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Zusammenfassung

DNA-Analysen zur Bestimmung
der Ploidie werden als Prognose-
faktor flr Progressionsrate und
Uberlebenszeit bei Patienten mit
Prostatakarzinom diskutiert. Wir
analysierten die Uberlebenszeit
von 61 Patienten mit primar meta-
stasierten Prostatakarzinom, bei
denen impulszytometrisch die
DNA-Ploidie aus dem Prostata-
gewebe bestimmt wurde. Das Ge-
webe wurde dabei im Rahmen
der Diagnosestellung  durch
Stanzbiopsie oder durch eine pal-
liative TUR gewonnen. Alle Pati-
enten wurden antiandrogen be-
handelt und bis zu ihrem Tod
nachbeobachtet. 37 % der ausge-
werteten DNA  Histogramme
zeigten ein diploides, 63% ein
non-diploides Verteilungsmuster.
Die mittlere Uberlebenszeit be-
trug fur Patienten mit diploidem
Tumor 44 (1-126) Monate, die
Patienten mit non diploidem Tu-
mor lebten durchschnittlich 40
(1-96) Monate. Dieser Unter-
schied ist nicht statistisch signifi-
kant. Die Kombination von non-
diploidem und niedrig differen-
ziertem (G3-) Tumor reduzierte
allerdings die Uberlebenszeit si-
gnifikant [20 (1-62) Monate].
Eine Korrelation von Grading
und Ploidie wurde nicht nachge-
wiesen. Keiner der untersuchten
Patienten zeigte die Kombination
eines diploiden und hoch diffe-
renzierten Karzinoms. Deshalb
erlaubt die gemeinsame Betrach-
tung von Ploidie und Grading
eine differenzierte Tumorbetrach-
tung.

Schliisselwoérter
Prostatakarzinom — Impulszyto-

photometrie — Ploidie — Uberle-
bensrate
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Das klinische Erscheinungsbild beim
Prostatakarzinom reicht vom laten-
ten Karzinom bis zum schnell wach-
senden und metastasierenden Tumor.
Diese Unterschiede sind einerseits
schwer mit morphologischen Krite-
rien zu korrelieren [19], jedoch wer-
den verschiedene klinisch-pathologi-
sche und biochemische Parameter
eingesetzt, um das biologische Ver-
halten des Tumors abzuschitzen. Zu
diesen Parametern gehoren Stadium,
Grading, Tumorvolumen und Hohe
des PSA-Werts. Allerdings ist keiner
dieser Parameter zuverlissig [10].
Die Therapieschemata sind unter-
schiedlich aggressiv und reichen von
einer abwartenden Haltung bis zur ra-
dikalen Prostatektomie beim lokal
schon fortgeschrittenen Karzinom [5,
7]. Die antiandrogene Therapie in
Form einer Orchiektomie bzw. LH/
RH-Analoga mit und ohne zusétzli-
chem Cyproteronacetat bzw. Flut-
amid ist derzeit die Standardtherapie
des fortgeschrittenen bzw. metasta-
sierten Prostatakarzinoms [13, 15].
Eine abwartende Haltung bei meta-
stasiertem Prostatakarzinom bis zum
Einsetzen klinischer Symptomatik
wird ebenfalls diskutiert [7, 11]. Diese
Uberlegungen sind auch deshalb ge-
rechtfertigt, da bisher keine prospek-
tiv randomisierte Studie eine Verlidn-
gerung der Uberlebenszeit durch an-
tiandrogene Therapie bewiesen hat.

Dr. A.Kugler, Urologische Universitétskli-
nik Gottingen, Robert Koch Strafie 40,
D-37075 Gottingen

Durchfluf3zytometrische Untersu-
chungen an Patienten mit unter-
schiedlichem Tumorstadium zeigten
bisher, dal Patienten mit diploidem
Prostatakarzinom eine bessere Pro-
gnose und eine ldngere Uberlebens-
zeit haben als Patienten mit aneu-
ploidem Tumor [3, 9, 14]. Tribukait
[17] berichtet iiber 199 Patienten mit
Prostatakarzinom und einem Fol-
low-up von 4 Jahren mit einer
95 %igen Uberlebenswahrscheinlich-
keit fiir Patienten mit diploidem Tu-
mor gegeniiber einer Uberlebensrate
von nur 40 % fiir Patienten mit aneu-
ploidem Verteilungsmuster. Andere
Autoren konnten allerdings diesen
Zusammenhang nicht verifizieren
[12].

Der mitunter lange Verlauf der
Erkrankung bewirkt, da3 nur wenig
Studien die Uberlebenszeit beim
Prostatakarzinom in Korrelation zur
Ploidie stellen. Dariiber hinaus wird
meist kein frisches sondern paraffi-
niertes Gewebe zur DNA-Analyse
verwendet. Die Verwendung von fri-
schem Gewebe wird dabei als aussa-
gekriftiger eingestuft [16].

In der vorliegenden Studie wird
der prognostische Wert von Ploidie-
bestimmung bei frischem Prostatage-
webe mittels Impulszytophotometrie
(ICP) zusammen mit dem Grading
des Tumors in Korrelation zu der
Uberlebenszeit gestellt. Alle Patien-
ten wurden bis zu Threm Tod nachbe-
obachtet.
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Summary

An aneuploid pattern of prostatic
cancer defined by flow cytometry
was shown to be of value in pre-
dicting progression rates and pa-
tient survival times. We evaluated
the long-term value of DNA anal-
ysis in prostatic cancer in 61 pa-
tients with advanced disease. We
performed flow cytometry on 61
fresh prostate specimens ob-
tained from a transrectal needle
biopsy or a transurethral resec-
tion. All patients received anti-
hormonal therapy. Time until
death was evaluated in all pa-
tients. Of the DNA histograms
analyzed, 37 % showed a diploid
pattern, 63 % an non-diploid pat-
tern, and 37 % a tetraploid or hy-
pertetraploid pattern. Kaplan-
Meier plots were generated for
analysis of the probability of sur-
vival. Mean survival time was
44 months for patients with dip-
loid (range 1-126 months) and
40 months for patients with non-
diploid tumors (range 1-
96 months). This difference is not
statistically significant. However,
the combination of non-diploid
and low-differentiated (G3) tu-
mors reduced survival time signif-
icantly (mean 20 months, range 1-
62 months). There was no patient
with combination of a diploid and
highly differentiated tumor.
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Tabelle 1
Verteilung des Stagings

Patienten n = N1 MO

61 28 (45 %)

Tabelle 2
Verteilung der Therapieformen

Patienten n Radikale
Prostatektomie
(MO)
61 5 (8 %)

Patienten und Methoden

Zwischen 1978 und 1990 wurde bei 61 Pati-
enten mit primidr metastasiertem Prostata-
karzinom, N+ und/oder M1 (Tabelle 1), be-
stimmt durch Lymphadenektomie bzw.
Knochenszintigraphie mit Nativrontgen,
impulszytophotometrische Untersuchungen
vorgenommen. Dabei wurde insbesondere
die Ploidie betrachtet. Die Gewebeproben
wurden frisch nach Gewinnung von rando-
misierten Prostatabiopsien — je 3 transrek-
tale Stanzzylinder aus jedem Prostatalap-
pen — oder im Rahmen einer palliativen
TUR analysiert. Die gewonnenen Gewebe-
proben wurden jeweils halbiert, der 1. Teil
wurde zur histologischen Aufarbeitung, die
restlichen Gewebeproben zur impulszyto-
photometrischen Untersuchung verwendet.
Zusitzlich wurde das Tumorstadium und
das Grading zum Zeitpunkt der Diagnose-
stellung sowie die Zeit bis zum Tod be-
stimmt. Das Grading der Karzinome wurde
histopathologisch von einem unabhéngigen
Pathologen festgelegt, der nicht iiber die
ICP-Ergebnisse informiert war. Alle Patien-
ten wurden antiandrogen, entweder durch
Orchiektomie oder LH/RH-Analoga, the-
rapiert (Tabelle 2); 8% der Patienten, die
eine ausschlieBlich lymphogene Metastasie-
rung aufwiesen, wurden vor der antiandro-
genen Therapie radikal postatektomiert.

AuBer der Uberlebenszeit wurden die
Todesursachen der Patienten festgehalten.
Das Alter der Patienten lag bei Diagnose-
stellung zwischen 55 und 84 Jahren (durch-
schnittlich 69 Jahre). Alle Patienten wurden
bis zu ihrem Tod beobachtet (maximal
126 Monate).

Die Gewebeproben wurden direkt nach
Gewinnung durch Biopsie oder TUR unter-
sucht. Nach mechanischer Disaggregation
wurde eine 30miniitige Pepsinierung in
0,5 %iger Pepsinlosung durchgefiihrt. Ver-
unreinigungen wurden mittels Zentrifugie-

>N1 M1
Knochenmetastasen

Orchiektomie

26 (42 %)

>N1 M1
mehrere M. Loci

(37 %) 10 (16 %)

LHRH-Analoga Chemotherapie

35 (58 %) 17 (27 %)

ren sowie Filtration durch einen 30 um gro-
Ben Nylonfilter entfernt. Zur Farbung der
DNA wurde Mithramycin C/Ethidiumbro-
mid (0,001 %) benutzt. Um nukledire RNA
zu entfernen, wurde dem Fluorochrom
RNase-Losung zugegeben. Die Proben wur-
den zentrifugiert (700 G fiir 5 min), resus-
pendiert in frischer Farbelosung, gewaschen
und erneut durch einen 27-um-Nylonfilter
geleitet. Die gefarbten Zellkerne wurden in
einem Impulszytophotometer (ICP 11/22,
Phywe, Gottingen) analysiert, der mit einer
100-W-Quecksilberlampe ausgeriistet ist
und einen UGI-UV-Filter besitzt. Minde-
stens 20000 Zellen wurden bei jeder Unter-
suchung evaluiert und der DNA-Gehalt
mittels der 4,6-Diamidino-2-Phenylindol-
Dihydrochlorid-Fluoreszenzintensitdt  be-
stimmt, aufgezeichnet und in einem Histo-
gramm ausgedruckt. Als Referenzzellen
dienten Lymphozytenpopulationen.

Jedes DNA-Histogramm wurde als di-
ploid, aneuploid, tetraploid oder hyperte-
traploid eingestuft, hierbei wurde der
DNA-Index, beschrieben durch Hidde-
mann [6], verwendet. Diploide Tumoren
sind definiert durch einen DNA-Index von
<1,05. Aneuploidie durch einen DNA-In-
dex zwischen 1,06 und 1,95; Tetraploidie
zwischen 1,96 und 2,05. Histogramme mit
einem DNA-Index >2,05 sind hypertetra-
ploid. Bei Vorliegen unterschiedlicher Ploi-
diewerte bei demselben Patienten wurde
immer der hochste DNA-Index gewertet.

Die gesamte statistische Auswertung er-
folgte durch das SAS-Statistikprogramm
(Statistical Analyse Systems, SAS Institute
Inc. Cary, N.C., U.S.A). Die Uberlebens-
kurven wurden nach Kaplan-Meier [8] un-
ter Verwendung der ,,Log-rank-Tests“ mit
non-parametrischem Vergleich der univari-
aten Uberlebensgruppen erstellt.

Die Unabhingigkeit der Parameter
Ploidie und Grading wurde durch den Stan-
dard-y 2-Test berechnet.
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Tabelle 3
Verteilung der Ploidie und des Gradings
Patienten n Alter Diploid Non-diploid G1 G2/3
mittleres [%] [%] [%] [%]
61 69 37 63 < 91
35%-
30%-" Ediploid
B non diploid
25%-]
20%
15%-]
10%-1
G1 G2 G3
Abb.1. Prozentuale Verteilung der DNA-Ploidie und des Gradings (n = 61)
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Abb.2. Ube{lebenszeit der Patienten mit diploidem [ O | und non diploidem [ m | Karzi-
nom. Beide Uberlebenszeiten sind gleich lang (p = 0,65)

Ergebnisse

22 (37%) der 61 Priaparate waren di-
ploid, 16 (26%) aneuploid, 22
(37%) tetraploid bzw. hypertetra-
ploid (Tabelle 3). Fiir die weiteren
Auswertungen wurden die Patienten
mit aneuploidem, tetraploidem und
hypertetraploidem DNA-Vertei-
lungsmuster als non-diploid zusam-
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mengefalit, um so die Zahl der zu
vergleichenden Gruppen zu reduzie-
ren.

Alle Patienten verstarben im Be-
obachtungszeitraum, 91% an den
Folgen der Erkrankung, die verblei-
benden 6 Patienten an Herzinsuffizi-
enz, Apoplex, Bronchialkarzinom
oder Herzinfarkt. Von den 61 Patien-
ten hatten nur 6 Patienten (9%) ei-

nen hoch differenzierten Tumor,
91% ein G2- bzw. G3-Karzinom. In
Abb.1 ist die das Grading gegen die
Ploidie aufgetragen. Eine Abhéngig-
keit zwischen den Parametern Ploi-
die und Grading besteht nicht (y2-
Test p =0,08). Unter den Patienten,
die am Prostatakarzinom verstarben,
waren sowohl Patienten mit einem
diploiden als auch mit einem hoch
differenzierten Tumor. Eine Kombi-
nation dieser Parameter wird aller-
dings nicht beobachtet. Patienten
mit diploidem Karzinom weisen zu
72% einen G3-Tumor auf. Die ver-
bleibenden Patienten mit einem di-
ploiden DNA-Muster haben ein G2-
Karzinom. Kein Patient hat die Kom-
bination eines diploiden und G1-Kar-
zinoms. Patienten mit einem nicht di-
ploiden Karzinom zeigen zu etwa
50% einen G2- oder G3-differenzier-
ten Tumor; 15% allerdings ein G1-
Karzinom.

Die Uberlebenszeit der Patienten,
die am Prostatakarzinom verstarben
(n=55) wurde nach Kaplan-Meier
berechnet (Abb.2). Die mittlere
Uberlebenszeit von Patienten mit di-
ploidem Prostatakarzinom betrégt
44 Monate, diejenige fiir Patienten
mit non-diploidem Tumor 40 Mo-
nate. Dieser Unterschied ist nicht si-
gnifikant (Tabelle 1, p =0,65). Wer-
den unter den Patienten mit non-di-
ploidem Tumor diejenigen isoliert
betrachtet, die zusitzlich einen wenig
differenzierten (G3-) Tumor haben,
betrigt die mittlere Uberlebenszeit
nur 20 Monate. Diese Patienten le-
ben damit im Vergleich zum Gesamt-
kollektiv signifikant kiirzer (p = 0,03,
Abb.3). Werden nur die Patienten
mit einem G3-Karzinom betrachtet
(n=34), so leben diejenigen mit ei-
nem non diploiden Tumor signifikant
kiirzer (Abb.4, p = 0,03).

Diskussion

Nur wenige Studien korrelieren die
Uberlebenszeit von Patienten mit
Prostatakarzinom mit der Tumor-
ploidie und verwenden frisches Ge-
webe zur DNA-Analyse, das aussa-
gekriftiger ist als paraffinisiertes Ge-
webe [16]. Ein weiteres Problem bei
der Interpretation der Ploidie ist das
des ,,sampling errors“, d.h.: Ist die
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Karzinom. Die Uberlebenszeit von Patienten mit non diploidem G3 Karzinom ist signifi-
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analysierte Probe tatsdchlich repré-
sentativ fiir den gesamten Tumor? In
dieser Studie versuchten wir diesem
Problem durch Teilung der Stanzzy-
linder bzw. der durch TUR gewonne-
nen Prostataspéne — je zur Hélfte hi-
stopathologische und impulszytopho-
tometrische Auswertungen — zu be-
gegnen.

Fiir das Prostatakarzinom ist in
mehreren Untersuchungen nachge-
wiesen worden, daf3 Grading und
Ploidie zusétzliche Prognosefaktoren
sind, um die Zeit bis zur Progression,
Ansprechrate auf die antiandrogene
Therapie sowie die Uberlebenszeit
abzuschitzen [2, 4, 16, 17, 20].

Vorausgegangene Untersuchun-
gen an Patienten mit nicht fortge-
schrittenem Prostatakarzinom zeigen
dabei eine Korrelation von gut diffe-

renzierten Tumoren und diploidem
DNA-Gehalt, sowie von aneuploi-
den Karzinomen mit niedriger Diffe-
renzierung [4]. Eine entsprechende
Korrelation kann unsere Studie nicht
nachweisen. Hier zeigen Patienten
mit diploidem Tumor in 72 % einen
niedrigen Differenzierungsgrad. Die-
se Diskrepanz kann dadurch bedingt
sein, daf} in unserem Kollektiv nur
Patienten mit primér metastasiertem
Prostatakarzinom eingeschlossen
wurden. Die Korrelation von diploi-
dem DNA-Muster und hoch diffe-
renziertem Tumor finden wir auch in
unserem Patientengut mit priméir lo-
kal begrenzten, nicht metastasiertem
Prostatakarzinom. Fiir primér meta-
stasierte Tumoren konnen wir aber
in der vorgestellten Untersuchung
keine entsprechende Korrelation fin-

den. In diesem Kollektiv zeigen di-
ploide Karzinome obligat eine nied-
rige Differenzierung. Andererseits
haben G1-Karzinome immer ein
non-diploides DNA-Muster. Patien-
ten mit einem diploiden G1-Karzi-
nom kommen nicht in der von uns
betrachteten Patientengruppe mit
primédr metastasiertem Tumor vor,
auch ist eine Tumorprogression bei
Patienten mit lokalisiertem, diploi-
den Karzinom von anderen [1] selte-
ner beobachtet worden als bei Pati-
enten mit lokalisierten non diploiden
Karzinomen.

Eine Korrelation zwischen non-di-
ploiden Karzinomen und einer kiir-
zeren Uberlebenszeit wird von meh-
reren Autoren beschrieben [2, 9, 14,
16, 17]. Die Kombination von Gra-
ding und DNA-Index wird dabei als
aussagekriftiger eingestuft als jeder
einzelne Parameter [1]. Diese Beob-
achtung an lokal begrenzten Prosta-
takarzinomen trifft in unserer Studie
auch auf Patienten mit primér meta-
stasierten Karzinom zu.

Die Uberlebenszeit in unserer
Untersuchung unterscheidet sich
nicht durch die Ploidie allein. Ledig-
lich diejenigen Patienten, die einen
non-diploiden und niedrig differen-
zierten Tumor aufweisen, lebten si-
gnifikant kiirzer. Auch bei dem Ver-
gleich der Patienten mit einem G3-
Karzinom (n = 35) zeigt sich, daf die-
jenigen mit einem non-diploiden Tu-
mor eine signifikant kiirzere Uberle-
benszeit haben, als diejenigen mit ei-
nem diploiden Karzinom.

Hervorzuheben bleibt, dall so-
wohl hochdifferenzierte als auch di-
ploide Karzinome zum Tode fiihren
konnen, die Kombination dieser bei-
den Parameter aber in der Gruppe
der primidr metastasierten Prostata-
karzinome nicht beobachtet wird.

In unserem Kollektiv erhalten alle
Patienten eine antiandrogene Thera-
pie entweder durch Orchiektomie
oder LH/RH-Analoga. Somit sind
die Korrelationen von Ploidie, Gra-
ding und Uberlebenszeit nur fiir the-
rapierte Patienten und nicht fiir den
natiirlichen Krankheitsverlauf aussa-
gefahig.

Zusammenfassend kann eine
DNA-Bestimmung an Tumorzellen
der Prostata einfach durchgefiihrt
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werden, wenn frisches Biopsiemate-
rial oder Gewebe verwendet wird.
Die Kombination mit dem Grading
ist von hohem prognostischem Wert.
Patienten mit non-diploidem und
niedrig differenziertem Karzinom
haben eine deutlich schlechtere Pro-
gnose als diejenigen mit hoch-diffe-
renziertem, diploidem Tumor.
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