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1 Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle 1: Abkiirzungsverzeichnis

BDP Bundesverband Deutscher Pathologen
ca. circa
Cv coefficient of variation
d. h. das heif3t
DGP Deutsche Gesellschaft fiir Pathologie
DNA Desoxyribonukleinsiure
ESACP European Society for Analytical Cellular Pathology
EBM Einheitlicher Bewertungsmafstab
FCM Durchflusszytometrie (DNA-flow-cytometry)
FNAB Feinnadelaspirationsbiopsie
GEKID Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland
GKV Gesetzliche Krankenversicherung
GS Gleason - Score
HHU Heinrich - Heine - Universitét
ICM DNA-Bildzytometrie (DNA-image-cytometry)
10D Integrierte optische Dichte
ISUP International Society of Urological Pathology
Lit. Literatur
ml Milliliter
mm Millimeter
ng Nanogramm
NICE National Institute for Health and Clinical Excellence
OP Operation
PC Prostatakarzinom
PET-CT Positronen-Emissions-Computertomographie




PRIAS Prostate Cancer Research International: Active Surveillance
Prof. Professor
PSA Prostataspezifisches Antigen
QALY Quality Adjusted Life Years
RKI Robert Koch Institut
RPE radikale Prostektomie
TNM Classification of Malignant Tumours
TURP Transurethral resection of the prostate
Vs. versus
WHO World Health Organization
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2 Einleitung

Das Adenokarzinom der Prostata bleibt trotz aufwindiger Screeningprogramme sowie deutlichen
Verbesserungen in Diagnostik und Therapie eine groe Herausforderung, da der klinische Verlauf
von langsam progredient bzw. indolent und ohne Einschrinkung der Lebensqualitit und
Lebenserwartung bis zu aggressiven, friih metastasierenden Formen mit einer Lebenserwartung

von nur wenigen Monaten nach Diagnosestellung reichen kann.

Das Prostatakarzinom ist mit 25,4% aller neu diagnostizierten Krebserkrankungen hierzulande der
hiufigste Tumor des Mannes. Nach aktuellen Schitzungen erkranken 63.440 Ménner in
Deutschland pro Jahr neu an diesem Tumor (Robert-Koch-Institut, 2008). Es ist jedoch davon
auszugehen, dass diese Zahl  weiter steigen wird, da iber intensivierte
Screeningprogramme auf der einen Seite und die zunehmende Alterung der Gesellschaft auf der

anderen Seite die Diagnoserate weiter zunehmen wird.

Obwohl dieser Tumor hiufig erst im hoheren Alter (medianes Lebensalter bei Diagnosestellung:
69 Jahre) diagnostiziert wird, ist das Prostatakarzinom die zweithdufigste Krebstodesursache

unter Ménnern (Robert-Koch-Institut, 2008).

In der aktuellen S3-Leitlinie Prostatakarzinom sind der derzeitige Status der Diagnostik und
Therapie zusammengefasst und die aktuellen Herausforderungen beschrieben. Die routineméfige
Bestimmung des Serum-PSA-Wertes hat zwischen 1979 und 2003 zu einem Inzidenzsprung fiir
das Prostatakarzinom um das 4,28-fache gefiihrt (Weillbach, 2009). Obwohl die Inzidenz deutlich
anstieg, nahm die standardisierte Mortalitit mit dem Alter ab, und zwar mit und ohne
Fritherkennungsprogramme (Bangma et al., 2007). Damit werden immer mehr Karzinome der
Prostata diagnostiziert, die ohne Fritherkennung unentdeckt geblieben wéren, mit der Folge, dass
heute auf einen verhinderten Todesfall 40 Uberbehandlungen kommen (Deutsche Gesellschaft fiir
Urologie, 2011) und die Zahl der durchgefiihrten radikalen Prostatektomien sténdig steigt. Durch
die friihere Diagnosestellung ergibt sich das therapeutische Dilemma, entweder durch eine
radikale Prostatektomie eine ,,Ubertherapie” einzuleiten oder wegen eines verzdgerten
Behandlungsbeginns die Prognose fiir den Patienten unnétig zu verschlechtern (Tribukait, 1993a).
Diese Beobachtung hat zu einem Paradigmenwechsel in der Fritherkennung des
Prostatakarzinoms gefiihrt. Ziel der Fritherkennung ist es jetzt, organbegrenzte, aggressive

Tumoren zu erkennen (Deutsche Gesellschaft fiir Urologie, 2011), die unter einer Active



Surveillance Strategie beobachtet und erst bei Fortschreiten der Erkrankung kurativ behandelt
werden (Deutsche Gesellschaft fiir Urologie, 2011). Die S3-Leitlinie von 2011 empfiehlt die
Active Surveillance als gleichberechtigte Therapieoption fiir das lokal begrenzte Karzinom, die
NICE Clinical Guideline 58 Prostate Cancer (Cancer, 2008) sogar als alleinige Therapieoption
fir den organbegrenzten Tumor. Damit ist in der Therapie des Prostatakarzinoms ein
Paradigmenwechsel eingeleitet, in dem ein rezidivfreies Uberleben das Behandlungsziel ist, um

die Lebensqualitét des oft betagten Patienten so lange wie moglich zu erhalten (Weiflbach, 2010).

Der in den siebziger Jahren des letzten Jahrhunderts entwickelte Gleason-Score hat {iber die
subjektive histologische Bewertung der malignen Potenz von Karzinomen an Resektaten und
Biopsaten der Prostata wesentlich zur Verbesserung des Tumorgrading und -staging beigetragen
(Deutsche Gesellschaft fiir Urologie, 2011), jedoch zeigen neuere Untersuchungen, dass die
Aussagekraft des Gleason-Scores gerade bei frithen Tumoren begrenzt ist (Helpap and
Koéllermann, 2012). Retrospektive Studien haben gezeigt, dass die Reproduzierbarkeit des
Gleason-Scores mafig ist (Svanholm and Mygind, 1985, Rousselet et al., 1986, Cintra and Billis,
1991, Ozdamar et al., 1996, Lessells et al., 1997, Iczkowski and Bostwick, 1998, Allsbrook et al.,
2001a, Allsbrook et al., 2001b, Egevad, 2001, De la Taille et al., 2003, Glaessgen et al., 2004b,
Glaessgen et al., 2004a, Griffiths et al., 2006, Veloso et al., 2007, Burchardt et al., 2008). Die
interindividuelle Reproduzierbarkeit ist am geringsten, wenn Tumorgewebe aus verschiedenen
Biopsaten begutachtet wird oder cribriforme Gewebemuster auftreten (De la Taille et al., 2003,

Glaessgen et al., 2004b).

Mit dem Gleason-Score (Gleason, 1966) etablierte sich ein Schema, mit dem aufgrund der
histologischen Untersuchung des befallenen Prostatagewebes ein Tumorgrading definiert wurde
und das von verschiedenen Fachgesellschaften zur Prognostik und Therapieplanung des
Prostatakarzinoms aufgenommen wurde. Mit dem zunehmenden Kenntnisgewinn in der
feingeweblichen Untersuchung, insbesondere der Immunhistochemie, und den gestiegenen
Anforderungen an die Therapieplanung durch verbesserte Diagnostik und verschiedene
Therapieoptionen zeigen sich die Grenzen des Gleason-Score in der klinischen Routine deutlich.
Wesentliche Kritikpunkte am Gleason-Score sind: (a) die mangelnde inter- und intraindividuelle
Reproduzierbarkeit (Svanholm and Mygind, 1985, Rousselet et al., 1986, Cintra and Billis, 1991,
Ozdamar et al., 1996, Lessells et al., 1997, Iczkowski and Bostwick, 1998, Allsbrook et al.,
2001a, Allsbrook et al., 2001b, Egevad, 2001, De la Taille et al., 2003, Glaessgen et al., 2004b,



Glaessgen et al., 2004a, Griffiths et al., 2006, Veloso et al., 2007, Burchardt et al., 2008), (b) die
mangelnde Ubereinstimmung von Ergebnissen aus Stanzbiopsien und Ektomiepriparaten (Helpap
and Egevad, 2006, Veloso et al., 2007, Uemura et al., 2009), (c) mangelhafte prognostische

Validitit des Scores, da die meisten Ergebnisse Gleason-Score 6 und 7 sind.

Um den gestiegenen Anforderungen aus verbesserter Diagnostik (z. B. PSA-Screening) und
Therapieplanung gerecht zu werden, wurde der Gleason-Score 2005 in der ISUP-Consensus-
Conference liberarbeitet (Epstein et al., 2005). Als Ergebnis dieser Konferenz kam es zu einer
Hohergradierung einer Vielzahl von Tumoren, um eine bessere Ubereinstimmung der Scores
zwischen Stanze und Ektomiepriparaten erreichen zu konnen (Epstein et al.,, 2005). Diese
Publikation bleibt aber Evidenzen fiir die klinisch-prognostische Validitit der vorgeschlagenen
Anderungen des erzielten Konsens schuldig (Uemura et al., 2009, Kristiansen, 2009). Auch eine
verbesserte Reproduzierbarkeit des modifizierten Gleason-Scores konnte bisher nicht

nachgewiesen werden (Kristiansen, 2009, Uemura et al., 2009).

Heute stellt sich immer hdufiger die Frage, ob es neben dem Gleason-Score noch weitere,
objektivere und validere Marker gibt, die einen hoheren prognostischen Wert aufweisen (Bocking
et al., 2014, Harnden et al., 2008). So kann die DNA-Bildzytometrie iiber zytometrisch
quantifizierte Effekte der mit der Tumorprogression zunehmenden Chromosomenaberration auf
den DNA-Gehalt der Tumorzellkerne ergidnzende prognostische Informationen liefern (Keyes et
al., 2013, Pretorius et al., 2009, Haroske et al., 2001, Bocking et al., 1995). Die
Tumorheterogenitidt ist ein wesentlicher Grund fiir die hédufige Unterschitzung der
Tumoraggressivitit aus Stanzbiopsien (Wang et al., 2000). Da DNA-Messungen heute mithilfe
einer standardisierten Bildanalysesoftware automatisch von einem computergesteuerten
motorisierten Mikroskop durchgefiihrt werden konnen, konnen subjektive Einfliisse bei der

Auswahl zu messender Zellkerne durch verschiedene Untersucher ausgeschlossen werden.

Untersuchungen von Bocking (Wang et al., 2000) und anderen Arbeitsgruppen (Lorenzato et al.,
2004, Isharwal et al., 2009) haben gezeigt, dass die sogenannte DNA-Ploidie in Tumorzellkernen
eine vom histologischen Grading und Tumorstaging des Prostatakarzinoms unabhingige
zusitzliche prognostische Information liefern kann. Bedingt durch die zytogenetische
Tumorprogression kann es auch im Verlauf mehrerer Jahre zu einer klinischen Tumorprogression
kommen (Duesberg and McCormack, 2013). Damit geht ein signifikanter Anstieg der

Abnormalititen der DNA-Verteilung einher. Viele Arbeiten weisen darauf hin, dass ein hoher



Grad an DNA-Aneuploidie mit fortgeschritteneren Tumorstadien und schlechterer klinischer
Prognose verbunden sind (Hussain et al., 1993). Gerade bei Patienten mit einem /low grade Tumor
besitzt der Nachweis eines hohen Grades an DNA-Aneuploidie eine hohe prognostische Validitét,
wihrend bei Patienten mit einem histologisch entdifferenzierten Tumor die Prognose schlecht zu

sein scheint, unabhidngig vom DNA-Ploidie-Status (Hussain et al., 1993).

Schon 1982 haben Bocking et al. (1982) die wesentlichen Anforderungen fiir eine verldssliche
Malignititsgradierung zusammengefasst: (1) Alle bewerteten mikroskopischen Kriterien miissen
mit der Prognose des Patienten korrelieren, (2) subjektive Gradierungsergebnisse sollten
hinreichend reproduzierbar sein und (3) die aus randomisierten Stanzbiopsien erhobenen

Gradierungsbefunde miissen représentativ fiir den Gesamttumor sein.

Bocking et al. (2014) haben in einer systematischen Literaturrecherche die Bedeutung der DNA-
Zytometrie fiir die Prognose des Prostatakarzinoms untersucht. In 66 Publikationen mit Daten zu
15.693 Patienten wird iiber eine statistisch signifikante Korrelation zwischen den verschiedenen
DNA-Ploidie-Parametern und einem klinisch relevanten Endpunkt berichtet (Tabellen 31-36). In
dieser systemischen Literaturrecherche werden die methodisch zureichenden Studien nach den
Oxford Levels of Evidence (Howick et al., 2011) (Tabelle 30) bewertet und signifikante

Korrelationen von DNA-Ploidie-Parametern mit prognostischen Variablen herausgestellt.

* 8 Level-1b-Studien belegen eine statistisch signifikante Korrelation zwischen DNA-
zytometrischen Charakteristika und der in Prostataresektaten histologisch nach-
gewiesenen Ausbreitung des Tumors iliber die Organkapselwand hinaus (Isharwal et
al., 2009, Brinker et al., 1999, Vesalainen et al., 1994, Ross et al., 1994a, Ross et al.,
1994b, Greene et al., 1994, Haggman et al., 1994, Badalament et al., 1991). In vier
dieser Publikationen wird eine signifikante Verbesserung der diagnostischen Qualitét
in der Beurteilung einer Organbegrenzung des Tumors iliber Einbeziehung von DNA-
Ploidie-Parametern gegentiber der Verwendung des Gleason-Score allein beschrieben

(Tabelle 31).

* In 11 Level-2b-Studien wurde in einer multivariaten Analyse eine statistisch
signifikante Korrelation von DNA-zytometrischen Charakteristika mit dem
rezidivfreien Uberleben von Patienten nach radikaler Prostatektomie in multivariater
Analyse belegt (Pretorius et al., 2009, Bantis et al., 2005, Bantis et al., 2009,
Deliveliotis et al., 2003, Gettman et al., 1999, Lerner et al., 1996, Zincke et al., 1992,
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Wirth et al., 1991, Blute et al., 1989, Nativ et al., 1989, Winkler et al., 1988),
entsprechende Korrelationen wurden auch in zwei univariaten Analysen dokumentiert
(Amling et al., 1999, Linda B. Mora, 1999). Centeno et al. (1994) beschrieb die
gleiche Korrelation bei Patienten nach Bestrahlung in einer multivariaten Analyse.
4 Level-3b-Studien (Carmichael et al., 1995, Hawkins et al., 1995, Montgomery et al.,
1990, Voges et al., 1993) stellen eine signifikante Korrelation von DNA-Ploidie-
Parametern mit dem rezidivfreien Uberleben in multivariaten Analysen fest (Tabelle
32).

3 Level-2b-Studien mit multivariatem Studiendesign (Borre et al., 1998, Tribukait,
1991, Tribukait, 1993b, Vesalainen et al., 1994) belegen eine Korrelation von DNA-
Ploidie-Parametern mit dem Gesamtiiberleben bei Patienten unter Aktiver
Uberwachung, die unabhiingig vom histologischen oder zytologischen Grading ist

(Tabelle 6). Gleiches wurde in einer Level-2b-Studie multivariat fiir das rezidivfreie

Uberleben beschrieben (Adolfsson and Tribukait, 1990), (Tabelle 32).

6 Level-2b-Studien dokumentieren eine signifikante Korrelation der DNA-Ploidie mit
dem Gesamtiiberleben nach radikaler Prostatektomie (Amling et al., 1999, Ward et
al., 2005, Martinez-Jabaloyas et al., 2002), davon zwei in multivariatem Design. In 4
Level-3b-Studien wird Gleiches beschrieben (Montgomery et al., 1990, Bratt et al.,
1996, Tinari et al., 1993), davon eine univariat (Miller et al., 1991). Sechs Studien in
multivariatem Design (Ahlgren et al., 1997, Forsslund et al., 1996, Martinez-
Jabaloyas et al., 2002, Stege et al., 1992, Pollack et al., 1997) dokumentieren damit
eine signifikante Korrelation von DNA-Ploidie-Parametern mit dem Gesamt-
tiberleben bei Patienten unter Hormontherapie. 8 Level-3b-Studien (al-Abadi and
Nagel, 1992), sieben davon multivariate (Vesalainen et al., 1994, Tribukait, 1993b,
Ahlgren et al., 1997, Forsslund et al., 1996, Martinez-Jabaloyas et al., 2002, Pollack et
al., 1997, Stege et al., 1992, van den Ouden et al., 1993, Di Silverio et al., 1992,
Forsslund et al., 1992, Fordham et al., 1986), zeigen gleiche Ergebnisse. 2 Level-3b-
Studien untersuchten das Gesamtiiberleben unter Aktiver Uberwachung (Vesalainen
et al., 1994, Tribukait, 1993b) und beschreiben eine signifikante Korrelation in einer
multivariaten Analyse. Jorgensen et al. (1995) représentiert die einzige Publikation, in

der die DNA-Ploidie-Befunde nicht mit der Uberlebenszeit korrelierten. Aber in



diesen Publikationen korrelierten auch weder der Gleason-Score noch der WHO-

Score damit (Tabelle 33).

* 18 Level-2b-Studien beschreiben, dass DNA-Ploidie-Parameter signifikante
prognostische Informationen liefern, die unabhéngig vom Gleason-Score sind, davon
12 nach radikaler Prostatektomie (Pretorius et al., 2009, Ross et al., 1994a, Bantis et
al., 2009, Deliveliotis et al., 2003, Amling et al., 1999, Winkler et al., 1988,
Stephenson et al., 1987, Blute et al., 1997, Brinker et al., 1999, Bantis et al., 2005,
Lerner et al., 1996, Blute et al., 1989, Ward et al., 2005), zwei nach Hormontherapie
(Martinez-Jabaloyas et al., 2002, Martinez Jabaloyas et al., 2004), eine nach
Bestrahlung (Pollack et al., 2003), eine nach Active Surveillance (Borre et al., 1998)
und eine nach Brachytherpie (Keyes et al., 2013) und eine nach Androgendeprivation
(Martinez-Jabaloyas et al., 2002). In 9 Level-3b-Studien nach radikaler Prostatek-
tomie werden vergleichbare Ergebnisse beschrieben (Di Silverio et al., 1996, Hawkins
et al., 1995, Isharwal et al., 2009, Montgomery et al., 1990, Nativ et al., 1989, Ross et
al., 1994b, Ross et al., 1999, Tinari et al., 1993, Voges et al., 1993), (Tabelle 34).

* In 5 Level-2b-Studien (Montgomery et al., 1990, Ross et al., 1994a, Ross et al., 1999,
Winkler et al., 1988, Zincke et al., 1992) wird eine signifikante Korrelation zwischen
DNA-Ploidie-Parametern und dem Auftreten einer lokalen Tumor-Progression oder
einem Rezidiv nach radikaler Prostatektomie dokumentiert, in einem Fall nach Hor-

montherapie (Eskelinen et al., 1991), in einem weiteren nach Brachytherapie (Keyes

et al., 2013), (Tabelle 35).

* 3 Level-2b (Ross et al., 1994a, Winkler et al., 1988, Ross et al., 1993) und 1 Level-
3b-Studie (Ross et al., 1994b) zeigen eine signifikante Korrelation der DNA-Ploidie-
Parameter mit dem Auftreten von Lymphknoten- oder Knochenmetastasen nach

radikaler Prostatektomie. 2 Level-3b-Studien zeigen das Gleiche nach

Hormontherapie (Tribukait, 1993b, Eskelinen et al., 1991).

Fiir die klinische Prognose und Therapieplanung beim PC ist die Korrelation zwischen den
Ergebnissen der feingeweblichen Untersuchung an Stanzbiopsien mit denen aus zugehorigen

Prostatektomiepriparaten aber wesentlich (Reprasentativitit einer Untersuchungsmethode).

Aus vergleichenden histologischen und zytologischen Untersuchungen ist bekannt, dass

Prostatakarzinome histologisch hdufig bemerkenswerte Unterschiede zeigen (Glaessgen et al.,



2004a) und dass daher mit dem Gleason-Score an einer Stanzbiopsie nicht notwendigerweise der
hochste Malignititsgrad im Gesamtmuster beschrieben wird (Glaessgen et al., 2004a). Gerade
wenn hoch entdifferenzierte histologische Muster weniger als 5% des Tumors ausmachen, werden
diese hidufig nicht beriicksichtigt, obwohl sie wahrscheinlich prognostisch relevant sind
(Glaessgen et al., 2004a). In mehreren Studien wurden Ubereinstimmungen zwischen den an
Stanzbiopsien und an Resektaten ermittelten Gleason-Scores zwischen 70% und 72% ermittelt
(Uemura et al., 2009, Veloso et al., 2007, Helpap and Egevad, 2006). Damit zeigt sich eine
konsistente Limitierung des Gleason-Scores im Bereich der Tumore mit hoher Malignitét. Dies
spielte in den siebziger Jahren des letzten Jahrhunderts eine nur untergeordnete Rolle, da damals
die Diagnosen eher in fortgeschritteneren Tumorstadien gestellt wurden (Helpap and Kdllermann,

2012).

Leung et al. (1994) und Ross et al. (1994b) berichten {iber eine 92%ige bzw. 98%ige
Ubereinstimmung der an Stanzbiopsien und korrespondierenden Prostatektomiepriparaten

ermittelten DNA-Ploidiegrade.

In dieser Arbeit werden die Ergebnisse der an der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf
durchgefiihrten prognostischen DNA-Bildzytometrien an Prostatabiopsaten mit den Ergebnissen
der Malignitéts-Gradierung nach Gleason und dem TNM-Staging derselben Patienten verglichen,

um Antworten auf folgende Fragen zu finden:

* Wie hoch die interindividuelle Reproduzierbarkeit der DNA-Malignitéts-Gradierung
des Prostatakarzinoms und wie vergleicht sich diese mit derjenigen des Gleason-

Scores?

* Korrelieren die Ergebnisse der DNA-Malignitits-Gradierung mit denen des Gleason-
Scores und stellt die DNA-Bildzytometrie gegebenenfalls ein zusitzliches

prognostisches Verfahren zur therapeutischen Beratung des Patienten dar?

e @Gibt es eine Korrelation zwischen Tumorstadium des Patienten mit dem DNA-

Ploidiemuster?

*  Welche Bedeutung hat die Einfiihrung eines modifizierten Algorithmus zum DNA-
Grading auf die weitere Therapieplanung des Prostatakarzinoms, insbesondere auf die

Zuordnung geeigneter Patienten zur Active Surveillance?



3 Material und Methode

3.1 Patientenkollektiv

In dieser retrospektiven Arbeit, die zwischen dem 1. November 2009 und dem 30. November
2011 durchgefiihrt wurde, wurden alle Stanzbiopsie-Préiparate, die zwischen dem 01.01.2005 und
dem 31.12.2009 zur Malignitits-Gradierung eines Prostatakarzinoms im Cytopathologischen
Institut der HHU Diisseldorf mit Hilfe der DNA-Bildzytometrie untersucht wurden, ausgewertet.

Die erhobenen Daten wurden vor der endgiiltigen Auswertung irreversibel anonymisiert.

Die oben aufgeworfenen Fragen wurden an einem Patientengut mit der bereits von anderen
Pathologen bestdtigten histopathologischen Diagnose eines Adenokarzinoms der Prostata

durchgefiihrt.

Es wurde eine deskriptive Statistik fiir die eingeschickten Stanzen bei 393 von 411 erfassten
Patienten erstellt. Bei 18 (4,4%) Biopsien waren mangels geniigend Restgewebe in den
Paraffinblocken DNA-zytometrische Untersuchungen nicht moglich. Die DNA-Bildzytometrien
wurden von Prof. Bocking und seinem Team zwischen dem 01.01.2005 und dem 31.12.2009
durchgefiihrt, basierend auf der Methode, die erstmals durch Tavares et al. (1966) beschrieben

wurde.

Der Mittelwert des Alters der Studienteilnehmer lag bei 61,2 Jahren, dabei war der jlingste Patient
48 und der élteste 84 Jahre alt.

3.2 Methode

In den Akten aller Patienten, fiir die eine DNA-Bildzytometrie an Stanzbiopsien aus ihrer Prostata

durchgefiihrt werden konnte, wurde nach folgenden Parametern gesucht:

3.2.1 Alter

Es wurde jeder Mann aufgenommen, der ein histologisch bestitigtes Prostatakarzinom (PC)
aufwies. Das Alter der Patienten wurde in Korrelation zum Gleason-Score und zum DNA-

Malignitétsgrad gesetzt.



3.2.2 TNM-Staging

Die TNM-Klassifikation (engl.: TNM Classification of Malignant Tumours oder kurz TNM
Staging System) wurde von Pierre Denoix in den Jahren 1943 bis 1952 entwickelt. Diese ist das
international am weitesten verbreitete System zur Beschreibung des individuellen Standes einer
Krebsprogression (Staging) und zur Einschitzung der individuellen Prognose einer
Krebserkrankung. Fiir die Prostata gilt diese Klassifikation nur fiir Adenokarzinome.
Ubergangszellkarzinome der Prostata werden bei den Tumoren der Urethra klassifiziert (Wagner,

5. Auflage, 1997).

Dabei beschreibt T (= Tumor) die Groe und Ausdehnung des Primdrtumors. N
(= Nodulus lymphaticus, Lymphknoten) gibt an, ob der Patient einen regionalen oder dariiber
hinausgehenden metastatischen Lymphknoten hat. Hierbei zdhlen nur die Lymphknoten des
kleinen Beckens (Wittekind C, 2005). Komplettiert wird die Klassifikation durch
M (= Metastasen), das fiir Fehlen bzw. Vorhandensein von Fernmetastasen steht. Wahrend es in
den beiden letztgenannten Kategorien darum geht, ob Metastasen vorhanden sind oder nicht, gibt
es beim Staging des Primédrtumors mehrere ineinander {ibergehende  Stufen

(Tabelle 2 - Tabelle 4).



Tabelle 2: Definitionen der T-Kategorien der TNM-Klassifikation (Wittekind C, 2005)

T - Primértumor

X Primértumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fiir Primirtumor
T1 Klinisch nicht erkennbarer Tumor, der weder tastbar noch in
bildgebenden Verfahren sichtbar ist

Tumor zufilliger histologischer Befund (incidental carcinoma) in 5 %

Tla . :
oder weniger des resezierten Gewebes

Tumor zufilliger histologischer Befund (incidental carcinoma) in mehr

T1b .
als 5 % des resezierten Gewebes
Tlc Tumor durch Nadelbiopsie diagnostiziert (z. B. wegen erh6htem PSA)
T2 Tumor begrenzt auf Prostata
T2a Tumor befillt die Hilfte eines Lappens oder weniger
T2b Tumor befillt mehr als die Hilfte eines Lappens
T2c Tumor in beiden Lappen
T3 Tumor durchbricht die Prostatakapsel
T3a Extrakapsuldre Ausbreitung (einseitig oder beidseitig)
T3b Tumor infiltriert Samenblase(n)
Tumor ist fixiert oder infiltriert andere benachbarte Strukturen als die

T4 Samenblasen, z. B. Blasenhals, Sphincter externus, Rektum und/oder

Levatormuskel und/oder ist an Beckenwand fixiert

Tabelle 3: Definitionen der N-Kategorien der TNM-Klassifikation (Wittekind C, 2005)

N - Regionire

Lymphknoten
NX Regiondre Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden
NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen
N1 Regiondre Lymphknotenmetastasen
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Tabelle 4: Definitionen der M-Kategorien der TNM-Klassifikation (Wittekind C, 2005)

M - Fernmetastasen

MX Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

3.2.3 Gleason-Score

Donald F. Gleason entwickelte im Jahre 1966 den nach ihm benannten Score (Gleason, 1966).
Nach den aktuellen S3-Leitlinien (Deutsche Gesellschaft fiir Urologie, 2011) werden das TNM-
Stadium, der R-Status des Resektates und der Gleason-Score (Roehl et al., 2004, Lopez-Beltran et
al., 2006) als prognostisch relevant angesehen (Bostwick and Foster, 1999, Epstein et al., 1996,
Partin et al., 2001, Svanholm and Mygind, 1985, Makarov et al., 2007, Kattan and Eastham,
2003). Die Gleason-Gradierung basiert auf der histologischen Beurteilung der
Driisenmorphologie bei relativ geringer mikroskopischer VergroBerung. Der urspriingliche
Gleason-Score setzt sich aus der Summe zweier Grade zusammen, dem des vorherrschenden und
dem des zweithdufigsten Driisentyps. Diese Grade konnen jeweils zwischen 1 - 5 liegen (Tabelle
5) und somit eine Summe zwischen 2 und 10 ergeben. Grad 1 beschreibt die am besten
differenzierten Tumoranteile und Grad 5 die entdifferenziertesten Teile. In der unten gezeigten

Tabelle 5 sind die Definitionen der verschiedenen Malignitéts-Grade dargestellt.

In der von der International Society of Urological Pathology 2005 (Epstein et al., 2005)
modifizierten Gleason-Gradierung werden Teile des Musters des urspriinglichen Grades 3 als
Grad 4 eingestuft. Dadurch soll eine bessere Ubereinstimmung der Scores zwischen Stanze und
Ektomiepriparat erreicht werden. Weiterhin wurde die Bestimmung des Scores an Stanzbiopsien
dahingehend geédndert, dass seine Ermittlung nicht mehr aus der Summe des hiufigsten und des
zweithdufigsten Musters erfolgt (Shah, 2009), sondern dass, sofern ein entdifferenzierteres Muster
vorliegt, dieses angegeben werden muss (z. B. Grad 3 [50%], Grad 4 [40%], Grad 5 [10%], ergibt
Gleason-Score 3 + 5 = 8) (Helpap et al., 2011, Kristiansen, 2009). Des weitern sollen die

Gleason-Grade (Muster) 1 und 2 in Stanzbiopsien nicht mehr vergeben werden (Helpap et al.,
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2011). Nach dieser Definition diirfte es damit keinen Patienten mehr geben, dessen Karzinom in

Stanzbiopsien einem GS < 6 zugeordnet wird.

Tabelle 5: Definitionen der “alten“ Gleason-Grade basierend auf: (Manski, 2011,
Humphrey, 2004, Gleason, 1966)

Glsecasroen- Beschreibung
PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

Géeazoil- gut umschriebene, gleich aussehende
(ria ) Driisenformationen ohne Invasion des

oder Stromas

Gl variable Driisenformationen mit

Geailog_ Invasion von Driisenzellen in das
ra Stroma, einzelne Driisen aber noch

abgrenzbar
Gleason- | Driisen nicht mehr einzeln abgrenzbar,
Grad 4 aber Driisenherkunft noch erkennbar
(kribriformes Wachstumsmuster)

Gl Driisenherkunft nicht mehr erkennbar,

Geazog— strang- oder haufenartiges Zell-
ra wachstum, Tumorzellnester mit

zentraler Nekrose
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Tabelle 6: Definitionen der modifizierten Gleason-Grade der ISPU 2005 (Epstein et al.,
2005, Helpap et al., 2011)

Gleason-Score Beschreibung

Umschriebene Knoten von dicht gepack-
ten, aber scharf begrenzten mittelgroBen
Driisen, rundlich bis oval, von mittlerer
GroBe (groBere Driisen als in Muster 3)

Gleason-Grad 1

Ahnlich Muster 1; noch weitgehend um-
schriebene, zum Teil nicht ganz scharf
begrenzte Tumorknoten mit minimaler
Stromainfiltration. Die Driisen sind je-
doch lockerer arrangiert und nicht mehr
so uniform wie in Muster 1

Gleason-Grad 2

Diskrete Driiseneinheiten; kleinere Drii-
sen als Muster 1 u. 2. Tumorinfiltrate
zwischen nicht neoplastischen Driisen.
Deutliche Variationen in Gréfle und
Form, mitunter umschriebene kleinste
kribriforme Tumorknoten

Gleason-Grad 3

Fusionierte mikroazindre Driisen; wenig
differenzierte Driisen mit schwach
ausgebildeten Driisenlichtungen, oft
hypernephroides Muster. Daneben auch
grof3e kribriforme Driisen mit
unscharfen Grenzen

|
|
|
| &
.'r-.‘fl
k.
L
1
«1
i
|

Gleason-Grad 4

Keine klare Driisenformationen, statt-
dessen solide Epithelstringe oder Kom-
plexe oder Einzelzellen. Zentrale

Gleason-Grad 5 Driisennekrosen, entsprechend einem
Komedokarzinom, umgeben von papilla-
ren, kribriformen oder soliden
Tumormassen
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3.2.4 DNA-Bildzytometrie

Mit Hilfe der DNA-Zytometrie wird die in Zellkernen enthaltene Menge an Erbsubstanz
gemessen und dient damit auch der Bestimmung der Malignitdt von Zellen in Tumorgeweben.
Grundlage dieser Bestimmung ist die Erkenntnis, dass in maligne entarteten Zellen nicht mehr der
normale Chromosomensatz (2c), sondern ein Vielfaches des Chromosomensatzes beobachtet

wird.

In der DNA-Bildzytometrie wird die Verteilung der DNA-Gehalte von Zellkernen als
diagnostischer bzw. prognostischer Marker genutzt (Bocking, 1998). Dabei wird der DNA-Gehalt
nicht direkt gemessen, sondern die IOD der Kerne nach quantitativer Firbung deren DNA nach R.
Feulgen bestimmt (Bocking, 1990). Die Bestimmung des nukledren DNA-Gehaltes erfolgt iiber
einen Vergleich der IOD mit derjenigen von Zellkernen mit bekanntem normalen DNA-Gehalt
von 2c¢ (Referenzzellen). In einem DNA-Histogramm wird die Haufigkeitsverteilung der IOD der
Zellkerne in der Einheit ¢ wiedergegeben, wobei 1c der Hilfte des Zellkern-DNA-Gehalts von
Zellen einer normalen, nicht pathologischen, diploiden Population in der GO/G1-Phase des
Zellzyklus entspricht (Bocking, 2002). Dabei reprisentiert der modale Wert eines DNA-
Histogramms den Gipfel eines Peaks (Grote et al., 2004). In der DNA-Bildzytometrie werden
sogenannte aneuploide (d. h. nicht normale) Stammlinien beschrieben, deren Modalwerte

statistisch signifikant von denjenigen normaler Stammlinien abweichen.
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3.2.5 DNA-Malignitits-Gradierung nach alter Definition

Fir das Prostatakarzinom wurden anhand der DNA-Histogramme vier Malignitétsgrade

unterschieden. Diese sind in Tabelle 7 definiert (Haroske et al., 1998, Haroske et al., 2001).

Tabelle 7: DNA-Malignitits-Gradierung nach alter Definition (Haroske et al., 1998)

DNA-Malignitiits- .o
Grad Definition
A (peridiploid) Eine Stammlinie bei 2¢ + 10%
. . Eine Stammlinie bei 2¢ £+ 10%,
B (peritetraploid) zweite Stammlinie bei 4¢ + 10%
C (x-ploid) Eine zusétzliche Stammlinie auBerhalb
P von 1,8-2,2¢ und/oder 3,6-4,4c + 10%
e v Mehrere Stammlinien auflerhalb
D (multiploid) von 1,8-2.2¢ und/oder 3.6-4.4c + 10%

Da es sich bei den DNA-Malignitidtsgraden um ein Kontinuum handelt, hatte sich in der
diagnostischen Routine eine weitere Aufspreizung der vier DNA-Ploidie-Grade mit der
Einflihrung dreier Zwischenstufen in das etablierte Grading angeboten, ohne dass diese genau
definiert und publiziert worden waren. Grundlage war die Absicht, ein Undergrading eines
peridiploiden Karzinoms mit erhdhter Proliferationsfraktion als reine Typ A zu vermeiden, und
damit eine prognostisch nicht gerechtfertigte Zuordnung eines behandlungswiirdigen Patienten

zur Active Surveillance Gruppe zu verhindern.

3.2.6 DNA-Malignitits-Gradierung nach neuer Definition

Aufgrund der Tatsache, dass von mehreren Autoren belegt werden konnte, dass es einen
signifikanten prognostischen Unterschied zwischen Patienten mit peridiploider DNA-Verteilung
ihres Prostatakarzinoms und Proliferationsfraktionen > bzw. < 5% gibt (Ahlgren et al., 1997,
Tribukait, 1993a), schlug die Arbeitsgruppe um Prof. Bocking vor, zwischen den prognostischen
DNA-Gruppen A und B eine Zwischenstufe AB einzufiihren (Engelhardt, 2014). Eine weitere

Zwischengruppe BC wurde eingefiihrt, weil sich der kontinuierliche Ubergang von einer
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peritetraploiden DNA-Verteilung zu einer x-ploiden empirisch offensichtlich iiber das
Zwischenstadium einer Verbreiterung der Stammlinie bei 4c vollzieht. Erstmals wurden auch die
Ubergangsformen AB und BC prizise definiert. Der Grad B wird nicht erst bei Vorliegen einer
voll ausgebliebenen zweiten DNA-Stammlinie bei 4c angenommen, sondern bereits, wenn ein
oder mehrere Zellkerne > 4,4c vorliegen. Dies geschieht deswegen, weil bei gestiegener
Messprizision (CV der Referenzzellen < 2%) der methodisch verbesserten DNA-Bildzytometrie
ein Zellkern mit DNA-Gehalt > 4,4c nur durch die Annahme der Ausbildung einer zweiten
Stammlinie um 4c erkldrt werden kann und nicht durch die Proliferation von Zellen einer
Stammlinie bei 2c. Die prognostische Relevanz dieser neuen sechsstufigen DNA-Malignitits-

Gradierung muss allerdings noch durch Studien belegt werden.

Tabelle 8: DNA-Malignitits-Gradierung nach neuer Definition

DNA-Malignitits-

Grad Definition
 re v . Eine Stammlinie bei 2¢ + 10%
A (peridiploid) Proliferationsrate < 5%
A-B Fine Stammlinie bei 2¢ + 10% Proliferationsrate > 5%

Stammlinie bei 2¢ + 10%

B (peritetraploid) Ein Zellkern oder mehrere > 4,4¢

Eine zweite Stammlinie bei 4¢ + 10%

B-C Variationskoeffizient der Stammlinie bei 4¢ >10%
C (x-ploid) Eine Stammlinie aullerhalb von
X-plot 2¢ + 10% oder 4¢ £ 10%
D (multiploid) Mehrere Stammlinien au3erhalb von 2¢ + 10% oder 4¢ + 10%

Eine DNA-Stammlinie nehmen wir an, wenn sich ein Haufigkeits-Gipfel (peak) der DNA-
Verteilung, der aus mindestens 30 Zellkernen bestehen muss, darstellt und sich

mindestens ein Messwert oberhalb desselben findet.
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Zur Proliferationsfraktion einer Stammlinie gehoren alle Zellkerne, die c-Werte zwischen
dem rechten FuBpunkt des Stammlinien-Peaks und demjenigen von dessen Verdopplung

aufweisen.

17



IQBH:\-HilSthl‘an"l

T T T =]
A 3 -kbnormals(A) g
i— -Fibroblasten(k) —i

0 E 1 I 1 1 I 1

DN%—Histogram
L T T

T T T T
B E -Firboblaslen(R)
i— -Analysezellen(n

5 &6 7 8C

DJ\!{&—H:sto ram

T T T T T

C g Bl abnormals(a) g
E- [ | Fibroblasts(R) -i
0 ATy

0o 1 2 3 4 5 6 7 8C

DI'fA-Histogram
T | T

S A R |
= abnormals(A) E
%] Fibroblasten(R) 3

4 5 & 7 8C

T T T
] Fibroblasten(R)ﬁ
= abnormals(A) —

4 5 6 7 8C

abnormals(A)
Fibroblasts(R)

PETIFTERTT

PRRTE RTRRT

T T T
4 5 & 7 8C

AB

BC

Abbildung 1: Histogramme der DNA-Malignitiats-Gradierung nach neuer Definition
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3.3 Vorgehensweise

3.3.1 Alte DNA-Malignitits-Gradierung

Im ersten Schritt wurden alle 459 DNA-Histogramme mit der alten Gradierung ausgewertet und
diente damit als Standard fiir den Vergleich mit den Gradierungsergebnissen, wie sie nach der

neuen Definition erzielt worden waren.

3.3.2 Neue DNA-Malignitits-Gradierung

Danach wurden die 459 DNA-Histogramme von Prof. Bocking nach der ,neuen“ DNA-
Gradierung befundet. Diese diente als Grundlage des Vergleichs mit allen anderen untersuchten

klinischen Variablen.

3.3.3 Vergleich zwischen alter und neuer DNA-Gradierung

In diesem Schritt wurden die Ergebnisse der alten mit der neuen Gradierung verglichen.

3.3.4 Interindividuelle Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit der DNA-Malignitits-Gradierung nach der neuen Definition wurde
iberpriift, indem sowohl Prof. Biesterfeld als auch der Autor dieser Arbeit alle Histogramme der

393 auswertbaren Patienten unabhingig voneinander gradiert haben.
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3.3.5 Vergleich der DNA-zytometrischen mit der histologischen Gradierung

Hierzu wurden die Krankenakten der jeweiligen Patienten fiir die verwertbaren DNA-

Histogramme auf folgende Informationen hin untersucht:

* Liénge der Stanzen pro Patient in mm
* Gesamtbefall der Stanzen durch Karzinom-Herde pro Patient in mm
* Anteil des malignen Gewebes pro Stanze in %

* Gleason-Score pro Stanze

Alle untersuchten Parameter wurden zum einen deskriptiv statistisch dokumentiert, zum anderen
wurde eine analytische Statistik mit Berechnung von Korrelationskoeffizienten nach Pearson
(Hartung, 1999, Zofel, 2003), der Korrelationen zwischen (Myers, 2001) einzelnen

Parametern und eine lineare Regressionsanalyse durchgefiihrt.

Korrelationen von folgenden Parametern wurden analysiert:

DNA-Malignitits-Gradierung neu vs. DNA-Malignitéts-Gradierung alt

* Interindividuelle Reproduzierbarkeit der neuen DNA-Malignitits-Gradierung
* (Gleason-Score vs. DNA-Malignitéts-Gradierung neu

* (Gleason-Score vs. DNA-Malignitéts-Gradierung alt

* Gleason-Score vs. TNM-Klassifikation

* DNA-Malignitéts-Gradierung neu vs. TNM-Klassifikation

* Gleason-Score vs. Alter des Patienten

* DNA-Malignitits-Gradierung neu vs. Alter des Patienten

* (Gleason-Score-Mittelwerte vs. Gesamtbefall der Stanzen

* DNA-Malignitéts-Gradierung neu Mittelwerte vs. Gesamtbefall der Stanzen
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3.3.6 Korrelation der DNA-Malignitits-Gradierung mit etablierten prognostischen
Markern zur Therapieplanung bzw. Indikationsstellung Active Surveillance

Als Eingangskriterien zur therapeutischen Strategie der Active Surveillance sind verschiedene

Algorithmen nach Epstein (1998), Helpap (2006) und Roemeling (2006) in Gebrauch, die auch in

den S3-Leitlinien zur Behandlung des Prostatakarzinoms beschrieben sind (Deutsche Gesellschaft

fiir Urologie, 2011). Allen diesen ist gemein, dass neben dem histologischen Grading der PSA-

Wert und die Tumorausdehnung iiber das TNM-System zur Therapieplanung in

unterschiedlichem Malle eingebunden werden (Tabelle 9).

Da bei unserem Patientengut nicht in GS 7a und 7b unterschieden wurde, wurde das

Einschlusskriterium fiir Helpap und Egevad mit GS 7 durchgefiihrt.

Die einzelnen Definitionen sehen wie folgt aus:

Tabelle 9: Verschiedene Definitionen der Eingangskriterien fiir die Active Surveillance-
Strategie

Bezeichnung Definition

In Stanzbiopsien:

Epstein <2 positiv
1998 <G50
< 50% Befall pro Stanze
PSA4-density < 0,15
GS 6 oder 7a
Helpap und Egevad in einer Stanze
2009 < Imm Befall pro Stanze
PSA <10 ng/ml
GS<3+3
Roemeling in 1 oder 2 Stanzen
2006 PSA-Dichte <0,2

PSA-Level <15 ng/ml
Stadium Tlc or T2a

PSA-Wert < 10 ng/ml
GS<6
Tlc oder T2a
Tumor in < 2 Stanzen
< 50 % Tumor pro einer Stanze

S3-Leitlinien
2011
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3.3.7 Heterogenitiit der DNA-Malignitits-Gradierung innerhalb eines Tumors

In Abhéngigkeit von der Lokalisation der Materialentnahme kann es zu sehr unterschiedlichen
Ergebnissen der histologischen oder auch DNA-zytometrischen Verteilungsmustern kommen. Im
Rahmen dieser Untersuchung wurde bestimmt, wie oft und welche andere DNA-
Verteilungsmuster bei Patienten mit einem peridiploiden Histogramm (Typ A) noch vorliegen

konnen.
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4 Ergebnisse

Grundlage dieser Untersuchung waren die Daten von insgesamt 411 Patienten, deren
Stanzbiopsiepriparate zur feingeweblichen Untersuchung im Cytopathologischen Institut der
Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf zum Zeitpunkt der Bearbeitung vorgelegen haben. Bei 18
dieser Patienten war wegen Mangels an restlichem Gewebsmaterial keine DNA-zytometrische
Untersuchung durchfiihrbar. Diese wurden deshalb von dieser Nachuntersuchung ausgeschlossen,
sodass Gewebsproben von 393 Patienten eingeschlossen wurden. In dieser Arbeit wurden alle
Korrelationen, die mit der DNA-Bildzytometrie durchgefiihrt wurden, mit dem Ergebnis der von

Prof. Bocking durchgefiihrten sechsstufigen Gradierung nach neuer Definition analysiert (4.2.2).

4.1 Gleason-Score

Lediglich bei 230/393 (=58,5%) der Patienten, deren Pridparate DNA-zytometrisch untersucht
worden waren, fand sich in den Unterlagen eine Dokumentation zum Gleason-Score. Diese
Einteilung wurde grundsdtzlich aus den histologischen Befunden primér untersuchender
Pathologen iibernommen. Eine Uberpriifung der histologischen Gradierungen der Fremdinstitute
wurde im Cytopathologischen Institut der HHU grundsétzlich nicht durchgefiihrt. Auch im
Rahmen dieser Arbeit wurde der Gleason-Score nicht reevaluiert, sondern alle Befunde wurden
wie vom untersuchenden Pathologen erhoben in die Bewertung einbezogen. Des Weiteren ist
auch nicht bekannt, ob der Gleason-Score nach alter (Gleason, 1966) oder neuer (Epstein et al.,

2005) Definition von den jeweiligen Pathologen ermittelt wurde.

Die Gleason-Scores der 230 verwertbaren histopathologischen Befunde sind in Tabelle 10 und in
Abbildung 2 und Abbildung 3 dargestellt. Die Schraffierung in Tabelle 10 und dunklere Farbung
in Abbildung 2 und Abbildung 3 stellen die Gleason-Grade < 6 dar, die nach der aktuell giiltigen

Definition in Stanzbiopsien nicht vergeben werden sollen.

23



Tabelle 10: Héaufigkeit der hochsten Gleason-Scores in Stanzbiopsien und deren
Kumulation

Gleason-Score Anzahl % Kumuliert Kumuliert %

2 0 0,0% 0 0,0%
3 2 0,9% 2 0,9%
4 7 3,0% 9 3,9%
5 18 7,8% 27 11,7%
6 92 40,0% 119 51,7%
7 76 33,0% 195 84,8%
8 11 4,8% 206 89,6%
9 19 8,3% 225 97,8%
10 5 2,2% 230 100,0%

Total 230 100,0% 230 100,0%

40% aller Prostatakarzinome (92/230) waren dem maximalen Gleason-Score 6 zuzuordnen. Der
Gleason-Score 7 war als zweithdufigster mit 33% (76/230) vertreten. Somit waren 73% aller

erhobenen Befunde der Mitte der Ordinalskalierung zuzuordnen (Gleason 6 und 7).
Ein Gleason-Score 2 wurde in diesem Patientengut nicht beobachtet.

Relativ gleichmiBig sind die restlichen Befunde unterhalb (Score < 5; 27/230; 11,7%) und
oberhalb des Peaks bei 6 (Score > 8; 35/230; 15,2%) verteilt. Ein kleiner Haufigkeitsgipfel wurde
noch beim Score 9 mit 19/230 (8,3%) Patienten beobachtet.

Fiir die Therapieplanung der Active Surveillance kommen nur Patienten mit einem Gleason-Score
< 6 in Frage. Dieses Kriterium wurde von 119/230 (51,7%) der Patienten erfiillt. Wenn man
jedoch auch Befunde mit einem Gleason-Score 7 miteinbezieht, wiirden 195/230 Patienten
(84,8%) aufgrund der histopathologischen Untersuchung fiir eine Active Surveillance
qualifizieren. Jedoch muss einschriankend hinzugefiigt werden, dass in diesen Krankenunterlagen
keine Unterscheidung in Gleason-Score 7a und 7b vorlag, wie Helpap es fiir den Einschluss in die

Active Surveillance fordert (Helpap and Egevad, 2009).
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Abbildung 2: Relative Haufigkeitsverteilung des Gleason-Scores bei 230 Patienten
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Abbildung 3: Absolute Haufigkeitsverteilung des Gleason-Scores bei 230 Patienten
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4.2 DNA-Malignitiats-Gradierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die prognostischen Interpretationen der bereits vorliegenden
DNA-Histogramme verwendet, um systematisch die in der Einleitung aufgeworfenen Fragen

bearbeiten und beantworten zu konnen.

4.2.1 Alte DNA-Malignitits-Gradierung

In Tabelle 11 ist die Verteilung der DNA-Histogramme der untersuchten Patienten auf die
verschiedenen DNA-Malignitits-Grade nach alter Definition (Haroske et al., 1998, Haroske et al.,
2001) dargestellt.

In Abbildung 4 ist die Anzahl der verwertbaren DNA-Histogramme pro Patient zusammengefasst.
Dabei entsprechen die 459 Histogramme dem Grad A-B (353/459) (76,9%). Die groB3te Hiufung
mit 174/459 (37,9%) wurde fiir Grad A gezéhlt, der Grad B ist mit 102/459 (22,2%) die
zweithdufigste Verteilung. Die restlichen 106 (23,1%) DNA-Histogramme verteilen sich fast
gleichermaflen auf die Grade x-ploid (42/459) (9,2%) und multiploid (43/459) (9,4%). Lediglich
4/459 (0,9%) wurden in die Gruppe CD eingestutft.
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Tabelle 11: Haufigkeit der DNA-Malignitits-Grade nach alter Definition

DNA-Bildzytometrie

DNA-Malignitéts-Grad absolut in Prozent
A 174 37,9%
AB 77 16,8%
B 102 22,2%
BC 17 3,7%
C 42 9,2%
CD 4 0,9%
D 43 9,4%
Total 459 100%
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Abbildung 4: Haufigkeit der DNA-Malignitits-Grade nach alter Definition
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4.2.2 Neue DNA-Malignitits-Gradierung

Tabelle 12 zeigt die Hiufigkeitsverteilung der 459 bewerteten DNA-Histogramme nach der
neuen Definition. Diese von 393 Patienten teilen sich in sechs Malignititsgrade folgendermallen

auf:

Der grofite Teil der DNA-Histogramme 311/459 (67,8%) findet sich auch hier in den Graden A-B
wieder (Abbildung 5). Mit 189/459 (41,2%) liegt die grofite Haufung bei der peritetraploiden
Verteilung. Die zweite Haufung ist bei der peridiploiden Verteilung mit 79/459 (17,2%) DNA-
Histogrammen zu beobachten. 148/459 (32,2%) Karzinome wurden zwischen BC-D gradiert.
Hier ist die Verteilung gleichméBig zwischen 46/459 (10,0%) bei Grad D, iiber 49/459 (10,7%)
bei Grad BC und 53/459 (11,5%) bei Grad C verteilt.

Tabelle 12: Haufigkeiten der DNA-Malignitits-Grade nach neuer Definition

DNA-Malignitits-Gradierung absolut relativ
A 79 17,2%

AB 43 9,4%

B 189 41,2%

BC 49 10,7%

C 53 11,5%

CD 0 0,0%

D 46 10,0%

Total 459 100%
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Abbildung 5: DNA-Malignitits-Gradierung nach neuer Definition
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4.2.3 Vergleich zwischen alter und neuer DNA-Gradierung
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Abbildung 6: Vergleich der DNA-Histogramme nach der '"alten" und 'neuen"
Definition

Der Vergleich in Abbildung 6 zeigt, dass es bei dem Wechsel von alter zu neuer DNA-Gradierung
zu einer Verschiebung von Grad A (peridiploid) in Richtung Grad B (peritetraploid) kommt.
Diese “Rechtsverschiebung™ in Richtung hoéherer Malignitdt setzt sich kontinuierlich bis zur
Gradierung C (x-ploid) fort. In keinem der bewerteten DNA-Histogramme aus den Gradierungen
A bis C ist eine Anderung zu einem niedrigeren Wert beobachtet worden. Da die Gradierung CD
(Ubergang zwischen x-ploid und multiploid) in der neuen Definition nicht vorkommt, wurden die
hier in “alt” eingeordneten DNA-Histogramme dreimal in D (multiploid), aber nur einmal in C

eingeordnet.

In Tabelle 13 und Abbildung 7 ist der Wechsel in der Einordnung der DNA-Histogramme

systematisch zusammengefasst:
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Tabelle 13: Verschiebung der DNA-Malignitits-Gradierung durch den Wechsel von
Definition ,,alt* zu Definition ,,neu*

Ned A AB B BC C D
Alt N=79 | 3=43 | Z=189 | =49 | =53 | 2 =46

A S =174 79 38 57 0 0 0

AB 3 =177 0 5 69 0 3 0

B S =102 0 0 63 35 3 1

BC =17 0 0 0 12 4 1

C 3 =42 0 0 0 2 38 2

CD S=4 0 0 0 0 1 3

D 3 =43 0 0 0 0 4 39

Haufigkeit der einzelnen
Patientenverschiebungen in %

DNA-
Malignititsgrad
DNA-Malignititsgrad nach "alter" Definition nach "neuer"
Definition

Abbildung 7: Verschiebung der DNA-Malignitits-Gradierung durch den Wechsel von
Definition "alt" zu Definition '""neu"
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Von den urspriinglich 174 als peridiploid beurteilten DNA-Histogrammen (Grad A) sind 79
peridiploid geblieben, 38 sind in die Zwischenstufe (Grad AB) zwischen peridiploid und
peritetraploid eingeordnet worden und 57 wurden zu peritetraploid (Grad B) hochgestuft. Nach
alter Definition gab es 77 Biopsien, die als AB eingestuft wurden, nach neuer Definition wurden
69 Patienten in peritetraploid (Grad B) eingestuft, drei Patienten wurden zu x-ploid (Grad C)
hochgestuft. Eine grole Verschiebung hat es auch bei den peritetraploiden DNA-Histogrammen
(Grad B) gegeben. Nach alter Definition waren es noch 102 Fille, nach neuer Definition sind
davon nur 63 Fille gleich befunden worden, wéhrend 35 DNA-Histogramme einen
Malignititsgrad weiter nach ,;rechts in die Zwischenstufe BC wanderten. Drei Félle wurden
x-ploid (Grad C) und ein Fall wurde als multiploid (Grad D) beurteilt. In der Zwischenstufe BC
gab es keinen Fall, der tiefer eingestuft wurde. Hier wurden vier von den insgesamt 17 Biopsien
als x-ploid (Grad C) eingestuft und eine als multiploid (Grad D) bewertet. Von den Biopsien, die
als x-ploid (Grad C) eingestuft wurden, haben sich jeweils nur zwei zu einer hoheren und eine zu
einer tieferen Malignitdtsgradierung veridndert. 38 von 42 Fille (90,5%) sind x-ploid (Grad C)
geblieben. Die Zwischenstufe CD wurde in der neuen Definition aufgeldst. Bei den vier Biopsien,
die sich in dieser Stufe wiederfanden, sind drei von vier als multiploid (Grad D) beurteilt worden,
einer wurde abgestuft zu x-ploid (Grad C). Von den insgesamt 43 multiploiden (Grad D) Biopsien
sind 39 multiploid geblieben. Lediglich vier Patienten wurden zu einer x-ploiden

Malignititsgradierung (Grad C) abgestuft.

4.2.4 Interindividuelle Reproduzierbarkeit

Um eine Aussage lber die Reproduzierbarkeit der DNA-Malignitits-Gradierung nach neuer
Definition machen zu konnen, wurden die 393 Patienten mit ihren 459 Histogrammen von Prof.
Biesterfeld und dem Autor dieser Arbeit unabhdngig voneinander und in Unkenntnis der

Vorgradierung nachuntersucht.

Im folgenden Abschnitt wurden nun die Gradierungsergebnisse von Prof. Bocking mit den
Ergebnissen von Prof. Biesterfeld und die Ergebnisse von Prof. Bocking mit den Ergebnissen des
Autors verglichen, um eine Aussage iiber die interindividuelle Reproduzierbarkeit der DNA-

Malignitéts-Gradierung nach neuer Definition machen zu kénnen.

Abbildung 8 und Tabelle 14 zeigen, dass die Gradierungsergebnisse von Prof. Bocking und Prof.

Biesterfeld eine interindividuelle Reproduzierbarkeit der DNA-Malignitits-Gradierung von
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86,1% hatten. In der unabhingigen Bewertung der Fille nach ,,neuer” Definition gab es nur zwei
Fille, die mehr als zwei Malignititsgrade auseinanderlagen, in jeweils einem Fall wurde eine
Abweichung von 3 bzw. 4 Malignititsgraden beschrieben. Die meisten dieser beschriebenen
Abweichungen (19/459) (4,1%) sind bei Prof. Biesterfeld um zwei Malignitdtsgrade strenger als
die Bewertung von Prof. Bocking. 18/459 (3,9%) Histogramme wurden von Prof. Biesterfeld um

einen Malignititsgrad hoher eingestuft als von Prof. Bocking.

100%
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10% n=10 n=15 n=1 n=1
0% — | ||

n=395

-2 -1 0 1 2 3 4
abgewichene Gradierung

Abbildung 8: Abweichungen der DNA-Malignitits-Gradierung zwischen Prof. Bocking
und Prof. Biesterfeld
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Tabelle 14: Abweichungen der DNA-Malignitits-Gradierung zwischen Prof. Bocking
und Prof. Biesterfeld

Abweichung von der DNA- Anzahl der Histogramme Anteil der Histogramme
Malignitéts-Gradierung
-2 10 2,2%
-1 15 3,3%
0 395 86,1%
1 18 3,9%
2 19 4,1%
3 1 0,2%
4 1 0,2%
Total 459 100%

Abbildung 9 und Tabelle 15 =zeigen zwischen Prof. Bocking und dem Autor eine
interindividuelle Reproduzierbarkeit der DNA-Malignitits-Gradierung von 90,2%. In diesem
Vergleich der Einstufung nach ,neuer Definition gab es kein Histogramm, in dem die

Beurteilung um mehr als zwei Malignititsgrade voneinander differierte.
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Abbildung 9: Abweichungen der DNA-Malignitits-Gradierung zwischen Prof.
Bocking und dem Autor

Tabelle 15: Abweichungen der DNA-Malignitits-Gradierung zwischen Prof. Bocking
und dem Autor

Abweichung von der DNA- Anzahl der Histogramme Anteil der Histogramme
Malignitéits-Gradierung
-2 3 0,7%
-1 13 2,8%
0 414 90,2%
1 12 2,6%
2 17 3,7%
Total 459 100,0%
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4.2.5 Vergleich der DNA-zytometrischen mit der histologischen Gradierung

4.2.5.1 DNA-Gradierung vs. Gleason-Score

Haufigkeit (n)

DNA-
Malignitdtsgrad

Gleason-Score

Abbildung 10: Korrelation zwischen dem DNA-Malignitiats-Grad und dem Gleason-
Score

Abbildung 10 und Tabelle 16 zeigen den Vergleich der Bewertungen der Malignitit des
Prostatakarzinoms durch den Gleason-Score und die DNA-zytometrischen Gradierungen nach der

neuen Methode.

Alle Patienten, die aufgrund der histologischen Untersuchung den Gleason-Scores 6, 7 und 9
zugeordnet waren, wurden in der DNA-zytometrischen Untersuchung in die Grade A bis D
(peridiploid bis multiploid) eingeordnet. Die 11 histologischen Priparate, die dem Gleason-Score
8 zugeordnet waren, wurden in der zytometrischen Bewertung fiinfmal in Grad B (peritetraploid),

zweimal in Grad C (x-ploid) und viermal in Grad D (multiploid) eingeordnet. Die fiinf Priparate,
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die dem Gleason-Score 10 zugeordnet wurden, fanden sich nach der DNA-zytometrischen

Untersuchung im Grad B (peritetraploid) oder héher wieder.

Jedoch fanden sich in den histologischen Pridparaten mit geringer Entdifferenzierung des
Karzinoms (Gleason-Score < 5) sehr unterschiedliche Malignitdtsgradierungen auf Basis der
DNA-zytometrischen Untersuchung. Von den 27 Histogrammen, die einem Gleason-Score 5 oder
kleiner zugeordnet waren, wurden nur acht Priparate der Gradierung A (peridiploid)
zugeordnet. Vier Préparate wurden der Gradierung AB, neun der Gradierung B und drei der
Gradierung BC zugeordnet. Dariiber hinaus wurde ein Préparat der Gradierung C und zwei der

Gradierung D zugeordnet.

Tabelle 16: Korrelation zwischen dem DNA-Malignitiits-Grad und dem Gleason-Score
bei 230 Patienten

Gleason-Score DNA-Malignitits-Grad 5
A AB B BC C D

3 0 1 0 0 1 0 2
4 1 0 4 2 0 0 7
5 7 3 5 1 0 2 18
6 25 13 45 3 4 2 92
7 9 6 30 6 13 12 76
8 0 0 5 0 2 4 11
9 1 1 3 3 3 8 19
10 0 0 2 0 1 2 5
3 43 24 94 15 24 30 230
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Abbildung 11: Korrelation zwischen der DNA-Malignitits-Gradierung nach neuer
Definition und dem Gleason-Score

In der Abbildung 11 wurden die Ergebnisse des Gleason-Scores iiber die DNA-Malignitits-
Gradierung bei normierten Skalen der Malignititsgrade gelegt. Beim Gleason-Score
wurde mit dem Wert zwei auf der Abzisse begonnen, sodass die Anfangspunkte (Gleason-
Score 2 und DNA-Malignitéts-Gradierung A) und die Endpunkte (Gleason-Score 10 und
DNA-Malignitits-Gradierung D) {ibereinanderlagen. In dieser Abbildung 11 sieht man, dass
die Ergebnisse der DNA-Bildzytometrie im Vergleich zu den Ergebnissen des Gleason-
Scores fiir den Patienten eine ,,Linksverschiebung® hin zu niedrigerer Malignitdtsgradierung

bedeuten.

In der hier gewihlten Projektion, der DNA-zytometrischen Gradierung iiber den Gleason-
Score, findet sich in beiden Einteilungen eine Haufung im mittleren Bereich. Jedoch zeigt sie
nicht, ob diese Parallelitit der Peaks zufillig entstanden ist oder tatséchlich eine Korrelation

vorliegt.

Es wurde ein Korrelationskoeffizient zwischen der DNA-Malignitdts-Gradierung und dem
Gleason-Score von r = 0,304 errechnet. Damit korrelieren die Ergebnisse des Gleason-Scores

und der DNA-Malignitits-Gradierung nur schwach miteinander.
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4.2.5.2 TNM-Klassifikation vs. Gleason-Scores und DNA-Gradierung

In diesem Arbeitsschritt wurden unabhingig voneinander die Ergebnisse des Tumorstagings, des
Lymphknotenbefalls und des Vorhandenseins von Knochenmetastasen mit den Ergebnissen der

korrespondierenden histologischen und DNA-zytometrischen Untersuchungen verglichen.

4.2.5.2.1 T-Kategorie

40% n=32
35% n=27
30%
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20%
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10%
5%
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T1 T2 T3

Tumor-Stadium

Abbildung 12: Hiufigkeit der Tumor-Stadien

Fiir 393 Studienteilnehmer lagen in 84 (21,4%) Féllen Informationen iiber das Stadium des
Primértumors vor. Die Haufigkeit des Vorkommens der Stadien T 1-3 stellt Abbildung 12 dar.
Patienten, die klinisch keinen erkennbaren Tumor aufwiesen, der weder tastbar noch in
bildgebenden Verfahren sichtbar war (T1), wurden mit 32 (38,1%) gezdhlt. Die Anzahl der
Patienten, die in einer der T2-Untergruppen klassifiziert worden waren, betrug 27 (32,1%). Es

fanden sich 25 Patienten (29,8%) im Stadium T3 (Tabelle 17).

Abbildung 13 beschreibt die FEinteilung der Primértumore in die korrespondierenden

Unterstadien.

Bei 23 (27,4%) der 84 Patienten mit einem T1-Tumor wurde die Diagnose iiber eine Nadelbiopsie
gesichert (z. B. wegen erhohtem PSA). In der Gruppe der Patienten mit T2 ist Stadium T2¢ mit 11
(13,1%) am hidufigsten vertreten. In sieben (8,3%) Fillen befiel der Tumor die Hélfte eines
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Lappens oder weniger (T2a). Weitere vier (4,8%) Patienten wurden T2b zugeordnet. In der
Gruppe von Patienten mit einem T3-Tumor lag der hochste Wert bei T3a (extrakapsulire
Ausbreitung, einseitig oder beidseitig), 13 (15,5%) Patienten waren hiervon betroffen. Eine

Infiltration der Samenblasen wurde bei neun (10,7%) Patienten festgestellt.

30% n=23
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Tla TIb Tlc T2a T2b T2c¢ T2 T3 T3a T3b T3c

T-Kategorie der TMN-Klassifikation

Abbildung 13: Verteilung der Primirtumore in verschiedene Stadien
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Tabelle 17: Stadien der Prostatakarzinome

T1-T3 Gesamt

Anzahl der Patienten pro T-Stadium in % n (%)
Tla 5 6,0% 32 (38,2%)
T1b 4 4,8%

Tlc 23 27,4%
T2a 7 8,3% 27 (32,2%)
T2b 5 6,0%
T2c 11 13,1%
T2 4 4,8%
T3 2 2,4% 25 (29,8%)
T3a 13 15,5%
T3b 9 10,7%
T3c 1 1,2%
Total 84 100% 84 (100%)
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4.2.5.2.2 Tumorstaging vs. Gleason-Score und DNA-Gradierung

Tabelle 18: Korrelation von Tumorstaging und Gleason-Score

Gleason-Score | T1 | T2 | T3 2 T1 | T2 | T3 b
2 0 0 0 0
3 1 0 0 1 Gruppe 1 2 2 1 5
4 1 2 1 4
5 2 1 0 3
6 13 8 2 23 Gruppe 2 24 19 12 55
7 9 10 10 29
8 0 1 2 3
9 0 0 5 5 Gruppe 3 2 1 7 10
10 2 0 0 2
Total 28 22 20 70 Total 28 22 20 70

Bei 70 (83,3%) der 84 Patienten, bei denen ein Tumorstaging vorlag, fanden sich gleichzeitig

korrespondierende Ergebnisse der histologischen Untersuchung mit den Gleason-Scores.

Fiir den Vergleich der beiden Parameter wurden die Patienten mit Gleason-Scores 2-4, 5-7
und 8-10 in drei Gruppen aufgeteilt. Wéahrend sich in der Gruppe 1 (Gleason-Scores 2-4) fiinf
(7,1%) Patienten fanden, wurden 55 (78,6%) der Gruppe 2 und zehn (14,3%) Patienten der
Gruppe 3 zugeordnet und mit dem Tumorstaging verglichen. Dieser Vergleich ist in

Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Hiufigkeitsverteilung der Gleason-Scores in Abhéingigkeit vom Tumor-
stadium.

Wihrend sich die fiinf Patienten der Gleason-Score Gruppe 1 gleichméBig iiber die 3
Tumorstadien verteilen, ist bei den 55 Patienten der Gruppe 2 ein stark absteigender Trend von T1
zu T3 zu beobachten. In der Gleason-Score Gruppe 3 mit den am stirksten entdifferenzierten

Karzinomen fand sich ein starker Anstieg mit steigendem Tumorstadium (im TMN-System).

Von den 28 Patienten, die dem TI1-Stadium zugeordnet waren, war bei 24/28 (85,8%) ein
Gleason-Score 5-7 dokumentiert. Lediglich 2/28 Patienten (7,1%) waren in Gleason-Score 2-4
bzw. Gleason-Score 8-10 eingeteilt worden. Auch bei den 22 Patienten mit T2 war die Mehrzahl
der Patienten (19/22; 86,4%) dem Gleason-Score 5-7 zuzuordnen, lediglich 1/22 Patienten (4,5%)
fiel in die Gruppe mit Gleason-Score 8-10; 2 /22 Patienten (9,1%) waren dem niedrigen Gleason-
Score 2-4 zugeordnet worden. Auch bei Patienten im T3-Stadium war die Mehrzahl der Patienten
(12/20; 60%) der Gruppe 2, nur 7/20 Patienten (35%) der Gruppe 3 und nur 1/20 Patienten (5%)

der Gruppe 1 mit den niedrigen Gleason-Scores zugeordnet worden.

Basierend auf der Publikation von Tribukait (Tribukait, 1991) wurden die Ergebnisse der DNA-
zytometrischen Untersuchung in die drei Gruppen DNA-diploid, DNA-tetraploid und DNA-non-
tetraploid/aneuploid und die Ergebnisse des Tumorstagings in die drei Gruppen T1 bis T3
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aufgeteilt und gegeniibergestellt. Bei 83 (98,8%) der 84 Patienten, bei denen ein Tumorstaging
vorlag, fanden sich gleichzeitig korrespondierende Ergebnisse aus der DNA-zytometrischen

Untersuchung mit der DNA-Malignititsgradierung.

Wihrend sich in der Gruppe 1 (peridiploid und die Zwischenstufe AB: Gruppe: diploid) 19
(22,9%) Patienten fanden, wurden 46 (55,4%) der Gruppe 2 (peritetraploid und die Zwischenstufe
BC: Gruppe: tetraploid) und 18 (21,7%) Patienten der Gruppe 3 (x-ploid und multiploid (Gruppe:
non-tetraploid/aneuploid) zugeordnet und mit dem Tumorstaging verglichen. Dieser Vergleich ist

in Abbildung 15 dargestellt.

Die 19 Patienten der DNA-Gruppe 1 verteilten sich iiber die drei Tumorstadien von 13/19
Patienten in Stadium T1 bis zu 2/19 Patienten im Stadium T3 absteigend. In der DNA Gruppe 2
wurde bei den 46 Patienten die grofite Haufung im Stadium T2 mit insgesamt 21/46 Patienten
gezéhlt, wihrend T1 (11/46) und T3 (14/46) sich fast gleichermalBBen aufteilen. DNA-Gruppe 3
zdhlt jeweils 8/18 Patienten in Stadium T1 und T3 (Tabelle 19) und lediglich 2/18 Patienten im
Stadium T2. Abbildung 15 stellt die Anteile der dret DNA-Gruppen in den Tumor-Stadium T1-T3
dar.

Unter den 83 Patienten, fiir die die korrespondierenden Werte der DNA-Malignitétsgradierung
und des Tumorstaging dokumentiert sind, zeigt sich bei den 32 Patienten im T1-Stadium mit
13/32  (40,6%) ein diploides, bei 11/32 (34,3%) und 8/32 (25%) ein aneuploides
Verteilungsmuster in der DNA-Malignititsgradierung. Bei den 27 Patienten mit dokumentiertem
T2-Stadium zeigen 21/27 (77,7%) ein tetraploides DNA-Verteilungsmuster, nur 4/27 (14,8%)
hingegen ein diploides bzw. 2/27 (7,4%) ein aneuploides Verteilungsmuster. Auch bei den T3-
Tumoren dominiert das tetraploide Verteilungsmuster (14/24; 58,3%), gefolgt vom aneuploiden

(8/24;33,3%). Nur 2/24 Patienten (8,3%) wiesen ein diploides Muster auf.
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Abbildung 15: Anderung der DNA-Malignitits-Gradierung mit dem vorliegenden
TNM-Stadium

Tabelle 19: DNA-Malignitits-Gradierung vs. Stadium

DNA-Malignitits- | p |y | 13 | 3 TI | T2 | T3 | 2
Gradierung

A 6 2 2 10
Gruppe 1 13 4 2 19

AB 7 2 0 9

B 10 | 19 7 36
Gruppe 2 11 | 21 14 | 46

BC 1 2 7 10

C 4 0 5 9
Gruppe 3 8 2 8 18

D 4 2 3 9
Total 32 | 27 | 24 | 83 Total 32 | 27 | 24 | 83
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4.2.5.2.3 Lymphknotenbefall vs. Gleason-Score und DNA-Malignitits-Gradierung

Bei nur 26 (6,6%) der 393 Patienten fanden sich in den vorhandenen Krankenunterlagen Angaben
zu einem Lymphknotenbefall. Von diesen Patienten waren bei 20/26 (76,9%) die untersuchten
Lymphknoten tumornegativ, wihrend bei 6/26 (23,1%) ein Tumorbefall der untersuchten

Lymphknoten bestétigt wurde.

4.2.5.2.3.1 Lymphknotenbefall vs. Gleason-Score

In der Abbildung 16 sind die Patienten mit bekannter histologischer Untersuchung von
Lymphknoten und die korrespondierenden histologischen Untersuchungen des Primédrtumors
(Gleason-Score)  gegeniibergestellt. Bei den 20 Patienten, die einen negativen
Lymphknotenbefund zeigten, wurde eine relative Hiufung der Gleason-Scores 6 und 7
beobachtet, wie sie vergleichbar auch fiir das gesamte Krankengut beschrieben wurde. Bei den
sechs Patienten mit positivem histologischem Befund der Lymphknoten verteilten sich die

Einteilungen des Primartumors gleichméfig zwischen den Gleason-Scores 6 bis 9 (Tabelle 20).

Entscheidend fiir die Einordnung der Befunde zur Therapieplanung ist, dass in einem Fall mit
Gleason-Score < 6 und in zwei Fillen mit Gleason-Score 7 ein positiver Lymphknotenbefund

dokumentiert wurde.
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Abbildung 16: Korrelation des Lymphknotenbefalls mit dem Gleason-Score
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Tabelle 20: Lymphknotenbefall vs. Gleason-Score

Gleason-Score N 0 .NO N ! .Nl

(in n) (in %) (in n) (in %)

3 0 0,0% 0 0,0%

4 3 11,5% 0 0,0%

5 0 0,0% 0 0,0%

6 4 15,4% 1 3,8%

7 9 34,6% 2 7,7%

8 1 3,8% 2 7,7%

9 2 7,7% 1 3,8%

10 1 3,8% 0 0,0%
Total 20 76,9% 6 23,1%
4.2.5.2.3.2 Vergleich des Lymphknotenbefalls mit der DNA-Malignitits-Gradierung

des Primartumors

Abbildung 17 und Tabelle 21 zeigen die Korrelation zwischen dem Lymphknotenbefall der
Patienten und den Ergebnissen der DNA-Malignitits-Gradierung der Primértumore. Es gilt hier
die gleiche Einteilung wie unter 4.2.5.2.3.1 beschrieben. Von den 20 Patienten, die der Gruppe
NO zugeordnet waren, zeigten zehn eine peritetraploide Gradierung (B), sechs hingegen eine
multiploide Gradierung (D), die restlichen vier Patienten verteilten sich auf die Gradierung BC

(3/20) und Gradierung C (1/20).

Die sechs Patienten mit positivem Lymphknotenbefall verteilten sich relativ gleichméBig auf die
Gradierungen BC, C und D (Tabelle 21). Kein Patient mit den Malignitdtsgraden A-B zeigte
einen Lymphknotenbefall.
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Abbildung 17: Korrelation des Lymphknotenbefalls mit der DNA-Malignitits-
Gradierung

Tabelle 21: Lymphknotenbefall vs. DNA-Malignitats-Grade

DNA-Malignitits-Gradierung (31\11?1) (illj((;) ) (iII\ll L) (irlj‘}ﬁ )
A 0 0,0% 0 0,0%

AB 0 0,0% 0 0,0%

B 10 38,5% 0 0,0%

BC 3 11,5% 1 3,8%

C 1 3,8% 3 11,5%

D 6 23,1% 2 7,8%

Total 20 76,9% 6 23,1%
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4.2.5.2.4 Knochenmetastasen vs. feingewebliche Malignititsgradierung

Mit dem gleichen Vorgehen wurden die DNA-Malignitéts-Gradierung und der Gleason-Score den

Ergebnissen von Patienten mit Knochenmetastasen gegeniibergestellt.

4.2.5.2.4.1 Knochenmetastasen vs. Gleason-Score

In den Krankenakten der 393 eingeschlossenen Patienten fanden sich bei 26 Patienten Angaben
zum Vorliegen von Knochenmetastasen nach einer Skelettszintigraphie. Aufgrund dieses

bildgebenden Verfahrens wurden 19 Patienten tumornegativ, sieben Patienten positiv eingestutft.

Tabelle 22 und Abbildung 18 zeigen, dass die 19 (73,1%) Patienten sich ohne nachweisbare
Knochenmetastasen (MO) {iber alle Gleason-Score-Grade verteilten. Lediglich Gruppe 3 und 5
wiesen keine Patienten mit Knochenmetastasen auf. So werden insgesamt elf Patienten den
Gruppen 6 und 7 zugeordnet, davon vier (15,4%) der Gruppe 6 bzw. 7 (26,9%) Patienten zur
Gruppe 7. In die Gleason-Scores 8 und 9 fielen jeweils zwei (7,7%) Patienten. Dem hochsten

Gleason-Score 10 war ein Patient ohne Knochenmetastasen zugeordnet.

Von den sieben Patienten mit Knochenmetastasen wurden vier (15,4%) dem Gleason-Score 7,
zwel (7,7%) dem Gleason-Score 9 und ein Patient (3,8%) dem Gleason-Score 10 zugeordnet. Bei
allen Patienten, die mit einem Gleason-Score 6 oder niedriger bewertet wurden, wurden keine

Knochenmetastasen dokumentiert.
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Abbildung 18: Korrelation von Knochenmetastasen mit dem Gleason-Score
Tabelle 22: Knochenmetastasen vs. Gleason-Score
Gl 3 MO MO Ml Ml
cason-scote (in n) (in %) (in n) (in %)
3 0 0,0% 0 0,0%
4 3 11,5% 0 0,0%
5 0 0,0% 0 0,0%
6 4 15,4% 0 0,0%
7 7 26,9% 4 15,4%
8 2 7,7% 0 0,0%
9 2 7,7% 2 7,7%
10 1 3,8% 1 3,8%
Total 19 73,1% 7 26,9%
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4.2.5.2.4.2 Knochenmetastasen vs. DNA-Malignitits-Grad

Abbildung 19 und Tabelle 23 zeigen die Korrelation der TNM-Tumorstadien mit der DNA-
Malignitits-Gradierung. Wie bereits unter 4.2.5.2.4.1 beschrieben, wurden 19 (73,1%) Patienten
in das Stadium MO und sieben Patienten mit Knochenmetastasen in das Stadium M1 eingeteilt. In
Abbildung 19 ist dargestellt, dass bei acht (30,8%) Patienten ohne Knochenmetastasen ein
peritetraploides DNA-Grading beobachtet wurde und diese damit die grofite Gruppe bildeten. Der
zweite Gipfel findet sich jedoch in der hochsten Gradierung mit sieben (26,9%) der Patienten in

der multiploiden DNA-Gradierung.

Es gab sieben (26,9%) Patienten, fiir die mindestens eine Knochenmetastase beschrieben wurde.
Diese wurden gleichmifig zwischen der peritetraploiden bis zur multiploiden DNA-Malignitéts-
Gradierung eingeordnet. Es sind jeweils zwei (7,7%) Patienten mit den Graden B, C und D
beschrieben. Ein Patient (3,8%) wurde mit einem DNA-Malignitits-Grad von BC bewertet.
Hervorzuheben ist, dass keine Fernmetastasen bei den Malignitéts-Graden peridiploid (A) und der

Zwischenstufe AB gefunden wurden.
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Abbildung 19: Korrelation von Knochenmetastasen mit der DNA-Malignitits-
Gradierung
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Tabelle 23: Knochenmetastasen vs. DNA-Bildzytometrie

DNA-Malignitatsgrad z[l()) %\‘:[Ag 12;[1; ?"/IA)I)

A 1 3,8% 0 0,0%

AB 0 0,0% 0 0,0%

B 8 30,8% 2 7,7%

BC 2 7,7% 1 3,8%

C 1 3,8% 2 7,7%

D 7 26,9% 2 7,7%

Total 19 73,0% 7 27,0%

4.2.5.3 Alter der Patienten vs. Gleason-Score und DNA-Malignitiits-Gradierung

In diesem Abschnitt soll gepriift werden, wie das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der
DNA-zytometrischen Untersuchung mit dem Mittelwert der DNA-Malignitéits-Gradierung pro

Altersstufe und dem Gleason-Score korreliert.

4.2.5.3.1 Alter der Patienten mit dem Gleason-Score

Abbildung 20 zeigt die Mittelwerte des Gleason-Scores in Korrelation mit den einzelnen

Altersgruppen.

Dabei wurde der Mittelwert des korrespondierenden Gleason-Scores innerhalb eines Lebensalters
wie folgt berechnet: Summe aller Gleason-Scores innerhalb eines Lebensalters/Anzahl der

Patienten im entsprechenden Lebensalter.

Hier ist das Alter auf der Abszisse aufgetragen und der Gleason-Score von 4,5 - 9 auf der
Ordinate. Die Mittelwerte des Gleason-Scores sind sehr verstreut in den vereinzelten
Altersgruppen, somit wurde auch hier wieder eine lineare Trendlinie f (x) = mx + b (Lepping,
1981) gelegt. Diese Trendlinie verlauft gegen den Anstieg der Altersgruppen negativ. Die meisten
Mittelwerte liegen im Bereich zwischen Gleason-Score 6 und 7. Die groffiten Abweichungen von

der Regressionsgeraden f (x) = mx + b (Lepping, 1981) fanden sich bei den relativ jlingsten
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Patienten (Lebensalter < 56 Lebensjahre) und den relativ dltesten Patienten (Lebensalter > 78

Lebensjahre).

Der Korrelationskoeffizient zwischen dem Alter und dem Gleason-Score wurde mit r = 0,119
errechnet. Damit korreliert der Gleason-Score mit dem Alter nur sehr schwach. Die exakten

Werte sind in Tabelle 37 im tabellarischen Anhang dargestellt.
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Abbildung 20: Korrelation von Alter mit dem Gleason-Score-Mittelwert
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4.2.5.3.2 Alter der Patienten mit der DNA-Malignitits-Gradierung

Die Abbildung 21 stellt die Korrelation zwischen dem Alter der Patienten zum Zeitpunkt der
DNA-zytometrischen Untersuchung und dem Mittelwert der Ergebnisse der DNA-Malignitats-
Gradierung dar. Die entsprechende Tabelle 38 mit den genauen Werten findet sich im

tabellarischen Anhang.

In dieser Korrelation wurden alle Patienten einer Altersstufe in einer Gruppe zusammengefasst.
Dabei wurden die DNA-Malignitits-Gradierungen A bis D numerisch durch die Zahlen 1 bis 6

ersetzt und die Korrelation nach folgender Formel berechnet:

Summe aller DNA-Malignitéts-Gradierungen innerhalb eines Lebensalters/Anzahl der Patienten

im entsprechenden Lebensalter.

Danach wurde der Mittelwert der DNA-Malignitits-Gradierung fiir diese Altersstufe ermittelt.
Daraus ergaben sich die obigen Punkte in Abbildung 21, die auf der Abszisse das Alter von 45 -
90 Jahre und auf der Ordinate die DNA-Malignitdts-Grade von peritetraploid bis multiploid
angeben. Durch diese Werte wurde eine lineare Trendlinie f (x) = mx + b (Lepping, 1981) gelegt,
die mit steigendem Alter iiber die hohere Malignitéitsgradierung der einzelnen Patienten anstieg.
Die Mittelwerte bewegten sich im Grunde alle zwischen der Zwischenstufe AB und BC, bis auf

drei Ausnahmen:

Zwei von diesen drei Ausnahmen fanden sich bei 57- und 58- jdhrigen Patienten. Die grofte
Abweichung in Richtung hoherer Malignitit kam in der Gruppe der 83 - jdhrigen Patienten vor.
Hier befand sich der DNA-Bildzytometrie-Mittelwert zwischen der x-ploiden und multiploiden

Gradierung.

Fiir die Korrelation der DNA-Malignitéts-Gradierung nach neuer Definition mit dem Alter wurde
ein Korrelationskoeffizient von r = 0,037 errechnet. Damit lag eine sehr schwache Korrelation

VOr.
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Abbildung 21: Korrelation von Alter mit den Mittelwerten der DNA-Malignitits-
Gradierung pro Lebensalter

4.2.5.4 Gesamtbefall der Stanzen mit dem Gleason-Score und der DNA-Malignitits-
Gradierung

Zur Uberpriifung der Beziechung zwischen Tumorbefall der einzelnen Stanzbiopsien mit dem
Gleason-Score wurde die GroBe des Befalls aller Stanzen zu der Gesamtgrofe aller Stanzen pro

Patient in Beziehung gesetzt.

In einem ersten Schritt wurde der Gesamtbefall aus der Summe aller eingesandten Stanzen pro

Patient bestimmt.

In einem zweiten Schritt wurde die Grofe des Gesamtbefalls pro Patient mit dem jeweiligen
Gleason-Score in Beziehung gesetzt. Wenn mehrere Patienten einen gleichen Befall (in mm
Gesamtbefall iiber alle Stanzen) zeigten, wurde fiir diese Gruppe der korrespondierende Gleason-

Score iiber alle entsprechenden Scores gemittelt.
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Eingeschlossen wurden grundsitzlich nur die 69 Patienten, fiir die ein Gleason-Score aufgrund
der Histologie der Stanzbiopsien und gleichzeitig eine Angabe zum Befall der eingesandten

Stanzen im Verhéltnis zur Grof3e des Gesamtresektates vorlag.

Abbildung 22 zeigt auf der Abszisse den Gesamtbefall der Stanzen mit Tumorgewebe pro Patient
in Millimetern. Die Ordinate zeigt den Mittelwert des Gleason-Scores in Abhdngigkeit vom
Gesamtbefall der Stanzen. Die relevanten Mittelwerte aller eingeschlossenen Patienten lagen im
Bereich von Gleason-Score 6 - 7, deshalb geht die Skalierung nur von 6,0 um 0,2 Einheiten weiter
nach oben. Ausgenommen sind drei Patienten, bei denen der Gesamtbefall aller Proben zwischen
63 mm und 125 mm und damit deutlich {iber der GroBe der anderen abgebildeten 66 Proben lag.
Die drei Patienten, die hier nicht erfasst wurden, sind im tabellarischen Anhang in Tabelle 39
dargestellt. Zwei Patienten wurden dem Gleason-Score 7 zugeordnet, der verbleibende dritte

Patient dem Gleason-Score 6.

Abbildung 22 zeigt, dass mit ansteigendem Gesamtbefall auch die Mittelwerte des Gleason-
Scores steigen. Daraus folgte eine lineare Trendlinie f (x) = mx + b (Lepping, 1981), die einen

starken Anstieg des Mittelwertes des Gleason-Scores von 6,1 bis hin zu 7 abbildet.
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Abbildung 22: Gleason-Score-Mittelwert pro Gesamtbefall der Stanzen mit Krebs in
mm

In einem gleichen Ansatz wurde jetzt die GroBBenausmessung des Gesamtbefalls der Stanzen mit
den Ergebnissen der korrespondierenden DNA-Malignitéts-Gradierung korreliert. Dabei wurden

die Lange und der Befall der Stanzen dokumentiert.

Fiir die grafische Darstellung wurden die Gruppen A, AB, B, BC, C und D durch die numerische
Ordinalskala 1 bis 6 ersetzt, wobei 1 der Gruppe A (peridiploide-Gradierung) und 6 der Gruppe D
(multiploide-Gradierung) entspricht.

Auf der Abszisse wurden die Millimeter des Gesamtbefalls der Stanzen pro Patient, auf der

Ordinate die Mittelwerte der korrespondierenden zytologischen Gradierung aufgetragen.

Abbildung 23 zeigt eine ungeordnete Verteilung des Gesamtbefalls der Stanzen in Bezug auf die
DNA-Malignitéts-Gradierung. Die lineare Trendlinie f (x) = mx + b zeigt eine absteigende

Tendenz. Von den drei bereits oben erwdhnten ausgeschlossenen Patienten fallen zwei in die
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x-ploide Gradierung (C) und einer in die Zwischenstufe BC. Die exakten Werte sind in Tabelle 40

im tabellarischen Anhang zu finden.
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Abbildung 23: DNA-Malignitits-Gradierung-Mittelwert pro Gesamtbefall der Stanzen
in mm
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4.2.6 Anderung der Indikationsstellung: Active Surveillance durch Einbeziehung der
DNA-Malignitits-Gradierung

Wegen der zunehmenden Akzeptanz von Prostata-Screening-Programmen mit routineméfBiger

Bestimmung des PSA-Wertes steigt die Diagnoserate des Prostatakarzinoms deutlich an. Da

jedoch in vielen Fillen wegen des hdufig zu beobachtenden langsamen Tumorwachstums ein

Active Surveillance-Procedere einer aggressiven Therapieplanung vorzuziehen ist, hat der

Gleason-Score eine besondere Bedeutung inder Therapieplanung gewonnen. Die gédngigen

Eingangskriterien zur Active Surveillance Gruppe sind unter 3.3.6 aufgefiihrt.

Bei 230/393 Patienten (58,5%) fanden sich in den Krankenakten verwertbare Aussagen zum
Gleason-Score. Diese konnten demzufolge nach den gingigen Kriterien der Active Surveillance-
Gruppe zugeordnet werden. Basierend auf Tabelle 10 sind von den maximal 195 Patienten, die
sich potentiell fiir eine Active Surveillance Therapie qualifizieren, entsprechend den gingigen

Systematiken zugeordnet worden und wurden in den Tabellen 24 bis 27 dargestellt:
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Tabelle 24: Anteil der 230 Patienten, die nach der Definition von Helpap (2009) fiir eine
Active Surveillance-Therapie geeignet wiren, plus Einbeziehung der diploiden Fille der
DNA-Malignitits-Gradierung

Einschlusskriterien flir
eine Active
Surveillance-Therapie
nach Helpap

Nach Einbeziehung des
DNA-Malignitits-Grades

Differenz

Nur Gleason-Score

195 (84,7%)

42 (21,5%)

- 153 (78,5%)

Plus Gesamtzahl der

befallenen 32 11 -21
Stanzen
Plus Befall der ein-
zelnen Stanzen in 32 11 -21
mm und %

Tabelle 25: Anteil der 230 Patienten, die nach der Definition von Epstein (1998) fiir eine
Active Surveillance-Therapie geeignet wiren, plus Einbeziehung der diploiden Fille der
DNA-Malignitits-Gradierung

Einschlusskriterien fiir
eine Active

Nach Einbeziehung des

Surveillance-Therapie | DNA-Malignitéts-Grades Differenz
nach Epstein
Nur Gleason-Score 119 (51,7%) 33 (27,7%) - 86 (72,3%)
Plus Gesamtzahl der
befallenen 41 10 -31
Stanzen
Plus Befall der ein-
zelnen Stanzen in 40 10 -30
mm und %
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Tabelle 26: Anteil der 230 Patienten, die nach der Definition von Romeling (2006) fiir
eine Active Surveillance-Therapie geeignet wiiren, plus Einbeziehung der diploiden Fille
der DNA-Malignitits-Gradierung

Einschlusskriterien fiir
eine Active

Nach Einbeziehung des

Surveillance-Therapie | DNA-Malignitits-Grades Differenz
nach Romeling

Nur Gleason-Score 119 (51,7%) 33 (27,7%) - 86 (72,3%)
Plus Gesamtzahl der

befallenen 41 10 - 31

Stanzen
Plus TNM-
Klassifikation ? 4 =

Tabelle 27: Anteil der 230 Patienten, die nach der Definition der S3-Leitlinie (2011) fiir
eine Active Surveillance-Therapie geeignet wiren, plus Einbeziehung der diploiden Fille
der DNA-Malignitits-Gradierung

Einschlusskriterien fiir
eine Active

Nach Einbeziehung des

Surveillance-Therapie | DNA-Malignitits-Grades Differenz
nach den S3-Leitlinien
Nur Gleason-Score 119 (51,7%) 33 (27,7%) - 86 (72,3%)
Plus Gesamtzahl der
befallenen 41 10 -31
Stanzen
Plus Befall der ein-
zelnen Stanzen in 40 10 -30
mm und %
Plus TNM-
Klassifikation ? 4 =
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Diese FEinteilung stiitzt sich lediglich auf die verwertbaren Ergebnisse der histologischen
Untersuchungen, dokumentierte =~ PSA-Werte der Blutuntersuchungen bleiben  hier

unberiicksichtigt, da sie nicht fiir alle Fille vorlagen.

Tabelle 24 - Tabelle 27 zeigen, dass sich basierend auf der Definition von Helpap, von 230
Patienten insgesamt 32, nach Epstein 40, nach Romeling neun und nach der S3-Leitlinie neun
Patienten sich filir eine Active Surveillance-Strategie eignen. Werden die Ergebnisse der DNA-
zytometrischen Untersuchung hinzugezogen, qualifizieren sich nach Epstein nur noch zehn
Patienten, nach Helpap elf und nach Romeling sowie den S3-Leitlinien noch vier Patienten fiir

eine Active Surveillance-Strategie.

Beschrinkt man bei den etablierten Eingangskriterien die Bewertung allein auf die Ergebnisse der
histologischen Untersuchung, zeigen sich zwischen Epstein mit 40 Patienten, Helpap mit 32 und
Romeling sowie S3-Leitlinien mit jeweils neun Patienten deutliche Unterschiede. Hier weist die
zusitzliche DNA-zytometrische-Untersuchung mit zehn bzw. elf Patienten ein sehr

konsistentes Bild auf.
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4.2.7 Heterogenitiit der DNA-Malignitits-Gradierung innerhalb eines Tumors
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Abbildung 24: Heterogenitit bei peridiploiden DNA-Malignitits-Graden in einer
Biopsie (DNA 1-3 ist die Zahl der unterschiedlichen DNA-Malignitiatsgradierungen pro
Patient)

Fiir die weitere Therapieplanung ist es wichtig, die Patienten zu identifizieren, die eine
Heterogenitét ihrer DNA-Malignitits-Grade innerhalb ihres Tumors aufweisen. Wie von Wang et
al. (2000) gezeigt, steigt mithilfe zusétzlicher DNA-zytometrischer Untersuchungen die
Wabhrscheinlichkeit, hoch maligne Tumoranteile neben weniger malignen Tumoranteilen zu
finden. Es wire fatal, Patienten aufgrund ihres niedrigen Gleason-Scores fiir eine Active
Surveillance zu empfehlen und sie fiir kurative Therapien zu verlieren, weil Zellpopulationen mit

hoheren Malignitédts-Graden unentdeckt geblieben sind.

Aus diesem Grund wurden 16 Fille, die in der DNA-zytometrischen Untersuchung neben einem
diploiden DNA-Muster zusitzlich hoher maligne DNA-Muster zeigten, reevaluiert und gepriift,

welche in der Active Surveillance Gruppe verbleiben bzw. einer aggressiveren Therapie zugefiihrt

werden sollten.
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In Tabelle 28 sind 15 Falle aufgefiihrt, die neben mindestens einem diploiden
Verteilungsmuster zusétzliche Abweichungen zeigten. Bei insgesamt 12 Patienten (Fall 1 bis 12)
lagen zwei DNA-zytometrische Untersuchungsergebnisse vor, wobei ein Befund AB
(Zwischenstufe zwischen peridiploid und peritetraploid) oder hoher entdifferenziert war. Fiir drei
Patienten (Fall 14 bis 16) lagen drei Ergebnisse vor, bei denen mindestens zwei hoher
entdifferenziert waren. Nur bei einem Patienten (Fall 13) waren beide vorliegenden zytologischen

Befunde diploid (Abbildung 24).

In der Ubertragung dieser feingeweblichen Befunde auf die Therapieplanung zeigt sich, dass nach
Helpap acht dieser Patienten, nach den anderen Definitionen (Epstein, Romeling, S3-Leitlinie)
drei Patienten fiir eine Active Surveillance-Therapiestrategie qualifizieren. Wenn jedoch die
Ergebnisse der DNA-zytometrischen Untersuchung zusitzlich einbezogen werden, bleibt nur ein

Patient in der Active Surveillance-Gruppe (Tabelle 28).

Tabelle 28: Therapeutische Effekte einer heterogenititsbedingten DNA-
Hohergradierung.

DNA- Angabe zur
. C Gleason- | Angaben zu .
Patientennummer Malignititsgrad Tumor-Grofie
. Score den Stanzen
Ergebnis und Ausdehnung
Keine Keine Keine Angaben zu
1. Heterogenititsfall A, AB Angaben zu &
Angabe dem Tumor

den Stanzen

Keine Keine Angaben zu
2. Heterogenititsfall A, AB 9 Angaben zu &
dem Tumor
den Stanzen
Keine Keine Keine Angaben zu
3. Heterogenititsfall A,B Angaben zu &
Angabe dem Tumor
den Stanzen
Keine )
4. Heterogenititsfall A,D 9 Angaben zu [<€ine Angaben zu

dem Tumor
den Stanzen

64



Keine Keine Angaben zu
5. Heterogenitatsfall A, AB 5 Angaben zu g
dem Tumor
den Stanzen
Keine Keine Keine Angaben zu
6. Heterogenitatsfall A C Angaben zu £
Angabe dem Tumor
den Stanzen
o u 3 Stanzen |Keine Angaben zu
7. Heterogenitatsfall A, B 5 sind befallen|  dem Tumor
- 4 Stanzen
8. Heterogenitatsfall A, B 7 sind befallen T2c
Keine .
9. Heterogenititsfall A, B 7 Angaben zu Keine Angaben zu
dem Tumor
den Stanzen
- 4 Stanzen |Keine Angaben zu
10.Heterogenitatsfall A, B 6 sind befallen|  dem Tumor
Keine .
11. Heterogenititsfall A, B 7 Angaben zu Keine Angaben zu
dem Tumor
den Stanzen
cpss 3 Stanzen
12. Heterogenititsfall A A 7 sind befallen Tlc
Keine .
13. Heterogenititsfall A,D 7 Angaben zu [<€ine Angaben zu
dem Tumor
den Stanzen
Keine Keine Keine Angaben zu
14. Heterogenitiitsfall A,B Angaben zu &
Angabe dem Tumor
den Stanzen
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Keine

15. Heterogenitatsfall A,B,B Keine Angaben zu Keine Angaben zu
Angabe dem Tumor
den Stanzen
Keine
16. Heterogenititsfall A, AB,B 9 Angaben zu T3b

den Stanzen
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5 Diskussion
Die Arbeit stellt folgende Fragen:

* Wie hoch ist die interindividuelle Reproduzierbarkeit der prognostischen DNA-

Bildzytometrie des Prostatakarzinoms im Vergleich zu der des Gleason-Scores?
*  Wie korreliert die DNA-Malignititsgradierung mit dem Gleason-Score?

* Wie korrelieren die DNA-Malignitits-Grade mit dem Tumorstadium und dem

Lebensalter?

* Welche Konsequenz hitte die Einfilhrung neuer Algorithmen der DNA-
Malignititsgradierung  fiir  die  Therapieplanung, insbesondere auf die

Eingangskriterien zur Active Surveillance-Strategie?

5.1 Reproduzierbarkeit der DNA-Bildzytometrie

Die hohe interindividuelle Reproduzierbarkeit der DNA-Bildzytometrie wurde auch fiir die neue
Definition der verschiedenen Grade bestétigt. Die Gradierungsergebnisse von Prof. Bocking und
Prof. Biesterfeld zeigten eine interindividuelle Reproduzierbarkeit von 86,1%. Es gab nur zwei
Fille, die mehr als zwei Malignititsgrade auseinanderlagen. Im Vergleich der Bewertungen von
Prof. Bocking und dem Autor ergab sich eine interindividuelle Reproduzierbarkeit von 90,2%. In
diesem Vergleich gab es kein Histogramm, in dem die Beurteilung um mehr als zwei

Malignititsgrade differierte. Engelhardt (2014) beschreibt eine Reproduzierbarkeit von 93%.

Basierend auf der FEinteilung von Tavares (1966) haben verschiedene Arbeitsgruppen
Algorithmen mit bis zu fiinf verschiedenen prognostischen Kategorien entwickelt. In drei
Consensus Reports der European Society for Analytical Cellular Pathology (ESACP) (Bocking et
al., 1995, Giroud et al.,, 1998, Haroske et al., 2001, Haroske et al., 1998) wurde eine
standardisierte Definition mit vier Malignititsstufen (peridiploid, peritetraploid, x-ploid und
multiploid) eingefiihrt. Da bisher viele Arbeitsgruppen mit eigenen prognostischen Algorithmen
arbeiten, sind die Ergebnisse zur prognostischen Validitit der DNA-Gradierung nur schwer

vergleichbar.
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Trotzdem bleibt die Unterscheidung in diploide vs. nicht-diploide Zelllinien das wesentliche
Unterscheidungsmerkmal mit klinischer Relevanz. Wiahrend der Tumorprogression steigern
zundchst peridiploide Tumore ihre Proliferationsrate, spiter entwickelt sich ein zusétzlicher
peritetraploider Klon (Tribukait, 1991). Fiir die Unterscheidung in diploid oder nicht-diploid ist es
nicht entscheidend, welchen c-Wert der diploide Peak hat, sondern wie grofl seine
Proliferationsfraktion ist und ob sich ein zweiter Peak bei 4c oder anderswo findet. Bisher spielte
die Breite des 4c-Peaks gemessen als dessen CV keine Rolle in der diagnostischen Routine. Da
aber héufig sehr breite 4c-Peaks vorkommen und es ein zytogenetisches Argument dafiir gibt,
dass die Tumorprogression DNA-zytometrisch zu einer Verbreiterung des 4c-Peaks mit
entsprechender Verschlechterung der klinischen Prognose fiithrt, hat Prof. Bocking die
Bertiicksichtigung der Breite des 4c-Peaks mit + 10% vorgeschlagen und den besagten neuen

Algorithmus modifiziert.

In unserem Patientengut wurde die Malignitédtsgradierung im Vergleich der neuen mit der alten
Definition zur prognostischen Bewertung der DNA-Histogramme bei 95 von 174 (55%) der
urspriinglich als A (peridiploid) eingeordneten Histogramme nach der neuen Definition in AB
oder hoher umgestuft und qualifiziert ihre Trager damit nicht mehr fiir eine Active Surveillance.
Diese ,,Rechtsverschiebung* in Richtung hoherer Malignitéit setzt sich kontinuierlich bis zum
Grad C (x-ploid) fort. Lediglich in einem Fall wurde ein Histogramm der Zwischenstufe CD nach

alter Definition zu C, nach neuer Definition niedriger gradiert (siche Tabelle 13).

Diesen Werten steht die in der Literatur dokumentierte unzureichende interindividuelle
Reproduzierbarkeit des Gleason-Scores gegeniiber, die zwischen 36% und 83% bei der
urspriinglichen (Gleason, 1966) und zwischen 45% und 70% bei der {iberarbeiteten Definition des
Gleason-Scores (Epstein et al., 2005) liegt. Jedoch sind die Ergebnisse von Reproduzierbarkeits-
studien nur schwer zu vergleichen, da die Anzahl der Bewerter und der Ursprung des Materials
(RPE, Stanzbiopsie) nicht vergleichbar sind (Glaessgen et al., 2004a). Studien belegen zudem,
dass Allgemeinpathologen eher zum Undergrading neigen und eine geringere Reproduzierbarkeit
haben als spezialisierte Uropathologen (Griffiths et al., 2006). Im Vergleich mit Referenzzentren
zeigte sich, dass der Gleason-Grad 6 am hiufigsten unterbewertet ist (Helpap and Egevad, 2006).

68



Tabelle 29: Interindividuelle Ubereinstimmung bei der Malignititsgradierung des
Prostatakarzinoms nach Gleason (Fett nach ISUP 2005).

Autoren Methode Anzahl Prozent
(Svanholm and Mygind, 1985) Gleason, 1966 91 36%
(Rousselet et al., 1986) Gleason, 1966 234 65%
(Ozdamar et al., 1996) Gleason, 1966 96 70,8%
(McLean et al., 1997) Gleason, 1966 71 43,7%
(Egevad, 2001) Gleason, 1966 49 70,5%
(Bovaetal., 2001) Gleason, 1966 221 81%
(Mikami et al., 2003) Gleason, 1966 16 61,3%
(Griffiths et al., 2006) Gleason, 1966 81 83%
(Veloso et al., 2007) Epstein et al., 2005 110 58-69%
(Burchardt et al., 2008) Epstein et al., 2005 331 45,7%
(Netto et al., 2011) Epstein et al., 2005 257 70%

5.2 Korrelation der DNA-Malignititsgradierung mit dem Gleason-Score

In den histologischen Priaparaten mit geringer Entdifferenzierung des Karzinoms (Gleason-Score
<5) fanden sich sehr unterschiedliche DNA-Malignititsgradierungen. Von den 27 Histogrammen,
die einem Gleason-Score 5 oder kleiner zugeordnet waren, wurden nur acht Prdparate der
Gradierung A (peridiploid) zugeordnet. Wihrend die Mittelwerte des Gleason-Scores mit dem
Gesamtbefall der Stanze anstiegen, zeigte sich in der DNA-Malignititsgradierung eine
ungeordnete Verteilung in Abhédngigkeit vom Gesamtbefall der Stanze (sieche Tabelle 16 und
Abbildung 10).

Es zeigte sich insgesamt eine schlechte Korrelation zwischen der DNA-Bildzytometrie und dem
Gleason-Score. So errechnete sich ein Korrelationskoeffizient von r = 0,304. In unserem

Patientengut wurden die Gleason-Scores 6 und 7 am haufigsten vergeben.

Hier zeigt sich, dass die DNA-Bildzytometrie gerade bei histologischen Préparaten mit einem
niedrigen Gleason-Score wahrscheinlich zusétzliche Informationen beisteuern kann, um die

Sicherheit in der Therapieplanung zu erhéhen und Patienten mit tetraploiden und aneuploiden
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DNA-Verteilungsmustern nicht unnétig einer Active Surveillance zuzuordnen und diesen damit

eine frithe kurative Behandlung vorzuenthalten.

5.3 Korrelation der DNA-Malignititsgradierung mit dem Tumorstadium
und dem Lebensalter

Duesberg and McCormack (2013) haben gezeigt, dass in neoplastischen Zellklonen mit
zunehmender Anzahl von Mitosen in einer Zelllinie die chromosomalen Anomalien und die
Malignitit des Tumors zunehmen. Basierend auf dieser Grundlage haben wir die Korrelation der
DNA-Malignititsgradierung bzw. des Gleason Scores mit dem Auftreten von Lymphknoten- und

Knochenmetastasen, der TumorgroBe und dem Lebensalter untersucht.

In der Zuordnung des Gleason-Scores zu den dokumentierten Befunden der TNM-Klassifikation
zeigt sich bei Patienten mit besser differenzierten Tumoren (Gleason-Score < 7) nur eine geringe
Korrelation mit dem Tumorstaging. 65% der Patienten ohne positiven Lymphknotenbefund hatten
einen Gleason-Score > 7. Bei keinem Patienten mit Gleason-Score < 6 wurde ein
Lymphknotenbefall des kleinen Beckens nachgewiesen. Jedoch fand sich ein Patient mit Gleason-
Score 6 mit positiven Lymphknotenbefund, der moglicherweise fiir eine Active Surveillance
qualifiziert hétte. Patienten mit Knochenmetastasen wurden erst ab einem Gleason-Score von > 6

dokumentiert.

Im Vergleich der DNA-bildzytometrischen Malignititsgradierung mit der TNM-Klassifikation
zeigt sich, dass bei diploiden Mustern das Stadium T1 dominiert, wihrend bei Patienten mit
zunehmenden Tumorstadien (T2, T3) eine Zunahme von tetraploid und bzw. aneuploiden DNA-
Verteilungsmustern beschrieben wird. Kein Patient mit positivem Lymphknotenbefall wurde dem
diploiden oder peritetraploiden Verteilungsmuster zugeordnet. Damit wire kein Patient mit
positivem Lymphknotenbefund aufgrund der DNA-Bildzytometrie einer Active Surveillance
zugeordnet worden. Bei keinem Patienten mit nachgewiesenen Knochenmetastasen wurde ein
diploides DNA-Verteilungsmuster nachgewiesen, jedoch wurden zwei Patienten mit

Knochenmetastasen peritetraploid eingestuft.
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Die Betrachtung der Korrelation zwischen dem Lebensalter der Patienten und dem
korrespondierenden Gleason-Score zeigte nur eine schwache Korrelation, mit einem leichten
Trend zu abnehmendem Gleason-Score mit zunehmendem Lebensalter. Hingegen zeigte sich in
der DNA-Malignititsgradierung eine schwache Korrelation mit zunehmender zytologischer

Entdifferenzierung bei steigendem Lebensalter.

In der Zusammenfassung der Befunde aus Lymphknoten- und Knochenmetastasen, der
TumorgroBe und des Lebensalters des Patienten zeigt sich, dass die Ergebnisse der DNA-
Malignititsgradierung besser mit der Prognose und Therapieplanung des Patienten zu korrelieren
scheinen als korrespondierende Befunde des Gleason-Scores. Diese Befunde unterstiitzen die
Aussage von Tribukait (1991), nach der sich das Prostatakarzinom kontinuierlich von niedriger zu
hoherer Malignitdt entwickelt. Diese kontinuierliche Zunahme der Entdifferenzierung des
Gesamttumors scheint durch die DNA-Malignitétsgradierung besser als iiber den Gleason-Score

erfasst zu werden.

5.4 Bedeutung eines modifizierten Algorithmus zum DNA-Grading auf
die Therapieplanung des Prostatakarzinoms, insbesondere auf die
Indikation zur Active Surveillance

In der S3-Leitlinie Prostatakarzinom wird ein Paradigmenwechsel in der Diagnostik
herausgestellt, nach dem das Erkennen von organbegrenzten, aggressiven Tumoren im
Vordergrund steht, um einerseits therapiebediirftige Karzinome zu identifizieren und andererseits
Patienten mit einem lokal begrenzten Tumor einer Active Surveillance zuzufithren (Deutsche

Gesellschaft fiir Urologie, 2011).

Inzwischen wurden mehrere Studien zu Uberlebenszeiten von Patienten mit Prostatakarzinom
unter Active Surveillance mit mindestens fiinf Jahren Nachbeobachtung dokumentiert (van den
Bergh et al., 2009, Soloway et al., 2008, Dall'Era et al., 2008, Al Otaibi et al., 2008, Klotz, 2006).
In allen Studien liegt eine tumorspezifische Uberlebenszeit von iiber 99% vor. Zudem gibt es
keinen Hinweis auf zu spdt erkannte Progresse (Weillbach, 2010). Nach Godtman et al. (2013)
konnen etwa 45% der in Screening-Programmen entdeckten Prostatakarzinome einer Active

Surveillance zugefiihrt werden.
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In der klinischen Praxis sind die Vorbehalte gegen die Active Surveillance-Strategie oft noch
hoch. Folgende Argumente spielen dabei eine wesentliche Rolle: (1) Tumore, die in
Stanzbiopsaten als low risk eingestuft waren, zeigten nach radikaler Prostatektomie eine hohere
Malignitit oder einen Kapseldurchbruch oder Infiltration der Samenblase, (2) hohe psychische
Belastung des Patienten, (3) Impotenz durch hiufige Rebiopsien, (4) Anstieg der Malignitét iiber
die Zeit und (5) behandelnde Arzte befiirchten, eine Fehlentscheidung zu treffen und sich spiter
evtl. Vorwiirfen aussetzen zu miissen. Damit wird die Active Surveillance so lange als unsichere
Therapieoption angesehen, wie es nicht moglich ist, signifikante Tumore rechtzeitig zu erkennen

(Weissbach and Schaefer, 2010) und zeitnah einer kurativen Therapie zuzufiihren.

Um das klinisch signifikante, therapiebediirftige Prostatakarzinom von einem insignifikanten
unterscheiden zu konnen, wurden prognostische Kriterien entwickelt. Insgesamt werden in der
Literatur bis zu 19 verschiedene Definitionen des insignifikanten Prostatakarzinoms beschrieben
(Deutsche Gesellschaft fiir Urologie, 2011). Anerkannte Parameter sind hier (1) die GroBle des
Tumors, (2) seine Organbegrenzung, (3) ein Anstieg des PSA-Wertes und (4) als wesentlicher
feingeweblicher Marker der Gleason-Score. In den Hintergrundinformationen weist diese S3-
Leitlinie darauf hin, dass keines dieser Instrumente klinisch insignifikante Fille sicher

auszusortieren vermag (Deutsche Gesellschaft fiir Urologie, 2011).

So zeigten Albertsen et al. (2005) in einer Outcome-Studie an Patienten unter Active Surveillance
iber 20 Jahre, dass die Mortalitit des Prostatakarzinoms ab 15 Jahre nach Diagnosestellung stabil
bleibt. Die karzinombedingten Sterberaten stiegen jedoch in Abhingigkeit vom Gleason-Score.
Patienten mit einem niedrigen Gleason-Score (2-4) hatten eine 7%ige Sterberate, Gleason-Score 5
= 14%, GS 6 = 27%, GS 7 = 45% und GS 8-10 = 66%. Jedoch relativieren sich diese auf den
ersten Blick beeindruckenden Werte dadurch, dass nach der neuen Definition (Epstein et al.,
2005) aus Stanzbiopsien alle Werte < 5 heute in GS 6 zusammengefasst werden. Damit wird die
pradiktive Bedeutung des Gleason-Scores fiir den Einschluss in die Active Surveillance deutlich
eingeschrinkt. Riischoff et al. (2008) haben in neueren Untersuchungen gezeigt, dass 30% der mit
einem GS < 6 am Stanzzylinder befundenen Biopsieprdparate am radikalen
Prostatektomiepriparat heraufgestuft wurden und damit anders behandelt worden wiren, wéren
diese hoheren Grade pridoperativ bekannt gewesen. So wurde auch hier in 27 (11,7%) der
dokumentierten Stanzbiopsien ein Gleason-Score < 6 beschrieben, welcher nach der aktuell

giiltigen Definition in Stanzbiopsien nicht mehr vergeben werden soll. Insgesamt wurde in den
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hier nachuntersuchten Patientendaten bei 119/230 (51,7%) ein Gleason-Score < 6 dokumentiert.
Bei 76/230 (33,0%) der Befunde wurde ein Gleason-Score von 7 beschrieben. Damit kumuliert
die Mehrzahl der Befunde um die fiir die Therapieplanung kritische Grenze zwischen Gleason-
Score 6 und 7. Eine eindeutige Differenzierung zwischen therapiebediirftigen Prostatakarzinomen
und solchen, die fiir eine Active Surveillance qualifizieren, erscheint aufgrund dieser Datenlage

nur eingeschrankt moglich zu sein.

Bocking et al. (2014) stellten heraus, dass der objektive Nachweis von nur minimalen DNA-
Abweichungen in Zellen eines frithen Prostatakarzinoms Arzt und Patient eine zusétzliche
Sicherheit geben kann, sich auf die abwartende Behandlungsstrategie der Active Surveillance
einzulassen. Obwohl trotz der Standardisierung der DNA-Bildzytometrie durch die ESACP die
verschiedenen Arbeitsgruppen unterschiedliche Algorithmen verwenden, steht fiir alle im
Vordergrund, peridiploide = DNA-Verteilungsmuster von entdifferenzierteren = Mustern
(peritetraploid bis multiploid), die nicht mehr fiir eine Active Surveillance qualifizieren, zu

unterscheiden.

In vier prospektiven Studien wurde die prognostische Relevanz der DNA-Ploidie-Bestimmung bei
der Active Surveillance belegt. Borre et al. (1998) dokumentierten Signifikanz in der Vorhersage
der tumorspezifischen Uberlebensrate, Adolfson et al. (1990) eine statisch signifikante
Korrelation mit dem rezidivfreien Uberleben und Tribukait (1993a) sowie Vesalainen et al.
(1994) sahen eine statistisch signifikante Korrelation der DNA-Ploidie mit der

Gesamtuiberlebensrate.

8 Level-1b-Studien haben gezeigt, dass die DNA-Ploidie-Parameter genauer als der Gleason-
Score in der Lage sind, Kapseliiberschreitendes Tumorwachstum von organbegrenztem zu
diskriminieren. Es wird empfohlen, den DNA-Ploidiestatus heranzuziehen, wenn
Organbegrenzung die Voraussetzung fiir die weitere Therapieplanung ist (Badalament et al.,
1991, Brinker et al., 1999, Greene et al., 1994, Haggman et al., 1994, Isharwal et al., 2009, Ross
et al., 1994a, Ross et al., 1994b, Vesalainen et al., 1994).

Mehrere Arbeiten stellten heraus, dass die DNA-Ploidiebestimmung der histologischen
Gradierung nach Gleason zusitzliche Informationen hinzufiigen (Adolfsson et al., 1990, Ahlgren
et al., 1997, Amling et al., 1999, Bantis et al., 2005, Bantis et al., 2009, Blute et al., 1997, Blute et
al., 1989, Borre et al., 1998, Deliveliotis et al., 2003, Di Silverio et al., 1996, Di Silverio et al.,
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1992, Fordham et al., 1986, Forsslund et al., 1996, Hawkins et al., 1995, Isharwal et al., 2009,
Lerner et al., 1996, Martinez Jabaloyas et al., 2004, Martinez-Jabaloyas et al., 2002, Montgomery
et al., 1990, Nativ et al., 1989, Nielsen et al., 1993, Peters-Gee et al., 1992, Pollack et al., 2003,
Pretorius et al., 2009, Ross et al., 1994a, Ross et al., 1999, Song et al., 1992, Stephenson et al.,
1987, Tinari et al., 1993, Vesalainen et al., 1994, Voges et al., 1993, Ward et al., 2005, Winkler et
al., 1988).

In den hier reevaluierten Befunden wurden 174/459 (37,9%) der Patienten nach der alten
Definition zur Malignitatsgradierung dem DNA-Malignitidtsgrad A (peridiploid) zugeordnet.
Nach der neuen Definition hingegen fielen nur noch 79/459 (17,2%) der Tumoren in diesen
Malignitétsgrad. Wie unter 3.2.6 beschrieben, wurden in der Malignititsgradierung nach neuer
Definition die Zwischenstufen AB und BC eingefiihrt und erstmals exakt definiert (Engelhardt,
2014). Damit zeigt sich die neue DNA-Gradierung deutlich “strenger*, da es in der Einordnung
der Histogramme zu einer ,,Rechtsverschiebung® hin zu héherer Malignitdt kommt. Durch die
Anwendung der neuen Definition ist es bei den unter der alten in A bis C gradierten Fillen nie zu
einer ,,Linksverschiebung® hin zu einem niedrigeren Malignititsgrad gekommen (sieche Tabelle
13). Dies =zeigt, dass die neue Definition deutlich “strenger” ist und versucht, eine
Untergradierung zu vermeiden. AusschlieBlich Patienten mit einem Malignititsgrad A

(peridiploid) sollten sich fiir eine mdgliche Active Surveillance qualifizieren.

In dieser Untersuchung qualifizierten sich bei Anwendung der Definition nach Helpap 32
Patienten, nach den Definitionen von Epstein 40 Patienten, nach Romeling neun Patienten, sowie
nach der S3-Leitlinie neun Patienten fiir eine Active Surveillance. Unter Einbeziehung der DNA-
Malignitétsgradierung und hinsichtlich des Konsenses, dass nur Patienten mit einer peridiploiden
DNA-Malignitétsgradierung der Active Surveillance-Therapie zugefiihrt werden sollen, wiirden
nach Helpap 66%, nach den Definitionen von Epstein 75%, nach Roemeling 56% und nach der
S3-Leitlinie 56% der eigentlich in eine aktive Uberwachung eingeschlossenen Patienten einer
anderen Therapie =zugefiihrt. Es =zeigt sich also, dass durch Anwendung der DNA-
Malignitéatsgradierung nach neuer Definition eine deutlichere Einschrankung des Patientengutes,

das fiir eine Active Surveillance qualifiziert, erreicht wird als mit dem Gleason-Score allein

(Tabelle 24 - Tabelle 27).

Der Vergleich mit den in der Literatur dokumentierten Daten zeigt, dass die DNA-Bildzytometrie

eine reproduzierbarere Methode als der Gleason-Score ist, die an Stanzbiopsien der Prostata
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wesentliche Aussagen zur Prognose machen kann. Damit kann die DNA-Bildzytometrie eine
wichtige prognostische Erginzung zusdtzlich zum Gleason-Score darstellen, um die
Therapieplanung bei Patienten mit sogenannten klinisch insignifikanten, hochdifferenzierten

Karzinomen der Prostata mit der Active Surveillance-Strategie sicherer zu machen.
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5.5 Kiritik an der Arbeit

Es ist allgemein anerkannt, dass retrospektive Studien grundsitzliche erkenntnis-
theoretische Nachteile aufweisen. Als systematische Schwiche dieser Untersuchung
haben wir erkannt, dass wichtige Daten in den Unterlagen nicht oder nicht eindeutig
dokumentiert waren. Dazu zéhlt, dass nur bei 230 der 393 (58,5%) der in die
Untersuchung eingeschlossenen Patienten eine verwertbare Aussage zum Gleason-
Score aus der histologischen Untersuchung vorlag. Diese wurden an unterschiedlichen
Instituten durchgefiihrt. Aus den Unterlagen ist zudem nicht ersichtlich, ob der

Gleason-Score nach der alten (Gleason, 1966) oder neuen Definition (Epstein et al.,

2005) erhoben wurde.

Diejenigen DNA-Histogramme, die vor dem Jahre 2009 ausgedruckt wurden, waren
von deutlich schlechterer Qualitét als die, die im Jahre 2009 erstellt wurden und damit
weniger eindeutig auswertbar. Dies fiihrte in manchen Féllen zu Unsicherheiten in der
Reevaluierung der Histogramme nach der neuen Definition der DNA-
Malignitétsgradierung.

Einer weiterer Grund, warum es zu Uneinigkeiten in der Bewertung der DNA-
Histogramme kam, war, dass der Variationskoeffizient eines Peaks bei 4c, sofern
dieser iiber 10% liegt, entscheidet, ob ein Patient dem Malignitdtsgrad B oder BC
zugeordnet wird. Da dieser Wert nachtriglich subjektiv vom Untersucher zu
beurteilen war, sind die diesbeziiglich erhaltenen Ergebnisse unzuverlédssig. In der
Therapieplanung bleibt dieser Aspekt jedoch von untergeordneter Bedeutung, da
allein peridiploide DNA-Verteilungsmuster fiir eine Active Surveillance qualifizieren

sollten.

Bei dieser Studie handelt es sich um eine Querschnittsuntersuchung, in der
allein Angaben zum Zeitpunkt der DNA-zytometrischen Untersuchung betrachtet
wurden. Daten zum weiteren Krankheitsverlauf, insbesondere bei Patienten in der
Active Surveillance, fehlen in den Unterlagen und wurden auch nicht zusétzlich

erhoben.
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6 Zusammenfassung

In einer retrospektiven Querschnittsanalyse wurde im Institut fiir Cytopathologie der
Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf die interindividuelle Reproduzierbarkeit der DNA-
Bildzytometrie des Prostatakarzinoms, seine Korrelation mit dem Gleason-Score und dem
Tumorstadium untersucht. Weiter wurde der Effekt einer neuen prognostischen Interpretation

der DNA-Histogramme auf die Hiufigkeitsverteilung der DNA-Malignitits-Grade gepriift.

Dazu wurden Befunde von 411 Patienten, die zwischen 2005 und 2009 erstellt wurden,

herangezogen.

Die interindividuelle Reproduzierbarkeit der DNA-Malignititsgradierung des Prostata-
karzinoms wurde mit 86,1% zwischen Prof. Bocking und Prof. Biesterfeld bestimmt. Eine
interindividuelle Reproduzierbarkeit von 90,2% wurde zwischen Prof. Bocking und dem

Autor erreicht. Diese ist damit derjenigen des Gleason-Scores (ca. 58%) deutlich iiberlegen.

Die Ergebnisse der DNA-Malignitéts-Gradierung korrelieren kaum mit denen des Gleason-

Scores (Korrelationskoeffizient r = 0,304).

Zwischen dem Tumorstadium und der DNA-Malignititsgradierung besteht eine schwache
Korrelation. Bei DNA-diploiden Mustern dominierte das Stadium T1, wéhrend bei Patienten
mit hoherem Tumorstadium (T2, T3) eine Zunahme von DNA-tetraploiden bzw. x-ploiden
und multiploiden DNA-Verteilungsmustern zu beobachten war. Kein Patient mit
Lymphknotenmetastasen wurde dem DNA-diploiden oder peritetraploiden Verteilungsmuster
zugeordnet. Bei keinem Patienten mit nachgewiesenen Knochenmetastasen wurde ein
diploides DNA-Verteilungsmuster beobachtet. Damit wére keinem Patienten mit positivem
Lymphknotenbefund oder Knochenmetastasen aufgrund der DNA-Bildzytometrie einer

Active Surveillance empfohlen worden.

Nach einem neuen sensitiveren Algorithmus zur prognostizierenden Interpretation der DNA-
Histogramme wiirden deutlich weniger Patienten fiir einen DNA-Malignititsgrad 1
(peridiploid) und damit fiir eine mogliche Active Surveillance qualifizieren als nach dem

herkoémmlichen. So verbleiben von den urspriinglichen 37,9% als peridiploid (DNA-Grad 1)
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diagnostizierten Histogrammen der alten Definition nur noch 17,2% als solche erhalten.
Damit wiirden 55% der urspriinglich als peridiploid eingestuften Patienten nun hoéher
eingestuft und qualifizierten ihre Trdger nicht mehr fiir eine Active Surveillance. Da dieser
neue Algorithmus zu einer von den Angaben in der Literatur abweichenden H&ufigkeits-
verteilung der vier DNA-Malignitdts-Grade fithren wiirde, sollte vor seiner prognostischen

Validierung von seiner Verwendung in der Routine-Diagnostik abgesehen werden.
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Tabellarischer Anhang

Tabelle 30: Oxford Centre for Evidence-based Medicine-Levels of Evidence 2011

Step 4 (Level

Step 5 (Le-

Question Step 1 (Level 1*) |Step 2 (Level 2*) |Step 3 (Level 3*) 4%) vel 5)
Systematic review
Local and current
How common of surveys that
. random sample . Local non-random sam- .
is the pro- allow matching to x Case-series** |n/a
surveys (or censu- . ple
blem? local circumstan-
ses) ok
ces
Is this dia- |/ SteMatic review \ro yiiigual cross Case-control
. of cross sectional . - . . -
gnostic or ) ) sectional studies |Non-consecutive studies, |[studies, or .
- studies with : : . . R Mechanism-
monitoring ) with consistently |or studies without consi- |‘poor or non-
consistently ap- . ; . based rea-
test accura- lied reference applied reference |stently applied reference |independent sonin
te? (Diagno- P . standard and blin- |standards** reference stan- 9
- standard and blin- |.
sis) - ding dard**
ding
What will Case-series or
happen if we |Systematic review case- control
: - Inception cohort  |Cohort study or control studies, or poor
do not add a |of inception cohort : } ) . n/a
. studies arm of randomized trial* |quality progno-
therapy? studies ;
(Prognosis) stic cohort
study**
Case-series,
Does this Systematic review |Randomized trial . case-control .
. . - - Non-randomized control- . Mechanism-
intervention |of randomized or observational studies, or
. . led cohort/follow-up stu- | . . based rea-
help? (Treat- |trials or n-of-1 study with drama- dy** historically sonin
ment Benefits) |trials tic effect y controlled stu- 9
dies**
Systematic review
of randomized
trials, systematic
review o
UlSReIIy o nested case- 2i§2’<l:ldtur?al1lrando- Non-randomized control-
el reld control studies, - or (exceptionally) |led cohort/follow-up stud
IR of-1 trial with the observatFi)onaI St{I- ( ost-mr—: ket'nWsup e'LIJ- yCase-series
(Treatment patient you are . . P rketing survel ! .
L . |dy with dramatic |lance) provided there are |case-control, or |Mechanism-
Harms) raising the questi- - . -
effect sufficient numbers to rule |historically based rea-
on about, or ob- .
; out a common harm. (For|controlled stu- |soning
servational study | & h th dies**
with dramatic ong-term harms the ies
offect duration of follow-up
Randormized trial must be sufficient.)**
What are the . . an omlzg ria
Systematic review |or (exceptionally)
RARE harms? - -
of randomized observational stu-
(Treatment . . . .
trials or n-of-1 trial|dy with dramatic
Harms)
effect
Is this (early Case-series,
detection) Systematic review Non -randomized control- |case-control, or [Mechanism-
test of randomized Randomized trial |led cohort/follow-up stu- |historically based rea-
worthwhile? (trials dy** controlled stu- [soning

(Screening)

dies**

* Level may be graded down on the basis of study quality, imprecision, indirectness (study PICO
does not match questions PICO), because of inconsistency between studies, or because the absolu-
te effect size is very small; Level may be graded up if there is a large or very large effect size.

** As always, a systematic review is generally better than an individual study.
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Tabelle 31: Correlation of DNA-ploidy on biopsies with extracapsular spread (ECS)
after radical prostatectomy (RPE). Bold p-values refer to Cox multivariate regression

analysis
Number of | Months Flow/
Year | Journal patients follow- Significance p Image
investigated up Cytometry
Oxford level 1b
<0,001 AUC-
Isharwal et al. | 2009 J Urol 370 5 ROC + 1,5% ICM
Brinker et al. 1999 J Urol 159 - 0,003 ICM
Vesalainen et al. | 1994 | BrJ Cancer 273 X 156 <0,0001 FCM
Ross et al. 1994 Cancer 89 X 31,2 0,04 ICM
Green et al. 1994 J Urol 70 - <0,0001 ICM
N Scand J Urol
Higgmann et al. | 1994 Nephrol 54 - <0,0001 ICM
Ross et al. 1994 | Mod Pathol 56 X 28,8 0,03 ICM
Badal‘;nem 11991 | Cancer 12 ; 0,04 FCM

Tabelle 32: Correlation of DNA-ploidy with recurrence-free survival time. Bold
p-values refer to Cox multivariate regression analysis

Number Months [Significance Flow/
Year | Journal of follow-u Image Comment
patients p p Cytometry
After RPE
Oxford level 2b
Bantis etal. | 2009 | Tumori 112 X 60 0,001 ICM  |pT2a-c, pT3a
Pretorius et al. | 2009 |Cell Oncol| 186 X 73,3 C(})Soz)f ICM
Bantis etal. | 2005 [> PP 50 1 s 600 | <0.007 ICM
Cancer Res|

92




Deliveliotis et 2003 World J 34 % 45 0.0074 FCM
al. Urol
After
Amling etal. [ 1999 | J Urol 106 X 120 0,002 FCM | salvage pro-
statectomy
Gettman etal. | 1999 | A9 151 1 60 | <0001 | FoMm
Urology
Moraetal. |1999| S20CT | 45 X 80 0,002 FCM
Control
Lerneretal. | 1996 | J Urol 904 X 38,4 | p0,0089 FCM pT1, pT2
Zincke etal. [ 1992 | Cancer 370 X 60 0,0008 FCM Plus hormo-
nal treatment
Wirth et al. 1991 | Eur Urol 80 120 0,00013 FCM pT 1-3
Nativetal, | 1989 |[M&YOCInl 40 | 943 0,006 FCM Stage C
Proc n=146
Blute et al. 1989 | J Urol 315 96 0,0004 FCM Stages A, B
Winkler et al. | 1988 [M&¥O €Nl o1 | 590 | 0,001 pcm  |ow and high
Proc GS
Oxford level 3b
Partially
Hawkins et al. | 1995 | Urology | 894 X 100 <0,05 FCM HAT, &
radiation
Camaclhael °t11995| JUrol | 112 | %102 | <0,034 rcm | T2 536’ GS
Voges etal. [1993 | Eur Urol 85 X 35 < 0,005 FCM <8com &
’ ’ <30% GS 4/5
Momgglmery 111990 |Arch Surg| 261 | 240 | <0001 | FCM | StageB
Interval free
Lee et al. 1988 | J Urol 88 60 <0,001 FCM .
of disease
Oxford level 4
Veltrietal. | 1994 [P €1 Bl o0 121032 | 0.008 ICM PSA-
chem recurrence
After external radiation
Oxford level 2b
Int J Rad
Centeno et al. | 1994 |Oncol Biol| 70 136 0,03 FCM T1-4, NO, MO
S-Phase
Phys
Oxford level 3b

93



Khooetal. |1999 | TRPro- 14y 1 562 | 0035 | FcM
state
Pollack etal. | 1994 | Cancer 76 X 40 0,05 FCM
After brachytherapy

Oxford level 3b

Peters-Gee et al.| 1992 | Cancer 51 X 52 <0,05 ICM

After hormonal therapy

Oxford level 2b

Stegeetal. |[1992| J Urol 67 >24 0,01 FCM
Oxford level 3b

Visakorpi et al. | 1991 CI:rrcher 60 120 0,0103 FCM

After active surveillance

Oxford level 2b
Non-
Adolfsonetal. [ 1990 | JUrol | 146 | %50 0,018 FCM | Prosression
therapy if
progressed

Tabelle 33: Correlation of DNA-ploidy with overall survival. Bold p-values refer to Cox
multivariate regression analysis

Number| Months Sienificance Flow/
Authors Year| Journal of follow- [>'& Image Comment
patients up p Cytometry
After RPE
Oxford level 2b
BJU In-
Ward et al. {2005 | ternatio- | 816 | X 123,6 0,008 FCM cT3 only
nal
. Actas .
MartineZ = 15004 Urol | 54 | x120 | 0000 | Fcm | Vithbonemar-
Jabaloyas et al. row metastases
Espan
Amlingetal. |1999] JTUrol | 106 | %120 | 0001 | Fom | Afterexternal
radiation
_ Plus hormonal
Myers etal. [1997| J Urol 62 X>120( 0,0014 FCM
treatment
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Di Silverio et 1996 Europ 35 %35 0,05 FCM
al. Urol
Zincke etal. [1992| Cancer | 370 | %60 | 0004 | Fcm | Plus hommonal
treatment
Oxford level 3b
Brattetal. [1996| Urology [ 57 54-92 0,009 FCM | S-phase fraction
Tinari etal. [1993| Cancer 63 84 0,0044 FCM Stages T1-T4
Miller et al. |1991| J Urol 103 X 60 <0,001 FCM Stage D2
Montgomery etl oo, | Arch |50 1 540 | <0,00010 | FOM Stage B
al. Surg
After external radiation
Oxford level 3b
Pollack etal. [2003| TCM | 149 | %96 | 0,05 ICM
Oncol
Songetal. [1992| JUrol | 65 | >120 | 00001 | 1cm | Cancercause
specific survival
After brachytherapy
Oxford level 2b
Stephenson et Cancer D1, N1, measu-
p 1987 82 60-180 | 10,0109 FCM red on lymph
al. Res
nodes
After hormonal therapy
Oxford level 2b
Martinez-
Jablonayas et [2002| Urology [ 127 > 120 0,031 FCM
al.
Pollack et al. |1997| Prostate 33 X 45 0,008 FCM
Ahlgren et al. [1997| Urology [ 96 X 176 0,004 ICM
Forsslund et al.[1996| Cancer 334 360 0,001 ICM
Brit J Neither GS nor
Jorgensen et al.[ 1995 59 36 n. s. ICM WHO-grade
Cancer
correlated
Vesalainenet |1gg, 1 Brit] 4500 1 2156 | 0088 | FoMm T1, MO
al. Cancer
Stege etal. [1992 E[‘;rrglp 271 | >=24 | <0,015 FCM T1-4
Oxford level 3b
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Pollack et al. |1997| Prostate 33 X 45 0,008 FCM

Vesalainen et 1994 BritJ 101 % 156 0,058 FCM T1-2, MO
al. Cancer

Tribukait (1993 |Eur Urol| 309 176 <0,0001 ICM

Vanden Dudetl 19931 yurol | 963 | 96 | 0023 | FCM | Stages TI-T4
Al-Abadiand 1)g97) BUIOP 17| 130 | 0001 | ICM | Stages T3-T4
Nagel Urol
Di Silverio et S
M 1992|Eur Urol| 80 | %60 | <0,005 | FCM Stage A-D

Forsslund et al.[1992| Cancer | 145 276 < 0,001 ICM  [Cytological grade]

Fordham et al. | 1986 (Br J Surg| 72 6-144 | <0,001 FCM HT in 73%
Oxford level 4
Miller et al. |1991| J Urol 103 > 60 <0,001 FCM Stage D2

After active surveillance

Oxford level 3b

Vesalainen et |} gq,| BritJ 50| 2156 | 0,008 | FCM T1-2, MO

al. Cancer

Tribukait  [1993 EI‘J‘;(‘;%’ 287 | x176 | <0,001 | FCM FNABs
Oxford level 4

Tribukait (1991272 O™| 125 | 72 n.n. FCM FNABs
Oxford level 3b
After TUR
Oxford level 2b

Borre etal. [1998| Prostate | 120 | X180 | 0,024 FCM 9;:2?5%‘1’;”

Tabelle 34: Addition of independent prognostic information to the Gleason-Score. Bold
p-values refer to Cox multivariate regression analysis

Months Flow/ . .
Number of |Sienifican-| Image Diagnosis
Authors |Year|Journal| of & 51y Progno-| Comment
. follow- cep Cytome- .
patients S1S
up try
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After RPE

Oxford level 2b
Bantis et al. [2009 | Tumori| 112 X 60 0,001 ICM pT2a-c, pT3a
Pretorius et 1591 Cell 1126 15733] <0001 | 1M GS 7
al. Oncol
BJU
Ward et al. {2005 [interna-[ 816 |X 126,6( 0,008 FCM pT3 only
tional
JExp
. Clin -
Bantis et al. [2005 70 X60 [ <0,007 ICM
Cancer
Res
Deliveliotis 2003 World J 24 % 45 0,0074 FCM
et al. Urol
Amling etal[1999| JUrol | 106 | 120 | 0,002 | FCM After external
radiation
Ross etal. |1999|Urology| 211 | 60 | <0,001 | FCM Prediction of
recurrence
At
Adult prima- Correlation
Blute et al. |1997 2712 | ry di- 0,005 FCM with positive
Urology )
ag- margins
nosis
Lerner et al. | 1996 J Urol | 904 x42 | p0,0089 | FCM pTl, pT2
Rossetal. |1994|Cancer| 89 ([Xx31,2( 0,006 ICM Metastases &
recurrences x3
Blute et al. |1989( J Urol | 315 96 0,0004 FCM Stages A, B
. Mayo .
Winklerat | 1gegl ‘clin | o1 | x90 | <0001 | FCM Low and high
al. GS
Proc
Oxford level 3b
Isharwal et AUC-ROC
al. 2009| J Urol | 370 3 1.5% ICM ECS
Am J Disease
Rossetal. [1999| Surg 111 X 27 0,002 ICM
recurrence
Pathol
DiSilverio | gg| Europ | g5 | 535 | 005 | FcM
et al. Urol
H"‘W;lns °1995|Urology| 894 |x100| <005 | FCM Partially HT
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Rossetal. [1994] M4 | 56 |52¢s| 00026 | 1CM p
Pathol
Tinari et al. [1993 [ Cancer | 81 84 0,0044 FCM P Stages T1 — T4
Vogesctal. [1993] FY | g5 | 70 | 0001 | FoMm Time to
Urol recurrence
Progression &
Montgomery| | gqy | Arch 1001 o0 | 001 | Fom P cause spec.
et al. Surg .
survival
Mayo
Nativetal [1989| Clin | 38 | 948 | 0002 | Fom | p |05 low-grade
subgroup
Proc
After TUR
Oxford level 3b
. Grading acc. to
Nielsen et al.| 1993 | APMIS 79 120 0,0035 FCM P
Shelley
After external radiation
Oxford level 2b
J Clin ‘
Pollack et al.[2003 149 108 0,03 ICM P Survival
Oncol
Oxford level 3b
Song et al. |[1992( J Urol 65 >120 | <0,0001 ICM P Mayo Grade
After brachytherapy
Oxford level 2b
Pelvic lymph
Steg?;“en 1987| ST gy |%91.8] 00109 | FCM node dissecti-
’ on, D1, N+
Oxford level 3b
Pet:trsfee 1992|Cancer| 51 | x52 | <0,05 | ICM
After hormonal therapy
Oxford level 2b
Martinez- Actas .
Jabaloyas et|2004| Urol | 54 | 120 | 0,009 | ICM p  |Allwithbone
metastases
al. Espan
Martinez-
Jabaloyas et|2002 |Urology| 127 |[>120 0,031 FCM P
al.
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Oxford level 3b
Pollack etal.|2003| S | 149 | %96 | 0,005 | 1CM p |After external
Oncol radiation
Ahlgren et
Al 1997 |Urology| 96 176 0,0004 ICM P FNABs
Forssiimd °11996| Cancer| 334 | 360 | 0,001 ICM p FNABs
Vesalainen |90, BrJ | 101 I 156| 0058 | FoMm p
et al. Cancer
DiSilverio 1,90, Bur g5 1 60 | <005 | FCM p
et al. Urol
Ploidy + GS
Fordhameet |, oot Brd | o 16144 <0,001 | FOM P |better than GS
al. Surg
alone
After active surveillance
Oxford level 2b
Adolfson et Non- FNABs. The-
al 1990( J Urol | 146 X 50 0,018 FCM |Progressi-| rapy if pro-
' on gressed
After TUR
Oxford level 2b
Borre et al. [ 1998 |Prostate| 120 | X 180| 0,024 | FCM p |26 WHOlow
grades only

Tabelle 35: Correlation of DNA-ploidy with local recurrence or progress. Bold p-values
refer to Cox multivariate regression analysis

Number Flow/
Monthsof | . .
Authors Year Journal of follow-u Significance| Image Comment
patients P Cytometry
After RPE

Oxford level 2b

Rossetal. |1999| AMISUE | 4q4 %27 0,002 ICM
Pathol
Ross et al. 1994 Cancer 89 X 31,2 <0,001 ICM 3 x more frequent
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Zincke etal. |1992| Cancer 370 560 | <o0001 | Fcm | Plushormonal
treatment
Montgomery et -
al 1990( Arch Surg 283 x112,8 <0,001 FCM Stage B
Mayo Clin
Winkler et al. [1988 and 91 >60 <0,0001 FCM Stage D1
Foundation
After hormonal therapy
Oxford level 2b
Eskelinen et al. | 1991 Eur Urol 35 X 187 0,028 FCM T1/2
After Brachytherapy
Oxford level 2b
Keyesetal. |2013|'M!Radon-1 o, % 90 0,011 ICM | PSA recurrence
col Biol Phys

Tabelle 36: Correlation of DNA-ploidy with occurrence of lymph node- or bone
metastases. Bold p-values refer to Cox multivariate regression analysis

Number Flow Lymph
Months of|Significance / ymp
Authors Year | Journal of Image nodes/ Remarks
. follow-up p
patients Cytometry| Bone

After RPE

Oxford level 2b

Rossetal. |11994| Cancer 89 X 31,2 0,006 ICM
Rossetal. |1993| cancer | 100 [FtPM3Y 60001 icm | Les | 7after
diagnosis laparatomy
Winkler et al. | 1988 Ma;zpd'” 91 %90 | <0,0001 | Fcm B D1
Oxford level 3b
Ross et al. 1994 Mod 56 X 28,8 0,0026 ICM L, B
Pathol
Oxford level 4
Brazilian J
Tuccietal. [1994 | Med Biol 28 x50 0,03 ICM B
Res
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After hormonal therapy

Oxford level 3b

Tribukait

1993

Eur Urol

309

176

<0,0001

FCM

Eskelinen et
al.

1991

Eur Urol

91

X 187

0.0601

FCM

Ln

Tabelle 37: Alter vs. Gleason-Score
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Tabelle 38: Alter vs. DNA-Bildzytometrie
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Tabelle 39: Gleason-Score vs. Gesamtbefall der Stanzen (in mm)
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Tabelle 40: DNA-Bildzytometrie vs. Gesamtbefall der Stanzen (in mm)
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