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TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms

(nach Wittekind und Meyer 2010)

T- Primartumor

T1 Inzidentaltumor, nicht tastbar oder durch Bildgebung erkennbar
Tla Zufalliger histologischer Befund in < 5% des resezierten Gewebes
Tib Zufalliger histologischer Befund in > 5% des resezierten Gewebes
Tic Tumor mittels Stanzbiopsie diagnostiziert

T2 Der Tumor ist auf die Prostata begrenzt.

T2a Der Tumor nimmt weniger als die Halfte eines Prostatalappens ein.
T2b Der Tumor nimmt mehr als die Halfte eines Prostatalappens ein.
T2c Der Tumor ist in beide Prostatalappen eingewachsen.

T3 Der Tumor hat die Kapsel durchbrochen.

T3a Der Tumor hat die Kapsel ein- oder beidseitig durchbrochen.

T3b Der Tumor ist in die Samenblase eingewachsen.

T4 Der Tumor wachst in die umliegenden Organe ein.

N- Nodalstatus

NO Es sind keine Lymphknoten befallen

N1 Es sind Lymphknoten befallen

NX Regionale Lymphknoten nicht beurteilbar

M- Fernmetastasen

MO Es sind keine Metastasen vorhanden

M1 Es sind Metastasen vorhanden

Mx Mdogliche Metastasierung nicht beurteilbar

Gleason-Score

(nach Egevad 2005)

Gleasonscore

1 Scharf begrenzter Knoten
Driisen gleichférmig
Dicht gepackt und mittelgrof3

2 Nicht ganz scharf begrenzter Knoten
Drusen lockerer und ungleichmafiger
3 Unscharfer Knoten

Driusen klein und ungleichméfdig
Ewutl. kleine solide Bezirke

4 Tumorbereich unscharf
Driisen meist ohne Innenraum
Verschmolzene Driisen
Solide Bezirke

5 Tumorbereich unscharf
Keine klaren Drisen
Solide Bezirke
Weitere Veranderungen




Einleitung

1 Einleitung

Das Prostatakarzinom ist nach dem Lungenkarzinom der zweithdufigste Tumor bei
Mannern weltweit (Baade et al. 2009) und der haufigste maligne Tumor bei Mannern
in den westlichen Landern (Jemal et al. 2011).

Autopsiestudien haben gezeigt, dass die Wahrscheinlichkeit fir Manner, mindestens
einen Karzinomherd in ihrer Prostata zu tragen, mit zunehmendem Alter ansteigt
(Franks 1954, Breslow et al. 1977, Bubendorf et al. 2000, Zlotta et al. 2013). In
Organen von Uber 50-jahrigen wurde in mehr als 30% der Falle mindestens ein
Tumorareal gefunden (Franks 1954, Mcneal et al. 1986, Scardino et al. 1992). Franks
postulierte in einer der ersten diesbeziiglichen Autopsie- Studien eine altersabhangige
Steigerung, wonach nahezu jeder 100-jahrige Mann ein Prostatakarzinom in sich tragt
(Franks 1954).

Uberwiegend bleiben diese Tumoren jedoch ein Leben lang latent (Sandhu und
Andriole 2012). Nichtsdestotrotz wird auch in Deutschland die Diagnose
,Prostatakarzinom® immer haufiger gestellt (Bertz et al. 2010). Diese Tendenz kann
aulBer auf das steigende Alter der Geamtbevolkerung vor allem auf den erhdhten
Einsatz des PSA- Tests zurlickgefuhrt werden (Catalona et al. 1993). Im Gegensatz
hierzu steht die krankheitsbezogenen Sterberate, welche gleichbleibend bis sogar
leicht rtcklaufig ist (Kraywinkel et al. 2012). In Deutschland wurde 2010 bei 65.830
Mannern ein Prostatakarzinom diagnostiziert, wobei einer von 30 Mannern hieran
verstirbt (Kaatsch et al. 2013).

Bedingt durch die hohe Pravalenz und den tUberwiegend gutartigen Krankheitsverlauf
liegt das Ziel der Friherkennung nicht in der Diagnosestellung an sich, sondern in der
Reduzierung von Morbiditat und Mortalitat.

Ein besonderer Bedarf besteht daher an sicheren Prognosefaktoren: Durch sie soll es
mehr Patienten als bisher ermdoglicht werden, ohne aggressive Behandlung
auszukommen. Nach derartigen ,Hoffnungstragern® wurde in den vergangenen
Jahrzehnten viel geforscht.

Die Erkenntnis, dass quantitative DNA-Storungen in Prostatakarzinomen haufig
vorkommen, liel3 in den 80er und 90er Jahren hoffen, dass diese, gemessen Uber die
Gesamt-DNA-Menge mittels Zytometrie, moglicherweise als klinisch relevanter

Prognosefaktor in Frage kdme.
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Mehrere Studien, welche allerdings nur wenige hundert Tumoren untersuchten, hatten
eine Beziehung zwischen einem aneuploiden oder tetraploiden DNA-Gehalt und einem
ungunstigen histologischen Phanotyp, oder gar einer unginstigen Prognose,
beschrieben (Fordham et al. 1986, Blute et al. 1989, Al-Abadi und Nagel 1990,
Montgomery et al. 1990, Badalament et al. 1991, Nativ et al.1989, Nagel und Al-Abadi
1991, Tribukait 1992, Gauwitz et al. 1994, Pollack et al. 1997, Ahigren et al. 1999,
Pretorius et al. 2009). Andere Studien hatten an ahnlich gro3en Kollektiven von
Prostatakarzinomen allerdings keine signifikanten  Assoziationen zur
Patientenprognose gefunden (Haugen und Mjglnergd 1990, Jones et al. 1990,
Visakorpi et al. 1995, Centeno et al. 1994, Egawa et al. 1996, Martinez-Jabaloyas et
al. 2002, Silverman et al. 2004).

Trotz dieser unklaren Datenlage empfehlen verschiedene Institutionen bis heute die
DNA-Zytometrie als Entscheidungshilfe bei der Frage, ob ein Prostatakarzinom
behandlungsbediirftig ist, oder nicht (z.B. www.stiftung-maennergesundheit.de,

www.prostatakrebsonline.de, www.barmer-gek.de, www.prostata-shg-bretten.de).

Innerhalb der letzten 20 Jahre gab es einen erheblichen Zugewinn an Wissen tUber die
genomischen Veranderungen beim Prostatakarzinom.

Prostatakarzinome weisen auf chromosomaler Ebene oft zahlreiche Rearrangements,
insbesondere Translokationen, auf (Tomlins et al. 2005, Berger et al. 2011,
Weischenfeldt et al. 2013).

Haufig kommen auch Verluste von Chromosomenabschnitten (Deletionen) vor (Taylor
et al. 2010). Interessanterweise ist es beim Prostatakarzinom offenbar eine
Besonderheit, dass Zugewinne von DNA-Material und Amplifikationen selektierter
Chromosomen seltener vorkommen (Taylor et al. 2010).

Mutationen von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen sind beim Prostatakarzinom
ebenfalls eher selten (Taylor et al. 2010). Das bei vielen Tumorarten am haufigsten
mutierte Tumorsuppressorgen ist p53, welches in bis zu 50% der Falle mutiert ist
(Harris und Hollstein 1993). Dieses Gen ist beim Prostatakarzinom aber nur bei ca.
2,5% der Tumoren mutiert (Schlomm et al. 2008).

Die Zahl der verschiedenen Translokationen von Chromosomenmaterial ist grof3.
Rekurrent sind vor allem die Rearrangements, welche zu Fusionen von Androgen-
abhéngigen Genen und Transkriptionsfaktoren der ETS—Gruppe filhren (Kumar-Sinha

et al. 2008). Es sind viele verschiedene Rearrangements bekannt. Am haufigsten ist


http://www.prostata-shg-bretten.de/
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die TMPRSS2-ERG-Fusion, welche in tUber 50% der Prostatakarzinome vorkommt
(Tomlins et al. 2005). Auch andere ETS-Transkriptionsfaktor-Fusionen sind haufig. Sie
betreffen u.a. ETV1, ETV4, ETV5 und ELKA4. Diese Fusionen kommen immerhin noch
in ca. 1-5% der Prostatakarzinome vor (Tomlins et al. 2005, Tomlins et al. 2006,
Helgeson et al. 2008, Rickman et al. 2009).

Mehr als 100 andere Translokationen sind in Studien, welche ,Next Generation
Sequencing® (NGS) verwendet haben, gefunden worden. Die meisten von ihnen
betreffen aber nur Einzelfalle (Weischenfeldt et al. 2013). In einer vor kurzem am
Institut fir Pathologie des UKE durchgefiihrten Studie wurden an 300-500 Tumoren
27 bisher nicht bekannte Translokationen des Prostatakarzinoms untersucht. Dabei
wurde bei keinem dieser Translokationen eine Haufigkeit gefunden, die 1 % erreichte
(personliche Kommunikation, Prof. G. Sauter).

Chromosomale Deletionen sind beim Prostatakarzinom héaufiger rekurrent als
Translokationen (Saramaki und Visakorpi 2006). Deletionen von 8pl11-p21, 6g12- q22,
12p12-pl3, 13ql4, 16923-g24, 10923 (PTEN), 2912-g32, 5913-q14, 5921 und von
3p13 sind in jeweils mehr als 10-30% der Prostatakarzinome beschrieben (Saric et al.
1999, Saramaki und Visakorpi 2006, Sun et al. 2007, Lapointe et al. 2007, Taylor et al.
2010, Krohn et al. 2012, El Gammal et al. 2010, Krohn et al. 2012, Kluth et al. 2013,
Beltran et al. 2013, Burkhardt et al. 2013).

Tatsachlich haben sich inzwischen mehrere der bekannten DNA-Verdnderungen
zumindest in einzelnen Studien als potentiell brauchbare Prognoseparameter
angeboten. Insbesondere Deletionen von PTEN, 8p, 3p, 6g und 5q (El Gammal et al.
2010, Krohn et al. 2012, Burkhardt et al. 2013, Kluth et al. 2013, Krohn et al. 2013)

haben sich hierbei als relevant erwiesen.

Angesichts der fortgesetzten Diskussion (ber die DNA-Zytometrie beim
Prostatakarzinom soll die Relevanz dessen als Prognosemarker im Rahmen dieser
Arbeit geklart werden. An der Martini-Klinik werden jahrlich mehr als 2.000
Prostatakarzinom-Patienten behandelt. Von mehr als 10.000 Patienten liegen
detaillierte klinische Verlaufsdaten vor. Daher ist das UKE in Hamburg in besonderer
Weise geeignet, diese Frage zu klaren.

Dazu wurde an einem gro3eren Kollektiv eine DNA-zytometrische Untersuchung

durchgefiihrt und die Befunde mit den klinischen Verlaufsdaten verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten/Tumore

In die Studie eingeschlossen wurden 1.038 Patienten welche im Jahr 1998, 1999 und
2008 am UKE aufgrund eines Prostatakarzinoms operiert wurden. Das Alter der
Patienten reichte von 40 bis 77 Jahren, der Durchschnitt lag bei 63,6 Jahren (Median
64 Jahre).

Die klinisch/ pathologischen Befunde der Patienten sind in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Klinisch/pathologische Befunde bei OP (blau: Patientenalter (n=1059); griin: Nodal-Status (N+=
befallene Lymphknoten nachweisbar, NO= keine befallenen Lymphknoten nachweisbar; n=718); rot: Residual-
Status (R+= Tumorrest nach Operation vorhanden, PO= kein Tumorrest nach Operation vorhanden; n=1050); lila:
Gleason-Score (n=1057); grau: pathologisches Tumor-Stadium (pT; n=1059); gelb: praop. PSA-Wert (ng/ml) (PSA,
n=1054))
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Das Prostataspezifische Antigen (PSA) wurde nach der Prostataresektion im ersten
Jahr quartalsweise, im zweiten Jahr halbjahrlich und ab dem dritten Jahr jahrlich
serologisch kontrolliert.

Es wurden verschiedene klinische Endpunkte fur die Studie definiert.

Als Zeit bis zum Tumorrezidiv wurde die Zeitspanne definiert, welche zwischen
Operation und dem ersten Auftreten von postoperativen PSA-Werten von mehr als 0,2
ng/ml im Serum lag. Patienten ohne Anhaltspunkte fir Tumorrezidive zum Zeitpunkt

ihrer letzten unauffalligen Follow-ups wurden zensuriert.

Zusatzlich wurden Patienten nach folgenden Kriterien in klinische Verlaufsgruppen

eingeteilt:

e Gruppe 1 beinhaltet 553 Patienten mit organbegrenzten pT2 Karzinomen,
welche Gber mindestens 3 Jahre kein biochemisches Rezidiv erlitten hatten.

e Gruppe 2 beinhaltet 233 Patienten mit lokaler Invasion (pT3) ohne
biochemisches Rezidiv tiber 3 Jahre.

e Gruppe 3 beinhaltet 49 Karzinome, welche nicht auf eine Strahlentherapie
angesprochen hatten, die nach einem biochemischen Rezidiv erfolgt war.

e Gruppe 4 beinhaltet 29 Patienten mit metastatischer Erkrankung (pN+/pM+) im

Verlauf.

174 Patienten konnten in keine der vier Gruppen eingeteilt werden, da die nétigen

klinischen Informationen fehlten.
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2.2 Zellvereinzelung

Alle Prostataresektate wurden nach einem standardisierten Verfahren verarbeitet, die
Zellaufbereitung erfolgte modifiziert nach Hedley (Hedley et al. 1983). Dies beinhaltet
die Einbeziehung der gesamten, in Formalin fixierten und in Paraffin gebetteten
Prostata fur die histologische Untersuchung.

Fur die flowzytometrische Untersuchung wurde in einem reprasentativen
Gewebeblock mikroskopisch der karzinomhaltige Gewebebereich markiert. Aus dem
definierten Bereich wurden zwei Stanzen, die bis zu max. vier mm lang waren sowie
einen Durchmesser von 0,6 mm hatten, mit einer Hohlnadel entnommen. Die Stanzen
wurden wiederum in Paraffin eingebettet, um anschlieBend mit einem Mikrotom 50u
Schnitte anzufertigen, die das Tumormaterial enthielten. Die Schnitte wurden in
manuell angefertigte Nylongazebeutel mit einer Maschenweite von 50 gegeben, in
Biopsiekassetten verschlossen und in Xylol (2*30 min) entparaffiniert.  Die
Rehydrierung erfolgte in einer absteigenden Alkoholreihe (jeweils 30 min. in 100%
Ethanol, 96% Ethanol, 70% Ethanol), abschlieend wurde das Zellmaterial in 2* 30
min. Aqua dest. gewaschen.

Die Entparaffinierung und Rehydrierung erfolgte auf einem Schiuittler.

Zur enzymatischen Zellvereinzelung wurde 1N HCL auf 0,07 M/L verdinnt. Zu 25 mg
Schweine-Pepsin wurde 5 ml 0,07 M HCL zugefugt und im Wasserbad auf 37°C
erwarmt. Die Gazebeutel wurden in 15 ml Tubes tberfuhrt und mit je 5 ml warmer
Pepsinlésung (5mg/ml) im Wasserbad (37°C) inkubiert. Die Reaktion wurde nach 30
min. durch Zugabe von je 5 ml kaltem PBS-Puffer gestoppt.

Die sich nun in Ldsung befindlichen Zellkerne wurden 10 min. bei 2.500 RPM
zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf ca. 1 ml abpipettiert und die Gazebeutel
verworfen.

Das Pellet wurde nun resuspendiert, anschliel3end wurde 450 ul der Zellldsung in 5ml-
FACS-RoOhrchen Uberfiihrt. Diese wurde mit 500 pl RNAse-A (0,05 mg/ml, justiert bei
pH 7.4) im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Nach 30 min. wurden die Zellkerne mit 100
pl eines DNA/RNA-Interkalators (Propidiumiodid, 1mg/ml) im Dunkeln bei 4°C 5 min.
gefarbt.

Hiernach konnte die flowzytometrische Messung erfolgen.
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2.3 Durchfuhrung der flowzytometrischen Messung

Die Untersuchung wurde an einem BD FACS Canto Il-Flowzytometer durchgefuhrt,
welches einen 488nm Laserstrahl emittiert (Filterkonfiguration PMT D: LP 665, BP
585/42). Vor Gebrauch wurde es durch benigne Prostatazellen kalibriert.

Der Flowzytometrie liegt das Prinzip der Erfassung und Auswertung von Lichtstreuung
zugrunde, die entsteht, wenn die durch Vibration vereinzelten Zellkerne den
Laserstrahl des Geréates passieren. Die Lichtsignale korrelieren hierbei mit der
Granularitat und dem Volumen der Tumorzellkerne, die auf diese Weise in Gruppen
selektioniert werden kdnnen (www.bdbiosciences.com).

Es wurden jeweils bis zu 20.000 Prostatakarzinomzellkerne gezéahlt, mindestens
jedoch 1.000 pro Tube.

Die Ergebnisse der Messung wurden in einem Histogramm der FACS Software
dargestellt und, angelehnt an zuvor beschriebene Empfehlungen (Shankey et al.
1993), ausgewertet.

Um artifizielle Signale (Peaks) der FACS-Analyse auszuschlieRen, die z.B. durch
Verklumpen von Zellkernen oder zufélliges Signalrauschen entstehen kdnnen, wurden
nur solche Peaks als ,relevant® bezeichnet und in die weitere Analyse eingeschlossen,
die mehr als 10% der analysierten Zellkerne enthielten.

Die Klassifizierung der relevanten Peaks erfolgte in drei Grade: Diploid, Tetraploid und
Aneuploid. Die Lage des Peaks ist direkt proportional zu dem DNA-Gehalt der
Zellkerne. Dem ersten relevanten Peak (mit dem geringsten DNA-Gehalt) wird der
DNA-Index 1.0 zugeordnet. Dieser ,Referenz-Peak steht fir den normalen (diploiden)
Chromosomensatz. Fir alle weiteren relevanten Peaks wird der DNA-Index relativ zum
Referenz-Peak ermittelt. Tumoren mit einem zweiten Peak im Indexbereich zwischen
1.8-2.2 wurden als tetraploid, Proben mit einem oder mehreren zusétzlichen Peaks

aul3erhalb dieses Bereichs als aneuploid bezeichnet.
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2.4 Statistik

Die statistischen Berechnungen wurden mit der JPM 11 Software (SAS Institute Inc.
NC, USA) durchgefuhrt. Dabei wurden Kontingenz-Tabellen angefertigt und der Chi-
Quadrat-Test angewandt, um die Beziehung zwischen den flowzytometrischen
Kategorien und dem Tumorphanotyp zu bestimmen. Uberlebenskurven wurden nach
Kaplan-Meier berechnet. Der Logrank-Test wurde angewandt, um statistische
Unterschiede aufzudecken. Eine ,Cox Proportional Hazards Regression Analysis®
wurde durchgefihrt, um die statistische Bedeutung und Unabhangigkeit von
verschiedenen Prognose-Parametern zu testen. Die Tests auf Unabhangigkeit wurden
mit Variablen, welche postoperativ oder préaoperativ zur Verfligung standen,

berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Flowzytometrie Ergebnisse

Die Befunde von 1.038 auswertbaren Fallen sind in Abbildung 2 dargestellt.

2%

M Diploid (n=621)
m Tetraploid (n= 394)

m Aneuploid (n=41)

Abbildung 2: Ploidie Verteilung

Ein diploider Befund fand sich in 60%, 38% unserer Falle waren tetraploid, 2%
aneuploid.
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Die Beziehung zum Gleason-Grad ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Ploidiestatus vs. Gleason-Grad, p<0.0001

Insgesamt zeigt sich eine Zunahme tetraploider und aneuploider Befunde mit

zunehmendem Gleason-Grad (p<0.0001).

70% der Gleason 3+3 Karzinome, aber nur knapp tiber 30% der Karzinome mit einem

Gleason von = 4+4=8 waren diploid.
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Der Zusammenhang zwischen den Flowzytometrie-Befunden und dem Tumorstadium

ist in Abbildung 4 dargestellit.
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Abbildung 4: Ploidiestatus vs. Tumorstadium, p<0.0001

Hier zeigt sich ein diploider Befund in mehr als 65% der pT2- Tumoren, aber nur in
weniger als 40% der pT3b und pT4 Karzinome (p<0.0001).

Es zeigt sich auch eine signifikante Beziehung zwischen der Ploidie und dem pN-
Status. Wahrend ca. 55% unserer pNO-Tumoren diploid waren, war dies nur bei
weniger als 40% der pN+-Tumore der Fall (p=0.0196, Abbildung 5).

100%
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60%

B Aneuploid

50% .
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0% = Diploid

30%
20%

10%

0%
NO N+

Abbildung 5: Ploidiestatus vs. Nodalstatus, p=0.0196
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Ergebnisse

3.2 Flowzytometrie und Uberleben

Die Befunde waren signifikant mit der Prognose assoziiert. Die Prognose war am

besten bei diploiden Tumoren, signifikant weniger gunstig bei tetraploiden Tumoren

und am schlechtesten bei aneuploiden Tumoren (p=0.002, Abbildung 6).
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Abbildung 6: Ploidiestatus und Rezidiv-freies Intervall, p=0.002

Die prognostische Bedeutung der Ploidie reduzierte sich bei separater Betrachtung

von Tumoren mit identischem Gleason-Grad.
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Ergebnisse

In Abbildung 7 bis 10 sind die separierten Befunde fir die Gleason < 3+3=6 (p =
0.8667) und Gleason 3+4=7 (p= 0.9918), Gleason 4+3=7 (p= 0.1250) und Gleason =
4+4=8 (p= 0.7876) dargestellt.
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0.1 | Aneuploid (n=2)
0.0 | | | |
0 12 24 36 48 60

Monate

Abbildung 7: Gleason < 3+3=6 und Rezidiv-freies Intervall, p=0.8667
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0.0 T T T T
0 12 24 36 48 60
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Abbildung 8: Gleason 3+4=7 und Rezidiv-freies Intervall, p=0.9918
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?: 024 Diploid (n= 88)
) Tetraploid (n= 82)
0.14 Aneuploid (n= 7)

0.0 | | | |
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Abbildung 9: Gleason 4+3=7 und Rezidiv freies Intervall, p=0.1250
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Abbildung 10: Gleason = 4+4=8 und Rezidiv-freies Intervall, P=0.7876

Auch wenn die Gruppengrol3en hier klein sind machen die Ergebnisse deutlich, dass
es keine sehr kréftige prognostische Bedeutung der Ploidie in diesen Untergruppen
gibt. Am deutlichsten waren die Unterschiede zwischen Tumoren mit

unterschiedlichem Ploidie-Status in der Gruppe 4+3=7.
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Ergebnisse

3.2 Flowzytometrie- Befunde versus biologisch/klinische Endpunkte

Die Beziehung zwischen dem Flowzytometrie- Befund und unseren neu definierten

klinischen Endpunkten ist in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Klinische Endpunkte vs. Ploidiestatus I, p<0.0001

Die Darstellung macht deutlich, dass bei Zusammenstellung aller Tumoren ein
signifikanter Zuwachs ungulnstiger Ploidie-Befunde mit ungunstigen klinischen
Gruppen entsteht (p<0.0001).
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Ergebnisse

Die signifikante Beziehung wird auch in Abbildung 12 deutlich.

Es zeigt sich, dass die Wabhrscheinlichkeit fir Patienten mit nicht-diploidem

Ploidiestatus in einer ungunstigen Gruppe zu sein grof3er ist, als bei Patienten mit

diploidem Ploidiestatus. Diese Unterschiede sind statistisch signifikant (p<0.0001).
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Abbildung 12: Klinische Endpunkte vs. Ploidiestatus I, p<0.0001
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Ergebnisse

Die separate Betrachtung von Tumoren mit maximal einem Gleason Grad 3+4=7 im
Befund zeigt, dass in dieser Untergruppe die klinische Bedeutung der Flowzytometrie
weniger relevant wird. Hier sind die Unterschiede zwischen diploiden und nicht
diploiden Tumoren deutlich geringer (Abbildung 13, p= 0.1375).

100%
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60% B Gr4(n=5)
50% B Gr 3(n=20)
40% mGr2(n=136)
30% m Gr 1 (n=500)
20%
10%

0%

Diploid Tetraploid Aneuploid

Abbildung 13: Gleason < 3+4=7, p=0.1375

Fir Tumoren mit einem Gleasongrad 4+3 und hoher (Abbildung 14) sind die
Befundunterschiede etwas gréR3er, jedoch nicht signifikant (p=0.0825).
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Abbildung 14: Gleason = 4+3=7, p=0.0825
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Ergebnisse

3.3 Multivariate Analyse

Vier verschiedene multivariate Analysen wurden durchgefihrt, um die Frage zu klaren,
ob der Ploidie-Status prognostische Informationen liefern kann, welche Uber die
Bedeutung des Gleason-Grades und anderer Kklinisch/serologischer Parameter
hinausgehen:

Im Modell 1 wurden alle postoperativ erhaltlichen Parameter einschlie3lich pT, pN, R-
Status, praoperativem PSA-Wert und dem Gleason-Grad, der an der Prostata erhoben

wurde, verwendet.

Modell 2 verwendet alle postoperativen Parameter, mit Ausnahme des Nodalstatus,
da die Lymphadenektomie bei der Prostatektomie kein Routineverfahren darstellt.
Somit sind die pN Befunde auch nur in einem Teil unserer Patientendaten vorhanden.

Die beiden weiteren Modelle (Modell 3 und 4) sollen dem besonderen Umstand
Rechnung tragen, dass praoperativ nur der PSA-Wert, das klinische T-Stadium und
der Gleason-Grad, der an der Biopsie erhoben wurde, zur Verfigung stehen.

Modell 3 beinhaltet deswegen in der multivariaten Analyse auf3er dem Ploidie-Status
lediglich das préaoperative PSA, das klinische Tumor-Stadium und den Gleason-Grad,
der am Prostatektomie-Préparat erhoben worden war.

Da der postoperative Gleason-Grad teilweise vom praoperativen an der Stanzbiopsie
erhobenen Gleason-Grad abweicht, wurde in Modell 4 der Gleason-Grad der
Prostatektomie durch denjenigen ersetzt, der an der vorrangegangenen Biopsie
erhoben wurde. In diesem Szenario wurden dementsprechend das praoperative PSA,
das klinische Stadium und der Gleason-Grad der Originalbiopsie neben dem

Ploidiestatus eingeschlossen.
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Ergebnisse

Das Resultat dieser Analyse ist in Tabelle 1 und 2 dargestellt.

p-Wert
Modell | n praop. PT Gleason Grad |[Gleason Grad |N- R- Ploidie
PSA-Wert |Stadium |Stadium | (Prostatektomie) (Biopsie) [Status |Status
1 637 | 0,0027 |<0,0001 0,0099 0,7198 [0,0899]| 0,6049
2 948 | 0,0002 |<0,0001 0,0001 0,0146| 0,9191
3 928 | <0,0001 0,0016 <0,0001 0,2421
4 919 | <0,0001 0,0002 <0,0001 0,2505

Tabelle 1: In der multivariaten Analyse erhalten nur das Tumor-Stadium, der Gleason-Score und das praoperative
PSA statistisch relevante Werte in Bezug auf das Uberleben.

Modell 1 Modell 2 Modell 3 Modell 4
AUC gain% AUC gain% AUC gain% AUC gain%
0,7224 0,73399 0,70256 0,69273
+Ploidy |0,72436| 0,196 | 0,7337 | -0,029 |[0,70256 0 0,70099| 0,826

Tabelle 2: ROC-Analyse, kein relevanter Zugewinn prognostischer Aussagekraft der Ploidie-Bestimmung.

Zusammengefasst

zeigen alle vier

Modelle,
unabhangige prognostische Aussagekraft besitzt.

dass der

Ploidie-Status keine
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Diskussion

4 Diskussion

Die Ergebnisse unserer Untersuchung ergaben einen nicht-diploiden Befund in ca.
40% der Félle. Diese Haufigkeit stimmt mit Studien aus der Literatur Uberein, welche
ebenfalls Flowzytometrie verwendet haben (Abbildung 15).
Damit liegen die Ploidiedaten dieser Studie ungeféahr im Mittelfeld. Deshalb durften sie
nicht durch methodologische Probleme kompromittiert sein.
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Montgomery 199
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DIESE STUDI
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Abbildung 15: Literaturvergleich Flowzytometrie. Prozentuale Verteilung der Ploidiestaten, wobei nur Studien mit
einer Klassifizierung in drei Grade verwendet wurden (diploid, tetraploid, aneuploid). Grin-markierte Studien
untersuchten Tumore im Fruhstadium, gelb markierte Studien untersuchten nicht selektierte Tumorpopulationen
oder Populationen ohne Nachweis von Metastasen oder befallenen Lymphknoten, rot markierte Studien
untersuchten fortgeschrittene Tumorstadien.

Diejenigen Studien, welche eine Anhaufung von potenziell unginstigen Fallen
untersuchten, sind speziell farblich gekennzeichnet. Es zeigt sich eine Variabilitat der
Befunde, die Haufigkeit nicht-diploider Befunde schwankt zwischen 25% und 67%.
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Diskussion

Die von uns durchgefuhrte Untersuchung ist die mit Abstand grof3te ihrer Art. Die
erhobenen Befunde sind beztglich ihrer Beziehung zu Tumorphanotyp und Prognose

plausibel.

Insgesamt zeigt der Vergleich der Ergebnisse dieser Studie mit den Patienten-Daten
zwar durchaus, dass ein aberranter Status der DNA-Zytometrie eine signifikante
Beziehung von ungiinstigem Phanotyp und schlechter Prognose beinhaltet. Dass die
Prognose bei aneuploiden Befunden noch etwas ungunstiger ist als bei tetraploiden,
passt gut zu Modellen, die postulieren, dass im Rahmen der Tumorprogression primar
eine Tetraploidisierung mit Verdopplung des gesamten Chromosomensatzes eintritt,
und es erst sekundar durch Verluste einiger Chromosomen- bzw.
Chromosomenanteile zu einem aneuploiden Befund kommt (Boveri 1914, Nigg 2002,
Storchova und Pellman 2004).

Letztlich wird jedoch deutlich, dass der Ploidie-Status nicht besonders bedeutsam ist,
da er keine Unabhangigkeit besitzt, wie multivariate Analysen unter Beriicksichtigung

der klinischen und pathologischen Parameter zeigen.

Dass vorherige Studien teilweise zu anderen Resultaten gekommen sind kann
maoglicherweise auch daran liegen, dass neben unterschiedlicher Patientenselektion
auch verschiedene andere Faktoren die Ergebnisse beeinflusst haben koénnten.

Alle bisherigen Studien mit dem Thema DNA-Zytometrie beim Prostatakarzinom
haben nur wenige 100 oder unter 100 Falle untersucht. Es erstaunt nicht, dass in
manchen dieser kleinen Studien zwar hochsignifikante, aber nicht besonders
substantielle absolute Prognoseunterschiede gefunden wurden (Tavares et al. 1966),
und in anderen nicht (Jones et al. 1990).

Auch gibt es Hinweise darauf, dass mit Bildzytometrie weniger haufig nicht-diploide
Befunde festgestellt werden als mit der Flowzytometrie. Bildzytometrische
Untersuchungen von einigen der zur Verfligung stehenden Tumoren der Martiniklinik
ergaben beispielsweise einen nicht-diploiden Befund in 23% der Falle (n= 794), mit

Flowzytometrie waren es jedoch 40% (n= 1038).
Die Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht Uber friihere Studien mit den jeweils geringen

Untersuchungszahlen. Nicht alle konnten signifikante Zusammenhange zu Gleason-
Grad, pT-Stadium und Prognose finden.
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Abaza
Badalament
Bahn
Blute
Borre

Bratt
Centeno
Fordham
Frankfurt
Haugen
Jones

Lee
Lundberg
Martinez
Mclntire
Miller
Nativ
Pindur
Pollack
Diese Studie
Shockley
Silverio
Stephenson
Tinari
Tribukait
Visakorpi
Winkler
Ahlgren
Carmichael
Egawa
Forsslund
Greene
Greene
Lorenzato
Nagel
Pindur

Pollack
Song
Venkataram

Jahr  Tumor

2006 T1la
1991 Prostatektomie
2004 Kryoablation
1989 Prostatektomie
1998 T1-2,Nx,MO
1996 unselektiert
1994 praop. Bestrahlung
1986 unselektiert
1985 unselektiert
1990 unselektiert
1990 Gleason 4+5
1988 unselektiert
1987 Prostatektomie
2002 Hormonbehandlung
1988 Stadium A
1991 Stadium D2
1989 Stadium C
1994 Prostatektomie
1997 N1

unselektiert
1996 Prostatektomie
1996 Stadium C-D1
1987 Stadium D1
1993 unselektiert
1993 unbeh./Hormonbeh.
1991 unselektiert
1988 Stadium D1
1999 unselektiert
1995 T2
1996 Prostatektomie
1996 Hormonbehandlung
1991 Fruhstadium
1994 Stadium A oder B
2004 Gleason 3+3, T1-4
1991 Lokal fortgeschritten
1994 Prostatektomie

Bestrahlung mit/ohne
2003 Hormonbehandlung
1992 Bestrahlung
2007 unselektiert

143
52
88
57
115
33
97
146

33
1038
100
57
82
63
586
78
91
61
112
103
334
63
141
74
271
48

149
65
169

Tabelle 3: Ubersicht tber frithere Studien.

0,95
0,83
0,59
0,37
0,75
0,55
0,57
0,49
0,56
0,64
0,50
0,42
0,33
0,65
0,70
0,46
0,46
0,69
0,45
0,60
0,71
0,65
0,40
0,56
0,56
0,60
0,42
0,48
0,43
0,38
0,37
0,60
0,58
0,69
0,25
0,42

0,63
0,48
0,49

0,09
0,12

0,25
0,38

0,40
0,07

0,21
0,47
0,25
0,30
0,38

0,28
0,16
0,21
0,21
0,45
0,39
0,09

0,09

0,07

0,23
0,52

0,28

0,16
0,33

0,10
0,12

0,26
0,28

0,33
0,07
0,06
0,24
0,02

0,32
0,29
0,23
0,19
0,13
0,13
0,48

0,54

0,24

0,52
0,06

0,05
0,17

0,63

0,43

0,51
0,44

0,58

0,30

0,29
0,35

0,62

0,40
0,42

0,37
0,52
0,51

Fz

Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
Fz
BZ
BZ
Bz
BZ
Bz
BZ
Bz
BZ
Bz

BZ
BZ
BZ

0.034
n.s.
0.002

0.02

<0.001
<0.002

<0.0001

<0.001

<0.0001
n.s.
<0.001
<0.0001
<0.001
>0.1

0.04

<0.04

n.s.

0.006 n.s.
n.s.
n.s.
0.05
0.0004
0.18
<0.02
<0.01
<0.0001
0.018
n.s.
0.51
n.s
n.s.
n.s.
n.s.
0.856 n.s.
0.2369
n.s.

n.s.

0.009
n.s.

<0.001

<0.0001
<0.01

<0.006

n.s.

<0.05

0.002

0.01

<0.001

<0.0004

<0.0001

n.s.
<0.05

<0.0001

n.s.

n.s.
n.s.

0.02
n.s.

n.s.

0.011

0.0001

<0.01

<0.0001

0.002

0.008

<0.001

n.s.

S.

n.s
0.07 n.s.
<0.001
n.s.

n.s.
<0.001 0.031
n.s. n.s.
0.001
n.s.
0.031 0.03
0.004
0.0109 n.s.
0.002
<0.001 n.s.
<0.001 <0.001
<0.01 n.s.
<0.001
0.008
<0.0002
<0.002

(Prozentualer Anteil diploider (D%), tetraploider (T%), aneuploider (A%) und nondiploider (N%)Tumoren;. M= Methode; FZ=
Flowzytometrie; BZ= Bildzytometrie; Bezug des Ploidiestatus zum Gleasonscore (Gl.), zum pT-Stadium (pT), zum PSA-Wert (PSA), zum univariaten progressionsfreien Uberleben
(Progr. u), zum multivariaten progressionsfreien Uberleben (Progr. m), zum univariaten krankheitsspezifischen Uberleben (Krankh.U.u), zum multivariaten krankheitsspezifischen
Uberleben, (Krankh.U.m) sowie zum univariaten Gesamtiiberleben (Ges.U.u) und zum multivariaten Gesamtiiberleben (Ges.U.m)). s.= signifikant; n.s.= nicht signifikant.)
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Diskussion

Die DNA-Zytometrie war eine hochaktuelle Forschungsmethode in den 80er und 90er-
Jahren des letzten Jahrhunderts. Zuletzt konnte nur mit dieser Methode an gréReren
Tumorzahlen die Gesamt-DNA-Menge gemessen werden. Die Erkenntnis, dass
einzelne Tumoren ausgedehnte quantitative DNA-Stérungen aufwiesen und andere
eine relativ unveranderte DNA-Menge, lie3en die Forscher damals postulieren, dass
derartig massive DNA-Stérungen klinische Relevanz besitzen missten. Beziehungen,
die in dieser Zeit regelmaRig zwischen Differenzierungsgrad, Tumorstadium und
manchmal auch Prognose und einem aberranten Ploidie-Status gefunden wurden,
bestatigten die Forscher in ihrer Ansicht, die Erhebung des DNA-Status sei eine
revolutiondre und klinisch relevante Methodik. Dies betraf nicht nur das
Prostatakarzinom (Tavares et al. 1966), sondern auch viele andere Tumore wie
beispielsweise Karzinome von Mammae (Atkin 1972), Kolon (Wolley et al. 1982) und
Lunge (Blondal und Bengtsson 1980).

20 Jahre spater und mit deutlich erweiterten Kenntnissen Uber die genomischen
Veranderungen in neoplastischen Zellen wissen wir, dass sich die Bestimmung der
Gesamt-DNA bei keinem einzigen der genannten Tumortypen in die klinische Routine
durchgesetzt hat. Heute ist bekannt, dass sich relevante Veranderungen in der DNA
des Prostatakarzinoms nicht durch DNA-Zytometrie erkennbar machen lassen.
Deletionen von PTEN oder Mutationen von p53 fuihren beispielsweise zu keinen oder
nur minimalen quantitativen DNA-Veranderungen, da die PTEN-Deletion oft nur ein bis
zwei Megabasen beinhaltet (Li et al. 1997).

In Deutschland wird die DNA-Zytometrie beim Prostatakarzinom jedoch weiterhin von
verschiedenen Institutionen und Patientenforen empfohlen (z.B. www.stiftung-
maennergesundheit.de, www.prostatakrebsonline.de, www.barmer-gek.de,
www.prostata-shg-bretten.de), obwohl eine klinische Relevanz nicht eindeutig durch
Studien belegt werden konnte. Erst kirzlich wurde eine Klinische Studie gestartet,
welche die DNA-Zytometrie als klinischen Entscheidungshelfer darstellt (ProKo-
Studie, siehe www.prostatakrebs-bps.de, www.harow.de).

Gegen die Verwendung von DNA-Zytometrie-Befunden als Entscheidungshilfe
sprechen nicht nur die objektiven Daten dieser Studie, welche keinerlei unabhangige
prognostische Bedeutung der DNA-Zytometrie erkennen lassen, sondern auch die
Erkenntnis, dass beispielsweise mehr als 30% der Tumoren mit einem desastrosen
Gleason-Grad (4+4 =8 oder hoher) einen ,benignen” diploiden DNA-Zytometrie-
Befund haben.
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Diskussion

Zusammengefasst zeigen die Daten unserer Untersuchung, dass der DNA-Gehalt von
Tumorzellen beim Prostatakarzinom mit einem ungtinstigen Phénotyp und mit einer
ungunstigen Prognose assoziiert ist. Dieser Zusammenhang ist aber wenig
bedeutsam, er ist nicht unabhéngig von den klassischen Prognoseparametern wie
Gleason-Grad und pT-Stadium.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Der Gesamt-DNA-Gehalt von Prostatakarzinomzellen (Ploidiestatus) wurde in den
80er und 90er Jahren des letzten Jahrhunderts als revolutionarer diagnostischer
Prognosemarker diskutiert.

Die Studienlage hierzu ist jedoch bis heute unklar.

Nichtsdestotrotz gibt es weiterhin Gesellschaften, welche die Anwendung der DNA-
Zytometrie fur die Wahl der Therapie propagieren (z.B. www.stiftung-
maennergesundheit.de, www.prostatakrebsonline.de, www.barmer-gek.de,
www.prostata-shg-bretten.de).

Ziel dieser Arbeit war es, das grof3e Patientenkollektiv des UKE/Martiniklinik dazu zu
nutzen, die mogliche klinische Relevanz der DNA-Zytometrie endgultig zu klaren.
Untersucht wurden 1.038 Prostatakarzinome mittels Flowzytometrie. In 60% wurde ein
diploider, in 38% ein tetraploider und in 2% ein aneuploider Befund festgestellt.

Der Ploidie-Status korreliert signifikant mit dem Gleason-Grad und dem pT-Stadium.
Ein diploider Ploidie-Status fand sich in 70% der Gleason <3+3=6, in 64% der Gleason
3+4=7, in 50% der Gleason 4+3=7 und in 35% der Gleason =4+4=8 Tumoren
(p<0.0001). Ein diploider Ploidie-Status fand sich in 66% der pT2, 55% der pT3a und
37% der pT3b/pT4 Karzinome (p<0.0001). Der Ploidie-Status war auch signifikant mit
dem pN-Status vergesellschaftet (p=0.0196).

Die Untersuchung der Beziehung zwischen Ploidie-Status und dem PSA-freien
Uberleben ergab ein signifikant schlechteres Uberleben bei tetraploiden und
aneuploiden Tumoren als bei diploiden, wenn alle Tumoren gemeinsam analysiert
wurden (p=0.0020). Die separate Untersuchung von 195 Gleason <3+3=6 (p=0.8667),
503 Gleason 3+4=7 (p=0.9918), 177 Gleason 4+3=7 (p=0.1250) und 87 Gleason
24+4=8 (p= 0.7876) ergab jeweils keine signifikanten Unterschiede zwischen dem
Ploidiestatus und der Prognose. Dementsprechend ergab die multivariate Analyse

keine unabhéngige prognostische Bedeutung der Ploidie.

Zusammengefasst ergeben die Untersuchungen unserer Studie, dass ein aberranter
Ploidiestatus eine signifikante, aber insgesamt dennoch geringe prognostische
Bedeutung aufweist, welche in multivariaten Untersuchungen bzw. Untersuchungen
von Tumoren mit identischem Gleason-Grad keine unabhéngige prognostische bzw.

zusétzliche prognostische Relevanz besitzt.
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Zusammenfassung

Eine klinische Anwendung der Ploidie-Messung beim Prostatakarzinom ist daher nicht

indiziert.
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