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1. EINLEITUNG

Seit EinfuUhrung der breitflachigen Messung des prostataspezifischen Antigens
(PSA), werden Prostatakarzinome in zunehmend friGheren Entwicklungsstadien
diagnostiziert. Dadurch gelingt es heute haufig, im Gegensatz zur Vergangenheit,
die Tumorerkrankung zu erkennen, bevor sie, zumindest nach klinischen Ge-
sichtspunkten, metastasiert hat. Dies hat zu einer geradezu explosionsartigen Zu-
nahme lediglich lokal wirksamer Behandlungen mit dennoch kurativer Intention,
wie der radikalen Prostatektomie, der perkutanen Bestrahlung und der Brachythe-
rapie gefuhrt. Trotz all dieser Fortschritte sind auch bei klinisch, vermeintlich lokal
begrenztem Tumorwachstum Behandlungsmisserfolge keine Seltenheit. Rezidiv-
raten zwischen 15 — 40% werden berichtet (Hull et al. 2002; Han et al. 2001;
Amling et al. 2000). Das hat vor allem 2 Ursachen:

- Einerseits wird die lokale Ausdehnung der Geschwulst nicht selten unter-
schatzt. Die vollstandige Eradikation ist deshalb nicht moglich. Es verbleiben
Tumorreste. Lokale Rezidive sind die Folge.

- Andererseits verbleiben, ebenfalls nicht selten, klinisch stumme Aussaaten,
die Uber Mikrometastasen dann zu Metastasen heranwachsen. Fruher oder
spater fuhren auch sie zu einem Therapieversagen.

In den vierziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts wurde die endokrine Be-

handlung von Patienten mit Prostatakarzinom eingefuhrt (Huggins and Hodges

1941; Huggins et al. 1941; Huggins et al. 1941). In ihrem Gefolge kommt es haufig

zur deutlichen GroRenreduktion des Primartumors und auch seiner etwaigen Me-

tastasen. Selbst komplette Remissionen sind keine Seltenheit. Leider sind sowohl
die partiellen, als auch die kompletten Remissionen zeitlich begrenzt und somit die

Hormontherapie offensichtlich ohne kurative Potenz. Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist

die Hormontherapie jedoch die wirksamste systemische Therapie des Prostata-

karzinoms.

Angesichts der beiden oben bereits erwahnten Ursachen fur das Versagen lokaler

TherapiemalRnahmen, lag es auf der Hand diese mit der systemischen, also hor-

monellen Behandlung zu kombinieren. Das hat man auch schon sehr fruhzeitig

getan. Vallet 1944 hat dieses Konzept erstmalig zur Anwendung gebracht. Da-

mals wurden Prostatakarzinome zumeist erst in einem lokal sehr fortgeschrittenen
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Stadium entdeckt und auch die Metastasendiagnostik stand noch am Anfang ihrer
Entwicklung. Einer lokalchirurgischen Behandlung waren zu jener Zeit, schon aus
technischen Gruinden, enge Grenzen gesetzt. In dieser Situation versprach man
sich von der endokrinen Vorbehandlung zunachst einmal durch Reduktion des
Lokalbefundes Resektabilitat zu schaffen. Da sich die endokrine Vorbehandlung
hinsichtlich dieser Zielsetzung auch bewahrte, fand sie rasch weitere Anhanger,
die ihre Wirksamkeit auch bestatigten (Gutierrez 1949; Scott 1964; Parlow and
Scott 1949; Colston and Brendler 1947; Chute and Fox 1966; Scott and Boyd
1969: Cosgrove et al. 1973). Die nachfolgende Entwicklung liel3 diese Indikation
der endokrinen Vorbehandlung aber in den Hintergrund treten. Mit der Verfeine-
rung der Metastasendiagnostik wurde klar, dass lokal sehr fortgeschrittene und
deshalb nicht resektable Tumoren zumeist auch schon feststellbar gestreut haben
und deshalb, selbst nach hormoneller Vorbehandlung, keiner lokalen Therapie mit
kurativer Aussicht mehr zuganglich sind.

Nachdem, beginnend in der zweiten Halfte der achtziger Jahre, die Fruhdiagnostik
des Prostatakarzinoms moglich und zunehmend Realitat geworden war, hatten
sich auch die Behandlungsbedingungen erheblich gewandelt.

Jetzt waren die neu festgestellten Prostatakarzinome vorwiegend klein, die Re-
sektabilitat deshalb zumeist kein Thema mehr. Auch die modernsten bildgebenden
Untersuchungsmethoden lieRen haufig keine Metastasierung erkennen. Somit
lagen bei den meisten Patienten vermeintlich ideale Vorraussetzungen fur lokale
Therapiemalinahmen, allen voran die radikale Prostatektomie vor.

Dennoch, die Haufigkeit der altbekannten Ursachen des Therapieversagens, die
unvollstandige lokale Tumoreradikation und die unbemerkte systemische Streu-
ung, nahmen zwar drastisch ab, vollstandig ausgeschaltet werden konnten diese
Negativfaktoren jedoch auch durch die Frihdiagnostik des Prostatakarzinoms
nicht.

Sie traten jetzt allerdings in anderer Form auf: Statt makroskopisch unvollstandiger
Resektion (R2) nun mikroskopischer Schnittrandbefall (R1) und statt histologisch
feststellbarer Metastasen, z. B. im regionalen Lymphadenektomiepraparat, nun
der Verdacht auf das Vorliegen disseminierte Tumoreinzelzellen, die friher oder
spater zu Mikro- und Makrometastasen heranwachsen konnten.



In der folgenden Tabelle 1 wurden zur lllustration des Gesagten die Haufigkeit po-

sitiver Schnittrandbefunde mehrerer zeitgendssischer Prostatektomieserien auf-

gelistet.
Autor n Schnittrand +

Fair et al. 1997 92 36%
Pedersen et al. 1995 54 46%
Soloway et al. 1995 137 47%
Labrie et al. 1994 71 34%
Klotz et al. 1996 91 65%
Bellavance and Fradet 1996 275 39%
Debruyne et al. 1996 154 44%
Van Poppel et al. 1995 62 46%
Bono et al. 2001 107 51%
Summe/Mittel 1043 45%

Tab. 1: Schnittrandbefall bei radikaler Prostatektomie

Wie ersichtlich, ist der tumorbefallene Schnittrand, trotz aller Frihdiagnostik, ein
immer noch sehr haufiger Befund und eine Vielzahl von Veroffentlichungen belegt,
dass es sich dabei um einen Rezidivrisikofaktor handelt (Ohori et al. 1995, Epstein
et al. 1993; Epstein et al. 1996; Paulson et al. 1986, Obek et al. 1999). Dies und
bereits stattgehabte, jedoch unbemerkte Streuungen bedingen, dass auch in zeit-
genossischen Prostatektomieserien die 5 und 10 Jahres Rezidivfreiheit nur bei
59-83% bzw. 47-74% liegt (Trapasso et al. 1994; Zincke et al. 1994, Kupelian et
al. 1997; Pound et al. 1999, Catalona and Smith 1994, Ohori et al. 1995; Iselin et
al. 1998; Partin et al. 1993). Dabei handelt es sich hier aber ganz vorwiegend um
cT1-2 Karzinome, und selbst in dieser Gruppe schneiden die dedifferenzierten
Tumore wesentlich schlechter als der Durchschnitt ab.

Noch ungunstiger stellt sich die Situation bei den Patienten mit cT3-
Prostatakarzinomen dar. Zwar hat ihre Haufigkeit seit Einfuhrung der flachenhaf-
ten PSA-Messungen von ehemals rund 30% auf ca. 10% deutlich abgenommen
(Amling et al. 1998). Ein therapeutisches Dilemma stellt dieses Patientengut den-
noch unverandert dar. Radikale Prostatektomie und Strahlentherapie stehen hier
miteinander in enger Konkurrenz (Aus et al. 2001 ). Als Monotherapie lassen die
Ergebnisse beider Therapieformen jedoch so oder so, erheblich zu wunschen. So

7



waren nach radikaler Prostatektomie von 242 cT3 Patienten einer multizentri-
schen Studie nach 10 Jahren nur noch 32 % metastasenfrei (Gerber et al. 1997).
In der Patientenserie von van den Ouden et al. 1998 hatten 71 % bereits nach 5
Jahren eine biochemische Progression. In der grof3en perkutanen Bestrahlungsse-
rie (551 Patienten) von Zagars et al. 1987 betrug das progressfreie Uberleben
nach 5 Jahren 59 und nach 10 Jahren 46%. Auch hier gilt, je desdifferenzierter der
Tumor, desto schlechter die Prognose.

Unklar ist nach wie vor die klinische Bedeutung zunachst nicht fassbarer Tumor-
zellstreuungen, die sich friher oder spater als Metastasen manifestieren.

Durch immunhistochemische und molekulare Untersuchungsmethoden in Blutpro-
ben, Lymphknoten und Knochenmark ist es seit geraumer Zeit moglich geworden
Tumoreinzelzellen mit hinreichend hoher Sicherheit zu identifizieren.

Uber die Haufigkeit dieser Disseminate und ihre Abhangigkeit von bekannt prog-
noserelevanten und sonstigen Faktoren liegen widerspruchliche Mitteilungen vor.
Prazise Aussagen zu ihrer Bedeutung fur den Krankheitsverlauf kdnnen derzeit
ebenfalls nicht erfolgen. Dennoch ist davon auszugehen, dass disseminierte Tu-
moreinzelzellen unter gewissen Umstanden zu weiteren Schritten in der metastati-
schen Kaskade fuhren.

Angesichts dieser allgemeinen Sachlage ware neben der lokalen Therapie eine
zusatzliche systemische Behandlung, welche die genannten Negativfaktoren be-
seitigt oder zumindest reduziert, nach wie vor in hohem Male wunschenswert.
Die endokrine Behandlung drangte sich dazu, auch angesichts der fruhen Erfah-
rungen mit ihr und mangels hinreichender Alternativen, geradezu auf. Zumal man
jetzt nicht mehr nur auf die irreversible und psychologisch belastende Orchidekto-
mie bzw. die nebenwirkungsreichen Ostrogene angewiesen war, sondern auf gut
vertragliche und vor allem in ihrer Wirkung reversible Medikamente zurtckgreifen
konnte.

Aus diesen Uberlegungen entstand das Konzept der modernen, induktiven oder
neoadjuvanten endokrinen Therapie.

Nachdem die Arbeitsgruppe von Labrie et al. 1985 die zumindest theoretischen
Vorzuge der kompletten, gegenuber der partiellen Androgendeprivation herausge-
arbeitet hatten, wurde erstere in unterschiedlichen Formen von den meisten Auto-

ren auch fur die neoadjuvante Therapie Ubernommen.



Die frGhen Pioniere der endokrinen Vorbehandlung hatten ein relativ klares Ziel
vor Augen an dem sie die Dauer der Therapie ausrichteten: Resektabilitat. Dieser
Endpunkt wurde im Einzelfall nach sehr unterschiedlichen Zeitspannen erreicht.
Sie konnte sich aber Uber 1 Jahr und langer erstrecken.

Nachdem es mdglich geworden war das Prostatakarzinom zumeist in einem we-
sentlich fruheren Stadium zu entdecken, konnte das vormals relativ einfach fest-
zustellende Kriterium der Resektabilitat nicht mehr als individuelles Behandlungs-
ziel dienen. Den modernen Autoren war somit ein leicht zu erkennendes unmittel-
bares Behandlungsziel, an dem sie die Dauer der Therapie ausrichten konnten,
abhanden gekommen. Deshalb legten die meisten die Dauer der neoadjuvanten
Hormontherapie, jetzt vollig willkurlich, bei 3 Monaten fest. Damit verzichteten sie
ganz auf eine individuelle Behandlung. Grol3e und kleine, hoch, mafig und niedrig
differenzierte Tumoren mit den unterschiedlichsten initialen PSA-Werten wurden
somit einem pauschalen Behandlungsregime unterzogen.

Obwohl dieses schematische Vorgehen bereits zu einer etwa 50 %-igen Redukti-
on tumorbefallener Schnittrander fuhrte (Fair et al. 1997; Pedersen et al. 1995;
Soloway et al. 1997; Labrie et al. 1994, Klotz et al. 1996; Bellavance and Fradet
1996; Van Poppel et al. 1995, Bono et al. 2001), konnte in den bisher vorliegen-
den Studienergebnissen keine Abnahme der Rezidivhaufigkeit nach radikaler
Prostatektomie festgestellt werden (Aus et al. 1998; Klotz et al. 1999; Witjes et al.
1997; Schulman et al. 2000, Baert et al. 1998; Soloway et al. 1997).

Es lag nun aber nahe zu vermuten, dass die konventionelle 3 monatige endokrine
Induktion die Moglichkeiten der neoadjuvanten Hormontherapie nicht bei allen Pa-
tienten ausschopft. Da mit der PSA Bestimmung ein verlassliches Kontrollinstru-
ment des Tumorverhaltens unter therapeutischen Bedingungen vorliegt, wurden
die eigenen Patienten, beginnend 1992, einer prolongierten, PSA-gesteuerten,
neoadjuvanten, endokrinen Therapie (PPNET) unterzogen. Dabei wurde von der
bisher unwiderlegten These ausgegangen, dass die Behandlung wirkt, solange
der PSA Wert abfallt (Miller et al. 1992). Der Vorbehandlungsendpunkt fallt somit
mit dem individuell erreichbaren PSA Nadirwert zusammen. Durch dieses Vorge-
hen kann anstelle der pauschalisierten Vorbehandlung die Dauer der endokrinen
Vorbehandlung patientenindividualisiert durchgefuhrt werden.

Die Uuberlegene Wirksamkeit der prolongierten gegenuber der schematischen 3

monatigen Induktion auf den Primartumor zumindest auf histomorphologischer



Ebene, konnte inzwischen durch eine Reihe von Veroffentlichungen belegt werden
(Kéllermann et al. 1998; Gleave et al. 1996; Bellavance and Fradet 1996; van der
Kwast et al. 1999; Meyer et al. 2001; Montironi et al. 1999)

In der vorliegenden Arbeit wurde sich eingehend mit der Auswirkung der endokri-
nen Therapie auf den Primartumor und subklinischer Disseminate auseinanderge-
setzt. Bezuglich des Primartumors hat sich gezeigt, dass es unter prolongierter
Induktion zu ausgepragten regressiven Veranderungen am Tumor und erstmals
auch zu pTO Befunden in nennenswerter Anzahl kommt. Zur Haufigkeit, Bedeu-
tung und Prognose, sowie zu den Vorraussetzungen dieser Therapieergebnisse
wurden eigenen Untersuchungen durchgefuhrt, deren Resultate hier vorgestellt
und diskutiert werden.

Beginnend in den achtziger Jahren, mit der Entwicklung hoch empfindlicher De-
tektionstechniken, ist der Dissemination von Tumoreinzelzellen zunehmend Auf-
merksamkeit geschenkt worden. Es liegt nahe anzunehmen, dass dieses zuvor
nicht fassbare Phanomen unabdingbare Voraussetzung fur die Entwicklung spater
klinisch manifest werdender Metastasen ist. Wenngleich bereits Untersuchungen
zur Haufigkeit von Tumorzellen im Blut, Knochenmark und in regionalen Lymph-
knoten von Patienten mit Prostatakarzinom vorliegen, sind die Ergebnisse sehr
unterschiedlich. Hinzu kommt, dass das Verhaltnis zwischen Haufigkeit und Inten-
sitat der Disseminate einerseits und bekannten prognoserelevanten Faktoren wie
Tumorstadium, initialem PSA-Wert und Differenzierungsgrad der Geschwulst an-
derseits sehr widerspruchlich beurteilt werden. Dasselbe gilt auch fur die prog-
nostische Bedeutung dieser Streuungen.

Um die Kenntnisse in diesem Bereich zu festigen, wird hier die zahlenmalig
grofdte Studie zum Thema Knochenmarkbesiedelung vorgelegt und die Zusam-
menhange zwischen dieser und den genannten prognoserelevanten Faktoren
ausfuhrlich diskutiert.

In einer vorangehenden eigenen Untersuchung (Kéllermann et al. 1999) wurde der
Befall regionarer Lymphknoten mit Tumoreinzelzellen bei Prostatektomiepatienten
mit immunhistochemischen Verfahren untersucht und mit dem Knochenmarkbefall
verglichen. Inzwischen wurde im eigenen Labor mit der methylierungsspezifischen
Polymerasekettenreaktion (MS-PCR) zum Nachweis der GSTP-1-Promotor Hy-
permethylierung ein praktikableres, deutlich sensibleres und spezifischeres Ver-
fahren zur Detektion von Tumorzellen in Lymphknoten entwickelt. Die so gewon-
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nenen Ergebnisse werden hier vorgestellt und diskutiert. Dabei wird ebenfalls auf
Zusammenhange zwischen Lymphknotenbefund und etablierten Prognosefakto-
ren eingegangen.

Weitgehend unbekannt ist das Verhalten der Tumorzelldisseminate unter und im
Gefolge einer neoadjuvanten Hormontherapie. In der vorliegenden Arbeit werden
die eigenen Untersuchungsergebnisse der ersten grof3en Studie zu diesem The-
ma anhand von uber 200 Patienten, bei denen das Knochenmark vor und nach
PPNET untersucht wurde, prasentiert.

AbschlielRend wird der Versuch unternommen, das vorliegende Ergebnismaterial
und die daraus gezogenen, z.T. sehr widerspruchlichen Schlussfolgerungen, auch
in Hinblick auf ihre prognostische Bedeutung, in einen theoretisch schlissigen

Kontext zu bringen und Ansatzpunkte fur weitere Untersuchungen aufzuzeigen.
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2. HISTOPATHOLOGIE DER PROSTATA NACH ENDOKRINER
THERAPIE

2.1. ALLGEMEINE UND SPEZIELLE HISTOMORPHOLOGISCHE AS-
PEKTE

Prinzipiell fuhrt die endokrine Therapie am Primarorgan (Prostata) sowohl im be-
nignen, als auch malignen Gewebe zu einem weiten Spektrum histomorphologi-
scher Alterationen. Kenntnisse hiervon sind zur Beurteilung des Therapieeffektes
als auch zur Initiation gezielter wissenschaftlicher weiterfihrender Untersuchun-
gen unabdingbar. Die eigenen langjahrigen diesbezuglichen Beobachtungen wer-
den im Folgenden zusammengefasst (Helpap und Kéllermann 2004).

2.1.1. Stroma und benigne Drusen

Die endokrine Vorbehandlung fuhrt generell zu einer glandularen Atrophie und zu
Veranderungen der Drusenarchitektur. Im Stroma findet sich haufig eine Hyper-
zellularitat. Vereinzelt sind fokale lympho-/histiozytare Infiltrate zu beobachten. Bei
den nichtmalignen Drusen ist zwischen Basalzellen und sekretorischem Epithel zu
unterscheiden. Im Vergleich zur haufig atrophen zellularen Nachbarschaft wirkt die
Basalzellschicht prominent, teils findet sich sogar eine Basalzellyperplasie. Dies
wird als kompensatorischer Prozess zum Ausgleich des apoptotischen Verlustes
von sekretorischem Epithel interpretiert (Vailancourt et al. 1996). Das den Andro-
genrezeptor exprimierende sekretorische Epithel zeigt atrophe Veranderungen im
Sinne einer zytoplasmatischen Vakuolisierung und nuklearen Verdichtungen bis
hin zu Zelluntergangen. Dies fuhrt zu einer Reduktion papillarer intraluminaler E-
pithelaufwerfungen und insgesamt zu einer GroRenreduktion der Drisenschlau-
che. Die Drusen zeigen zum Teil nur noch ein einschichtiges und atrophes Epi-
thel. Selten findet sich eine Plattenepithelmetaplasie, die vermehrt auch

nach Ostrogentherapie zu verzeichnen ist. Vereinzelt findet sich eine fokale Hau-
fung von neuroendokrinen Zellen (Kéllermann und Helpap 2001), (Abb. 1, 2, 3).
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Abb. 1: Benignes Prostatagewebe nach anti-
androgener Therapie: glanduldre Regression mit
prominenter Basalzellschicht, hellzelligem, va-
kuolisiertem sekretorischem Driisenepithel, ver-
einzelt Kernpyknosen. Stroma mit Hyper-
zellularitat. Hdmatoxylin-Eosin

Abb. 3: Cluster neuroendoknn d|fferen2|erter
Postataepithelzellen nach 3 monatiger endo-
kriner Vorbehandlung. Chromogranin A Im-
munhistochemie, ABC-Methode).

Abb 2: Benignes Prostatagewebe nach anti-
androgener Therapie: a) glanduladre Basal-
zellhyperplasie, b) glandulare Platten-
epithelmetaplasie. Hdmatoxylin-Eosin.

2.1.2. Prostatische intraepitheliale Neoplasie:

Die Androgendeprivation verursacht regressive Veranderungen wie beim be-

nignen sekretorischen Drisenepithel. Es kommt zu Vergréierung und Vakuolisie-
rung des Zytoplasmas, was zu einem klarzelligen Bild fuhrt. Dysplastisches
sekretorisches Epithel schilfert in das Driisenlumen ab. Dadurch kommt es zu ei-

nem Ruckgang der intraluminalen Epithelaufwerfungen und zu einer glandularen
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Atrophie. Wie bei den benignen Driusen findet sich eine prominente Basalzell-
schicht. Insgesamt kommt es durch die Behandlung zu einem Ruckgang der Pra-
valenz und Ausdehnung von PIN Lasionen (Ferguson et al. 1994; Montironi et al.
1994, Montironi et al. 19995).

2.1.3. Prostatakarzinom:

Typische Veranderungen treten sowohl auf zellularer als auch auf histoarchitekto-
nischer Ebene auf. Zytologisch ist eine Schrumpfung der einzelnen Tumorzellen
festzustellen. Ferner findet sich Ublicherweise ein ,klarzelliges® Zytoplasma, ein-
hergehend mit Vakuolisierungen. Die Zellkerne sind zumeist pyknotisch, es findet
sich ein Verlust der nukleolaren Prominenz.

Die Histoarchitektur ist gekennzeichnet durch ein Kontinuum an Strukturverlust. In
bis zu 40% der Falle finden sich weitgehend unverandert imponierende Tumor-
areale, welches nach eigenen Beobachtung insbesondere fur kribriforme Wachs-
tumsmuster zutrifft (Kéllermann 1995) (Abb. 4). Typisch fur vorbehandelte Karzi-
nome ist jedoch das Bild von kleinen Drusen mit atrophem Epithel und dichten
kompakten Kernen (Abb. 5). Ein weiteres, in ca. 30% der Falle anzutreffendes
Muster sind teils winzige, teils ausgedehnte, basophile Sekretextravasationen mit
in das Stroma infiltrierendem Aspekt. Haufig konnen in diesem Sekret noch Tu-
morreste gefunden werden. Das Sekret ist PAS positiv, vereinzelt finden sich Pan-
zytokeratin positive Einzelzellen im Stroma / Sekretubergang. Farbungen dieser
Zellen mit hochmolekularen Zytokeratin 34RE12 sind negativ. Teilweise kann eine
PSA Expression nachgewiesen werden (Kéllermann et al. 2000). Zumeist ist die
glandulare Grundstruktur mit atropher Epithelauskleidung und fokalen Plasmava-
kuolisierungen noch zu erkennen (Abb. 6). In seltenen Fallen sind diese Verande-
rungen so ausgepragt, dass ein als Pseudomyxoma ovarii beschriebenes Bild ent-
stehen kann (Tran et al. 1998), (Abb 7). Weiterhin kann die ursprungliche glandu-
lare Struktur derart gestort sein, dass z. T. nur noch mit gro3er Muhe Drusenreste

und verstreute Tumoreinzellzellen zu erkennen sind (Abb. 8, 9).
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Abb. 4: Ausgedehnte kribriforme Tumormassen  Abb. 5: Angedeutet Residuen von Tumordriisen

nach antiandrogener Therapie ohne Regressi- nach antiandrogener Therapie. Teils nur noch

onszeichen (Hamatoxylin-Eosin). Tumoreinzel-zellkomplexe mit pyknotischen Zell-
kernen nachweisbar (Hamatoxylin-Eosin).

Abb. 6: Tumor mit ausgedehnten regressiven Abb. 7: a) Extreme Variante von Abb. 6, in der
Veranderungen nach antiandrogener Therapie. Literatur als Pseudomyxoma peritonei beschrie-
Teils nur noch Spaltbildungen mit Zelldetritus ben (Hamatoxylin-Eosin) b) fokal PSA positive
und fokaler Schleimbildung (Hamatoxylin-Eosin).  Zellreste nachweisbar (ABC-Methode).

Abb. 8: a) Zelldichtes Stroma mit kaum identifi- Abb. 9: a) Stark regressiv alterierte Tumor-
zierbaren Tumordrisen und Tumoreinzelzellen drisenfragmente nach antiandrogener Therapie,
nach antiandrogener Therapie (Pfeile), b) Anti- b) Positive Reaktion flir PSA hebt Tumorresiduen
zytokeratin KL-1 hebt Tumorresiduen deutlicher deutlicher hervor (ABC-Methode).

hervor (ABC-Methode).
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Immunhistochemie:

Immunhistochemische Untersuchungen sind aufgrund der teilweise ausgepragten
Tumordestruktion zur sicheren Diagnosestellung vielfach unumganglich. Im we-
sentlichen gelangen Zytokeratinantikdrper zum Einsatz. Zur Sicherung der epithe-
lialen Herkunft tumorsuspekter Strukturen dienen niedermolekulare Zytokeratin
Antikorper wie CAM 5.2 oder KL-1. Antikorper gegen Prostata spezifisches Anti-
gen (PSA) belegen das Vorliegen von sekretorischem Drusenepithel (Abb. 8, 9).
Das Vorhandensein oder Fehlen der Basalzellschicht kann mittels hochmolekula-
ren Zytokeratinantikorpern (34RE12) und/oder p63 weiter untersucht werden
(Zhou et al. 2003).

2.1.3.1. Verhalten des Malignitatsgrades unter endokriner Therapie

Aufgrund der zum Teil stark veranderten Tumorarchitektur wurde wiederholt die
Moglichkeit einer Zunahme des Malignitatsgrades unter endokriner Therapie
(,Upgrading®) diskutiert. So berichteten Kennedy et al. 1992 Uber eine Zunahme
des Malignitatsgrades nach NHT bei 3 von 7 Patienten (43%), Schulman und Sas-
sine 1993 in einer Serie von 40 Patienten Uber eine Rate von 32,5%. Nach aktu-
ellen Konsensusbeschliussen wird grundsatzlich von einer Bestimmung des Ma-
lignitatsgrades (Gleason-Summe) wegen der Gefahr der Uberschéatzung des Ma-
lignitatsgrades aufgrund der regressiven Tumorveranderungen abgeraten (Carroll
et al. 2002) und somit eine eingehendere Beschaftigung mit dieser Fragestellung
umgangen.

Nach eigenen Erfahrungen ist jedoch eine Bestimmung des Malignitatsgrades
vielfach durchaus verlasslich durchfuhrbar (Kéllermann und Helpap 2001,
Koéllermann 1995). Diese Ansicht deckt sich mit den Erfahrungen anderer Autoren
(Civantos et al. 1995; Smith and Murphy 1994), welche diesbezuglich insbesonde-
re auf Parameter des Gleason-Gradings hinweisen, die unter Therapie verandert
zu werten sind. Das Graduierungssystem basiert im wesentlichen auf dem Tu-
morwachstumsmuster (Pattern), der Separierbarkeit bzw. Konfluenz der einzelnen
Tumordrusen, dem Vorhandensein eines kribriformen Wachstumsmusters und
dem Vorhandensein von infiltrierendem Tumorwachstum durch zunehmend

aglandulare Epithelstrange bis hin zu einem vornehmlich soliden Tumorwachstum.
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Zwei dieser Parameter werden durch die endokrine Vorbehandlung deutlich be-
eintrachtigt: Abnahme der Driusengrolde, Zunahme des interglandularen Stro-
maanteils. Fur den in der Befundung endokrin vorbehandelter Prostatektomiepra-
parate Ungeubten wird dadurch leicht ein hoherer Gleasongrad vorgetauscht
(Details hierzu siehe Kapitel 2.2). In einer Serie von 113 vorbehandelten Prosta-
tektomiepraparaten fanden Civantos et al. 1995 allein in 43% der Falle Tumorare-
ale, die histomorphologisch weitgehend unbeeintrachtigt imponierten. Beim Ver-
gleich der Graduierungsunterschiede von praoperativer Stanzbiopsie und Prosta-
tektomiepraparat fanden die Autoren keinen signifikanten Unterschied in den Gra-
duierungsdifferenzen zwischen vorbehandelten und nichtvorbehandelten Patien-
ten (p=0.70). Unter Anwendung eines wie oben beschriebenen modifizierten Glea-
son-Gradings sei daher ein Tumorgrading durchaus verlasslich maglich. Ausnah-
men hiervon sind selbstverstandlich Falle mit nur winzigen Tumorresiduen.
Zuruckkehrend auf die eingangs gestellte Frage eines moglichen Upgradings un-
ter NHT wurde in einem eigenen Kollektiv von 50 Prostatakarzinompatienten der
Malignitatsgrad vor und nach 3 monatiger endokriner Therapie bestimmt
(Kéllermann 1995). Der Vergleich der initialen prainduktiven Stanzbiopsien mit
dem endgultigen Prostatektomiepraparat nach induktiver Therapie ergab eine
Zunahme des Malignitatsgrades in 14% der Falle und deckt sich mit den Ergeb-
nissen anderer Autoren (Hellstrom et al. 1993). Berucksichtigt man jedoch, dass
der anhand der Stanzbiopsien ermittelte Malignitatsgrad nach Befundung des kor-
respondierenden Prostatektomiepraparates per se schon in bis zu 40% nach oben
korrigiert werden muss (Makhlouf et al. 2004, Egevad et al. 2001), ist aufgrund
dieser Datenlage nicht von einer Zunahme des Malignitatsgrades unter NHT aus-

zugehen.

2.1.3.2. Neuroendokrine Tumordifferenzierung: Zunahme unter PPNET?

Ein weiterer histologischer Faktor, dessen vermeintlich negativer Einflul} auf die
Prognose unter NHT zunehmen konnte, stellt das neuroendokrin (NE) differen-
zierte zellulare Kompartment der Prostata dar. Neuroendokrine Zellen sind Be-
standteil des normalen zellularen Differenzierungsspektrums der Prostata und sind

in variabler Haufigkeit auch in nahezu allen glandular differenzierten Prostatakar-
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zinomen anzutreffen. Durch die Produktion von verschiedenen zellulare Wachs-
tumsfaktoren wie Serotonin, Bombesin, Vascular endothelial growth factor (VEGF)
und parathormon ahnliche Peptiden (Bologna et al. 1989; Harper et al. 1996; di
Sant’/Agnese 1992) nehmen diese Zellen Einflul® auf Prostatawachstum und -
differenzierung, sowie auf die Homoostase der exokrinen sekretorischen Aktivitat.
In verschiedenen Studien konnte eine negative Korrelation zwischen dem Ausmalf}
der NE Differenzierung und der Prognose herausgearbeitet werden (Weinstein et
al. 1996, Cohen et al. 1991). Da NE-Zellen keinen Androgenrezeptor exprimieren
(Krijnen et al. 1993, Bonkhoff et al. 1993) wird ihnen eine wichtige Rolle bei der
Tumorprogression und insbesondere bei der Entwicklung von hormonresistenten
Karzinomen unter endokriner Therapie zugeschrieben. Ferner liegen Berichte Uber
Forderung der De novo neuroendokrinen Differenzierung luminaler oder interme-
diar differenzierter Prostataepithelzellen unter Hormonentzug vor (Bang et al.
1994, Jongsma et al. 1999). Auch dieser Prozel} konnte die Entwicklung hormon-
resistenter Tumorklone fordern (Pinski et al. 1994). Untersuchungen an fortge-
schrittenen Prostatakarzinomen unter antiandrogener Dauertherapie stutzen diese
Uberlegungen (Guate et al. 1997). Jiborn et al. 1998 untersuchten serielle transu-
rethrale Prostataresekate von 53 Patienten unter endokriner Langzeittherapie von
im Mittel 4,5 Jahren Dauer. In 40% der Falle konnte eine Zunahme der Anzahl an
neuroendokrin differenzierten Zellen nachgewiesen werden. Eine Klarung der Si-
tuation im Kontext mit einer neoadjuvanten endokrinen Therapie erscheint auf-
grund des Vorangesagten erforderlich. Da der Zuwachs an NE Zellen streng mit
der Dauer der endokrinen Therapie zu korrelieren scheint, gilt es diese Frage fur
die Standard 3 Monatstherapie, als auch insbesondere fur prolongierte Therapie-
schemata zu beantworten.
Hirano et al. 2004 untersuchten 72 Prostatakarzinome in Prostatektomieprapara-
ten und 21 durch Obduktion gewonnene Prostatae von Patienten mit hormonre-
fraktaren Prostatakarzinomen semiquantitativimmunhistochemisch auf die Anzahl
NE differenzierter Zellen. Dabei wurden drei Patientengruppen gebildet: Gruppe 1
entsprach Patienten ohne neoadjuvante Therapie, Gruppe 2 bestand aus Patien-
ten die einer antiandrogenen neoadjuvanten Therapie fur 3-6 Monate zugefuhrt
wurden und Gruppe 3 bestand aus Patienten die nach mindestens einjahriger an-
tiandrogener Therapie an einem hormonresistenten PCA verstarben und deren
Prostatae nach Obduktion der Untersuchung zugefuhrt wurden. Es fand sich kein
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statistisch signifikanter Unterschied im Ausmalf’ der NE Differenzierung zwischen
der Gruppe der nicht vorbehandelten und der Gruppe der 3-6 Monate vorbehan-
delten Patienten. Lediglich in der Langzeitbehandelten Gruppe fanden sich signifi-
kant mehr NE Zellen. Ahnliche Ergebnisse zeigten eigene Untersuchungen
(Kéllermann und Helpap 2001). Es wurde die NE-Zelldichte zwischen 20 unvorbe-
handelten und 20 Uber 3 Monate neoadjuvant vorbehandelten Prostatektomiepra-
paraten verglichen. Die NE Zelldichte im von Tumor infiltrierten Gewebe lag in un-
vorbehandelten Praparaten mit im Mittel 3,02 Zellen/mm? zwar etwas niedriger
verglichen zu 4,08/mm? in den vorbehandelten Praparaten. Dieser Unterschied
war mit p=0,72 jedoch nicht statistisch signifikant. Zusatzlich fand sich in der vor-
behandelten Gruppe eine geringfugig erhohte Anzahl von Patienten mit NE Zell-
clustern (= 40 NE Zellen / Gesichtsfeld bei 100 x Vergro3erung). Auch dieser Un-
terschied war mit p= 0,45 statistisch nicht signifikant. Erganzend zu diesen Unter-
suchungen wurde das zahlenmaldige Verhaltnis von NE differenzierten zu nicht
NE differenzierten Tumorzellen untersucht. Kenntnis hierzu erschien zur besseren
Abschatzung einer moglichen prognostischen Relevanz der NE Differenzierung
notwendig, da neuroendokrinenen Prostataepithelzellen eine parakrine,
wachstumsstimulierende Wirkung auf das unmittelbare Mikromilieu zugesprochen
wird. Somit liegt es Nahe anzunehmen, dass diese Wirkung, soll sie nicht nur fur
das Mikromilieu, sondern auch fur den Gesamttumor von Relevanz sein, abhangig
vom prozentualen Anteil der NE Zellen am Gesamttumor ist. Mittels der herkdmm-
lichen semiquantitativen immunhistologischen Analytik sind diesbezlgliche Aus-
sagen nicht moglich. Es wurden daher im Mittel ca. 1000 Tumorzellen/Fall aus
reprasentativen Tumorarealen ausgezahlt und der Anteil an NE differenzierten
Zellen prozentual ermittelt. Hierbei fand sich in beiden Gruppen mit 1,47% in der
nichtvorbehandelten Gruppe und 0,61% in der vorbehandelten Gruppe insgesamt
ein sehr geringer Anteil an NE Zellen. Der geringe Unterschied zwischen beiden
Gruppen war mit p=0.99 nicht signifikant.
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass durch eine 3 bis 6 monatige NHT kei-
ne signifikante Induktion einer NE Differenzierung stattzufinden scheint. Bezlglich
langerer Behandlungsprotokolle (z.B. 8 Monate) ist die Datenlage sehr sparlich
und erlaubt diesbezlglich keine abschlieRende Beurteilung. In Anbetracht des je-
doch aulerst niedrigen Anteils an NE differenzierten Tumorzellen von < 1% nach
3monatiger Vorbehandlung, sowie wissend um die ublicherweise sehr niedrige
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Proliferationsrate von Prostatakarzinomen, scheint auch nach PPNET eine Prog-
noseverschlechterung durch Induktion einer NE Differenzierung auf3erst unwahr-

scheinlich zu sein.

2.1.3.3. Das kleinzellig neuroendokrin differenzierte Prostatakarzinom

Eine gesicherte Kontraindikation jedweder NHT des Prostatakarzinoms stellt das
kleinzellige, neuroendokrin differenzierte Prostatakarzinom dar. Hierbei handelt es
sich um eine selten Unterform, die nur ca. 0,5 — 2% aller Prostatakarzinome aus-
macht (Helpap et al. 1999). Aufgrund des aggressiven Wachstumsverhaltens und
der damit verbundenen aulderst schlechten Prognose (Rubenstein et al. 1997,
Helpap and Kollermann 1999) ist dieser Subtyp von grof3er klinischer Relevanz.
Ein typisches Charakteristikum dieser Tumoren auf molekularer Ebene ist das
Fehlen des Androgenrezeptors (Helpap und Kéllermann 1999). Eine antiandroge-
ne Therapie ist daher wirkungslos und wirde den Einsatz wirksamerer Therapien

(Operation, Chemotherapie) unndtig verzogern.

2.1.3.4. Das intraduktale Prostatakarzinom

Noch nicht abschlieend geklart ist, inwieweit das ausgedehnt kribriform und/oder
intraduktal wachsenden Prostatakarzinom auf die endokrine Therapie anspricht. In
eigenen Untersuchungen zur Auspragung von regressiven Veranderungen nach 3
monatiger NHT (Kéllermann 1995) von 50 Prostatakarzinomen zeigten 24 (48%)
geringe bis fehlende Regressionszeichen. Von diesen wiederum wiesen 18 (75%)
mehr oder weniger ausgedehnte kribriforme Strukturen auf, die groRtenteils dem
erstmals von McNeal et al. 1986 beschrieben Bild eines intraduktalen Karzinoms
entsprachen (Abb 10 a/b).
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Abb. 10: Zustand nach 3 monatiger NHT a) Ausgedehnte kribriforme Tumormassen, z.T.
intraduktal wachsend b) AusschnittsvergréRerung zeigt komplett fehlende Tumorregression
bei komplett erhaltenen zytologischen Details (aus Kdéllermann 1995)

In mehreren Multivariatanalysen konnte ein unabhangiger negativer Einflul® des
intraduktalen Tumorwachstums auf die Prognose gezeigt werden (McNeal und
Yemoto 1996; Rubin et al. 1998; Wilcox et al. 1998), was durch den Nachweis ei-
nes deutlichen Heterozygotieverlustes (Loss of heterozygosity, LOH) in diesen
Lasionen auch auf genetischer Ebene unterstrichen wurde (Dawkins et al. 2000).
Eine mdgliche Erklarung fir die in den eigenen Untersuchungen beobachtete ge-
ringe Ansprechbarkeit der intraduktalen Lasionen konnte sich aus den Beobach-
tungen von Cohen et al. 2000 ergeben. Sie untersuchten die Adrogenrezepto-
rexpression von intraduktalen Karzinomen in 26 Prostatektomiepraparaten. Sechs
der Falle wiesen keine AR-Rezeptorexpression auf, in weiteren 12 Fallen wiesen
nur die randwarts gelegenen, basalzellnahen Zellen der intraluminalen Neoplasie
Androgenrezeptoren auf, wohingegen die zentral gelegenen Zellen keinen AR-
Rezeptor exprimierten. In 70% der Falle fand sich somit keine, oder nur eine mar-
ginare zellulare AR-Rezeptorexpression, was somit die vielfach fehlende Tumor-
regression dieser Lasionen erklaren kénnte. Hier waren sicherlich weiterfiihrende

Untersuchungen wunschenswert.
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2.2. PTO NACH NEOADJUVANTER ENDOKRINER THERAPIE DES KLI-
NISCH LOKAL BEGRENZTEN PROSTATAKARZINOMS

2.2.1. Vorbemerkungen

Sehr selten kann der Pathologe im Prostatektomiepraparat eines unvorbehandel-
ten Patienten kein Karzinom feststellen, auch wenn die praoperativen Biopsien
eindeutig einen malignen Tumor ergeben hatten. Bei endokrin vorbehandelten
Patienten ist das wesentlich haufiger und prima vista konnte der postinduktive
pTO Befund auch einen Malstab fur die Wirksamkeit der Vorbehandlung abgeben.
Uber den ersten pTO Befund nach endokriner Behandlung berichtete Gutierrez
1949 nur 5 Jahre nachdem Vallet 1944 erstmals die neoadjuvante endokrine The-
rapie zum Einsatz gebracht hatte. Der Patient hatte ein histologisch gesichertes
Prostatakarzinom und wurde von Januar 1945 bis September 1946 mit Stilbestrol
behandelt. Er verstarb dann an einem rupturierten Aortenanaurysma. Die histolo-
gische Aufarbeitung der Prostata liel3 kein Karzinom mehr erkennen. In der Folge-
zeit wurde immer wieder Uber derartige Falle berichtet (Parlow und Scott 1949,;
Chute und Fox 1966). Erst aus den Studien der letzten Jahre lasst sich die Hau-
figkeit dieses Phanomens in Folge der Ublichen 3 monatigen endokrinen Vorbe-
handlung quantifizieren. Sie liegt bei unter 5 %. Arbeitsgruppen, die langerer Vor-
behandlungsintervalle auswahlten, berichten tUber pT0-Rate von rund 15%
(Gleave et al. 2000; Noguchi et al. 2002).
Angesichts dieser Haufung des pT0O-Befundes erscheint es an der Zeit diesem
Befund erhohte Aufmerksamkeit zu schenken. In den nachfolgenden Kapiteln die-
ses Abschnittes werden eigene Untersuchungsergebnisse unter folgenden Titeln
dargelegt und diskutiert:
1. Zur Haufigkeit von pTO nach prolongierter, PSA-gesteuerter, neoadjuvanter,

endokriner Therapie (PPNET)
2. Zur Bedeutung des pTO Befundes bei Patienten mit klinisch lokalisiertem

Prostatakarzinom nach PPNET

Zur Prognose von pT0 nach PPNET: Verlaufsbeobachtungen

Zur Prognose von pT0 nach PPNET: Eine Matched pair Analyse.
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2.2.2. Haufigkeit von pTO nach prolongierter, PSA-gesteuerter, neoadju-
vanter endokriner Therapie (PPNET) bei Patienten mit klinisch lokalisiertem
Prostatakarzinom.

2.2.2.1. Einleitung:

Im Gefolge der Vorbehandlung unterschiedlicher, auch urologischer Malignome,
wurde immer wieder uber pTO Befunde berichtet. D.h. nach stattgehabter indukti-
ver Therapie konnte anlasslich der feingeweblichen Untersuchung des exstirpier-
ten, vormals eindeutig befallenen Organes kein Tumorgewebe mehr festgestellt
werden.

Prinzipiell scheint die Haufigkeit des postinduktiven pTO-Befundes ein guter un-
mittelbarer Mal3stab fur die Wirksamkeit der eingesetzten Therapie zu sein. Dies-
bezlglich sind die bislang fur das Prostatakarzinom berichteten Ergebnisse aller-
dings enttauschend. Nach 3 monatiger Vorbehandlung wird von pT0-Raten um 5%
berichtet (Soloway et al. 1995; Debruyne et al. 1996, Cookson et al. 1997; Lisle et
al. 1999 Labrie et al. 1994). Beim Blasenkarzinom nach MVAC-Chemotherapie
hingegen werden pT0O-Rate von bis zu 38% berichtet (Grossman et al. 2003), die
Rate nach Polychemotherapie grofRer retroperitonealer Metastasen von Germinal-
zelltumoren nach PEB-Chemotherapie liegt ebenfalls bei rund 40% (Law et al.
1994). Somit scheint die endokrine Vorbehandlung des klinisch noch lokalisierten
Prostatakarzinoms wesentlich weniger wirksam zu sein, als die neoadjuvante
Chemotherapie des Harnblasen- und Hodenkarzinoms.

Der Erfolg medikamentdser Therapien wird nun aber von einer Vielzahl von Fakto-
ren bestimmt. Dazu zahlt zweifelsohne auch die Dauer der Behandlung. Da die
Dauer der konventionellen endokrinen Induktion zumeist ganz willktrlich mit 3
Monaten angesetzt wurde, lag es zunachst einmal nahe zu Uberprufen, ob mit
langeren Vorbehandlungszeitraumen hohere pTO Raten erreicht werden konnen.
Dieser Frage wurde im Folgenden nachgegangen.

2.2.2.2. Patienten und Methoden:

Bei 227 konsekutiven Patienten mit lokoregionar begrenztem Prostatakarzinom im
Stadium cT1-3NOMO wurde nach prolongierter neoadjuvanter Hormonbehandlung
eine radikale Prostatektomie durchgefuhrt.
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Die Karzinomdiagnose erfolgte anhand von systematisch unter transrektaler Ultra-
schallfGhrung entnommenen Oktantenbiopsien, wobei sonographisch suspekte
(echoarme) Herde zusatzlich anpunktiert wurden.

Der Versand der Biopsate erfolgte mit Kennzeichnung der Entnahmestellen nach
folgendem Schema:

8. = Samenblase links 4. = Samenblase rechts
7. = Basis links 3. = Basis rechts

6. = Mitte links 2. = Mitte rechts

5. = Apex links 1.= Apex rechts

Auch die histopathologische Befundung wurde entsprechend diesem Schema
durchgefuhrt. Dadurch konnte die Tumorsuche im spateren Prostatektomieprapa-
rat sehr gezielt erfolgen und erleichtert werden.

Nach getrennter Paraffineinbettung wurden von jeder Biopsie zunachst zwei Ha-
matoxylin und Eosin (H&E) gefarbte Schnitte untersucht. Im Bedarfsfall folgten
weitere Schnitte und immunhistologische Untersuchungen mit Antikorpern (Ak)
gegen hochmolekulares Cytokeratin (CK) M903 zur Markierung von Basalzellen
sowie dem Breitspektrum CK-Ak Lu5. Letzteres war Routine bei postinduktiven
Stanzen, die in der H&E Farbung kein Karzinom oder lediglich suspekte Verande-
rungen erkennen liel3en.

Die Ermittlung des cT-Stadium geschah durch rektale Palpation unter Berucksich-
tigung des transrektalen Ultraschallbefundes.

Zum Auschluss von pelvinen Lymphknotenmetastasen wurde eine limitierte lapa-
roskopische Lymphadenektomie durchgefuhrt, wenn folgende Vorraussetzungen
gegeben waren: PSA = 10 ng/ml, Gleason Punktwert = 7 sowie Nachweis eines
palpatorisch organuberschreitenden Tumorwachstums. Knochenmetastasen wur-
den durch Skelettszintigraphie ausgeschlossen, wenn der Serum PSA Wert > 10
ng/ml lag.

Die PSA Werte wurden initial und im weiteren Verlauf mit dem Immulite 3th gene-
ration assay ® bestimmt. Es handelt sich dabei um eine supersensitive Bestim-
mungsmethode, mit der Werte bis 0,003 ng/ml zuverlassig gemessen werden
konnen (Witherspoon 1997). Alle hierzu notwendigen Blutabnahmen erfolgten vor
den rektalen Untersuchungen. Diese supersensitive PSA Bestimmungsmethode

wurde gewahlt, weil sie den tatsachlich erreichbaren PSA Nadirwerten wesentlich
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naher kommt, als die konventionellen, fur die Diagnostik und Verlaufskontrolle
sehr wohl ausreichenden Untersuchungssysteme.

Nach Durchfuhrung der beschriebenen Untersuchungen und Vorliegen der Be-
funde erfolgte ein ausfuhrliches Informationsgesprach mit dem Patienten, falls ge-
wunscht im Beisein und unter Beteiligung von Angehorigen.

Nach Vorliegen der schriftlichen Einverstandniserklarung des Patienten wurde
dann die endokrine Vorbehandlung eingeleitet. Sie wurde im Sinne einer kom-
pletten Androgendeprivation mit einem nichtsteroidalen Antiandrogen (Flutamid
bzw Bicalutamid) und einem GNRH Analogon (Leuprorelin oder Goserelin) durch-
gefuhrt.

Verlaufskontrollen erfolgten in etwa monatlichen Abstanden. Dabei wurde jeweils
ein ausfuhrliches Gesprach mit dem Patienten gefuhrt, der PSA-Wert bestimmt,
sowie die Prostata mittels digital rektaler Untersuchung sowie per transrektalem
Ultraschall untersucht.

Die endokrine Vorbehandlung (PPNET) wurde bis zum Erreichen des PSA Nadir
durchgefuhrt. Dieser galt als erreicht, wenn es im Abstand von 1 Monat nicht zu
einem weiteren PSA Abfall gekommen war.

Nach Abschluss der PPNET erfolgte eine erneute grindliche Untersuchung des
Patienten, bestehend aus digital-rektaler Palpation, transrektaler Sonographie,
Oktantenbiopsie der Prostata und einer Urethrozystoskopie. Nach grundlicher Be-
sprechung der angefallenen Befunde mit dem Patienten wurde die radikale
Prostatektomie durchgefuhrt.

Die histopathologische Aufarbeitung der Prostatektomiepraparate erfolgte routi-
nemaldig in Anlehnung an das Stanford Protokoll (Stamey et al. 1988). Die Basis-
untersuchung erfolgte am H&E gefarbten Praparat. Bei unklaren Befunden und
wenn die Basisuntersuchung kein Karzinom erkennen liel3, wurden zusatzliche
immunhistologische Untersuchungen mit den CK-Antikorpern M903 und Lu5 so-
wie gegen PSA durchgefuhrt.

2.2.2.3. Ergebnisse

Von den 227 Patienten mit klinisch lokal begrenztem Prostatakarzinom war nach
PPNET in 38 Fallen (16%) kein Tumor mehr im radikalen Prostatektomiepraparat
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nachweisbar (pT0). Bei den cT1-2 Fallen lag dieser Anteil sogar bei 29% (30/102
Patienten).

Tumorcharakteristika Gesamtkollektiv versus p TO-Patienten

Tabelle 2 stellt die ursprungliche Verteilung von cT-Stadium, Malignitatsgrad
(Gleason) und initialem PSA-Wert aller Tumoren dar.

cT-Stadium initial T1 T2 T3
n (%) 31 (13,7%) 71 (31,3%) 125 (55%)
Gleason-Summenwert <7 =7
n (%) 107 (47%) 120 (53%)
PSA (ng/ml) <10 10-20 >20
n (%) 102 (45%) 77 (34%) 48 (21%)

Tabelle 2: Verteilung von klinischem Tumorstadium, Gleasongrading und PSA-Werten von 227
Prostatakarzinompatienten vor PPNET.

Wie ersichtlich, lag bei einem erheblichen Anteil der Patienten vor Einleitung der
endokrinen Therapie bereits ein lokoregionar fortgeschrittenes Prostatakarzinom
vor. Mehr als die Halfte der Tumoren war niedrig differenziert (GS = 7), ebenso
wiesen mehr als die Halfte der Patienten (55%) initiale PSA Werten = 10 ng/ml
auf. Somit lagen mehr als die Halfte der Patienten im mittleren bzw. Hochrisikobe-
reich der Tumorerkrankung.

Bei 38 der 227 Patienten dieser Studie konnte die feingewebliche Untersuchung
des Prostatektomiepraparates kein Karzinom mehr nachweisen (pTO).

In der folgenden Tabelle 3 werden die 3 wesentlichen Risikofaktoren cT Stadium,
Malignitatsgrad und initialer PSA Wert der pTO Falle aufgefuhrt.
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cT-Stadium initial T1 T2 T3
n (%) 11 (29%) 20 (52,5%) 7 (18,5%)
Gleason-Summenwert <7 =7
n (%) 29 (77,5%) 9 (22,5%)
PSA (ng/ml) <10 10-20 >20
n (%) 20 (52%) 14(38%) 4 (10%)

Tabelle 3: Prainduktive Verteilung von klinischem Tumorstadium, Gleasongrading und PSA-Werten
von 38 pTO Fallen nach PPNET.

Wie man sieht, setzte sich die pTO Gruppe vorwiegend, jedoch nicht ausschliel3-
lich, aus Patienten mit einem eher gunstigen Risikoprofil zusammen (rund 80% mit
klinisch organbegrenztem Tumorwachstum (cT1-2) und hoch bis mittelgradig diffe-
renzierten Tumoren, rund 50% mit einem PSA < 10 ng/ml). Immerhin rund 20 %
derselben wurden initial aber als Hochrisikopatienten eingestuft (Stadium cT3,
Gleason-Summenwert = 7, PSA > 20ng/ml). In der folgenden Tabelle 4 ist der
Anteil an Hochrisikopatienten des Gesamtkollektivs dem Anteil in der pTO Gruppe
gegenubergestellt.

cT3 GS=7 PSA > 20 ng/ml
gizaz”;;ko”ek”" 125 (55%) 120 (53%) 120 (53%)
p<0.0001 p=0.008 p<0.0001
pTO-Gruppe 7 (18,5%) 9 (22,5%) 7 (18,5%)
(n=38) ~ ~ =

Tabelle 4: Gegentiberstellung des Anteils (%) an Hochrisikopatienten (Stadium cT3, GS = 7, PSA-
Wert > 20 ng/ml) im Gesamtkollektiv und der pTO-Kohorte nach PPNET.

Hier zeigt sich, dass das pratherapeutische Risikoprofil der pTO-Patienten im Ver-
gleich zum Gesamtkollektiv deutlich gunstiger war.

Behandlungsdauer Gesamtkollektiv versus pTO-Patienten

Keine wesentliche Unterschiede ergaben sich bezuglich der Induktionsdauer zwi-
schen beiden Gruppen mit einer medianen Behandlungsdauer von jeweils 7 Mo-
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naten (Schwankungsbreite von 3 — 35 Monaten im Gesamtkollektiv, 3 — 22 Monate
in der pTO-Gruppe).

Des weiteren wurde der Frage nachgegangen, wie haufig der PSA Nadir die Mar-
ke von 0,1 ng/ml einerseits im gesamten Patientenkollektiv und andererseits bei
den pTO Fallen unterschritt. Mit 61% der Falle im Gesamtkollektiv versus 60% in

der pTO-Kohorte ergab sich diesbezuglich kein Unterschied.

2.2.2.4. Diskussion
pTO ohne Vorbehandlung (,vanishing carcinoma®):

pTO Befunde wurden in radikalen Prostatektomiepraparaten in der Vergangenheit
sowohl bei unvorbehandelten als auch bei neoadjuvant therapierten Patienten er-
hoben. Beim unvorbehandelten Patienten ist mit einer pT0-Rate von unter 2% zu
rechnen (Soloway et al. 1995; Schulman et al. 2000).
Derartige pTO Befunde konnen theoretisch 4 verschiedene Ursachen haben:
1. Die Karzinomdiagnose war falsch.
2. Das Karzinom war sehr klein und wurde deshalb bei der Aufarbeitung des
Prostatektomiepraparates ubersehen.
3. Das Karzinom wurde nicht entfernt sondern akzidentell in situ belassen
4. Es handelte sich um ein auf die Transitionalzone begrenztes T1a-b Karzi-
nom, welches anlaldlich einer transurethralen Elektroresektion vollstandig
entfernt wurde
Zu 1: Es kann kein Zweifel sein, dass gelegentlich abnorme Histologiebefunde
fehlgedeutet werden. Das geschieht in beiden Richtungen: Maligne Lasionen wer-
den als gutartig und gutartige, bzw. pramaligne Veranderungen werden als karzi-
nomatos eingestuft. Im eigenen Patientengut sind zwei derartige Falle dokumen-
tiert. Bei beiden hatte die initiale Befundung der Stanzbiopsate ein Karzinom erge-
ben. Bei einer, im Rahmen einer wissenschaftlichen Untersuchung durchgefuhrten
Nachbefundung, mussten die Karzinomdiagnosen als atypische kleinazinare Pro-
liferationen (ASAP) revidiert werden. ASAP gilt als eine der schwer vom Prostata-
karzinom abzugrenzenden Differentialdiagnosen (Helpap et al. 2001). Guillonneau
et al. 2001 berichteten ebenfalls Uber eine Fehldiagnose. Statt eines Prostatakar-

zinoms lag bei diesem Patienten ein Herd mit einer prostatischen intraepithelialen
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Neoplasie vor. Aussagen Uber die Haufigkeit dieses Irrtums sind derzeit aus ver-
standlichen Grinden nicht moglich. Renshaw et al. 1998 fuhrten zusammen mit
dem Erstbefunder eine Nachbefundung der Prostatabiopsien von 47 Patienten
durch, die initial zwar als atypisch, aber nicht als maligne beurteilt worden waren.
Sie ergab dann im Konsens mit dem Erstuntersucher bei 13 Patienten (28%) ein

Karzinom als ebenso vertretbare Diagnose.

Zu 2: Naturlich kann es schwierig sein, sehr kleine Karzinome im Prostatekto-
miepraparat wieder zu finden, zumal wenn die Prostata selber recht grof3 ist.
Goldstein et al. 1995 publizierten 13 derartige Falle aus dem Prostatektomiemate-
rial von 4 groRen nordamerikanischen urologischen Kliniken und fuhrten den Beg-
riff des ,vanishing carcinoma“ ein. Die weitere, sehr detaillierte histologische Auf-
arbeitung ihrer 13 (pTO) Prostatektomiepraparate ergab bei 11 dann doch noch
ein sehr kleines (insignifikantes) Karzinom, das anlasslich der Routineuntersu-
chung (deren Technik allerdings nicht beschrieben wird) nicht gefunden worden
war. Das" vanishing carcinoma“ kommt aber, wenn moderne Aufarbeitungsproto-
kolle der Prostata eingesetzt werden, nur sehr selten vor (Stamey et al. 1988;
Humphrey and Walther 1993; Epstein 1991; Sakr et al. 1996). So berichten
Herkommer et al. 2004 in der bislang grof3ten Serie von 3609 Prostatakarzinom-
patienten Uber eine pT0-Rate von lediglich 0,8%.

Zu 3: Theoretisch besteht auch die Moglichkeit, dass anlasslich der radikalen
Prostatektomie das karzinomtragende Prostatagewebe belassen wurde, sodass
sich dann im eigentlichen Op-Praparat tatsachlich auch kein Tumor befindet. Das
kommt wahrscheinlich nur bei sehr kleinen Tumoren im Apex- oder Blasenhalsbe-
reich vor. Es ist bekannt, dass sich nach radikaler Prostatektomie fast immer noch
PSA im Harn der Patienten nachweisen lasst (DeVere White et al. 1992, Iwakiri et
al. 1993; Takayama et al. 1994, Ferguson and Blute 1995). Dieses Urin PSA nach
radikaler Prostatektomie stammt zumeist aus benignen, PSA produzierenden Dru-
sen, die bei der radikalen Prostatektomie belassen wurden. Da einerseits die pro
24 Stunden ausgeschiedenen PSA Mengen ganz erheblich schwanken kdnnen
(Spitz et al., 1995) und andererseits die PSA Produktion in einem direkt proportio-
nalen Verhaltnis zur Drusenmasse steht (Stamey and Kabalin 1989), wird man
davon ausgehen mussen, dass auch die Masse der belassenen Drusen ganz er-
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heblich differiert. Fraglos kann sich in diesen belassenen Drisen auch Karzinom-
gewebe befinden und selten wohl auch der gesamte vorher diagnostizierte Tumor.
Die folgende Kasuistik aus dem eigenen Patientengut konnte so gedeutet werden:
Pat. B. E. hatte ein Prostatakarzinom cT1cNOM0G2a. Nach endokriner Induktion
erfolgte eine radikale Prostatektomie. Die histopathologische Untersuchung ergab
einen pTO Befund. Nur 8 Monate spater war das PSA im Serum auf 0,3 ng/ml an-
gestiegen. Im Harn wurde ein Wert von 13,5 ng/ml gemessen. Die Paraanastomo-
senbiopsien ergaben ein Adenokarzinom der Prostata. Es folgte eine perkutane
Bestrahlung der Prostataregion. Seit 6 Jahren befindet sich der Patient in kom-
pletter Remission seiner Tumorerkrankung mit einem PSA Wert im Serum <

0,1ng/ml.

Zu 4: Naturlich kann ein T1b Karzinom anlasslich einer wegen Obstruktion durch-
gefuhrten transurethralen Elektroresektion der Prostata vollstandig entfernt wor-
den und deshalb im radikalen Prostatektomiepraparat nicht mehr nachweisbar
sein. In einer der VACURG Studien berichtete Byar 1972 uber 22 Patienten mit
.inzidentellem® Prostatakarzinom, die nach mehr oder weniger lang dauernder
Gabe eines Placebo oder Behandlung mit Oestrogenen, Orchidektomie + Placebo,
bzw. Orchidektomie + Oestrogen verstarben und seziert wurden. Nur in einem
einzigen Praparat fand der Pathologe noch Karzinomgewebe. Der Autor kommen-
tiert dies wie folgt: “Apparently then, for this group the transurethral resection itself
removed the primary tumor or treatment with orchidectomy or DES or both was
adequate in some cases to cause regression, in fact disappearance of any resid-
ual carcinoma.” Barnes 1964 hatte schon 8 Jahre zuvor auf eine ahnliche Fallserie

hingewiesen.

Haufigkeit von pTO nach 3 monatiger endokriner Vorbehandlung:

Wie auch immer der sehr seltene pTO Befund ohne Vorbehandlung zustande
kommen mag, nach der konventionellen 3 monatigen endokrinen Vorbehandlung
nimmt seine Haufigkeit, zwar nicht erheblich, aber doch deutlich zu. In der nach-
folgenden Tabelle 5 wurden diesbezugliche Daten aus der Literatur zusammenge-
stellt.
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Autor cT Stadium N pTO
Cookson et al. 1997 T1-2 53 3 (5,6%)
Labrie et al. 1993 T1-2 75 6 (8,0%)
Soloway et al. 1995 T2b 138 6 (4,0%)
Schulman et al. 2000 T2 105 4 (3,8%)
Summe/Durchschnitt 371 19 (5%)

Tabelle 5: Haufigkeit von pTO nach konventioneller (3 monatiger) endokriner Induktion bei Patien-

ten mit klinisch organbegrenzten Prostatakarzinomen

Wie man sieht liegt die Haufigkeit von pTO nach konventioneller, endokriner In-

duktion bei rund 5 %.

Neben den vorangehend bereits diskutierten 4 moglichen Ursachen eines pTO-

Befundes kommt nach konventioneller endokriner Therapie noch eine 5. Ursache

hinzu: Die hormonelle Vorbehandlung selber. Sie scheint die pTO-Rate im Ver-

gleich zu nichtvorbehandelten Patienten um bis das Funffache zu steigern.

Haufigkeit von pTO nach prolongierter endokriner Vorbehandlung (PPNET):

Die vorliegende Studie an mit PPNET vorbehandelten Patienten hat mit 16% eine

deutlich hohere pTO Rate ergeben, als sie bei unvorbehandelten und konventionell

(3 Monate) endokrin vorbehandelten Patienten zu erwarten gewesen ware. Bei

den cT1-2 Fallen lag diese Rate mit 29% sogar noch hoher. Vorangehend wurde

die Steigerung der pTO Rate von den unvorbehandelten zu den konventionell en-

dokrin vorbehandelten Patienten ganz vorwiegend auf die Hormontherapie zu-

ruckgefuhrt. Diese ursachliche Zusammenhangserklarung bietet sich auch fur die

nochmalige, erhebliche Steigerung der pTO Rate nach PPNET an. Literaturanga-

ben zur pTO Rate nach prolongierter endokriner Induktion sind derzeit noch sehr

sparlich. Die wenigen vorliegenden Veroffentlichungen bestatigen jedoch im we-

sentlichen die eigenen Befunde. So lag die pTO Rate in der etwas kleineren Pati-

entenserie von Gleave et al. 2000 (156 Patienten uber 8 Monate behandelt) bei

13 % . Noguchi et al. 2002 fanden, unter allerdings nur 31 Langzeitbehandelten

bei einer mittleren Behandlungsdauer von 5,2 Monate eine pT0-Rate von 16 %.

Die hier vorgelegten eigenen pTO Daten und auch die wenigen diesbezuglichen

Angaben der Literatur sprechen sehr deutlich fur die Uberlegene histomorphologi-

sche Wirksamkeit der prolongierten endokrinen Induktion im Vergleich zur kon-
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ventionellen 3 monatigen Vorbehandlung. Zusatzliches Gewicht erhalt diese

Schlussfolgerung, wenn man ein weiteres, unmittelbares Wirkkriterium beruck-

sichtigt: Den tumorbefallenen Schnittrand.

In der nachfolgenden Tabelle 6 wurde die Haufigkeit positiver Schnittrander von

virginellen und 3 Monate endokrin vorbehandelten Patienten anhand von Phase llI

Studien gegenubergestellt.

Autor Virginell Vorbehandelt p*
Pat. No | Rand + (%) Pat.No Rand + (%)

Fair et al. 1996 92 36 92 11 < 0.0001
Pedersen et al. 1995 54 46 60 24 0.01
Soloway et al. 1995 137 47 144 17 < 0.0001
Labrie et al. 1993 71 34 90 8 < 0.0001
Klotz et al. 1996 91 65 101 28 < 0.0001
Bellavance and Fradet 1996 275 39 165 24 0.002
Debruyne et al. 1996 154 44 136 26 0.001
Van Poppel et al. 1995 62 46 65 32 0.1
Bono et al. 2001 107 51 114 24 < 0.0001
Summe/Mittel 1043 45% 853 22% <0.0001

Tabelle 6: Schnittrandbefall bei virginellen und konventionell vorbehandelten Patienten (prospekti-

ve, randomisierte Studien), *Fishers Exact Test, zweiseitig

Wie ersichtlich, geht die konventionelle endokrine Vorbehandlung mit einer deutli-

chen Reduktion der positiven Schnittrander einher. Noch ausgepragter erscheint

dies nach prolongierter Induktion wie die nachfolgende Tabelle 7 zeigt.

Konventionell Prolongiert
Autor p*
n SR+ n SR +
Bono et al. 2001 114 30% 82 24% 0.43
Bellavance and Fradet 1996 165 24% 40 6% 0.007
Gleave et al. 2001 253 23% 247 12% 0.002
Meyer et al. 2001 129 29% 111 13% 0.003
Ipse 100 25% 103 9% 0.002

Tabelle 7: Schnittrandbefall (SR+) nach konventioneller vs. prolongierter endokriner Vorbehand-
lung. *Fishers Exact Test, zweiseitig
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Die prolongierte Vorbehandlung verringert die Haufigkeit positiver Schnittrander

also im Vergleich zur konventionellen Induktion noch einmal sehr deutlich.

2.2.2.5. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Selten (< 2%) wird bei Patienten ohne Vorbehandlung mit bioptisch gesichertem
Prostatakarzinom im Prostatektomiepraparat kein Karzinom festgestellt (Vanishing
carcinoma). Die Ursachen sind vielfaltig. Nach konventioneller — 3 monatiger —
endokriner Vorbehandlung ist dieser Befund mindestens doppelt so haufig (ca.
5%). Diese Steigerung ist zweifellos auf die induktive Therapie zurtckzufuhren.
Nach prolongierter endokriner Vorbehandlung (5-8 Monate) oder PPNET steigt die
Haufigkeit von pTO noch einmal etwa um den Faktor 3. Das zeigt deutlich, dal die
konventionelle Induktion die Moglichkeiten der Vorbehandlung nicht ausschopft
und PPNET ihr, zumindest was pTO als unmittelbares Erfolgskriterium der Be-
handlung betrifft, deutlich Uberlegen ist. Diese Aussage wird auch durch die weite-
re Abnahme tumorbefallener Schnittrander bekraftigt. Wenngleich es vorwiegend
bei cT1-2 Tumoren mit geringer bis mafiger Differenzierung zu einem pTO Befund
kommt, ist dies bei fortgeschritteneren und desdifferenzierten Karzinomen kei-
nesfalls ausgeschlossen. Bezuglich der pTO Ergebnisse scheint die zeitfixierte 8
monatige Vorbehandlung der PPNET ebenburtig zu sein. Die PSA geleitete Induk-
tion erlaubt aber zweifellos eine Individualisierung der Behandlungsdauer und
damit verbunden, bei vielen Patienten weniger Nebenwirkungen und Kosten, al-
lerdings bei einigen auch deutlich langere Induktionszeiten um das Potenzial die-

ser Therapie voll auszunutzen.
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2.2.3. Bedeutung des pT0O-Befundes

2.2.3.1. Einleitung

Auch wenn der vermehrte Nachweis des pTO-Befundes fur die gesteigerte Effekti-
vitdt des PPNET-Konzeptes spricht, ist bislang unklar, ob es sich hierbei tatsach-

lich um eine komplette Tumorelimination handelt. Zur Klarung dieser Frage wurde
eine sehr grundliche histopathologische Nachuntersuchung von 20 initial als pTO

befundeten Prostatektomiepraparaten durchgefuhrt (Kéllermann et al. 2000).

2.2.3.2. Material / Methoden

Untersucht wurden 20 pTO-Prostatektomiepraparate von Patienten mit stanzbiop-
tisch gesichertem Prostatakarzinom im Stadium cT1-3NOMO nach prolongierten,
PSA-gesteuerten neoadjuvanten endokrinen Therapie.

Die primare histologische Aufarbeitung war nach dem Stanfordprotokoll (Stamey
et al. 1988), dem grundlichsten in der Alltagsroutine verwendeten Aufarbeitungs-
protokoll erfolgt. Die histologische Begutachtung der radikalen Prostatektomiepra-
parate (RP) erfolgte primar am H&E gefarbten Praparat. Bei karzinomsuspekten
Lasionen wurde gro3zugig von immunhistochemischen Zusatzuntersuchungen
Gebrauch gemacht. Alle Untersuchungen wurden von zwei, in der Befundung en-
dokrin vorbehandelter Prostatektomiepraparate sehr erfahrenen Pathologen
durchgefuhrt.

Die im Rahmen der Studie durchgefuhrten Zusatzuntersuchungen erfolgten fol-
gendermalden: Zunachst wurden die Originalschnittpraparate histologisch nach-
befundet. Konnte auch in der Nachbefundung kein Tumor nachgewiesen werden
und der initiale stanzbioptische Nachweis des Karzinoms bestatigt werden, er-
folgte die Anfertigung von Nachschnitten der RP-Praparate. In einer Multischnitt-
ebenentechnik wurden 3 Schnitte / Schnittebene angefertigt. Begonnen wurde
damit in der Prostataregion, in der initial stanzbioptisch Tumor nachgewiesen wor-
den war. Der jeweils 3. Schnitt / Schnittebene wurde H&E gefarbt und histologisch
befundet. Bei unklaren bzw. tumorsuspekten Befunden erfolgten an den zwei
verblieben Schnittpraparaten der jeweiligen Schnittebene immunhistochemische
Zusatzuntersuchungen. Zur Differenzierung benigner von malignen Drusenstruktu-

ren wurden Farbungen zum Nachweis von Basalzellen mit dem Antizytokeratin
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Klon 34RE12 durchgefuhrt (Loxo, Dossenheim, Germany, 1:1). Um die epitheliale
und/oder prostatische Herkunft von Drusenresten oder versprengten Einzelzellen
zu belegen, erfolgten Farbungen mit dem Pancytokeratin Antikorper KL-1 (Immu-
notech, France, unverdinnt) und /oder einem polyklonalen Antikdrper gegen PSA
(Biogenex, Hamburg, Germany,1:70). Wurde der H&E Schnitt als unauffallig be-
fundet, wurden auch die anderen 2 Schnittpraparate der entsprechenden Schnitt-
ebene H&E gefarbt und befundet. Nach diesem Schema wurde solange vorge-
gangen, bis entweder Tumor nachgewiesen werden konnte, oder das in Paraffin
eingebettete Prostatagewebe aufgebraucht war.

Im Falle eines Tumornachweises wurden regressive Tumorveranderungen erfasst
und entsprechend des von Helpap et al. 1985 vorgeschlagenen Graduierungs-

systems in minimal, maRig und stark ausgepragt unterteilt (Tabelle 8).

Punkte | Morpholog.Charakteristika

10 Keine Regression

8 Noch grof3e Tumorausbreitung, nur fokale Regression mit Vakuolisierung und
Kernpyknose ohne Nukleolen.

Ansteigende Regression in allen Tumoranteilen bei noch breiter Ausdehnung

Wenige Tumornester mit deutlicher Regression

Wenige winzige Verbande von Zellen, kaum mehr als Zellen identifizierbar

OIN| MO

Kein Tumor nachweisbar

Regressionsgrad:

- Regressionsgrad I: 8-10 Punkte) keine oder nur geringe Regression

(
- Regressionsgrad II: (4-6 Punkte) = maRiggradige aber deutliche Regression
- Regressionsgrad Ill: (2 Punkte) = starke Regression
- Regressionsgrad X: (0 Punkte) = kein Tumor nachweisbar

Tabelle.8: Histologische Graduierung der Tumorregression (Helpap et al. 1985).

Das Tumorvolumen wurde grob wie folgt bestimmt: 2 dimensionale Ausmessung
des Tumorareals an den befallenen Schnittpraparaten x 0,3 cm (Schnittdicke) x
1,22 (Gewebsschrumpfungsfaktor nach Formalinbehandlung) (Partin et al. 1989).
Alle karzinomsuspekten Lasionen wurden von den 4 an der Studie teilnehmenden

Pathologen befundet.
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2.2.3.3. Ergebnisse

Nachbefundung der Originalpraparate:
615 H&E gefarbte Schnittpraparate (Mittel 30,75 Schnitte / Fall) und 166 immun-
histochemisch gefarbte Schnittpraparate (Mittel 8,3 / Fall) wurden nochmals sehr

gruandlich durchmustert. In 5 der 20 Falle konnten allein dadurch doch noch winzi-

ge Tumorreste nachgewiesen werden (Tabelle 9).

Histologische Routineaufarbeitung

Patient Blocke Schnitte Anzahl tumorbefal- | Anzahl tumorbefal- | GroRe RG
(n) (n) lener Prostatalap- | lener Gewebsblocke Tum??r
pen (em”)
H&E | IHC

10 36 40 4 2 2 0.07 1
12 24 24 2 1 1 0.15 3
14 46 47 15 1 1 0.8 3
16 22 22 25 1 1 0.15 3
20 40 46 12 1 2 0.07 1

Tabelle 9: Untersuchungsergebnisse der durch Nachuntersuchung der Original Prostatektomiepra-

parate entdeckten Residualtumore. (RG = Regressionsgrad)

Von den verbliebenen 15 pTO Praparaten wurden 3616 Nachschnitte (inclusive 44

Immunfarbungen) angefertigt. Dadurch konnten in weiteren 8 Fallen noch Tumor-

reste aufgedeckt werden (Tabelle 10).
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histolog. Routineaufarbeitung Zusatzuntersuchungen
Pationt Blécke Schnitte Nachschnitte (n) | Anzahl tumorbefalle- | Anzahl tumorbefal- ?Jﬁﬁfr RG
(n) (n) ner Prostatalappen | lener Gewebsblécke (Cm3)
H&E IHC H&E IHC
2 26 26 5 225 6 2 2 1.0 2
3 23 24 10 72 2 1 1 0.1 1
7 25 25 10 111 3 1 1 0.04 2
8 35 35 4 17 5 1 2 0.07 1
11 18 18 12 100 4 1 1 0.03 2
15 37 38 10 246 1 1 1 0.1 1
17 30 33 6 90 9 1 1 0.02 1
19 22 24 9 124 6 1 1 0.05 2

Tabelle 10: Untersuchungsergebnisse der erst nach Anfertigung von Nachschnitten aufgedeckten Residualtumore. (RG=Regressionsgrad)




Charakteristika der Residualtumore:

Sieben der 13 Tumore wiesen ein glandulares Wachstumsmuster, in 5 Falle fan-
densich lediglich Drusenreste und/oder im Stroma versprengte Tumoreinzelzellen
(Abb. 9). In einem weiteren Fall stellte sich der Resttumor mit einem Pseudomy-
xoma ovarii ahnlichem Wachstumsmuster dar (Abb. 7).

Die Residualtumorgrof3e betrug im Mittel 0,2 ml (0,02 — 1 ml).

Eine starke, maldige und geringe bis fehlende Tumorregression fand sich in 3, 4
bzw. 6 Fallen. Interessanterweise stellte sich bei einem Fall mit 2 Tumorherden im
OP Praparat der eine Herd weitgehend ohne, der andere mit starken regressiven
Veranderungen dar (Abb. 11).

Abb. 11 a/b: RP Praparat nach PPNET mit zwei Tumorfoci: a) gut differenzier-
tes glandulares Karzinom mit minimalen regressiven Veranderungen. b) Karzi-
nomresiduen mit stark ausgepragter Regression (Pfeile). Weitgehende De-
struktion der glandularen Architektur, Zytoplasmavakuolisierungen und Kern-
pyknosen. (H&E, 40X)

Trotz der Anfertigung zahlreicher Nachschnitte (2956 Schnittpraparate, im Mittel
422.3 Schnitte / Fall, Tabelle 11) konnte in den verbliebenen 7 pTO Praparaten

weiterhin histologisch kein Tumor nachgewiesen werden.
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Histolog. Routineaufarbeitung Zsuuscar:ﬁﬁg:eer:_
Patient Blocke Schnitte Nachschnitte (n) Schnittpraparate
(n) (n) gesamt
H&E IHC H&E ICH
1 22 22 5 240 1 268
4 25 25 16 574 1 616
5 39 39 6 233 2 380
6 47 40 7 524 4 575
9 31 31 3 324 0 358
13 37 37 5 258 0 300
18 19 19 0 4340 0 459
Total 2956
Fail(Mite) 4223

Tabelle 11: Prostatektomiepraparate ohne Tumornachweis auch nach Anfertigung zahlreicher
Nachschnitte. IHC = Immunhistochemie

2.2.3.4. Diskussion
Schon in der Einleitung wurde erwahnt, dass ein posttherapeutischer pTO Befund
immer die Frage aufwerfen muf}, ob eine detailliertere Untersuchung nicht doch
noch Tumorreste zutage gefordert hatte. Dass diese Frage bei keinem Tumor mit
einem eindeutigen Nein beantwortet werden kann, zeigen die Verlaufe solcher
Patienten. Die Tatsache, dass die sehr detaillierte Nachuntersuchung der eigenen
pTO Patienten dann auch tatsachlich findig wurde, war insofern auch nicht Gber-
raschend. Das gilt insbesondere fur die bei Nachschnitten festgestellten neoplasti-
schen Veranderungen. Unerwartet war aber die Haufigkeit mit der anlasslich der
Erstuntersuchung Tumorherde Uubersehen worden waren. Dies obwohl routinema-
Rig ein sehr aufwendiges Aufarbeitungsprotokoll der Op-Praparate zum Einsatz
kam und schon routinemafig reichlich von immunhistologischen Zusatzuntersu-
chungen Gebrauch gemacht worden war. Und dies auch, obwohl die Erstbefun-
dung von Pathologen mit groRer Erfahrung in der Beurteilung endokrin behandel-
ter Prostatae erfolgte. Der eingangs erwahnte Generalverdacht, dass die unmittel-
baren Erfolgsparameter (Tumorstadium und Schnittrand) der endokrinen Vorbe-
handlung ein zu optimistisches Bild von der tatsachlichen Wirksamkeit dieser The-
rapie zeichnen, wird durch die vorliegenden Ergebnisse scheinbar bestatigt.
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In der Literatur wurde bisher lediglich Uber einzelne pTO Falle berichtet, die einer
grundlichen histologischen Nachkontrolle unterzogen wurden. So berichteten
Bazinet et al. 1997 Uber 2 Falle bei denen der Resttumor im H&E Praparat Gber-
sehen und erst durch immunhistochemische Zusatzuntersuchungen entdeckt wer-
den konnte. Bei beiden Patienten war eine konventionelle endokrine Induktion vo-
rausgegangen. Gleave et al. 1996 erwahnen in ihrer Publikation 4 pTO Falle nach
prolongierter Vorbehandlung: Bei 2 derselben konnten ebenfalls mittels Immun-
histochemie Tumorreste identifiziert werden.

Aus den vorliegenden Ergebnissen geht also zunachst einmal hervor, dass pTO

nach endokriner Induktion nicht im Sinne einer Eradikation des Primartumors ge-

deutet werden darf. Bei den meisten derartigen Fallen (65% in der eigenen Unter-
suchung) konnen mit Hilfe einer mehr oder weniger aufwendigen Erganzungsun-
tersuchung sehr wohl noch kleine und kleinsteTumorherde festgestellt werden.

Etwa die Halfte derselben weist jedoch mehr oder weniger ausgepragte regressive

Veranderungen auf, so dass ein weiterhin bestehendes malignes Potential dieser

Residuen angezweifelt werden kann. Auch kann man vermuten, dass sie bei lan-

gerer Behandlung noch vollends verschwunden waren. Bei der anderen Halfte

kamen aber nur geringe oder Uberhaupt keine regressiven Veranderungen zur

Darstellung. An deren malignem Potenzial wird man kaum zweifeln. Vermutlich

waren sie auch bei langerer Therapiedauer grof3er geworden.

Nach sorgfaltiger Nachbefundung der Originalpraparate sowie der extensiven An-

fertigung von Nachschnitten konnte aber bei den restlichen 7 Fallen dieser Serie

weiterhin kein Tumor nachgewiesen werden. Hier konnte eine komplette Tumore-
radikation durch die PPNET tatsachlich vermutet werden. Gegen diese Annahme
sprechen jedoch gewichtige Argumente:

- Selbst nach der extensiven Anfertigung von Nachschnitten, wie in der vorlie-
genden Studie geschehen, kann, allein aufgrund der unvermeidlichen Produk-
tion von Gewebsabfall wahrend der Schnittpraparatherstellung, niemals das
gesamte Gewebsmaterial der mikroskopischen Untersuchung zugefuhrt wer-
den.

— Auch bei profunder Kenntnis der therapieinduzierten histomorphologischen
Alterationen ist auch fiir den gelibten Histopathologen ein ,Ubersehen* von

Karzinomherden niemals 100% auszuschlief3en.
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2.2.3.5. Zusammenfassung / Schlussfolgerung

Die Moglichkeiten der neoadjuvanten endokrinen Therapie des Prostatakarzinoms
sind mit der Ublichen dreimonatigen Behandlungsdauer nicht ausgeschopft. Die
prolongierte Therapie bis zum Erreichen des PSA Nadirs scheint die Effektivitat
der Therapie deutlich zu steigern, wie die weiter reduzierte positive Schnittrand-
rate (Kollermann et al. 1998), sowie die um das Dreifache erhdhte pTO Quote zei-
gen. Wie die vorliegenden Arbeit demonstriert, ist der pTO-Befund zumeist jedoch
nicht im Sinne einer Eradikation des Primartumors zu verstehen. Bei der Mehrzahl
der Falle kdnnen durch eine sorgfaltige weitere Aufarbeitung doch noch kleine
neoplastische Herde mit unterschiedlich ausgepragten regressiven Veranderun-
gen festgestellt werden. Aufgrund dieser Befunde wird man pTO als den z.Zt. ma-
ximal erreichbaren morphologischen Therapieeffekt anzusehen haben. Uber die
prognostische Bedeutung dieses Befundes kann jedoch derzeit nur spekuliert
werden, da valide Daten zu diesem Thema nicht vorliegen.
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2.2.4. Verlaufsbeobachtung von pTO-Patienten

2.2.4.1. Einleitung

Wie im vorangehenden Kapitel dargelegt, ist pTO nach PPNET von klinisch loko-

regionar begrenzten Prostatakarzinomen nicht mit einer Tumoreradikation gleich-

zusetzen. Bei den meisten Patienten (13 von 20 = 65%) fanden sich entweder be-

reits im Rahmen der sorgfaltigen mikroskopischen Reevaluation des Op-

Praparates, oder spatestens nach der sehr detaillierten histologischen Nachbear-

beitung desselben persistierende, sehr kleine Tumorherde. Bei 7 Patienten (35%)

konnte jedoch auch nach der detaillierten histologischen Nachbefundung kein

Tumorgewebe mehr festgestellt werden.

Der Versuch diese Ergebnisse zu interpretieren gestaltet sich schwierig, wie die

folgenden Fragen verdeutlichen:

1. Entsprechen die 35% ohne endgultigen Tumornachweis einer tatsachlichen
Tumoreradikation?

2. Bedeutet das geringe Volumen der Residualtumoren (Median 0,2 ml), dass es
sich hierbei um klinisch insignifikante Tumorreste handelt?

3. Wenn den Tumorresten Uberhaupt klinische Bedeutung zukommt, spielt das
Vorhandensein von mehr oder weniger ausgepragten, therapeutisch bedingten
regressiven Veranderungen dabei eine Rolle?

Antworten auf diese Fragen kann nur die Langzeitbeobachtung von pTO Patienten
liefern. Die diesbezuglichen Mitteilungen der Literatur sind ausserordentlich spar-
lich. Einen Hinweis dafur, dass das Stadium pTO nach endokriner Vorbehandlung
mit einer Prognoseverbesserung einhergehen konnte, ergibt sich aus den Unter-
suchungen von Kitagawa et al. 2003. Die Autoren stellten Verlaufsbeobachtungen
von 100 neoadjuvant endokrin behandelten Patienten an. Hierbei fanden sie eine
Korrelation zwischen dem Ausmal} der therapiebdedingten Tumorregression und
der Prognose. So zeigten Patienten mit einem Hochrisikoprofil (GS>7,
PSA>20ng/ml) und starker Tumorregression nach NHT eine 5 Jahres Rezidivfrei-
heitsrate von 100%, wohingegen bei Patienten gleichen Risikoprofils ohne Zei-
chen einer Tumorregression die Rezidivfreiheitsrate nur bei 32,9% lag. Da der pT0O
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Befund als maximale morphologische Tumorschadigung anzusehen ist, liegt es
nahe zu vermuten, dal} sich diese positiven Befunde auch in pTO-Kollektiven nach
NHT niederschlagen.

Bei anderen epithelialen urologischen Tumoren liegen bereits Verlaufsdaten gro-
Rerer pTO-Serien nach neoadjuvanter Therapie vor. So berichteten Grossman et
al. 2003 Uber Verlaufsbeobachtungen von 307 Patienten mit lokal fortgeschritte-
nen Blasenkarzinomen mit und ohne M-VAC Chemotherapie vor radikaler
Zystektomie. Hierbei fand sich fur die Zystektomiegruppe ohne neoadjuvante The-
rapie ein 33% hoheres Risiko an dem Karzinom zu versterben, als in der Ver-
gleichsgruppe mit NHT. Am deutlichsten zeigte sich ein prognostischer Benefit bei
Patienten bei denen im Zystektomiepraparat kein Tumor mehr nachweisbar war
(pTO). Dieser Befund fand sich in 48 von 126 (38%) der neoadjuvant behandelten
Patienten. Die 5-Jahresuberlebensraten lagen bei 85%. Im Vergleich dazu lagen
die 5-Jahresuberlebensraten der Nicht-pTO Gruppen (mit und ohne neoadjuvante
Therapie) nur bei 46% und 39%.

Nachfolgend wird Uber den Verlauf der eigenen pTO-Falle berichtet (Kéllermann et
al. 2003). Mit 38 pTO Patienten und einem zwischenzeitlich medianen Beobach-
tungszeitraum von 6 Jahren ist dies die bisher grof3te und am langsten beobach-
tete Serie von pTO Patienten mit Prostatakarzinom.

2.2.4.2. Patienten, Material und Methoden
38 Patienten mit einem pT0-Befund nach PPNET trotz grindlicher histologischer

Routineuntersuchung (Stanford-Protokoll) wurden verlaufsbeobachtet. Zunachst
erfolgten dreimonatige Kontrollen u.a mittels digital-rektaler Untersuchung und
PSA-Bestimmung. Nach dem 1. postoperativen Jahr erfolgten die Kontrollen
halbjahrlich. Vom Vorliegen eines biochemischen Progresses wurde ab einem
PSA-Anstieg auf Werte = 0,2 ng/ml in zwei aufeinanderfolgenden Messungen
ausgegangen. Die Patienten mit biochemischer Progression wurden, wenn mog-
lich, weiteren Zusatzuntersuchungen zugefuhrt um die PSA Quelle zu identifizie-
ren. Dazu gehdrten: Rontgen-Thoraxubersicht, abdominaler Ultraschall, Compu-
tertomographie des Beckens und Abdomens, Knochenszintigraphie, 4 systemati-
sche TRUS gesteuerte Biopsien der vesico-urethralen Anastomosenregion sowie

zusatzliche Biopsien von etwaig suspekten Lasionen .
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2.2.4.3. Ergebnisse

Die Nachsorge erfolgte median Uber einen Zeitraum von 6 Jahren (3 — 10 Jahre,

Mittelwert 6,4 Jahre). Der einzige Patient, der nur 3 Jahre lang kontrolliert werden

konnte, verstarb 47 Monate nach der radikalen Prostatektomie an einem Nieren-

versagen bei Plasmocytom in kompletter Remission seines Prostatakarzinomes.

Alle anderen Patienten konnten mindestens Uber einen Zeitraum von 4 Jahren und

34 Uber mindestens 5 Jahre nachkontrolliert werden.

Ein PSA Relaps entwickelte sich bei 7 der 38 Patienten (18%). Die Zeit bis zum
Relaps betrug median 14 Monate (4-20 Monate).

Die initialen Tumorcharakteristika, sowie die Ergebnisse der lokalisationsdiagnos-

tischen Untersuchungen bei den 7 Patienten mit biochemischer Progression wur-

den in Tabelle 12 aufgelistet.

Patient | cT Stadium Gleason PSA initial Lokalisation / Dignitéat
score (ng/ml) PSA Relaps

4 2 6 18,0 Lokal / benigne
33 1 5 17,2 Lokal / benigne
3 3 6 6,1 Lokal / maligne
35 1 6 5,6 Lokal / maligne
12 3 8 208.0 LokaIJrrnsgl?;r:isch /
28 2 6 15,1 Lokal / unbekannt**
6 1 6 13,5 Lokal / unbekannt***

Tabelle 12: Prainduktives cStadium ,Gleason-Summe, und PSA sowie Ergeb-
nisse der Rezidivlokalisationsdiagnostik der pT0O-Patienten mit biochemischem

Rezidiv.

** PSA Abfall nach lokaler Radiatio. Eine Biopsie wurde nicht durchgefiihrt.
*** PSA Abfall nach lokaler Radiatio. Biopsie ohne Aussagekraft (Bindegewe-

be).
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Von den pTO Patienten mit PSA Relaps hatten zwei initial Karzinome im Stadium
cT3, davon einer mit einem Gleason-Summenwert von 8 . Prainduktive PSA
Werte = 10 fanden sich bei 5 Patienten (71,4%).

Bei 2 Patienten (Patient 4 und 6 der Tabelle 12) hatte die im vorangehenden Ka-
pitel beschriebene, detaillierte histologische Nachbearbeitung der Prostatekto-
miepraparate noch Tumoreinzelzellen ergeben. Die restlichen 5 Falle konnten die-
ser Nachbearbeitung nicht unterzogen werden.

Bei 6 der 7 Patienten mit PSA-Relaps konnte eine weitergehende Rezidivdi-
agnostik durchgefuhrt werden, mit dem Ziel Lokalisation und Dignitat der PSA-
Quelle naher zu bestimmen. Der 7. Patient wurde ohne weitere Diagnostik von
seinem behandelnden Urologen einer externen lokalen Strahlentherapie zugewie-
sen.

Ergebnisse der Lokalisationsdiagnostik:

Bei 3 der 6 Patienten konnte ein lokales Tumorrezidiv histologisch nachgewiesen
werden. Alle drei Patienten wurden einer percutanen Radiatio (65 Gy) zugewie-
sen. Bei 2 der Patienten kam es im Gefolge der Radiatio zur einer kompletten PSA
Remission auf Werte < 0,1 ng/ml. Der 3. Patient entwickelte nach einem anfangli-
chen PSA Abfall von 4,88 ng/ml auf 1,52 ng/ml einen erneuten PSA Anstieg. In
einem 7 Monate spater angefertigten Knochenszintigramm ergab sich der hoch-
gradige Verdacht auf das Vorliegen von Knochenmetastasen.

Bei zwei der sechs Patienten liel3en sich stanzbioptisch lediglich benigne Prosta-
tadrisen nachweisen. Zwischenzeitlich wurden beide Patienten 44 bzw. 67 Mo-
nate nachbeobachtet. In dieser Zeit kam es bei beiden Patienten zu einem spon-
tanen PSA Abfall (Patient 1 von 1,08 auf 0,75 ng/ml; Patient 2 von 0,5 auf 0,42
ng/ml). Besonders erwahnenswert erscheint hier Patient 4 der Tabelle 11. Bei ihm
waren anlasslich der im vorangehenden Kapitel beschriebenen histologischen
Nachbearbeitung des Prostatektomiepraparates noch einzelne im Stroma ver-
sprengte Tumorzellen nachgewiesen worden. Nachdem es zum PSA Relaps ge-
kommen war, wurden bei ihm im Abstand von einem Jahr jeweils 4 Paraanasto-
mosenbiopsien entnommen, die jedoch lediglich als benigne beurteiltes Drusen-
gewebe ergaben.

Bei einem der sechs biopsierten pTO Patienten fand sich in der Biopsie nur Binde-
gewebe. Dieser Patient wurde einer lokalen perkutanen Radiatio zugefuhrt, die zu
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einem PSA Abfall auf Werte < 0,1 ng/ml fuhrte. Dies deutet auf eine lokale PSA

Quelle, von allerdings unklarer Dignitat hin.

2.2.4.4. Diskussion

Die Datenlage zur Prognose eines pTO Befundes nach radikaler Prostatektomie
ist insgesamt sehr sparlich. Das gilt in ganz besonderem Mal3e fur pTO nach en-
dokriner Vorbehandlung.

Ohne Induktion ist der pTO Befund mit < 2% aulierordentlich selten (Soloway et al.
1995; Schulman et al. 2000). Herkommer et al. 2004 berichteten erstmals Uber
Verlaufsdaten einer Patientenserie (13 Falle) ohne Vorbehandlung. Dabei han-
delte es sich nicht um eigene, sondern durch eine landesweite Umfrage ermittelte
Kasuistiken. Bei all diesen Patienten war praoperativ ein T2 Karzinom festgestellt
worden und keiner hatte einen niedrig differenzierten Tumor. Die Prostatekto-
miepraparate dieser Veroffentlichung wurden, im Gegensatz zu den eigenen, nicht
einer detaillierten histologischen Nachbearbeitung unterzogen. Goldstein et al.
1995 haben dies aber bei ebenfalls 13 Fallen aus 4 grof3en amerikanischen Kilini-
ken durchgefuhrt. Sie konnten nur in 2 Prostatektomiepraparaten auch tatsachlich
kein Karzinomgewebe identifizieren. In den Prostatae der anderen 11 Patienten
(85%) fanden sie jedoch sehr kleine (0,003-0,038 ml) Tumorfoci. Es ist daher an-
zunehmen, dass eine derartige Nachbearbeitung in der Herkommer Serie eben-
falls in der Mehrzahl der Falle einen Karzinomnachweis erbracht hatte. Wie zu
erwarten war die Prognose dieser pTO Falle sehr gut. In einem mittleren Nachbe-
obachtungszeitraum von 62 Monaten (19-150) kam es in keinem Fall zu einer bio-
chemischen Progression.

Vor allem nach prolongierter endokriner Induktion ist der pT0O-Befund wesentlich
haufiger (16%), als bei nicht vorbehandelten Patienten. Wie im Kapitel 2.3.3. ge-
zeigt (Tab 3), uberwogen bei den postinduktiven pTO Fallen zwar dieT1-2 Tumo-
ren, aber immerhin 18 % hatten zu Beginn ein Karzinom im Stadium T3 und bei 22
% war der Primartumor niedrig differenziert. Die Nachbearbeitung der eigenen
Prostatektomiepraparate hat in 65 % noch Tumorreste ergeben, die ebenfalls sehr
klein waren.

Angesichts dieser Unterschiede konnte nicht Uberraschen, dass die biochemische
Progressionsrate der eigenen postinduktiven pTO-Falle mit 18% schlechter ist, als
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die der Serie von Herkommer et al. 2004 mit 0% innerhalb eines vergleichbaren
Beobachtungszeitraumes. Unerwartet war dahingegen, dass die PSA-Quelle bei
allen pTO-Patienten der eigenen Serie mit biochemischer Progression, zumindest
auch in der ehemaligen Prostataregion angesiedelt war. Noch Uberraschender war
die Tatsache, dass bei 3 der 7 Patienten eindeutig ein lokales Tumorrezidiv fest-
gestellt werden konnte.

2.2.4.5. Zusammenfassung

PTO Befunde werden ohne und nach endokriner Vorbehandlung klinisch noch lo-
kalisierter Prostatakarzinome angetroffen. Insbesondere nach prolongierter endo-
kriner Induktion ist der pTO-Befund keine Seltenheit (16 % im eigenen Kranken-
gut). Die minutieuse histologische Nachbearbeitung der pTO-Prostatektomie-
praparate von unvorbehandelten wie vorbehandelten Patienten ergibt bei deutlich
uber 50 % der Falle noch kleine, anlasslich der Routineuntersuchung nicht fest-
gestellte Tumorfoci. Im Gegensatz zu den unvorbehandelten Patienten zeigen
diese kleinen Tumorherde nach vorangegangener endokriner Therapie vielfach
erhebliche regressive Veranderungen. Dennoch sind biochemische Progressio-
nen bei den vorbehandelten Patienten haufiger zu verzeichnen (18%), als bei den
unvorbehandelten pTO Patienten (0%). Die Erklarung hierfur durfte in den unter-
schiedlichen initialen Eigenschaften des Primartumors liegen. Wahrend die unvor-
behandelten Karzinome samtlich organbegrenzt und hochdifferenziert waren, be-
fanden sich unter den vorbehandelten, neben T3 Fallen, auch geringdifferenzierte
Tumore.

Bei allen pTO-Fallen mit biochemischer Progression der eigenen Serie konnte zu-
mindest auch eine lokale PSA-Quelle identifiziert werden. Hinzu kommt, dass bei
3 Patienten auch ein Lokalrezidiv des Prostatakarzinomes bioptisch gesichert
werden konnte. Dies legt nahe, dass selbst kleine und regressiv veranderte Tu-
morreste bei pTO Patienten nach PPNET durchaus noch ein malignes Potenzial

haben kdbnnen.
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2.2.5. Prognose des pT0-Befundes: Eine Matched-Pair Analyse

2.2.5.1. Einflihrung

Die vorangehende Untersuchung hat gezeigt, dass es nach PPNET trotz eines
pTO Befundes sowohl zu lokalen, als auch systemischen Rezidiven der Tumorer-
krankung kommen kann. Damit bleibt aber folgende Frage unbeantwortet: Hat ein
Patient mit pTO-Befund nach PPNET eine bessere Prognose, als ein Patient mit
ahnlichen Tumorcharakteristika, bei dem die Routineaufarbeitung des Prostatek-
tomiepraparates aber noch deutlich erkennbaren Tumor ergab? Anders ausge-
druckt: Ist bei nachweislich maximalem Therapieeffekt mit besseren Ergebnissen
zu rechnen, als bei partiellem Erfolg? Die Beantwortung dieser Frage erscheint
von Bedeutung, weil dies im positiven Falle ein gewichtiges Argument fur PPNET
ware, aber auch weil pTO dadurch zum unmittelbaren Therapieziel aller neoadju-
vanten therapeutischen Bemuhungen wurde.

Im Folgenden wird Uber die eigenen Untersuchungsergebnisse zur skizzierten
Problematik berichtet (Kéllermann et al. 2004).

2.2.5.2. Material / Methoden

Es wurde ein Gesamtkollektiv von 174 Patienten mit Prostatakarzinom, initial im
klinischen Stadium cT1-3, ausgewertet. Alle diese Patienten wurden nach voran-
gegangener PPNET der radikalen Prostatektomie zugefuhrt. Bei 138 derselben
hatte die routinemafige histologische Untersuchung der RP-Praparate noch Tu-
mor ergeben. Bei den restlichen 36 Patienten konnte dahingegen kein Tumor
mehr nachgewiesen werden (pT0). Im Rahmen der Nachsorge der Patienten wur-
de ein PSA Anstieg auf Werte = 0,2 ng/ml als biochemischer Progress gewertet.
Statistik: Um sicherzustellen dass bezuglich prognostisch relevanter Risikofakto-
ren zwischen beiden Gruppen eine homogene Verteilung vorliegt, wurden zu-
nachst entsprechende kategorische Variablen mit dem Fisher Test (zweiseitig)
oder dem Chi-Quadrat test (bei mehr als zwei Variablen) untersucht. Bei numeri-
schen Daten wurde der Mann-Whitney Test angewandt. Aufgrund signifikanter
Unterschiede zwischen beiden Gruppen erfolgte zunachst eine Paarbildung, um
diese Unterschiede aufzuheben. Kriterien der Paarbildung waren:

- Initialer PSA Wert (< vs = 10 ng/ml)
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- Anzahl der tumorbefallener Biopsien (Mittel)

- Gleasonsumme im Prostatektomiepraparat (< vs = 7)

- cT-Stadium

- Nachbeobachtungszeit

Die gesamte Paarbildung wurde ohne Wissen des postoperativen Verlaufes
durchgefuhrt. Fanden sich mehrere, diesbezlglich identische Patientenpaare,
wurde eines davon blind ausgewahlt. Insgesamt konnten so 30 Patientenpaare
gebildet werden (=60 Patienten), entsprechend 30 Patienten aus der pTO und e-
benfalls 30 aus der nicht pTO-Gruppe. In einem zweiten Schritt erfolgte dann die
Matched-pair Analyse. Dabei wurde die Wahrscheinlichkeit einen PSA-Relaps zu
entwickeln fur die jeweilige Patientengruppe nach der Kaplan-Meier Methode be-
rechnet. Unterschiede zwischen den Uberlebenskurven der beiden so zusammen-

gestellten Gruppen wurden nach dem Log rank Test ermittelt.

2.2.5.3. Ergebnisse

Die PSA Progressionsrate der Nicht-pTO Gruppe betrug 31,9% (44/138) im Ver-
gleich zu 19,4% (7/36) in der pTO Gruppe. In der erstgenannten Gruppe betrug
die mediane Zeit bis zum Relaps 14,0 (5 — 41) Monate, in der zweiten bei 15,1
Monaten (4 — 20). Wie jedoch in Tabelle 13 dargestellt fanden sich signifikante
Unterschiede bezuglich klinischer und histopathologischer Charakteristika, die
keinen sinnvollen Vergleich der Verlaufe ermoglichten. So war in der pTO-Gruppe
die Anzahl der tumorbefallenen Stanzbiopsien / Patient zum Zeitpunkt der Diag-
nosestellung signifikant niedriger (1,3 vs 2,67, p<0.0001), es fand sich ein signifi-
kant hoherer Anteil an Tumoren mit einem Gleason score <7 (77,8% vs. 34,1%,
p<0.0001) und auch der Anteil von Tumoren im klinischen Stadium T1-2 war signi-
fikant hoher (85,6% vs. 58,0%, p<0.0001). Dies unterstutzt die bereits weiter oben
gemachte Feststellung, dass primar kleine und gut bis mafig differenzierte Tumo-
ren in pTO umgewandelt werden. Des weiteren zeigten sich signifikante Unter-
schiede in der medianen Nachbeobachtungszeit zwischen beiden Gruppen (31
Monate in der pTO Gruppe versus 47 Monate in der Nicht-pTO Gruppe, p=0.0185).
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(Median, Monate)

Nicht pTO pTO
(n=138) (n=36)
Patientencharakteristika n (%) n (%) p
Initiales PSA (ng/ml)
<10 61 (45,2) 18 (51,4)
0.5705
=10 74 (54.8) 17 (48.6)
Anzahl Bx/Patient
nzant Exraten 6,58 6,88 0.5166
(Mittel)
Anzahl positiver
Bx/Patient(Mittel) 2,67 13 <0.0001
Gleason Summenwert (Bx)
<7 45 (34,1) 28 (77,8)
<0.0001
=7 87 (65,9) 8 (22,2)
Gleason Summenwert (RP)
<7
18 (13,0) n.d. n.d.
nicht bestimmbar 56 (40,6)
cT-Stadium
T1 19 (13,8) 11 (30,6)
T2 39 (28,3) 20 (55,6) <0.0001
T3 80 (57,9) 5(13,8)
pT-Stadium
TO 0 (0,0) 36 (100)
T2 95 (68,8) 0(0,0)
<0.0001
T3 34 (24,6) 0 (0,0)
T4 9 (6,5) 0(0,0)
Dauer PPNET
4 .0
(Median, Monate) . 83 0.03
Nach ht it
achbeobachtungsyei 31 47 0.0185

Tabelle 13: Ubersicht tiber die klinischen und histopathologischen Charakteristika

der nicht-pTO und pTO Patienten mit cT1-3 Prostatakarzinom nach PPNET.

Bx=Biopsie.

Wie Tabelle 14 zeigt, konnte durch Paarbildung entsprechend den aufgeflhrten

Kriterien Vergleichbarkeit hergestellt werden.
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Nicht gepaart Gepaart
Nicht pTO _ Nicht pTO pTO
TO (n=36
(n=138) | PTO (n=36) (n=30) (=30)
n (%) n (%) p n (%) n (%) p
Initiales PSA
(ng/ml)
<10 61 (45,2 18 (51,4 1 1
(45,2) 8 (51,4) 0.5705 9 (63,3) 9 (63,3) 120
=10 74 (54,8) 17 (48,6) 11 (36,7) 11 (36,7)
Anzahl Bx/Patient
, 2,67 1,3 <0.0001 1,6 1,357 0.40
(Mittel)
Gleason Summen-
wert (Bx)
<7 45 (34,1) 28 (77,8) 22 (73,3) 22 (73,3)
<0.0001 1.23
=7 87 (65,9) 8 (22,2) 8 (26,7) 8 (26,7)
cT-Stadium
T1 19 (13,8) 11 (30,6) 6 (20,0) 6 (20,0)
T2 39 (28,3) 20 (55,6) | <0.0001 20 (66,7) 20 (66,7) 1.00
T3 80 (57,9) 5(13.8) 4 (13,3) 4 (13,3)
Nachbeobachtung
31 47 0.0185 7 4 .12
(Median, Monate) 37.9 6.0 0

Tabelle 14: Klinische und histopathologische Charakteristika der pTO- und Nicht-pTO-Patienten
nach Paarbildung fir cT-Stadium und Gleason Summenwert. Bx=Biopsie

Abb.12 zeigt die kumulative PSA progressionsfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit
fir beide Gruppen. Die 12 Monate PSA progressionsfreie Uberlebenswahrschein-
lichkeit betragt 89,8% (95% Konfidenzintervall (Kl): 78,8 — 100) fur die pTO Gruppe
und 89,0% (95% KIl: 77,2 — 100) fur die Nicht-pTO-Gruppe. Die entsprechende
Rate nach 24 Monaten betragt 79,0 % (95% KIl: 64,0 — 94,0) und 89,0% (95%
Kl:77,2 — 100), nach 36 Monaten betrug sie 79,0 % (95% KI: 64,0 — 94,0) und
76,3% (95% KIl: 57,1 — 95,5). Die Unterschiede zwischen beiden Kurven erreich-
ten bis zu diesem Zeitpunkt jedoch keine statistische Signifikanz (p=0.78).
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Abb. 12: Kumulatives, PSA progressfreies Uberleben von 30 pT0-Patienten im Vergleich zu einer
Kohorte von 30 Nicht-pTO-Patienten (Paar-Analyse) (p=0.78)

2.2.5.4. Diskussion

Es wurde bereits darauf hingewiesen, dass die Datenlage zur Prognose von pTO-
Patienten nach endokriner Induktion insgesamt mangelhaft ist. Daten zur Progno-
se des pTO0-Befundes nach konventioneller (3 monatiger) Vorbehandlung liegen
bislang nicht. Das liegt wahrscheinlich an der Seltenheit des Ereignisses bei die-
ser Form der Vorbehandlung. Fur die Situation nach prolongierter Induktion sind
die bisherigen Informationen ebenfallssparlich. Obwohl pTO nach dieser Art von
Vorbehandlung wesentlich haufiger ist, durfte die Knappheit der Daten hier auf die
Seltenheit mit der solche Therapieschemata eingesetzt werden zuruckzufuhren
sein. Noguchi et al. 2002 fanden in lhrer pTO-Serie von allerdings nur 5 Fallen,
nach einer mittleren Verlaufsbeobachtung von 41 Monaten keine biochemische
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Progression. Die mittlere Vorbehandlungsdauer betrug 11 Monate (4 — 19 Mona-
te). Der mediane initiale PSA-Wert der pTO Patienten lag bei 7,1 ng/ml (5,2-194
ng/ml). Die Gleason-Summe (GS) betrug 2 x GS 6, 2 x GS 7 und 1 x GS 8, das
klinische Tumorstadium wurde 1x mit T1c, 3 x mit T2b und 1 x mit T3a verschlUs-
selt. In dieser kleinen pTO Patientenserie befanden sich also durchaus Falle mit
einem erheblichen Rezidivrisiko. Die Autoren schlussfolgern, dass die Lebenser-
wartung von Patienten mit einem pTO Befund nach NHT der von gleichalten Pati-
enten ohne Prostatakarzinom entspricht. Diese Aussage durfte aber wohl kaum
einer Kritik standhalten.

Gleave et al. 2000 berichten Uber 20 pTO-Falle unter 156 Prostatakarzinompati-
enten nach radikaler Prostatektomie, die 8 Monate endokrin vorbehandelt wur-
den.Uber einen Beobachtungszeitraum von bis zu 5 Jahren entwickelte auch hier
keiner der pTO Patienten ein Tumorrezidiv (PSA-Schwellenwert von 0,3 ng/ml).
Aufgeschlusselt nach pT-Stadium ergab die Kaplan-Meier Analyse das gunstigste
PSA freie 5 Jahres Uberleben mit 100% fiir die pTO Kohorte. Somit scheint auch
nach den Ergebnissen dieser Arbeit der pTO Befund nach Langzeitinduktion mit
einer besonders gunstigen Prognose einherzugehen. Leider ist eine weitergehen-
de Analyse dieser pTO Patienten bezuglich der prainduktiven Risikosituation nicht
moglich, da der Schwerpunkt der Arbeit auf anderen Fragestellungen beruht.
Meyer et al. 2001 berichteten Uber ein deutlich verbessertes PSA progressfreies
Uberleben von Patienten nach prolongierter im Vergleich zu der dreimonatigen
oder gar keiner endokrinen Vorbehandlung. Dieser Unterschied machte sich aller-
dings erst 3 Jahre postoperativ bemerkbar und erreichte sein Maximum nach 4
Jahren. Demnach trat die pTO Gruppe der eigenen Untersuchung mit einer medi-
anen Verlaufsbeobachtung von 37,9 Monaten gerade in die prognostisch rele-
vante Phase ein. Ein langeres Follow-up konnte daher noch zu einer positiven
Verschiebung der Ergebnisse fuhren. Diese Annahme wird durch die weiter oben
zitierten Fremdergebnisse gestutzt.

2.2.5.5. Zusammenfassung /Schlussfolgerungen

In der EinfUhrung zur vorliegenden Studie wurde die Frage gestellt, ob ein Patient
mit pTO-Befund nach PPNET eine bessere Prognose hat, als ein ebenfalls mit
PPNET Behandelter mit vergleichbaren Tumorcharakteristika, bei dem es jedoch
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nicht zu pTO kam. Die durchgefuhrte Matched-pair Analyse hat diese Frage leider
nicht klar beantworten konnen. Die relativ kurzen Kontrollzeiten und die Tatsache,
dass die Arbeitsgruppe Meyer et al. 2001 den maximalen rezidivfreien Uberle-
bensvorteil von prolongiert vorbehandelten Patienten erst beginnend im 3 Jahr
post operationem feststellen konnten, gibt Anlal® zur Annahme, dass sich dies
auch in den Verlaufen des eigenen Patientengutes niederschlagen konnte. Un-
zweifelhaft sind zu diesem Thema aber weitere Untersuchungen erforderlich.
Unabhangig davon ist die eigene Auffassung die, dass der pT0-Befund nach neo-
adjuvanter Therapie des lokal begrenzten Prostatakarzinoms, neben dem Schnitt-
randbefund, einen bedeutsamen unmittelbaren Messparameter fur die Wirksam-

keit der Behandlung darstellt.

2.2.6. AbschlieRende Bemerkungen zu pTO0

Die vorgelegten eigenen Arbeiten, sowie die zitierte und z.T. kommentierte Lite-
ratur haben gezeigt, dass pT0 im Prostatektomiepraparat eines Patienten mit
Prostatakarzinom mit sehr unterschiedlicher Haufigkeit angetroffen wird und auch
sehr unterschiedliche Ursachen haben kann. Die neoadjuvante endokrine Thera-
pie ist ohne Zweifel ein potenter Verursacher von pTO Befunden. Schon die kon-
ventionelle 3 monatige Vorbehandlung hatte die Haufigkeit gegentber unvorbe-
handelten Patienten mit etwa 5% nahezu verdreifacht. Eine weitere Steigerung
daruber hinaus, ebenfalls um den Faktor 3, verursacht die prolongierte Induktion,
darunter auch PPNET. Wie aufgezeigt, bedeutet pTO allerdings weder bei unvor-
behandelten nach bei neoadjuvant therapierten Patienten Karzinomfreiheit der
Prostata. Eine auRerst aufwendige, im Rahmen der Routinediagnostik nicht reali-
sierbare, feingewebliche Aufarbeitung der Op-Praparate kann in den meisten Fal-
len dann doch noch Tumorfoci nachweisen.

Im Kapitel “Zur Bedeutung des pTO Befundes® wurde darauf hingewiesen, dass
die histologische Befundung von endokrin behandelten Prostatae unter dem Ge-
neralverdacht steht ein zu optimistisches Bild der tatsachlichen Situation zu liefern.
Der Vergleich unvorbehandelter mit vorbehandelten pTO-Prostatae nach minutieu-
ser Nachbearbeitung bestatigt diesen Verdacht jedoch nicht, da in beiden Kons-

tellationen zumeist noch kleinste Tumorfoci festgestellt werden kdnnen.
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Das wesentliche morphologische Unterscheidungsmerkmal zwischen den beiden
pTO-Typen sind die regressiven Veranderungen. Man findet sie in den meisten,
jedoch keineswegs in allen Tumorfoci vorbehandelter Patienten, aber naturlich
nicht bei den unvorbehandelten Fallen.

Obwohl die prognostische Bedeutung von pTO, wegen der geringen bisher publi-
zierten Fallzahlen noch nicht abschlieRend geklart ist, zeichnet sich ab, dass pTO
nach neoadjuvanter Therapie eine schlechtere Prognose hat, als pTO ohne Vor-
behandlung. Wie gezeigt, gilt das auch fur den Lokalbefund. Dies nahrt die Ver-
mutung, dass die regressiven Veranderungen nicht unbedingt mit einer Beein-
trachtigung der neoplastischen Vitalitat einhergehen.

Die hohen pT0O-Raten unter prolongierter Induktion und PPNET beweisen nach der
eigenen Auffassung die Uberlegenheit dieser Vorbehandlungsformen gegeniiber
den konventionellen, 3 monatigen Therapieschemata zumindest auf morphologi-
scher Ebene. Gleichzeitig zeigen sie aber wahrscheinlich auch erstmals die Gren-
zen der endokrinen Vorbehandlung auf. Es ist namlich nicht damit zu rechnen,
dass langere endokrine Vorbehandlungszeiten noch zu einer weiteren Steigerung
der pTO Raten fuhren.

Vorangehend wurde schon darauf hingewiesen, dass in einer ganzen Reihe von
prospektiven, randomisierten Studien im Gefolge der konventionellen endokrinen
Induktion, zwar einer drastische Senkung der Rate tumorbefallener Schnittrander,
aber keine Steigerung des progressionsfreien Uberlebens gezeigt werden konnte.
Dies auch, obwohl dabei zu einem deutlichen Anstieg der pTO-Rate auf 5 %
kommt.

Ein endgultiges Urteil Uber die Moglichkeiten der prolongierten Induktion kann z.
Zt. noch nicht gefallt werden. Fraglos hat diese Vorbehandlungsform die Haufig-
keit positiver Schnittrander noch einmal drastisch gesenkt. Wie aufgezeigt, kam es
auch zu einer weiteren, deutlichen Steigerung der pTO Rate. Die bisher vorliegen-
den Zwischenergebnisse von Gleave et al. 2003 lassen jedoch bezuglich des ent-
scheidenden Endparameters, dem progressionsfreien Uberleben, keinen spekta-
kularen Durchbruch erwarten. Die Autoren verglichen die PSA Rezidivrate von 499
Patienten nach 3 vs. 8 Monaten neoadjuvanter Hormontherapie und konsekutiver
radikaler Prostatektomie bei einer mittleren Nachbeobachtungszeit von 3 Jahren.
Trotz gleicher Stratifizierung der beiden Patientengruppen nach T-Stadium, Glea-
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songrad und initialem PSA-Wert fanden sich keine signifikanten Unterschiede be-
zuglich der biochemischen Rezidivrate zwischen beiden Gruppen.

Wahrscheinlich muss eine in diesem Sinne wirksame Vorbehandlung die pTO Rate
auf 20, 30 oder sogar einen noch hoheren Prozentsatz anheben kdnnen.
Pettaway et al. 2000 veroffentlichten erste Ergebnisse einer Studie, in der sie ne-
oadjuvant uber 3 Monate bei 33 Patienten eine kombinierte endokrin/ zytostati-
sche Behandlung durchfuhrten. Unmittelbares Behandlungsziel war eine pT0O-Rate
von 20 %. Ein pTO-Befund wurde allerdings bei keinem einzigen Patienten dieser
Serie erreicht.

Im Lichte der aufgefUhrten Argumente, wird man schon angesichts der bisher ne-
gativen pT0-Quote dieser Studie, kaum ein Ergebnis erwarten durfen, welches die
Resultate der konventionellen endokrinen Induktion, beziiglich rezidivfreiem U-
berleben, Ubertrifft. Aber selbst wenn die anvisierten pT0-Rate von 20 % erreicht
worden ware, hatte die wahrscheinlich nicht ausgereicht um einen klaren prognos-
tischen Vorteil fur die Patienten zu erreichen.

Derzeit gibt es, wenn man pTO als MeRlatte benutzt, keine neoadjuvante Thera-
pieform, die der prolongierten endokrinen Vorbehandlung Uberlegen ware. Ange-
sichts dieser Tatsache ist ein Verbesserung der Ergebnisse auf diesem Gebiet nur
durch die Kombination der endokrinen mit zusatzliche Behandlungsformen, wel-

che zu einer weiteren Steigerung der pT0O-Rate fuhren, zu erwarten.
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3. UNTERSUCHUNGEN ZUR KNOCHENMARKBESIEDELUNG MIT
DISSEMINIERTEN PROSTATAKARZINOMZELLEN

3.1. HAUFIGKEIT DISSEMINIERTER TUMORZELLEN IM KNOCHEN-
MARK BEI UNVORBEHANDELTEN PATIENTEN MIT KLINISCH LOKALI-
SIERTEM PROSTATAKARZINOM

3.1.1. Einfuhrung

In den vergangenen Jahren ist es mit sehr unterschiedlichen Untersuchungsme-
thoden gelungen einzelne Tumorzellen zu identifizieren. Dabei zeigte sich rasch,
dass man auch bei, nach herkommlichen MalR3stéaben lokal begrenzten Tumoren,
nicht selten bereits eine Tumorzelldissemination sowohl im Blut, als auch im Kno-
chenmark und den regionaren Lymphknoten feststellen kann. Das Prostatakarzi-
nom macht davon keine Ausnahme. Wenngleich die prognostische Bedeutung
solcher Befunde nicht abschliel3end geklart ist, kann nicht angezweifelt werden,
dal} eine spater auch klinisch manifeste Metastasierung von wesentlich friher dis-
seminierten Tumorzellen ihren Ausgang nimmt. In der vorliegenden Untersuchung
ist der Frage nachgegangen worden, wie haufig bei virginellen, klinisch noch ort-
lich begrenzten Prostatakarzinomen bereits eine Tumorzelldissemination ins Kno-
chenmark vorkommt und in wieweit dieses Vorkommnis mit bekannten Prognose-
faktoren wie Tumorstadium, Differenzierungsgrad und dem initialen PSA-Wert kor-

reliert.

3.1.2. Patienten, Material und Methoden

Insgesamt wurden 327 Patienten mit klinisch noch lokalisiertem und unvorbehan-
deltem Prostatakarzinom auf Tumorzellen im Knochenmark untersucht.

Die Diagnose Prostatakarzinom wurde anhand von systematisch unter transrek-
taler Ultraschallkontrolle entnommenen Sextantenbiopsien gestellt. Der Differen-
zierungsgrad des Tumors wurde nach dem von Gleason 1966 vorgeschlagenen
System bestimmt. Die Festlegung des Tumorstadium erfolgte entsprechend dem
TNM System (1987). Zum Ausschluss von Lymphknoten und Knochenmetastasen
erfolgten eine laparoskopsiche Lymphadenektomie bzw eine Knochenszintigra-
phie bei PSA Werten > 10ng/ml und/oder klinisch organuberschreitendem Tumor-
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wachstum bzw. einem Gleason score = 7. Vor dem Beginn jedweder Behandlung
erfolgte nach Aufklarung und schriftichem Einverstandnis des Patienten die Ent-
nahme von Knochenmark aus beiden Darmbeinschaufeln. Dabei wurde im einzel-
nen wie folgt vorgegangen: In ortlicher Betaubung, bzw in Aligemeinnarkose,
wenn danach ein operativer oder diagnostischer Eingriff dies notwendig machte,
wurden aus beiden Cristae iliacae 6-10 ml Knochenmark, entsprechend 6-10x10’
Zellen, mittels Spritze aspiriert. Die weitere Verarbeitung der Praparate erfolgte
dann im Institut fur Immunologie der Maximilian Universitat Minchen. Nach
Zentrifugation Uber einen Ficoll-Hypaque Dichtegradenten (Pharmacia; Freiburg,
Deutschland; Dichte 1,077 g/mol) bei 900 g fur 30 Minuten, wurden die mono-
nuklearen Interphasezellen bei Zimmertemperatur auf Glasobjekttrager zentrifu-
giert (150 g fur 5 Minuten). Zur ldentifizierung der Tumorzellen kam der monoklo-
nale Antikorper (mAk) CK 2 gegen das Cytokeratin Polypeptid No. 18 zur Anwen-
dung. CK 2 setzt an allen Zellen epithelialen Ursprungs unabhangig von ihrer
Dignitat an (Debus et al. 1982). Der mAk kam in der optimalen Konzentration von
2,5 ng/ml zum Einsatz. Entsprechende Verdinnungen von Maus Myeloma Protein
dienten als IgG1 Isotyp Kontrolle (MOPC21 Sigma, Deidenhofen, Deutschland).
Die Antikorperreaktion wurde durch die alkalische Phosphatase/anti alkalische
Phosphatase (APAAP) Technik in Kombination mit der Neufuchsin Methode
sichtbar gemacht (Cordell et al. 1984). Nach Inkubation mit dem primaren Antikor-
per wurden ein polyvalentes Kaninchen anti Maus Ig Antiserum (259 Dako, Ham-
burg), praformierte alkalische Phosphatase Komplexe und monoklonale anti-
alkalische Phosphatase Antikorper (D651, Dako, Hamburg) in der vom Hersteller
angegebenen Verdunnung zugesetzt. Die Aktivitat der endogenen alkalischen
Phosphatase wurde durch Inkubation mit Levamisole blockiert. Um ein rasches
Screening auf mADb positive Zellen zu ermdglichen, wurde auf eine Gegenfarbung
der Praparate verzichtet.

Die Verteilung des klinischen Tumorstadiums, des Gleason Gradings sowie des
initialen PSA-Wertes der Patienten ist in Tabelle 15 dargestellit.
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cT-Stadium initial T1 T2 T3
N (%) 54 (16,5%) 78 (24%) 195 (59,5%)
Gleason-Summenwert 2-4 5-6 =7
N (%) 40 (12%) 97 (30%) 190 (58%)
PSA (ng/ml) <10 10-20 > 20
N (%) 144 (44%) 99 (30%) 84 (26%)

Tabelle 15: Verteilung von klinischem Tumorstadium, Gleasongrading und PSA-Werten von 327
Patienten mit lokal begrenztem virginellen Prostatakarzinom vor Knochenmark-Punktion.

3.1.3. Ergebnisse

Von den 327 untersuchten Patienten mit klinisch noch lokalisiertem Prostatakarzi-

nom wiesen 93 (28,4%) bereits einen positiven Knochenmarkbefund auf (Abb.

13).

-

Abb. 13: CK2-positive Einzelzelle im Knochen-
mark (APAAP Methode)

Im Median fanden sich 2 CK-positive Zellen / 2x10° Knochenmarkzellen (Range 1

— 38 Zellen/ 2x10° Knochenmarkzellen).

In der folgenden Tabelle 16 wurde die Haufigkeit des KM-Befalls dem cT-Stadium,

dem Malignitatsgrad, sowie dem initialen PSA-Wert gegenuber gestellt.
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CT-Stadium
T1-2 132 29 (22%) 103 (78%)
T3 195 64 (33%) 131 (67%)
Malignitatsgrad
GS 24 40 5(12,5%) 35 (87,5%)
GS 5-6 97 42 (43%) 55 (57%)
GS=>7 190 46 (24%) 144 (76%)
PSA (ng/ml)
<10 144 36 (25%) 108 (75%)
10-20 99 29 (29%) 70 (71%)
>20 84 28 (33%) 57 (67%)

Tab. 16: Haufigkeit des Knochenmark-Befalls (KM) getrennt aufgeschlisselt fur klini-
sches Tumorstadium (cT-Stadium), Malignitatsgrad (Gleason-Summe=GS) und initi-
alem PSA-Wert.

Tabelle 16 zeigt: Bei Patienten mit klinisch noch auf das Organ beschrankten Tu-
moren (cT1+cT2) fanden sich seltener (22%) ein KM-Befall als bei klinisch bereits
organuberschreitendem Wachstum (cT3=34%). Der Unterschied zwischen beiden
Haufigkeiten ist statistisch signifikant (p=0.02; Fisher's Exact Test).
Widerspruchlich sind die Daten fur den Malignitatsgrad: Patienten mit hochdiffe-
renzierten Karzinomen (GS 2-4) wiesen signifikant seltener einen KM-Befall auf
als Patienten mit mittelgradig differenzierten Karzinomen (GS 5-6) (12,5% vs 43%;
p=0.0006; Fisher's Exact Test ). Verglichen mit erstgenannter Patientengruppe
wiesen auch die Patienten mit niedrig differenziertem Karzinom haufiger einen
KM-Befall auf, der Unterschied war aber deutlich geringer (12,5 vs 24%) und er-
reichte kein Signifikanzniveau (p=0.14; Fisher's Exact Test). Aufgrund dieses Wi-
derspruchs erfolgte ein erneuter Vergleich nach Umgruppierung der Patienten in
solche mit hoch bis maldiggradig (GS 2-6) vs. solche mit niedrig differenzierten
Karzinome (GS = 7). Hiernach zeigte das Haufigkeitsverhaltnis sogar in die ent-
gegengesetzte Richtung. In der Gruppe mit GS 2-6 Karzinomen fand sich ein po-
sitives Knochenmark bei 34,4% der Patienten, in der Gruppe mit GS = 7 Karzino-
men lag die Rate lediglich bei 24% (p=0.048).

Bezlglich des PSA-Wertes wiesen die Patienten mit einem PSA-Wert im Niedrig-
risikobereich (< 10 ng/ml) im Vergleich zur Hochrisikogruppe (> 20 ng/ml) seltener
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einen KM-Befall auf (25 vs. 33%). Der Unterschied zwischen beiden Haufigkeiten

erreicht jedoch keine statistische Signifikanz (p=0.22).

In einer weitergehenden Analyse wurde die Intensitat des Knochenmarkbefalls auf
eine mogliche Korrelation mit dem cT-Stadium, dem Malignitatsgrad und dem
PSA-Wert hin untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 17 dargestellt:

CK-positive Zellen / 2x10° KM-Zellen
Median Mittelwert
cT Stadium
T1 1 1,76
T2 3 3,37
T1+2 2 2,71
T3 2 3,91
Malignitatsgrad
GS<7 2 2,89
GS=27 2 3,04
PSA (ng/ml)
<10 2 3,5
10-20 3 3,64
>20 2 3,51

Tabelle 17: Intensitat/Dichte der Knochenmarkbesiedelung mit Tumor-
zellen im Verhaltnis zum cT-Stadium, Malignitédtsgrad und initialem PSA-
Wert des Tumors

Keine Korrelation fand sich zwischen der Intensitat des KM-Befalls (Anzahl Tu-
morzellen im KM/Patient) und dem cT-Stadium, dem Malignitatsgrad oder dem
initialen PSA-Wert.

In Anlehnung an Partin et al. 1997 erfolgte eine weitere Unterteilung der Patienten
durch Kombination von cT-Stadium, Malignitatsgrad und PSA-Wert in eine Nied-
rigrisiko- (cT1-2, GS <7, PSA < 10 ng/ml) und eine Hochrisikogruppe ( cT-
Stadium > 2, GS =7, PSA = 20 ng/ml). In der folgenden Tabelle 18 wurden Hau-
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figkeit und Intensitat des Knochenmarkbefalles diesen Risikogruppen gegenuber-

gestellt.
KM positiv Intensitat KM-Befall
Prognosefaktoren n % p* Mittelwert Median p**
Glnstig 49 14 3,2 2
0.14 0.58
Ungunstig 61 26 3,9 2

Tab. 18: Gegenuberstellung von Haufigkeit und Intensitat des Knochenmarkbefalles bei niedrig
und Hochrisikopatienten. * Fishers Exact Test, ** unpaired t test

Obwohl bei den Patienten mit ungunstigen Prognosefaktoren der Knochenmark-
befall haufiger (26% vs.14%) und intensiver (im Mittel 3,9 vs. 3,2 Zellen) als bei
den Patienten mit gunstigen Prognoseparametern ausfiel, sind die Unterschiede
statistisch nicht signifikant ( p= 0,74, bzw. p=0.58).

3.1.4. Diskussion:

Die hier vorgelegten Daten zur Tumorzellbesiedelung des Knochenmarkes wurden
an der bisher grofdten veroffentlichten Patientenserie erhoben. Zusammengefasst
fanden sich die folgenden Ergebnisse:

1. 28,4% der Patienten mit klinisch lokal begrenztem Prostatakarzinom wiesen
CK-positive Zellen im Knochenmark auf, die als disseminierte Tumoreinzelzellen
gedeutet wurden.

2. Von den etablierten Prognosefaktoren T-Stadium, Malignitatsgrad und PSA-
Wert korrelierte in der getrennten Analyse der Faktoren lediglich das Tumorstadi-
um positiv mit der Haufigkeit des KM-Befalls. Nach Kombination aller drei Fakto-
ren und Unterteilung in solche mit Niedrig- und Hochrisikoprofil fand sich kein Un-
terschied im KM-Befall zwischen beiden Gruppen. Auch fur das Ausmal} des Kno-
chenmarkbefalls fand sich keine Korrelation mit den genannten Risikofaktoren.
Somit ist davon auszugehen, dass die KM-Besiedlung weitgehend unabhangig

von den drei Prognosefaktoren stattfindet.
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3.1.4.1. Zur Haufigkeit des Knochenmarkbefalls:

In der nachfolgenden Tabelle 19 werden Angaben zur Haufigkeit des immunhisto-

chemisch nachgewiesenen occulten KM-Befalls aus der Literatur zusammenge-

stellt.
Autor n M
n %

Ipse 327 93 28
Weckermann et al. 1999 219 53 24
Melchior et al. 1997 48 5 10
Oberneder et al. 1994 84 28 33
Mansi et al. 1988 15 2 13
Bretton et al. 1994 9 2 22
Summe 702 199 28,3

Tab. 19: Haufigkeit des Knochenmarkbefalls mit disseminierten Tu-
morzellen festgestellt durch Immunhistochemie bei Patienten mit
lokalisiertem Prostatakarzinom.

Wie ersichtlich schwankt die Nachweisrate okkulter disseminierter Tumorzellen
zwischen den verschiedenen Arbeitsgruppen erheblich (10 - 33%). Das mag z. T.
auf die zahlenmalig, aber auch bezuglich der klinischen Parameter sehr unter-
schiedlich zusammengesetzten Patientenkollektive zurickzufihren sein. Zum an-
deren sind die Unterschiede jedoch sicherlich auch durch die angewandte Unter-
suchungstechnik zu erklaren. So wurden die eigenen, sowie die Patienten von
Oberneder et al. 1994 und auch die von Weckermann et al. 1999, die zusammen
mit 630 der 702 aufgelisteten Falle, die grol3e Mehrheit bilden, mit der gleichen
immunhistologischen Technik und dem gleichen monoklonalen Antikorper gegen
Cytokeratin 18 untersucht. In dieser Gruppe fiel die Schwankungsbreite der Er-
gebnisse ganz wesentlich geringer aus — sie erstreckte sich zwischen 24 und
33%. Abgesehen von der Verwendung anderer monoklonaler Antikorper (CAM,
AE/1, AE/3 und Keratin 8/18/19) wertete die Arbeitsgruppe Melchior et al. 1997
nur solche Zellen als positiv, die auch morphologisch maligne erschienen. Das
konnte die geringe immunhistochemische Ausbeute im Krankengut dieser Autoren

erklaren. Von Pathologen wurde immer wieder bemerkt es sei winschenswert
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zytomorphologische Kriterien in die Beurteilung einzubeziehen. Dem mufR aller-
dings entgegengehalten werden, dass auch schon initiale und sehr hoch differen-
zierte Karzinome streuen konnen (wie auch die vorliegende Arbeit zeigt). Hier sind
zytomorphologische Kriterien als diagnostische Parameter weitgehend ungeeig-
net.

Dass die verwendete Untersuchungsmethode ganz erheblichen Einfluss auf die
Nachweisrate disseminierter Tumorzellen im Knochenmark hat, geht auch aus
der nachfolgenden Tabelle 20 hervor. Hier werden die Ergebnisse nach molekula-

rer KM-Untersuchung mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) dargestellt.

KM +
Autor n
n %
Wood et al. 1994 43 19 44%
Melchior et al. 1997 85 54 64%
Gao et al. 1999 116 51 44%
Corey et al. 1997 63 45 71%
Cher et al. 1999 204 47 23%
Bianco et al. 2001 244 78 32%
Summe 755 294 39%

Tab. 20: Haufigkeit des Knochenmarkbefalls mit disseminierten
Tumorzellen festgestellt durch PSA RT-PCR bei Patienten mit loka-
lisiertem Prostatakarzinom

Es zeigt sich, dass mittels PSA RT-PCR haufiger Tumorzellen im Knochenmark
festgestellt werden konnen, als mit immunhistochemischen Untersuchungsmetho-
den. Dies wird auch durch Studien bestatigt, die vergleichende Knochenmarkun-
tersuchungen mittels PSA-Immunhistochemie und PSA RT-PCR durchgefuhrt ha-
ben. Bei Wood et al. 1994 lag die Positivrate bei 79% vs. 100% (p=0.02), bei
Melchior et al. 1997 zeigte sich ebenfalls in der PCR-Untersuchung eine deutlich
hohere Nachweisrate (62% vs. 10%, p< 0.0001).

Deuitlich ersichtlich ist allerdings auch die erhebliche Schwankungsbreite der
Nachweisrate der molekularen Diagnostik (23% - 100%). Den Einflufd des ver-

wendeten Primers auf die Nachweisrate macht Tabelle 21 deutlich.
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HK2*-RT-PCR PSA-RT-PCR PMSA-RT-PCR**
Autor N Tu+ N Tu+ N Tu+ P
Cama et al. 1995 - - 100 43% 100 29% 0.0551*
Corey et al. 1997 76 16% 76 24% - - 0.3082*
Israeli et al. 1995 - - 30 7% 30 63% < 0.0001*
Millon et al. 1999 - - 127 18% 103 81% < 0.0001*
Grasso et al. 1998 - - 136 17% 136 46% < 0.0001*
Zhang et al. 1997 - - 48 13% 48 23% 0.2848*
Summe 76 16% 517 22% 417 49% < 0.0001**

Tabelle 21: RT-PCR zum Nachweis disseminierter Tumorzellen im peripheren Venenblut: Abhan-
gigkeit der Nachweisrate vom verwendeten Primer. *human glandular kallikrein, **Prostata Spezi-
fisches Membran Antigen *Fisher's Exact Test, ** Chi Quadrat Test

Wie ersichtlich variiert die Nachweisrate abhangig vom verwendeten Primer
vielfach erheblich. Israeli et al. 1995 bspw. erreichten mittels PSA-RT-PCR eine
Nachweisrate von 7%. Die Untersuchung der gleichen Blutproben mittels PSMA-
RT-PCR hingegen erbrachte eine Rate von 63%.

Im Knochenmark fielen die Ergebnisse ahnlich aus. So untersuchten Corey et al.
1997 die KM-Proben von 63 Patienten zunachst mittels HK2-RT-PCR. Hierbei
ergab sich eine Nachweisrate okkulter disseminierter Tumorzellen von 41%. Die
Untersuchung der gleichen Proben mittels PSA-RT-PCR hingegen ergab eine
Nachweisrate von 71%.

Die grol3e Varianz der Ergebnisse ist neben der unterschiedlichen Sensitivitat der
Fahndungsmethoden sicherlich auch darauf zurtick zu fuhren, dass nicht alle dis-
seminierten Tumorzellen alle Fahndungsmerkmale besitzen. So ist beispielsweise
bekannt, dass die PSA-Expression der Tumorzellen sehr unterschiedlich ausge-
pragt ist und bei desdifferenzierten Zellen ganzlich verloren gehen kann. Die Ar-
beitsgruppe Mueller et al. 1998 konnte beispielsweise nur bei 12 % ihrer Kno-
chenmarkpraparate mit Cytokeratin positiven Zellen auch eine PSA-Positivitat
feststellen.

Die unterschiedliche Sensitivitaten der verschiedenen Untersuchungsmethoden
legt wiederum die Vermutung nahe, dass die Kombination verschiedener Tests
die Detektionsrate (Praevalenz) erhohen konnte. Die zur Beantwortung dieser
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Frage vorliegenden Ergebnisse sind sehr sparlich, weisen aber in eben diese
Richtung. So untersuchten Corey et al. 1997 das Knochenmark von 63 Patienten
mittels hK2 und PSA RT-PCR. Wahrend die Einzeluntersuchung Tumorzellen bei
41 bzw 71 % feststellte, ergab die Kombination beider Methoden eine Nachweis-
rate von 83%. Auch im Blut gibt es hierfur Hinweise. Die entsprechenden Daten

wurden in der nachfolgenden Tabelle 22 zusammengestellt.

Autor n Primer 1 | Nachweisrate | Primer 2 | Nachweisrate Nigmﬁiﬁge
Corey et al. 1997 76 HK2 12% PSA 19% 25%
Israeli et al. 1995 30 PSA 7% PSMA 63% 63%
Grasso et al. 1998 136 PSA 17% PSMA 46% 51%
Zhang et al. 1997 48 PSA 13% PSMA 23% 29%
Thomas et al. 2002 | 141 PSA 8% PSMA 44% 52 %

Tab.22: Nachweisrate von Tumorzellen im Blut bei Anwendung eines einzelnen vs. der Nachweis-
rate nach kombinierter Anwendung von 2 verschiedenen Primern.

Es kann kein Zweifel sein, dass die Besiedlung des Knochenmarks mit Tumorzel-
len auf hamatogenem Weg erfolgen muss. Leider liegen nur sehr wenige Studien
vor, die die Haufigkeit von disseminierten Tumorzellen in Blut und Knochenmark

direkt miteinander vergleichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 23 dargestellt.

Autor n Untersuchungsmethode | Nachweisrate Blut | Nachweisrate KM
Melchior et al. 71 PSA RT-PCR 20% 62%
1997
Corey et al. 1997 63 PSA RT-PCR 19% 71%
Corey et al. 1997 63 Hk2 RT-PCR 12% 41%

Tabelle 23: Haufigkeit von disseminierten Tumorzellen im Blut im Vergleich zur gleichzeitig be-
stimmten Haufigkeit im Knochenmark

Wie ersichtlich, scheint der Tumorzellbefund im Knochenmark erheblich haufiger
als im Blut zu sein. Eine Erklarung hierfur konnte sein, dass die Tumorzellen im

Blut durch Zerstorung dortselbst oder Verlassen der Blutbahn, rasch und spurlos
verschwinden, dahingegen im Knochenmark nach jeder Einschwemmung mehr
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oder weniger langere Zeit uberdauern. Der im Vergleich zum Knochenmark deut-

lich seltenere Tumorzellfund im Blut ware dann nicht auf unterschiedliche Konta-

minations- oder Befallhaufigkeiten, sondern auf andere Uberlebenschancen der

Zellen hier im Vergleich zum KM zurtckzufuhren. In der Vergangenheit wurde

auch gelegentlich die Ansicht vertreten Blut und Knochenmarkuntersuchung auf

Tumorzellen seien gleichwertig, denn die aus dem Knochen entnommenen Pro-

ben bestiunden vornehmlich aus vendsem Blut. Somit ware die aufwendigere und

fur den Patienten lastigere Knochenmarkentnahme uberflissig. Davon kann aber
angesichts der in Tabelle 23 aufgefuhrten Ergebnisse keine Rede sein. Mit der

Untersuchung des Knochenmarkes kann man wahrscheinlich auch in der Vergan-

genheit stattgehabte und im Blut nicht mehr nachweisbare Tumorzelldisseminatio-

nen nachtraglich feststellen.

Zusammenfassend geht aus den eigenen Untersuchungen und den Literaturan-

gaben hervor:

- Bei Patienten mit klinisch noch lokal begrenzten Prostatakarzinomen konnen
relativ haufig bereits Tumorzellaussaaten im Knochenmark festgestellt wer-
den.

- Die Haufigkeit ist in hohem Mal3e abhangig von der eingesetzten Untersu-
chungsmethode, wobei die molekularbiologischen Untersuchungen (u.a. die
PSA RT-PCR) deutlich empfindlicher sind als die Immunhistochemischen.

- Unabhangig von der unterschiedlichen Sensitivitat der eingesetzten Untersu-
chungsmethoden, fahnden diese nach unterschiedlichen Zellmerkmalen, die
jedoch nicht alle Tumorzellen besitzen oder exprimieren.

- Infolge dessen scheint die kombinierte Untersuchung auf mehrere Zellmerk-
male eine Steigerung der Nachweisrate disseminierter Tumorzellen zu erge-
ben.

- Disseminierte Tumorzellen werden im Knochenmark der Patienten deutlich
haufiger angetroffen als im peripheren Venenblut. Das Knochenmark scheint
daher ein Spiegel fur bereits in der Vergangenheit stattgehabte Tumorzellau-

saaten zu sein.
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3.1.4.2. Korrelation des Knochenmarkbefalls mit etablierten Risikofaktoren
3.1.4.2.1. T-Stadium:

In der nachfolgenden Tabelle 24 sind Literaturangaben zur Haufigkeit des KM-

Befalls aufgeschlusselt nach den verschiedenen Tumorstadium wiedergegeben.

T1-2 T3
Autor p
n KM + n Tu-Zellen
Ipse 132 29 (22%)| 195 64 (34%)| 0.034
Weckermann et al. 1999 138 39 (28%) 57 10 (18%)| 0.15
Melchior et al. 1997 31 3 (10%) 17 2(12%)| 1.00
Mueller et al. 1998 21 8 (38%) 9 5(56%)| 0.45
Oberneder et al. 1994 41 8 (20%) 43 22 (51%)| 0.003

Tabelle 24: Vergleich der Haufigkeit von Tumorzellen im Knochenmark (KM) bei verschie-
denen T-Stadien (Immunhistochemie)

Hier finden sich zwei Uberraschende Ergebnisse:

1. Schon bei niedrigem T-Stadium kann es zu einer Tumorzelldissemination
kommen.

2. Eine Korrelation des KM-Befalls mit dem Tumorstadium ist nicht eindeutig
belegbar.

Alle Untersucher, mit Ausnahme der Arbeitsgruppe von Weckermann et al. 1999

stellten bei T3 Tumoren haufiger Tumorzellen im Knochenmark fest, als bei T1-2

Tumoren. Sowohl bei Oberneder et al. 1994, als auch in der eigenen Untersu-

chung war der Unterschied auch statistisch signifikant. Bei den anderen Arbeiten

erreichten die Unterschiede jedoch keine Signifikanz. Bei Weckermann et al. 1999

zeigte das Haufigkeitsverhaltnis sogar in die entgegengesetzte Richtung. Somit ist

aufgrund der vorliegenden Daten zumindest keine enge Korrelation zwischen Tu-

morzellbefall des Knochenmarks und dem Tumorstadium abzuleiten. Auch die
wenigen Arbeiten zu PCR-basierten Untersuchungen des Knochenmarks zeigen
diesbezuglich widerspruchliche Ergebnisse (s. Tabelle 25).
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T1-2 T3
Autor p
n KM + n KM +
Wood et al. 1994 44 13 (29%) 42 26 (62%) 0.005
Melchior et al. 1997 43 24 (56%) 26 18 (70%) 0.20
Gao et al. 1999 57 25 (44%) 59 26 (44%) 1.00
Summe 144 62 (43%) 127 71 (56%) 0.04

Tabelle 25: Gegenuiberstellung von Haufigkeit des Knochenmarkbefalls und T Stadium

(PSA RT-PCR).

Zusammenfassend geht aus den eigenen Untersuchungen und den

Literaturangaben hervor:

- Schon in einem sehr frihen Tumorstadium kann es zur Aussaat von
Tumorzellen ins Knochenmark kommen.

- Es liegt allenfalls eine schwache positive Korrelation Eine Korrelation zwi-

schen T-Stadium und Knochenmarkbefall vor.

- Die Untersuchung des Knochenmarkes kann somit keinen wesentlichen Bei-

trag zur Bestimmung des Tumorstadium (,,Molecular staging®) leisten.

3.1.4.2.2. Malignitatsgrad:

Im eigenen Patientenkollektiv konnte kein eindeutiger Zusammenhang zwischen
dem Malignitatsgrad des Tumors und der Haufigkeit sowie Intensitat der Besied-

lung des Knochenmarkes mit Tumorzellen gefunden werden. In der nachfolgen-

den Tabelle 26 sind die eigenen und Literaturdaten zu diesem Thema zusammen-

gestellt.
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Autor Hoch-méassig diff. Niedrigdiff. >
n KM+ (%) n KM+ (%)
Gao et al. 1999 68 49% 38 39% 0.42
Wood et al. 1994 20 40% 35 60% 0.17
Oberneder et al. 1994 61 26% 23 52% 0.04
Mansi et al. 1988 18 44% 12 42% 1.00
Ipse 137 34% 190 24% 0.048
Weckermann et al. 1999 171 23% 41 27% 0.68
Summe 471 35% 339 38% 0.42

Tabelle 26: Haufigkeit von Tumorzellen im Knochenmark im Verhaltnis zum Differenzierungs-
grad des Tumors

Auch in den grof3en Untersuchungsserien von Weckermann et al. 1999 und Gao
et al. 1999 , sowie in der kleinen Gruppe von Mansi et al. 1988 konnte kein di-
rekter Zusammenhang zwischen Differenzierungsgrad des Primartumors und
Haufigkeit der Markbesiedelung festgestellt werden.

Dennoch wurden hierzu, zumindest an kleineren Serien, auch widerspruchliche
Befunde veroffentlicht. Sowohl Oberneder et al. 1994, als auch Wood et al. 1994
fanden einen statistisch signifikant haufigeren Markbefall bei dedifferenzierten
Karzinomen (p=0.002 bzw 0.02). Die Arbeitsgruppe Wood hat diese Aussage al-
lerdings in einer spater erschienen Veroffentlichung revidiert (Wood und Banerjee
1997). Eine plausible Erklarung fur diese diskrepanten Ergebnisse kann derzeit
nicht gegeben werden. Am wahrscheinlichsten spielen die erheblichen Groflien-
unterschiede der Studien hier eine Rolle. Von Bedeutung kdnnten aber auch die
unterschiedliche Art des untersuchten Tumormaterials (Biopsate bzw. Ekto-
miepraparate) und die Verwendung unterschiedlicher Graduierungssysteme zur
Malignitatsgradbestimmung (Gleason, WHO, Helpap) sein. Hinzu kommt, dass
die Grenzen zwischen hoch und maliggradig, bzw undifferenziert zum Teil unter-
schiedlich definiert wurden. So wurden Tumoren mit dem Gleasonsummenwert 7
von einigen Autoren zu den maRiggradig differenzierten und von anderen zu den
gering differenzierten Tumoren gezahlt. Um diese Fehlerquelle zu umgehen, wur-
de in der folgenden Tabelle 27 aus den eigenen und den zur Verfugung stehenden
Literaturdaten die Grenzfalle — also Tumore mit dem Gleasonsummenwert 7 elimi-
niert und nur die Patienten mit den Gleasonsummenwerten 2-6 den 8-10 bezuglich
des Knochenmarkbefalles gegenlbergestellt.
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Knochenmark positiv
Autor n p
Hochdiff. Niedrigdiff.
Ipse 178 37/133=28% 12/45=27% 1.00
Weckermann et al. 1999 127 19/86=22% 11/41=27% 0.66
Gao et al. 1999 69 24/55=44% 6/14=43% 1.00
Summe 374 80/274=29% 29/100=29% 1.00

Tabelle 27: Haufigkeit des Knochenmarkbefalls mit disseminierten Tumoreinzelzellen im Ver-
haltnis zum Differenzierungsgrad des Tumors nach Elimination der G7 bzw. G2b Falle

Wie man sieht, wurde bei den hier als hoch und niedrigdifferenziert bezeichneten
Tumoren mit gleicher Haufigkeit ein Knochenmarkbefall beobachtet.

Zusammenfassend geht aus den eigenen Untersuchungen und den Literaturan-

gaben hervor:

- Die zu diesem Thema vorliegenden Untersuchungsergebnisse sind wider-
spruchlich.

- Die deutlich Uberwiegende Zahl der Befunde spricht jedoch gegen einen Zu-
sammenhang von Differenzierungsgrad des Primartumors einerseits, sowie

Haufigkeit und Intensitat/Dichte des Knochenmarkbefalles andererseits.

3.1.4.2.3. PSA:

Im eigenen Patientenkollektiv fanden sich bei einem initialen PSA tber 20 ng/ml
haufiger (33%) Tumorzellen im Knochenmark, als bei Werten unter 10 ng/ml. Hier
lag die Pravalenz bei nur 25%. Der Unterschied erreichte jedoch keine statistische
Signifikanz. Auch bezuglich der Intensitat/Dichte der Besiedelung fand sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den PSA Gruppen.

Gleiches wird auch durch die grof3e Untersuchung von Weckermann et al. 1999 ,
als auch durch kleinere Serien (Melchior et al. 1997; Oberneder et al. 1994; Gao
et al. 1999; Mueller et al. 1998) bestatigt. Lediglich Wood et al. 1994 fanden in
einer Serie von 86 Patienten einen direkten, mit p=0.001 statistisch signifikanten
Zusammenhang zwischen den PSA Werten und der Pravalenz von Tumorzellen.

Somit geht aus den eigenen Untersuchungen und den Literaturangaben hervor:
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Ein direkter Zusammenhang zwischen dem Serum PSA-Wert und der Haufigkeit
des Knochenmarkbefalls mit Tumorzellen konnte in den weitaus meisten und
grofdten Studien nicht festgestellt werden. Nur die Befunde der Arbeitsgruppe von
Wood et al. 1994 widersprechen dem.

3.1.5. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Die vorliegenden eigenen Untersuchungsergebnisse sowie die zitierten und kom-
mentierten Veroffentlichungen aus der Literatur zeigen, dass Prostatakarzinome
schon in einem sehr frihen Entwicklungsstadium Tumorzellen Uber die Blutbah-
nen ausstreuen. Auf diesem Wege gelangen sie auch in das Knochenmark. Die
Tatsache, dass Tumorzellen im Knochenmark wesentlich haufiger als im Blut an-
getroffen werden, spricht dafur, dafd das medullare Milieu einerseits die besseren
Siedlungschancen bietet und andererseits auch als Spiegel fur bereits stattge-
habte hamatogene Streuungen anzusehen ist. Somit scheint der Untersuchung
des Knochenmarkes eine wesentliche Rolle in der weiteren Metastasierungsfor-
schung zuzukommen, die nicht durch die alleinige Untersuchung des peripheren
Venenblutes ersetzt werden kann.

Die Ergebnisse von Untersuchungen zur Haufigkeit des Knochenmarkbefalles bei
Patienten mit klinisch noch lokalisiertem Prostatakarzinom schwanken ganz er-
heblich (10% - 81%). Sie sind in hohem Male abhangig von der angewandten
Untersuchungsmethode. So ergibt die PSA RT-PCR etwa doppelt so haufig einen
Befall wie immunhistochemische Techniken. Durch die Verwendung von Primer-
kombinationen kann die Nachweisrate weiter gesteigert werden. Das Gleiche gilt
auch fur wiederholte Untersuchungen (Ellis et al. 1998). Es ist daher davon aus-
zugehen, dass es schon sehr fruhzeitig bei fast allen Patienten mit Prostatakarzi-
nom zu einer Streuung ins Knochenmark kommt. Unterstutzung findet diese An-
nahme durch Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe (Solakoglu et al. 2002).
In einer kleinen Gruppe von 46 Prostatakarzinompatienten fanden sich zunachst
nur bei 11 Patienten (24%) CK-positiven Zellen im Knochenmark. Nach Kultur des
Punktates konnten sie jedoch bei nahezu allen Patienten (93,5%) festgestellt
werden.

Neben der Feststellung einer im Verlauf der Erkrankung uberraschend fruhzeitigen

Tumorzelldissemination fand sich als weiterer Uberraschender Befund, dass die
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Dissemination im weiteren Verlauf der Erkrankung sowohl in Haufigkeit, als auch
Intensitat weitgehend konstant blieb. Es fand sich nur ein geringer, nicht signifi-
kanter Anstieg an Tumorzelldisseminaten bei Tumorprogression (Zunahme des
Tumorstadium, der PSA Werte und der Desdifferenzierung). Dies zeigt zunachst
einmal, dass die Untersuchung des Knochenmarkes keinen wesentlichen Beitrag
zur Stadiumbestimmung erbringen kann. Es ist zudem ein weiterer Hinweis daflr

dass es wie im Blut, auch im Knochenmark Mechanismen zur Beseitigung ge-

streuter Tumorzellen gibt. Diese mussen zwar so effektiv sein, dass Haufigkeit und

Intensitat des Knochenmarkbefalls Uber weite Wegstrecken der Tumorentwicklun
nicht kumulieren, sie reichen aber augenscheinlich nicht aus den Befall ruckgan-
gig zu machen oder ganzlich zu beseitigen, solange der Primartumor als Streu-

quelle persistiert.

g
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3.2. Das Verhalten disseminierter Tumorzellen im Knochenmark
bei Patienten mit klinisch lokal begrenztem Prostatakarzinom un-
ter endokriner Vorbehandlung

3.2.1. Einleitung:

Wie bereits erwahnt, wurde schon beginnend in den vierziger Jahren des vergan-
genen Jahrhunderts versucht die Ergebnisse lokaltherapeutischer Mal3nahmen
durch endokrine Vorbehandlung zu verbessern. Dabei hatte man schon immer die
Hoffnung die Induktion wurde sich, neben den Auswirkungen auf den Primartumor,
auch gunstig auf eine gegebenenfalls schon stattgehabte, jedoch klinisch noch
nicht nachweisbare Mikrometastasierung auswirken.

Wahrend der Vergleich der Schnittrandbefunde von vorbehandelten mit virginell
operierten Prostatakarzinomen seit geraumer Zeit den Nachweis lokaler Wirksam-
keit der neoadjuvanten endokrinen Therapie erbrachte, steht dieser fur den sys-
temischen Aspekt, eben die Mikrometastasierung noch aus. Das liegt vorrangig an
der Tatsache, dass bislang kein Messwert verfugbar ist, an dem die systemische
Wirkung der Vorbehandlung erkennbar ware.

Die Untersuchung des Knochenmarkes vor und nach endokriner Induktion konnte
helfen diese Lucke zu schlieRen. Zwar sind disseminierte Tumoreinzelzellen im
Knochenmark nicht mit Mikrometastasierung gleichzusetzen. Davon wird man erst
sprechen kdnnen wenn sie auch proliferieren und Gefallanschluss gefunden ha-
ben. Dennoch sind disseminierte Tumoreinzelzellen ohne Zweifel eine unabding-
bare Vorraussetzung fur die Entstehung von Mikro- und Makrometastasen. Die
frGhzeitige Elimination von Tumoreinzelzellen wirde daher einen logischen Be-
handlungsansatz in der Pathogenese des Metastasierungsprozesses darstellen.
In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht ob die PPNET, als bislang effektivste

Form der endokrinen Vorbehandlung, hierzu einen Beitrag leisten kann.

3.2.2. Patienten und Methoden:

Bei insgesamt 204 Patienten mit virginellem Prostatakarzinom im Stadium cT1-

3NOMO erfolgte im Rahmen der initialen Diagnostik, nach grundlicher Aufklarung
und schriftlichem Einverstandnis, die Enthahme von Knochenmark in Lokalanas-
thesie (Methodik s. Kapitel 3.1.2.). Nach endokriner Induktion bis zum Erreichen
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des PSA-Nadirs (PPNET) wurden die Patienten radikal prostatektomiert. Intraope-
rativ wurde bei allen Patienten eine erneute Knochenmarkpunktion vorgenommen.
Die Aufarbeitung der KM-Aspirate erfolgte entsprechend der im Kapitel 3.1.2 be-
schriebenen Methodik.

3.2.3. Ergebnisse:

Vor PPNET fand sich bei 37% der Patienten (75/204) ein positiver KM-Befund. In
den KM-Verlaufsuntersuchungen nach Abschlufld der PPNET war die Nachweis-
rate mit 22,5% (46/204) signifikant niedriger (p=0.0023, Tab. 28).

Betrachtet man nur die Gruppe der initial KM positiven Patienten (n=75) fand sich
eine noch deutliche hohere Negativkonversionsrate: 59 der 75 Patienten (79%)
wiesen nach Abschlufld der PPNET keine Tumorzellen mehr im KM auf.
Demgegenuber steht allerdings eine Positivkonversionsrate von 23%: 30 der 129
initial KM negativen Patienten wiesen nach Abschlu? der PPNET disseminierte

Tumoreinzelzellen im KM auf.

Negativ Positiv
p
n % n %
KM vor PPNET 129 63 75 37
0.0023
KM nach PPNET 158 77,5 46 22,5

Tabelle 28: Haufigkeit des Knochenmarkbefalls mit disseminierten Tumorzellen vor und nach endo-
kriner Behandlung (PPNET-Schema).

Neben den Gesamtkonversionsraten wurde ein moglicher EinfluR des Maligni-
tatsgrades auf die Konversionsraten untersucht.

Von den 75 Patienten mit positivem KM-Punktat vor PPNET hatten je 35 Patienten
ein hoch- bis maRiggradig differenziertes (GS < 6 ) bzw. ein niedrig differenziertes
Karzinom (GS = 7). Von 5 der 75 Patienten fehlen diesbezugliche Daten.

Nach Beendigung der endokrinen Vorbehandlung waren die Tumorzellen bei 28
(80%) der 35 Patienten mit desdifferenzierten und bei 27 (77%) der Patienten mit
differenzierten Karzinomen nicht mehr nachweisbar (p=1.0; Fisher exact test).
Signifikante Unterschiede in der Negativkonversionsrate fanden sich somit nicht.
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Die Disseminate desdifferenzierter Tumoren verschwanden fast genauso haufig,
wie die differenzierter Karzinome.

Von den 30 Patienten mit initial negativem KM und Neubesiedelung desselben
(Positivkonversion) nach PPNET wiesen je 15 Patienten einen hoch- bis ma-
Riggradig differenzierten Tumor (GS < 6) bzw. einen niedrig differenzierten Tumor
(GS = 7) auf. Demzufolge scheint der Malignitatsgrad auch keinen Einfluss auf die
Neubesiedelung des Knochenmarkes zu haben.

3.2.4. Diskussion:

Die hier vorgelegten Daten zur Tumorzellbesiedelung des Knochenmarkes vor
und nach endokriner Induktion wurden anhand der bislang grofRten Patientenserie
erhoben. Desweiteren ist es die erste Untersuchung, die Uber die entsprechenden
Ergebnisse nach PPNET berichtet.

Die Analyse der Daten ergab:

1. Im Gesamtkollektiv der untersuchten Patienten kam es nach PPNET zu einer
deutlichen und statistisch signifikanten Reduktion der Knochenmarkbe-
siedelung (37 auf 23%; p=0.0023). Noch deutlicher fiel die Negativkonversi-
onsrate bei Patienten mit initialem KM-Befall aus. Bei 79% dieser Patienten
konnten nach PPNET keine Tumorzellen im KM mehr nachgewiesen werden.

2. Von 129 Patienten mit initial als tumorzellfrei befundetem Knochenmark wie-
sen aber 30 (23 %) nach PPNET einen Tumorzellbefall des KM auf.

3. Die initiale KM-Besiedlung mit Tumorzellen ist unabhangig vom Maligni-
tatsgrad des Primartumors

4.  Sowohl die Negativ- als auch die Positivkonversionsrate des KM nach
PPNET ist unabhangig vom Malignitatsgrad des Primartumors.

Zu 1.: Dass es im Gefolge von PPNET zu einem deutlichen und statistisch signifi-
kanten Abfall des Knochenmarkbefalls mit disseminierten Tumorzellen kommt,
konnten schon vorangegangene Untersuchungen der eigenen Arbeitsguppe an
einer kleinen Serie von 21 Patienten vor und nach Induktion zeigen (Pantel et al.
1997).

In die gleiche Richtung deuten Ergebnisse von Cher et al. 1999. Die Autoren fan-
den bei endokrin vorbehandelten Patienten signifikant weniger cytokeratinpositive
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Zellen im Knochenmark als bei Patienten mit unvorbehandelten Prostatakarzino-
men (0,4 vs 0,9/10 ° Knochenmarkzellen; p=0.01). Bestatigung fanden die Ergeb-
nisse auch durch Wood et al. 1998. Die Autoren untersuchten Knochenmark-
punktate von 29 Prostatektomiepatienten ohne Vorbehandlung und 31 Patienten
nach endokriner Induktion mittels PSA-RT-PCR. Von den Unvorbehandelten hat-
ten 63 % ein befallenes Knochenmark. Von den endokrin Vortherapierten waren
es nur 35% (p=0.004). Folgende Kritikpunkte an dieser Studie sind allerdings zu
bertcksichtigen: a) Die Fallzahlen sind sehr klein. b) Die Patienten wurden nicht
randomisiert. c) Die PSA Expression kdnnte sich unter der endokrinen Behand-
lung verandern und daher die Ergebnisse der PSA-RT-PCR beeintrachtigen.

Die genannten Schwachpunkte gelten nicht fur die vorgestellte eigene Untersu-
chung. Es wurde eine deutlich groReren Fallzahl untersucht. Die eingesetzte Un-
tersuchungsmethode (Cytokeratin-Immunzytologie) ist in ihrer Sensitivitat unab-
hangig von der hormonellen Vorbehandlung. Dies stutzt zusatzlich die Validitat der
eigenen Ergebnisse. Als Manko muss jedoch das Fehlen einer unvorbehandelten
Vergleichsgruppe angesehen werden.

Neben der Untersuchung des Knochenmarkes sprechen auch die sparlichen, zum
Thema vorliegenden Blutuntersuchungen fur eine auf die Tumorzelldissemination
hemmende Wirkung der hormonellen Therapie. Die Angaben hierzu wurden in der
folgenden Tabelle 29 aufgefuhrt.

Pra NHT Post NHT
Autor Primer
n gesamt Blut + n gesamt Blut +
Ogawa et al. 1999 PSA 13 69% 10 20%
Su et al. 1997 PSMA 21 38% 17 12%
Ellis et al. 1998 PSA 4 75% 53 32%
Summe 38 54% 80 26%

Tabelle 29: Tumorzellen im Blut ohne und unter bzw. nach endokriner Vorbehandlung (RT-PCR)

Zu 2: Bei einem nicht unerheblichen Anteil der Patienten (23%) mit initial negati-

vem Knochenmark konnten im Gefolge der endokrinen Vorbehandlung Tumorzel-

len im KM nachgewiesen werden. Diesbezugliche Daten anderer Autoren liegen

bislang nicht vor.
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Eine Erklarung hierfur ist moglicherweise in der vergleichsweise geringen Sensiti-
vitat der verwendeten immunzytologischen Untersuchungsmethode zu sehen. So
wiesen 53% der Patienten mit Positivkonversion des KM lediglich 1 Tumorzelle
pro 2 X 10° kernhaltigen Zellen auf. Hier liegt die Vermutung nahe, dass mégli-
cherweise bereits vor der endokrinen Behandlung eine Tumorzellbesiedlung des
KM gleicher Grolienordnung vorlag, diese jedoch nicht erkannt wurde.

Die vorangehende Erklarung erscheint jedoch weniger plausibel fur die andere
Halfte der Patienten mit ausgepragterem postinduktivem KM-Befall. Zur Wertung
der postinduktiven KM-Befunde mag die folgende theoretische Uberlegung hilf-
reich sein:

Bei vorhandenem Primartumor ist von einer mehr oder weniger kontinuierlich
stattfindenden Tumorzellstreuung in das KM auszugehen. Demgegenuber steht
die Selbstreinigungskapazitat desselben. Die Tatsache, dass es im Gefolge der
endokrinen Vorbehandlung (PPNET) bei fast allen Patienten mit initial befallenem
Knochenmark zur Beseitigung des Disseminates kam, legt die Vermutung nahe,
dass die endokrine Therapie den Beseitigungsmechanismus der Tumorzellen aus
dem Knochenmark starkt. Der Neunachweis disseminierter Tumorzellen im KM
nach endokriner Therapie andererseits zeigt, dass bei Persistenz des Primartu-
mors, trotz der hormonellen Behandlung weiter eine Tumorzellstreuung in das KM

stattfinden kann.

Zu 3. und 4.: Wie im vorangehenden Kapitel ausgefuhrt, fuhrt nicht jedes Kno-
chenmarkdisseminat zur Bildung von Mikro- und konsekutiven Makrometastasen.
Eine wesentliche Vorraussetzung zur Metastasenbildung ist zweifelsohne das pro-
liferative Potenzial des Tumorzelldisseminats. Die Disseminate desdifferenzierter
Tumoren sind daher als weitaus gefahrlicher, als solche geringen Malignitatsgra-
des einzustufen. Bei einer systemischen Vorbehandlung kommt es also vor allem
darauf an, dass sie in der Lage ist, die Disseminate niedrig differenzierter Pri-
martumoren zu beseitigen. Dazu ist die PPNET fraglos in der Lage. Postinduktiv
waren Disseminate von 80% der dedifferenzierten Primartumore nicht mehr nach-
weisbar.
Es war zu beflrchten, dass der postinduktive Nachweis von disseminierten Tu-
morzellen im KM vor allem auf die Streuung desdifferenzierter Primartumoren zu-
ruckzufuhren ist. Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass dies nicht der Fall ist.
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Mit nahezu gleicher Haufigkeit fanden sich Tumorzelldisseminate sowohl von hoch
bis maRig differenzierten, als auch von niedrig differenzierten Karzinomen.

Somit 1asst sich schlussfolgern:

Die PPNET resultiert in einer deutlich gesteigerten Eliminationsrate von dissemi-
nierten Tumorzellen im Knochenmark, unabhangig vom Malignitatsgrad des Pri-
martumors.

Dennoch behalt der Primartumor unter PPNET, ebenfalls unabhangig vom Ma-

lignitatsgrad, seine Fahigkeit zur Tumorzelldissemination.

Vorangehend wurden bewusst Veranderungen des postinduktiven KM-Status nicht
kausal mit der endokrinen Vorbehandlung verknupft, sondern lediglich als solche
beschrieben. Grund hierfur sind Berichte, die zeigen, dass es auch ohne jegliche
Therapie zu einer spontanen Elimination der Tumorzellen aus dem KM kommen
kann. So berichteten Melchior et al. 1997 von 24 Patienten mit positivem KM-
Status vor radikaler radikaler Prostatektomie. In KM-Kontrollen nach der Operation
wiesen nur noch 6 der Patienten (25%) einen positiven KM-Status auf. Angaben
zum Malignitatsgrad der Tumoren sind der Veroffentlichung jedoch nicht zu ent-
nehmen.
Bereits aus diesen wenigen Daten kann man schlussfolgern, dass der spontane
Eliminationsmechanismus, zumindest nach operativer Entfernung des Streuher-
des (Primartumor), bei vielen Patienten zum Verschwinden der Knochenmarkdis-
seminate fuhrt. Er hat deshalb auch sicher die eigenen postinduktiven Ergebnisse
positiv beeinflusst, wobei der Anteil derzeit noch spekulativ bleiben muss. Hierzu
sind weitere Untersuchungen erforderlich.
Weiterhin wurde das spontane und postinduktive Verschwinden von Tumorzell-
streuungen aus dem Knochenmark pauschal auf einen ,Eliminationsmechanis-
mus* zuruckgefuhrt, Uber den nur sehr wenig bekannt ist. Sicherlich sind an dem
Vorgang aber sowohl die gestreute Zelle, als auch das Milieu in die sie eingestreut
wurde beteiligt.
Die endokrine Vorbehandlung fuhrt, wie eingangs ausfuhrlich beschrieben, zu
mehr oder weniger ausgepragten Schaden der Prostatakarzinomzellen, die bis hin
zum apoptotischen Zelluntergang fuhren konnen (Civantos et al. 1995; Tetu et al.
1991; Montironi et al. 1994; Hellstrom et al. 1993; Smith and Murphy 1994; Helpap
and Kéllermann 2004; Kéllermann 1995). Es ist deshalb davon auszugehen, dass
79



sie den erwahnten Eliminationsmechanismus primar durch eben diese Schadi-
gung verstarkt. Sollte dies so sein, werden vermutlich auch die postinduktiven
Konversionen vorwiegend aus bereits angegriffenen und mehr oder weniger vital
vorgeschadigten Karzinomzellen bestehen, deren Uberlebenschancen deshalb
wahrscheinlich reduziert sind.

Fir das Zustandekommen von Mikrometastasen aus disseminierten Einzelzellen
ist neben der proliferativen Aktivitat auch ein zeitgerechter GefalRanschluss (Neo-
angiogenese) unabdingbar. Androgene fordern und Androgenentzug hemmt die
Proliferation des normalen Sekretionsepithels der Prostata (/saacs 1984). Das trifft
auch fur Prostatakarzinomzellen unter experimentellen (auf der Nacktmaus)
(Kyprianou et al. 1990) und klinischen Bedingungen inklusive der prolongierten
Induktion zu (Tsuji et al. 1998; Matsushima et al. 1999; Gleave et al. 1996,
Paterson et al. 1999).

Auch die Neoangiogenese steht unter hormonellem Einfluss (Joseph et al. 1997,
Franck-Lissbrant et al. 1998). Joseph and Isaacs 1997 fanden an auf die Nackt-
maus transplantierten humanen Prostatakarzinomen nach Kastration eine deutli-
che Abnahme (>60%) des vascular endothelial growth factors (VEGF), einem der
potentesten, hochselektiven Angiogenesefaktoren. Auf der anderen Seite kam es
bei den Tieren unter langwahrender Androgendeprivation, schon 1 Woche nach
Androgensubstitution zu einem 8 fachen Anstieg von VEGF. Stewart et al. 2001
stellten in Erganzung dieser Befunde, im Gefolge der Kastration eine deutlich re-
duzierte und gestorte Neoangiogenese fest. Ennis et al. 1996 konnten dies auch
an Prostatakarzinomen endokrin vorbehandelter Patienten beobachten. Neben der
direkt die Neoangiogenese stimulierenden Wirkung lassen eigene Untersuchun-
gen zusatzlich auch einen direkten wachstumsstimulierenden Effekts des VEGF /
VEGF-Rezeptors 1-Systems auf Prostatakarzinomzellen annehmen, da der
VEGF-Rezeptor 1 nicht nur von Endothelzellen, sondern auch von Prosatakarzi-
nomzellen selbst exprimiert wird (autokrine Stimulation) (Kéllermann und Helpap
2001, s. Abb. 14, 15).
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Abb. 14: Linke Bildhalfte: High grade PIN Abb. 15: Gleason score 7 Prostatakarzi-
Lasion mit kraftige VEGF-Rezeptor-1- nom. Kraftige VEGF-Rezeptor-1-Exp-
Expression samtlicher neoplastischer Zel- ression. Anti VEGF-R1-IHC, ABC Technik.

len. Rechte Bildhalfte: angrenzende be-
nignes Drusenepithel mit ausschlieRlich auf
die Basalzellenlage (proliferatives Zellkom-
partment) begrenzte VEGF Rezeptor-1
Expression. Anti VEGF-R1-IHC, ABC
Technik.

Somit scheint die antiandrogene Drosselung der VEGF-Produktion ihre antitumo-
rose Wirkung sowohl Uber eine Hemmung der Neoangiogenese, als auch Uber
eine direkte Drosselung der Tumorzellproliferation zu enfalten. Eine hemmende

Wirkung auf die Mikrometastasenbildung ist somit anzunehmen.

3.2.5. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse zeigen, dass es im Gefolge der endo-
krinen Induktion in Form von PPNET zu einer deutlichen Reduktion einer prathe-
rapeutisch feststellbaren Knochenmarkbesiedelung mit Tumorzellen kommen
kann.

Dabei werden gleichermalen die Disseminate hoch bis mafRiggradig differenzier-
ter sowie desdifferenzierter Tumoren beseitigt. Letzteres erscheint von besonderer
Bedeutung, da mit grol3er Wahrscheinlich nur oder vorwiegend die Disseminate
undifferenzierter Tumoren mit ihrem hohen Proliferationspotenzial in der Lage sind

die Bildung von Mikrometastasen einzuleiten.
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Der nachhaltigen Reduktion praexistenter Streuungen stehen allerdings auch
postinduktive Neubesiedelungen (Positivkonversionen) gegenuber. Dennoch bleibt
ein statistisch signifikanter reduktiver Nettoeffekt erhalten.

Die Knochenmarkbesiedelung mit Tumoreinzelzellen ist wohl in erster Linie die
Resultante von Tumorzelldissemination und -elimination. Der Faktor Proliferation
scheint im hier gewahlten Studiendesign keine groliere Rolle zu spielen, da im
eigenen Patientengut immer nur Einzelzellen und nie Cluster gefunden wurden.
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass sich die Vorbehandlung vornehmlich
auf die Tumorzellelimination auswirkt. Die Fahigkeit des Primartumors zur Tumor-
zelldissemination wird jedoch offensichtlich deutlich weniger beeintrachtigt.

Man wird die Elimination eingestreuter Tumorzellen bei den eigenen Patienten
nicht allein auf die endokrine Vorbehandlung zurtckfihren kdnnen, da dieser Pro-
zess auch spontan und ohne therapeutisches Dazutun stattfindet.

Aufgrund der schadigenden Wirkung der PPNET auf den Primartumor (s. Kapitel
2.1.3.) liegt die Annahme nahe, dass dies im Falle eine KM-Positivkonversion un-
ter Therapie auch fur die Disseminate des Tumors zutrifft. Berticksichtigt man fer-
ner den antiproliferativen als auch antineoangiogenetischen Effekt der Therapie ,
Iasst sich ein fehlendes oder zumindest deutlich abgeschwachtes Malignitatspo-
tential dieser Disseminate postulieren. Hierzu stehen derzeit jedoch weitere Unter-

suchungen noch aus.
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4. HAUFIGKEIT DISSEMINIERTER TUMORZELLEN IN DEN REGI-
ONALEN LYMPHKNOTEN BEI PATIENTEN MIT KLINISCH LOKA-
LISIERTEM PROSTATAKARZINOM

4.1. UNTERSUCHUNGEN MITTELS HISTOLOGIE UND IMMUN-
HISTOCHEMIE

4.1.1. Einleitung

Zum Nachweis von Tumorzellstreuungen in die regionaren Lymphknoten von Pa-
tienten mit klinisch lokalbegrenztem Prostatakarzinom stehen, wie beim Kno-
chenmark, im wesentlichen zwei Untersuchungsmethoden zur Verfugung: Im-
munhistochemie (IHC) und auf der Polymerase Kettenreaktion (PCR) basierte
Verfahren.

Angesichts der eigenen Erfahrungen mit der IHC bei der Untersuchung von Kno-
chenmarkproben, wurde diese Technik zunachst auch bei der Untersuchung von
regionalen Lymphknoten eingesetzt (Kéllermann et al. 1999). Dadurch wurde ein
direkter Vergleich zwischen Knochenmark und Lymphknoten moglich, tber den in
der Literatur noch nicht berichtet worden war. Hinzu kommt: Ein prinzipieller Vor-
teil der IHC gegenuber der PCR liegt darin, dass bei ersterer eine zytomorpholo-
gische Beurteilung der identifizierten Einzelzellen bzw.Zellkomplexe mdglich ist.
Ferner ist die immunhistochemische Untersuchung auch nach Paraffineinbettung
des Untersuchungsmaterials ohne gro3ere Schwierigkeiten darstellbar und behin-
dert daher nicht eingefahrene Arbeitsablaufe. Die PCR-Technologie erschien hier
zunachst problematischer, da dabei zumeist RNS Primer verwendet werden.
Durch die im Rahmen der Paraffineinbettung stattgehabte Formalinfixierung findet
eine RNS Degradierung statt, die vielfach die Untersuchung des Material mittels
RT-PCR wesentlich erschwert bzw. unmaoglich macht.

4 .1.2. Patienten und Methoden

Untersucht wurden die in Paraffin eingebetteten, initial als tumorfrei befundeten
Lymphknoten sowie die Knochenmarkaspirate von 45 Patienten mit nicht vorbe-
handelten, klinisch lokal begrenztem Prostatakarzinom (cT1-3). Die Verteilung von
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klinischem T-Stadium und Gleason-Grad und initialem PSA-Wert ist in Tabelle 30

dargestelllt.

CT-Stadium initial T1 T2 T3
n (%) 10 (22,2%) 10 (22,2%) 25 (55,6%)
Gleason-Summenwert 2-4 5-6 =7
n (%) 8 (17,8%) 13 (28,9%) 22 (48,9%)
PSA (ng/ml) <10 10-20 > 20
n (%) 21 (46,7%) 18 (40,0%) 6 (13,3%)

Tabelle 30: Verteilung von klinischem Tumorstadium, Gleasongrading und PSA-Werten von 45
Patienten mit lokal begrenztem virginellen Prostatakarzinom.

Die histologische Routineuntersuchung der Lymphknoten erfolgte am Hamatoxylin
und Eosin (H&E) gefarbten Praparat. Sie bestand aus der Untersuchung von 2
Schnitten pro LK aus zwei verschiedenen Schnitteben und hatte in allen Fallen
keinen Tumornachweis (pNo) erbracht. Im Rahmen der hier vorgestellten Untersu-
chung wurden insgesamt 521 Lymphknoten mit im Mittel 14 LK/Patient immun-
histochemisch nachuntersucht. Pro Patient wurden im Mittel 28 Schnittpraparate
angefertigt. Dazu wurden alle LK enthaltenden Paraffinblocke seriell in 2 — 3
Schnittebenen aufgearbeitet. Von jeder Schnittebene wurde je ein Praparat fur die
Cytokeratin- (CK), PSA- und BerEp4 Immunhistochemie angefertigt. Als primarer
Marker wurde der monoklonale Cytokeratinbreitspektrumantikorper KL-1 (Immu-
notech, Marseille, France) verwendet. Nach einer Verdinnung von 1:100 erfolgte
die einstundige Inkubation bei Raumtemperatur und Farbstoffmarkierung mittels
der Avidin-Biotin Peroxidase Methode (ABC). Im Falle eines positiven CK-
Befundes erfolgte zum sicheren Ausschlul} eines falsch-positiven Befundes (An-
farbung interstitieller Reticulumzellen) stets eine Zusatzuntersuchung mit AK ge-
gen Prostata spezifisches Antigen (PSA) und dem monoklonalen AK BerEp4 ge-
gen ein epitheliales Glykoprotein (Dako, Hamburg) an den unmittelbar folgenden
Schnittpraparaten der gleichen Schnittebene. Die PSA-Reaktion erfolgte nach Ak-
Verdunnung auf 1:100 und Inkubation von 60 Min bei Raumtemperatur mittels der
ABC-Methode. Die BerEp4 Markierung erfolgte auf identische Weise bei einer
Verdunnung von 1:150. Vorab erfolgte eine enzymatische Epitopdemaskierung
mittels 15 minutiger Pronasevorbehandlung. Haut und die Lymphknotenmetasta-

sen eines Prostatakarzinoms dienten als Positivkontrollen. Ersatz des primaren
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Antikorpers durch TRIS-HCL Puffer diente als Negativkontrolle.

Zur Technik der KM-Gewinnung und weiteren Aufarbeitung siehe Kapitel 3.1.2.

4.1.3. Ergebnisse

Aufgrund der moglichen Verwechselung CK markierter Tumoreinzelzellen mit
ebenfalls CK positiven interstitiellen Retikulumzellen wurden lediglich die PSA
und/oder BerEp4 positiven LKs als tumorbefallen interpretiert.

Bei 8 der 45 Patienten (18%) fanden sich Tumorzelldisseminate in den Lymph-
knoten, bei 13 Patienten (29%) war das Knochenmark befallen. Der Haufigkeits-
unterschied zwischen den beiden Zielorganen war aber statistisch nicht signifikant
(p= 0.31). Insgesamt fanden sich bei 17 der 45 Patienten (38%) in den Lymph-
knoten und/oder dem Knochenmark disseminierte Tumorzellen. Bei nur 3 Patien-
ten waren beide Zielorgane gleichzeitig befallen.

Die CK-, PSA- und BerEp4-positiven Zellen stellten sich stets als Einzelzellen dar
(Abb. 16). Lediglich in 3 Fallen fanden sich zusatzlich kleinste Zellcluster in den
Lymphknoten (Abb. 17). Bezuglich der intranodalen Lage der markierten Zellen
lie® sich die Mehrzahl in den Randsinus lokalisieren, seltener in den corticalen und
paracorticalen Regionen. In keinem Fall fanden sich markierte Zellen in der Me-
dulla oder den Follikeln. In 3 Fallen konnten Zellen zusatzlich im sinusoidalen
System und in postkapillaren Venolen lokalisiert werden. Somit erfolgte die Dis-
semination in die Lymphknoten wahrscheinlich vorwiegend auf lymphogenem We-
ge. Nur in 3 Fallen schien die Besiedlung zusatzlich auf hamatogenem Wege zu-
stande gekommen zu sein. Nur in 2 Fallen wiesen die Zellen zytomorphologische
Malignitatszeichen auf. Einige der CK-positiven Zellen ahnelten interstitiellen Reti-
kuklumzellen, was bei den BerEp4 und PSA-positiven Zellen nicht der Fall war. In
den immunhistochemisch positiven Fallen waren jeweils nur einzelne, nie alle re-
sezierten LKs des jeweiligen Patienten betroffen.

Wie in den Lymphknoten fanden sich auch im Knochenmark vorwiegend Einzel-
streuungen. Lediglich bei einem einzigen Patienten konnte auch ein Tumorzell-

cluster festgestellt werden.
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Abb. 16: Cytokeratin-positive Einzel- Abb. 17: PSA-positiver Zellcluster in
zellen in einem initial als tumorfrei befun- einem initial als tumorfrei befundeten
deten Lymphknoten. CK-Antikérper KL-1, Lymphknoten. ABC-Methode.

ABC-Methode.

Die Zahl der CK positiven Disseminate im Knochenmark schwankte zwischen 1
und 37 pro 2 x 10° kernhaltigen Zellen.

Der Nachweis disseminierter okkulter Tu-Zellen in LK und/oder KM korrelierte
nicht mit den Ublichen, prognostisch relevanten Risikofaktoren wie cT-Stadium,
Malignitatsgrad und initialem PSA-Wert. Wie in Tabelle 31 dargestellt, fanden sich
keine signifikanten Unterschiede bezuglich dieser Parameter zwischen der Pati-
entengruppe mit nachgewiesenen disseminierten Tu-Einzelzellen im Vergleich zu
IHC negativen Patienten. Auch die gesonderte Analyse der LK positiven Patienten
ohne Berucksichtigung des KM Befundes ergibt im Vergleich zur IHC negativen
Patientengruppe keine Unterschiede bezuglich der 3 Parameter.

(LKT;ZZS;TLM) IHC positiv LK IHC negativ
n % n % n %
<cT2 7/18 38,9 4/8 50,0 12/26 53,8
cT3 1118 61,1 4/8 50,0 14/26 46,2
GS=<6 8/18 44.4 4/8 50,0 12/26 46,2
GS=>7 10/18 55,6 4/8 50,0 14/26 53,8
PSA <10 9/18 50,0 3/8 37,5 11/26 42,3
PSA > 10 9/18 50,0 5/8 62,5 15/26 57,7

Tabelle 31: Haufigkeit von Tumoreinzelzellen aufgegliedert nach den Risikofaktoren cT-Stadium,
Gleason-Summenwert (GS) und initialem PSA-Wert.
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Auch nach Kombination der Faktoren in je eine prognostisch gunstige und eine
ungunstige Gruppe (gunstige Gruppe: < cT2, GS < 6, PSA < 10 vs. ungunstige
Gruppe: ¢T3, GS = 7, PSA = 10) fand sich kein Unterschied in der Haufigkeit des
Nachweises disseminierter Tumorzellen. In der Gruppe mit gunstigem Risikoprofil
wies 25% der Patienten disseminierte Tumorzellen auf. Bei den Patienten mit un-
gunstiger Risikofaktorkonstellation betrug die Rate mit 2/8 Patienten ebenfalls
25%.

4.1.4. Diskussion

Die vorgelegte Untersuchung zum histochemischen Nachweis von disseminierten
Tumoreinzelzellen in Lymphknoten und Knochenmark von Patienten mit unvorbe-
handeltem, klinisch lokalisiertem Prostatakarzinom ergab:

1. Tumorzellen konnten bei insgesamt 38 % (17 von 45) der Patienten in den
Lymphknoten und/oder im Knochenmark identifiziert werden. Ein Lymphkno-
tenbefall (mit oder ohne gleichzeitigen Knochenmarkbefall) fand sich bei 8 Pa-
tienten (18%).

2. Das Knochenmark war haufiger befallen als die Lymphknoten (28 vs. 18%).
Der Unterschied erreichte allerdings keine statistische Signifikanz (p=0.31)

3. Ein gleichzeitiger Befall von Lymphknoten und Knochenmark lief3 sich nur bei
3 der 45 Patienten (7%) erkennen.

4. Es konnte keine Korrelation zwischen dem Tumorzellbefall der Lymphknoten
und/oder des Knochenmarkes und den klassischen prognoserelevanten Fak-
toren festgestellt werden.

4.1.4.1. Haufigkeit des occulten LK-Befalls:

Obwohl die hier untersuchte Patientengruppe klein ist, zeigt sich erwartungsge-
maf, dass die gleichzeitige Untersuchung von regionalen Lymphknoten und Kno-
chenmark eine insgesamt grofRere Befallhaufigkeit (38%) ergibt, als die eines je-
den der beiden Zielorgane fur sich genommen (18 bzw 28%).

Die generelle Eignung des Breitspektrum CK Ak KL-1 zum Nachweis dissemi-

nierter epithelialer Tumorzellen in LKs wurde bereits beim Mammakarzinom ge-
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zeigt (Trojani et al. 1987). Wahrend allerdings im KM der Nachweis CK positiver
Einzelzellen als spezifischer Nachweis von epithelialen Tumorzellen gelten kann
(Pantel et al. 1994), gilt dies nur begrenzt fur die LKs. Differentialdiagnostisch
mussen hier die auch in tumorfreien LKs nachweisbaren CK positiven interstitiel-
len Retikulumzellen abgegrenzt werden (Gould et al. 1995). In den untersuchten
Lymphknoten wurden daher nur die BerEp4 und oder PSA exprimierende Zellen
als tumords gewertet. Der mAK BerEp4 reagiert (im Gegensatz zum mAK gegen
Cytokeratin KL-1 ) ausschlieRlich mit Zellen epithelialen Ursprungs (Latza et al.
71990) und die PSA Expression beschrankt die Ursprungsquelle im wesentlichen
auf die Prostata.

In der nachfolgenden Tabelle 32 sind die eigenen und in der Literatur berichtete
Nachweisraten von disseminierten Tumorzellen in den regionaren Lymphknoten
von Patienten mit unvorbehandeltem, klinisch lokalisiertem Prostatakarzinom zu-
sammengestellt. Dabei wurden jedoch nur die Ergebnisse immunhistochemischer

Untersuchungen berucksichtigt.

Autor n Marker LK +
Martinez-Pineiro et al. 2003 145 PSA, CK AE1/AE3 0%
Moul et al. 1994 32 PSA, CK SB-3 3,1%
Gomella et al. 1993 32 PSA, PAP, CK AE1/AE3 3,1%
Clobes et al. 2000 92 PSA, CK AE1/AE3 4.4%

. 199 PSA, CK AE1/AE3 7%
Shariat et al. 2003 ’ "

I (164%) (hK2%) (2%*)
Freeman et al. 1995 95 PSA, CK CAM 5.2/AE1 16%
Kollermann et al. 1999 45 PSA, BerEp4, CK KL-1 18%
Summe 640 6,6%

(605%) (5,3%*)

Tabelle 32: Haufigkeit des Lymphknotenbefalls mit disseminierten Tumorzellen festgestellt durch
Immunhistochemie bei Patienten mit lokal begrenztem Prostatakarzinom

Wenn man alle veroffentlichten Serien zusammen nimmt, kommt man auf eine
Pravalenz von etwa 7 %. Deutlich ersichtlich sind aber in Tabelle 32 auch die er-
heblichen Unterschiede: Von 0% bei Martinez-Pineiro et al. 2003 bis 18 % bei den
eigenen Patienten. Wesentliche Unterschiede im verwendeten Antikorperspektrum
sowie in der histologischen Aufarbeitung der Praparate, scheinen zwischen den

Studien nicht zu bestehen. Einige Serien sind aber sehr klein. Sie unterscheiden
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sich auch bezuglich der T-Stadien, dem Differenzierungsgrad und dem initialen
PSA Wert. Weiterhin zeigten sich deutliche Unterschiede in der Anzahl der extir-
pierten und untersuchten LK/Patient (s. Tabelle 33).
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Koéllermann et al. | Freeman etal. | Gomella et al. Moul et al. 1994 Clobes et al. | Shariat et al. Martinez-Pineiro
1999 1995 1993 ) 2000 2003 et al. 2003
LK pos. 18% 16% 3,1% 3,1% 4,4% 7% 0%
T1-2 44 5% 0% 72% k.A. 0% 0%- 66%
T3 55,5% 100% 28% k.A. 100% 100% 34%)
GS<7 47% 38% k.A. k.A. 83% 32% 57%
GS=7 53% 62% k.A. k.A 17% 68% 43%
PSA <10 44% KA. KA. 41% KA. KA. 66%
ng/mi
PSA =10 56% k.A. k.A. 59% k.A. k.A 34%
ng/mi
Anzahl
? ?
LK/Fall* 14 21 k.A. 7 k.A. 7 12 9,6 12

Tabelle 33: Verteilung prognostisch relevanter Risikofaktoren der in Tabelle 32 zitierten Studien im Vergleich. * cT-Stadien, ** pT-Stadien,

*** Mittelwert
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Wie schon im Kapitel 3.1.4.1. dargelegt, sind PCR basierte Untersuchungsmetho-
den zur Detektion von Einzelzelldisseminaten wesentlich empfindlicher als im-
munhistochemische Verfahren. In der nachfolgenden Tabelle 34 sind die diesbe-
zuglichen, in der Literatur mittels PCR erhobenen Daten zum occulten LK-Befall

zusammengestellt.

Autor n LK positiv
Gao et al. 1997 19 84%
Ferrari et al. 1997 29 79%
Edelstein et al. 1996 36 44%
Martinez-Pineiro et al. 2003 145 39%
Shariat et al. 2003 199 20%
Okegawa et al. 2000 38 18%
Deguchi et al. 1993 18 11%
Potter et al. 2000 99 3%
Summe 583 28%

Tabelle 34: Haufigkeit von durch RT-PCR festgestellten Tumorzell-
disseminaten in die regionalen Lymphknoten von Patienten mit
klinisch lokalisiertem Prostatakarzinom

Ein Vergleich der Summenzeilen von Tabelle 32 und 34 zeigt, dass mittels RT-
PCR ein Lymphknotenbefall deutlich haufiger (28%) entdeckt wurde, als das mit
immunhistochemischen Techniken (7%) moglich war.

Die Detailanalyse der Tabelle 34 ergibt desweiteren, dass auch die RT-PCR Er-
gebnisse ganz erheblich (zwischen 3 und 84 % Befall) schwanken. Die Schwan-
kungsbreite ist hier aber deutlich groRer als bei den immunhistologischen Ergeb-
nissen (zwischen 0 und 18 % Befall). Als Erklarung hierfur kdnnten, neben Unter-
schieden in der Zusammensetzung der untersuchten Patientengruppen bezuglich
Tumorstadium, Differenzierungsgrad und PSA Wert sowie die Zahl der extirpierten
LKs auch die Art des Untersuchungsmaterials (Frischgewebe vs. formalinfixiertes
Paraffinmaterial), die differenten Primer (erhebliche Unterschiede zwischen PSA
und PSMA) und ihre Kombination und nicht zuletzt auch die technische Durchfuh-
rung der Untersuchung und ihre Deutung dienen. Soweit den jeweiligen Verof-
fentlichungen zu entnehmen, wurden diese Unterschiede in der nachfolgenden

Tabelle 35 aufgefuhrt.
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Martinez-

Caogyeh | Fermetel| Sdmen |pmarostal | STt | Oeomnetal) Dottt oo ot z000
Primer PSA/PSMA | PSA/PSMA |  PSA PSA HK2 PSA/PSMA PSA PSA/PSMA
Material Frisch Frisch Paraffin Frisch Paraffin Frisch Frisch Paraffin
Anzahl LK/Fall* ? 5 k.A. 12 9,6 ? ? k.A.

T1-2 ? i 38,9% ™ | 65,6%" 100% " 95%

T3-4 ? 61,1%™ | 34,4% | 100%™ - 0 5%
GS<7 °) 69,4% 56,6% 32% k.A.° k.A. 19%
GS=7 30,6% 43,4% 68% k.A.® k.A 81%

PSA < 10 ng/ml ) ® 66,2% k.A 34% k.A. 49%
PSA = 10 ng/ml o 33,8% k.A. 66% k.A 51%

Tabelle 35: Verwendete Primer, Art des Untersuchungsmaterials sowie Verteilung prognostisch relevanter Risikofaktoren der zitierten
Studien im Vergleich. * cT-Stadien, ** pT-Stadien , k.A.: keine Angaben

a) nur Hochrisikopatienten (= cT2b, GS = 7, PSA =10 ng/ml)

b) nur Hochrisikopatienten (= cT2b, PSA = 20 ng/ml oder GS = 7)
c) Nur Angabe des medianen PSA-Wertes fir LK positiv - und LK negativ Gruppe
d) Nur pT2 a/b Falle

e) Autoren verwenden andere Gruppierung des Gleasonscores: GS 2-4: 6 (16%), GS 5-7: 23 (51%), GS 8-10: 9 (23%);

f)  klinisch lokal begrenzte Karzinom
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Wie im Knochenmark, ist die Nachweisrate disseminierter Tumorzellen mittels
PCR auch in den Lymphknoten u. a. abhangig vom verwendeten Primer. Auch in
den Lymphknoten scheint durch Kombination verschiedener Primer eine Steige-
rung der Nachweisrate moglich. So stellten Ferrari et al. 1997 mit der Kombination
von PSMA und PSA als Primer einen sehr haufigen Lymphknotenbefall (79%) bei
ihren Patienten fest. Dabei war die PSMA RT-PCR bei 8 Patienten, die PSA RT-
PCR bei 2 und die Kombination von beiden bei 13 Patienten fundig geworden.
Die technischen Schwierigkeiten PCR basierter Untersuchungen von fixiertem und
in Paraffin eingebettetem Material mittels RNA Markern lassen sich gut an den
folgenden Untersuchungsergebnissen aufzeigen: So waren bei Shariat et al. 2003
die RT-PCR Ergebnisse von 79 ihrer 199 Patienten (40%) wegen RNS Degradie-
rung nicht verwertbar. Potter et al. 2000 bemerken in lhrer Veroffentlichung, dass
die Untersuchung von formalinfixiertem Gewebe mittels RT-PCR problematisch
sei. So konnten die Autoren auch nur bei 7 ihrer 102 Patienten verwertbare RNA
nachweisen. Demnach ist eigentlich auch nur bei diesen Patienten eine valide
Aussage zum molekularen Lymphknotenstatus moglich. Bei 4 dieser 7 Patienten
fiel dann die PSA/PSMA RT-PCR der Lymphknoten positiv aus. Das wurde einer
tatsachlichen Nachweisrate von 57 % und nicht 4 %, wie von den Autoren ange-
geben, entsprechen.
Zu den technisch bedingten Unwagbarkeiten gehort auch, dass die Zahl der ent-
fernten regionalen Lymphknoten erheblich schwankte. Wie in Tabelle 35 gezeigt,
schwankt die im Mittel pro Patient untersuchte Anzahl an Lymphknoten zwischen
5 und 12. Desweiteren wurden nicht alle Patienten beiderseits lymphadenekto-
miert. Hinzu kommt, dass von keinem der Autoren das gesamte entfernte Lymph-
knotenmaterial untersucht wurde. So asservierten beispielsweise Deguchi et al.
1993 jeweils nur die Halfte eines Lymphknoten fur RT-PCR Untersuchung.
Martinez-Pineiro et al. 2003 untersuchten jeweils nur einen 1-2mm dicken Schnitt
aus der Zentralregion des Lymphknotens. Unter Berucksichtigung all Dessen, wird
man davon ausgehen mussen, dass eine Tumorzelldissemination in die regiona-
ren Lymphknoten mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit deutlich haufi-
ger als bislang angenommen stattfindet. Hierflr sprechen beispielsweise die Da-
ten von Ferrari et al. 1997: Von 19 Patienten die beiderseits pelvin lymphadenek-
tomiert wurden, wiesen 90% einen Tumorzellbefall auf (PSA und PSMA-RT-PCR).
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Von 8 Patienten, bei denen der Eingriff nur einseitig erfolgte war dies nur 4 mal

(50%) der Fall. Heidenreich et al. 2002 verglichen die Inzidenz von LK-Metastasen

zwischen der Ublichen, auf die obturatorischen und externen iliakalen Lymphkno-

ten beschrankten pelvinen Lymphadenektomie und einer Uber diese Grenzen hi-

nausgehenden Lymphadenektomie. Wahrend nach dem Standardverfahren nur in

12% der Falle LK-Metastasen nachweisbar waren, war dies nach erweiterter

Lymphadenektomie bei 27% der Patienten der Fall (p< 0.03).

Zusammenfassend geht aus den eigenen Untersuchungen und den Literaturan-

gaben hervor:

1.

Bei Patienten mit klinisch noch lokal begrenztem Prostatakarzinomen werden
immunhistologisch relativ selten (etwa 7%) Tumorzellaussaaten in die regiona-
ren Lymphknoten festgestellt.

Die RT-PCR mit unterschiedlichen Primern erbringt deutlich hdhere Praeva-
lenzen (etwa 30%)

Die molekularbiologischen Ergebnisse schwanken aber ganz erheblich (zwi-
schen 4 und 84%)

Neben anderen Faktoren ist die erhebliche Schwankungsbreite der RT-PCR
Ergebnisse auch auf unterschiedliche Primer, sowie methodische und inter-
pretatorische Schwierigkeiten zurtck zu fuhren.

Auch bei der molekularbiologischen Aufarbeitung von Lymphknoten scheint
die Untersuchung mit Primerkombinationen (z.B. PSA+PSMA) hohere Detek-
tionsraten zu erbringen.

Wahrscheinlich wird aber mit allen Untersuchungstechniken die tatsachliche
Haufigkeit des regionaren Lymphknotenbefalls erheblich unterschatzt, da bis-
her immer nur Bruchteile des jeweiligen Regionalsystems untersucht werden

konnten.

4.1.4.2. Vergleich occulter Lymphknoten- vs. Knochenmarkbefall

Zu 2. Die eigenen vergleichenden immunhistochemischen Untersuchungen

konnten disseminierte Tumorzellen haufiger im Knochenmark als in den Lymph-

knoten nachweisen (29% vs 18%), wenngleich der Unterschied kein Signifikanzni-
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veau erreichte (p=0.32). Die Durchsicht der Literatur stutzt jedoch die eigenen Er-
gebnisse (Tabelle 36)

KM LK
Autor 0 KM pos 0 LK pos
n (%) n (%)
Moul et al. 1994 - - 32 1(3)
Freeman et al. 1995 - - 95 15 (16)
Martinez-Pineiro et al. 2003 - - 145 0 (0)
Gomella et al. 1993 - - 32 1(3)
Shariat et al. 2003 - - 199 13 (7)
Clobes et al. 2000 - - 92 4 (4)
Kéllermann et al. 1999 45 13 (29) 45 8 (18)
Weckermann et al. 1999 219 53 (24) - -
Melchior et al. 1997 48 5(10) - -
Oberneder et al. 1994 84 28 (33) - -
Ipse (nicht publiziert) 327 95 (29) - -
Summe 723 194 (27) 640 42 (7)

Tabelle 36: Haufigkeit immunhistochemisch festgestellter Tumorzellen in Lymphknoten und
Knochenmark von Patienten mit klinisch lokalisiertem Prostatakarzinom

Demnach ist der KM-Befall rund viermal haufiger als der LK-Befall (p < 0.0001).
Auch die Auswertung PCR-basierter Untersuchungen zeigt im KM signifikant
haufiger disseminierte Tumorzellen 39% vs 30%, p=0.0004; Tabelle 37)
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KM LK
Autor Primer . KM pos . LK pos
n (%) n (%)
Wood et al. 1994 PSA 43 19 (44) - -
Melchior et al. 1997 PSA 85 54 (64) - -
Gao et al. 1999 PSA 116 51 (44) - -
Corey et al. 1997 PSA 63 45 (71) - -
Cher et al. 1999 PSA 204 46 (23) - -
Bianco et al. 2001 PSA 244 79 (32) - -
Edelstein et al. 1996 PSA - - 36 16 (44)
Ferrari et al. 1997 PSA/PSMA - - 29 23 (79)
Okegawa et al. 2000 PSA/PSMA - - 30 11 (37)
Shariat et al. 2003 HK2 - - 199 40 (20)
Potter et al. 2000 PSA/PSMA - - 102 4(4)
Gao et al. 1997 PSA/PSMA - - 19 16 (84)
Deguchi et al. 1993 PSA - - 21 4 (20)
Summe 755 294 (39) 590 175 (30)

Tabelle 37: Haufigkeit molekularbiologisch festgestellter Tumorzellen in Lymphknoten und

Knochenmark von Patienten mit klinisch lokalisiertem Prostatakarzinom

Angesichts der technischen Probleme formalinfixiertes und in Paraffin eingebette-

tes Material per RT-PCR zu untersuchen, sind die diesbezuglichen Lymphknoten-

daten jedoch mit Unsicherheiten behaftet. Eine endgultige Aussage Uber die Pra-

valenzen in diesem Zielorgan der Dissemination ist daher zur Zeit nicht moglich.

Zusammenfassend geht aus den eigenen Daten und den Literaturangaben hervor:

wenn man von den immunhistologischen Untersuchungen ausgeht, wird das

Knochenmark deutlich haufiger von gestreuten Tumorzellen befallen als die

regionalen Lymphknoten.

wenn man von den molekularbiologischen Untersuchungen (RT-PCR) aus-

geht, ist der Unterschied weniger deutlich, jedoch immer noch vorhanden.
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Zu 3. Nur bei 3 von 17 Patienten mit Disseminaten waren Lymphknoten und Kno-
chenmark gleichzeitig befallen. In Zusammenschau mit den Angaben aus der Lite-
ratur (s. Tabelle 36 und 37) ist somit von einer unterschiedlichen Befallspravalenz
zwischen beiden Organsystemen auszugehen.

Gleiches gilt fur den Vergleich von Knochenmark und peripherem Blut. Wie im
Detail im Kapitel 3.1.4.1., ausgehend von RT-PCR Untersuchungen aufgezeigt, ist
ein KM-Befall mit disseminierten Tumorzellen wesentlich haufiger nachweisbar
(etwa um den Faktor 3,4), als ein Befall des peripheren Blutes. Diese Ergebnisse
unterstutzen Untersuchungen zu organspezifischen Milieuunterschieden, die zu
einer bevorzugten Besiedelung des Knochenmarks fuhren (,Homing®) (Sikes et al.
2004).

In der folgenden Tabelle 38 sind Literaturangaben zur Haufigkeit disseminierter

Tumorzellen in Blut, Knochenmark und Lymphknoten gegenubergestellit.

Lymphknoten Blut Knochenmark
Autor 0 positiv 0 positiv 0 positiv
n (%) n (%) n (%)
Okegawa et al. 2000 30 10 (33) 30 12 (40) - -
Martinez-Pineiro et al. 2003 154 66 (43) 200 86 (43) - -
Shariat et al. 2003 199 40 (20) 224 54 (24) - -
Melchior et al. 1997 - - 71 14 (20) 71 44 (62)
Corey et al. 1997 - - 63 12 (19) 63 26 (41)
Summe 383 116 (30) 588 178 (30) 134 70 (52)

Tabelle 38: Haufigkeitsvergleich von Disseminaten in Lymphknoten,Blut und Knochenmark
(PSA-RT-PCR)

Wie ersichtlich, sind die Pravalenzen in Lymphknoten und Blut identisch (30 vs
30%). Dahingegen scheint das Knochenmark deutlich haufiger befallen zu sein
(52 vs 30%, p < 0.0001).

Zusammenfassend geht aus den eigenen Untersuchungen und der Angaben der
Literatur hervor:
- Ein Lymphknotenbefall scheint deutlich seltener als ein Knochenmarkbefall

mit disseminierten Tumorzellen zu sein.
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- Wahrend im Blut deutlich seltener Tumorzellen festgestellt werden konnen
als im Knochenmark, sind Blut und Lymphknoten gleich haufig befallen.

- Obwohl die Pravalenzen in Lymphknoten und Blut identisch sind, muf® der
Befall keineswegs simultan sein.

- Auch der haufigere Knochenmarkbefall geht keineswegs immer auch mit ei-
nem gleichzeitigen Lymphknotenbefall einher.

- Keine Untersuchung kann daher die andere vollstandig substituieren. Die
Ertragreichste bleibt aber das Knochenmark.

4.1.4.3. Korrelation des occulten Lymphknotenbefalls mit etablierten Risi-
kofaktoren

In der vorgestellten kleinen imunhistochemischen Studie konnte keine Korrelation
von Lymphknotenbefall und/oder Knochenmarkbesiedelung einerseits und den
etablierten Risikofaktoren (PSA, Tumorstadium, Differenzierungsgrad) anderer-
seits feststgestellt werden. Das bestatigt die in Kapitel 3, aufgrund einer sehr gro-
Ren Untersuchungsserie gemachte Aussage, dass, wenn Uberhaupt, nur ein ge-
ringer Zusammenhang zwischen der Tumorzelldissemination und den genannten
Risikofaktoren besteht. In der nachfolgenden Tabelle 39 wurden diesbezuglich

verwertbare Angaben aus der Literatur zusammengestellt.

Autor n Stadium Malignitatsgrad PSA
Edelstein et al. 1996 57 Ja Nein Nein
Ferrari et al. 1997 29 Trend Ja Trend
Martinez-Pineiro et al. 2003 154 Trend Ja Nein
Shariat et al. 2003 199 Nein nein k.A.
Shariat et al. 2003 120 Nein nein k.A.
Potter et al. 2000 102 Nein Nein Nein
Okegawa et al. 2000 38 Nein Ja Ja
Gomella et al. 1993 32 Nein Nein Nein
Clobes et al. 2000 92 Nein Nein Nein
Freeman et al. 1995 95 Trend Trend k.A.

Tabelle 39: Korrelation von Lymphknotenbefall mit Tumorstreuzellen einerseits sowie T-Stadium,
Differenzierungsgrad und PSA Wert andererseits. K.A.: keine Angabe
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Wie ersichtlich bestatigen die meisten Autoren die eigenen Feststellungen.

4.1.5. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Die vorliegenden eigenen Untersuchungsergebnisse, sowie die zitierten und
kommentierten Literaturangaben zeigen, dass bei Patienten mit klinisch noch loka-
lisiertem Prostatakarzinom mehr oder weniger haufig und auch schon sehr frih-
zeitig Tumorzellstreuungen in die regionaren Lymphknoten festgestellt werden
konnen. Die Pravalenzen schwanken ganz erheblich und liegen bei den immun-
histologischen Untersuchungen deutlich niedriger (rund 7%) als die RT-PCR Er-
gebnisse (rund 30%). Letztere sind in hohem Masse abhangig vom Ausgangsma-
terial (frisches bzw.gefrorenes vs fixiertes und eingebettetes Archivmaterial) aber
auch den eingesetzten Primern. So war die Ausbeute bei Verwendung der PSMA-
RT-PCR deutlich hoher als mit der PSA-RT-PCR. Wie im Knochenmark so wurden
auch in den regionaren Lymphknoten die hochsten Pravalenzen durch Primer-
kombinationen festgestellt. In kleinen Patientenserien konnte so in bis zu 84% der
Patienten mit klinisch lokal begrenztem Prostatakarzinom disseminierte Tumor-
zellen in den regionaren Lymphknoten nachgewiesen werden. Berucksichtigt man
ferner, dass fast immer nur einzelne und nie alle regionaren Lymphknoten befallen
sind, in den allermeisten Fallen nur eine limitierte pelvine Lymphadenektomie
durchgefuhrt wird, bei der maximal ein Drittel der regionaren Lymphknoten entfernt
werden und von diesem Gewebsmaterial wiederum nur ein Bruchteil der weiteren
histologischen und/oder molekularbiologischen Untersuchung zugefuhrt wird, wird
deutlich, dass alle bisher veroffentlichten Ergebnisse die wirkliche Haufigkeit des
Lymphknotenbefalls durch gestreute Tumorzellen mit an Sicherheit grenzender
Wahrscheinlichkeit unterschatzen. Wie bereits nach der Auswertung der Kno-
chenmarkuntersuchungen diskutiert, ist daher anzunehmen, dass es wahrschein-
lich bei allen Patienten mit lokalisiertem Prostatakarzinom eher friher als spater zu
einer Tumorzelldissemination auch mit Befall der regionaren Lymphknoten kommt.
Bei Patienten mit Prostatakarzinom kdnnen disseminierte Tumorzellen im Blut,
den regionalen Lymphknoten und im Knochenmark nachgewiesen werden. Nach
den bisher vorliegenden Ergebnissen scheint das Knochenmark am haufigsten
befallen (etwa 52%). Es wird gefolgt von Blut und den regionalen Lymphknoten
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(beide etwa 30%). Obwohl im Blut und den regionale Lymphknoten etwa gleich
haufig Tumorzellen festgestellt werden konnen, muf} keineswegs ein simultan
nachweisbarer Befall der Organsysteme vorliegen. Um sich ein Bild vom tatsach-
lichen Ausmal} der Dissemination machen zu kdnnen, mussten daher alle 3 Quel-
len untersucht werden. Sicherlich ist aber das Knochenmark das wichtigste und
aussagekraftigste Untersuchungsziel.

Wie beim Knochenmark, konnte auch bei den Lymphknoten kein eindeutiger Zu-
sammenhang zwischen Befall und den klassisch prognoserelevanten Faktoren wie
T- Stadium, Differenzierungsgrad und PSA-Wert festgestellt werden.

Aus der Tatsachenkombination, dass der Knochenmarkbefall mit Tumorstreuzellen
schon in sehr frihen Tumorstadien festgestellt werden kann, der Befall mit zu-
nehmendem T-Stadium, PSA-Wert und Malignitatsgrad nur wenig zunimmt und
Kontrolluntersuchungen nach radikaler Prostatektomie in vielen Fallen ein spon-
tanes Verschwinden der Disseminate gezeigt haben, wurde geschlossen, dass es
dort einen spontanen Eliminationsmechnanismus fur gestreute Tumorzellen geben
musse.

FUr die regionalen Lymphknoten ist diese Hinweiskette nicht ganz so beweiskraf-
tig. Auch hier konnten die vorliegenden Untersuchungen einen fruhzeitigen Befall
aufzeigen. Die weit gehende Unabhangigkeit des Lymphknotenbefalls von den
erwahnten Prognosefaktoren spricht auch hier fur spontane Elimination. Andern-
falls musste es mit der Zeit unweigerlich zu einer Kumulierung des Befalls kom-
men. Jedoch ist ein direkter Beweis durch Kontrolluntersuchungen des regionalen
Lymphknotensystem nicht moglich.

Der Schwerpunkt der bis hierhin gemachten Ausfuhrungen zur okkulten Tumor-
zelldissemination bezog sich vor allem auf den Nachweis derselben in verschiede-
nen Organsystemen (einschliel3lich der Erdrterung damit verbundener wichtiger
technischer Aspekte). Fragen zur klinischen Relevanz der erhobenen Befunde
wurden an dieser Stelle bewusst ausgeklammert. Diese Thematik wird gesondert
ausfuhrlich im Kapitel 5: ,AbschlieRende Bemerkungen und Ausblick” erortert.
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4.2. UNTERSUCHUNGEN ZUM OCCULTEN LYMPHKNOTENBE-
FALL MITTELS METHYLIERUNGSSPEZIFISCHER POLYMERASE-
KETTENREAKTION:

4.2.1. Einfuhrung

Mittels Immunhistochemie |asst sich zwar eine lymphonodulare Dissemination von
Tumorzellen nachweisen, die festgestellten Pravalenzen sind aber bei Patienten
mit klinisch lokal begrenztem Prostatakarzinom Uberraschend gering. Der notwen-
dige Arbeitsaufwand ist dahingegen ganz erheblich. Das veranlasste u. a. Potter
et al. 2000 zu der Schlussfolgerung der Aufwand lohne sich nicht.

Eine empfindlichere und mit weniger Arbeitsaufwand verbundene Untersuchungs-
methode war und ist daher wunschenswert. Mit der weiten Verbreitung der Poly-
merase Kettenreaktion (PCR) steht ein solches Verfahren jetzt vielerorts zur Ver-
fugung und hat fur die hier diskutierte Fragestellung die Immunhistologie weitge-
hend in den Hintergrund gedrangt. Die wesentlichen PCR-basierten Untersu-
chungsergebnisse wurden vorangehend erdrtert. Es zeigte sich eine hohe Nach-
weisrate okkulter disseminierter Tumorzellen in den regionaren Lymphknoten von
Patienten mit klinisch lokalisiertem Prostatakarzinom. Die deutlich hohere Sensiti-
vitat dieser Untersuchungstechnik hat die Nachweisrate disseminierter Tumorzel-
len in den regionaren Lyphknoten von Patienten mit klinisch lokalisiertem Prosta-
takarzinom etwa um den Faktor 4 emporschnellen lassen. Bislang sind die PCR-
basierten Untersuchungen jedoch mit mehreren Problemen behaftet, die den Ein-
zug der Methodik in die klinische Routine der urologischen Onkologie verhindert

haben:

1. Die ermittelten Ergebnisse schwanken enorm: Zwischen 4 und 84%. Das
legt a priori den Verdacht nahe, dass die erhohte Empfindlichkeit der Unter-
suchung auch mit einer erhohten Storanfalligkeit erkauft wurde.

2. Alle bislang verwendeten Primer sind zwar weitgehend organ-, aber kei-
neswegs karzinomspezifisch (PSA, PSMA und hK2). Hinzu kommt, dass
deren Expression sowohl im Primartumor als auch in seinen Disseminaten
variiert.

3. Die Expression der genannten Primer ist androgenabhangig. Wahrend die

PSA Expression unter endokriner Behandlung abnimmt, nimmt die PSMA
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Expression unter der gleichen Behandlung zu (Wright et al. 1996). Auch die
hK- 2 Expression ist androgenabhangig.

4. Gelegentlich scheint PSMA auch von normalen Leukocyten exprimiert zu
werden (Lintula and Stenman 1997). Auch PSA wird nicht nur von Prostata-
zellen, sondern manchmal auch von normalen Blutzellen exprimiert (Smith
et al. 1995).

5. Die erwahnten Primer sind RNS basiert. Die Fixierung des Gewebes durch
Formalin denaturiert aber haufig die RNS. Somit ist die Untersuchung zu-
meist verlasslich nur an unfixiertem Frischgewebe mit intakter RNS mog-
lich. Die Gewinnung von frischem Untersuchungsmaterial stellt jedoch ei-
nen storenden Eingriff in eingespielte Arbeitsablaufe dar. Vor allem ent-
zieht es der histopathologischen Standarduntersuchung, die ja die Basis fur

alle weiteren therapeutischen Entscheidungen ist Material.

Mit dem zuerst von Herman et al. 1996 fur das Prostatakarzinom beschriebenen
Nachweis der Promotorhypermethylierung des Glutathion-S-Transferase P 1 Gens
(GSTP1) mittels methylierungsspezifischer PCR liegt erstmals eine molekulare
Markermethode vor, welche vielen der genannten Probleme Rechnung tragt.

Das GSTP1 Gen ist auf Chromosom 11q13 lokalisiert und fur intrazellulare Deto-
xifikationsvorgange verantwortlich. Die Promotor Hypermethylierung stellt die hau-
figste DNS-Veranderung des Prostatakarzinoms dar und geht mit einer nahezu
100 % Tumorspezifitat einher (Eng et al. 2000; Bastian et al. 2004). Seine Eig-
nung als Prostatakarzinommarker konnte bereits an Prostatagewebe und Korper-
flussigkeiten von Prostatakarzinompatienten von unserer Arbeitsgruppe gezeigt
werden (Goessl et al. 2000). Da es sich dabei um einen DNS-basierten Marker
handelt, ist die Moglichkeit gegeben verlassliche Untersuchungen auch an fixier-
ten und in Paraffin eingebetteten Lymphknoten durchzufuhren. Eine Androgenab-
hangigkeit des Markers ist bisher nicht bekannt.

Angesichts dieser Vorteile wurden in der vorliegenden Pilotstudie erstmalig
Lymphknoten von Prostatakarzinompatienten auf Tumorzellstreuungen mit der
methylierungsspezifischen Polymerase Kettenreaktion (MSP) untersucht
(Kéllermann et al. 2003).
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4.2.2. Patienten und Methoden

Primar wurden die im Rahmen einer radikalen Prostatektomie gewonnenen, in
Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten LKs von 20 Patienten mit Prosta-
takarzinom im Stadium pT2pNOMORO untersucht. Trotz vermeintlich kurativer Op
entwickelten alle Patienten ein biochemisches Rezidiv, definiert als PSA-Anstieg
auf ber 0,1 ng/ml. Die PSA-Messung erfolgte mit dem PSA Immulite 3™ generati-
on assay ®, bei einer unteren Nachweisgrenze von 0.003 ng/ml. Von 18 Patien-
ten dieser Gruppe konnten auch Paraffinproben des Primartumors (Biopsie
und/oder radikale Prostatektomie) untersucht werden. Bei 19 Patienten konnten
praoperativ Knochenmarkaspirate beider Darmbeinschaufeln zur immunzytologi-
schen Untersuchung mit dem mAk A45-B/B3 gewonnen werden. Der mAk A45-
B/B3 reagiert mit den Epitopen einer Vielzahl von Cytokeratinproteinen, u.a. den
Heterodimeren CK 8/18 und CK 8/19 (Solakoglu et al. 2002). Als Negativkontrolle
dienten im Rahmen einer Obduktion gewonnene Lymphknoten von 9 verstorbe-
nen Patienten (3 Frauen, 6 Manner). Eine maligne Grunderkrankung konnte bei
allen Patienten nach Prufung der klinischen Unterlagen und durch die Obduktion
weitgehend ausgeschlossen werden. Die Lymphknoten entstammten verschieden
Regionen (1 x inguinal, 1 x praaortal, 3 x tracheobronchial, 1x hepato-portal, 3 x
pelvin).

Die initiale histologische Routineuntersuchung der Lymphknoten (H&E) bestand
aus der mikroskopischen Untersuchung von 2 Schnitten pro LK aus zwei ver-
schiedenen Schnitteben und erbrachte in keinem Fall einen Tumornachweis (pNpo).
Zur vorliegenden Untersuchung wurden dann von jedem Paraffinblock mehrere, je
5 um dicke Nachschnitte angefertigt. Von diesen wurden zunachst wiederum je
zwei Schnitte pro Block aus verschiedenen Schnittebenen H&E gefarbt und sorg-
faltig mikroskopisch untersucht, um einen eventuell im Rahmen der vorangegan-
genen Routinediagnostik nicht diagnostizierten LK-Befall aufzudecken. Die ver-
bliebenen ungefarbten Nachschnitte sowie Schnitte des jeweiligen Primartumors
wurden dann der DNS Extraktion wie folgt zugefuhrt: Zunachst Entparaffinisierung
in 100% Xylen, gefolgt von einem kurzen vortexen in 100% Ethanol. Resuspen-
dierung des Gewebepellets in Proteinase K haltigem Lysepuffer. Die DNS Isolie-
rung erfolgte mit dem DNS QlAamp DNS Mini Kit (QIAgen, Hilden, Germany). Die
DNS Bisulfitierung zum Nachweis methylierter CpG Inseln erfolgte mit dem CpGe-
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nome DNS Modification Kit (Intergen, Oxford, UK) entsprechend den Empfehlun-
gen des Herstellers. Eine etwaige GSTP1 Promotorhypermethylierung, sprich das
Vorhandensein methylierter CpG Sequenzen in der Promotorregion, wurde quan-
titativ mittels methylierungsspezifischer PCR ermittelt (Goessl/ et al. 2000). Die
Zielregion der MSP liegt innerhalb des GSTP1 Promotors. Zum Nachweis der
Methylierungsreaktion wurden GSTP1 Promotorsequenzen verwendet. Zum
Nachweis methylierter (Tumor) DNS kam ein mit blauem Fluoreszenzfarbstoff
markiertes 92-Basenpaar grof3es Produkt zum Einsatz (forward primer: 5 -6FAM-
TTC GGG GTG TAG CGG TCG TC-37; reverse primer: 5-GCC CCA ATA CTA
AAT CAC GAC G-3') Zum Nachweis unmethylierter (normaler) DNS wurde ein mit
grunem Fluoreszenzfarbstoff markiertes 99-Basenpaar grof3es Produkt verwendet
(forward primer: 5'-HEX-GAT GTT TGG GGT GTA GTG GTT GTT-3’; reverse
primer: 5’-CCA CCC CAA TAC TAA ATC ACA ACA-3") (Esteller et al. 1999). Die
MSP (15 Minuten bei 95 °C; 35 Zyklen bei 59.°C fiir 30 Sek.; 72 °C fiir 30 Sek.;
und 95 °C fiir 30 Sek.) wurde in einem 10-ul groRen Reaktionsvolumen unter Ver-
wendung des HotStar Taq Master Mix (QlAgen, Hilden, Germany) durchgefuhrt.
Die MSP Produkte der unmethylierten und methylierten Reaktion wurden mittels
Laserfluoreszenz durch einen automatischer Gensequenzer unter Verwendung
der Gene Scan Software durchgefuhrt (Goess/ et al. 2000). Negativ- (Wasser) und
Positivkontrollen (DNS von LNCaP Zellen mit bekannter GSTP1 Promotor HM)
wurden jedem PCR Lauf beigefugt

4.2.3. Ergebnisse

Karzinompatienten: Die relevanten klinischen Patientendaten, die Ergebnisse der
Primartumor- und Lymphknotenuntersuchungen mittels MSP, sowie die Ergebnis-

se der KM-Untersuchungen sind in Tabelle 40 dargestellt.
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Falinr. (nPg?rﬁl) 252?2 GSTTUP1 Gsls_;(m KM
1 k.D. 6 pos neg n.d.
2 44.0 8 pos pos Pos
3 63,7 7 pos pos Pos
4 k.D. 7 pos pos Neg
5 6,5 7 k.M. pos Neg
6 18,3 8 pos pos Pos
7 8,3 6 pos pos Pos
8 15,7 8 pos pos Neg
9 12,2 7 pos pos Neg
10 9,94 6 pos pos Neg
11 6,4 6 pos pos Neg
12 13.0 6 pos pos Neg
13 36,4 8 k.M. pos Neg
14 21,7 6 pos pos Neg
15 16,3 7 pos pos Neg
16 10,5 7 pos pos Pos
17 139.0 8 pos pos Pos
18 30,5 6 pos neg Neg
19 7,4 6 pos pos Pos
20 9,97 7 pos pos Pos

Tabelle 40: Darstellung der klinisch relevanten Tumorparameter (PSA,
Malignitatsgrad (Gleason-Summe) sowie der GSTP1 Untersuchungen
von Priméartumor und der Lymphknoten.
k. D. = keine Daten, k.M. = kein Material

Bei 8 Patienten wurde ein Gleason Summenwert 5-6 diagnostiziert, bei 12 Pati-
enten ein Wert = 7. Das mediane PSA zum Zeitpunkt der Diagnosestellung lag bei
14,4 ng/ml (Mittelwert 26,1 ng/ml, range 6,4-139 ng/ml). Die Zeit bis zum bioche-
mischen Rezidiv betrug im Median 13,5 Monate (Mittel 20,6 Monate, range 2 — 64
Monate).

Tumor DNS konnte in allen Proben der Primartumore nachgewiesen werden (Abb.
18 a/b). Die Befundung der H&E gefarbten Nachschnitte der Lymphknoten zeigte
konventionell histologisch keinen Tumor und bestatigte somit den initialen pNO-
Befund. Die DNS-Analyse der Lymphknoten zeigte in 18/20 Fallen (90%) eine
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GSTP1 Hypermethylierung (Abb. 19 a/b). In 8 dieser Falle (44,4%) fanden sich

gleichzeitig Tumorzellen im Knochenmark.

Abb.18. a) Prostatakarzinom Gleasonsummen-
wert 3+4=7 (Prostatektomiepraparat, H&E Far-
bung) b) GSTP1 Untersuchung des Tumors
zeigt sowohl methylierte (M, 92-92-Basenpaar
(bp) groBes PCR Produkt, blaue Fluoreszenz =
Tumor-DNA) als auch unmethylierte (UN, 99 bp
grofles PCR-Produkt, griine Fluoreszenz = be-
nigne DNA) GSTP1-Promotorsequenzen.

Abb. 19 a) Konventionell histologisch als tu-
morfrei befundeter Lymphknoten (gleicher Pa-
tient wie in Abb 12; H&E Farbung) b) GSTP1
Untersuchung des Lymphknotens zeigt sowohl
methylierte (M, 92-Basenpaar (bp) grofes PCR
Produkt, blaue Fluoreszenz = Tumor-DNA) als
auch unmethylierte (UN, 99 bp grofles PCR-
Produkt, grine Fluoreszenz = benigne DNA)
GSTP1-Promotorsequenzen.

Kontrollgruppe: Lediglich bei einem der neun tumorfrei verstorbenen Patienten
fand sich eine GSTP1 HM in den untersuchten Lymphknoten (11%). Die Detekti-
onsrate unterschied sich somit signifikant von der der Karzinompatienten (p <

0.0001). Der GSTP1 positive LK entstammte einem 29 Jahre alten mannlichen

Patienten, der an einem reflektorischen Herzversagen verstarb. Ein Prostatakarzi-

nom sowie das Vorhandensein einer prostatischen intraepithelialen Neoplasie

konnte im Rahmen der Autopsie histologisch ausgeschlossen werden.

4.2 .4. Diskussion

Im Rahmen der vorgelegten Untersuchung wurde erstmals die mittels MSP

nachgewiesene GSTP1-CpG-Insel-Hypermethylierung zur molekularen N-

Stadiumbestimmung eingesetzt. Die Ergebnisse lauten wie folgt:

1. Alle Proben aus den Primartumoren wiesen eine GSTP Hypermethylierung
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auf.

2. Bei 18 der 20 Patienten (90%) gelang auch in den regionaren Lymphknoten

der Nachweis von GSTP1 Hypermethylierung.

Zu 1. Auch andere Autoren haben die GSTP1 Hypermethylierung bei einem sehr
hohen Prozentsatz primarer Prostatakarzinome feststellen konnen. Die

diesbezuglichen Angaben der Literatur schwanken jedoch erheblich. In der
nachstehenden Tabelle 41 sind die entsprechenden Ergebnisse hierzu aufgelistet.

Autor n Nachweis positiv

Lee et al. 1994 20 Southern blot 20 (100%)
Santourlidis et al. 1999 32 RT-PCR 24 (75%)
Goessl et al. 2000 17 MS-PCR 16 (94%)
Cairns et al. 2001 28 MS-PCR 22(79%)

Jeronimo et al. 2002 69 Q-MS-PCR 63 (91%)
Nakayama et al. 2003 33 MS-PCR 30 (91%)
Tokumaru et al. 2004 39 Q-MS-PCR 29 (75%)
Summe 339 240 (71%)

Tabelle 41: Haufigkeit der GSTP1-CpG-Insel Hypermethylierung im Primartumor von Patienten mit

Prostatakarzinom

Die Methode hat also augenscheinlich eine hohe Sensitivitat. Wahrend die meis-
ten Autoren uber eine Spezifitat von 100 % berichten (Santourlidis et al. 1999;
Goessl et al. 2000; Cairns et al. 2001, Nakayama et al. 2003; Tokumatru et al.
2004), konnten andere die Promotorhypermethylierung, wenngleich selten, auch
in normalem Prostatagewebe feststellen. Die Angaben schwanken hier zwischen 3
% bei Lee et al. 1994 und 8 % bei Maruyama et al. 2002. Im Gegensatz zu allen
anderen Autoren wurden Jeronimo et al. 2002 auch bei 9 von 31 (29%) Patienten
mit Prostatahypertrophie fundig.

Das GSTP1 Gen spielt eine Rolle bei der zellularen Detoxifikation von Oxidantien
und verhindert dadurch deren Schadlichkeit fur das Genom. Es wird normalerwei-
se in allen Basalzellen der normalen und hypertrophierten Prostata, zumeist aber
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nicht in Prostatakarzinomzellen exprimiert (Lee et al. 1994). Die fehlende GSTP1
Expression im Karzinom geht mit einer Hypermethylierung der Promotorregion des
Gens einher (GSTP1-HM). Durch diese GSTP1-HM wird das Gen inaktiviert und
verliert seine Expression. Diese Veranderung wurde in fast allen Krebszellen von
primaren Prostatakarzinomen festgestellt (Lin et al. 2001) und ist die haufigste
DNS-Veranderung dieses Tumors. Sie scheint schon in einem sehr frihen Stadi-
um der Prostatakarzinomgenese aufzutreten. So wurde sie bereits bei rund 70%
der PIN-Lasionen und auch in einigen PIA Herden (prostate inflammatory
atrophy), also Vorstufen des Karzinomes nachgewiesen (Brooks et al. 1998; Na-
kayama et al. 2003). Die GSTP1 Hypermethylierung wurde allerdings auch bei
mehr als 80% der Leberkarzinome, bei etwa 30% der Mammakarzinome und bei
weniger als 10 % anderer Karzinome (z.B. Nierenzellkarzinom) beschrieben
(Tchou et al. 2000; Esteller et al. 2001). Wenngleich in hohem Malde karzinom-
spezifisch, ist sie also nicht prostatakarzinomspezifisch. Die Tatsache, dass bei
allen hier untersuchten Patienten die Promotorhypermethylierung im Primartumor
nachgewiesen werden konnte, ist ein gewichtiges Argument fur die Vermutung,
dass auch die Streuzellen dieser Tumoren den Marker aufwiesen. Weiteres Ge-
wicht erhalt diese Vermutung auch dadurch, dass er sowohl im Blut, als auch im
Urin von Prostatakarzinompatienten nachgewiesen werden konnte (Goessl et al.
2000; Cairns et al. 2001; Goessl et al. 2001; Jeronimo et al. 2002; Gonzalgo et al.
2003)

Zu 2. Bei fast allen untersuchten Patienten (90%) konnte die GSTP1

Hypermethylierung in den anlasslich der radikalen Prostatektomie entfernten und

nach Fixierung in Paraffin eingebetteten, regionaren Lymphknoten festgestellt

werden. Folgende Argumente sprechen dafur, dass es sich hierbei tatsachlich um

Tumorzelldisseminate handelt:

1. alle Primartumoren wiesen eine GSTP1-HM auf

2. rund 40% der LK-positiven Patienten wiesen gleichzeitig auch disseminierte
Tumorzellen im KM auf

Weiterhin konnten wir in einer vorangegangenen vergleichenden immunhistoche-

mischen Einzelfalluntersuchung den positiven GSTP1-LK Befund auch einem

histologischen Korrelat gegenuberstellen (Kéllermann et al. 2003). Hierzu wurde

konventionell histologisch als tumorfrei befundetes Lymphknotengewebe eines
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Patienten mit Prostatakarzinom sowohl immunhistologisch als auch mittels
GSTP1-MSP untersucht. Einer der Lymphknoten wies eine eindeutige GSTP1-HM
auf. Die immunhistochemische Untersuchung der korrespondierenden Schnittpra-
parate konnte Tumorzellen nachweisen und bestatigte somit den molekularen
Befund (Abb. 20).

Abb 20 a/b: Konventionell histologisch tumorfreier
Lymphknoten: a) Nachweis einer Ber-Ep4 positiven
Tumoreinzelzelle (Immunhistochemie, APAAP-
Methode) b): MS-PCR des gleichen LK mit Nachweis
methylierter (M) als auch unmethylierter (UM) GSTP1-
Promotorsequenzen (blaue Fluoreszenz = Tumor-DNA,
92-Basenpaar (bp) grolles PCR Produkt; griine Fluo-
reszenz = benigne DNA, 99 bp groRes PCR-Produkt.

Die aul3erordentlich hohe Pravalenz der GSTP1-HM in den hier untersuchten LK
ist sicherlich, neben der Sensitivitat der Untersuchungsmethode, auch auf das
spezielle Selektionskriterium — biochemische Progression — zurtckzufuhren. Die
nahe liegende Frage, ob ein positiver GSTP1 LK-Status von prognostischer Rele-
vanz ist, kann jedoch die vorgelegte Untersuchung angesichts des Fehlens einer
Negativkontrollgruppe (Patienten ohne PSA-Rezidiv) nicht beantworten.

4.2.5. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Die vorliegende Arbeit verwendete erstmalig den Nachweis der GSTP1-Promotor
Hypermethylierung mittels MSP zum Nachweis occulter Tumorzellen in Lymph-
knoten von Prostatakarzinompatienten. Der Vorteil dieser Untersuchungstechnik
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ist zum einen, dass ihr eine sehr hohe Karzinomspezifitat zukommt. Dies unter-
scheidet sie von allen anderen PCR-Techniken die Primer wie PSA, PSMA oder
hK2 einsetzten. Diese sind allenfalls organ- aber nicht karzinomspezifisch. Hinzu
kommt, dass ihre Expression, im Gegensatz zur Hypermethylierung sehr unter-
schiedlich ausgepragt und z. T. auch therapieabhangig ist. Zum anderen ist die
Untersuchung DNS und nicht wie die letztgenannten Marker RNS basiert. DNS-
Veranderungen gehen mit einer wesentlich hoheren Stabilitat des gesuchten
Merkmals einher. Aus diesem Grunde ist auch die nachtragliche Untersuchung
von formalinfixiertem und in Paraffin eingebettetem Material verlasslich moglich.
Sowohl die eigene Untersuchung als auch die andere Arbeitsgruppen (Edelstein et
al. 1996; Ferrari et al. 1997; Gao et al. 1997) konnte zeigen, dass Patienten mit
klinisch lokal begrenztem Prostatakarzinom sehr haufig bereits eine okkulte
lymphnodulare Tumozelldissemination aufweisen. Wie im Falle des Knochen-
marks, scheint es somit auch in den regionalen Lymphknoten sehr frihzeitig zu
einer Einstreuung von Tumorzellen zu kommen. Wie im Knochenmark entwickeln
sich auch in den Lymphknoten langst nicht alle Tumorzellen zu Mikrometasasen
fort. Das scheint im wesentlichen Disseminaten von desdifferenzierten Tumoren,
bzw. Tumoranteilen vorbehalten zu bleiben. Da Disseminate im Knochenmark
haufiger nachgewiesen wurden als in den regionalen Lymphknoten, wird man zu-
meist davon ausgehen mussen, dass bei Befall der Lymphknoten sehr haufig auch

das Mark betroffen ist.
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5. ABSCHLIERENDE BEMERKUNGEN UND AUSBLICK

In der vorliegenden Arbeit wurde auf die beiden grof3en und allgemeinen Ursa-

chen des Versagens ortlicher Behandlungen des klinisch noch lokalisierten

Prostatakarzinomes hingewiesen:

1. Die unvollstandige Eradikation des Primartumors durch radikale Prostatek-
tomie oder Bestrahlung.

2.  Mit den konventionellen Untersuchungsmethoden noch nicht erkennbare

Tumoraussaaten.

Diese beiden entscheidenden Hindernisse auf dem Wege zur Heilung konnten in
den letzten Jahren durch immer frihere Diagnose zum Teil umgangen werden. Es
gelang aber nicht, sie direkt anzugehen oder gar zu beseitigen. Das ist umso be-
dauerlicher, als es trotz aller Fruhdiagnostik und abgesehen von verspatet festge-
stellten Karzinomen, immer noch viele Patienten gibt, deren Schicksal eben durch
sie entschieden wird. Dennoch scheinen Arbeitsergebnisse der letzten Jahre
erstmals auch Hebelwerkzeuge mit direktem oder mittelbarem Ansatz an diesen

Hindernissen zu liefern.

5.1. UNVOLLSTANDIGE ERADIKATION DES PRIMARTUMORS:

Die sorgfaltige histologische Untersuchung des Schnittrandes von Prostatekto-
miepraparaten kann sicherlich sehr konkrete Hinweise auf eine unvollstandige
Eradikation des Primartumors ergeben. Sowohl positive als und vor allem auch
negative Schnittrandbefunde konnen jedoch trugen, da die histopathologische Be-
urteilung der marginalen Zonen des Op-Praparates haufig mit erheblichen Unsi-
cherheiten behaftet ist. Sie ist sehr arbeitsaufwendig, setzt vor allem nach endo-
kriner Vorbehandlung viel Erfahrung voraus und Uber die Beurteilungskriterien be-
steht kein Konsens (Epstein 1996). Es ist daher nicht verwunderlich, dass der
Schnittrandbefund als hinreichend sicheres Merkmal einer vollstandigen oder un-
vollstandigen lokalen Tumoreradikation und damit auch als unabhangiger Progno-
sefaktor umstritten ist (Stamey et al. 2000; Graefen et al. 2003). Das gilt geradezu
exemplarisch fur endokrin vorbehandelte Patienten. Hier wurde der Schnittrand-

befund aber sogar als MeRlatte des unmittelbaren Behandlungserfolges einge-
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setzt. Trotz einer vielfach dokumentierten Reduktion tumorbefallener Schnittran-
der, geht dieser Effekt nicht mit einer Reduktion der biochemischen Progressions-
rate einher (Klotz et al. 1999; Aus et al. 1998; Witjes et al. 1997; Schulman et al.
2000; Baert et al. 1998; Soloway et al. 1997).
Hinzu kommt, dass der Schnittrandstatus per se keine Beurteilung eines Thera-
pieeffektes beim individuellen Patienten ermoglicht. Somit ist die Wertigkeit des
negativen Schnittrandes als unmittelbares Erfolgskriterium einer wie auch immer
gearteten Vorbehandlung sehr in Frage zu stellen.
Die eigenen Untersuchungen nach PPNET konnten dem Schnittrandstatus als
unmittelbarem Beurteilungsparameter einer neoadjuvanten Therapie einen weite-
ren histologischen Parameter hinzufugen: den pT0-Befund. Auch wenn wie ge-
zeigt dieser Befund in den allermeisten Fallen nicht im Sinne einer Eradikation des
Primartumors zu verstehen ist, so muss der pT0-Befund als der z.Zt. maximal er-
reichbaren morphologischen Therapieeffekt angesehen werden. Dieser war bei
einem nicht unerheblichen Anteil der Patienten (rund 16%) nachweisbar. Wie beim
Urothelkarzinom der Harnblase (Schultz et al. 1994; Fair et al. 1990) und den
Germinalzelltumoren (Einhorn 2002) zeigt dieser histologische Befund, im Gegen-
satz zum Schnittrandbefund, zweifelsfrei, auch beim individuellen Patienten, dass
die vorangegangene Behandlung tatsachlich wirksam war.
Ein groRer Nachteil beider histologischer Parameter ist, dass sie nur am Op-
Praparat, also erst nach Abschluss der Therapie erhoben werden kdnnen. Die
Vorbehandlungsphase erfolgt somit bislang unkontrolliert nach einem willkurlich
festgelegten Zeitschema. Durch die Vorbehandlung nach dem PPNET Konzept
konnte diese Lucke erstmals durch einen objektiven, reproduzierbaren Messwert
geschlossen werden: den PSA-Nadir.
Solange der PSA-Wert fallt (Zeit bis zum PSA-Nadir), muss beim derzeitigen Wis-
sensstand auch von der Wirksamkeit der eingesetzten Behandlung ausgegangen
werden. Eine endokrine Vorbehandlung bis zum Erreichen des PSA-Nadirs ist da-
her plausibel. Zu berucksichtigen ist hierbei, dass der PSA-Nadir in Abhangigkeit
vom initialen PSA-Wert, der Tumormasse sowie dem Ansprechen auf die Be-
handlung nach sehr unterschiedlichen Behandlungszeitraumen erreicht wird. Fer-
ner ist der erreichbare Tiefstwert von Patient zu Patient unterschiedlich und liegt
vielfach deutlich unter der Nachweisgrenze konventioneller PSA-Mel3systeme.
Daher sollte zur Therapiesteuerung unbedingt eines der supersensitiven Bestim-
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mungsverfahren, wie beispielsweise der Immulite 3th generation assay (untere
Nachweisgrenze von 0,003 ng/ml) verwendet werden (Witherspoon 1997).
Zusammenfassend ist der PSA-Nadirwert ein sehr objektiver Parameter, mit des-
sen Hilfe man, im Gegensatz zum Schnittrandbefund, individuell den rationalen
Endpunkt der Vorbehandlung bestimmen kann.

Aus den genannten Grunden sollte in zukunftigen Studien uber die Wirksamkeit
wie auch immer gearteter neoadjuvanter Behandlungen bei Patienten mit Prosta-
takarzinom nicht mehr der Schnittrandbefund als alleiniges unmittelbares Beurtei-
lungskriterium eingesetzt werden, sondern der PSA-Nadir einerseits und der pTO-
Befund andererseits hinzu gefugt werden. Pettaway et al. 2000 haben zwischen-
zeitlich erstmalig den pTO Befund als unmittelbares Erfolgskriterium einer chemo-
hormonellen, neoadjuvanten Behandlungsstudie eingesetzt. Interessanterweise
kam es aber bei keinem ihrer Patienten dazu. Offensichtlich wird die Wirkung von
PPNET auf den Primartumor derzeit von keiner anderen medikamentosen Be-
handlung Ubertroffen.

5.2. SUBKLINISCHE TUMORAUSSAATEN

Was die subklinischen Tumoraussaaten betrifft, sind zunachst 2 Begriffe klar zu
unterscheiden:

- Tumorzellstreuungen (Disseminate)

- Mikrometastasen

In der Literatur werden diese beiden Begriffe haufig nicht deutlich unterschieden,
was zu Missverstandnissen in der Diagnostik, Prognostik und Therapie gefuhrt hat
und fahrt.

Als Tumorzellstreuungen (Disseminate) sollten ins Blut, Lymphknoten oder Kno-
chenmark disseminierte Tumoreinzelzellen bezeichnet werden.

Die Bezeichnung Mikrometastase sollte dahingegen nur Tumorzellansammlungen
(Konglomeraten) vorbehalten bleiben, die durch Proliferation von disseminierten
Einzelzellen entstanden sind und durch Neoangiogenese eine eigene Blutversor-
gung aufgebaut haben.

Diese Unterscheidung erscheint von Bedeutung, weil sich anhand der eigenen
Untersuchungsergebnisse in Zusammenschau mit der Literatur die folgenden
Grundaussagen fur Diagnose, Prognose und Therapie ergeben:
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- Tumorzellstreuungen sind leicht, Mikrometastasen dahingegen schwierig zu
diagnostizieren.

- Die Prognose von Disseminaten ist variabel, die von Mikrometastasen wahr-
scheinlich immer schlecht.

- Disseminate sind wirksam behandelbar, inwieweit Mikrometastasen thera-

pierbar sind, ist bislang unklar.

Die weiteren Ausfuhrungen erlautern die gemachten Aussagen naher:
In den vorangehenden Kapiteln wurden die eigenen Ergebnisse der intensiven
Beschaftigung mit der Detektion von Tumorzellstreuungen in Lymphknoten und
Knochenmark dargestellt. Dabei zeigte sich, dass es im langen Verlauf der Pros-
tatakarzinomerkrankung schon sehr frihzeitig zu Tumorzellstreuungen in die ge-
nannten Zielgebiete kommen kann. Eine Erklarung fur diesen Befund liefern tier-
experimentellen Untersuchungen, die zeigen konnten, dass Tumorzellausstreuun-
gen ins Blut stattfinden erst und sobald eine Gruppe von Tumorzellen GefalRan-
schluss durch Neoangiogenese gefunden hat (Liotta et al. 1974; Folkman 1995).
Dies geschieht sehr frihzeitig im Verlauf der Tumorentwicklung und ist schon bei
einem Tumorvolumen von nur 0,4-3mm? absolute Vorraussetzung des weiteren
Wachstums.
Im Knochenmark konnten Tumoreinzelzellen deutlich haufiger als im Blut, aber
auch haufiger als in den regionalen Lymphknoten festgestellt werden. Ersteres
scheint also eine gewisse Filterfunktion zu besitzen. Im weiteren Verlauf der Er-
krankung scheint die Haufigkeit des Knochenmarkbefalls, wenn tberhaupt, nur
wenig zuzunehmen. Das erklart zwanglos warum T-Stadium, Differenzierungs-
grad und PSA-Wert ebenfalls nicht oder kaum mit der Haufigkeit des Knochen-
markbefalls korrelieren.
Die relative Konstanz der Knochenmarkbesiedelung uber weite Strecken der Tu-
morentwicklung lie® vermuten, dass es einen recht effektiven, spontanen Elimina-
tionsmechanismus der gestreuten Tumorzellen geben muss. Gabe es ihn nicht,
musste es mit der Zeit eine deutliche Kumulierung der Disseminate geben. Dieser
spontane Eliminationsmechanismus konnte in Wiederholungsuntersuchungen
auch direkt nachgewiesen werden. So fuhrten Mansi et al. 1989 bei 21 Patientin-
nen mit Brustkrebs, bei denen initial Tumorzellen im Knochenmark nachgewiesen
wurden, postoperative Kontrollpunktionen durch. Alle Patientinnen befanden sich
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zu diesem Zeitpunkt (4 - 56 Monate postoperativ) in kompletter Tumorremission.
Disseminierte Tumorzellen konnten nur noch bei 2 der ursprunglich 21 Frauen mit
Befall festgestellt werden. Bei 90 % dieser kleinen Patientenserie war es also zu
einer spontanen Elimination der Disseminate gekommen. Sowohl die vorgestellten
eigenen Untersuchungsergebnisse (s. Kapitel 3.2.) als auch andere Autoren
(Melchior et al. 1997) konnten diesen Eliminationsmechanismus auch bei Pros-
tatakarzinompatienten aufzeigen, wenngleich er hier nicht so ausgepragt zu sein

scheint.

Somit sind im wesentlichen zwei Tatsachenkomplexe in Einklang zu bringen:
1. Ohne Tumorzellausstreuungen konnen keine Mikrometastasen entstehen
2. Viele Tumorzellausstreuungen, wahrscheinlich sogar die meisten, fuhren nie
zu Mikrometastasen.

Die scheinbare Widerspruchlichkeit dieser beiden Fakten kann nur durch die An-
nahme beseitigt werden, dass es Streuzellen unterschiedlicher ,Virulenz® gibt.
Manche sind , avirulent” und andere sind ,hoch virulent®. Die avirulenten Streu-
zellen werden folgenlos beseitigt oder verbleiben und verhalten sich stumm. Die
Virulenten nisten sich ein, vermehren sich, fuhren zu Gefallneubildungen, der
Entwicklung von Mikrometastasen, die wiederum streuen, weiter wachsen und
sich zu Makrometastasen entwickeln.
Schon die klinische Beobachtung gibt weitere Hinweise zur tatsachlichen Existenz
dieser beiden Zelltypen. So mussen die sehr frihen Ausstreuungen (bei kleinen
Tumoren und niedrigem Tumorstadium) vorwiegend aus ,avirulenten® Zellen be-
stehen, die folgenlos wieder eliminiert werden oder zumindest in einem inaktiven
Zustand verharren. Anders waren die guten Ergebnisse der Lokalbehandlung frih
erkannter Karzinome nicht zu erklaren.
Dagegen mussen sich die im Verlauf der Tumorerkrankung spateren Disseminate
(bei grolkeren Tumoren und fortgeschrittenerem Tumorstadium) in weit hoherem
Male aus ,virulenten® Zellen rekrutieren, die sehr wohl in der Lage sind die meta-
statische Kaskade anzuwerfen. So berichteten van den Ouden et al. 1998 bei Pa-
tienten die wegen ¢T3 Tumoren radikal prostatektomiert wurden tber 31 bzw 50 %
Fernmetastasen nach 5 und 10 Jahren.
Damit stellt sich die Frage, warum die frih ausgestreuten Zellen zumeist weniger
,virulent® sind als ihre spat ausgesaten Nachfolger.
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Die folgenden Einzelbeobachtungen liefern in ihrer Zusammenschau eine schlus-

sige Erklarung:

1.

Die Tumordifferenzierung nimmt mit zunehmender Tumorgrof3e und anstei-
gendem klinischem Tumorstadium ab. Das geht u.a, sehr eindrucksvoll aus
den sehr gro3en Datensammlungen von Hull et al. 2002 (1000 T-2 Falle)
und Morgan et al. 1993 (232 T3 Falle) hervor (Tabelle 42).

cT-Stadium Gleasonsumme 7-10
T1a 0 %
T1b 18,2 %
T1c 24%
T2a 24%
T2b 31%
T2c 40%
T3 44%

Tabelle 42: Haufigkeit undifferenzierter Primartumoren (Gleason-
summe 7-10) in Relation zum cT Stadium

Die Zellen initialer und daher kleiner, sowie vorwiegend differenzierter Tumo-
ren haben zumeist ein niedriges Proliferationspotenzial. Die Zellen fortge-
schrittener und daher ausgedehnter sowie vorwiegend niedrig differenzierter
Karzinome sind dahingegen mit einem hohen Proliferationspotenzial aus-
gestattet (Harper et al. 1992; Borre et al. 1998).

Das unter den Punkten 1 und 2 Gesagte gilt auch fur die jeweiligen Disse-
minate. Cher et al. 1999 untersuchten das Proliferationsverhalten (Mib-1) von
in das Knochenmark gestreuten Prostatakarzinomzellen bei 46 Patienten.
Bei einem erheblichen Anteil (32%) konnte keine einzige proliferierende Zelle
festgestellt werden. Bei den restlichen Patienten (68%) schwankte der Anteil
proliferierender Zellen zwischen nur 9% einerseits und 100 % andererseits.
Hinzu kommt, dass die Haufigkeit proliferierender Zellen in einem direkten
Verhaltnis zur Gleasonsumme stand (p=0.038). Die Disseminate niedrig dif-

ferenzierter Primartumoren (Glesonsumme = 7) waren mit einem deutlich
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hoheren Proliferationspotenzial ausgestattet, als die besser differenzierter
Tumore (Gleasonsumme =< 6)

4. Inzwischen stellten Bianco et al. 2001 fest, dass es bei ihren Patienten mit
nachweislich proliferierenden Streuzellen im Knochenmark schon im Verlauf
eines sehr kurzen Beobachtungszeitraumes (Median 23,6 Monate — zwi-
schen 6-45 Monate) deutlich haufiger (24%) zur biochemischen Progression
kam, als bei Patienten mit Streuung ohne Proliferation (3%; p=0,02). Bevor
man weiter reichende SchlUsse aus dieser Arbeit zieht, mussen die Ergeb-
nisse jedoch durch weitere Veroffentlichungen bestatig werden.

5. Es st aber nicht nur die Zellproliferation, die mit zunehmender Desdifferen-
zierung des Primartumors sowohl in diesem, als auch seinen Disseminaten
zunimmt. Kuniyasu et al. 2000 stellten einen engen und direkten Zusam-
menhang zwischen der Gleasonsumme und der Expression metasenforder-
licher Gene wie VEGF (vascular endothelial growth factor) und VPF (vascular
permeability factor) (Neoangiogenese), MMP 2 und 9 (Matrix Metalloprotei-

nasen) (Invasion) fest.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten: Im langen Verlauf der Prostatakarzinom-
erkrankung scheint sich die Haufigkeit von Tumorzellstreuungen ins Knochenmark
nicht wesentlich zu andern. Einhergehend mit der zunehmenden Tumorgrofie und
dem zunehmendem Malignitatsgrad bei fortschreitender Erkrankung, andert sich
jedoch die ,Virulenz® der Tumorzelldisseminate. Sowohl ihr proliferatives als auch
ihr neoangiogenetisches Potenzial nehmen zu. Das ermoglicht und erleichtert die
Bildung von Mikrometastasen, wodurch im Kreisschluss das Fortschreiten der

Krankheit wiederum beschleunigt wird.

Die vorangehend aufgestellte Theorie beseitigt die Widerspruchlichkeit vieler Ar-
beitsergebnisse. lhre Validierung bedarf aber weiterer Fakten. Hinzu kommt: der
hier postulierte Zusammenhang zwischen Differenzierungsgrad, ausgedruckt in
der Gleasonsumme und der ,Virulenz , der Disseminate, bedarf sicherlich einer
weiteren Prazisierung auch auf der histopathologischen Seite. Stamey et al. 1999
konnten an einer grol3en Serie radikal prostatektomierter Patienten (n=379), die
uber einen Zeitraum von mindestens 3 Jahre beobachtet wurde feststellen, dass
die Bestimmung des Prozentsatzes des Gleason Grad 4/5 Anteils am Gesamttu-
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mor die prognostische Aussagekraft des Befundes ganz erheblich verbessert. Bei
Patienten ohne Gleasonmuster 4/5 Anteil lag die Quote biochemischer Progressi-
onen bei nur 5,6% von 72 Patienten. Mit ansteigendem prozentualen Anteil stieg
auch die Progressionshaufigkeit linear an. Bei einem Gleason 4/5 Anteil von 31-
40% entwickelten bereits deutlich mehr als die Halfte der Patienten einen Pro-
gress. Diese Rezidivquote stiegt sogar auf 87 % bei noch hoheren G4/5 Anteilen.
Solche Informationen gehen bei der lediglichen Angabe des Gleasonsummen-
wertes verloren. So kdnnen Tumoren mit der Gleasonsumme 7 von 5 bis 95 %
G4/5 Anteile enthalten und deshalb eine ganz wesentlich unterschiedliche Prog-
nose haben.

Die Beobachtung, dass T1c Karzinomen bereits einen medianen Gleason 4/5 An-
teil von 10 % haben, der sich bei T2b Tumoren auf 20% verdoppelt hat (Stamey et
al. 1998) konnte auch erklaren, warum manche Tumoren, obwohl sie sich noch in

einem sehr frihen Stadium befinden, bereits metastasieren.

5.3. BEZUG ZUR KLINIK

5.3.1. Diagnose subklinischer Tumorzellstreuungen

Tumorzellstreuungen lassen sich, wie dargelegt, mit unterschiedlichen Methoden

im Blut, Lymphknoten und Knochenmark zweifelsfrei nachweisen. Insbesondere

die derzeit zumeist verwendeten molekularbiologischen Methoden erlauben je-

doch nicht die Unterscheidung zwischen disseminierten Tumoreinzelzellen und

Mikrometastasen.

Der definitive Nachweis von Mikrometastasen bei Prostatakarzinompatienten ist

derzeit, wenn Uberhaupt, nur nach auf3erst aufwendiger histologischen Untersu-

chung des Lymphadenektomiepraparates moglich. Es gibt jedoch weitere klinische

Konstellationen bei denen von einer okkulten Mikrometastasierung auszugehen

ist:

- Bei radikal prostatektomierten Patienten mit PSA-Persistenz nach Ausschluf}
von lokalen Tumorresiduen.

- Wenn im Lymphadenektomiepraparat Metastasen festgestellt wurden. Ange-
sichts dieses Befundes gehen die meisten Autoren bereits von einer syste-
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mischer Ausbreitung der Erkrankung in Gestalt von Mikrometastasen aus
(Ubersicht bei Huland 1998).

- Bei radikal prostatektomierten Patienten mit biochemischer Progression,
wenn: a) ein lokales Rezidiv durch Biopsie bzw. Bestrahlung ausgeschlossen
werden konnte, b) der Primartumor tber 5% Gleasongrad 4/5 Anteile ent-
hielt. c) die biochemische Progression fruhzeitig (innerhalb von 6 Monaten
nach der Operationauftritt und die PSA-Verdoppelungszeit unter 6 Monaten
liegt (Partin et al. 1994)

- Bei positiver PSA RT-PCR im Blut oder Knochenmark nach radikaler
Prostatektomie, wenn der Eingriff einige Monate zuruckliegt, vor allem, wenn

praoperativ keine Disseminate festgestellt werden konnten.

In einer Untersuchung von Shatriat et al. 2003 war die praoperativ positive PSA-
RT-PCR im Blut kein negativer Prognosefaktor. Fiel sie jedoch 6 — 8 Wochen nach
radikaler Prostatektomie positiv aus, war das sehr wohl der Fall. Bei den Patienten
mit negativer postoperativer PSA-RT-PCR lag die Rezidivquote bei 18%. Bei den
Patienten mit postoperativ positivem Befund hingegen lag die biochemische Rezi-
divrate bei 45% (p=0.022). Gleichzeitige Untersuchungen mittels Serum-PSA
Messungen ergaben interessanterweise selbst bei Verwendung einer hypersensi-
tiven MeRmethode (Immulite third generation assay®) nur bei einem der PSA-RT-
PCR positiven Patienten einen suspekten Wert. Die Autoren schliel3en aus ihren
Untersuchungen, dass die PSA-RT-PCR im Blut 6-8 Wochen nach radikaler
Prostatektomie Patienten mit hohem Rezidivrisiko zu erkennen vermag und zwar
bevor selbst hypersensitive PSA Bestimmungsmethoden diesbezugliche Hinweise
geben kdnnen.
Nicht ganz so eindrucksvoll sind die von Ellis et al. 2003 publizierten Daten. Von
14 Patienten in kompletter Remission nach mindestens 5 Jahren hatten 4 (29%)
ein befallenes Knochenmark. Bei immerhin 2 derselben kam es im weiteren Ver-
lauf zu einer biochemischen Progression. Braun et al. 2000 untersuchten immun-
zytologisch Knochenmark von Mammakarzinompatientinnen 3 Wochen nach Ab-
schluss der Primartherapie (Operation + Radiatio + adjuvante Chemotherapie).
Auch hier zeigte sich, dass Patientinnen mit positivem Befund eine deutlich
schlechtere Prognose als Patientinnen mit unauffalligem KM aufwiesen. Von 23
Patientinnen mit nach Primartherapie befallenem Knochenmark bekamen 57%
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Knochenmetastasen. Bei unauffalligem KM-Befund lag die Rate nur bei 13%
(p=0.0005). In erstgenannter Gruppe verstarben im weiteren Verlauf 43 % der Pa-
tientinnen am Tumor. In der Patientengruppe mit unauffaligem KM-Befund lag die
Rate nur bei 9% (p=0.0033).

Wahrend aus den Zitaten hervorgeht, dass Tumorzelldisseminate sowohl im Blut
als auch im Knochenmark nach Entfernung des Primartumors eine sehr negative
prognostische Bedeutung haben, erscheint die pathogenetische Interpretation der
Tumorzelldisseminate unbefriedigend.

Sowohl Shariat et al. 2003 als auch Braun et al. 2000 vermuten, dass es sich um
persistierende Disseminate des Primartumors handelt, die aufgrund besonderer
Eigenschaften haufig zu Rezidiven fuhrten.

Die Persistenztheorie mag fur manche Falle zutreffen. Plausibler erscheint jedoch
eine andere Erklarung: Disseminate nach Entfernung des Primartumors, ob im
Blut oder Knochenmark, sind mit Ausnahme der unmittelbar postoperativen Situa-
tion nicht als Residuen praoperativ stattgehabter Streuungen aus dem Primartu-
mor anzusehen. Vielmehr stammen sie zu einem erheblichen Anteil bereits aus
Mikrometastasen, also Tumorzellansiedelungen mit Gefalanschluss oder anlass-
lich der Operation lokal belassener Tumorreste.

Diese Theorie wirde ganz zwanglos die wesentlich schlechtere Prognose post-
operativer im Vergleich zu praoperativen Disseminaten erklaren. Von streuenden
Mikrometastasen sollte man in der postoperativen Situation wahrscheinlich vor
allem ausgehen wenn:

1. praoperativ keine Streuung festgestellt werden konnte.

2. Der Primartumor desdifferenziert war bzw. desdifferenzierte Anteile enthielt.

Weitere Untersuchungen zur Mikrometastasendiagnostik sind dringend erforder-
lich. Je fruher sie festgestellt werden konnen, desto groRer werden wahrscheinlich
die therapeutischen Chancen sein.
Der PCR-basierten Diagnostik konnte hier moglicherweise eine Schlusselrolle zu-
kommen. Bereits ab einer Tumormasse von 0,4 mg ist vom Vorliegen von Mikro-
metastasen auszugehen (Liotta et al. 1974). Basierend auf den Berechnungen von
Stamey et al. 1989 wurde von dieser Tumormenge ein PSA-Wert von ca. 0,001
ng/ml produziert. Hier stolRen selbst supersensitive PSA-MelRsysteme an ihre
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Nachweisgrenze. Diese Uberlegung wird auch von den Untersuchungsergebnisse
von Shariat et al. 2003, wie bereits weiter oben ausfuhrlicher diskutiert, gestutzt.
Unklar ist bislang der optimale Zeitpunkt des Beginns von derartigen Kontrollen.
Drei Monate nach der radikalen Prostatektomie erscheint a priori sinnvoll. Als Un-
tersuchungsmedium bieten sich primar Blutuntersuchungen an, da sie fur den Pa-
tienten minimal belastend sind und somit unbegrenzt Verlaufskontrollen moglich
sind. Dringend bendtigt wird hierzu ein karzinomspezifischer Marker. Die Sensiti-
vitat der Untersuchungen konnte durch die Kombination von Primern sicherlich
erhoht werden (s. Tabelle 22). Eine hohere Spezifitat lieRe sich wahrscheinlich
durch den Einsatz der MSP zum Nachweis der GSTP1-CpG-Insel Hypermethylie-
rung erzielen. Erfahrungen aus unserer Arbeitsgruppe liegen hierzu bereits vor
(Kéllermann et al. 2003; Goessl et al. 2000). Untersuchungen des Knochenmarks
waren aufgrund der anzunehmenden Filterfunktion desselben wohlmdglich ertrag-
reicher. Die groRere Invasivitat der Untersuchung durfte ihrer allgemeinen Akzep-
tanz allerdings im Wege stehen.

5.3.2. Therapie subklinischer Tumorzellstreuungen

In den vorangegangenen Ausfuhrungen wurde aufgezeigt, dass Tumorzellstreu-
ungen bei Patienten mit Prostatakarzinom nicht in jedem Falle behandlungsbe-
durftig sind. Behandlungsbedurftigkeit besteht wahrscheinlich entsprechend der
oben aufgestellten Theorie nur bei ,virulenten®, also aus desdifferenzierten Tumo-
ren stammenden Disseminaten. Wie im Kapitel 3.1. ausgefuhrt, schwanken die
Haufigkeitsangaben Uber Disseminate ausserordentlich stark und es wurde der
Verdacht ausgeprochen, dass es wahrscheinlich bei den meisten, wenn nicht allen
Patienten, eher friiher als spater, zu einer Streuung kommt. Aus dieser Uberle-
gung heraus scheint es beim derzeitigen Stand des Wissens sinnvoll bei allen
Patienten mit desdifferenzierten Tumoren oder Tumoranteilen, unabhangig davon
ob eine Dissemination nachgewiesen werden kann oder nicht, von einem systemi-
schen Behandlungsbedarf auszugehen. Dies umso mehr als in dieser Situation
auch eine bereits stattgehabte Mikrometastasierung nie ausgeschlossen werden
kann. Diese sehr weit gefasste Indikation setzt aber eine moglichst exakte Be-
stimmung des Differenzierungsgrades der Geschwulst voraus. Die schon zitierten
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Untersuchungen von Stamey et al. 1999 zeigen, dass es dabei besonders auf die
moglichst exakte Bestimmung des Anteils von Gleason 4/5 ankommit.

Im Gegensatz zu den Tumorzellstreuungen sind Mikrometastasen, soweit sie fun-
diert vermutet, bzw. tatsachlich diagnostiziert werden kdnnen, auf jeden Fall be-
handlungsbedurftig.

Zwischen Behandlungsbedurftigkeit und Behandlungsmoglichkeit liegt allerdings
ein tiefer Graben. Das Wissen uber die Behandlungsmaoglichkeiten von Tumorzell-
streuungen und Mikrometastasen ist derzeit aulRerordentlich sparlich und von Wi-
derspruchlichkeiten gepragt.
Braun et al. 2000 untersuchten bei 59 Patientinnen mit Brustkrebs die Auswirkung
der adjuvanten Chemotherapie (unterschiedlicher Regime) auf Disseminate im
Knochenmark. Vor Beginn der Behandlung wiesen 49 % der Patientinnen Tumor-
zellen im Knochenmark auf. Danach waren es immer noch 42%. Bei den Patien-
tinnen mit primarem Befall (n=29) konnte die Haufigkeit desselben zwar um fast
die Halfte (auf 52%) deutlich reduziert werden; von den initial virginellen Markpro-
ben (n=30) wiesen aber 11 (37%) einen Befall nach Abschluss der Therapie auf.
Die Autoren betiteln ihre Arbeit daher :“Lack of effect of adjuvant chemotherapy on
the elimination of single dormant tumor cells in bone marrow of high risk breast
cancer patients.”
In den eigenen Untersuchungen zeigen nur noch 21% der initial KM-positiven Pa-
tienten ein KM-Befall. Im Vergleich zu Braun et al. 2000 fand sich auch eine deut-
lich geringere Positivkonversionrate (23% vs. 37%), obwohl der Primartumor der
eigenen Patienten im Gegensatz zu den Patientinnen von Braun et al. 2000 noch
nicht entfernt worden war.
Die Autoren fuhren die relativ geringe Wirksamkeit der Chemotherapie mit Anthra-
cyklinen und Taxanen bei ihren Patientinnen auf die geringe Proliferationsrate der
gestreuten Zellen zuruck.
Wie dem auch sei, zusammenfassend bleibt festzuhalten: Im Vergleich zur Che-
motherapie scheinen disseminierte Tumorzellen besser auf die endokrine Thera-
pie anzusprechen. Zusatzlich scheint das Wirkspektrum breiter zu sein, da die ei-
genen Untersuchungen ein gleich gutes Ansprechen disseminierter Tumorzellen
von hoch- bis maRig differenzierten Tumoren als auch gering differenzierten Tu-
moren ergaben. Allerdings musste auch in den eigenen Untersuchungen nach
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Abschluss der endokrinen Induktion eine relativ hohe Positivkonversionsrate (pra
negativ — post positiv) von 23 % festgestellt werden. Somit wird deutlich, dass die
endokrine Vorbehandlung zwar in einem hohen Prozensatz der Patienten (rund
80% in der eigenen Untersuchung) disseminierte Tumorzellen im KM eliminiert,
der Primartumor dennoch als permanente Streuquelle auch unter Therapie fun-
giert. Zu der gleichen Schlussfolgerung kamen auch Ogawa et al. 1999 anhand
von Blutuntersuchungen.

Diese Daten lassen es zunachst sinnvoll erscheinen die praoperative, endokrine
Behandlung auch postoperativ (adjuvant) Uber einen gewissen Zeitraum fortzuset-
zen. In der radiologischen Behandlung scheint sich dieses Vorgehen bewahrt zu
haben (Pilepich et al. 2001; Hanks et al. 2003; Laverdiere et al. 2004).

Leider liegen derzeit keine direkten Daten zum Thema Behandlung von Mikrome-
tastasen vor. Auf die Schwierigkeiten, aber auch eventuellen Moglichkeiten Mik-
rometastasen zu diagnostizieren wurde ausfuhrlich hingewiesen: Patienten mit
Metastasen im Lymphadenektomiepraparat sowie mit biochemischer Progression
nach radikaler Prostatektomie und solche mit postoperativ nachgewiesenen Dis-
seminaten. In der erstgenannten Gruppe konnten Messing et al. 1999 sehr kon-
krete indirekte Hinweise fur die Wirksamkeit der endokrinen Therapie erarbeiten.
Sie berichteten Uber eine Gruppe von radikal prostatektomierten Patienten (n=98),
bei denen die histologisch gesicherten Lymphknotenmetastasen. Siebenundvier-
zig Patienten bekamen, beginnend unmittelbar nach dem Eingriff, eine endokrine
Behandlung. Einundflnfzig wurden lediglich beobachtet. In einem medianen Be-
obachtungszeitraum von 7 Jahren starben 7 (15%) der adjuvant Therapierten. In
der unbehandelten Kontrollgruppe waren es 18 (35%) (p=0,02). Zum Zeitpunkt der
letzten Kontrolluntersuchung befanden sich 77% der behandelten und nur 18%
unbehandelten Patienten in kompletter Remission (p=0,001).
Aufgrund der allgemeinen Erfahrung mit der endokrinen Behandlung von Patien-
ten mit Prostatakarzinom liegt es auf der Hand zu vermuten, dass die endokrine
Behandlung von Mikrometastasen ebenfalls nur einen zeitlich begrenzten supres-
siven Effekt hat, aber nicht in der Lage ist mikrometastatische Tumorfoci tatsach-
lich zu beseitigen.
Dennoch liegen auch Ergebnisse vor, die fur letzteres sprechen konnten. So be-
richten Schulman et al. 2000, dass in der grof3en (402 Patienten), europaischen,
123



prospektiven, randomisierten Studie - 3 Monate neoadjuvante endokrine Therapie
vs. sofortige Prostatektomie — sowohl bei den cT2 als auch bei den cT3 Fallen mit
endokriner Vorbehandlung seltener Lymphknotenmetastasen festgestellt wurden
als bei den unvorbehandelten Patienten. Bei den cT2 Fallen war der Unterschied
statistisch signifikant (p=0.01).

Gleave et al. 2001 verglichen in einer ebenfalls sehr gro3en (547 Patienten), pro-
spektiven, randomisierten Studie — 3 Monate vs 8 Monate neoadjuvante endokrine
Therapie. Bei den 8 Monate vorbehandelten Patienten lag die Haufigkeit von
Lymphknotenmetastasen ebenfalls deutlich niedriger (0,4%) als in der konventio-
nell therapierten Gruppe (3,1%). Auch hier war der Unterschied statistisch signifi-
kant (p=0.016). In beiden Studien scheint es zu einer Abnahme von Lymphkno-
tenmetastasen unter endokriner Behandlung gekommen zu sein. Ware dies tat-
sachlich der Fall, konnte auch mit der Elimination von Mikrometastasen im Gefol-
ge dieser Therapie gerechnet werden. Gewicht bekommt diese Vermutung auch
durch die Tatsache, dass es im Gefolge von PPNET zu pTO Befunden im Prosta-
tektomiepraparat kommen kann.

Die aufgefuhrten Daten zur zytostatischen und endokrinen Behandlung von Dis-
seminaten, vor allem aber von Mikrometastasen lassen erkennen, dass keine der
beiden Therapiemaoglichkeiten von optimaler Wirksamkeit ist. Eine Kombination
beider wird daher z. Zt. in einer Reihe von prospektiven, neoadjuvanten Studien
gepruft. Uberzeugende Ergebnisse liegen derzeit jedoch nicht vor (Yu and Oh
2003). GroRere Hoffnungen werden auch auf zielgerichtete molekulare Therapien
gesetzt. Angesichts der zentralen Bedeutung der Angiogenese fur die Entstehung
von Mikrometastasen erscheinen antiangiogenetische Therapieansatze besonders
vielversprechend (Uehara 2003, Ng et al. 2004, Blackledge 2003).

5.4. FAZIT:

Die vorliegende Arbeit hat sich mit 3 Themenkreisen beschaftigt:

- der prolongierten, neoadjuvanten endokrinen Therapie

- Tumorzelldisseminaten

- der Entstehung von Mikrometastasen und ihrer Verhutung, Diagnostik und
gegebenenfalls Behandlung bei Patienten mit klinisch lokalisierten Prostata-

karzinom
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Die Tatsache, dass es im Gefolge der prolongierten, neoadjuvanten, endokrinen
Behandlung (hier PPNET) erstmals zu nennenswerten pT0-Quoten kommt und
haufig auch die Disseminate im Knochenmark verschwinden zeigt, dass die endo-
krine Behandlung nach wie vor die effektivste medikamentose Therapie im Einsatz
gegen die Rezidivrisiken bei Patienten mit klinisch noch lokalisiertem Prostatakar-
zinom ist. Da diese Risiken bei vielen Patienten erheblich sind, wird weiterhin ver-
sucht ihnen durch neodjuvante, adjuvante und kombinierte Behandlungen zu be-
gegnen. Hier wird man, zumindest in naher Zukunft, neben neuen Medikamenten
nicht auf die Kombination mit der Hormonbhandlung verzichten kdnnen.
Die Detektion von Disseminaten in Blut, Knochenmark und Lymphknoten hat in
den letzten beiden Jahrzehnten erhebliche Fortschritte gemacht. Von immunhis-
tologischen Uber PCR-basierte Techniken konnte die Sensitivitat erheblich erhoht
werden. Die Etablierung der methylierungsspezifischen PCR (MSP) zum Nach-
weis der GSTP1-Promotor Hypermethylierung hat auch der Spezifitat dieser Un-
tersuchung einen erheblichen Schub vermittelt. Erste eigene Untersuchungen
konnten die Anwendbarkeit der Methode auch unter antiandrogener Therapie zei-
gen (Kdllermann et al. 2006). Im Gegensatz zur androgenabhangigen PSA Ex-
pression ware somit der Nachweis der GSTP1-Promotor Hypermethylierung auch
zum molekularen Therapiemonitoring des mikroresiduellen Prostatakarzinoms in
der adjuvanten Situation von Interesse.
Die einschlagigen Studien haben gezeigt, dass Tumorzellstreuungen schon in ei-
nem sehr frihen Stadium der Tumorentwicklung auftreten. Wahrscheinlich kommt
es bei allen Patienten mit Prostatakarzinom schon frihzeitig dazu. Die Frage, ob
bei einem bestimmten Patienten mit lokalisiertem Prostatakarzinom praoperativ
eine Dissemination nachgewiesen werden kann oder nicht, erscheint daher zu-
mindest fur den Kliniker nicht von gro3er Bedeutung (siehe hierzu auch Slovin und
Scher 1998). Ganz wichtig scheint es aber nach wie vor auszuloten, welche Be-
deutung dieser Untersuchung postoperativ in der Mikrometastasendiagnostik zu-
kommt.
Es hat sich gezeigt, dass vor allem die Disseminate undifferenzierter Tumoren
»=angehen® und Mikrometastasen bilden. Das Risiko einer ,virulenten“ Streuung
wird also durch das Vorhandensein eines dedifferenzierten Tumors bzw. Tumor-
anteiles bestimmt. Es gilt daher vor allem Diesen zu erkennen. Die langjahrigen
Untersuchungen der Arbeitsgruppe aus Stanford (Stamey et al. 1999) haben ge-
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zeigt, dass der absolute oder prozentuale Anteil von Gleasongrad 4/5 im Primar-
karzinom von entscheidender prognostischer Bedeutung ist. Diese Untersuchung
prazisiert die Aussage der Gleasonsumme erheblich.

Die vorliegenden Untersuchungen konnten zeigen, dass es schon fruh in der Ent-
wicklung des Prostatakarzinomes zu einer Tumorzelldissemination kommt. Dieser
Prozel ist die Vorraussetzung fur die Entwicklung von Mikrometastasen sind.
Hierbei kommt den Disseminaten von dedifferenzierten Tumoren bzw. Tumoran-
teilen eine besondere Bedeutung zu. Dennoch ist das Wissen Uber den tatsachli-
chen Ablauf der Mikrometastasenentstehung nach wie vor sehr luckenhaft. Aus
eben diesem Forschungsbereich sind aber die entscheidenden Hinweise zur The-

rapieoptimierung des Prostatakarzinoms zu erwarten.
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