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Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom gilt als eines der wichtigsten Tumorerkrankung und zweithaufigste
krebsbedingte Todesursache bei Mannern. Die Inzidenzrate ist, nach einem starken Anstieg
in den 1990er Jahren, neulich gesunken. Dennoch ist in den USA und in Europa das
Prostatakarzinom eines der wichtigsten Erkrankungen alterer Manner. Entziindungen und
damit verbundener oxidativer Stress zahlen neben familiarer Pradisposition, Erndhrung und
Arteriosklerose zu den Risikofaktoren. Das Prostatakarzinom ist eine multifokale Erkrankung,
die durch mehrere, voneinander unabhangig auftretende Adenokarzinome charakterisiert ist.
Die Prostatische Intraepitheliale Neoplasie (PIN) wird als Vorlaufer des Prostatakarzinoms
bezeichnet, erklart jedoch die Tumorentstehung nicht vollstandig. Die Prostataatrophie, vor
allem die Atrophie mit der Hyperplasie der Basalzellen, wird als Vorstufe von der PIN und dem
Adenokarzinom diskutiert. Durch immunhistochemische Untersuchungen wurde festgestellt,
dass die Atrophie-Lasionen erhdhte Proliferation und geringere Apoptoseraten vorweisen. Die
Atrophie ist haufig in der Peripheren Zone, dem von Adenokarzinomen bevorzugten Teil der
Prostata, lokalisiert und assoziiert meistens mit Entzindungen. Epigenetische
Untersuchungen zeigen, dass im Prostatakarzinom auftretende Ereignisse wie GSTP1-Insel-
Hypermethylierung, p53-Mutationen, CAG-Repeat-Polymorphismus des AR-Gens in der
Prostataatrophie vorkommen. Es wird behauptet, dass oxidativer Stress, bedingt durch
Entzindungen in der Prostataatrophie, zu genetischen Veranderungen in den Epithelzellen

und zur neoplastischen Transformation flhrt.

Die vorliegende Arbeit wurde durchgefihrt um genetischen Veranderungen in der
Prostataatrophie zu untersuchen und mit den Alterationen die im Normalgewebe, in der PIN

und im Karzinom vorkommen, zu vergleichen.

Mittels FISH-Analysen wurden bei 50 Patienten entsprechende Gewebelasionen nach
Chromosom 8 Alterationen in Form von Verlust 8p22 und Zugewinn 8924 durchsucht. Ein
gradueller Anstieg in Anzahl der Kerne mit Verlust 8p22 wurde im Normalgewebe, in der
Atrophie, in der PIN und im Karzinom vorgefunden. Ein signifikanter Unterschied in der Anzahl
der Kerne mit Zugewinn 8924 konnte durch den Vergleich der Atrophie mit dem Normalgewebe
und dem Karzinom festgestellt werden. Um genetische Veranderungen am gesamten Genom
der Prostataatrophie zu untersuchen, wurden CGH-Analysen durchgefuhrt. Die
Untersuchungen zeigten in 70 % der Atrophie-Lasionen einen Zugewinn von Chromosom X.
Die FISH-Methode wurde flr die Verifizierung der CGH-Ergebnisse und fur den Vergleich der

Chromosom X Aberrationen in gepaarten Karzinom-Lasionen angewendet.

Die genetische Instabilitdt der Prostataatrophie konnte anhand der detektierten Alterationen

an Chromsom 8 und Chromsom X gezeigt werden.



Abstract

Prostate cancer is one of the most frequently diagnosed tumours and the second leading cause
of cancer deaths among men. The incidence rate has dropped recently, after a strong increase
in the 1990s. Nevertheless, in the US and in Europe is prostate cancer the major disease of
aging men. Inflammation and associated oxidative stress are other risk factors in addition to
familial predisposition, nutrition and arteriosclerosis. Prostate cancer is a multifocal disease
characterized by multiple, independently occurring adenocarcinomas. Prostate Intraepithelial
Neoplasia (PIN) has been proposed as a precursor of prostate cancer, but the tumour
development is not completely described. Prostate atrophy, especially atrophy with
hyperplasia of basal cell, has been indicated as a precursor to PIN and adenocarcinoma.
Immunohistochemical studies detected increased proliferation and lower rates of apoptosis in
atrophic lesions. Prostatic atrophy is often located in the peripheral zone of the prostate, the

preferred site of adenocarcinoma and is frequently associated with inflammation.

Epigenetic studies demonstrated common events in prostate cancer such as GSTP1 island
hypermethylation, p53 mutations, CAG repeat polymorphism of the AR gene in atrophic
lesions. It has been assumed that oxidative stress caused by inflammation in the prostatic

atrophy leads to genetic changes in the epithelial cells and to neoplastic transformation.

The present work was carried out to investigate genetic changes in atrophic lesions and to

compare them with alterations occurring in normal tissue, in PIN and in carcinoma.

Using FISH analyses, chromosome 8 alterations, such as loss of 8p22 and gain of 8q24 were
investigated in prostate tissues of 50 patients. A gradual increase in number of nuclei with loss
of 8p22 was found in normal tissue, atrophy, PIN and carcinoma. The comparison of atrophy
with normal tissue and carcinoma showed a significant difference in the number of nuclei with
gain of 8g24. CGH analyses were performed to investigate genetic changes in the entire
genome of prostatic atrophy. Gain of Chromosome X was found in 70 % of examined atrophic
lesions. Verification of the CGH results and comparison with chromosome X aberrations in

paired carcinoma lesions was performed using FISH analysis.

The genetic instability of prostatic atrophy was demonstrated by the detected alterations in

chromosome 8 and chromosome X.



1. Einfiihrung

1.1. Prostatakarzinom

1.1.1. Epidemiologie

Das Prostatakarzinom ist nach dem Lungenkrebs das am haufigsten diagnostizierte Karzinom.
So kam es 2008 weltweit zu 903.500 Neuerkrankungen und 258.400 Todesfallen. Dies machte
14 % aller Karzinome und 6 % aller Tumor bedingten Todesfalle aus. Die Inzident variiert sehr
stark, mehr als das 25-Fache weltweit und ist am gréften in Europa und der USA [Ferlay et
al. 2010]. So wurden fur 2017, in den USA, 161.360 Neudiagnosen und 26.730 Todesfalle
erwartet. [Siegel et al. 2017]. Die Inzidenzraten in Europa sind sehr heterogen und variieren in
den 40 untersuchten Europaischen Staaten um mehr als das 7-Fache (25-193 pro 100.000).
Die hochsten Inzidenzraten zeigten sich in Nord- und Westeuropa und die niedrigsten in

Zentral- und Osteuropa [Ferlay et al. 2013].

Die Inzidenzrate erhohte stark in den 1990er Jahren sich sehr, setzte sich dann leicht fort
[Jemal et al. 2003]. Hauptgrund war die Einflhrung des PSA-Tests und die damit verbundene
vermehrte Detektion der Prostatakarzinome in sehr friihen Stadien. Kirzlich sanken jedoch
die Inzidenzraten (Abb. 1), bis auf die Halfte [Siegel et al 2016]. Dies wiederum wird mit der
Tatsache in Verbindung gebracht, dass die PSA Testung wegen hoher Uberdiagnosen, seit

2010 stark gesunken ist [Hayes und Barry 2014; Draisma et al 2009].
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Abbildung 1: Tumorerkrankungen der Manner in den USA: Trends in Inzidenz (1975 bis 2013)
und Todesrate (1975 bis 2014).



Die Pravalenz des Prostatakarzinoms steigt mit zunehmendem Alter. Die Wahrscheinlichkeit
diagnostiziert zu werden ist fir Manner unter 40 Jahren 1 zu 19.299, 1 zu 45 zwischen 40 und
59 Jahren, und 1 zu 7 im Alter von 60 bis 79 Jahren. Weltweit wurden drei Viertel aller
Prostatakarzinome bei Patienten im Alter von 65 oder darlber diagnostiziert [Lutz et al. 2003].
Alle Manner mit zirkulierenden Androgenen kdnnen, sofern sie lange genug leben, zumindest

mikroskopisch nachweisbare Tumor-Lasionen entwickeln [Bostwick et al. 2004].

Prostatakarzinom ist eine multifokale Erkrankung die dadurch gekennzeichnet ist, dass
mehrere Adenokarzinome unabhdngig voneinander entstehen [Arora et al. 2004]. Die
Mehrzahl der diagnostizierten Prostatakarzinome (68-75%) sind, wie die Prostatitis und die
Vorlasionen, in der peripheren Zone, im duf3ern Teil der Prostata lokalisiert. Nur 4 bis 8 % der
Tumore entstehen in der Zentral Zone und 20 bis 24 % in der Transitionalzone [McNeal et al.
1988].

Ein anfangs androgen-abhangiger, organ-begrenzter Tumor entwickelt sich in spateren
Stadien in ein hoch invasives, androgen-unabhangiges metastasierendes Karzinom [Abate-
Shen & Shen 2000]. Die Prostata Intraepitheliale Neoplasie (engl. Prostatic Intreepthelial
Neoplasia; PIN), vor allem des hoheren Grades (HGPIN, High Grade Prostatic Intrapithelial
Neoplasia) wurde mehrmals als der Vorlaufer des Prostatakarzinoms der Peripheren Zone
postuliert. Dies basiert auf der “zonalen colokalisierung”, den morphologischen Transitionen
und den molekulargenetischen Ahnlichkeiten zwischen PIN und dem Adenokarzinom [McNeal
JE. und Bostwick DG. 1986; McNeal et al. 1991; Bostwick et al. 1996]. Der Mechanismus, der

die Progression von PIN zum Prostatatumor beschreibt, ist noch ungeklart.

Zur Behandlung des metastasierenden Prostatakarzinoms wird bei den meisten Patienten eine
Androgenentzugstherapie, mit dem Ziel der Reduktion der hormonabhangigen Tumorzellen,
durchgefuhrt. Anfangs sprechen ungefahr 70 bis 80 % der Patienten auf diese Therapie an. In
spateren Stadien jedoch kann eine hormon- refraktare, hoch aggressive Form mit Metastasen

und schlechter Prognose entstehen [Gittes 1991].

Die Eigenschaft der Tumorzellen entfernte Organe zu befallen, ist die Hauptursache Krebs
induzierten Todes. Die regionalen Lymphknoten und das Knochensystem sind die am meisten
befallenen Organe. Mehr als 70 % der Patienten, die an Prostatakarzinom verstarben, zeigten

Knochenmetastasen [Zettler 1990].



1.1.2. TNM Klassifikation und der Gleason Score

Die Heterogenitdt und die multifokale Natur der Prostatakarzinom-L&sionen fuhren zu
erheblichen Schwierigkeiten in der Diagnose. Zusatzlich zur TNM Klassifikation, die als
Standard dient, wurde von Gleason ein weiteres Einstufungssystem, basierend auf die
histologischen Strukturen in H&E gefarbten Prostatagewebe Schnitten [Gleason 1992]
eingefihrt.

Das TNM Einstufungssystem (Tabelle 1) basiert auf der Lokalisierung und der Grolie des
Tumors [Brierley et al. 2017]. Bewertet werden das lokale Tumorwachstum (T), die regionalen

Lymphknoten (N) und die Fernmetastasen (M).

Im Gleason-Score System werden flnf histologische Drisenformationen (Abbildung 3) zur
Erstellung eines gesamten Tumorgrades, welcher zwischen 2 und 10 variieren kann,
verwendet. Der Gleaso- Score vereint primare pradominante histologische Muster mit

sekundaren Mustern. Ein hoherer Gleason Grad weist auf ein fortgeschrittenes Karzinom hin.

Abbildung 2: Die histologischen Grade des Gleason Score Systems [Humphrey et al. 2016].



Gleason-Muster 1 ist ein seltenes Muster mit gut differenzierten, runden, relativ gleichmafigen
mittelgroRen Azini. Gleason-Grad 2 ist gekennzeichnet durch eine Zunahme in der Variabilitat
der Drisengrofle und Form. Die mittelgrof’en Azini liegen durch das dazwischenliegende
Stroma weiter voneinander entfernt. Gleason Grad 3 wird am haufigsten diagnostiziert und
zeigt hohere Variabilitat der Drisen in Grélte und Form. Gleason Grad 4 ist ein hoch-grad,
gering differenziertes Karzinom mit Infiltration in das umgebene Gewebe und umfasst auch
kribiforme und glomeruilide Drisen. Gleason Grad 5 ist das am geringsten differenzierte
Muster und umfasst unregelmaRige Zellen ohne erkennbaren Driisenstrukturen [Gleason
1992; Epstein et al. 2016; Moch et al. 2016].

Der Gleason-Score wird aus der Summe der beider, primarer und sekundarer Muster
berechnet. Neulich wurde ein neues Grading-System, auf der Basis des Gleason-Score
Systems eingefuihrt [Pierorazio et al. 2013; Epstein et al. 2016 b]. So werden die ermittelten

Gleason- Score- Werte in funf verschiedene Gruppen unterteilt (Tabelle 2).
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T-Primary tumour

X
T0

™

T2

T3

T4

T1a
T1b
T1c

T2a
T2b
T2c

T3a

T3b

Primary tumour cannot be assessed

No evidence of primary tumour

Clinically inapparent tumour that is not palpable

Tumour incidental histological finding in 5% or less of tissue resected
Tumour incidental histological finding in more than 5% of tissue resected
Tumour identified by needle biopsy (e.g., because of elevated PSA)
Tumour that is palpable and confined within prostate

Tumour involves one half of one lobe or less

Tumour involves more than half of one lobe, but not both lobes

Tumour involves both lobes

Tumour extends through the prostatic capsule

Extracapsular extension (unilateral or bilateral) including microscopic bladder
neck involvement

Tumour invades seminal vesicle(s)

Tumour is fixed or invades adjacent structures other than seminal vesicles:

external sphincter, rectum, levator muscles, and/or pelvic wall

N- Regional Lymph Nodes

NX
NO
N1

Regional lymph nodes cannot be assessed
No regional lymph node metastasis

Regional lymph node metastasis

M-Distant Metastasis

MO0
M1

M1a
M1b
M1c

No distant metastasis
Distant metastasis

Non regional lymph node(s)
Bone(s)

Other site(s)

Tabelle 1: TNM Kiassifikation [Brierley et al. 2017].
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Grade Group Gleason Score Gleason Pattern
1 <6 <3+3

2 7 3+4

3 7 4+3

4 8 4+4

5 9-10 4+5,5+4,5+5

Tabelle 2: Grad Gruppen basierend auf den Gleason Score und Gleason Muster [Epstein et
al. 2016]

1.1.3.

Der Serum PSA-Test (Prostata spezifisches Antigen) und die Rektaluntersuchung gelten als

Diagnose

der Goldstandard in der Diagnose des Prostatakarzinoms. Der PSA Test aus dem Blut ist

schnell und unkompliziert und flhrt zur Friherkennung [Catalona 1994].

Beim PSA handelt es sich um eine Serinprotease mit einem Molekulargewicht von 34.000
Dalton. In den Epithelzellen der Ductus und Azini produziert, wird das PSA in das prostatische
Duktalsystem abgegeben und kommt im Urin, Im Blut und in der Samenflissigkeit vor
[Vessella et al. 1992].

Eine Korrelation zwischen dem Alter und dem Gesamt-PSA-Wert wurde festgestellt [Anderson
et al. 1995]. Fur die Diagnostik werden daher altersbezogene Werte gesunder Manner als
Obergrenzen verwendet (Tabelle 3). Bei den meisten Patienten mit Prostatakarzionom liegt

der Der PSA-Wert Uber der festgelegten Grenze von 4.0 ng/ml.

Age PSA Value

<50 <2.5 ng/ml

<60 <3.5 ng/ml
<70 <4.5 ng/ml
<80 <6.5 ng/ml

Tabelle 3: Age related PSA values of healthy males [Anderson 1995].
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Die Palpation der Prostata ist eine wichtige Untersuchung zur Detektion von Prostatakrebs
und wird prinzipiell als erster Schritt flr die Diagnose angewendet. Fir eine weitere Abklarung
werden bei Bedarf weitere Methoden wie Ultraschall oder Nadelbiopsien herangezogen.
[Hammerer und Huland 1994; Melchior und Brawer 1996].

1.1.4. Risikofaktoren

Zum jetzigen Zeitpunkt ist eine Aussage beziglich Ausldéser oder Grund fur Prostatakarzinom
nicht moglich. Dennoch gelten familidre Disposition, Hormone, Ernahrung, Arteriosklerose,
Alter und Entziindungen als Faktoren, die das Risiko an Prostatakarzinom zu erkranken,

erhohen.

1.1.4.1. Familidre Pradisposition

Das Prostatakarzinom assoziiert stark mit einer positiven Familienanamnese. So haben
Manner ein 5 bis 11-Fach hoheres Risiko an Prostatakrebs zu erkranken, wenn bereits zwei
oder mehr Verwandte ersten Grades daran erkrankt sind. Das Risiko korreliert mit der Anzahl

an betroffenen Familienmitgliedern und mit dem Verwandtschaftsgrad [Steinberg et al. 1990].

In einer Studie mit skandinavischen Zwillingen wurde eine groRere Ubereinstimmung
bezuglich der Krebsrate unter eineiigen Zwillingen festgestellt. Erklart werden die Ergebnisse

durch den genetischen Faktor, der eine Rolle spielt [Gronberg et al. 1994].

Hereditarer Prostatakrebs macht ca. 5 bis 10 % aller Prostatakarzinomfalle aus [Standford und
Ostrander 2001]. Bei Diagnosen vor dem 55. Lebensjahr handelt es sich in 43 % der Falle um
den erblichen Prostatatumor [Carter et al. 1992]. Dieser ist durch Folgendes charakterisiert
[Standford und Ostrander 2001]:

1) Drei oder mehr Verwandte ersten Grades mit Prostatakrebs
2) Drei sukzessive Generationen mit Prostatakrebs

3) Zwei Bruder mit Prostatakrebs, deren Erkrankung vor dem 55. Lebensjahr diagnostiziert

wurde

1.1.4.2. Hormone
Fir Wachstum und Funktion der Prostata, sind endogene Hormone wie die Androgene
essentiell [Nomura und Kolonel 1991]. Eine Uber mehrere Jahrzehnte andauernde Erhéhung

des Testosteron- und Dihydrotestosteronspiegels wird mit einem hoéheren Risiko an
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Prostatakarzinom zu erkranken in Verbindung gebracht. [Henderson et al. 1982; Nomura et al.
1996]. Die Aktivitat der 5-Alpha-Reduktase ist assoziiert mit einem erhéhten Tumor Risiko
[Ross et al. 1992]. Eine Kohortenstudie zeigte eine positive Korrelation zwischen
Prostatakarzinom und dem Testosteron Spiegel im Blut nur bei zusatzlich niedrigen Werten
von SHBG (Sexual Hormon bindendes Globulin). Die Frequenz reduziert sich mit einer
Zunahme der SHBG-Konzentration. Dies deutet darauf hin, dass nur Androgene biologisch

wichtig sind, die nicht an SHBG gebunden vorliegen [Gann et al. 1996].

Die Hemmung der testikularen Androgenproduktion stellt die primare Behandlung von
Prostatakarzinomen dar. Die Androgenentzugstherapie reduziert den Testosteronspiegel im
Blut um 95% [Auclerc et al. 2000].

Die Inzidenz der Erkrankung ist geringer unter Mannern, die an Zirrhose leiden. Dies ist
begriindet durch die hoéheren Ostrogene und den niedrigeren Testosteronspiegel.
[Giovannucci 2001]. Zudem werden hohe Konzentrationen an Insulin like Growth Faktor 1
(IGF1) mit einem erhéhten Risiko an Prostatakrebs in Verbindung gebracht. Der Effekt von
IGF- 1 wird vermutlich durch niedrige IGF bindende Proteinkonzentrationen (IGFBP-3), dem
wichtigsten Bindungsprotein im Kreislauf, erhéht. In vitro- und in vivo-Untersuchungen zeigten,
dass die Zugabe von IGF-1 bei Ratten zum Wachstum der Prostata fuhrt. In transgenen

Mausmodellen geht die Tumorentwicklung mit erhéhter IGF-1 Expression einher [Pollak 2001].

1.1.4.3. Ernahrung

Untersuchungen in mehreren Landern zeigen eine starke Assoziation zwischen der Inzidenz
und/oder der Mortalitatsrate von Prostatakarzinom und dem Fettkonsum [Armstrong and Doll
1975]. Nahrung mit hohen Anteilen an Fleisch und gesattigten Fetten korrelieren mit erhdhte
Risiko an Prostatakrebs zu erkranken [Whittemore et I. 1995; Heshmat et al. 1985; Hayes et
al. 1999; Ramon et al. 2000; Michaud et al. 2001]. Erklarungen in welcher Weise der
Fettkonsum das Risiko erhdht, sind allerdings unklar. Unterschiedliche Mechanismen, wie die
Veranderungen des Hormonprofils [Bishop et al. 1988], der Effekt von Fettmetaboliten als
DNA- oder Proteinreaktive Substanzen [Hietanen et al. 1994] oder eine Erhdhung des

oxidativen Stresses durch Fette in der Nahrung [Ho und Baxter 1997] werden diskutiert.

In weiterer Folge werden Antioxidantien in der Nahrung, solche wie Selen, Vitamin E und
Lycopin, mit einem reduzierten Risiko an Prostatakrebs zu erkranken in Verbindung gebracht
[ Giovannucci 2001; Clark et al. 1998; Eichholzer et al. 1996]. Der Zusammenhang zwischen
dem Verzehr von Tomaten und tomatenhaltigen Produkten in Bezug zur Entwicklung von
Prostatakrebs wurde von Giovannuci untersucht [Giovannucci 2001]. Die inverse Assoziation

von Prostatakarzinom und Tomaten und deren Produkte wird durch die vorhandenen
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Lycopene und Carotinoide in Tomaten und deren hohe antioxidative Wirkung erklart. Zudem
zeigten Untersuchungen an Rauchern, dass durch die Einnahme von Vitamin E die durch

Prostatatumor verursachte Mortalitat signifikant reduziert wird [Eichholzer et al. 1996].

1.1.4.4. Arteriosklerose

Epidemiologische Daten zeigen, dass die Pravalenz der koronaren Herzerkrankungen und des
Prostatakarzinoms mit der Arteriosklerose assoziieren. Eine Fallkontrollstudie berichtet
erhdhtes Risiko fur ein Prostatakarzinom bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung. Der
Zusammenhang wird durch gemeinsame Risikofaktoren, die in beiden Krankheiten eine Rolle

spielen, wie oxidativer Stress, Erndhrung und Sexual Hormonen erklart [Neugut et al. 1998].

Zudem wurden morphometrische Untersuchungen der Iokalen arteriosklerotischen
Veranderungen an Prostataproben mit und ohne Tumorvorkommen durchgefihrt. Fir die
Bewertung der Arteriosklerose wurde das Intima-Media Verhaltnis (Intima-Media-Ration, IMR)
in den Arterien der Prostatakapsel herangezogen. Ein IMR > 1 deutete auf das Vorhandensein
von Arteriosklerose in Blutgefalen hin und wurde in 33 % der Proben mit Prostatatumor
festgestellt. Im Vergleich dazu zeigten nurin 17 % der tumorfreien Proben eine Arteriosklerose
in den Blutgefalen. Dieser signifikante Unterschied bestatigt die Annahme, dass Patienten mit
lokaler Arteriosklerose ein hdheres Risiko an Prostatakarzinom zu erkranken vorweisen
[Hager et al. 2007].

1.1.4.5. Alter

Das Prostatakarzinom gilt als die Erkrankung des “alteren Mannes* und die Inzidenz steigt mit
zunehmendem Alter erheblich. Nahezu 75 % der klinisch detektierten Falle wurden bei
Mannern im Alter von 50 bis 70 Jahren diagnostiziert [Brawley et al. 1998]. Nur 0,1 % der
Prostatatumoren werden bei Patienten unter 40 Jahren vorgefunden [Parker et al. 1996]. Die
Frequenz der Inzidenz erhdht sich auf Gber 90 % im Alter von 90 Jahren. Autopsiebefunde
zeigten kleine prostatischen Adenokarzinome bei bis zu 29 % der Manner zwischen 30 und 40
Jahren und in 64 % der Manner im Alter von 60 bis 70 Jahren [Sakr et al. 1994].

Im alternden Gewebe kommt es zu einer fortschreitenden Akkumulation von DNA Adukten und
einer Zunahme von DNA Bruchen. Es wird vermutet, dass diese altersabhangigen
Veranderungen durch den oxidativen Stress verursacht werden. Reaktive Sauerstoffspezies
(engl. Reaktive Oxidative Species, ROS) und freie Radikale entstehen wahrend naturlicher
metabolischer Prozesse. Diese hoch reaktiven Produkte konnen die DNA, Makromolekule und
Zellen beschadigen. Die ROS dirften die oxidative Modifikation von Proteinen und Enzymen

katalysieren, die in die DNA-Reparatur involviert sind. Die Zellen in jungen und gesunden
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Individuen sind mit adaquaten antioxidativen Verteidigungsmechanismen ausgestattet, die vor

freien Radikalen und ROS schutzen.

In den meisten ,alternden“ Geweben wird eine Abnahme des ROS Detoxifikationsenzyme
beobachtet. Der Alterungsprozess beeinflusst den oxidativen Stress, der wiederum auf die

Tumorgenese und Progression des Prostatakarzinoms wirkt [Sohal und Weindruch 1996].

1.1.4.6. Entziindungen

Ein erhdhtes Risiko an Prostatakrebs zu erkranken wurde mit symptomatischer Prostatitis und
sexuell Ubertragbaren Krankheit in Verbindung gebracht. Eine retrospektive Studie zeigte,
dass das Risiko unter Mannern mit Gonorrhoe oder Syphilis in der Krankengeschichte erhoht
war. Weit hoher lag das Risiko an Prostatakrebs unter Mannern die in der Vergangenheit drei

oder mehrere Episoden an Gonorrhoe erlitten [Strickler und Goedert 2001; Hayes et al. 2000].

Einige Studien zeigen eine positive Assoziation zu HPV-Serotypen (Human Papilloma Viren)
und Prostatakrebs [Hisada er al. 2000]. Im Tumorgewebe und auch im benachbarten
Normalgewebe wurden HPV nachgewiesen [Carozzi 2004]. Das Epstein Barr Virus wurde
mittels Analysen der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) in manchen Prostatatumoren

vorgefunden [Grinstein et al. 2002].

Mehrere Wissenschaftler gehen davon aus, dass eine lang anhaltende chronische
Entziindung, welche durch die Akkumulation von chronischen inflammatorischen Zellinfiltraten
in die Prostata charakterisiert ist, mit dem Prostatakarzinom assoziiert sei [Konig et al. 2004;
Nelson t al. 2004; Palapattu et al. 2005]. Virale Infektionen, unausgewogene Erndhrung und
hohe zirkulierende Testosteron-Konzentrationen sind mégliche atiologische Faktoren, die in
der Entstehung der chronischen Prostataentziindungen eine Rolle spielen [Fleshnar und Klotz
1998].

Eine Follow-up Studie untersuchte an Nadelbiopsien den klinischen Ausgang nach finf Jahren
und verglich die Daten von Patienten mit und ohne chronischer Entziindung in der Prostata.
So wurde festgestellt, dass 20 % der Patienten mit chronischer Inflammation in der
Initialbiopsie an Prostatakarzinom erkrankten wahrend bei nur 6 % der Patienten ohne

Entziindungen der Tumor detektiert wurde [MacLennan et al. 2006].

Tiermodelle legen nahe, dass Nicht-Steroidale-Anti-Entziindliche Medikamente (engl. Non-
Steriodal Anti-Inflammatory Drugs, NSAID) die Inzidenz und auch die Progression des
Prostatakarzinoms vermindern [Wechter et al. 2000]. Beim Menschen wurde die tagliche
Einnahme von rezeptfreien NSAIDs wie Aspirin oder Ibuprofen mit einer 66 %igen Reduktion

von Prostatakrebs in Verbindung gebracht [Nelson und Harris 2000]. Der protektive Effekt von
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Paracetamol bei langerer Einnahme zeigt, dass NSAIDs einen gewissen Platz in der

Chemopravention von Prostatakrebs einnehmen kdnnen [Garcia et al. 2004].

Eine wichtige Rolle in der Progression des Tumorgewebes wird den Prostaglandinen
zugesprochen [Sjodahl 2001; Thun et al. 2002]. Das Enzym Cyclooxygenase-2 (COX-2),
verantwortlich fUr die Produktion von verschiedenen inflammatorischen Prostaglandinen, ist
im Prostatakarzinom tberexprimiert. Der Grad des Tumors korreliert positiv mit dem COX2-
Spiegel. Die Wirkung der NSAIDs konnte auf der Hemmung der COX-2 Enzyme beruhen
[Madaan 2000].

1.1.5. Die Genetik des Prostatatumors

Der mehrstufige Prozess der Tumorgenese, die Entstehung der malignen Tumore aus
normalen Prostatazellen, ist mit einer Akkumulation von genetischen Defekten assoziiert.
Betroffen sind klassische Onkogene und Tumorsuppressorgene (TSG) sowie weitere Gene,
die mit kritischen Zellfunktionen wie Proliferation, Apoptose, Differenzierung, Angiogenese,
DNA-Reparatur und Arzneimittelresistenz assoziiert sind. Es kommt wahrend der Progression
von normalen Zellen zu hoch aggressivem metastasierendem und therapieresistentem Tumor
und zur Deregulation und Dysfunktion dieser Gene. Schatzungsweise braucht es 5 bis 10
genetischer Alterationen fur die Entwicklung einer normalen zu einer malignen Zelle. Bei
manchen Tumorarten kdnnen derartige genetische Anderungen vererbt werden. Der GroRteil
der Veranderungen wird jedoch durch somatische Mutationen erworben [Fearon und
Vogelstein 1990; Kallioniemi und Visakorpi 1996].

Beim Prostatakrebs handelt es sich um eine multifokale, heterogene Erkrankung die von
genetischer Instabilitat gekennzeichnet ist. So zeigen mehrere Untersuchungen, dass
unterschiedliche Tumorareale innerhalb einer Prostata, genotypisch heterogen sind
[Macintosh 1998; Ruijter et al. 1999; Bostwick et al. 1998; Takimoto et al. 2001]. Die genetische
Heterogenitat wird bereits in der Vorlasion, der PIN festgestellt und deutet auf das Entstehen
mehrerer, voneinander unabhangiger Tumorlasionen innerhalb eines Organs hin [Bostwick et
al. 1998; Visakorpi et al. 1995].

Untersuchungen mittels vergleichender genomischer Hybridisierung (CGH, Comperative
Genomic Hybridization) haben die Deletionen in den Chromosomenbereichen 6q, 8p, 9p, 10q,
16g und 18g und Zugewinne in 7p, 7q, 8q und X als die am haufigsten betroffenen
chromosomalen Regionen bei Prostatakrebs beschrieben [Kim et al. 2000; Fu et al. 2000;
Alers et al. 2000; Nupponen et al. 1998; Visakorpi et al. 1995]. Abbildung 3 zeigt die
Zusammenfassung der genetischen Veranderungen von 28 primaren Prostatakarzinomen [FU
et al. 2000].
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Haufige Veranderungen in der PIN umfassen Verluste in 4q, 5q, 8p, 13q und Zugewinne von
Chromosom 7, 8q, 12g, 15q und Xq. Diese Befunde deuten auf eine Akkumulation von
Chromosomenanderungen wahrend des PIN-Karzinom-Metastase-Verlaufs und auf die friihen

genetischen Aberrationen in PIN Lasionen hin [Zitzelsberger et al. 2001].
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Abbildung 3: Zusammenfassung aller Zugewinne und Verluste in 28 Prostatakarzinomen.
Zugewinne sind als Linien auf der rechten und Verluste auf der linken Seite der ldeogramme

gekennzeichnet. [Fu et al. 2000].

1.1.5.1. Chromosom 8

1.1.5.1.1. Verlust des Chromosoms 8p

Deletionen am kurzen Arm des Chromosoms 8 wurden in den Epithelzellen des
Prostatatumors haufig festgestellt. Mehrere Untersuchungen mittels CGH, LOH (Loss of
heterozygosity) und FISH (Fluoreszenz in Situ Hybridisation) zeigten, dass vor allem die
Regionen 8p22, 8p21 und 8p12 betroffen sind [Macoska et al. 1994; Macoska et al. 1995].
Verluste von 8p22 wurden in 29 % bis zu 50 % der PIN Lasionen, 32 % bis zu 69% der
primaren Tumore und 65 % bis zu 100 % der metastasierenden Karzinome detektiert
[MacGrogan et al. 1994; Bova et al. 1993].
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Verlust von 8p12-21 wurde hingegen bei 63 % der PIN und 91 % der Tumorlasionen
vorgefunden [Emmert-Buck et al. 1995]. Das Vorkommen von Deletionen am kurzen Arm des
Chromosoms 8 im PIN Gewebe wird als Beweis fur frihe Alterationen in der Tumorgenese

von Prostatakrebs gesehen.

Das auf 8p22 lokalisierte Makrophagen-Scavenger-Rezeptor-Gen (MSR1) wurde als ein
Kandidat fir den hereditaren Prostatakrebs vorgeschlagen [Xu et al. 2002]. MSR1 codiert
Untereinheiten eines homotrimeren Makrophagen-Scavenger-Rezeptors (MSR), der in der
Lage ist, bakterielle Lipopolysaccharide und Lipotheichonsdure sowie oxidierte
Serumlipoproteine zu binden [Xu et al. 2002; Platt et al. 2001].

In einer Studie an Familien mit hohem Prostatakrebsrisiko wurde ein Zusammenhang
zwischen einer seltenen Keimbahn-MSR1-Mutation (Pro 36 Ala, Ser 41 Tyr, Val113Ala,
Asp174Tyr, Gly369Ser, His441Arg und Arg293X) und der Anfalligkeit an Prostatakrebs zu
erkranken, festgestellt. In der Prostata ist die MSR1-Expression auf Makrophagen vor allem
an Stellen mit Prostataentzlindung beschrankt. Der Mechanismus, der den Zusammenhang
zwischen dem Prostatakarzinom und den Defekten in der Funktion der Makrophagen definiert,
ist noch unklar [Xu et al. 2002].

Das Lipoprotein-Lipase-Gen (LPL), das genauso auf 8p22 lokalisiert ist, spielt eine
entscheidende Rolle im Fettstoffwechsel. LPL hydrolysiert Triglyceride sowohl in
Chyolmikrone als auch in Low-Density-Lipoproteine (LDL) und setzt Fettsduren frei. Das Gen
enthalt 10 Exons und besitzt mehrere DNA-Varianten, die als Ser447stop-, Hindlll- und Pvu II-
Polymorphismen konzipiert sind [Merkel et al. 2002]. Rezente Studien in Japan beschreiben
als haufige Modifikation den LPL Ser447 Stop-Polymorphismus insbesondere bei

fortgeschrittenen Tumoren [Narita et al. 2004].

1.1.5.1.2. Zugewinn an Chromosom 8q24

Analysen mittels CGH an hormonrefraktaren Prostatakarzinomen identifizieren den Zugewinn
des gesamten langen Arms von Chromosom 8 als die haufigste genetische Aberration
[Nupponen et al. 1998], der mit einem aggressiven Phanotyp assoziiert [Alers et al 2000].
Nahezu 90 % der hormonrefraktdren Karzinome und Prostatatumore mit Fernmetastasen

zeigen einen Zuwachs von 8q [Visakorpi et al. 1995; Alers et al. 2000; Cher et al. 1996].

Auf dem langen Arm des Chromosoms 8 wurden zwei unabhangige Subregionen festgehalten
die haufig amplifiziert sind. Es ist daher naheliegend, dass zwei Zielgene die auf 8q21 und
8g23-24 lokalisiert sind, existieren [Nupponen et al. 1998; Cher et al. 1996].
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Das Onkogen c-myc ist auf 8q24.1 lokalisiert [Dalla-favera et al. 1982], spielt eine wichtige
Rolle in der Proliferation und malignen Transformation menschlicher Zellen und ist zahlreichen
Tumorarten amplifiziert und Uberexprimiert [Dang 1999; Sakamuro und Prendergast 1999].
Beteiligt ist c-myc an wichtigen zellularen Funktionen inklusive Replikation, Wachstum,

Metabolismus, Differenzierung und Apoptose.

Die Amplifikation von c-myc wurde bei primarem und fortgeschrittenem Prostatakrebs
nachgewiesen [Jenkins et al. 1997; Bubendorf et al. 1999; Sato et al. 1999; Fukumoto et al.
1988]. Es wird vermutet, dass die Amplifikation bei Patienten mit Iokalem und
fortgeschrittenem Prostatakarzinom mit einer schlechten Prognose korreliert [Fukumoto et al.
1988]. Auch in PIN Lasionen wurden mittels FISH Analysen eine erhdohte Anzahl an c-myc

Kopien festgestellt [Jenkins et al. 1997].

Andere mogliche Gene, die mit Prostatakrebs assoziiert sind, waren EIF3S3 (flr eukaryotische
Translationsinitierung3, Untereinheit3), lokalisiert auf 8923, und PSCA (Prostata-
Stammzellantigen), lokalisiert auf 8q24.2 [Nupponen et al. 2000; Reiter et al. 1998].

Bei fortgeschrittenem Prostatakrebs wurde ein Verlust von 8p gleichzeitig mit dem Zugewinn
des langen Arms von Chromosom 8 (8q) festgestellt. Diese Kombination von Ereignissen, die
auf dem gleichen Chromosom auftreten - Verlust von 8p und Zugewinn von 8q - lasst die
Bildung eines Isochromosoms i(8q) bei fortgeschrittenem Prostatakrebs vermuten [Macoska
2000].

1.1.5.2. Chromosom X

Der Androgenrezeptor (AR) ist ein Mitglied der Steroid- und Schilddrisenhormonrezeptor
Superfamilie, kodiert das Androgenrezeptorprotein, welches die zellulare Differenzierung und
das intrazelluldare Wachstum der Prostata durch Androgene ermdglicht. Das AR-Gen ist auf
dem Chromosom Xq11-13 lokalisiert und wurde mit der Progression und dem erhdhten

Prostatakrebsrisiko in Verbindung gebracht [Gelmann 2002].

Kurze CAG-Wiederholungen in Exon1 des AR-Gens, erhdhen, laut mehreren Studien, das
Risiko an Prostatakrebs zu erkranken. Es wurde eine negative Korrelation zwischen den
Langen der CAG-Wiederholung und dem Risiko beschrieben, wobei dieses Verhaltnis nicht
immer bestatigt werden konnte [Giovannucci et al. 1997; Bratt et al. 1999; Corea-Cerro et al.
1999]. Die Anzahl der CAG-Wiederholungen in der Keimbahn-DNA liegt zwischen 14 und 35
[Sartor et al. 1999]. Kiirzere CAG-Wiederholungslangen sind mit einer héheren Transkriptions-
Aktivitat von AR assoziiert und somit mit dem hoéheren Risiko flr die Entstehung oder

Progression des Prostatakarzinoms verbunden [Camberlain et al. 1994].
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Das AR-Gen wurde als Zielgen flr die in hormonrefraktaren Tumoren tbliche Xq Amplifikation
vorgeschlagen [Linja 2004]. CGH-Analysen zeigten einen Zugewinn des Chromosoms Xq in
17 % der PIN-Lasionen und in 25 % der Primartumoren [Zitzelsberger et al. 2001; Fu et al.
2000]. Eine hohe Pravalenz von Zugewinnen des Chromosoms X wurde bei 40 % bis 73 %
der primaren Prostatakarzinome mittels FISH-Analysen festgestellt [Brown et al. 2002; Gburek
et al. 1997].

Hochgradige Amplifikationen des AR-Gens wurden in 30 % der hormonrefraktaren Karzinome

beobachtet wahrend unbehandelte Primartumore keine solcher Aberrationen zeigten.

Bei Patienten mit Prostatakarzinom sind jedoch schon aufgrund einer Polysomie des
Chromosoms X zusatzliche AR-Genkopien vorhanden [Ropke et al. 2004]. Vorhergehende
Studien mittels Real-Time-PCR zeigten, dass eine zusatzliche Kopie des AR-Gens die
Expression des Androgenrezeptors erhdhen kann. Demnach kann sogar ein geringer Anstieg

der relativen Gendosis eine biologische Bedeutung haben [Linja et al. 2001].

Durch die Amplifikation des AR-Gens kdnnen die Zellen womdglich auch auf niedrige
Ligandenkonzentrationen reagieren. Es wird vermutet, dass amplifizierte AR-Gene,
abgesehen von Androgenen auch durch andere Liganden aktiviert werden kénnen [Elo und
Visakorpi 2001]. In menschlichen Prostatatumorzelllinien wurde die Aktivierung von AR in
Abwesenheit von Androgenen mit spezifischen Wachstumsfaktoren wie Insulin-like Growth
Factor 1 (IGF-1), Keratinozyten-Wachstumsfaktor (KGF) und Epidermal Growth Factor (EGF)
beobachtet [Culig e al. 199441].

Ein weiteres Gen auf Chromosom Xq27-28, das Hereditary Prostate Cancer X wurde durch
Untersuchungen an 360 Familien, beschrieben. Analysen mittels 26 Markern auf dieser
Region zeigten eine signifikante Verbindung mit Prostatischem Adenokarzinomen [Xu et al.
1998].

Auf Chromosom X ist ein weiteres Gen, das PAGE-4 lokalisiert und wird bei Prostatakrebs
Uberexprimiert. Interessanterweise zeigt eine Zelllinie, die PAGE4 exprimiert, eine Abnahme

in der LPL Expression [lavarone et a. 2002].
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1.2. Atrophie der Prostata
1.2.1. Definition

Die Atrophie der Prostata wird als die Reduktion des Volumens bereits vorhandener Driisen
und Stroma beschrieben und kann in zwei Formen unterteilt werden, diffus und fokal [McNeal
1988]. Die diffuse Atrophie resultiert aus einer Abnahme der zirkulierenden Androgene und
betrifft relativ gleichmalig, die gesamte Prostata [Mc Neal 1968]. Die Androgen Abnahme wird
am haufigsten durch die Orchiektomie, die Antiandrogene oder durch Hormon-Agonisten die
das luteinisierende Hormon freisetzen, erzielt. Die diffuse Atrophie weist eine ausgepragte
Zellschicht mit hohen saulenférmigen Luminalzellen, vermindertem Zellvolumen und

vakuolisiertem Zytoplasma auf [Murphy et al. 1991; Reuter 1997].

Im Gegensatz dazu steht die fokale Atrophie nicht mit den geringeren zirkulierenden
Androgenen in Zusammenhang. Sie tritt als Lasionen von atrophischem Epithel, umgeben von
normalen Epithelzellen auf. Die nicht-prominente Basalzellschicht ist oft abgeschwacht, wobei
in einigen Fallen die Azini innerhalb der fokalen Atrophie vollig frei von Basalzellen sein kbnnen
[Parsons et al. 2001].

Fokale Atrophie ist in der Prostata alterer Manner haufig vorzufinden. So wurde in 85 % der
untersuchten Autopsien, die von Uber vierzigjahrigen Mannern stammten, Lasionen mit fokaler
Atrophie festgestellt. Prostataatrophie gilt als haufigste Mimik des Adenokarzinoms und treten
als multifokale Lasionen vorwiegend in der peripheren Zone zusammen mit Prostatakrebs und
PIN auf [Billis 1998].

1.2.2. Klassifikation

Die verschiedenen morphologischen Varianten der fokalen Atrophie wurden zuerst von Franks
klassifiziert [Franks 1954]. Finf verschiedene Muster wurden wie folgt beschrieben: einfache
Atrophie mit Zystenbildung, einfache Atrophie ohne Zystenbildung, sklerotische Atrophie,

lobulare Hyperplasie und sklerotische Atrophie mit Hyperplasie.

Die Klassifikation von Franks wurde Uberholt und wird nicht mehr einheitlich verwendet. Eine

standardisierte Terminologie wurde entwickelt und eingefuhrt [DeMarzo et al. 2006].
Die Atrophie der Prostata wird in 4 Subtypen unterteilt (siehe Abbildung 4):

) Einfache Atrophie

1)) Einfache Atrophie mit Zystenbildung
1)) Partielle Atrophie

V) Postatrophische Hyperplasie
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1) Einfache Atrophie

Bei geringer VergréfRerung scheinen die meisten Lasionen basophil, was den relativen Mangel
an Cytoplasma sowohl apikal als auch lateral im Vergleich zu normalem Epithel widerspiegelt.
Trotz einer gewissen Variabilitat, erscheinen die Azini in ihrer normalen Gréfle. In manchen
Fallen jedoch fehlen Azini und Duktus in atrophen Regionen. Die Zahl der Azini per Einheit ist,
verglichen mit normalem Epithelium, nicht erhdht. Einige Azini in der einfachen Atrophie
konnen ziemlich vergrofert sein, werden im gegenwartigen Klassifikationssystem jedoch nicht
als "einfache Atrophie mit Zystenbildung" bezeichnet. Sie sind unregelmalig geformt und
konnen gewinkelt sein. Die meisten dieser Lasionen enthalten chronische Entzindungszellen

im Stroma, im Epithel oder im Lumen. Auch akute inflammatorische Zellen kénnen auftreten.

Il) Einfache Atrophie mit Zystenbildung

Dieser Subtyp umfasst zwei allgemeine Muster: Runde Azini mit sehr groflem Durchmesser
(> 1 mm) und abgerundete kleinere Azini. Bei einfacher Atrophie mit Zystenbildung sind die
Azini nicht einfach vergrélert, sondern sind abgerundet und erscheinen zystenartig. Die
Meisten zeigen eine Rilcken-an-Ricken-Konfiguration mit wenig dazwischenliegendem
Stroma. Die Menge an Cytoplasma kann so abgeschwacht sein, dass sie selbst bei hoher
Leistung nahezu unsichtbar erscheint. In den L&sionen der einfachen Atrophie mit

Zystenbildung sind keine oder nur vereinzelten Entzindungszellen vorhanden.

lll) Partielle Atrophie

Die meisten Luminalzellen in der partiellen Atrophie enthalten, verglichen mit normalen Zellen,
weniger Zytoplama, dennoch mehr als die anderen Suptypen der Atrophie. Das Zytoplasma
erschein in den meisten Zellen klar und es ist mehr Zytoplasma lateral vom Nukleus
vorhanden. Unter niedriger Vergrof3erung erscheint die partielle Atrophie nicht basophil. Die
moderate Vergrof3erung der Nuclei fuhrt in manchen Fallen zur diagnostischen Verwechslung

mit dem Adenokarzinom der Prostata.

IV) Postatrophische Hyperplasie

Postatrophische Hyperplasie (PAH) erscheint unter niedriger VergréRerung oft basophil. Es

besteht aus Azini, die klein, meist rund und in lobularer Verteilung angeordnet sind.

Die meisten dieser Lasionen enthalten niedrige kubische Zellen mit sehr wenig Cytoplasma,

sowohl lateral als auch apikal zum Kern der atrophischen Zellen. Die Lasionen erscheinen
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wegen der kompakt angeordneten Azini hyperplastisch. Es wird angenommen, dass die
Anzahl der Azini verglichen mit Normalgewebe, erhoht ist. Wie bei partieller Atrophie kann die
wenig bis moderate VergrofRerung der Nuclei (bis hin zu 1.5 mm) zur Verwechselungen mit
dem Adenokarzinom und zu falschen Diagnosen fiihren. Akute Entziindungszellen kénnen
auftreten. Chronische Entziindungszellen kommen, wie in der einfachen Atrophie, im Stroma,

Epithelium oder Lumen vor.
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Abbildung 4: Verschiedene Subtypen der fokalen Atrophie demonstriert an H&E Schnitten:
A) einfache Atrophie; B) Einfache Atrophie mit Zystenbildung C) partielle Atrophie; D)
Postatrophische Hyperplasie [De Marzo et al. 1999].

1.2.3. Epidemiologie

Der Alterungsprozess zahlt zu den wichtigsten Risikofaktoren der Prostata-Atrophie. In einer
Autopsie-Studie waren fast die Halfte der Prostataatrophierten (44,70 %) im Alter von Gber 65
Jahren und nur 16.47 % zwischen 40 und 54 Jahren alt [Billis 1998].

24



Andere Faktoren, die bei der Pathogenese der Prostataatrophie eine Rolle spielen kénnen,
umfassen Kompressionen, die durch hyperplastische Knoten, Entziindungen, Hormone,
Nahrstoffmangel und durch Ischamie zustande kommen [Billis 1998; Franks 1954; Moore
1936; Liavag 1968].

Ein weiterer wichtiger Risikofaktor, der mit Prostataatrophie verbunden ist, ist die chronische
Entzindung. In mehreren Untersuchungen wurden Entziindungsinfiltrate in 32 bis 88 % der
atrophischen Lasionen gefunden [Anton et al. 1999; Shah et al. 2001; Ruska et al. 1998]. Eine
Studie an Gewebeproben von Prostatapatienten zeigte, dass BK-Virussequenzen in gutartigen
und prostatischen Lasionen auftreten. Dieser Vertreter von Papovaviren kann durch die
Funktion seines groRen Tumorantigens (Tag), eine Tumorgenese bei Menschen induzieren.

Die Expression von Tag wurde nur bei atrophischen Lasionen beobachtet [Das et al. 2004].

Eine chronische Ischamie, die durch eine lokal intensive Ateriosklerose verursacht wird,
scheint ein potentieller Risikofaktor flr eine Prostataatrophie zu sein. Eine intensive
Arteriosklerose (> 75 % Reduktion des GefalRlumendurchmessers) wurde bei 52.94 % der
Patienten mit Prostatahyperplasie und bei nur 13.33 % der Patienten ohne Atrophie festgestellt
[Billis 1998].

Eine Studie mit Farb-Doppler zeigte in Arealen der Prostata-Atrophie eine fehlende Strémung
in 60 %, eine vorhandene Strémung in 30 % und eine Zunahme der Strémung in 10 % der
atrophischen Lasionen. Ein fehlender Fluss kann ein weiterer Hinweis auf eine mdgliche Rolle

einer lokalen Ischamie in der Pathogenese der Prostataatrophie sein [Meirelles 2002].

1.2.4. Immunhistochemische Untersuchungen

Durch immunhistochemische Analysen wurden Uberraschende Merkmale der Prostata-
Atrophie identifiziert. So wurde durch den Proliferationsmarker Ki-67 gezeigt, dass die Atrophie
der Prostata, einschlie3lich der PAH keine Involution durchlauft, sondern proliferativ ist [Ruska
et al. 1998].

Eine weitere Studie untersuchte die Anzahl der Kerne, die positiv fir MIB-1 sind. Die
Ergebnisse des proliferativen Indexes zeigen folgenden Gradienten: benigne Prostata (1.20
%), einfache Atrophie (2.67 %), PAH (3.62 %), HGPIN (6,14 %) und Prostatakrebs (12 %). Ein
signifikanter Unterschied in der Proliferation wurde zwischen den verschiedenen Typen der
Atrophie gefunden. Die einfache Atrophie wies einen Proliferationsindex auf, der groRer war

als die benigne Prostata, aber signifikant geringer als die PAH [Shah et al. 2001].
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Eine erhdhte Expression von bcl-2, die mit einer niedrigeren Apoptose einhergeht, wurde in
atrophischen Arealen der Prostata berichtet. Der Cyclin-abhéngige Kinaseinhibitor p27K®! gilt
als Suppressor der Proliferation der Epithelzellen. Eine Downregulierung von p27%*! wurde in
der Atrophie der Prostata festgestellt [De Marzo et al 1999]. Die Abbildung zeigt Bilder der

imunchistochemischen Untersuchungen mit den Markern Ki-67, p27 und bcl-2 in atrophischen

Lasionen der Prostata.

Abbildung 5: Expression der Marker fur Proliferation, Differentiation und Apoptose: A)
Erhdhte Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 in sekretorischen Zellen B) Geringe
Expression des Cyclin-abhangige Kinaseinhibitors p27 in sekretorischen Zellen C) Erhdhte

Expression von bcl-2 [De Marzo et al. 1999].

Ein weiterer Cyclin-abhangiger Kinaseinhibitor, p16 ist in atrophischen Drisen, verglichen mit
normalem Epithel, erhdht [Faith et al. 2002]. Bei primaren Prostatakarzinomen wird das p16 in
Uber 80 % der Falle Gberexprimiert [Lee et al. 1999; Jarrard et al. 2002]. Diese Veranderung
wird auch beim Vorlaufer des Prostatakarzinoms dem HGPIN beobachtet [Henshall et al.
2001].

Im normalen, nicht-atrophischen Prostataepithel wird GSTP1, ein induzierbares Enzym, das
die Zellen vor DNA-Schaden schitzt, vorwiegend in Basalzellen exprimiert. Die Expression
fehlt bei humanem Prostatakarzinom aufgrund von Inaktivierung durch Promotor-
Hypermethylierung, ahnlich wie bei hochgradigem PIN, wobei hier in mindestens 70% der
Falle eine Promotor-Hypermethylierung vorliegt [Lee et al. 1994; Lee et al. 1997; Brooks et al.
1998].
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Viele der sekretorischen Zellen in der Prostataatrophie exprimieren erhdhte Spiegel von
GSTP1, was auf eine stressinduzierte Reaktion in diesen Zellen hindeutet. Es wird
angenommen, dass viele der Atrophie-Zellen vor oxidativem Stress und vor elektrophiler
Schadigung geschutzt sind. Doch dirften einige proliferative sekretorische Zellen, denen die
kein GSTP1 exprimieren (Abbildung 6) von genetischen Veranderungen und neoplastischen

Transformationen betroffen sein [De Marzo et al. 1999].

Abbildung 6: Heterogenitat der GSTP1-Expression in der “Proliferative Inflammatory Atrophy,
PIA” [De Marzo et al. 1999].

GSTA1, ein weiteres Enzym katalysiert die Entgiftung von reaktiven Elektrophilen und
Oxidantien und schitzt vor neoplastischer Transformation [Hayes und Pulford 1995]. GSTA1
fehlt im normalen Epithel der Prostata im Gegensatz zu GSTP1, welches im Grofdteil der
normalen Basalzellen exprimiert wird. Ein signifikanter Anstieg der Expression von GSTA1
wurde in proliferativen PAH Lasionen die mit chronischer und akuter Entzindungen assoziiert

sind verglichen zu dem in normalen peripheren Zonen vorgefunden [Parsons et al. 2001].

Cyclooxygenase-2 (COX-2) ist die induzierbare Isoform der geschwindigkeitsbestimmenden
Enzyme, die Arachidonsaure in pro-inflammatorische Prostaglandine umwandelt, sowie ein
primares Ziel fir nicht-steroidale Antirheumatika darstellt. Zunehmende Beweise deuten
darauf hin, dass die Hochregulation von COX-2 mit der Karzinogenese mehrerer
Organsysteme wie Dickdarm, Lunge, Brust und Prostata assoziiert ist [Wolff et al. 1998;
Hwang et al. 1998; Shirahama 2000; Gupta et al. 2000; Kirschbaum et al. 2000]. Grundsatzlich

ist in den meisten Fallen der Prostatakarzinome eine Uberexpression von COX-2 festzustellen
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wahrend die Expression im normalen Gewebe fehlt. [Gupta et al. 2000; Kirschenbaum et al.
2000; Kirschenbaum et al. 2000; Madaan et al. 2000; Taniji et al. 2000; Yoshimora et al. 2000].
Interessanterweise wurde durch eine Studie eine intensive COX-2 Farbung in der Prostata-
Atrophie festgestellt, wobei die Markierung im Prostatakarzinom nicht beobachtet wurde. [Zha
et al. 2001].

1.2.3. Genetische Veranderungen in atrophen Lasionen

In der menschlichen Prostata kann die Uberwiegende Mehrheit der hochgradigen PIN- und
Prostata-Adenokarzinom-Lasionen GSTP1 nicht exprimieren, dessen Verlust mit einer
Hypermethylierung der CpG-Insel verbunden ist, die den GSTP1-Promotor umfasst.
Methylierungen an dieser Stelle wurden in bis zu 100% der Prostatakrebs-DNA-Proben und in
etwa 70% der hochgradigen PIN-Zellen nachgewiesen. Grundsatzlich ist eine
Hypermethylierung des GSTP1-Promotors in normalem Prostatagewebe nicht vorzufinden.
[Lee et al. 194; Lin et al. 2001; Jeronimo et al. 2001; Millar et al. 1999; Chu et al.2002; Goessl|
et al. 2002; Brooks et al. 1998].

Eine kleine Untergruppe von PIA-Lasionen (6,3%) in der menschlichen Prostata enthalt eine
nachweisbare Hypermethylierung dieser Region. Im Gegensatz dazu enthalt keine der Zellen

im normal erscheinenden Epithel diese molekulare Veranderung [Nakayama et ak. 2003].

In einer Studie mit PAH wurden p53-Mutationen in 5,3 % der Atrophie-Lasionen, 4,2 % der

hochgradigen PIN und 25 % der Adenokarzinome nachgewiesen [Tsujimoto et al. 2002].

Untersuchungen mittels Interphase-Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung haben den Verlust von
Chromosom 8p22 und 8 Zentromer (8c) in einer kleinen Anzahl (n = 7) atrophischer Lasionen
identifiziert. Eine Zunahme der Anzahl der Kerne mit Trisomie 8 in den atrophischen Lasionen
wurde mit derselben Methode untersucht. Der Zugewinn von Chromosom-8-
Zentromersequenzen wurde bei 1,3 % der normalen, 2,1 % der einfachen Atrophie, 2,8 % der
hochgradigen PIN, 4,0 % der postatrophischen Hyperplasie und 6,0 % der Adenokarzinome
beobachtet [Shah et al. 2001]. Eine weitere FISH-Analyse konnte die Ergebnisse jedoch nicht
verifizieren. Es konnten weder ein Zugewinn noch ein Verlust am Chromosom 8 ausfindig
gemacht werden. Dies wurde mit dem strengeren statistischen Cut-off-Level fur genetische

Veranderungen in dieser Studie erklart [Bethel et al. 2006].

Kirzere CAG-Wiederholungen sind mit einer héheren Transkriptionsaktivitédt verbunden. Eine
In-situ-Verkurzung der CAG-Wiederholungen im Karzinom, in der HGPIN und in der PAH
wurde in 8,8 %, 17,6 % bzw. 30 % der Lasionen gefunden. Die Frequenz der CAG-Verkirzung
war bei PAH signifikant hoher als bei PCA-Lasionen. Die Lange der GGC-Wiederholungen,

BAT-25 und BAT-26 (Marker fir die Detektion der Mikrosatelliteninstabilitat) war bei allen
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Lasionen identisch, was auf die Abwesenheit von Mikrosatelliteninstabilitat im

Prostatakarzinom hinweist [Tsujimoto et al. 2004].

1.3. Das Mehrstufen- Progressions- Model

Die frihen Ideen von Franks [1954] und Laivag [1968], dass Atrophie und postatrophische
Hyperplasie an der Pathogenese von Prostatakrebs beteiligt sind, wurden lange Zeit ignoriert.
Neuere Untersuchungen zeigten jedoch eine erhdhte Proliferationsaktivitat und verminderte
Apoptose in einigen atrophischen Bereichen der Prostata, was das Konzept einer
regenerativen Lasion nahelegt. Der Begriff "Proliferative inflammatorische Atrophie (PIA)"
wurde vorgeschlagen, um die Tatsache zu betonen, dass diese Lasionen (einfache Atrophie
und PAH) proliferativ sind und mit einer Entzindung einhergehen [De Marzo et al 1999].
Mehrere Beweise weisen darauf hin, dass PIA eine Vorlauferldsion des Prostatakarzinoms
oder von der PIN ist. Ein mehrstufiges Progressionsmodell beschreibt die Entwicklung von
normalem Epithel zu fokaler Prostata-Atrophie zu PIN und dann zum Karzinom. Nach diesem
Modell fihren anhaltende Verletzungen des normalen Prostataepithels zu Zellschadigung und
Zelltod. Es erfolgt eine Zellregeneration und dies manifestiert sich in der Prostataatrophie.
Diese Prostatazellen sprechen auf erhdhten oxidativen Stress an und werden einer
Gewebereparatur bzw. einer Gewebeerneuerung unterzogen. Diese Zellen kdnnen
somatischen genetischen Veranderungen unterliegen, die zu einer neoplastischen
Transformation flihren [De Marzo et al. 1999, Nelson et al. 2003, De Marzo et al. 2007].
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Abbildung 7: Model der Prostata Neoplasie Progression [De Marzo et al. 2007].
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1.4. Fragestellung

Das primare Ziel der vorlegenden Arbeit war es, die genetische Instabilitdt der Epithelzellen in
der Prostataatrophie zu untersuchen. So wurden in erster Linie genetische Veranderungen an
Chromosom 8, die im Prostatakarzinom haufig auftreten, wie Verlust 8p22 und Zugewinn 8q24
analysiert. Um feststellen zu kénnen, ob die genetischen Veranderungen in der Atrophie
charakteristisch sind, wurden die Daten, mit den genetischen Analysen die unter denselben

Bedingungen im Normalgewebe, in der PIN und im Karzinom durchgefihrt wurden, verglichen.

Weiters wurde der Frage nachgegangen, ob in den Atrophie-L&sionen weitere chromosomale

Veranderungen vorzufinden sind und ob diese auch im gepaarten Karzinom auftreten.

Die genetische Instabilitat wurde als das Vorkommen von numerischen chromosomalen
Alterationen, die verglichen mit der Kontroligruppe, einen signifikant héheren Anteil an

genetisch veranderten Kernen vorweisen, definiert.
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2. Material und Methoden

Um die genetische Instabilitdt der Prostataatrophie zu untersuchen und mit den genetischen
Veranderungen im Normalgewebe, in der PIN und im Prostatakarzinom zu vergleichen,
wurden zwei verschiedene genetische Analysemethoden angewendet. Mittels der
Fluoreszenz In Situ Hybridisierung (engl. Fluorescence in Situ Hybridization; FISH) wurden
genetische Veranderungen am Chromosom 8 untersucht und mit der Vergleichenden
Genomischen Hybridisierung (engl. Comperative Genomic Hybridisierung; CGH) wurden
Deletionen, Amplifikationen und numerische Veranderungen am gesamten Genom
durchsucht. Die Ergebnisse der CGH-Analyse wurden anschlieBend mittels FISH-
Untersuchungen verifiziert [Yildiz-Sezer et al. 2006; Yildiz-Sezer et al. 2007].

2.1. Material

21.1. Gewebeproben fiir die FISH Analyse

In Paraffin eingebettetes Prostatagewebe wurde fir die FISH-Untersuchungen herangezogen.
Das Material stammte aus dem Archiv des Instituts fir anatomische Pathologie und wurde im
Zeitraum von 1999 bis 2005 mittels radikaler Prostatektomie in der urologischen Klinik der
Universitat Innsbruck entnommen. Analysiert wurden Proben von 50 Patienten, die davor eine
schriftliche Einwilligung zur Verwaltung klinischer und pathologischer Daten in anonymer Form

fur wissenschaftliche Publikationen erteilt hatten [Yildiz-Sezer et al. 2006].

Das Mittlere Alter der Patienten betrug zum Zeitpunkt der Diagnose 61,1 Jahre (Spw: 43 bis
79 Jahre). Bei 36 Patienten wurde ein Tumorstadium von pT2 und bei 14 Mannern ein

Tumorstadium von pT3 festgehalten [Yildiz-Sezer et al. 2006].

Bei 24 Patienten wurde ein Gleason-Score 7, bei 17 Patienten ein Gleason-Score von 6, bei 7
Patienten ein Gleason Score von 8 und bei 2 Patienten ein Gleason Score von 9 diagnostiziert
[Yildiz-Sezer et al. 2006].

Die Kontrollgruppe bestand aus 10 Prostatektomieproben, die von Mannern entnommen
wurden, die an anderen Ursachen verstorben waren. Das mittlere Alter der Manner aus der
Kontrollgruppe betrug 59,8 Jahre (Spw.: 18 bis 76 Jahre). Die Prostataproben der
Kontrollgruppe enthielten in keinem Fall Areale mit Adenokarzinomen [Yildiz-Sezer et al.
2006].

31



2.1.2. Gewebeproben fiir die CGH-Analyse

Fur die CGH-Analysen wurden Prostatektomiepraparate aus dem Archiv des Instituts fur
anatomische Pathologie, die im Zeitraum von 1999 bis 2005 an der urologischen Klinik der
Universitdt Innsbruck entfernt wurden, herangezogen. Untersucht wurden die
Prostataatrophien von 20 Patienten. Mittels anschlieRender FISH-Analysen in den
entsprechenden Atrophie-Lasionen wurden die CGH-Daten verglichen und gesichert. Auch die
Tumorlasionen derselben Patienten wurden mittels FISH Analysen untersucht und mit den

Daten der FISH Untersuchungen der atrophen Gewebeareale verglichen.

Das mittlere Alter der Patienten betrug zum Zeitpunkt der Diagnose 59,8 Jahre (Spw.: 43 bis
73 Jahre). Bei 14 Patienten wurde ein Tumorstadium von pT2 und bei 6 Mannern ein

Tumorstadium von pT3 festgehalten [Yildiz-Sezer et al. 2006].

Bei einem Patienten wurde ein Gleason-Score 5, bei 6 Patienten ein Gleason-Score von 6, bei
9 Patienten ein Gleason-Score von 7, bei 3 Patienten ein Gleason-Score von 8 und bei einem

Patienten ein Gleason-Score von 9 diagnostiziert [Yildiz-Sezer et al. 2006].

Als Kontrollgruppe dienten die 10 Proben, die zuvor fir die FISH-Analysen verwendet wurden

und von verstorbenen, tumorfreien Patienten stammten [Yildiz-Sezer et al. 2006].

2.2. Methoden

2.2.1 Diagnose der Gewebelasionen

Die entsprechenden Geweberegionen der Prostatektomien wurden an Hamatoxylin und Eosin
gefarbten Gewebeschnitten ermittelt. Uropathologen untersuchten die Objekttrager und
markierten die Areale mit Normalgewebe, Atrophie, PIN und Karzinom (Abbildung 8). Um die
Entnahme der Gewebeproben aus den Paraffinpraparaten zu erleichtern, wurden nur
atrophische Lasionen, die mindestens 5 mm vom Krebsgewebe entfernt sind, gekennzeichnet
[Yildiz-Sezer et al. 2006].

Abbildung 8: H&E gefarbte Gewebeschnitte eines Patienten mit markierten Lasionen
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2.2.2. Tissue Micro Array

Die Tissue Micro Arrays (TMA) beinhalten mehrere Gewebestanzen in einem Paraffinblock
und ermdglichen somit die Analyse gleichzeitig von mehreren Proben unter denselben
Bedingungen [Kononen et al.1998]. Somit konnten unterschiedliche Gewebelasionen mit exakt
denselben Vorbehandlungsschritten und Konditionen fir die FISH-Untersuchungen prapariert

werden.

Fir die Erstellung der TMAs wurde das Beechers Tissue Microarray Instrument
herangezogen. Entsprechend den von den Uropathologen gekennzeichneten Lasionen
wurden die Areale an den Paraffinblécken der Prostatektomieproben markiert. Durch die
angebrachten Nadeln am Beechers Instrument wurden Gewebezylinder im Durchmesser von
2 mm entnommen und in einen leeren Paraffinblock eingestanzt [Yildiz-Sezer et al. 2006]. Die
Erstellung der TMAs ist in der Abbildung 9 schematisch dargestellt. Um zu gewahrleisten, dass
sich das Gewebe im Paraffin vollstandig einbettet, wurden die TMA-Blocke bei 50°C fur
mindestens 12 h im Brutschrank gelagert. Mittels eines Mikrotoms wurden anschlieBend 4 pm
Schnitte entnommen und auf Objekttragern angebracht. Die Objekttrager wurden wiederum
im Brutschrank bei 50°C flir 3 Tage gelagert [Yildiz-Sezer et al. 20086].

Die Gewebezylinder wurden nicht nach Patienten und Art der Lasionen geordnet eingestanzt,
sondern zufallig in den Empfangerdonor eingebracht. Dadurch wurde verhindert, dass
wahrend der FISH-Untersuchungen von vornherein bekannt war um welchen Gewebetyp es
sich handelte. Erst wahrend der Statistik wurden die Zylinder wieder entschlisselt und die

Ergebnisse den Gewebetypen zugeordnet [Yildiz-Sezer et al. 2006].

1 2 3. 4
i‘ .% ‘l
DONOR RECIPIENT

Abbildung 9: Erstellung der Tissue Microarray von Normalgewebe, Atrophie der Prostata, PIN

und Karzinom nach [Kononen et al. 1998].

Gewebezylinder wird vom Paraffinblock enthommen
In einen neuen Paraffinblock eingestanzt

Am Mikrotom wird ein histologischer Schnitt entnommen

A w0 N =

TMA-Schnitt wird auf einen Objekttrager transferiert.

33



2.2.3. Fluoreszenz in Situ Hybridisierung

Die Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung erlaubt die Darstellung spezifischer DNA-Sequenzen
in einzelnen Interphase-Zellen und somit die Quantifizierung von Chromosomen und Genen
in Gewebeproben. Mittels spezieller Sonden werden chromosomale Regionen markiert und

mittels Fluoreszenzfarbstoffen sichtbar gemacht.

Die FISH-Methode beruht auf der gleichzeitigen Denaturierung und Hybridisierung der DNA-
Sonde und der Ziel-DNA (Abbildung 10). Durch die Denaturierung offnet sich der DNA-
Doppelstrang, worauf sich die markierte DNA-Sequenz der FISH-Probe an die komplementare
Stelle am Chromosom anlagern kann. Uberschiissige Proben werden nach der Hybridisierung
in einem Waschschritt entfernt. Kommerzielle FISH-Proben sind direkt mit
Fluoreszenzfarbstoff markiert, sodass kein zusatzlicher Detektionsschritt erforderlich ist [Savic
und Bubendorf 2007; Chen und Chen 2013].

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

OMA-Doppelstrang

DMA-Doppelstrang 1.Denaturierung gespalten
Probe im
- Uberschuss
b | A"
3. Waschung y P
P |
- f- -
b I b by
Zielsequenz markiert 2. Hybridisierung

Abbildung 10: Ablaufschema der Fluoreszenz in Situ Hybridisierung [Savic und Bubendorf
2007].

In der vorliegenden Arbeit wurden die FISH -Analysen unter Verwendung einer
handelsublichen, mehrfarbigen Sonde (ProVision, Abbott / Vysis, Des Plaines, IL, USA)
durchgefihrt [Yildiz-Sezer et al. 2006].
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2.2.31. Vorbehandlung

Die Markierung der Gene mittels der FISH Sonde erfolgte nach entsprechender
Vorbehandlung der TMA-Schnitte. Das in Paraffin eingebettete Material wurde nach der
Prostatektomie mit Formalin fixiert. Dies fuhrt dazu, dass sich Methylen-Bruicken zwischen den
Aminogruppen der DNA und den Proteinen bilden. Dies verhindert, dass sich die Antikdrper in
die DNA-Abschnitte durchdringen und binden kénnen. Eine Vorbehandlung mit NaSCN, die
bei FISH-Analysen gangig ist, fuhrt bei TMA-Proben jedoch dazu, dass mehrere
Gewebestanzen sich vom Objekttrager ablésen und verlorengehen. Eine Praparation mit
Citratpuffer hat dieselbe erwlinschte Wirkung und verhindert zudem den Verlust des
Gewebematerials [Chin et al. 2003].

Die Objekttrager wurden zu Beginn in einer Xylol-Reihe (3x) und Ethanol-Reihe (2x)
entparaffiniert. Die Permeabilisierung erfolgte bei Raumtemperatur durch eine Inkubation der
Objekttrager in 0,2N HCL, dH2O und SSC-Lésung (Sodium-Saline-Citrat Lésung). Die
Behandlung mit Citratpuffer erfolgte fir 60 Minuten bei 80°C und wurde mit der SSC-Reihe
beendet. Die Andauung erfolgte mittels einer Protease-Lésung bei 37°C. Gewaschen wurden
die Objekttrager erneut in einer SSC-Lésung bei Raumtemperatur. Fir die Nachfixierung der
Praparate wurde eine 4 % Formaldehydlésung verwendet, gefolgt einer Waschung mit in einer
SSC-Reihe [Yildiz-Sezer et al. 2006]. Die Vorbehandlung ist in Abbildung 11 schematisch

dargestellt.

0
Xylene Rl’I(‘)(iOA] E.tOS 0,2 N HCI
RT-10 min-3x : it 5 RT-20 min
|
\/
10mM Citratpuffer Waschen in 2xSSC Protease
80°C-60 min RT-5 min-2x 37°C-10 min
|
\/
Waschen in 2xSSC 4 % Formaldehyd Waschen in 2xSSC
RT-5 min-2x RT- 10 min RT-5min-2x

Abbildung 11: Modifiziertes Vorbehandlungsschema nach [Chin et al. 2003].

35



2.2.3.2. Denaturierung und Hybridisierung

Die Proben wurden in Ethanol, entlang eines Konzentrationsgradienten (70 %, 85 %, 100 %
EtOH) dehydriert. Die DNA-Sonde (5 pl) wurde auf die Objekttrager aufgetragen und
gemeinsam mit den Gewebeproben bei 80°C fur 5 Minuten denaturiert und 24 Stunden bei
37°C hybridisiert. Das Postwashing erfolgte in einer SSC Reihe bei 37°C und 72°C.
AnschlieRend wurden die Objekttrager mit 4 ', 6-Diamidino-2-Phenylindol in Antifade-Lésung
(DAPI) gegengefarbt [Yildiz-Sezer et al. 2006].

2.2.3.3. Detektion

Die FISH-Analyse wurde mittels der mehrfarbigen ProVision-Sonde durchgefihrt (Abbildung
12). Das Sondendesign ermoglicht die gleichzeitige Analyse der drei genomischen Marker
innerhalb einer einzelnen Zelle: Zentromer 8 (CEPS8; SpectrumAqua), 8p22 (LPL-Gen,
SpectrumOrange) und 8qg24 (c-Myc, SpectrumGreen).

Telomere Bp22 ragion Ceantromara
LPL gene
Sp22 LSILPL ~30 kb
P SpectrumCrange
Sp11.1-911.1
rrri
1 CEP |- 170 kb -
Spectrumoua | |
LSI LPL
g Centromera 8024 ragion Telomare
241 - |8q24.12-q24.13 e E oz
LEl c-myc 1. 3 il ::
2430 | SpectrumGreen P £ c g
L= B @ -
8 520 - h
]
o ~T50 kb {
Lsi C-MYC

Abbildung 12: Sondendesign der mehrfarbigen DNA-Sonde: Zentomer 8 (CEPS;
SpectrumAqua), 8p22 (LPL-Gen, SpectrumOrange) und 8924 (c-Myc, SpectrumGreen).
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Die Objekttager wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axioplan) analysiert.
Ausgeriustet mit einzelnen Filtern fir DAPI, Spectrum Green, Spectrum Orange und
Spectrum Aqua wurden in 100 Kernen pro Gewebelasion die entsprechenden Signale

gezahlt.

Die CCD-Kamera (JAlI M300) ermdglichte die Aufnahme von Bildern die mittels der
Metasystems software (Metasystems, Altlussheim, Germany) erstellt werden konnten.
Bild 13 zeigt FISH-Aufnahmen von Kernen, die aus der PIN, der Atrophie und dem

Karzinom eines Patienten entnommen wurden.

Abbildung 13: FISH-Bilder aus Atrophie, PIN and Karzionom eines Patienten: (a) Kern aus
der PIN mit einem Signal fir LPL (orange), einem Signal fir Zentromer 8 (aqua) und zwei
Signale fur c-myc (grun); (b) Kern aus der Atrophie mit einem Signal fur LPL (orange), drei
Signale flr Zentromer 8 (aqua) und vier Signale fur c-myc; (¢) Kern aus Karzinomgewebe mit
drei Signalen fur LPL (orange), vier Signale fur Zentromer 8 (aqua) und vier Signale fur c-myc
(gran) [Yildiz-Sezer et al. 2006].
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2.2.34. Signalmuster
Basierend auf den Zahlungen der Signale der chromosomalen Regionen 8p22, cen8 und 8q24

wurden sechs spezifische Signalmuster definiert [Yildiz-Sezer et al. 2006].

Verlust 8p22: Verlust des kurzen Armes des Chromosoms 8 beinhaltet Kerne, in denen die
Signale fur 8p22 im Vergleich zu den Signalen fir CEP8 vermindert vorkommen und folgendes

Verhaltnis vorliegt :

Signale 8p

Signale CEP8 <L

Zugewinn 8924: Zugewinn des kurzen Armes des Chromosoms 8 beinhaltet Kerne,bei denen
nur die Signale fur 8g24 im Vergleich zu den Signalen fir CEP8 erhdht sind und folgendes

Verhaltnis vorliegt:

Signale 8q

1.
Signale CEP8 >

Monosomie 8: Kerne mit einem Verlust eines Chromosoms 8. Gezahlt wurden je nur ein
Signal fir 8p22, cen8 und 8924 (1-1-1).

Zugewinn Chromosom 8: Kerne mit einem Zugewinn von Chromosom 8. Gezahlt wurden je
drei oder mehr Signale flr alle drei untersuchten Regionen. (8p, cen8, 8q = 3, 3, 3 oder 4,4 ,4;
5,5,5).

Disomie 8: Kerne mit je 2 Signalen fur 8p22, Zentromer 8 und 8924. Dieses Signalmuster

wurde auch als ,normaler Kern“ bezeichnet.

Verlust 8p und Zugewinn 8q: Kerne in denen ein Verlust des kurzen Armes gleichzeitig mit
einem Zugewinn des langen Armes von Chromosom 8 auftritt. Sie sind dadurch
gekennzeichnet, dass im Vergleich zu CEP 8 die Signale fur 8p22 vermindert und die Signale
fur 8q24 erhoht sind:

Signale 8 Signale 8
EE P < jund —L 5,
Signale CEP8 Signale CEP8
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2.2.4. Vergleichende Genomische Hybridisierung

Die vergleichende genomische Hybridisierung ist eine zytogenetische Methode die am
gesamten Genom zur Erfassung von chromosomalen Anderungen in Form von Verlusten und
Zugewinnen der DNA-Sequenzen durchgeflihrt wird (Abbildung 14). Daflr werden eine Test-
DNA und Referenz-DNA unterschiedlich markiert und zu gleichen Teilen auf normalen
Metaphasenchromosomen hybridisiert. Chromosomale Anderungen wie Aberrationen,
Duplikationen und Deletionen werden als Veranderungen im Verhaltnis der beiden

Flurochromintensitaten erkennbar [Kallionemi et al.1992].
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chromosomes
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Abbildung 14: Vereinfachtes Schema einer CGH Analyse [Ténnies 2002].

Die CGH Analyse setzt sich im Wesentlichen aus folgenden Arbeitsschritten zusammen:

1) DNA Isolierung

2) Metaphasen-Praparation,
3) DNA-Markierung

4)
)

5

Hybridisierung und Denaturierung

Bildanalyse

2.2.41. DNA Isolierung

Aus Paraffinblécken wurde mithilfe des Beechers Array Instruments, Gewebestanzen im
Durchmesser von 2 mm entnommen. Die von den Uropathologen markierten H&E gefarbten
Gewebeschnitte wurden als Vorlage flr die atrophen Areale verwendet. Fir die DNA Isolierung
wurde das Paraffin Material zerkleinert, mit Xylol bei 45°C fir 15 Minuten entparaffiniert und

mit einer Ethanol-Reihe gewaschen. Die Andauung erfolgte mittels Lysepuffer, bestehend aus
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NH4Cl, KHCO3; und NaEDTA, Proteinase L und mit RNase A. Die Ausfallung der Proteine
erfolgte mit Natriumchlorid. Die DNA im Uberstand wurde mit EtOH bei -20°C gefallt, folgend
mit 70 % EtOH gewaschen und zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde getrocknet und in dH.O
gelost. Die DNA-Qualitat wurde mittels eines Spektrophotometers Uberprift. Das Material

wurde anschlieffend bei -20°C gelagert.

2.24.2. Metaphasen Praparation

Die Metaphasen wurden aus peripheren Lymphozyten gesunder 46-XY Individuen prapariert.
Nach der Proliferation in einer Kurzzeitkultur kam es zur Arretierung durch Colcemid. Gefolgt
von mehreren Waschschritten kam es zur Fixierung mit Essigsaure und Methanol. Die Kerne

wurden auf Objekttrager aufgetropft, getrocknet und bei -20°C gelagert.

2.2.43. DNA Markierung —Hybridisierung-Denaturierung

Die Markierung der DNA erfolgte Uber die Nick-Translation nach Standardprotokoll. So wurde
1ug Atrophie-DNA und 1ug Referenz-DNA verwendet und mit Biotin bzw. Digoxigenin (Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland) markiert. Eine Sondenmischung, bestehend aus
Tumor-DNA, normaler DNA, 40 ug Cot-1-DNA und 20 ug Lachssperma-DNA wurde erstellt.
Die Denaturierung erfolgte 5 Minuten lang bei 75°C in 50 % Formamid, 20 % Dextransulfat, 2x
SSC und 50mM Natriumphosphatpuffer. Die Objekttrager wurden 3 Tage bei 37°C in einer
befeuchteten Kammer hybridisiert [Yildiz-Sezer et al. 2007].

Zur Detektion der Fluoreszenz wurden die Objekttrager mit Avidin-Fluorescein-Isothiocyanat
(Vector Labs, Burlingame, CA, USA) und Anti-Digoxigenin-Rhodamin (Roche Diagnostics)
behandelt. Avidin-Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) farbt die biotinmarkierte DNA und Anti-
Digoxigenin-Rhodamin (TRITC) die Digoxegenin gefarbte DNA. Somit wird die Analyse der
Sequenzkopien ermoglicht. Die Identifizierung der Chromosomen erfolgte mit der
Gegenfarbung mit DAPI und die Stabilisierung der Fluoreszenz erfolgte durch die Antifade
Lésung (Vectashields, Vector Labs, Burlingame, CA, USA) [Yildiz-Sezer et al. 2007].

2.24.4. Bildanalyse

Die Bildanalyse wurde unter Verwendung eines Fluoreszenzmikroskops (Zeiss, Axioplan
Imaging) durchgefuhrt, das mit einer CCD-Kamera (JAI M300) und einer CGH-Software ISIS
(Metasystem, Altussheim, Deutschland) ausgestattet war. Es wurden Filter fur FITC, TRITC
und DAPI verwendet [Yildiz-Sezer et al. 2007].

40



Pro Fall wurden mindestens 15 Metaphasen analysiert. Von jeder Metaphase wurden
monochrome Bilder aufgenommen und separat abgespeichert. Die DAPI-Bilder wurden fir die
Identifizierung und Sortierung der Chromosmen in einem Karyogramm verwendet. Das Ratio-
Bild entstand durch das Ubereinanderlagern der FITC- und TRITC-Bilder und diente der
Analyse der Veranderungen in den DNA Sequenzen, sowie Amplifikationen, Duplikationen
oder Deletionen. Ein Fluoreszenzverhaltnis von mehr als 1,2 wurde als Zugewinn der DNA-
Sequenzkopienzahl und ein Fluoreszenzverhaltnis von weniger als 0,8 wurde als ein Verlust
der DNA-Sequenz definiert.

Perizentromere, heterochromatische Regionen, Telomerregionen und Chromosom Y wurden

von der Auswertung ausgeschlossen.

2.2.4.5. Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung

Um die CGH-Ergebnisse zu validieren, wurden FISH Analysen in atrophischen Bereichen und
gepaarten Karzinomen unter Verwendung einer CEPX / Y-Sonde (Vysis) durchgefuhrt. Zur
Vorbehandlung wurde das FISH -Protokoll welches fir die TMAs herangezogen wurde,
verwendet (Abbildung 11). So wurden die histologischen Schnitte mit Xylol entparaffiniert und
mit Ethanol dehydratisiert. Die Objekttrager wurden in 10 mM Citratpuffer 60 min lang bei 80
°C inkubiert, in einer Pepsinldsung (2 mg/ml) bei 37°C angedaut, in 4 % Formaldehyd fixiert
und in einer Ethanolreihe dehydriert [Yildiz-Sezer et al. 2007].

Die DNA-Sonde wurde direkt auf das vorbehandelte Gewebe aufgetragen, 5 min lang bei 80°C
denaturiert und 24 Stunden lang bei 37°C hybridisiert. Die Gegenfarbung erfolgte mit DAPI in
der Antifade-Ldsung [Yildiz-Sezer et al. 2007].

Eine Anzahl von mindestens 100 Kernen wurde in jedem Gewebebereich analysiert (Bereich
101-290, durchschnittlich 173 analysierte Kerne). Die FISH-Signale wurden unter Verwendung
eines Fluoreszenzmikroskops (Zeiss, Axioplan) bewertet, das mit spezifischen Filtersatzen

ausgestattet war [Yildiz-Sezer et al. 2007].
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2.2.5. Statistik
Die statistische Analyse der Ergebnisse erfolgte durch die Anwendung des Students-t Tests
und des Chi-Quadrat-Tests.

Der Students-t-Test ist ein statistisches Verfahren mit dessen Hilfe ein Unterschied zwischen
den empirisch gefundenen Mittelwerten zweier Gruppen naher analysiert werden kann. Der t-
Test arbeitet mit den Populationsparametern der Streuung und des arithmetischen Mittels. Er
liefert ein statistisches Ergebnis dariber, ob ein gefundener Mittelwertsunterschied rein zufallig
entstanden ist, oder ob es wirklich bedeutsame Unterschiede zwischen den zwei untersuchten
Gruppen gibt [Rasch et.al 2010].

Die Mittelwerte der einzelnen Signalmuster, die durch die FISH-Analysen an Chromosome 8
erfasst wurden, wurden in gepaarten Gewebetypen verglichen. So wurde das Vorkommen von
Disomie 8 in der Atrophie jeweils verglichen mit dem in der PIN, im Normalgewebe und im
Karzinom. Auch die genetischen Untersuchungen an Chromosom X wurden mit diesem
Verfahren analysiert. So wurde der mittels FISH Analysen detektierte Zugewinn an
Chromosom X im atrophen Gewebe mit den Karzinomdaten verglichen [Yildiz-Sezer et al.
2006, Yildiz-Sezer et al. 2007]. Der ungepaarte Student-t-test [Muliner 2005] wurde fiir den
Vergleich der Gewebeproben der tumorfreien Kontrollgruppe und den Atrophie-Lasionen der
Tumorpatienten herangezogen. Das Signifikanzniveau wurde bei beiden Verfahren auf 5%
festgesetzt [Yildiz-Sezer et al. 2007].

Mittels dem Chi-Quadrat-Unabhangigkeits-Test wurden die untersuchten Gewebelasionen
untereinander verglichen. Beim Chi-Quadrat -Test kdnnen zwei ,Variable® dahin Gberprift
werden ob sie stochastisch unabhangig sind [Hellbrick 2009]. So wurden je zwei
Gewebetypen anhand der Chromosom 8 Signalmuster, definiert durch FISH Analysen,
statistisch verglichen. Ein Signifikanzniveau von 1 % wurde festgelegt und somit ein P-Wert
unter 0.01 als statistisch signifikant definiert [Yildiz-Sezer et al. 2006].
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3. Ergebnisse

3.1. Veranderungen an Chromosom 8

Die Suche nach genetischen Anderungen in Chromosom 8 konnte im Normalgewebe, in der
Atrophie, in der PIN und in den Krebslasionen der untersuchten 50 Patienten sowie im
Prostatagewebe der Kontrollgruppe der 10 tumorfreien Patienten erfolgreich durchgefihrt
werden. Durch die Analyse der Signale fur 8p22, Zentromer 8 und 8924 wurden wie in Kapitel
2 beschrieben sechs verschiedene Signalmuster definiert: Verlust 8p, Zugewinn 8q,
Monosomie 8, Zugewinn Chromosom 8, Disomie 8, und Verlust 8p und Zugewinn 8q. Die
untersuchten Gewebelasionen wurden innerhalb einzelner Kategorien verglichen. Zudem
wurde ein statistischer Vergleich der Lasionen unter Einbezug alle Signalmerkmale
vorgenommen [Yildiz-Sezer et.al 2006]. In der Tabelle 4 und 5 sind die Ergebnisse der FISH-

Analyse und der Statistik zusammengefasst.

3.1.1. Verlust 8p22
Der Verlust des kurzen Arms des Chromosoms 8 bzw. des LPL Gens wurde durch die
verminderte Anzahl der 8p22 Signale verglichen mit der Anzahl der Zentromer 8 Signale

definiert. Die Abbildung 15 a zeigt eine FISH Aufnahme eines Kernes mit Verlust 8p22. Fir

Signale 8p

. < 1. So wurden
Signale CEP8

alle Kerne die unter diese Kategorie fallen gilt das Verhaltnis

beispielsweise auch Kerne mit je drei Signalen fur c-myc und Zentromere 8 und einem Signal
fur LPL zu Verlust 8p22 gezahlt. Fur jeden Gewebetyp wurde der durchschnittliche
Prozentsatz der Kerne mit Verlust 8p22 ausgerechnet. In der Kontrollgruppe zeigten 3,6 % der
Kerne einen Verlust 8p22 wahrend das Signalmuster in 10,3% der Kerne im Normalgewebe,
14,2 % in der Atrophie, 17,1 % in der PIN und 21,1 % im Karzinom vorgefunden wurden [Yildiz-
Sezer et.al 2006].

Der mittlere Prozentsatz der Kerne mit Verlustes 8p22 in der Atrophie war signifikant héher als
im Normalgewebe und der Kontrollgruppe. Der statistische Vergleich von der Atrophie mit der
PIN und dem Karzinom hingegen zeigte, dass signifikant weniger Kerne mit Verlust 8p22 in
der Atrophie vorzufinden waren als in den anderen beiden Gewebetypen. Eine graduelle
Erhdhung in der Anzahl der Kerne mit Verlust 8p22 konnte in der Kontrollgruppe, im
Normalgewebe, in der Atrophie, in der Pin und im Karzinom festgestellt werden. In Bezug auf
dieses Signalmuster unterschieden sich alle untersuchten Gewebeldsionen signifikant

voneinander [Yildiz-Sezer et.al 2006].

Um das mittlere Verhaltnis 8p22/CEPS8 zu berechnen, wurden alle 8p22 Signale und alle CEP8
eines Patienten summiert, ins Verhaltnis gesetzt und der Mittelwert berechnet. Dieser betrug
im Normalgewebe 0,95 (Spw.: 0,92 bis 1,01), in der Atrophie 0,92 (Spw.: 0,79 bis 0,98) in der

PIN 0,91 (Spw.: 0,83 bis 0,95) und lag im Karzinom bei 0,88 (Spw.: 0,65-0,95). In der
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Kontrollgruppe mit tumorfreien Patienten wurde ein 8p22/8CEP Verhaltnis von 0,96 (M + 2 -
SD) berechnet. In 88 % der atrophischen Lasionen, konkret in 44 Fallen, lag das berechnete
8p22/8CEP Verhaltnis unter dem Wert von 0,96 [Yildiz-Sezer et.al 2006].

3.1.2. Zugewinn 8q24
Der Zugewinn des langen Armes des Chromosoms 8 bzw. des c-myc Gen wurde durch die
erhohte Anzahl an 8924 Signalen verglichen mit der Anzahl der Zentromer 8 Signale definiert.

Die Abbildung 15 b zeigt eine FISH Aufnahme eines Kernes mit Zugewinn 8q24.

Signale 8q

. > 1. So wurden
Signale CEP8

Fir alle Kerne die unter diese Kategorie fallen gilt das Verhaltnis

auch Kerne mit einem Signal fir LPL und Zentromere 8 und drei Signalen flr c-myc zu diesem
Signalmuster zugeordnet. Fir jeden Gewebetyp wurde der durchschnittliche Prozentsatz der

Kerne mit Zugewinn 8924 berechnet [Yildiz-Sezer et.al 2006].

In der Kontrollgruppe zeigten 2,3 % der Kerne einen Zugewinn 8924 wahrend dieses
Signalmuster in 6,1 % der Kerne im Normalgewebe, 11,5 % in der Atrophie, 12,7 % in der PIN
und 15,2 % im Karzinom vorgefunden wurde. Eine graduelle Zunahme in Kernen mit Zugewinn
8924 wurde in der Atrophie, in der PIN und im Karzinom ermittelt. Der signifikante Unterschied
zeigte sich jedoch nur zwischen der Atrophie und dem Karzinom. Die PIN und die Atrophie
zeigten in Bezug auf den Zugewinn 8q24 keinen signifikanten Unterschied [Yildiz-Sezer et.al
2006].

Die geringste Anzahl an Kernen mit dem Zugewinn 8q24 war in der Kontrollgruppe und im
Normalgewebe vorzufinden. Der Unterschied zu den anderen Lasionen fiel deutlich aus und
war statistisch signifikant (P< 0.001) [Yildiz-Sezer et.al 2006].

Das mittlere Verhaltnis 8924 /CEP8 betrug im Normalgewebe 1,01 (Spw.: 0,98-1,08), in der
Atrophie 1,05 (Spw.: 0,96-1,16) in PIN 1,06 (Spw.: 0,95-1,15) und lag im Karzinom bei 1,09
(Spw.: 1,01-1,35). Dieser wurde analog zum 8p22/CEP8 Verhaltnis, aus der Summe der
Signale fur 824 und Zentromer 8 berechnet [Yildiz-Sezer et.al 2006].

In der Kontrollgruppe mit tumorfreien Patienten wurde ein 8p22/8CEP Verhaltnis von 1,03
(M £+ 2 -SD) berechnet. In 66 % der atrophischen Lasionen, konkret in 33 Faéllen, lag das
berechnete 8p22/8CEP Verhaltnis Uber diesem Wert von 1,03 [Yildiz-Sezer et.al 2006].
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3.1.3. Monosomie 8
Der Verlust eines Chromosoms 8 wurde durch das Vorkommen von je einem Signal fur 8p22,
CEPS8 und 8924 bestimmt. Die Abbildung 15 c¢ zeigt eine FISH Aufnahme eines Kernes mit

Monosomie 8.

Der mittlere Prozentsatz fur Monosomie 8 betrug 2,7 % in der Kontrollgruppe, 5,4 % im
Normalgewebe, 6,5 % in der Atrophie, 6,7 % in der PIN und 7,1 % im Karzinom. Die
durchschnittliche prozentuelle Haufigkeit der Kerne mit Monosomie 8 in der Kontrollgruppe und
im Normalgewebe war signifikant geringer als in der Atrophie. Der Vergleich von PIN und
Karzinom mit den atrophischen L&sionen im gepaarten t-Test zeigte jedoch keinen
signifikanten Unterschied. Somit unterscheiden sich die Atrophie, die PIN und das Karzinom
in Bezug auf die Anzahl der Kerne mit Monosomie 8 nicht voneinander sind jedoch different

im Vergleich zu den ,normalen“ Gewebetypen [Yildiz-Sezer et.al 20086].

3.1.4. Zugewinn Chromosom 8

Dieses Signalmuster ist durch das Vorhandensein von je 3 oder mehr Signalen fiir 8p22, CEP8
und 8qg24 definiert. Es handelt sich meistens um Kerne mit Trisomie8 oder Tetrasomie 8.
Weitere Polysomien kamen nur vereinzelt vor. Die Abbildung 16 a zeigt eine FISH Aufnahme
eines Kernes mit Zugewinn 8. Fir jeden Gewebetyp wurde der durchschnittliche Prozentsatz

der Kerne mit Disomie8 berechnet [Yildiz-Sezer et.al 2006].

Der mittlere Prozentsatz von Kernen mit Zugewinn Chromosom 8 betrug 0,6 % in der
Kontrollgruppe, 3,2 % im Normalgewebe, 7.2 % in der Atrophie, 7,2 % in der PIN und 9,2 %
im Prostatakarzinom. Zugewinn Chromosom 8 ist in der Kontrollgruppe kaum vorzufinden, liegt
jedoch héher im Normalgewebe. Der statistische Vergleich zeigt, dass die mittlere prozentuelle
Haufigkeit in der Atrophie signifikant hoher liegt als in der Kontrolle und im Normalgewebe. Die
Anzahl der Kerne mit diesem Signalmuster ist vergleichbar mit der Anzahl in der PIN. Ein
signifikanter Unterschied zwischen Atrophie und Karzinom ist durch die Definition des Alpha-
Fehlers von 5 % gegeben, wirde bei einer strikteren Vorgehensweise (1 %) nicht gelten [Yildiz-
Sezer et.al 2006].
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3.1.5. Disomie 8

Bei Kernen mit Disomie 8 sind je 2 Signale fur 8p22, CEP8 und 8924 vorhanden und sie gelten
als Kerne mit ,normalem Signalmuster®. Die Abbildung 16 b zeigt eine FISH Aufnahme eines
Kernes mit Disomie 8. Fir jeden Gewebetyp wurde der durchschnittliche Prozentsatz der

Kerne mit Disomie 8 berechnet.

In der Kontrollgruppe zeigten 90,5 % der Kerne eine Disomie 8 wahrend dieses Signalmuster
in 72,4 % der Kerne im Normalgewebe, 56,5 % in der Atrophie, 52,2 % in der PIN und 44,2 %

im Karzinom vorgefunden wurde [Yildiz-Sezer et.al 2006].

Die hochste Anzahl an Kernen war in der Kontrollgruppe und im Normalgewebe detektiert. Die
statistische Auswertung zeigt, dass diese Gewebetypen sich hinsichtlich der Disomie 8 von
den anderen Lasionen unterscheiden. Eine graduelle Abnahme der Kerne mit Disomie 8 wurde
in Atrophie, PIN und Karzinom beobachtet. Der statistische Vergleich zeigt, dass sich die
Atrophie von allen gepaarten Gewebetypen (Normalgewebe, PIN und Karzinom) sowie von

der Kontrollgruppe signifikant unterscheidet [Yildiz-Sezer et.al 2006].

3.1.6. Verlust 8p22 und Zugewinn 8q24
Die Kerne mit gleichzeitigem Verlust8p22 und Zugewinn 8924 wurden durch eine verminderte
Anzahl der 8p22 Signale und erhdhter 8q24 Signale auf Basis der Zentromer 8 Signale,

definiert. Fir alle Kerne dieser Kategorie gilt das Verhaltnis:

( Signale 8p < 1und Signale 8q

- : > 1).
Signale CEP8 Signale CEP8

Die Abbildung 16 c zeigt eine FISH Aufnahme eines Kernes mit Verlust 8p22 und Zugewinn
8g24. Fir jeden Gewebetyp wurde der durchschnittliche Prozentsatz der Kerne mit Disomie 8

berechnet

In der Kontrollgruppe zeigten 0,005 % der Kerne einen Verlust 8p22 und Zugewinn 8q24
wahrend dieses Signalmuster in 0,25 % der Kerne im Normalgewebe, 0,58 % in der Atrophie,
1,49 % in der PIN und 3,06 % im Karzinom vorgefunden wurde [Yildiz-Sezer et.al 2006].

Die Anzahl der betroffenen Kerne war in allen Gewebetypen sehr niedrig und gilt als ein
seltenes Ereignis. Die statistischen Analysen zeigten, dass sich die Atrophie, in Bezug auf
Verlust 8p22 und Zugewinn 8g24 von der Kontrolle und vom Normalgewebe nicht
unterscheidet. Ein signifikanter Unterschied konnte jedoch beim Vergleich der Atrophie mit der

PIN und dem Karzinom festgestellt werden [Yildiz-Sezer et.al 2006].
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Abbildung 15: Kerne dargestellt mittels dem Fluoreszenzmikroskop: a) Signalmuster Verlust
8p22 mit einem Signal fir LPL (SpectrumOrange), vier Signalen fur Zentromer 8
(SpectrumAqua) und vier Signalen fir c-myc (SpectrumGreen) b) Signalmuster Zugewinn
8924 mit zwei Signalen fur LPL, zwei Signalen fir Zenrtomer 8 (SpektrumAqua) und 4 Signalen
fur c-myc (SpectrumGreen) c) Signalmuster Monosomie 8 mit einem Signal fur LPL
(SpectrumOrange), einem Signal flr Zentromer 8 (SpectrumAgqua) und einem Signal flir c-myc

(SpectrumGreen).

Abbildung 16: Kerne dargestellt mittels dem Fluoreszenzmikroskop: a) Signalmuster
Zugewinn 8 mit drei Signalen fur LPL (SpectrumOrange), drei Signalen fur Zentromer 8
(SpectrumAqua) und drei Signalen fur c-myc (SpectrumGreen) b) Signalmuster Disomie 8 mit
zwei Signalen fir LPL, zwei Signalen fir Zenrtomer 8 (SpektrumAqua) und 2 Signalen fur c-
myc (SpectrumGreen) c) Signalmuster Verlust 8p22 und Zugewinn 8q24 mit einem Signal fur
LPL (SpectrumOrange), zwei Signalen fir Zentromer 8 (SpectrumAqua) und drei Signalen flr
c-myc (SpectrumGreen).
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Tissue Type Loss 8p22 Gain 8924 Monosomy 8
Nuclei, mean %
Control 3.64 2.27 2.63
Normal 10.26 6.17 5.44
Atrophy 14.17 11.45 6.50
PIN 17.08 12.65 6.86
Cancer 21.21 15.18 7.09
t,P
Control * 7.19, <0.001 5.84, <0.001 2.77,0.008
Normal ™ 6.22, <0.001 7.58<0.001 -3.10, 0.003
PIN *** -3.89, <0.001 -1.38, 0.174 -0.47, 0.644
Cancer *** -4.58, <0.001 -4.27, <0.001 -0.26, 0.793
Tissue Type Gain 8 Disomy 8 122224;:: *
Nuclei, mean %
Control 0.58 90.52 0.005
Normal 3.24 72.40 0.25
Atrophy 7.20 56.50 0.58
PIN 7.16 52.24 1.49
Cancer 9.21 4417 3.06
t,P
Control * 4.72, 0.001 -15.8 <0.001 1.21,0.22
Normal ™ 6.98, <0.001 -15.7, <0.001 1.89, 0.06
PIN *** -0.22, 0.83 4.72, <0.001 -3.62, <0.001
Cancer *** -2.16, 0.04 8.51, <0.001 -4.55, <0.001
*Unpaired t-test (comparison of two independent patient groups);
***paired t-Test (two groups with the same patients but different tissues).

Tabelle 4: Der durchschnittliche Prozentsatz der Kerne mit den Signalmustern in den
untersuchten Gewebetypen und der statistische Vergleich von Normalgewebe, PIN,
Karzinom und PIN mit der Atrophie mittels dem Students t Test [Yildiz-Sezer et. al 2006]
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3.1.7. Gesamtvergleich der untersuchten Lasionen

Mittels des Chi-Quadrat-Tests wurden unter Einbezug aller Signalmuster die Gewebetypen

analysiert. So wurde untersucht ob sich die Lasionen in Bezug auf die Chromosom 8

Veranderungen unterscheiden.

Es wurde festgestellt, dass es einen signifikanten Unterschied zwischen der Atrophie und dem
Gewebe der Kontrollen bzw. tumorfreien Patienten gibt. Der Vergleich zwischen der Atrophie
und dem Normalgewebe, der PIN sowie dem Karzinom zeigte jedoch keinen statistisch
signifikanten Unterschied. Vor allem der Vergleich von der Atrophie mit der PIN zeigt, dass
sich diese Gewebetypen in Bezug auf die Signalmuster sehr ahnlich sind (p= 0.987).
Erwartungsgemal unterscheidet sich das Normalgewebe signifikant vom Karzinom. Der

Vergleich zeigt jedoch, dass das Normalgewebe und die PIN hinsichtlich der Chromosom 8

Veranderungen ahnlich sind [Yildiz-Sezer et. al 2006].

Tissue Type Chi-square P
Atrophy vs. control group 28.0 <0.001
Atrophy vs. normal 5.81 0.325
Atrophy vs. PIN 0.62 0.987
Atrophy vs. cancer 4.63 0.462
Control group vs. normal 10.0 0.074
Control group vs. PIN 33.5 <0.001
Control group vs. cancer 48.6 <0.001
Normal vs. PIN 8.71 0.121
Normal vs. cancer 18.3 0.003
PIN vs. cancer 2.46 0.783

Tabelle 5: Statistische Analyse mittels Chi-Quadrat-Test (5 Freiheitsgrade) der histologisch

differenten Gewebetypen basierend auf die Signalmuster [Yildiz-Sezer et. al 2006]
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3.2. Chromosom X

3.2.1. CGH-Analyse

Von den mittels CGH untersuchten 20 Atrophie-Arealen konnten 10 Falle erfolgreich analysiert
werden. In 10 der 20 Gewebestanzen konnten keine Ergebnisse ermittelt werden, da das
Gewebematerial fur diese Untersuchung zu gering ausfiel. Nach der Praparation der
Gewebeschnitte fur die FISH Analyse, die zur Verifizierung der Ergebnisse durchgefiihrt
wurde, reichte das Gewebematerial fir die CGH Analyse nicht aus. Durch die CGH-
Auswertung konnte in den atrophen Lasionen der Zugewinn Chromosom X als einzige
genetische Aberration ausfindig gemacht werden. So konnte in 7 der 10 untersuchten
Gewebeproben ein Zugewinn X festgestellt werden [Yildiz-Sezer et. al 2007]. In den Tabellen
6 und 7 sind CGH Ergebnisse angefihrt und die Abbildung 17 a zeigt das CGH-Profil von

Chromosom X.

3.2.2. FISH-Analyse

Die FISH-Analyse konnte in 19 der 20 untersuchten Atrophie-Lasionen durchgefiihrt werden.
Die Untersuchung der gepaarten 20 Karzinomproben und die 10 Kontrollen tumorfreier
Patienten konnte vollstandig abgeschlossen werden. Basierend auf die Analyse der Kontrollen
wurde ein Grenzwert von 10% (X | + 3 x SD; 8,98 (~ 10%)) herangezogen. So wurde eine
Erhdhte Anzahl von Fluoreszenzsignalen, in mehr als 10% der untersuchten Kerne, als

Zugewinn Chromosom X definiert [Yildiz-Sezer et. al 2007].

Ein Zugewinn X wurde in 13 (68,4 %) atrophischen Arealen und in 18 (90 %) Karzinomen
festgestellt. In den meisten Fallen wurde das XXY Muster, das einer zusatzlichen Kopie des
Chromosoms X entspricht, beobachtet. Die statistische Auswertung zeigte, dass der Zugewinn
Xin der Atrophie signifikant hdher (P-Wert <0,001) war als in der Kontrollgruppe und niedriger
(P-Wert = 0,002) als in den Karzinomproben [Yildiz-Sezer et. al 2007].

Eine Korrelation zwischen den nachweisbaren genetischen Veranderungen und den
Tumorstadien der einzelnen Patienten konnte nicht festgestellt werden. Alle CGH und FSH-
Ergebnisse, sowie die histopathologischen Daten sind in Tabelle 6 und 7angegeben. Ein
Beispiel einer FISH-Aufnahme der Kerne in Atrophie und Karzinom eines Patienten ist in
Abbildung 17 b, c dargestellt [Yildiz-Sezer et. al 2007].
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Gain of chromosome X

CGH FISH
Tissues No. Pat % Pat No. Pat % Pat
Atrophic areas 10 70% 19 68%
Prostate cancer n.d n.d 20 90%
Control group n.d n.d 10 0%

n.d, not done; No. Pat, number of analyzed patients; % Pat, Percentage of patients with gain of

chromosome X.

Tabelle 6: Zusammenfassung der Ergebnisse der CGH und FISH Analyse [Yildiz-Sezer et. al

2007].

a)

Abbildung 17: a) CGH Profile von Chromosom X in der Atrophy, Zugewinne sind als Balken

auf der rechen Seite des Ideogramms sichtbar b) FISH Aufnahme eines Kernes aud der

Atrophie eines Patienten mit zwei Signalen fur Zentromer X (SpectrumOrange) und einem

Signal fur Zentromer Y (SpectrumGreen) c) Kern aus der gepaarten Tumorlasion mit drei

Signalen fiur Zentromer X (SpectrumOrange)

(SpectrumGreen) [Yildiz-Sezer et. al 2007].
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CGH-results FISH-results atrophy FISH-results cancer Gleason
Patient Age TNM

atrophy % of nuclei with Gain X % of nuclei with Gain X Score

1 Gain X N/A 24.60 73 8 3
2 Gain X 32.60 51.90 67 9 3
3 Gain X 21.70 32.70 51 6 2
4 Gain X 37.60 41.70 66 7 2
5 Gain X 28.03 32.30 53 6 2
6 Gain X 45.70 42.80 60 7 2
7 (] 11.30 13.70 43 7 2
8 Gain X 20.20 21.60 43 6 2
9 1] 10.40 13.70 48 6 2
10 1] 9.60 14.50 58 7 2
11 N/A 413 5.98 64 7 3
12 N/A 8.13 6.41 52 6 2
13 N/A 7.24 13.00 64 5 2
14 N/A 26.19 47.52 71 8 3
15 N/A 12.90 14.47 64 7 2
16 N/A 24.46 22.43 66 7 2
17 N/A 18.25 21.48 58 7 3
18 N/A 9.00 13.60 56 6 2
19 N/A 14.10 29.30 65 8 2
20 N/A 7.78 13.79 59 7 3
X| = 18.4 X| = 23.9 X| = 59.8

(range 4.13-45.7) (range 5.98-51.9) (range 43-73)

(N/A, not applicable; @, none of the chromosome showed gains or losses)

Tabelle 7: Ergebnisse der CGH und FISH Analyse und histopathologische Daten der
Patienten [Yildiz-Sezer et. al 2007].
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4. Diskussion

4.1. Genetische Instabilitat der Prostataatrophie

Oxidativer Stress kann in der Pathogenese der Prostataatrophie und des Karzinoms eine
wichtige Rolle spielen. Erhdhte Spiegel von GSTP1, GSTAI und COX-2 in der Atrophie
scheinen eine Reaktion auf die potentiellen Schaden der auftretenden ROS zu sein. Das
Scheitern der Abwehrmechanismen in einigen Zellen der Prostataatrophie kann zu
genetischer Schadigung und neoplastischer Transformation flihren. [Pathak et al. 2005; De
Marzo et al. 1999; Parsons et al. 2001; Zha et al. 2001].

Veranderungen am Chromosom 8 sind die haufigsten Veranderungen beim Prostatakarzinom.
Verschiedene genetische Analysen bestatigten, dass die Regionen 8p21-22 und 824 am
haufigsten betroffen sind [Bova et al. 1993; Kagan et al. 1995; Jenkins et al. 1998; Bostwick
et al. 1998]. Deletionen von 8p22 wurden auch bei primdrem und fortgeschrittenem
Prostatakarzinom vorgefunden und korrelieren mit dem Tumorstadium [Sato et al. 1999]. Der
Verlust von 8p22 wird allgemein als ein friihes Ereignis in der Tumorgenese von Prostata

akzeptiert, da es in PIN nachgewiesen wurde [Macoska et al. 1994].

In einer vorhergehenden Untersuchung wurden erste Ergebnisse tber einen Verlust von 8p22
in Epithelzellen der Atrophie-Lasionen gezeigt. Der Unterschied zu normalem Gewebe,
inklusive benigne und hyperplastischen Drisen, war statistisch nicht signifikant [Macoska et
al. 2000]. Wir konstruierten Gewebemikroarrays (TMAs) von 50 Patienten mit histologisch
unterschiedlichen Geweben, einschlielBlich normaler, PIN, Atrophie und Tumor-L3sionen.
Diese Technik erlaubte es, alle Gewebe, die von einer gro3en Anzahl von Patienten stammten,

unter denselben Bedingungen zu analysieren [Yildiz-Sezer et al. 2006].

FISH-Analysen zeigten eine kontinuierliche Zunahme der Kerne mit Verlust des kurzen Arms
von Chromosom 8 in allen untersuchten Lasionen. So wurde in 14 % der atrophischen
Lasionen ein Verlust von 8p22 festgestellt, was signifikant hoher war als bei der Kontrollgruppe
und normalem Gewebe jedoch niedriger als bei der PIN und beim Karzinom. Der Verlust des
gesamten Chromosoms 8 wurde bei 6,5 % der Kerne in den atrophischen L&sionen
nachgewiesen, ahnlich in PIN und im Tumorgewebe und hoéher verglichen mit normalem
Gewebe [Yildiz-Sezer et al. 2006]. In der Studie von Macoska und Kollegen wurden hdhere
Zellzahlen mit einem Signalmusterverlust von 8p22 (38,9 %) und Monosomie 8 (16,3 %)
vorgefunden [Macoska et al. 2000], was auf die geringe Anzahl atrophischer Areale in dieser
Studie zurtickzufuhren ist [Yildiz-Sezer et al. 2006].

Die Amplifikation von Onkogenen ist ein Mechanismus, der zu einem sukzessiven
Fortschreiten von soliden Tumoren flhrt und eher als ein spates Ereignis in der Tumorgenese

der Prostata gilt [Schwab und Amler 1990]. Die Verstarkung von 8924 ist eine der haufigsten
53



Veranderungen bei fortgeschrittenem Prostatakrebs [Kasahara et al. 2002]. Die Zunahme von
8924 bedeutet zusatzliche Kopien des c-myc-Gens, das bei primarem und fortgeschrittenem
Prostatakarzinom und davor in 8 % der PIN-Areale mit erhéhten c-myc Kopien detektiert wurde
[Jenkins et al. 1997]. Es wird angenommen, dass c-myc den Zellen im friihen Stadium der
Karzinogenese einen proliferativen Vorteil verleiht, zum Wachstum beim fortgeschrittenen
Tumor fuhrt und zum androgenunabhangigem Wachstum von Prostatakrebs flhrt [Bernard et
al. 2003].

In der vorliegenden Studie wurde ein Anstieg in der Anzahl der Kerne mit Zugewinn an 8q24
in der Kontrollgruppe (2,3 %), im normalen Gewebe (6,2 %), in atrophischen Lasionen (11,5
%), in der PIN (12,7 %) und im Karzinom (15,2 %) beobachtet. Ahnlich wie die fiir den
Zugewinn von 8q24 war die durchschnittliche Anzahl an Kernen mit Zugewinn des gesamten
Chromosom 8 in normalem Gewebe am niedrigsten, in Atrophie und PIN-Lasionen etwa
doppelt so hoch und in den Tumor-Lasionen am hochsten. Es wurde kein signifikanter
Unterschied zwischen PIN und Atrophie beobachtet, weder bezlglich Zugewinn von 8924
noch Zugewinn des gesamten Chromosoms 8. Es kann angenommen werden, dass die
Veranderungen in der Anzahl von c-myc Kopien bereits in den Epithelien der atrophen Drlsen

beginnen und wahrend der Tumorgenese fortschreiten [Yildiz-Sezer et al. 2006].

CGH-Analysen an 20 Patienten zeigten, dass 70 % der atrophierten Areale, als einzige
Aberration, Kerne mit einem Zugewinn an Chromosom X aufweisen. Diese Ergebnisse
stimmten mit FISH-Analysen Uberein. Nur atrophische Areale, die bei FISH Analysen einen
Zugewinn von Chromosom X in mindestens 20 % der Kerne vorweisen, zeigten auch mit CGH
Analysen einen X Zugewinn. Es Uberrascht daher nicht, dass Chromosomen-8-
Veranderungen aufgrund der relativ geringen Anzahl der Zellen mit Alterationen (< 20 %) bei

CGH-Analysen nicht nachweisbar waren [Yildiz-Sezer et al. 2007].

Der hohe prozentuale Zuwachs X bei Atrophie und bei Krebs kdnnte durch die geringe Anzahl
(zufallig ausgewahlter Prostatakrebsproben) (CGH - 10; FISH - 20) erklart werden [Yildiz-
Sezer et al. 2007].

Ein Zugewinn von Chromosom X wurde davor bei 40 bis 73 % primaren Prostatakarzinome
beobachtet [Brown et al. 2002; Gurek et al. 1997]. Das AR-Gen, das sich auf dem Chromosom
Xq11-13 befindet, codiert das AR-Protein, welches fir die intrazellulare Regulierung des
Prostatawachstums und der zelluldren Differenzierung essentiell ist [Gelman 2002]. Eine
zusatzliche Kopie des AR-Gens kann die Expression des Androgenrezeptors erhéhen, sodass
ein geringer Anstieg der relativen Gen-Dosis biologische Bedeutung haben kénnte [Linja e al.
2001]. Patienten mit Polysomie des Chromosoms X zeigten auch zusatzliche Kopien des AR-
Gens [Ropke 2004].
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4.2. Prostataatrophie als Vorlaufer von PIN und Karzinom

Es ist weithin anerkannt, dass PIN die wahrscheinlichste Vorstufe von Prostatakrebs ist und
zu fortgeschrittenem und hormonrefraktarem Krebs flhrt [Bostwick et al. 1996]. Aber die PIN
ist ein morphologischer Endpunkt der intraglanduléren Krebsentwicklung und hat die genaue
Pathogenese dieses Tumors nicht erklart. Bisher stammen nicht alle Krebsarten von PIN-
Lasionen. Ungefahr 30 % der invasiven Prostatakarzinome werden nicht in Verbindung mit
PIN gesehen [Mc Neal und Bostwick 1986].

Jahre spater wurde die Hypothese von Franks [Franks 1954] neu bewertet, die andeutete,
dass die Atrophie der Prostatadriisen und die nachfolgende Proliferation der Driisenepithelien
die urspringliche Lasion darstellen, die sich zum Adenokarzinom entwickeln kénnen. Der
Begriff "Proliferative Inflammatorische Atrophie" (PIA) wurde eingefuihrt, um die Tatsache zu
unterstreichen, dass die Lasion proliferativ ist und mit einer Entziindung assoziiert [De Marzo
et al. 1999].

Ein neues mehrstufiges Progressionsmodell wurde eingeflihrt, welches die Progression von
normalem Epithel zu fokaler Prostataatrophie, zur PIN und dann zum Karzinom beschreibt [De
Marzo et al. 1999; Nelson et al. 2003]. Eine Reihe von Anzeichen impliziert die fokale Atrophie,

bzw. nur die Atrophie mit Hyperplasie der Basalzellen als Vorstufe von PIN und Prostatakrebs.

So befinden sich die Atrophie-Lasionen vorwiegend in der peripheren Zone der Prostata in
unmittelbarer Nahe zum invasiven Karzinom und gehen direkt in die PIN Gber [Putzi und De
Marzo 2000; McNeal et al. 1988]. Das Vorhandensein von PAH korreliert mit der Existenz von
PIN und wird mit einem vermutlich direkten Ubergang von PAH zu PIN erklart [Davidson et al.
2011]. Zudem zeigen atrophische Lasionen eine hdhere Proliferationsaktivitat und geringere
Apoptoseraten, die zwischen normalem Epithel und PIN liegen [De Marzo et al. 1999; Franks
1954; Liavag 1968; Shah et al. 2001; Ruska et al. 1998; Van Leenders et al. 2003]. Diese
deuten darauf hin, dass die Zellen des sekretorischen Kompartiments bei der proliferativen
entziindlichen Atrophie einen unreifen sekretorischen Phanotyp aufweisen, der dem in Zellen

von hochgradiger PIN und dem Karzinom ahnlich ist [Nelson et al. 2003; Billis 1998].

Die Prostataatrophie ist mit chronischer Entzindung, Alterung und Ischamie assoziiert [De
Marzo et al. 1999; Liavag 1968, Shah et al. 2001; Ruska et al.1998; Billis 1998]. Dies sind
auch Ursachen fir Prostatakrebs. Chronische Entziindungen und fokale Atrophie treten haufig
in unmittelbarerer Nahe zum Prostatakarzinom auf. Vor allem die ,Proliferative
Inflammatorische Atrophie* ist haufig in Prostata vertreten die von Karzinompatienten
stammen, wahrend alle anderen Atrophie-Lasionen in der benignen Prostatahyperplasie

vermehrt vorzufinden sind [Tomas et al. 2007].
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Zudem wird das gleichzeitige Vorkommen von chronischer Entziindung und postatrophischer
Hyperplasie (PAH) mit einem hoéheren Mortalitatsrisiko, verursacht durch Prostatakrebs, in

Verbindung gebracht [Davidson et al. 2011].

Epigenetische Ereignisse die im Prostatakrebs und in der PIN haufig auftreten [Nakayama et
al. 2003; Faith et al. 2005; Tsujimoto et al. 2002; Tsujimoto et al. 2004] wie GSTP1-Insel-
Hypermethylierung, p53-Mutationen, CAG-Repeat-Polymorphismus des AR-Gens werden in

der Prostataatrophie nachgewiesen.

Das Epithel der atrophischen Driisen der Prostata sind Ziele flr genetische Veranderungen,
wie der Verlust 8p22, der Zugewinn 8924 und der Zugewinn von Chromosom X. Die
Aberrationen sind dieselben, die bei der PIN und dem Prostatakrebs vorkommen [Macoska et
al. 2000; Yildiz-Sezer et al. 2006; Yildiz-Sezer 2007].

Die vorliegenden Untersuchungen mittels FISH und CGH kdnnen die genetische Instabilitat
der Zellen in den atrophischen Arealen der Prostata zeigen [Yildiz-Sezer2006; Yildiz-Sezer
2007].

4.3. Offene Fragen

Der genaue Mechanismus, der die Entwicklung von normalem Gewebe zu Prostatakrebs
beschreibt, ist derzeit unklar. Prostata-Atrophie, insbesondere die Lasionen mit Hyperplasie
der basalen Stammzellen, zeigen eine ausgepragte proliferative Natur und eine Assoziation
mit entzlindlichen Prozessen und kdnnen eine wichtige Rolle bei der Tumorgenese von
Prostatakrebs spielen [Yildiz-Sezer 2007]. Die oxidative Schadigung spielt wiederum eine
wichtige Rolle bei der Prostataatrophie. Die Frage, ob Entziindungen priméar auftreten und zu
oxidativem Stress und zu Schaden im Epithelium filhren oder sekundar nach anderen

Verletzungen, wie Ischamie, oxidativer Stress entsteht, ist derzeit offen [Yildiz-Sezer 2007].

Fokale proliferative Atrophie-Lasionen sind in negativen Biopsien haufig vorzufinden. Re-
biopsien nach durchschnittlich 33 Monaten konnten keine Assoziation zwischen dem
Vorkommen von Prostataatrophie und Karzinom zeigen. Langzeit Studien waren notwendig
um die Rolle der fokalen Atrophie in der Tumorgenese beschreiben zu kdnnen [Asimakopoulos
et al. 2011].

Bei Prostatakrebs wurde der Verlust von 8p22 unter Verwendung des LPL-Gens
nachgewiesen, das sich an dieser Position befindet. Es ist bekannt, dass dieses Gen am
Lipidstoffwechsel beteiligt ist und Polymorphismen des LPL-Gens mit Prostatakrebs assoziiert

sind. Die Rolle bei der Tumorgenese des Prostatakarzinoms bedarf jedoch weiterer
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Untersuchungen und kénnte die Rolle des Lebensstils in diesem Neoplasma erklaren [Yildiz-
Sezer 2007].

Die Anzahl von Chromosom-8-Veranderungen in normalen Geweben, die von Patienten mit
einem Karzinom stammen sind signifikant hdher als die im Kontrollgewebe, entnommen von
Patienten ohne Prostatatumor. Fir praktische diagnostische Zwecke ist es notwendig zu
untersuchen, ob Veranderungen von Chromosom 8 in "negativen" Prostatabiopsien, die von
Patienten mit Prostatatumor stammen, nachgewiesen werden kénnen oder nicht [Yildiz-Sezer
2007].

Genetische Untersuchungen in der aktuellen Studie haben gezeigt, dass die Zunahme des
Chromosoms X haufig bei Prostatakarzinom auftritt. Das AR-Gen, das sich auf dem
Chromosom X befindet, spielt vermutlich eine Schlisselrolle in der Progression des
Prostatakarzinoms. Wahrend mehrere Studien hochgradige Amplifikationen des AR-Gens bei
fortgeschrittenem Prostatakarzinom zeigten, fehlen Untersuchungen zu Kopienanzahl auf
niedriger Ebene. Die AR-Expression nimmt jedoch aufgrund einer zusatzlichen Kopienanzahl
von AR zu. Daher ist es notwendig, auch die niedrigen Amplifikationen des AR-Gens in der
Prostataatrophie, der PIN und im primaren Prostatakrebs zu untersuchen [Yildiz-Sezer 2007].
Darlber hinaus sind Untersuchungen von Genveranderungen des AR-Gens in atrophischen
Gebieten flir die Friherkennung von Prostatakrebs, die Auswahl von Praventions- und

Behandlungsstrategien erforderlich [Yildiz-Sezer 2007].

Vergleichende genomische Hybridisierung ist eine nutzliche Methode, um genetische
Veranderungen in Geweben zu screenen. Nur bei einer gro3en Anzahl an betroffenen Zellen
ist eine CGH-Analyse sinnvoll. Andere Gene, die eine Rolle in der Tumorgenese spielen,
jedoch eine geringere Anzahl an Kernen mit veranderten Kopien aufweisen, sind mit dieser
Technik nicht nachweisbar. Es ist notwendig, alle Gene, die mit Prostatakrebs assoziiert sind,

mit anderen Techniken zu untersuchen [Yildiz-Sezer 2007].
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