2 zu

entnehmen.
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3.4.6.2 Polymerasekettenreaktion

Die Amplifizierung der Mikrosatelliten erfolgte getrennt flGr Tumor- und
Kontrollgewebe mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (s. Abschnitt 3.4.4.1) aus der

extrahierten DNA unter Verwendung der ausgewahlten Primer.

3.4.6.3 Polyacrylamidgelelektrophorese
Far die Auftrennung der PCR-Produkte wurde ein 6%iges Polyacrylamidgel im

377A-DNA-Sequenzer verwendet. Fur die Herstellung eines Gels bendtigt man

folgende Reagenzien:

6%iges Polyacrylamidgel
5,625 ml Acrylamidlésung (40% - 1:29)

18 ¢ Harnstoff
20 ml dH,O
10 ml 5x-TBE-Puffer

Unmittelbar vor dem Gielen des Gels erfolgt die Zugabe von

250 pl 10% Ammoniumpersulfat (APS) plus
30 pl Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Nach Denaturierung der PCR-Proben (95°C; 5 Min.) und anschliellender Abkuhlung
auf Eis wurden die Geltaschen mit 1ul des nachfolgenden Probenmixes beladen:

2,5yl PCR-Probe

2,3 ul Formamid plus

0,2 pl Standard ,ROX 500 oder ,ROX 350“ plus
0,5 pl Blue Dextran Puffer

Die Auftrennung der PCR-Proben erfolgte bei 51°C, 3.000V, 60mA in ca. 150 Min.

3.4.6.4 Analyse der Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Rohdaten der Elektrophorese wurden automatisiet gesammelt. Die
anschlielende Analyse der aufgetrennten PCR-Amplifikate erfolgte unter Benutzung
der Programme ,ABlI GeneScan®“ und ,ABI Genotyper®“ gemaly den Anleitungen
des Herstellers. Sammlung und Analyse der Daten folgten dabei nachstehendem

Prinzip:
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Die denaturierten PCR-Produkte wandern im elektrischen Feld entsprechend ihrer
negativen Ladung mit unterschiedlicher Geschwindigkeit in Richtung Anode und
werden so im Gel entsprechend ihrer GroRe aufgetrennt. Wahrend des Laufes wird
das Gel uUber einen Argonlaser mit Wellenlangen im Bereich A zwischen 488 und
514,5nm in der Nahe der Anode entlang einer Linie senkrecht zur Laufrichtung der
PCR-Produkte permanent gescannt. Je kleiner ein PCR-Produkt ist, d.h. je weniger
Basenpaare es besitzt, desto schneller wandert es zur Anode und desto friher
passiert es die Scanlinie. Trifft der Laser dabei auf die fluoreszierende Flache eines
PCR-Produktes, so emittiert diese Licht entsprechender Wellenlange, welches Uber
ein Spiegelsystem weitergeleitet wird und Uber einen angeschlossenen Computer
registriert werden kann. Die ersten Schritte der Analyse geschehen somit
vollautomatisiert. Nach manueller Bearbeitung der Rohdaten mit Spurkorrektur und
weiteren  Schritten die
(Abbildung 5).

Die x-Achse der Elektropherogramme gibt die Produktgrofe in Basenpaaren (bp) an,
welche durch den in jeder Spur mitlaufenden Standard ,ROX 500“ bzw. ,ROX 350°

definiert wurde. Die y-Achse zeigt die Intensitat des Signals in Fluoreszenz-Units

erhalt man entsprechenden  Elektropherogramme

(FU) an, die direkt proportional zur Menge des amplifizierten Produkts ist. In den
darauf folgenden Schritten kdnnen nun die Flache oder auch die Hohe der Peaks
des jeweiligen Allels ermittelt werden, Uber welche dann Tumor- und Kontrollgewebe

semiquantitativ verglichen werden kdnnen.
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Abbildung 5: Elektropherogramm eines unauffilligen Probenpaares.
Tumor- (oberer Teil der Grafik) und Kontrollgewebe geben im direkten Vergleich
keinen Hinweis auf eine Mikrosatelliteninstabilitdt im untersuchten Marker

D17S250.
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Eine MSI wurde definiert als das Auftreten zusatzlicher Allele im Tumorgewebe, die
sowohl groRer als auch kleiner als das ursprungliche Allel sein kdnnen. Die
Einteilung der MSI in MSI-H, MSI-L und MSI-S folgte in Anlehnung an die Kriterien
fir die Bestimmung von MSI in kolorektalen Karzinomen nach Boland et al.'*
Hiernach spricht man - sofern bei der Untersuchung mehr als fiinf Marker analysiert
wurden - dann von MSI-H (,high), wenn in mindestens 30-40 Prozent der
untersuchten Marker MSI nachweisbar sind. Das Vorliegen von MSI in weniger als
30-40 Prozent der untersuchten Marker entspricht dem Level MSI-L (,low®). Liegt fur
eine Probe in keinem der untersuchten Marker eine MSI vor, so wird dies als MSI-S
(,Stable®) bezeichnet.

Bei der in dieser Arbeit untersuchten Anzahl von funf Mikrosatellitenmarkern ergibt
sich somit folgende Klassifikation: Bei Vorliegen von zwei oder mehr MSI (240%) in
den funf untersuchten Markern wurde die Probe als MSI-H, bei Vorliegen genau
einer Instabilitat (<40%) als MSI-L definiert. Proben mit der Bezeichnung MSI-S

enthielten in keinem der finf Marker eine Mikrosatelliteninstabilitat.

3.4.7 Reverse Transkription

Da es nicht moglich ist, RNA direkt mithilfe der PCR zu amplifizieren, muss diese
zunachst in cDNA umgeschrieben werden. Die Anwendung der reversen
Transkription mit nachfolgender Polymerasekettenreaktion (PCR) zum Nachweis,
bzw. mittels Real-Time-PCR (qRT-PCR) zur Quantifizierung einer spezifischen
MRNA, ist heute ein Routinewerkzeug in der Molekularbiologie. Die Transkription von
MRNA zu cDNA wurde mit Hilfe des Im-Prom-Il Reverse Transcription System nach
einem modifizierten Protokoll des Herstellers Promega durchgefuhrt. Die Ansatze fur

die in sterilen Eppendorfgefalen stattfindende Transkriptionsreaktion lauteten wie

folgt:
Ansatz Proben:
1 ug RNA in RNAsefreiem H,0 4,0 pl
Reverse Transkription — Master Mix 16,0 yl
20,0 yl
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Reverse Transkription — Master Mix
Random Primers 500 pg/ml 1,0 pl
RNAsefreies H,O 7,8 ul
Promega 5x Puffer 4,0 pl
MgCl, (25mM) 1,2
dNTP-Mix (10 mM) 1,0 pl
Reverse Transkriptase 1,0 yl
16,0 pl
Ansatz Positiv-Kontrolle:
Template 0,5 ug/ml (1.2 KB Kanamycin) 2,0 ul
Random Primers 500 pg/ml 1,0 ul
RNAsefreies H,O 6,2 pl
Promega 5x Puffer 4,0 ul
MgCl, (25mM) 4,8 pl
dNTP-Mix (10 mM) 1,0 pl
Reverse Transkriptase 1,0 pl
20,0 yl
Ansatz Negativ-Kontrolle:
Random Primers 500 pg/ml 1,0 ul
Nukleasefreies Wasser 8,2 pl
Promega 5x Puffer 4,0l
MgCl2, (25mM) 4,8 pl
dNTP-Mix (10 mM) 1,0 pl
Reverse Transkriptase 1,0 pl
20,0 pl

3.4.8.1 Allgemeines und Prinzip

Nach Pipettieren der Ansatze wurden die Proben kurz gevortext, zentrifugiert und
zunachst 5 Min. bei Raumtemperatur, im Anschluss daran 60 Min. im Heizblock bei
42°C inkubiert. Um die enzymatische Funktion der Reversen Transkriptase zu

inaktivieren wurden alle Proben abschlieRend fiir 15 Min. bei 70°C inkubiert.

3.4.8 Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

Die Real-Time PCR (qRT-PCR) ermdglicht die Messung relativer Expressionslevel
verschiedener Gene in Echtzeit. Im Gegensatz zu anderen molekularbiologischen
Methoden, die eine annadhernde Quantifizierung spezifischer Genprodukte nur unter
groRem Zeitaufwand ermoglichen (z.B. Northern Blotting), erfolgt bei dieser Methode
die Detektion und Analyse eines bestimmten Gentranskriptes unter Ausnutzung der
Geschwindigkeit und Sensitivitat der PCR. Die Quantifizierung erfolgt dabei durch

Messung der Fluoreszenzzunahme von einem Farbstoff, z.B. SYBR-Green, der in
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doppelstrangige DNA interkaliert. Die mit jedem Zyklus der gRT-PCR zu
beobachtende Zunahme der Fluoreszenz korreliert mit der quantitativen Zunahme
der amplifizierten Target-DNA. Als Mal} fur die Quantifizierung werden hierbei die
sog. Ct-(cycle threshold)-Werte bestimmt (Abbildung 6). Diese entsprechen der
Anzahl der PCR-Zyklen, die notwendig sind, um ein definiertes Fluoreszenzniveau zu
erreichen. Der Ct-Wert verhalt sich somit umgekehrt proportional zur eingesetzten
cDNA-Ausgangsmenge.'®
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Abbildung 6: Beispiel einer Ct-Wertbestimmung.
Der Ct-Wert einer Probe entspricht der Anzahl der PCR-Zyklen, welche
notwendig sind, ein vorab definiertes Fluoreszenzniveau (orange Linie) zu
erreichen. Je geringer der Ct-Wert einer Probe ausfallt, desto groRer ist die
eingesetzte DNA-Ausgangsmenge. Durch Normalisierung der unterschiedlichen
Proben mittels eines Housekeeping-Gens kann dann auf das individuelle
Genexpressionslevel der Proben geschlossen werden.

Ziel der gRT-PCR ist heutzutage primar nicht mehr die Bestimmung der
DNA-Ausgangsmenge. Stattdessen erlaubt die Methode indirekt Ruckschlusse Uber
das Expressionsausmaly bestimmter Gene in unterschiedlichen DNA-Proben. Um
Genexpressionslevel zwischen verschiedenen Proben vergleichbar zu machen,
mussen evtl. vorhandene cDNA-Konzentrationsunterschiede in den eingesetzten
Ausgangsmengen durch Normalisierung ausgeglichen werden. Dies geschieht
mithilfe eines sog. Housekeeping-Gens, wie dem in dieser Arbeit verwendeten
hHPRT.
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3.4.8.2 Oligonukleotide (Primer)

Um die Expressionslevel bestimmter Gene quantitativ bestimmen zu kénnen, ist
zunachst die Konzipierung introniberspannender Oligonukleotidprimer notwendig.
Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma

biomers.net bezogen.

Bezeichnung Sequenz
hHPRT1 5-TGA CAC TGG CAA AAC AAT GCA-3
hHPRT2 5-GGT CCT TTT CAC CAG CAA GCT-3’

hBub1b67for 5’-GTG CTC TCA AGG CTC CAA GC-3
hBub1b98rev 5-GGT GTC ATA ACT GGC TGT CG-3’
hMAD2for 5’-GGT CCT GGA AAG ATG GCA G-3

hMADZ2rev 5-ATC ACT GAACGG ATT TCATCC-3

3.4.8.3 qRT-PCR-Ansatz

Alle gRT-PCRs wurden mit dem in folgender Tabelle wiedergegebenen
Standardansatz durchgefihrt. Nach Vorlage von je 2ul cDNA (in 1:5-Verdinnung) in
eine auf Eis gekuhlte 96well-Platte wurden je 23ul Master-Mix hinzu pipettiert.

Standard-Ansatz gRT-PCR
dH,O 16,25 pl
Puffer 10 2,50 ul
MgCl, 0,75 pl
dNTP 0,25 pl
FITC (1:2.000) 0,25 pl
Primer 1 (10pmol/pul) 0,75 pl
Primer 2 (10pmol/pul) 0,75 pl
SYBR®-Green (1:2.000) 0,75 ul
Taqg-DNA-Polymerase 0,75 pl
cDNA-Probe (in 1:5-Verdinnung) 2,00 pl
25,00 pl

Nach Start des Programms und Erreichen der Denaturierungstemperatur von 95°C
wurde die Probenplatte in den iCycler eingelegt. Das fur alle qRT-PCR-
Amplifikationen in dieser Arbeit verwendete Standard-Temperaturprogramm

entsprach folgendem Schema:

Temperatur Zeitdauer | Durchléaufe Bezeichnung
95°C 3 Min. 1 initiale Denaturierung
95°C 15 sec. 40 zyklische Denaturierung
60°C 60 sec. Annealing
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Zur Charakterisierung der wahrend der gqRT-PCR entstandenen PCR-Produkte und
zum Ausschluss fluoreszenzwirksamer Nebenprodukte wurden im Anschluss an die
40 Zyklen der Amplifikation Schmelzkurvenanalysen durchgefihrt. Das Standard-
Temperaturprofil zur Schmelzkurvenanalyse begann mit der Einstellung der
Temperatur auf 50°C. AnschlieBend wurde die Temperatur alle 10 sec. um jeweils
1°C schrittweise auf 98°C erhoht. Dabei wurde die Abnahme der Fluoreszenzsignale
der Proben so oft sequenziell gemessen, bis die Zieltemperatur erreicht war. Mit Hilfe
der Schmelzkurvenanalyse kann nachgewiesen werden, dass jeweils nur ein
Fragment mit einer bestimmten Schmelztemperatur amplifiziert wurde. Unspezifische
Produkte sind meist kleiner und haben eine niedrigere Schmelztemperatur als die
erwarteten spezifischen Amplifikate. Zusatzlich zur Schmelzkurve wurden alle

gRT-PCR-Produkte im Agarosegel auf das Vorliegen von Primer-Dimeren analysiert.
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Abbildung 7: Charakterisierung von Amplifikationsprodukten mit Hilfe der
Schmelzkurvenanalyse. Bei Erreichen der fiir das gewiinschte Produkt
spezifischen Schmelztemperatur kommt es zu einer starken Abnahme des
Fluoreszenzsignals. Unspezifische, unerwiinschte Nebenprodukte schmelzen
meist schon bei geringeren Temperaturen und zeigen sich als zusatzlicher Peak.
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3.4.8.4 Datenverarbeitung

Die wahrend der qRT-PCR aufgezeichneten Rohdaten wurden anschliel3end an die
Amplifikation mit der Software ,iCycler IQ“ ausgewertet. Fur alle im Rahmen dieser
Arbeit durchgefihrten qRT-PCR-Laufe wurde die Threshold-Position auf den Wert
45,0 festgelegt.
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Abbildung 8: Ermittlung der Ct-Werte mit der Software ,,iCycler IQ*.
Die fiir alle PCR-Laufe verbindliche Threshold-Position (Wert 45,0) ermoglicht
die softwaregestiitzte Bestimmung der probenspezifischen Ct-Werte.

Die auf diese Weise erhaltenen Schwellenwert-Zyklen (Ct-Werte) wurden in
Microsoft Excel kopiert und systematisch sortiert. Probenwerte, bei denen die
Schmelzkurve Hinweise auf das Vorliegen eines artefaktiellen Ct-Wertes oder
unspezifische Nebenprodukte schlieRen lie3 wurden ebenso von der weiteren
Datenverarbeitung ausgeschlossen wie Probenwerte, deren qRT-PCR-Produkte in
der kontrollierenden Agarosegelelektrophorese nicht oder nicht ausschlieRlich das
postulierte Amplifikationsprodukt aufwiesen. Die gRT-PCR-Versuche wurden auf
diese Weise solange fortgeflhrt und wiederholt, bis fir jede cDNA-Probe flr jedes
Primerpaar mindestens zwei einwandfreie Ct-Werte vorlagen. Proben, die diese
Bedingungen trotz mehrmaliger Wiederholungen nicht erfullen konnten, wurden von

der weiteren Auswertung ausgeschlossen.
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Die Weiterverarbeitung der Rohdaten erfolgte in mehreren Schritten:

Berechnung der Normalisierungsfaktoren mithilfe von ,geNorm®.
Normalisierung der Expressionsdaten dber den Abgleich mit den
Expressionswerten des Housekeeping-Genes hHPRT. Die Normalisierung
erfolgte mithilfe von ,geNorm“ anhand der Ct-Mittelwerte einer jeden Probe.
Bilden relativer Werte fir alle zu vergleichenden Gene:
Wg=EAMInCiMitte-CtMittel) - Bapej entspricht E der ermittelten Effizienz des
Housekeeping-Genes, MinCtMittel dem niedrigsten aller gemittelten Ct-Werte
und CtMittel dem gemittelten Ct-Wert der jeweiligen Probe.

Bestimmen des relativen Expressionslevels:

RE=Wgr/Normalisierungsfaktor

3.4.9 Statistik

Die statistische und graphische Auswertung der ermittelten Daten erfolgte unter

Verwendung von Microsoft Excel sowie dem Statistikprogramm ,R*. Alle Daten

wurden unter Verwendung parametrischer Tests verglichen.

Der Vergleich zweier oder mehr unterschiedlicher Gruppen (Korrelationsanalysen)

erfolgte mittels Fisher's Exact Test fur unverbundene Stichproben. Dartber hinaus

fand auch der Welch Two Sample t-test in dieser Arbeit Anwendung. Ein Wert von

p<0,05 im zweiseitigen Test (Konfidenzintervall 95%) wurde als signifikanter

Unterschied gewertet und im Folgenden mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.
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4 ERGEBNISSE
4.1 Analyse auf Mikrosatelliteninstabilitaten in Prostatakarzinomen

4.1.1 Prozedere

Nach Extraktion sowie Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der Proben-DNA
wurden 183 Probenpaare (Prostatakarzinomgewebe mit komplementarem,
mikroskopisch karzinomfreiem Prostatagewebe) mittels PCR flr jeden der flnf zu
untersuchenden Mikrosatellitenmarker (BAT25; BAT26; D17S250; D2S123; D5S346)
unter primeroptimierten Bedingungen (s. Abschnitt 3.4.4.3) amplifiziert. Dem
gelelektrophoretischen Produktnachweis folgte die Analyse der PCR-Amplifikate in
der Polyacrylamidgelelektrophorese (s. Abschnitt 3.4.6.4).

Eine Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) wurde im Folgenden definiert als das Auftreten
zusatzlicher Allele eines Mikrosatellitenmarkers oder der Verlust von Allelen im
Vergleich zum jeweiligen Kontrollgewebe.

Abbildung 9 zeigt ein Beispiel eines Elektropherogramms mit MSI im Marker

D17S250, an dem die Auswertung veranschaulicht werden kann.
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Abbildung 9: Nachweis einer MSI im Elektropherogramm.
Tumor- (oberer Teil der Grafik) und Kontroligewebe unterscheiden sich im
direkten Vergleich in der Konfiguration komplementérer Peaks im untersuchten
Marker D17S250.

Die Kriterien fur die Einteilung der MSI in MSI-H, MSI-L und MSI-S sind in
Abschnitt 3.4.6.4 ausfuhrlich erlautert.
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4.1.2 Klassifikation und Verteilung

Fir 30 der insgesamt 183 Probenpaare, vornehmlich fur solche aus Paraffingewebe,
erhielt man trotz mehrmaliger Wiederholung der PCR kein Amplifikat. Dies fuhrte
zum Ausschluss dieser Proben, da hier eine eindeutige Aussage bezuglich des
Vorhandenseins von Mikrosatelliteninstabilitaten nicht moglich war.

Unter den verbliebenen 153 Probenpaaren mit beurteilbarem MSI-Status waren 129
Proben (84,3%) in allen funf untersuchten Markern ohne MSI (MSI-S). In 24 Proben
(15,7%) konnte eine oder mehrere MSI gefunden werden. Von diesen wurden 15
DNA-Proben (9,8%) als MSI-L, 9 (5,9%) als MSI-H klassifiziert.

Anzahl . detektierte
Probenpaare Anteil MSI-Status MSI
129x 84,3% MSI-S keine MSI
15x 9,8% MSI-L 1 MSI
9x 5,9% MSI-H 2-5 MSI

In Gber 30 Prozent aller MSI-Falle war der Marker BAT25 betroffen. Die Haufigkeiten
der Mikrosatelliteninstabilititen fir die einzelnen Marker sind der Ubersicht zu

entnehmen.
Anzahl Marker Haufigkeit
10x BAT 25 30,3%
8x D2S123 24,2%
7X BAT 26 21,2%
6x D17S250 18,2%
5x D5S346 15,2%

In der Gruppe der MSI-H war auffallig, dass bei Vorliegen von MSI in den
Mononukleotidmarkern (BAT25, BAT26) gleichzeitig keine Instabilitaten in den
Dinukleotidmarkern (D2S123, D5S346, D17S250) zu finden waren.

4.1.3 Korrelation mit Tumordatenbank

Nach Klassifikation der Probenpaare erfolgte die Korrelation der einzelnen MSI-
Gruppen mit den vorhandenen patientenbezogenen Daten der Tumordatenbank. Der
Fokus lag dabei auf den Parametern des Grading nach Gleason, Tumorstadium,

Lymphknotenstatus und Alter der Patienten bei Diagnosestellung.
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4.1.3.1 Tumorgrading nach Gleason

Abbildung 10 zeigt die relative Verteilung der Probenpaare (getrennt nach den
Gruppen MSI-S, MSI-L und MSI-H) entsprechend ihrem histologischen
Grading-Score nach Gleason.

MSI/ Gleason-Score
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Abbildung 10: Korrelation des MSI-Status mit dem Gleason-Score.
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen bestehen nicht (p>0,05).
3 von 9 Proben der Gruppe MSI-H fallen durch einen Gleason-Score von 5 auf.
In der Gruppe MSI-S finden sich von 127 Proben insgesamt nur 2 mit diesem
Score.

In allen drei untersuchten Gruppen findet sich unter den Probenpaaren am
haufigsten ein Gleason-Score von 7 (MSI-S: 58,3%, MSI-L: 57,1%, MSI-H: 44,4%).
Die Ubrigen Probenpaare der Gruppen MSI-S (127 Proben) und MSI-L (14 Proben)
verteilen sich annahernd gleich: Der Groldteil der Probenpaare ist mit einem
Gleason-Score von 6 bzw. 8 vergesellschaftet (MSI-S:19,7% bzw. 15,0%;
MSI-L: 21,4% bzw. 14,3%). Ein Gleason Score von = 9 stellt unter den untersuchten
Proben mit 5,5% (MSI-S) bzw. 7,1% (MSI-L) die Ausnahme, ein Gleason-Score von
5 (MSI-S: 1,6%) eine Raritat dar.

In den MSI-H-Probenpaaren erscheint die Verteilung ungleich inhomogener: 4 von 9

Proben (44,4%) haben einen Gleason-Score von 7, weitere 2 Proben (22,2%) einen
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Gleason-Score von 8. Kein einziger der untersuchten Proben entspricht histologisch
einem Gleason-Score von 9 oder 10. Jedoch wurden 3 Proben (33,3%) der Gruppe
MSI-H histopathologisch dem selten vorkommenden Gleason-Score 5 zugeordnet.
Fir die vorliegenden Stichproben ergibt sich statistisch kein signifikanter Unterschied
in der Haufigkeitsverteilung zwischen den MSI-S-, MSI-L- und MSI-H-Proben
(Fisher’s Exakt Test; p>0,05).
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4.1.3.2 Tumorstadium nach TNM (UICC)

Unter den Tumorproben MSI-S waren zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 42 von
129 Karzinomen (32,6%) noch auf die Prostata begrenzt (Tumorstadium pT2). Es
dominieren dabei beide Seitenlappen infiltrierende pT2c-Karzinome (30 von 129;
23,3%). Die ubrigen MSI-S-Tumore (87 von 129; 67,4%) hatten zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung die Prostatakapsel bereits durchbrochen (pT3). Bei 50,4% aller
MSI-S-Tumore lag trotz lokal fortgeschrittenem Tumorstadium noch keine Infiltration

der Samenblasen vor (pT3a), 17,1% zeigten einen pT3b-Tumor mit Befall der

Samenblase(n).
MSI/ Tumorstadium
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Abbildung 11: Korrelation des MSI-Status mit dem Tumorstadium.
Tumore aus der MSI-H-Gruppe waren im Untersuchungsgut liberwiegend auf
das Organ begrenzt (pT2). Im Gegensatz zu den Vergleichsgruppen zeigte in der
Gruppe MSI-H keines der kapseliiberschreitenden Prostatakarzinome eine
Infiltration der Samenblasen (pT3a).

Von den 15 Proben aus der Gruppe MSI-L waren zum Zeitpunkt der
Gewebeentnahme 4 Karzinome (26,7%) auf das Organ begrenzt (pT2b: 1; pT2c: 3).
KapselUberschreitende Prostatakarzinome lagen in 11 Fallen (pT3a: 8; pT3b: 3) vor.

In der Gruppe der MSI-H-Tumore sind nur zwei verschiedene Tumorstadien zu

finden: In 5 der 9 Tumorproben (55,6%) blieb das Prostatakarzinom trotz Infiltration
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beider Seitenlappen auf das Organ begrenzt (pT2c). In 4 Fallen (44,4%) durchbrach
das Karzinom die Prostatakapsel, ohne jedoch die Samenblasen zu infiltrieren
(pT3a). Zwischen den Gruppen besteht kein signifikanter Unterschied in der

Haufigkeitsverteilung der Tumorstadien (Fisher’'s Exact Test; p>0,05).
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4.1.3.3 Lymphknotenstatus
Unter den MSI-S-Tumoren waren 102 von 122 Proben (83,6%) zum Zeitpunkt der

Diagnosestellung histopathologisch ohne regionare Lymphknotenmetastasen (pNO).

In 20 Fallen (16,4%) war mindestens ein benachbarter Lymphknoten infiltriert (pN+).
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Abbildung 12: Korrelation des MSI-Status mit dem Lymphknotenstatus.
Proben der Gruppe MSI-S waren zu 83,6%, die der Gruppe MSI-L zu 92,3% und
die der Gruppe MSI-H zu 100% histopathologisch nodal tumorfrei.

Von den 15 MSI-L-Tumoren ist fur zwei Proben kein Lymphknotenstatus bekannt.
Unter den verbleibenden 13 Prostatakarzinomen stehen 12 Falle (92,3%) mit
negativem Lymphknotenstatus (pNO) einem Tumor (7,7%) mit lymphogener Streuung
(PN+) gegenuber. Alle untersuchten Tumore der Gruppe MSI-H sind
histopathologisch frei von regionaren Lymphknotenmetastasen (pNO).

Ein signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen hinsichtlich des

Lymphknotenstatus konnte nicht gezeigt werden (Fisher's Exact Test; p>0,05).

63



Ergebnisse

4.1.3.4 Alter der Patienten bei Diagnosestellung

Sowohl in der Gruppe der MSI-S-Tumore als auch in der Gruppe der MSI-L-Tumore
liegt der Haufigkeitsgipfel flir das Alter der Patienten bei Diagnosestellung des

Prostatakarzinoms zwischen dem 61. und dem 65. Lebensjahr (33,6% bzw. 33,3%).

MSI/ Alter bei Diagnosestellung
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Abbildung 13: Korrelation des MSI-Status mit dem Alter der Patienten bei Diagnosestellung.
Es bestehen signifikante Unterschiede (*) in der Altersverteilung zwischen den
Tumoren der Gruppen MSI-S und MSI-H (p<0,05).

In der MSI-S-Gruppe waren zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 44,0% alter als
65 Jahre, 22,4% waren junger als 61 Jahre.

4 von 14 Patienten (26,7%) aus der MSI-L-Gruppe waren zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung alter als 65 Jahre, 6 (40,0%) hatten das 61. Lebensjahr noch nicht
vollendet. In der Gruppe der MSI-H-Tumore ist der grofdte Anteil (4 von 9; 44,4%) in
dem Intervall zwischen dem 67. und dem 71. Lebensjahr zu finden. Insgesamt
6 Patienten (66,7%) waren zum Zeitpunkt der Probengewinnung alter als 65 Jahre,
2 Patienten (22,2%) hatten das 62. Lebensjahr noch nicht erreicht.

In Bezug auf das Alter bei Diagnosestellung ist zwischen den Tumoren der Gruppen
MSI-S und MSI-H ein statistisch signifikanter Unterschied feststellbar (Fisher's Exakt
Test; p<0,05).
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4.2 Expressionsanalyse der Spindelcheckpoint-Gene Bub1b und MAD2 in

Prostatakarzinomen

4.2.1 Semiquantitative Analyse der Bub1b- und MAD2-Expression

Nach Extraktion sowie Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der Proben-RNA
wurden 67 Proben - davon 47 Proben von Prostatakarzinomen, 20 Proben von
mikroskopisch karzinomfreien Prostataarealen - mittels Reverse Transkription
(s. Abschnitt 3.4.7) in cDNA umgeschrieben.

Die anschlieRend durchgeflihrte PCR mit den Primern Bub1b sowie hHPRT liel3 in
der Agarosegelelektrophorese trotz vergleichbarer Ausgangskonzentrationen

unterschiedliche Amplifikatmengen erkennen.

G e R -~ e -

— D T e G S SE—— SN —

Abbildung 14: Agarosegel-Elektrophorese einer PCR mit dem Primer fiir Bub1b (oben), bzw.
HPRT (unten). Trotz gleicher Ausgangskonzentrationen der verwendeten
Tumorproben sind in den Amplifikaten ungleiche Intensitidten der Banden als
Hinweis auf Unterschiede in der Genexpression erkennbar.

Sowohl zwischen den Gruppen der Karzinome und der Normalgewebe, als auch
innerhalb der beiden Gruppen schienen offensichtlich quantitative Unterschiede in
den Amplifikaten und damit Hinweise auf Unterschiede in der Genexpression zu
bestehen.

Da diese Unterschiede mit den Werkzeugen der klassischen PCR nur
semiquantitativ. analysierbar, jedoch nicht quantifizierbar waren, wurden im
Folgenden alle 67 Proben einer quantitativen Expressionsanalyse der
Spindelcheckpointgene Bub1b und auch MAD2 mittels qRT-PCR unterzogen
(s. Abschnitt 3.4.8). Als interne Referenz zur Normalisierung der Ergebnisse wurde

das Housekeepinggen hHPRT amplifiziert.
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4.2.2 Quantitative Analyse der Bub1b- und MAD2-Expression
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Abbildung 15: Box-and-whisker-plots der Bub1b- und MAD2-Expressionslevel.
Die Mittelwerte (horizontale schwarze Balken) der Bub1b-Tumore (Bub1b-TU,
rot) und Normalgewebe (Bub1b-N, gelb) unterscheiden sich kaum. Im Gegensatz
dazu zeigen die Mittelwerte der MAD2-Tumore (MAD2-TU, braun) und
Normalgewebe (MAD2-N, blau) eine erhebliche Abweichung bei geringer
interindividueller Streubreite. Die Kerben (sog. Notches) stellen approximative
95% Konfidenzintervalle fiir die Lage der Gruppenmediane dar. Uberlappen sich
die Kerben zweier Plots nicht, wie dies bei den beiden rechten Plots der Fall ist,
kénnen diese als statistisch signifikant verschieden (*) hinsichtlich ihrer
zentralen Lage betrachtet werden.

4.2.2.1 Bub1b
Von den 67 untersuchten Proben lie} sich in der gRT-PCR der Bub1b-Abschnitt bei

lediglich einer Probe aus der Gruppe der Normalgewebe nicht erfolgreich
amplifizieren, so dass diese Probe ausgeschlossen werden musste. Abbildung 16
veranschaulicht die relative Genexpression der Ubrigen Proben nach Normalisierung
mit HPRT.
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Abbildung 16: Relative Expressionslevel von Bub1b bei den untersuchten Proben.
Die Tumorproben (TU) sind rot, die Normalgewebe (N) blau markiert. 9 von 47
Tumorproben liegen mehr als zwei Standardabweichungen (schwarze Linie)
unterhalb des Expressionsmittelwertes der Normalgewebe (Mittelwert N). Diese
Proben werden in den folgenden Analysen als ,,Bub1b-low* bezeichnet.

Tumor- und Normalgewebe korrespondierender Probenpaare zeigen dabei zum Tell
sehr unterschiedliche Expressionslevel. Eine relative Uberexpression der
Tumorprobe im Vergleich zur Normalprobe (z.B. TU-29390/N-29390) kann dabei
ebenso beobachtet werden wie ein deutlich verringertes Expressionslevel des
Karzinom- im Vergleich zum Normalgewebe desselben Organs
(z.B. TU-6806/N-6806). Betrachtet man die Mittelwerte der beiden Gruppen
.Karzinomgewebe“ und ,Normalgewebe“, so ergibt sich fir die vorliegende
Stichprobe kein signifikanter Unterschied in der Genexpression von Bub1b (Welch
Two Sample t-test; p>0,05). Jedoch lasst sich von den untersuchten 47 Tumorproben
eine Gruppe von 9 Tumoren (19,1%) abgrenzen, deren relative Bub1b-Expression
mehr als zwei Standardabweichungen unterhalb des gemittelten Expressionslevels
der Gruppe der Normalgewebe liegen. Diese 9 Karzinomproben - im Folgenden als
,Bub1b-low* bezeichnet - wurden nun mit den restlichen 38 Karzinomproben

(,Bub1b-normal®) hinsichtlich der Parameter Grading nach Gleason, Tumorstadium,
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Lymphknotenstatus und Alter der Patienten bei Diagnosestellung verglichen. Dartuber
hinaus existieren im untersuchten Kollektiv auch solche Tumorproben, deren

Expressionslevel fiir Bub1b deutlich tiber dem Mittelwert liegen (Uberexpression).

4.2.2.2 MAD2

Von den 67 untersuchten Proben (47 Karzinom-, 20 Normalgewebe) konnte nach
gRT-PCR-Amplifikation fur 42 Karzinom- und 19 Normalgewebeproben eine
Aussage uber die relativen Expressionslevel von MAD2 gemacht werden. Dabei
zeigte sich in der Expression von MAD2 ein signifikanter Unterschied in den
Mittelwerten der Genexpressionslevel der Gruppen Karzinomgewebe und
Normalgewebe (s. Abbildung 15). Fur insgesamt 8 Karzinomgewebe waren in der
Tumordatenbank keine Informationen verfigbar, so dass diese im Folgenden nicht
berlcksichtigt werden konnten. Somit verblieben fir die weiteren Analysen
verwertbare Ergebnisse von 34 Karzinom- und 19 Normalgewebeproben. Im
Vergleich der Expressionslevel korrespondierender Gewebeproben dominieren hier
Probenpaare, bei denen die MAD2-Expression in den Karzinomen gegenuber dem
Normalgewebe vermindert ist (z.B. TU-5114/N-5114). Eine relative Uberexpression
in der Karzinomprobe, wie fur das Probenpaar 6806 beobachtet, stellt im
Untersuchungsgut die Ausnahme dar.

Wie bereits fur Bub1b beschrieben erfolgte auch fir MAD2 eine Unterteilung der
Karzinomgewebeproben nach deren relativen Expressionslevel in ,MAD2-low“, d.h.
Proben mit deutlich reduzierten Genexpressionsleveln fur MAD2, sowie in

,MAD2-normal“, also Proben mit durchschnittlichen relativen Genexpressionsleveln.

68



Ergebnisse

o-
U.6806 MAD2
N-6386
TU-21280

-
—_ 1
'_
($) N-26598
N N-5114 N-29323 TU8702 1403584
= N-7670 N-3776 N-26501
2 U334, TUAS18  TUB776 e :
o A N-26434  TU-T670 Mittelwert N
o N-4781 - "N-18305 N-6806 N-28553
e Tu-1305 TU-3281 TU-17058 TU-26501 1 oece, TU-30114
> ) N-29376 TU-29383

- N-26562 - TU-22075 TU-264 .

'-('\I,J N-23598 0 4100 N-29802 TU-9805 182057122075 TU-26434,, 57335 N.20300TU-29390| Mittelwert TU
[m) TU-2231 TU-8324 TU-16757 TU-23075 TU-29323
<§E - TU-935 TU-4280 V4781 TU-15395 N-29303 TU-28225  t1y.28553
° TU-2994
> TU-26418
@©
T TU-16342
o TU-202 TU-5114

< FU-26789 Mittelwert N — 2*SD

TU-27642
! TU-23598
o - TU-12522

Abbildung 17: Relative Expressionslevel von MAD2 bei den untersuchten Proben.
Die Tumorproben (TU) sind rot, die Normalgewebe (N) blau markiert.
Nur 3 der 34 Tumorproben wurden analog der Einteilung in Abbildung 16 als
»MAD2-low“ klassifiziert. Alle drei ,,MAD2-low‘“-Tumore zeigen auch eine
erniedrigte Bub1b-Expression (,,Bub1b-low").

Da hierbei nur 3 Tumore (8,8%) eine relative Expression aufweisen, die mehr als
zwei Standardabweichungen unterhalb des durchschnittlichen Expressionslevels der
Gruppe der Normalgewebe liegt (,MAD2-low"), erschien in Anbetracht der geringen
Fallzahlen eine statistische Analyse der klinischen Merkmale als wenig
aussagekraftig. Um sich dennoch eine Vorstellung von der moglichen Bedeutung der
MADZ2-Expression fur klinische Parameter machen zu kénnen, wurde die Trennlinie
so0 nach oben verschoben, dass die Gruppe MAD2-low nicht wie urspriinglich aus 3
sondern nunmehr aus 8 von 34 (23,5%) Tumorproben besteht. Die Trennung erfolgte

dabei willkurlich.
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Abbildung 18: Relative Expressionslevel von MAD2 bei den untersuchten Proben.
Nach willkiirlicher Festlegung der Trennlinie umfasst die Gruppe ,,MAD2-low*
nun 8 der 34 Tumorproben.

Vergleichbar zu Bub1b erfolgte auch hier die Korrelation der MAD2-low- und
MAD2-normal-Karzinomproben  hinsichtlich dem  Grading nach Gleason,

Tumorstadium, Lymphknotenstatus und Alter der Patienten bei Diagnosestellung.

70



Ergebnisse

4.2.2.3 Tumorgrading nach Gleason

4.2.2.3.1 Bub1b
Abbildung 19 zeigt die Verteilung der Tumorproben (getrennt nach den Gruppen

Bub1b-low und Bub1b-normal) entsprechend ihrem histologischen Grading nach

Gleason.
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Abbildung 19: Korrelation der Bub1b-Expression mit dem Gleason-Score.
7 von 9 Tumorproben aus der Gruppe Bub1b-low haben einen Gleason-Score
von mindestens 8. Die Unterschiede zwischen den Tumorgruppen sind
signifikant (*; p<0,05).

Wahrend die Tumore mit hdheren Bub1b-Expressionswerten vor allem mit Gleason-
Scores < 7 klassifiziert wurden (75,8%), sind die Bub1b-low-Tumorproben vorrangig
in hoheren Gleason-Scores zu finden: 7 von 9 Proben (77,8%) haben einen Gleason-
Score von 2=8. Kein einziger der analysierten Bub1b-low-Tumore hatte einen
geringeren Gleason-Score als 7.

Es bestehen signifikante Unterschiede zwischen Bub1b-low- und Bub1b-normal-
Tumoren in der Haufigkeitsverteilung der einzelnen Gleason-Scores (Fisher's Exact
Test; p<0,05).
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4.2.2.3.2 MAD2

Ahnlich den Bub1b-normal-Tumoren ist auch die Haufigkeitsverteilung der
MAD2-normal-Tumore (s. Abbildung 20). 20 von 26 Tumoren (76,9%) sind mit einem
Gleason-Score von < 7 klassifiziert.
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Abbildung 20: Korrelation der MAD2-Expression mit dem Gleason-Score.
5 von 8 (62,5%) MAD2-low-Tumore haben einen Gleason-Score von 8 oder mehr.
77,0% der Tumore aus der Gruppe MAD2-normal liegen unterhalb des
Gleason-Scores von 8.

Unter den Tumoren mit verminderter MAD2-Expression Uberwiegen hingegen
wiederum Gleason-Scores von =8 (62,5%). Auffallig ist, dass die Mehrzahl der
MAD2-normal-Tumore mit einem Gleason-Score von 7 vergesellschaftet ist, wahrend
dies in der Gruppe der MAD2-low-Tumore nur fur eine Probe zutrifft.

Ein signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen konnte nicht

gezeigt werden (Fisher’s Exact Test; p>0,05).
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4.2.2.4 Tumorstadium nach TNM (UICC)

4.2.2.4.1 Bub1b

In der Gruppe Bub1b-normal waren zum Zeitpunkt der pathohistologischen
Begutachtung 17 von 33 Tumoren (51,5%) auf die Prostata begrenzt
(Tumorstadium pT2). Nur 4 Tumoren (12,1%) zeigten einen lokal fortgeschrittenen
Tumor im Stadium pT3b mit Befall der Samenblase(n). Fur finf der untersuchten

Tumore ist das Tumorstadium nicht bekannt.

Bub1b-Expression / Tumorstadium

@ Bub1b-normal m Bub1b-low

70,0% -

60,0%

50,0%
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0,0% -

2 3a 3b
Tumorstadium (TNM)

Abbildung 21: Korrelation der Bub1b-Expression mit dem Tumorstadium.
Alle Tumore der Gruppe Bub1b-low haben bereits die Prostatakapsel
durchbrochen. Mehr als die Hélfte der Bub1b-normal-Tumore befand sich
hingegen noch im organbegrenzten Stadium pT2. Der Unterschied zwischen den
Tumorgruppen ist statistisch signifikant (*; p<0,05).

Anders die Verteilung in der Gruppe der Bub1b-low-Tumore: Hier entfallen 6 von 9
Tumore (66,7%) auf das Tumorstadium pT3b. Kein einziger der untersuchten
Tumore aus dieser Gruppe blieb auf die Prostata begrenzt (pT2).

Zwischen den  Gruppen bestehen signifikante  Unterschiede in  der

Haufigkeitsverteilung der Tumorstadien (Fisher’'s Exact Test; p<0,05).
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4.2.2.4.2 MAD2

In der Gruppe MAD2-normal nimmt die absolute Haufigkeit mit hdheren
Tumorstadien stetig ab. 12 von 26 Tumore (46,2%) blieben auf das Organ begrenzt

(pT2). Nur 4 von 26 Tumoren (15,4%) sind dem Tumorstadium pT3b zuzuordnen.

MAD2-Expression / Tumorstadium

@ MAD2-normal @ MAD2-low
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Abbildung 22: Korrelation der MAD2-Expression mit dem Tumorstadium.
Jeder zweite Tumor der Gruppe MAD2-low findet sich im lokal fortgeschrittenen
Stadium pT3b. Die absolute Haufigkeit in der Gruppe MAD2-normal nimmt
hingegen mit steigendem Tumorstadium stetig ab.

In der Gruppe MAD2-low hingegen war jeder zweite Tumor (4 von 8) zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung bereits im lokal fortgeschrittenen Stadium pT3b. Auf die
Stadien des organbegrenzten Tumors (pT2) sowie des kapsellberschreitenden, die
Samenblasen noch nicht infiltrierenden Tumors (pT3a), entfallen je zwei MAD2-low-
Tumore (jeweils 25%).

Der Vergleich der Tumorstadien beider Gruppen zeigte keine signifikanten
Unterschiede (Fisher’'s Exact Test; p>0,05).
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4.2.2.5 Lymphknotenstatus

4.2.2.5.1 Bub1b

Unter den Bub1b-normal-Tumoren waren 27 von 33 Proben (81,8%)
histopathologisch ohne regionare Lymphknotenmetastasen. In 6 Fallen (18,2%) war
mindestens ein benachbarter Lymphknoten infiltriert. Bei funf Proben war der
Lymphknotenstatus nicht beurteilbar.

Bei den 9 Bub1b-low-Tumoren Uberwiegen hingegen die Falle mit positivem
Lymphknotenstatus. Den 5 Tumoren (55,6%) mit lymphogener Streuung stehen
4 Tumore (44,4%) ohne Nachweis befallener Lymphknoten gegenuber.

Der Vergleich des Lymphknotenstatus ergibt signifikante Differenzen zwischen den

zwei untersuchten Gruppen (Fisher’'s Exact Test; p<0,05).

Bub1b-Expression / Lymphknotenstatus

@ Bub1b-normal m Bub1b-low
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Abbildung 23: Korrelation der Bub1b-Expression mit dem Lymphknotenstatus.
Mehr als die Halfte aller Tumore mit niedriger Bub1b-Expression zeigen
Lymphknotenmetastasen. Demgegeniiber sind mehr als 80 Prozent der
Bub1b-normal-Tumore im Lymphknotenstatus pNO.
Der Unterschied ist statistisch signifikant (*; p<0,05).
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4.2.2.5.2 MAD2

Analog den Bub1b-normal-Tumoren ist auch die Haufigkeitsverteilung der
MAD2-normal-Tumore (s. Abbildung 24). 22 von 26 Proben (84,6%) mit bekanntem
Lymphknotenstatus sind ohne Lymphknotenmetastase. In 4 Fallen (15,4%) ist

mindestens ein regionarer Lymphknoten infiltriert.

MAD2-Expression / Lymphknotenstatus
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Abbildung 24: Korrelation der MAD2-Expression mit dem Lymphknotenstatus.
Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen
(p>0,05).

Von den 8 untersuchten MAD2-low-Tumoren sind 5 (62,5%) frei von lymphogenen
Metastasen, bei 3 Tumoren (37,5%) liegt eine Infiltration des Prostatakarzinoms in
das Lymphsystem vor.

Statistisch sind zwischen beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede in Bezug

auf den Lymphknotenstatus feststellbar (Fisher's Exakt Test; p>0,05).
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4.2.2.6 Alter der Patienten bei Diagnosestellung

4.2.2.6.1 Bub1b

Sowohl in der Gruppe der Bub1b-normal- als auch in der Gruppe der Bub1b-low-
Tumore liegt der Altersgipfel fur die Diagnosestellung eines Prostatakarzinoms in der
untersuchten Stichprobe zwischen dem 66. und dem 70. Lebensjahr. In der
Altersklasse bis 60 Jahre ist der Anteil der Patienten mit einem ,Bub1b-low“-Tumor
(2von 9; 22,2%) um den Faktor 1,8 hoher als der Anteil der Patienten selber
Altersgruppe mit einem Bub1b-normal-Tumor (4 von 32; 12,5%).

In Bezug auf das Alter bei Diagnosestellung sind zwischen beiden Gruppen keine
statistischen Unterschiede feststellbar (Fisher's Exakt Test; p>0,05).

Bub1b-Expression / Alter der Patienten bei Diagnosestellung

@ Bub1b-normal m Bub1b-low
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Abbildung 25: Korrelation der Bub1b-Expression mit dem Alter bei Diagnosestellung.
Beide Gruppen zeigen ein dhnliches Verteilungsmuster. In der Altersstufe der
unter 60jéhrigen Patienten Giberwiegen zwar die Tumore mit geringer
Bub1b-Expression, der Unterschied ist jedoch nicht signifikant (p>0,05).
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4.2.2.6.2 MAD 2

Der Altersgipfel flir die Diagnose eines Prostatakarzinoms aus der Gruppe
MAD2-normal liegt im erfassten Untersuchungsgut zwischen dem 62. und dem
72. Lebensjahr (18 von 26; 69,2%). Der Anteil der uber 70jahrigen ist kleiner als
20 Prozent.

MAD2-Expression / Alter der Patienten bei Diagnosestellung

@ MAD2-normal @ MAD2-low
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Abbildung 26: Korrelation der MAD2-Expression mit dem Alter der Patienten bei
Diagnosestellung. 7 von 8 Patienten (87,5%) der Gruppe MAD2-low waren bei
Entdeckung des Prostatakarzinoms bereits alter als 65 Jahre. In der
Vergleichsgruppe traf dies nur auf 53,8% der Patienten zu.

7 von 8 (87,5%) Patienten aus der Gruppe der MAD2-low-Tumore hatten zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung das 66. Lebensjahr bereits vollendet.
Statistisch ist kein signifikanter Unterschied in der Haufigkeitsverteilung der beiden

Gruppen fur das Alter bei Diagnosestellung vorhanden (Fisher's Exakt Test; p>0,05).
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5 DISKUSSION

Das Mismatch-Repair-System sowie der Spindelcheckpoint stellen spezifische
Reparatur- bzw. Uberwachungssysteme der Zellen dar. Defekte in diesen Systemen
konnen nachweislich zur malignen Entartung der betroffenen Gewebe beitragen. Im
ersten Teil der Arbeit wurde daher die Bedeutung von Mikrosatelliteninstabilitaten als
Ausdruck einer MMR-Defizienz in Prostatakarzinomen untersucht. Neben der
Bestimmung der Pravalenz von MSI im verwendeten Untersuchungsmaterial lag das
Hauptaugenmerk auf der Analyse von Korrelationen zwischen
mikrosatelliteninstabilen Prostatakarzinomen mit klinischen Parametern. Der zweite
Teil der Arbeit untersucht, inwieweit Aberrationen in Expressionsleveln bestimmter
Spindelcheckpoint-Gene in Adenokarzinomen der Prostata auftreten und welche
Bedeutung ihnen in Bezug auf den klinischen Verlauf der Tumorerkrankung

maoglicherweise zukommen.

5.1 Analyse auf Mikrosatelliteninstabilitaten in Prostatakarzinomen

5.1.1 Haufigkeit von Mikrosatelliteninstabilitaten in Malignomen des Menschen

Defekte in Mismatch-Repair-Systemen (MMR-System) koénnen Uber eine
Akkumulation von Replikationsfehlern genomische Instabilitdt verursachen und so
zur malignen Transformation einer Zelle beitragen. Durch Mutationsereignisse
hervorgerufene Langenanderungen im Bereich der sogenannten Mikrosatelliten
entstehen in MMR-defizienten Zellen Mikrosatelliteninstabilitdten (MSI), die als
Indikatoren fir Funktionsdefekte des MMR-Systems gelten (s. Abschnitt 1.3.1.1.). So
konnten MSI in Tumoren von Patienten beobachtet werden, die Keimbahnmutationen
in MMR-Genen tragen (HNPCC). Daruber hinaus wurde MSI auch in einer Vielzahl
sporadisch auftretender Malignome unterschiedlicher Organe nachgewiesen. Aus
diesen Befunden wird geschlossen, dass das MMR-System in diesen sporadisch
auftretenden Tumoren eine wichtige Rolle in der Tumorgenese besitzt. Einen
Uberblick Uber ausgewahlte Studien mit den dort angegebenen MSI-Pravalenzen fir

unterschiedliche Malignome gibt Tabelle 2.
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Malignom

Anzahl

MSI-Pravalenz

MSI-H (= 40 % der

(Organ) Proben (2 1 Marker MSI+) Marker MSI+) sicle
Cervix 89 13,5 % 3,4 % Larson et al., 1996 ™
13 15,4 % n.a. Han et al., 1993 '*
CML 19 73,7 % 52,6 % Wada et al., 1994 =
36 16,7 % n.a. Risinger et al., 1993 ™*
65 18,5 % ~92% Katabuchi et al., 19513953 192
. 205 20,0 % 20,0 % Bilbao et al., 2006
Endometrium 18 22.2 % na. Peltoméki et al., 1993 *
30 23,3 % n.a. Burks et al.; 1994 1%
109 24,8 % <9,2% Caduff et al., 1996 %
Kolon 29 n.a. n.a. Aaltonen et al., 1994 =7
(HNPCC) 74 91,9 % na. Liu et al., 1996 142
49 n.a. n.a. Aaltonen et al., 1994 ™
160 10,0 % n.a. lonov et al., 1993 7
Kolon 18 11,1 % n.a. Han et al., 1993 **
(sporadisch) 243 16,5 % <9,5% Lothe et al., 1993 **
p 90 27,8 % n.a. Thibodeau et al., 1993 ™
108 29,6 % n.a. Watatani et al., 1996
209 34,9 % 14,3 % Goel et al., 2003 '*
Leber 29 34 % n.a. Han etal., 1993 ™
Lunge 85 0,0 % n.a. Peltomaki et al., 1993 ™*
9 51 49,0 % 7.8% Miozzo et al., 1996 *°
33 18,2 % n.a. Peltomaki et al., 1993 ™
22 22,7 % 4.5 % Toh et al., 1996 »*
22 22,7 % 9,1 % Mironov et al., 1994 %%
169 29,6 % 171 % Schneider et al., 22(())?0 208
76 32,9 % n.a. Chong et al., 1994
Magen 59 33,9 % na. Lin et al., 1995 2%
61 34,4 % 19,7 % Dos Santos et al., 1996 >
57 38,6 % n.a. Han et al., 1993 1%
327 9,5 % 9,5 % Lee et al., 2002 27
36 58,3 % 19,4 % Liu et al., 2005 2®
84 0,0 % n.a. Peltomaki et al., 1993 ™
84 0,0 % 0,0 % Lothe et al., 1993 **7
267 <37% n.a. Anbazhagan et al., 1999 2*
26 3,8% n.a. Han et al., 1993 1%
78 51 % 2,6 % Shaw et al., 1996 21211
88 6,8 % n.a. Caldes et al., 2000
Mamma 108 10,2 % <46% Iwase et al., 1997 22
20 20,0 % 10,0 % Yee et al., 1994 2%*
69 20,3 % <10,1 % Ottini et al., 2000 %
28 21,4 % n.a. Contegiacomo et al., 1995 2°
69 29,0 % n.a. Karnik et al., 1995 216217
37 29,7 % n.a. Paulson et al., 1996
40 20,0 % 0,0 % Peris et al., 1995 7
Melanom 22 3-6 22,2 % n.a. Birindelli et al., 2000 212920
20 5-7 25,0 % n.a. Talwalkar et al., 1998
Osophagus, 32 n.a. 18,7 % n.a. Nakashima et al., 1995
Adeno-Carcinom 36 5 222 % n.a. Meltzer et al., 1994 22
26 o) 3,8 % 3,8 % Allen et al., 2000 &
74 >2 54 % n.a. Pieretti et al., 1995 22 .
: 90 3 12,2 % n.a. Arzimanoglou et al., 1996
Ovarien 19 4 15.8 % na. Han et al., 1993 *°
47 n.a. 17,0 % n.a. Fujita et al., 1995 2%
109 14 35,8 % 11,9 % Sood et al., 2001 %’
16 n.a. 0,0 % n.a. Ghimenti et al., 1999 222259
82 5 3,6 % 3,6% Goggins et al., 1998
Pankreas 5 12 40,0 % n.a. Brentnall et al., 1995 2°
9 4 66,6 % n.a. Han et al., 1993 **
Prostata 2-65% S.U.
Sarkom 18 a. 11% n.a. Peltomaki et al., 1993 ™*
44 9 25,0 % 6,8 % Risinger et al., 1995232231
33 6 3,0 % 0,0 % Bonnal et al., 2000
200 5 3,0 % 1,5% Gonzalez-Zulueta et al., 1993 >
Urothel 72 10 16,7 % 0,0 % Li et al., 1996
38 9 21,0 % n.a. Uchida et al., 1996
14 22 100,0 % n.a. Christensen et al., 1998 ¢

Tabelle 2: Uberblick iiber in Studien angegebene Hiufigkeiten des Vorkommens von MSI in
unterschiedlichen Malignomen des Menschen. Den Angaben liber die Pravalenzen
von Mikrosatelliteninstabilitaten liegen dabei die Definitionen der Autoren
zugrunde. Fehlende Informationen sind entsprechend gekennzeichnet (n.a.).
Repréasentative Studien wurden mittels Fettdruck hervorgehoben.
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Aus den Ergebnissen dieser Arbeiten kann zusammenfassend geschlossen werden,
dass MMR-Defekte in Tumoren aller untersuchten Gewebe auftreten kdnnen. Am
haufigsten von Mikrosatelliteninstabilitaten betroffen sind Karzinome des Kolons von
HNPCC-Patienten: in bis zu 90 Prozent der untersuchten Tumore waren hier in
mindestens einem untersuchten Marker Instabilitdten im Erbgut zu finden.**? Im
Gegensatz dazu sind die Raten fur MSI in sporadisch auftretenden Malignomen
erwartungsgemald deutlich geringer, eine erhdohte MSI-Rate findet sich jedoch in
sporadischen Tumoren, die als HNPCC-assoziiert gelten, wie beispielweise das
Magenkarzinom oder Malignome des Endometriums.'** Fiir die tibrigen sporadischen
Karzinome werden die MSI-Pravalenzen, d.h. der Anteil an Patienten am
Gesamtkollektiv mit Instabilitdten in mindestens einem der untersuchten Marker, je
nach Studie und in Abhangigkeit von der Wahl und Anzahl der untersuchten Marker

nur in wenigen Fallen mit mehr als 30 Prozent angegeben.

Der Vergleich der unterschiedlichen Studienergebnisse zeigt auch innerhalb ein und
desselben untersuchten Organs eine teils grof3e Diskrepanz zwischen den einzelnen
Angaben der Autoren. Eine mogliche Erklarung findet sich in den unterschiedlichen
zur Verwendung kommenden Markern und deren Anzahl. Im menschlichen Genom
existieren ca. 50.000 bis 100.000 repetitive Sequenzen.?®’ Diese als Mikrosatelliten
bekannten Sequenzen konnen jeweils alle von genomischen Veranderungen
betroffen sein und je nach verwendetem Marker als Mikrosatelliteninstabilitat
detektiert werden. Untersuchungen an Adenokarzinomen des Magens zeigten, dass
bei der Verwendung einer nur hinreichend grofen Anzahl von Mikrosatellitenmarkern
in nahezu allen Proben zumindest in geringem Ausmal} Instabilitaten gefunden
werden konnten.?® Die Anzahl der in einer Studie verwendeten Mikrosatellitenmarker
spielt somit eine entscheidende Rolle fur die Detektion vorhandener Instabilitaten
und erschwert die Vergleichbarkeit unterschiedlich konzipierter Studien noch
zusatzlich. Inwieweit den so als MS-instabil klassifizierten Malignomen jedoch
tatsachlich eine Defizienz im MMR-System zugrunde liegt, oder ob der Fund lediglich
als bedeutungsloses Hintergrundrauschen bei intaktem zellularem MMR-System
verstanden werden muss, war lange Zeit ein kontrovers diskutiertes Thema.

Zumindest fur die Detektion von MSI in kolorektalen Karzinomen wurden 1998 durch
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das National Cancer Institute (NCI) Richtlinien formuliert, welche auf Basis der
Untersuchung von nur funf definierten Markern (BAT25, BAT26, D2S123, D5S346,
D17S250) eine Einteilung der Malignome in drei bestimmte MSI-Klassen (stabil,
niedrig- bzw. hochinstabil), entsprechend ihrem mutmallichen MMR-Status,
ermoglicht. Dieses Vorgehen hat sich bei der Detektion von mikrosatelliteninstabilen
Kolon- und nachfolgend auch Ovarialkarzinomen bewahrt und sollte somit auch fur
andere Malignome verwendbar sein, auch wenn die verwendeten Marker hierfur

noch nicht hinreichend evaluiert wurden.

Einzelne Arbeiten aus Tabelle 2 ermoglichen jedoch eine Abschatzung des
mutmalilichen Anteils mikrosatelliteninstabiler Tumore in den jeweiligen Organen.
Die ausgewahlten Studien wurden entsprechend gekennzeichnet. Ausgewahlt
wurden Studien mit einem gréReren Patientenkollektiv, deren angegebene
MSI-Pravalenzen als durchaus realistisch eingeschatzt werden kénnen. Ein wichtiges
Auswahlkriterium stellte - neben den verwendeten Markern - vor allem eine
nachvollziehbare, restriktive Definition des MSI-H-Status seitens der Autoren dar. Die
auf diese Weise erzielte reprasentative Auswahl zeigt eine Gruppe von Tumoren, in
denen sich der Anteil hochinstabiler Karzinome zwischen 10 und 20 Prozent bewegt.
Hierzu zahlen neben den gynakologischen Malignomen des Endometriums und des
Ovars vor allem das Magenkarzinom, sowie sporadische Kolonkarzinome. In den
ubrigen Organen ist der Anteil von MSI-H-Tumoren mit Raten von maximal
10 Prozent deutlich geringer. Ausreil’er aus diesen Gruppen lassen sich vor allem
durch eine geringe Probenanzahl, eine zum Teil sehr hohe Markeranzahl oder eine

sehr unscharfe Trennung zwischen stabilen und instabilen Tumoren erklaren.

5.1.2 Haufigkeit von Mikrosatelliteninstabilititen im Adenokarzinom der
Prostata

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 153 Prostata-DNA-Proben

von Patienten untersucht, die sich aufgrund eines Adenokarzinoms der Prostata in

der Klinik und Poliklinik fur Urologie und Kinderurologie des Universitatsklinikums

Wirzburg einer radikalen Prostatektomie unterzogen haben. Untersucht wurden flnf
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Mikrosatellitenmarker (Bethesda-Panel) basierend auf den internationalen Kriterien
zur Bestimmung von MSI in Kkolorektalen Karzinomen, bestehend aus zwei
Mononukleotid- (BAT25, BAT26), sowie drei Dinukleotidmarkern (D2S123, D5S346,
D17S250). Die Einteilung der MSI erfolgte in Anlehnung an diese Kriterien fur die
Bestimmung von MSI in MSI-H, MSI-L und MSI-S (s. Abschnitt 3.4.6.4).** Bei 24 von
insgesamt 153 untersuchten Prostatakarzinomen (15,7%) konnte in mindestens
einem der funf Marker eine Mikrosatelliteninstabilitdt nachgewiesen werden.
15 dieser Proben (9,8%) wurden gemal oben genannter Kriterien als MSI-L,
9 (5,9%) als MSI-H bewertet. Die ubrigen 84,3% (129 von 153 Proben) waren der

Kategorie MSI-S zuzuordnen.

Eine Reihe von publizierten Studien hat sich bereits mit der Detektion von
Mikrosatelliteninstabilitaten im Adenokarzinom der Prostata beschaftigt. Die bis dato
publizierten Pravalenzen an MSI in mindestens einem der jeweils untersuchten

Marker reichen fur das Adenokarzinom der Prostata von 6,5% bis 64,9% (Tabelle 3).

. . Anzahl MSI-Pravalenz ,»MSI-H“, gemaR
Studie Studienort Proben L Originaldaten Autorenaggaben
Gao etal., 1994 USA 57 18 64,9 % 43,8 %
Uchida et al., 1995 Japan 24 9 375% n.a.
Egawa et al., 1995 " Japan 66 8 19,7 % 121 %
Terrell et al.; 1995 %7 USA 40 20 15,0 % 2,5 %
Suzuki et al., 1995 ™ Japan 48 17 14,6 % 242%
Cunningham et al., 1996 ** USA 55 135 32,7 % 0,0%
Watanabe et al., 1996** Japan 47 23 23,4 % 8,5 %
Dahiya et al., 1997 *® USA 40 36 45,0 % 2,5 %
Watanabe et al., 1998 ** Japan 25 12 60,0 % 28,0 %
Crundwell et al., 1999 *® England 72 21 19,4 % 9,7
Rohrbach et al., 1999 *° Deutschland 52 9 46,1 % 9,6 %
Perinchery et al., 2000 *° USA 40 44 45,0 % n.a.
Ahman et al., 2001 ** Schweden 77 (HPC) 5 6,5 % 3,9 %
Velasco 2002 USA 57 4 35,1 % n.a.
Burger et al., 2006 ™ Deutschland 79 6 7,6 % 1,3 %
Sun et al., 2006 >* USA 6 Zelllinien 2 66,7 % 66,7 %

28 Xenografts bzw. 13,6 % 13,6 %
Azzouzi et al., 2007 ®® England 50 14 8,0 % 0,0 %
eigene Ergebnisse, 2009 Deutschland 153 5 15,7 % 5,9 %

Tabelle 3: Ubersicht iiber die Ergebnisse ausgewihliter Studien, welche die Detektion von MSI
im Adenokarzinom der Prostata zum Gegenstand hatten. Die Angaben iiber die
MSI-Pravalenzen, insbesondere solche liber hochinstabile Proben (MSI-H)
entsprechen vorrangig den Angaben und Definitionen der jeweiligen Autoren.
Durch Fettdruck hervorgehoben wurden Studien, die aufgrund ihrer Konzeption
und KollektivgroRe eine Abschatzung des realen Anteiles hochinstabiler
Karzinome im Prostatakarzinom erméglichen.
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In der von Gao et al. als erstes verdffentlichten Untersuchung an
57 Prostatakarzinomen von Patienten aus den USA fand sich bei 64,9% in
mindestens einem der angewandten 18 Marker eine MSI. 43,8% der Falle zeigten
Instabilitaten in mindestens zwei Genloci.?*® Ahnlich hohe MSI-Raten wurden von
Watanabe et al. in einem japanischen Patientenkollektiv detektiert. Von den
25 analysierten Prostatakarzinomen waren hier 60,0% in mindestens einem von
12 Markern MSI-positiv, 28,0% zeigten gar Instabilitidten in 2 oder mehr Markern.?*’
In einer friheren Studie fand der Autor bereits in 11 von 47 (23,4%) latenten
Prostatakarzinomen genetische Instabilitat, 8,5% der Gewebeproben zeigten in mehr
als einem der 23 Mikrosatellitenmarker Alterationen.?* Eine von Perinchery et al. in
den USA durchgefuhrte Arbeit untersuchte die Detektionsrate von MSI in
40 Karzinomproben anhand von 44 Mikrosatellitenmarkern (Di-, Tri-, Tetra- und
Pentanukleotidmarker) auf 11 verschiedenen Chromosomen. Im genannten
Untersuchungsgut lag die MSI-Pravalenz bei insgesamt 45,0%. Dahiya et al.
berichteten Uber ein US-amerikanisches Patientenkollektiv von 40 Patienten, in
welchem 45,0% in einem, jedoch nur 2,5% der Proben in mehr als 30 Prozent der
untersuchten 36 Marker MSI zeigten.?*® Uchida et al. fanden in einem 24 japanische
Patienten umfassenden Kollektiv eine Mikrosatelliteninstabilitatsrate von 37,5%,
Velasco et al. berichteten bei 4 untersuchten Genloci uber einem Anteil von 35,1%
MS-instabiler Tumore unter 57 primaren Prostatakarzinomen in den USA.?%%2%

Cunningham et al. analysierten 55 Prostatakarzinome unter Verwendung von 135
uber das gesamte Erbgut verstreute Mikrosatellitenmarkern. Dabei wiesen 32,7% der
Tumore genetische Veranderungen in bis zu zwei der Marker auf. Jedoch fand sich
unter den Proben kein Karzinom, welches in mindestens 30 Prozent der Marker
MSI-positiv war.?** Eine Studie von Rohrbach et al. untersuchte ein 52 Patienten
umfassendes Kollektiv aus Deutschland mit Uberwiegend schlecht differenzierten
Prostatakarzinomen. Bei 27,5% der Patienten fanden die Autoren mindestens eine
MSI in einem der 9 verwendeten Marker, 9,6% wiesen sogar in mehreren Markern
Instabilititen auf.** Egawa et al. suchten in 66 japanischen Patienten mit einem
Prostatamalignom nach somatischen Instabilitaten und klassifizierten 19,7% der
Falle als instabil. In 8 Fallen (12,1%) waren MSI in mindestens zwei der 8

untersuchten Marker prasent.?**
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Crundwell et al. analysierten in England 72 Prostatakarzinome aus transurethralen
Prostataresektionen (TUR-P) auf Instabilitaten unter Verwendung von 21 Markern.
Davon waren 14 (19,4%) respektive 7 (9,7%) Falle in mindestens einem bzw.
mehreren Genloci instabil.**® Terrell et al. berichteten ber eine mit 2,5% sehr
geringe Rate an Tumoren mit Instabilitaten in mehreren Genloci. Bei den
untersuchten 40 US-amerikanischen Prostatakarzinompatienten fanden die Autoren
in 6 Fallen (15,0%) in mindestens einem der 20 Marker eine MSI. Alle MSI fanden
sich dabei in Tetranukleotidmarkern, kein einziger Dinukleotidmarker indizierte eine
genetische Alteration.?”® Auch Suzuki et al. beobachteten in Japan - bei einer
Instabilitatsrate von insgesamt 14,6% in dieser Studie - eine nur geringe Rate
mehrfach  instabiler ~ Prostatakarzinome.?® Von den 48 untersuchten
Prostatakarzinomen waren lediglich 2 (4,2%) in mehr als einem von 17 Genloci
auffallig. Unter den von Azzouzi et al. untersuchten 50 radikal prostat- bzw.
cystoprostatektomierten Patienten fand sich keine Karzinomprobe mit multiplen
Mikrosatelliteninstabilitaten. 4  Gewebeproben (8,0%) zeigten vereinzelte
Instabilititen in repetitiven Sequenzen.?*

Die Arbeit der schwedischen Arbeitsgruppe Ahman et al. untersuchte 77 Patienten
mit hereditarem Prostatakarzinom auf MSI. Verwendet wurden insgesamt
5 Mikrosatellitenmarker basierend auf den internationalen Kriterien zur Bestimmung
von MSI in kolorektalen Karzinomen.!*® 6,5% der Karzinome wurden als instabil
deklariert, 3,9% der Falle wurden von den Autoren als MSI-H klassifiziert. Eine
ebenfalls sehr geringe Anzahl hochinstabiler Prostatakarzinome findet sich in einer
Studie von Burger et al.: in dem 79-kopfigen Patientenkollektiv waren 1,3% der
untersuchten Tumore in mindestens zwei der untersuchten sechs Marker aus dem
erweiterten NCI-Consensus-Panel MSI-positiv, wobei jedoch nicht flr alle Proben
Aussagen (iber den Instabilitatsstatus aller sechs Marker vorliegen.**

Sun et al. schlieBlich untersuchten die MSI-Haufigkeit in sechs Zelllinien und
28 Xenografts schlecht differenzierter Prostatakarzinome oder deren Metastasen.
Unter der Verwendung von zwei Mononukleotidmarkern beobachteten sie in den
Xenografts eine Instabilitatsrate, die mit 13,6% ahnlich hoch war wie die in
fortgeschrittenen, schlecht differenzierten Prostatakarzinomen. Vier der sechs

untersuchten Zellinien (66,7%) waren mikrosatelliteninstabil. Die Autoren schlossen
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daraus, dass den im Vergleich zu den vorgenannten Studien in Zelllinien deutlich
hoheren MSI-Pravalenzen eine vermehrte Akkumulation von Replikationsfehlern in

den Tumorzelllinien zugrunde liege.”*

Eine direkte Vergleichbarkeit der so
gewonnenen Erkenntnisse mit Beobachtungen aus primaren Prostatakarzinomen ist

daher nicht empfehlenswert.

Das im Rahmen der eigenen Studie untersuchte Patientenkollektiv zeigte in 15,7%
aller Gewebeproben in mindestens einem der funf untersuchten Marker eine MSI. Im
Kontext zu den bisher veroffentlichten MSI-Raten im Prostatakarzinom, die von 6,5%
(Ahman) bis 64,9% (Gao) reichen, ist die Pravalenz in der vorliegenden Studie relativ
gering. Unterschiede zwischen den Studienergebnissen lassen sich durch die
verwendeten Patientenkollektive, welche sowohl hinsichtlich ihrer GroRe
(24-77 Proben, eigenes Kollektiv: 153 Proben), als auch in ihrer Zusammensetzung
(Tumorstadien, ethnische Zugehorigkeit der Patienten, Gewebematerial, hereditare
Prostatakarzinome) haufig betrachtliche Unterschiede aufweisen, erklaren. Mogliche
Faktoren fur die zum Teil starke Divergenz der MSI-Pravalenzen stellen die
unterschiedliche Wahl und Anzahl der untersuchten Marker sowie die Auswahl der
untersuchten Patientenkollektive dar. Hierbei steigt theoretisch die Chance, mit einer
Vergrolerung des Markerpanels eine MSI zu detektieren. Die Arbeit von
Cunningham et al. zeigt jedoch, dass die Verwendung einer sehr groRen Anzahl
untersuchter Genloci nicht zwangslaufig mit einem hohen Anteil von
mikrosatelliteninstabilen Prostatakarzinomen einhergehen muss. Aus diesen
Arbeiten wird deutlich, dass offensichtlich neben der Qualitdt der verwendeten
Marker vor allem auch die Wahl der geeigneten Repeatsequenzen fur die Detektion
von Tumoren mit einem Mutationsphanotyp von entscheidender Bedeutung ist.

Ein weiteres Problem fur die Interpretation der Vorarbeiten sind die unterschiedlichen
Definitionen von Mikrosatelliteninstabilitat. Wahrend bezuglich der Definition des
Begriffes ,Mikrosatelliteninstabilitat® unter den Autoren weitgehend Einigkeit zu
herrschen scheint, differieren die Kriterien fiur die Begriffsbestimmung der hoch
instabilen Prostatakarzinome interindividuell zum Teil erheblich. Die Majoritat der
Autoren deklariert eine Gewebeprobe bereits dann als instabil, wenn ungeachtet der

Gesamtmarkerzahl mindestens zwei der untersuchten Genloci eine Alteration
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aufweisen - die Gesamtanzahl der untersuchten Marker bleibt dabei jedoch
unbertcksichtigt. Der Anteil auf dieser Weise definierter hochinstabiler
Prostatakarzinome liegt in der genannten Literatur zwischen 0 und 43,8%.

Honchel et al. publizierten, dass in MMR-defizienten Karzinomen meist MSI-Quoten
von mindestens 30 Prozent der untersuchten Marker zu finden seien.**® Cunningham
et al., Dahiya et al. sowie Burger et al. postulierten daher fur die Einstufung eines
Karzinoms in die Gruppe MSI-H in ihren Arbeiten die Detektion von MSI in
mindestens 30 Prozent aller untersuchter Marker. Bei Ahman et al. mussten
Karzinome sogar in mindestens 40 Prozent der untersuchten Genloci von
Alterationen betroffen sein, um als MSI-H klassifiziert zu werden. Der Anteil
hochinstabiler Prostatakarzinome ist bei den vorgenannten Autoren im Gegensatz zu
den Ubrigen Studien sehr gering und liegt mit 0 bis 3,9% deutlich unter 10 Prozent.
Ein MSI-H-Anteil im Prostatakarzinom von mehr als 10 Prozent, wie in einigen
Studien angeben, muss bei kritischer Betrachtung als unrealistisch bewertet werden.
Verantwortlich dafur sind in den jeweiligen Arbeiten vor allem eine hohe Anzahl
teilweise wahllos verwendeter Marker und eine uneinheitlich - im Vergleich zu der
NCI-Definition - gro3zligige Deklaration von Tumoren als hochinstabil. Grundsatzlich
ist auch nachdrucklich darauf hin zu weisen, dass keine der letztgenannten, jedoch
auch keine der als relevant erachteten Studien eine Fallanzahl von

100 Prostatakarzinomproben erreicht oder gar tUberschreitet.

Fir die eigene Arbeit wurden zur Identifikation hochinstabiler Prostatakarzinome die
internationalen Kriterien zur Bestimmung von MSI in kolorektalen Karzinomen nach
Boland et al. angewandt. Im Untersuchungsgut wiesen 9 von 153 (5,9%)
Gewebeproben in mindestens zwei der funf Marker (240%) MSI auf, mit hoher
Wahrscheinlichkeit liegt in diesen MSI-H-Karzinomen ein Defekt im MMR-System
vor. Die Untersuchungsergebnisse am bis heute grofiten Patientenkollektiv scheinen
aufgrund der vorgenannten Kriterien durchaus mit den Beobachtungen von Ahman et
al. (wenngleich hier ausschlieRlich hereditare Prostatakarzinome untersucht wurden)
sowie Burger et al. vergleichbar zu sein. Aus dem Vergleich der Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit mit den genannten Studien Iasst sich somit schlie3en, dass unter
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Verwendung eines standardisierten, international anerkannten Markerpanels,
welches auf die Detektion MMR-defizienter Zellverbande abzielt, der Anteil von
MSI-H-Tumoren im Adenokarzinom der Prostata mit hoher Wahrscheinlichkeit bei
weniger als 10 Prozent liegt.

Als mogliche Erklarung fur die vergleichsweise niedrige Pravalenz von hochinstabilen
Tumoren im Adenokarzinom der Prostata kann vermutet werden, dass
MMR-defiziente Zellen die maligne Entartung eines Gewebes durch die
Akkumulation von Replikationsfehlern akzelerieren. Die Mutationsfrequenz ist daher
in Malignomen mit einer regen mitotischen Aktivitat, wie sie beispielsweise in der
Schleimhaut des Gastrointestinaltraktes zu finden ist, erwartungsgemafly erhoht
(s. Tabelle 2). Da das Prostatakarzinom im Vergleich zu anderen Tumoren jedoch
ein typischerweise langsam wachsendes Malignom darstellt, ist hier durchaus mit
einer geringen MSI-Haufigkeit zu rechnen. Unter Umstanden spielt auch die
Heterogenitdt des Untersuchungsmaterials eine wesentliche Rolle flr das
Zustandekommen der Ergebnisse. Da das Prostatakarzinom zumeist ein multifokal
entstehendes Malignom mit dementsprechend polyklonalen Anteilen darstellt, muss
davon ausgegangen werden, dass die gewonnenen Gewebeproben aus
Tumorzellverbanden unterschiedlicher Klonalitat bestehen konnen. Je nach
Zusammensetzung des verwendeten Tumorareals kann diese Heterogenitat Einfluss
auf die Sensitivitat der Detektion des MSI-Status nehmen. Je geringer der Anteil
eines MMR-defizienten Zellklones am verwendeten Tumormaterial eines
Prostatakarzinoms ist, desto geringer ist auch die Wahrscheinlichkeit, die

vorhandene Instabilitat als solche zu detektieren.

5.1.3 Korrelation von Mikrosatelliteninstabilititen im Adenokarzinom der

Prostata mit klinischen Parametern

Von besonderem Kklinischen Interesse ist die Frage nach der Existenz von
Korrelationen des MSI-Status mit klinisch messbaren Grof3en. Durch den Nachweis
entsprechender Verbindungen zwischen dem Status eines hochinstabilen bzw.

MMR-defizienten Malignoms und beispielsweise dem klinischen Krankheitsverlauf
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ergaben sich mdglicherweise in der Praxis neue Ansatze fiur eine weitere
Therapieoptimierung. Verschiedene histopathologische und klinische Parameter
wurden bislang in diversen Studien mit einem positiven MSI-Status korreliert. Die
meisten der in Tabelle 3 genannten Autoren fanden dabei jedoch in ihren Kollektiven
keine statistisch signifikanten Zusammenhange zwischen der Prasenz von MSI im
Prostatakarzinom und einem der Parameter Alter der Patienten, PSA-Level,
Tumorstadium, histologische Tumordifferenzierung oder Rezidivrate. Eine mogliche
Erklarung dafur stellen die zum Teil falschen oder ungenauen Definitionen von
hochinstabilen Proben dar. Eine zuverlassige Trennung von Karzinomen mit dem
Mutationsphanotyp von Proben mit weitgehend intaktem MMR-System ist hierbei
oftmals nicht gewahrleistet. Zusatzlich konnte die zum Teil sehr geringe Anzahl der
von ihnen untersuchten Proben ein Ergebnis mit statistischer Signifikanz verhindern.
Auch bei den eigenen Resultaten liel3 sich - ausgenommen fir das Alter der
Patienten bei Diagnosestellung - flr die meisten der untersuchten Parameter
(Tumordifferenzierung, Tumorstadium, Lymphknotenstatus) kein signifikanter
Unterschied der MSI-positiven Karzinome im Vergleich zu den MSI-negativen
Karzinomen beobachten (p>0,05). Fur die statistische Analyse problematisch erweist
sich hierbei vor allem die geringe Haufigkeit hochinstabiler Karzinome in der

Prostata.

5.1.3.1 Tumorgrading nach Gleason

Unter den MSI-H-Tumoren fallt ein relativ hoher Anteil der selten diagnostizierten
Prostatakarzinome mit einem Gleason-Score von 5 auf (33,3% der MSI-H- vs. 1,6%
der MSI-S-Tumore). Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der
Gruppe der MSI-H-Prostatakarzinome und dem Grad der Tumordifferenzierung lasst
sich nicht nachweisen (p>0,05; Abbildung 10), die Mehrzahl der hochinstabilen
Karzinome findet sich aber tendenziell eher in gut differenzierten Tumoren. Im
Gegensatz dazu fanden Gao et al. einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten
von MSI und einer histologisch schlechten Tumordifferenzierung. In dem von ihnen
beobachteten Patientenkollektiv zeigten 86,7% der schlecht differenzierten

(»high-grade®) Prostatakarzinome Instabilitdten in den Mikrosatelliten, in den gut und
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maRig differenzierten Malignomen waren hingegen lediglich 57,1% der Proben
MSI-positiv. Auch die Arbeitsgruppen um Uchida bzw. Watanabe (1996) kommen
ubereinstimmend zum gleichen Schluss. Die Ergebnisse von Dahiya et al. weisen
tendenziell in dieselbe Richtung, wenngleich hier eine statistische Signifikanz nicht
gezeigt werden konnte. Die Aussagekraft dieser Studien muss jedoch aufgrund

vorgenannter struktureller Aspekte als insgesamt gering bewertet werden.

5.1.3.2 Tumorstadium nach TNM (UICC)

Ein Zusammenhang zwischen der Prasenz von MSI in Prostatakarzinomen und dem
Tumorstadium wurde 1996 von Watanabe et al. beschrieben. In den von diesen
untersuchten Gewebeproben waren 81,8% der infiltrierend wachsenden Karzinome
MSI-positiv, bei den organbegrenzten Tumoren lag die MSI-Quote hingegen bei
lediglich 5,5%. Dahiya et al. sowie Egawa et al. konnten zwar diesbezuglich keine
statistische Signifikanz beobachten, ihre Ergebnisse lieRen jedoch ebenfalls ein
verstarktes Auftreten von MSI in fortgeschrittenen Tumorstadien erkennen. Im
Gegensatz dazu zeigen die eigenen Ergebnisse innerhalb der Prostatakarzinome
aus der Gruppe MSI-H ein leichtes Ubergewicht der organbegrenzten Tumorstadien
(Abbildung 11). 55,6% der Karzinome mit Alterationen in mindestens zwei der
untersuchten Marker waren zum Zeitpunkt der Operation auf die Prostata begrenzt
(pT2). Daruber hinaus war - im Gegensatz zu den Karzinomen aus den Gruppen mit
hochstens einer nachgewiesenen Mikrosatelliteninstabilitat - bei keinem der
sogenannten kapseluberschreitenden Karzinome eine Infiltration der Samenblasen
zu finden (pT3a). Bereits 1972 wurde von Byar und Mostofi gezeigt, dass Patienten
mit Samenblasen-infiltrierenden Prostatakarzinomen (pT3b) im Gegensatz zu
Patienten ohne Samenblaseninfiltration (pT3a) eine deutlich schlechtere 7-Jahres-
Uberlebensrate aufweisen (32% vs. 67%).”° Inwiefern nun hochinstabile
Prostatakarzinome tatsachlich aufgrund ihres detektierten geringeren Tumorstadiums
einen messbaren prognostischen Vorteil besitzen, kann mit den aktuell vorliegenden
Verlaufsdaten noch nicht abgeschatzt werden. Hierzu ware ein langerer
Beobachtungszeitraum und eine Erweiterung des Patientenkollektivs

wulnschenswert. Wenngleich die mit insgesamt 9 hochinstabilen Gewebeproben sehr
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geringe Anzahl eine statistisch eindeutige Aussage zu einer moglichen Korrelation
des MSI-Status mit dem Tumorstadium verhindert, stehen die bisherigen Ergebnisse
trotz allem im Widerspruch zu den vorgenannten, kritisch zu betrachtenden Arbeiten.
Die Vermutung, dass der MSI-Status mit dem Tumorstadium korreliert, wird durch
Untersuchungen im Magenkarzinom gestutzt. Dort waren MSI-positive Karzinome in
signifikant erhohtem Malle mit niedrigen TNM-Stadien und einer gunstigeren

Prognose assoziiert.”"’

5.1.3.3 Lymphknotenstatus

Extraglandulares Tumorwachstum im Sinne von Lymphknotenbefall und
Fernmetastasierung ist ein gut untersuchter prognostischer Marker fir das
Prostatakarzinom. Egawa et al. (1995) beobachteten in dem von ihnen untersuchten
Kollektiv eine deutliche statistische Assoziation von Lymphknoten- und
Fernmetastasen mit einem gehauften Auftreten von somatischen Instabilitaten im
Prostatakarzinom. Karzinome mit einer diskontinuierlichen Tumorzellstreuung Uber
die Organgrenzen hinweg (N+, bzw. M+) waren 5,3mal haufiger von
Mikrosatelliteninstabilitaten betroffen als Karzinome ohne Metastasierung. Die
eigenen Untersuchungen zeigen keine statistisch signifikante Korrelation zwischen
dem Lymphknoten- sowie dem MSI-Status (Abbildung 12), wenngleich der Anteil
lymphknotenpositiver Prostatakarzinome im gesamten Patientenkollektiv mit 14,4%
vergleichsweise gering ist. Dennoch wurde in den vorliegenden Analysen bei keinem
der 9 hochinstabilen Karzinome histopathologisch eine Lymphknotenmetastase
entdeckt. Die Ergebnisse von Egawa et al. lieRen sich somit nicht bestatigen. Die
eigenen Daten lassen sogar vermuten, dass MSI-H- im Vergleich zu MSI-S-
Prostatakarzinomen in geringerem Male zur Tumorzellstreuung neigen. Dies steht
auch im Einklang mit den Beobachtungen von Lee et al. bzw. Malesci et al. in

MSI-positiven Magen- bzw. Kolonkarzinomen.?*"%’

5.1.3.4 Alter der Patienten bei Diagnosestellung

Der einzige statistisch signifikante (p<0,05) Zusammenhang in den vorliegenden

Ergebnissen zeigte sich fur die MSI-positiven Prostatakarzinome im Hinblick auf das
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Alter der Patienten bei Diagnosestellung. 66,7% der Patienten mit hochinstabilen
Karzinomen (MSI-H) waren zum Zeitpunkt der Probengewinnung bereits alter als
65 Jahre, bei den stabilen Karzinomen (MSI-S) waren hingegen nur 44,0% in dieser
Altersgruppe (Abbildung 13). Patienten mit einem mikrosatelliteninstabilen
Prostatakarzinom waren demnach zum Zeitpunkt der operativen Intervention
signifikant alter als Patienten ohne eine entsprechende genetische Alteration in
diesen repetitiven Sequenzen. Die Studien von Egawa, Watanabe (1998), Rohrbach
und Azzouzi konnten diesbezuglich im Prostatakarzinom keine Korrelation zeigen.
Unter der Annahme, dass kein systematischer Fehler dem beobachteten hdheren
Alter der Patienten bei Diagnosestellung zugrunde liegt, lasst sich schlussfolgern,
dass in dem untersuchten Patientenkollektiv hochinstabile Prostatakarzinome erst in
einem vergleichsweise hoheren Lebensalter auftreten. Weiterfuhrend ware nun von
Interesse, inwiefern der MSI-Status einen Einfluss auf die klinische oder
biochemische Progression der Erkrankung und letztlich auf die Prognose der
Karzinompatienten hat. Angesichts unvollstandiger Follow-Up-Daten kann zu diesem
Zeitpunkt keine Aussage Uber einen moglicherweise gunstigeren Krankheitsverlauf
oder gar Uberlebensvorteil fir Patienten mit MSI-positivem Prostatakarzinom
gemacht werden. Jedoch existieren fur das Kolonkarzinom Untersuchungen, die
zeigen, dass Patienten mit hochinstabilen Karzinomen im Vergleich zu Patienten mit
einem intakten MMR-System eine signifikant bessere Prognose haben.”*® Eine
mogliche Erklarung hierfir kénnte die Beobachtung sein, dass MSI-positive
Kolonkarzinome mit einer starken intratumorésen Lymphozyteninfiltration assoziiert
sind, welche als effektive Immunantwort des Organismus auf das Malignom zu
verstehen ist.* Diese immunogene Eigenschaft MSI-positiver Tumore konnte fiir ein
verlangsamtes Karzinomwachstum mit zeitlich verzogerter Detektion in hoheren
Lebensaltern und eine geringere Neigung zur Metastasierung verantwortlich sein.
Somit kdnnte dem MSI-Status auch im Prostatakarzinom die Rolle eines pradiktiven
Markers zukommen. Um dies zu klaren soll flr weiterfihrende Analysen das
bisherige Follow-Up der untersuchten Patienten verlangert bzw. die Untersuchungen

auf ein vergroRertes Patientenkollektiv ausgedehnt werden.
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Ein anderer Erklarungsversuch sieht den Grund der besseren Uberlebensraten von
MSI-H-Kolonkarzinomen in einem Unterlaufen der korpereigenen Immunantwort
durch Verlust des HLA-Klasse-I-Komplexes. Ein Verlust dieses fur die Erkennung
von Tumorzellen wichtigen Zellbestandteiles ist eng an die Prasentation von maligne
verandertem Zellmaterial gebunden, welches normalerweise von Lymphozyten Uber
den dafur verantwortlichen HLA-Klasse-I-Komplex erkannt wird. MSI-H-Karzinome, in
welchen eine gehaufte Bildung aberranter Proteine stattfindet, mussten daher in
verstarktem Malle eine Immunantwort stimulieren. Dem Selektionsdruck folgend
kénnen sich nun Zellklone hervortun, die sich durch Verlust der HLA-Klasse-I-
Komplexe dem Immunsystem des betroffenen Patienten entziehen.?®® Auch dieser
Prozess konnte an einer Verschiebung hochinstabiler Karzinome in hdhere

Lebensalter beteiligt sein und erfordert eine weitere Erforschung.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Studie mit dem bislang grofiten
Patientenkollektiv, dass Mikrosatelliteninstabilitaten auch im Prostatakarzinom
vorkommen, wenn auch in Relation zu Malignomen von HNPCC-Patienten in einem
deutlich geringeren Prozentsatz. Der Anteil hochinstabiler Karzinome ist dabei vor
allem im Vergleich zu Malignomen mit einem hohen Zellumsatz deutlich geringer.
Trotz Verwendung von nur funf Mikrosatellitenmarkern war die Gruppe der
hochinstabilen Prostatakarzinome mit 5,9% groRer als in allen Studien mit einer
vergleichbaren Definition hochinstabiler, und damit mit hoher Wahrscheinlichkeit
auch MMR-defizienter, Karzinome. Die groRte Ubereinstimmung bezlglich der
Markerauswahl sowie der Definition von MSI-H-Karzinomen besteht mit den Arbeiten
von Burger et al. sowie Ahman et al., wenngleich in letzterer das Kollektiv
ausschlieBlich aus Patienten mit hereditdren Prostatakarzinomen bestand. Eine
statistisch fassbare Beziehung zwischen dem MSI-Status und den untersuchten
klinischen Parametern liel3 sich nur fir das Alter der Patienten bei Diagnosestellung
beobachten. Bezlglich der Ubrigen untersuchten Parameter neigen hochinstabile
Adenokarzinome der Prostata zu niedrigeren Tumorstadien, guter Differenzierung

und fehlender Lymphknotenmetastasierung.
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5.2 Expressionsanalyse der Spindelcheckpoint-Gene Bub1b und MAD2 in

Prostatakarzinomen

Der mitotische Spindelcheckpoint stellt wahrend der Zellteilung die paritatische
Verteilung der Chromosomen auf die neu entstehenden Tochterzellen sicher
(s. Abschnitt 1.3.2). Bei Verlust der korrekten Spindelcheckpoint-Funktion kénnen
durch  Fehlverteilung aneuploide Zellen entstehen. Aneuploidie ist ein
Charakteristikum eines Grolteils der menschlichen Malignome und offensichtlich
kann eine Fehlfunktion des Spindelcheckpoint-Apparates direkt zur Entstehung
chromosomaler Instabilitit und zur Karzinogenese beitragen.!*>*#?%! Tatsachlich
finden sich Defekte des Spindelcheckpoints beim Menschen in verschiedenen
Malignomen, unter anderem in Kolon, Lunge, Leber, Mamma und Ovarien. Diese
werden eng mit Aneuploidie und chromosomaler Instabilitdt assoziiert,80:261262:263.264
Als Ursache eines Funktionsdefektes des Spindelcheckpoints lasst sich dabei jedoch
nur in den seltensten Fallen eine Mutation in den Kernkomponenten des
Spindelcheckpoints nachweisen, so dass auch andere Mechanismen, wie die
Deregulation der Genexpression bestimmter Gene, Einfluss auf die Entwicklung
einer chromosomalen Instabilitit haben miissen.?0>266.267.268.269.270

In der vorliegenden Arbeit wurden mittels quantitativer Real-Time-PCR die
MRNA-Expressionslevel der Spindelcheckpoint-Gene MAD2 und Bub1b in
Adenokarzinomen der Prostata untersucht. Die relativen Expressionslevel der
Karzinomproben fur MAD2 wiesen dabei im Vergleich zu assoziiertem,
histopathologisch als normal klassifiziertem Prostatagewebe statistisch signifikant
reduzierte Genexpressionslevel auf. Die relativen Expressionslevel fir Bub1b
unterschieden sich hingegen nicht signifikant von dem untersuchten Normalgewebe.
Wahrend die interindividuelle Streubreite der relativen Expressionslevel fur die
Normalgewebe nur gering ist, zeigen die Karzinomgewebe vor allem bezlglich der
relativen Bub1b-Expression eine hohe Varianz (s. Abbildung 15). Dabei finden sich in
den untersuchten Proben vereinzelt Tumorgewebe mit relativen Uberexpressionen,
wohingegen in mehreren Tumorproben vergleichsweise geringe Expressionswerte
fur das jeweils untersuchte Spindelcheckpoint-Gen detektiert wurden. Insgesamt

9 der 47 untersuchten Karzinomgewebe lagen mit ihrem Bub1b-Expressionslevel um

94



Diskussion

deutlich mehr als zwei Standardabweichungen unterhalb des durchschnittlichen
Expressionslevels der Normalgewebe. Diese Tumorproben mit reduziertem
Bub1b-Expressionslevel wurden als Bub1b-low klassifiziert (Bub1b-Unterexpression).
Um die Expressionsunterschiede zu validieren, wurde in Kooperation mit dem
Pathologischen Institut der Universitat Wduirzburg (Dr. P. Adam) mithilfe von
kommerziell  erhaltichen  Bub1b-Antikorpern an den  Karzinomgeweben
immunhistochemische Farbungen durchgefuhrt. Hierbei gelang es jedoch nicht, unter
Verwendung eines Bub1b-Antikdrpers, der in einer immunhistochemischen Analyse
an kolorektalen Karzinomen verwendet wurde, spezifische Kernfarbungen
anzufertigen.””*  Somit konnten die reduzierten Expressionslevel nicht
immunhistochemisch  bestatigt werden. Fur die weitere Etablierung des
Bub1b-Expressionslevels als pradiktiven Marker ware eine verlassliche
Klassifizierung und Evaluierung mittels dieser immunhistochemischen Methode flr
die Zukunft durchaus wiunschenswert.

Hinsichtlich der relativen MAD2-Expressionslevel fanden sich unter den untersuchten
Karzinomen lediglich 3 Proben, deren MAD2-Expression mehr als zwei
Standardabweichungen unterhalb des durchschnittlichen Expressionslevels der
Vergleichsgewebe lagen. In Anbetracht der daraus zu erwartenden geringen
statistischen Aussagekraft einer so geringen Probenanzahl wurde die Trennlinie
zwischen Tumoren mit erniedrigter und solchen mit durchschnittlicher relativer
Expression willkirlich angehoben. Ziel dabei war, sich auf diese Weise zumindest
einen Eindruck von den moglichen Auswirkungen reduzierter MAD2-Expression auf
klinische Parameter des Prostatakarzinoms verschaffen zu kénnen. Gemal dieser
willkirlichen Einteilung zeigten nun 8 der hierfir insgesamt 42 untersuchten
Karzinomproben vergleichsweise deutlich verringerte Expressionslevel fir MAD2
(s. Abbildung 18).

Das untersuchte Patientenkollektiv beinhaltet demzufolge auch solche
Prostatakarzinome, welche offensichtlich im Vergleich zu den Ubrigen
Karzinomproben als auch in Relation zu den untersuchten Normalgeweben
reduzierte Expressionslevel fur das Spindelcheckpoint-Gen Bub1b — in
Einschrankung auch fur MAD2 - aufweisen. Vereinzelt lassen sich im

Untersuchungsgut auch Uberexpressionen der genannten Gene nachweisen. Hierauf
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wird jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht dezidiert eingegangen, da aufgrund deren
geringer Anzahl eine weitere Diskussion der moglicherweise daraus resultierenden
Daten als nicht sinnvoll erscheint. Die vorliegenden Ergebnisse demonstrieren, dass
in einem nicht unerheblichen Anteil von Adenokarzinomen der Prostata verringerte
Expressionslevel bestimmter Spindelcheckpoint-Gene anzutreffen sind. Wenngleich
die Bedeutung reduzierter Expressionslevel von Bub1b bzw. MAD2 im
Prostatakarzinom noch weitgehend unbekannt ist, existieren Hinweise dafur, dass
eine Deregulation der mRNA-Level in einem Teil der Prostatakarzinompatienten an

der Karzinogenese bzw. Tumorprogression beteiligt ist.

Dysregulationen von Spindelcheckpoint-Genen wurden bereits in verschiedenen
Tumorarten beschrieben (s. Abschnitt 1.3.2.3). Eine mdogliche Erklarung fur
reduzierte Expressionslevel in menschlichen Karzinomen stellen
Hypermethylierungen bestimmter Genexpressionsregulatoren dar. Bekanntermalen
sind hierbei verschiedene Tumorsuppressor-Gene in der Promotorregion von diesen
Hypermethylierungen betroffen.?’#%"® Im Prostatakarzinom ist dieses Gensilencing fiir

unterschiedliche Genloci bekannt (Ubersicht in Chung et al.?”

). Vor allem CG-reiche
Areale sind von dieser epigenetischen Veranderung betroffen.?”®> Méglicherweise wird
auf diese Weise auch eines oder mehrere der Gene des Spindelcheckpoint-
Apparates in ihrer Expression reguliert.

Welche Folgen alterierende Expressionslevel der Checkpointgene mit sich bringen,
ist aus verschiedenen tierexperimentellen Arbeiten bekannt. Dabei ist die komplette
Deletion von Bub1b bzw. MAD2, zweier Kernkomponenten des Spindelcheckpoint-
Apparates, im Mausmodell mit dem Leben nicht vereinbar und fuhrt Uber zahlreiche
chromosomale Fehltrennungen und Apoptosen zu friher embryonaler
Sterblichkeit.®®*'®2 Bub1b- bzw. MAD2-haploinsuffiziente M&use mit - durch
verminderte Genexpressionslevel - kompromittiertem Spindelcheckpoint-Apparat
zeigten hingegen im Vergleich zum Wildtyp deutlich vermehrt chromosomale
Fehlverteilung sowie eine erhohte Inzidenz fur die Entwicklung spontaner bzw.
karzinogen-induzierter Tumore.’®'® Der partielle Verlust der Spindelcheckpoint-

Aktivitat ist somit im Gegensatz zur vollstandigen Checkpoint-Deletion durchaus mit
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dem  Zelluberleben vereinbar, pradisponiert jedoch  durch  vermehrte
Chromosomenfehlverteilung zur Tumorgenese.

Fur menschliche Tumorzellen ist bekannt, dass der komplette Funktionsverlust des
Spindelcheckpoints zum Tod der betroffenen Zelle fiihrt.>”®?’" In iberlebensfahigen
Tumorzellen hingegen zeigen MADZ2 und Bub1b eine variable Expression. Eine
reduzierte Expression dieser Spindelcheckpoint-Gene lasst sich in Tumoren
unterschiedlicher Organe beobachten, unter anderem in Kkolorektalen und
nasopharyngealen Malignomen, Karzinomen der Mamma und Ovarien sowie in

Keimzelltumoren des Hodens,167:264278.279,280

5.2.1 Assoziation von biopathologischen Parametern mit der reduzierten

Expression von Spindelcheckpoint-Genen

5.2.1.1 MAD2

Die Bedeutung reduzierter Expressionslevel im Prostatakarzinom ist bislang noch
weitestgehend unverstanden. Xu et al. beschrieben lediglich einen Zusammenhang
zwischen reduzierten MAD2-Expressionsleveln und hohen Gleason-Scores.?®! Damit
ubereinstimmend deuten auch die eigenen Ergebnisse einen - wenngleich statistisch
nicht signifikanten (p>0,05) - Zusammenhang niedriger MAD2-Level mit schlecht
differenzierten Prostatakarzinomen an. Wahrend 77,0% der Karzinomproben mit
durchschnittlicher Genexpression einen Gleason-Score von maximal 7 aufweisen,
sind 62,5% der Tumore mit MAD2-Unterexpression mit einem Gleason-Score von
mindestens 8 vergesellschaftet. Weiterhin waren MADZ2-defiziente Tumore im
Gegensatz zu solchen Tumoren mit durchschnittlichem Expressionslevel zum
Zeitpunkt der Operation bereits zu einem grolReren Anteil in fortgeschritteneren
Tumorstadien (Anteil der organbegrenzten Karzinome: 25% vs. 46,2%) bzw. nodal
metastasiert (37,5% vs. 15,4%). Angesichts der geringen Probenanzahl sind hier
jedoch ohne Erweiterung des Patientenkollektivs keine Aussagen mit statistischer

Signifikanz zu erwarten.

97



Diskussion

5.2.1.2 Bub1b

Betrachtet man die Prostatakarzinome, welche eine Bub1b-Unterexpression
aufweisen, so bestehen fur diese im Vergleich zu Tumoren mit durchschnittlichen
Bub1b-Leveln statistisch signifikante Assoziationen (p<0,05) mit hohen Gleason-
Scores (Gleason-Score =8 in 77,8% vs. 24,2% der Karzinome), lokal
fortgeschrittenen Tumorstadien (Anteil der organbegrenzten Karzinome: 0% vs.
51,5%) und vermehrt lymphogener Metastasierung (55,6% vs. 18,2%). Da alle diese
genannten Faktoren mit einer ungunstigen Prognose assoziiert sind
(s. Abschnitt 1.1.7), muss auch bei Karzinomen mit reduzierten Bub1b-Leveln von

einem prognostisch ungunstigen Krankheitsverlauf ausgegangen werden.

Die Assoziation einer reduzierten Bub1b-Expression mit prognostisch ungunstigen
Prognosefaktoren im Prostatakarzinom deckt sich mit Beobachtungen in kolorektalen
Karzinomen, in denen Shichiri et al. eine Korrelation von reduzierten
Bub1b-Expressionsleveln mit verstarkter Lymphknotenmetastasierung und einem
verkiirzten rezidivfreien Uberleben fanden.?’® Mdglicherweise kommt daher dem
Bub1b die Funktion eines Tumorsuppressor-Gens zu, wobei eine quantitative
Verringerung der Bub1b-Translationsprodukte Uber eine Funktionsbeeintrachtigung
des Spindelcheckpoint-Apparates karzinogeneseférdernd wirkt. Eine Reduktion der
Expressionslevel, wie sie im Falle einer Bub1b-Unterexpression vorliegen, konnte
demzufolge durch Beeintrachtigung der tumorsuppressiven Funktion eine maligne
Entartung von Zellen und insbesondere die Tumorprogression begunstigen. Die
vorliegenden Ergebnisse weisen somit auf eine enge Beziehung zwischen
reduzierten Expressionsleveln bestimmter Spindelcheckpoint-Gene und der
Progression des Prostatakarzinoms im Menschen hin. Um diese Annahme zu
validieren, ist es jedoch unabdingbar, die Bub1b-Expression als unabhangigen

Prognosefaktor fur das Prostatakarzinom an einer groReren Fallzahl zu untersuchen.

Anhand der zurzeit vorliegenden ,Follow-Up“-Daten ist noch keine Aussage uber
einen moglicherweise differierenden Krankheitsverlauf in Patienten mit einem
Karzinom, in welchem sich eine signifikante Unterexpression vorgenannter

Spindelcheckpoint-Gene nachweisen lasst, moglich. Bestatigt sich aber die
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postulierte Hypothese, dass eine verringerte Expression von Spindelcheckpoint-
Genen mit einem ungunstigeren Outcome der betroffenen Patienten assoziiert ist,
kame dem relativen Expressionslevel des zugrunde liegenden Spindelcheckpoint-
Gens die Rolle eines pradiktiven Markers zu. Daher ist anhand der bisherigen Daten
Bub1b als guter Kandidat fir einen moglichen solchen pradiktiven Marker
anzusehen. MAD2 hingegen ist nach der momentanen Datenlage diesbezuglich eher
kritisch zu bewerten. Fur den Patienten und behandelnden Arzt wirde ein solcher
Marker die Entscheidung fur die Notwendigkeit und Art der indizierten Therapie des

diagnostizierten Prostatakarzinoms erheblich erleichtern.

Wahrend die gezeigten Daten eine reduzierte Expression in progressiven
Karzinomen beschreiben, beobachten einzelne Studien kontrar dazu auch das
Auftreten von Uberexpressionen vorgenannter Spindelcheckpoint-Gene. Im
Menschen finden sich erhdhte Expressionslevel fir MAD2 bzw. Bub1b unter
anderem in Malignomen des Gastrointestinaltraktes, der Lunge und Schilddruse,
Weichteilsarkomen, sowie Urothel- und Mammakarzinomen.28%:283:284.285.286.287 7, iy Tgij|
sind die Uberexpressionen mit aggressiven Tumoren, fortgeschrittenen
Tumorstadien und ungiinstiger Prognose assoziiert.®**** So wurde auch gezeigt,
dass im Mausmodell die Uberdurchschnittliche Genexpression zur Akkumulation
aneuploider Zellen und Tumorgenese fiihrt.”®® Die Ursache fiir eine Erhéhung der
Expressionslevel bestimmter Gene des Spindelcheckpoints ist bislang noch
weitgehend unklar. M®dglicherweise ist diese jedoch als physiologische,
kompensatorische Antwort auf eine Spindelcheckpoint-Defizienz zu deuten.?2%%
Nach den vorliegenden eigenen Resultaten scheint das Vorhandensein einer
relativen Uberexpression von Bub1b bzw. MAD2 im Adenokarzinom der Prostata

selten zu sein und keine bedeutende Rolle in der Karzinomprogression zu spielen.
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5.2.2 Bedeutung von Spindelcheckpoint-Defekten fur die Karzinogenese und

Tumorprogression

Vitalen Tumorzellen bietet ein geschwachter Spindelcheckpoint-Apparat zumeist
einen Uberlebensvorteil, der auf einer erhdhten Toleranz gegeniiber Aneuploidie und
verminderter Apoptoseanfilligkeit basiert.”*?*" Verschiedene Studien konnten
auBerdem zeigen, dass Tumorzellen mit defizitArem Spindelcheckpoint
widerstandsfahiger gegeniber bestimmten Chemotherapeutika, insbesondere

d.167.292.2932942952%  Tayane  verhindern Uber eine

gegenuber Taxanen, sin
Stabilisierung der Mikrotubuli den Abbau des Spindelapparates und hemmen so die
Zellteilung und das Tumorwachstum.?®” Fiir die Behandlung des fortgeschrittenen,
hormonrefraktaren Prostatakarzinoms findet derzeit Docetaxel, ein zytotoxisches
Agens aus der Taxoidfamilie, Anwendung (s. Abschnitt 1.1.6.). Die damit
behandelten Patienten profitieren von einem verlangerten krankheitsbezogenen
Uberleben. In bis zu der Halfte der Patienten lasst sich ein deutlicher Abfall der
PSA-Serumwerte wahrend des Behandlungszeitraumes nachweisen. Bislang ist
jedoch noch weitgehend unklar, wie grofd der Anteil an Patienten ist, die primar nicht
auf eine Taxantherapie ansprechen, bzw. welche Mechanismen im Laufe der
chemotherapeutischen Behandlung zu einer Docetaxel-Resistenz fluhren. In
Mammakarzinom-Zelllinien wurde beobachtet, dass reduzierte Expressionslevel der
Spindelcheckpoint-Gene MAD2 bzw. Bub1b mit einer erhdhten Taxanresistenz
einhergehen.?® Auch Bub1b-haploinsuffiziente murine embryonale Fibroblasten
zeigen in-vitro eine erhdhte Resistenz gegen Docetaxel.”® Dem Expressionslevel
von Spindelcheckpoint-Genen kénnte daher auch die Rolle eines pradiktiven Markers
in Hinblick auf das Ansprechen auf eine Chemotherapie mit Docetaxel zukommen.
Ein schnelleres Erkennen sogenannter ,Non-Responder® unter den betroffenen
Karzinompatienten kénnte sowohl fur den Patienten als auch fiur den behandelnden
Arzt eine gezielte Optimierung der individuellen Therapie durch frihzeitiges
Umstellen auf alternative Behandlungskonzepte erleichtern. Allerdings fehlen zur Zeit
noch entsprechende Ergebnisse aus Verlaufsbeobachtungen, die eine Aussage zum

individuellen Ansprechen des Patienten vor einer solchen Chemotherapie zulassen.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass - ebenso wie bereits
fur andere Malignome beschrieben - auch im Adenokarzinom der Prostata
Alterationen in den Expressionsleveln der Spindelcheckpoint-Gene MAD2 und Bub1b
nachweisbar sind. In den Tumorproben findet sich dabei, neben vereinzelten
relativen Uberexpressionen, insbesondere fiir Bub1b (19,1%), in geringerem
Ausmaly auch fur MAD2 (7,1%), im Untersuchungsgut eine Gruppe von
Tumorproben, welche vergleichsweise geringe Expressionslevel der untersuchten
Spindelcheckpoint-Gene aufweisen. Wahrend relative Uberexpressionen von MAD2
bzw. Bub1b den Resultaten zufolge im Prostatakarzinom selten auftreten und fir die
Karzinomprogression keine bedeutende Rolle zu spielen scheinen, sind
Prostatakarzinome mit reduzierten Expressionsleveln mit verschiedenen
biopathologischen Parametern assoziiert. Prostatakarzinome mit reduzierter
Bub1b-Expression korrelieren dabei in statistisch signifikantem MalRe mit hohen
Gleason-Scores, lokal fortgeschrittenen Tumorstadien und vermehrt lymphogener
Metastasierung. Da alle diese Parameter mit einer ungunstigen Prognose
einhergehen, ist auch fur Karzinome mit reduzierten Bub1b-Expressionsleveln ein
prognostisch ungunstiger Krankheitsverlauf zu erwarten, wie dies beispielsweise fur
Kolorektalkarzinome gezeigt wurde.?”® In Hinblick auf MAD2 sind mit der bislang
untersuchten Patientenanzahl keine statistisch signifikanten Aussagen moglich.
Jedoch sind auch hier die untersuchten Prostatakarzinome mit reduzierter
MAD2-Expression vergleichsweise schlecht differenzierte Karzinome in zum Grolteil
fortgeschritteneren Tumorstadien mit oftmals bereits nodaler Metastasierung.
Dariber hinaus weisen Tumorzellen mit reduzierten Spindelcheckpoint-
Genexpressionsleveln eine hdhere Resistenz gegeniber Taxanen, insbesondere
Docetaxel, auf. Dem Expressionsstatus vorgenannter Spindelcheckpoint-Gene,
insbesondere Bub1b, kann daher die Rolle eines neuen pradiktiven Markers, sowohl
hinsichtlich des weiteren Krankheitsprogresses als auch hinsichtlich der
wahrscheinlichen Chemosensitivitdt des Prostatakarzinoms gegenlber Docetaxel,

zukommen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das Prostatakarzinom ist deutschlandweit das zweithaufigste zum Tode fuhrende
Malignom des Mannes. Im Jahr 2007 starben Uber 11.000 Patienten an den
krankheitsbedingten Folgen dieses vorrangig mit hdherem Lebensalter assoziierten
Malignoms. Mit Einfuhrung des Screenings durch PSA-Bestimmung werden
Karzinome zunehmend in friheren Lebensaltern und damit oft in weniger
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert. Eine Differenzierung der Patienten in eine
Hochrisikogruppe, in welcher die Betroffenen aufgrund eines hohen malignen
Potentials ihrer Tumorerkrankung einer weiteren Therapie bedurfen, und Patienten
mit geringem Progressionsrisiko, die bei vergleichsweise niedrigmaligner Erkrankung
zeitlebens von krankheitsbedingten Gesundheitsbeeintrachtigungen verschont
bleiben werden, ist daher erforderlich. Obwohl die Therapieoptionen des
Prostatakarzinoms neben der Lebenserwartung des Patienten und dessen
Komorbiditaten vor allem prognostische Faktoren wie das Tumorgrading nach
Gleason oder das TNM-Stadium bericksichtigen, ist eine prognostisch verlassliche
Einteilung der Patienten zurzeit unbefriedigend. Deshalb bedarf es der Etablierung
neuer pradiktiver Marker. Bei der Fahndung nach solchen Markern muss
berucksichtigt werden, dass im Gegensatz zu vielen anderen Malignomen die
Karzinogenese in der Prostata keinem spezifischen Mutationsmuster oder einer
Adenom-Karzinom-Sequenz folgt, wie dies z.B. im Kolonkarzinom beschrieben
wurde. Stattdessen lassen sich im Prostatakarzinom eine Reihe unterschiedlicher
genomischer Alterationen beobachten, deren molekulare Ursachen und
Mechanismen jedoch noch weitgehend unverstanden sind. Das Mismatch-Repair-
(MMR)-System sowie der Spindelcheckpoint stellen zwei gut untersuchte spezifische
Reparatur- bzw. Uberwachungssysteme menschlicher Zellen dar. Defekte in diesen

Systemen tragen nachweislich zur malignen Entartung der betroffenen Gewebe bei.

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Bedeutung von Mikrosatelliteninstabilitaten
(MSI) als Ausdruck einer Defizienz des MMR-Systems im Prostatakarzinom. Neben
der Bestimmung der Pravalenz von MSI lag das Hauptaugenmerk auf der Analyse

von Korrelationen zwischen dem Auftreten von Mikrosatelliteninstabilitaten in
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Prostatakarzinomen und klinisch prognostischen Parametern. Von den insgesamt
153 untersuchten Prostatakarzinomen konnte in 24 Fallen (15,7%)
Mikrosatelliteninstabilitat nachgewiesen werden. 9 davon (5,9%) waren mit zwei oder
mehr nachgewiesenen Instabilitdten definitionsgemaly hochinstabil (MSI-H). Diese
Pravalenz hochinstabiler Prostatakarzinome ist im Vergleich zu anderen MSI-Studien
niedrig, steht aber im Einklang mit konzeptionell vergleichbaren und validen
Studienergebnissen. Eine statistisch signifikante Korrelation zwischen dem
MSI-Status und dem Alter der Patienten bei Diagnosestellung wurde beobachtet. Im
untersuchten Patientenkollektiv traten hochinstabile Prostatakarzinome im Vergleich
zu mikrosatellitenstabilen Karzinomen erst in einem deutlich hoheren Lebensalter
auf. Bezuglich der ubrigen untersuchten Parameter zeigten die Analysen, dass
hochinstabile Adenokarzinome der Prostata mit guter Differenzierung, niedrigeren
Tumorstadien und fehlender Lymphknotenmetastasierung einhergehen. Die erzielten
Werte erreichten aber aufgrund der niedrigen Pravalenz von MSI-H-Tumoren keine
Signifikanz. Inwieweit Patienten mit einem hochinstabilen Prostatakarzinom
tatsachlich eine gunstigere Prognose haben, bedarf daher noch weiterfUhrender
Verlaufsbeobachtungen bzw. einer VergroRerung des Patientenkollektivs, wie dies
auch fur die Etablierung des MSI-Status als potentiellen pradiktiven Markers eines

Prostatakarzinoms unerlasslich erscheint.

Den zweiten Schwerpunkt der Arbeit bildet die Detektion aberranter Expressionslevel
der Spindelcheckpoint-Gene Bub1b und MAD2 und deren mdgliche prognostische
Bedeutung in Hinblick auf den klinischen Verlauf der Tumorerkrankung. Mittels
quantitativer Expressionsanalysen wurden sowohl relative Uber- als auch
Unterexpressionen der  Spindelcheckpoint-Gene Bub1b und MAD2 im
Prostatakarzinom nachgewiesen. Im untersuchten Patientenkollektiv  sind
Uberexpressionen dieser Gene vergleichsweise selten und scheinen somit fiir die
Karzinomprogression keine bedeutende Rolle zu spielen. Hingegen weist eine
Gruppe von Tumorproben insbesondere fur Bub1b (19,1%), in geringerem Ausmal}
auch fuar MAD2 (7,1%), vergleichsweise geringe Expressionslevel der untersuchten
Spindelcheckpoint-Gene  auf. Diese  Prostatakarzinome mit reduzierten

Expressionsleveln  zeigen eine enge Assoziation mit verschiedenen
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biopathologischen Parametern. Prostatakarzinome mit reduzierter Bub1b-Expression
sind dabei in statistisch signifikantem MalRe mit hohen Gleason-Scores, lokal
fortgeschrittenen Tumorstadien und vermehrt lymphogener Metastasierung
assoziiert. In Hinblick auf MAD2 sind mit der bislang untersuchten Patientenanzahl
keine statistisch signifikanten Aussagen maoglich. Jedoch fallt auch hier auf, dass
untersuchte Prostatakarzinome mit reduzierter MAD2-Expression vergleichsweise
schlecht differenzierte Karzinome in zum Grol3teil fortgeschritteneren Tumorstadien
mit oftmals bereits nodaler Metastasierung sind. Die gezeigten Ergebnisse legen
dem Spindelcheckpoint-Gen Bub1b somit die Funktion eines Tumorsuppressors
nahe. Durch weiterfUhrende Analysen der Bub1b-Expression im Prostatakarzinom
konnte sich die neuartige Moglichkeit ergeben, Patienten mit einem erhohten
Progressionsrisiko zu detektieren. Eine Ausdehnung der Untersuchungen auf ein
erweitertes Patientenkollektiv ist hierbei notwendig, um die Relevanz von Bub1b als

pradiktiven Marker fur das Prostatakarzinom zu evaluieren.
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