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GENETISCHE VERANDERUNGEN AN
PRIMAREN PROSTATAKARZINOM-
BIOPSIEN IN KORRELATION ZUM
KLINISCHEN VERLAUF

Summary

The genetic changes which are
responsable for development and
progression of prostate cancer
haven t been fully understood until
now. The aim of this retrospective
study was to identify genetic aber-
rations in paraffin embedded tumor
tissue from primary prostate cancer
core biopsies and to correlate these
data to clinical outcome of the
patients.

Therefore tumor areas in 28 core
biopsies of the prostate were marked.
After DNA isolation comparative
genomic hybridization (CGH) was
performed according to standard
protocols. Cinical data of the
patients were assessed. Mean follow-
up was 36 months, all patients
received hormone treatment for
prostate cancer. 11 / 28 patients

(39 %) showed progression of the
disease. In 25 /28 (88 %) of the

ZUSAMMENFASSUNG

Die der Entstehung des Prostata-
karzinoms zugrundeliegenden bzw.
mit einem Progrel’ vergesellschafte-
ten genetischen Veranderungen sind
noch weitgehend unbekannt. Ziel
der vorliegenden retrospektiven Un-
tersuchung war die Erfassung geneti-
scher Aberrationen an paraffineige-
bettetem Material primarer Prostata-
karzinom-Biopsien und die Korrelati-
on der Daten zum klinischen Verlauf.

In 28 karzinomtragenden primaren
Prostatabiopsien wurden die Tumor-
areale gekennzeichnet. Nach Dis-
sektion der Tumorzellen wurden die
Proben mittels ,comparative genomic
hybridization” (CGH) analysiert.
Daten zum klinischen Verlauf der
Patienten wurden erfalst. Die mittlere
Nachbeobachtungszeit betrug 36

tumor samples genetic aberrations
were identified. Overall 4.8 genetic
changes per tumor were found, the
ratio losses / gains was 1.3 /1. The
following chromosomal aberrations
were found: loss: -6q in 40 %; -8p in
32 %;-16q in 21 %; -18q in 21 %;
gain +8q in 32 %; +17in 43 %.
According to clinical course of
disease gain in 8q shows significant
correlation with progressive disease
within the follow-up (64 % vs. 12 %;
p = 0,0001). In tumor biopsies of
patients without and with progres-
sion 3.8 and 5.3 genetic aberrations
per tumor were detected, respectively.

Our results show, that genetic aber-
rations in chromosome 6q, 8, 16q,
17 and 18q can be found frequently
in prostate cancers. Tumors with
unfavorable clinical outcome demon-
strate high genetic instability already
in the core biopsy before hormone
treatment.

Monate, alle Patienten wurden
hormonablativ behandelt. 11 Patien-
ten (39 %) wiesen unter laufender
Therapie einen Tumorprogref auf. In
25 (88 %) der 28 untersuchten
Tumorareale konnten genetische
Aberrationen detektiert werden, im
Mittel fanden wir 4,8 Aberrationen je
Tumor. Das Verhiltnis Verlust / Zuge-
winn betrug 1,3 / 1. Folgende chro-
mosomale Verdnderungen wurden
haufig festgestellt: Verluste von 6q in
40 %; von 8p in 32 %; von 16q in

21 %; von 18q in 21 %; Zugewinne
von 8q in 32 %; von 17 in 43 %. In
Korrelation zum klinischen Verlauf
fand sich ein Zugewinn von 8q signi-
fikant haufiger bei Patienten, welche
im Beobachtungszeitraum einen
Tumorprogref entwickelten (64 %
vs. 12 %; p = 0,0001). In der prima-
ren Tumorbiopsie waren bei progredi-
enten Patienten im Mittel 5,3, bei
Patienten ohne Tumorprogref3 3,8
Aberrationen je Tumor nachzuweisen.
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Unsere Ergebnisse zeigen, dal% Ver-
anderungen der Chromosomen 6q,
8, 16q, 17 und 18q regelmalig beim
Prostatakarzinom auftreten. Karzino-
me mit klinisch unglinstigem Verlauf
weisen bereits in der primdren Bio-
psie eine hohe genetische Instabilitat
auf.

EINLEITUNG

Im Jahre 1995 erkrankten in Deutsch-
land etwa 20.000 Minner an einem
Prostatakarzinom und etwa ein Drit-
tel dieser Patienten verstarb an dem
Tumor. Das Prostatakarzinom war
damit der zweithaufigste Tumor des
Mannes in Deutschland [1]. Nach
neueren populdrwissenschaftlichen
Angaben, basierend auf dem saarlan-
dischen Krebsregister (Daten des
Jahres 1998), wird abgeleitet, dafs
dieses Malignom nunmehr mit 18,7 %
aller Tumorneuerkrankungen das
hadufigste Tumorleiden des Mannes in
Deutschland darstellt.

Die genetischen Aberrationen, wel-
che zur Entwicklung eines Prostata-
karzinoms beitragen, sind noch weit-
gehend unklar. Konventionelle
zytogenetische Techniken waren in
ihrer Aussagekraft erheblich durch
aufwendige Methoden zur Kultivie-
rung von Prostatakarzinomzellen
limitiert. Einen weiteren Nachteil
stellte die Tatsache dar, daf® bei Eta-
blierung von Zellkulturen keine Si-
cherheit bestand, ob es sich um re-
prasentative Tumorzellen handelte
[2]. Innerhalb der letzten 15 Jahre
wurden neue molekulargenetische
Methoden wie die Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH) und die
vergleichende genomische Hybridi-
sierung (CGH) entwickelt, die eine
genetische Charakterisierung des
Prostatakarzinoms ermoglichen [3].
Mittels CGH, welche erstmals 1992
durch Kallioniemi und Mitarbeiter
beschrieben wurde [4], konnten ver-
schiedene genetische Verdanderungen
identifiziert werden. Die Methode



bietet die Moglichkeit, in einem
Untersuchungsgang Zugewinne und
Verluste tiber das gesamte Genom zu
erfassen, auch kann Paraffin-einge-
bettetes Material aufgearbeitet wer-
den [5].

In der vorliegenden Untersuchung
sollte die Frage bearbeitet werden,
ob im Tumormaterial pratherapeu-
tischer Prostatabiopsien nachgewie-
sene genetische Verdnderungen Kor-
relationen zum klinischen Verlauf
aufweisen. Bisherige Studien hatten
prinzipiell genetische Aberrationen
des Prostatakarzinoms (unbehandelt
bzw. bei Progession unter Hormon-
therapie) beschrieben [6] bzw. Korre-
lationen zur Wahrscheinlichkeit des
Auftretens eines Tumorrezidivs nach
Radikaloperation evaluiert [7].

IVIATERIAL UND METHODIK

Es wurden die klinischen Daten zum
Primarstaging und Verlauf von Pati-
enten erfaBt, bei denen 1993/94
bioptisch ein Prostatakarzinom gesi-
chert worden war. Die Biopsien wa-
ren von verschiedenen regionalen
urologischen Fachéarzten gewonnen
worden. Abhdngig vom klinischen
Befund variierte die Anzahl der ge-
wonnen Biopsiezylinder zwischen

1 und 6. Alle Patienten waren
hormonablativ behandelt worden.
Die Entscheidung zur Hormontherapie
war entweder durch ein zum Diagnose-
zeitpunkt fortgeschrittenes Tumor-
leiden begriindet oder aufgrund des
Patientenalters bzw. bestehender
Begleiterkrankungen getroffen wor-
den. Das Ausmal’ des erfolgten Tumor-
stagings nach Diagnosestellung war
abhédngig von der klinischen Gesamt-
situation, dementsprechend war nur
fur einen Teil der Patienten eine ex-
akte Erfassung des TNM-Stadiums
moglich. Als Kriterium fiir das An-
sprechen auf die Hormontherapie
diente ein PSA-Abfall in den Norm-
bereich. Als Krankheitsprogrel wur-
de ein erneuter PSA-Anstieg, das

Neuauftreten von Metastasen bzw.
eine Obstruktion sub- und supra-
vesikal durch lokale Progression ge-
wertet. Therapeutisches Korrelat war
hierbei die Umstellung der Hormon-
therapie bzw. der Einsatz weiterer
therapeutischer Optionen durch den
behandelnden Urologen / die Urolo-

gin.

Zur Durchftihrung der CGH wurden
Tumorzellen nach Kennzeichnung
durch einen Pathologen aus Paraffin-

schnitten disseziert. Fiir die Tumor-
areale wurde ein Grading nach
Helpap erhoben, ein Grading nach
Gleason erfolgte nicht. Aus techni-
schen Griinden wurden nur solche
Biopsiezylinder ausgewdhlt, in de-
nen ausreichend Tumorgewebe fir
eine suffiziente weitere Aufarbeitung
erfalt war. Die DNA wurde mittels
eines kommerziell erhdltlichen Kits
(Qiagen) extrahiert. Kontroll-DNA
wurde aus peripheren Blutzellen
eines gesunden Probanden gewon-

Einzelheiten siehe Text.
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Abbildung 1: Prinzip der vergleichenden genomischen Hybridisierung (CGH),

normale DNA
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Abbildung 2: CGH-Profil eines Patienten, welcher im Nachbeobachtungszeitraum
von 36 Monaten einen TumorprogreB entwickelte; Beachte den Zugewinn 8q.




nen. Nach Amplifikation der DNA Gegenfarbung der Chromosomen nen Patientengruppen legten wir ein
(DOP-PCR) wurde die Tumor-DNA wurde DAPI-Antifade eingesetzt (vgl.  Signifikanzniveau von p < 0,01 fest.

mit Biotin-16dUTP, die Kontroll- Abb. 1). Je Fall wurden 15 Meta-

DNA mit Digoxigenin-11dUTP mar- phasen analysiert. Hierzu wurden

kiert. Nachfolgend wurden je 1 pg ein Fluoreszenzmikroskop (Axioplan

der Tumor- bzw. Kontroll-DNA mit 2, Zeiss) mit CCD-Kamera und ein ERGEB[\“SSE

50 pg Cot-1 DNA bei 37°C fir 48 automatisches Bildanalysesystem

Stunden auf normale Metaphasen (Metasystems) verwendet. Die stati-

hybridisiert. Die Darstellung der stische Auswertung der Daten wurde  Insgesamt wurden 28 Prostatabio-
hybridisierten Tumor- bzw. Normal- nach dem x2-Test, dem exakten Test psien aufgearbeitet. Die retrospektive
DNA erfolgte mit Avidin-FITC und nach Fischer bzw. dem U-Test vorge-  Planung der Studie erlaubte es, ne-
Anti-Digoxigenin-Rhodamine. Zur nommen. Aufgrund der relativ klei- ben den Daten zum primaren

Tabelle 1: Bei den Patenten erhobene klinische und histologische Parameter, mittels CGH nachgewiesene chromosomale
Aberrationen (dim = Verluste, enh = Zugewinne, n.d. = nicht bekannt).

Pat. Alter bei  PSA Mts Grading  Chromosomale Aberration Progrel
Nr. Diagnose- (vor Therapie)  (ja: M+; (Biopsie)  (Biopsie) (ja: +;
stellung [ng/ml] nein: MO; nein: -)

nicht bekannt: Mx)

01 66 779 M+ Glib dim (6g,Xq),enh (8q,10q) +
02 81 449 M+ Gll dim (1p,4p,59,69,79,8p,12q,13,18q), +
enh (3g,4q,5p, 89,11p,15p)
03 83 19 Mx Gllb enh (18q) +
04 84 29 MO Glll dim (1q,6q9;16q,18q), enh (16p,17,18) -
05 64 5 MO Gl dim (7q,18q), enh (17) -
06 69 16 MO Glla dim (6q,18q,20p), enh (17) -
07 72 52 MO Gllb No aberration -
08 82 n.d. Mx Gll dim (8p,16p,18q), enh (8q,16q) +
09 64 865 M+ Gl dim (2q,6q,8p,13q), +
enh (3q,7q,8q9,119,12q)
10 80 34 MO Gll dim (8p), enh(9q) -
n 72 419 M+ Glll dim (29,4p,6q,8p,9p,11p,13q),
enh (7q,8q,11q,17) +
12 80 70 MO Gl dim (4q,6q9,8p,99,18q) -
13 69 7 MO Glla No aberration -
14 71 12 MO Gll dim (6q), enh (15,17) -
15 77 2 MO Glla dim (69,79) -
16 87 100 Mx Gl dim (8p,9p,11p,14q,16q), +
enh (1p,3p,6p,89,10q,13,17)
17 82 n.d. MO Glll dim (8q,16q), enh(7) -
18 73 20 Mo Gllb dim (16q), enh(17) +
19 71 6 M+ Gl dim(8p,16q), enh(17) -
20 86 17 Mx Glll No aberration +
21 79 113 Mx Glib dim (6q,8p,9p,16,18q) -
22 78 30 MO Gl dim (8p,9p,18q), enh (8q) -
23 78 42 MO Gllb enh (17) -
24 79 15 MO Gll enh (17) -
25 71 74 M+ Gll dim (1q), enh (8q) +
26 81 19 Mo Gl dim (29,13q), enh (11p) +
27 72 1 MO Gllb dim (6p,8p,16p), enh (17) —
(

)
28 83 29 MO Gl dim (10q), enh (18p) -



Staging (klinische Untersuchung,
Sonographie, PSA-Wert, z. T.
Knochenszintigramm und weitere
Rontgendiagnostik) auch frihzeitig
Informationen zum klinischen Ver-
lauf zu gewinnen. Alle Patienten
wurden hormonablativ behandelt,
auf eine getrennte Auswertung der
Verlaufsdaten in Abhangigkeit von
der Art der Hormontherapie (LHRH-
Analoga + Antiandrogene bzw.
Orchiektomie) wurde verzichtet.

Die mittlere Nachbeobachtungszeit
betrug 36 Monate, 11 Patienten (39 %)
wiesen unter laufender Therapie
einen Tumorprogref auf. Mit einem
Bereich von 2 bis 865 ng/ml zeigten
die pratherapeutischen PSA-Spiegel
aufgrund des inhomogenen Kranken-
gutes eine grofBe Streubreite, es war
eine Korrelation der PSA-Werte vor
Therapie und klinischem Progref3
darzustellen (31,4 (2-113) ng/ml vs.
269,3 (6-869) ng/ml; p < 0,0001).

Genetische Aberrationen konnten in
25 der 28 untersuchten Tumorareale
detektiert werden, im Mittel fanden
wir 4,8 Aberrationen je Tumor. Das
Verhaltnis Verlust / Zugewinn betrug
1,3/ 1. Bezogen auf das Zielkriterium
eines Tumorprogresses unter Hormon-
therapie bewies die Aufarbeitung
eine deutlich hohere genetische In-
stabilitat fur die Tumoren der Patien-
ten mit ProgreB. So wurden im Mittel
5,3 Aberrationen je Tumor bei pro-
gredienten Patienten gegentber 3,8
Verdanderungen je Tumor bei nicht
progredienten Patienten nachgewie-
sen. Auch konnten mit 2,0/ 1 fir
Patienten ohne Progrels gegeniiber
1,0/ 1 der progredienten Patienten
unterschiedliche Verhaltnisse im
Quotienten Verlust / Zugewinn er-
mittelt werden.

Einen Uberblick tiber die erhobenen
klinischen Daten, nachgewiesenen
chromosomalen Aberrationen sowie
die Haufigkeit einzelner Aberratio-
nen in Abhangigkeit vom klinischen
Verlauf geben die Tabellen 1 und 2.
Ein Zugewinn von 8q weist hierbei
einen signifikanten Zusammenhang

Tabelle 2: Haufigkeit des Nachweises genetischer Aberrationen in Abhangig-
keit vom klinischen Verlauf unter Hormontherapie.

Aberration Haufigkeit bei
Pat. insgesamt

[%] [%]
-6q 40 36
-8p 32 45
-16q 21 18
-18q 21 9
+8q 32 64
+17 43 26

(p = 0,0001) mit einem Progrels unter
Hormontherapie innerhalb des
Nachbeobachtungszeitraums von 36
Monaten auf (vgl. auch Abb. 2).

DISKUSSION

Im Rahmen einer retrospektiven Stu-
die evaluierten wir genetische Aber-
rationen im Tumorgewebe aus
pratherapeutischen Prostatabiopsien
im Zusammenhang mit klinischen
Verlaufsdaten der Patienten unter
hormonablativer Therapie. Das un-
tersuchte Patientengut stellte sich
dabei erwartungsgemal’ sehr inho-
mogen dar. Voraussetzung fur die
Aufnahme in die Untersuchung war
neben der Durchfiihrung einer
Hormontherapie, da8 im eingesetz-
ten Biopsiematerial ausreichend Tu-
morzellen fiir die CGH zur Verfu-
gung standen. Daneben ist zu beach-
ten, daf die gewonnenen Biopsie-
zylinder nicht zwangslaufig mit dem
biologisch relevanten, prognose-
bestimmenden Tumorareal tiberein-
stimmen. So sind die histologischen
Aussagen zum Differenzierungsgrad
in der Biopsie naturgemal kompro-
mittiert. Eine Ubereinstimmung des
prdoperativ in Biopsiezylindern einer
Sextantenbiopsie der Prostata erho-
benen Gleason-Gradings mit der
definitiven Beurteilung des Prapara-
tes nach radikaler Prostatektomie ist
in nur etwa 50 % zu erwarten [8].
Dementsprechend limitierte das Set-

Haufigkeit bei
Pat. mit Progref

Haufigkeit bei Pat.  p
ohne Progrel’

[%]

41 0,065
41 0,101
23 0,077
30 0,021
12 0,0001
47 0,022

up der Untersuchung von Beginn an
in gewissem Mafe die Aussagekraft
der Ergebnissse, stellt sie aber nicht
grundlegend in Frage.

Die Gruppe mit progredientem Tumor-
leiden rekrutierte sich starker aus
Patienten mit zum Diagnosezeit-
punkt fortgeschrittenem Karzinom,
dies findet seinen Ausdruck insbe-
sondere in den hoheren PSA-Aus-
gangswerten der Patienten. Die
Altersstruktur der Patientengruppen
hingegen war vergleichbar (75,8
(64-84) Jahre vs. 76,9 (64-87) Jahre).

Die in unserer Erhebung detektierten
chromosomalen Aberrationen der
Chromosomen 6q, 8, 16q¢, 17 und
18q stehen in guter Ubereinstim-
mung mit den in der Literatur berich-
teten Veranderungen [9, 10]. Die
mittels CGH aus archiviertem paraffin-
eingebettetem Material gewonnenen
Daten erscheinen dementsprechend
reprdsentativ. Unseren Erwartungen
folgend konnte im Tumormaterial
von zum Diagnosezeitpunkt fortge-
schrittenen Tumoren insgesamt eine
hohere genetische Instabilitat nach-
gewiesen werden, jedoch zeigt sich
dies nicht einheitlich. Eine sichere
Korrelation der Anzahl genetischer
Veranderungen zum Staging bzw.
histologischen Differenzierungsgrad
fand sich nicht.

In der Literatur wird Veranderungen
am Chromosom 8 entscheidende
Bedeutung beigemessen. Bereits
1995 wurde vermutet, daf ein Zuge-



winn am Chromosomenarm 8q eine
prognostische Bedeutung besitzt
[11]. Dies wurde in weiteren Unter-
suchungen bestétigt [12]. Besonders
interessant erscheint eine kirzlich
publizierte Arbeit von Alers und Mit-
arbeitern. Sie verglichen CGH-Profile
von lokal begrenzten Prostatakarzi-
nomen mit denen fortgeschrittener
Tumoren. Von den Autoren als
Aggressivitatsmarker angesehene
Verdnderungen, wie Zugewinne am
Chromosom 7 und/oder 8, konnten
nicht nur in fortgeschrittenen, son-
dern auch in frithen Karzinomen
erfallt werden. Es wird daher
schluBgefolgert, das auch bei lokal
begrenzten Tumoren mit molekular-
biologischen Methoden prognostisch
relevante Marker detektiert werden
konnen [13].

Ahnlich méchten wir die von uns
erhobenen Daten interpretieren. In
Erganzung zu in der klinischen Rou-
tine verfugbaren Parametern konnen
Uber molekulargenetische Verfahren
zusiatzliche Informationen gewonnen
werden, die in Zukunft helfen konn-
ten, das Progressionsrisiko individu-
eller einzuschétzen. Eine hohe gene-
tische Instabilitat (hohere Frequenz
genetischer Aberrationen je Tumor)
sowie insbesondere der Nachweis
von Zugewinnen der Chromosomen
7 und/oder 8 konnten prognostische
Relevanz erreichen. Ein weiteres Ziel
sollte es sein, relevante chromoso-
male Regionen exakter einzugrenzen
und die Veranderungen zu analysie-
ren.
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