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1. Zusammenfassung

Hier wird Uber das Ergebnis einer Systematischen Literatur-Recherche zur diagnostischen
bzw. prognostischen Validitat der ,DNA-Zytometrie“ bei Karzinomen der Prostata berichtet,
insbesondere im Vergleich zum Gleason-Score. Grundlage ist eine Abfrage in der
medizinischen Datenbank PubMed zwischen Januar 1966 und Dezember 2012.

Nach Durchsicht der 1.706 gelisteten Titel wurden 236 Publikationen im Volltext angefordert,
die sich mit den gesuchten Korrelationen der an Biopsien durchgefiihrten DNA-Zytometrie
bei Patienten mit Prostatakarzinom befasst haben, einschlieRlich funf diesbeziiglicher
Reviews.

Darunter fanden sich 49 Arbeiten, in welchen Uber statistisch signifikante Korrelationen
zwischen DNA-zytometrischen Parametern und diagnostischen bzw. prognostischen
Variablen berichtet wird (sog. Patienten-relevante Endpunkte). Diese Publikationen sind,
getrennt nach verschiedenen Fragestellungen, in sechs Tabellen aufgefiihrt und nach den
erreichten Levels des Oxford Center for Evidence Medicine (2011) sortiert .

Die ubrigen Publikationen wurden ausgeschlossen, weil sie sich entweder ausschliel3lich mit
methodischen Aspekten befassten, oder als methodisch unzureichend bewertet wurden.
Methodisch zureichende Publikationen ohne signifikante Korrelationen wurden nicht
gefunden.



12 Studien des levels 1b, zwei davon multivariat, berichten Uber eine signifikante Korrelation
der DNA-Ploidie mit einem Organ-uUberschreitenden Wachstum. 16 Verdffentlichungen
belegen multivariat, 11 davon level 2b, tiber eine signifikante Korrelation der DNA-Ploidie mit
der Rezidiv-freien- und 20 mit der Gesamt-Uberlebenszeit. 26 Studien beweisen, dass die
DNA-Ploidie dem Gleason-Score signifikante prognostische Infomation zufiigt (je 15 level 2b
bzw. 3b). Drei Arbeiten belegen multivariat signifikant eine Korrelation der DNA-Ploidie mit
dem Auftreten eines lokalen Progesses (1 x level 1b, 3 x level 2b). Eine Korrelation der DNA-
Ploidie mit dem Auftreten von Metatstasen belegen vier Studien multivariat (3 x level 2b).
Vier Arbeiten weisen multivariat eine vom Malignitats-Grad unabhangige signifikante
Korrelation mit der Rezidiv-freien Uberlebenszeit bzw. der Nicht-Progression des Tumors bei
Patienten unter Active Surveillance nach.

Wahrend 15 Publikationen tber eine unzureichende interindividuelle Reproduzierbarkeit des
subjektiven Gleason-Scores berichten (etwa 50%), belegen zwei jingere Arbeiten eine Uber
90%ige flr die objektive DNA-Malignitats-Gradierung.

Die  Ubereinstimmung der an  Stanzbiopsien mit den an  zugehdrigen
Prostatektomiepraparaten ermittelten DNA-Malignitatsgraden ist wesentlich hdher als fir den
neuen Gleason-Score (Reprasentativitat).

Die objektive, reproduzierbare und prognostisch valide DNA-Ploidie-Bestimmung an
Stanzbiopsien von Prostatakarzinomen kann daher dazu beitragen, die Indikationsstellung
zur Active Surveillance sicherer machen.

2. Einleitung

In der Internationalen TNM-Klassifikation der Tumoren der Union Internationale Contre le
Cancer (UICC) wird eine Malignitats-Gradierug neben der Beurteilung der Tumor-
Ausbreitung (T), dem Befall von Lymphknoten (N) und dem Vorliegen von Fernmetastasen,
mit den Graden G1-4 zur Abschatzung der Prognose eines Patienten mit einem bestimmten
Tumor gefordert (UICC, 2002).

Unter Malignitats-Gradierung versteht man eine skalare Schatzung der prospektiven
malignen Potenz bdsartiger Tumoren, d.h. ihres Grades der Aggressivitat, durch
mikroskopische Beurteilung der Bilder gefarbter Zellen oder Gewebsschnitte. Diese erfolgt
bisher subjektiv geman standardisierter Regeln durch einen Pathologen.

Fir das Prostatakarzinom wird weltweit die Malignitats-Gradierung nach Gleason und
Mellinger (1974) an Gewebsschnitten verwendet. 2005 erfuhr diese eine Aktualisierung
(Epstein et al., 2005).

Ergadnzend kann man zur Malignitats-Gradierung des Prostatakarzinoms die Abweichung
des Gehaltes an Erbsubstanz (DNA) von der normalen Verteilung in mehreren hundert
Tumorzellen als Mal} fur deren Bosartigkeit verwenden (DNA-Malignitats-Grad, DNA-Ploidie;
Bocking et al., 1988).

Ziel der vorgelegten Untersuchung ist eine Zusammenstellung und Bewertung der in der
wissenschaftlichen Fachliteratur publizierten Evidenzen zur Eignung der objektiven DNA-
Zytometrie an Stanzbiopsien fiir eine prognostisch valide, den herkdmmlichen, subjektiven
Gleason-Score erganzenden Malignitats-Gradierung des Prostatakarzinoms.



3. Strategie der Aktiven Uberwachung

In den aktuellen S3-Leitlinien Prostatakarzinom werden im Kapitel 5.7 die ,Voraussetzungen
fur die Eignung zu einer ,Active-Surveillance-Strategie“ genannt. Dazu gehoért neben dem
Tumorstadium, dem PSA-Wert, der Zahl der befallenen Stanzen und dem Anteil an Tumor
darin vor allem der Gleason-Score (Deutsche Gesellschaft fur Urologie, 2009).

Gleichzeitig wird in den zugehdrigen Hintergrundinformationen unter 5.2.2 darauf verwiesen,
dass es in der Literatur bis zu 19 verschiedene histologische Definitionen eines
»insignifikanten Prostatakarzinoms® gibt (Terris et al., 1992; Epstein et al., 1994; Irwin and
Trapasso, 1994; Terris et al., 1995; Cupp et al., 1995; Stamey et al., 1995; Goto et al., 1996;
Elgamal et al. et al., 1997; Carter et al., 1997, Epstein et al., 1998; Hirano et al., 1998;
Epstein et al., 1999; Ghavamian et al., 1999; Horninger et al., 1999; Spitz et al., 2000; Chan
et al., 2001; Recker et al., 2001; Jack et al., 2002; Roel et al., 2002; Allan et al., 2003;
Augustin et al., 2003; Kattan et al., 2003; Lee et al., 2003; Sokoloff et al., 2004; Miyake et al.,
2005; Ochiai et al., 2005; Boccon-Gibot et al., 2005; Steyerberg et al., 2007; Dong et al.,
2008; Loeb et al., 2008). Immer spielt darin die Malignitats-Gradierung nach Gleason und
Mellinger (1974) bzw. nach Epstein et al., (2005) eine zentrale Rolle. Wahrend die meisten
Autoren darin Ubereinstimmen, dass ein Gleason-Score <=6 in Stanzbiopsien fur die Wabhl
einer AS-Strategie vorliegen sollte, schlieRen manche Autoren (Helpap und Egevard, 2009)
auch einen GS 3 + 4 = 7a mit ein.

4. Malignitats-Gradierung nach Gleason

Der subjektiv an Gewebsschnitten zu ermittelnde Gleason-Score ist nicht nur mangelhaft
reproduzierbar (48%: Engers et al., 2007), er ist auch in nur etwa 70% fir den Gesamttumor
reprasentativ und mafig prognostisch valide (Kristiansen, 2009). Aus der Bestimmung
dieses scores, resultieren fur die betroffenen Patienten aber unter Umstanden gravierende
therapeutische Konsequenzen. Diese haben hinsichtlich der Lebensqualitat im Rahmen der
Nutzenbewertung bei Therapie-Entscheidungen grof3e praktische Relevanz. Es erhebt sich
daher die Frage, ob es zuséatzlich zum Gleason-Score noch weiterfihrende, objektivere,
reprasentativere und prognostisch validere Marker gibt, welche einerseits dazu beitragen,
eine nicht indizierte Active-Surveillance zu vermeiden, andererseits mehr Patienten durch
Einschluss in AS vor einer Ubertherapie zu bewahren.

5. Interindividuelle Reproduzierbarkeit der Malignitats-Gradierungen

Die in der Literatur vielfach belegte unzureichende interindividuelle Reproduzierbarkeit der
subjektiven Malignitats-Gradierung nach Gleason, die z.T. unter 50% betragt (Svanholm and
Mygind, 1985; Rousselet et al., 1986; Cintara et al., 1991; Ozdamar et al., 1996; McLean et
al., 1997; Kiss et al., 1997; Lessels et al., 1997; Iczkaoski et al., 1998; Carlson et al., 1998;
Allsbrook et al., 2001; Egevad et al., 2001; Bova et al., 2001; de la Taille et al., 2003; Mikami
et al., 2003; Glaessgen et al., 2004 a, b; Oyama et al., 2005; Griffith et al., 2006; Moseley et
al., 2006; Melia et al., 2006; Veloso et al., 2007; Burchard et al., 2008; Netto et al., 2010),
wurde von Engers (2008) ausgiebig besprochen.

Der DNA-Ploidie-Bestimmung beim Prostatakarzinom kommt dagegen eine vergleichsweise

hohe interindividuelle Reproduzierbarkeit zwischen 90,2% und 91,3% zu (Botcking et al.,
1989; Tils, 2013; Engelhardt, 2013).

6. DNA-Malignitats-Gradierung



Zeigen Karzinomzellen in der Prostata noch einen normalen, einem zweifachen
Chromosomensatz entsprechenden DNA-Gehalt (peridiploid), so ist der Grad ihrer
Bosartigkeit vergleichsweise niedrig (DNA-Malignitats-Grad A). Weicht er deutlich davon ab
oder schwankt stark (x-ploid und multiploid), liegt ein h6heres Mal3 an Bosartigkeit vor (DNA-
Malignitats-Grade C-D; Abbildung 2 A-D). Diese Zusammenhange wurden fur das
Prostatakarzinom erstmalig von Tavares et al. (1966) belegt. Mit den seit dem publizierten
wissenschaftlichen Evidenzen zu diesem Zusammenhang befasst sich diese Recherche.

Wahrend eine therapeutische Intervention bei der Active Surveillance Strategie laut aktuellen
S3-Leitlinien erst bei Vorliegen von klinischen Indizien fir eine Progression erfolgen soll
(Kapitel 5.2.3: ,unter genauer Uberwachung einschlieRlich Kontrollbiopsie®), kénnte das
Vorliegen von hoheren DNA-Ploidie-Graden (C, D) in ,klinisch insignifikanten
Prostatakarzinomen® die betroffenen Patienten frihzeitiger von dieser Strategie
ausschlie3en, um sie a priori einer potenziell kurativen Therapie zuzufihren. Das Vorliegen
von DNA-Diploidie wirde damit zusatzlich zum Gleason-Score als Einschlusskriterium fir
Active Surveillance eingefuihrt, das Vorliegen héherer Grade der DNA-Ploidie aber als
Ausschlusskriterium empfohlen.

Da die DNA-Messungen in der Regel an im Restmaterial der Stanzbiopsien verbliebenen
Tumorzellen durchgefuhrt werden kénnen, ist eine neuerliche Gewebsentnahme nicht
erforderlich. Karzinomgewebe wird dazu mittels sog. Mikrosdissektion und enzymatischer
Zellvereinzelung von normalem Gewebe getrennt und daraus Zellkerne isoliert. In 4,4% fand
Tils (2013) in 411 Paraffinblocken nach Zellvereinzelung nicht mehr geniigend Tumor-
Zellkerne fur eine DNA-Zytometrie .
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Abbildungl: Interaktiver Monitor einer DNA-BIld-Zytometrie.



Links: Galerie gemessener Zellkerne, zwei von Fibrobasten (blau) und 46 von Tumorzellen
(rot). Rechts Mitte: DNA-Histogramm mit peridiploider Verteilung (= Typ A).
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Abbildung 2, A -D:

DNA-Histogramme. DNA-Gehalt in ¢ vs. Zahl der Zellkerne. A.: peridipoide DNA-Verteilung =
Grad A, B: peritetraploide DNA-Verteilung = Grad B, C: x-ploide DNA-Verteilung = Grad C,
D: multipoide DNA-Verteilung = Grad D (nach Haroske et al., 2001)

7. Systematische Literatur-Recherche

Die vorliegende systematische Literatur-Recherche belegt mit der internationalen
Fachliteratur Evidenzen fiur die zum Gleason-Score additive diagnostische und
prognostische Relevanz der DNA-Ploidie-Bestimmung beim Prostatakarzinom.

Zeitraum der Recherche: Januar 1966 — Dezember 2012.
Literatur-Datenbank: PubMed

Verwendete Schlusselworte:
e Prostate cancer & DNA-ploidy (Treffer = 733)
e Prostate cancer & DNA-aneuploidy (Treffer n= 255)
e Prostate cancer & DNA-cytometry (Treffer n= 635)
e Prostate cancer & DNA-image-cytometry (Treffer n=83)

Nach Durchsicht der (zum Teil redundanten) 1.706 gelisteten Titel wurden n = 236
Publikationen im Volltext angefordert, die sich allem Anschein nach mit der gesuchten
Korrelation DNA-zytometrischer Untersuchungen an Biopsien mit diagnostischen und
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prognostischen Variablen bei Patienten mit Prostatakarzinom befasst haben, einschliel3lich
der diesbeziiglichen Reviews (n = 5).

Unter diesen 236 Publikationen fanden sich n = 49, in welchen Uber statistisch signifikante
Korrelationen zwischen DNA-zytometrischen Parametern und diagnostischen bzw.
prognostische Variablen, insbesondere im Vergleich zum Gleason-Score, berichtet wurde
(Tabellen 1-6).

Die Ubrigen Publikationen wurden ausgeschlossen, weil sie sich entweder ausschlief3lich mit
methodischen Aspekten befassten, oder als methodisch unzureichend bewertet wurden (z.B.
wegen unzuldssigen Messungen an Schnitten statt an ganzen Zellkernen, nicht
durchgefuhrter Tumor-spezifischer Mikrodissektion oder zu geringer Zahl vermessener
Zellkerne (n<100).

Methodisch zureichende Publikationen ohne signifikante Korrelationen wurden nicht
gefunden.

8. Definitionen der Evidenzlevel
Folgende Eingangskriterien wurden bei der Bewertung der Studien-Qualitdt verwendet
(Oxford Center for Evidence based Medicine, 2011):

e Level 1 b, Diagnose:
,Validating cohort study with good reference standards; or clinical decision rule tested
within one clinical center”.

e Level 2b, Diagnose:

“Exploratory cohort study with good reference standard; clinical decision rule after
derivation, or validated on split samples or data bases”.

Es musste sich um eine retrospektive Kohortenstudie mit zeitlich definierten
Eingangskriterien und mehr als 80% Patienten im Follow-up handeln.

e Level 2b, Prognose:

“Retrospective cohort study or follow-up of untreated control patients in a randomized
controlled clinical trial. Derivation of a clinical decision rule or validated on split
samples only.” Es musste sich um eine retrospektive Kohortenstudie mit zeitlich
definierten Eingangskriterien und mehr als 80% Patienten im Follow-up handeln.

e Level 3b, Diagnose:

“Non-consecutive cohort study or very limited population”. Eingang fanden hier
retrospektive  Kohorten-Studien  mit  unzureichend  definierten  zeitlichen
Eingangskriterien oder weniger als 80% Patienten im Follow-up.

e Level 3b, Prognose

Keine Definition in Oxford levels (2011). Eingang fanden hier retrospektive Kohorten-
Studien mit unzureichend definierten zeitlichen Eingangskriterien oder weniger als
80%igem Follow-up.

o Level 4, Diagnose:
“Case series or superseeded reference standards”.

e Level 4, Prognose:
“Case series and poor quality prognostic cohort studies”.



Als gute Referenzstandards im Sinne des Oxford Center for Evidence Based Medicine
(2011) fur die Korrelation mit der Diagnose wurden angesehen:

e Ergebnisse der histologischen Aufarbeitung von Operationspraparaten (nach
radikaler Prostatektomie, RPE), vor allem hinsichtlich der Feststellung eines
Organ-Uberschreitenden Wachstums (Extracapsular spread, EPS) bzw. einer
Infiltration der Samenblasen,

mit der Prognose:

e die Rezidiv-freie oder die Gesamt-Uberlebenszeit, das Auftreten von
Lymphknoten- bzw. Knochenmetastasen im Verlauf der Erkrankung, der klinische
Nachweis eines lokalen Progresses oder Rezidivs oder eines sog. biochemischen
Rezidivs.

Seit der Publikation von Tavares et al. 1966, gilt es als akzeptiert, dass die prognostisch
bzw. diagnostisch relevante Unterscheidung DNA-zytometrischer Befunde beim
Prostatakarzinom in die Kategorien diploid vs. non-diploid (= tetraploid, x-ploid und
multiploid) zu erfolgen hat. Die nachfolgenden Publikationen galten demnach nicht mehr der
Findung einer Clinical Decision Rule (CDR) im Sinne des Oxford Center for Evidence Based
Medicine (2011), sondern der Testung der Validitat dieser bereits bekannten CDR. Studien,
welche die Validitat einer vorbekannten CDR testen, rangieren nach dem Oxford Center in
level 2 oder héher.

In dieser Auswertung wurden Studien als Level 2b bewertet, wenn bei >= 80% der Patienten
der Ausgangs-Kohorte eine DNA-Zytometrie moglich, der Erfassungszeitraum klar definiert
war und zusétzlich ein vollstandiges klinisches Follow-up vorlag. Ausfélle ergaben sich im
Wesentlichen durch nicht mehr verfigbares Untersuchungsmaterial oder fehlendes
klinisches Follow-up.

9. Klassierung der Publikationen

Je nach Aussage wurden diese 49 Publikationen in sechs verschiedenen Tabellen, sortiert
nach Einschétzung der erreichten Levels des Oxford Center for Evidence Medicine
aufgeftihrt. In den Tabellen 1 — 6 ist flr jede genannte Publikation die verwendete
Messmethodik angegeben. Dabei bedeutet FCM: DurchfluBzytometrie und ICM:
Bildzytometrie.

1. Korrelation der DNA-Ploidie mit Organ-tberschreitendem Wachstum (extracapsular
spread, ECS) bzw. dem Stadium (Stage) nach radikaler Prostatektomie (RPE)
a. 12 Studien
b. davon 12 x level 1b
c. davon 1 x multivariat
2. Korrelation der DNA-Ploidie mit Rezidiv- / Progress-freier Uberlebenszeit
a. 23 Studien
b. davon 1x 1b, 11 x level 2b, 10 x level 3b, 1 x level 4
c. davon 16 multivariat
3. Korrelation der DNA-Ploidie mit Gesamt-Uberlebenszeit
a. 23 Studien
b. davon 11 x level 2b, 12 x level 3b
c. davon 20 mutivariat
4. Addition unabhangiger prognostischer Information der DNA-Ploidie zum Gleason-
Score
a. 28 Studien
b. davon 15 x level 2b, 15 x level 3b



c. davon 26 mutivariat
5. Korrelation der DNA-Ploidie mit lokalem Rezidiv oder Progress
a. 4 Studien
b. davon 1 xlevel 1b, 3 x level 2b
c. davon 3 x multivariat
6. Korrelation der DNA-Ploidie mit Vorkommen von Lymphknoten- oder Knochen-
Metastasen
a. 7 Studien
b. davon 3 x level 2b, 3 x level 3b, 1 x level 4
c. davon 4 mutivariat.

Angegeben wurde jeweils die Zahl untersuchter Patienten, deren Nachbeobachtungszeiten,
die Signifikanzniveaus fur die Korrelation der DNA-Ploidie-Parameter mit der jeweiligen
diagnostischen/prognostischen Variablen und die angewendete Methodik der DNA-
Zytometrie.

Insgesamt wurden 5.409 Patienten in diesen 49 Studien beobachtet.

10. DNA-Ploidie-Bestimmung bei Active Surveillance
Dazu gibt es vier Studien (Tabellen 2 und 3):

e Borre et al.,, 1998 belegen multivariat fur 120 unbehandelte Patienten eine dem
histologischen WHO-Grad Uberlegene Korrelation der DNA-Ploidie mit der Tumor-
spezifischen Uberlebenszeit (level 2b).

¢ Adolfson et al., 1990 belegen multivariat eine signifikante Korrelation der DNA-Ploidie
mit der Rezidiv-freien Uberlebenszeit an 146 primar unbehandelten Patienten (im
Vergleich mit zytologischem Malignitatsgrad nach Esposti, 1971) (level 1b).

e Vesalainen et al., 1994 belegen multivariat fir 106 primar unbehandelte Patienten
eine signifikante Korrelation mit der Uberlebenszeit (im Vergleich mit dem Gleason-
Score) (level 2b).

e Tribukait, 1993 belegt fur 287 primar unbehandelte Patienten multivariat eine
Korrelation mit der Uberlebenszeit (im Vergleich mit zytologischem Malignitatsgrad
nach Esposti, 1971) (level 2b).

11. Reviews

Die die prognostische / diagnostische Bedeutung der DNA-Zytometrie betreffenden Reviews
von Schroder et al., 1994, Sakr and Grignon, 1997, Bostwick et al., 2000, Ross et al., 2003
und Epstein et al.,, 2005 erfillen nicht die heutigen Anspriche an eine systematische
Literatur-Recherche.

Doch beurteilen alle funf die klinisch-diagnostische Relevanz der DNA-Ploidie-Bestimmung
positiv:
e Schroder et al., 1994:
,1he panel agreed that knowledge on DNA-ploidy prior to treatment is of value in
treatment decisions, particularly, when surveillance is a treatment option”.
“The panel expressed strong opinion that DNA-ploidy should uniformly be studied in
clinical trials, particularly in patients with localized prostate cancer”.

e Sakr and Grignon, 1997:

“‘DNA-ploidy-analysis has good potential as a prognostic marker but technical issues
need to be resolved and proof of independent value added to stage and grade is
required”.



e Bostwick et al., 2000:

DNA-Ploidie als CAP-Kategorie Il eingestuft (College of American Pathologists).
.Numerous studies suggest that ploidy-analysis adds clinically useful predictive
information in some patients®.

“It is likely that if DNA-ploidy is to achieve a consensus of clinical utility, standardized
method must achieve recommendation”.

e Ross etal., 2003:

DNA-Ploidie als CAP Kategorie Il eingestuft.

»1 he majority of retrospective studies have shown that aneuploid DNA-content in prostate
cancer independently predicts a poor prognosis for the disease. DNA-ploidy
measurements have been performed on needle biopsy specimens by using the tissue
section image analysis technique. An aneuploid DNA-ploidy status determined on needle
biopsy specimens has correlated successfully with the ploidy-status of corresponding
RPE specimens and independently predicted disease outcome. DNA-ploidy
determination on needle biopsy specimens has been used to confirm biopsy grading,
although this roll is reduced substancially when grading of the biopsy specimen is
performed by experts”.

e Epstein et al. 2005:

“Of all the markers to be discussed, DNA-ploidy is the only one in clinical use in more
than an isolated institution or laboratory. The biggest proponent for using DNA-ploidy to
predict progression after radical prostatectomy has been the Mayo Clinic. Multiple (n=5)
studies from this institution have demonstrated for both pathological T2 and T3 disease
that DNA-ploidy predicts progression independent of Gleason-Score and other routinely
measured variables. It has also been found in numerous studies (n = 7) that ploidy in
radical prostatectomy specimens correlates independently with progression. In 2 large
studies, ploidy was not found to be prognostically useful and in 2 smaller series”.

12. Korrelation Stanze vs. Prostatektomiepraparat

Leung et al. (1994) berichten Uber eine 92%ige und Ross et al. (1994) Uber eine 98%ige
Ubereinstimmung der an Stanzen und zugehorigen Prostataketomiepraparaten ermittelten
DNA-Ploidie-Grade. Diese Ubereinstimmung betragt fiir den neuen Gleason-Score lediglich
70% (Uemura et al., 2008).

13. Bewertung

Die hier dargelegten wissenschaftlichen Evidenzen fir die diagnostische und prognostische
Validitat der DNA-Ploidie-Bestimmung beim Prostatakarzinom begrinden die aktuelle
Position des Bundesverbandes Deutscher Pathologen (BDP) und der Deutschen
Gesellschaft fur Pathologie (DGP) betreffend die Eignung der Methode als zum Gleason-
Score zusatzliche prognostischer Marker (Helpap et al., 2011).

26 Studien belegen multivariat signifikant, dass die DNA-Ploidie-Bestimmung dem Gleason-
Score unabhangige diagnostische und prognostische Information zufligt (Tabelle 4). 15
Publikationen belegen die signifikante Eignung der DNA-Messungen an Stanzbiopsien zur
Vorhersage eines Organ-uberschreitenden Wachstums (3 multivariat; Tabelle 1). 4 Arbeiten
weisen multivariat eine vom Malignitats-Grad unabhéangige signifikante Korrelation mit der
Rezidiv-freien Uberlebenszeit bzw. der Nicht-Progression unter Active Surveillance nach
(Tabellen 2, 3).



Die Reprasentativitat der an Biopsien ermittelten DNA-Malignitatsgrade fir den Tumor als
Ganzes ist wesentlich besser als fir den Gleason-Score.

Die objektive, reproduzierbare und prognostisch valide DNA-Ploidie-Bestimmung an
Stanzbiopsien von Prostatakarzinomen kann daher dazu beitragen, die Indikationsstellung
zur Active Surveillance sicherer machen.

14. Methodik der DNA-Ploidie Bestimmung

Zwei verschiedene Verfahren stehen zur Messung des DNA-Gehaltes an Tumorzellen zur
Verfligung: die Durchfluss-Zytometrie (Flow Cytometry, FCM) und die Bild-Zytometrie
(Image- Cytometry, ICM, Abbildung 1). Bei ersterer werden mit Fluoreszenz-Farbstoffen
spezifisch fur DNA gefarbte Zellkerne unter Druck durch eine Kapillare an einem Laserstrahl
vorbei gefuhrt. Die Menge an emittiertem Fluoreszenzlicht gilt als Mal3 fiir die Masse an
DNA. Bei der ICM wird an spezifisch fir DNA-gefarbten, auf einem Glasobjekttrager fixierten
ganzen Zellen bzw. deren Kernen Mikroskop-photometrisch der Farbstoff-Gehalt als Mal3 fur
ihren DNA-Gehalt gemessen (Abbildung 1). Mit gesunden, diploiden Zellen aus derselben
Probe werden die Systeme in der Dimension c intern kalibriert. 1c entspricht der DNA-Masse
eines (haploiden) Chromosomensatzes.

Vom Ergebnis her sind die mit beiden Verfahren erhaltenen DNA-Histogramme miteinander
vergleichbar. Beide Methoden verwenden fir die Malignitats-Gradierung des
Prostatakarzinoms auch dieselbe Unterscheidung in peridiploide (Grad A) und nicht
peridiploide DNA-Verteilungen (Grade C - D).

Zur DNA-Ploidie-Bestimmung an Zellvereinzelungs-Praparaten aus Stanzbiopsien oder
operativ gewonnenem Gewebe (TUR oder RPE) eignet sich die Bild-Zytometrie besser, als
die Durchfluss-Zytometrie, weil bei ersterer durch den Operator deutlich zytomorphologisch
zwischen immer in den Proben enthaltenen gutartigen Fibroblasten oder Lymphozyten (als
internen Referenzzellen) und ggf. peridiploiden Tumorzellen unterschieden werden kann.
Damit wird die irrtimliche Annahme des Vorliegens einer peridiploiden DNA-Verteilung eines
Prostatakarzinoms ausgeschlossen (Abbildung 2A). Die Durchflusszytometrie kann aber
ohne zusatzliche immunzytochemische Marker diese Unterscheidung nicht treffen. Weiter
kénnen Doubletten von Zellkernen in der Fluss-Zytometrie das Vorliegen peritetraploider
Tumorzellkerne (Abbildung  2B) vortauschen. Auflerdem liegen in den Resten von
Stanzbiopsien oft nur noch wenige hundert Tumorzellen vor, die zwar fir eine Bildzytometrie
ausreichen, aber nicht fir eine Fluss-Zytometrie. Fir diese bedarf es mehrerer tausend
Zellen.

15. Internationale Standardisierung der DNA-Bild-Zytometrie
Die Methode der DNA-Bild-Zytometrie ist durch vier Consensus Reports der European
Society for Analytical Cellular Pathology (ESACP) hochgradig standadisiert:

Bocking et al., 1995
Haroske et al., 1998
Giroud et al., 1998

Haroske et al., 2001.

Haroske et al. (2000) berichten zudem Uber ein Internet-zugangliches tool (EUROQUANT-
Server) zur standardisierten Verrechnung und graphischen Darstellung DNA-zytometrischer
Messergebnisse.
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16. Abrechung der DNA-Zytometrie

Die DNA-Zytometrie zu diagnostischen bzw. prognostischen Zwecken findet sich als
Leistungs-Ziffer 19330 im Einheitlichen Bewertungs Mal3stab (EBM 2000plus) der
Kassenarztlichen Bundesvereinigung: ,Zytologische Untersuchung eines Materials mit DNA-
Bestimmung. Obligater Leistungs-Inhalt: Densitometrische DNA-Bestimmung an mindestens
100 Zellkernen nach Spezialfarbung. Auswertung und Dokumentation. Gegenlber
Privatpatienten kann sie mit den Ziffern 2 x 4815A und 4852A der Gebuhrenordnung fur
Arzte (GOA) ebenfalls abgerechnet werden.

Erfolgt die DNA-Zytometrie an Resten von in Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten
Stanzbiopsien, so ist zunachst eine gezielte, sog. enzymatische Zellvereinzelung an den
Karzinomherden durchzuftihren, die im EBM 2000plus mit den Ziffern 19312 abrechenbar ist.
Zusatzlich wird die Ziffer 19310 abgerechnet, da zur Messung alle Zellkerne klassifiziert
werden mussen. In der GOA sind die Ziffern 4852 A sowie 3920 berechenbar.

Ein Pathologe, welcher DNA-Zytometrie nicht selber durchfiihren kann, wird bei Bedarf die
Rest-Tumorgewebe enthaltenden Paraffinblocke eines Patienten mit Prostatakarzinom samt
Uberweisungsschein an eines der Institute fiir Pathologie in Deutschland weiterleiten, die
diese Methode vorhalten (Liste im Anhang und unter www.prostata-shg.de/link/r).

Der Bundesverband Deutscher Pathologen (BDP) und die Deutsche Gesellschaft far
Pathologie (DGP) haben daher zur Indikationsstellung der DNA-Ploidie-Bestimmung bei
Patienten mit Prostatakarzinom am 16.11.2010 festgestellt: ,DNA-zytometrische
Untersuchungen konnen im Einzelfall als Zusatzuntersuchung bei bestimmten
Fragestellungen, z.B. Active Surveillance, neben dem Gleason-Grad durchgefiihrt werden,
sind aber nicht als Standard anzusehen“ (Helpap et al., 2011).

17. Tabellen

Tabelle 1: Korrelation DNA-Ploidie mit Organ-tberschreitendem Wachstum (ECS) bzw. Stadium
(Stage) nach RPE. Signifikanzen in Fettdruck bezeichnen Ergebnisse mutivariater
Regressionsanalysen nach Cox.

Autoren Jahr | Journa Zahl Monat | Signifikanz | FC ICM Kommentar
I Patienten e p M | Schnitte
Alle, Follow univariat Zellvere
Untersucht -up multivariat inzelun
g
Oxford level 1b
Isharwal 2009 | J Urol 557, 370 60 0,001 X AUC > fir ECS
et al. AUC-ROC DNA als fur
+1,5% Gleason
Score
Pretorius | 2009 Cell 193, 186 X 73,3 < 0,001 X ECS
et al. Oncol
Milcent 2007 | Progre 140 - GS 717 ? Nur GS 6 Stage
et al. s en 0,0002 u. 7
Urologi
e
Brinker 1999 | J Urol 159 - 0,003 X Stage
et al.
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Vesalain | 1994 BrJ 325, 273 X 156 < 0,0001 X Stage
en et al. Cance

r
Ross et 1994 | Cance 89 X 31,2 0,03 X ECS
al. r
Hussain 1993 | Cance 97 - <0,05 X Stage
et al. r
Greenet | 1994 | J Urol 96, 70 - <0,0001 X ECS
al.
Haggma 1994 | Scand 54 - < 0,0001 X ECS
nn et al. J Urol

Nephr

ol
Ross et 1994 Mod 56 X 28,8 0,03 X ECS
al. Pathol
Badalam | 1991 | Cance 112 - 0,04 X Stage
ent et al. r
Frankfurt | 1985 | Cance 45, 34 5 0,05 X Stages B, | Stage
et al. r Res C,D

GS +
Ploidy
better than
GS alone

Tabelle 2: Korrelation DNA-Ploidie mit Rezidiv-freier Uberlebenszeit. Signifikanzen in Fettdruck
bezeichnen Ergebnisse multivariater Regressionsanalysen nach Cox.

Autoren Jahr | Journa | N Patienten | Monat | Signifikanz | FC ICM Kommentar
I Grundgesa e p M | Schnitte
mt. Follow univariat Zellvere
Untersucht -up multivariat inzelun
g
Nach RPE
Oxford level 2b
Pretorius | 2009 Cell 193, 186 X 73,3 GS7< X
et al. Oncol 0,001
Bantiset | 2005 | JExp 70 X 60,0 < 0,007 Imprint
al. Clin S
Cance
r Res
Deliveliot | 2003 | World 84 X 45 0,0074 X
is et al. J Urol
Amling 1999 | J Urol 106 X 120 0,002 X Nach
et al. externer
Radiatio
Mora et 1999 | Cance 130, 65 X 80 0,002 X
al. r
Contro
|
Nativ et 1989 | Mayo 159, 146 94,8 0,006 X Stage C
al. Clin n=146
Proc
Blute et 1989 | J Urol 315 96 0,0004 X Stages A, B
al.
Winkler 1988 | Mayo 100, 91 X 90 0,001 X Low and
et al. Clin high GS
Proc

Oxford level 3b
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Hawkins | 1995 | Urolog 894 X 100 <0,05 Z.T. +HAT,
et al. y +Radiatio
Carmich 1995 | J Urol 112 X 102 <0,034 T2, NO, GS
ael et al. <=6
Voges et | 1993 Eur 270, 85 X 35 < 0,005 <8ccm&
al. Urol <30% GS
4/5
Montgo 1990 Arch 349, 261 240 < 0,001 Stage B
mery et Surg
al.
Nativ et 1989 | Mayo 159, 38 94,8 0,002 GS low-
al. Clin grade
Proc subgroup
Oxford level 4
Veltri et 1994 | JCell 124 X 0,008 X PSA-
al. Bioche 103,2 Rezidiv
m
Nach externer Radiatio
Oxfortd level 2b
Centeno | 1994 IntJ 70 136 0,03 T1-4, NO,
et al. Rad MO
Oncol S-Phase
Biol
Phys
Oxford level 3b
Khoo et 1999 The 151,42 X 62 0,003
al. Prostat
e
Pollack 1994 | Cance 314,76 X 40 0,05
et al. r
Nach Brachytherapie
Oxford level 3b
Peters- 1992 | Cance 76,51 X 52 <0,05 X
Gee et r
al.
Nach Hormontherapie
Oxford level 3b
Visakorpi | 1991 BrJ | 78, 74,60 120 0,0103
et al. Canc
er
Nach Active Surveillance
Oxford Level 1b
Adolfson 1990 | J Urol 167, 146 X 50 0,018 FNABs | Non- Behan
et al. Grad 1 Progressio | dlung
&2 n bei
Progre
SS
Oxford level 2b
Borre et 1998 The 120 120 0,024 WHO Krankheitss
al. Prostat grade pez.
e Uberleben
Vesalain | 1994 BrJ 106 X 156 0,022 Gleason | Krankheitss
en et al. cancer score pez.
Uberleben
Tribukait | 1993 Eur 287 > 120 FNAB Krankheitss
Urol pez.
Uberleben
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Tabelle 3: Korrelation DNA-Ploidie mit Gesamt-Uberlebenszeit. Signifikanzen in Fettdruck
bezeichnen
Ergebnisse multivariater Regressionsanalysen nach Cox.

Autoren Jahr | Jour | N Patienten M Signifikan | FC ICM Komm
nal Grundgesam | Follow- zp M Schnitte entar
th. up univariat Zellvereinzelung
Untersucht multivari
at
Nach RPE
Oxford level 2b
Martinez 2004 | Acta 54 X 0,009 X
- S mit Knochen- | 120
Jabaloya Urolo | Metastasen
setal. gicas
Espa
nolas
Amling et | 1999 J 106 X 0,001 X Nach
al. Urol 120 extern
er
Radiati
0
Di 1996 | Euro 85 X 0,05 X
Silverio et p 35
al. Urol
Bratt et 1995 | Urolo 57 54 - < 0,001 X auch
al. ay 92 HAT,
TUR
Miller et 1991 J 103 X < 0,001 X Stadiu
al. Urol 60 m D2
Montgom | 1990 | Arch 349, 261 240 <0,0001 X Stadiu
ery et al. Surg m B
Oxford
level 3b
Pollack et | 2003 J 471, 456, X 0,05 X
al. Clin 149 96
Onco
I
Song et 1992 J 91, 65 > 0,0001 X Cance
al. Urol 120 r
cause
spec.
surviva
I
Stephens | 1987 | Canc 91, 82 60- 0,0109 X D1,
onetal. er 180 N1, an
Res LK
gemes
sen
Martinez- | 2002 | Urolo 127 > 0,031 X
Jablonay ay 120
aetal
Pollak et 1997 | Prost 181, 33 X 0,008 X
al. ate 45
Ahlgren 1997 | Urolo 125, 96 X 0,004 FNABs
et al. ay 176
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Forsslund | 1996 | Canc 334 360 0,001 FNABs
et al. er
Vesalaine | 1994 | BritJ 325, 273 X 0,058 X T1-2,
n et al. Canc 156 MO
er
Pollack et | 1997 | Prost 181, 33 X 45 0,008
al. ate
Tribukait | 1993 | Eur 309 176 < FNABs
Urol 0,000
1
Di 1992 | Eur 111, 80 X 60 < X Stage
Silvenio Urol 0,005 A-D
et al.
Forsslund | 1992 | Canc 145 276 < FNABs Cytol.
et al. er 0,001 Grad
Fordham | 1986 | BrJ 72 6-144 < X HT in
et al. Surg 0,001 73%
Oxford
level 3b
Vesalaine | 1994 | BritJ 325, 106 X 0,0058 X T1-2,
netal. Canc 156 MO
er
Tribukait | 1993 | Euro 399, 287 X < 0,001 X FNABs
p 176
Urol
Borre et 1998 | Prost 120 X 0,024 X 96
al. ate 180 WHO
low
grades
only
Tabelle 4: Addition unabhangiger prognostischer Information der DNA-Ploidie zum Gleason Score.
Signifikanzen in Fettdruck bezeichnen Ergebnisse multivariater Regressionsanalysen nach Cox.
Autoren | Ja | Journal N Monate Signifikan | FCM ICM Diagno | Kommentar
hr Pati Follow-up zp Schnitt se/
ente multivari e Progno
n at Zellver se
einzelu
ng
Nach RPE
Oxford level 2b
Pretoriu | 20 Cell 193, X 73,3 < 0,001 X GS7
setal. 09 Oncaol 186
Bantis 20 J Exp 70 X 60 < 0,007 Imprint P
et al. 05 Clin S
Cancer
Res
Deliveli | 20 | World J 84 X 45 0,0074 X P
otis et 03 Urol
al.
Amling 19 J Urol 106 120 0,002 X Nach externer
et al. 99 Radiatio
Rosset | 19 | Cancer 89 X 31,2 0,006 X P Metastasen,
al. 94 Rezidive x3
Blute et | 19 J Urol 315 96 0,0004 X P Stages A, B
al. 89
Winkler | 19 Mayo 100, X 90 <0,001 X P Low and high
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at al. 88 | Clin Proc 91 GS
Stephe | 19 | Cancer 191, X 91,8 0,0109 X Brachytherapi
nsonet | 87 Res 82 e, an LK-
al. Metastasen,
D1, N+
Oxford level 3b
Isharwa | 20 | J Urol (557) 3 AUC- X ECS
| et al. 09 370 ROC +
1,5%
Rosset | 19 | AmJ 111 X 27 0,002 X Disease
al. 99 | Surg recurrence
Pathol
Di 19 | Europ 85 X 35 0,05 X
Silverio | 96 Urol
et al.
Hawkin | 19 | Urolog 894 X 100 <0,05 X z.T. auch HT
s etal. 95 y
Rosset | 19 | Mod 56 X 28,8 0,0026 X M
al. 94 | Pathol
Montgo | 19 | Arch 349, 240 0,001 X Progression &
mery et | 90 | Surg 261 cause spec.
al. survival
Nativet | 19 | Mayo | 159, 38 94,8 0,002 X GS low-grade
al. 89 Clin subgroup
Proc
Nach externer Radiatio
Oxfod level 2b
Oxford level 3b
Songet | 19 J Urol 91, >120 <0,0001 X Mayo Grad
al. 92 65
Nach Brachytherapie
Oxford I(|avel 2|b |
Oxford level 3b
Peters- | 19 Cancer 76, X 52 <0,05
Gee et 91 51
al.
Nach Hormontherapie
Oxford level 2b
Martine | 200 Actas 54 120 0,009 X Alle mit
z- 4 Urologic Knochen-
Jabaloy as metatstasen
asetal. Espanol
as
Martine | 200 | Urology | 127 > 12 0,031 X
z- 2 0
Jablono
yas et
al.
Oxford level 3b
Pollak 200 J Clin 471, X 96 0,005 X Nach externer
et al. 3 Oncaol 456, Radiotherapie
149
Pollack | 199 | Prostate 181, X 45 0,008 X
etal. 7 33
Ahlgren | 199 | Urology 125, 176 0,0004 FNABs
et al. 7 96
Forsslu | 199 | Cancer 334 360 0,001 FNABs
nd et al. 6
Vesalai | 199 BrJ 325, X 156 0,058 | X SPF
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nen et 4 Cancer 101

al.

Di 199 | Eur Urol | 111, X 60 <0,05 P

Silvenio 2 80

et al.

Fordha | 198 BrJ 72 6-144 < 0,001 P Ploidy + GS

m et al. 6 Surg better GS

alone

Nach Active Surveillance

Oxford level 2b

Adolfso | 199 | J Urol 167, X 50 0,018 FNABs Non- Behandlung

netal. 0 146 Grad 1 | Progres | bei Progress
&2 sion

Borre et | 199 | Prostate 120 X 180 0,024 P 96 WHO low

al. 8 grades only

Tabelle 5: Korrelation der DNA-Ploidie mit lokalem Rezidiv oder Progress. Signifikanzen in Fettdruck
bezeichnen Ergebnisse mutivariater Regressionsanalysen nach Cox.

Autoren | Jahr | Journ N Patienten Monat | Signifikan | FC ICM Kommentar
al Grundgesamt e z M Schnitte
h. Follow | Univariat Zellvereinzel
Untersucht -up Multivari ung
at
Ross et 199 | AmJ 111 X 27 0,002 X
al. 9 Surg
Pathol
Ross et 199 | Cance 89 X 31,2 < 0,001 X 3 x haufiger
al. 4 r
Eskeline | 199 | Eur 91, 35 X 187 0,028 X T1/2,
netal. 1 Urol
Adolfson | 199 | J Urol 167 58 0,006 X
et al. 0
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Tabelle 6: Korrelation der DNA-Ploidie mit Vorkommen von Lymphknoten- bzw. Knochen-Metastasen.
Signifikanzen in Fettdruck bezeichnen Ergebnisse multivariater Regressionsanalysen nach Cox.

Autoren | Jah | Journa N M Signifika | FC ICM Lymphkno | Bemerkun
r I Patien | Follo nzp M Schnitte ten gen
ten w-up | univariat Zellvereinzel | Knpchen
multivar ung
iat

Nach RPE
Oxford level 2b
Ross et | 199 | Cance 89 X 0,006 X
al. 4 r 31,2
Winkler | 198 | Mayo 100, X 90 | <0,0001 X K D1
et al. 8 Clin 91

Rep
Oxford level 3b
Ross et | 199 | Mod 56 X 0,0026 X LK, K
al. 4 | Pathol 28,8
Oxford
level 4
Tucci et | 199 | Brazili 28 x 50 0,03 X K
al. 4 anJ

Med

Biol

Res
Nach Hormontherapie
Oxford level 2b
Vesalai | 199 | BrJ 325, | X156 | <0,0001 | X K
nen et 4 | Cance 273
al. r
Oxford
level 3b
Tribukai | 199 Eur 309 176 | <0,0001 | X
t 3 Urol
Eskelin | 199 Eur 91 % 187 | 0.0601 X LK
en et al. 1 Urol

18




18. Liste der prognostische DNA-Ploidie-Messungen an Prostatakarzinomen
anbietenden Pathologen in Deutschland, 2012
www.prostata-shg.de

Lfd.-Nr. |Adresse

1 Institut flr Cytopathologie

Prof. Dr. S. Biesterfeld

Moorenstr. 5

D-40225 Diisseldorf

Tel.: +49-211-811 83 46

Fax.: +49-211-811 84 02

Email: Stefan.Biesterfeld@med.uni-duesseldorf.de
www.uniklinik-duesseldorf.de/cytopathologie

2 Praxis fur Pathologie

Dr. med. S. Savin

Poststr. 6

77652 Offenburg

Tel.: 0781-30868

Fax 0781-9400685

Email: info@pathologie-savin.de
www.pathologie-savin.de

3 Institut fir Pathologie

Prof. Dr. A. Gschwendtner

Klinikum Coburg GmbH

Postfach 23 53

96412 Coburg

Tel.: 09561-22-6211

Fax: 09561-22-7590

Email: andreas.gschwendtner@klinikum-coburg.de
www.klinikum-coburg.de

4 Institut fir Pathologie

PD Dr .med. M. Vieth, Dr. J. Schubert

Klinikum Bayreuth GmbH

Preuschwitzerstr. 101

95445 Bayreuth

Tel: 0921- 400 5602

Fax: 0921- 400 5609

Email: vieth.lkpathol@uni-bayreuth.de, pathologie@klinikum-bayreuth.de,
juergen-schubert@gmnx.de

www.klinikum-bayreuth.de



http://www.uniklinik-duesseldorf.de/cytopathologie
http://www.pathologie-savin.de/
http://www.klinikum-coburg.de/
http://www.klinikum-bayreuth.de/

Lfd.-Nr.

Adresse

Institut fr Pathologie

Prof. Dr. med. Alfred Bocking
Krankenhaus Diren

Roonstr. 30

52351 Duren

Tel.: 02421-301713

Fax: 02421-391335

Email: boecking@uni-duesseldorf.de
www.krankenhaus-dueren.de

http://www.cytopathologie-dna-icm.uni-duesseldorf.de/

http://www.sanfte-krebsdiagnostik.de/

Institut fr Pathologie und Zytologie

Dr. med. M. Rotter

Gemeinschaftspraxis am Klinikum Deggendorf
Perlasberger Str. 41

94469 Deggendorf

Tel.: 0991-30041

Fax: 0991-31874

Email: info@pathologie-deggendorf.de
www.pathologie-deggendorf.de

Gemeinschaftspraxis flr Histologie und Cytologie

Dr. Beckert / Dr. Hickmann / Prof. Dr. Wehrmann

Auf dem Sder 1

72622 Nirtingen

Tel.: 07022-783900 Sekretariat 07022-783903 personliche Durchwahl Hickmann
Fax: 07022-37144

Email: e.hickmann@pathologie-nuertingen.de

www.pathologie-nuertingen.de

GP Pathologie Frankfurt

PD Dr. med. Stephan Falk, FRCPath, FIAC
Ginnheimer Landstr. 86

60487 Frankfurt/M

Tel: 069-951447-0

Fax:069-951447-50

Email: info@pathologie-frankfurt.de
www.pathologie-frankfurt.de

Institut fir Pathologie

Charité — Universitatsmedizin Berlin

Prof. Dr. M. Dietel

Charitéplatz 1 (Gelandeadresse: Virchowweg 15)
10117 Berlin

Tel.: 030-450 536 002

Fax: 030-450 536 900

Email: manfred.dietel@charite.de
Patho-sekretariat@charite.de
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Lfd.-Nr.

Adresse

10

Institut fr Pathologie

Dr. F. Oellig

Heidestr. 75

45476 Mulheim/Ruhr

Tel.:0208-992780

Fax: 0208-9927830

Email: dr.f.oellig@pathologie-muelheim.de
www.pathologie-muelheim.de

11

Institut flr Pathologie

Dr. H. Schreiber

Berliner Allee 48

30175 Hannover

Tel.: 0511-307777

Fax: 0511-323041

Email: hartwig.Schreiber@hannover-pathologie.de

12

Institut fur Pathologie

Dr.(B)Dr. med. Friederike Poche-de Vos
Dr.(B) Peter de Vos

Voltmannstr. 279a

33613 Bielefeld

Tel.: 0521-400 760 70

Fax: 0521/400 760 80

Email: mail@pathologie-pochedevos.de

13

PPO Praxis fur Pathologie
Dr. med. Mona Tawfik
SchloRstr. 28

12163 Berlin

Tel.: 030-79702279

Fax: 030-79702280
info@tawfik-pathologie.de
www.tawfik-pathologie.de

14

Pathologisches Institut Celle
Prof. Dr. med. A. Wellmann
Wittinger Str. 14

29223 Celle

Tel.: 05141-721650

Fax: 05141-721659

Email: info@pathologen.net
www.pathologen.net
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Lfd.-Nr. |Adresse

15

Institut fir Pathologie Bonn-Dulsdorf
Prof. Dr. med. Reinhard Bollmann, MIAC
Heilsbachstr. 15

53123 Bonn

Tel.: 0228-986550

Fax: 0228-9865555

Email: info@patho-bonn.de
www.patho-bonn.de
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Institut flr Pathologie

Prof. Dr. G. Haroske

Krankenhaus Dresden-Friedrichstadt
Friedrichstr. 41

01067 Dresden

Tel: 0251-480-3770

Email: patho@khdf.de
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