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0
D. Hebel

Geleitwort

Dem wissenschaftlichen Symposium zur Diagnostik des Prostatakarzinoms mit beson-
derer Beriicksichtigung bildzytometrischer Verfahren, das im Mai 2005 unterstiitzt von
der GEK in Bremen stattgefunden hat, sind lange Gespréiche vorausgegangen, die zwi-
schen der GEK und den Initiatoren des Symposiums seit Mitte 2004 gefiihrt wurden.

Und wir haben ehrlich gesagt zu Beginn Zweifel gehabt, ob wir der Darstellung trauen
konnen, die uns gegeben wurde. Den Medizinern, die sich mit bildzytometrischen
Verfahren beschiftigten und die uns sagten, sie kdnnten mit ihren Methoden bessere
oder genauere Aussagen zur jeweiligen Bosartigkeit des Prostatakrebses machen, haben
wir zundchst nicht geglaubt. Wenn diese Methode einfach zu lernen ist und fiir die
Wahl der Therapieoptionen beim Patienten zusdtzliche wertvolle Hinweise gibt, warum
wird sie dann nach unseren Recherchen bei den etwa 3.000 niedergelassenen Urologen
wie auch im Krankenhaus vergleichsweise selten angewandt? Aber je linger wir uns
Beleg um Beleg aus der internationalen Literatur vorlegen und erkldren lieen, desto
sicherer sind wir geworden, dass hier ein Schatz zugunsten einer qualitativ besseren
Patientenversorgung zu heben ist. Darin haben uns auch die Urologen bestérkt, denen
wir das Material vorgelegt haben.

In der Konsequenz haben wir das Bremer Symposium zu diesem Thema im Mai 2005
unterstiitzt. Nun liegt es in Form eines Buches vor, das die Referate zusammenfasst und
sich an Interessierte vor allem aus der Wissenschaft richtet. Wir wiinschen uns, dass die
hierin angestoBene Diskussion weiter geht und dass nicht zuletzt auch GEK-
Versicherte daraus Nutzen ziehen.

Der Wunsch, Arzte und Patienten in iibersichtlicher Form zu diesem Thema zu infor-
mieren, hat uns im zweiten Halbjahr 2005 die Broschiire "Prostatakrebs: Diagnose und
Prognose" auflegen lassen. Dieses Heft ist kostenlos in den bundesweit etwa 180 GEK-
Standorten oder im Internet als PDF-Datei (www.gek.de, Bereich Service — Broschiiren
— Therapie Broschiiren) erhéltlich.

Dieter Hebel

Vorstandsvorsitzender der GEK Gmiinder ErsatzKasse

4 Hebel: Geleitwort



1
W. Samsel, A. Bocking

Vorwort

Am 12.5.05 fand im Zentrum fiir Sozialpolitik der Universitit Bremen mit finanzieller
Unterstiitzung der ,,Gmiinder ErsatzKasse (GEK)“ ein Experten-Symposium zum The-
ma Prostatakrebs statt. Der Prostata-Krebs ist der hiufigste bosartige Tumor des Man-
nes. Das Robert-Koch-Institut in Berlin berichtet von 40.670 Neuerkrankungen an
Prostatakarzinomen bei Ménnern in Deutschland im Jahre 2000. Damit steht das Pros-
tatakarzinom an erster Stelle unter den Neuerkrankungen an Krebs bei Méannern (20,3
Prozent), noch vor Dickdarmkrebs (16,2 Prozent) und dem Lungenkrebs (15,9 Pro-
zent). Wihrend das Prostatakarzinom bis zum 50. Lebensjahr als drztliche Diagnose
nur sehr selten vorkommt, haben von den 70-jdhrigen Ménnern schon mehr als 50
Prozent und von den 80-jdhrigen mehr als 90 Prozent diesen Krebs (,,Suchet so werdet
ihr finden®). Die meisten dieser Tumore bleiben aber so klein, dass sie keine Be-
schwerden machen und deshalb nur durch Zufall diagnostiziert werden. Aus der Diffe-
renz von Inzidenz (darunter versteht man die Neuerkrankungsrate pro 100.000 Ménner
pro Jahr), die beim Prostatakrebs 101,4 betrdgt und der Mortalitdt (darunter versteht
man den Anteil der an Prostatakrebs gestorbenen Ménner an allen gestorbenen Ménner
eines Jahres), die in Deutschland leider auf einer recht unsicheren Grundlage mit 27,7
errechnet wurde, leitet sich eine relativ niedrige scheinbare Letalitéit (darunter versteht
man den Anteil der Ménner, der an Prostatakrebs erkrankt ist und auch daran stirbt) von
27,3 %. Eine genaue Ermittlung der Sterberate ist allerdings duferst schwierig, weil ca.
30 Prozent aller auf Todesbescheinigungen vermerkten Todesursachen nach neueren
Studien falsch sind. Beriicksichtigt man diesen Umstand, so betragt die Sterblichkeit an
Prostatakrebs in Deutschland 19,4 Prozent.

Das bedeutet: Vier von fiinf Ménnern sterben nicht an, sondern mit ihrem Prostatakar-
zinom (Holzel et al., 2002). Zusitzlich kann hier noch angemerkt werden, dass in ande-
ren Landern andere und zwar meist deutlich niedrigere Sterberaten beim Prostatakrebs
genannt werden. In den USA geht man davon aus, dass im Jahr 2005 nur etwa 10% der
an Prostatakrebs Erkrankten an ihrem Tumor sterben werden. Fakt ist: Die meisten
Prostatakarzinome sind harmlose ,,Haustierkrebse. Die beim ersten Blick auf die Sta-
tistik scheinbar relativ ungiinstigen Uberlebensraten von Patienten mit Prostatakarzi-
nom ergeben sich nicht aus der Aggressivitidt (=Malignitétsgrad) des Tumors, sondern
aus dem hohen mittleren Erkrankungsalter der Patienten von durchschnittlich 72 Jah-
ren. Die Patienten sind also oft in einem Alter, in dem auch viele andere Todesursachen
nahe sind.

Wichtig ist also zundchst zum Zeitpunkt der Diagnose die genaue Feststellung, von
welcher Art der Krebs ist - ob ,,Haustier” (geringer Malignititsgrad) oder ,,Raubtier*
(hoher Malignitdtsgrad), um einerseits (nebenwirkungsreiche und Lebensqualitdt min-
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dernde) Ubertherapien moglichst zu vermeiden und andererseits eine exakte Therapie-
planung zu ermdglichen.

Die Themenstellung des Symposiums ,,Prognostische und therapeutische Bedeutung
der DNA-Zytometrie beim Prostatakarzinom* orinetierte sich genau an diesem Punkt
und setzte dort an. Es ging dabei vor allem um ein in diesem Kontext wichtiges und
unverzichtbares Diagnoseverfahren — die DNA-Zytometrie. Bei diesem Diagnosever-
fahren handelt es sich -kurz gesagt- um ein bewihrtes, standardisiertes, objektives
Messverfahren, das mit der optischen Mengenmessung der Erbsubstanz (DNA) von
Krebszellen eine genaue Bewertung des Tumors in dieser Richtung zulésst. Die unter-
schiedliche Malignitit des Tumors ergibt sich iiber die sich verdndernde Erbsubstanz-
menge in den Krebszellen, wie sie sich mit der Zeit bei der Entwicklung des Tumors
findet.

Das Symposium war nach Meinung des veranstaltenden Zentrums fiir Sozialpolitik der
Universitdt Bremen zu diesem Zeitpunkt deshalb von hoher Bedeutung, weil leider
dieses wichtige und aussagekriftige Verfahren in Deutschland wenig bekannt und
verbreitet ist, obwohl es eine reguldre Leistung der gesetzlichen Krankenkassen und
tiberdies sehr kostengiinstig ist. So sollte die Veranstaltung dreierlei leisten:

1. Es sollte den aktuellen Stand der Wissenschaft zu den méglichen Diagnose-
verfahren beim Prostatakrebs und besonders der DNA-Zytometrie zusammen-
fassen und darstellen.

2. Es sollte einen Beitrag leisten zur Diskussion und zur wissenschaftlichen
Auseinandersetzung von Experten aus verschiedenen Arbeitsbereichen im Be-
reich Diagnostik bei Prostatakrebs —, Theoretiker” und ,,Praktiker, Grundla-
genforscher und Kliniker.

3. Es sollte zur (weiteren) Publizitdt der in diesem Kontext wichtigen Methode
der DNA-Zytometrie beitragen, um betroffenen Méannern und ihren Angeho-
rigen sowie den beratenden Arzten unverzichtabare Entscheidungshilfen in
einem schwierigen Lebensabschnitt zu geben.

Bei den Teilnehmern des Symposiums im Zentrum fiir Sozialpolitik handelte es sich
um eine Mischung von wissenschaftlichen Experten auf dem Gebiet der Grundlagen-
forschung und der klinischen Forschung des Prostatakrebses aus Deutschland, den USA
und Schweden, die sich groBtenteils durch langjéhrige wissenschaftliche Arbeit vor-
zugsweise auf dem Gebiet der DNA-Zytometrie aber auch durch wissenschaftliche und
praktische Erfahrungen mit anderen Diagnoseverfahren (wie z.B. Gleason-Score) aus-
weisen, sowie klinisch und im ambulanten Bereich titigen erfahrenen Arzten.

Grundlagenreferate zum Mechanismus der Entwicklung des Malignitétsgrades des
Prostatakrebses wurden ebenso auf der Veranstaltung diskutiert wie methodische Fra-
gen und epidemiologische Daten zu der Erkrankung selbst, die {iber mittlerweile 20 und
mehr Jahre vorliegen.

0 P.Duesberg beschreibt und begriindet in seinem Text die molekularbiologi-
schen Grundlagen der Krebsentstehung und liefert gleichzeitig so die Begriin-
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dung fiir die klinischen Erfahrungen mit der DNA-Zytometrie im Kontext
Prostatakrebs.

0 A.Bocking stellt die DNA-Zytometrie als Diagnoseverfahren ausfiihrlich vor
und zeigt, dass diese Methode auf gesicherten Beinen steht und exakte und
reproduzierbare Ergebnisse liefert. Zusétzlich steuerte er eine umfassende
Sichtung der Literatur im Kontext DNA-Zytometrie bei.

0 H.Al-Abadi beweist mit seinen Ausfithrungen, dass die DNA-Zytometrie
auch in Deutschland an bestimmten Einrichtungen einen hohen Stellenwert
hat.

0 B.Tribukait blickt auf mittlerweile 25-jdhrige epidemiologische Erfahrungen
mit der DNA-Zytometrie zuriick und fodert in seiner Arbeit wesentliche, neue
Erfahrungen zur Bedeutung dieser Methode zutage, die eine weitreichende
Konsequenz in Prognose und Therapie haben.

0 H.Bonkhoff stellt als Vertreter der histopathologischen Sichtweise in seinem
Text weitere Prognoseverfahren vor und versucht eine vergleichende Wertung
der unterschiedlichen Ansitze aus seiner Sicht.

0 B.Aecikens zeigt systematisiert Sichtweisen und Fragestellungen auf, wie sie
ein niedergelasser und in der Patientenberatung aktiver Arzt tdglich erféhrt.

o K.H. Bichler berichtet {iber eine jahrzehntelange Erfahrung als Chef einer
urologischen Universitdtsklinik mit dem Prostatakrebs und der DNA-
Zytometrie

So fiigen sich die in diesem Buch ver6ffentlichten Referate, die ihn dhnlicher Form auf
dem Symposium von den verschiedenen Experten gehalten wurden, nahezu zu einer
Art Enzyklopéadie der Diagnose und Prognose des Prostatakrebses zusammen:

Die Diskussionen nach den einzelnen Referaten waren sehr lebhaft und engagiert, z.T.
auch kontrovers. Bei wenigen unterschiedlichen Positionen in Detailfragen, ziemlich
einhellig war die Meinung aller Teilnehmer in einem entscheidenden Punkt: nicht nur
zur Diagnose und zur Therapieplanung beim Prostatakrebs sollte die DNA-Zytometrie
nach Meinung der Experten unbedingt durchgefiihrt werden sondern auch bei Kontroll-
untersuchungen liefert sie wertvolle Hinweise iiber die Entwicklung des Tumors
und/oder iiber den (Miss-)Erfolg bei einer bestimmten Therapie.

Die Veranstaltung schloss mit einem Konsensuspapier der Wissenschaftler, in dem in
insgesamt 15 Punkten die Bedeutung der DNA-Zytometrie bei der Diagnostik des
Prostatakrebses und seiner Verlaufskontrolle mit oder ohne Therapie dokumentiert
wurde. Darin finden sich Aussagen zu den Grundlagen der Methode und seiner Durch-
fithrung sowie ihres hohen Aussagewertes bei der Diagnose, Therapieplanung und ihrer
Bedeutung bei der Verlaufskontrolle. Es wurde ausdriicklich betont, dass die DNA-
Zytometrie beim Prostatakrebs zusétzlich zu den in Deutschland tiblichen Diagnosever-
fahren unbedingt wichtige Zusatzinformationen liefert, um belastende Ubertherapien
oder Fehltherapien (z.B. Hormontherapie in bestimmten Féllen) zu vermeiden.
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Die auf dem Symposium ,,Prognostische und therapeutische Bedeutung der DNA-
Zytometrie beim Prostatakarzinom® gehaltenen Referate sind im Folgenden in der von
den einzelnen Autoren autorisierten Originalversion abgedruckt. Man kann durchaus
feststellen, dass das so entstandene Buch die derzeit umfassendste Dokumentation zum
Thema DNA-Zytometrie und Prostatakrebs darstellt. Es dokumentiert den aktuellen
Stand der Wissenschaft zum Zeitpunkt der Herausgabe und stellt somit auch ein Nach-
schlagewerk fiir interessierte Arzte und betroffene Patienten mit besonders hohem
Interesse an diesem Thema in diesem Zusammenhang dar. Die Reihe ,,GEK-Edition*
und damit auch dieser Band iswt sehr preiswert im Buchhandel verfiigbar. AuBerdem
ist dieses Buch in den GEK-Betreuungsstellen zu erhalten. So besteht die Moglichkeit,
dass die wichtigen Inhalte des Symposiums in Bremen vom Mai 2005 die ihr angemes-
sene Bedeutung und Verbreitung vor allem in urologischen Fachkreisen erfahren. Die
Herausgeber bedanken sich an der Stelle (auch im Namen der Autoren) ausdriicklich
fiir diese groBziigige Hilfe bei der GEK.

November 2005
Dr. Walter Samsel, Bremen Prof. Alfred Bocking, Diisseldorf

s lassen Sie nicht
P ¥ Reg[n stehen.

Die Teilnehmer des Bremer Experten-Symposiums (v. 1. Miiller, Al-Abadi, Bécking,
Duesberg, Tribukait, Aeikens, Bichler, Bonkhoff, Samsel)

" Prof.R.Miiller ist geschiftsfithrender Direktor des Zemtrum fiir Sozialpolitik der
Universitit Bremen und war Gastgeber des Symposiums
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2
W. Samsel

Zur Vorgeschichte dieses Symposiums oder: was niitzt den
von Prostatakrebs betroffenen Maénnern die DNA-
Zytometrie?

Ein wissenschaftlich wichtiges Thema auf die aktuelle Tagesordnung zu setzen hat
nicht nur eine wissenschaftliche, objektiv-rational orientierte Seite sondern hiufig auch
eine subjektiv-emotionale. Bei dem hier vom Zentrum fiir Sozialpolitik der Universitit
Bremen organisierten Experten-Symposium zum Thema Prostata-Ca-Diagnostik und
DNA-Zytometrie sind diese beiden Seiten recht klar nachzuvollziehen. Denn ich selbst
als organisierender Veranstalter dieses Symposiums bin vom Prostata-Ca betroffen.
Der Zugang zu diesem Thema war deshalb zunéchst fiir mich ein rein emotionaler und
deshalb als eigentlicher Grund dafiir anzusehen, dass dieses Symposium, zumindest in
dieser Form, iiberhaupt zustande kam.

Mit der Diagnose Prostatakrebs konfrontiert zu werden, ist fiir jeden Mann hart. Dabei
spielt es keine Rolle, ob diese von einem befreundeten Urologen kommt (wie es in
meinem Falle war) und jemandem wie mir mitgeteilt wird, der als Arzt und Gesund-
heitswissenschaftler an der Universitdt mit wissenschaftlicher Forschung zum Thema
Gesundheit im medizinischen Versorgungssystem sein Brot verdient oder ob sie von
einem bis dahin unbekannten Urologen kommt und jemanden trifft, der einen ganz
anderen Job und Lebensinhalt wie ich hat.

Die in den danach folgenden medizinisch-drztlichen Erdrterungen zu den weiteren
moglichen therapeutischen Schritten und zu meiner Prognose sowie die von mir zusétz-
lich zunichst iiber unterschiedliche Patienteninformationssysteme eingeholten weiteren
Informationen zur Therapie schienen mir angesichts meiner beruflichen Vorbelastung
allerdings doch recht wenig fundiert. Vor allem vermisste ich ein sicheres Diagnosesys-
tem, auf dessen Grundlage mein Karzinom hinsichtlich seines Wachstumsverhaltens
fiir mich plausibel so eingestuft werden konnte, dass daraus auch sinnvoll die weiteren
Therapieschritte ableitbar waren. Dass die numerische Hohe des PSA-Wertes im Blut
dafiir nicht verwendet werden kann und auch der Gleason-Score, der in Deutschland als
Bewertungsgrundlage fast ausschlieBSlich verwendet wird, keine hohe Reproduzierbar-
keit und damit seine Schwierigkeiten hat, war mir bekannt. Jedoch sah ich allerdings
zundchst auch keine Alternative. Weder die von mir zu Rate gezogenen wissenschaftli-
chen Datenbanken gaben mir im ersten Anlauf eine befriedigende Auskunft, noch das
viele gedruckte Papier ,,schulmedizinischer” und alternativer Art (meist mit dem Logo
von Pharma-Firmen), das ich in den Tagen nach der Diagnoseiibermittlung verschlang,
befriedigte meine Bediirfnisse in dieser Richtung. So wiihlte ich zusétzlich in Antrdgen
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zu laufenden Forschungsvorhaben. Ich war erstaunt, wie wenig es an neueren und
grundlegenden Arbeiten gab, wo doch der Prostata-Krebs der hiufigste ménnliche
maligne Tumor ist und viele Fragen immer noch offen sind. Hielt man dieses Feld in
der Urologie fiir weitgehend ,,abgegrast“?

In einem Forschungsantrag aus der Charite’ in Berlin (an sich zu einem Thema, das
mich zu diesem Zeitpunkt wenig interessierte) tauchte das Wort ,,DNA-Zytometrie*
auf. Da fiel es mir wie Schuppen von den Augen: DNA-Zytometrie! Diese Methode
(friiher Zytophotometrie genannt) kannte ich. Mit dieser Methode habe ich 10 Jahre
lang als junger Wissenschaftler in meiner Zeit in der Krebsforschung an der Universitit
Freiburg und im Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg in den 60er und
70er Jahren gearbeitet. Diese Methode war mir vertraut und ich wusste, was sie leisten
kann. Der Rest der Recherche auf dieser methodischen Spur war dann einfach, stolperte
ich auch gleich iiber den Namen eines alten Bekannten und Freundes, Prof.Bocking,
Chef des Institut fiir Cytopathologie der Universitédt Diisseldorf, der hier am Tisch sitzt.
Grofle Teile seiner wissenschaftlichen Lebenstitigkeit hatte er dem Thema DNA-
Zytometrie und Prostatakrebs gewidmet und ist ein international ausgewiesener Experte
auf diesem Feld geworden. Ich stolperte also so zu sagen eher zufillig als bewusst {iber
meine eigenen wissenschaftlichen Wurzeln und iiber einen Freund aus alten Tagen.
Nun hatte ich gefunden, was ich so lange gesucht hatte.

Warum ist diese Methode fiir uns als Prostatakrebs-Betroffene schon bei der Diagnose-
stellung so wichtig?

Prostatakrebse, das ist ein ziemlich ,,alter Hut* und ich sage da nichts Neues, zeigen ein
vollig unterschiedliches Wachstumsverhalten und sind fiir die davon betroffenen Mén-
ner deshalb von ebenso vollig unterschiedlicher Bedeutung:

O Zum einen gibt es langsam wachsende Krebse, die seinen (meist ja élteren)
Tréger kaum beeintrachtigen und so dessen Lebenserwartung und Lebensqua-
litdt wenig oder tiberhaupt nicht beriihren.

O Zum anderen gibt es aber auch recht ,,wilde* Tumoren, die das Leben eines
Betroffenen trotz Therapie drastisch verkiirzen konnen und fiir den Tréger u.
U. sehr schmerzhaft sind.

0 Zum dritten sind die unterschiedlichen Prostatakrebse auch hinsichtlich der
verschiedenen Therapieverfahren nicht gleich zugénglich.

Was wollte ich also als Betroffener wissen?

Ich wollte natiirlich wissen, mit welcher Art von Tumor ich es zu tun habe, um eine
sinnvolle therapeutische Strategie ableiten zu konnen und (das schien mir natiirlich
insgesamt fiir alle weiteren Uberlegungen zu meinem restlichen Leben besonders wich-
tig) wollte ich natiirlich wissen, wie mein Tumor prognostisch hinsichtlich meiner
weiteren Lebenserwartung und meines weiteren Lebensverlaufs zu beurteilen ist.

Die Sichtung der mir zugénglichen Literatur war aus dieser Perspektive gesehen von
vollig unterschiedlichem Nutzen und Qualitit. Besonders hilfreich waren mir aber
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Aussagen, die methodisch auf der DNA-Zytometrie futen. Die in diesem Kontext
methodisch sauber erarbeitete und fundierte wissenschaftliche Literatur unterschiedli-
cher Autoren machte mir dann auch deutlich, dass die Beurteilung der Tumorwachs-
tumseigenschaften, also das ,,Malignitits-Grading” des Karzinoms, fiir mein Leben
wichtiger ist als die schwierige und methodisch bedingt recht unsichere Suche nach
eventuellen Metastasen in anderen Organen oder in den Lymphknoten des kleinen
Beckens. Es wurde mir im Verlauf des Literaturstudiums immer klarer: ohne eine
DNA-zytometrische Beurteilung meines Karzinoms werde ich keine weiteren Schritte
in der Therapie oder auch im weiteren Sinne in meinem Leben festlegen. Was mich
medizinisch insbesondere interessierte, und darauf gab mir die Literatur im Kontext der
DNA-Zytometrie eine Antwort, war:

Ist mein Tumor von der Art (= prognostisch so giinstig), dass ich die Methode ,,wait
and see* wiahlen kann, also kontrolliert zuwarten kann?

Wenn nicht, ist eine Operation, Strahlentherapie und/oder Hormontherapie sinnvoll
oder muss ich die eine oder andere Option bedingt durch die Art des Tumors ausschlie-
Ben?

Ich veranlasste also zunéchst eine DNA-zytometrische Begutachtung bei Prof.Bocking.
Wenige Tage spéter hatte ich das Ergebnis und entschloss mich auf dieser Grundlage
zu einer Strahlentherapie. Die mir (zusétzlich) von meinem behandelnden Urologen
empfohlene Hormontherapie zeigte sich bei meiner Tumorart nicht angebracht. Denn
folgt man den sehr sauber durchgefiihrten langjdhrigen Studien von Tribukait (Univer-
sitdt Stockholm) dann hétte eine solche Behandlung mein Leben unter Umstdnden
sogar verkiirzt.

Warum halte ich diese Methode fiir uns als Prostatakrebs-Betroffene auch fiir den wei-
teren Verlauf bei unserer Krankheit wichtig?

Jetzt habe ich die Strahlen-Therapie, die mich duBerst belastet hat, etwas mehr als ein
Jahr hinter mir. Die DNA-Zytometrie bietet sich nun fiir mich als ein Verfahren an, mit
dem sich der Therapieerfolg oder —misserfolg messen ldsst und mit der eine weitere
exakte Verlaufskontrolle der Krankheit durchgefiihrt werden kann. Mit deren Hilfe
kann ich auch etwas dariiber erfahren, welche gesundheitliche Entwicklung oder wel-
che Lebensentwicklungen ich in diesem Zusammenhang zu erwarten habe (ich gehore
zu den Menschen, die dies gerne wissen wollen).

Um zu einer weiteren DNA-zytometrischen Probe zu kommen, werde ich in naher
Zukunft von einem entsprechend erfahrenen Urologen eine Feinnadelaspirationsbiopsie
machen lassen. Das Verfahren ist représentativer, wesentlich nebenwirkungsiarmer und
langst nicht so unangenehm fiir mich als Patienten als die doch recht grolen Prostata-
Stanzen, mit denen vergleichsweise volumindse Gewebepartikel entnommen werden
und das aus nur wenigen Organbereichen.

Ich will es abschliefend hier deutlich sagen: Mir ist mit zunehmender Beschéftigung
mit der Materie immer unverstdndlicher geworden, und ich will dies hier quasi als eine
Arbeitshypothese fiir unser Thema und unser Symposium formulieren, wie man ohne
Samsel: Zur Vorgeschichte des Symposiums
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die DNA-Zytometrie als Diagnosegrundlage eigentlich {iberhaupt eine sinnvolle Thera-
piestrategie beim Prostata-Ca im Einzelfall planen und festlegen will sowie den weite-
ren Verlauf sinnvoll kontrollieren kann.

Ich hoffe, dass unser wissenschaftlicher Austausch zu diesem Thema dazu beitrigt,
dass moglichst viele Betroffene von Ihnen als Experten und Ihrer Arbeit profitieren
koénnen. Ich hoffe und wiinsche, dass wir dieses Ziel erreichen werden.

Ich mochte mich an dieser Stelle schon bei Ihnen als Referenten und Experten fiir Ihr
Kommen und Thre Bereitschaft zum wissenschaftlichen Gedankenaustausch recht herz-
lich bedanken. In diesen Dank einschlieBen mochte ich unbedingt auch die Gmiinder
Ersatzkasse (GEK) und ihren Vorstandsvorsitzenden Herrn Hebel sowie Herrn Dudey,
die diese Veranstaltung durch ihre finanzielle und ideelle Unterstiitzung erst moglich
gemacht haben. Ein aufrichtiges Dankeschon auch an Prof.Rainer Miiller, der als ge-
schiftsfiihrender Direktor des Zentrums fiir Sozialpolitik der Universitit Bremen uns
die Rdume zur Verfiigung gestellt hat. Last but not least mochte ich an dieser Stelle
mich ganz besonders bei meinem Freund Alfred Bocking bedanken, der maB3geblich an
der Planung, Vorbereitung und Durchfiihrung des Symposiums beteiligt war und ist.
Mit seinen hervorragenden Kenntnissen sowie seinen internationalen Kontakten hat er
das eigentliche Fundament dieser wissenschaftlichen Veranstaltung geschaffen.
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P. Duesberg

Ist Krebs eine genetische oder eine chromosomale Krank-
heit?*

Englischer Titel: Is cancer a genetic or a chromosomal disease?

Koautoren:

Ruhong Li (Dept. Mol. and Cell Biol., Donner Laboratory, UC Berkeley, Berkeley, CA
94720)

Alice Fabarius and Ruediger Hehlmann (III. Medizinische Klinik Mannheim of the
University of Heidelberg at Mannheim, Wiesbadener Str.7-11, 68305 Mannheim, Ger-
many

Zusammenfassung:

Konventionelle Gentheorien haben bisher nicht erklaeren koennen, warum Krebs (1) in
Neugeborenen nicht auftritt und nicht erblich ist; (2) von nicht-mutagenen Karzinoge-
nen verursacht wird; (3) sich erst Jahrzehnte, nachdem er durch Karzinogene initiiert
wurde, entwickelt; (4) sowohl chromosomal als auch phaenotypisch “unstabil” ist; (5)
spezifische chromosomale Fehlverteilungen oder Aneuploidien enthaelt; (6) viel kom-
plexere Phaenotypen hervorbringt als gewoehnliche Mutationen, z.B. “multidrug re-
sistance”; (7) nicht-selektive Phaenotypen herausbildet, z.B. Metastasierung oder Affi-
nitaet zu nicht nativen Organen und “Immortalitact”, die keine Voraussetzung fuer
Tumorgenese ist; (8) keine krebserzeugenden Mutationen enthaelt. Deshalb schlagen
wir vor, dass Krebs keine genetische sondern eine chromosomale Krankheit ist. Nach
dieser Theorie wird Karzinogenese durch unspezifische Aneuploidien ausgeloest, die
entweder spontan oder durch Karzinogene entstanden sind. Aneuploidie verdirbt Teams
von Proteinen, die Chromosomen bei der Zellteilung verteilen, synthetisieren und repa-
rieren. Aneuploidie ist somit eine staendige Quelle fuer chromosomale Veraenderun-

" with English and German titles and abstract. Based on a talk delivered at a symposium “Prognostische
und therapeutische Bedeutung der DNA-Zytometrie beim Prostatakarzinom”, University of Bremen,
Bremen, Germany, May 12, 2005.
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gen, von denen, in klassisch darwinistischer Manier, Selektion die Entwicklung und
dann Weiterentwicklung von boesartigen Krebszellen beguenstigt. Diese chromosoma-
len Evolutionen konvergieren bei biologisch maximalen Entropien von ~3n. Die chro-
mosomale Veraenderungsrate ist proportional zum Grad der Aneuploidie und kann
konventionelle Mutation um 4-7 Groessenordnungen uebertreffen. Deshalb handelt es
sich bei Krebszellen um neue Zell-“Arten” mit spezifischen Aneuploidien aber instabi-
len Karyotypen, statt um Mutationen von normalen Zellen. Krebsspezifische Aneuploi-
dien erzeugen komplexe, maligne Phaenotypen ueber die chromosomal veraenderte
Dosis von Tausenden von Genen — genauso wie Trisomie 21 Down Syndrom hervor-
ruft. Die Chromosomen-Theorie erklaert, (1) dass Neugeborene krebsfrei sind, weil
Aneuploidie nicht erblich ist; (2) nicht-mutagene Karzinogene als Aneuploidogene; (3)
die lange, “neoplastische Latenzzeit”mit der geringen Wahrscheinlichkeit, dass sich
neue, konkurrenzfaehige Arten entwickeln; (4) nicht-selektive Phaenotypen durch
Gene, die Mitlaeufer von selektiven Chromosomen sind; (5) Immortalitaet, weil chro-
mosomale Veraenderungen negative Mutationen neutralisieren und sich unguenstigen
Bedingungen viel schneller anpassen als konventionelle Mutationen.

Abstract:

Conventional genetic theories have failed to explain why cancer 1) is not found in
newborns and thus not heritable; 2) is caused by non-mutagenic carcinogens; 3) devel-
ops only years to decades after initiation by carcinogens; 4) is chromosomally and
phenotypically “unstable”; 5) carries specific chromosomal imbalances or aneuploidies;
6) evolves much more complex phenotypes than conventional mutation such as poly-
morphisms and multidrug resistance, 7) carries nonselective phenotypes such as affinity
for non-native sites or metastasis and “immortality” that is not necessary for tumori-
genesis; 8) does not contain carcinogenic mutations. We propose instead that cancer is
a chromosomal disease. Accordingly random aneuploidies caused by carcinogens or
spontaneously initiate carcinogenesis. Since aneuploidy corrupts teams of proteins that
segregate, synthesize and repair chromosomes, it is a steady source of chromosomal
variations from which, in classical Darwinian terms, selection encourages the evolution
and subsequent malignant progressions of cancer cells. These chromosomal evolutions
converge at biologically maximal entropies of ~3n. The rates of these chromosomal
variations are proportional to the degrees of aneuploidy, and can exceed conventional
mutation by 4-7 orders of magnitude. Thus cancer cells are new cell “species” with
specific, but unstable karyotypes, rather than mutants of chromosomally normal cells.
Cancer-specific aneuploidies generate complex, malignant phenotypes through the
abnormal dosages of thousands of genes, just as trisomy 21 generates Down syndrome.
The chromosomal theory explains, 1) no cancer in newborns because aneuploidy is not
heritable, 2) non-mutagenic carcinogens as aneuploidogens, 3) long neoplastic latencies
by the low probability of evolving competitive new species, 4) nonselective phenotypes
via genes hitchhiking on selective chromosomes, and 5) immortality, because chromo-
somal variations neutralize negative mutations and adapt to inhibitory conditions much
faster than conventional mutation.
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1. Cause of cancer still a matter of debate

Despite over 100 years of cancer research the cause of cancer is still a matter of debate [1-
28]. We propose here that the cancer problem is still unsolved, because this debate has been
monopolized by conventional genetic theories, which hold that cancer is a “genetic disease”
[29-38].

These gene-based cancer theories postulate that cancer is caused by clonal expansion of one
single cell that has accumulated about 4-7 complementary mutations during the lifetime of a
patient [2, 13, 37, 39-41]. In addition, these theories postulate that, once evolved, cancer
cells continue to progress within “clonal” cancers independently via further mutations, to
form ever-more malignant and heterogeneous cancers — while normal cells of the same
patient remain un-mutated [2, 31-33, 35-39, 41-44]. But these conventional genetic theories
cannot explain the following critical properties of carcinogenesis.

The Achilles heels of the mutation-cancer theory

The currently prevailing cancer theory postulates that cancer is caused by clonal expan-
sion of one single cell that has accumulated about 4-7 complementary mutations during
the lifetime of a patient [2, 13, 37, 39-41]. However, the mutation theory is hard to rec-
oncile with the following list of facts.

1 Non-mutagenic carcinogens. Contrary to the mutation hypothesis, many carcinogens
are not mutagens, including some of the most potent ones. Examples are asbestos, tar,
mineral oils, naphthalene, polycyclic aromatic hydrocarbons, butter yellow, urethane,
dioxin, hormones, metal ions such as Ni, Cd, Cr, As, spindle blockers such as vincris-
tine and colcemid, extra-nuclear radiation and solid plastic or metal implants [48-56].

2 No transforming genes. Despite years of efforts no genes or combinations of genes
from cancers have been shown to transform normal cells to cancer cells [5, 6, 154] or
mice carrying such genes in their germ lines into polyclonal tumors [2, 26, 67, 226-
228]. Accordingly, many, presumably cancer-specific mutations are not detectably
expressed in cancer cells [9, 134, 152, 153].

3 Dependence of cancer on unrealistically high rates of mutation. The mutation
hypothesis explains the exponential increase of the cancer risk with age (see sect. 2.1)
by the low probability of 4-7 specific mutations [2, 40, 41, 207]. However, in order to
maintain the integrity of the genome, spontaneous mutation rates in all species are
naturally restricted to about 10"—7 per dominant gene and to about 10"-14 per reces-
sive gene per cell generation [7, 59, 66, 68, 82](sect. 2.4). Thus, based on these
conserved mutation rates cancer via 4-7 mutations would not even exist [11]. For
example, based on just 4 specific dominant mutations cancer would occur only once
in 10012 human lifetimes. This is calculated as follows: Since the spontaneous
mutation rate per specific, dominant gene is about 10"-7, it takes 10728 cells to
generate one human cell with 4 specific mutations. The expected cancer rate per
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human lifetime of 1 in 10”12 is then obtained by dividing 10"28 by 10°16. 10"16 is
the number of cells that correspond to an average human lifetime [11, 39]. Thus, in
order to explain the current cancer risk of Americans and Europeans of about 1 in 3
lifetimes [47] (Fig. 1) in terms of 4 mutations, the mutation hypothesis has to assume
mutation rates, which are about 10”3 times higher than in conventional mutation. In
other words the mutation rate of 4 mutations would have to about 10*12 times higher
and that of a single mutation about 10”3 times higher [(1073)"4 = 10"12] than they
are, to generate the known cancer risks.

No explanation for “neoplastic latency” in carcinogenesis induced by a critical dose
of carcinogen. The mutation hypothesis has no answer to the question why, after a
critical dose of carcinogen, carcinogenesis would only occur after exceedingly long
“neoplastic latencies” of years to decades (sect. 2.3) [2].

Dependence of phenotype alterations in cancers on unrealistically high rates of
mutation. The mutation hypothesis has to assume mutation rates of up to 10"-3 per
cell generation to explain the frequent, spontaneous variation of phenotypes in highly
aneuploid cancer cells. Examples are the “high rates”, compared to mutation, at which
some cancers generate metastatic cells [72, 73], or generate drug-resistant variants
[67, 69-71]. But the mutation rates of most cancers are not higher than those of
normal cells [7, 21, 22, 49, 51, 59, 79, 84-86].

Heritable mutations of cancer cells, but no heritable cancer. The 4-7-gene mutation
hypothesis predicts that subsets of cancer causing mutations should be heritable.
Indeed, proponents of the mutation hypothesis have demonstrated that several of the 6
mutations thought to cause colon cancer [2] can be introduced into the germ line of
mice without breaching the viability of these animals (sect. 2.8). According to one
study animals with one of these mutations, namely ras, were found “without detect-
able phenotypic abnormalities” [228], and according to another study, “Surprisingly,
homozygosity for the Apc1638T mutation [another hypothetical colon cancer gene] is
compatible with postnatal life” [227]. Thus subsets of colon cancer genes are herita-
ble. Therefore, colon cancer should be common in newborns, which are clonal for
inherited subsets of these 6 mutations (like transgenic mice). But there is no colon
cancer in newborns [39, 47] (Fig. 1).

Box 1
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2. Discrepancies between conventional genetic theories and cancer

2.1 Cancer is not heritable

The best news about cancer is that we and other animals are all born cancer-free and
typically acquire cancer, if at all, only at advanced age [37, 39, 45-48]. This bias of
cancer for old age is exponential, increasing the cancer risk 300-fold with age, from
near-zero rates in newborns and adolescents to rates of 1 in 3 in the last third of a hu-
man or animal life span (Fig. 1). Thus cancer is not a heritable disease but must be
somatically generated.

In view of the prevailing gene-based cancer theories, however, this age bias is para-
doxical. If these theories were correct, cancer should be common in newborns. For
example, a baby, which inherits 3 colon cancer mutations from his mother and 2 from
his father, out of the about 6 that are thought to cause colon cancer [2, 28, 37], should
develop cancer at a very young age from just one more spontaneous mutation in any
one of the billions of its colon cells. Indeed many hypothetical cancer-causing muta-
tions, including those thought to cause colon cancer, are heritable in transgenic mice [9,
49] and also in humans [32, 35] (see, Achilles heels of mutation-theory, Box 1, and
sect. 2.8). According to Vogelstein and Kinzler, “one of the cardinal principles of mod-
ern cancer research is that the same genes cause both inherited and sporadic (noninher-
ited) forms of the same tumors” [32]. But, there is no colon cancer in newborns (Fig.

1.

2.2 Non-mutagenic carcinogens cause cancer

Both mutagenic and non-mutagenic carcinogens cause cancer. Examples of non-
mutagenic carcinogens are asbestos, tar, mineral oils, naphthalene, polycyclic aromatic
hydrocarbons, butter yellow, urethane, dioxin, hormones, metal ions such as Ni, Cd, Cr,
As, spindle blockers such as vincristine and colcemid, extra-nuclear radiation and solid
plastic or metal implants [48-56] (see also, Box 1).

Conventional genetic theories, however, fail to explain carcinogenesis by non-
mutagenic carcinogens.

2.3 Long neoplastic latencies

“Initiation” of carcinogenesis by mutagenic or non-mutagenic carcinogens demon-
strates that cancer is a very late consequence of the actions of carcinogens [2, 11, 39,
48, 50, 57]. Even the most potent carcinogens generate cancer only after “neoplastic
latencies” [48, 57] of many months to years in carcinogen-treated rodents and of dec-
ades in accidentally exposed humans [48, 57-60].
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Take, for example, (i) the solid cancers, which developed in human survivors only 20
years after the explosion of atomic bombs in Japan in 1945 [39]; (ii) the breast cancers,
which developed only 15 years after treatments of tuberculosis with x-rays in the US in
the 1950s [61]; and (iii) the lung cancers, which developed in workers of a mustard gas
factory only 30 years after it was closed in Japan in 1945 [62]. The exponential increase
of the spontaneous cancer risk of humans with age even implies neoplastic latencies of
up to 50 years from a near zero-risk at birth to a 1 in 3-risk in the last 3 decades of a
human lifespan of about 80 years (Fig. 1). Thus the initiated cell evolves only gradually
to a visible cancer cell, much like a submarine volcano that eventually becomes a visi-
ble island.

Experimental or accidental carcinogenesis also demonstrates that, once initiated, the
evolution of cancer cells is an autonomous, if slow, process that is independent of fur-
ther exogenous influences (although it can be accelerated by further carcinogens) [39,
48, 57, 63, 64]. Accordingly the primary cancer cells that appear after the lengthy pre-
neoplastic evolutions continue to progress independently within individual cancers to
form evermore “polymorphic” [65] and malignant cancers with evermore exotic karyo-
types and phenotypes [57]. See for example the karyotype of a human breast cancer cell
compared to that of a normal cell shown in Fig. 2. Thus “initiation” confers on cells a
lifelong variability that can generate new phenotypes and karyotypes many cell genera-
tions or decades after it was established.

By contrast, the evolution of new phenotypes many cell generations or decades after
mutagenesis is incompatible with the immediate effects of conventional mutation [3,
33, 38, 66]. It is for this reason that Cairns wrote in Cancer: science and society, “The
conspicuous feature of most forms of carcinogenesis is the long period that elapses
between initial application of the carcinogen and the time the first cancers appear.
Clearly, we cannot claim to know what turns a cell into a cancer cell until we under-
stand why the time course of carcinogenesis is almost always so extraordinarily long.”
[39].

2.4 Karyotypic-phenotypic variations of cancer cells at rates that are orders
higher than conventional mutation

During the neoplastic phase of carcinogenesis, cancer cells gain or lose chromosomes
or segments of chromosomes and acquire new phenotypes at rates that far exceed those
at which genotypes and phenotypes are changed by conventional mutation — including
those of the normal cells of cancer patients. For example, highly aneuploid cancer cells
become drug resistant at rates of up to 10"-3 per cell generation [67-71], or become
metastatic at “high rates” [72, 73], or “lose heterozygosity” at rates of 10"-5 per gen-
eration [32]. As a result of this inherent chromosomal instability of cancer cells, most
cancers are “enormously” heterogeneous populations of non-clonal and partially clo-
nal, or sub-clonal cells [14, 74]. Thus individual cells of the same cancers differ from
each other in “bewildering” phenotypic and chromosomal variations [75] — even though
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most cancers are derived from a common, primary cancer cell and thus have clonal
origins [39, 56, 57, 65, 67, 74, 76-81].

By contrast, the non-cancerous cells of cancer patients remain homogeneous, drug-
sensitive and static, and retain their native zygosity. In general, the karyotypes of nor-
mal cells are stable even during normal, developmental phenotypic variations [33, 37,
66, 82]. And phenotypic variation of normal cells by conventional gene mutation is
limited to 10”-7 per cell generation for dominant genes and to 10*-14 for pairs of re-
cessive genes in all species [7, 59, 66, 68, 82, 83]. Even the gene mutation rates of most
cancer cells are not higher than those of normal cells [7, 21, 22, 49, 51, 59, 79, 84-87].

Following others [7, 32, 83], we have used here an average mutation rate of 10"-7 per
human/mammalian genetic locus per cell generation. These averages reflect mutation
rates that range between 107-5 and 10-9 [88] and 10"-5 to 10”-7 [82] depending on
the respective human phenotypes. Lower rates of phenotype variation of 10"-8 to 10"-
10 are observed in bacteria and yeast [38, 66]. The higher mutation rates in hu-
mans/mammals probably reflect (a) the higher genetic complexity of the respective loci
compared to those of bacteria and yeast, and (b) the fact that “the rates in humans are
calculated per gamete and several cell divisions are required to produce a gamete” [38].
Take for example the numerous mutant genes and clotting factors that can cause hemo-
philia [82]. Indeed, the mutation rates per unit x-irradiated genetic DNA are the same in
all species [89].

In sum, phenotypic variation in cancer cells can be 4 to 11 orders faster than conven-
tional mutation.

2.5 Cancer-specific aneuploidies

Despite the karyotypic instability and heterogeneity of cancer cells, partially specific or
“nonrandom” aneuploidies have been found in cancers since in the late 1960s [74, 75,
90-102]. The majority of these nonrandom aneuploidies have been detected in cancers
since the 1990s by the use of comparative genomic hybridization, rather than by identi-
fying specific aneusomies cytogenetically [74, 103-112]. The term aneusomy is used
for a specific, aneuploid chromosome. Specific aneuploidies have even been linked
with specific stages of carcinogenesis and with specific phenotypes of cancers such as:
(1) Distinct stages of neoplastic transformation in human [75, 105, 111-117] and in
animal carcinogenesis [98], (ii) invasiveness [113, 114, 118], (iii) metastasis [119-124],
(iv) drug-resistance [71, 83, 125], (v) transplantability to foreign hosts [126], (vi) dis-
tinct cellular morphologies [127], (vii) abnormal metabolism [75, 128] and (viii) can-
cer-specific receptors for viruses [75, 127].

Cancer-specific or “nonrandom” aneuploidies, however, are inconsistent with the con-
ventional mutational theories of cancer. In fact they are a direct challenge of the muta-
tion theory, because specific aneusomies have the potential to generate cancer-specific
functions. The Down syndrome-specific functions of trisomy 21 are a confirmed model
[129-132].
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2.6 Cancers have much more complex phenotypes than conventional mutations

The complexity of most cancer-specific phenotypes far exceeds that of phenotypes
generated by conventional mutation. For example, the gross polymorphisms in size and
shape of individual cells within individual cancers must be polygenic [57, 63, 65].
Moreover, the kind of drug-resistance that is acquired by most cancer cells exposed to a
single cytotoxic drug is much more complex than just resistance against the drug used
to induce it. It protects not only against the toxicity of the challenging drug, but also
against many other chemically unrelated drugs. Therefore, this phenotype has been
termed “multidrug resistance” [67, 70, 133]. Thus drug resistance must also be poly-
genic. The same is likely for other cancer-specific phenotypes such as grossly altered
metabolism, invasiness, metastasis and immortality [48, 57], because all of these phe-
notypes correlate with altered expressions of thousands of genes [37, 102, 134-136] and
with highly abnormal concentrations of thousands of normal proteins [18, 48, 65, 137].
Moreover, in highly aneuploid cancer cells the number of centrosomes is increased up
to five-fold (from a normal of 2 to around 10); at the same time their structures are
often altered [138-141].

The complexities of most cancer-specific phenotypes, however, could not be achieved
by accumulations of the necessarily huge numbers of conventional gene mutations that
would have to be generated at conventional rates during the limited live spans of hu-
mans and animals (see sect. 2.4 and Box 1). For example, it is virtually impossible that
the up to five-fold increased numbers of centrosomes, which are observed in highly
aneuploid cancer cells [19, 138, 139, 142], would be the result of mutations that in-
crease the numbers of the 350 different proteins that make up centrosomes [143].

2.7 Non-selective phenotypes that do not help cancer cells to compete with other
cells for growth

Cancer-specific phenotypes can be divided into two classes: Those, which are selective,
because they advance carcinogenesis by conferring growth advantages to cancer cells
such as invasiveness, grossly altered metabolism and high adaptability via high ge-
nomic variability [48, 57], and those, which are not selective for growth [49, 144]. The
non-selective phenotypes of cancer cells include metastasis, multidrug resistance and
“immortality”. Metastasis is the ability to grow at a site away from the primary tumor.
Therefore, it is not selective at the site of its origin [144]. Likewise, multidrug-
resistance is not a selective advantage for natural carcinogenesis in the absence of che-
motherapy. Yet, a high percentage of cancers is a priori or “intrinsically” multidrug-
resistant [145, 146]. Moreover, acquired multidrug resistance protects against many
drugs that the cancer was previously never exposed to [69, 70, 133]. Even “immortal-
ity” is not a selective advantage for carcinogenesis, because many types of human cells
can grow over 50 generations according to the Hayflick limit [147], and thus many
more generations than are necessary to generate a lethal cancer. Consider, that fifty cell
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generations produce from one single cell a cellular mass equivalent of 10 humans with
10714 cells each [11].

Non-selective phenotypes, however, are entirely inconsistent with conventional gene
mutation-selection mechanisms.

2.8 No cancer-causing genes in cancer

Numerous gene mutations have been found in cancer cells since the 1980s [2, 31, 41,
43, 44, 148, 149], which are postulated to cause cancer by the prevailing genetic theo-
ries [31, 32, 36, 37, 41] (sect. 1).

But none of the mutations found in cancers are cancer-specific [2, 150]. In cases where
this information is available, many perhaps most mutations are non-clonal [9, 150, 151]
and are not detectably expressed in human cancer cells [9, 134, 152, 153]. Above all,
no mutant gene and no combination of mutant genes from cancer cells has been found
that converts diploid human or animal cells into cancer cells, despite enormous efforts
in the last 25 years [5, 6, 13, 14, 26, 49, 154] (J. Michael Bishop, Berkeley, September
16, 2005 at his seminar, “Mouse models of human cancer””). Moreover, mouse strains
with artificially implanted, hypothetical cancer genes, or with artificially deleted tumor
suppressor genes have survived many generations in laboratories with either the same
or slightly higher cancer-risks than other lab mice [9, 26, 49] (see, Achilles heels of the
mutation-cancer theory, Box 1).

In view of this, Vogelstein and Kinzler closed a very influential review of the mutation
theory in 1993 as follows, “The genetics of cancer forces us to re-examine our simple
notions of causality, such as those embodied in Koch’s postulates: how does one come
to grips with words like ‘necessary’ and ‘sufficient’” when more than one mutation is
required to produce a phenotype and when that phenotype can be produced by different
mutant genes in various combinations?” [2].

These and other inconsistencies between carcinogenesis and established genetic theo-
ries are the reasons why it is still debated, whether mutations or aneuploidies or epige-
netic alterations cause cancer [2, 4-9, 11-15, 17-24, 26-28, 34, 41].

3. A new, chromosomal theory of cancer

In an effort to resolve the many discrepancies between carcinogenesis and conventional
genetic theories listed above, we present here a new, chromosomal theory of cancer.
The following data have been either generated by us recently or collected from the
literature to test and validate this theory:

1) Exact correlations between aneuploidy and cancer. Exact correlations be-
tween aneuploidy and cancer have been reported since 1890 [74, 75, 78, 92,
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2)

3)

4)

5)

155, 156]. These correlations are, however, not even mentioned in the cancer
chapters of the leading textbooks of biology [37, 66, 157].

Both mutagenic and non-mutagenic carcinogens induce aneuploidy. Evidence
that mutagenic and non-mutagenic carcinogens cause aneuploidy has been
generated by us recently to test the chromosomal theory [98, 158]. For the
same reason we have summarized data from others, who have, however, not
succeeded to establish chromosomal theories of cancer [11, 49, 53]. Likewise,
we have summarized independent studies, which have searched for genetic
targets of carcinogens, but have unexpectedly obtained targets over >1000x
larger than a gene, and thus equivalent to the size of chromosomes [49].

Our findings that chromosomes and phenotypes of cancer cells vary at rates
that are proportional to the degrees of aneuploidy [69, 71, 153, 159, 160].
Several labs have recently also found that chromosomal variability of cancer
cells is proportional to the degree of aneuploidy [81, 161-163]. Moreover, we
have found that the rates of these chromosomal variations can go 4-7 orders
higher than those of conventional gene mutations [49, 71, 160] (sect. 2.4).

An earlier chromosomal theory of cancer proposed by Boveri and von Han-
semann over 100 years ago [155, 164, 165]. This theory, however, was aban-
doned in the 1950s and 1960s in favor of gene mutation, because karyotypic
heterogeneity was found in most cancers by the methods developed at that
time instead of the expected cancer-specific aneuploidy [75, 166, 167] (appar-
ently prematurely, see next). Ever since, “aneuploidy and other forms of
chromosomal abnormality” of cancer cells [67] are generally interpreted as
“secondary” events [26, 67, 74, 75, 168] — secondary to hypothetical primary
mutations [16, 26, 28, 35, 77, 87, 169-174].

Cancer-specific aneuploidies discovered since the late 1960s. Many labs in-
cluding ours [98] have found cancer-specific or “nonrandom” aneuploidies in
cancers (see sect. 2.5). But the potential relevance of these discoveries is not
generally appreciated, because of the currently prevailing, genetic theories of
cancer.

In an effort to integrate these data into a coherent theory, which would also explain the
above-listed discrepancies between carcinogenesis and conventional genetic cancer
theories, we arrived at a new chromosomal theory of carcinogenesis. According to this
theory, summarized in Fig. 3, carcinogenesis is the result of the following chain of

events:
(0]

[0}

22

Carcinogens and spontaneous mitotic errors induce unspecific aneuploidies.

Aneuploidy corrupts teams of proteins that segregate, synthesize and repair
chromosomes. Aneuploidy is thus a steady source of karyotypic-phenotypic
variations from which, in classical Darwinian terms, selection of specific ane-
uploidies encourages the evolution and spontaneous progressions of neoplas-
tic cells. These chromosomal evolutions converge at biologically maximal en-
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tropies of ~3n. The rates of these variations are proportional to the degrees of
aneuploidy.

0 According to the chromosomal mechanism cancer cells are new, inherently
unstable cell “species” with specific aneuploidies, but unstable karyotypes,
rather than mutants of chromosomally normal cells. Owing to this inherent
chromosomal instability, cancers are uncertain combinations of relatively spe-
cific or “nonrandom” and of random aneuploidies. This aneuploidy-based,
chromosomal uncertainty principle had become the nemesis of the Boveri-von
Hansemann theory in the 1950s and 1960s.

0 The cancer-specific aneuploidies generate complex, malignant phenotypes via
abnormal dosages of thousands of genes. Down syndrome is a model for how
aneuploidy generates complex, abnormal phenotypes.

Below, we offer a brief explanation of how aneuploidy generates new phenotypes,
independent of mutation. According to this mechanism variations of the balance of
chromosomes or segments of chromosomes (see Fig. 2), and thus of the stoichiometry
of thousands of genes, have the same effects on the phenotypes of cells as variations of
the assembly lines of a car factory on the phenotypes of an automobile. If balanced
changes are made, new, competitive car models are generated. Indeed, motor compa-
nies change their assembly lines to create a new car model. Likewise phylogenesis
generates new species by changing the numbers and structures of the chromosomes of
existing species [175].

If unbalanced, i.e. aneuploid, changes are made, abnormal and defective products must
be expected. The human trisomy 21, which causes Down syndrome, is a classic non-
neoplastic example [131, 132]. Although trisomy 21 is only a tiny aneuploidy com-
pared to that of most cancers [78] (see Fig. 2), it generates 71(!) new, Down-specific
phenotypes [129, 130]. Likewise, experimentally induced, congenital aneuploidies
generate numerous abnormal phenotypes in drosophila, plants and mice, independent of
gene mutation [176-178]. Indeed, according to Vogelstein there is no “normal [animal]
cell with an abnormal karyotype” [7]. Thus the complex aneuploidies of cancer cells
can be expected to generate numerous new phenotypes.

By contrast, the power of changing the phenotypes of the cell by gene mutation is com-
parable to employing a few defective or overactive workers on the assembly lines of a
car factory. Neither of these variables will generate a new car model, except possibly to
produce either a defective car or no car at all, if an assembly line comes to a stop [53].
For example, none of the 1.42 million gene mutations that distinguish any two humans
[179] have generated a new human species, nor have they even been sufficient to cause
cancer in newborns.

Instead of being controlled by hypothetical oncogenes or tumor suppressor genes, alias
“gate keepers and caretakers” [87, 180], or being de-controlled by the corresponding
mutations, most phenotypes of normal and cancer cells are controlled “democratically”
by hundreds of kinetically linked proteins [181]. Such cooperative assembly lines of
gene products are buffered against mutations of single genes by the assembly line prin-
ciple [181, 182]. According to this principle, unchanging supplies and demands of
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numerous un-mutated genes from upstream and downstream of biochemical assembly
lines buffer mutations in two ways. They automatically raise substrate concentrations
upstream of slow-working, mutationally compromised genes and restrict substrates to
mutationally activated genes [181-183]. This is indeed the principle that buffers cells of
all multi-cellular organisms against all but the null- or knock out-mutations that occur
during their long lifetimes.

The following analogy illuminates the differences between mutation and aneuploidy
from a slightly different perspective: Consider the cell as a book, the genes as words,
and the chromosomes as sentences, paragraphs or chapters. Then most of us would be
able to read Hamlet despite hundreds of typos, but the idea of Hamlet would be lost
very fast if sentences, paragraphs and chapters were rearranged, lost and duplicated.

Thus aneuploidization, upsetting the stoichiometry of thousands of normal gene prod-
ucts, rather than mutation of a few genes, is necessary to generate the complex and
dominant phenotypes of cancer cells.

In sum, the chromosomal evolution theory provides a coherent explanation of carcino-
genesis that is independent of mutation. In the following we show that the chromoso-
mal theory can explain each of the many idiosyncratic features of carcinogenesis that
are paradoxical in view of the mutation theory.

4. Proof of principle: The explanatory value of the chromosomal the-
ory of cancer

The acid test of any theory is its ability to predict and explain a scientific problem. In
the following we apply this test to the chromosomal theory of cancer. Table 1 briefly
summarizes, how the chromosomal theory explains each of the 8 idiosyncratic features
of carcinogenesis that are paradoxical in terms of conventional genetic theories (sect.
2). Further commentary is offered on all items (numbered as in Table 1) that are not
sufficiently explained by our theory and by the antecedent background information.

4.1 Cancer not heritable

The chromosomal theory predicts no cancer in newborns (sect. 2.1), because ane-
uploidy is not heritable as originally shown by Boveri [164]. Aneuploidies are not
heritable, because they corrupt embryonic developmental programs [131, 132], which
is usually fatal [178, 184]. Only some very minor congenital aneuploidies, such as
Down syndrome and syndromes based on abnormal numbers of sex chromosomes, are
sometimes viable, but only at the cost of severe physiological abnormalities and of no
or very low fertility [33, 64, 78, 82]. Thus ontogenesis is nature’s checkpoint for nor-
mal karyotypes. The exponential increase of the cancer risk with age would then reflect
the gradual accumulation of non- or preneoplastic aneuploidy with age, multiplied by

24 Duesberg: Ist Krebs eine genetische oder chromosomale Krankheit?



the relatively slow, non-selective replication of aneuploid, preneoplastic cells (see next,
sect. 4.3).

4.2 Long neoplastic latencies

The chromosomal theory predicts that the non-neoplastic chromosomal evolutions
during pre-carcinogenesis are slow, compared to neoplastic evolutions, because non-
neoplastic aneuploidies are typically minor, i.e. are near-diploid, and have no growth
advantages compared to normal cells (sect. 2.3 and Fig. 3). Therefore, non-neoplastic
cells would not form large clonal populations that would increase the probability of
further evolutions. The non-clonality of the non-neoplastic aneuploidies also hides any
abnormal phenotypes, because phenotypes of single cells are hard to recognize. By
contrast, neoplastic “progression” of established cancer cells is predicted to be faster
than evolutions during the preneoplastic phase for two reasons: (i) Neoplastic cells,
through their selective phenotypes, will generate large “clonal” populations with high
probabilities of further variations. (ii) The generally high degrees of most cancer-
specific aneuploidies catalyze much higher rates of chromosomal variations than those
of non-neoplastic cells (sect. 3, Fig. 3).

The chromosomal theory also predicts a certain endpoint of chromosomal evolutions in
carcinogenesis (Fig. 3). This endpoint would be an equilibrium of aneuploidizations,
which is reached once a cancer has maximized cellular variability and adaptability and
“optimized its genome” [185] for essential metabolic functions [17, 49, 186, 187].
According to the chromosomal theory maximal chromosomal variability would corre-
spond to near or above triploid chromosome numbers (> 3n) [14, 49, 153]. Near triploid
aneuploidy offers an optimal average redundancy of one spare for each normal chromo-
some pair, and thus sufficient redundancy to compensate for any losses or genetic mu-
tations of a given chromosome [49]. Therefore, chromosomal evolutions would eventu-
ally converge at biologically maximal entropies of ~3n. Indeed, the karyotype of most
malignant cancer cells is near 3n [11, 49, 53, 75, 78, 168, 188, 189].

However, it is as yet unclear, why after initiating doses of carcinogens the neoplastic
latencies are very species-dependent, namely much shorter in rodents than in humans
[2, 58, 59, 190-192] (see also sect. 2.3). It is also unclear, why the age bias of cancer is
proportional to the lifespan of an animal, i.e. grants cancer-free decades to humans
(Fig. 1), but only about a year to rodents, [39, 59]. Likewise, we have recently observed
that rodent cancer cells are chromosomally much more unstable than equally aneuploid
human cancer cells [69-71, 160, 193]. At the same time the rates of conventional muta-
tions are highly conserved in all species [66, 82], and the growth rates of human and
rodent cells are about the same. It follows that spontaneous mutation and growth rates
cannot explain the huge differences in the cellular cancer risks between humans and
rodents. In view of this Holliday proposed that the genetic control of chromosomal
stability in humans is at least two times more redundant than in rodents [59].
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4.3 “Immortality” via high rates of karyotypic-phenotypic variations

The chromosomal theory explains the “immortality” of cancer cells as the collective
phenotype of inevitably heterogeneous cancer cell-populations. Owing to the inherent
instability of aneuploidy, populations of cancer cells are indeed “polyphyletic” [128]
zoos of chromosomally distinct species (species are defined by karyotypes, see sect. 3).
Thus, populations of cancer cells are immortal, because they typically include subspe-
cies that can survive conditions that are lethal to the majority of the cells of a cancer, as
for example cytotoxic drugs. An early description of the process of “immortalization”
by the cytogeneticist Koller fits this mechanism exactly, “It seems that malignant
growth is composed of competing clones of cells with different and continuously chan-
ging genotypes, conferring the tumor with an adaptable plasticity against the environ-
ment. The bewildering karyotypic patterns reveal the multi-potentiality of the neoplas-
tic cell; while normal cells and tissues age and die, through their inherent variability,
tumor cells proliferate and survive.” [75].

4.4 Cancer-specific aneuploidies

The presence of specific or “nonrandom” aneuploidies in cancer is correlative proof for
the chromosomal theory in terms of Koch’s first postulate (compare sect. 2.5). Func-
tional proof that cancer-specific aneuploidy generates malignancy in terms of Koch’s
third postulate could be derived from evidence that the degree of malignancy is propor-
tional to the degree of aneuploidy. Indeed, numerous correlations have confirmed the
principle that the degree of malignancy of cancer cells is proportional to their degree of
aneuploidy since 1930 [11, 49, 57, 75-77, 81, 95, 99, 101, 113, 116, 117, 194-202].

Moreover, studies listed in section 4.3 have shown that maximal malignancy coincides
indeed with maximally stable, near-triploid or hyper-triploid aneuploidy [78, 188, 189,
203, 204]. Thus the evolution of malignancy can be seen as a consequence of the
autonomous chromosomal evolutions that reach biologically maximal entropy at a near
3n-aneuploidy [17, 81] (see sect. 3, Fig. 3). The parallel evolutions of aneuploidy and
malignancy in cancer cells are then functional proof for the chromosomal evolution
theory of cancer in terms of Koch’s third postulate.

4.5 Complex phenotypes

Conventional genetic theories cannot explain the generation of the polygenic pheno-
types of cancer — such as polymorphisms in size and shape, multidrug resistance, me-
tastasis to non-native sites, and transplantability to heterologous species [126] (sect.
2.6) — based on conventional rates of mutation and selection in the lifespan of a human
or animal. By contrast, the chromosomal theory of cancer explains the complexity of
cancer-specific phenotypes by the complexity of the genetic units that are varied,
namely chromosomes with thousands of genes. Accordingly, the complex phenotypes
of cancer cells have recently been shown to correlate with over-and under-expressions
of thousands of genes [37, 102, 134-136, 152]. This in turn confirms the long-known
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over- and under-productions of thousands of normal proteins by cancer cells [18, 48,
65, 137]. Likewise it explains, why the overproductions of centrosomes by cancer cells
are also proportional to the degrees of aneuploidy [139, 141].

4.6 Non-selective phenotypes

Conventional genetic theories explain the evolution of cancer cells by cancer-specific
mutations and Darwinian selections. But this mechanism cannot explain the non-
selective phenotypes of cancer cells, such as metastasis, multidrug resistance and “im-
mortality”. By contrast, the chromosomal theory of carcinogenesis attributes non-
selective phenotypes such as metastasis and intrinsic multidrug-resistance to non-
selective genes hitchhiking with selective, cancer-causing aneusomies, because they are
all located on the same chromosomes. The same would be true for those resistances of
acquired multidrug-resistance that are not directed against drugs to which the respective
cancer was never exposed. The non-selective phenotype “immortality” has been ex-
plained above (sect. 4.4).

4.7 Is carcinogenesis dependent on mutation?

Cancer coincides with aneuploidy as well as with mutations [7, 8, 11, 14, 26]. In the
words of a recent review in Science, “Cancer cells are chock-full of mutations and
chromosomal abnormalities” [7].

Therefore, it can be argued that

1. Chromosomal variations are sufficient for carcinogenesis, as we have pro-
posed here.

2. Cancers are caused by mutations only, as the prevailing genetic theories pro-
pose (sect. 1). But this argument must await functional proof for as yet hypo-
thetical, cellular cancer genes (sect. 2.8, Box 1) and confirmed evidence for
diploid cancers, which are not available now [11, 49, 53].

3. The initial aneuploidization and its subsequent preneoplastic and neoplastic
evolution (sect. 3) depend on somatic mutations, as others have proposed re-
cently [14, 15, 28, 171-174, 189].

In view of the challenge that aneuploidization depends on mutation, we adduce here 4
arguments, which indicate that carcinogenesis (of normal cells in normal organisms) is
independent of somatic mutation. In fact we propose that cancer cells, via their specific
aneuploidy, are even protected against the negative effects of mutation.

4.7.1 Initiation of carcinogenesis by direct aneuploidization much more probable than
by mutation. Initiation of carcinogenesis by aneuploidy generated with DNA damaging,
mutagenic carcinogens that fragment or eliminate chromosomes, is about 35,000 times
more likely than by generating “aneuploidy-" [7] or “chromosomal instability genes”
via mutations [28]. This is because mammals contain about 35,000 genes, and thus only
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1 in 35,000 specific mutations would generate a chromosomal instability gene [27, 175,
205]. By contrast, a genotoxic carcinogen can cause aneuploidy by breakage, rear-
rangement or loss of the DNA of any one chromosome [27]. Moreover, non-mutagenic
carcinogens cannot even generate cancer-initiating aneuploidy, because they are not
“genotoxic”. Yet non-mutagenic carcinogens include some of the most efficient car-
cinogens known, e.g., polycyclic hydrocarbons that cause aneuploidy by corrupting the
spindle apparatus (sect. 3). Thus initiation of carcinogenesis is independent of somatic
mutation.

4.7.2 Generation of the complex phenotypes of cancer by chromosomal variation much
more probable than by mutation. Generating the complex phenotypes of cancer by
chromosomal variation is about 1500-times more efficient than by mutation. This fol-
lows, because mammals including us, contain about 35,000 genes and thus about 1,500
per average chromosome in humans (35,000/23)[175, 205]. Indeed, it would be almost
impossible to generate the complex, polygenic phenotypes of cancer cells in a lifetime
of a cancer patient by mutating the many genes that make up the complexity of cancer-
specific phenotypes at the low rates of spontaneous mutation in normal and most cancer
cells (see 2.6 and Achilles heels of the mutation-cancer theory, Box 1). By contrast,
chromosomal variation is a mechanism that automatically alters the dosages and ex-
pressions of thousands of genes. Therefore, aneuploidization is infinitely more efficient
in generating the complex phenotypes of cancer cells than mutation. Thus carcinogene-
sis does not depend on somatic mutation in generating complex, cancer-specific pheno-

types.

4.7.3 High rates of karyotypic-phenotypic variations of cancer cells are incompatible
with the low rates of conventional mutation. New, cancer-specific phenotypes appear or
old ones disappear in highly aneuploid cancer cells at rates of up to 10"-3 per cell gen-
eration, which is 4 to 11 orders faster than conventional gene mutation (sect. 2.4). Thus
phenotype variation in cancer cells is independent of mutation.

4.7.4 Relevance of somatic mutations for carcinogenesis is uncertain. Cancer-specific
aneuploidy can generate gene mutations by the same mechanism that varies the struc-
tures of chromosomes (sect. 3). In addition aneuploidy renders DNA synthesis error-
prone by unbalancing nucleotide pools [206]. Thus, the simplest explanation of the
many mutations of cancer cells would be that these mutations are consequences of
aneuploidy and thus not necessary for carcinogenesis. This hypothesis explains, why
the mutations found in cancer cells are frequently non-clonal in cancers [9, 151, 207],
and why they do not transform normal cells to cancer cells and do not breach the liveli-
hood of transgenic mice (sect. 2.8 and Achilles heels of the mutation-cancer theory,
Box 1). Indeed cancer cells are “immortal”, because frequent, aneuploidy-catalyzed
karyotypic variations allow adaptations to adverse conditions and neutralize all poten-
tially negative mutations at much higher rates than they can be generated (sect. 4.4).

We conclude that carcinogenesis is independent of somatic mutation, because ane-
uploidy is much more likely to be generated and varied at the chromosomal level than
by mutation. In response to this conclusion, it may be argued that cancers associated
with heritable cancer-disposition syndromes prove that carcinogenesis is dependent on
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mutation. However, we show below that even these heritable mutations lead to cancers
only via aneuploidy.

4.7.5 Heritable cancer-disposition syndromes generate random aneuploidies at high
rates. The classical retinoblastoma-, xeroderma-, Bloom-, and mosaic variegated ane-
uploidy syndromes are examples of heritable cancer-disposition genes that lead to
cancers via aneuploidy [34, 35, 37, 208-210]. Instead of causing cancers directly these
heritable (rather than somatic) mutations cause polyclonal aneuploidies at much higher
rates than aneuploidy would occur in normal cells by spontaneous or by carcinogen-
induced aneuploidization [34, 209-211].

According to the chromosomal theory these heritable mutations are genetic equivalents
of carcinogens that induce random aneuploidy at high rates. This view is supported by
the presence of aneuploidy in such patients prior to carcinogenesis, as for example in
mosaic variegated aneuploidy patients [210, 212], retinoblastoma and other chromoso-
mal eye syndromes [213-215], Bloom patients [211] and xeroderma patients [34, 216,
217]. Moreover, the chromosomal theory predicts that the cancers of patients with
aneuploidy syndromes are aneuploid, as has been confirmed for cancers associated with
retinoblastoma [218-223], mosaic variegated aneuploidy [210, 212], xeroderma [216,
2241 and Bloom syndrome [211]. We conclude that the abnormally high rates of car-
cinogenesis in heritable cancer disposition syndromes are dependent on the abnormally
high rates of aneuploidizations that are generated by these heritable genes. Thus herita-
ble aneuploidy syndromes confirm and extend the chromosomal theory of carcinogene-
sis. Even the high individual, but the extremely low cellular cancer risk of classical
cancer-disposition syndromes (even “heritable cancers” are clonal) is explained by the
dependence of carcinogenesis on specific aneuploidizations.

Conclusions

We conclude that the new chromosomal cancer theory provides a coherent explanation
of carcinogenesis and can resolve all features of carcinogenesis that are paradoxical in
terms of the competing genetic theories of cancer. Thus cancer is a chromosomal rather
than a genetic disease. The chromosomal theory stands out for making new, clinically
testable predictions, as for example the prediction that cancer could be detected prior to
malignancy via preneoplastic aneuploidy [24, 225]. The exact predictions of the cancer
risks based on photocytometric evidence for aneuploidy and the corresponding thera-
peutic results reported at this symposium by Alfed Boecking (University of Duessel-
dorf, Germany) and Bernhard Tribukait (Karolinska Institute, Stockholm, Sweden) are
proof of principle. Moreover, chemotherapy could be based on the presence or absence
of resistance-specific aneusomies. If confirmed, the chromosomal theory could greatly
improve cancer research and therapy.
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Tables and figures

Genetic paradox

Chromosomal solution

1

Cancer not heritable

Aneuploidy is not heritable

2 Non-mutagenic carcinogens Carcinogens function as aneuploidogens
3 Long neoplastic latencies Autocatalyzed evolution of cancer-specific
aneusomies
4 High rates of Kkaryotypic- Aneuploidy catalyzes karyotypic-
phenotypic variations and the phenotypic variations, including resistance
origin of “immortality” to otherwise lethal conditions, at high rates
5 Cancer-specific aneuploidies Cancer-specific aneuploidies generate can-
cer phenotypes
6 Complex phenotypes Cancer-specific aneuploidies alter dosages
and functions of thousands of genes
7 Non-selective phenotypes Non-selective genes hitchhiking with selec-
tive, cancer-specific aneusomies
8 Is carcinogenesis dependent on Carcinogenesis depends on aneuploidization

mutation?

that is achieved much more effectively by
direct chromosomal alteration than by muta-
tion, even in heritable cancer syndromes

Table 1: Features of carcinogenesis, which are paradoxical according to genetic theo-
ries but consistent with the chromosomal theory of cancer
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Figure 1: Age specific incidence of invasive cancers of
males in the United States in 2001. The dominant con- 65-69 22.64
tributors to the total number of invasive cancers are 70-74 28.29
solid tumors. The growth is approximately exponential 5.7 3103
until about age 70 and then levels off. Data for the ) ’
figure, shown in the table at the right, are from the 80-84 30.83
National Program  of Cancer Registries at 85 29.77

<http://www.cdc.gov/cancer/npcr/index.htm>.
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Karyotype of a normal, male Karyotype of a human breast
human cell cancer cell line, MDA 231

Figure 2: Metaphase chromosomes of a normal human cell and of a human breast
cancer cell line, MDA 231. The normal human cell is a culture of foreskin cells ob-
tained from Promo Cell (Heidelberg, Germany) and we have described the human
breast cancer cell line, MDA 231, recently [71]. The metaphases were prepared and
hybridized in situ with color-coded, chromosome-specific DNA probes from MetaSys-
tems, Inc. (Boston, MA) following published procedures [71]. The numbers identify
normal chromosomes. The group labeled “mar” (for marker chromosome) shows struc-
turally abnormal chromosomes, which are either rearranged intra-chromosomally or
inter-chromosomally to form various hybrid chromosomes. Such chromosomes are
collectively called “marker chromosomes”, because they can be used as cytogenetic
definitions of a cancer. The numbers above these marker chromosomes identify the
chromosomal origins of hybrid chromosomes in their relative order or signal intra-
chromosomal alterations. A comparison of the two karyotypes shows that the cancer
cells differ from the normal cell in numerous numerical and structural chromosomal
alterations or aneusomies.
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Carcinogenesis via Chromosomal Evolutions
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Figure 3: Carcinogenesis via chromosomal evolutions. According to this mechanism
carcinogenesis is initiated by unspecific aneuploidies induced either by carcinogens or
spontaneously. Aneuploidy then alters the karyotype automatically at rates that are
proportional to the degree of aneuploidy, because it corrupts teams of proteins that
segregate, synthesize and repair chromosomes. Aneuploidy is thus a steady source of
chromosomal variations from which, in classical Darwinian terms, selection would
encourage the evolution and subsequent progressions of neoplastic cell “species” with
cancer-specific aneusomies. This evolution would be slow in the preneoplastic phase,
because preneoplastic cells have no growth advantages over normal cells and because
the degree of preneoplastic aneuploidy is typically low. By comparison the rate of
karyotype variations of most cancer cells would be fast, because cancer cells form large
cell populations by outgrowing normal cells and because the degrees of cancer-specific
aneuploidy are typically high. Any kind of cancer could have as many specific
aneusomies as there are chromosomes involved in the differentiation of its precursor
cell in addition to random aneusomies. Thus cancer-specific phenotypes, such as inva-
siveness, metastasis and drug-resistance, are generated by the abnormal dosages of
thousands of normal genes. Since aneuploidy is inherently unstable, cancer-specific
phenotypes, such as drug-resistance, can be reversible or convertible to other pheno-
types at the same rates at which they are generated. The chromosomal theory predicts
the heterogeneous phenotypes and karyotypes of cancer cells as consequences of inde-
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pendent evolutions of the inherently unstable cells of cancers. Since aneuploidy causes
dedifferentiation, the model further predicts that the degrees of malignancy of cancer
cells are proportional to the degrees of aneuploidy.
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1. Einleitung

Die DNA-Bildzytometrie ist eine Methode der mikroskopischen Krebsdiagnostik. Sie
wird zu drei verschiedenen Zwecken in der Zytopathologie angewendet:

1. Zur Fritherkennung von Krebs an mikroskopisch darauf verdichtigen Zellen
(Dysplasien)

2. Zur Bestimmung des Grades der Bosartigkeit eines Tumors (Malignitétsgra-
ding)

3. Zur Beurteilung des Ansprechens eines Tumors auf seine Behandlung (Thera-
pie-Monitoring).

Bei der DNA-Bildzytometrie wird die Menge an Erbsubstanz (DNA) pro Zellkern
computerunterstiitzt im Mikroskop gemessen. Weicht der DNA-Gehalt in einer be-
stimmten Anzahl von Zellen (z. B. 300) von der Norm ab (DNA-Aneuploidie), beweist
dies in der Regel, dass der Patient einen Tumor hat. Derartige Abweichungen beruhen
auf einem Verlust oder Gewinn einzelner Chromosomen (chromosomale Aneuploidie),
wie sie nur bei Tumoren vorkommen. Je bosartiger der Krebs ist, umso ausgepréigter
sind die Stérungen des normalen Chromosomensatzes einer Tumorzelle. Andert sich
unter Therapie die DNA-Verteilung des Tumors zum Normalen hin, so kann dies als
Erfolg der Behandlung gewertet werden.
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Die Messung erfolgt mittels geeigneter computerisierter Verfahren unter der Kontrolle
eines erfahrenen Pathologen (Abb.16). Dazu stehen die DNA-Flusszytometrie und die
DNA-Bildzytometrie zur Verfligung. Bei letzterer wird die Erbsubstanz DNA in den
Zellkernen des Tumorgewebes spezifisch (mit den Farbstoffen Pararosanilin oder Thi-
onin) angefdrbt (sog. Feulgen-Farbung, benannt nach dem Giessener Biochemiker
Robert Feulgen, 1924; Abb 21). Mit einem TV-Bildanalysesystem wird in mehreren
hundert Zellkernen im Mikroskop die Farbstoffmenge pro Zellkern gemessen (Abb.17).
Ein individueller Referenzwert (d.h. ein normaler zweifacher bzw. diploider DNA-
Gehalt) wird in derselben Weise an etwa 30 normalen Zellen (z. B. Lymphozyten,
Bindegewebszellen oder Zellen der Schleimhaut) in derselben Probe bestimmt und der
Messung der zu analysierenden Zellen zugrunde gelegt (interne Kalibrierung). Die
erhaltenen DNA-Gehalte pro Zellkern werden in einem sog. ,,DNA-Histogramm® gra-
phisch dargestellt (Abb 6 - 13). Daraus kann man den am héufigsten vorkommenden
DNA-Gehalt der Tumorprobe ersehen. Diesen nennt man ,,Tumorstammlinie* (Abb 9).
Deren DNA-Gehalt wird in der Dimension ¢ (=content) angegeben. lc entspricht dem
DNA-Gehalt des Kernes einer Zelle mit einfachem (haploiden) Chromosomensatz.
Stammlinien auflerhalb der normalen Werte von 2c und 4c und sehr hohe DNA-Gehalte
einzelner Zellen sprechen fiir das Vorliegen eines Tumors. Eine DNA-Stammlinie im
Bereich von 1,80c und 2,20c wird als peridiploid bezeichnet (d.h. ,,um den zweifachen
Chromosomensatz, Abb 10), zwischen 3,6¢ und 4,4c als peritetraploid (d.h. ,,um den
vierfachen Chromosomensatz, Abb. 11%), auerhalb dieser Bereiche als x-ploid (d.h.
»um den x-fachen Chromosomensatz, Abb 12)“. Liegen mehrere DNA-Stammlinien
vor, spricht man von multiploid (Abb 13).

2. Biologische Grundlagen

Die biologischen Grundlagen der diagnostischen DNA-Bildzytometrie liefern die Pha-
nomene der chromosomalen Aneuploidie, der Vermehrung von Zellen (Proliferation)
und der euploiden Polyploidisierung.

2.1. Chromosomale Aneuploidie

Normale, nicht maligne Zellen des Menschen haben (mit Ausnahme der Samen- und
Eizellen) einen zweifachen Satz von 23 Chromosomen (je einen Satz vom Vater und
einen von der Mutter), also insgesamt 46 (Abb 1). Zellen eines beginnenden Gebarmut-
terhals- oder Prostatakarzinoms z. B. zeigen bereits Abweichungen davon, also ein
Fehlen von Chromosomen (bzw. -Bruchstiicken) oder einen Gewinn derselben. Dies
nennt man chromosomale Aneuploidie (Duesberg et al., 2004; Abb 2-5).

Die dadurch entstehenden Abweichungen des DNA-Gehaltes von der Norm kann man
mit der DNA-Zytometrie messen. Ubersteigen die gemessenen Werte einzelner Zellen
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den systembedingten Messfehler des Verfahrens (+ 10 %), so liegt DNA-Aneuploidie
vor (Haroske et al., 2002; Abb. 8, 9). Der Nachweis einer chromosomalen Aneuploidie
oder der mit ihr verbundenen Mengenverdnderdnderung der DNA (analog: DNA-
Aneuploidie genannt), gilt international als Marker fiir das Vorliegen von Tumorzellen.
Weist man z. B. in Prostatazellen also DNA-Aneuploidie nach, dann liegt zweifelsfrei
ein Prostatakarzinom vor (Baretton et al., 1993). In manchen Organen, wie dem Mund
oder dem Muttermund konnte durch Nachweis von DNA-Aneuploidie in Abstrichen
Krebs gut zwei Jahre friither als mit der histologischen Untersuchung von Biopsien
nachgewiesen werden (Remmerbach et al., 2001, 2003; Maraki et al., 2004, 2005 a, b,
Grote et al., 2003).

Der amerikanische Molekularbiologe Peter Duesberg beschreibt die Entstehung einer
Tumorzelle als Kettenreaktion mehrfacher Aneuploidisierungen (Duesberg et al.,
2004). Dementsprechend beginnen die meisten Tumoren mit relativ geringen Chromo-
somen-Verdnderungen, die dann im Lauf der Jahre zunehmen koénnen. Dies in dem
Mafle, wie die Bosartigkeit des Karzinoms (= maligne Potenz) zunimmt ("chain-
reaction of multiple aneuploidizations®). Das heif3t, je bosartiger ein Krebs ist, umso
ausgepragter sind die in seinen Zellen vorkommenden Chromosomenstdrungen (an
Zahl und Art) und umso unterschiedlicher (variabler) sind sie von Zelle zu Zelle. Die
DNA-Zytometrie misst beides, das Ausmal} der chromosomalen Aneuploidie und ihre
Unterschiedlichkeit (Variabilitdt). Ein vergleichsweise wenig bosartiger Krebs
(,,Haustier-Krebs*) zeigt demnach in fast allen Zellen noch relativ normale
DNA-Gehalte. Man nennt dies ,,peridiploid“, weil der normale Chromosomensatz
diploid ist (Abb. 10). Ein sehr aggressives Prostatakarzinom zeigt dagegen sehr hohe
DNA-Gehalte (bis zum 10-fachen der Norm) und starke Schwankungen. Der Pathologe
spricht von einer ,,multiploiden® DNA-Verteilung (Abb. 13). Dazwischen gibt es noch
die ,,peritetraploide” DNA-Verteilung (Abb. 11), der z.B. beim Prostatakarzinom
immer noch eine relativ guten Prognose entspricht und die ,,x-ploide Verteilung (Abb.

12). Zwischen ,,peridiploider” (= Grad 1), ,,peritetraploider (= Grad II), ,,x-ploider (=
Grad IIT) und ,,multiploider” (= Grad IV) DNA-Verteilung gibt es flieBende Uberginge
(Tribukait, 1991). Mit der Zeit kann es im Rahmen der sog. ,,zytogenetischen" Tumor-
progression‘ spontan zu einem Anstieg des DNA-Malignitdtsgrades, d. h. des Ausma-
Bes chromosomaler - und dementsprechend von DNA-Aneuploidie kommen (Bdcking
et al., 1985). Zudem konnen sich in verschiedenen Teilen des Tumors unterschiedliche
DNA-Verteilungsmuster finden. Daher muss man, vor allem bei groferen Tumoren
(T2, T3, T4), mehrere (bis zu fiinf) verschiedene Proben fiir die DNA-Zytometrie un-
tersuchen (Wang et al., 2000).

Folgende Ursachen kommen fiir die Entstehung von chromosomaler Aneuploidie infra-
ge: Chromosomen-Briichigkeits-Syndrome, ionisierende Strahlen (z. B. Rontgen),
mechanische Krifte (z. B. Asbestfasern), Virus-Infekte (z. B. HPV), chemische Agen-
zien (z. B. Nitrosamine) und Mutationen bestimmter Gene (z. B. APC). Bekannte Me-
chanismen der Entstehung einer chromosomalen Aneuploidie sind: Dysfunktionen von
Zentromeren, Zentriolen, Zentrosomen, Telomeren und Spindelfasern. Alle diese Orga-
nellen sind an einer ordnungsgeméfen Aufteilung des verdoppelten Chromosomensat-
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zes auf die beiden Tochterzellen beteiligt. Neben numerischen chromosomalen Aberra-
tionen unterscheidet man strukturelle, balancierte und unbalancierte. Mogliche Effekte
chromosomaler Aneuploidie sind: Zelltod, Immortalisierung, Stop der Zellteilung,
neoplastische bzw. maligne Transformation und Chemotherapie-Resistenz. In der Zy-
togenetik und der DNA-Zytometrie werden identische Begriffe oft mit unterschiedli-
cher Bedeutung verwendet. Tabelle 1 stellt die fiir beide Methoden gebriuchlichen
Definitionen einander gegeniiber.

2.2. Proliferation

Fiir die Beurteilung des Grades der Bosartigkeit von Tumorzellen ist auch ihre Wachs-
tumsrate (resp. ihre Wachstumsgeschwindigkeit) von Bedeutung. Diese kann meist
ebenfalls mit der DNA-Zytometrie bestimmt werden (sofern eine geniigende Anzahl
von Tumorzellen gemessen wurde). Je schneller ein Krebs wéchst, umso bosartiger ist
er. Teilen sich dagegen die Tumorzellen nur langsam, etwa wie gesunde Zellen, dann
ist der Tumor in der Regel wenig aggressiv. Als MaB fiir die Wachstumsgeschwindig-
keit wird in der Pathologie oft der Anteil in Teilung befindlicher Zellen verwendet, die
sog.,,Proliferationsfraktion. Ist diese klein und betrégt z. B. bei einem (peridiploiden)
Prostatakarzinom weniger als 5 %, so liegt die Wahrscheinlichkeit 73-jdhriger Manner,
in den folgenden 15 Jahren an ihren Tumor zu sterben bei nur ca. 10 % (Ahlgren et al.,
1997, Tribukait, 2005). Die Wahrscheinlichkeit von gleich alten Méannern in Deutsch-
land nach zehn Jahren an etwas anderem zu sterben betrdgt dagegen iiber 20 %.

2.3. Euploide Polyploidisierung

Unter besonderer funktioneller Beanspruchung, wie z. B. erhdhter Pumpleistung des
Herzens, konnen Zellen ihren Chromosomensatz wiederholt regelhaft verdoppeln.
Daraus entstehen vierfache, achtfache, sechzehnfache oder zweiunddreifiigfache
Chromosomenausstattungen eines Zellkernes ohne dass dies krankhaft ist. Infekte mit
bestimmten Viren (z. B. HPV), Behandlung mit Strahlen oder Zytostatika, wie auch
eine vermehrte Regeneration von Zellen gehen mit dieser euploiden Polyploidisierung
einher (Biesterfeld et al., 1994; Abb. 7). Bei der Interpretation von DNA-Stammlinien
oder einzelner besonders hoher Werte ist dieses Phdnomen zu bedenken, um nicht
félschlicherweise Polyploidie mit Aneuploidie zu verwechseln. Samenblasen-
Epithelien zeigen eine ausgeprigte Polyploidisierung, was zytologisch frither gelegent-
lich zu ihrer Verwechslung mit Zellen eines Prostata-Karzinoms fiihrte.
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Abb.1: Karyogramm einer normalen menschlichen Korperzelle mit doppeltem Chro-

mosomensatz (2 x 23)

g e ant?
-

o

L]

o

2]

-]

-l

-
-

.
.

1]

~

o

™

Sy

>y

o
o

=

o

&

=}]

4

Abb.2: Karyogramm einer Krebszelle des Malignititsgrades 1 mit geringen numeri-

schen und strukturellen Abweichungen vom normalen Chromosomensatz (= chromo-

somale Aneuploidie)
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Abb.4: Karyogramm einer Krebszelle des Malignititsgrades 3 mit starken Abweichun-
gen vom normalen Chromosomensatz
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Abb.5: Kryogramm einer Krebszelle des Malignitétsgrades 4 mit sehr starken Abwei-

chungen vom normalen Chromosomensatz
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Abb.6: Normale (euploide), diploide DNA-Verteilung in gesunden Zellen eines Ge-

barmutterhals-Abstriches
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Abb.7: Normale (euploide), polyploide DNA-Verteilung in mit HPV-Viren infizierten
Zellen eines Gebdrmutterhals-Abstriches

Nusclai

l 'I‘ L] JI Il ] ] I

0 1 F] a 4 5 B ] 0
100 |G

Abb.8: Abnormale (aneuploide), auf Krebs hinweisende DNA-Verteilung in Zellen
eines Gebarmutterhals-Abstriches mit wenigen Messwerten Grofle 9c

54 Bocking: DNA-Bildzytometrie



Muclai

Iﬂl I P | Il m |
k: 4 G T 8 0

5
100C)

Abb.9: Abnormale (aneuploide), auf Krebs hinweisende DNA-Verteilnung in Zellen
eines Gebdrmutterhals-Abstriches mit sog. DNA-Stammlinie bei 3¢
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Abb.10: Peridiploide DNA-Verteilung eines Prostatakarzinoms (DNA-Grad 1)
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Abb.11: Peritetraploide DNA-Verteilung eines Prostatakarzinoms (DNA-Grad 2)
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Abb.12: X-ploide DNA-Verteilung eines Prostatakarzinoms (DNA-Grad 3)
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Abb.13: Multiploide DNA-Verteilung eines Prostatakarzinoms (DNA-Grad 4)

3. Pathologische Grundlagen

Krebs-verdichtige Herde werden entweder vom Patienten selbst bemerkt oder von
Arzten durch Inspektion, Palpation oder mit bildgebenden Verfahren zunichst nur
vermutet, definitiv aber ausschlie8lich von Pathologen mikroskopisch an Zellen oder
Geweben diagnostiziert. Der Tumor-Histologie-Schliissel der Internationalen Klassifi-
zierung der Krankheiten (ICD-O-M) fiihrt etwa 2.200 mikroskopisch unterscheidbare
Neubildungen auf (Grundmann et al.,1997).

Dimensionen der mikroskopischen Krebsdiagnostik sind:

die qualitative Diagnose eines Tumors (liegt iiberhaupt ein solcher vor?)
seine Dignitédtsbestimmung (ist er gutartig oder bosartig?)
seine histogenetische Klassifikation (von welchem Gewebe stammt er ab?)

sein Malignitétsgrading (wie bosartig ist er?) und

O O O o o

das Tumor- Staging (wie ausgebreitet ist er im Korper?).
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Bei der mikroskopischen Entscheidung, ob die vorliegenden Zellen oder Gewebe von
einem Tumor stammen oder nicht, tauchen gelegentlich Probleme auf. Der Pathologe
bezeichnet auf Krebs verdéchtige, dafiir aber nicht beweisende Zell- oder Gewebsver-
dnderungen auch als Dysplasien. In der Prostata spricht man von prostatischen intrae-
pithelialen Neoplasien (PIN), wenn man sich mikroskopisch nicht sicher ist, ob die
verdédchtigen Zellen bereits einem invasiven Karzinom entsprechen oder nicht. In die-
sen Fillen hilft die DNA-Zytometrie weiter. Stellt man beispielsweise in einer prostati-
schen intraepithelialen Neoplasie (PIN) DNA-Aneuploidie fest, dann kann man davon
ausgehen, dass es sich bereits um ein sehr frithes Stadium (in situ) eines Prostatakarzi-
noms handelt (Baretton et al., 1993). Auch bei der Unterscheidung zwischen Gutartig-
keit und Bosartigkeit von Tumoren (Dignititsbestimmung) kann die DNA-Zytometrie
hilfreich sein, da sich beide in der Regel durch das Ausmal} der zugrunde liegenden
Aneuploidie unterscheiden (z. B. sog. Borderline-Tumoren des Ovar).

Wihrend die DNA-Zytometrie zur histogenetischen Klassifikation und zum Tumorsta-
ging keinen Beitrag leistet, ist sie in der Regel bei der Gradierung der Malignitét vieler
Tumoren, wie z. B. des Prostatakarzinoms, sehr hilfreich. Das liegt daran, dass diese
Tumoren umso bdosartiger sind, je stidrker chromosomale Aneuploidie in ihren Zellen
ausgepragt ist.

4. Gerite und Messtechnik

4.1. Messgeriite

Um auf den DNA-Gehalt von Zellkernen zu schlieen, wird deren Erbsubstanz spezi-
fisch durch die sog. Feulgen-Farbung mit den Farbstoffen Pararosanilin (violett; Abb.
14, 15) oder Thionin (blau) angefdrbt. Die pro Zellkern gebundene Farbstoffmenge
wird mikrodensitometrisch gemessen. In den 60er und 70er Jahren des vorigen Jahr-
hunderts verwendete man dafiir sog. Mikroskopphotometer (z. B. ZEiss UMSP). Seit
den 80er Jahren des vorigen Jahrhunderts aber benutzt man Videokameras und PC-
gestiitzte Bildanalysesysteme (z. B. CAS von BECTON AND DICKINSON, USA; SAMBA
von ALCATEL, Frankreich; TAS von LEICA, Wetzlar; IBAS von ZEISS, OBERKOCHEM;
CM1 voN HUND, WETZLAR; AUTOCYE-QUIC-DNA von Zeiss, Jena).
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Abb.14: Nach Feulgen spezifisch fiir DNA-geféirbte Zellen eines Prostatakarzinoms
Grad 1 aus einem Feinnadelpunktat

Abb.15: Nach Feulgen spezifisch fiir DNA-gefirbte Zellen eines Grad 3 Prostatakarzi-
noms
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4.2. Messtechnik

Messprinzip ist die Bestimmung der integrierten optischen Dichte pro Zellkern. D. h.
dass die Grauwerte aller Pixel des Zellkernbildes aufsummiert und als integrierte opti-
sche Dichten (IOD’s) angegeben werden (Abb. 17, 18). Die IOD’s von etwa 30 norma-
len, gesunden Zellen mit diploidem Chromosomensatz werden als interne Referenz
verwendet. Der Mittelwert ihrer IOD’s wird als 2c gesetzt. lc entspricht dem
DNA-Gehalt eines gesunden, haploiden Zellkernes. IOD-Werte gemessener Analyse-
zellen werden also in Bezug zu denen der internen Referenzzellen gesetzt.

Fiir die Messung muss vom Bildanalysesystem zunéchst eine sog. ,,Messmaske* gene-
riert werden, welche das Bild des Zellkerns exakt abdeckt und in welcher die 10D
gemessen werden soll. Zur Bestimmung des Leerwertes (Ip) bzw. des mittleren Grau-
wertes des Hintergrundes muss eine zweite Messmaske generiert werden, die der
Kernmaske eng anliegt, aber seiner Form und Grofle exakt angepasst werden muss. Da
das sog. Streulicht (englisch glare) ebenso wie Lichtbeugung am Rande des Zellkernes
zu Messfehlern fiithrt, miissen diese unbedingt durch entsprechende Software-
Prozeduren korrigiert werden (Kindermann und Hilgers, 1994). Streulicht fithrt dazu,
dass vor allem kleine und besonders dunkle Zellkerne félschlicherweise zu geringe
I0OD-Werte ergeben. Lichtbeugung fiihrt dazu, dass die Rénder der Zellkerne zu hell
erscheinen. Fehlende Glare- und Beugungskorrekturen resultieren in einer Verbreite-
rung von Messwertpeaks und einer artifiziellen Rechtsverschiebung von
DNA-Histogrammen.  Damit  besteht die  Gefahr von  falsch-positiven
DNA-Aneuploidie-Diagnosen.

Bei einer Verwendung von Schwarzweiss-Videokameras muss ein Interferenzfilter mit
geringer Halbwertbreite (+ 10 nm) verwendet werden, der dem Absorbtionsmaximum
des verwenden DNA-spezifischen Farbstoffes entspricht (560 nm bei Pararosanilin,
590 nm bei Thionin). Bei Farbvideokameras (Abb. 16) benutzt man fiir die Densio-
metrie den Griinkanal oder eine Mischung aus diesem und Anteilen anderer Farbkanile.
Auf jeden Fall muss eine Linearitdt zwischen physikalisch definierten und gemessenen
Grauwerten garantiert sein (Sanchez et al., 1990). Diese Voraussetzungen kénnen mit
dem PRESS PRO 21-slide gemif dem III. ESACP-Consensus-Report iiberpriift werden
(Giroud et al., 1998).
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Abb.17: Messmonitor der DNA-Bildzytometrie. Links: zur Messung ausgewéhlte Zell-
kerne mit ihrem jeweiligen DNA-Gehalt. Rechts: Das DNA-Histogramm zeigt die
Verteilung der Messwerte an

Bocking: DNA-Bildzytometrie 61



.|' | ‘ ‘ . g | Soamepan| Fomaslion s |
o e o e e ?,,.._m s w. |
Qe e easoa 160--,

E
NP oweesds ey

L
ST 5N | GESRETE | SHSTID | SOREDG | SOU | SITAT RS K 08 7 | SI0%0 | SMEr 19 T
®esPoeaaver
vwomd | sennos | srears | wawa | sown | ween | moms | oow 7 | swes | wams | sy | |8
@roemeF\Ne2@a0 =, el
st | e | s | s | s | sxe | s | cmns | soon | s | e | omie
B9TT2 | GIOED | ROMER | TSN | WOWE | SIIO | R4 | SRS A0 | WEM | WIS | 4500
i | i § st i o | | s s | | | e |
Il ] 5
Ready St by ok K

Abb.18: Messmonitor der DNA-Bildzytometrie: Links: Bildgalerie vermessener Zell-
kerne eines Karzinoms. Rechts: Zugehoriges DNA-Histogramm

4.3. Kalibrierung

Zur Kalibrierung der Histogramme in der Einheit des DNA-Gehaltes ¢ (Abb. 6 - 13)
empfiehlt sich unbedingt die Verwendung interner Referenzzellen im selben Priparat
und nicht etwa externer aus anderen. Da Details von Lagerung, Préparation und Fixati-
on der Zellen einen erheblichen Einfluss auf das Ergebnis der Feulgen-Farbung haben,
ist es unbedingt notwendig, Referenzzellen nicht nur im selben zytologischen Préparat,
sondern mdglichst auch in unmittelbarer Umgebung der jeweiligen Analysezellen zu
messen.

Je nach Materialtyp kommen verschiedene Referenzzellen zur internen Kalibrierung
infrage, z. B.

. Organpunktate: morphologisch normale Parenchymzellen

. Schleimhautabstriche: morphologisch normale Epithelien

. Korperhohlenergiisse: morphologisch normale Mesothelzellen

. Urin: morphologisch normale Urothelzellen

. Liquor: normale Lymphozyten

. Enzymatische Zellvereinzelungen: Fibroblasten oder normale Epithelzellen

. Bronchialsekrete: morphologisch normale Zylinderepithelien.
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Falls keine organspezifischen Referenzzellen vorhanden sind, eignen sich auch Lym-
phozyten aus dem Blut, von denen nur moglichst solche verwendet werden diirfen,
deren Kernfliche grofler als 25 pmz ist. Granulozyten sollten nicht als Referenzzellen
verwendet werden, da ihre Kernsegmente nicht nur zu klein, sondern in der Regel auch
zu dunkel (pyknotisch) sind, um trotz Software-Korrektur von Streulicht- und Beu-
gungsfehlern korrekte Messwerte zu liefern (die IOD’s werden falsch zu gering ange-
geben).

Es sollten mindestens 30 interne Referenzzellen gemessen werden, deren Mittelwert als
2c gesetzt wird.

Ein MaB fiir die Giite der Referenzzellmessung ist zum einen der Variationskoeffizient
der IOD’s (CV) der <5 % sein muss. Alternativ soll der Standardfehler des Mittelwer-
tes (ISEM) < 1,5 % betragen. Zum anderen darf keine Abhéngigkeit der IOD bzw.
DNA-Gehalte normaler Referenzzellen von der Fliache der Zellkerne bestehen. D. h.,
dass der Korrelationskoeffizient zwischen beiden Variablen idealerweise 0 betragen
sollte. Werte bis r < 0,4 werden aber nach internationalem Konsens noch akzeptiert
(Haroske et al., 2001). Eine Moglichkeit der subjektiven Kontrolle des Vorliegens einer
Korrelation zwischen 10D und Flache der Referenzzellen ergibt sich durch die Inspek-
tion des entsprechenden Punktediagramms. Weichen die IOD-Werte von kleinen Ker-
nen <25 pmz zu niedrigen Werten hin ab, ist es erlaubt, diese ,,Ausreiler aufgrund der
Messung pyknotischer Kerne im Datensatz zu 16schen. Gelingt es nicht durch Lo-
schung zu kleiner Referenzzellen oder Hinnahme weiterer Zellenmessungen dem CV
unter 5 % und den Korrelationskoeffizienten r <0,4 zu senken, dann darf die Referenz-
zellmessung nicht zur Kalibrierung eines DNA-Histogramms zu diagnostischen Zwe-
cken verwendet werden.

Die Referenzzellmessung stellt den kritischsten Schritt der diagnostischen
DNA-Bildzytometrie dar. Nachlédssigkeiten in diesem Procedere koénnen zur
falsch-positiven Annahme von DNA-Aneuploidie und damit eines malignen Tumors
fithren.

4.4. Messstrategien

In der DNA-Bildzytometrie werden in der Regel nur diejenigen Zellen gemessen, die
diagnostisch relevant sind. Das sind die mikroskopisch malignitdtsverddchtigen
(dysplastischen), sofern die Messung dem Zweck dient, die Dignitét dieser Zellen zu
kldaren. Alle unverddchtigen, mikroskopisch normal erscheinenden Zellen werden nicht
gemessen. Innerhalb der Population der dysplastischen Zellen darf allerdings nicht
selektiert werden. Das heilit, dass z. B. nicht nur die besonders grofien oder dunklen
Zellkerne zur Messung ausgewihlt werden diirfen. Im Prinzip muss jede dysplastische
Zelle also in die Messung einbezogen werden. Liegt am Ende einer solchen Zufalls-
messung dysplastischer Zellen DNA-Aneuploidie nicht vor, dann darf in einem zweiten
Akt im gesamten Priparat nach besonders groflen oder sonst morphologisch auffalligen
Zellen gesucht werden, um sog. ,,rare events™ zu finden, also einzelne Zellen mit einem
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besonders hohen, pathologischen DNA-Gehalt. Gelegentlich ldsst sich damit doch noch
DNA-Einzelzell-Aneuplodie feststellen, nachdem Stammlinien-Aneuploidie nicht
gefunden worden ist. In diesem Fall sollte man aber der Diagnose den Hinweis hinzu-
fiigen, dass Einzelzell-Aneuploidie nur nach Aufsuchen des gesamten Priparates hat
festgestellt werden konnen.

Wenn die Fragestellung dagegen die Bestimmung des DNA-Malignitétsgrades ist, dann
miissen alle Tumorzellen nach Zufallsprinzipien gemessen werden. Auch hierbei ist es
nicht erlaubt, morphologisch besonders auffillig Zellkerne bevorzugt zu messen, da
dies das Ergebnis in dem Sinne beeinflussen wiirde, dass der Malignitdtsgrad zu hoch
erscheint. Auch hierbei ist es erlaubt, in einem zweiten Akt einzelne Zellen mit beson-
ders hohem DNA-Gehalt zur Messung aufzusuchen, wenn dies besonders vermerkt
wird.

Was die subjektive bzw. objektive Auswahl der Zellen zur Messung betrifft gibt es in
der diagnostischen Bildzytometrie vier verschiedene Modi:

1. Der User klickt jeden zu messenden Zellkern auf den Monitor mit der Maus
einzeln an und wéhlt ihn damit bewusst fiir die Messung aus. Nur fiir diesen ermittelt
die Bildanalyse-Software dann eine seiner Form und Grofe exakt angepasste Mess-
Maske (positive subjektive Selektion; Abb. 17).

2. Die Bildanalyse-Software detektiert alle Zellkerne gleichzeitig und der User
eliminiert per Mausklick nur die nicht infrage kommenden Kerne, samt Artefakten
(negative subjektive Selektion).

3. Die Bildanalyse-Software detektiert nicht nur alle Zellkerne automatisch und
eliminiert dabei auch Artefakte, sie macht auch automatisch Vorschldge zur Klassifika-
tion aller Kerne als zu Referenzzellen oder Analysezellen gehorig. Der User kann aber
fiir jede einzelne Zelle am Monitor die Klassifikation &ndern (automatische Selektion
und Klassifikation mit subjektiver Korrektur am Monitor).

4. Die Bildanalyse-Software detektiert und klassifiziert alle Zellkerne automa-
tisch ohne Moglichkeit der Korrektur am einzelnen Monitorbild (automatische Selekti-
on und Klassifikation ohne subjektive Korrektur am Monitor).

Fiir diese vier Mess-Modi muss die Moglichkeit gegeben sein, alle Zellkerne samt
Detektionsmasken getrennt nach Referenzzellen und Analysezellen als sog. ,,Bildgale-
rie” auf dem Monitor vorgefiihrt bekommen und noch einzelne Elemente zu eliminie-
ren (z. B. wenn sie sich als Artefakte, unscharfe oder autolytische Kerne darstellen)
oder sie neu zu klassifizieren. Dies sollte auch noch an einem Punktediagramm mdglich
sein, welches jeden Zellkern mit seinem DNA-Gehalt und seiner Fldche darstellt (dot
plot). Darin erkannte Ausreiler miissen nicht nur bildlich dargestellt damit beurteilt
werden, sondern auch im Datensatz geloscht werden kénnen.
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4.5. Messpriizision

Es versteht sich von selbst, dass die Sicherheit diagnostischer Aussagen der
DNA-Zytometrie erheblich von der Messprézision abhéngt. So kann eine geringe Ab-
weichung des DNA-Gehaltes von der Norm, welche fiir einen malignen Tumor bewei-
send sein kann, nicht erkannt werden, wenn der Messfehler zu grof ist. Dies kann sich
in einer zu grofen Streuung der Messwerte z. B. diploider Zellen duflern oder in einer
artifiziellen Verschiebung des gesamten DNA-Histogramms. Fehler, welche die Genau-
igkeit der DNA-Messungen in Zellkernen beeinflussen, treten auf verschiedenen Ebe-
nen auf:

1. Densiometrische Linearitit
2. Streulicht

3. Beugung

4. Segmentierung

4.5.1. Densiometrische Linearitiit

Es muss durch Kontrollmessungen sicher gestellt werden, dass iiber den gesamten
vorkommenden Grauwertbereich (Transmissionen von 0-1, Extinktionen von 0-o) eine
Linearitdt zwischen den physikalisch vorgegebenen und den gemessenen Grauwerten
gegeben ist. Dies lédsst sich mit dem sog. PRESS PRO 21 Slide testen, auf welchem
Testobjekte unterschiedlicher Transmissionen in Form und Grof3e menschlicher Zell-
kerne aufgebracht sind. Da viele Videokameras eine geniigende densitometrische Line-
aritdt nicht an sich bieten, muss diese ggf. durch softwareméfige Korrektur der Kennli-
nien der Kamera korrigiert werden (Giroud et al., 1998, Sanchez et al., 1990).

4.5.2. Streulicht

Streulicht entsteht im Mikroskop durch Beugung des Lichtes an Grenzfldchen, wie von
Linsen und Blenden. Es bewirkt, dass im mikroskopischen Bild schwarze Partikel, wie
z. B. Aktivkohleteilchen, grau erscheinen, bzw. statt eine Transmission von 0 z. B. eine
von 0,1 aufweisen (Jarvis, 1986l., Kindermann und Hilgers, 1994). Bei der
DNA-Bildzytometrie fiihrt dieser Effekt dazu, dass vor allem bei sehr kleinen (< 25
pmz) und sehr dunklen (pyknotischen) Zellkernen, wie von degenerativ verdnderten
Lymphozyten, zu geringe IOD-Werte gemessen werden. Das Ergebnis sind verfélschte
Histogramme mit zu breiten und verschobenen Peaks. Ergebnisse der
DNA-Bildzytometrie ohne softwareméfige Korrektur des Streulichtfehlers sind daher
mit grofter Vorsicht zu interpretieren. Heutzutage sollten nur Gerdte mit einer funktio-
nierenden softwaremifigen Streulicht- und Beugungskorrektur angeboten und gekauft
werden. Bei ersterer wird der Grauwert jedes Pixels um den zuvor ermittelten Streu-
lichtwert der jeweiligen Mikroskopeinstellung korrigiert. Neuere Mess-Systeme verfii-
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gen iber eine vollautomatische Korrektur des Streulichtfehlers, basierend auf dem
jeweils aktuellen Streulicht der Mikroskopeinstellung.

4.5.3. Beugung

Im Lichtmikroskop kommt es am Rande eines Partikels im Strahlengang zu einer Beu-
gung von Lichtstrahlen in dessen Inneres. Dies fiihrt zu einem sog. ,,Beugungssaum®,
der ebenfalls eine prizise Messung der integrierten optischen Dichte beeintrichtigt.
Neuere Systeme zur DNA-Bildzytometrie verfiigen daher iiber eine softwareméBige
Korrektur des sog. ,,Beugungsfehlers®.

4.5.4. Segmentierung

Eine exakte Bestimmung der integrierten optischen Dichte (IOD) eines Zellkerns kann
nur erfolgen, wenn dieser zundchst passgenau segmentiert worden ist. Das bedeutet,
dass das Bildanalysesystem eine der Grofe des Kerns ideal angepasste Maske generie-
ren muss. Fehlen darin Teile des Zellkernes, wird eine zu geringe IOD angegeben. Ist
die Maske dagegen zu groB, kann die IOD unter Umstdnden zu hoch gemessen werden.
Der Kéufer eines Bildanalysesystems zur diagnostischen DNA-Bildzytometrie sollte
sich daher zunichst anhand eigener Préparate von der hohen Qualitidt der Segmentie-
rung zu messender Zellkerne liberzeugen. Dariiber hinaus sollte vor jeder Akzeptierung
der Messwerte ausgewéhlter Kerne die Prazision der Messmasken am Monitor iiber-
priift werden.

5. Indikationen
5.1. Friiherkennung von Krebs

Oft liegen entweder nicht geniigend Zellen fiir eine sichere mikroskopische Krebsdiag-
nose vor oder die Zellmorphologie lédsst diese noch nicht zu. Kann man in diesen Féllen
aber DNA-Aneuploidie nachweisen, so lésst sich ein Tumor (meist ein Karzinom) oft
um mehrere Jahre frither sichern, als dies mit bloBem Auge am Mikroskop machbar ist
(Abb. 8, 9). So deutet ein krankhaft erhdhter Gehalt an Erbsubstanz (beispielsweise in
der Mund-, der Bronchial-, der Gebdrmutterhals- oder der Kehlkopf-Schleimhaut) etwa
drei Jahre frither auf einen beginnenden Krebs hin als dies die feingewebliche (histolo-
gische) oder zelluldre (zytologische) Diagnose ermoglicht (Bocking et al., 1985, 1986;
Auffermann und Bocking, 1985; Remmerbach et al., 2003; Maraki et al., 2005; Sudbg
et al., 2001). Der Nachweis von DNA-Aneuploidie in Zellen einer prostatischen intrae-
pithelialen Neoplasie (PIN) qualifiziert diese daher als sehr friihe Form eines Prostata-
karzinoms (Baretton et al., 1993).
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Da unter Umsténden der Nachweis einer einzigen Zelle mit einem stark erhdhten DNA-
Gehalt ( z. B. groBer 9¢) oder von etwa 100 Zellen mit gering erh6htem DNA-Gehalt
(z. B. 2,25¢c) ausreicht um eine sichere Krebsdiagnose zu stellen, erlaubt die DNA-
Bildzytometrie eine Krebsdiagnostik nicht nur sehr frith sondern gelegentlich auch an
sehr wenigen Zellen (Remmerbach et al., 2001, 2003; Maraki et al., 2004, 2005).

5.2. Malignitéitsgrading

Je ausgeprégter und unterschiedlicher die Storungen der Chromosomenart und Zahl in
einem Tumor sind (bedingt durch sogenannte genetische bzw. chromosomale Instabili-
tdt), umso bosartiger ist er (Abb. 2 - 5, 10 - 13). Man spricht dann von einem hohen
Grad an chromosomaler Aneuploidie (Tribukait et al., 2004). Bei der Messung des
DNA-Gehaltes von Tumorzellen schligt sich dies als hohe und stark schwankende
Werte nieder (ausgepriagte DNA-Aneuploidie) (Bocking et al., 1995).

Karzinome mit guter Prognose (Malignititsgrad 1) zeigen meist Zellkern-DNA-Gehalte
entsprechend dem normalen zweifachen Chromosomensatz (peridiploid; Abb 10).

Karzinome mit méBiger Prognose (Malignititsgrad 2) zeigen oft DNA-Werte entspre-
chend einem vierfachen Chromosomensatz (peritetraploid; Abb. 11)

Karzinome mit ungiinstiger Prognose (Malignititsgrad 2) weisen in der Regel in allen
Zellen falsche Chromosomensitze auf (aneuploid; Abb. 12)

Karzinome mit sehr schlechter Prognose (Malignitétsgrad 4) haben dagegen meist hohe
und stark schwankende DNA-Zellkern-Gehalte (multiploid; Abb. 13).

Fiir folgende Tumoren sind wissenschaftlich erprobte und prognostisch bedeutsame
Malignitétsgradierungen durch Messungen des DNA-Gehaltes beschrieben worden:

e Mundkrebs (Schimming et al., 1998)

. Brustkrebs (Fallenius et al., 1988)

e Gebarmutterhalskrebs (Grote et al., 2001)

e  Eierstockkrebs (Kristensen et. al., 2003))

. Karzinoide des Diinndarms (Raatz et al., 2004)
. Prostatakrebs (Tribukait, 1993)

Die DNA-Zytometrie dient beim Prostatakarzinom in erster Linie der Bestimmung
seiner Aggressivitit (seines Malignititsgrades). Je bosartiger ein Krebs ist, je eher
beeintrdchtigt er die Lebenserwartung seines Trigers und umso wahrscheinlicher setzt
er Tochtergeschwiilste (= Metastasen) oder taucht nach stattgefundener Behandlung
erneut auf (= Rezidiv). Je geringer der Malignitétsgrad eines Tumors ist, umso weniger
gefdhrlich ist er. So gibt es Prostatakarzinome, deren Malignitétsgrad so gering ist, dass
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die davon betroffenen Minner aller Voraussicht nach daran nicht sterben werden (und
das sind mehr als 50 % aller Prostatakarzinome, Tribukait, 1993).

Man spricht dann von ,,insignifikanten Karzinomen®“, die auch keiner Behandlung
bediirfen (solange sie nicht im Laufe der Jahre aggressiver geworden sind, Mikuz,
1997). Dabei handelt es sich vor allem um Prostatakarzinome niedriger aber vereinzelt
auch mittlerer Malignitétsgrade (Gleason-Scores 2 - 6), welche noch einen weitgehend
normalen Gehalt an Erbsubstanz (peridiploid) zeigen. (Abb. 19, 20). Haben sie zudem
eine niedrige Wachstumsrate unter 5 %, so gilt dies umso mehr (Ahlgren et al., 1997:
Tribukait, 2005).

Eine exakte Bestimmung des Ausmalles der Malignitét (sog.,,Malignitdtsgrading®) des
Prostatakarzinoms ist notwendig, um iiber eine geeignete und angemessene Therapie
entscheiden zu konnen. Da das Ausmal} der Bosartigkeit bei kaum einem anderen
Krebs so stark schwankt, wie beim Prostatakarzinom (von ,,Haustierkrebs® bis ,,Raub-
tierkrebs* der Laiensprache), kommt es bei ihm auch leicht zu einer ,,Ubertherapie®.
Wenn ein Tumor aller Voraussicht nach seinem Tréger auch ohne Therapie nicht le-
bensgefihrlich wird, dann kann man solange auf eine Therapie verzichten, wie er so
harmlos bleibt (z. B. peridiploid; Tribukait, 1993).

Wenn es andererseits Prostatakarzinome gibt, von denen man weil3, dass sie auf be-
stimmte Behandlungen, wie z. B. eine Hormontherapie, sogar mit einer Wachstumsbe-
schleunigung antworten, dann muss man diese meiden. Dies trifft fiir DNA-
peritetraploide Prostatakarzinome zu (Abb. 21) Tribukait, 1993; Pollak et al., 2003).

Uberlebenswahrscheinlichkeit

p-Werte | B n=72
0.2 AvEC Wit ® Chn=65
BraC <00001
0.0
0 4 8 12 16 20
Jahre

Abb.19: Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten mit unbehandeltem Prostatakar-
zinom in Abhéngigkeit von ihrer DNA-Verteilung: A = peridiploid, B = peritetraploid,
C = x- oder multiploid (Tribukait, 1993)
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Abb.20: Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten mit unbehandeltem (A) und hor-
monell behandeltem (B) Prostatakarzinom peridiploider DNA-Verteilung (Tribukait,

1993)
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Abb.21: Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten mit unbehandeltem (A) und hor-
monell behandeltem (B) Prostatakarzinom peritetraploide DNA-Verteilung (Tribukait,

1993)
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5.3. Therapie-Monitoring

Oft ist es fiir Arzt und Patient von Interesse, schon wahrend einer spezifischen Behand-
lung eines Tumors, zum Beispiel mit Hormonen, Strahlen oder Zytostatika, zu erfahren,
ob dieser darauf anspricht oder nicht. Tut er dies nicht, so sollte ggf. die Therapie gedn-
dert werden. In der DNA-Zytometrie zeigt sich ein Ansprechen auf die Behandlung
frithzeitig durch eine relative "Normalisierung" der DNA-Verteilung der Tumorzellen.
Sinkt unter Therapie der DNA-Malignitétsgrad ab oder finden sich weitgehend wieder
normale (peridiploide) Werte, darf dies als Behandlungserfolg gewertet werden. Ein
derartiges Therapie-Monitoring wurde zum Beispiel fiir das Prostatakarzinom von
folgenden Autoren belegt: Bocking et al., 1985, Leistenschneider, 1982; Al-Abadi und
Nagel, 1995) und fiir den Bindehautkrebs belegt (Cartsburg et al., 2001).

6. Untersuchungsmaterialien und Bearbeitung

Die DNA-Bildzytometrie kann an folgenden Untersuchungsmaterialien durchgefiihrt
werden:

. Feinnadelaspirationsbiopsien (FNAB's)
. Stanzbiopsien

° Operationspréparaten.

6.1. Feinnadelaspirationsbiopsien

Am einfachsten, genauesten und preiswertesten kann eine DNA-Bildzytometrie an
bereits konventionell gefarbten Ausstrichen (auf Glasobjekttragern) z. B. von FNAB's
der Prostata durchgefiihrt werdenm (Abb. 14, 15).

6.2. Stanzbiopsien

Die mit speziellen Hohlnadeln (z. B. TruCut) gewonnenen, bleistiftminendicken Ge-
webszylinder von Stanzbiopsien werden in 10 %igem Formalin dauerhaft fixiert und
anschlieend in Paraffin eingebettet, um davon etwa 4 pm diinne, gefarbte Schnitte
anzufertigen. Diese begutachtet der Pathologe im Mikroskop. Nachdem er auf den auf
Glasplittchen aufgezogenen Schnitten die Tumor-Regionen mit einem Filzschreiber
markiert hat, welche Krebs enthalten, konnen diese gezielt aus dem Paraffinblock her-
ausgelost werden (Mikromanipulation; Abb. 22). Sie werden dann mit Enzymen (Pep-
sin) bis auf die Zellkerne aufgeldst (Abb 23). Diese werden durch Zentrifugieren auf
einem Glasobjekttrager angereichert und anschlieBend zur DNA-Messung spezifisch
nach Robert Feulgen (1924) geférbt.
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Abb.22: Tumorgewebe wird aus in einem Paraffinblock eingegossenem Gewebe fiir die
enzymatische Zellvereinzelung isoliert

Abb.23: Zur Isolierung von Tumor-Zellkernen wird der Gewebsschnitt in einen Gaze-
beutel gesteckt
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6.3. Operationspriparate

Operativ entfernte Organe oder deren Teile, wie z.B. der Prostata werden ebenfalls in
10 %igem Formalin fixiert und vom Pathologen in kleinere Teile zerschnitten. Diese
werden dann in fliissiges, heiBles Paraffin eingelegt. Nach dem Erkalten fertigt man
davon gefarbte, 4 Mikrometer (um) diinne Schnitte an, und begutachtet sie unter dem
Mikroskop. Die so festgestellten Krebsherde werden, wie bei ,,Stanzbiopsien® be-
schrieben, aus den Paraffinbdcken herausgeldst und ebenso gemessen.

6.4. Feulgenfirbung

Der Zweck dieser Farbung ist eine spezifische, stochiometrische Farbung der Erbsub-
stanz DNA fiir ihre zytometrische Mengenbestimmung (Abb. 24).

Die Feulgen-Féarbung weist DNA cytochemisch nach. Das Prinzip der Reaktion beruht
darauf, dass fuchsinschweflige Sdure mit mindestens je zwei Aldehydgruppen eine rot
gefirbte Verbindung eingeht.

Durch saure Hydrolyse werden die Purinbasen Adenin und Guanin aus den DNA-
Molekiilen entfernt, wobei als Folge der helikalen Struktur der DNA eine "Treppe" aus
freien Aldehydgruppen entsteht. An die purinfreie Treppe lagert sich die fuch-
sinschweflige Saure an. Mit Ribonukleinsduren (RNA) fillt die Reaktion dagegen
negativ aus, da der Abstand der einzelnen "Treppenstufen" nicht 10 Angstrém betrigt
und die Aldehydgruppen rdumlich eine Verbindung mit dem Fuchsin nicht ermdgli-
chen.

Abb.24: Automat fiir die Temperatur-kontrollierte Feulgen-Farbung
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7. Qualitiitssicherung und Kontrolle

Die Methode der diagnostischen DNA-Bildzytometrie ist in allen Details international
standardisiert (vier Konsensus-Reports der European Society for Analytical Cellular
Pathology, ESACP; Bdcking et al., 1995; Haroske et al., 1997, 2001; Giroud et al.,
1998). Dies betrifft die einheitliche Definition und Verwendung von Begriffen, erfor-
derliche Methodik und Messprézision, interne Kalibrierung, Fehlerkorrekturen, dia-
gnostische Interpretationen der Messergebnisse sowie Maflnahmen zur Qualititskon-
trolle. Unter der Qualitéitssicherungs-Initiative (QUIP) der Deutschen Gesellschaft fiir
Pathologie und des Berufsverbandes Deutscher Pathologen finden Ringversuche zur
Qualitéts-Kontrolle der diagnostischen DNA-Bildzytometrie statt, an denen sich jedes
Institut fiir Pathologie oder Zytopathologie beteiligen kann.

Gemill den Empfehlungen der European Society for Analytical Cellular Pathology
(ESACP) sollten in Abhédngigkeit von der diagnostischen Situation folgende Mafinah-
men der Qualitdtssicherung und-Kontrolle ergriffen werden:

7.1. Fiir jedes neue, Gewebe-spezifische Priparationsprotokoll

Dafiir sollte eine sog. Hydrolysekurve (Auftragung der 10D der Zellkerne iiber die
Hydrolysezeit) zur Ermittlung der optimalen Dauer der salzsauren Hydrolyse je nach
Zelltyp, Fixation und Prdparation angelegt werden, sowie ein PRESS-PRO4-Test
durchgefiihrt werden

Dies ist ein Standardtest zu Kontrolle der Qualitdt der gesamten Methodik, von der
DNA-Férbung bis zu den IOD-Messungen an einzelnen Zellkernen, bestehend aus der
Messung von Epithelzellen und Lymphozyten in Rattenleber-Tupfpraparaten. Das sog.
»PRESS-PRO4-Slide ist ein Glasobjekttriger, auf welchem vier Luft-getrocknete
Abtupfpriparate von der Schnittflache einer Rattenleber aufgebracht sind. Dieses wur-
de im Rahmen des sog. ,,PRESS-Projektes” der EG (Prototype Reference Standard
Slides) entwickelt und von der European Society for Analytical Cellular Pathology,
(ESACP) als Standard-Testpréiparat fiir die diagnostische DNA-Bildzytometrie emp-
fohlen (Giroud et al., 1998). Davon sollten vier im selben Férbebad nach Feulgen fi-
xiert und gefarbt werden. Mindestens 50 Zellen jedes Typs sollten in jedem Tupfareal
gemessen werden (d. h. 50, diploide, 50 tetraploide und 50 octoploide Hepatozyten und
50 Lymphozyten). Dies sollte mindestens einmal im Jahr fiir jede Messeinrichtung
geschehen und immer dann, wenn irgendeine Anderung am Priiparations-, Firbe- oder
Messprotokoll vorgenommen wurde. Die Messergebnisse erlauben Riickschliisse auf
die Qualitét der Priparation, Fixation, Farbung und Messprézision. Folgende Maf3zah-
len miissen dabei unterschritten werden:

Variationskoeffizient (CV) der 10D jedes Peaks eines Zelltyps in jedem der vier Tupf-
areale < 5%

Korrelationskoeffizient r der Kernflache versus der IOD fiir jeden Peak < 0,4
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Variationskoeffizient (CV) der mittleren IOD’s fiir denselben Zelltyp (Referenzzellen,
2c-Hepatozyten, 4c-Hepatozyten, 8c-Hepatozyten) zwischen allen Tupfarealen <3 %

Variationskoeffizient (CV) der Verhéltnisse der Peaks von Referenz- zu Analysezellen
zwischen allen Tupfarealen <2 %

Variationskoeffizient der Verhéltnisse der Mittelwerte der Peaks von diploiden und
tetraploiden Hepatozyten zwischen allen Tupfarealen < 1 %.

Sofern einer der Schwellwerte liberschritten wird, muss das Protokoll der Praparation,
Féarbung und Messung iiberpriift werden.

7.2. Fiir jede neue Firbung

In jedem Férbegang sollte ein Zellpridparat mitgefiihrt werden, welches nicht dem
Schiffschen Reagenz ausgesetzt wird (Negativ-Kontrolle).

Die integrierten optischen Dichten (I0D’s) der Referenzzellen sollten nicht mehr als 10
% Abweichung vom Mittelwert der vorherigen Messungen zeigen Farbestandard).

7.3. Fiir jede neue Messung

e Die Justierung des Mikroskops nach dem Kohler'schen Beleuchtungsprinzip muss
gewihrleistet sein

e Ein Schwarzabgleich des TV-Kamera-Framegrabber-Systems ist durchfiihren (bei
Farbkameras zumindest fiir den Griinkanal)

e Der Variationskoeffizient (CV) der Referenzzellen sollte unter 5 % betragen

e Der relative Fehler des Mittelwertes (REM) der Referenzzellen sollte kleiner als 1,5
% sein

e Es sollten nicht weniger als 30 Referenzzellen zur internen Kalibrierung im selben
Priparat gemessen worden sein

e Die mittlere integrierte optische Dichte (IOD) der Referenzzellen darf nicht mehr
als 10 % Abweichung vom Mittelwert der vorherigen Messungen betragen

e Der Korrelationskoeffizient r der Kernfliche vs. die IODs der Referenzzellen
sollte <0.4 betragen

e Es sollte keine Drift der IOD Werte wihrend der Messung feststellbar sein.

e Bei wiederholten Uberschreitungen von Schwellwerten in Einzelmessungen muss
das Préparationsprotokoll und das Mefsystem iiberpriift werden ("PRO-4 Test",
Giroud et al. ,1998).
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8. Diagnostische Interpretationen

8.1. Dignitéitsbestimmung

Die Bestimmung der Dignitdt einer Lasion geschieht durch den qualitativen Nachweis
von DNA-Aneuploidie iiber die

Identifizierung abnormer Stammlinien
Dazu wird die Lage eines unbekannten Peaks mit den Lagen normaler Peaks verglichen

(Stammlinien-Interpretation von DNA-Aneuploidie; Abb 9, 11, 12),
oder die

Identifizierung von abnorm hohen Einzelwerten (Exceeding Events)

Dazu wird der DNA-Gehalt einzelner Zellen auf Zugehoérigkeit zu Zellzyklusphasen
pathologischer Zellpopulationen getestet (Einzelzell-Interpretation von DNA-
Aneuploidie; Abb. 8).

Definitionen relevanter Termini:

Der DNA-Index (DI) eines Histogramm-Peaks

ist der Modalwert eines Peaks geteilt durch den Modalwert des (diploiden) Referenz-
zellpeaks.

Die DNA-Stammlinienploidie

ist der Modalwert einer Stammlinie in Einheiten von "c", d.h. DI x 2c¢ (c steht fiir DNA-
content).

Unter Abnormalitét einer DNA-Stammlinie (Stammlinien-Aneuploidie)

versteht man eine STL, deren Modalwert aullerhalb des 95%-Konfidenzintervalls der
Modalwerte von GO/1-Phasen nichtpathologischer Zellpopulationen liegt (gemessen
unter gleichen methodischen Bedingungen). D.h. eine STL ist abnormal, wenn sie
auBlerhalb der Bereiche um 2c, 4c, oder 8c (multipliziert mit dem Korrekturfaktor, +/-
2 x SD dieses Faktors) liegt. In der Praxis wird meist mit einer 10 %igen Unter- oder
Uberschreitung von 2c, 4c oder 8c gearbeitet.

Eine Polyploidisierung

liegt vor, wenn der Modalwert eines Peaks nicht auBerhalb des 95 % Konfidenzinter-
valls der Verdopplungspositionen nichtpathologischer, polyploidisierender Zellpopula-
tionen liegt (gemessen unter gleichen methodischen Bedingungen.

Die Irrtumswahrscheinlichkeit p

der Zugehorigkeit des Modalwertes eines Peaks zur Grundgesamtheit aller nichtpatho-
logischen Peaks berechnet sich wie folgt:
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2 *
M wobei die Testgrofe t sich ergibt aus:
1—_Ma
*
t = Mg *cf cf  Korrekturfaktor
vy o cv,
ZIR L 2EA CVCZf MA ... Modalwert des Analysezellpeaks
n n
R A MR ... Modalwert des Referenzzellpeaks

cVA ...cv des Analysezellpeaks
cvR ...cv des Referenzzellpeaks
n, ... Anzahl der Analysezellen im Peak
ng ... Anzahl der Referenzzellen im Peak
CVgs ... cv des Korrekturfaktors
(Haroske et al., 2000)
Zellen mit abnorm hohem DNA-Gehalt (sog. Einzelzell-Aneuploidie):

sind Zellen mit einem DNA-Gehalt, der iiber der Verdopplungs- oder Vervierfachungs-
region einer nichtpathologischen G0/1-Phasenpopulation liegt, d.h., der nicht zu einer
G2/M-Phase gehort (z. B. ScEE oder 9cEE) werden als aneuploide Einzelzellen be-
zeichnet.

Diese abnormen Zellen kdnnen als Absolutzahl (exceeding events ,,EE®) oder als Hiu-
figkeit (exceeding rate ,,ER*) angegeben werden (Chatelain et al., 1989).

Die Schwelle, iiber der Zellen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 1 % nicht mehr
zu einer G2/M-Phase gehodren, berechnet sich aus:

My * (1 +3%cv o) ) * chioory * (1 4 2%CV chpory)

wobei gilt:
Maq  Modalwert des als diploid klassifizierten Analysezellpeaks (s.0),
Cva@  Variationskoeffizient des (diploiden) Analysezellpeaks,

chory Verdopplungsfaktor polyploidisierender Populationen, d.h.
Maae/Mace »

CV cfpoly Variationskoeffizient dieses Verdopplungsfaktors.
(Haroske et al., 2000)

Die Wahl der Verdopplung oder Vervierfachung hangt ab vom Auftreten einer physio-
logischen euploiden Polyploidisierung in dem zu untersuchenden Gewebe. (Biesterfeld
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et al. 1994). 5c oder 9c¢ sind nur hinreichend sichere Schwellen fiir diese Feststellung,
wenn Messfehler ausgeschlossen werden kdnnen.

Mithilfe der genannten Algorithmen erfolgt die Klassifizierung eines
DNA-Histogramms in euploid, polyploid oder aneuploid. Diese Histogrammklassen
sind von einem Grading des Histogramms zu prognostischen Zwecken zu unterschei-
den (siche dort).

8.1.1. Diagnostisch und prognostisch relevante Prinzipien der Interpretation von
DNA-Histogrammen sind:

e Nachweis einer diploider Stammlinie (2¢ +- 10%) (Abb 6)

e Nachweis euploid-polyploider Stammlinien (4c, 8c, 16¢ +- 10%) (Abb. 7)

e Nachweis aneuploider Einzelzellen (9cEE) (Abb. 8)

e Nachweis einer aneuploiden Stammlinie (>< 2c, 4, 8c, 16¢ +-10%) (Abb. 9)

e Nachweis mehrerer aneuploider Stammlinien (>< 2c, 4c, 8c, 16¢ +- 10%) mit Po-
lyploidisierung

e Nachweis mehrerer aneuploider Stammlinien ohne Polyploidisierung (>< 2c. 4c,
8c, 16¢ +- 10%) (Abb. 13)

e Nachweis der Kombination von 3. mit 4, 5 oder 6

e Die Bestimmung der Dignitét einer Lésion geschieht iiber den qualitativen Nach-
weis von DNA-Aneuploidie (Abb. 8, 9, 12, 13)

e Die Bestimmung des Malignititsgrades bzw. des Progressionsrisikos einer Lésion
geschieht tiber die Quantifizierung von DNA-Aneuploidie (Abb. 10 - 13)

* Die Bestimmung des Therapieerfolges einer Lésion geschieht tiber die Beurteilung
einer prognostisch relevanten Anderung des DNA-Histogramms iiber die Zeit

e Die Histogrammtypen peridiploid bis multiploid (Abb. 10 - 13) geben eine mit der
Tumorprogression zunehmende maligne Potenz wieder

8.2. Malignitéitsgrading

Die Bestimmung des Malignitéitsgrades bzw. des Progressionsrisikos einer Lésion
geschieht {iber die Quantifizierung von DNA-Aneuploidie durch

e die Identifizierung von Stammlinien als abnorm (aneuploid)
e die Bestimmung der Lage von Stammlinien
e die Bestimmung der Zahl abnormer Stammlinien (siehe 8.1)
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e die Ermittlung ,,komplexer Variablen
e die Identifizierung abnorm hoher Einzelwerte (Exceeding Events)

e im (visuellen) Kontext des Histogramms und nach den problemspezifischen Ent-
scheidungsschwellen.

8.2.1. Algorithmen zum Malignititsgrading
Die Malignititsgradierung aufgrund der DNA-Verteilung in Histogrammen
geschieht nach folgenden Prinzipien:

e Das Prognose-relevante Ausmall an DNA-Aneuploidie wird Tumortyp-spezifisch
quantifiziert (z.B. unterschiedlich fiir Prostatakarzinome oder chronisch-
lymphatische Leukémie)

e Die biologische Grundlage dafiir stellt die zytogenetische Tumorprogression dar,
welche fiir histogenetisch verschiedene Tumoren unterschiedlich sein kann

e Die Terminologie der DNA-Zytometrie zum Malignititsgrading unterscheidet sich
von derjenigen zur diagnostischen Interpretation

e Fir jedes DNA-Histogramm sollte  zusidtzlich zur  prognostischen
DNA-Ploidiegradierung Zahl und exakte Lage der DNA-Stammlinie(n) ange-
geben werden.

Fiir einige solide Tumoren (Mamma-, Prostata-, Urothel-, Nierenkarzinome) hat sich
eine durch die jeweilige zytogenetischen Tumorprogression begriindete (Bocking et al.
1994; Bocking A, 1995; Fizesi, 1993) Einteilung in vier DNA-Ploidiegrade bewéhrt
(Haroske et al. 2002), welche auf Zahl und Lage von DNA-Stammlinien beruht: peri-
diploid, peritetraploid, x-ploid, multiploid. Zwischen diesen vier DNA-
Malignititsgraden gibt es flieBende Uberginge.

Fir andere solide Tumoren (Kehlkopf-, Magen-, Colon-, Ovarial-, Cervix-uteri-
Karzinome) hat sich die einfache Unterscheidung in DNA-peridiploide (DNA-STL
>1.80c <2.20c) und DNA-Aneuploide (iibrige DNA-STL-Lagen) bewahrt.

Fiir spezifische Tumoren wird in der Literatur dariiber hinaus {iber die prognostische-
Relevanz spezieller Indices der DNA-Verteilung berichtet:

e Riesenzelltumoren des Knochens: 2¢ Deviation-Index, 2¢DI (Sun et al., 1992)

e Chronisch-myeloische Leukdmie: Stammlinien-Schulter-Fraktion: SSF, Proliferati-
ons-Fraktion: PRF (Kropffet al., 1991)

e Karzinoide: diploid mitgeringer und hoher Proliferationsfraktion, tetraploid (Raatz
et al., 2003)
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8.3. Therapie-Monitoring

Um das Ansprechen einer konservativen Tumortherapie an Anderungen der DNA-
Verteilung frithzeitig zu erkennen, ist auf Folgendes zu achten:

e Ist es zu einem Absinken eines prognostisch validen Index oder von
Histogramm-Typen im Vergleich zum zytometrischen Vorbefund gekommen
(z. B. DNA-MG, 2¢DI, Typen nach Tribukait 1993)?

e Wenn Ja, um welchen Betrag und in welcher Zeit?

e Ggf. Angabe des DNA-Regressionsindexes als A-DNA-MG : A t (Monaten) = RI
(Bocking, 1985)

e Ein prognostisch ungiinstiges "DNA-Upgrading" liegt vor, wenn es im spontanen
Verlauf oder unter Therapie zu einer Erhéhung des DNA-Ploidiegrades bzw.
zum Auftreten zusitzlicher aneuploider DNA-Stammlinien kommt.

¢ Ein prognostisch giinstiges "DNA-Downgrading" liegt vor, wenn es unter Therapie
zu einer Erniedrigung des DNA-Ploidiegrades bzw. zum Verlust von a-
neuploiden DNA-Stammlinien kommt. Spontan kommt dies nicht vor (Bo-
cking et al., 1985).

8.4. Histogramm-Systematik

Die Benennung von Zellkern-DNA-Verteilungen erfolgt in Abhédngigkeit vom Vor-
kommen abnorm hoher DNA-Gehalte in einzelnen Zellen (rare events)- sowie von
Lage und Zahl nachgewiesener DNA-Stammlinien (Tabelle 2). Der Nachweis von
Aneuploidie aufgrund einzelner, abnorm hoher Zellkern-DNA-Gehalte ist abhéngig
vom Vorkommen von Polyploidisierung im untersuchten Zelltyp (beim Vorkommen
von tetraploider Polyploidie im vermessenen Zelltyp gilt die 9c-Schwelle).
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Rare events Neoplasie
morphologisch
nachgewiesen

5cEE=0 | 5cEE>0 9cEE=0 | 9cEE>0

1 STL: | euploid/ aneuploid/ euploid/ aneuploid/ peridiploid
2 diploid | peridiploid | diploid | peridiploid
+10%
1 STL: aneuploid/ euploid/ aneuploid/ peritetraploid
4 . . . . .
¢ periteraploid | polyploid | peritetraploid
+10%
1 STL: aneuploid/ | aneuploid/ aneuploid/ | aneuploid/ aneuploid/
>< x-ploid x-ploid x-ploid x-ploid x-ploid
° 2c/4¢
oo +10%
o . . . . .
£ > 1 | aneuploid/ | aneuploid/ aneuploid/ | aneuploid/ aneuploid/
= STL: . . L . s
-E ~<Dc/dc multiploid | multiploid multiploid | multiploid multiploid
g +10%
@

Tabelle 2: Benennung von DNA-Histogrammen in Abhédngigkeit vom Vorkommen
einzelner Zellen mit abnorm hohem DNA-Gehalt (>5c, >9¢) und der Lage der DNA-
Stammlinien Kursiv: DNA-Verteilung entspricht keiner Neoplasie. Nicht kursiv:
DNA-Gehalt entsprich einer Neoplasie

9. Diagnostische Berichte

Vier sog. ,,Consensus Reports* der Europdischen Gesellschaft fiir analytische zelluldre
Pathologie (ESACP) haben alle methodischen Details der diagnostischen DNA-
Bildzytometrie festgelegt und ver6ffentlicht (Bocking et al., 1995; Giroud et al., 1998;
Haroske et al., 1998, 2001). Dazu gehoren auch Standards der diagnostischen Interpre-
tation der Messergebnisse. Bocking und Nguyen haben diese im Jahre 2004 in Auszii-
gen wiederholt.

Empfehlungen fiir eine standardisierte Befunderstellung in der diagnostischen
DNA-Zytometrie.
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9.1. Dignititdiagnostik

Ein Bericht der diagnostischen DNA-Zytometrie sollte folgende Aspekte beriicksichti-
gen:

Wiederholung der vorangegangenen histologischen/zytologischen Diagnose
Angabe des Zwecks der DNA-Zytometrie

Verwendetes Untersuchungsmaterial (Typ)

Typ und Anzahl gemessener Referenzzellen

Typ und Zahl gemessener Analysezellen

Kurze Deskription der DNA-Verteilung

Interpretation der DNA-Verteilung betreffend des Vorliegens von DNA-
Aneuploidie

Zusammenfassende morphologisch-zytometrische Diagnose
Anlagen: DNA-Histogramm(e) und relevante Indices der DNA-Verteilung

Verwendete diagnostische Algorithmen

Nachtrigliche Anderungen der Diagnosen in eindimensionalen, unspezifischen, nur die
Dignitit betreffende Nomenklaturen sind erlaubt (z. B. zweifelhaft, dringender Ver-
dacht, sicher positiv). Nachtréigliche Anderungen der Diagnosen in mehrdimensionalen,
spezifischen Nomenklaturen wie z. B. der Miinchener II- oder Bethesda-Nomenklatur
(HPV-Infekt, verschiedene Dysplasiegrade, Dignitit, Staging) sind nicht sinnvoll.

9.2. Malignititsgrading

Wiederholung einer vorangegangenen histologischen oder zytologischen Diagnose
Zweck der DNA-Zytometrie

Typ des Untersuchungsmaterials

Typ und Zahl der Referenzzellen

Typ und Zahl der Analysezellen

Kurze Deskription der DNA-Verteilung

Prognostische Interpretation der DNA-Verteilung

Zusammenfassende morphologisch-zytometrische Diagnose
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e Anlagen: DNA-Histogramm(e), relevante Indices und verwendete diagnostische
Algorithmen) werden beigefligt.

Es gilt das Prinzip, dass spezifische morhpologische Diagnosen erhalten bleiben und
durch abweichende DNA-zytometrische Befunde nicht nachtréglich gedndert werden.
Die biologische Bewertung dagegen (die Dignitdt von Zellen oder maligne Potenz von
Tumorzellen) darf dagegen nachtriglich in der Zusammenschau morphologischer und
zytometrischer Befunde gedndert werden.

10. Vergiitung

Die diagnostische DNA-Bildzytometrie ist seit 1994 als Ziffer 4965 im Einheitlichen
Bewertungs-MafBstab (EBM) der Krankenkassen als Kassenleistung enthalten. Sie
kostete dort etwa 43 €. Im neuen EBM plus 2000 ist sie als Ziffer 19330 vertreten und
wird nur noch mit etwa 37 € vergiitet. Da dieser Betrag nicht kostendeckend ist, wird
die Methode von Pathologen meist nur ungern angeboten. Die Bezahlung durch die
privaten Krankenkassen mit ca. 112 € pro DNA-Zytometrie ist schon eher kostende-
ckend.

10.1 An Feinnadelaspirationsbiopsien

pro Material fiir
e Kassenpatienten ca. 37,00 € (EBM 2000plus: Ziffer 19330).
Sofern ein Uberweisungsschein vorliegt, zahlt die gesetzliche Krankenkasse.

e Kassenpatienten 61,08 €, Ziffer 4852 + 4865 (GOA analog: 2 x 4815 + 4852) plus
Porto 2,20 €.

Sofern kein Uberweisungsschein vorliegt, zahlt der Patient selbst (IGeL-Leistung).

e Privatpatienten 145,60 €, Ziffer 4852 + 4865 (GOA analog: 2 x 4815 + 4852) plus
Porto 2,20 €.

Sofern der Urologe die Untersuchung beflirwortet, zahlt die private Krankenkasse,
sonst der Patient selbst.

10.2 An Stanzbiopsien und Operationsmaterial

fir:

e Kassenpatienten 61,57 € (EBM 2000plus: Ziffer 19310 + 19312 + 19330).
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Sofern ein Uberweisungsschein vorliegt, zahlt die gesetzliche Krankenkasse.

e Kassenpatienten 113,54 €, Ziffer 3920 + 4852 + 4865 (GOA analog: 2 x 4815 +
4852) plus Porto 2,20 €

Sofern kein Uberweisungsschein vorliegt, zahlt der Patient selbst (IGeL-Leistung).

¢ Privatpatienten 276,75 €, Ziffer 3920 + 4852 + 4865 (GOA analog: 2 x 4815 +
4852) plus Porto 2,20 €

Sofern der behandelnde Arzt die Untersuchung beflirwortet, zahlt die private Kranken-
versicherung, sonst der Patient selbst.

10.3 Die gesetzlichen Krankenkassen

{ibernehmen bei GKV-Versicherten nach Ausstellung eines Uberweisungsscheines
durch den behandelnden Arzt an den Pathologen, der die DNA-Zytometrie durchfiihren
soll, die Kosten in voller Hohe. Der Rechnungsbetrag belastet nicht das Praxis-Budget
des Urologen, sondern das insgesamt ,,gedeckelte” Budget der Pathologen.

10.4 Die Privaten Krankenversicherungen

iibernehmen bei fiir ihre Versicherten in der Regel (manchmal auch nur nach Indikati-
onsstellung durch den behandelnden Urologen) ebenfalls die Kosten in voller Hohe.
Die Beauftragung des Pathologen erfolgt in der Regel schriftlich durch den Patienten
oder dessen Arzt.

10.5 Der Patient

muss die Kosten selbst tragen, wenn sich bei Kassenpatienten der behandelnde Arzt
weigert, einen Uberweisungsschein an den Pathologen auszustellen, der das Gewebe
DNA-zytometrisch untersuchen soll. Manchmal ist jedoch in solchen Fillen eine An-
frage bei der jeweiligen Krankenkasse sinnvoll, ob die Kosten nicht trotzdem iiber-
nommen werden.

Ahnliches gilt auch bei Privatpatienten. Der Patient miisste die Kosten selbst tragen,
wenn sich der behandelnde Arzt, eine entsprechende Untersuchung zu befiirworten. Die
Rechnung des Pathologen sollte aber dennoch der Krankenversicherung zur Erstattung
vorgelegt werden, da diese Untersuchung oft auch von den privaten Versicherungen
tibernommen wird.
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11. Verantwortlichkeiten

84

Der behandelnde Facharzt (z. B. Urologe) oder Hausarzt sollte eine Uberweisung
fiir die Durchfiihrung einer DNA-Zytometrie an einen Pathologen ausstellen.

Die Gewebe- oder Zellproben des Karzinoms (z.B. der Prostata) miissen an ein
Institut versandt werden, welches in der Lage ist, eine diagnostische DNA-
Bildzytometrie und ggf eine enzymatische Zellvereinzelung durchzufiihren. Eine
Auswahl dieser findet sich im Internet unter www.Sanfte-Krebsdiagnostik.de im
Kapitel 3.5: ,,Wie finde ich qualifizierte Zytopathologen?“.

Wenn die Untersuchung von einer gesetzlichen Krankenkasse bezahlt werden soll,
muss ein vom vorbehandelnden Arzt ausgestellter Uberweisungsschein beigefiigt
sein. Wenn die Untersuchung privat bezahlt werden soll (Gebiihren siehe oben), so
muss dem betreffenden Pathologen ein schriftlicher Auftrag zur Durchfiihrung einer
»diagnostischen DNA-Bildzytometrie* beigefiigt werden (,,ggf. nach enzymatischer
Zellvereinzelung®).

Der primér diagnostizierende Pathologe (welcher die histologische Diagnose eines
Prostatakarzinoms in der Regel aus der Stanzbiopsie gestellt hat) muss - am besten
vom behandelnden Arzt — wenn dieser dazu nicht bereit ist vom Patienten selbst -
gebeten werden, das Untersuchungsmaterial an das die DNA-Zytometrie durchfiih-
rende Institut zu schicken. Fiir Portokosten muss der Patient ggf. selbst aufkommen.

Das Untersuchungsmaterial (Gewebe in Paraffin und geférbte Schnitte) sind juris-
tisch Eigentum des Patienten. Der Pathologe hat fiir beides eine Aufbewahrungs-
pflicht von zehn Jahren. Er hat kein Recht, die Herausgabe dieser Materialien an
den Patienten (gegen Quittung) zu verweigern.

Das die DNA-Zytometrie durchfiihrende Institut schickt seinen Befund an den
behandelnden Urologen, nachrichtlich an den ihm das Gewebe iiberlassenen Patho-
logen. Bei Wunsch des Patienten erhélt auch dieser eine Befundkopie. Die Materia-
lien werden anschlieBend an das primir befundene Institut fiir Pathologie zuriick
geschickt. Wahrend der gefirbte Gewebsschnitt unverdndert bleibt, wird von dem
Gewebe in Paraffin ein 70 pum diinner Schnitt abgenommen. Das die DNA-
Zytometrie durchfithrende Institut kommentiert oder korrigiert den urspriinglichen
histologischen Befund nicht.
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12. Glossar

Zytologie

Ist die Lehre von den Zellen (cyt, griechisch, die Hohlung, Zelle; logos griechisch, das
Wort, die Rede).

Zytopathologie

im Allgemeinen ist die Lehre von den Krankheiten der Zellen. Rudolf Virchow, Patho-
loge von 1821 — 1902 in Berlin, war der Begriinder der Zellularpathologie. Zytopatho-
logie im Engeren ist die mikroskopische Diagnostik von Krankheiten, im Wesentlichen
von Krebs an Zellen, die dem menschlichen Kérper unblutig entnommen wurden.

Diploide DNA-Euploidie

DNA-Stammlinien mit Modalwerten zwischen 1,8 ¢ und 2,2¢, ohne dass in der Probe
Zellen mit Werten von iiber 5¢ vorhanden sind. Es handelt sich dabei im Falle von
Krebszellen um solche mit sehr niedrigen Malignitatsgrad.

DNA

Desoxyribonukleinsdure. Die sog. ,,Erbsubstanz“. Ein schraubenformig gewundenes,
sehr langes Riesenmolekiil, auf welchem in einem molekularen Code alle Erbinforma-
tionen der Lebewesen gespeichert sind.

DNA-Histogramm

Ein DNA-Histogramm zeigt graphisch die Haufigkeitsverteilung des DNA-Gehaltes
von Zellen einer Probe (aufgezeichnet als sog. IOD-Werte = integrierte optische Dich-
te), die durch Messung mit quantitativen DNA-Farbstoffen geférbter Zellkernen (nach
Feulgen-Farbung) erhalten wurden. Der Messung der Probe liegt meist meist mit inter-
nen Referenzzellen (z. B. Bindegewebszellen) (in c-Einheiten angegeben) zu Grunde.
Eine c-Einheit entspricht dem halben (= einfachen oder haploiden) DNA-Gehalt einer
normalen Zelle. Diploide Zellen entsprechen somit einem 2c-Wert, peridiploide Zellen
weisen sich durch einen DNA-Gehalt zwischen 1,8¢ und 2,2¢ aus.

DNA-Histogramm- Peak

Ein statistisch signifikantes und graphisch deutliches, scharfbandiges Maximum in
einem DNA-Histogramm.
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DNA-Stammlinie

Die GO / G1-Phase-Fraktion einer proliferierenden Zellpopulation (mit einem ersten,
sowie einem zweiten Haufigkeitsgipfel in seiner Verdopplungsregion). GO0/G1-
Phasezellen sind Zellen, die sich in Ruhe oder in Differenzierung zu ihrer spezifischen
Funktion (z. B. Driisenzelle) befinden und sich in dieser Phase des Zellzyklus nicht
teilen.

DNA-Stammlinien-Ploidie

Der hidufigste (=modale) Wert eines DNA-Histogramm-Gipfels, d.h. der Mittelwert
derjenigen Gruppe von Zellen im Histogramm, die die hochste Zahl an Zellkernen mit
gleichem DNA-Gehalt aufweist.

DNA-Euploidie

Diejenige DNA-Verteilung, die nicht von der einer normalen Zellpopulation (ruhender,
proliferierender oder polyploider Zellen) unterschieden werden kann. Sie findet sich
ausschlieBlich in gutartigen Zell- oder Gewebsproben.

DNA-Aneuploidie

Diejenigen DNA-Verteilungen, die sich statistisch signifikant von normalen (ruhenden,
proliferierenden oder polyploidisierenden) Zellpopulationen unterscheiden. DNA-
Aneuploidie kann als Stammlinien-Aneuploidie und / oder als Einzelzell-Aneuploidie
(rare events) auftreten.

DNA-Stammlinien-Aneuploidie

DNA-Stammlinien, die weder diploid noch polyploid sind, mit Modalwerten auBerhalb
der Messwertbereiche 1,8¢ bis 2,2¢ und 3,6¢ bis 4,4c. Es handelt sich dabei im Falle
von Krebszellen um solche mit einem hoheren Malignitétsgrad.

DNA-Einzelzell-Aneuploidie

Es handelt sich um abnorme Zellen, die auch ,rare-events oder 5c- bzw.
9c-Exceeding-Events (5cEE, 9cEE) genannt werden. Deren DNA-Gehalte sind hoher,
als das Zweifache oder Vierfache einer normalen GO / G1-Phase-Population plus ei-
nem einzurechnenden Messfehlerbereich. Die DNA-Werte sind also hoher, als in Zel-
len kurz vor oder wihrend der Zellteilung. Es handelt sich um Tumorzellen mit ab-
normen, hoch aneuploiden Chromosomensétzen.
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DNA-euploide Polyploidisierung

Das Vorkommen von H&ufungen in den Verdopplungsregionen eines euploiden Peaks
bei 2c¢ (4c, 8c, 16¢, 32¢, 64c¢).

DNA-aneuploide Polyploidisierung

Das Vorkommen von Haufungen in Verdopplungsregionen aneuploider Stammlinien
(z. B. 2,5c¢, 5c, 10c).

DNA-peridiploid

Eine DNA-Stammlinie mit einem Modalwert zwischen 1,8¢c und 2,2 c.

DNA-peritetraploid

Eine DNA-Stammlinie zusétzlich zur peridiploiden mit einem Modalwert zwischen
3,6¢c und 4,4c.

DNA-x-ploid

Eine DNA-Stammlinie mit einem Modalwert auerhalb der oben erwéhnten Schwell-
werte (1,8¢ — 2,2¢ oder 3,6¢ — 4,4c¢). Fiir x- kann der gemessene Ploidiewert der DNA-
Stammlinie eingesetzt werden. (Z. B. peritriploid, hyperdiploid , hyperpentaploid. Es
handelt sich dabei im Falle von Krebszellen um solche mit hoherem Malignitétsgrad.

DNA-multiploid

Vorkommen von mehr als einer abnormen, d. h. mehrerer aneuploiden Stammlinien
(auch als ,,Manhattan-skyline“ bezeichnet).

DNA-Bildzytometrie

Bestimmung der DNA-Gehalte von spezifisch angefarbten Zellkernen auf Objekttra-
gern an Bildern von Fernseh- oder Digitalkameras durch Messung der integrierten
optischen Dichte.
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DNA-Flusszytometrie

Bestimmung des DNA-Gehaltes von spezifisch mit Fluoreszenzfarbstoffen angeférbten
Zellkernen in Fliissigkeiten durch Messung des Fluoreszenzlichtes nach Anregung mit
Laser- oder UV-Licht.

Euploid — Diploid

Damit werden Zellen benannt, die in der Messung Werte zwischen 1,8c und 2,2c¢ (sog.
peridiploide Zellen) ergeben. Wenn es sich dabei um Krebszellen handelt, dann um
solche mit einem sehr niedrigen Malignitéitsgrad.

Histopathologie

Im engeren Sinne die mikroskopische Diagnostik von Krankheiten, im wesentlichen
von Krebs, an Geweben, die dem Menschen durch Operationen oder Biopsien mit
Skalpellen, Nadeln oder Zangen entnommen worden sind.

Modalwert eines DNA-Histogramms

Der héufigste (modale) Wert eines DNA-Histogramm-Peaks, d.h. der Mittelwert derje-
nigen Histogramm-Klasse, die die hochste Zahl an Zellkernen aufweist Dieser Wert ist
gleich oder dhnlich dem Mittelwert einer angepassten Gauss-Kurve.

Stammlinie

Unter einer Stammlinie versteht man eine proliferenden Population zytogenetisch ein-
heitlicher Zellen. Unter einer DNA-Stammlinie dementsprechend einen Héufigkeitsgip-
fel (Peak), zu dem ein zweiter beim doppelten DNA-Gehalt nachweisbar ist (entspre-
chend der G2/M-Phase des Zellzyklus) oder zumindest Werte oberhalb des der GO/1-
Phase entsprechenden Peaks.

13 . DNA-Bildzytometrie anbietende Institute in Deutschland
(Stand: November 2005)

Name Adresse Telefon

Priv.-Doz. Dr. med. H. Al-Abadi Klinikum Rudolf Vir- Tel: (030) 45050
Chirurgische Klinik und Poliklinik | chow
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Humboldt-Universitét
Augustenburger Platz 1
13353 Berlin

Prof. Dr. med. U. Bleyl
Pathologisches Institut

Kliniken der Stadt
Mannheim
Theodor-Kutzer-Ufer 1-
3

Tel: (0621) 383-2275
Fax: (0621) 383-
2705

68167 Mannheim
Prof. Dr. med. M.-H. Bohrer Kliniken der Stadt Tel: (0621) 5030
Institut fiir Pathologie Ludwigshafen GmbH

Bremserstrafe 79

67062 Ludwigshafen
Dr. med. Reinhard Bollmann, Heilsbachstrae 15 Tel: (0228) 986550
Frau Dr. med. M Varnai- 53123 Bonn Fax: (0228) 9865555
Bollmann
Frau Dr. med. Magdolna Varnai-
Bollmann
Institut fiir Pathologie
Dr. med. U. Bonk Zentralkrankenhaus Tel: (0421) 6606-

Institut fiir Pathologie

Bremen-Nord
Hammersbecker Straf3e

1472
Fax: 0421) 6606-

228 1594
28755 Bremen
Dr. med. U. Bosse Carl-Stolcke-Straf3e 4 Tel: (0541) 124051
Praxis fiir Pathologie und Cyto- 49090 Osnabriick
pathologie
Prof. Dr. med. A. Bocking Universitétsklinikum Tel: (0211) 81-18346

Institut fiir Cytopathologie

der HHU Disseldorf
Moorenstralle 5
40225 Diisseldorf

Fax: (0211) 81-
18402
Boecking@uni-
duesseldorf.de

Priv.-Doz. Dr. med. M. Brock-
mann
Pathologisches Institut

Krankenhaus Koln-
Merheim
Ostmerheimerstrafle 200
51109 Koln

Tel: (0221) 89070

Prof. Dr. med. K.-F. Biirrig
Prof. Dr. med. F. Huth
Institut fiir Pathologie

Stadt. Krankenhaus
Weinberg 1
31134 Hildesheim

Tel: (05121) 894314
Fax: (05121) 894780

Prof. Dr. med. Giinter Delling
Institut fiir Pathologie Universitit
Hamburg

Abteilung Osteopathologie

Universitdt Hamburg
Martinistrafe 52
20246 Hamburg

Tel (040) 4717-2171
Fax: (040) 4717-
2164
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Prof. Dr. med. Konrad Donhuijsen

Stadt. Krankenanstalten

Tel. (0531) 595-3310

Institut fiir Pathologie Celler StraB3e 38 Fax: (0531) 595-
38114 Braunschweig 3449
Dr. med. J.-U. Droszus Wilhelmshoher Allee Tel: (0561) 3165504
Institut fiir Pathologie 287
34117 Kassel

Dr. med. Hans Otto Frey
Institut fir Laboratoriumsmedizin

Max-Lang-Strafie 58
70771 Leinfelden

Tel.: (0711) 9033-
166

Fax: (0711) 9033-
164
frey@synlab.de

Prof. Dr. med. Johannes Friemann
Institut fiir Pathologie

Markische Klinik
GmbH
Paulmannshoéher Strafle
14

58515 Liidenscheid

Tel.: (0235) 462660

Prof. Dr. med. Ursula Geil3ler
Klinisch-Morphologische Labora-
torien

Klinik und Poliklinik fiir Frauen-
heilkunde und Geburtshilfe

Technische Universitét
Dresden

Fetscher Stral3e 74
01307 Dresden

Tel: (0351) 458-2764

Dr. med. Martin Geppert
Institut fiir Pathologie

Fiirststralie 131
72072 Tiibingen

Dr. med. W. Hammans
Institut fiir Pathologie

Evangelisches Kran-
kenhaus
Virchowstrafie 20

Tel: (0208) 88100

46047 Oberhausen
Priv.-Doz. Dr. med. G. Haroske Krankenhaus Dresden- Tel: (0351) 480-3799
Institut fiir Pathologie Friedrichstadt Fax: (0351) 480-
"Georg Schmorl" 3799
Friedrichstrafe 41
01067 Dresden

Priv.-Doz. Dr. med. Michael
Heine
Gemeinschaftspraxis fiir Patholo-

gie

Postbrookstrafle 101
27574 Bremerhaven

Tel.: (0471) 92989-
40
Fax: (0471) 92989-
40

Prof. Dr. med. Dietl
Institut fiir Pathologie der Charite

Rudolf-Virchow-Haus
Schumannstrafie 20 / 21
10117 Berlin

Tel: (030) 45053-
6002
Fax: (030) 45053-
6900
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Prof. Dr. med. Steffen Hauptmann
Institut fiir Pathologie

Klinikum der Medizini-
schen Fakultét
Martin-Luther-
Universitit Halle Wit-
tenberg

Magdeburger Str. 14
06097 Halle (Saale)

Tel.: (0345) 557-
1281
Fax: ( 0345) 557-
1295

Priv.-Doz. Dr. med. Herbert Hoft-
ken

Markt 10 / Betenstral3e
1

Tel: (0231) 529747
Fax: (0231) 5860186

Arzt fiir Frauenheilkunde 44137 Dortmund

Dr. med. B. Jordan & Partner Feldblumenweg 24

Zentrum fiir Zytodiagnostik 50858 Koln

Priv.-Doz. Dr. med. R. Kast Hannoversche Strafie 24 | Tel: (05042) 940300
Zytologie 31848 Bad Miinder

Dr. med. Werner Mohren, R. Hauptkrankenhaus Tel: (0991) 30041
Babic, M. Rotter Perlasberger Strafle 41 Fax: (0991) 31874
Pathologisches Institut 94469 Deggendorf

Priv.-Doz. Dr. med. H. Motherby
Herr

Priv.-Doz. Dr. med. S. Falk
Gemeinschaftspraxis

Ginnheimer Landstralle
94
60487 Frankfurt

Tel: (069) 951447-0
Fax: (069) 951447-
50

Dr. med. W.-P. Oellig,
Dr. med. Nemesszeghy
Gemeinschaftspraxis fiir Patholo-

gie

Heidestralle 75
45476 Miilheim

Tel: (0208) 992780
Fax: (0208) 9927830

Dr. med. Ingelinde Poche-Blohm,
Frau

Dr. med. Friederike Poche-de Vos
Gemeinschaftspraxis fiir Patholo-

gie

Voltmannstral3e 279a
33613 Bielefeld

Tel: (0521) 880666
Fax: (0521) 886808

Prof. Dr. med. Klaus Richter
Institut fiir Pathologie

Berliner Allee 48
30175 Hannover

Tel: (0511) 307777
Fax: (0511) 323041

Dr. med. Dieter Stephan Schmidt
Institut fiir Pathologie

Cuno-Niggl-Stralie 3
83278 Traunstein

Tel: (0861) 5250
Fax: (0861) 13604

Prof. Dr. med. habil. D. Stiller
Gemeinschaftspraxis fiir Patholo-

gie

Gesundheitszentrum
Silberhohe e. V.
Weingarten 50
06110 Halle

Tel: (0345) 77480

Prof. Dr. med. G. Taubert
Institut fiir Pathologie

Elsastrafie 1
04315 Leipzig

Tel: (0341) 64941-0
Fax: (0341) 64941-

Dr. med. Th. Topalidis
Zytologisches Institut

Dorbruch 62
30559 Hannover

Tel: (0511) 9524711
/9524738
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Fax: (0511) 9524769

Dr. med. C. Vogel Weyertal 76 Tel.: (0221) 4309270
Institut fiir Pathologie 50931 Koln

Prof. Dr. med. Christian Wittekind | Universitét Leipzig Tel: (0341) 97-15000
Institut fiir Pathologie Liebigstrale 26 Fax: (0341)97-15009

04103 Leipzig

Chefarzt Dr. med. G. Wittstock
Frau

Dr. med. U. Saretzki
Pathologisches Institut

Klinikum Schwerin
Werderstralie 30
19055 Schwerin

Tel: (0385) 5204311
Fax: (0385) 5204313

Dr. med. J. Konrad

Eisenbahnstrafle 52

Tel.: (06841) 993252

Dr. med. G. Harenberg 66424 Homburg/Saar Fax: (06841) 993253
Frauenirzte

Dr. med. F. Krampf Borwiesenstrafie 11 Tel.: (06503) 99294
Frauenarzt 54411 Hermeskeil

Dr. med. Jens-Uwe Thiesen
Dr. med. Zytologisches Labor
Zytologisches Labor
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14. Terminologie: Cytogenetik / DNA-Cytometrie

Tabelle 1: Definitionen den Chromosomensatz bzw. die DNA-Cytometrie betreffender

Begriffe
Definition Chromosomale Ebene DNA-Ebene
(Giemsa) (FCM/ICM)
Euploidie Normale chromosomale Ausstat- | DNA-Verteilung, die nicht von der
tung einer Zelle mit einem doppelten | normaler (ruhender, proliferierender
Chromosomensatz oder einem seiner | oder polyploidisierender) Zellen unter-
ganzzahligen Potenzen schieden werden kann

Diploidie Normale Chromosomen-Ausstattung | Typ eines euploiden DNA-

einer Zelle mit zwei vollstindigen | Histogramms, welches das zytometri-

Sétzen, einem vom Vater und einen von | sche Aquivalent einer ruhenden oder

der Mutter proliferierenden  Zellpopulation = mit
doppeltem Chromosomensatz ist. GroB3-
ter Haufigkeitsgipfel bei 2c, kleinerer
bei 4¢

Pseudodiploidie | Normale Anzahl aber abnorme Zusam- | Kann zytometrisch nicht von DNA-

mensetzung von Chromosomen (nur | Diploidie unterschieden werden
strukturelle Aberrationen)

Polyploidie, Chromosomen-Ausstattung einer Zelle, | Vorkommen von Hiufigkeitsgipfeln bei
einschlieBlich: |die aus wiederholten ganzzahligen | den ganzzahligen Verfielfachungen (x3,
tri-, Vervielfachungen  eines  normalen | x4, x5, x6, x7, x8...) haploid DNA-
tetra-, haploiden Satzes entstehen Stammlinien
penta-,
hexa-,
hepta-,
octoploidie
u.S.W.

Euploide Po- Chromosomenaus-stattung einer | Vorkommen von Héufigkeitsgipfeln in

lyploidie Zelle, die aus wiederholten Verdoppe- | den  (wiederholten)  Verdoppelungs-

lungen eines normalen diploiden Satzes | Regionen einer normalen diploiden
entstehet DNA-Stammlinie (x2, x4, x8, x16...). In
menschlichen Geweben liegt der hochste
Gipfel bei 2c.
Chromosomale | Identische ~Chromosomen-Ausstattung | Kein Aquivalent
Stabilitit von Zellen nach wiederholten Zelltei-
lungen
Genomische Identische genomische Ausstattung nach | Kein Aquivalent
Stabilitiit wiederholten Zellteilungenl
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Aneuploidie Numerische und/oder strukturelle | Quantitatives zytometrisches Aquivalent
Die Nomenkla- | chromosomale Aberrationen chromosomaler Aneuploidie, die in einer
tur basiert auf Oder: abnormen DNA-Verteilung resultiert,
der Zahl der | Verlust oder Verdoppelung von Chro- | welche sich statistisch signifikant von
Kopien eines | mosomenoder chromosomalen Segmen- | derjenigen normaler, proliferierender
bestimmten ten oder polyploidisierender Zellpopulatio-
Chromosoms Oder: nen unterscheidet
alle Chromosomen, die von Euploidie
abweichen sind aneuploid
Segmentale Verlust oder Gewinn mikroskopisch | Kein Aquivalent
Aneuploidie sichtbarer Fragmente von Chromosomen
Klonale A- | Identische chromosomale Aneuploidie | Kann in einer abnormen DNA-
neuploidie in einer ganzen Zellpopulation Stammlinie resultieren, wenn die quanti-
tativen Verdnderungen grofl genug sind
um zytometrisch nachweisbar zu sein.
Aneuploide Abnorme chromosomale Ausstattung Aneuploide Polyploidisierung bedeutet
Polploidie einer Zelle, die aus (wiederholten) das Vorkommen abnormer Haufigkeits-
Verdoppelungenabnormer Chromoso- gipfel in der Verdoppelungs oder Ver-
mensétze resultiert vierfachungsregion aneuploider DNA-
Stammlinien
Stammlinien- Proliferierende Zellpopulation, welche | Abnorme Modalwerte von DNA-
Aneuploidie identische Chromosomenaberra-tionen | Stammlinien, die sich statistisch signifi-
aufweist kant von denen normaler Stammlinien

unterscheiden

Peri-x-Ploidie

Abnorme chromosomale Ausstattung
einer Zelle, bestehend aus mehr oder
weniger chromosomalem Material als
dem x-fachen eines haploiden Chromo-
somensatzes entspricht

Abnorme DNA-Verteilung mit einer
Stammlinie, deren Modalwert +-10%
des genannten Wertes betrégt

Hyper-x-Ploidie

Abnormer  Chromosomensatz  einer
Zelle, der aus mehr als dem x-fachen
eines haploiden Satzes besteht

Abnorme  DNA-Stammlinien-Position
oder abnormer Einzelzell-DNA-Gehalt
(sog. Exceeding Events), die mehr als
dem x-fachen eines haploiden DNA-
Gehaltes einer Zelle entsprechen

Genomische Vorkommen chromosomaler Aberratio- | Abnorme Variation von Einzelzell-
Instabilitit nen wihrend der zelluldren Replikation | DNA-Werten in einem Histogramm
Mutation Anderung der genomischen Sequenz | Kein Aquivalent

(von Basen oder Chromosomen)
Monosomie Vorkommen von nur einem statt zwei | Kein Aquivalent

bestimmten Chromosomen eines be-

stimmten Typs pro Zelle. Verluste eines

Chromosomes in einer diploiden Zelle
Trisomie Vorkommen von drei statt zwei Kopien | Kein Aquivalent

eines bestimmten Chromosoms in einer

anonsten diploiden
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Polysomie Vorkommen von mehr als zwei Chrom- | Resultiert nur in abnormen Zellkern-
sosomen eines bestimmten Typs pro | DNA-Gehalten, wenn die quantitativen
Zelle Verinderungen pro Zelle groBer als der
MefBfehler der zytometrischen Methode
ist
Aneusomie Abnormer Chromosomensatz, der von | Resultiert nur in abnormen DNA-
dem einer normalen haploiden, diploi- | Gehalten, wenn die Abweichunen quan-
den oder polyploiden Zelle abweicht titativ grofl genug sind, um zytometrisch
detektierbar zu sein
Marker Chro- | Ein Chromosom, welches lichtmikro- | Kein Aquivalent
mosome skopisch nachweisbare Abweichungen
von der Norm aufweist
Stammlinie Proliferierende ~ Zellpopulation ~ mit | GO/1-Phase Fraktion einer proliferieren-
einheitlicher Chromosomen-Ausstattung | den Zellpopulation mit einem ersten
Haufigkeitsgipfel sowie einem zweiten,
kleineren oder einzelne Zellen in seiner
Verdoppelungsregion
Literatur

1.

10.

11.

12.

Ahlgren G, Lindholm K, Falkmer U, Abrahamsson PA: A DNA-cytometric proliferation-
index improves the value of the DNA-ploidy pattern as a prognosticating tool in patients
with carcinoma of the prostate. Urology 50, 379-384 (1997)

Al-Abadi H, Nagel R: Zytomorphologie und DNS-Zytophotometrie beim Prostatakarzinom
und ihre prognostische Bedeutung. Notabene medici 3, 74-79 (1995)

Auffermann W, Bocking A: Early detection of precancerous lesions in dysplasias of the lung
by rapid DNA-image-cytometry. Analyt Quant Cytol Histol 3, 218-226 (1985)

Baretton G, Vogt T, Valina C, Schneiderbanger K: Prostata-Karzinom und potentielle Pra-
kanzerosen: DNA-zytometrische Untersuchungen und Interphasenzytogenetik. Verh Dtsch
Ges Path 77, 86-92 (1993)

Biesterfeld S, Gerres K, Fischer-Wein G, Bocking A: Polyploidy in non-neoplastic tissues. J
Clin Pathol 47, 38-42 (1994)

Bocking A, Auffermann W, Jocham D, Contractor H, Wohltmann D: DNA grading of ma-
lignancy and tumor regression in prostatic carcinoma under hormone therapy. Appl Pathol 3,
206-214 (1985)

Bocking A, Auffermann W, Vogel H, Schlondorff G, Goebbels R: Diagnosis and grading of
malignancy in squamous epithelial lesions of the larynx with DNA cytophotomety. Cancer
56, 1600-1604 (1985)

Bocking A, Hilgarth M, Auffermann W, Hack-Werdier C, Fischer-Becker D, von Kalkreuth
G: DNA-cytometric diagnosis of prospective malignancy in borderline lesions of the uterine
cervix. Acta Cytol 30, 608-615 (1986)

Bocking A, Fiizesi L, Striepecke E: Indikationen und tumorzytogenetische Grundlagen der
diagnostischen DNA-Zytometrie. Verh Dtsch Ges Zyt 18, 70-82 (1993)

Bocking A: Progress in diagnostic pathology by quantification. Guest editorial. Anal Cell
Path 6, 1-2 (1994)

Bocking A, Giroud F, Reith A: Consensus report of the ESACP task force on standardization
of diagnostic DNA-image cytometry. Anal Cell Pathol 8, 67-74 (1995)

Bocking A: Biologische Grundlagen und Anforderungen an die Methodik der statischen
DNA-Zytometrie. In: Fortschritt und Fortbildung in der Medizin, Band 21. Deutscher Arzte-
verlag: 21-49 (1997)

Bocking: DNA-Bildzytometrie 95




96

13.

Bocking A: Die Bedeutung der statischen DNA-Zytometrie bei Dysplasien des Plattene-
pithels. In: Fortschritt und Fortbildung in der Medizin, Band 21. Deutscher Arzteverlag: 41-
50 (1997)

14.Cartsburg O, Kersten A, Sundmacher R, Nadjari B, Pomjanski N, Bocking A: Behandlung von

15.

16.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30..

31

plattenepithelialen Carcinomata in situ der Bindehaut (CIN) mit Mitomycin C Augentropfen
unter zytologischer und DNA-bildzytometrischer Kontrolle. Klin. Monatsblatter fiir Augen-
heilkunde 218, 429-434 (2001)

Chatelain R, Willms A, Auffermann W, Bocking A: Automated Feulgen staining with a
temperature controlled staining machine. Analyt Quant Cytol Histol 11,211-217 (1989)
Duesberg P, Ruhong L, Rasnick D: Aneuploidy approaching a perfect score in predicting
and preventing cancer. Cell Cycle 306, 823-828 (2004)

Fallenius AG, Franzén SA, Auer GU: Predictive value of nuclear DNA content in breast
cancer in relation to clinical and morphologic factors. Cancer 62, 521-530 (1988)

Feulgen R, Rossenbeck H: Mikroskopisch-chemischer Nachweis einer Nukleinsdure vom
Typus der Thymonukleinsdure und die darauf beruhende elektive Farbung von Zellkernen in
mikroskopischen Praparaten. Hoppe Seylers Z Physiol Chem 135, 203-248 (1924)

Giroud F, Haroske G, Reith A. Bocking A: 1997 ESACP consensus report on diagnostic
DNA image cytometry. Part II: Specific recommendations for quality assurance. Anal Cell
Pathol 17, 201-208 (1998)

Grote HJ, Friedrichs N, Pomjanski N, Guhde HF, Reich O, Bocking A: Prognostic signifi-
cance of DNA-cytometry in carcinoma of the uterine cervix FIGO stage IB and II. Anal Cell
Pathol 23, 97-105 (2001)

Grundmann E, Hermaenk P, Wagner G: Tumorhistologieschliissel - Empfehlungen zur aktu-
ellen Klassifikation und Kodierung der Neoplasien auf der Grundlage der ICD-O. 2. Aufla-
ge, Springer-Verlag, Heidelberg (1997)

Haroske G, Giroud F, Reith A, Bocking A: 1997 ESACP consensus report on diagnostic
DNA image cytometry. Part I: Basic considerations and recommendations for preparation,
measurement and interpretation. Anal Cell Pathol 17, 189-200 (1998)

Haroske G, Baak JPA, Danielsen H, Giroud F, Gschwendtner A, Oberholzer M, Reith A,
Spieler P, Bocking A: Fourth updated ESACP consensus report on diagnostic DNA image
cytometry. Anal Cell Pathol 23, 89-95 (2001)

Jarvis JR: A microcomputer system for video image analysis and diagnostic microdensi-
tometry. Analyt Quant Cytol Histol 8, 201-209 (1986)

Kindermann D, Hilgers C: Glare correction in DNA-imagy-cytometry. Anal Cell Pathol 6,
165-180 (1994)

Kristensen GB, Kildal W, Abeler VM, Kaern J, Vergote I, Tropé, Danielsen HE: Large-scale
genomic instability predicts long-term outcome for women with invasive stage 1 ovarian
cancer. Ann of Oncol 14, 1494-1500 (2003)

Kropff M, Chatelain R, Muller CP, Wagner A, Wenzler T, Béhmer H, Bocking A: Monitor-
ing DNA cytometric parameters during the course of chronic myelogenous leukaemia. Ana-
lyt Quant Cytol Histol 13 (6), 433-439 (1991)

Leistenschneider W: Nucleic acid determination as therapy monitoring of prostate cancer.
In: Prostate Cancer, Vol. 3, International perspectives in urology. Edts.: Jacobi GH,
Hohenfellner R, Williams and Wilkins, Baltimore, London 473-485 (1982)

Leistenschneider W, Nagel R: Einzelzellzytophotometrische Zellkern-DNS-Analysen beim
behandelten, entdifferenzierten Prostatakarzinom und ihre klinische Bedeutung. Urologe A
22,157 (1983)

Maraki D, Becker J, Bocking A: Cytologic and DNA-cytometric very early diagnosis of
oral cancer. J Oral Pathol 33, 1-7 (2004)

Maraki D, Hengge UR, Becker J, Bocking A: Very early cytological and DNA-cytometric
diagnosis of in situ carcinoma in an immunosuppressed liver transplant recipient. J Oral
Pathol Med 34, 1-3 (2005)

Bocking: DNA-Bildzytometrie



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Maraki D, Megahed M, Bocking A, Becker J: Aktuelle Verfahren zur Fritherkennung von
Mundkrebs und zur Diagnostik von blasenbildenden Mundschleimhauterkrankungen.
Hessisches Zahnirzte Magazin 9, 44-53 (2005)

Mikuz G: Pathology of prostate cancer. Old problems and new facts. Adv Clin Pathol 1, 21-
34 (1997)

Nguyen VQH, Grote HJ, Pomjanski N, Knops K, Bocking A: Interobserver reproducibility
of DNA-image-cytometry in ASCUS or higher cervical cytology. Cell Oncol 26, 143-150
(2004)

Pollak Grignon DJ, Heydon KH, Hammond EH, Lawton CA, Mesic JB, FU KK; Porter AT,
Abrams RA, Shipley WU: Prostate cancer DNA ploidy and response to salvage hormone
therapy after radiotherapy with or without short-term total androgen blockade: an analysis of
RTOG 8610. J Clin Oncol 21 (7), 1238-1248 (2003)

Raatz H, Bocking A, Hauptmann S: Prognostic impact of DNA-image-cytometry in neuro-
endocrine (carcinoid) tumours. Cell Oncol 26, 81-88 (2004)

Remmerbach T, Weidenbach H, Pomjanski N, Knops K, Mathes S, Hemprich A, Bocking A:
Cytologic and DNA-cytometric early diagnosis of oral cancer. Anal Cell Pathol 22, 211-221
(2001)

Remmerbach T, Weidenbach H, Hemprich A, Bocking A: Earliest detection of oral cancer
using non-invasive brush biopsy including DNA-image cytometry: Report on four cases.
Anal Cell Pathol 25, 159-166 (2003)

Sanchez L, Regh M, Biesterfeld S, Chatelain R, Bocking A: Performance of a tv image
analysis system as a microdensitometer. Analyt Quant Cytol Histol 12, 279-284 (1990)
Schimming R, Hlawitschka M, Haroske G, Eckelt U: Prognostic relevance of DNA-image-
cytometry in oral cavity carcinomas. Analyt Quant Cytol Histol 20 (1), 43-51 (1998)

Sudbé J, Kildal W, Risberg B, Koppang HS; Danielsen HE, Reith A: DNA content as a
prognostic marker in patients with oral leukoplakia. N Engl J Med 344, 1270-1278 (2001)
Sun D, Biesterfeld S, Adler CP, Bocking A: Prediction of recurrence in giant cell tumors of
the bone by DNA cytometry. Analyt Quant Cytol Histol 14, 341-346 (1992)

Tribukait B: DNA flow cytometryin carcinoma of the prostate for diagnosis, prognosis and
study of tumor biology. Acta Oncol 30, 187-192 (1991)

Tribukait B: Nuclear deoxyribonucleic acid determination in patient with prostate carcino-
mas: Clinical research and application. Eur Urol 23 (suppl 2), 64-76 (1993)

Wang N, Wilkin C, Bocking A, Tribukait B: Evaluation of tumor heterogeneity of prostate
carcinoma by flow- and image DNA cytometry and histopathological grading.. Anal Cell
Pathol 20, 49-62 (2000)

Bocking: DNA-Bildzytometrie 97



5

H. Al-Abadi:

Zytomorphologie und DNA-Zytometrie beim Prostata-
Carcinom und ihre prognostische Bedeutung

Eine klinische prospektive Studie bei 271 Patienten mit Prostatakar-
zinom. Zytomorphologie und DNS-Zytophotometrie beim Prostata-
karzinom und ihre prognostische Bedeutung

Zusammenfassung

Bei 271 Patienten mit lokal fortgeschrittenem Prostatakarzinom wurden mittels der
Einzelzell-DNS-Zytophotometrie die Ploidie, die DNS-Hetreogenitit und die Anteile
der Zellzyklusphasen der Tumoren vor und wéihrend der Therapie untersucht, um neben
den bisherigen prognostischen Faktoren (Stadium, Grad) weitere prognostische Para-
meter zu finden. Der Zeitraum der Verlaufsbeobachtung betrug 1 bis 14 Jahre.

Von den 271 Patienten haben 198 Patienten (73,7%) einen T3 NO Mo-Tumor, wihrend
bei 73 Patienten (26,3%) ein Stadium T3/T4 N+ Mlvorlag. 11,8% der Patienten wiesen
den zytologischen Malignitétsgrad 1, 64,3% der Patienten den Malignitédtsgrad 2 auf
und 23,8% der Patienten hatten ein Grad-3-Karzinom. Die Einzelzell-DNS-
Zytophotometrie ergab bei den hoheren Malignitdtsgraden 2 und 3 eine Aneuploide-
Rate bis zu 71% und eine Diploidie-Rate bis zu 23,8%. Bei dem Malignititsgrad 1
dagegen lag die Diploidie-Rate bei 71% und die Aneuploidie-Rate bei 15.2%. Diese
Unterschiede sind signifikant (p<0,001).

Zwischen den Ergebnissen der DNS-Zytophotometrie und dem klinischen Verlauf
bestand eine signifikante Korrelation. Patienten mit diploiden Tumorzellkernen entwi-
ckelten innerhalb einer Beobachtungszeit von 14 Jahren keine Metastasierung und
keine lokale Tumorprogression, wihrend Patienten mit aneuploiden Tumorzellkernen
eine Metastasierung und eine lokale Tumorprogression trotz Therapieumstellung inner-
halb von 8 bis 22 Monaten aufwiesen. Die Patienten in der aneuploiden Gruppe starben
durchschnittlich 21 Monate nach dem Zeitpunkt der Primérdiagnose an ihrem Tumor-
leiden.
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Einleitung

Die pathomorphologische Begutachtung maligner Prostatatumoren bereitet heute noch
hiufig Schwierigkeiten. Das Prostatakarzinom ist morphologisch ein sehr heterogener
Tumor mit iiberlappender Histologie, unterschiedlichem biologischen Verhalten und
klinischen Verlauf. Eine Verbesserung der Behandlung koénnte dadurch erreicht wer-
den, dass neben detailliertem morphologischen Grading durch die Bestimmung von
Hormonrezeptoren bei histochemischen und immunologischen sowie molekulargeneti-
schen Untersuchungen zusitzliche Malignitétskriterien auerhalb der Histomorpholo-
gie gebildet werden. Die Ploidie und Proliferationaktivitit der einzelnen Tumoren
konnen solche differenzierenden Faktoren darstellen(1-5,7,9).

Eine Abweichung des DNS-Gehaltes der Tumorkerne von dem normalen Gewebe ist
ein Hinweis auf Tumorzellpopulation im Sinne der Aneuploidie(12). Die DNA-
Heterogenitét der Tumorzellkerne bei malignen Tumoren verschiedener Organe hat in
den letzten Jahren wegen der Bezichung des Tumorverhaltens vor und wéhrend der
Therapie grof3es klinisches Interesse erlangt(1-5,6,10,13,15,18,20,22,24).

In einer experimentiellen Studie in der Zeit von 1980 bis 1994 haben wir durch Feinna-
delbiopsie gewonnenes Tumormaterial mit dem Ziel untersucht, neben den bisherigen
prognostischen Faktoren weitere zu finden. Mit Hilfe der Absorptionszytophotometrie
untersuchten wir die Ploidie, die intratumorale Heterogenitét und die proliferative Ak-
tivitit des Prostatakrzinoms vor und wihrend der Therapie.

Patientengut und Methodik

Von Januar 1980 bis Dezember 1994 wurden bei 271 Patienten mit lokal fortgeschrit-
tenem Prostatakarzinom Untersuchungen mit der Einzelzell-DNS-Absorptionszyto-
metrie durchgefiihrt und der klinische Verlauf der entsprechenden Patienten dokumen-
tiert. Der Zeitraum der Verlaufsbeobachtung betrug 1-14 Jahre, das Durchschnittsalter
dieser Patienten betrug 68,9 Jahre (42-88 Jahre). Die Materialgewinnung fiir die DNS-
Analyse erfolgte mit der transrektalen Feinnadelaspirationsbiopsie. Die Ausstrichpripa-
rate wurden erst nach Papanicolaou geférbt und von uns zytologisch fiir die Tumordia-
gnostik und Differenzierung entsprechend der Empfehlung des pathologisch- urologi-
schen Arbeitskreises Prostatakarzinom beurteilt (16). Nach Bestimmung des Maligni-
tatsgrades wurden die Tumorkomplexe markiert und anschlieBend mit der Feulgen-
schen Kernfirbung umgefarbt. (Abb.1). Gemessen wurden etwa 300Tumorzellen,
gelegentlich auch mehr. Der DNS-Gehalt dieser Kerne wurde mittels Einzelzellabsorp-
tionszytometrie ermittelt. Die gemessenen Werte der jeweiligen Totalextinktion wurden
zusammen mit Mittelwertstandard, Abweichungsvarianz und Variationskoeffizienz mit
Hilfe der statistischen Analyse ausgerechnet.Entsprechend dem internationalen Kon-
sens der DNS-Zytometrie bezeichnen wir den Zellkern-DNS-Gehalt (Abb.la) als
euploid oder polyploid, wenn er im Bereich des Mittelwertes der diploiden Eichpopula-
tiont/- 25% liegt. Entsprechend dem Variationskoeffizienten der Eichpopulation wer-
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den alle auBerhalb des euploiden und polyploiden Bereiches liegenden Zellkerne als
aneuploid bezeichnet. Der von ca. 300 Zellkernen erfasste DNS-Gehalt wird in einem
DNS-Histogramm zusammengefasst. Der DNS-Gehalt wird in der ,,AU* (arbitrary
units), die Zahl der gemessenen Tumorzellkerne mit ,,n“ angegeben(durch Eintragung
der gewonnenen Werte auf der Abszisse und Ordinate entsteht das Histogramm).

Abb.1: Feulgensche Nuklearreaktion. Isoliert liegende, gut konstrastierte Zellkerne
ohne Uberlagerung und Artefakte (100x).

DNA-Ploidie und Tumor Stadium (T)
Prostatakarzinom( n=271)

T1(8) T2/M1 T3/4 (231)
(32)

36 II

% f,f ’ 69 %
) %

7%

B diploid [ ] Tetraploid [ Janeuploid

Diagramm 1: DNS-Gehalt (Grad 1-3)
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Abb. 2a: Diploides Histogramm eines Grad 1 Karzinoms
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Abb. 3a: Heterogenes DNA Histogramm mit Streuung von 4c¢ bis 19¢ eines Grad 2
Karzinom
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Abb. 4a: DNA Histogrammm eines Grad 3 Karzinoms mit mehreren aneuploiden
Stammlinien

Statistische Analyse

Fiir die 3 Malignititsgrade wurde die Homogenitdt der Ploidiegrade nach dem Chi-
Square-Test statistisch gepriift. Die Uberlebenskurven erhilt man durch die Kaplan-
Meier-Product-Limit-Methode, und der statistische Vergleich wurde zwischen 2 Uber-
lebenskurven mit Hilfe des Long-rank-Tests erstellt (14,17,19).

Ergebnisse

Tumorstadium und Hiiufigkeit der Malignititsgrad

Die Stadieneinteilung wurde entsprechend der Empfehlung der UICC nach dem TNM-
System eingeteilt (23). Bei der Diagnosestellung befanden sich 198 (73%) der Patien-
ten im Stadium T3 NO MO, wihrend bei 73 Patienten (27%) das Stadium T3/T4 N+M1
vorlag (Tab.1.). Im gesammten Untersuchungsgut war der zytologische Malignititsgrad
2 mit 64,3% der Patienten am haufigsten, gefolgt von Malignitétsgrad 3 mit 23,9% und
Malignitétsgrad 1 mit 11,8% (Tab. 1; Abb.2,3 u. 4).
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Stadium n %
T3 NO MO 198 73
T3/4 Nx M1 73 27
Malignitatsgrade
1 32 11,8
2 174 64,3
3 65 23,9

Tab.1 Héufigkeitsverteilung der klinischen Stadien und der pathomorphologischen
Malignitétsgrade bei 271 Patienten mit lokal fortgeschrittenem Prostatakarzinom zum
Zeitpunkt der Diagnose

Zytologie und die Response-Kriterien

Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, unterscheidet sich unser Krankengut deutlich von dem
anderer Kliniken, da lediglich 27% Metastasen hatten, wihrend 73% mit T3-Karzinom
aber keine Metastasen aufwiesen. Dies erkldrt sich daraus, dass wir an unserer Klinik
seit {iber 23 Jahren mit der Zytologie und auch DNS- Zytophotometrie inzwischen mit
mehr als 35000 Aspirationsbiobsien iiber eine Kontrollmédglichkeit verfiigen, durch die
wir die Therapiewirkung bzw. das Therapieversagen direkt am Primdrtumor nachwei-
sen konnen. Die Aspirationsbiopsie ist fiir den Patienten nicht belastend und dariiber
hinaus komplikationsarm. Diese beiden Methoden- wie auch die morphologische Un-
tersuchung einer Stanzbiopsie- sind derzeit die einzigen objektiven Parameter zur The-
rapiebeurteilung beim lokal fortgeschrittenen, noch nicht metastasierten Karzinom der
Prostata.

— AT A

Abb.2  Zytologisches-Ausstrichpriaparat eines Grad 1 (Score 10) Karzinoms: geringe
Kernpolymorphie, prominente Nukleolen, intakte Zellgrenzen.( Pap., 100x)
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Abb. 3 Zytologisches Ausstrichpréparat eines Grad 2 Karzinoms der Prostata (Score
14): méBige Hyperchromasie und Polymorphie der Kerne , prominente , entrundete und
an Zahl vermehrte Nukleolen, gestorte Kernordnung ,( Pap., 100x)

Abb. 4 Zytologisches Ausstrischpréparat eines Grad 3.(Scorel7) Karzinoms , deutli-
che Polymorphie und Hyperchromasie der Kerne, Polymorphie der Nukleolen, starke
Kerndissoziation, (Pap, .100x)
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Zytomorphologische Verinderung unter der Therapie

Die Regressionszeichen sind unabhéngig von der jeweiligen Therapie, wie wir an iiber
900 Patienten mit 6 verschiedenen Therapieformen bereits frither nachgewiesen haben
(1,13). Dartiber hinaus ist der Zeitpunkt, zu dem eine schlechte oder fehlende Wirkung
am Tumor selbst definitiv festgelegt werden kann, fiir die verschiedenen Therapiefor-
men eindeutig gesichert. So kann nach antiandrogenen MalBinahmen wie Orchiktomie,
LH-RH-Analoga oder Antiandrogenen bei einem schlechten oder fehlenden Regressi-
onskriterium 6 Monate nach Therapiebeginn kaum noch mit einem Tumorresponse
gerechnet werden, wihrend nach Estracyt und Cyclophosphamid bereits nach 3 Mona-
ten der Therapieeffekt zuverlédssig beurteilt werden kann. Die wichtigsten Zeichen der
Regression finden sich am Kern und an den Nukleolen: Kernpyknose, Abnahme der
KerngroBe, Kernrarefizierung, Desintegration von Kernchromatin, Nukleolen: Grofen-
abnahme bis zum Verschwinden (Abb. 2a,3a,4a). Die zytologischen Kriterien der Reg-
ression korrespondieren mit denen der Histologie bei Beurteilung einer Stanzbiopsie
und entsprechen der Klassifikation der Deutschen Uropathologischen Arbeitsgruppe
,,Prostatakarzinom* (1,16,18,20).

Abb.2a Zytologisches Ausstrichpriparat eines behandelten Prostata- Karzinoms: die
Kerne sind iiberwiegend klein, kaum Nukleolen vorhanden, Regressionsgrad 1(guter
Therapieeffekt)
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Abb. 4a Zytologisches Ausstrichpréiparat eines fehlenden Therapieerfolges : weiterhin
eine deutliche Kernpolymorphie und Hyperchromasie mit Mitosen, Regressionsgrad X
.(Pap, .100 x)

DNS-Ploidie versus Malignitiitsgrad

Der Ploidiegrad des Prostatakarzinoms erreichte DNS-Werte von 2¢ (diploid) bis zu
19c. Die hiaufigsten Ploidie werte der DNS-Stammlinien lagen im 5c-,6¢-,9¢,10c- und
12¢ Bereich. Die DNS-Werte von 32 Patienten mit Malignitétsgrad-1- Karzinom wur-
den mit 71% der gemessenen Tumorzellkerne im diploiden Bereich 2¢, 13,8% im po-
lyploiden (4c) und 15,2% im aneuploiden Bereich (3¢ und 5c¢) ermittelt. Die 174 Pati-
enten mit Malignitétsgrad-2-Karzinomen zeigen eine sehr heterogene DNS-Verteilung,
obwohl die Karzinome eine einheitliche zytomorphologische Differenzierung aufwie-
sen. Wie aus Tab. 2 hervorgeht, lieBen sich DNS-MeBwerte in 23% im diploiden (2c¢),
25,2% im polyploiden (4c) und 51% der gemessenen Tumorzellkerne im aneuploiden
(3¢,5¢) Bereich ermitteln. Bei den 65 Patienten mit Grad-3-Karzinomen fand sich eine
diploide Verteilung in nur 4,2% der gemessenen Ploidie, wihrend 24,8% einen po-
lyploiden und 71% einen aneuploiden DNS-Gehalt aufwiesen mit mehr als 2 DNS-
Stammlinien und Streuung der Ploidie- Werte bis zu 19c.
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Klinisches Stadium versus DNS-Ploidie

Bei 198 Patienten mit klinischem Stadium T3 fanden wir bei der DNS-Analyse 38%
der gemessenen Tumorzellkerne im diploiden Bereich, 9% im tetraploiden und 53%
im aneuploiden Bereich. Die DNS-Ploidieverteilung bei den Patienten im klinischen
Stadium T4 wurde mit 67% im aneuploiden Bereich, 11% im tetraploiden und 22% im
diploiden Bereich ermittelt (Tab. 3).

Verinderungen der DNS-Ploidie unter der Therapie

Wihrend die Pathohistologie und Zytomorphologie eher ein morphologisch qualitatives
Bild tiber den Therapieeffekt geben, erlaubt die DNS- Zytophotometrie durch detaillier-
te Analyse des Zellkern-DNS-Gehaltes eine quantitative Beurteilung des biologischen
Verhaltens, d.h. des Malignitétspotentials des Prostatakarzinoms vor und wahrend der
Behandlung mit allen bisher bekannten Therapieformen. Wir haben bei Prostatakarzi-
nomen nicht nur sequentielle Analysen des DNS-Gehaltes der Tumorzellkerne durch-
geflihrt, sondern vor allem auch bei verschiedenen therapeutischen Maflnahmen. Es ist
eine gesicherte Erkenntnis, dass sich der DNS-Gehalt des therapieresistenten Prostata-
karzinoms signifikant von den Karzinomen unterscheidet, die giinstig auf die Therapie
reagieren. Ist die Behandlung des Prostatakarzinoms erfolgreich, findet sich in der
DNS-Zytophotometrie ein signifikanter Abfall des Ploidiegrades von der Aneuploidie
in Richtung Diploidie, d.h. eine Linksverschiebung. Bleibt die Aneuploidie dagegen
unter der Therapie unverdndert, kann ein schlechter klinischer Verlauf vorausgesagt
werden, unabhédngig von der jeweils angewandten Therapie, wie aus dem DNS-
Histogramm der Félle 1 bis3 zu ersehen ist.

Grad (n) diploid % polyploid % aneuploid %
1 (32) 71 13,8 15,2
2 (174) 23,8 25,2 51
3 (65) 2,3 28,8 72,9

Tab. 2 Korrelation von Malignitdtsgrad und DNS-Gehalt der Tumorzellen bei 271
Patienten mit Prostatakarzinom

Stadium (n) diploid % polyploid % aneuploid %

T3 NO Mo
(198) 38 9 53
T4 N+M]1
(73) 22 11 67

Tab. 3 Korrelation von klinischen Stadien und DNS-Ploidie bei 271 Patienten mit
Prostatakarzinom
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Fall 1: 63 jahriger Patient im Stadium T3 MO, zytologischer Malignitétsgrad 2 (Score
11) (Abb. 2 und 2a):

Vor der Therapie zeigte das Histogramm einen breiten 2-gipfligen 8c- bis 10c-Bereich
mit Werten bis zu 12c. 6 Monate nach der Therapie fand sich eine klare Linksverschie-
bung mit einem statistisch signifikanten Gipfel im diploiden 2c-Bereich, der auch 5 '
Jahre nach Therapie unverandert nachzuweisen war. Dieser giinstige Befund des Zy-
tophotogramms korrespondiert sehr gut mit dem klinischen Befund, denn der Patient ist
inzwischen 11 Jahre und 4 Monate ohne Progression (Abb. 5).

[ number of celis
50

B.H, B8 yrs.

n=103
before

Therapy I
‘ * = |
. S

n =86
1172 yrs.,
Buserelin

n=81
T 1/2 yrs.,
Buserelin

—

2c 4c 6c 8¢ 10c 12c 14c 16c 18c 20¢c
AU-DNA (rel. C)
Feulgen

Abb. 5 Fall 1: Wie hier deutlich zu erkennen ist, Patienten mit DNA diploide Tumoren
haben in 88% die 10 jahrige Uberlebensrate erreicht, wo bei Patienten mit DNA
aneuploiden Tumor nur in 2% die 5 jahrige Uberlebensrate erreicht.

Fall 2: 70 jihriger Patient mit fortgeschrittenem Prostatakarzinom T3, zyto- und histo-
logischem Malignitétsgrad 2 (Score 14) (Abb. 3 und 3a):

Vor Beginn der Therapie ein breiter Gipfel im 6- und 7c-Bereich mit Streuung der
DNS-Werte bis zu 12¢. 6 Monate nach Therapie mit LH-RH-Analoga (Buserelin) fand
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sich eher eine Rechtsverschiebung iiber 12c. Da sich zytologisch nach 6 Monaten eben-
falls keine Regressionszeichen nachweisen lieBen, haben wir den Patienten auf Estra-
mustinphosphat (Estracyt) umgestellt. 4 /2 Jahre nach Estracyt-Therapie zeigte sich nun
eine gute Regression mit statistisch signifikantem Haufigkeitsgipfel im 2- und 4c-
Bereich bei klinisch stabilem Zustand. Nach 8 2 Jahren ist der Status weiterhin ohne
Nachweis von Metastasen (Abb.6).

Fall 3: 43 jahriger Patient mit Prostatakarzinom T3 Nx M1, histologischer und zytolo-
gischer Malignititsgrad 3 (Score 17) (Abb. 4 und 4a):

Dies ist ein Beispiel fiir eine primdre Resistenz gegen LH-RH-Analoga sowie eine
Resistenz gegen die sekundére Estracyt-Therapie. Vor der Buserelin-Therapie fand sich
ein Haufigkeitsgipfel im 5-,7-,9-, sowie im 13c Bereich mit Streuung der Messwerte bis
zu 19c¢. Ein diploider Anteil war hier nicht nachzuweisen. 6 Monate nach Buserelin-
Behandlung fand sich noch ein definitiver Haufigkeitsgipfel im 6- bis 8c-Bereich mit
Streuung der Messwerte bis zu 16¢. Da dieses DNS-Verteilungsmuster als ausgespro-
chen schlechtes Therapieergebnis angesehen werden musste, wurde der Patient auf
Estramustinphosphat umgestellt. Wie nach sekundérer Estracyt-Therapie erwies sich
der Tumor, wie die DNS-Verteilung iiber den 16c-Bereich zeigte, also auch gegen
Estracyt resistent. Es zeigte sich eine persistiende Aneuploidie (Abb. 7). Dieser Befund
korrespondiert klinisch mit einem nachweisbaren Tumoreinbruch in der Blase, deshalb
wurde die Therapie auf Cyclophosphamid als tertitire Therapie umgestellt mit der
Hoffnungauf eine gewisse Hemmung der Tumorproliferation. Trotz dieser Therapie-
umstellung starb der Patient 8 Wochen nach der Cyclophosphamid-Behandlung an
einer ausgedehnten Metastasierung.
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Abb. 7: Fall 3, Wie hier deutlich zu erkennen ist, Patienten mit DNA diploide Tumoren
haben in 88% die 10 jdhrige Uberlebensrate erreicht, wo bei Patienten mit DANN
aneuploiden Tumor nur in 2% die 5 jahrige Uberlebensrate erreicht.

Prognostische Relevanz der DNS-Ploidie

In der Beobachtungszeit bis zu 12 Jahren konnten bei 67 Patienten (24%) mit einem
Haufigkeitsgipfel im diploiden DNS-Bereich (2¢) keine Metastasierung und keine
lokale Tumorprogredienz nachgewiesen werden. Von 141 Patienten (52%) mit zwei
oder mehreren DNS-Stammlinien bzw. breiter aneuploider DNS-Verteilung hatten 65
Patienten bereits bei der Diagnosestellung Fernmetastasen und verstarben innerhalb der
ersten 22 Monate an dem Tumorleiden. Bei den iibrigen 76 Patienten trat nach 8 bis 36
Monaten nach der Diagnosestellung bei 73 Patienten eine Skelettmetastasierung auf.
Von diesen 73 Patienten starben 67 in der Beobachtungszeit an ihrem Tumorleiden.
Aus der aneuploiden Gruppe mit 141 Patienten sind bis zu 4 Jahren der Beobachtungs-
periode 3 Patienten klinisch in einem stabilen Zustand. Von den 63 Patienten in der
Gruppe der polyploiden, nahen diploiden DNS-Verteilung hatten 33 Patienten eine

110 Al-Abadi: Zytomorphologie und DNA-Zytometrie beim Prostata-Ca



Fernmetastasierung und verstarben trotz Therapieumstellung an ihrem Tumorleiden,
weiterhin verstarben 6 Patienten an einem Herzkreislaufversagen. 24 Patienten aus
dieser Gruppe sind klinisch stabil (Tab. 4, 6, Abb. 8a, 8b).

DNS-Ploidie M1 stabil gestorben
n (%) n (%) n (%) n (%)
diploid 67 (24) - - 46  (69) 21*  (31)
polyploid 63  (23) 33 (52) 24 (3%8) 33 (52)
6* (9
aneuploid 141 (52) 138 (98) 3 2) 137 (97)

* Herzkreislauf-Erkrankungen

Tab. 4 Klinischer Verlauf versus DNS-Ploidie bei 271 Patienten mit Prostatakarzinom

DNS 3 Jahre (%) S Jahre (%) 9 Jahre (%)
diploid 99 97 88
polyploid 71 51 38
aneuploid 34 2 -

entsprechend Kaplan-Meyer p > 0,001

Tab. 6 Uberlebensrate versus DNS-Ploidie bei 271 Patienten mit Prostatakarzinom
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Survival times of 271 patients with Prostatcarcinoma

according to DNA-ploidy (Kaplan-Meier)

Diploid(67)

Tetraploid(63 E

Cumulative survival (%)

4 6

Virchow-Klinikum Berlin Years of Survival

Abb.8a Wie aus dem Kaplan-Meier Diagramm zu ersehen ist, haben Patienten mit
DNA- diploiden und DNA-tetraploiden Tumor, weitgehend bessere Prognosen, als
Patienten mit DNA- aneuploiden Tumor.

Survival times of 271 patients with Prostatakarzinom
according to DNA-ploidy and tumor stage
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Abb.8b Wie aus der Uberlebenskurve zu erkennen ist, haben Patienten mit verschie-
denen Tumorstadien eine bessere Prognose, wenn die DNA-Ploidy diploid ist.
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Malignititsgrade und Anteile der Zellzyklusphasen

Durch Zellzyklusanalyse mittels Einzelzellzytometrie kann der Anteil der Tumorzellen
in GO/G1-Phase, in S-Phase und in G2/M-Phase bestimmt werden. Wie aus Tabelle 5
hervorgeht, zeigt sich bei Grad-1-Karzinom ein Anteil von 8% proliferierender Tumor-
zellen, wéhrend bei den Grad 2 und 3 Tumoren dieser Anteil auf 51 bzw. 71% ansteigt.
Patienten mit einem hohen aneuploiden Anteil (und mehreren aneuploiden Stammli-
nien) wurden frither klinisch progredient und starben frither als Patienten mit einem
geringen aneuploiden Anteil und einer niedriegen Proliferationstendenz (S,G2,M<8%),
(Tab. 5).

Grad (n) Aneuploidie (%)

1 32 8-15
2 174 51-68
3 65 73

Tab. 5 Zellproliferation-Anteile der Aneuploidie-versus pathohistologischem

Malignitétsgrad (n=271)

Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse der DNS Untersuchungen deuten auf ein unterschiedli-
ches Wachstumsverhalten des Prostatakarzinoms und damit auf seine Heterogenitit
hin. Die wenigen bisher vorliegenden Untersuchungen an Prostatakarzinomen mittels
der Eizelzell-DNS-Zytometrie als auch mittels DurchfluBzytometrie zeigen unter-
schiedliche Ergebnisse und berichten tiber hohe DNS-Werte, besonders bei entdifferen-
zierten Karzinomen. In unserer Studie fanden wir eine Aneuploidierate von 8% bei
hochdifferenzierten Tumoren und von 71% bei schlecht differenzierten Grad-3-
Tumoren (1,6,7,11,13,18). Mit Hilfe der Einzelzellzytophotometrie konnen exakte
DNS-Analysen durchgefiihrt werden, da nur diese Methode eine zuvor visuell di-
agnosticzierte Tumorzelle misst. Die Einzelzellphotometrie ist ein zeitaufwendiges
Verfahren, weil jede Zelle von dem Untersucher in das photometrische Messfeld einge-
fahren werden muf}. Dem Nachteil des Zeitaufwandes steht der Vorteil gegeniiber,
Zellmorphologie und Zellkern-DNS-Gehalt an identischem Material bestimmen und
einander zuordnen zu konnen. Die Position einer Zelle auf dem Objekttriager kann fiir
Nachuntersuchungen festgehalten werden (1,-5,7,18,20,21). Bei der Durchflussphoto-
metrie werden die Zellen in Suspension gebracht und in einem schmalen, am Strahlen-
gang des Mikroskops orientierten Fliissigkeitsstrom der DNS-Bestimmung zugefiihrt.
Die kontinuierliche Messung der Zellen im Fliissigkeitsstrom bedingt eine hohe Mess-
geschwindigkeit, allerdings fehlt jegliche Zuordnung des gemessenen DNS-Gehaltes
zur Morphologie der Zelle. Jeder fluoreszierende Partikel einer Suspension wird ge-
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messen und geht in die Haufigkeitsverteilung ein, unabhédngig davon, ob es sich um
einen beschidigten Zellkern, um unvollstdndig getrennte oder fluoreszierende Verun-
reinigungen handelt (1,21). Eine Verschlechterung der Prognose im individuellen Fall
lasst sich aus einer breiten Streuung der DNS-MeBwerte erkennen. Eine &hnliche Aus-
sage kann auch aus dem Verhiltnis diploider zu aneuploiden Zellen abgeleitet wer-
den(1-7,9,11,13,15,18).

Dieses Verhiltnis hat besonders eine Bedeutung bei der Malignitatsgrad-2-Gruppe, die
morphologisch einheitlich, aber beziiglich der Malignitétspotentiale heterogen ist.
Betrigt der Anteil der diploiden Zellen (G0/G1-Phase)>60%, so ist die Prognose der
Patienten giinstiger als bei einem Anteil<60%. Dabei bedeutet ein hoher Anteil von
GO0/G1-Zellen in der Regel ein geringes Wachstum der Tumoren. Diese Unterschiede in
den Uberlebenszeiten sind auch innerhalb der Patienten der Malignititsgrade 2 und 3
mit einer Abnahme der diploiden und einer Zunahme der proliferierenden aneuploiden
Zellen zu erkennen.

Schlussfolgerungen

e Die DNA-Ploidie ist ein objektiver, reproduzierbarer, diagnostischer und
prognostischer Parameter.

e  DNA-Zytophotometrie korreliert signifikant mit dem klinischen Verlauf

e Patienten mit diploiden und tetraploiden Tumoren entwickelten innerhalb ei-
ner Beobachtungszeit von 14 Jahren keine Metastasierung und keine lokale
Tumorprogression

e Patienten mit aneuploiden Tumoren zeigten trotz Therapieumstellung eine
Metastasierung und lokale Tumorprogression und hatten eine hohere Mortali-
tdt (Mediane Uberlebenszeit 21 Monate).
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6
B. Tribukait

Klinische Bedeutung der DNA-Durchfluss-Zytometrie
beim Prostata Karzinom

1. Einleitung

Wihrend auf vielen Gebieten der Grundlagenforschung neue Technologie zu einer
explosionsartigen Zunahme biomedizinischer Erkenntnisse gefiihrt hat, haben neue
Techniken vielfach nur zogernd Eingang in die bettnahe Medizin gefunden. Das gilt
auch beim Prostata-Karzinom, dessen prognostische Beurteilung sich im Allgemeinen
fast ausschlieBlich auf die konventionelle Histopathologie und den Gleason-Score
stiitzt. Griinde dafiir sind neben der vielfach groBeren Komplexitit neuerer Methoden
gegeniiber dlteren die Notwendigkeit, iiber eine ldngere Zeit zundchst Erfahrung zu
sammeln, um den Wert dieser Methoden zu belegen. Bei Tumorerkrankungen sind
Verlaufskontrollen ein wichtiges Instrument, den prognostischen Wert einer diagnosti-
schen Methode beurteilen zu kdnnen. Besonders beim Prostata-Karzinom mit protra-
hiertem Verlauf sind daher Beobachtungen iiber lange Zeitphasen notwendig.

Einige aktuellen Fragen beim Prostata-Karzinom, die dringend Antwort suchen, sind:

1. Wie kann beim lokalisierten Prostata Karzinom unterschieden werden zwischen a)
klinisch insignifikanten Tumoren, bei denen eine die Lebensqualitit vielfach be-
eintrichtigende Therapie wie die radikale Prostatektomie unndtig ist und b) sol-
chen, die ohne radikale Therapie innerhalb einer iibersehbaren Zeitspanne zu
Fernmetastasen fiihren. Dieses Problem steht in engem Zusammenhang mit dem
»hatlirlichen” Verlauf des Prostata- Karzinoms und der Frage:

2. Befindet sich das klinisch neu entdeckte Prostata-Karzinom bereits im Endzustand
einer Entwicklung oder ist eine sukzessive Weiterentwicklung zu erwarten?

3. Welche Merkmale haben lokalisierte Tumoren, bei denen bereits Mikrometastasen
vorhanden sind, und eine lokale radikale operative Therapie nur die Lebensqualitét
beeintrichtigt ohne den durch die Metastasierung bestimmten Krankheitsverlauf
beeinflussen zu kdnnen? Gleiches gilt fiir die radikale Strahlentherapie von Kapsel
tiberschreitenden Tumoren mit bereits vorhandenen Mikrometastasen.

Im folgenden wird iiber Erfahrungen bei der Anwendung einer neueren Methode, der
DNA-Zytometrie im Durchflussverfahren, berichtet, die auf Messung der DNA-Menge
mittels Fluoreszenz eines an die DNA spezifisch gebundenen Farbstoffes beruht. Diese
ermdglicht die rasche und genaue Bestimmung des sog. Ploidiegrades (=Gesamtmenge
von DNA resp. Chromosomen) einzelner Tumorzellen nach Zellvereinzelung. Dank der
hohen Genauigkeit, mit welcher der DNA-Gehalt der einzelnen Zellen so gemessen
werden kann und dank der groBen Zahl gemessener Zellkerne, ldsst sich gleichzeitig
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der Anteil der Tumorzellen in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus mit guter sta-
tistischer Genauigkeit feststellen. Es soll hier im Folgenden der prognostische Wert
routineméBig erhaltener DNA-Ploidie-Ergebnisse und der Zellzyklus-Analysen disku-
tiert werden.

Fig. 1 zeigt Beispiele von zwei diploiden (Fig. 1a,b) und zwei aneuploiden (Fig. 1c,d)
Tumoren. Die beiden diploiden (DNA-Index 1,0) unterscheiden sich voneinander durch
ihren unterschiedlichen Anteil von Zellen in der S-Phase des Zellzyklus (=DNA-
Reduplikationsphase). Der eine, aneuploide Tumor weist eine abweichende Zellinie im
triploiden Bereich auf (DNA Index 1,4), der andere im nahe diploiden Bereich (DNA
Index 0,9).
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Fig.1la+b: Beispiele typischer DNA-Histogramme von Prostata-Karzinomen. a) diploid
(DNA-Index 1,0) mit niedriger S-Phase Fraktion; b) diploid mit hoher S-Phase Frakti-
on. 20-fache VergroBerung der Y-Achsen unteren Teil der unteren Figuren
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Fig. 1 c+d: Beispiele typischer DNA-Histogramme von Prostata-Karzinomen. ¢) nahe-
diploid aneuploid (DNA-Index 0,9); d) aneuploid (DNA-Index 1,4).

2. Tumor-spezifisches und Gesamtiiberleben

In diesem Abschnitt soll zunichst das Uberleben eines Gesamtkollektivs von 880
Patienten mit Prostatakarzinom besprochen werden. Diese waren 38-93 Jahre alt (me-
dian 69 Jahre). Die Tumoren umfassten alle Stadien und zytologischen Grade und
diirften reprisentativ sein fiir Prostatakarzinome im Untersuchungszeitraum 1978-
1989. Die Hilfte dieser Patienten (ca.440) erhielten primdre Hormonbehandlung, 1/3
verblieb zundchst unbehandelt unter aktiver Uberwachung (=“watchfull waiting*) und
der Rest erhielt radikale Strahlentherapie (64-70 Gy). Eine geringere Anzahl radikal
prostatektomierter Patienten wurde hierbei ausgeschlossen.
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Fig. 2: Tumor spezifische Uberlebensraten (links) und Gesamt-Uberlebensraten (rechts)
von (A) Patienten mit Prostata-Karzinom und (B) einer Gesamt-Population schwedi-
scher Ménner gleicher Altersverteilung. Die Daten von (B) wurden aus den schwedi-
schen Registern iiber die Tumorinzidenz respektive Todesfdlleinzidenz berechnet.

Fig. 2 zeigt links das Tumor-spezifische Uberleben und rechts das Gesamt-Uberleben
dieser Patienten. Bei einer mittleren Beobachtungszeit von 5,3 (0,1-25,2) Jahren ver-
starben 53% der Patienten am Prostata-Karzinom, 44% an Prostata-Karzinom unab-
héngigen Ursachen (=interkurrent), und 3% lebten noch zum Zeitpunkt des Endes der
Untersuchung. Die akkumulierte tumorspezifische Todesrate nach 25 Jahren betrug
etwa 70% (Gruppe A), die mit einer akkumulierten tumorspezifischen Todesrate von
5% einer Kontrollgruppe schwedischer Ménner gleichen Alters und im gleichen Zeit-
raum (Gruppe B) verglichen wurde. Uberlebenskurven lassen sich durch den Zeitpunkt
charakterisieren, zu dem die Hélfte der Patienten verstorben ist, dem Medianwert. Fiir
das Gesamtiiberleben der Prostata Karzinom Patienten betrigt der Medianwert 5,2
Jahre und ist deutlich geringer als derjenige der Kontrollgruppe mit einem Medianwert
von 12 Jahren. Der Medianwert fiir das Tumor-spezifische Uberleben betriigt 8,8 Jahre.

Zusammenfassend verdeutlichen Langzeituntersuchungen den stark verzogerten Ver-
lauf des Prostatakarzinoms, dessen Ende selbst Verlaufskontrollen von 10 Jahren nur
ungeniigend wiedergeben. Bei ldngeren Verlaufskontrollen gewinnt jedoch die steigen-
de Zahl von Prostatakarzinom unabhéngigen Todesursachen immer mehr an Bedeutung
fiir das Gesamtiiberleben.

Die Bedeutung Prostatakarzinom unabhéngiger Todesursachen fiir die Interpretation
des altersabhiingigen tumorspezifischen Uberlebens sei deshalb hier erwiihnt. Es ver-
starben im vorliegenden Patientengut mehr als 2/3 der unter 60-jdhrigen Patienten an
Karzinomen, aber nur die Hilfte der 70-jdhrigen und 1/3 der iiber 80-jéhrigen Patien-
ten. Daraus zu folgern, dass jlingere Patienten mehr aggressive Tumoren haben als
iltere ist jedoch nicht richtig. Das wird deutlich, wenn man das tumorspezifische Uber-
leben mit dem Tod durch Prostatakarzinom unabhéngige Todesursachen in Abhéngig-
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keit vom Alter vergleicht (Fig.3). Der Medianwert der Uberlebenskurven fiir diese
interkurrenten Todesursachen betrug fiir unter 55 Jahre alte Ménner 23 Jahre, fiir 65-70
Jahre alte Ménner 13 Jahre und fiir iiber 80 Jahre alte Méanner 5 Jahre. Diese Linksver-
schiebung der Uberlebenskurven mit zunehmendem Alter erfolgt linear um durch-
schnittlich 0,6 Jahre/Lebensjahr. Das tumorspezifische Uberleben verblieb mit einem
Medianwert von durchschnittlich 8,8 Jahren unverandert fiir Patienten aller Altersgrup-
pen. Die prozentual hohe Tumor-Todesrate der jungen Patienten erklért sich somit ganz
durch die niedrige Prostatakarzinom unabhingige Todesrate. In Ubereinstimmung
damit fanden sich in dem vorliegenden Patientenkollektiv keine altersabhidngigen Ver-
dnderungen weder vom Tumor Stadium und Grad noch von der DNA-Ploidie und S-
Phase Fraktion.

Survival
Survival

o

0 5 10 ]I_5 20 25 0 5 10 15 20 25
Years Years

Fig. 3 Tumor spezifischer Tod (links) und Tod durch Tumor unabhéngige Erkrankung
(rechts) bei Patienten mit Prostata Karzinom in Abhéngigkeit vom Alter.

3.1. DNA-Klassifikation des Prostata-Karzinoms.

Die hier vorgenommene DNA-Klassifikation stiitzt sich auf Verlaufskontrollen von 520
Patienten mit neu entdeckten Tumoren iiber eine Zeitdauer bis zu 25 Jahren und dem
durch den Tumor bedingten Tod als Endpunkt. Bei den in Fig. 4 dargestellten Uberle-
benskurven wurden zunéchst die Félle mit diploiden Tumoren (DNA-Index 1), die rund
die Halfte aller Tumoren umfasst, von den nicht-diploiden abgegrenzt. Letztere wur-
den in 3 Gruppen von jeweils 15%- 20% der Gesamtfille unterteilt, eine tetraploide
(DNA-Index 2,0), eine weitere mit DNA-Indices 1,9+1,8 und schlieBlich eine mit
DNA-Indices <1,0;1,1-1,7;>2,0. Bei Vorkommen von mehreren aneuploiden Zellpopu-
lationen in ein und derselben Biopsie war eine dieser in der Regel lezterer Gruppe
zugehorig. Die Uberlebensdauer, ausgedriickt durch die Medianwerte der Kurven, fiel
von 13,3 Jahren fiir diploide Tumoren auf 10,4 Jahre fiir tetraploide Tumoren, auf 5,7
Jahren fiir Tumoren mit DNA-Indices 1,9 + 1,8 und auf 2,3 Jahre fiir Tumoren mit
DNA-Indices <1,0;1,1-1,7;>2,0. Die Prognose in letztgenannter Gruppe war gleich
schlecht unabhéngig vom DNA Index. Alle drei aneuploiden Gruppen unterscheiden
sich signifikant voneinander. Eine andere Aufteilung als die hier gezeigte ist ebenso
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moglich. Beispielsweise unterscheiden sich bereits die relativ groe Anzahl von Tumo-
ren mit dem DNA-Index 1,9 signifikant von den tetraploiden Tumoren, oder Tumoren
mit den Indices 1,8 und 1,7 von denen mit Index 1,6 und weniger.

DI <1.0; 1.1-1.7; >2.0

Survival

0 5 10 15 20 25
Years

Fig. 4 Tumor spezifisches Uberleben in Abhingigkeit vom DNA-Index von 520 Pati-
enten mit neu diagnostizierten Prostata-Karzinomen.

Der prognostische Wert einer derartigen DNA-Klassifikation behilt seine Giiltigkeit
auch fiir Tumoren, die zu einem spéteren Zeitpunkt als zum Diagnosezeitpunkt unter-
sucht wurden, und somit zeitlichen Verdnderungen, Selektionsprozessen und therapeu-
tischen Einfliissen ausgesetzt waren. Dieses geht aus dem in Fig. 5 dargestellten Ver-
gleich zwischen neu entdeckten Tumoren und durchschnittlich 3,8 (0,1-35) Jahre nach
der Diagnose untersuchten Tumoren hervor.

120 Tribukait: Klinische Bedeutung der DNA-Durchflusszytometrie



1.0 101
DI 1.0 DI 2.0
0.8 7] 0.8
g ®
2 061 £ s
g (yd 2 Newly detected
2 a
? 0.4 041 f
0.2 Newly detected 0.27 Old
0 T T T T T 0 ’ . . :
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20
Years Years
1.0 1.0
0.8 DI1.9+18 0.8 DI<L0; 111.7; >20
g 3
2 0.6 s 0.6
3 Newly detected 8
0.4 0.4
Newly detected
0.2 0.2
0 ‘ ) ' T 0 T r r T
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 25
Years Years

Fig.5 Tumor spezifisches Uberlebens von 520 Patienten, untersucht bei Diagnosestel-
lung des Prostata-Karzinoms, verglichen mit 355 Patienten, die erst im Verlauf der
Erkrankung zur Untersuchung kamen, in Abhidngigkeit vom DNA-Index. Es finden
sich keine signifikanten Unterschiede.

Die steigende Tumor-Aggressivitdt mit einem nur geringfiigigen Abfall der Chromo-
somen Menge ist ein fiir die Tumorbiologie interessanter Fragekomplex, der beim
Prostata-Karzinom neben Fragen der Bedeutung vom Verlust von Suppressor-Genen
die Frage der Entwicklung zur Androgen-Unabhéngigkeit umfasst. Mit fallendem
DNA-Index ist ein Anstieg des Anteils von S-Phase-Zellen verbunden. Diese Beobach-
tung gibt einen Hinweis auf die mogliche Bedeutung der Zellproliferation bei der Se-
lektion von Zellpopulationen mit héherem Malignitétspotential. Fiir die Praxis der
DNA-Zytometrie ist es ein nachdriicklicher Hinweis auf die Bedeutung gréBter Genau-
igkeit bei der Bestimmung der DNA-Indices.

3.2. S-Phase Fraktion und Tumor-spezifisches Uberleben

Die bei 749 Tumoren berechnete S-Phase Fraktion mit einem Medianwert von 5,2%
liegt in einem weiten Bereich von < 1% und 30%. Die Abhéngigkeit des tumorspezifi-
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schen Uberlebens von der Zellproliferation zeigt Fig. 6, in der die S-Phase-Werte der
Tumoren unabhdngig von sonstigen Eigenschaften wie Grad, Stadium und DNA-
Ploidie und etwaigen therapeutischen Einfliissen in drei Gruppen mit niedrigen Werten
<5,1%, mit Werten 5,1-<7,8% und mit Werten =>7,8% aufgeteilt sind.

1.0

S-phase < 5.1%

/

0.8

06 S-phase 5.1-7.8%

Survival

0.4

0.2 s-phase>7.8%

O T 1 T
0 5 10 15 20 25

Years
Fig.6  Tumor spezifisches Uberleben von 749 Patienten mit Prostata Karzinom in
Abhéngigkeit von der S-Phasen-Fraktion.

3.3. DNA-Ploidie des Primirtumors und Skelettmetastasen

Wie bei den meisten soliden Tumoren sind es auch beim Prostata-Karzinom die Fern-
metastasen, die den Ausgang der Tumorerkrankung bestimmen. Das Vorkommen von
Skelettmetastasen in Abhédngigkeit vom DNA-Index des Primédrtumors ist in Tab.1
zusammengefasst. Skelettmetastasen wurden durch Skelettszintigraphie zusammen mit
Rontgenuntersuchungen nachgewiesen. Um eventuelle therapeutische Einfliisse auf
den Primértumor oder Metastasen auszuschlieen, wurden die Befunde nur von Patien-
ten mit neu diagnostizierten, unbehandelten Tumoren gewéhlt. Die Daten zeigen, dass
bereits bei diploiden Tumoren Skelettmetastasen in 10% vorliegen, die bei tetraploiden
Tumoren auf etwa 20% steigen und schlieBlich in 50% von Patienten mit nahe-
diploiden und hypertetraploiden Tumoren zu finden sind. Erwartungsgemil steigt mit
dem Tumorstadium und -grad die Metastasenhéufigkeit. In der kleinen Gruppe von
Patienten im Stadium 4 finden sich Metastasen in mehr als der Hélfte der Félle. Es
kann festgehalten werden, dass in 10% von klinisch lokalisierten T1/T2 Tumoren Me-
tastasen vorliegen, und in 20% der relativ groBen Gruppe von mittelhoch differenzier-
ten Tumoren. Mit Anstieg der S-Phase von <5% auf >7,8% ist ein Anstieg der Metasta-
senhdufigkeit von 10% auf 30% verbunden.
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Skelett- Anzahl
metastasen % Patienten
DNA-Index

1,0 10 204

2,0 21 61

1,8+1,9 26 68

<1,0; 1,1-1,7; > 2,0 48 60

S-Phase Fraktion %
<5,1 12 144
51-<78 17 115
>17,8 30 79
Stadium

1 3 30
2 10 136
3 27 207

4 55 20

Grad

1 6 128
2 20 160
3 39 105

Tab. 1: Skelettmetastasen ( % ) bei 393 Patienten mit neu-diagnostizierten Prostata-
Karzinomen in Relation zu DNA-Ploidie, S-Phase Fraktion, Stadium und Grad

Das Vorkommen von Skelettmetastasen ist mit einer relativ kurzen Uberlebensdauer
verbunden. Der Medianwert der in Fig. 7 gezeigten tumorspezifischen Uberlebenskurve
von 105 Patienten mit nachgewiesenen Skelettmetastasen betrdgt 2,3 Jahre gegeniiber
einem Medianwert von 10 Jahren fiir 510 Patienten aller Stadien und Grade ohne nach-
gewiesene Skelettmetastasen. Diese Kurve zeigt jedoch auch, dass etwa 20% der Pati-
enten mit Skelettmetastasen 5 Jahre oder lédnger {iberleben konnen. Dabei spielt offen-
sichtlich die Zellproliferation eine Rolle. Das wird deutlich bei der in Fig. 8 vorge-
nommenen Aufteilung der Patienten mit Metastasen in zwei Gruppen in Abhéngigkeit
von der S-Phasenfraktion der Primdrtumoren, solche mit S-Phase Werten <5,1 und
>5,1%. Die Ergebnisse zeigen ein signifikant besseres Uberleben der Patienten mit
niedriger Proliferationsrate des Primértumors. Es lassen sich also Zusammenhinge
zwischen Eigenschaften von Metastasen und Primédrtumoren nachweisen, die genutzt
werden konnen, klinisch wichtige prognostische Information iiber Eigenschaften von
Fernmetastasen zu erhalten.
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Fig.7  Tumor spezifisches Uberleben von 105 Patienten mit Skelettmetastasen vergli-
chen mit 510 Patienten ohne nachweisbare Skelettmetastasen.
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Fig.8 Tumor spezifisches Uberleben von 78 Patienten mit Skelettmetastasen in

Abhingigkeit von der Grofe der S-Phasen-Fraktion des Primér-Tumors.

Zu den eingangs erwahnten wichtigen Fragen gehort, Tumoreigenschaften zu erkennen
die gleichbedeutend mit Vorkommen von Fernmetastasen sind, obwohl solche klinisch
nicht nachweisbar sind.

Vergleicht man das tumorspezifische Uberleben von Patienten mit Skelettmetastasen
mit demjenigen einer durch den DNA-Index charakterisierten Hoch-Risiko-Gruppe
(DNA-Index <1.0; 1,1-1,7;>2,0) ohne nachweisbare Skelettmetastasen, findet sich kein
Unterschied. Dieses zeigen Fig. 4 und 7.. Chromosomal gesehen, ist diese Gruppe
durchaus inhomogen und représentiert moglicherweise verschieden Entwicklungswege
des Prostata-Karzinoms:
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- Der eine mit nahe-diploiden Tumoren. Ein Beispiel davon wird in Fig. 1c gezeigt.
Zu diesen Tumoren gehoren offensichtlich auch die hypertetraploiden, die durch
Polyploidisierung nahe-diploider Tumoren erklirt werden konnen.

- Eine andere Gruppe von Tumoren mit DNA-Indices zwischen 1,7-1,4 mit einem
in Fig. 1d gezeigtem Beispiel schlieen sich am ehesten der grof3en Gruppe von
aneuploiden Tumoren mit DNA-Indices =<2,0 an, bei welchen steigendender Ver-
lust von Chromosomen mit erhdhter Aggressivitit verbunden ist. Dem Entwick-
lungsweg dieser Gruppe liegt als erster Schritt ein Polyploidisierungs-Prozess von
diploid zu tetraploid zugrunde, gefolgt von zufdlligem Chromosomenverlust und
vereint mit steigendem Verlust von Suppressorgen-Eigenschaften je mehr sich die-
se Tumoren dem triploiden Bereich (DNA-Index 1,5) néhern.

Survival

Fig .9 Tumor spezifisches Uberleben von 105 Patienten mit Skelettmetastasen ver-
glichen mit dem Tumor spezifischen Uberleben von 510 Patienten, aufgeteilt entspre-
chend der DNA-Klassifikation und ohne nachweisbare Skelettmetastasen. Kein Unter-
schied zwischen Patienten mit Metastasen und Patienten ohne nachweisbare Metastasen
mit DNA-Indices >1,0;1,1-1,7;>2.0.

Die Sonderstellung, die diese chromosomalen Verdnderungen fiir die Metastasierung
einnimmt, wird besonders deutlich bei der Betrachtung anderer Tumor-Eigenschaften,
die allgemein mit einem niedrigen Risiko fiir Metastasierung verbunden sind: in einem
Gesamtmaterial von 900 unbehandelten und behandelten Patienten aller Stadien fanden
sich 20% dieser Verdnderungen bei den T1/T2 Tumoren, > 50% dieser Verdnderungen
bei Grad 1+2 Tumoren und 25% dieser Verdnderungen bei Tumoren mit einer S-Phase
Fraktion <5,1%.
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3.4. DNA-Ploidie der Metastasen

Wie oben besprochen, sind es vor allem aneuploide Tumoren, die zu einer Generalisie-
rung und zum Tumor bedingten Tod fiithren. Es ist deshalb zu erwarten, dass Metasta-
sen ebenfalls weitgehend aneuploid sind. Das scheinen DNA-Ploidie-Messungen von
im Zusammenhang mit Autopsien untersuchten Metastasen zu bestétigen: Skelettme-
tastasen (n=37), Organmetastasen (n=36) und Lymphknotenmetastasen (n=83) waren
zu 97%, 94% und 88% aneuploid.

Zellmaterial, das von Skelettmetastasen im Zusammenhang mit chirurgischer Interven-
tion von pathologischen Frakturen analysiert wurde (n=105), zeigte jedoch in nur 80%
Aneuploidie, und Lymphknotenmetastasen, die bei radikaler Prostatektomie entdeckt
wurden (n=105) in nur 40%. Diploide Metastasen (20% respektive 60%) finden sich
also bei diesen Patientengruppen in signifikant héherer Frequenz als bei Autopsieunter-
suchungen.

Diese Diskrepanz ldsst sich aus Unterschieden in der Vorbehandlung der Patienten
erkldren, wenn man annimmt, dass diploide und aneuploide Tumorzellpopulationen
unterschiedlich auf Hormontherapie ansprechen. Alle Patienten der post mortem unter-
suchten Metastasen waren hormonbehandelt, ebenso wie der groite Teil der Patienten
mit pathologischen Frakturen. Bei den wenigen unbehandelten letzteren Patienten,
wurden gehiduft diploide Skelettmetastasen gefunden. Im Gegensatz dazu, waren die
Patienten, bei denen Lypmphknotenmetastasen im Zusammenhang mit radikaler
Prostatektomie entdeckt wurden, im Wesentlichen unbehandelt. Die zugrunde liegende
Hypothese ist, dass diploide Metastasen durch Androgenentzug die Basis fiir das
Wachstum verlieren und zugrunde gehen, wahrend aneuploide Metastasen entweder
primdr androgen-unabhingig sind oder iiber Mechanismen verfugen, Androgen-
Unabhéngigkeit zu entwickeln und somit den Androgenentzug zu iiberleben.

Auf die mogliche Bedeutung unterschiedlicher Hormonempfindlichkeit, und Selektion
aneuploider Zellpopulationen durch Androgenentzug, bei Koexistenz diploider und
aneuploider Zellpopulationen beim Prostatakarzinom ist schon frither mehrmals hinge-
wiesen worden. Die DNA-Zytometrie mag deshalb auch in Zusammenhang mit Thera-
pie wertvolle klinische Information vermitteln.

4. Anderungen von Tumoreigenschaften

In den Diskussionen zum natiirlichen, unbeeinflussten Verlauf des Prostatakarzinoms
haben DNA-Messungen den Fokus auf die Bedeutung chromosomaler Verdnderungen
gerichtet und deren Zusammenhédnge mit der Entwicklung zu héherer Malignitét. Die
hier vorliegenden Ergebnisse wiederholter Biopsien bei unbehandelten Patienten zeigen
das Vorliegen von Verdnderungen und bilden einen Beitrag zum Verlauf des Prostata-
karzinoms. Die kontroverse Frage, ob non-tetraploide, aneuploide Tumoren das Resul-
tat einer schrittweisen Entwicklung ist, die von Diploidie iiber Polyploidisierung zu
Tetraploidie und durch nachfolgenden Chromosomenverlust zur Aneuploidie fuhrt oder
ob bei urspriinglich multifokalem Vorkommen diploider und aneuploider Verdnderun-
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gen letztere durch Wachstumsvorteil dominieren, kann dadurch jedoch nicht beantwor-
tet werden und wird hier nicht erortert.

In Tab. 2 sind die Ergebnisse wiederholter Biopsien, die durchschnittlich rund 2 Jahre
nach der ersten vorgenommen wurden, zusammengefasst. Bei 1/3 der Patienten dnder-
ten sich die intrakapsuldren Tumoren T1/T2 zu extrakapsuldren T3 Tumoren und die
DNA-Ploidie von diploid zu tetraploid- aneuploid /non-tetraploid aneuploid. Es ist
bemerkenswert, dass auch die S-Phasen-Fraktion der 86 untersuchten diploiden Tumo-
ren signifikant anstieg (paarweiser t-Test); diese blieb bei den aneuploiden Tumoren
unverdndert. Diese Verdnderungen von Stadium, Ploidie und S-Phasen-Fraktion stehen
im Gegensatz zu Anderungen des Tumorgrades von G1+G2 zu G3, welche nur bei <
10% der Patienten vorlagen.

Stadium 1+2—-3 31/86 36 %
Grad 1+2—-3 9/117 8%
Diploid — Aneuploid 27/101  27%
S-Phase
Diploid, n=86 5,1 % — 6,1 %
(p=0,009)
Aneuploid, n=26 6,3 % — 6,5%
(n.s.)

Tab. 2: Anderung von Tumoreigenschaften bei wiederholter Biopsie unbehandelter Patien-
ten mit Prostata Karzinomen

Die vorliegenden Daten zeigen, dass das Prostata Karzinom bei seiner klinischen Mani-
festation nicht das Produkt einer abgeschlossen Entwicklung ist sondern ein sich weiter
entwickelnder Tumor. Dabei handelt es sich nicht nur um einen GréBenzuwachs mit
Erreichen eines hoheren Stadiums, sondern auch um umfassende, durch DNA-
Zytometrie nachweisbare chromosomale Verdnderungen, sowie um solche innerhalb
der Regulation der Zellproliferation bei diploiden Tumoren ohne Verdnderung von
Ploidie. Die Vielseitigkeit dieser, mit sehr groben Methoden und innerhalb eines rela-
tiv kurzen Zeitraums nachweisbaren Verdnderungen sowie die Tatsache, dass diese bei
unbehandelten Patienten unter aktiver Uberwachung mit einem zu erwartendem gutar-
tigen Verlauf gefunden worden sind, ist eine Herausforderung, die zugrunde liegenden
Mechanismen dieser Progresse zu kldren und pradiktive Methoden zu finden, diese
vorauszusagen. Mit dem Erkennen der einem Tumorprogress zugrunde liegenden Me-
chanismen erdffnen sich gleichzeitig neue Moglichkeiten, spezifisch in diese Mecha-
nismen einzugreifen - ein aus therapeutischer Sicht wichtiger Gesichtspunkt.

5.1. Zusammenhiinge zwischen DNA-Ploidie / S-Phase Fraktion und Tumor Sta-
dium/Grad

Die Zusammenhidnge zwischen DNA-Ploidie und Tumor-Stadium, -Grad und S-Phase
Fraktion und die damit verbundene zusétzliche Information bei 533 neu entdeckten
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Prostata-Karzinomen sind aus Tab. 3 ersichtlich. Bei der oben besprochenen Aufteilung
der DNA- Ploidie in vier Untergruppen verschiebt sich mit steigendem Stadium und
Grad sowie steigender S-Phase Fraktion die DNA-Ploidie von einem diploiden zu
einem zunehmend aggressiven aneuploiden Verteilungsbild. Etwa 1/3 der diploiden
Tumoren sind jedoch auch extrakapsulér, sind als Grad 3 eingestuft und sind hoch
proliferativ mit S-Phase Werten >7,8%. Umgekehrt finden sich unter den lokalisierten
T1/T2 sowie Grad 1 Tumoren bereits eine gewisse Anzahl hoch aggressiver aneuploi-
der Tumoren.

DNA-Index Anzahl
1,0 2,0 1,8+19 | <1,0;1,1 —1,7; >2,0
Stadium % % % %

1 81 6 8 5 37

2 71 11 12 6 196

3 38 16 24 22 275

4 12 24 28 36 25

Grad

1 81 8 4 7 171

2 47 17 23 13 238

3 22 14 32 32 124

S-Phase Fraktion %

<5,1 70 16 10 4 199
51-<78 59 14 17 10 143
>17,8 34 15 32 19 112

Tab. 3: DNA-Ploidie von 533 Patienten mit neu-diagnostizierten Prostata Karzinomen
in Relation zu Stadium, Grad und S-Phase Fraktion

Fiir die in Tab. 4 gezeigten Zusammenhénge zwischen S-Phase Fraktion, Stadium und
Grad findet sich eine #hnliche Verschiebung zu héherer Proliferation beim Ubergang
von Stadium 2 auf Stadium 3 und Grad 2 auf Grad 3. Aus dem ebenfalls gezeigten
Zusammenhang zwischen S-Phasen-Fraktion und Ploidie geht hervor, dass diese Ver-
schiebung nur teilweise mit einem groferen Anteil hoher proliferativer, aneuploider
Tumoren zu erkldren ist (Medianwert der S-Phase diploider und aneuploider Tumoren
5,0% respektive 6,7%).
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S-Phase in % Anzahl
Stadium <5,1 51-<78 >78

1 50 33 17 30

2 55 31 14 173

3 37 31 32 227

4 17 37 46 24
Grad

1 50 34 16 155

2 50 31 19 197

3 24 28 48 102

DNA-Index

1,0 53 32 15 263

2,0 46 29 25 68

1,8+1,9 25 30 45 80

<1,0; 1,1-1,7; >2,0 19 32 49 43

Tab.4: S-Phase Fraktion von 454 Patienten mit neu diagnostizierten Prostata Karzino-
men in Relation zu Stadium, Grad und DNA-Ploidie.

5.2. Prognostische Zusatz-Information der DNA-Zytometrie zur mikroskopi-
schen Morphologie des Prostata Karzinoms

Lokales Tumor-Stadium, Status lokaler Lymphknoten und Nachweis von Fernmetasta-
sen sowie die histopathologische/zytologische Tumormorphologie bilden die Basis, auf
der sich Diagnose und Prognose des Prostatakarzinoms stiitzen. Die prognostische
Bedeutung der zytologischen Gradierung und der klinischen Stadieneinteilung zeigen
die in Abb. 10 dargestellten tumorspezifischen Uberlebenskurven von 533 Patienten
mit neu diagnostizierten Tumoren. Die Aufteilung in drei Grade von Malignitét findet
ihre Begriindung in einer guten Separation der Uberlebensraten. Dabei ist zu verzeich-
nen, dass auch Patienten mit Grad 1 Tumoren 15 Jahre nach dieser Diagnose in nahezu
unverdndertem Umfang an ihrem Karzinom versterben und, ausgehend von der Me-
tastasierung als Todesursache, dass die Unterschiede zwischen Grad 1, Grad 2 und
Grad 3 Tumoren im Wesentlichen auf Unterschieden in der Geschwindigkeit beruht,
mit der es zu manifesten Metastasen kommt. Stadium 1 und 2 Tumoren unterscheiden

Tribukait: Klinische Bedeutung der DNA-Durchflusszytometrie 129



sich nicht voneinander. Abgesehen von den wenigen Patienten mit Tumoren im Stadi-
um 4 mit bekannt schlechter Prognose findet sich ein wesentlicher Unterschied zwi-
schen lokalisierten und nicht lokalisierten Tumoren.

1.0 1.0
_ 0.8 7
08 Grade 1
S 061 S 067
= S Stage 1
> g S 047
@ 04 (?) St 3
age
0.2 Grade 2 0.2 Stage 4 Stage 2
0 . . - . . 0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Years Years

Fig.10: Tumor spezifisches Uberleben von 487 Patienten mit neu diagnostizierten Pros-
tata-Karzinomen in Abhéngigkeit von Tumorgrad (links) und Tumorstadium (rechts).

Am Beispiel von Tumorgrad und -stadium wird hier gezeigt, welche prognostische
Zusatz-Information durch DNA-Analysen erwartet werden kann. Von moglichen thera-
peutischen und anderen Einflussen ist hier abgesehen. In Fig.11 sind die Tumoren
entsprechend ihren Graden und Stadien in 3 respektive 2 Untergruppen aufgeteilt. In
allen Untergruppen ermdglichen die in 4 Gruppen aufgeteilte DNA-Ploidie eine Ab-
grenzung von Patienten mit unterschiedlichem Risiko mit statistisch hoher Signifikanz.
In der klinischen Praxis hat diese Information fiir die gréfite und gleichzeitig meist
heterogene Gruppe von Grad 2 Tumoren eine relativ stirkere Bedeutung als fiir Grad 1
Tumoren mit {iberwiegend diploiden Tumoren und fiir Grad 3 Tumoren mit einem
hohen Anteil aneuploider Tumoren. Die oben im Zusammenhang mit der Metastasie-
rung ausfiihrlicher besprochenene Gruppe aneuploider Tumoren mit DNA-Indizes
<1,0;1,1-1,7;>2.0 hat eine ausgesprochen schlechte Prognose unabhéngig von Grad
und Stadium. Hingegen spielt bei diploiden Tumoren der Tumorgrad eine bedeutsame
Rolle mit einer zunehmenden Verkiirzung der Uberlebenszeit mit steigendem Grad
beziehungsweise beim Ubergang vom lokalisierten zum extrakapsuliren Tumor .
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Fig. 11: Bedeutung des DNA-Index fiir das Tumor-spezifische Uberleben von Unter-

gruppen von Patienten mit Prostata Karzinomen. Links Grad 1-3, rechts Stadium T1/2,
T3.

Auch die GroBe der S-Phasenfraktion vermittelt eine zusatzliche prognostische Infor-
mation. Dieses ist am Beispiel der relativ grolen Untergruppen von T1-2 G2 und T3

G3 Tumoren in Abb. 12 gezeigt, mit einem signifikant schlechteren Uberleben bei
erhéhter Proliferation.
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Fig. 12: Beispiele fiir die Bedeutung der S-Phase Fraktion fiir das Tumor-spezifische
Uberleben in Untergruppen von Patienten mit intrakapsuldren und extrakapsuldren
Prostata Karzinomen.

Das Fazit dieser vergleichenden Betrachtung ist, dass die Prognose von den unter-
schiedlichsten Tumoreigenschaften bestimmt wird, die in mehr oder minder hohem
Grade unabhéngig voneinander sind. Das wird deutlich bei einer multivariaten Analyse
unter Einschluss von Grad, Stadium, DNA-Ploidie und S-Phase Fraktion, die alle hoch-
signifikant mit unabhéngiger prognostischer Information beitragen. Als Einzelfaktor
zeigen Tumoren mit DNA-Indices <1,0;1,1-1,7;>2.0 eine bemerkenswert hohe Unab-
héngigkeit.

6. Schlusswort

Eingangs sind einige fiir die Behandlung des Prostata-Karzinoms wichtigen Fragen
genannt worden, die sich durch die konventionelle histologische Beurteilungsverfahren
des Primértumors nicht beantworten lassen. Welchen Beitrag kann die DNA-
Durchfluss-Zytometrie zu deren Losung leisten?

Es konnte hier gezeigt werden, dass bestimmte DNA-Konfigurationen des Primértu-
mors ohne nachweisbare Fernmetastasen mit einem sehr ungiinstigen Krankheitsverlauf
kombiniert sind, der sonst nur bei nachgewiesenen Fernmetastasen zu beobachten ist
und nur durch das Vorliegen von bereits vorhandenen Mikrometastasen zu erkléren ist.
Lokale radikale, mit erhohter Morbiditdt verbundene Therapie ist bei solchen Tumoren
deshalb nicht angezeigt.

Langzeituntersuchungen machen deutlich, dass der Begriff eines klinisch insignifikan-
ten Tumors nur unter Beriicksichtigung einer Zeitangabe sinnvoll ist. Patienten mit
lokalisierten diploiden Grad 1 Tumoren haben zwar eine 5-jdhrige Tumor-spezifische
Uberlebenserwartung von mehr als 95%, die jedoch nach 10 Jahren auf 75% abgesun-
ken ist. Wiederholte Biopsien bestdtigen eine zeitlich fortlaufende Dedifferenzierung
des Tumors.
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DNA-Ploidie- und S-Phasenbestimmungen ersetzen nicht eine morphologische Gradie-
rung und kénnen nur begrenzt zu deren Standardisierung verwendet werden. Thr Vorteil
ist deren Unabhingigkeit von subjektiven Einfliissen, verlangen jedoch eine Représen-
tativitdts-Kontrolle des zu untersuchenden Zellmaterials.

7. Methodologische Bemerkungen

Zellmaterial von Primértumoren wurde zwischen 1978-1989 mit der von Franzén 1960
beschriebenen transrektalen Feinnadel-Aspirationsbiopsie-Technik gewonnen. Alle
Patienten kamen aus Stockholm, die Mehrzahl aus der Urologischen Klinik sowie der
Onkologischen Klinik/Radiumhemmet, Karolinska Universitits Krankenhaus. DNA-
Analysen und cytologische Beurteilung wurden unabhidngig voneinander und in ver-
schiedenen Institutionen durchgefiihrt. Die von Esposti 1971 beschriebene und hier
benutzte zytologische Klassifikation stimmt weitgehend mit dem 2002 beschriebenen
WHO Grading System des Prostatakrebses iiberein. Die verwendeten Tumor Stadien
entsprechen der TNM Klassifikation von 1978. Technische Fragen zur DNA-
Durchfluss Zytometrie werden gerne auf Anforderung beantwortet.
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7
H. Bonkhoff

Prognosefaktoren des Prostata-Karzinoms

Zusammenfassung

Bei den verschiedenen therapeutischen Optionen, die heute bei klinisch organbegrenz-
ten Prostatakarzinomen zur Verfiigung stehen, spielen histopathologische Selektions-
kriterien eine zunehmende Rolle. Es geht beim Prostatakarzinom nicht nur um die
Diagnose, sondern auch um prognostische Informationen fiir eine Stadien- gerechte
Therapieentscheidung. Neben den klassischen Prognosefaktoren (PSA- Wert, TNM,
Gleason Grad, R- Status), gibt es eine Reihe von neueren Prognosefaktoren (Tumorvo-
lumen, Anteil der Gleason Grade 4 und 5, zystische Nervenscheideninvasionen, intra-
duktale Tumorausbreitung) und molekulare Marker, die heute beachtet werden sollten.
Die vorliegende Ubersicht befasst sich mit den etablierten und neuen Prognosefaktoren
und den aktuellen Standards der Aufarbeitung und Befundung in der histopathologi-
schen Prostatadiagnostik.

Einleitung

Das Prostatakarzinom ist eine sehr heterogene Tumorerkrankung reichend von den
klinisch unbedeutenden bis hin zu den aggressiven und tédlich Verlaufsformen. Neben
der Fritherkennung und der Diagnose stehen daher die Faktoren im Vordergrund, die
den individuellen Verlauf prognostizieren.

Das College of American Pathologists (CAP) hat im Jahr 1999 die bis dahin bekannten
Prognosefaktoren des Prostatakarzinoms gewichtet und in drei Kategorien eingeteilt

Q).

Kategorie I umfasst alle die Faktoren, deren prognostische Bedeutung universal aner-
kannt wird und die routineméBig bestimmt werden sollen. Dazu gehdren:

klinische und pathologische Tumorstadium (TNM)
Malignititsgrad (Gleason Grad)
Absetzungsrinder (Marginstatus)

PSA Wert
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Kategorie II umfasst die Faktoren, deren prognostische Bedeutung zwar bekannt ist,
die jedoch bislang statistisch nicht hinreichend belegt werden konnte. Dazu gehoren:

DNA Ploidie

histologischer Typ

Tumorvolumen in Stanzbiopsien
Tumorvolumen in Prostatektomiepriiparaten

Kategorie III umfasst die Faktoren, deren prognostische Bedeutung nicht hinreichend
gesichert ist, so dass ihre Bestimmung in der Routinediagnostik bislang nicht empfoh-
len werden konnte. Dazu gehoren:

Nervenscheideninvasionen

Lymph- und Blutgefileinbriiche

neuroendokrine Differenzierung

Angiogense (microvessle density)
Kernmorphometrie

Proliferationsmaker und andere Zellzyklusmarker

genetische Marker

Seit 1999 sind freilich neue Prognosefaktoren hinzugekommen. In uni- und multivari-
ablen Analysen haben sich die folgenden pathologischen Faktoren als unabhéngige
Marker fiir das PSA Rezidiv nach radikaler Prostatektomie heraus gestellt (11):

der Anteil der priméren Gleason Grade 4 und 5 (multivariabel )
der Anteil der intraduktalen Tumorausbreitung (multivariabel)
die Tiefe und Breite der Kapselinfiltration

der Durchmessermesser der Nervenscheideninvasion

Die prognostische Aussagekraft der aufgelisteten Faktoren ist im Einzelfall natiirlich
abhingig von der Art wie das Material entnommen, aufgearbeitet und befundet wird
(4, 11). Die vorliegende Ubersicht beschiftigt sich mit alten und neuen Prognosefakto-
ren des Prostatakarzinoms und den aktuellen Standards der Aufarbeitung und Befun-
dung.
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Pritherapeutisches Staging

Fiir das klinisch organbegrenzte Prostatakarzinom gibt es heute mehrere therapeutische
Optionen. Dazu gehdren neben ,,watchfull waiting”, die radikale oder nervschonende
Prostatektomie (mit oder ohne Lymphadenektomie), externe Bestrahlung, Brachythera-
pie und die verschiedene Formen der Hormontherapie. Der Stanzbefund ist dabei
entscheidend fiir die Wahl der Therapie (8).

Das klinische Staging des Prostatakarzinoms ist ungenau und kann durch konkurrieren-
de Prostataerkrankungen verfdlscht werden. Es gibt eine Reihe von benignen Stanzbe-
funden bzw. Verdnderungen, die einen erhdhten PSA-Wert oder einen suspekten rekta-
len Tastbefund hervorrufen bzw. erkliren konnen. Im Vordergrund stehen hier die
hiufigen entziindlichen Verdnderungen der Prostata, die je nach Ausdehnung und In-
tensitdt erhebliche PSA- Erhohungen verursachen kénnen, unabhéngig davon ob ein
Prostatakarzinom vorliegt oder nicht. PSA relevant sind alle die Formen der Prostati-
tis, die das Prostataepithel zerstdren. Nicht selten sind Félle mit stark erhohten PSA
Werten (> 10ng/ml), ausgedehnter Prostatitis und nur randstindig erfassten Karzinom-
ausldufer. Hier diirfte der PSA Wert eher Ausdruck der Entziindung und weniger des
kleinen Karzinomausliufers sein. Ahnlich verhilt es sich mit dem suspekten Tastbe-
fund. Eine Reihe von benignen Prostataverdnderungen kann bei der rektalen Untersu-
chung einen malignen Befund vortduschen. An erster Stelle ist hier, neben der granu-
lomatdsen Prostatitis, die postatrophische Hyperplasie zu nennen. Diese Lésion ent-
steht typischerweise in den kapselnahen Abschnitten der peripheren Zone und ist bei
entsprechender Ausdehnung von einem Karzinom palpatorisch nicht zu unterscheiden.
Wenn groBere Herde einer postatrophischen Hyperplasie in Stanzbiopsien erfasst wer-
den, dann ist dies durchaus ein adéquates Korrelat fiir einen suspekten Tastbefund. Eine
PSA-Erhohung erklart diese Lésion jedoch nicht.

Gerade auch in positiven Stanzbiopsien ist es wichtig die benignen Prostataverénde-
rungen mitzuteilen und zu kommentieren, die das klinische Staging (PSA Wert, Tastbe-
fund) verfélschen konnen.

Im Befundbericht einer Prostatastanzbiopsie sollten die folgenden Angaben gemacht
werden (8,6):

O primiére , sekundédre und ggf. tertifiren Gleason- Grad und Gleason Score pro
Stanzbiopsie

prozentuelle Anteil der priméren Gleason Grade 4 und 5
Tumorausdehnung in mm und % pro Stanze, rechts, links und gesamt
Tumorlokalisation

Nachweis von Nervenscheideninvasionen ( Lokalisation und Ausdehnung)

Hinweise auf eine extraprostatische Tumorausdehnung

O O O o o o

Auffiihrung aller benignen Prostataldsionen, die zu einer PSA Erhdhung oder
einem suspekten Tastbefund fithren oder beitragen kdnnen
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Gleason Grad

Der Gleason Grad ist der wichtigste Prognosefaktor des Prostatakarzinoms und korre-
liert u.a. mit (8,9):

0 dem PSA- Wert

0 dem pT- Stadium und Tumorvolumen

0 dem Lymphknotenstatus

0 anderen Prognosefaktoren, z.B. Ploidiestatus, Angiogenese, ect.
0 der Rezidiv- und Uberlebensrate

Gleason unterscheidet fiinf verschiedene Grade von 1 bis 5. Der Gleason Score (Glea-
son Summe) ergibt sich aus der Addition der zwei haufigsten Gleason Grade, die in
einem Tumor vertreten sind, und reicht von 2 (1+1) bis 10 (5+5). Die Aggressivitit
eines Prostatakarzinoms ist bei einem Gleason Grad 1 und 2 sehr gering, bei Gleason
Grad 3 intermedidr und bei Gleason Grad 4 und 5 als hoch einzustufen.

In Prostatastanzbiopsien sind neben dem erfassten Tumorvolumen der prozentuelle
Anteil der primédren Gleason Grade 4 und 5 die wichtigsten Prognosefaktoren iiber-
haupt. Dies gilt natiirlich nur unter der Vorraussetzung, dass der angegebene Gleason
Grad auch stimmt.

Ein groBes Problem beim Gleason Grading ist die Reproduzierbarkeit, d.h., dass ein
und derselbe Tumor von verschiedenen Pathologen unterschiedlich bewertet wird. Die
exakte Reproduzierbarkeit des Gleason Score ist im internationalen Vergleich unbe-
friedigend und liegt je nach Studie zwischen 36% und 78% (9). Eine Verbesserung
dieser Situation lésst sich nur durch eine gezielte Fortbildung erwarten. Entsprechende
Schulungsprogramme sind im Internet frei zugéinglich (www.prostapath.de ;
www.pathology.jhu.edu/prostate) und koénnen fiir die é&rztliche Fortbildung genutzt
werden.

Die Verlisslichkeit und prognostische Aussagekraft des Gleason Grading ist wesent-
lich abhdngig von der personlichen Erfahrung des untersuchenden Pathologen. Der
hiufigste und schwerwiegendste Gradingfehler ist die Untergraduierung in Stanzbiop-
sien (6, 8, 9). Herdformig erfasste Tumorausldaufer werden hiufig als Gleason Grad 1
oder 2 fehl interpretiert. Der Gleason Grad 3 bzw. der Gleason Score 3+3=6 ist der
niedrigste Grad oder Score, den man verlésslich in Stanzbiopsien diagnostizieren kann
(6, 8). Ein weiteres Problem ist, dass die prognostische Bedeutung der Driisenfusion
(Gleason Grad 4) nicht erkannt wird. Die daraus resultierende Untergraduierung kann
zu einer nicht stadiengerechten Therapieentscheidung fiihren. Gerade von den Betrof-
fenen und Selbsthilfegruppen wird die Einholung einer Zweitmeinung gefordert, wenn
der Gleason Grad maBgeblich die Wahl der Therapie entscheidet. Bei einem Gleason
Score < 6 in Stanzbiopsien besteht, in Abhéngigkeit vom Alter des Patienten, seiner
Lebenserwartung, der Tumorausdehnung und der PSA- Diagnostik (PSA- Verdopp-
lungszeit, PSA-Dichte), eine watchfull waiting Option. Eine Brachytherapie ist in der
Regel nur bei einem Gleason Score < 6 indiziert. Bei einem Gleason Score 7 entschei-
det der prozentuelle Anteil des primédren Gleason Grades 4, ob eine Potenz- erhaltende
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Prostatektomie aus onkologischer Sicht vertretbar ist oder nicht. Bei einem Gleason
Score > 7 wird heute zunehmend der externen Bestrahlung den Vorzug gegeben.

Tumorausdehnung

Neben dem Gleason Grad ist das in den Stanzbiopsien erfasste Tumorvolumen der an
zweiter Stelle stehende Parameter fiir die Prognose und die Therapieentscheidung im
Rahmen des pritherapeutischen Staging (8). Ob eine Stanzbiopsie zu 2%, 40% oder
80% von Tumor befallen ist, hat fiir die Wahl der Therapie eine wichtige Bedeutung.
Bei einer qualitativ guten und standardisierten Biopsieentnahme mit mindestens sechs
oder acht Stanzen ist die Tumor- infiltrierte Stanzfliche ein wichtiges Maf} fiir die
Tumorlast in der gesamten Prostata.

Tumorlokalisation

Die Lokalisation eines positiven Stanzbefundes kann im Einzelfall die Wahl der Thera-
pie entscheiden (8). Zeigt z.B. die Stanzbiopsie aus der Apexregion eine hohe Tumor-
last, dann kann dieser Befund dazu fiihren, dass wegen dem erhéhten Risiko von posi-
tiven Schnittrdndern bei der radikalen Prostatektomie der priméren Strahlentherapie
den Vorzug gegeben wird. Eine hohe Tumorlast in der Stanzbiopsie der zentralen Zone
erhoht das Risiko einer Beteiligung der benachbarten Samenblasen.

Nervenscheideninvasionen

Das Prostatakarzinom nutzt die Nervenscheiden der in die Prostata von auflen einstrah-
lenden Nerven, um die Prostatakapsel zu durchbrechen. Das Risiko einer extraprostati-
schen Tumorausbreitung besteht somit vor allem an den Stellen, wo die Nervendichte
am groften ist; d.h. im Bereich der neurovaskuldren Biindel basisnahe und an der Pros-
tataapex.

Der Nachweis von Nervenscheideninvasionen hat in Stanzbiopsien offensichtlich nicht
den Stellenwert eines unabhédngigen Prognosefaktors, korreliert jedoch mit dem Risiko
einer extraprostataischen Tumorausdehnung nach radikaler Prostatektomie und einem
hoheren Rezidivrisiko nach externer Bestrahlung (11).

Extraprostatische Tumorausdehnung

Eine extraprostatische Tumorausdehnung (T3a) kann in Stanzbiopsien nur dann ver-
lasslich diagnostiziert werden, wenn das Fettgewebe infiltriert wird. Eine Tumorinfilt-
ration zwischen groBeren Gefd3e und Nervenganglien ist zumindest dringend verdich-
tig auf eine extraprostatische Tumorausdehnung (4). Die Tumorinfiltration zwischen
quergestreifter Muskulatur ist dagegen kein verldssliches Kriterium. Da die Samenbla-
sen und die Ducti ejactulatorii histologisch das gleiche Epithel besitzen, ist es schwierig
in Stanzbiopsien zwischen beiden Strukturen zu unterscheiden. Eine Tumorinfiltration
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der Samenblase (T3b) ldsst sich in Stanzbiopsien nur dann diagnostizieren, wenn eine
gezielte Biopsie aus der Samenblase vorliegt (4)

Individuelle Risikoabschiitzung vor der Therapie

Die Partin Tabellen sind Nomogramme, die im Internet frei zur Verfligung stehen
(http://prostate.urol.jhu.edu/Partin_tables/ ). Sie ermitteln das Risiko einer extraprosta-
tische Tumorerkrankung und Metastasierung (pT3a, pT3b, pN1). Die Variablen sind
der Gleason Grad in der Biopsie, der PSA-Wert und das klinische Stadium (T- Katego-
rie). Die Daten der Partin Tabellen beruhen auf Gleason Grade, die von namhaften
Prostatapathologen ermittelt wurden und somit als verldsslich eingestuft werden kon-
nen (9, 11). Wenn der Gleason Grad nicht stimmt, verlieren die Partin Tabellen
ihren Wert und liefern falsche Prognosen.

Wann ist ein Prostatakarzinom klinisch unbedeutend?

Diese Frage lésst sich prinzipiell erst dann beantworten, wenn die gesamte Prostata zur
histologischen Untersuchung zur Verfligung steht. Unter einem klinisch insignifikanten
Prostatakarzinom versteht man einen strikt organbegrenzten Tumor (pT2) mit einem
Tumorvolumen < 0.5 ccm und einem Gleason Score < 6.

Kann man einen derartigen unbedeutenden Tumor auch in der Stanzbiopsie diagnosti-
zieren? Epstein zeigt, dass bei nur einer befallenen Stanzbiopsie mit eine Tumoraus-
dehnung < Imm und einer PSA- Dichte (PSA/ Prostatavolumen) < 0.15 ccm in 83%
der Fille ein klinisch insignifikantes Prostatakarzinom in der radikalen Prostatektomie
vorliegt (6,8). Bei einer solchen Befundkonstellation wire, in Abhéngigkeit des Alters
des Patienten, eine abwartende Haltung (watchfull waiting) zu vertreten. Dies gilt
freilich nur fiir die Fille mit einer standardisierten Biopsieentnahme und einem vali-
dierten Gleason Grad.

Stellenwert der zytologischen Prostatadiagnostik

Die Feinnadelaspiraton (FNA) der Prostata gilt zwar als nebenwirkungsérmer als die
Stanzbiopsie, ist jedoch in ihrer diagnostischen Aussagekraft der histologischen Unter-
suchung von Stanzbiopsien unterlegen. Der zytologische Befund ist z.B. nicht in der
Lage zwischen einem Vorldufer des Prostatakarzinoms (prostatische intraepitheliale
Neoplasie, high grade oder kurz HGPIN) und einem Prostatakarzinom zu unterscheiden
(13). Da HGPIN auch in tumorfreien Prostata relativ hdufig vorkommt, ist die FNA
alleine schon aus diesem Grund gegeniiber der Stanzbiopsie nicht mehr zeitgeméf und
obsolet.  Dariiber hinaus konnen wichtige prognostische Parameter (Gleason Grad,
Tumorausdehnung, Tumorlokalisation, extraprostatische Tumorausdehnung, zystische
Nervenscheideninvasionen, intraduktale Tumorausdehnung, Lymph- und BlutgeféBin-
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vasionen) durch den zytologischen Befund naturgemif nicht ermittelt werden. Die
zytologische Prostatadiagnostik konnte sich deshalb, auch wenn sie mit der Ploidie-
bestimmung kombiniert wird, international nicht durchsetzen. Zytometrische Untersu-
chungen zur Bestimmung der DNA- Ploidie kdnnen prinzipiell auch in Stanzbiopsien
durchgefiihrt werden.

Postoperatives Staging
Standardisierte Aufarbeitung der Prostatektomie

Die sachgerechte Aufarbeitung der Prostata nach ihrer operativen Entfernung (Prosta-
tektomie) liefert dem behandelnden Urologen und seinem Patienten die Faktoren, die
fortan die Prognose der Erkrankung entscheidend bestimmen (4). Das sind das pT-
Stadium, der definitive Gleason Grad und der Marginstatus (d.h.; sind die mit Tusche
markierten Absetzungsrénder tumorfrei oder nicht?). Dabei muss auf folgendes geach-
tet werden. Das Prostatakarzinom ist bei der makroskopische Begutachtung der Prosta-
ta in seiner Grofle und Ausdehnung meist nicht erkennbar. Werden fiir die histologi-
sche Untersuchung nur ein Teil des Organs eingebettet, dann besteht die Gefahr, dass
relevante Teile des Tumors fiir das Grading und Staging nicht beriicksichtigt werden
(4). Die vollstindige Einbettung des Operationspriparates ist deshalb der partiellen
Einbettung prinzipiell vorzuziehen, auch wenn der erhebliche Zeit- und Materialauf-
wand von den gesetzlichen Kassen nicht adéquat vergiitet wird. Ebenso wichtig fiir ein
verldssliches Staging ist eine standardisierte Zuschneidetechnik (4). Auf diese Proble-
matik kann hier nicht niher eingegangen werden. Entsprechende Informationen finden
sich unter www.prostapath.de.

Pathologisches Staging (pT-Stadium)
Organbegrenztes Tumorwachstum (pT2a,2b)

Das Metastasierungs- bzw. Rezidivrisiko des Prostatakarzinoms hingt u.a. von seinem
Bezug zur Organkapsel ab. Prinzipiell lassen sich fiir das organbegrenzte Prostatakarzi-
nom drei Level unterscheiden (11):

0 LO: der Tumor reicht nicht iiber das normale Driisenfeld hinaus
0 L1: der Tumor reicht iiber das normale Driisenfeld hinaus, erreicht aber nicht
die Organkasel
0 L2: der Tumor infiltriert die Organkapsel ohne diese zu durchbrechen oder
reicht an die Organgrenzen an den Stellen, wo eine Kapsel fehlt ( Apex, ante-
riore Stromalager, Blasenausgang)
Diese Kriterien werden in der aktuellen TNM- Klassifikation nicht beriicksichtigt,
haben aber dennoch eine prognostische Bedeutung. Im Stadium LO und L1 treten selbst
bei groflen (bis 6.26 ccm) und gering differenzierte Tumoren (Gleason- Score 7 und 8)
keine Lymphknotenmetastasen oder PSA- Rezidive auf, wihrend im Stadium L2 in
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immerhin 3% Lymphknotenmetastasen nachweisbar und PSA- Rezidive innerhalb von
fiinf Jahren in ca. 15% der Fille zu erwarten sind (11).

SEY ) 2/ )
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Bezug des Prostatakarzinoms zur Organkapsel und prognostische Gruppen.

Kapseliiberschreitendes Tumorwachstum (pT3a)

Nicht die Kapselinfiltration, sondern erst der Nachweis von kapseliiberschreitendem
Tumorwachstum definiert das pT3a - Stadium. Beweisend fiir ein pT3a - Stadium ist
die Identifizierung von Tumorzellen zwischen Fettgewebszellen. Epstein und andere
Autoren haben gezeigt, dass die Quantifizierung der extraprostatischen Tumorausdeh-
nung eine prognostische Bedeutung hat. Unter fokaler Kapselpenetration (FCP) ver-
steht man, wenn einzelne Tumordriisen die Organgrenzen iiberschritten haben und sich
parallel (horizontal) zur Organkapsel im extraprostatischen Weichgewebe ausdehnen.
Alles was iiber diesen Befund hinausgeht wird als eindeutige (established) oder ausge-
dehnte Kapselpenetration (ECP) bezeichnet. Tumoren mit FCP verhalten sich prognos-
tisch eher wie organbegrenzte Tumoren (pT2) im Level L2 (11). Die eindeutige oder
ausgedehnte Kapselpenetration (ECP) ist dagegen prognostisch als deutlich schlechter
zu werten (11).

Samenblaseninfiltration (pT3b) ist definiert durch die Tumorinfiltration der muskulé-
ren Samenblasenwand und ist der wichtigste Risikofaktor fiir Lymphknoten- und Kno-
chenmetastasen, PSA- Rezidive und die Tumorprogression (11). Uber 85% der Patien-
ten im Stadium pT3b erleiden ein PSA- Rezidiv innerhalb der ersten flinf Jahre nach
der Operation (6). Die Infiltration der Samenblase erfolgt meistens im Rahmen einer
eindeutigen extraprostatischen Tumorausdehnung (ECP), kann aber auch intraprosta-
tisch tiber den Ductus ejaculatorius erfolgen. Patienten mit einer Tumorinfiltration der
intraprostatischen Samenblasenanteile ohne nachweisbare extraprostatische Tumoraus-
dehnung haben die gleiche Prognose wie die Patienten im Stadium pT2 (11).
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Blasenhalsinfiltration (pT4) liegt vor, wenn histologisch eine eindeutige Tumorinfilt-
ration im Bereich der typischen Detrusormuskulatur nachweisbar ist. Die Bedeutung
dieses Befundes als unabhéngiger prognostischer Faktor ist allerdings umstritten. Die
Prognose der Patienten mit Blasenhalsinfiltration wird ehr bestimmt durch andere Fak-
toren (pT3a, pT3b, pN1). Wenn diese definitiv nicht zutreffen (pT2, pNO), sollte man
die Diagnose eines pT4-Tumors vermeiden oder seine prognostische Bedeutung epikri-
tisch relativieren (11). Wir sprechen von einer pT4 Situation erst dann, wenn die Detru-
sormuskulatur im Harnblasenabsetzungsrand ausgedehnt Tumor- infiltriert ist.

Absetzungsrinder (Margins)

Positive Margins liegen vor, wenn Tumorverbidnde die tuschemarkierten Rénder errei-
chen. Dieser Befund ist allerdings nicht gleichbedeutend oder beweisend fiir ein kap-
seliiberschreitendes Tumorwachstum bzw. fiir ein pT3a - Stadium! Dies gilt insbeson-
dere an den Stellen, wo die Prostatakapsel histologisch nicht eindeutig definiert ist (z.B.
Apex, anteriore Stromalager, neurovaskulidre Biindel) (4).

Der Marginstatus hat bei Patienten mit einer eindeutigen extraprostatischen Tumoraus-
dehnung (ECP) beziiglich des PSA- Rezidives eine signifikante prognostische Bedeu-
tung(11). Es gibt allerdings zurzeit keinen Konsens iiber die Notwendigkeit einer post-
operativen Strahlentherapie im Stadium pT2 bei positiven Margins. Dies muss noch in
prospektiven randomisierten Studien ermittelt werden. Solange dies noch nicht ab-
schlieBend geklért ist, sollte man gerade bei organbegrenzten Prostatakarzinomen (pT2)
mit dem Begriff R-1 Resektion vorsichtig umgehen, weil dieser Befund u. U. therapeu-
tische Konsequenzen nach sich ziehen kann. Viele organbegrenzte Prostatakarzinome
zeigen fokal positive Margins und bediirfen nicht unbedingt einer adjuvanten Therapie
in Form einer Bestrahlung. Ob eine echte R-1 Situation vorliegt muss im Einzelfall sehr
kritisch gepriift werden. Fokal positive Margins in einem organbegrenzten, Gleason-
Score 6 Tumor sind prognostisch ganz anders zu werten als ausgedehnt positive Mar-
gins in einem high grade Karzinom mit einem Gleason Score > 7. Im ersten Fall wiir-
den wir unkommentiert nie von einer R-1 Resektion sprechen, weil dieser Tumor kei-
ner adjuvanten Bestrahlung bedarf. Im zweiten Fall liegt jedoch sicher eine R-1 Resek-
tion vor, die eine adjuvante Therapie ndtig macht. Anderseits gibt es Prostatakarzino-
me, die auch bei einer R-0 Resektion ein erhohtes Rezidivrisiko besitzen, z.B. wenn
unmittelbar am Margin mehrere Nervenscheideninvasionen nachweisbar sind.

Im Befundbericht sollte prinzipiell der Marginstatus ausfiihrlich dokumentiert und
kommentiert werden. Dazu gehdren:

0 die Ausdehnung des Befundes (fokal oder ausgedehnt, ggf. Groflenangabe)
die Lokalisation (Apex, Basis, etc.)
pT- Stadium (pT2, pT3a, pT3b) am Margin

primére Gleason Grad am Margin

O O O O

Nervenscheideninvasionen am Margin

142 Bonkhoff: Prognosefaktoren des Prostata-Ca



Eine epikritische Wertung beziiglich des R-Status und des individuellen Progressions-
risikos hilft dem Urologen bei seiner Entscheidung iiber eine eventuelle adjuvante
Strahlentherapie.

Gleason Grad

Die hiufigsten Malignitéitsgrade in Prostatektomien bewegen sich heute zwischen dem
Gleason Score 5, 6 und 7, wobei bei einem Gleason Score 7 zwischen den Gruppen
3+4 und 4+3 unterschieden werden sollte. Der prozentuelle Anteil der priméren Glea-
son Grade 4 und 5 ist ein unabhéngiger Risikofaktor fiir das PSA- Rezidiv nach radi-
kaler Prostatektomie (9).

Nervenscheideninvasionen (NSI)

Das Prostatakarzinom nutzt die Perineuralscheiden, um die Organkapsel zu durchbre-
chen. In multivariabelen Analysen liefert die NSI gegeniiber dem Gleason Grad, pT-
Stadium und dem Tumorvolumen keine unabhéngige prognostische Information (11).
Im Einzelfall kann jedoch der Nachweis einer NSI im oder am Margin von prognosti-
scher Bedeutung sein. Prognostisch ungiinstig sind NSI mit groBem Umfang. Selbst in
organbegrenzten Tumoren ist der Durchmesser der NSI ein wichtiger prognostischer
Faktor fiir die Tumorprogression (11).

Tumorvolumen

Das Tumorvolumen ist ein anerkannter prognostischer Faktor nach radikaler Prostatek-
tomie. Eine exakte Bestimmung des Tumorvolumens erfordert allerdings eine vollstin-
dige Aufarbeitung des Prostatektomiepréparates und eine morphometrische, computer-
gestiitzte Analyse. Derartige Untersuchungen erscheinen jedoch fiir die Routinedia-
gnostik zu aufwendig und letztlich nicht praktikabel. Das Tumorvolumen ldsst sich
approximativ wie folgt bestimmen (11).

0 Abschitzung des prozentualen Anteils an Tumorgewebe umgerechnet auf das
bekannte Organvolumen (ml oder cm?).
0 Ausmessen des Tumors am Schnitt mit der Formel: Tumorlédnge x Breite x
(Schnittdicke x Anzahl der tumorinfiltrieten Schnitte), jeweils in cm x dem
Faktor 0.4
Diese Volumenbestimmung ist approximativ, aber in jedem Fall besser als gar keine.
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Intraduktale Tumorausbreitung

Intraduktale Prostatakarzinome (IDPCa) werden nach Bostwick unter den Begriff
HGPIN subsumiert und werden somit nicht als diagnostische Entitdt aufgefiihrt. Die
Untersuchungen von McNeal zeigen aber, dass sich Prostatakarzinome in Abhéngigkeit
vom Tumorvolumen in 15% bis 47% der Félle intraduktal ausbreiten. Dabei korreliert
das Ausmal der intraduktalen Tumorausdehnung signifikant mit einer Reihe von prog-
nostischen Faktoren (z.B. Gleason Grad, Tumorvolumen, positive Margins, Samenbla-
seninfiltration) und stellt einen unabhéngigen Risikofaktor fiir das PSA- Rezidiv dar.
LOH- Analysen zeigen, dass sich IDPCa signifikant von HGPIN unterscheiden und
genetisch eher in die Gruppe der Gleason Grad 4 Tumoren gehdren (7, 10).  Wegen
der prognostischen Bedeutung dieses Befundes sollte das IDPCa in die pathologische
Diagnose aufgenommen und ihr prozentueller Anteil approximativ angegeben werden.

Zonale Gliederung des Prostatakarzinoms

Antero- zentrale Prostatakarzinome haben generell eine bessere Prognose als die Pros-
tatakarzinome der peripheren Zone (11). Dieser prognostische Unterschied beruht nicht
nur darauf, dass antero- zentrale Karzinome weniger hdufig Gleason Grad 4 und 5
Anteile oder eine extraprostatische Tumorausdehnung aufweisen als die peripheren
Prostatakarzinome, sondern auch unterschiedliche Ausbreitungswege nutzen. Periphere
Karzinome entstehen oft in kapselnahen Abschnitten der Prostata und infiltrieren in
Abhingigkeit vom Tumorvolumen die zentrale Zone und haben dann freien Zugang zu
den Samenblasen. Antero- zentrale Prostatakarzinome werden von der peripheren Zone
durch eine bindegewebige Pseudokapsel abgegrenzt und erreichen deshalb nur selten
die zentrale Zone und die Samenblasen. Dementsprechend ist das Metastasierungsrisi-
ko bei antero- zentralen Prostatakarzinomen gering (11). Die Prédilektionsstellen fiir
eine extraprostatische Tumorausdehnung bei antero- zentralen Prostatakarzinomen sind
die Apexregion, das anteriore Stromalager und der Blasenausgang. Selbst bei nachge-
wiesener extraprostatischen Tumorausdehnung verhélt sich das antero- zentrale Pros-
tatakarzinom prognostisch deutlich besser als die Karzinome der peripheren Zone. In
einem Kollektiv von 129 Patienten mit antero- zentralen Prostatakarzinomen kam es
nur in 4% der Fille zu einem PSA Rezidiv innerhalb der ersten fiinf Jahre nach Prosta-
tektomie (11).

Prognostische Marker und molekulares Staging des Prostatakarzinoms

Das klinische Spektrum des Prostatakarzinoms umfasst eine breite Palette reichend von
den unbedeutenden Tumoren, die keiner Therapie bediirfen, bis hin zu den aggressiven
und letalen Verlaufsformen. Trotz der gut etablierten klinischen und pathologischen
Parameter besteht nach wie vor ein grofer Bedarf nach neuen Prognosefaktoren, die
den individuellen Krankheitsverlauf besser vorhersehen. Dazu gehort eine Reihe von
Marker, die in Abhéngigkeit von der klinischen Konstellation, des pathologischen
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Befundes und den therapeutischen Optionen zusitzliche Informationen liefern kénnen
(5, 12):

0 MIB-1 (Proliferationsmarker): cut-off 7% oder 10% positive Zellen

o0 P27 (Zellzyklusinhibitor): cut-off 50% positive Zellen
0 Bel-2 (Apoptosensupressor):  cut-off Foci mit >20% positive Zellen
o P53: (Oncogen): cut-off positiv oder negativ
0 Chromogranin A (neuroendokrine Differenzierung):
0 cut-off Foci mit >20% positive Zellen
o MUC1/ AZGP1
o0 EZH2/ E- cadherin
o ()strogenrezeptoren
0 Progesteronrezeptoren
0 Ploidiestatus: peridiploid, peritetraploid, aneuploid (x-ploid und multiploid)

ZellzyKklus- und Apoptosen- Regulatoren und andere Marker. Neben den klassischen
Prognosefaktoren (Gleason Grad, Tumorvolumen, pT- Stadium, Marginstatus und
PSA-Wert) gewinnen zunehmend immunhistochemische Marker an Bedeutung, die zur
individuellen Abschitzung der Prognose oder des Ansprechens auf eine bestimmte
Therapie herangezogen werden. Dem Einsatz dieser Marker in Stanzbiopsien oder
Prostatektomiepréparaten unterliegen unterschiedliche Fragestellungen:

In Prostatastanzbiopsien geht es im Wesentlichen um die Prizisierung des préthera-
peutischen Staging im Hinblick auf die Wahl der Therapie. Hohe MIB-1 Indices sind
unabhingige Marker fiir das Uberleben nach Prostatektomie, externer Bestrahlung und
im Rahmen einer Watchfull Waiting Strategie (12). = Mehrere Studien belegen, dass
der MIB-1-Index (>7 %), BCL-2 und P53 neben den klassischen Prognosefaktoren
unabhingige prognostische Marker fiir das PSA- Rezidiv, das Auftreten von Metasta-
sen und das Tumor- spezifische Uberleben nach externer Bestrahlung darstellen (5,
12). Bei Unstimmigkeiten im Grading oder echten Grenzfillen (z.B. Gleason Grad 3
versus 4) kann der MIB-1-Index hilfreich sein, um festzulegen, ob ein intermediérer
Malignitétsgrad oder ein high grade Tumor vorliegt. Der Nachweis einer neuroendokri-
nen Differenzierung mit Chromogranin A empfiehlt sich dann, wenn die Option auf
eine primére Bestrahlung oder eine Hormontherapie besteht (1). Falls sich mit Chro-
mogranin A eine multifokale oder bedeutende neuroendokrine Differenzierung nach-
weisen lésst, sollte Chromogranin A mit in das Panel der Serummarker aufgenommen,
um den Verlauf bzw. den Erfolg der Therapie zu objektivieren (1). Das gleiche gilt fiir
die Prostatakarzinome mit relativ niedrigen PSA Werten, bei denen zwischen dem
erfassten Tumorvolumen und dem Gleason Grad einerseits und der Hohe des PSA
Wertes andererseits eine auffillige Diskrepanz besteht. Bei gering differenzierten Pros-
tatakarzinomen mit niedrigen PSA Werten ist PSA kein verlédsslicher Marker fiir die
Prognose und den Verlauf der Erkrankung.
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In der Prostatektomie geht es mehr um die Abschitzung des PSA- Rezidivrisikos im
Hinblick auf die Dringlichkeit einer adjuvanten Therapie. Dabei kdnnen die folgenden
Marker zum Einsatz kommen (5,12): Der Zyklin- abhéngiger Kinaseinhibitor P27, der
den Eintritt von Zellen in den Zellzyklus verhindert, ist bei einer verminderten Expres-
sion (<50%) ein unabhingiger Marker fiir das PSA- Rezidiv und das Uberleben nach
radikaler Prostatektomie (RP). Hohe Expressionsraten von MIB-1 (>10%) sind vor
allem bei Uberexpression von BCL-2 ein unabhingiger Marker fiir ein PSA- Rezidiv
und das Uberleben nach RP. Niedrige MIB-1-Indices (<10%) sind bei fehlender Ex-
pression von BCL-2 prognostisch eher giinstig. Bei Prostatakarzinomen mit einem
hohen Rezidiv- und Progressionsrisiko (pT3b, Gleason >7) sollte gepriift werden, ob
eine signifikante neuroendokrine Differenzierung vorliegt (sieche unten).

Mit Hilfe der neuen Microarray Technologie wurden unter Tausenden von Genen
charakteristische Genexpressionsmuster im Prostatakarzinom entdeckt, die mit den
verschiedenen klinischen Krankheitsverldufen korrelieren. Die Uberexpression von
MUCI z.B. ist charakteristisch fiir den aggressiven Tumortyp, wiahrend die Expression
von AZPG1 mit einer deutlich besseren Prognose einhergeht. Der MUC1- und AZPG1-
Status im Tumorgewebe des Patienten ist, unabhidngig von den klassischen Prognose-
faktoren (Gleason Grad, Tumorstadium und pridoperative PSA- Wert), ein aussage-
kraftiger Risikofaktor fiir das Tumorrezidiv. Nach radikaler Prostatektomie lassen sich
nach ersten Untersuchungen durch die Kombination beider Marker drei klinische Ver-
laufe mit einem geringen, intermedidren und hohen Rezidivrisiko beschreiben. Eine
dhnlich prognostische Bedeutung hat das Markerpaar EZH2/E-cadherin. Patienten mit
hohen Expressionsraten des Tranzkriptionsfaktors EZH2 haben bei gleichzeitigem
Verlust von E- cadherin ein hohes Rezidivrisiko (5, 12).

Marker der Androgenresistenz

Eines der grofiten Probleme in der Klinik des Prostatakarzinoms ist nach wie vor die
Entstehung der Androgenresistenz. Dies ist ein multifaktorieller Krankheitsprozess, in
dem der Androgenrezeptor im Vordergrund steht. In etwa 30% der Androgen- insensi-
tiven Prostatakarzinome liegt das Androgenrezeptorgen in mehrfacher Kopie vor. Diese
Genamplifikation fiihrt zur Ausbildung eines hypersensitiven AR, der unter Androgen-
entzug residuelle Androgene fiir das Tumorwachstum nutzen kann. Patienten, bei
denen mit der FISH Technik derartige AR Amplifikationen im Tumorgewebe nach-
weisbar sind, profitieren von einer totalen Androgenblockade (6). Ein anderer Marker
fiir die Androgenresistenz ist die neuroendokrine Differenzierung, die man mit Chro-
mogranin A (ChrA) im Serum und im Tumorgewebe nachweisen kann. Den ChrA
positiven Prostatakarzinomzellen fehlt konstitutionell der Androgenrezeptor (1). Diese
Tumorzellen sind somit in allen Stadien der Erkrankung Androgen-insensitiv. A-
neuploide Prostatakarzinome sind Androgen- und Strahlen- resistent und haben eine
deutlich schlechtere Prognose als peritetraploide und peridiploide Tumoren. Prostata-
karzinome mit einem peritetraploiden DNA- Befund entwickeln schneller eine Andro-
genresistenz als peridiploide Tumoren (13). Der Ploidiestatus korreliert oft, aber nicht
immer mit dem Gleason Grad und liefert deshalb im Einzelfall zusétzliche prognosti-
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sche Informationen. Weitere Marker, die typischerweise erst im Androgen-
insensitiven Tumorstadium  {iberexprimiert werden sind P53, Bcl-2, EGF-R1 und
EGF-R2 (HER2/neu). HER2/neu z.B. ist in der Lage den Androgenrezeptor auch in
Abwesenheit von Androgenen zu transaktivieren (5, 12). Der Nachweis einer starken
Expression von HER2/neu in einem Prostatakarzinom spricht somit dafiir, dass dem
Tumor Mittel zur Verfiigung stehen, die ihm erlauben auch unter Androgenentzug den
Androgenrezeptor weiterhin fiir sein Wachstum zu nutzen. Die Untersuchung dieser
Marker in primdren Prostatakarzinomen liefert somit zusétzliche Informationen iiber
die Aggressivitdt und eine eventuelle Androgenresistenz eines bestimmten Tumors.
Entsprechende monoklonale Antikdrper gegen diese Substanzen wie z.B. Cetuximab
(EGF-R1), Herzeptin (HER2/neu), Bevacizumab (VEGF-R) sind zurzeit Gegenstand
gentherapeutischer Studien in der klinische Erprobung.

Es gibt auch Hinweise, dass Ostrogene und ihre Rezeptoren an der Entstehung der
Androgenresistenz beteiligt sind (2). Im Gegensatz zum Mammakarzinom und anderer
Ostrogen- abhingiger Tumoren ist die Expression des klassischen Ostrogenrezeptors o
(ERa) im Prostatakarzinom ein spates Ereignis in der Tumorprogression und ist in der
Regel erst in Metastasen und Androgen-insensitiven Prostatakarzinomen nachweisbar.
Wenn dieser neu entdeckte Rezeptor im fortgeschrittenen Prostatakarzinom funktionell
aktiv and therapeutisch beeinflussbar ist, dann miisste man erwarten, dass in diesen
Tumoren auch ERa — regulierte Gene exprimiert werden. Ein solches Gen ist der Pro-
gesteronrezeptor (PR), eines der wichtigsten Marker fiir das Ansprechen des Mamma-
karzinoms auf eine AntiGstrogentherapie. In den metastasierten und Androgen-
insensitiven Prostatakarzinomen ist eine signifikante Expression des PR in ca. 30% der
Fille nachweisbar, was dafiir spricht, dass diese Tumoren Ostrogene und Progesterone
(Gestagene) fiir ihr Wachstum nutzen. Experimentelle Studien belegen bereits die Effi-
zienz von Antidstrogenen und Antigestagenen in Androgen-insensitiven Prostatakarzi-
nomzelllinien. Klinische Studien fiir diesen neuen therapeutischen Ansatz stehen je-
doch noch aus (2).

Stellenwert der DNA- Ploidie

Peridiploide Prostatakarzinome haben zweifelsohne eine bessere Prognose als peri-
tetraploide und aneuploide Karzinome (13). Den peridiploiden DNA- Befund jedoch
mit einem geringen Progressionsrisiko oder einem sog. Haustierkrebs gleichsetzen zu
wollen, ist unzuldssig. Ob bei einem Prostatakarzinompatient eine abwartende Haltung
(watchful waiting) aus onkologischer Sicht vertretbar ist, hingt vielmehr vom Gleason
Grad, von dem in den Stanzbiopsien erfassten Tumorvolumen, der PSA-Kinetik (PSA-
Verdopplungszeit, PSA-Dichte), dem Alter und der personlichen Lebenserwartung
(z.B. kardiovaskuléres Risiko) ab.

Auch bei einem aneuploiden DNA- Befund, der fiir den Patienten wegen der schlech-
ten Prognose enorme Auswirkung auf die Therapieentscheidung haben kann, ist Vor-
sicht angesagt: Prdmaligne Prostataverdnderungen vom Typ HGPIN, die bei Ménnern
iiber 50 Jahren mit oder ohne Karzinom héufig vorkommen, sind oftmals aneuploid.
Da die zytologische Prostatadiagnostik nach Feinnadelaspiration nicht in der Lage ist,
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zwischen HGPIN und einem Prostatakarzinom zu unterscheiden, kann man prinzi-
piell nie ausschlieBen , dass HGPIN und nicht das Karzinom fiir den aneuploiden
DNA- Befund verantwortlich sind. DNA-Messungen sollten deshalb stets an Stanz-
biopsien durchgefiihrt werden, die im Hinblick auf HGPIN iiberpriift wurden, um
HGPIN- assoziierte (falsch- positive) aneuploide Befunde zu vermeiden.

Die Beobachtung, dass bei einem peritetraploiden DNA-Befund ein erhohtes Risiko fiir
die Entstehung der Androgenresistenz besteht, basiert iiberwiegend auf Studien aus
den 80er und 90er Jahren , wobei damals die beidseitige Orchiektomie als Standard
der Androgenentzugstherapie galt. Uber die prognostische Bedeutung des peritetraploi-
den DNA-Befundes im Rahmen der modernen, zeitlich limitierten, dreifachen Andro-
genblockade gibt es bislang iiberhaupt keine Daten. Einem Patienten auf Grund eines
peritetraploiden Histogrammes generell von der Hormontherapie abzuraten, ist daher
nicht zuldssig. Ob ein Prostatakarzinom auf eine Androgenentzugstherapie anspricht
oder nicht, hédngt letztlich davon ab, ob innerhalb eines Jahres der PSA-Nadir von 0.05
ng/ml erreicht wird oder nicht. Dagegen sind Verlaufskontrollen, die an Hand von
sukzessiven DNA- Bestimmungen am aspirierten Material den Therapieerfolg zu ermit-
teln versuchen, im Zeitalter der modernen PSA- Diagnostik obsolet.

Die verldsslichsten Aussagen iiber die DNA- Ploidie erhélt man in der Prostatektomie,
bei der der ganze Tumor zur Untersuchung zur Verfligung steht. Der prognostische
Wert der DNA-Analyse in der Stanzbiopsie ist dagegen umstritten, da der biologisch
relevante Tumorherd nicht unbedingt in der Stanzbiopsie erfasst sein muss. In der letz-
ten Ausgabe ,,Tumors of the Prostate Gland“ (2000) des Armed Forces Institute of
Pathology (AFIP), ein weltweit anerkanntes Zentrum fiir Tumorpathologie, wird aus-
driicklich darauf hingewiesen, dass die prognostische Aussagekraft der DNA- Ploidie
in der Stanzbiopsie wegen des Sampling Errors fraglich ist. Ahnlich kritisch duBert sich
auch Epstein in einem kiirzlich im Lancet erschienenen Beitrag, wonach die Ploidie-
bestimmung in der Stanzbiopsie keine zusdtzlichen prognostischen Informationen fiir
das pathologische Staging liefert, wenn der Gleason Grad korrekt ermittelt wurde (6).

Fazit

Der histopathologische Prostatabefund liefert fiir das pratherapeutische und postopera-
tive Staging wichtige prognostische Informationen, die in einem zunehmenden Maf3e
direkten Einfull auch auf die Therapieentscheidung ausiiben. Unabdingbare Vorraus-
setzung dafiir ist die konsequente Nutzung aller anerkannten Prognosefaktoren und eine
sachgerechte Aufarbeitung und verldssliche Befundung. Die Einfithrung neuer Marker
er6ffnet dariiber hinaus neue Moglichkeiten fiir die Abschitzung des individuellen
Krankheitsverlaufs, bediirfen jedoch noch einer weiteren Validierung bevor ihr routi-
nemafiger Einsatz in der Prostatadiagnostik empfohlen werden kann.
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Glossar

O O O O o o

Apoptose: programmierte Zelltod

Apikal: Spitze, dem Beckenboden zugewandte Seite der Prostata

Basal: Basis, der Harnblase zugewandte Seite der Prostata

Dignitit: Gutartigkeit (benigne) oder Bosartigkeit (maligne) eines Tumors
Extraprostatisch: auflerhalb der Organgrenze der Prostata

FISH (Fluoreszenz-in-situ- Hybridisierung): Methode zum Nachweis eines
bestimmten Gens in einer Zelle

Genamplifikation: ein Gen liegt in mehrfacher Kopie vor

HGPIN (high grade prostatic intraepithelial neoplasia) ist ein Vorldufer des
Prostatakarzinoms

Immunhistochemie: Darstellung eines Proteins im Gewebe oder Zelle mit ei-
nem spezifischen Antikérper

Intraduktale Prostatakarzinome: breiten sich vorzugsweise im  Gangsystem
der Prostata aus

Margin: mit Tusche markierte Absetzungsrinder des Operationspréparates

Neuroendokrin: Eigenschaft von Zellen Hormone zu bilden, die lokal oder
systemisch wirken kénnen

Nervenscheideninvasion: in die Prostata strahlen von aulen zahlreiche Ner-
ven ein. Das Prostatakarzinom nutzt diese Nerveniste als Leitschiene, um die
Organgrenze zu durchbrechen

Ploidie: ist ein MaB fiir den DNA- Gehalt von Zellen und wird durch die op-
tische Dichte der Zellkerne gemessen. Normale Zellen haben einen doppelten
Chromosomensatz und werden als diploid (2¢) bezeichnet. Peridiploide oder
peritetraploide (4c) Tumorzellen haben somit den gleichen oder den doppelten
(4c) DNA- Gehalt im Vergleich zu normalen Referenzzellen. Aneuploide
Tumorzellen zeigen gegeniiber normalen Referenzzellen eine ungerade Zu-
nahme des DNA- Gehaltes. Aneuploide Verteilungsmuster koénnen in einer
(x-ploid) oder mehreren Stammlinien (multiploid) auftreten.

Priakanzerose/ primaligne: maligne Transformation des Prostataepithels, Vor-
laufer des Prostatakarzinoms (HGPIN)

Rebiopsie: erneute stanzbioptische Abkldrung
Radiatio: Bestrahlung
Staging: Feststellung des Tumorstadiums durch TNM
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TNM: Lokale Tumorausdehnung (T), Lymphknotenstatus (N), Fernmetasta-
sen (M)

Watchfull waiting: abwartende, kontrollierte Haltung im Hinblick auf die
Therapie
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B. Aeikens

Das Prostatakarzinom, eine Herausforderung fiir den nie-
dergelassenen Urologen?

Das Prostatakarzinom ist inzwischen der hdufigste Tumor beim Mann. Fiir 2004 wer-
den in Europa 238.000 Neuerkrankungen angenommen, mit einer jdhrlichen Todesrate
von 11.900, das entspricht 5 %. Die Anzahl von Neuerkrankungen in den USA fiir
2005 wird mit 232.090 angegeben, davon versterben 12 %, insgesamt 30.350 Ménner.
In Deutschland werden nach Angaben der BDU und der DGU - in einem offenen Brief
vom 01.03.2005 an die Gesundheitsministerin gewandt - gegenwértig 40.000 Neuer-
krankungen, von denen jéhrlich 12.000 sterben, registriert, das einer Todesrate von 33
% entspricht. Uber die unterschiedlichen Todesraten kann man nur spekulieren, so dass
die Frage erlaubt sei, ob in Deutschland nicht mehr Ménner mit als an einem Prostata-
karzinom sterben (Abb. 2,3,4).

Prostatakarzinomerkrankungen

2005: USA  232.090 Todesrate 30.350 12 %
2004: Europa 238.000 Todesrate 11.900 5 %

2004: BRD 40.000 Todesrate 12.000 33 %

Quellen: American Cancer Society: Cancer Facts and Figures 2005 last modified 02/01/2005
Boyle P, Ferlay J. Cancer incidence and mortality in Europe 2004 Ann Oncol. 2005 (16) 481-8
2 Schalkhiuser K BDU-Prisident, Stockle M, DGU : Offener Brief an Gesundheitsministerin
Ulla Schmidt we. PSA-Test (01.03.2005)

Abb. 2
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Offener Brief der BDU und DGU vom
01.03.2005 an die Gesundheitsministerin:

“Bei 40.000 Miinnern wird jihrlich in der BRD
durch die PSA -Bestimmung Prostatakrebs
aufgedeckt, 12.000 sterben jahrlich daran”

Schalkhiuser K, BDU-Prisident, Stockle M, DGU:
Offener Brief an Gesundheitsministerin Ulla Schmidt

3 Wegen PSA-Test (01.03.2005)
Abb. 3
Maogliche Ursachen der unterschiedlichen
Todesraten
USA :12 %  hiufige PSA-Bestimmungen ?
bessereVorsorgeuntersuchung ?
bessere Arzte ?
Europa: 5%  wenige PSA-Bestimmungen ?
schlechtere Vorsorge ?
sterben unwissend mit aber nicht an
PCA?
BRD : 33 % signifikant agressivere PCA? PSA?
4
Abb. 4

Zu den angeblich anerkannten Verfahren der Fritherkennungs-Diagnostik gehoren die
digito-rectale Untersuchung und die Bestimmung des prostataspezifischen Antigens
(PSA). Die immer wieder gestellte Frage, inwieweit eine PSA-Bestimmung zur Friih-
erkennung eines Prostatakarzinoms beitragen kann, wird seit Jahren kontrovers disku-
tiert. Nicht anders sind die anhaltenden Kritiken zum PSA zu werten. Die Fernsehsen-
dung FRONTAL im ZDF vom 07.12.2004 hat in der Bevélkerung erhebliches Aufse-

hen erregt (Abb.5).

152 Aeikens: Das Prostata-Ca, eine Herausforderung. ..



PSA testen um jeden Preis, falsche

Diagnosen beim Prostatakrebs?
ZDF Frontal, 07.12.2004
Prof Schonhéfer, Bremen:
s PSA positiv signalisiert Prostatakrebs...todliche
Erkrankung, ....diese Schlussfolgerung stimmt nicht...«

Prof Becker, Heidelberger Krebsforschungszentrum:

,,Patienten mit schlafenden harmlosen Krebszellen werden
durch den Test zu Kranken gemacht“
Dr Jiirgen Simon BDU:
» Wir haben ein gewisses Overtreatment in der Angst,
das wir sonst den Patienten zu spét helfen konnten.
5 Vielleicht wiire eine Operation nicht notig“

Abb. 5

Ausgewiesene Wissenschaftler haben in dieser Fernsehsendung offen Kritik an einer
PSA-Bestimmung im Rahmen einer Vorsorge geiibt; die Argumentation der BDU und
DGU dagegen — ,, keine Reaktion ist eine Reaktion ... derzeit kdnnen wir noch nicht auf
abgesicherte und unangreifbare Studien hinweisen, was im {ibrigen von den bekannten
Kritikern stets argumentativ ausgeschlachtet wird - ist wenig {iberzeugend (Abb. 6).

Was sagen BDU und DGU zu den PSA-
kritischen Medienberichten:

”Keine Reaktion ist eine Reaktion”
Dr. K. Schalkhéuser, PD Dr. M. Fisch

w»Derzeit konnen wir noch nicht auf abgesicherte und
unangreifbare Studien hinweisen, was im iibrigen von den
bekannten Kritikern stets argumentativ ausgeschlachtet wird“

Abb. 6

Ist der PSA-Test wirklich in der Lage, Leben zu retten? MafBinahmen zur Friitherken-
nung von Krebserkrankungen genieflen in der Bevolkerung eine hohe Wertschitzung,
die in den 6ffentlichen Medien oft vorteilhaft und werbewirksam dargestellt werden.
Maogliche Nachteile, ggf. mit hohem Schadenspotential, werden dabei hiufig iibersehen
bzw. nicht wahrgenommen. Nach einhelliger wissenschaftlicher Auffassung fehlt ge-
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genwirtig immer noch der Beweis, dass die PSA-Bestimmung im Rahmen einer Vor-
sorge den betroffenen Ménnern ein verlédngertes Leben garantiert. Jiingere Daten aus
den USA und Skandinavien deuten seit einigen Jahren auf einen Riickgang der Mortali-
tdt hin. Ob sich dieser jedoch auf die PSA-Messungen zuriickfiihren ldsst, ist sehr um-
stritten, da sich in einer Reihe von Studien gezeigt hat, dass auch in weniger screening-
intensiven Regionen keine unterschiedlichen Sterberaten nachweisbar sind. Wie unsi-
cher die gegenwirtige Datenlage ist, belegen die Aussagen der DGU und BGU. Inner-
halb eines Jahres verstirbt angeblich in Deutschland jeder 3. Patient an seinem neu
entdeckten Prostatakarzinom! Da gegenwirtig weniger als 20 % aller vorsorgeberech-
tigten Ménner in Deutschland diese in Anspruch nehmen, kann bei flichendeckender
PSA-Vorsorge nur erahnt werden, welche medizinischen Ressourcen zusitzlich ge-
schaffen werden miissten.

Es ist unbestritten, dass die PSA-Bestimmung friihzeitig und ggf. rechtzeitig auf ein
Prostatakarzinomleiden hinweisen kann, das noch kurativ zu behandeln ist. Aus medi-
zin-cthischer Sicht ist es deshalb unverantwortlich, diesen Minnern die PSA-
Bestimmung vorzuenthalten. Hieran gemessen sind die Argumentationen der Kritiker
und u. a. die des ZDF abschreckend. Statt mit einer sachlich angemessenen Aufkldrung
wird oft mit medizinisch nicht haltbaren Thematisierungen und ungerechtfertigen
Schuldzuweisungen ein Klima der Angst und totalen Verunsicherung der Patienten
erzeugt.

Im Februar 2004 hat die Stiftung Warentest 20 Berliner Urologen nach der Bedeutung
der PSA-Bestimmung befragt, nach deren Ansicht mit unbefriedigenden Ergebnissen.
Ist es Unwissenheit, wie an den Auswertungen zu vermuten ist oder handelt es sich um
eine Verunsicherung der niedergelassenen Urologen angesichts der offiziellen 6ffentli-
chen Stellungnahmen der DGU und BDU zur PSA-Bestimmung? (Abb. 7).

Stiftung Warentest: (Februar 2004)
Berliner Urologen schnitten beim PSA-Praxistest
schlecht ab:

Von 20 Berliner Urologen waren informiert:
2 gut
4 befriedigend

14 ausreichend oder mangelhaft

Abb.7
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Mittlerweise ist das prostataspezifische Antigen (PSA) zu einem wichtigen Marker in
der Urologie geworden, es handelt sich um einen organspezifischen und nicht um einen
reinen Tumormarker. Entsprechend problematisch ist die Definition des Grenzwertes,
um zwischen gut- und bdsartigen Verdnderungen der Prostata zu unterscheiden. Der
Grenzwert von 4 ng/ml hat sich etabliert in der Unterscheidung des Tumorwachstums,
wobei der Wert unterhalb 4 ng/ml jedoch keinesfalls sicher ein Prostatakarzinom aus-
schlieBt, so dass ein betriachtlicher Anteil von pT2-Tumoren iibersehen wird. Problema-
tisch sind die Tumoren Tlc, die weder tastbar noch mit den gegenwirtig verfligbaren
bildgebenden Verfahren: transrectale Sonographie, Computertomographie, MRT sicht-
bar sind. Die endgiiltige Sicherung der Diagnose kann nur durch eine Gewebsprobe
erfolgen. Nach wie vor kontrovers diskutiert wird die Frage, wie viele Biopsien hierzu
notwendig sind (Abb. 8,9).

Wieviel Stanzbiopsien?

Stanzbiopsien von 1.327 Patienten 2001-2002 ergaben in 71 Fillen (5,3 %)
,»High-Grade-PIN¥, 25 wurden davon radikal pr | iert, Ergebni

PSA-Werte 8,8 (5,6 — 19,6)

pT2a in 9 Patienten Gleason 2-6 in 21 Patienten
pT2b in 8 Patienten Gleason 7 in 2 Patienten
pT2c in 6 Patienten Gleason 8 in 2 Patienten
pT3a in 1 Patient davon pT4N1G3 in 1 Patient

pT4 in 1 Patient

Brausi M, Castagnetti G, Dotti A, de Luca A, Olmi R, Cesinaro AM

Immediate radical prostatectomy in patients with atypical small acinar
8 proliferation. Over treatment?

J Urol 2004, 172 (908-9)

Abb. 8
Entnahme einer grofleren Anzahl von
Stanzen?
Gleason score: Ubereinstimmung Stanze/Op-Priparat ?
6-8 Stanzen n = 89 Patienten iibereinstimmend 44 von 89 (49%)
untergraduiert 35 von 89 (89%)
iibergraduiert 10 von 89 (11%)
12 Stanzen n = 46 Patienten iibereinstimmend 32 von 46 (70%)
untergraduiert 11 von 46 (24%)
iibergraduiert 3 von 46 ( 6%)
Folgerung: hohere Biopsiezahl verbessert Gleason score
Emiliozzi P,Maymone S,Paterno A, Scarpone P, Amini M, Proietti G Cordahi M, Pansadoro V.
Increased accuracy of biopsy Gleason score obtained by extended needle biopsy
g 4 Urol 2004, 172 (2224-6)
Abb. 9
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Neben der Stanzbiopsie ist prinzipiell die Feinnadelbiopsie moglich. Die Aspirations-
zytologie, bei der facherférmig mit einer sehr diinnen Nadel Zellen aus dem Prostata-
gewebe ,,abgesaugt® werden, ist fiir den Patienten kaum belastend, sehr risikoarm und
kann ofters - ggf. zur Therapieliberwachung -wiederholt werden. Das Risiko einer
Tumoreinschwemmung iiber die Blutbahn und die Gefahr einer systemischen Ausbrei-
tung ist im Gegensatz zu Stanzbiopsie als sehr gering einzuschétzen.

Die wesentlichen Kriterien zur Beurteilung der Therapie des Prostatakarzinoms sind:
0  Tumorgrad
0 Tumorstadium
0  Erkrankungsalter

(Abb. 10)

Die wesentlichen Kriterien zur
Beurteilung der Therapie des

Prostatakarzinoms sind:

e Tumorgrad
¢ Tumorstadium

« Erkrankungsalter
10

Abb.10

Die Tumorgraduierung nach der Einteilung von Gleason basiert auf die Bewertung der
Wachstumsmuster des Karzinoms unter Berlicksichtigung unterschiedlicher Karzinom-
architekturen. Die Graduierung erfolgt aber nach subjektiven Kriterien des Pathologen
und ist messtechnisch nicht objektivierbar. Zytologische Malignitétskriterien finden bei
dieser Graduierung keine Anwendung. Im Gegensatz dazu basiert die Auswertung der
Saugbiopsie fast ausschlieBlich auf zytologische Kriterien. Aufgrund der andersartigen
Priparateaufbereitung bleiben feinste aussagefdhige zytologische Strukturen der Zelle
erhalten, die sonst bei der Paraffineinbettung verloren gehen. Eine Quantifizierung und
damit Objektivierung des DNS-Gehaltes des Zellkerns mit Hilfe mikroskophotometri-
scher Messverfahren ist somit mdglich, so dass die Ploidy-Rate bestimmbar und damit
eine bessere Beurteilung der Malignitdt moglich ist. Bisher hat dieses vor mehr als 30
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Jahren in Schweden entwickelte Untersuchungsverfahren jedoch kaum Anwendung
gefunden, da die zytologische Beurteilung eines sehr erfahrenen Zytologen bedarf, um
reproduzierbare Ergebnisse zu liefern. Historisch gesehen wurde die Zytopathologie
im deutschsprachigen Raum eher stiefmiitterlich behandelt, dies mag eine Erkldrung
dafiir sein, dass diese Methode bisher nicht den ihr zustehenden Stellenwert in der
Diagnostik erlangt hat. Das Tumorwachstum ist durch eine enge Korrelation zwischen
Tumorgrad und Tumorstadium gekennzeichnet, so dass eine rechtzeitige eingreifende
Therapie die einzige Chance ist, ein Prostatakarzinom kurativ zu heilen. Dieses setzt
jedoch, insbesondere unter der Option ,,watchful-waiting® eine sehr sorgfiltige Dia-
gnostik voraus, wobei gegenwirtig der PSA-Bestimmung aufgrund ihrer geringen
Sensivitit als Uberwachungskriterium oft eine zu hohe Bedeutung beigemessen wird,
mit moglichen fatalen Folgen fiir den Patienten. Nur durch die gemeinsame Bewertung
von histologischen, zytologischen und morphometrischen Parametern, gekoppelt mit
den heute zur Verfiigung stehenden makroskopischen bildgebenden Verfahren, gibt
AnlaB zur Hoffnung, vorsichtig prognostische Aussagen {iber das Malignititsverhalten
des Prostatakarzinoms zu machen. Bisher ist aber kein klinisch bildgebendes Verfahren
in der Lage, die T- und die N-Kategorien, d. h. die intrakapsuldren heilbaren Tumoren
von den nichtkurativen Tumoren, sicher zu unterscheiden (Abb. 11,12).

Untersuchungen zum
pratherapeutischen Staging

Leitlinien der DGU

1. T-Kategorie Primértumor: DRU,
TRUS

2. N-Kategorie regionire
Lymphknotenmetastasen: CT,
TRUS,

3. M-Kategorie Fernmetastasen:
Skelettzintigramm Rontgen
Thorax

4. Mikroskopische Analyse der
Biopsien

11 5. MRI

Abb. 11
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Problematik des
pratherapeutischen Stagings

Leitlinien der DGU 18.11.2004

Kein klinisch bildgebendes Verfahren ist
derzeit in der Lage, die T- und die N-
Kategorien mit ausreichender Sicherheit zu
bestimmen

Erst die histopathologische Diagnostik an operativ

entfernten Geweben gibt die grofitmaogliche Sicherheit
12

Abb. 12

In den Leitlinien zur Therapie des ,klinisch* lokal begrenzten Prostatakarzinoms (T1-
2) wird bei einer Lebenserwartung von mehr als 10 Jahren als kurative Maflnahme an
erster Stelle die radikale Prostatavesikuloektomie mit partieller Lymphadenektomie
empfohlen, eine Therapie, die dem Patienten das Bewusstsein vermittelt, durch die
Operation vollstindig vom Krebsleiden geheilt zu sein. Dies ist jedoch ein Trugschluf3,
in ca. 30 bis 60 % kann der Tumor nicht radikal entfernt werden (Abb. 13).

Leitlinien zur Therapie des

Prostatakarzinoms
Leitlinien der DGU vom18.11.2004

Kurativ, d. h. lokal begrenzt (T1-2):

1. Operative Therapie (radikale Prostatektomie)

Postoperative Mortalitit 0 — 1,5 %
Anastomoseninsuffizienz 1,2 — 4 %
Inkontinenz Grad IIT nach einem Jahr 7,7 %
Erektile Dysfunktion in > 90 %

Die Hilfte der als T1-T2 klassifizierten werden histologisch als
pT-3 Tumore eingestuft und weisen in ca. 60 % einen lokalen
13 oder systemischen Progress auf

Abb. 13
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Folgerung aus den Leitlinien zur
operativen Therapie des
Prostatakarzinoms

Leitlinien der DGU vom18.11.2004

1. Der Urologe kann keine Tumorfreiheit
garantieren

2. Der Urologe kann keine Kontinenzerhaltung
garantieren

Abb. 14

Der Operateur kann keine Tumorfreiheit, ebenso wenig eine Kontinenz- und Potenzer-
haltung garantieren. Durch die heute noch unzureichende prioperative Diagnostik sind
hier deutliche Grenzen gesetzt (Abb. 14). In den frithen Tumorstadien gewinnt neben
der radikalen Prostatektomie die alleinige primédre Strahlentherapie in den unterschied-
lichen Modalitdten immer mehr an Bedeutung, ist sie doch mit dem Bewusstsein ver-
bunden, das Schadenspotential deutlich zu verringern (Abb. 15).

Radikale Prostatektomie oder Strahlentherapie als
kurative Massnahme?

PSA <oder =10, Gleason score <oder = 6,
PSA- Kontrolle 7 Jahre

N 382 gesamte Patienten
N 157 radikale Prostatektomie
N 225 externe Strahlentherapie

Ergebnisse: Op/Strahlen 67 vs 69 % n.s.
Uberlebenszeit: Op/Strahlen 99 vs 97 % n.s.

Martinez AA, Gonzalez JA, Chung AK, Kestin LL, ...

A comparison of external beam radiation therapy versus radical
15 prostatectomy for patients with low risk prostate carcinoma

Cancer 2000, 15 (425-32)

Abb. 15

Als 3. Option sehen die Leitlinien ein watchful-waiting, d. h. eine abwartendes Verhal-
ten vor, das jedoch konsequenterweise keine eigentliche Therapie darstellt. In Untersu-
chungen u. a. von Chodak und Mitarbeitern wurde anhand von mehr als 800 Patienten
festgestellt, dass der Malignitétsgrad eine entscheidende Rolle fiir die Prognose dar-
stellt. Die10-Jahres-Uberlebensdaten werden bei GI- mit 81 %, bei GII- mit 58 % und
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bei GIII-Tumoren mit 26 % angegeben. Die watchful-waiting Strategie gewinnt in den
letzten Jahren eine zunehmende Anwendung. In den USA betrdgt der Anteil derartig
behandelter Patienten inzwischen ca. 30 %, wobei es sich vorwiegend um éltere Patien-
ten mit niedrigen PSA-Werten < 10 ng/ml und giinstigem Gleason-score von 2 bis 6
handelt (Abb. 16).

Die Kriterien mit und nicht an einem
PCA zu sterben sind abhangig von:

« Alter des Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnose

» Tumorstadium: intra-oder extrakapsular (T1-2
oder T3)

* Tumorgrad (Gleason score) bestimmt
zeitabhang dieTumorausdehnung

16 d. h. Alter + Tumorgrad + Tumorstadium = Prognose

Abb. 16

Die Wertigkeit der watchful-waiting Strategie ist umstritten, bisherige Ergebnisse
konnen nur Rahmenbedingungen darstellen, wobei unzweifelhaft das Risiko eines
mdglichen hohen Schadenspotentials durch die Operation umgangen wird und dadurch
a priori eine bessere Lebensqualitéit gegeben ist. Da gegenwértig aufgrund der unzurei-
chenden Datenlage, Diagnostik und Prognoseparameter nicht exakt der Zeitpunkt be-
stimmt werden kann, wann der Tumor von einem kurablen in einen inkurablen Zustand
ibertritt, ist diese Strategie mit einem hohen Risiko fiir den Patienten behaftet und
bedarf einer groflen Erfahrung des behandelnden Arztes (Abb. 17). Das Prostatakarzi-
nom ist ein Tumor des hoheren Lebensalters, damit steigt das Risiko weiterer tumoru-
nabhéngiger Erkrankungen, die ggf. zum Tode fithren konnen, so dass eine Strategie
des ,,verzogerten Tumorwachstums, unterstiitzt durch eine interindividuelle Hormon-
therapie gerechtfertigt erscheint (Abb. 18,19).
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Watchful-waiting, welche Kriterien miissen
sorgfiltig beachtet werden?

Intrakapsuliir lokalisierter Tumor!

Sorgfiltige Kontrollen, um einen
Tumorprogress rechtzeitig zu
erkennen!

‘ Cave! Das therapeutische Fenster ist sehr eng!

17
Abb. 17
Erkrankungsalter des PCA in %, Restlebens--
erwartung in Jahren und Wahrscheinlichkeit
in %, nicht am PCA zu sterben:
100%-
90%-
3822: O :Enrls/l;an kungsalter
60%-
50%- B Restlebenserwar-
40%- tung in %
30%-
20%-+ B Wahrscheinlich-
keit, nicht an
12?” PCA zu sterben
) 50 60 70 80
Jahre ahre Jahre  Jahre
R
Abb. 18
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“Watchful-waiting”, wie geht es
weiter?

Die grofie Herausforderung liegt darin, durch
einen optimalenTherapiebeginn den hochst-
moglichen Benefit zu erreichen. Dazu braucht
man neue Marker, da das PSA hierfiir nicht
geeignet ist, weil es erst in einem spéten
Stadium der Pathogenese ansteigt

19

Abb. 19
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9
K.H. Bichler

Bedeutung der DNA-Bildzytometrie fiir die Therapiepla-
nung beim Prostatakarzinom (PCa)

Willet Whitmore hat vor iiber 20 Jahren zur Problematik der Behandlung des Prostata-
karzinoms geduBert:

,» Wenn die Behandlung des Prostatakarzinoms mdglich ist, ist sie notwendig, und
wenn die Behandlung notwendig, ist sie moglich?

Wir konnen feststellen, dass diese Aussage noch genau so relevant ist fiir die Behand-
lung des PCas wie vor 2 Jahrzehnten. Vielleicht noch bedeutender, da wir mit besseren
diagnostischen und therapeutischen Moglichkeiten eine wesentlich differenziertere
Behandlung durchfiihren kdnnen und eine subtile Entscheidung beim einzelnen Patien-
ten gefordert ist. Dabei ist zu bedenken, dass noch vor ca. 30 Jahren die Behandlung
des PCas gleichzusetzen war mit einer hormonellen Therapie.

Die heute mogliche und zu fordernde Diagnostik bei PCa stellt sich wie folgt dar
(Abb. 1):

Basis- -
?
Untersuchung: | Rektale Palpation (DRE) | |PSA| [TRUS (?)]
‘ Verdacht auf Prostatakarzinom ‘
Gewebe/Zell- Ultraschallgesteuerte rektale Biopsie
Entnahme: - (mehr als 6)

. . . - Tumorbefall nach TUR-P
Histologie/Zytologie: Prostatakarzinom |«— <5% (pT1a), >5% (pT1b)
|

| |

Staging: |PET| [CTANMR| [GKks|  [Ro-Thorax|  [AUR]
Diagnose lokal: begrenzt (T1-2) Metastasiert:  lymphogen (N+)
(TNM): fortgeschr. (>= T3), hamatogen (M+)

Abb. 1 Diagnostik des Prostatakarzinoms
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Die Diagnostik bei Verdacht auf ein Karzinom der Prostata wird getragen von der
digitalen, rektalen Palpation (DRP) (Abb. 2) und der Bestimmung des Prostata spezifi-
schen Antigens - PSA (seit 1979) (Tab. 1).

-

Beurteilung: Grofe + Konsistenz
Detektion 70% der PC*s (periphere Zone)
30% (Transitionalzone) nicht tastbar
hohe Sensitivitét bei Screening

Erfahrung des Untersuchers

O O O o o o

(Lernkurve > 500 Untersuchungen)

Abb. 2 Rektal-digitale Untersuchung der Prostata

Unter Bertcksichtigung des langsamen Verlaufes beim alteren Mann gelten
heute altersabhangige PSA-Referenzwerte (Tab. 1).

Glykoprotein-Serin-Protease (MG. 34,000)

In Driisenzellen der Prostata (erstmalig isoliert von Wang 1979)

Verfliissigung des Ejakulats

PSA-Werte sind altersabhéngig: 2,5 (<50]J.) — 6,5 (<80J.)

PSA-Werte nur mit gleichen Test-Kit vergleichbar

Falsch positiv erhoht bei:

- Prostatitis (bis zu 80ng/ml)

- DRU, Prostatamassage, Ejakulation
- nach Biopsie/TUR-P (2,6 bis 57fach)
- Halbwertszeit 1,5 Tage

Tab. 1 Prostata-spezifisches Antigen (PSA)

Bei einem auffilligen rektalen Tastbefund oder PSA iiber dem Referenzwerte ist eine
Prostata-Biopsie erforderlich (Stanz-, Saugbiopsie Abb. 3, 4). Die transrektale, ultra-
schallgesteuerte Prostatabiopsie ist heute der Standard in der Diagnostik. Der transrek-
tale Ultraschall (TRUS) wird dabei fiir die Stanze, aber auch fiir die Saugbiopsie (Fran-
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zennadel) verwendet (Abb. 5). Bei der Sextantenbiopsie werden je 3 Biopsien aus
jedem Prostatalappen (peripher, zentral und apikal) zuziiglich eine Biopsie aus dem
palpablem Tumor entnommen. Das Biopsat dient zur histologischen bzw. zytologi-
schen Untersuchung, der Bestimmung des Gleason-Scores und der DNA-Zytometrie.
Eine moglichst grofle Zahl von Biopsien ist mit Hinsicht auf die Heterogenitit des PCa
von Bedeutung (sieche dort) [11]. Der Vorteil der Saugbiopsie ist die faicherformige
Entnahme (Abb. 4)

Abb. 3 Prostata Stanz-Biopsie (Digital gefiihrt, direkt aus Tumorknoten, mit TruCut
Nadel, Biopty Gun)
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Prostatasaugbiopsie nach Franzen

a. Instrumentar: Spritzenhalter,
Biopsienadel und Vorrichtung zur
Nadelfiihrung

b. c. Positionierung der Nadelfihrung in

der Hand und facherformige

Entnahme von Saugbiopsien

mod. n. Faul

nogen
15i15:08

Abb. 5 Ultraschallgesteuerte transrektale Prostatabiopsie. a. Prostata im rektalen Ultra-
schallbild; b. TRUS-gesteuerte Prostatastanzbiopsie; c. Biopsie aus dem linken und
rechten Lappen
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Zur Erfassung der Metastasierung und der Ausdehnung des lokalen Tumors dienen die
Knochenszintigraphie, das Computer bzw. Magnetresonanz Tomogramm (CT, NMR)
und in neuerer Zeit die Positronen-Emissions-Tomographie — PET (C-11-Cholin).

Blicken wir auf die Behandlungsméglichkeiten so sind deutliche Fortschritte in der
operativen Technik der radikalen Prostatektomie, zumindest im letzten Jahrzehnt
zu verzeichnen. Dieser Eingriff kann heute retropubisch, perineal oder von einem lapa-
roskopischen Zugang aus durchgefiihrt werden (Abb. 6, 7). Die Priparationstechniken
haben den Blutverlust gesenkt, sie ermdglichen den Erhalt wichtiger Nervenstrukturen
(Erektion) und der Kontinenz.

mod, n. Bressel T -

Abb. 6 Prostatektomie, retropubisch
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Abb. 7 Entfernte Prostata mit Samenblasen und Samenleiteranteilen

Die Strahlentherapie des PCa verfiigt ebenfalls iiber verbesserte Verfahren (3D con-
formal radiotherapy - 3DCRT bzw. Intensity-Modulated Radiation Therapy - IMRT)
[6]. Die drei dimensionalen Behandlungssysteme erlauben eine sicherere Zielfithrung
der Einstrahlung und Begrenzung des Strahlenfeldes. Beim lokalfortgeschrittenen PCa
hat sich eine Kombination von Hormonbehandlung (GnRH-Analoga) mit externer
Bestrahlung bewihrt [6].

Hier ist auch die Brachytherapie zu erwdhnen, die gemeinsam von Urologen und
Radiologen durchgefiihrt wird. Dabei werden von transperineral radioaktive ,,Seeds®
(Tod-125) unter rektaler Sonographie Kontrolle implantiert (Abb. 8).
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Uni Tibin
L4

Abb. 8 Brachytherapie bei PCA:
Transperineale Seedapplikation
(lod-125) bei T1b-c, T2,

Gleason < 6, PSA < 10ng/ml,
Tumorvolumen < 50cm3

Abb.8

Das Verfahren stellt eine Bereicherung unseres therapeutischen Armentariums dar.

Mit diesen radiotherapeutischen Verfahren stehen durchaus konkurenzfihige Verfahren
zu den operativen Methoden zur Verfiigung.

Die Hormontherapie kann in Form der chirurgischen Kastration bzw. der medikamen-
tosen mit GnRH-Analoga (z.B. Buserelin) (Abb. 9), Antiandrogenen (z.B. Cyprotero-
nacetat) und Oestrogen durchgefiihrt werden und zwar bei Patienten mit fortgeschritte-
nen Karzinomen und Beschwerden [1].
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Hypothalamus

chemische Kastration
(GnRH-Analoga)

Hypophyse

Abb. 9 Hormontherapie mit GnRH-Analoga

Insgesamt haben wir damit ein reichliches Bouquet bzw. Optionen (,,Optionalismus‘)
zur Therapie an der Hand. Die Abb. 10 zeigt in Zusammenfassung das stadienadaptierte
Therapieschema beim PCa. Insbesondere die deutlich verbesserten operativen bzw.
radiologischen Methoden fiihren in der Behandlung der Friihstadien des PCa zu guten
Ergebnisse [6, 16].
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Prc:statal-Ca_i
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Tic, T2 [

| 13,74 |

| N+ u./o. M+ I

L

/ \

Kurativer Therapieansatz

|+~ Gronzat | >

Palliativer Therapieansatz

7

\

|

Alter: > 60 Alter: < 70 Alter: jedes Alter: jedes Alter: jedes
Lew.: >10 Lew.: > 10 Lew.: <10 kiin. Symptome T | | klin. Symptome {
PSA < 10 ng/ml PSA < 25 ng/ml PSA > 20 ng/ml PSA-Velocity T PSA-Velocity +
G1-2 G1-3 G1-3 G3 G1-2
Gleason < 7 Gleason 2-10 Gleason 2-10 Gleason > 7 Gleason <7

Brachytherapie rad. Prostatektomie Radiatio ! Hormontherapie Wait and see

Radiatio s> 1) rad. Prostatekt.? Radiatio '
ggf. Hormonther.?

! aus radio-onkologischar Sichi unber Umstanden kurathve intention maglich
* bei Jdeinem” T3, PSA<20, Aller<70, Lew=10
in Feadinto oder 5.

Lew = Lebenserwariung

ves rad.

Abb. 10 Therapieschema Prostatakarzinom

Die moderne Diagnostik birgt aber die Gefahr der ,,Uberbehandlung® (over-
treatment). So verleiten die grofere Zahl an im Friithstadium erfassten PCas und die
deutlich verbesserten Behandlungsmoglichkeiten dazu héufiger die radikalchirurgi-
schen bzw. curativ radiologische Methoden anzuwenden.

Die unkritische Applikation der curativen Behandlungsverfahren, insbesondere bei
dlteren Patienten mit eingeschrinkter Lebenserwartung kann zur ,,Uberbehandlung*
filhren. So macht das gleiche Tumorstadium abhdngig vom Lebensalter und gesund-
heitlicher Belastung (speziell cardiovaskuldr) unterschiedliche Therapiekonzepte erfor-
derlich (siehe Kasuistik Abb. 14).

Die Adédquanz des Behandlungsverfahrens ist in der modernen Behandlung des PCa
eine dringende Forderung.

Die zunehmend frithzeitige Entdeckung von lokal begrenzten kleinen Karzinomen der
Prostata hat zu einer sich entwickelnden Diskussion iiber die Indikation radikaler The-
rapie, insbesondere bei ,,Jlow-risk* Tumoren gefiihrt [4, 10]. Kriterien zur Erfassung der
malignen Potenz des Karzinoms erhalten daher Bedeutung.

Es ist zu bedenken, dass der Erfolg der Behandlung nicht nur von den deutlich verbes-
serten Methoden der Diagnostik (Stadium, Grading) und Therapie beeinflusst wird,
sondern auch von den spezifischen Eigenschaften des PCas. Daraus ist zu folgern, dass
wir nach Methoden suchen miissen, die uns Informationen dariiber geben.
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Was kann demnach die therapeutische Entscheidung bei Patienten mit PCa nach
Erfassen des Stadiums und Gradings beeinflussen?

o

(0]

[0}

o

(0]

Das maligne Potential des Tumors
Die langsame Progression des Tumors

Das Alter bzw. Allgemeinzustand des Patienten (Begleiterkrankungen, z.B.
cardiovaskuldr)

Die Lebenserwartung

Die Wiinsche des Patienten (Lebensqualitit)

Uber welche Moglichkeiten verfiigen wir das maligne Potential des Tumors zu
erfassen (Vorhersagefaktoren)?

[0}

(0]

Gleason-Score
Molekulare Prognose Marker
- DNA-Ploidie [5]
- Onkogene [7]
- Tumorsuppressorgene (TSGs) [9]
- MikrogefdBdichte (MVD) [9, 16, 8]

In dieser Arbeit steht die Bedeutung der DNA-Zytometrie fiir das PCa im Mittelpunkt.

Der Grund fiir diese Fokussierung ist nicht die Vernachldssigung anderer Faktoren
sondern liegt in unserer speziellen Beschiftigung mit der Ploidie des PCa [2, 12].

Die Bedeutung der DNA-Zytometrie beim PCa:

Verschiedene Punkte sind hier von Interesse:

L.

172

Es handelt sich um ein unabhéngiges Kriterium zur Dignitdtsdiagnostik neben
der Erfassung des Stadiums und des Malignititsgrades (,,Staging* and ,,Gra-
ding®).

Sie erfasst Chromosomen-Verdnderungen des Tumorgeschehens = DNA-
Ploidie.

DNA-Zytometrie ermoglicht biologische Bewertung der Tumorprogression
beim PCa (Abb. 11): diploid - tetraploid = aneuploid und sich daraus erge-
bende therapeutische Ansétze.

Hinweise auf die Hormonsensibilitét.

Heterogenitit des PCa und DNA-Zytometrie.
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Abb. 11 Tumorprogression beim Prostatakarzinom (DNA Histogramme)

Verschiedene Studien wurden zur Bedeutung der DNA-Zytometrie durchgefiihrt:
0 Tavares (1973)

Lebenserwartung hormonbehandelter Patienten vs. Gesunder (Abb. 12)
[20]

0 Tribukait (1991, 1993)

Uberlebenswahrscheinlichkeit unbehandelter Patienten mit PCa in Ab-
hangkeit von DNA Verteilungsmuster (Abb. 13) [21, 5]

0 Bocking (1994, 1996)
DNA-Ploidie und Tumorentwicklung [5, 19]
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Abb. 12 Lebenserwartung hormonbehandelter Patienten vs. Gesunder
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Abb. 13 Uberlebenswahrscheinlichkeit unbehandelter Patienten mit PCa in Abhéngkeit
von DNA Verteilungsmuster
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So zeigten die Studien von Tavares zur Lebenserwartung hormonbehandelter Patienten
mit PCa im Vergleich zu gesunden gleichaltrigen Mannern, dass Patienten mit diploi-
den Tumoren im Vergleich zum Normalkollektiv gleiche Lebenserwartung haben,
wihrend Patienten mit aneuploiden Tumoren eine deutlich schlechtere Prognose auf-
wiesen.

Untersuchungen von Tribukait haben gezeigt, dass die Uberlebenswahrscheinlichkeit
bei Patienten mit PCa abhidngig vom DNA Verteilungsmuster ist. So zeigen die Patien-
ten mit diploiden Tumoren eine deutlich bessere Prognose als die mit aneuploiden
Karzinomen.

Von Bocking u.a. wurden Therapieempfehlungen fiir das lokale PCa gegeben, die auf
einem WHO-Konsensus-Meeting in den 90iger Jahren abgefasst wurden und zwar
empfahl die Konferenz:

Reine diploide und tetraploide Karzinome im Lokalstadium zunichst abwartend zu
behandeln (wait-and-see), wiahrend aneuploide Tumoren wegen ihrer schlechten Prog-
nose einer radikalen Prostatektomie oder Strahlenbehandlung zugefiihrt werden sollen.

Das Konsensus-Meeting hat damals schon dringend klinische Studien zur Absi-
cherung dieser Empfehlung vorgeschlagen!

Die Kasuistik eines 80 Jahre alten Patienten mit PCa zeigt beispielhaft den Einfluss
verschiedener Faktoren (Alter, Ploidie) auf die Therapieentscheidung (Abb. 14).
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R. H. 80J
Befunde: Zustand n. TURP
DRP: re. Restlappen derb
PSA: 26ng/ml
TRUS-Biopsie (n = 6) — Histol. T1b, NO MX G2
Zyto. G1-G2 (a)
DNA-Zytometrie diploid (b)
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LAk T

DNA-Histogram

25
20
15
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hiEle « 0 o

DA [C]

Therapie: wait-and-see
(Begriindung: Alter, beschwerdefrei, diploid, PSA-konstant)

Abb. 14: Kasuistik: PCa T1b, Befunde und Therapie

Neben der Aussage zur Dignitdt ermdglicht die DNA-Zytometrie aufgrund der Unter-
suchungen von Tribukait und Tavares fernerhin Hinweise auf das bekannte Phanomen
der Hormonsensibilitéit (,,Hormontaubheit™) des PCa [20, 21]. Festzuhalten ist, dass
die Androgendeprivation hdufig einen raschen Erfolg zeitigt, die Karzinome aber im
weiteren Verlauf eine geringere Hormonsensibilitdt aufweisen:

0  Primér sind etwa 20% der PCa ,,hormontaub®.

0 Unter der Hormontherapie kommt es bei 50% der Patienten nach 18 Monaten
zur nachlassenden Sensibilitit.

0 Und nach 3 Jahren bei 70%.

Zahlreiche Untersuchungen beschéftigen sich mit diesem Phidnomen: Mutation der
Androgenrezeptoren (?), Uberexpression von Onkogenen (?), dem Verlust von Tumor-
suppressorgenen bzw. Resultat einer Selektion von Zelllinien, die unabhéngig von einer
Androgenstimulation ,,gedeihen® [16].

Nach Isaacs, Tribukait und Bocking ist anzunehmen, dass es unter der Hormontherapie
zur Selektion aggressiver, aneuploider Zellen und zur Ausschaltung des diploiden An-
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teils kommen kann — Klon-Selektionsmodell (Abb. 15) [5, 13, 14, 21]. Wobei die a-
neuploiden PCa-Zellen als ,,hormontaub“ anzusehen sind.

Selektion hormontauber Zellklone

@ hormonsensibel O hormontaub

o o ® o ©'s
B cp —
ceee NeJeNed P Gs®
e < P o)
o ©0° oo e oo @
A A
# ?
Y Y
® diploid e tetraploid [ multipel
g aneuploide ® aneuploide 0 aneuploid
7 Einzelzellen = Einzelzellen :
: = | = =
5 b Ploldia : Ploidie
. 2c de e Bc e 12c fde 180 1Bc Bic 2 dc S Be 10e 13cv4e 18e 18e 20 I 40 B Bo e 120 i 16c1Bc e

Selektion aneuploider Zellklone

ADb. 15 Selektion hormontauber (aneuploider) Zellklone bei hormontherapierten Patienten mit Prosta-
takarzinom. Verkniipfung der Theorie von Isaacs mit den Untersuchungen von Tribukait und Bocking
[13,14,5,21]

Tribukait zieht daraus den Schluss, dass eine Hormontherapie nur bei rein diploiden
PCas sinnvoll ist.

Hierzu als Kasuistik ein im Verlauf heterogen aneuploides PCa (Stadium 3) unter
Hormontherapie bei einem 63 Jahre alten Patienten (Abb. 16). Das obere Bild zeigt den
Zeitpunkt der Biopsien mit DNA-Analysen sowie den Verlauf der PSA-Bestimmung.
Der anfinglich weitgehend diploide Tumor mit einigen aneuploiden Zellen &ndert im
Verlauf weniger Wochen, bis zu drei Monaten iiber hypotetraploid zu multipel a-
neuploid und damit zu einer schlechten Prognose.
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Abb. 16 Kasuistik (63 Jahre) eines im Verlauf heterogen aneuploiden Prostatakarzi-
noms unter Hormontherapie mit schlechter Prognose

In einer anderen Kauistik war bei einem 66 Jahre alten Mann mit einem T2 Prosta-
takarzinom Jahre vor unserer Behandlung eine Brachytherapie durchgefiihrt wor-
den (Abb. 17). Die Ausgangs-DNA (1) ergab einen periploiden Status, der sich
iiber 5 Jahre erhielt. Im weiteren Verlauf kam es zu einer peridiploiden Verteilung
mit erhdhter Proliferationsfraktion, die auch im dritten Histogramm auftritt, so dass
sich hier eine beginnende tetraploide Stammlinie abzeichnet. Im Histogramm 4
bestitigt sich dann diese Interpretation.

Die Diskrepanz zu den Thesen von Tribukait konnte sich darin begriinden, dass es
sich hier nur um wenige peritetraploide Zellen gehandelt hat, unter denen mogli-
cherweise noch keine hormoninsensitiven waren.
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Abb. 17 Kasuistik (66 Jahre) eines im Verlauf diploiden Prostatakarzinoms unter Hor-

montherapie mit guter Prognose

Wie auch bei anderen diagnostischen Methoden, die bioptisches Material zur Grundla-
ge haben, ist fiir die Aussagefdhigkeit der DNA-Zytometrie dic Heterogenitiit des PCa
zu bedenken. Das PCa besitzt eine ausgepriagte Heterogenitit im Vergleich zu anderen
Malignomen, erkennbar an der Expression von Molekularen Markern [9, 15]. Hier
kommt der Gewebsentnahme eine besondere Bedeutung zu (Abb. 5). So kann die Er-
fassung der Heterogenitdt durch die Zunahme der Zahl von TRUS-gesteuerten Biopsien

verbessert werden.

Mit Riicksicht auf diese Gegebenheit wird heute eine groflere Zahl von Stanzen prefe-
riert (10, 12, 15 evtl. 18! oder eine Wiederholung der Sextantenbiopsie) [11]. Wieder-
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holung der Biopsie ergibt in 10 bis 20% Treffer wéihrend eine dritte oder vierte nur
noch ca. 5% aufweist.

Wir haben zum Problem der Heterogenitét bei 19 lokal begrenzten Prostatakarzinomen
nach totaler Prostatektomie den jeweiligen Tumor zytologisch untersucht bzw. eine
DNA-Zytometrie durchgefiihrt [17]:

Zur Methodik siche Tab. 2 und Abb. 18.

Heterogenitat des Prostatakarzinoms
Methodik

® Organpraparat = 2-6 Gewebescheiben

¢ Untersuchungen: — Zytologie
— Histologie
— DNA-Zytometrie

* DNA-Auswertemodus  — konventionelle Stammlinien-
Auswertung (< 2,2c)
— Modus nach FU
* DNA-Diagnose — homogen diploid
— diploid mit aneuploiden Kernen
— homogen aneuploid

Tab. 2 Methodik unserer Untersuchungen zur Heterogenitdt des PCa nach Radikalope-
ration (n = 19)

Abb. 18 Organpréparat nach Radikaloperation der Prostata (a) und zerteilt in 4 Ge-
websscheiben (b)
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Untersucht wurden 19 Organpréparate von Patienten, bei denen wegen eines lokoregio-
néren Prostatakarzinoms eine Radikaloperation durchgefiihrt wurde.

Tab. 3 zeigt die Ergebnisse der Stammlinienauswertung der 19 Organpréparate.

Die Interpretation der Histogramme erfolgte entsprechend der Stammlinienauswer-
tung nach BOCKING. Hierbei werden als peridiploide Stammlinie Modalwerte
zwischen 1,8c — 2,2¢ angeschen.

Unsere Untersuchungen lassen die Heterogenitit der PCa erkennen. Ahnliche Befunde
ergaben auch die Untersuchungen von O’Malley u.a. [18].

diploid diploid mit aneuploid
homogen | aneupl. Kernen | homogen
G 1 2 -
G, 8 7 -
G; 1 - -
10/19 9/19 0/0

Tab. 3

Daraus leitet sich die Forderung nach einer moglichst groen Zahl von Biopsien zur
Erfassung représentativen Materials des gesamten Tumors (Erfassung aller Areale) ab

[11].

Ausgehend von der Ploidiebestimmung ergibt sich folgender Vorschlag zur Einbezie-
hung der DNA-Zytometrie in die Therapieentscheidung bei Patienten mit PCa:

Lokales PCa Fortgeschrittenes PCa
DNA-Zytometrie DNA-Zytometrie
diploid/tetraploid aneuploid diploid/tetraploid aneuploid

| Voo

wait-and-see  rad. Prostatektomie wait-and-see  palliative Mal3nahmen
(und aktive  Strahlentherapie Hormontherapie Strahlentherapie
Uberwachung) (bei Beschwerden) (bei Beschwerden)
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Zusammenfassung

Die zunehmend frithzeitige Entdeckung von lokal begrenzten kleinen Karzinomen der
Prostata hat zu einer sich entwickelnden Diskussion iiber die Indikation radikaler The-
rapie, insbesondere bei ,,low-risk* Tumoren gefiihrt [10].

Die DNA-Zytometrie ist ausgehend von der Bestimmung des Tumorstadiums und
Gradings, dem Alter des Patienten, der Lebenserwartung und seinen Wiinschen ein
wichtiger Therapieentscheidungsparameter zur malignen Potenz des Tumors [21, 5].
Wobei die Heterogenitit des PCa einen limitierenden Aussagefaktor darstellt. Die
Steigerung der Zahl von Stanzbiopsien (12 - 18) bzw. die Anwendung der Saugbiopsie
(beide Methoden ultraschallgesteuert - TRUS) ist deshalb zwingend notwendig.

Ankniipfend an die Vorschlige des Konsensus-Meetings in Stockholm 1993 erhebt sich
die Forderung nach kontrollierten klinischen Studien zur Bewertung der DNA-
Zytometrie fiir die Therapie des PCa [19].
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1.

1.1

Zytogenetische Grundlagen

Vorstadien des Prostatakarzinoms

Die prostatischen intraepithelialen Neoplasien (PIN), die sich zu Krebs weiterentwi-
ckeln, sind chromosomal aneuploid.

(0]

1.2.

Alle intraepithelialen prostatischen Neoplasien (PIN) in der Umgebung mani-
fester Prostatakarzinome wiesen in einer Studie von Baretton et al. (1993) De-
letionen des Chromosoms 10 und 1p-Verluste auf.

Klinisch manifestes Prostatakarzinom

Alle Prostatakarzinome sind chromosomal aneuploid.

(0]

Fiir das Prostatakarzinom spezifische Chromosomenaberrationen wurden bis-
her nicht entdeckt. Das deutet darauf hin, dass als frithestes kausales geneti-
sches Ereignis bei diesem Tumor ein fiir genetische Stabilitdt verantwortliches
Gen, wie z.B. p53 mutiert oder deletiert ist. Dies ldsst sich bei 17 % der Pros-
tatakarzinome nachweisen (Al-Maghrabi et al., 2001).

94 % der Prostatakarzinome zeigten in einer Untersuchung von Baretton et al.
(1993) chromosomale Aneuploidien mit Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH). Verluste betrafen die Chromosomen 1, 8, 10 und 18, Gewinne das X-
Chromosom, Gewinne und Verluste zusammen die Chromosomen 7, 17, und
Y. Fast immer handelte es sich um Deletionen von Chromosom 10 und 1p-
Verluste.

Die héufigsten, mit zentromerischen Sonden und Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung gefundenen Aberrationen sind Deletionen der Chromosomen
Nr. 12, 18, 19, 21, 22 und Y. Die hdufigsten Gewinne betreffen Chromoso-
men Nr. 19 (Verdorfer et al., 2001; Matsuura et al., 1996).

Mittels CGH wurden hdufige Verluste von 8p, 6q, 10q und 13q sowie Zuge-
winne von 8q, 7q und xq gefunden (Verluste von 8p21 bis p22 zéhlen zu den
héufigsten chromosomalen Verlusten beim Prostatakarzinom (bis zu 86 %).
Als eine ungiinstige Prognose anzeigendes Gen kommt dort das Sppressorgen
NKX 3.1 in Frage(Bubendorf, 2004).

In 100 % der Metastasen von Prostatakarzinomen sind chromosomale A-
neuploidien gefunden worden (Alcaraz et al., 2004; Qian et al., 1995).

Die Tatsache, dass mittels konventioneller Methaphasen-Zytogenetik nur in
65 % (Verdorfer et al., 2001) und mit Interphasen-Zytogenetik nur in 41 %
(Celep et al., 2003), 69 %, (Huang et al., 1996), 73 % (Erbersdobler et al.,
1996), 76 % (Barranco et al., 1998), 84 % (Gburek et al., 1997) oder 89 %
(Alcaraz et al., 2004) Chromosomenaberrationen nachweisbar waren, ldsst
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1.3

nicht schlussfolgern, dass die restlichen Karzinome euploid sind. Dies hat fol-
gende methodische Griinde:

- Die Metaphasen-Zytogenetik kann nur {iber diejenigen Tumorzellen
Auskunft geben, die auch in einer Zellkultur anwachsen. Chromosomale
Aberrationen in nicht in vitro wachsenden Zellen entgehen der Detektion.

- Mit der Interphase-Zytogenetik werden nur diejenigen Chromoso-
men-Anomalien erkannt, fiir die man spezifische DNA-Sonden einge-
setzt hat. Bisher unbekannte Aberrationen kdnnen damit also nicht ge-
funden werden.

- Auch die comparative genomische Hybridisierung (CGH) lasst Ge-
winne oder Verluste von Chromosomenabschnitten nur dann erkennen,
wenn sie in einer Vielzahl von Tumorzellen vorkommen. Seltene Ereig-
nisse entgehen auch dieser Analyse, mit der sich in 65 % der Prostatakar-
zinome chromosomale Aberrationen finden lassen (Verdorfer et al.,
2001).

- Mit allen drei Untersuchungsmethoden werden nicht nur unter-
schiedliche Chromosomenaberrationen gefunden, sondern auch in unter-
schiedlichen Haufigkeiten (Van Dekken et al., 2000).

Dass DNA-durchflusszytometrisch diploide Prostatakarzinome (33 %) mittels
Interphase-Zytogenetik zumeist aneuploid sind (76 %), zeigten (Barranco et
al., 1998).

Progression des Prostatakarzinoms

Bei einem Teil der Prostatakarzinome #ndert sich das Ausmall chromosomaler A-
neuploidie im Sinne einer kontinuierlichen, schrittweisen Zunahme.

186

o

Die Frequenz chromosomaler Aberrationen nimmt mit dem Malignitétsgrad
des Prostatakarzinoms zu (Baretton et al., 1993; n=70).

Multiple Chromosomenaberrationen (Hypertetrasomien) wurden mittels FISH
vor allem in Prostatakarzinomen mit besonders schlechter Prognose gefunden,
dagegen selten bei Tumoren mit langen Uberlebenszeiten. Vor allem Aberra-
tionen der Chromosomen 4, 7 und 18 waren mit einer besonders schlechten
Prognose verbunden (Alcaraz et al., 1994).

Deletionen des Chromosomenabschnitts 8p22 sind hochsignifikant mit einer
Progression von Prostatakarzinomen zum Stadium pT3 assoziiert (Matsuyama
et al., 2003).

Bubendorf (2004) notierte, dass die organbegrenzten Prostatakarzinome sich
durch eine geringe Zahl chromosomaler Abberationen auszeichnet, die weiter
fortgeschrittenen mit Samenblasenbefall dagegen eine signifikant hohere An-
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2.

2.1

zahl von Zugewinnen, vor allem von Chromosom 8q und Verluste von 18 q
zeigten.

Eine Deletion von 10q ist eine weitere hiufige Verdnderung beim Prostata-
karzinom. Dort ist das Suppressorgen PTEM auf 10q 23.3 lokalisiert. Das
Gen ist in 60 % der fortgeschrittenen Prostatakarzinome mutiert oder deletiert
(Bubendorf, 2004).

Die hédufigste Amplifikation beim Prostatakarzinom liegt auf Xq 11.2 —12. Sie
findet sich in 20 — 30 % der hormonrefraktirer Tumoren und wurde bisher in
keinem anderen Tumortyp gefunden. Dort liegt wahrscheinlich das Androgen-
Rezeptor-Gen (Bubendorf, 2004).

Zugewinne von DNS-Abschnitten auf Chromosom 8q gehodren zu den hiu-
figsten genetischen Verdnderungen beim Prostatakarzinom. MYC gilt als
wichtiges Zielgen der Amplikation auf 8q24. Es ist vor allem in Metastasen
amplitziert (Bubendorf, 2004).

Ein wiederholt nachgewiesener Zugewinn von DNA-Sequenzen wurde aul3er-
dem auf 8q21 nachgewiesen, wo das Tumorprotein D 52 (TPD52) als Zielgen
postuliert wird (Bubendorf, 2004).

Man nimmt an, dass es fiir die Tumorprogression des Prostatakarzinoms nicht
um ein einziges amplifiziertes Gen geht, sondern eher um eine gemeinsame
Uberexpression mehrerer Gene, die zu einem Wachstumsvorteil fiir Tumor-
zellen fiihrt (Bubendorf, 2004).

Methodische Grundlagen

DNA-Fluss- oder —Bildzytometrie

Die Ergebnisse beider Methoden stimmen nicht immer iiberein.

(0]

Berner et al. (1993) beobachteten in 30 % Diskrepanzen (diploid vs. a-
neuploid) zwischen den Ergebnissen beider Messtechniken an zellvereinzel-
tem Paraffinmaterial.

Ahlgren et al. (1999) berichten tiber 31 % bzw. 43 % Diskrepanzen zwischen
beiden Messverfahren bei Messungen an Stanz- bzw. Feinnadelaspirationsbi-
opsien.

Wang et al. (2000) beschreiben dagegen eine sehr hohe Ubereinstimmung
zwischen den Ergebnissen beider DNA-Mefmethoden an 165 Proben, wenn
sie am selben Material durchgefiihrt wurden.
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2.2 Diagnostische Algorithmen

Man unterscheidet vier prognostisch relevante Muster der DNA-Verteilung: peri-
diploid, peritetraploid, x-ploid und multiploid. Die letzteren beiden werden auch oft als
DNA-aneuploid zusammengefasst.

0 In der Regel wird zwischen peridiploiden, peritetraploiden und aneuploiden
DNA-Verteilungen unterschieden. Bei den aneuploiden Verteilungen unter-
scheidet man noch solche mit einer (x-ploid) und mit mehreren Stammlinien
(multiploid, Haroske et al., 2001).

0 Manche Autoren schlagen eine Kombination der DNA-Stammlinien-Ploidie
mit der Proliferationsfraktion (PF) zum Malignitétsgrading des Prostatakarzi-
noms vor (Ahlgren et al., 1997). Z.B. Grad 1: diploid, PF <5 %; Grad 2: peri-
diploid, PF >5 % < 10 % oder peritetraploid, PF < 10 %; Grad 3: peridiploid,
PF >10 % oder peritetraploid, PF >10 % oder alle aneuploiden.

0 Diesem Vorgehen entspricht auch der Vorschlag von Tribukait (2005).

2.3 DNA-Aneuploidie als friiher Marker von Malignitiit

Der Nachweis von DNA-Aneuploidie in prostatischen intraepithelialen Neoplasien
(PIN) weist diese als obligat prakanzerds aus. Aneuploide PINs sind die Vorldufer des
invasiven Prostatakarzinoms.

0 70 % der DNA-aneuploiden PINs sind bereits mit einem invasiven Prostata-
karzinom assoziiert (Baretton et al., 1994; n=72).

2.4 Reproduzierbarkeit der DNA-Zytometrie

Die interindividuelle Reproduzierbarkeit der objektiven DNA-Zytometrie ist besser als
die der subjektiven Gleason-Gradierung.

0 Fir die Bestimmung der interindividuellen Reproduzierbarkeit des
DNA-Malignititsgrades ermittelten Bocking et al. (1989) 82,2 %. Betreffend
die Unterscheidung zwischen DNA-Euploidie versus -Aneuploidie in Gebér-
mutterhals-Abstrichen belegten Nguyen et al. (2004) eine Reproduzierbarkeit
zwischen verschiedenen Untersuchern von 94 %, Yalcinkaya et al. (2005) von
100 % an Mundschleimhaut-Abstrichen.

2.5 Repriisentativitiit der DNA-Zytometrie

Bei Nachweis diploider DNA-Verteilungen in der Biopsie eines Prostatakarzinoms
findet man in ca. 20 % in weiteren untersuchten Proben zusitzlich noch tetraploide
Anteile, kaum je aber aneuploide.

0 Nach Wang et al. (2000) miissen bei pT2/3-Prostatakarzinomen bis zu fiinf
Biopsien untersucht werden, um mit 95 %iger Wahrscheinlichkeit einen ho-
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her-malignen Anteil auszuschliefen, wenn man vier verschiedene DNA-
Verteilungen unterscheiden mochte.

O Vesalainen et al. (1994) beobachteten bei 54 % der Prostatakarzinome eine
intratumorale Heterogenitit beziiglich der DNA-Verteilung, Warzynski et al.
(1995) in 40%.

0 Ahlgren et al. (1999) fanden nur in 24 % der Fille Unterschiede der DNA-
Ploidie zwischen Stanzbiopsien und Prostatektomie-Préparaten.

0  Geht es lediglich um die Unterscheidung zwischen peridiploiden und anderen
DNA-Verteilungen, so ist die Verlésslichkeit an einer einzigen Biopsie mittels
Bildzytometrie groBer (79 % bei T2/T3-Tumoren). Nur 21 % der in einer ein-
zigen Biopsie peridiploiden Prostatakarzinome wiesen in weiteren Proben
noch andere DNA-Verteilungen auf, dann aber immer prognostisch noch
glinstige peritetraploide. Alle Tumoren mit aneuploiden DNA-Mustern zeig-
ten dagegen keine peridiploiden Stammlinien mehr (Wang et al., 2000).

0 Dementsprechend berichten Leung et al. (1994) und Ross et al (1994) iiber ei-
nen exzellenten Pradiktionswert der an Stanzbiopsien erhaltenen DNA-
Verteilungen fiir den Tumor als Ganzes (92 % bzw. 98,7 %).

2.6 Hiufigkeiten verschiedener DNA-Verteilungen

Je nach Tumorstadium, Messmethodik und diagnostischer Interpretation werden unter-
schiedliche Haufigkeiten  des Vorkommens der  wesentlichen  drei
DNA-Verteilungsmuster peridiploid, peritetraploid und aneuploid beschrieben: Im
Mittel ist fast die Hélfte aller Prostatakarzinome peridiploid und je ein Viertel peri-
tetraploid und aneuploid.

Autoren diploid tetraploid | aneuploid
Ronstrom et al., 1981 27,1 % 45,1 % 27,7 %
Montgomery et al., 1990 68,0 % 28,0 % 4,0 %
Yokogi et al., 1991 53,0 % 38,0 % 9,0 %
Miller et al., 1991 54,0 % 21,0 % 33,0%
Tinari et al., 1992 55,5% 16,0 % 28,5 %
Peters-Gee et al., 1992 65,0 % 2,0 % 35,0 %
Al-Abadi und Nagel., 1995 30,0 % 10,0 % 60,0 %
Forsslund et al., 1996 36,8 % 9,3 % 53,9 %
Ahlgren et al, 1997 27,0 % 9,0 % 16,0 %
Borre et al., 1998 75,0 % 9,0 % 16,0 %
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2.7

Amling et al., 1999 25,0 % 64,0 % 11,0 %

Mora et al., 1999 64,0 % 25,0 % 11,0 %

Mittelwerte 48,4 % 23,0 % 25,4 %

Anderungen der DNA-Verteilungen iiber die Zeit

Entsprechend der zytogenetischen Tumorprogression bleibt auch die DNA-Verteilung
innerhalb der Prostatakarzinome {iber die Jahre und mit fortschreitendem Stadium nicht
unbedingt konstant, sondern kann sich zu héheren DNA-Malignitédtsgraden hin ver-
schieben, womit sich dann auch die Prognose verschlechtert.

(0]

3.

3.1

LeRiche (1989) berichtet, dass 100 % der Prostatakarzinome im Stadium A
DNA-diploid waren, im Stadium D waren es nur noch 20 %.

Tribukait (1991) beschreibt bei 500 unbehandelten Prostatakarzinomen eine
exponentielle Abnahme diploider und Zunahme aneuploider Tumoren mit zu-
nehmendem Stadium. Da tetraploide DNA-Verteilungen vor allem in mittle-
ren Stadien vorkommen, schlie3t er daraus, dass es sich bei diesen Tumoren
um eine kontinuierliche Entwicklung von anfénglich peridiploiden- iiber peri-
tetraploide hin zu schlussendlich aneuploiden handelt.

Derselbe Autor (Tribukait, 1993) beobachtete bei 87 Patienten, dass sich 32 %
der DNA-diploiden Prostatakarzinome innerhalb von zwei Jahren weiter ent-
wickelten, zwei Drittel zu tetraploiden und ein Drittel zu aneuploiden Mus-
tern. Die mittlere jéhrliche Progressionsrate von diploiden zu non-diploiden
Prostatakarzinomen betrégt also etwa 16 %.

Korrelation mit anderen prognostischen Variablen

Tumorstadium

Die DNA-Verteilung in Prostatakarzinomen zeigt eine enge Korrelation zum Volumen
und Stadium des Tumors. Sie ldsst ein organiiberschreitendes Wachstum an Biopsien
gut vorhersagen.

(0]
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Frankfurt (1985) belegten, dass alle (n=11) diploiden Prostatakarzinome im
Stadium B noch auf das Organ begrenzt waren. Alle (18/18) aneuploiden Tu-
moren im Stadium B zeigten dagegen bereits ein Organ-Uberschreitendes
Wachstum. Zwei Drittel der Patienten mit aneuploiden DNA-Verteilungen
wiesen Lymphknoten- oder Fernmetastasen auf. Dies war aber nur bei 7,1 %
der diploiden Karzinome mit niedrigen Gleason-Scores der Fall.
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In einer Untersuchung von Lee et al. (1988) an Stanzbiopsien von 88 Patien-
ten mit Prostatakarzinom in den Stadien T1-T4 zeigten nur 18 % der diploi-
den Tumoren aber 63 % der aneuploiden nach Prostatektomie eine Infiltration
der Samenblasen.

Tribukait (1993) zeigte, dass 79 % der Prostatakarzinome im Stadium 1
diploid waren und 75 % im Stadium 4 aneuploid. Die Korrelation der DNA-
Verteilung mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit war besser als die des Tu-
morstadiums oder des zytologischen Malignititsgrades nach Esposti.

Greene et al. (1994) belegten eine statistisch hoch signifikante Korrelation der
DNA-Verteilung des Prostatakarzinoms mit dem Tumorvolumen (p=0,0001).

Vesalainen et al. (1994) dokumentierten, dass 84 % der Prostatakarzinome im
Stadium T1 diploid waren und 65 % im Stadium T4 aneuploid. 70 % der Félle
ohne Fernmetastasen waren diploid, 69 % mit Metastasen aber aneuploid.

Bei Greene et al. (1994) waren 76 % der diploiden Prostatakarzinome auf das
Organ begrenzt und 87 % der aneuploiden die Kapsel liberschreitend. Die
DNA-Verteilung korrelierte hochsignifikant mit dem Tumor-Volumen. Zu-
sammen mit einem Rauminhalt <lcm® lies sich bei diploiden Tumoren ein
Organ-Uberschreitendes Wachstum génzlich ausschlieBen (0/61).

Ross et al. (1994) beschrieben ein Organ-iibergreifendes Wachstum bei 89
Prostatakarzinomen in den Stadien A2 und B2 doppelt so hiufig bei aneuploi-
der DNA-Verteilung in Stanzbiopsien. Aneuploide Tumoren zeigten auch
signifikant hdufiger Fernmetatstasen im Vergleich zu diploiden.

DNA-Ploidie und Tumorstadium waren in einer Untersuchung von Ahlgren et
al. (1997) signifikant miteinander korreliert. Unabhingig davon erwiesen sich
die drei DNA-Gruppen zusétzlich bei 96 Patienten mit Prostatakazinom als
prognostisch relevant, vor allem, wenn die Proliferationsfraktion mit beriick-
sichtigt wurde.

Lorenzato et al. (2004) berechneten einen positiven Pradiktionswert fiir or-
gan-liberschreitendes Wachstum von 84 % bei Vorliegen von DNA-
Aneuploidie. 79,6 % der T1/T2 Prostatakarzinome waren diploid, aber 60 %
der T3/T4-Tumoren aneuploid.

Histologischer Malignititsgrad (Gleason-Score)

In der Regel besteht eine enge Korrelation zwischen dem Gleason-Score und der DNA-
Verteilung von Prostatakarzinomen. Meist fiigt letztere aber noch weitere prognostische
Information hinzu, so dass eine zusitzliche Bestimmung der DNA-Ploidie zum histolo-
gischen Malignitétsgrad meist sinnvoll ist.

Mclntire et al. (1988) berichteten, dass Prostatakarzinome mit einem niedri-
gen Gleason-Score alleine in 9 % progredient waren, zusammen mit einer
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diploiden DNA-Verteilung aber 0%. 36 % der Karzinome mit hohem Glea-
son-Score alleine waren progredient, zusammen mit dem Nachweis von
DNA-Aneuploidie aber 67 %.

Montgomery et al. (1990) belegten fiir 349 Patienten mit Prostatakarzinom im
Stadium B, dass die DNA-Ploidie eine Tumor-Progression und das Tumor-
spezifische Uberleben besser vorhersagen konnte, als der Gleason-Score.

In einer Untersuchung von Song et al. (1992) war die DNA-Verteilung bei 65
Patienten mit Prostatakarzinom im Stadium B oder C hinsichtlich der Vorher-
sage der Uberlebenszeit und einer Progression dem Gleason-Score deutlich
iiberlegen.

In einer multivariaten Regressionsanalyse nach Cox, die Ross et al. (1994) fiir
89 Patienten mit Prostatakarzinomen in den Stadien A2 und B2 nach radikaler
Prostatektomie durchfiihrten, war die an Stanzbiopsien bestimmte DNA-
Ploidie dem Gleason-Score vor allem zur Vorhersage einer extrakapsuldren
Ausbreitung des Tumors, dem Vorkommen von Metastasen und dem Auftre-
ten von Rezidiven iiberlegen.

Gleason-Score und DNA-Ploidie waren in einer Studie von Vesalainen et al.
(1994) hoch-signifikant miteinander korreliert: 67 % der Gleason-Scores 2-4
waren diploid und 61 % der Scores 8-10 aneuploid.

Ahlgren et al. (1999) wiesen bei 39 Fillen nach, dass bei Gleason-Scores 5-7
die DNA-Ploidie noch zusétzliche prognostische Information lieferte.

Mora et al. (1999) belegten bei 55 Patienten mit Prostatakarzinomen im Sta-
dium B eine hohe Korrelation zwischen Gleason-Score und DNA-Verteilung:
Alle aneuploiden Karzinome wiesen Gleason-Scores 8-10 auf. Die zyto-
metrisch bestimmte Proliferationsrate erhohte aber die prognostische Rele-
vanz der DNA-Ploidie.

Deliveliotis et al. (2003) zeigte fiir 84 Patienten mit Prostatakarzinomen nach
totaler Prostatektomie dass die DNA-Zytometrie Rezidive besser voraus sa-
gen konnte, als der Gleason-Score oder das Tumor-Stadium.

Zytologischer Malignititsgrad

Der zytologische Malignitétsgrad ldsst auch bei unbehandelten Prostatakarzinom-
Patienten drei Gruppen mit signifikant unterschiedlichen Uberlebenszeiten unterschei-
den. Die DNA-Zytometrie liefert aber zusétzlich relevante prognostische Informatio-

nen.

192

Nach Tribukait (1993) ist bei zytologisch low-grade (Esposti) — low stage
Prostatakarzinomen die DNA-Ploidie der prognostisch valideste Parameter,
auch vor dem Staging. Wenn die Fille mit zytologischem Grad 3 ausge-
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4.1

schlossen wurden, lieferte die DNA-Verteilung zusétzliche prognostische In-
formation (p=0,0003).

Bei lokal fortgeschrittenen Tumoren

Lokal fortgeschrittenes Prostatakarzinom

Selbst bei diesen Tumoren behilt die DNA-Zytometrie ihre prognostische Relevanz.

(0]

4.2

Al-Abadi und Nagel (1995) konnten fiir 60 Prostatakarzinom-Patienten in den
Stadien T3 und T4 ohne nachweisbare Fernmetastasierung zeigen, dass diese
innerhalb eines Zeitraumes von 12 Jahren keine Metastasen entwickelten,
wenn sie DNA-diploid waren.

Lymphknoten-Metastasen

Selbst bei Vorliegen von Lymphknoten-Metastasen leben Prostatakarzinom-Patienten
mit DNA-diploiden Tumoren langer als solche mit -aneuploiden.

(0]

4.3

Bei 82 Patienten mit Lymphknoten-Metastasen (und Radiojodimplantaten in
der Prostata) zeigte die multivariate Regressionsanalyse nach Cox einen signi-
fikanten Unterschied der Uberlebenszeiten zwischen Patienten mit diploiden
und aneuploiden Mustern der DNA-Verteilung (p=0,01). Die Zehnjahresiiber-
lebensrate betrug fiir erstere noch 40 %. Dagegen konnte dies weder die Zahl
befallener Lymphknoten, noch der histologische Malignitétsgrad vorhersagen.

Fernmetastasen

Selbst beim Vorliegen von Fernmetastasen lisst die DNA-Zytometrie noch Patienten
mit relativ guter Prognose identifizieren.

o

Winkler et al. (1988) verzeichneten bei 38 Patienten mit DNA-diploiden Pros-
tatakarzinomen im Stadium D1 nach radikaler Prostatektomie, Lymphadenek-
tomie und Hormonbehandlung innerhalb von 20 Jahren keinen einzigen To-
desfall am Tumor, wohingegen alle Patienten mit tetraploiden und aneuploi-
den Karzinomen nach diesem Zeitraum verstorben waren.

Ahlgren et al. (1997) konnten bei 29 Patienten nachweisen, dass selbst bei
Vorliegen von Metastasen die DNA-Verteilung noch hochsignifikant
(p=0,0004)) zwei Patientengruppen mit unterschiedlichen Uberlebenszeiten
unterscheiden lésst.
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Zur Priadiktion

Von Metastasen

Die DNA-Zytometrie kann das Ausbleiben bzw. Auftreten von Metastasen mit gewis-
ser Wahrscheinlichkeit ausschliefen bzw. vorhersagen:.

5.2

(0]

Tinari et al. (1993) konnten fiir 18 DNA-diploide T1/T2 Prostatakarzinome
belegen, dass diese nur in 16,7 % im Krankheitsverlauf Metastasen entwickel-
ten, wihrend T3/T4 Tumoren, die aneuploid waren, dies in 82,3 % der Fille
taten.

In einer Untersuchung von Ross et al. (1994) konnte nachgewiesen werden,
dass Prostatakarzinome mit aneuploiden DNA-Verteilungsmustern in Stanz-
biopsien signifikant hdufiger Fernmetastasen setzten, als solche mit diploiden
Muster (n=89).

Al-Abadi und Nagel (1995) zeigten fiir 198 Patienten mit Prostatakarzinomen
der Stadien T3 NO MO, dass keiner mit DNA-diploidem Muster innerhalb von
12 Jahren Metastasen oder eine lokale Tumor-Progression entwickelte.

Ahlgren et al. (1999) berichteten bei 59 Patienten iiber eine hohe Korrelation
(p=0,009) des DNA-Verteilungsmusters mit dem Vorliegen von Fernmetasta-
sen.

Von Tumorprogession

Die DNA-Zytometrie kann das Ausbleiben oder Vorkommen eines Tumorprogesses
mit gewisser Wahrscheinlichkeit vorhersagen.

194

(0]

In einer Arbeit von Adolfsson et al. (1990) betrug das mediane Intervall
DNA-diploider, unbehandelter Prostatakarzinome bis zu einer Tumorproges-
sion 58 Monate, das -aneuploider Tumoren dagegen 37 Monate (p=0,006).

Bei Montgomery et al. (1990) waren 100% aller aneuploiden Prostatakarzi-
nome progredient. In eine multivariaten Regressionsanalyse nach Cox konnte
nur die DNA-Zytometrie den Progress vorhersagen, nicht der Gleason Score.

Im Patientenkollektiv von Al-Abadi und Nagel (1995) entwickelten von 271
Patienten im lokal fortgeschrittenen Stadium eines Prostatakarzinoms (T3
NO, T3/4 NX) alle 60 DNA-diploiden innerhalb von 12 Jahren keine lokale
Tumorprogression. Dagegen stellte sich diese trotz Therapieumstellung bei al-
len DNA-aneuploiden Tumoren innerhalb von 8 - 22 Monaten ein.

Ahlgren et al. (1999) belegten fiir 39 Patienten eine sehr hohe Korrelation des
DNA-diploiden Verteilungsmusters mit niedriger Proliferationsfraktion mit
dem Ausbleiben einer Tumorprogression, da alle diese Patienten unter ver-
schiedenen Therapie-Regimen innerhalb von drei Jahren keine Progression er-
litten.
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In eine Studie von Amling et al. (1999) erlitten unter 108 Prostatakarzinom-
Patienten diejenigen mit diploidem DNA-Muster 10 Jahre nach Radiatio und
Prostatektomie keine Todesfille am Tumor und nur 10 % einen lokalen, sys-
temischen oder biochemischen Progress.

Fiinf Jahre nach Prostatektomie wegen Karzinom (n=84) waren in einer Stu-
die von Deliveliotis et al. (2003) 0 % der DNA-diploiden aber >40 % der -
aneuploiden biochemisch progredient.

Der Uberlebenswahrscheinlichkeit

Die DNA-Zytometrie kann wie keine andere prognostische Variable statistisch valide
Aussagen zur Uberlebenswahrscheinlichkeit an einem bestimmten Prostatakarzinom

machen.

o

5.4

In einer Untersuchung Tinari et al. (1993) waren unter 81 Patienten mit Pros-
tatakarzinom in den Stadien T1/T2 MO nach Prostatektomie oder unter Hor-
montherapie nach sieben Jahren nur 3 % der mit diploider DNA-Verteilung
aber 41 % der mit non-diploider Verteilung verstorben.

Bei Forsslund et al. (1992) war nur einer von 154 Patienten mit diploidem
Prostatakarzinom der Stadien T2-4 unter Hormontherapie innerhalb von sechs
Jahren verstorben. Die meisten von Thnen lebten noch nach 15-25 Jahren. Da-
gegen waren alle Patienten mit aneuploidem Muster nach sechs Jahren ge-
storben.

Al-Abadi und Nagel (1995) belegten mit 271 Fillen von fortgeschrittenem
Prostatakarzinom (T3 NO MO), dass die Uberlebensrate von Patienten mit
diploidem Tumor (n=60) fiir neun Jahre 88 % betrug, fiir tetraploide Karzi-
nome 38 % und fiir aneuploide 0%.

Ahlgren et al. (1997) belegten fiir 96 Patienten mit Prostatakarzinom in den
Stadien T2-4 und einer mittleren Beobachtungszeit von 14,5 Jahren eine
hochsignifikante Korrelation der DNA-Verteilung im Tumor mit der Uberle-
benswahrscheinlichkeit der Patienten vor allen anderen Variablen, wie Alter,
zytologischem Malignitdtsgrad, T-Stadium oder M-Status.

Ohne Therapie

Bei untherapierten Prostatakarzinomen lassen sich mittels DNA-Zytometrie diejenigen
Patienten erkennen, die keine verminderte Lebenserwartung haben.

(0]

Fiir 287 unbehandelte Prostatakarzinome belegte Tribukait (1993) statistisch
hochsignifikante Unterschiede der Uberlebenszeit von Patienten mit diploider
und aneuploider DNA-Verteilung ihres Tumors. Die Zehnjahres-
Uberlebensrate betrug fiir 150 Patienten mit diploiden Tumoren >80 % (bei
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einem mittleren Alter von 69 Jahren). Diejenige gleichalter deutscher Ménner
belduft sich aber gemél Sterbetafel 2004 der Privaten Krankenversicherer auf
<80 %. Das bedeutet, dass kein Unterschied zwischen den Uberlebenswahr-
scheinlichkeiten von Patienten mit einem unbehandelten DNA-diploidem
Prostatakarzinom und einer gleichalten Vergleichspopulation besteht. Die
Zehnjahres-Uberlebensrate fiir Patienten mit DNA-tetraploiden Tumoren be-
trug noch 70%.

Bei Tribukait (1993) lebten unbehandelte Prostatakarzinom-Patienten mit
low-grade- low-stage Tumoren genauso lange, wie solche ohne Prostatakarzi-
nom.

Zum Therapie-Monitoring

Anderungen des DNA-Verteilungsmusters unter konservativer Therapie lassen ein
Ansprechen oder Nichtansprechen des Tumors frithzeitig vorhersagen.

5.6

5.7
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(0]

Leistenschneider und Nagel (1983) beschrieben fiir 20 Patienten eine signifi-
kante Riickfithrung aneuploider DNA-Verteilungsmuster zu peridiploiden in-
nerhalb der ersten 12 Wochen nach konservativer Behandlung, wenn die Tu-
moren auf die Medikation ansprachen, mit entsprechend guter Prognose. Da-
gegen deuteten weitere Aneuploidisierungen eine klinische Progression an.
Gleiches beschrieben Al-Abadi und Nagel (1995) fiir drei Falle unter Estra-
cyt- bzw. Buserelin-Therapie.

Bocking et al (1985) beschrieben fiir 19 Patienten unter Hormontherapie eines
Prostatakarzinoms eine Korrelation des von ihnen eingefiihrten DNA-
Regressions-Index (Anderung des DNA-Malignititsgrades iiber die Zeit in
Monaten: A-DNA-MG / A-t) mit der Uberlebenszeit.

Nach Strahlentherapie

Song et al. (1992) konnten fiir 65 Patienten mit Prostatakarzinom in den Sta-
dien B und C eine Non-Progressionsrate von 11% fiir 10 Jahre fiir DNA-low-
grade- und von 64 % fiir DNA-high-grade-Tumoren belegen. Das Tumor-
spezifische Uberleben fiir zehn Jahre betrug 73 % fiir DNA-low-grade- und
20 % fiir -high-grade Tumorpatienten. In der multivariaten Regressionsanaly-
se nach Cox war die DNA-Ploidie vor dem Tumorstadium und dem histologi-
schen Malignitétsgrad (Gleason-Score) die wichtigste prognostische Variable.

Nach Hormontherapie

Tavares et al. (1973) belegten erstmals flir hormonell behandelte, 70-jahrige
Patienten mit DNA-diploiden und —tetraploiden Prostatakarzinomen gegen-
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iiber gleichalten, nicht an diesem Tumor erkrankten Ménnern identische U-
berlebensraten, wohingegen solche mit aneuploiden Prostatakarzinomen sig-
nifikant friiher starben.

0 Heaney et al. (1977) dokumentierten eine signifikant kiirzere Uberlebenszeit
fiir Patienten mit hormonell- versus gar nicht behandelten Prostatakarzino-
men.

O Ahlgren et al. (1997) zeigten, dass hormonell oder gar nicht behandelte Pros-
tatakarzinom-Patienten (n=11) in den Stadien T2-4 mit diploider DNA-
Verteilung und niedriger Proliferationsrate ein niedriges Risiko von nur 10 %
haben, innerhalb von 16 Jahren an ihrem Tumor zu sterben.

0 Von 154 Patienten mit DNA-diploiden oder tetraploiden Prostatakarzinomen
in den Stadien T2-4 verstarb nach Forsslund et al. (1996) innerhalb von fiinf
Jahren unter Hormontherapie nur einer (0,6 %), wiahrend 174 von 180 Patien-
ten mit aneuploiden Tumoren nach fiinf Jahren an ihrem Tumor verstorben
waren (97 %). Das bedeutet, dass man trotz einer Hormontheapie an DNA-
aneuploiden Prostatakarzinomen wahrscheinlich innerhalb von fiinf Jahren
stirbt und mit einer solchen (oder auch ohne) in der Regel lénger als fiinf Jah-
re iiberlebt, wenn der Tumor diploid oder tetraploid ist.

0 Pollak et al. (1997) beschrieben fiir 184 Prostatakarzinom-Kranke im regional
fortgeschrittenen Stadium D1 mit Lymphknotenmetastasen ein vier-Jahre
progressionsfreies Uberleben von 48 % bei DNA-diploiden und von 14 % bei
-aneuploiden Tumoren. Das Gesamtiiberleben belief sich auf 100 % fiir
diploide und 61 % fiir aneuploide Karzinome.

0 Tribukait (1993) verglich die Uberlebensraten zwischen allen unbehandelten
(n=186) und allen hormonell behandelten (n=166) Prostatakarzinom-
Patienten. Zwischen diesen ergab sich kein statistisch signifikanter Unter-
schied bei Stadium 1- und 2-, Grad 1- und 2-Tumor-Patienten (bei gleicher
Alterszusammensetzung in beiden Gruppen). Die Uberlebensraten der nicht
behandelten Patienten lagen sogar hoher, als die der nicht Behandelten.

0 Tribukait (1993) untersuchte auch die Uberlebensraten aller hormonell be-
handelten (n=111) und unbehandelten Prostatakarzinom-Patienten (=121) mit
diploider DNA-Verteilung und beobachtete keinen Unterschied der Uberle-
benszeiten. Unter den Patienten mit tetraploiden Prostatakarzinomen wiesen
die Unbehandelten (n=43) dagegen signifikant lingere Uberlebenszeiten ge-
geniiber den hormonell Behandelten (n=23) auf.

0 Tribukait (1993) verglich auch die Uberlebenszeiten von unbehandelten high-
grade-high-stage-Prostatakarzinompatienten (n=22) mit derjenigen von hor-
monell Behandelten (n=32) und stellte ein signifikant (p=0,05) lingeres Uber-
leben der unbehandelten Patienten fest.

0 97 % der hormonell behandelten 180 Patienten mit Prostatakarzinomen a-
neuploider DNA-Verteilung starben innerhalb von fiinf Jahren, wohingegen
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keiner der 123 Patienten mit diploiden und nur einer von 31 Patienten mit
tetraploiden Tumoren innerhalb von fiinf Jahren am Tumor verstarb.

Nach Strahlen- und Hormontherapie

Aneuploide Prostatakarzinome unter Bestrahlung profitieren nicht von zusétzlicher
Hormontherapie.

o

5.9

198

Pollak et al. (2003) fanden, dass bei 16 Patienten mit DNA-aneuploiden Pros-
tatakarzinomen eine zur Bestrahlung zusétzliche Hormontherapie kontrapro-

duktiv war, da die Patienten darunter frither starben, als nach Bestrahlung al-
leine (n=16).

Nach radikaler Prostatektomie

Lee et al. (1988) berichteten, dass nach totaler Prostatektomie bei 37 Patienten
mit diploidem Karzinom keines innerhalb von fiinf Jahren rezidivierte, wenn
die Samenblasen unbeteiligt geblieben waren. Mit Beteiligung der Samenbla-
sen taten dies 18 % der DNA-diploiden Karzinome.

Bei Nativ et al. (1989) zeigte sich bei im Stadium C radikal operierten Prosta-
takarzinom-Patienten nur in 8 % nach zehn Jahren bei DNA-diploiden Tumo-
ren ein Progress, aber in 43 % der -aneuploiden. Die Zehnjahres-
Uberlebensraten betrugen 90 % fiir diploide und 64 % fiir aneuploide Tumo-
ren. Im Stadium D1 wurde bei diploiden Karzinomen innerhalb von 13 Jahren
nach Operation kein Todesfall am Tumor beobachtet und nur in 15 % eine
Progression in 20 Jahren.

Peters-Gee et al. (1992) beschrieben fiir 51 Patienten mit radikal operierten
Prostatakarzinomen in den Stadien D1 und D2, dass 76 % der DNA-
aneuploiden Tumoren progredierten, aber nur 53 % der -diploiden.

In den Stadien A2 und B2 konnten Ross et al. (1994) mittels DNA-
Bildzytometrie an Stanzbiopsien das Vorkommen einer extraprostatischen
Ausbreitung des Tumors (n=89), von Metastasen und von Rezidiven nach
Prostatektomie besser vorhersagen, als mit dem Gleason-Score (in 15,7 % der
DNA-diploiden Tumoren).

Von 26 Patienten mit diploidem Prostatakarzinom, die eine Bestrahlung und
Prostatektomie erhielten, verstarb innerhalb von zehn Jahren keiner an seinem
Tumor (Amling et al. (1999).

Nach Mora et al. (1999) traten nach 55 Prostatektomien im Stadium B des
Prostatakarzinoms innerhalb von zehn Jahren kein einziges Rezidiv auf, wenn
der Tumor DNA-diploid war.
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0 Delivelitos et al. (2003) zeigten fiir 84 Patienten, dass nach Prostatektomie in-
nerhalb von fiinf Jahren 0 % der diploiden aber 40 % der aneuploiden Prosta-
takarzinome rezidivierten.
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Zusammenfassung der Diskussionen im Verlauf des
Symposiums

Der kleine Teilnehmerkreis bestehend aus den referierenden Experten und einigen
wenigen Gisten lieB trotz des angesichts der Bedeutung des Themas engen Zeitrah-
mens Zeit fiir Fragen sowie Diskussionen, die auch in den Symposiumspausen im klei-
neren Kreis lebhaft weitergefiihrt wurden. Abgesehen von Fragen zum Verstdndnis
einiger speziellerer Inhalte der unterschiedlichen Referate wurden besonders eingehend
folgende Themenbereiche (zum Teil kontrovers) diskutiert:

1. Die molekularbiologischen Grundlagen der DNA-Zytometrie auf dem Hinter-
grund der Ausfiihrungen von Prof.Duesberg

2. Die Gewebeentnahmetechniken Prostatastanze versus Feinnadelaspirationsbi-
opsie (FNAB)

3. Prognostische und diagnostische Aussagekraft Gleason-Score versus Zytolo-
gie und DNA-Zytometrie

4. Konsensus-Papier zur Bedeutung der DNA-Zytometrie am Schluss des Sym-
posiums

1.: Die molekularbiologischen Grundlagen der DNA-Zytometrie auf dem Hinter-
grund der Ausfiihrungen von Prof.Duesberg

Abgesehen von Fragen aus dem Zuhorerkreis und darauf fuBenden weiteren Ausfiih-
rungen von Prof.Duesberg zum Verstdndnis molekularbiologischer Grundlagen wurde
von den pathologisch und klinisch tdtigen Experten iibereinstimmend festgestellt, dass
die von Prof. Duesberg vorgetragenen, neueren Erkenntnisse der Molekularbiologie
sehr gut mit den klinisch-praktischen Erfahrungen auf Grundlage der DNA-Zytometrie
korrelieren. So sind die Ergebnisse dieser jiingsten Grundlagenforschung aus den USA
eine wichtige theoretische Stiitze fiir die Bedeutung der DNA-Zytometrie in der Krebs-
diagnostik.

2: Die Gewebeentnahmetechniken Prostatastanze versus Feinnadelbiopsie

Hier wurde besonders von den anwesenden urologischen Symposiumsteilnehmern die
Bedeutung der Feinnadelaspirationsbiopsie (FNAB) als eine wichtige und sehr neben-
wirkungsarme Biopsiemethode bei der Erstdiagnostik und fiir Kontrolluntersuchungen
betont, obwohl dadurch (da lediglich eine zytologische und zytometrische Bewertung
von Malignomen mdoglich ist) eine Bewertung des Prostatakrebses mit dem Gleason-
Score als histologisches Verfahren ausgeschlossen ist. Gerade die anwesenden Urolo-
gen schitzten die FNAB deshalb besonders hoch ein, da durch sorgfiltiges Arbeiten
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mit dieser Methode abgesehen von der niedrigeren Nebenwirkungsrate die Treffsicher-
heit bei der Tumorsuche hoher sei als bei der Stanzentechnik. Allein der Pathologe
Prof. Bonkhoff (siehe Referat BonkhofY) teilte diese Meinung auch in der Diskussion
nicht, besonders weil dadurch die Gleason-Score Bewertung ausgeschlossen ist, die
seiner Meinung nach bei der Diagnostik und vor allem hinsichtlich prognostischer
Aussagen hoher zu bewerten sei.

3.: Prognostische und diagnostische Aussagekraft Gleason-Score versus Zytologie
und DNA-Zytometrie

Breiten Raum in der Diskussion nahm die Frage ein, wie die unterschiedlichen diagnos-
tischen Verfahren zur Malignititsgradierung des Prostatakrebses zu bewerten sind.
Diese z.T. heftig und kontrovers diskutierte Frage zeigte durchgehend unterschiedliche
Lager, das eine reprasentiert von Prof.Bonkhoff, der die histologische Gradierung der
Tumormalignitit mittels Gleason-Score als international angewandtes Verfahren hin-
sichtlich seiner prognostischen Aussagefdhigkeit als ausreichend und hoch aussagefa-
hig hielt, das andere Lager représentiert von praktisch allen anderen Experten, die
besonders die DNA-Zytometrie wegen ihrer in diesem Zusammenhang von keiner
anderen Methode derzeit erreichten diagnostischen und prognostischen Aussagefahig-
keit im Kontext Prostatakrebs dem Gleason-Score iiberlegen sahen. Zwar wurde auch
in diesem ,,Mehrheitslager” die Bedeutung und die Mdoglichkeiten des Gleason-Scores
bei der Graduierung von Prostatakarzinomen nicht bestritten, jedoch iibereinstimmend
festgestellt, dass besonders hinsichtlich Objektivierbarkeit und Validitédt bei der Dia-
gnostik sowie zur Festlegung von therapeutischen Uberlegungen (vor allem hinsichtlich
der Methode ,,Wait and See“) die DNA-Zytometrie iiberlegene Vorteile besitzt, die
unverzichtbare weitere Informationen liefert. Prof. Bonkhoff sah die Problematik bei
der Malignitdtsgraduierung durch den Gleason-Score vor allem in seiner mangelnden
Reproduzierbarkeit durch verschiedene Untersucher, die durch bessere Qualifizierung
von Pathologen verbessert werden konnte. Die DNA-Zytometrie stufte er als weit ge-
ringer aussagekréftig ein. Demgegeniiber bekriftigten praktisch alle anderen Referen-
ten jeweils aus ihrer eigenen Erfahrungsperspektive unisono die prognostische Aussa-
gekraft der DNA-Zytometrie. Diese Diskussion nahm einen zeitlich breiten Raum ein,
wobei nicht unbedingt neue, in den Referaten von den einzelnen Referenten noch nicht
genannte Argumente ausgetauscht wurden. Ein Konsens in dieser Frage konnte nicht
erzielt werden.

4.: Konsensus-Papier zur Bedeutung der DNA-Zytometrie am Schluss des Sympo-
siums

Gegen Ende der Veranstaltung wurde von Prof.Bocking ein Vorschlag zu einem Kon-
sensus-Papier als Resultat der Veranstaltung eingebracht. Die in diesem Papier darge-
stellten 15 Punkte wurden ausfiihrlich diskutiert und nur an wenigen Stellen etwas
gedndert. Leider musste Prof.Bonkhoff im Laufe der Diskussion das Symposium aus
zeitlichen Griinden verlassen, sodass die Abstimmung dariiber ohne seine Mitwirkung
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im Anschluss an die Diskussion zur Abstimmung gestellt wurde. Das Papier wurde von
den Anwesenden einstimmig angenommen.
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Konsensus Statements der Teilnehmer des GEK-
Symposiums zum DNA-Malignititsgrading des Prostata-
karzinoms am 12.05.2005 in Bremen

1. Alle Prostatakarzinome sind chromosomal aneuploid und zeigen in Abhédn-
gigkeit vom Ausmal ihrer Malignitét unterschiedliche Aneuploidiegrade.

2. Chromosomale Aneuploidie kann sich bereits in obligat prikanzerdsen Vor-
stadien des Prostatakarzinoms (PIN) finden.

3. DNA-Aneuploidie ist das quantitative zytometrische Aquivalent chromoso-
maler Aneuploidie.

4. Chromosomale — und DNA-Aneuploidie des Prostatakarzinoms kénnen im
Verlauf der Tumorprogression mit der Zeit fortschreiten. Dies ist dann als
Ausdruck einer Tumorprogression zu verstehen.

5. Je fortgeschrittener die chromosomale - bzw. DNA-Aneuploidie des Prostata-
karzinoms ist, umso maligner ist der Tumor.

6. Eine diagnostische DNA-Zytometrie ist sowohl an Ausstrichen von Feinna-
delaspirationsbiopsien der Prostata, als auch an Gewebe aus Stanzbiopsien
und Resektaten mdoglich, letztere nur nach enzymatischer Zellvereinzelung.
Tupf- oder Schabpriparate von nativen Stanzbiopsien eignen sich ebenfalls.

7. Eine diagnostische DNA-Zytometrie ist an Gewebsschnitten aus methodi-
schen Griinden nicht statthaft, da es dadurch zu fehlerhaften Messungen
kommen kann.

8. Zytometrisch sind beim Prostatakarzinom folgende vier (aneuploide) Grund-
muster der DNA-Verteilung zu unterscheiden, denen eine unterschiedliche
Prognose entspricht: peridiploid, peritetraploid, x-ploid, multiploid. Letztere
beiden werden oft als ,,aneuploid* zusammengefasst. Diese entsprechenden
Malignitétsgraden 1 — 4 (ESACP-Consensus Reports, Haroske et al., 2001).

9. Das Muster der DNA-Verteilung (DNA-Ploidie) korreliert im Wesentlichen
mit dem histologischen Malignititsgrad nach Gleason, fligt ihm in der Regel
aber prognostisch relevante Informationen hinzu.

10. Die diagnostische DNA-Bildzytometrie ist eine objektive und reproduzierbare
Methode, die nach den Standards der European Society for Analytical Cellu-
lar Pathology (ESACP) durchgefiihrt werden muss (Bocking et al., 1995; Ha-
roske et al., 1997; 2001; Giroud et al., 1997).
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11.

12.

13.

14.

15.

Dasselbe gilt fiir die DNA-Flusszytometrie, welche nach den fachgesellschaft-
lich vereinbarten Standards durchgefiihrt werden muss.

Prostatakarzinome mit rein peridiploider DNA-Verteilung und niedriger Proli-
ferationsfraktion sind in der Regel innerhalb von zehn Jahren nicht progre-
dient und lebensbedrohlich.

Patienten mit Prostatakarzinomen sollten nur Therapieoptionen angeboten
werden, fiir die in wissenschaftlichen Studien unter Beriicksichtigung des his-
tologischen und DNA-zytometrischen Malignititsgrades belegt ist, dass sie
gegeniiber einem Verzicht auf Therapie lebensverldngernd , schmerzlindernd
oder symptomatisch erleichternd wirken.

Bei rein peridiploiden Prostatakarzinomen mit niedriger Proliferationsfraktion
in den Stadien T1 / T2 und einer mittleren Lebenserwartung von < = 20 Jah-
ren ist ein kontrolliertes Abwarten als Therapieoption mit den Betroffenen zu
diskutieren.

Bei einer hormonellen Therapie eines Prostatakarzinoms muss sicher gestellt
sein, dass es sich nicht um einen Tumortyp handelt, der nach wissenschaftli-
cher Erkenntnis durch diese Behandlung einen Wachstumsvorteil erhilt (z.B.
mit peritetraploider DNA-Verteilung) und es damit zu einer Progredienz des
Tumors und seines Malignititsgrades kommt.
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