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3. Kurzfassung

Bislang gibt es keine verlasslichen Methoden, um Patientinnen mit einem
erhohten Toxizitatsrisiko oder intrinsischer Radioresistenz vor der Therapie zu
identifizieren. Somit stellt die Identifikation von genetischen Markern zur
Erkennung von Patientinnen mit erhohter Strahlenempfindlichkeit oder Risiko fur
ein ungunstiges Radiotherapieansprechen eine grof3e Forschungsaufgabe dar.

In der geplanten Studie wurden bei 493 Prostatakarzinompatienten, die eine
kurative perkutane 3D konformale Strahlentherapie erhalten haben,
Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) im VEGF Gen analysiert und
Zusammenhange zwischen SNPs und dem Auftreten von radiogenen chronischen

Nebenwirkungen sowie dem klinischen Radiotherapieansprechen untersucht.

Wahrend einer medianen Nachbeobachtungszeit von 48 Monaten entwickelten 42
Patienten (8.6%) hohergradige rektale und 47 Patienten (9.6%) urogenitale
Nebenwirkungen. Bei 99 Patienten (20.1%) zeigte sich ein biochemisches Rezidiv,
und 13 Patienten (2.6%) entwickelten eine Fernmetastasierung. In der
statistischen Auswertung zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen
dem VEGF -7C>T Polymorphismus und einem erhdhten Risiko fur hdhergradige
rektale Spatfolgen. Zusatzlich zeigte sich fur den ATTGT Haplotyp, bestehend aus
funf vor der kodierenden Sequenz liegenden Polymorphismen, eine signifikante
Assoziation mit héhergradiger rektaler Spattoxizitat. Keine signifikanten
Assoziationen wurden fur die Ubrigen untersuchten Polymorphismen und
Haplotypen gefunden. Es zeigten sich auch keine signifikanten Zusammenhange
zwischen den untersuchten Genvarianten und einer Tumorprogression im Sinne

eines biochemischen Rezidivs oder Metastasierung.

Die gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass VEGF Genvarianten das Risiko flr
rektale Spatfolgen nach kurativer Radiotherapie des Prostatakarzinoms

moglicherweise beeinflussen.



Abstract

Analysis of the association of VEGF polymorphisms with tumor progression
and the risk of high-grade adverse reactions after radiotherapy for prostate

cancer

Up to now there are no reliable methods to identify patients with a higher risk of
severe side effects or intrinsic radioresistence before the start of radiotherapy.
Therefore, the identification of genetic markers predictive of radiation response or
severe side effects is a big challenge.

In the present study, the association of VEGF gene polymorphisms and
haplotypes with high-grade late rectal or urinary toxicity and tumor progression
was analyzed using 493 prostate cancer patients who were treated with definitive

radiotherapy.

Within a median follow-up time of 48 months, 42 patients (8.6%) developed high-
grade late rectal and 47 patients (9.6%) urinary toxicity, respectively. Biochemical
recurrence was observed in 99 patients (20.1%), and 13 patients (2.6%)
developed distant metastases. Carriers of the VEGF -7C>T polymorphism were at
increased risk of high-grade late rectal toxicity, furthermore, the ATTGT haplotype
formed by five polymorphisms upstream of the coding sequence demonstrated a
significant association with late rectal toxicity grade =2. No significant associations
were found for the remaining polymorphisms and haplotypes. Additionally,
significant associations between the investigated polymorphisms and tumor

progression were not found.

The present data suggest that genetic variants in the VEGF gene may influence
the risk of high-grade late rectal toxicity after definitive radiotherapy for prostate

cancer.



4. Das Prostatakarzinom

4.1. Epidemiologie

Das Prostatakarzinom ist der haufigste aller bdsartigen Tumoren beim Mann nach
dem 70. Lebensjahr. Weltweit ist die altersstandardisierte Inzidenz des
Prostatakarzinoms unterschiedlich. Wahrend in Europa ein Nord-Sud-Gefalle
herrscht, wobei im Norden (Schweden) die Inzidenzen bei 90,9
Erkrankten/100.000 Manner und im Suden ( Spanien) bei 35.9 Erkrankte/100.000
Manner liegen, findet sich in den USA die weltweit hochste beschriebene Inzidenz
mit 124,8 Erkrankten/100.000 Einwohner und dort vor allem in der
afroamerikanischen Bevdlkerung. [2;3]

Die Mortalitat steigt linear mit dem Alter an und hangt des weiteren auch davon
ab, in welchem geographischen Gebiet die Manner leben und welcher ethnischen
Gruppe sie angehdren. [1] Die Mortalitat ist in Afrika und Asien signifikant
niedriger. Offensichtlich spielen nicht nur genetische Faktoren, sondern auch
unbekannte exogene Noxen eine Rolle, denn die Karzinominzidenz liegt bei
Asiaten, die nach Amerika ausgewandert sind, hoher als in ihren Heimatlandern.
Das Durchschnittsalter, in dem Manner an einem Prostatakarzinom erkranken,
liegt bei 69 Jahren. In den westlichen Industrielandern liegt bei der mannlichen
Bevolkerung das Risiko im Laufe des Lebens an einem Prostatakarzinom zu
erkranken bei 40%, von diesen werden 10% symptomatisch und nur 3%

versterben daran.[4]



4.2. Risikofaktoren

4.2.1. Erkrankungsalter

Der grofite Risikofaktor an einem Prostatakarzinom zu erkranken, ist das Alter.
Untersuchungen bei Uber 90-Jahrigen belegen eine Karzinomhaufigkeit von 70-
100%. Hierzu wurden Serienschnitte an Prostatapraparaten angelegt, die dies

belegen.[1]

4.2.2. Familiare Form des Prostatakarzinoms

Die Assoziation zwischen einer positiven Familienanamnese und dem Risiko, an
einem Prostatakarzinom zu erkranken, ist durch 2 Metaanalysen belegt.[5;6]

Das Risiko ist erhdht, wenn entweder mindestens drei Angehdérige betroffen sind,
oder mindestens zwei Angehorige unter 55 Jahren an einem Prostatakarzinom
erkrankt sind. Ein doppeltes Risiko fur die Entwicklung eines PCA haben Manner,

die erstgradige Verwandte mit einem Prostatakarzinom haben. [7]

4.2.3. Molekulare Veranderungen

Molekulare Veranderungen spielen in der Entstehung des Prostatakarzinoms eine
wichtige Rolle. Eine Mischung von mehreren genetischen Polymorphismen, die
einzeln nicht wichtig sind, kdnnen in Kombination sehr wohl zu einem
Prostatakarzinom fuhren. Hierzu ist eine Vielzahl von molekularbiologischen
Veranderungen angegeben worden: VEGF (Vascular endothelial growth factor),
Epidermal growth factor receptor (EGFR), p27 Tumor Suppressor Gen, IGF-1,
Aktivierung der PI13/Akt Signaltransduktion, COX-2, Telomerase, p53 Tumor
Suppressor Gen, bcl-2, Glutathione-S-Transferase Pi, hochregulierte Angiogenese

und sVCAM-1 (soluble vascular cell adhesion molecule-1). [7]

4.2.4. Chronische Entziindung als Prostatakrebsursache

In der Pathogenese des Prostatakarzinoms wird eine nichtandrogen-sensitive
Phase von einer androgen-sensitiven Phase unterschieden. In der nichtandrogen-
sensitiven Phase werden Karzinogene, O2-Radikale und bestimmte Mutationen

fur die Entstehung einer inflammatorischen Atrophie verantwortlich gemacht. Hier



ist der wichtigste Faktor die chronische Entzindungsreaktion. Eine Inaktivierung
von bestimmten Genen fluhrt dann zu einer intraepithelialen Neoplasie, und ab
diesem Zeitpunkt bezeichnet man die Entwicklung des PCA als androgen-sensitiv.
[8]

Diese Theorie stutzt die Hypothese, dass sexuell Ubertragbare Erkrankungen und
das Vorliegen einer chronischen Prostatitis mit einem erhdhten Risiko der

Prostatakarzinomentstehung verknUpft sind.

4.2.5. Testosteron und Androgenrezeptor

Testosteronwerte in der hochsten Quartile fuhren zu einem 2,34fach hoheren
Risiko, an einem Prostatakarzinom zu erkranken. Eine Langzeitbeobachtung (794
Manner) der Baltimore Longitudinal Study of Aging hat ergeben, dass nicht das
Gesamttestosteron, sondern das hohere freie Testosteron mit einem erhdhten

Erkrankungsrisiko verbunden ist. [9]

4.2.6. Ernahrung

Viele Ernahrungskomponenten haben Einfluss auf das Prostatakarzinom. Eine
schitzende Wirkung von Phytodstrogenen, dort insbesondere Soja [10] und einer
lycopenreichen Kost in Tomaten wurde durch Kohortenstudien und Fall-
Kontrollstudien belegt. [11;12]

Ebenfalls Einfluss scheint ein Zuviel an tierischen Fetten, ein zu Wenig an Selen,
Fisch und Betacarotin zu haben. Diese Beobachtungen wurden aber bis heute

durch wissenschaftliche Studien nicht eindeutig verifiziert. [2]
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4.3. Staging des Prostatakarzinoms

Zur Stadieneinteilung wird die UICC 2010 herangezogen.[13], Tabelle 1:

T1 Nicht tastbarer Tumor
T1a: Prostatakarzinom in weniger als 5% der Resektionsspane
nach TURP
T1b: Prostatakarzinom in mehr als 5% der Resektionsspane nach
TURP
T1c: Prostatakarzinom in Stanzbiopsie bei nicht tastbarem Tumor
T2 Tastbarer (auf die Prostata beschrankter) Tumor
T2a: Befall von weniger als 50% eines Seitenlappens
T2b: Befall von mehr als 50% eines Seitenlappens
T2c: in beiden Seitenlappen vorkommender Tumor
T3 Extraprostatisches Tumorwachstum
T3a: Durchbruch des Tumors durch die Prostatakapsel
T3b: Samenblaseninfiltration
T4 Infiltration von Nachbarorganen: Harnblase, Rektum,
SchlieBmuskel oder Beckenwand
N Lymphknotenbefall
NO: kein Lymphknotenbefall
N1: regionarer Lymphknotenbefall
M Vorliegen von Metastasen

MO: keine Fernmetastasen
M1a: Nachweis von extraregionaren Lymphknotenmetastasen
M1b: Knochenmetastasen

M1c: weitere Fernmetastasen
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Als lokal begrenztes Prostatakarzinom werden die Stadien T1-2 NO MO
zusammengefasst.

Das lokal fortgeschrittene Prostatakarzinom besteht aus den Stadien T3-4 NO MO.
Als das fortgeschrittene bzw. metastasierte Prostatakarzinom bezeichnet man die
Stadien N1-3 und/oder M1.[17]

Im Hinblick auf die Entwicklung eines Rezidives wird das lokal begrenzte
Prostatakarzinom in 3 Risikogruppen eingeteilt:[17]

Niedriges Risiko: PSA < 10ng/ml und Gleason Score < 6 und cT-Kategorie 1c oder
2a

Mittleres Risiko: PSA > 10ng/ml bis 20 ng/mL oder Gleason-Score 7 oder cT-
Kategorie 2b.

Hohes Risiko: PSA > 20 ng/mL oder Gleason-Score = 8 oder cT-Kategorie =2c

12



4.4. Grading

FiUr das Grading des Prostatakarzinoms hat sich das Gleason-Grading (Gleason-
Score) durchgesetzt. Die Grundlage des Gleason Score liegt in der Beurteilung
der Drisenmorphologie bei relativ geringer VergroRerung. Es werden der
haufigste und der zweithaufigste Drisentyp beurteilt (Gleason-Pattern). Aus
beiden Gleason-Pattern wird der Gleason-Score gebildet. Das Ergebnis des
Gleason Score korreliert gut mit der Prognose des Tumors, und wird auch fur die

weitere Planung der Behandlung verwendet. [1; 2]

Gleason-Grad 1 Hochdifferenziertes Adenokarzinom, das sich nur
durch die gestorte Drisenarchitektur vom normalen

Prostatagewebe unterscheidet

Gleason-Grad 2 Zeigt etwas kleinere Drusen, die aber noch immer
einen umschriebenen Herd bilden. Bis auf kleine
Nukleolen gibt es keine zytologischen Atypien.
Gleason 1 und Gleason 2 sind Karzinome der

transitionalen Zone.

Gleason-Grad 3 Ist ein malig differenziertes Adenokarzinom. Es ist
aus kleinen, ungleichmalig strukturierten Drisen
aufgebaut, die diffus das umgebende Gewebe

infiltrieren.

Gleason-Grad 4 Hier ist eine Fusion der kleinen Driisen und das

kribriforme Muster charakteristisch.

Gleason-Grad 5 Drisenherkunft ist nicht mehr erkennbar. Hierbei
handelt es sich um ein anaplastisches Karzinom,
das in Strangen oder intraduktal komedoartig
wachst. Die Karzinomzellen sind sehr polymorph,
besitzen oft ein basophiles Zytoplasma.

Tabelle 2: Grading des Prostatakarzinoms
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4.5. Fruherkennung des Prostatakarzinoms

1. Digital rektale Untersuchung
2. Prostata-spezifisches Antigen-Test (PSA-Test)

Ab dem 45. Lebensjahr sollte mit den Fruherkennungsuntersuchungen mit
jahrlichem Intervall begonnen werden. Hat der Patient ein hohes Risiko an einem
Prostatakarzinom zu erkranken, sollte die FrUherkennung mit dem 40. Lebensjahr

beginnen.

Digital rektale Untersuchung:
Die Sensitivitat der digital rektalen Untersuchung fur das lokalisierte
Prostatakarzinom ist nur sehr gering und somit als alleiniges

Friherkennungsdiagnostikum nicht geeignet.[2]

PSA:

Die Karzinomzellen sezernieren ein prostataspezifisches Antigen (PSA), das im
Serum der Patienten nachgewiesen werden kann. Das PSA ist eine 34kD schwere
Serin-Protease, welches fir die Verflissigung des Ejakulats zustandig ist.[1]

Bei einem PSA unter 2ng/mg und einer unauffalligen digital rektalen Untersuchung
(DRU), kénnen die Intervalle der Untersuchung je nach PSA-Wert auf bis zu 2-4
Jahre verlangert werden,. [2]

Derzeit kann man allerdings nicht eindeutig belegen, dass die Durchfihrung eines
PSA-gestutzten Screenings und die damit verbundenen Risiken diagnostischer
und therapeutischer Konsequenzen, durch eine Lebensverlangerung aufgewogen
werden. [14]

PSA-Grenzwerte: Der PSA-Grenzwert liegt bei 4ng/ml, liegt der Wert dartber, wird
eine Stanzbiopsie empfohlen.[15]
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Abbildung 1: Flussdiagramm der Fruherkennungsuntersuchung mit PSA und DRU:
[62]

Patient mit Wunsch der
Prostatakarzinom-Fritherkennung (1)

= v

| Patientenaufklarung

Wiedervorstellung
nach 12 Monaten (2)

A v

Normaler PSA-Wert ) PSA-Bestimmung
DEU nicht suspekt ) DRU

¥

(" suspekter Tastbefund )
oder
L suspekter PSA-Wert (3) 5

¥ nach 3-6 Monaten (5)
| Prostatastanzbiopsie | - J

— (_Gutartige Histologie __) { Prostatakarzinom :l CSUSPEHE Histologie HJ)
¥
| Einleiten der Therapie |

Ad (1): Das Alter der Patienten liegt zwischen 45-75 Jahren, wenn der Patient
familiar vorbelastet war, betragt das Alter 40 Jahre.

Ad (2): Die Wiedervorstellung kann auf ein Intervall von 2 Jahren verlangert
werden, wenn der PSA-Wert unter 2ng/ml liegt. Liegt der PSA-Wert <1ng/ml ist
eine Wiedervorstellung auch nach 3-4 Jahren moglich.

Ad (3): Als suspekt zu werten sind Werte >4ng/ml, bzw. eine PSA Erhéhung von >
0,75ng/ml pro Jahr.

Ad (4): Dem entspricht ein High Grade PIN und atypical small acinar proliferation
(ASAP).

Ad (5): Nach 3-6 Monaten ist eine erneute Prostatastanzbiopsie vorgesehen.
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4.6. Diagnostik des Prostatakarzinoms

Eine Prostatabiopsie ist bei Vorliegen von mindestens einem der folgenden

Kriterien empfohlen:[16]

- Kontrollierter PSA-Wert von mehr als 4ng/ml bei der erstmaligen

Konsultation

- Bei einem auffalligen PSA Anstieg (wenn kein Wechsel des

Bestimmungsverfahrens stattgefunden hat)

- Wenn bei der digitalen rektalen Untersuchung ein karzinomverdachtiges

Ergebnis aufgetreten ist.

Eine Knochenszintigraphie sollten jene Patienten erhalten, die ein histologisch
gesichertes Prostatakarzinom aufweisen, und deren PSA-Wert mehr als 10ng/ml
oder der Gleason-Score 8 betragt. [18] Diese dient als Screeningmethode flur

mogliche Knochenmetastasen des Prostatakarzinoms.

4.7. Therapiemoglichkeiten des Prostatakarzinoms

4.7.1. Watchful Waiting

Watchful Waiting ( Beobachten und Abwarten) kann angewendet werden bei:[29]
e Einer Lebenserwartung < 10-15 Jahren
e Tumor T1-T4
e Gleason-Score <7
e Beliebigen PSA-Werten

16



4.7.2. Active Surveillance

Active Surveillance ( aktives Beobachten) hat die Aufgabe, unter genauer
Beobachtung einschlieRlich Kontrollbiopsien die kurative Behandlung so lange
aufzuschieben, bis sich die Tumorbiologie oder der Wunsch des Patienten
andert.[28]
Far das Durchfuhren der Active Surveillance Strategie sollten folgende Faktoren
gegeben sein: [27]

e PSA-Wert < 10ng/ml

e Gleason-Score <6

e Tumorin < 2 Stanzen

e T1cundT2a

e <50% Tumor in einer Stanze

Um den Tumor richtig beobachten zu kdnnen, muss man in den ersten beiden
Jahren alle drei Monate den PSA-Wert bestimmen und eine DRU durchfihren.
Wenn sich der PSA-Wert innerhalb von drei Jahren verdoppelt, oder der Gleason-
Score >7 wird, ist ein therapeutisches Agieren mit kurativer Zielsetzung

notwendig.[27]

4.7.3. Radikale Prostatektomie

Bei der Durchflihrung einer radikalen Prostatektomie kommen verschiedene
Operationsverfahren in Frage:

e retropubisch

e perineal

e laparoskopisch (intra- oder extraperitoneal)

¢ Roboter-assistiert (intra- oder extraperitoneal)

17



Der Goldstandard der kurativen Therapie bei einem lokalisierten Prostatakarzinom
ist die radikale Prostatektomie. Diese Form der Therapie sollte vor allem bei
Patienten gewahlt werden, bei denen mit groRer Sicherheit eine RO-Resektion

erreicht werden kann. [19]

Nervenerhaltende Prostatektomie:

Ein Ziel der radikalen Prostatektomie ist der Erhalt der erektilen Funktion. Diese
kann durch die intraoperative Schonung der Nervi cavernosi erhalten werden.

Die nervenerhaltende Prostatektomie kann mit einem erhohten Risiko fur eine R1-
Resektion verbunden sein. Daher gelten folgende Faktoren als Kontraindikationen

fur das nerverhaltende operative Verfahren : [20]
- Ein hohes Risiko fur extrakapsulares Wachstum
- Gleason-Score > 7

- Mehr als eine positive Biopsie mit Gleason-Score = 7 auf der ipsilateralen
Seite

Beim lokal begrenzten Prostatakarzinom ist das Ziel der radikalen Prostatektomie
die Heilung, das heift Tumorfreiheit bis ans Lebensende unter Erhaltung der

Harnkontinenz und der erektilen Funktion.

Prognose

Aus dem pathologischen Befund ergeben sich verschiedene Prognosefaktoren:
e Gleason-Graduierung
o Befall der Schnittrander
e Extraprostatisches Wachstum

¢ Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen

Nach einer radikalen Prostatektomie tritt 4-70% ein biochemisches Rezidiv auf.

Ausschlaggebend daflr sind die erwahnten pathologischen Risikofaktoren.[2]
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4.7.4. Perkutane Strahlentherapie

Beim lokal begrenzten Prostatakarzinom stellt die perkutane Strahlentherapie eine
primare Therapieoption dar.

Aktuelle Standardtechnik in der perkutanen Strahlentherapie ist die 3D-
Konformationsstrahlentherapie. Von grof3er Bedeutung dabei ist eine genaue
Lagerung des Patienten mit einer exakten Repositionierung bei den Bestrahlungen
[21].

Die 3-D- konformale Strahlentherapie basiert auf einem 3-D-CT-Datensatz des
Patienten in Behandlungsposition. Im CT- Datensatz werden die Zielvolumina und
die angrenzenden Risikoorgane (Rektum, Harnblase) konturiert. Bei der
perkutanen Radiotherapie des Prostatakarzinoms wird als klinisches Zielvolumen
(CTV) die Prostata +/- Samenblasen definiert. Das Planungszielvolumen (PTV)
beinhaltet das CTV mit einem Sicherheitssaum von 1cm. AnschlielRend wird die
geeignete Bestrahlungstechnik gewahlt und die Strahlenfelder und FeldgrofRen
festgelegt. Zur individuellen Anpassung der Strahlenfelder an die Form der
Zielvolumina kommen Multileaf Kollimatoren (MLC) zur Anwendung. Dadurch wird
ermdglicht, dass angrenzende Organe optimal geschont werden. Schlief3lich wird
die 3-D-Dosisverteilung berechnet und optimiert.

Bei der perkutanen Strahlentherapie liegt eine Dosis-Wirkungs-Beziehung vor. Im
Falle der kurativen Strahlentherapie des Prostatakarzinoms sollte eine
Gesamtdosis von zumindest 70 Gy appliziert werden. Allerdings steigt auch die
strahlenbedingte Nebenwirkungsrate steigt bei Dosen Uber 70 Gy deutlich an.
Neuerungen in der perkutanen Radiotherapie stellen die intensitatsmodulierte
Radiotherapie (IMRT) und die volumetric intensity modulated arc radiotherapy
(VMAT) dar.

Im Unterschied zur 3D-Konformationsstrahlentherapie, welche homogene
Strahlenfelder ausweist, kann der Querschnitt des Strahlenfeldes bei der
Intensitats-modulierten Radiotherapie inhomogen in der Starke reguliert werden.
Der Vorteil liegt darin, dass Dosiseskalationen bis 90Gy bei einem tolerierbaren
Nebenwirkungsprofil vorgenommen werden kdnnen, denn in prospektiv-

randomisierten Studien konnte ein klarer Zusammenhang zwischen einer
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dosisabhangigen Wirkung der perkutanen Strahlentherapie und dem rezidivfreien
Uberleben nachgewiesen werden. Nachteil dieser neuen Techniken ist allerdings

der relativ hohe technische und personelle Aufwand.[60]

Nebenwirkungen der perkutanen Strahlentherapie

In der Strahlentherapie werden die Nebenwirkungen in Akut- und
Spatnebenwirkungen eingeteilt. Akutnebenwirkungen treten wahrend der ersten 3
Monate ab Beginn der Bestrahlung auf. Spatnebenwirkungen nach mehr als 90

Tagen nach Beginn der Therapie auf.

Als Akutnebenwirkung kann nach Bestrahlung ein Strahlenkater und Mudigkeit
entstehen. Daruber hinaus sind lokale Hautreaktionen sowie akut entzindliche
Reaktionen an Blase und Rektum maoglich. Diese sind gekennzeichnet durch
dysurische Beschwerden, gesteigerten Harndrang bzw. gesteigerten Stuhldrang
oder Brennen bei der Defakation, wohingegen Durchfalle selten vorkommen.
Schwerwiegende akute Nebenwirkungen an Rektum und Harnblase mit der

Notwendigkeit eines Therapieabbruchs sind sehr selten.

Spatnebenwirkungen an Darm und Blase werden nach dem Radiation Therapy

Oncology Group (RTOG) Score folgendermalien klassifiziert: [60]

Gastrointestinaltrakt:

Grad 1: unter 5 Stuhle pro Tag, geringer Blut- oder Schleimabgang, geringe
Bauchkrampfe

Grad 2: reduzierte Stuhlkonsistenz und mehr als 5 Stihle pro Tag, Bauchkrampfe,
viel Schleim und zeitweiliger Blutabgang

Grad 3: massiv vermehrte wassrige Stuhle, operationsbedurftige Stenosen,
transfusionspflichtige Blutungen

Grad 4: Perforationen, Nekrosen, Fisteln, lebensbedrohliche Blutungen
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Urogenitaltrakt:

Grad 1: Mikrohamaturie, geringe Schleimhautatrophie und Teleangiektasien
Grad 2: Pollakisurie, Makrohamaturie, zahlreiche Teleangiektasien

Grad 3: schwere Pollakisurie, schwere Dysurie, Hamaturie, Harnblasenkapazitat
unter 150m|

Grad 4: Perforationen, Fisteln, schwere hamorrhagische Zystitis,

Harnblasenkapazitat unter 100mi

Prognose

Wesentliche Prognosefaktoren nach Radiotherapie des Prostatakarzinoms sind
der PSA- Wert zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, histologisches grading bzw.
Gleason Score sowie das T- Stadium. Nach perkutaner Strahlentherapie des

Prostatakarzinoms werden folgende Uberlebensraten angegeben:

Tumorstadium 5 Jahre 10 Jahre 15 Jahre
Uberlebensrate Uberlebensrate Uberlebensrate
Gleason 2-6+T1-2 96% 86% 72%
Gleason 2-6+T3 94% 75% 61%
Gleason 7+T1-2 94% 75% 61%
Gleason 7+T3 83% 62% 39%
Gleason 8-10+T1-2 83% 62% 39%
Gleason 8-10+T3 64% 34% 27%

Tabelle 7, Langzeitergebnisse nach perkutaner Strahlentherapie [57]
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4.7.5. Brachytherapie

Zur Behandlung des Prostatakarzinoms kann sowohl die permanente als auch die

temporare Brachytherapie zur Anwendung kommen.

Interstitielle Brachytherapie mit Permanentstrahlern:

Beim lokal begrenzten Prostatakarzinom mit niedrigem Risikoprofil stellt die
Permanentimplantation von kleinen ummantelten Strahlenquellen (seeds) eine
primare Therapieoption dar.[18]

Am besten fur die Therapie geeignet sind Patienten mit einem PSA-Wert unter
10ng/ml, einem Gleason-Score unter 7 und einem cT1 bis cT2 Tumor.

In der Mitte der 1990er Jahre hat sich die Implantation von Jod-125 bzw.
Palladium-103 zuerst in den USA, und dann in Europa rasch verbreitet.

Derzeit kommen als Strahlenquelle in erster Linie Jod-125 bzw. Palladium-103
zum Einsatz, seltener Gold-198. [2]

Die Grundlage fur die Planung der Seedsimplantation ist die Abbildung und
Vermessung der Prostata in horizontalen Schichten. Dann wird fir die gewtinschte
Strahlendosis eine Seedsverteilung ermittelt und die Strahlendosis fur Harnréhre
und Rektum errechnet. Die Seeds werden unter transrektaler Ultraschallkontrolle
transperineal implantiert. Als hervorragende Implantation gilt das Erreichen von
100% der Verschreibungsdosis auf mindestens 90% des Prostatavolumens. [22]
Vier bis sechs Wochen nach der Implantation, sollte im Rahmen der

Qualitatskontrolle eine Computertomographie gemacht werden.

Interstitielle Brachytherapie im Afterloading Verfahren mittels temporéarer Strahler:

In Kombination mit der perkutanen Strahlentherapie ist sie beim lokal begrenzten
und lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinom eine primare Therapieoption. [23] Bei
der Afterload-Technik wird in erster Linie Iridium 192 verwendet.

Die Einbringung der temporaren Strahler in die Prostata erfolgt haufig in 2
Sitzungen. Allerdings hat sich noch kein Dosierungsschema durchgesetzt. Ahnlich
wie bei der LDR-Brachytherapie wird die Dosisverteilung in der Prostata errechnet.

Durch ein ferngesteuertes Afterload-Gerat wird die hoch-radioaktive
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Strahlenquelle einzeln in die Prostata eingebracht. Insgesamt betragt die

Bestrahlungsdauer etwa 10 Minuten.[2]

Prognose
Prognosefaktoren fiir ein rezidivfreies Uberleben sind:
e Strahlendosis von 90% des Zielgewebes
e Gleason Score
e PSA-Wert
e Anzahl der positiven Biopsien
Bei der LDR-Brachytherapie liegt das rezidivfreie Uberleben bei einem niedrigem
Risiko bei 89%, bei mittlerem Risiko bei 78% und bei einem hohen Risiko bei

63%.[58]

4.7.6. Hormontherapie

Eine Hormontherapie wird bei einer PSA-Verdopplungszeit von weniger als 3
Monaten, symptomatischer lokaler Progression und bei nachgewiesenen
Fernmetastasen empfohlen.[24]

Hauptsachlich erfolgt die hormonelle Therapie durch Kastration, entweder operativ
oder medikamentos oder Uber die Gabe von Antiandrogenen. Seltener werden
Ostrogene eingesetzt.

FUr die antiandrogene Therapie stehen nicht-steroidale
Androgenrezeptorantagonisten wie Flutamid und Bicalutamid zur Verfigung, die
medikamentdse Kastration erfolgt mittels LHRH-Analoga wie Goserelin und

Leuprorelin sowie LHRH-Antagonisten (Degarelix).[2]
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Nebenwirkungen der Hormontherapie: [20]

Kastration:
» Libidoverlust
Erektile Dysfunktion
Hitzewallungen, treten bei 55-80% aller Patienten unter Therapie auf
Gynakomastie und Brustschmerz
Zunahme des Korperfetts
Reduktion der Korperdichte
Muskelabbau

Ostrogene:
» Hier liegt eine Erhohung des Risikos fur ein kardiovaskulares Ereignis vor,
z.B.: chronische Herzinsuffizienz, akuter Myokardinfarkt, tiefe

Venenthrombose, Lungenembolie

Steriodale Antiandrogene:
» Libidoverlust
» Erektile Dysfunktion

Nichtsteriodale Antiandrogene:
> Bei 49-66% tritt eine Gynakomastie auf
» Brustschmerz

» Hitzewallungen

Prognose
Nicht eindeutig zu belegen ist, ob eine Hormontherapie bei symptomlosen
Metastasen das Uberleben verlangert.
Uberlebensrate beim metastasierten Prostatakarzinom:[59]
e 5 Jahre Uberlebensrate:77%
e 5-10 Jahre Uberlebensrate: 16%

e >10 Jahre Uberlebensrate: 7%
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Naturlich ist es moglich und Ublich, die Hormontherapie in Kombination mit einer
Strahlentherapie anzuwenden. In mehreren randomisierten Studien konnte belegt
werden, dass die neo-adjuvante und bei ungunstiger Risikosituation adjuvante
Hormontherapie in Kombination mit perkutaner Strahlentherapie einen

Uberlebensvorteil fir die Patienten bringt. [60]

4.7.7. Chemotherapie

Eine Chemotherapie kann Patienten mit asymptomatischer fortschreitender
Erkrankung unter Androgendeprivation angeboten werden, wenn der PSA sehr
schnell ansteigt, eine Progression in der Bildgebung vorhanden ist oder bei
dringendem Behandlungswunsch des Patienten gekoppelt mit raschem PSA
Anstieg ist. [25]

Bei symptomatischer fortschreitender Erkrankung unter einer medikamentdsen
Kastration, sollte eine zytostatische Therapie begonnen werden. Diese beinhaltet
Docetaxel 75mg/m? Kérperoberflache alle drei Wochen in Kombination mit

Prednisolon 5mg zweimal taglich. [26]

Die Chemotherapie ist gegenuber der Therapie mit antihormonellen Substanzen

oder Steroiden mit mehr Nebenwirkungen vergesellschaftet.

Nebenwirkungen [2]
e Ubelkeit und Erbrechen

Allergie: Docetaxel kann schwere Hypersensitivitatsreaktionen hervorrufen
¢ Neutropenie/Infektionen

e Thrombozytopenie

e Anamie

e Diarrhoe

e Mukositits

e Odeme

¢ Neuropathie
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Prognose

Klinische Studien haben gezeigt, dass beim Hormon-refraktaren Prostatakarzinom
durch die Anwendung der Chemotherapie eine mediane Uberlebensrate von 12-
18 Monaten erreicht wird. Dieses Ergebnis ist durch die Patientenselektion
erklarbar, da erst Patienten in einem fortgeschrittenen Stadium oder einem

progredienten Stadium eine Chemotherapie erhalten.[2,63]

5. VEGF

5.1. Definition und Wirkung des Vascular endothelial

growth factor

Vascular endothelial growth factor (VEGF) ist ein Homodimer von 34 bis 42 kDA,
ein Heparin bindendes Glykoprotein, das stark gefabildend und mitogen ist und
die vaskulare Permeabilitat steigert. Hauptwirkungsort sind die Endothelzellen.
In in vitro Versuchen hat sich gezeigt, dass VEGF die Teilung und Migration von
Endothelzellen stimuliert.

VEGEF aktiviert die Phospolipase C und bewirkt einen raschen Anstieg von
Kalzium 2+lonen, die frei im Zytoplasma vorkommen. Weiters stimuliert es den
von Willebrand Faktor, der von Endothelzellen freigesetzt wird sowie die Aktivitat
des Tissue factors in Endothelzellen und Monozyten. Es hat sich aul3erdem
gezeigt, dass VEGF chemotaktisch fir Monozyten und Osteoblasten wirkt [31].
In vivo induziert VEGF die Angiogenese und bewirkt eine Erhdhung der
mikrovaskularen Permeabilitat. Er wirkt direkt auf das Endothel, degranuliert
Mastzellen und férdert das Ausscheiden von Plasmafibrinogen. Dies fuhrt zu
Fibrinablagerungen, welche in weiterer Folge die extrazellulare Matrix des Tumors
verandert. Diese veranderte extrazellulare Matrix bewirkt in weiterer Folge das

Einwandern von Fibroblasten, Makrophagen und Endothelzellen [31].
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Durch diese in vitro und in vivo Erkenntnisse lasst sich auf eine wichtige Rolle des
VEGF bei Entzindungen, bei Wundheilung und beim Wachstum und

Metastasieren von soliden Tumoren schliel3en [31].

Unter VEGEF ist eine Familie von Proteinen zusammengefasst, die
unterschiedliche Eigenschaften haben. VEGF-A ist als erstes entdeckt worden,
wird beim Erwachsenen in fast allen vaskularen Geweben gefunden und ist
vermutlich fur die vaskulare Homdostase verantwortlich. Weiters unterscheidet
man VEGF-B sowie VEGF-C und VEGF-D. Die beiden letzteren sind fur die
Bildung von LymphgefalRen wichtig. Auch der PIGF (Placental Growth Factor) wird
der Familie des VEGFs zugeschrieben [41].

Jeder dieser Faktoren bendtigt flr seine Wirkung einen spezifischen Rezeptor.
Dabei handelt es sich um Tyrosinkinasen (VEGFR-1 und VEGFR-2).[38]

5.2. VEGF und Prognose

Es hat sich gezeigt, dass VEGF in bestimmten Tumorgeweben tUberexprimiert
wird. Beim Prostatakarzinom zeigt sich, dass das Vorhandensein einer
Uberexpression mit einer erhdhten Wahrscheinlichkeit fiir Tumorprogression und

einer ungunstigen Prognose verbunden ist. [33].

Die Strahlentherapie des Prostatakarzinoms stellt eine primare Therapieoption
dar. Dabei sollte ein moglichst groRer Teil der Tumorzellen zerstért und mdglichst
wenige gesunde Zellen geschadigt werden. Es hat sich gezeigt, dass eine VEGF-
Uberexpression in der spaten Phase der Strahlenreaktionen in Zusammenhang
mit vermehrter Fibrosierung steht. Diese Fibrosierung bewirkt ein weiteres
Ansteigen des VEGF wodurch das Auftreten von chronischen Strahlenfolgen
gefordert wird. [32]
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5.3. Stimulation der Expression des VEGF

Die Expression von VEGF wird in erster Linie durch Hypoxie stimuliert, dartber
hinaus wird die VEGF Expression durch verschiedene Zytokine und

Wachstumsfaktoren gesteuert.

5.3.1. Hypoxie

Unter Hypoxie versteht man die Unterversorgung eines Gewebes mit Sauerstoff.
Beim Menschen bewirkt eine Hypoxie nicht nur die Expression von VEGF,
sondern auch von z.B.: HIF 1alpha. Diese Faktoren werden auch als Hypoxie

Antwortgene bezeichnet.[34]

5.3.2. Zytokine

Zytokine sind eine Gruppe von Glykoproteinen. Sie regulieren das Wachstum und
die Differenzierung von Zellen. Diese Gruppe von Peptiden bewirkt oder reguliert
die Proliferation und Differenzierung von Zielzellen.[64]

Die Expression von VEGF wird unter anderem durch den transforming growth
factor- beta (TGF-R) Uber das Smad3 Signal stimuliert. Bei TGF-3 handelt es sich
um ein Schlusselzytokin im Prozess der zunehmenden Fibrosierung von
Geweben. [36]

Diese TGF-Beta assoziierte VEGF Produktion konnte als autokriner Stimulus

wirken und Einfluss auf die durch Strahlentherapie bewirkte Fibrose haben.[37]

5.3.3. Wachstumsfaktoren

Unter Wachstumsfaktoren versteht man verschiedene Proteine. Einige von ihnen
wirken fordernd auf Zellproliferation und Zelldifferenzierung, indem sie die
Umbildung von Vorlaufer- und Stammzellen zu somatischen Zellen bewirken.[64]
Wichtige Wachstumsfaktoren sind Plateled Derived Growth Factor (PDGF),
Epidermal Growth Factor (EGF), Erythropoietin (EPO), Granulocyte Colony
Stimulating Factor.
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5.4. Genvarianten des VEGF

Polymorphismen sind Veranderungen in der DNA, die bei mehr als 1% der
Gesamtbevolkerung auftreten (Mutationen < 1%) und die Funktionen von
Proteinen (Reparaturenzyme, Wachstumsfaktoren, Entgiftungsenzyme, etc.)
verandern bzw. beeintrachtigen konnen.[35]

Einzelnukleotidpolymorphismen (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs)
beinhalten eine Vielzahl an Variationen von einzelnen Basenpaaren innerhalb
eines DNA-Stranges. Sie sind verantwortlich fur ca. 90% aller genetischen
Variationen innerhalb des menschlichen Genoms. Desweiteren ist festzuhalten,
dass sie nicht gleichmalig auftreten, sondern ungleichmaRig in verschiedenen

Regionen [35].

Polymorphismen entstehen durch Mutationen innerhalb des Genoms. Man
unterscheidet verschiedene Arten von Genmutationen:

Punktmutation durch Substitution: Hierbei findet der Austausch einer einzelnen
Base statt. Dies kann entweder der Austausch einer Purinbase gegen die andere
(oder einer Pyrimidinbase gegen die andere), oder der Austausch einer Purinbase
gegen eine Pyrimidinbase und umgekehrt sein.

Deletionmutation durch Deletion: Bei der Deletion kommt es zum Verlust von einer
oder mehrerer Basen. Dabei kann es zu einer Leserasterverschiebung kommen.
Insertionsmutation durch Insertion: Bei dieser Art der Mutation werden Sequenzen
in die DNA zusatzlich eingebaut. Zu einer Leserasterschiebung kommt es nur
dann, wenn nicht ganze Tripletts eingebaut werden.

Duplikationsmutation durch Duplikation: Diese treten dann auf, wenn wahrend des
Crossing over ein Ungleichgewicht entsteht. Sie kdbnnen zwischen homologen

Chromosomen oder zwischen Schwesterchromatiden entstehen [35,40].

Auch innerhalb des VEGF-Gens wurde eine Vielzahl von genetischen Varianten
nachgewiesen. Einige davon wurden in Zusammenhang mit dem
Prostatakarzinomrisiko und Progression des Prostatakarzinoms in Verbindung
gebracht. [33].
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Fir die vorliegende Studie wurden folgende sieben Polymorphismen im VEGF
Gen ausgewahlt und analysiert:
1. -2578C>A (rs699947)

2. -2489C>T (rs1005230)

3. -1498C>T (rs833061)

4. -634G>C (rs2010963)
5
6
7

. -7TC>T (rs25648)
. 936C>T (rs3025039)
. 1612G>A (rs10434)
-2578C>A -2489C>T -1498C>T -634GC -7C>T 936C>T 1612G>A
(rs699947) (rs1005230) -460C>T 405G>C (rs25648) +813C>T (rs10434)
\ / (rs833061)  (rs2010963) / (rs3025039)
Promoter | 5 UTR :: :: 3 UTR
Startcodon Stopcodon
ATG TGA

Abbildung 2. Struktur des VEGF Gens und die Position der ausgewahlten
Genpolymorphismen [61]
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6.Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Analyse der Assoziation von oben
angefuhrten VEGF Polymorphismen mit Strahlentherapieansprechen und dem

Risiko fur hohergradige Nebenwirkungen bei Prostatakarzinompatienten.

Durch die radikale Prostatektomie und die Strahlentherapie haben Patienten in
frihen Tumorstadien eine sehr gute Aussicht auf Heilung. Die Bestrahlung sollte
moglichst effektiv Tumorgewebe zerstéren, wobei auf der anderen Seite das
umliegende gesunde Gewebe geschont werden sollte. Die 3D-konformale
Radiotherapie, wie sie an der Universitatsklinik flr Strahlentherapie-
Radioonkologie Graz zur Anwendung kommt, gilt derzeit als Standard in der
radioonkologischen Behandlung des Prostatakarzinoms. Idealerweise werden in
dieser 3D-Radiotherapie fur ein definiertes Tumorvolumen individuell abgestimmte
Bestrahlungsfelder verwendet. Obwohl die meisten Patienten diese Art der
Therapie gut vertragen, kommt es bei ca. 10% aller Patienten zu héhergradigen

chronische Nebenwirkungen an Rektum oder Harnblase.

Warum es derartige interindividuelle Unterschiede in der Empfindlichkeit
gegenuber der Strahlentherapie gibt, ist bisher weitgehend noch nicht erklart.
Daher wird in klinischen Studien versucht, mit Hilfe von Biomarkern jene Patienten
zu identifizieren, die eine erhdhte Strahlenempfindlichkeit oder eine
Strahlenresistenz ausweisen.

Einer dieser mdglichen Biomarker stellt VEGF dar. Wie in der Einleitung erwahnt
handelt es sich um einen zentralen Regulator der Gefallpermeabilitat und der
Gefalneubildung [38]. Beides ist assoziiert mit Tumorwachstum und
Metastasierung.

Ein erhdhter VEGF-Plasmaspiegel wird mit Fortschreiten und Metastasierung des
Prostatakarzinoms in Verbindung gebracht. Weiters wurde ebenfalls eine
Erhdhung im Rahmen der spaten Strahlenreaktionsphase in Normalgeweben
beobachtet, d.h. wenn Patienten chronische Strahlenfolgen entwickelten. Wie

oben dargestellt, gibt es eine Vielzahl von VEGF-Genvarianten und in der hier
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vorgestellten Studie soll untersucht werden ob die oben genannten
Polymorphismen im VEGF-Gen das Risiko fur die Entwicklung von héhergradigen
Nebenwirkungen nach Ablauf der Strahlentherapie beeinflussen oder aber
Einfluss nehmen auf das Ansprechen nach kurativer Strahlentherapie des

Prostatakarzinoms.

6.1. Teilnehmer an der Studie

Um den Einfluss von genetischen Varianten auf Strahlentherapieansprechen oder
auf das Auftreten von héhergradigen Nebenwirkungen nach Strahlentherapie des
Prostatakarzinoms zu untersuchen, wurden zwischen 2004 und 2007 an der
Universitatsklinik fur Strahlentherapie-Radioonkologie Graz 707
Prostatakarzinompatienten rekrutiert. Selbstverstandlich gaben alle Teilnehmer
zuvor ihr schriftliches Einverstandnis daftr. Jedem Teilnehmer wurde eine EDTA-
Blutprobe entnommen, die ca. 5ml Blut enthielt. Die so gesammelten Rohrchen
wurden mit Kennnummern versehen und tief gefroren. Danach wurde die DNA
isoliert und auf Polymorphismen analysiert.

Von diesen 707 Patienten konnten 493 in diese Studie eingeschlossen werden.
Diese Patienten mit histologisch gesicherten Prostatakarzinomen wurden einer
definitiven 3D-geplanten Konformationsstrahlentherapie an der Universitatsklinik
Strahlentherapie-Radioonkologie Graz unterzogen. Die aus der Studie
ausgeschlossenen Patienten, erhielten entweder eine adjuvante Strahlentherapie
oder wurden palliativ bestrahlt. Alle Teilnehmer der Studie waren Kaukasier.

In weiterer Folge wurden folgende klinische Daten mit Hilfe von Fragebdgen
erhoben und elektronisch archiviert: PSA-Wert bei Diagnosestellung und bei
Strahlentherapiebeginn, Tumorstadium und histologisches Grading, Alter bei
Diagnosestellung und Informationen bezlglich des Lebensstil und einer etwaigen

neo-adjuvanten oder adjuvanten Hormontherapie.
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Tabelle 3, Patienten Charakteristika

Patienten Charakteristika

n

Alter zu Beginn der Strahlentherapie
PSA bei Erstdiagnose

Stadium

T1/T2

T3/T4

Grad

1-2

3

Neo-adjuvante Hormontherapie
Ja
Nein

Adjuvante Hormontherapie
Ja
Nein

Orale Antikoagulation
Ja
Nein

Raucher
Ja
Nein

Diabetes mellitus
Ja
Nein

Mittlere rektale Dosis (Gy)
Mittlere V70 Rektum (ccm)
Mittlere Dosis der Blase (Gy)
Mittlere V70 Blase (ccm)

493
69,6 +5,9
14,7+ 21,4

298 (62,9%)
176 (37,1%)

362 (73,4%)
128 (26%)

404 (81,9%)
89 (18,1%)

109 (22,1%)
384 (77,9)

168 (34,1%)
325 (65,9%)

26 (5,3%)
467 (94,7%)

62 (12,6%)
431 (87,4%)

36,8 £ 8,0
09+3,9
351+11,7
7,5+9,0
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6.2. Art der Strahlentherapie

Als klinisches Zielvolumen wurden Prostata +/- Samenblasen definiert. Das
Planungszielvolumen beinhaltete das klinische Zielvolumen mit einem
Sicherheitssaum von 1cm. Die Bestrahlung mit hochenergetischen Photonen
(X18) erfolgte nach 3-D-Bestrahlungsplanung mittels einer 3- Feldertechnik (einem
anterioren und zwei seitlichen Strahlenfeldern). Die Gesamtdosis betrug zwischen
70-70,4 Gy bei Einzeldosen von 1,8-2Gy. Die Bestrahlungen erfolgten 5x / Woche.
Bei keinem der Patienten erfolgte die Bestrahlung der regionaren
Beckenlymphknoten. Zur Beurteilung der Dosisverteilung in Rektum und
Harnblase bzw. zur Erstellung von Dosis-Volums-Histogrammen wurden Rektum
und Harnblase im Planungs-CT-Datensatz konturiert. Das Rektum wurde dabei als
solides Organ von Anus bis zum rektosigmoidalen Ubergang eingezeichnet, die
Blase ebenfalls als solides Organ.

Das mittlere Alter der Patienten betrug zu Beginn der Strahlentherapie 69,6 Jahre.
404 Patienten erhielten eine neo-adjuvante Hormontherapie, wahrend 109

Patienten adjuvant mit Hormonen betreut wurden.

6.3. Verlauf der Studie

Nach Beendigung der Radiotherapie wurden alle an der Studie teilnehmenden
Patienten in regelmaliigen Intervallen untersucht. In den ersten drei Jahren
geschah dies in einem drei monatigen Intervall, im vierten und flinften Jahr in
einem sechs monatigen und im sechsten bis flinfzehnten Jahr in einem zwolf
monatigen Intervall nach der Strahlentherapie. Diese Untersuchungen umfassten
die Messung des PSA-Wertes, eine rektale digitale Untersuchung, die Erhebung
eines moglichen Komorbititatsstatus, den Ernahrungszustand und die zu diesem
Zeitpunkt erfolgte Medikation sowie die Toxizitatsevaluationen.
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Die Einteilung der Toxizitat an Blase und Rektum erfolgte nach den
standardisierten Kriterien der Radiation Therapy Oncology Group
(RTOG)/European Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC)
die immer von demselben radiologisch-onkologischem Oberarzt ohne Wissen Uber

einen etwaigen Polymorphismus-Status durchgefuhrt wurde[42].

6.4. Bestimmung der DNA Polymorphismen

Es wurden Polymorphismen gewahlt, die eine minor allel frequency (MAF) von
zumindest 0.10 aufweisen und sich in der Promoterregion, in kodierten und
unkodierten Abschnitten des VEGF-Gen befinden. Dabei wurden sieben

Polymorphismen fur weitere Analysen herangezogen:

o -2578C>A (rs699947)

e -2489C>T (rs1005230)
e -1498C>T (rs833061)
e -634G>C (rs2010963)
o -7C>T (rs25648)

e 936C>T (rs3025039)
e 1612G>A (rs10434)

6.5. Vorgang der DNA-Isolierung

Die Isolation der genomischen DNA wurde mit einem vollautomatischen
Extraktions-Roboter (GeneMole) durchgefuhrt. Dieses Gerat wurde fur die
vollstandig automatisierte Extraktion von Nukleinsauren aus Blut, Zellen oder

Gewebe entwickelt und kann 16 Proben in einem Durchlauf verarbeiten.

Das GeneMole-Gerat isoliert Nukleinsduren basierend auf paramagnetischen
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Kugelchen ("Beads"). Das Verfahren umfasst die Lyse der Blutproben, die
Bindung der DNA an die paramagnetischen Kugelchen, die Auswaschung
unerwinschter Komponenten und abschlieRend die Elution hochreiner DNA in

einem TE-Puffer.

Bestimmung der Einzelnukleotidpolymorphismen

Polymorphismus Analysen wurden mit der fluoreszenz-basierten 5'-Exonuclease
(TagMan) Technologie durchgefihrt unter Verwendung des Assay-by-Design
service von Applied Biosystems. Diese Methode gilt derzeit als eines der
schnellsten und effizientesten Systeme fur die Genotypisierung von humanen
DNA-Proben.

Beim TagMan- oder auch 5°-Nuclease- Assay liegt zwischen zwei spezifischen
Oligonucleotid-Primern ein zusatzliches, fluoreszenzmarkiertes Oligonukleotid, die
so genannte TagMan-Sonde. Diese Sonde ist mit einem Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff am 5°-Ende und einem am 3’-Ende liegenden Quencher
markiert. Bei der Neustrangsynthese kommt es zum Abbau der Sonde und durch
die Trennung von Reporter-Farbstoff und Quencher zum Fluoreszenzsignal. Durch
den Vergleich der Fluoreszenzwerte zweier Sonden kann jeder Probe ein

eindeutiger Genotyp zugeordnet werden.

6.6. Datenschutz

Um den Datenschutz zu gewahrleisten wurden alle Patienten nummeriert, dadurch
pseudonymisiert, und ausgewertet. Nur direkt mit der Studie befasste Personen
hatten Zugriff auf die Originaldaten. Alle pseudonymisierten Daten wurden direkt
an der Universitatsklinik Strahlentherapie-Radioonkologie Graz gespeichert und
ausgewertet, wobei an dem daflr verwendeten PC eine Zugriffsbeschrankung
eingerichtet wurde.
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6.7.Statistische Auswertung

Haplotypen und Kopplungsungleichgewicht wurden durch das Haploview
Programm bestimmt.

( Version 3.32, http:// 121www.broad.mit.edu/personal/jcbarret/haploview/).

Die Zuordnung der individuellen Haplotyp-Paare wurde durch die PHASE Version

2.1 Software durchgefuhrt [43]. Die Analyse der Haplotypen zeigte zwei Blocke
von hohem Kopplungsungleichgewicht.

Der eine Block beinhaltet funf Polymorphismen:

1. -2578C>A

2. -2489C>T

3. -1498C>T

4. -634G>C

5. -7C>T

Der zweite Block zwei Polymorphismen:

1. 936C>T

2. 1612G>A
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Abbildung 3. Kopplungsungleichgewicht (LD) zwischen VEGF Polymorphismen.

Die Werte in den Quadraten stellen das LD' zwischen den einzelnen Markern dar.

Dunkle Quadrate zeigen hohe r? und helle Quadrate niedrige r* Werte.

Statistische Analysen wurden unter Verwendung der SPSS 18.0 Software
durchgefuhrt.

Student’s t-test, rank sum test, chi’test, ANOVA wurden als geeignete statistische
Testverfahren angesehen und fir Vergleichsanalysen herangezogen. Das COX
Regressionsmodell wurde zur Stratifizierung verwendet, da es auch
umweltbedingte Wechselwirkungen und andere Einflussfaktoren erkennt und
bertcksichtigt. Die Beziehung zwischen den verschiedenen Polymorphismen und
der Toxizitat wurde Uber die Kaplan-Meier Methode analysiert, wobei ein
signifikantes Ergebnis vorlag wenn P<0,05. Die statistischen Analysen wurden in

Zusammenarbeit mit dem ZMF der Medizinischen Universitat Graz durchgefuhrt.
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6.8. Ergebnisse der Studie

Von den urspringlich inkludierten 493 Patienten wurden 3 aus der Studie
ausgeschlossen wurden, da ihre Nachsorgezeit weniger als 4 Monate betrug. Die
verbleibenden 490 Patienten wurden im Durchschnitt 48 Monate weiter betreut. In
diesem Zeitraum wurde eine hohergradige chronische Rektumtoxizitat bei 42
Patienten ( das sind 8,6%) und eine Blasentoxizitat bei 47 Patienten (9,6%)
festgestellt. In beiden Fallen war der Grad der Schadigung =2 bezogen auf RTOG
Kriterien.

Bei 99 Patienten (20.1%) kam es zum Auftreten eines biochemischen Rezidivs
(definiert nach der Phoenix Definition als PSA Nadir + 2 ng/ml), bei 13 Patienten

(2.6%) zeigte sich eine Fernmetastasierung.
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Tabelle 4. Allelfrequenzen

Allele/ Number of Patients without Patients with Patients
Haplotypen patients late rectal and/or late rectal with late
(n=493) urinary toxicity  toxicity grade urinary
grade 22 (n=395) 2(n=42) toxicity
grade 22
(n=47)
Single markers
-2578C>A 0,556 0,562 0,476 0,596
-2489C>T 0,442 0,435 0,524 0,394
-1498C>T 0,447 0,440 0,536 0,394
-634G>C 0,367 0,369 0,286 0,415
-71C>T 0,170 0,156 0,261 0,170
936C>T 0,163 0,159 0,214 0,149
1612G>A 0,464 0,467 0,429 0,436
Upstream haplotypes (-2578C>A, -2498C>T, -1498C>T, -634G>C, -7C>T)
CCCcCC 0,365 0,367 0,286 0,415
ATTGC 0,271 0,278 0,25 0,223
CCCGC 0,189 0,192 0,190 0,191
ATTGT 0,164 0,149 0,214 0,160
Downstream haplotypes (936C>T, 1612G>A)
CA 0,456 0,459 0,429 0,426
CG 0,379 0,380 0,351 0,426
TG 0,155 0,152 0,214 0,138
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Die Polymorphismen wichen nicht vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht ab. Die
Trager des VEGF-7C>T Polymorphismus hatten ein erhdhtes signifikantes Risiko
an Spatfolgen des Rektum zu leiden (p=0,003; Figur 2)
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Abbildung 4. Der VEGF -7C>T Polymorphismus und die Entwicklung von rektaler

Spattoxizitat RTOG Grad = 2.
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Daruber hinaus zeigte sich ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung von rektalen
Spatfolgen RTOG = 2 bei Patienten mit dem ATTGT-Haplotyp. Dieser besteht aus
5 Polymorphismen, die der codierten Region vorgeschalten sind, und beinhaltet
ebenfalls die — 7C>T Variante. (p=0,001; Figur 3)
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Die restlichen Polymorphismen wiesen keine Signifikanz bezuglich einer
héhergradigen rektalen Spatfolge in der Kaplan-Meier Analyse auf. Dasselbe gilt
auch fir eine hochgradige Spatfolge fur die Blase.

In der univariaten Cox Analyse zeigt sich auch ein hoheres Risiko fur hochgradige
Spatfolgen des Rektums bei Tragern des VEGF-7C>T Polymorphismus (
HR=1,899, 95% CI 1,153 bis 3,128; p=0,012) und Tragern des VEGF ATTGT-
Haplotyps (HR=2,023, 95% CI 1.223 bis 3,348; p=0,006).
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Tabelle 5, Univariate Analyse in Bezug auf die Verbindung zwischen VEGF
Genotypen/Haplotypen und den spaten Gewebeschaden mit dem Grad =2

Parameter Association with late rectal Association with late urinary

(number side effects grade 22 side effects grade 2 2

of alleles)

Hr 95%ClI p-value HR 95% CI p-value

-2578C>A 0,664 0,422to 0,077 1,180 0,766to 0,453
1,045 1,817

-2489C>T 1,528 0,965t0 0,071 0,803 0,518to0 0,327
2,418 1,245

-1498C>T 1,559 0,990to 0,055 0,788 0,510to 0,283
2,455 1,217

-634G>C 0,684 0,422to 0,123 1,269 0,826to 0,276
1,109 1,949

-7C>T 1,899 1,153 to0 0,012 1,067 0,620to 0,815
3,128 1,836

936C>T 1,376 0,811to 0,237 0,869 0,487to 0,635
2,334 1,551

1612G>A 0,901 0,582to 0,639 0,919 0,602to 0,694
1,393 1,401

Upstream haplotypes (-2578C>A, -2489C>T, -1498C>T, -634G>C, -7C>T)

CCcCCC

ATTGC

CCCGC

ATTGT

0,688
0,879
0,941

2,023

0,424 to
1,114
0,512 to
1,508
0,545 to
1,624
1,223 to
3,348

0,128
0,639
0,826

0,006

Downstream haplotypes (936C>T, 1612G>A)

CA

CG

TG

0,902
0,884

1,451

0,596 to
1,448
0,572 to
1,366
0,860 to
2,447

0,744
0,578

0,163

1,274
0,700
0,988

1,030

0,903
1,182

0,844

0,830 to
1,956
0,411 to
1,190
0,588 to
1,660
0,588 to
1,804

0,587 to
1,389
0,788 to
1,771
0,467 to
1,526

0,268
0,187
0,963

0,917

0,642
0,419

0,574
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In die multivariate COX-Analyse wurden maogliche Stdrfaktoren wie das Alter bei
Strahlentherapiebeginn ( RT), eine orale Antikoagulation, Hormontherapie,
Diabetes mellitus und Raucherstatus, ebenso wie soziometrischer Parameter
eingeschlossen. Dabei zeigte sich, dass sich der VEGF- 7C>T Polymorphismus
und der VEGF ATTGT-Haplotyp Faktoren sind, die mit einem erhdhten Risiko flr
die Entwicklung von héhergradigen rektalen Spatfolgen verbunden sind (HR=
2,800, 95% CI 1,349 bis 5,813; p=0,006 und HR=3,157, 95% CI 1,495 bis 6,666;
p=0,003).
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Tabelle 6, Multivariante Analyse in Bezug auf die Verbindung zwischen VEGF
Genotypen/Haplotypen und den spaten Gewebeschaden mit dem Grad =2

Parameter Association with late rectal
(number side effects grade 22

Association with late urinary

side effects grade 2

of alleles)
Hr 95%CI p-value HR 95% CiI p-value
-2578C>A 0,498 0,247 to 0,052 1,051 0,605to0 0,860
1,005 1,824
-2489C >T 2,061 1,012to 0,046 0,954 0,546to 0,867
4,197 1,666
-1498C >T 1,962 0,977to 0,058 0,835 0,490to 0,573
3,943 1,484
-634G>C 0,553 0,243to0 0,158 1,240 0,713to 0,447
1,258 2,157
-7C>T 2,800 1,349to 0,006 1,448 0,749to 0,270
5,813 2,799
936C >T 1,292 0,546to 0,560 1,346 0,661to 0,413
3,055 2,741
1612G >A 0,887 0,445t0 0,733 0,950 0,550to 0,852
1,767 1,638

Upstream haplotypes (-2578C>A, -2489C>T, -1498C>T, -634G>C, -7C>T)

CCCCC 0,554
ATTGC 0,919
CCCGC 0,690

ATTGT 3,157

0,244to0 0,159

1,260
0,405t0 0,840
2,088
0,264 to 0,449
1,802

1,495to0 0,003
6,666

Downstream haplotypes (936C>T, 1612G>A)

CA 0,920
CG 0,933
TG 1,377

0,453to0 0,817
1,870
0,474t0 0,842
1,837
0,591to0 0,458
3,209

1,242
0,637
0,799

1,389

0,917
0,927

1,285

0,713 to
2,161
0,311 to
1,307
0,387 to
1,652
0,697 to
2,770

0,512 to
1,614
0,539 to
1,593
0,624 to
2,2,649

0,444
0,219
0,545

0,350

0,764
0,783

0,496
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Ein grenzwertig signifikanter Zusammenhang wurde zwischen dem VEGF-
2489C>T Polymorphismus und rektalen Spatfolgen Grad =2 wurde in der
Multivariat Analyse beobachtet (HR= 2,061, 95% CI 1,012 bis 4,197; p=0,046). Bei
den verbleibenden VEGF Polymorphismen und Haplotypen zeigten sich keine
signifikanten Zusammenhange bei der Entstehung von toxischen Spatfolgen mit
dem Grad 22. (siehe Tabelle 5 und 6).

Darlber hinaus konnten auch keine signifikanten Zusammenhange zwischen den
untersuchten Polymorphismen und Haplotypen mit dem Auftreten von
héhergradigen Spatfolgen an der Harnblase festgestellt werden.

Aulerdem zeigte sich kein signifikanter Einfluss der analysierten Polymorphismen
oder Haplotypen auf das Auftreten eines biochemischen Rezidivs oder

Metastasierung nach kurativer Strahlentherapie des Prostatakarzinoms.
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7.Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang
zwischen verschiedenen SNPs im VEGF Gen und dem Auftreten von
hochgradigen chronischen rektalen und urogenitalen Nebenwirkungen (definiert
als Spatfolgen RTOG 22) nach perkutaner Strahlentherapie des
Prostatakarzinoms gibt und ob VEGF SNPs das Auftreten eines biochemischen
Rezidivs oder Metastasierung beeinflussen. Am auffalligsten war eine signifikante
Assoziation zwischen dem -7C>T Polymorphismus und dem Auftreten von
hochgradigen rektalen Spatfolgen. Weiters zeigte sich ein signifikanter
Zusammenhang des ATTGT-Haplotyps, in welchem die — 7C>T Variante
vorkommt, mit einem erhdhten Risiko von rektalen Spatschaden. Es konnten
allerdings keine signifkanten Zusammenhange mit dem Auftreten von
héhergradigen urogenitalen Spatfolgen oder Tumorprogression nach kurativer

Strahlentherapie gefunden werden.

Die Pathogenese von Strahlenspatfolgen ist komplex und eine Vielzahl von
Signalkaskaden ist darin involviert. In den letzten Jahren hat sich zunehmend
gezeigt, dass die Hypoxie, die nach einer Strahlenbehandlung das Gewebe
betrifft, wesentlich an der Entstehung von Strahlenspatschaden beteiligt ist.
[44,45,46,47]

Hypoxie induziert die Bildung von sogenannten ROS (reaktive oxygen species).
Diese Molekule besitzen freie Elektronen und reagieren sehr leicht und gerne mit
anderen Molekulen. Die dadurch entstandenen Molekule bewirken eine Produktion
von entzundlichen und fibrosierenden Zytokinen. Dadurch steigt die Durchblutung
und die Umwandlung des Gewebes in Kollagengewebe wird gefordert. Die
Unterversorgung mit Sauerstoff spielt auch eine Schlisselrolle in der Entstehung
von VEGF.[38,44,46,48]

Eine Erhéhung des VEGF wurde in der chronischen Strahlenreaktionsphase im
Rektum und einigen anderen Geweben nachgewiesen und im Rahmen der
Entstehung von Fibrosen in Normalgeweben wurde eine gesteigerte Expression
von VEGF gezeigt. [32,49]
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VEGEF ist ein zentraler Regulator der Gefal3permeabilitat.[50,51] Eine erhdhte
GefalRpermeabilitat bewirkt eine gesteigerte Extravasation von Plasmaproteinen
wie z.B.: Albumin und wird in der Spatphase der Bestrahlung vermehrt
beobachtet. In Studien konnte gezeigt werden, dass dies einer beginnenden
Fibrosierung vorangeht. [51] Die Erhohung des VEGF in der spaten Phase bewirkt
nicht nur ein Ansteigen der Gefal3permeabilitat, sondern wird auch mit
interstitiellen Bluthochdruck und niedrigen Blutfluf3 in Verbindung gebracht. [34]
Dadurch entstehen hypoxische und saure Bedingungen, die eine Heilung des
Gewebes unmoglich machen und so eine zweite Kaskade von Schaden bewirken
und das Auftreten von Strahlenspatschaden vorantreiben.[34,52]

Die Hypothese, dass VEGF eine wesentliche Rolle bei der Entstehung von
Strahlenspatfolgen hat, wird dadurch unterstitzt, dass Pharmaka, die gegen
VEGF wirken, effektiv in der Behandlung von Strahlenspatschaden eingesetzt
werden kdonnen. Bevacizumab, ein anti- VEGF Antikorper wird zunehmend zur
Behandlung von zerebralen Nekrosen, die durch Bestrahlung verursacht wurden,
verwendet. In experimentellen Studien zeigte sich, das die Blockade des VEGF
auch die Fibrosierung im rektalen Gewebe, die durch Bestrahlung verursacht
wurde, verhindert.[32,53,54]

Die Hypothese, dass Polymorphismen im VEGF Gen moglicherweise das Risiko
der durch Strahlentherapie entstandenen spaten Gewebeschadigung modulieren,
beruht darauf, dass VEGF Polymorphismen die VEGF Genexpression
beeinflussen. Der -7C>T Polymorhpismus, welcher in der 5’UTR lokalisiert ist,
wurde mit dem Ansteigen der VEGF mRNA in kolorektalen Adenokarzinomen in
Verbindung gebracht. [55] Die 5'UTR beeinhaltet eine Reihe von regulatorischen
Elementen, welche zur hohen Variabiltat der VEGF Expression in verschiedenen
Geweben wesentlich beitragen, und es konnte gezeigt werden, dass Haplotypen

in der 5°UTR des VEGF Gens die Genexpression beeinflussen.

In dieser Studie wurden 7 verschiedene Polymorphismen in Hinblick auf deren
Einfluss auf das Risiko fur Strahlenspatfolgen bzw. Tumorprgression untersucht.
Ein wesentliches Problem bei genetischen Assoziationsstudien ist die Erhdhung
von Typ 1 Fehlern. Dies ist die Bezeichnung fir falsch positive Ergebnisse bei

multiplen Tests. Durch die Anwendung von statistischen Korrekturverfahren ( z.B.:
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Bonferroni correction), kann dieses Typ 1 Fehlerrisiko minimiert werden,
allerdings bewirkt dies andererseits, dass das Typ 2 Fehlerrisiko (falsch negative
Ergebnisse) ansteigt. Aus diesem Grund sollten die Resultate dieser Studie

vorsichtig interpretiert werden, bis sie durch weitere Studien bestatigt werden.

Diese Studie hatte 3 Vorteile:
1. Die Anzahl an Patienten, die daran beteiligt waren, war relativ grol3.
2. Alle Patienten entstammten derselben ethnischen Herkunft.
3. Weder Patient noch klinisches Personal wussten vom

Polymorphismusstatus der einzelnen Patienten.

Die in dieser Studie analysierten Polymorphismen sind nur ein Teil der Varianten
im VEGF Gen. Vielleicht beeinflussen auch andere VEGF Varianten oder
Polymorphismen in den Genen von VEGF Rezeptor 1 und VEGF Rezeptor 2, die
Entstehung von spaten Normalgewebsreaktionen nach Strahlentherapie des

Prostatakarzinoms.

8.Schlussfolgerung

Mit dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Polymorphismen im VEGF Gen das
Risiko fur die Entwicklung von hohergradigen Spatfolgen nach Radiotherapie
moglicherweise beeinflussen. Sollten sich die gewonnenen Ergebnisse in
zukUnftigen Studien bestatigen, werden die vorliegenden Daten zur Erstellung von
pradiktiven Modellen fur die Entwicklung von héhergradigen Spatfolgen beitragen.
Das zunehmende Wissen um genetische Faktoren, welche die individuelle
Strahlenempfindlichkeit beeinflussen, wird zur Entstehung einer
mafgeschneiderten Radiotherapie beitragen. Damit kann eine Minimierung von
gravierenden radiogenen Nebenwirkungen erreicht werden, was zu einer
Verbesserung der Lebensqualitat von strahlentherapeutisch behandelten

Patientinnen beitragen wird.
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