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Zusammenfassung

Hintergrund: 10% bis 30% der Patienten mit einem Prostatakarzinom (PCa), die nach
radikaler Prostatektomie (RPE) als Lymphknotenmetastasen frei und damit als geheilt
bezeichnet werden, entwickeln im Verlauf einen erneuten Anstieg des
prostataspezifischen Antigens (PSA), ein sogenanntes biochemisches Rezidiv (BCR).
Die Bedeutung von isolierten Tumorzellen (ITC) und Mikrometastasen im Hinblick auf
das Auftreten eines BCR ist nicht abschlieRend geklart.

Ziel: Die vorliegende Arbeit weist mittels immunhistochemischer Farbungen
Lymphknotenmetastasen  (NO(i+)) bei  Prostatakarzinomen nach radikaler
Prostatektomie mit RO-Resektion und initialer NO-Klassifizierung nach und untersucht
deren Bedeutung fur Rezidive.

Methodik: 1924 Patienten mit PCaaus der Datenbank der Klinik fur Urologie des
Universitatsklinikum Charité, die zwischen 1999 und 2014 mittels RPE therapiert
wurden, wurden nach Lymphknotenstatus (NO), Zustand der Resektionsrander bei RPE
(RO) und Vorhandensein von Metastasen (MO) selektiert. Die Lymphknotenpraparate
von 197 Patienten wurden mittels immunhistochemischer Farbung (MNF116), bei
positivem Ergebnis zusatzlich mittels PSMA-Farbung bearbeitet.

Statistische Signifikanz wurde bei p<0,05 angenommen. Mithilfe von bivariaten
Korrelationsanalysen, t-Test, Mann-Whitney-U-Test,Kruskal-Wallis-Testsowie
Kreuztabellen, Chi-Quadrat-Test bzw. dem Fisher-Exakt-Testwurden metrische und
kategoriale Variablen analysiert und in Q-Q-, Streu-, Balkendiagrammen oder Box Plots
dargestellt. Die Kaplan-Meier-Methode dient der Berechnung des rezidivfreien
Uberlebens (RFS). AbschlieRend wurden Testgltekriterien berechnet um einen
Uberblick iber den Nutzen der untersuchten immunhistochemischen Farbungen zu

erhalten.

Ergebnisse: Insgesamt wurden 2352 Lymphknoten (LK) von 197 Patienten (12 LK pro
Patient) mit PCa mittels HE-Farbung und Immunhistochemie (IHC) untersucht. Mittels
IHC konnten in den Praparaten von 17 Patienten (8,6%) positive Reaktionen erkannt
werden. In10 Fallen waren ausschlie3lich ITC, in 3 Fallen Mikrometastasen und in 4

\Y



Fallen sowohl ITC als auch Mikrometastasen zu erkennen. Ein positiver
Lymphknotenstatus war signifikant assoziiert mit einem hoheren Gleason Score
(p=0,009) und einer grélkeren Tumorflache (p<0,001). Die Korrelationen mit dem T-
Stadium (p=0,143) sowie mit dem praoperativen PSA-Wert (p=0,369)waren statistisch
nicht signifikant. Ein BCR trat bei 45 von 195 Patienten (23,1%) auf. Das Auftreten
eines BCR war signifikant mit einem positiven Lymphknotenstatus (p<0,001) und
gréRerer Tumorflache (p=0,042) assoziiert. Auch die Kaplan-Meier-Analyse beschreibt
ein deutlich verringertes rezidivireies Uberleben fiir Patienten mit positivem
Lymphknotenstatus (p<0,001). Die Zeit bis zum Auftreten eines BCR unterscheidet sich
nicht signifikant (p=0,925).

Schlussfolgerungen: Der Lymphknotenstatus zeigt prognostische Bedeutung fur das
Auftreten eines BCR. Ein Teil der BCR kann durch die Existenz von ITC und
Mikrometastasen in Lymphknoten erklart werden. Die zusatzliche Anwendung von
immunhistochemischen Farbungen scheint daher insbesondere bei Patienten mit
hdéherem Gleason Score (=8), héherem T-Stadium (=pT3a) undgréRerer Tumorflache

(210cm) einen diagnostischen Zugewinn zu erbringen.
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Abstract

Background: 10% - 30% of patients with prostate cancer (PCa) treated by radical
prostatectomy (RPE) and diagnosed as lymph node (LN) negative will have a
biochemical recurrence (BCR). Although the BCR etiology is multifactorial, a significant
proportion of these recurrences might be attributed to LNmetastases undetected by
routine pathologic examination. The significance of isolated tumor cells (ITC) and

micrometastasis remains unclear.

Purpose: The purpose of this study is to determine the incidence and clinical
significance of occult LN metastasis (NO(i+)) in patients with PCa who are initially
considered node negative (NO) by histological evaluation.

Methods: Data comes from the department of urology at Charité - University Hospital
Berlin with data of 1,924 patients diagnosed with PCa and treated with RPE between
1999 and 2014. The databasewas searched for cases with node negative status (NO),
negative surgical margins (R0) and the absence of metastasis (M0). 197 patients” RPE
specimenwere stained with antibodies against cytokeratines (MNF 116) and if positive

against prostate specific membrane antigen (PSMA).

Statistical significance was accepted at the p<0,05 level. Bivariate correlation analyses,
t-test, Mann-Whitney-U-test or Kruskal-Wallis-test, cross tables, chi-square-test or
Fisher-exact test were used to analyse metric and categorical variables. Graphs were
completed using Q-Q-diagrams, scatterplots, box plots and bar graphs. The
biochemical free survival (RFS) rates were calculatedwith the Kaplan-Meier method.
Test quality criteria were calculated to get an overview of the diagnostic gain of
immunohistochemistry (IHC).

Results: A total of 2352 LN obtained from 197 patients (12 LN per patient) with PCa
were analysed histologically and by IHC. LN of 17 Patients (8,6%) were found positive.
In 10 casesonly ITC and in 3 cases micrometastasis were present, both were present
in 4 cases. Positive LNs were significantly associated with a higher Gleason Score
(p=0,009) and a bigger tumor area (p<0,001). Correlation with T-stage (p=0,143) and
preoperative PSA-level (p=0,369) was not significant. BCR was diagnosed in 45 of 195
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patients (23,1%) and wassignificantassociatedwith positive LN(p<0,001) and higher
tumor area (p=0,042). Kaplan-Meier analysis showed decreased recurrence free
survival for patients with positive LN (p<0,001).

Conclusion:Lymph node status has a prognostic significance for developing a BCR.
Some of the cases with BCR can be explained by ITC and micrometastasis. The
additional use of IHC for patients with higher Gleason Score (=8), higher T-stade
(zpT3a) and bigger tumor area adds an important diagnostic gain to a routine
histological evaluation.
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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie

Das Prostatakarzinom (PCa) ist die zweithdufigste Krebserkrankung und die dritt-
haufigste Todesursache unter Mannern weltweit(1,2). In Deutschland allein werden
jahrlich ca. 65.800 Manner mit einem PCa diagnostiziert(3). Dies entspricht einem
ungefahren Anteil von 25% an allen diagnostizierten Krebserkrankungen (4). Damit ist
das PCa in der Bundesrepublik die haufigste Krebserkrankung. Im Vergleich der
Mortalitat liegt das PCa jedoch deutlich hinter dem Lungenkarzinom und dem

kolorektalen Karzinom (5).

Das mittlere Erkrankungsalter fir das PCa liegt in Deutschland bei ca. 69 Jahren(4).
Die Inzidenz des PCa ist seit den Neunzigern um 50% gestiegen. Hierfir werden zwei

Ursachen angegeben(3):

1. Durch die Einflhrung der Kontrolle des prostataspezifischen Antigen (PSA) zu
Beginn der 80er Jahre werden PCa entdeckt, die vorher langer oder sogar lebenslang
unentdeckt blieben(6).

2. Der Anteil der Manner tber 60 Jahren an der Gesamtbevdlkerung stieg in den letzten
Jahrzehnten stetig an und damit auch die Anzahl an PCa Neuerkrankungen. Im Jahre
1980 machten die Uber 60 Jahrigen noch 19,5% der deutschen Bevdlkerung aus, heute

dagegen sind es bereits 26,6%(7).

EinePSA-Kontrolle wird neben der digitalen rektalen Untersuchung (DRU) ab dem 50.
Lebensjahr fir die jahrliche Vorsorgeuntersuchung empfohlen(8,9). Daraus ergibt sich
auch, dass der Anteil der Neuerkrankungen im Altersbereich zwischen dem 50. und
70.Lebensjahr enorm zugenommen hat. Vor dem 50. Lebensjahr kommt das PCa nur

selten vor(3). Durch die Vorsorgeuntersuchungen werden zunehmend PCa in



frihenTumorstadien entdeckt, die sich durch eine bessere Prognose mit einer langeren

tumorfreien Lebenszeit und einer verlangerten Lebenserwartung auszeichnen (6).

1.2 Atiologie

Die exakte Atiologie des PCa ist bis heute nicht abschlieRend geklart. Neben dem
eindeutigen Zusammenhang des testosteronabhangigen Wachstums konnte das PCa
auch mit genetischen(4,10), ethnographischen(4,10), diatetischen (11-14)Faktoren und

der sexuellen Aktivitat(15) in Zusammenhang gebracht werden.

Genetische Faktoren scheinen eine bedeutende Rolle zu spielen. Das relative Risiko
ein PCa zu entwickeln ist bei positiver Familienanamnese eindeutig erhdht (10).
Weiterhin wird es durch ein jingeres Alter betroffener Familienmitglieder, steigende
genetische Ubereinstimmung zum erkrankten Familienmitglied und steigende Anzanhl
individuell betroffener Familienmitglieder erhéht(4).

Die Inzidenz des PCa variiert innerhalb der Weltbevdlkerung sehr stark. Insgesamt
zeigt sich ein signifikant erhohtes Auftreten im westlichen Teil der Welt, insbesondere in
Australien und Neu Seeland (104,2 pro 100.000 Einwohner), Westeuropa (93,1 pro
100.000) und Nordamerika (85,6 pro 100.000). Sehr niedrige Inzidenzen herrschen in
Nordafrika (8,1 pro 100.000) und Asien (7,2 pro 100.000) (4,10).

Auch innerhalb Europas ist ein deutliches Gefalle von Westen nach Osten zu erkennen,
des Weiteren von Norden (73,1 pro 100.000) nach Siden (50 pro 100.000) (10). In
zahlreichen Analysen werden diese Gefalle auf unterschiedliche
Ernadhrungsgewohnheiten und soziodkonomische Faktoren zurtickgefihrt (11-14).

Giles et al. (15) konnten in ihrer Studie keinen Zusammenhang zwischen der Anzahl
der sexuellen Partner und dem Auftreten von PCa feststellen. Dies spricht gegen eine
Infektion als Risikofaktor fur dessen Entwicklung. Die Studie stellte jedoch einen
negativen Zusammenhang zwischen einer hohen Ejakulationsfrequenz, vor allem im

Alter zwischen 20 und 40 Jahren, und der Inzidenz des PCa fest.



1.3 Anatomie der Prostata

1.3.1 Lage

Die Prostata, die so genannte Vorsteherdruse, liegt im Becken kaudal der Harnblase
und umgibt die Harnrohre. Nach laterokaudal reicht sie an den Beckenboden und M.
levator ani heran. Ventral wird sie durch eine Bindegewebsfaszie und Stroma von der
Symphyse getrennt, dorsal ist sie durch die Dennonvillier’'sche Fasziemit dem Rektum
verbunden bzw. abgegrenzt. Dies macht die digitale Untersuchung via des Rektums
moglich(16). Die Prostata besitzt eine muskulofibrése Kapsel und ist in bindegewebiges
Stroma eingebettet. Dorsal liegen ihr die Samenblase und die Vasa deferentes auf. Die
Prostata wird in der Literatur oft bildlich durch eine Esskastanie beschrieben, der sie in
GroRe und Form ahnelt.Bei der Geburt wiegt die Prostata ca. 2g und entwickelt bis hin

zum 40. Lebensjahr ein Gewicht von ca. 40g(16).

1.3.2 Anatomische Unterteilung

Die histologische Gliederung in Zonen (Abbildung 1(17)) hat auch klinische Bedeutung,
da die Zonen mit unterschiedlichenPathologien verbunden sind(16,18). Die Einteilung
nach McNeal hat heute grof3te Bedeutung (19):

- periphere Zone (70% der Organmasse, dorsal-kaudal-lateral)

- zentrale Zone (25% der Organmasse, kranial-keilférmig)

- Periurethralzone (schmaler Bereich um Urethra mit urethraeigenen Drisen)
- Transitionalzone (Ubergang zwischen Periurethral- und peripherer Zone)

- anteriore drusenfreie Zone aus fibromuskularem Stroma
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Abbildung 1: Zonale Gliederung der Prostata im Frontalschnitt nach Coakley

Verumontanum

Das PCa entwickelt sich in der Mehrzahl der Falle in der peripheren Zone, welche durch
ihre dorsale Lage der DRU zuganglich ist. Fur die benigne Prostatahyperplasie sind die

Transitional- und Periurethralzone von groRer Bedeutung(18,19).

1.3.3 GefaRversorgung

Die arterielle Versorgung erfolgt Uber Rami prostatici aus der Arteria vesicalis inferior
und der Arterie rectalis media. Das venose Blut flieRt Uber den Plexus venosus

vesicales und prostatici in die Venae vesicales ab (16).

1.3.4 Metastasierungswege

Das PCa metastasiert sowohl lymphogen, als auch hamatogen. Die hamatogene
Metastasierung tritt in der Regel erst spat ein, fuhrt dann jedoch oft erstmals zu

klinischen Symptomen.

Die Prostatadriise hat einen komplexeren Lymphabfluss als viele andere Organe, da
die Lymphe nicht nur Uber eine Bahn drainiert wird, sondern Gber ein komplexes Netz.
Zu diesem Netz gehoren vor allem die Lymphknoten im Bereich der Fossa obturatoria
und entlang der externen lliakalgefal3e, aber auch die pararektalen Lymphknoten und
jene entlang der internen lliakalgefalRe (16). Diese komplexe Lymphdrainage erschwert
diagnostische Maoglichkeiten der Ausbreitungsdiagnostikim Sinne einersentinelnode-
Technik.



Der hamatogene Metastasierungsweg fuhrt Uber die vendsen Plexi im Bereich des
Beckens zu ossaren Metastasen, vor allem im Bereich der Wirbelsaule und der

Beckenknochen. Hdmatogene Fernmetastasen in Leber und Lunge sind seltener(18).

1.4 Pathologie der Prostata

Die Prostata ist eine exokrine Drise, welche ein Sekret bildet und dieses wahrend der
Ejakulation abgibt. Die Drisen der Prostata werden von einem zweischichtigen Epithel
aus Basalzellen und Hauptzellen ausgekleidet. Je nach sekretorischer Aktivitat sind
diese kubisch oder zylindrisch. Zusatzlich befinden sich endokrine Zellen im Epithel.
Charakteristisch sind aullerdem zahlreiche glatte Muskelzellen im Stroma, die der
Emission des Prostatasekretes dienen(19). Das dunnflissige Prostatasekret enthalt
u.a. das prostataspezifische Antigen (PSA) und die saure Phosphatase (PAP). Ein
erhohter Nachweis von PSA und PAP im Serum ist bei Prostatakarzinomen haufig. Im
klinischen Alltag ist die serologische Bestimmung von PAP durch die sensitivere aber
weniger spezifische PSA-Bestimmung weitgehend komplett ersetzt worden. Auch bei

Prostatitis kann der PSA-Wert im Serum ansteigen(19).

Das PCa entsteht vor allem in der peripheren Zone und ist in bis zu 80%
(20)multifocal(18). Histologisch handelt es sich fast immer um Adenokarzinome (18),
welche in 2 Typen eingeteilt werden.Das azinare Adenokarzinom ist der haufigste Typ,
das duktale Adenokarzinom tritt in ca. 5% in reiner Form und haufig periurethral auf.
Deutlich seltener findet man histologische Sonderformen wie Urothelkarzinome,
Plattenepithelkarzinome unddas kleinzellig-neuroendokrine  Karzinom(18). Die
prostatische intraepitheliale Neoplasie (PIN) stellt die Vorlauferlasion des PCa dar.
Mehrschichtiges Epithel aus dysplastischen Zellen mit prominenten zentralstandigen
Nukleolen bei intakter Basalmembran und eine reduzierte Anzahl von Basalzellen sind
kennzeichnend fur die PIN (18).

Klinisch kann weiter das latente, das inzidentelle und das okkulte PCa unterschieden
werden. Das latente PCa wird klinisch nicht manifest und erst bei einer Autopsie
entdeckt. Bei bis zu 80% der Autopsien von uber 80 Jahrigen wird ein latentes PCa
entdeckt(18). Das inzidentelle PCa wird zufallig bei einer histologischen Untersuchung



entdeckt, z.B. bei einer transurethralen Resektion wegen benigner Prostatahyperplasie.
Das okkulte PCa wird aufgrund von Metastasen diagnostiziert, wahrend der

Primartumor in der Prostata bis zu diesem Zeitpunkt unentdeckt bleibt.

1.5 Kilassifizierung

1.5.1 Gleason Grading

Das Gleason Grading dient =zur Einschatzung des Malignitatsgrades des
diagnostizierten Tumors und hat entscheidende therapeutische Bedeutung.

©, 2

Abbildung 2: modifiziertes Gleason Grading nach Epstein

Donald Gleason begann in den Sechsiger Jahren nach einem Schema zu suchen, um
das PCa histologisch zu klassifizieren. Seit seiner Einfuhrung ist der Gleason Score
(GS)stetig modifiziert worden, um den aktuellen Standards gerecht zu werden, und ist
bis heute der Standard fur das Grading eines PCa. Der GSunterteilt allein anhand der
Drusenarchitektur, zytologische Kriterien werden nicht berucksichtigt.
Wachstumsmuster des PCa werden nach Gleason in funf Gruppen unterteilt, wobei die
PCa mit Muster 1 und 2 den normalen Prostatadrisen ahnlicher sind, als PCa mit

Muster 4 und 5(Abbildung 2(21)). Da die Prostatakarzinome zumeist unterschiedliche



Wachstumsmuster aufweisen, wird zwischen dem pradominanten (primares Muster)
und demzweithaufigstenWachstumsmuster(sekundares Muster) unterschieden. Zahlt
man die Werte des primaren und sekundaren Wachstumsmusters zusammen, so erhalt
man den GS, der einen Wert zwischen 2 und 10 annimmt. Ein hoherer GS entspricht
einer starkeren Entdifferenzierung und somit einer schlechteren Prognose (18,22).
2005 hat die international society of urological pathology (ISUP) den GS vollstandig

Uberarbeitet und aktualisiert.

Die vollstandige Angabe des Tumorgradings nach Gleason erfolgt wie folgt:
primares Muster + sekundares Muster = GS (z.B.: 3+4=7).

Falls das pradominante Wachstumsmuster mehr als 95% der Gesamttumormasse
ausmacht, spricht man von einem einheitlichem Wachstumsmuster des PCa und die
Werte fur das primare und sekundare Muster sind gleich (z.B.: 3+3=6).

Mit dieser Regelung werden schlecht differenzierte Tumoranteile, die weniger als 5%
der Gesamttumormasse ausmachen, ignoriert. Doch auch kleine, sehr wenig
differenzierte Areale konnen Kklinische Relevanz besitzen. Daher wird seit der
Uberarbeitung des Gleason Grading durch die /ISUP(23)2005 empfohlen bei RPE-
Praparaten einen Tertiargrad (TG) anzugeben, falls ein Wachstumsmuster mit weniger
als 5% Anteil an der Gesamtmasse eine geringere Differenzierung aufweist als das

primare und sekundare Wachstumsmuster (z.B.: 3 +4 =7, mit TG 5) (21).

Fir die Anwendung des GS bei Stanzbiopsien ist ebenfalls eine Sonderregelung zu
beachten(23,24). Neben dem pradominanten Wachstumstyp sollte fir die Stanzen nicht
der zweithaufigste Wachstumstyp angegeben werden, sondern der Wachstumstyp mit
der geringsten Differenzierung (z.B.: Beispiel: Gleason 3 + 5 = 8)(21). Eine weitere
Neuerung ist, dass verschiedenen Stanzen verschiedenen GS zugeordnet werden

sollen, wenn diese sich unterscheiden.

Die Existenz des GS 1+1=2 fur ein PCa wurde Uber Jahre von vielen Pathologen
angezweifelt und soll seit 2005 als atypische adenomatdse Hyperplasie beschrieben
werden(21,23,24). Das Grading eines PCa beginnt daher bei einem GS 3.



Nach den S3-Leitlinien fur die Diagnostik und Therapie des PCa kann ergédnzend zum
GS das Grading System der WHO (nach Mostofi) genutzt werden (4).Dabei werden
zusatzlich zur Drusenstruktur auch zytologischen Kriterien wie nukleare Atypien
beachtet. Beim WHO Grading werden Punkte von 1 bis § nach zunehmender
Entdifferenzierung der Drusen vergeben. Dazu werden Punkte von 1 bis 3 nach
zunehmenden Zellkernabweichungen addiert. Es ergibt sich als Summe ein WHOGrad
von 2 bis 8. Insgesamt ist das WHO-Grading-System klinisch deutlich unbedeutender
als das Gleason Grading.

1.5.2 Staging

Die Beurteilung des Tumorstadiums erfolgt nach dem TNM-SystemderUnion
internationale contre le cancer (UICC), das weltweitangewandt wird. Es werden die
ortliche Ausdehnung des Tumors (T), die Lymphknoten (N; von englisch: node) und
Fernmetastasen (M) bertcksichtigt. Diese Informationen sind entscheidend flr Therapie
und Prognose.

Far die Prostata gilt laut UICCfolgende Einteilung(25):

Tabelle 1: TNM-Stadien des PCa

X Es kann keine Aussage zur Ausdehnung des Primartumors getroffen
werden.
T Der Tumor ist nicht sich- oder tastbar. Er wird zufallig im Rahmen einer

Prostataoperation wegen BPH oder erhohter PSA-Werte gefunden
(inzidentelles PCa).

T1a Der Tumor befallt weniger als 5% des Gewebes.

T1b Der Tumor befallt mehr als 5% des Gewebes.

T1c Der Tumor wurde durch eine Nadelbiopsie diagnostiziert.

T2 Der Tumor liegt noch innerhalb der Prostatakapsel.

T2a Der Tumor befallt weniger als 50% eines Seitenlappens.

T2b Der Tumor befallt mehr als 50% eines Seitenlappens.

T2c Der Tumor befallt beide Seitenlappen.

T3 Der Tumor hat sich Uber die Prostatakapsel hinaus ausgebreitet.

T3a Der Tumor hat sich Uber die Prostatakapsel ausgebreitet ohne die
Samenblasen zu befallen.

T3b Der Tumor hat sich Uber die Prostatakapsel ausgebreitet und befallt die

Samenblasen.




T4 Der Tumor hat Nachbarstrukturen infiltriert oder ist fixiert .

NX Es kann keine Aussage zu regionaren Lymphknotenmetastasen getroffen
werden.

NO Keine Metastasen in den regionaren Lymphknoten.

N1 Metastasen in den regionaren Lymphknoten.

MO Keine Fernmetastasen nachweisbar.

M1 Der Tumor hat Fernmetastasen gebildet.

M1a Metastasen in anderen Lymphknoten (nicht regionare Lymphknoten).

M1b Metastasen in den Knochen

M1c Metastasen in anderen Organen und/oder Strukturen

Anmerkung: Die regionaren Lymphknoten sind die Lymphknoten des kleinen Beckens, d.h. vor allem die
Lymphknoten unterhalb der Bifurkation der AA. lliacai communes.

Eine zusatzliche Einteilung befasst sich mit dem Ausmaly der nach der Operation

verbliebenen Tumormasse an den Schnittrandern des Resektionspraparates(25).

Tabelle 2: Schnittrandbeurteilung nach UICC

RX Die Schnittrander kénnen nicht beurteilt werden.
RO Negativer Schnittrand

R1 Mikroskopisch positiver Schnittrand

R2 Makroskopisch positiver Schnittrand

Zur besseren Handhabung werden die PCa aufgrund ihrer TNM-Klassifikation in vier
klinische Stadien mit unterschiedlichen Prognosen eingeteilt (Tabelle 3)(25). Die
Stadien | und Il werden als lokal begrenztes PCa zusammengefasst und weisen eine
sehr gute Prognose ohne Verminderung der Lebenserwartung auf. Das Stadium Il und
Stadium IV ohne Metastasenwerden als lokal fortgeschrittenes PCa klassifiziert. Im
Stadium IV mit Lymphknoten- und/oder Fernmetastasen wird das PCa als

fortgeschrittenes oder metastasiertes PCa bezeichnet (4).

Tabelle 3: Stadieneinteilung nach UICC

Stage | T1, T2a NO MO
Stage |l T2b, T2c NO MO
Stage Il T3 NO MO
Stage IV T4 NO MO
Jedes T N1 MO
Jedes T Jedes N M1




Die Lymphknotenmetastasen konnen aufgrund ihrer Grofde weiter unterteilt werden.
Metastasen, die groRer als 0,2mm sind und die Groke von 2mm nicht Uberschreiten,
werden Mikrometastasen genannt und mit pN1mi kodiert(26). Isolierte Tumorzellen
(ITC) sind einzelne Tumorzellen oder Tumorzellverbande, die eine Grofle von 0,2mm
nicht Uberschreiten(26). Sie zeigen haufig keine fir Metastasen typische Aktivitat wie
Stromareaktion, Proliferation oder Invasion von GefaRen(25).Nach UICCsind isolierte
Tumorzellen als pNO und MO zu klassifizieren(Tabelle 4). Empfohlen wird ein Zusatz
wie z.B. (i+) oder (mol+), abhangig davon, ob der Nachweis immunhistochemisch oder
molekularbiologisch (z.B. mittels PCR) erfolgt ist(26).

Tabelle 4: Kodierung von immunhistochemischen und molekularpathologischen Befunden

pNO pMO negative histologische Untersuchung,
keine immunhistochemische Untersuchung,
keine molekularbiologische Untersuchung

pNO(i-) pMO(i-) negative histologische Untersuchung,
negative immunhistochemische Untersuchung
pNO(i+) pMO(i+) negative histologische Untersuchung,

positive immunhistochemische Untersuchung
pNO(mol-) pMO(mol-) negative histologischeUntersuchung,

negative molekularbiologische Untersuchung
pNO(mol+) pMO(mol+) negative histologische Untersuchung,

positive molekularbiologische Untersuchung

1.6 Prostata-spezifisches Antigen

Das PSA ist seit seiner Entdeckung der wesentliche Bestandteil in der Friherkennung
des PCa. Weiterhin dient es zur Prognoseabschatzung, Therapieempfehlung,
Uberwachung des Fortschrittes des PCa und Therapiekontrolle (27). Das PSA wird
androgenreguliert von den luminalen Epithelzellen der Prostata gebildet und durch
Kontraktion der glatten Muskelzellen im Stroma der Prostata als Bestandteil des
Ejakulates in die Harnrohre abgegeben. Das PSA ist eine Gykoprotein-Serin-Protease
mit einem Molekulargewicht von ca. 28,4 kDa. Die physiologische Hauptaufgabe des
PSA ist die Verflissigung des Ejakulats (28).Das PSA ist ein organspezifischer, jedoch
nicht karzinomspezifischer Marker. Zur Erhdhung des PSA konnen neben dem PCa

u.a. auch fuhren:
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- benigne Prostatahyperplasie (BPH)

- Prostatitis

- Adenom

- Prostatainfarkt

- Manipulation (DRU, Rad fahren, Zystitis, Katheterisierung)
- sexuelle Aktivitat

Der initiale PSA-Wert entscheidet Uber das weitere Vorgehen. Serum-PSA-Werte
<2ng/ml sollten in einem Intervall von 2 Jahren untersucht werden(4). Bei Werten
>2ng/ml hingegen sollte mindestens jahrlich untersucht werden (4,9). Besonders der
"Graubereich" zwischen 4-10ng/ml bereitet Schwierigkeiten in Diagnose und
Therapieentscheidung(8). In diesem Bereich befinden sich ca. 20% der Patienten mit
BPH (28), aber auch ca. 25% mit organbezogenem PCa(21). Werte >2ng/ml sollten in
einem 1-Jahresintervall kontrolliert und >4 ng/ml sollten daher durch Feinnadelbiospien
abgeklart werden (4,29). PSA-Werte >10ng/ml sind grundsatzlich

karzinomverdachtig(8,9).

Seit der Einfuhrung des PSA-Screenings zu Beginn der 80er Jahre werden vermehrt
PCa im frihen Tumorstadium und bei jungeren Patienten diagnostiziert. Dies fuhrte zu
einem Ansteigen der Inzidenz des PCa mit einem verringerten mittleren
Erkrankungsalter und einer verlangerten mittleren Uberlebenserwartung (6). Dennoch
ist die Bestimmung des PSA-Wertes umstritten und es gibt groRe Bemuhungen
spezifischere Methoden zur sicheren Diagnostik eines PCa zu finden. Dazu zahlen
neben  verschiedenen  Subformen des PSA und altersentsprechenden
Referenzgrenzenauch die PSA-Anstiegsgeschwindigkeit, die PSA-Verdopplungszeit
und die PSA-Dichte. Die PSA-Anstiegsgeschwindigkeit, auch PSAvelocity genannt,
korreliert positiv mit der Aggressivitat des Rezidivs.Ein Anstieg >0.75ng/ml pro Jahr soll
laut Epstein et al. (21)als kritische Grenze betrachtet werden, unabhangig vom
absoluten PSA-Wert. Eine PSA-Verdopplungszeit <6 Monate weist auf ein BCR oder
eine Metastasierung hin (28). Die PSA-Dichte beschreibt den PSA-Wert bezogen auf
das Prostatavolumen.Eine erhéhte Dichte (>0.15 ng/ml/cm®) spricht dabei fir ein
Karzinom®, da eine entartete Zelle im Vergleich zu einer gesunden
Prostatadrisenzelle mehr PSA sezerniert. Da vor allem der PSA-Wertebereich von
4ng/ml bis 10 ng/ml Schwierigkeiten in der Diagnose und Therapie des PCa bereitet,
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kann die Bestimmung der PSA-Dichte besonders in diesem Bereich zur verbesserten
Diagnostik beitragen. So haben laut Wang et al.(31) bei gleichem PSA Wert Patienten

mit einem geringeren Prostatavolumen ein hoheres Karzinomrisiko.

Weitere Werte, die zur genauere Beurteilung eines PCa herangezogen werden, sind
bestimmte Subformen des PSA. Das totale (gesamte) PSA (tPSA) setzt sich im Blut
aus verschiedenen Fragmenten zusammen, zu denen u.a. das freie PSA gehort. In
zahlreichen Studien (32-35)konnte im Vergleich zum tPSA eine genauere Aussage des
fPSA fur das Auftreten eines PCa getroffen werden. Auch der PSA-Quotient aus fPSA
zu tPSA ist ein guter Indikator. Sowohl das fPSA als auch der fPSA/tPSA-Quotient
weisen laut der zuvor genannten Studieneine hohere Spezifitat als die alleinige
Bestimmung des tPSA auf. Noch besser eignet sich laut zahlreichen neueren Studien
(36-38)der Prostatic Health Index (PHI). Fur diesen muss zusatzlich zu den oben
genannten Werten das [-2]-proPSA bestimmt werden(39). Zusammengefasst werden
das tPSA, fPSA und [-2]-proPSA im PHI, der wie folgt berechnet wird: PHI = ([-
2]proPSA / fPSA) * \tPSA . Bisher gibt es keinen einheitlichen Geltungsbereich fiir PHI.
In verschiedenen Studien wurde Phi fur unterschiedlichetPSA-Werte validiert,
beispielhaft waren diese in der Arbeit von Houlgatte et al. (40) im Bereich von 1,6-8
ng/ml nach WHO-Standardisierung. Catalona et al.(41) zeigten eine verbesserte
Sensitivitat von PHI gegenulber der alleinigen PSA-Wert Bestimmung in einem Bereich
von 2-10 ng/ml.

Als Reaktion auf die Unklarheit bezlglich der Effektivitat eines Prostatascreening
mittels PSA-Bestimmung wurden in den Vereinigten Staaten von Amerika die PLCO-
Studie und in Europa die ERSPC-Studie konzipiert(42). In den USA konnte bei
jahrlicher PSA-Kontrolle und einer Follow-up-Zeit von 13 Jahren ein deutlicher Anstieg
der PCa vermerkt werden. Die PCa-Sterblichkeit hingegen unterschied sich zwischen
gescreenten und nicht gescreenten Patienten nicht(43). In der europaischen Studie
ERSPC konnten nach 11 Jahren Follow-up in der Gruppe mit jahrlichen PSA-Wert-
Kontrollen deutlich mehr PCa verzeichnet werden. Hier war die PCa-bezogene
Sterblichkeit in der Gruppe mit jahrlichen Kontrollen signifikant reduziert(42).

Trotz all der Bemuhungen hat sich bisher keine der beschriebenen zusatzlichen
diagnostischen Methoden als erfolgreich flachendeckend durchgesetzt.
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1.7 Weitere Diagnostik

Diedigitale rektale Untersuchung (DRU) ist ab dem 50. Lebensjahr als Bestandteil der
Krebsvorsorgeempfohlen (4). Bei familiaren Belastung sollte sie bereits ab dem 45.
Lebensjahr durchgefiihrt werden(4,29).Die Untersuchung sollte dabei stets nach der
Blutabnahme zur PSA-Bestimmung erfolgen um eine Verfalschung durch Manipulation
am Organ zu verhindern. Form, Lage, Konsistenz, Abgrenzbarkeit und
Druckschmerzhaftigkeit der Prostata konnen beschrieben werden. Typisch fur ein PCa
sind steinharte knotige Veranderungen. Auch bei negativem PSA gilt bei positivem
Tastbefund der Verdacht auf ein PCa(4). Eine Metaanalyse ergab fur die DRU eine
Sensitivitdt von durchschnittlich 59% und eine Spezifitdt von durchschnittlich 94%(44).
Eine endgultige Dignitatsbeurteilung lasst sich durch die DRU nicht durchfihren.

Die bildgebende Untersuchung der ersten Wahl ist der transrektale Ultraschall (TRUS).
Jedoch ist die Aussage dieser diagnostischen Methode allein sehr eingeschrankt und
dient daher eher als erganzende Diagnostik. Auf Malignitat deuten Lappenasymmetrien
und Veranderung im Bereich der Prostatakapsel hin. Die TRUS ist sehr nutzlich zur
Volumetrie der Prostata und wird aullerdem zur ultraschallgesteuerten

Feinnadelbiopsie verwendet(4).

Die Indikation zur Prostatastanzbiopsie ergibt sich bei positiver DRU oder erhohtem
Serum-PSA-Wert. Nach aktuellem Standard sollen zehn bis zwolf, mindestens jedoch
sechs Stanzzylinder, nach dokumentiertem Schema aus Apex, Mitte und Basis der
Prostata entnommen werden. Das Volumenmissverhaltnis zwischen Biopsiematerial

und ProstatagréfRe kann zu einem falsch-negativen Ergebnis fihren(4).

Zur Beurteilung des Skelettes als haufigster Metastasierungsort des PCa (18) wird eine
Szintigrafie mit Technetium-markierten Phosphonaten durchgefuhrt.  Unklare
szintigraphische Befunde werden in der Regel durch eine Magnetresonanztompraphie
(MRT) abgeklart. Indikationen zu einer Szintigraphie sind ein PSA-Wert >10ng/ml mit
histologisch  gesichertem PCa, ein GS28, ein T-Stadiumab ¢T3 sowie
Knochenschmerzen(4,45).Die MRT wird sowohl in den Leitlinien der deutschen
Krebsgesellschaft als auch international bislang nicht zur primaren Diagnostik eines

PCa empfohlen (4).Bei Verdacht auf PCa und negativer Stanzbiopsie spielen
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funktionelle MRT-Techniken, wie die diffusionsgewichtete oder dynamische
kontrastmittelangehobene MRT eine Rolle (4,45). Eine neuere Methode, welche bei
mehrfach negativen Stanzbiopsien und weiterhin bestehendem Karzinomverdacht an
einzelnen Kliniken durchgefuhrt wird, ist die MRT-Ultraschall-Fusions-Biopsie. Durch
die Einarbeitung von zuvor aufgenommenen MRT-Bildern in das Ultraschallprogramm,
kann die Biopsie gezielter erfolgen. Der Erfolg der Methode muss noch mittels Studien
uberpruft werden. Erste Ergebnisse weisen auf eine erhohte Detektionsrate des PCa in
Stanzbiopsien hin. Bei Verdacht auf ein lokal-fortgeschrittenes Karzinom sollte zudem
vor Strahlentherapie und ab einem cT3 klassifizierten Karzinomeine MRT des Beckens
erfolgen(4,45).

1.8 Therapie

Grundsatzlich besteht die Therapie des PCa aus mehreren Saulen:

- der aktiven Uberwachung (Active Surveillance)
- dem lokalen kurativen Therapieansatz
- der palliativen Therapie (u.a. Watchful Waiting).

Als Voraussetzung fiir eine aktive Uberwachungmittels regelmaRiger PSA-Kontrollen
mussen laut Leitlinien der deutschen Krebsgesellschaft folgende Kriterien erfullt sein

(4):

- PSA-Wert <10ng/ml
- GSs<6

- cT1cundcT2a

- Tumor in <2 Stanzen

- =50 % Tumor pro Stanze

Abweichend von den genannten Kriterien der S3 Leitlinie fir das PCa (4) richten sich
Kliniker zunehmend nach erweiterten Einschlusskriterien fur die Active Surveillance. Die
neuesten Erkenntnisse werden sich in der Uberarbeiteten Version der Leitlinie, welche

im kommenden Jahr publiziert wird, widerspiegeln.
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Wenn eines der oben genannten Merkmale nicht (mehr) den angegeben Grenzen
entspricht, sollte direkt zu den kurativen Therapieansatzen Ubergegangen werden. Zu

diesen gehoren

- die (nervenerhaltende) radikale Prostatektomie
- die externe perkutane Strahlentherapie
- die Brachytherapie

Die radikale Prostatektomie kann als offenes Verfahrenuber einen retropubischen oder
perinealen Zugang oder als laparoskopische RPE mit oder ohne Roboter-Assistenz
bzw. als endoskopisch-extraperitoneales Verfahren durchgefuhrt werden. Je nach
Risikostratifizierung anhand des GS (>6), des klinischen Stadiums (ab cT1c) und des
PSA-Wertes (>10ng/ml) wird dber die Durchfihrung und das Ausmal® der
Lymphadenektomie entschieden. Bei einer Durchfihrungsollten mindestens
10(4,46,47), besser 20 Lymphknoten entfernt werden, da eine vermehrte Anzahl von
entfernten Lymphknoten eine hohere Wahrscheinlichkeit eines positiven Befundes
aufweist und so ein zuverlassigeres Staging und damit eine verbesserte
Therapieanpassung ermoglicht(48,49).

Das Watchful Waiting bezeichnet ein Prinzip, bei dem eine palliative Therapie nicht
bereits nach Diagnose, sondern erst beim Auftreten von Beschwerden begonnen wird.
Diese ist vor allem bei Patienten mit einer Lebenserwartung von weniger als zehn

Jahren in Betracht zu ziehen (4).

Beim fortgeschrittenen und metastasiertem PCa kommen die Strahlentherapie oder die
Hormontherapie mit Orchiektomie oder Gabe von antiandrogenen Medikamenten zum

Einsatz um dem Tumor so den Wachstumsreiz zu entziehen(4).
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2 Herleitung der Fragestellung

Die hohe und steigende Inzidenz des PCa hat zwei dominante Ursachen. Zum einen
werden durch verbesserte Diagnostik Tumore eher und in frGheren Stadien entdeckt.
Zum anderen steigt der Anteil der Manner uber 50 Jahren an der Gesamtbevolkerung
stetig an. Der Stellenwert des PCa und dessen Diagnostik und Therapie werden aus
diesen Grunden zunehmend bedeutender und spielen auch finanziell fur das
Gesundheitssystem eine immer gréRer werdende Rolle(6).Die vermehrte Diagnose des
PCa, v.a. in fruhen Tumorstadien, fuhrtezu einer vermehrten Diagnostik und
Behandlung von Patienten, jedoch insgesamt nicht zu einer signifikanten Senkung der
Mortalitat(4,50). Daraus ergibt sich in der heutigen Literatur die Frage der
Uberdiagnostizierung und Ubertherapie des PCa. Das Wort Uberdiagnostizierung
bezeichnet dabei die Diagnose eines Karzinoms, welches die Lebenserwartung des
Patienten nicht verandert. Eine Therapie dieser nennt man Ubertherapie(4).Auf einen
verhinderten Todesfall kommen aktuell 48 Uberbehandlungen(51).1410 Patienten
mussen gescreent werden um einen PCa bezogenen Todesfall zu
verhindern(50,51).Ein Schritt in die Richtung zur Vermeidung dieser Ubertherapien,
damit auf der einen Seite zur Vermeidung unnotigerBeschwerden fur den Patienten, auf
der anderen Seite aber auch zur Vermeidung unndtiger Kosten fur das
Gesundheitssystem, ist eine verbesserte praoperative Diskrimination zwischen

behandlungsbedurftigen und nichtbehandlungsbedurftigen Patienten.

Die Routine-Hematoxylin-Eosin-(H&E)-Diagnostik, mit der die Operationspraparate der
Prostata und der entfernten Lymphknoten standardmafig untersucht werden, hat
mehrere Schwachen. Vom gesamten Praparat werden nur einzelne Schnitte in
unterschiedlichen Hohender Prostata und der Lymphknoten untersucht. So bleibt ein
grolBer Teil des Gewebes unberucksichtigt und kleine Tumoren konnen leicht
Ubersehen werden. Vor allem Lymphknoten kdnnen so falschlicherweise als tumorfrei
bezeichnet und als pNO klassifiziert werden. Bei 10 %(52) bis zu 30 %(53-55) der
Patienten, die nach RPE als Lymphknotenmetastasen frei und damit als geheilt
bezeichnet wurden, ist ein erneuter PSA-Anstieg nachgewiesen.
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Ein biochemisches Rezidiv (BCR) wird in der Literatur unterschiedlich definiert. Es
existiert die Angabe von 0,2 ng/ml als Grenzwert(4,45), aber auch 04
ng/ml(21,28,55,56) wird genannt. Das Auftreten eines BCR kann einen lokalen
Fortschritt zum Beispiel in regionaren Lymphknoten, aber auch zeitlich versetzt die
Entwicklung von Fernmetastasen bedeuten(21,57). Patienten mit BCR zeigen eine
deutlich verminderte Lebenserwartung gegenuber rezidivfreien Patienten (mit BCR: 10
Jahresuberlebenserwartung von 88%, ohne BCR: 10 Jahresuberlebenserwartung
93%)(57).

Eine mogliche Ursache fur das Auftreten von Rezidiven bei Patienten mit RPE ohne
Lymphknotenmetastasen kdnnenisolierten Tumorzellen (ITC) und Mikrometastasen
darstellen(58,59). Die Theorie beschreibt Absiedlungen von Tumorzellenin die
regiondren Lymphknoten, die aufgrund der geringen Grofle und der fehlenden
Gewebereaktion der Routinediagnostik mittels HE-Farbung nicht erkannt werden,
sodass Patienten nach RPE mit pNO, LO, VO RO als geheilt bezeichnet werden. Nach
einer Latenzzeit jedoch entwickeln sich diese ITC und Mikrometastasen zu einem BCR
oder klinisch apparentenRezidiv. In zahlreichen Studien wurde das Auftreten von
Rezidiven bei genannten Patienten bereits in Verbindung mit ITC und Mikrometastasen
durch Nachweis von Tumorzellen mittels Polymerasekettenreaktion
(PCR)gebracht(52,60-63).Bei diesen Patienten wurden die Zellabsiedlungen in den
Lymphknoten in der HE-Routine Diagnostik Ubersehen. Viele Patienten, die durch ein
Rezidiv nur noch palliativ therapierbar sind, hatten bei korrekter primarer Diagnostik und

zusatzlicher adjuvanter Therapie eine verbesserte Lebenserwartung.

Obwohl die genauere Differenzierung nach dem Vorhandensein von ITC und
Mikrometastasen im allgemeinen Stagingdes PCa von der UI/CC bereits beschrieben
wird, ist dies noch nicht flachendeckend in die Routinediagnostik aufgenommen
worden, obgleich auch Experten wieSchilling et al.(48)dazu raten. Bisher werden fur die
Prognose des PCader Gleason-Score, die TNM-Kategorie und die chirurgischen

Resektionsrander betrachtet.

Die PCR wird als wesentlich sensitiver als die H&E-Farbung beschrieben, ist jedoch
wegen eines schlechten Kosten-Nutzen-Verhaltnisses nicht fur die Routinediagnostik
geeignet(64). Eine weitere Mdglichkeit Mikrometastasen in Lymphknoten zu
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diagnostizieren, sindimmunhistochemische Spezialfarbungen, zu denen neben der
Farbung von PSA auch die Pankeratinfaroung MNF116 zahlt.

Ziel der Studie von Schilling et al.(48)war es, die Sensitivitdt einer Keratinfarbung
gegenuber der Standard-H&E-Farbung zu uberprufen. Die Ergebnisse lieferten keinen
Hinweis auf eine verbesserte Diagnostik. Deng et al.(56) beschreiben eine sehr geringe
(1%) Rate an okkulten Metastasen, die durch eine zusatzliche immunhistochemische
Farbung nach HE-Farbung entdeckt werden konnten und empfehlen die
Immunhistochemie daher nicht fir die Routineuntersuchung. Pagliarulo et al.(58)und
Freeman et al.(64)hingegen konnten fir das Tumorstadium pT3NO eine deutlich
verbesserte Diagnostik von okkulten Lymphknotenmetastasen mithilfe der
Immunhistochemie gegenuber der Routine-H&E-Farbung nachweisen. Des Weiteren
beschreiben sie einen Zusammenhang zwischen okkulten Lymphknotenmetastasen
und einem deutlich erhdhtenRezidivrisikodes PCa wund einer verminderten
Lebenserwartung.Ahnliche Ergebnisse werden auch in der Arbeit von Miyake et
al.(59)beschrieben.

Insgesamt sind die Aussagen sehr uneinheitlich und weitere Untersuchungen auf
diesem Feld sind notig, um in Zukunft besser zwischen den verschiedenen Stadien des
PCa zu unterscheiden und jedem Patienten somit die bestmdgliche Therapie

zukommen zu lassen.

Das Ziel dieser Arbeit ist es daher, den Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines
Rezidivs, definiert als PSA Anstieg >0,1 ng/ml, und dem Nachweis von Tumorzellen
mithilfe der Pankeratinfarbung MNF116 in histologischen Lymphknotenschnitten von
urspringlich nach RPE als frei von Tumorgewebe (NO, MO, RO) klassifizierten Patienten
herzustellen. Es soll der Anteil von Patienten mit okkulten Lymphknotenmetastasen
bestimmt werden, der falschlicherweise als NO klassifiziert wurde. Des Weiteren soll die
Sensitivitat und Durchfuhrbarkeit der immunhistochemischen Farbung innerhalb der

Routinediagnostik beurteilt werden.
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3 Methodik

3.1 Patientenkollektiv

3.1.1 Datenbank

Die vorliegende Dissertation ist in enger Kooperation des Instituts fur Pathologie und
der Klinik fur Urologiedes Universitatsklinikum Charité (Standorte Campus Mitte und
Campus Benjamin-Franklin) angefertigt worden. Die pra- und postoperativen inklusive
Follow-up Daten von 1924 Mannern, bei denen zwischen 1999 und 2014 ein PCa
diagnostiziert wurde und die in der hiesigen Klinik mittels RPE therapiert wurden,
wurden in einer pseudonymisierten Datenbank der Kilinik fur Urologie nach
Genehmigung durch die lokale Ethikkommission erfasst. Die histologische Beurteilung
der Prostatektomie- und Lymphknotenpaparate erfolgte im Institut fur Pathologie der
Charité entsprechend der nationalen (S3(4)) und internationalen (/ISUP(23)) Leitlinie
bzw. Empfehlung.

3.1.2 Einschlusskriterien /Ausschlusskriterien

Die Patienten wurden anhand des pathologischen Befundberichtes und der klinischen
Befunde wie folgt selektiert:

Tabelle 5: Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
pT2, pT3 pT4
RO R1/R2
pNO pN1
MO M1

Nicht-azinare PCa’s (siehe 3.2)
Unvollstandigkeit der Datensatze
Gewebeverfligbarkeit
Andere Malignitatsdiagnose im Studienzeitraum
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Nach Bereinigung der Datensatze mit Schwerpunkt auf vollstandigen Datensatzen
(Pathologiebericht, klinischer Verlauf, PSA-Wertkontrollen) und Prufung der
Gewebeverfugbarkeit konnten die Daten von 197 Patienten in dieser Studie betrachtet

werden.

3.2 Schnittkontrolle

Zur Verifizierung der histopathologischen Diagnose und zum Ausschluss von
histologischen Subtypen, die mit einem anderen klinischen Verlauf und nicht mit einer
PSA-Erhéhung einhergehen kénnen (z.B.: Urothel-, Plattenepithel-, Basalzellkarzinom),
wurden alle originaren Schnitte erneut durch einen Uropathologen begutachtet. Auch
das duktale Karzinom wurde wegen der mdglichen biologischen Unterschiede zu den
gewohnlichen azinaren Karzinomen ausgeschlossen. Die Uberprifung des Nodal-und
Resektionsrandstatus an den Archivschnitten erfolgte unter Nachahmung der
Routinediagnostikbedingungen, d.h. insbesondere auf eine zeitlich und in der Auflésung
Ubertriebene Mikroskopie der Lymphknoten wurde verzichtet. Nach histologischer

Verifizierung konnten alle 197 Patienten in die Studie eingeschlossen werden.

Mindestens zwei karzinomtragende Blocke in der Prostata wurden erneut geschnitten
und mittels H&E-Farbung gefarbt. Fur weitere immunhistochemische Untersuchungen
wurden zusatzlich jeweils 6 Leerschnitte angefertigt.

Die Beurteilung der gefarbten Schnitte erfolgte am Lichtmikroskop durch die Verfasserin
der Arbeit (T. Pross) betreut durch den Pathologen Dr. med. E. Kilic.
Lymphknotenschnitte wurden als Metastasen-positiv betrachtet, wenn innerhalb des
Lymphknotens immunoreaktive Zellen mit den morphologischen Charakteristika einer
Tumorzelle zu erkennen waren. Tumorzellen in den Sinus der Lymphknoten ohne

Stromainvasion wurden ebenfalls als LK-Metastasen bewertet.
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3.3 Vorbereitung fur Histologie und Immunhistochemie

Paraffinblocke aus dem Archiv der Pathologie wurden mit einem Rotationsmikrotom
(Leica RM235) in 3um dicke Schnitte auf unbeschichtete Objektrager fur die H&E-
Farbung oder auf beschichtete SuperFrost/Plus® Objekttrager flr die anschlieRende
Immunhistochemie (jeweils der Firma R. Langenbrinck) aufgezogen. Vor der
Entparaffinierung wurden die Objekttrager 10min bei 80 Grad gebacken.

3.4 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Entparaffinierung, Rehydrierung, H&E-Farbung und Entwasserung erfolgte
automatisiert mit dem linearen Farbeautomaten ,medite tissue stainer COT20". Nach
automatisiertem Eindeckeln der Objekttrager mit dem ,DAKO coverslipper‘ waren die
Schnitte mikroskopierbereit.

3.5 Immunhistochemische Farbungen

Die immunhistochemischenFarbungen wurden automatisiert mit der ,Benchmark XT
IHC/ISH®"“der Firma Ventana durchgefuhrt.Alle Chemikalien fir die Vorbereitung und
eigentliche Durchfihrung der Farbungen wurden von der Firma Ventana bezogen.In
dem geschlossenen System wurden die Praparate mit EZPrep. Losung entparaffiniert
und wassrige Reagenzien mit der,Coverslip Losung LCS* isoliert. Die
Antigendemaskierung wurde mittels ,Protease 1“ durchgefuhrt. Der jeweilige Antikorper
wurde in entsprechender Verdlinnung manuell appliziert. Die DAB (Diaminobenzidin)
Farbdarstellung mit braunem Endprodukt erfolgte mit dem ,biotinfreien Kit ultraView
Universal DAB Detection Kit, die Gegenfarbung mit Hamatoxylin und die Nach-
Gegenfarbung mit Bluing Reagenz. Die Eindeckelung wurde automatisiert durch den

,DAKO coverslipper* ausgefihrt.
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3.5.1 MNF116

Der monoklonale, von der Maus stammende Antikdrper MNF116 (DAKO, M0821) ist ein
sogenannter Pan-Keratinmarker und erkennt Keratine von 40kD-58kD, entsprechend
der Keratine 5, 6, 8, 17 und 19. Karzinommetastasen lassen sich mit MNF116 daher
positiv darstellen. Tumorfreie Lymphknoten hingegen bleiben unmarkiert, da
physiologisch keine Epithelzellen in Lymphknoten vorkommen. Allerdings lassen sich
fibroblastische Retikulumzellen in Lymphknoten schwach mit MNF116 darstellen, die es
gilt von Metastasen abzugrenzen (siehe3.5.2). Der Antikdrper gegen MNF116 wurde in

einer Verdunnung 1:1000 eingesetzt.

3.5.2 Andere Farbungen

Exemplarisch und bei Fallen, bei denen in der MNF116-Immundarstellung nicht sicher
zwischen einer Metastase und Retikulumzellen unterschieden werden konnte, wurde
eine Immunfarbung gegen das prostataspezifische Membranantigen (PSMA) in einer
Verdinnung 1:50 (DAKO, M3620)durchgefiuhrt. PSMA-Immunhistochemie ist hoch
spezifisch und ist faktisch beweisend fur ein Prostatakarzinom.

Ebenfalls exemplarisch wurden Farbungen gegen CD31 (DAKO, M0823, Verdinnung:
1:40) als BlutgefalBmarker und von Podoplanin (Klon D2-40, DAKO, M3619,
Verdlnnung: 1:200) als Lymphgefalmarker zur Fragestellung eines lymphovaskularen
Tumoreinbruchs durchgefuhrt.

3.6 Flachenbestimmung

Fir die Bestimmung der Flache von Prostata (ohne Samenblase und umgebendes
Weichgewebe) und PCa wurdenach Markierung des Karzinoms unter dem Mikroskop
und Kennzeichnung desumgebenden Weichgewebes ein Rastergitter mit einer
Kantenlange von 3mm auf die histologischen Schnitte gelegt, sodass die
entsprechenden Kastchen ausgezahlt werden konnten. Die Anzahl von gezahlten

Késtchen wurde auf dem Objekttrager in folgender Form notiert: Anzahl Késtchen der
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Prostata / Anzahl Kastchen PCa.Abbildung 3 und Abbildung 4stellen dabei beispielhaft
die verschiedenen Arbeitsschritte dar.

Abbildung 3: Markierung aller identifizierbaren Tumorloci unter dem Mikroskop
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Abbildung 4: Rastergitterzihlung
links: Kennzeichnung der Grenze zwischen Prostata- und Weichgewebe, mittig: zirkuldare Umrandung des
Prostatakarzinoms, rechts: Ergebnis der Kastchenzahlung Prostata/PCa

Die Berechnung der Flache der Prostata und des PCa wurde anschlielend mit

folgender Formel durchgefihrt: Tumorlange (in mm) x Tumorbreite (in mm).
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3.7 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten wurde eigenstandig durchgefuhrt und erfolgte
mithilfe der Programme Microsoft Excel 2011 fur Mac und IBM SPSS Statistics 22fur
Windows.Die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde in allen Tests mit p bezeichnet und

statistische Signifikanz bei p<0,05 angenommen.

Fiar alle metrischen Variablen wurde die Normalverteilung mittels des Kolmogorov-
Smirnov-Z-Tests und graphischer Darstellung im Q-Q-Diagramm Uberprift. Um zwei
metrische Variablen auf einen Zusammenhang zu Uberprufen, wurde die bivariate
Korrelationsanalyse durchgefuhrt. Der Korrelationskoeffizient nach Pearson r gibt das
Ausmal der Korrelation an. Zur Visualisierung wurden die Daten mithilfe eines
Streudiagramms dargestellt(65).

Bei Analyse einer metrischen Variable und einer kategorialen Variable konnte im Falle
normalverteilter Werte der Levene-Test auf Varianzgleichheit und anschlieRend ein
Mittelwertevergleich mit dem T-Test durchgefuhrt werden. Waren die Stichproben nicht
normalverteilt, wurde der Mann-Whitney-U-Test (2 Kategorien) oder der Kruskal-Wallis-
Test(>2Kategorien)fir  einen  Mittelwertevergleich  angewandt.Die  graphische
Darstellung erfolgte in diesem Fall aufgeschlisselt nach der kategorialen Variable
mithilfe von Boxplots(66,67).Um zweikategoriale Variablen zu analysieren wurden
Kreuztabellen, der Chi-Quadrat-Test bzw. bei zu geringer Fallzahl der exakte Test nach
Fisher verwendet. Haufigkeiten werden aufgeschlusselt nach der kategorialen Variable
mithilfe von Balkendiagrammen dargestellt. Die Kaplan-Meier-Methode dient der
Berechnung einer Assoziation zwischen dem Ergebnis der IHC und einem rezidivfreien
Uberleben(RFS) und stellt dies graphisch dar. Immer dann, wenn fir einen Fall ein
Rezidiv auftritt, werden die Wahrscheinlichkeiten fiir ein rezidivireies Uberleben bzw.
das Gesamtluberleben fur die restlichen Falle neu berechnet. Falle, in denen bis zum
Zeitpunkt dieser Studie kein Rezidiv aufgetreten ist, werden zensiert. Der Log-Rank-
Test gehort zu den nicht-parametrischen Verfahren und ist der Standard flr
Gruppenvergleiche der Uberlebenszeitanalyse. Er untersucht, ob die Uberlebenszeiten
in zwei Gruppen gleich lang sind. Hierzu wird nicht nur ein bestimmter Zeitpunkt, wie
zum Beispiel die 1-Jahres-Uberlebensrate betrachtet, sondern der gesamte

Beobachtungszeitraum. Bei Erweiterung auf den Vergleich von mehr als 2 Gruppenwird
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mithilfe des Testes berechnet, ob mindestens eine der Gruppen sich signifikant
unterscheidet(66,67).

Testglitekriterien werden berechnet um einen Uberblick Uber den Nutzen eines
Testverfahrens zu erhalten. In dieser Arbeit wird das Auftreten bzw. Nicht-Auftreten
eines Rezidivs als Grundlage der Berechnungen verwendet. Die Sensitivitat bezeichnet
wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dass ein Kranker von einem Test als krank erkannt
wird. Die Spezifitat gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass tatsachlich Gesunde auch im
Test als gesund erkannt werden. Fur den klinischen Alltag bedeutender jedoch sind der
positive und negative pradiktive Wert. Der positive pradiktive Wert (PPV) zeigt an, wie
viel Patienten mit einem positiven Testergebnis auch wirklich erkrankt sind. Der
negative pradiktive Wert (NPV) hingegen gibt an, wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist,
dass man bei einem negativen Testergebnis auch wirklich gesund ist.
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4 Ergebnisse

4.1 Deskriptive Statistik

Aus der Datenbank der Klinik fur Urologie des Universitatsklinikum Charité (Standorte
Campus Mitte und Benjamin-Franklin) ergeben sich nach Kontrolle der Ein- und
Ausschlusskriterien (siehe3.1.2) und Prufung der Gewebeverfugbarkeit insgesamt 197
Patienten fur diese Studie. Die klinischen Daten aller in die Studie eingeschlossenen
Patienten sind in Tabelle 6wiedergegeben. Das Alter aller Patienten verteilte sich
zwischen 51 und 87 Jahren mit einem Median von 74 Jahren.Um Unterschiede
zwischen verschiedenen Gruppen gezielter betrachten zu konnen, wurde der Gleason
Score (GS) in dieser Arbeit in vier verschiedene Gruppen gegliedert. Am haufigsten
kam der GS 7 vor (61,5%). 7a=3+4 (44,2%) wurde deutlich haufiger diagnostiziert. Zur
Gruppe der besonders gut differenzierten PCa’s (GS<6) gehoéren 22,3% der Tumore,
16,2% wurden als besonders schlecht differenziert (GS=8) eingestuft. 68,1% der PCa
sind auf die Grenzen der Prostatadriisen beschrankt (pT2), wovon in 37,6% Karzinome
in beiden Lappen auftraten (pT2c). In 32,0% der PCa konnte ein extraprostatisches

Tumorwachstum in das periprostatische Fettgewebe nachgewiesen werden.

Tabelle 6: Klinische Daten

alle Patienten

n=197

n %
Alter in Jahren
Mittelwert 72
Min-Max 51-87
25%-75% 69-77
IQR 8
Gleason Score
<6 44 22,3
7a=3+4 87 442
7b=4+3 34 17,3
>8 32 16,2
pT
pT2a 20 10,2
pT2b 40 20,3
pT2c 74 37,6
pT3a 63 32,0
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Entfernte Lymphknoten

pro Patient

Mittelwert 12
Min-Max 1-31
25%-75% 8-16
IQR 8

n: Anzahl, Min: Minimum, Max: Maximum, IQR: Interquartilsabstand

Insgesamt wurden 2352 Lymphknoten von 197 Patienten entfernt. Daraus ergibt sich,
dass pro Patient durchschnittlich 12 Lymphknoten entfernt wurden. Am haufigsten
enthielten die Lymphadenektomiepraparate 11 und 12 Lymphknoten pro Patient
(Tabelle 6, Abbildung 5).

Haufigkeit

10.0-
0 T T T T
7 o ®

20
Anzahl der in OP entfernten LK

Abbildung 5: Anzahl der wiahrend RPE entfernten Lymphknoten

Flr insgesamt 84 Patienten wurde mittels Rastergitterzahlung (siehe 3.6) die Flache
der Prostata und des Tumors bestimmt. Die Prostatapraparate waren im Mittel 70,6cm?
grof3. Die Flache der Karzinome verteilte sich zwischen 0,1cm? bis 29,2cm?mit einem
Mittelwert von 5,5cm?® Die Berechnung der Flachen aller vermessenen Prostata- und
der Karzinompraparate sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 7: Ergebnisse der Prostata- und Tumorflichenbestimmung

Patienten
n=84
Prostataflache Tumorflache Quotient
in cm? in cm? Tumorflache / Prostataflache

Flache
Mittelwert 70,6 5,5 0,9
Min-Max 0,1-160,8 0,1-29,2 0,01-0,42
25%-75% 47,5-88,1 2,2-6,5 0,03-0,12
IQR 40,6 4,3 0,09

n: Anzahl, Min: Minimum, Max: Maximum, IQR: Interquartilsabstand
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4.2 Farbungen

Abbildung 6 stellt zwei Ausschnitte von Prostatapraparaten in H&E-Farbung nach
Markierung der karzinomatosen Areale mittels Tinte dar. Die Markierung wurde wie in
Absatz 3.6 beschrieben zur Vereinfachung der Volumenbestimmungdes Karzinoms
mittels Rastergitterzahlung durchgefihrt.

Abbildung 6: makroskopische Darstellung einer H&E-Féarbung
nach Markierung der karzinomatdsen Areale mittels Tinte von zwei verschiedenen Praparaten (A und B)
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Abbildung 7 zeigt einen Ausschnitt eines Lymphknotenpraparates in H&E-Farbung. Nur
schwer ist hier ein malignes Muster zu erkennen. Die Pankeratinfarbung (MNF116)

erleichtert das Erkennen derkarzinomatosenZellen, welche sich im Bereich der
Lymphspalten befinden.

) Abbildung 7: PCa in Lymphspalte
A1: Ubersicht H&E-Farbung, A2: AusschnittvergréBerung, B: Pankeratinfarbung (MNF116)
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Abbildung 8 zeigt die H&E-Farbung eines weiteren Lymphknotenpraparates. Auch hier
ist es sehr schwer, den karzinomatosen Bereich zu erkennen. Es sind weder starke
Malignitatszeichen der Zellen noch eine Stromareaktion des umliegenden Gewebes
auszumachen. Erst in der Pankeratinfarbung (MNF116) kann der maligne Bereich

zweifelsfrei erkannt werden.

) Abbildung 8: PCa ohne stromale Reaktion
A1: Ubersicht H&E-Farbung, A2: AusschnittvergréBerung, B: Pankeratinfarbung (MNF116)
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Beispielhaft werden in Abbildung 9zwei verschiedene Pankeratinfarbungen dargestellt,
in denen man ITC und Mikrometastasen erkennen kann. Die Skalierung in der
Aufnahme der Mikrometastasen macht eine Grof3enbestimmung von 250um x 350 ym
moglich.

Abbildung 9: Pankeratinfarbung (MNF116)
A: ITC, B: Mikrometastasen
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Anschlielend wurde bei immunoreaktiven Praparaten eine Farbung gegen das

prostataspezifische PSMA durchgefiihrt um die Prostata als Ursprung der Zellen
nachzuweisen.

Abbildung 10: Pankeratinfarbung (MNF116) und PSMA-Farbung
A1: positive MNF116-Farbung mit A2 AusschnittvergrofRerung,
B1: schnittgleiche PSMA-Farbung mit B2 Ausschnittvergréf3erung
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Bezuglich der Fragestellung, ob in der Prostata bereits ein Einbruch der Karzinomzellen
in die LymphgefaRe nachzuweisen ist, wurden exemplarisch Farbungen gegen CD31
zur Darstellung von BlutgefaBen und Farbungen gegen Podoplanin (D2-40) zur
Darstellung von Lymphgefaen durchgefihrt. Im HE-Praparat der Abbildung 11 ist eine
sichere Abgrenzung von Karzinomzellen wegen des durch Formalinfixierung bedingten
Schrumpfspaltes nicht moglich. In der CD31- und in der Podoplanin-Farbung hingegen
ist deutlich zu erkennen, dass es sich um Tumorzellen in einem Gefalispalt handelt.

Abbildung 11: Nachweis der lymphovaskuléren Invasion, L1
Pfeile zeigen auf immunoreaktive Zellen und Karzinomzellen im GefaRspalt
A: HE-Farbung, B: CD 31-Farbung, C:D2-40-Farbung
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4.3 SchlieBende Statistik

4.3.1 Vergleich desAlters bezuiglich Lymphknotenstatus

In der Gruppe LK- (Lymphknoten in der Immunhistochemie negativ) war der
Altersmittelwert 72 Jahre, der jungste Patient 51 und der alteste Patient 87 Jahre alt. In
der Gruppe LK+ (Lymphknoten in der Immunhistochemie positiv) variierte das Alter
zwischen 61 und 85 Jahren mit einem Mittelwert von 75 Jahren.

Tabelle 8: Assoziation des Alters mit Lymphknotenstatus

alle LK- LK+ p
n=197 n=180 n=17
n n n LK- vs. LK+

Alter in Jahren
Mittelwert 72 72 75 0,146
Min-Max 51-87 51-87 61-85
25%-75% 69-77 68-77 71-79
IQR 8 9 8

n: Anzahl, LK-: Lymphknoten negativ in Immunhistochemie, LK+: Lymphknoten positiv in Immunhistochemie, p:
Irrtumswahrscheinlichkeit, Min: Minimum, Max: Maximum, IQR: Interquartilsabstand; Testverfahren: Mann-Whitney-
U-Test

Bei einem Wert von p<0,001 im Kolmogorow-Smirnow-Test kann Kkeine
Normalverteilung angenommen werden. Ein Ergebnis von p=0,146 im Mann-Whitney-
U-Test zeigt keinen signifikanten Unterschied des Alters zwischen den Gruppen LK+
und LK-.Die graphische Darstellung der Altersverteilung in den Gruppen LK+ und LK-
erfolgte mittels BoxPlot (Abbildung 12).
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Alter des Patienten im Jahr 2015

T T
LK- LK+

Abbildung 12: Alter in den Gruppen LK- und LK+
LK-: Lymphknoten negativ in Immunhistochemie, LK+: Lymphknoten positiv in Immunhistochemie
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4.3.2 Vergleich der Follow Up — Zeit bezuglich Lymphknotenstatus

In 2 Fallen fehlte eine Datumsangabe zumZeitpunkt der zuletzt durchgefihrten PSA-
Bestimmung oder dem Todesdatum. Die restlichen 195 Patienten wurden
durchschnittlich 79 Monate lang regelmafig nachuntersucht. Die kurzeste Follow-up
Zeit betrug 5 Monate, der langste postoperative Untersuchungszeitraum betrug 160
Monate.

Tabelle 9: Assoziation der Follow up - Zeit in Monaten mit Lymphknotenstatus

alle LK- LK+ o]
n=195 n=180 n=17
n n n LK-v. LK+

Follow up in Monaten
Mittelwert 79 80 60 0,114
Min-Max 5-160 5-160 8-158
25%-75% 30-135 31-135 24-68
IQR 105 104 44

n: Anzahl, LK-: Lymphknoten negativ in Immunhistochemie, LK+: Lymphknoten positiv in Immunhistochemie, p:
Irrtumswahrscheinlichkeit, Min: Minimum, Max: Maximum, IQR: Interquartilsabstand; Testverfahren: Mann-Whitney-
U-Test
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Abbildung 13: Follow-up-Zeit in Monaten
als Differenz zwischen OP-Datum und letzter PSA-Wert Bestimmung bzw. Todesdatum
Bei einem Wert von p<0,001 im Kolmogorow-Smirnow-Test kann Kkeine
Normalverteilung angenommen werden. Ein Ergebnis von p=0,114 im
Mittelwertevergleich mittels Mann-Whitney-U-Test zeigt, dass es keinen signifikanten
Unterschied der Dauer der Follow-up-Untersuchungen zwischen den Gruppen LK- und
LK+ gibt.

35



4.3.3 Vergleich des Gleason Scores beziiglich Lymphknotenstatus

In der Gruppe LK- wurdebei der Mehrheit der Patienten (45,6%)einGS von 3+4=7a
diagnostiziert (Tabelle 10). In der Gruppe LK+ war der GSvon =8 am haufigsten
vertreten (41,2%).

Tabelle 10: Assoziation des Gleason Scores mit Lymphknotenstatus

alle LK- LK+
n=197 n=180 n=17
n % n % n %
Gleason Score
<6 44 22,3 42 23,3 2 11,8
7a=3+4 87 442 82 45,6 5 29,4
7b=4+3 34 17,3 31 17,2 3 17,6
>8 32 16,2 25 13,9 7 41,2

n: Anzahl, LK-: Lymphknoten negativ in Immunhistochemie, LK+: Lymphknoten positiv inlmmunhistochemie

Tabelle 11 zeigt die Ergebnisse der Fisher-Exakt-Tests fur die Vergleiche der GS-
Gruppen bezuglich der IHC-Ergebnisse. Dabei unterscheidet sich die Gruppe GS =8
signifikant von den Gruppen GS <6, 7a und 7a+Db, nicht jedoch von der Gruppe GS 7b.
Auch unterscheidet sich die Gruppe GS =8 signifikant zu allen anderen Gruppen, wenn
diese zusammengefasst sind (7b+7a+<6). Fasst man GS 7b und <8 zusammen,

unterscheiden sich diese signifikant von der Kohorte GS <6+7a.

Tabelle 11: Vergleich derlHC-Ergebnisse zwischen den GleasonScore-Gruppen

Gruppenvergleich n n LK+ P
28 vs. <6 76 7 vs. 2 0,026*
28 vs. 7a+b 153 7vs.8 0,017*
28 vs. 7a 119 7vs.5 0,016*
28 vs. 7b 66 7vs.3 0,128
7b vs. 7a 121 3vs.5 0,399
7b vs.<6 78 3vs.2 0,378
7avs. <6 131 5vs. 2 0,565
28 vs.7b + 7a + <6 197 7vs. 10 0,009*
28 + 7Tb vs. 7a + <6 197 10vs. 7 0,023*
28 + 7b + 7a vs. <6 197 15 vs. 2 0,221

n: Gesamtanzahl aller Patienten in den zu vergleichenden Gruppen,n LK+:Anzahl der Patienten mit positivem
Lymphknotenstatus in der Immunhistochemie in den zu vergleichenden Gruppen, p: Irrtumswahrscheinlichkeit, *:
Ergebnis ist statistisch signifikant; Testverfahren: Fisher-Exakt-Test
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4.3.4 Vergleich der T-Stadien bezuglich Lymphknotenstatus

Die Verteilung der positiven und negativen Immunhistochemie-Ergebnisse bezogen auf

die kategoriale Variable , T-Stadium® wird in Abbildung 14 gezeigt.
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Abbildung 14: Verteilung von LK+ und LK- auf die T-Stadien
LK-: Lymphknoten negativ in Immunhistochemie, LK+: Lymphknoten positiv in Immunhistochemie
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InTabelle 12sind die Ergebnisse der Gruppenvergleiche mittels Fisher-Exakt-Test

zwischen den kategorialen Variablen LK in IHC positiv oder negativ und dem T-Stadium

wiedergegeben. Mit Ergebnissen >0,05 lasst sich feststellen, dass sich keine der

Gruppen signifikant von einer anderen Gruppe unterscheidet.

Tabelle 12: Vergleich der IHC-Ergebnisse zwischen pT-Stadien

Gruppenvergleich n n LK+ p

pT 2a vs 3a 85 Ovs.8 0,092
pT 2b vs 3a 103 2vs. 8 0,191
pT 2c vs 3a 137 7vs.8 0,392
pT 2 vs 3a 197 9vs. 8 0,143
pT 2a vs 2b 60 Ovs.2 0,419
pT 2a vs 2¢c 94 Ovs. 7 0,159
pT 2b vs 2¢ 112 2vs.7 0,333

n: Gesamtanzahl aller Patienten in den zu vergleichenden Gruppen, n LK+: Anzahl der Patienten mit positivem
Lymphknotenstatus in der Immunhistochemie in den zu vergleichenden Gruppen, p: Irrtumswahrscheinlichkeit, *:
Ergebnis ist statistisch signifikant; Testverfahren: Fisher-Exakt-Test
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4.3.5 Vergleich der entfernten LK beziglich Lymphknotenstatus

Pro Patient wurden in der RPE zwischen 1-31 Lymphknoten entfernt(Tabelle 13). Der
Mittelwert in der Gruppe LK- ist etwas grof3er als der Mittelwert der Gruppe LK+, so
auch das Verhaltnis der Mediane (11vs.9).

Tabelle 13: Entfernte Lymphknoten wahrend RPE

Alle LK- LK+ o]
n=197 n=180 n=17
n n n LK- v. LK+

Entfernte LK
Mittelwert 12 12 11 0,201
Min-Max 1-31 1-31 3-27
25%-75% 8-16 8-16 6-16
IQR 8 8 10

n: Anzahl, LK-: Lymphknoten negativ in Immunhistochemie, LK+: Lymphknoten positiv in Immunhistochemie, p:
ILrJr_t_:_ngsiwahrscheinlichkeit, Min: Minimum, Max: Maximum, IQR: Interquartilsabstand; Testverfahren: Mann-Whitney-
Bei einem Wert von p<0,001 im Kolmogorow-Smirnow-Test kann Kkeine
Normalverteilung angenommen werden. Ein Ergebnis von p=0,201 im
Mittelwertevergleich mittels Mann-Whitney-U-Test zeigt, dass es keinen signifikanten
Unterschied der Anzahl der entfernten Lymphknoten in den Gruppen LK- und LK+ gibt.
Die Verteilung und der Vergleich der Anzahl der entfernten Lymphknoten in den

Gruppen LK- und LK+ kann in Abbildung 15 mithilfe eines BoxPlots betrachtet werden.
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Abbildung 15:Anzahl der in RPE entfernten Lymphknoten in den Gruppen LK- und LK+
LK-: Lymphknoten negativ in Immunhistochemie, LK+: Lymphknoten positiv in Immunhistochemie

Um eine eventuell vorhandene Verzerrung der Anzahl der entfernten Lymphknoten

hinsichtlich alterer und krankerer Patienten auszuschliefen und damit den Vergleich
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bezuglich des IHC-Ergebnisses zu verfalschen, wurden verschiedene Analysen
durchgefuhrt. Eine bivariate Korrelation konnte eine Verzerrung hinsichtlich des Alters
ausschlieen. Ein p-Wert von 0,399 und ein Pearson-Korrelationskoeffizient von 0,06
machen deutlich, dass zwischen der Anzahl der entfernten Lymphknoten und dem Alter
kein Zusammenhang besteht. Dies wird auch graphisch als Streudiagramm in
Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Streudiagramm fiir Anzahl der in OP entfernten
Lymphknoten (x-Achse) und Alter der Patienten (y-Achse)
EineVerzerrung der Anzahl der entfernten Lymphknotenzwischen den GS-Gruppen
wurde mit einem Kruskal-Wallis-Test ausgeschlossen. Ein Ergebnis von 0,619 zeigt,
dass es zwischen den Gruppen GS<6, 7a, 7b und =8 keinen signifikanten Unterschied

der Anzahl der entfernten Lymphknoten gibt.

Um eine Verzerrung der Anzahl der entfernten Lymphknoten hinsichtlich des T-
Stadiums aufzudecken, wurde ebenfalls ein Kruskal-Wallis-Test durchgefuhrt. Ein
Ergebnis von 0,716 zeigt,dass es zwischen den Gruppen pT2a, pT2b, pT2c und pT3a
keinen signifikanten Unterschied der Anzahl der entfernten Lymphknoten gibt.

4.3.6 Vergleich der Tumorflache bezuglich Lymphknotenstatus
Die Tumorfliche aller Patienten ergab als Mittelwert einen Wert von 5,5 cm? und

verteilte sich zwischen 0,17cm? und 29,2cm?. In der Gruppe LK+ waren sowohl der
Mittelwert (10,8cm?) als auch das Minimum (4,4cm?) deutlich gréRer.
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Tabelle 14: Tumorflache des gesamten Patientenkollektiv und in den Gruppen LK- und LK+

alle LK- LK+ p
n=84 n=73 n=11
in cm® in cm® in cm® LK+ v. LK-
Tumorflache
Mittelwert 55 4,6 10,8 <0,001
Min-Max 0,1-29,2 0,1-29,2 4.,4-28,2
25%-75% 2,2-6,5 2,2-5,3 5,7-16,3
IQR 4,3 3,1 10,6
Tumorflache
PCa/Prostata
Mittelwert 0,9 0,07 0,19 <0,001
Min-Max 0,01-0,42 0,01-0,3 0,07-0,42
25%-75% 0,03-0,12 0,02-0,1 0,09-0,29
IQR 0,09 0,08 0,2

n: Anzahl, LK-: Lymphknoten negativ in Immunhistochemie, LK+: Lymphknoten positiv in Immunhistochemie, p:
Irrtumswahrscheinlichkeit, Min: Minimum, Max: Maximum, IQR: Interquartilsabstand; PCa/Prostata: Quotient aus
Tumorflache durch Prostataflache;Testverfahren: Mann-Whitney-U-Test

Bei einem Wert von p<0,001 im Kolmogorow-Smirnow-Test kann Kkeine
Normalverteilung angenommen werden. Ein Ergebnis von p<0,001 im
Mittelwertevergleich mittels Mann-Whitney-U-Test zeigt, dass die mittlere Tumorflache
von Patienten mit positivem Lymphknotenstatus grof3er ist als die Tumorflache von
Patienten mit negativem Lymphknotenstatus. Auch der Vergleich des Quotienten aus
Tumorflache durch Prostataflache zeigt, dass Tumore bei Patienten mit positivem
Lymphknotenstatus signifikant groRer waren als bei Patienten mit negativem
Lymphknotenstatus.
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Abbildung 17: Verteilung der Tumorflache in den Gruppen LK- und LK+
LK-: Lymphknoten negativ in Immunhistochemie, LK+: Lymphknoten positiv in Immunhistochemie
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4.3.7 Vergleich des PSA-Wertes bezuglich Lymphknotenstatus

Der praoperative PSA Wert aller Patienten wurde im Labor Berlin nach WHO-Kriterien
bestimmt. Die Werte verteilten sich zwischen 0,25ng/ml und 66,53ng/ml mit einem
Mittelwert von 7,16ng/ml. In der Gruppe LK- war der PSA-Mittelwert deutlich niedriger
als der Mittelwert der Gruppe LK+ (6,73ng/ml vs. 11,80ng/ml).

Tabelle 15: PSA-Werte des gesamten Patientenkollektivs und in den Gruppen LK- und LK+

alle LK- LK+ p

n=197 n=180 n=17

in ng/ml in ng/ml in ng/ml LK+ v. LK-
PSA
Mittelwert 7,16 6,73 11,8 0,369
Min-Max 0,25-66,53 0,25-31,46 1,2-66,53
25%-75% 3,65-7,67 3,66-7,44 3,49-11,29
IQR 4,02 3,78 7,8

n: Anzahl, LK-: Lymphknoten negativ in Immunhistochemie, LK+: Lymphknoten positiv in Immunhistochemie, p:
Irrtumswahrscheinlichkeit, Min: Minimum, Max: Maximum, IQR: Interquartilsabstand; Testverfahren: Mann-Whitney-
U-Test

Bei einem Wert von p<0,001 im Kolmogorow-Smirnow-Test konnte keine
Normalverteilung angenommen werden. Ein Ergebnis von p=0,369 im
Mittelwertevergleich mittels Mann-Whitney-U-Test zeigte, dass es keinen signifikanten

Unterschied zwischen den PSA-Wertverteilungen in den Gruppen LK- und LK+ gibt.
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Abbildung 18: Verteilung des PSA-Wertes in den Gruppen LK- und LK+
LK-: Lymphknoten negativ in Immunhistochemie, LK+: Lymphknoten positiv in Immunhistochemie

41



4.3.8 Vergleich des Auftretens eines BCR bezuglich

Lymphknotenstatus

Als BCR wurde nach postoperativem Abfall unter die Nachweisgrenze ein Anstieg des
Serum-PSA-Wertes nach WHO auf Uber 0,1 ng/ml definiert. Von den 197 Patienten
fehlten in 2 FallenAngaben zum postoperativen PSA-Wert, sodass diese fur die Analyse
nicht beachtet werden konnten.Bei 45 von 195 Patienten (23,1%) wurde im Verlauf ein
BCR diagnostiziert. In 150 Fallen (76,9%) waren die PSA-Werte bis zum Ende der
Untersuchungen fir diese Arbeit (06/2015) unauffallig.

Tabelle 16: Ubersicht fiir die Variablen Ergebnis der IHC und Auftreten eines BCR im Verlauf

BCR im Verlauf Gesamt
Kein Rezidiv Rezidiv
LK- Anzahl 144 34 178
LK+ Anzahl 6 11 17
Gesamt Anzahl 150 45 195

LK-: Lymphknoten negativ in Immunhistochemie, LK+: Lymphknoten positiv in Immunhistochemie, BCR:
biochemisches Rezidiv

Ein Ergebnis von p<0,001 im Fisher-Exakt-Testlasst schlussfolgern, dass der Anteil von
immunhistochemisch positiven Fallen in der Gruppe,kein Rezidiv‘ und ,Rezidiv*
signifikant verschieden ist.Auch eine graphische Darstellung dieses Sachverhaltes wie
in Abbildung 19 lasst dies erkennen.
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Abbildung 19: Verteilung der IHC-Ergebnisse in den Gruppen LK- und LK+
LK-: Lymphknoten negativ in Immunhistochemie, LK+: Lymphknoten positiv in Immunhistochemie
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4.3.9 Vergleich der Zeit in Monaten bis BCR bezuglich
Lymphknotenstatus

Von den 45 Patienten, die im Verlauf der Untersuchungen ein BCR entwickelten, fehlen
in 4 Fallen die Angaben uber den Zeitpunkt des PSA-Anstieges. Die Zeit bis zum BCR

wurde in SPSS als Funktion aus ,Zeitpunkt der Rezidivs — Zeitpunkt der Operation® in
Monaten berechnet.

Tabelle 17: Assoziation zwischen der Zeit in Monaten bis zum BCR und dem Lymphknotenstatus

alle LK- LK+ p
n=41 n=31 n=10
in Monaten in Monaten in Monaten LK+ v. LK-

Zeit bis BCR
Mittelwert 26,1 259 26,9 0,925
Min-Max 0-132 0-132 1-104
25%-75% 9-38 9-38 4-40
IQR 29 29 36

n: Anzahl, LK-: Lymphknoten negativ in Immunhistochemie, LK+: Lymphknoten positiv in Immunhistochemie, p:
Irrtumswahrscheinlichkeit, Min: Minimum, Max: Maximum, IQR: Interquartilsabstand; Testverfahren: t-Test

Ein Ergebnis vonp=0,200 im Kolmogorow-Smirnow-Test weist auf Normalverteilung hin.
Bei angenommener Varianzgleichheit ergibt sich im t-Test ein p-Wert von 0,925.Daraus
wurde geschlussfolgert, dass sich die Zeit in Monaten vom Operationsdatum bis zum
BCR in den Gruppen LK- und LK+ nicht signifikant unterscheidet. Eine graphische
Darstellung des Sachverhaltes erfolgte mittels Boxplot (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Darstellung der Zeiten bis zum BCR in den Gruppen LK- und LK+
BCR: Biochemisches Rezidiv, LK-: Lymphknoten negativ in Immunhistochemie,
LK+: Lymphknoten positiv in Immunhistochemie
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4.3.10 Rezidivfreies Uberleben

Eine Kaplan-Meier-Analyse wurde hinsichtlich der Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs
in den Gruppen LK+ und LK- durchgefiihrt. Tabelle 18 gibt einen Uberblick Uber die
statistischen Merkmale des rezidivireien Uberlebens (recurrence free survival, RFS).
Sowohl Median und Mittelwert der rezidivfreien Uberlebenszeit als auch die 3- und 5-
Jahresuberlebensrate sind in der Gruppe LK+ deutlich geringer. Ein Ergebnis von
p<0,001 im Log Rank-Test zeigt, dass es einen signifikanten Unterschied hinsichtlich
der rezidivfreien Uberlebenswahrscheinlichkeit zwischen den Gruppen LK+ und LK-.
Eine graphische Darstellung des Sachverhaltes erfolgt in Abbildung 21. Auch hier Iasst
sich anhand der Kurven eine klare Uberlegenheit der Kurve erkennen, welche das
Uberleben von Patienten mit negativem Lymphknotenstatus darstellt.

Tabelle 18: Assoziation des rezidivfreien Uberlebens mit dem Lymphknotenstatus

alle LK- LK+ p
n=195 n=178 n=17
in Monaten in Monaten in Monaten LK+ v. LK-
RFS
Median 69 71 53 <0,001
Mittelwert 130 135 75
Cl 122-137 127-143 47-104
3-Jahres-UR 93,4% 71,8%
5-Jahres-UR 88,5% 39,9%

n: Anzahl, LK-: Lymphknoten negativ in Immunhistochemie, LK+: Lymphknoten positiv in Immunhistochemie, p:
Irrtumswahrscheinlichkeit, RFS: Recurrence free Survival (Rezidivfreies Uberleben), Cl: Konfidenzintervall, UR:
Uberlebensrate; Testverfahren: Log Rank (Mantel-Cox)
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Abbildung 21: Rezidivfreies Uberleben inden Gruppen LK+ und LK-
RFS:rezidivfreies Uberleben (von engl.: recurrence free survival)
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Abbildung 22 und Abbildung 23 zeigen die graphische Darstellung der Kaplan-Meier-
Analyse des Auftretens eines BCR in den verschiedenen Gleason Score Gruppen und
den verschiedenen T-Stadien. Ein Ergebnis von p<0,001 im Log Rank Test fur den
Vergleich der verschiedenen GS und ein Ergebnis von p=0,002 im Log Rank Test fur
den Vergleich der verschiedenen T-Stadien zeigt, dass auch zwischen diesen
verschiedenen Gruppen jeweils ein signifikanter Unterschied im rezidivfreien Uberleben
besteht.

Patienten
nach Gleason
Score

M<=6

1,0

>=8
7a
0,84 . —7b
t— <=6-zensiert
t—>=8-zensiert
T 7a-zensiert
+ —— 7b-zensiert
= | S
£ 06 ‘
£
2 =
3 +
E
5 044 i
x
0,29
0,01
T T T T T
0 50 100 150 200

Followup in Monaten

Abbildung 22: Rezidivfreies Uberleben der verschiedenen Gleason Score Gruppen <6, 7a, 7b und >8
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Abbildung 23: RezidivfreiesUberleben der verschiedenen T-Stadien pT2a, pT2b, pT2c, pT3a
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Eine Analyse beziglich des Gesamtuberlebens (Overall Survival, OS) in den Gruppen
LK+ und LK- wurde in der vorliegenden Arbeit bei zu geringer Anzahl von Ereignissen
(Exitus letalis, n=4) nicht durchgeflhrt.

4.3.11 Vergleich der Tumorflache beziiglich des Auftretens eines

Rezidivs

Weiterhin wurde Uberpruft, ob es einen Zusammenhang zwischen der Flache des
Tumors in cm? und dem Auftreten eines BCR im Verlauf gibt. Ein Ergebnis von 0,042 im
Mann-Whitney-U-Test zeigt, dass es einen signifikanten Unterschied der Tumorflache
zwischen den Gruppen ,BCR im Verlauf® und ,kein BCR im Verlauf’ gibt. Es konnten
signifikant groRere Tumorflachen bei Patienten bestimmt werden, bei denen im Verlauf
ein BCR aufgetreten ist.Abbildung 24 zeigt die Verteilung der Tumorflache unterteilt
nach der kategorialen Variable ,BCR im Verlauf®.
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Abbildung 24: Tumorflache in den Gruppen " BCR im Verlauf” und "kein BCR im Verlauf"
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4.3.12 Ergebnisse der Inmunhistochemie

Die immunhistochemische Farbungzeigte in den Praparaten von 17 Patienten positive
Reaktionen. Anhand der TNM-Klassifikation wurde in ITC und Mikrometastasen
eingeteilt (Tabelle 4). Insgesamt konnten 17 okkulte Lymphknotenmetastasen (8,6%)
entdeckt werden, die zuvor in der Routine-HE-Farbung nicht erkannt wurden (Tabelle
19). Davon waren in 10 Fallen ausschlieBlich ITC und in 3 Fallen ausschlie3lich
Mikrometastasen erkennbar. In 4 Fallen konnten sowohl ITC als auch Mikrometastasen
in den Praparaten eines Patienten erkannt werden. Damit ergeben sich 14
Lymphknoten mit ITC und 7 Lymphknoten mit Mikrometastasen. Ein N1 Befund wurde
in dieser Studie nicht erkannt. Bezogen auf alle 2352 entfernten Lymphknoten zeigte
sich bei 32 Lymphknoten eine positive Reaktion in der IHC (1,4%).

Tabelle 19: Aufschliisselung der positiven Ergebnisse der IHC

Anzahl Patienten Anzahl positive LK
n=17 n=32
ITC 14 24
pN1mi 7 8
pN1 0 0

4.4 Auswertung der Testkriterien der Inmunhistochemie

Da ein positives Testergebnis im Verlauf der Diagnostik eine therapeutische
Konsequenz bedeutet, sind zur Analyse dieses Testverfahrens vor allem der PPV und
zusatzlich die Sensitivitat von groer Bedeutung. Tabelle 20 Iasst erkennen, dass die
Testgutekriterien far die immunhistochemische Untersuchung der
Lymphknotenpraparate nicht gut genug sind, um eine Implementierung der Methode in
die Routinediagnostik fur alle Praparate zu rechtfertigen. Bei guter Spezifitat betragt die
Sensitivitat nur 24% und der PPV nur 65%.

Tabelle 20: Testkriterien fiir alle Patienten mit Daten zum Auftreten eines BCR

n=195
Sensitivitat =0,24
Spezifitat =0,96
PPV =0,65
NPV =0,81
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In Tabelle 21 wurden die berechneten Testgutekriterien fur die verschiedenen GS
gegenubergestellt. Man kann mit ansteigendem GS einen deutlichen Anstieg der
Sensitivitat und des PPV bei annahernd gleichbleibender Spezifitat erkennen.

Tabelle 21: Testkriterien fiir die verschiedenen Gleason Score Gruppen

6 7a 7b 8
Sensitivitat  =0,14 =0,21 =0,22 =0,38
Spezifitat =0,97 =0,97 =0,96 =0,93
PPV =0,5 =0,6 =0,67 =0,86
NPV =0,86 =0,86 =0,77 =0,58

Tabelle 22 zeigt die berechneten Testgutekriterien fur die verschiedenen T-Stadien.
Auch hier wird ein deutlicher Anstieg des PPV deutlich. Die Sensitivitat fur
immunhistochemische Farbungen ist im Stadium pT2c deutlich hdher als in geringen

Stadien. Fur das Stadium pT3a jedoch kann man einen Abfall der Sensitivitat erkennen.

Tabelle 22: Testkriterien fiir die verschiedenen T-Stadien

pT2a+b pT2c pT3a
Sensitivitat =0,13 =0,6 =0,32
Spezifitat =0,98 =0,93 = 0,975
PPV =0,5 =0,42 =0,875
NPV =0,88 =0,81 =0,72

In Tabelle 23 werden die Testgutekriterien fur verschiedene Tumorflachen dargestellt.
Die Cut-offs wurden dabei willkiirlich gesetzt. Ein Wert von 6cm?entspricht dabei
ungefahr dem Flachenmittelwert aller Patienten. Ein Wert von 10cm? entspricht dem

Flachenmittelwert der Patienten mit positivem Lymphknotenstatus.

Tabelle 23: Testkriterien fiir verschiedene Tumorflaichenwerte

<6cm” >6cm? <10cm® >10cm®
Sensitivitat =0,27 =0,6 0,29 1,0
Spezifitat =0,98 =0,76 0,95 0,75
PPV =0,75 =0,43 0,57 0,5
NPV =0,86 =0,87 0,85 1,0
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit weist mittels immunhistochemischer Farbungen
Lymphknotenmetastasen (NO(i+))bei Prostatakarzinomen nach radikaler
Prostatektomiemit initialer pNO und RO-Resektion nach und untersucht deren
Bedeutung fur Rezidive.

Die hohe und steigende Inzidenz des PCa verdeutlicht den Stellenwert der Diagnostik
und Therapie des PCa. Auch die zunehmende finanzielle Belastung des
Gesundheitssystems macht eine verbesserte Diskrimination zwischen
behandlungsbedurftigen und nichtbehandlungsbedirftigen Patienten notwendig. Bei
10% (52) bis zu 30% (53-55) der Patienten, die nach RPE als Lymphknotenmetastasen
frei und damit als geheilt bezeichnet wurden, wird ein erneuter PSA-Anstieg
nachgewiesen. Da das PSA ein organspezifischer Marker ist, ist dies mit einem Rezidiv
des PCAs gleichbedeutend. Eine Erklarung, die das Auftreten von Rezidiven bei
Patienten mit RPE ohne Lymphknotenmetastasen (initialer pNO Befund) beschreibt, ist
das Vorkommen von isolierten Tumorzellen (ITC) und Mikrometastasen(58,59). Als
sensitives diagnostisches Verfahren wird in der Literatur die PCR beschrieben. Sie ist
jedoch wegen eines schlechten Kosten-Nutzen-Verhaltnisses nicht fur die
Routinediagnostik geeignet(64). Eine weitere Moglichkeit Mikrometastasen in

Lymphknoten zu diagnostizieren, sind immunhistochemische Spezialfarbungen.

5.1.1 Vergleich des Gleason Scores beziiglich Lymphknotenstatus

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass ein GS von 28 signifikant
haufiger mit einem positiven Ergebnis in der IHC einhergeht als ein GS<8 (p=0,009).
Auch zeigt sich, dass ein GS von 7=4+3 haufiger als 7=3+4 mit einem positiven
Ergebnis assoziiert ist. Hierfur konnte eine Signifikanz jedoch nicht nachgewiesen
werden (p=0,399). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stimmen mit denen in der
Literatur Uberein. Shariat et al. (61), Miyake et al.(63) undMartinez-Pineiro (55)zeigten
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ebenfalls ein haufigeres Auftreten der hoheren GS bei Patienten mit einer positiven
Reaktion in der IHC oder der PCR. Shariat et al. untersuchten 1864 Lymphknoten von
199 Patienten mit dem Tumorstadium pT3NOMO ohne praoperative Therapie
immunhistochemisch und molekularpathologisch. Die Immunhistochemie zeichnete sich
durch eine hohere Spezifitat als die PCR bezuglich des Auftretens eines BCR aus, die
PCR jedoch war sensitiver. Auch Miyake et al. nutzten in ihrer Studie sowohl die IHC
als auch die Molekularpathologie zur Untersuchung von 2215 Lymphknoten von 120
Patienten. Sowohl fur Patienten mit ausschliellichem Tumorzellnachweis in der
Routine-H&E-Farbung, als auch Patienten mit positiver IHC und PCR konnten
durchschnittlich hohere GS als fur Patienten ohne Tumorzellnachweis gezeigt
werden.Martinez-Pineiro et al (55)untersuchten Lymphknoten von 154 Patienten mit
HE-Farbung, IHC und PCR und konnten eine Korrelation zwischen dem Auftreten eines
GS=8 mit einem positiven Ergebnis in allen Farbungen nachweisen. In der Studie von
Pagliarulo et al. (58) konnte keine Signifikanz nachgewiesen werden. Die Ergebnisse
der HE-Farbung und IHC von 274 Patienten mit dem Tumorstadium pT3NOMO liel3en
dennoch eine Tendenz hinsichtlich hoherem GS bei positiven Tumorzellnachweis

erkennen.

5.1.2 Vergleich der T-Stadien bezuglich Lymphknotenstatus

Zwischen den verschiedenen T-Stadien (pT2a, pT2b, pT2c, pT3a) konnte hinsichtlich
der IHC-Ergebnisse keine statistische Signifikanz erreicht werden. Allerdings lasst sich
tendenziell erkennen, dass ein positives Ergebnis in der IHC haufiger bei einem
Tumorstadium pT3 als bei pT2 auftritt (p=0,143). Miyake et al. (63)untersuchten 120
Patienten mit einem Tumorstadium zwischen pT2 und pT4. Ein positives Ergebnis der
IHC und PCR trat signifikant haufiger bei einem Tumorstadium pT3 im Vergleich zu
einem Tumorstadium pT2 auf. Nur 2 Patienten mit einem Tumorstadium pT4 wurden
untersucht. Beide Patienten hatten ein positives Ergebnis in der IHC und PCR, der
statistische Vergleich zur Gruppe pT2 zeigt daher ein signifikantes Ergebnis. Die
geringe Fallzahl von zwei Patienten in dieser Gruppe sollte jedoch bei der Wertung
dieses Ergebnisses beachtet werden. Martinez-Pineiro et al. (55) untersuchten 154
Patienten mit den Tumorstadien T1-T4. Sie verglichen die Gruppe pT1-2 mit pT3-4.

Statistische Signifikanz konnte nicht erreicht werden. Von 53 Patienten in den
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Tumorstadien pT3-4 waren 28 mit positivem Lymphknotenstatus und 25 mit negativem
Lymphknotenstatus diagnostiziert. Im Vergleich dazu konnten von 101 Patienten in den
Tumorstadien pT0-2 bei 38 Patienten Tumorzellen in den Lymphknoten nachgewiesen
werden. 63 Patienten waren ohne Nachweis von Tumorzellen. Patienten mit einem
Tumorstadium pT3-4 hatten im Vergleich zu Patienten im Tumorstadium pTO-
2prozentual haufiger einen positiven Lymphknotenstatus (53% vs. 38%). In der Studie
von Pagliarulo et al. (58) werden nur Patienten mit einem Tumorstadium pT3 betrachtet
und ein Vergleich zwischen pT3a und pT3b gemacht.In den als urspringlich NO
klassifizierten Lymphknoten von 24 Patienten konnten mittels Immunohistochemie
Tumorzellen entdeckt werden. Ein positives Ergebnis in der IHC tritt dabei signifikant
haufiger bei Patienten mit einem Tumorstadium pT3b auf (pT3a 9/24 vs. pT3b 15/24;
p<0,001). Insgesamt kann bezuglich der Tumorstadien gesagt werden, dass die bisher
bestehende Literatur einheitlich eine Assoziation zwischen héheren Tumorstadien (pT3-
4) und einem positivem Lymphknotenstatus sieht, auch wenn in der vorliegenden
Studie wie auch in einigen anderen keine statistische Signifikanz erreicht werden
konnte.

5.1.3 Vergleich der entfernten LK beziiglich Lymphknotenstatus

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt 2352 Lymphknoten von 197 Patienten
untersucht. Daraus ergibt sich, dass pro Patient durchschnittlich 12 Lymphknoten
wahrend der RPE entfernt und anschlie3end histopathologisch untersucht wurden. Die
S3-Leitlinie(4) empfiehlt mindestens 10 Lymphknoten zu entfernen. Die Literatur
hingegen weist einheitlich daraufhin, dass eine groRere Anzahl von Lymphknoten eine
bessere Diagnostik durch verbesserte Sensitivitat ermoglicht. Demnach sollten
mindestens 20 Lymphknoten pro Patient wahrend der RPE entfernt werden
(59,63,68,69). Lediglich eine einzige Studien mit einer ahnlichen Fragestellung
beschreibt ein Patientenkollektiv, bei dem diese Angabe mit durchschnittlich 21,7
entfernten Lymphknoten pro Patient erfullt wird (58). Miyake et al. (59), Wawroschek et
al. (70) und Miyake et al. (63)untersuchten in ihren Studien 18,5-19 Lymphknoten pro
Patient. Mit 12 Lymphknoten pro Patient liegt diese Studie wie die von Martinez-Pineiro
(55)immer noch deutlich Gber der von Shariat et al. (61)mit 9 Lymphknoten pro Patient,
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der von Schilling et al. (48) mit 4,2 Lymphknoten und der von Liu et al. (68)mit 3
Lymphknoten pro Patient.

Esgibt Studien, die die Anzahl derentfernten Lymphknoten in Bezug auf klinische
Kriterien betrachten. Dabei haben Kluth et al.(69)in ihrer Studie festgestellt, dass eine
hdhere Anzahl von entfernten Lymphknoten mit einem héheren Alter (p=0.002), einem
héheren GS (p<0.001), einem fortgeschritteneren T-Stadium (p<0.001) und einem
hoheren praoperativem PSA-Wert (p<0.001) einhergeht. Weiterhin stellte Kluth et
al.dieFrage nach einem therapeutischen Effekt der Lymphadenektomie. Es konnte
statistisch nicht nachgewiesen werden, dass die Entfernung von eine grof3eren Anzahl
Lymphknoten mit einer verminderten Auftretenswahrscheinlichkeit eines BCR im
Verlauf assoziiert ist (p= 0.021; HR: 1,02). Keine andere bisher zu diesem Thema
veroffentlichte Studie beschaftigt sich mit einer Assoziation der Anzahl der entfernten
Lymphknoten und klinischen Merkmalen. Um die vorliegende Studie mit der von Kluth
et al. zu vergleichen und eine Verzerrung der Daten auszuschliel®en, wurde innerhalb
der verschiedenen Gruppen die Anzahlder entfernten Lymphknoten verglichen. Es
konnte kein Zusammenhang zwischen der Anzahl der entfernten Lymphknoten und
dem Alter festgestellt werden (p=0,399). Auch gab es keinen signifikanten Unterschied
zwischen den verschiedenen GS (p=0,619) oder T-Stadien (p=0,716) sowie bezuglich
des Lymphknotenstatus (p=0,201).

5.1.4 Vergleich der Tumorflache bezuglich Lymphknotenstatus

In der vorliegenden Studie konnte ein signifikanter Unterschied bezuglich der
Tumorflache nachgewiesen werden. Patienten mit einem positiven Lymphknotenstatus
haben eine deutlich gréRBere Tumorflache(p<0,001). Die Flachenbestimmung von
Tumor und Prostata erscheint auf den ersten Blick in dieser Arbeit aulRergewohnlich
grolRe Werte zu zeigen. Dabei ist jedoch zu beachten, dass die Flache umso grofder ist
umso geringer der Abstand zwischen den untersuchten Mikroskopierschnitten gewanhlt
wird. Bei geringerem Abstand und einer groReren Anzahl von Schnitten werden so
groRere Flachen bestimmt. Um einen Vergleich zu vereinfachen wurde zusatzlich der
Quotient aus Tumorflache zu Prostataflache bestimmt. Ein Vergleich dieses Quotienten
zeigt ebenfalls einen signifikanten Unterschied zwischen Patienten mit positivem und
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negativem  Lymphknotenstatus  (p<0,001). Bei Patienten mit positivem
Lymphknotenbefund zeigt das PCa einen grolReren Anteil am Gesamtvolumen der
Prostata.Wenige Studien haben sich bisher ausfuhrlich mit dieser Fragestellung
beschaftigt. Die zu vergleichenden Arbeiten von Miyake et al., Deng et al. und Shariat
et al. haben ausschlieRlich das Tumorvolumen in cm® bestimmt. Miyake et
al.(63)konnten in ihrer Arbeit nachweisen, dass ein positives Ergebnis in der IHC mit
einem héheren Tumorvolumen in cm® assoziiert ist.Die Studie zeigt eine &hnliche
Patientenanzahl, bei denen das Tumorvolumen bestimmt wurde und eine ahnliche
Verteilung auf die Gruppen IHC positiv oder negativ verglichen mit der vorliegenden
Arbeit. Ein direkter Vergleich der Werte ist wegen der unterschiedlichen Dimensionen
Flache und Volumen jedoch nicht moglich. Miyake et al. zeigten, dass Tumore von
Patienten mit positivem Lymphknotenstatus im Durchschnitt groRer als 2 cm?® sind,
Tumore von Patienten mit negativem Lymphknotenstatus einen GroRenmittelwert von
0,92 cm?® aufweisen. Diese Ergebnisse stehen trotz der unterschiedlichen Dimensionen
im Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit.Auch die Arbeit von Deng et
al. (56) weist eine Assoziation zwischen einem positiven Lymphknotenstatus und einem
hoheren Tumorvolumen nach. Deng et al. untersuchten im Unterschied zu allen
anderen Studien nicht pelvine Lymphknoten, sondern periprostatische Lymphknoten.
Ein genauerer Vergleich der Daten ist wegen fehlender Auffuhrung der Werte in der
veroffentlichten Studie nicht moglich. Eine weitere Arbeit, die den Zusammenhang der
immunhistochemischen Ergebnisse und der TumorgroRRe betrachtet, ist die von Shariat
et al.(61).Als einzige bisher zu diesem Thema verdffentliche Arbeitkonnte keine
Assoziation zwischen Lymphknotenstatus und Tumorvolumen nachgewiesen werden.
Einegenauere Analyse und ein Vergleich der Werte warenauch hier nicht moglich, da
die Datenin der Studie nicht exakt aufgefuhrt werden.

5.1.5 Vergleich der Tumorflache bezuglich des Auftretens eines BCR

Klinisch relevanter als ein Zusammenhang zwischen dem Ergebnis der IHC und der
Tumorflache ist die Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen der Tumorflache und
dem Auftreten eines BCR im Verlauf gibt. In der vorliegenden Arbeit konnte ein
signifikanter Unterschied festgestellt werden. Die Patienten mit gro3eren Tumoren

erleiden deutlich haufiger ein BCR im Verlauf (p=0,042). Keine der bisher
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veroffentlichten Studien hat bisher eine Assoziation zwischen der Tumorflache oder
dem Tumorvolumen und dem Auftreten eines BCR im Verlauf untersucht. Es wurde
bisher lediglich wie oben genauer beschrieben von einem Zusammenhang zwischen
dem Tumorvolumen und dem Ergebnis der pathologischen Untersuchung berichtet. Die
Arbeit von Ferrari et al. (54)sollte in diesem Kontext nicht unerwahnt bleiben. Sie
untersuchten den Zusammenhang zwischen dem Tumorvolumen und lymphovaskularer
Invasion (LVI). Es wurde festgestellt, dass Patienten mit LVI einen signifikant grof3eren
Primartumor aufweisen als Patienten ohne LVI (5,1 ¢cm® vs. 2,38 cm®; p<0,0001).
Insgesamt gibt die Literatur nicht ausreichend Daten fur einen ausfuhrlichen Vergleich
her. Es sind weitere Untersuchungen an einem gro3eren Patientenkollektiv notwendig,
um die Richtigkeit der hier dargestellten Ergebnisse fur einen Zusammenhang zwischen
der Tumorflache und dem Auftreten eines BCR im Verlauf zu Uberprufen.

5.1.6 Vergleich der praoperativen PSA-Werte bezuglich
Lymphknotenstatus

In der vorliegenden Arbeit wurden fur alle 197 Patienten die praoperativen PSA-Werte
nach WHO bestimmt. Ein statistisch signifikanter Unterschied konnte zwischen den
Gruppen Lymphknotenstatus positiv und negativ nicht festgestellt werden (Mittelwerte:
11,8 ng/ml. vs. 6,73ng/ml, p = 0,369). Auch eine statistische Tendenz ist in diesem Fall
nicht klar zu erkennen. Es lasst sich jedoch feststellen, dass der Mittelwert der
Patienten mit positivem Lymphknotenstatus Uber dem der Patienten mit negativem
Lymphknotenstatus liegt. Im Literaturvergleich ist dieser Befund nicht ungewohnlich und
bei zahlreichen anderen Studien wiederzuentdecken. Auch Martinez-Pineiro et al. (55)
konnten in ihrer Studie, in der 154 Patienten mittels PCR der pelvinen Lymphknoten als
positiv erkannt wurden, keinen Zusammenhang zwischen dem Lymphknotenstatus und
dem praoperativen mittleren PSA-Wert herstellen (LK+: 11,6ng/ml vs. LK-:11,2 ng/ml,
p= 0,903). Shariat et al. (61)konnten in ihrer Arbeit zum Vergleich zwischen der IHC und
der PCR ebenfalls keine Assoziation zwischen Lymphknotenstatus und praoperativem
PSA-Wert feststellen. Es wurde in der zuletzt genannten Arbeit eine ahnliche Anzahl
von Patienten und Lymphknoten wie in der vorliegenden Arbeit untersucht. Ein direkter
Vergleich der Werte ist dennoch nicht moglich, da konkrete Werte nicht veroffentlicht
sind. Deng et al. (56)konnten in ihrer Studie ebenfalls keinen signifikanten Unterschied
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des durchschnittlichen PSA-Wertes zwischen Patienten mit positivem und negativem
Lymphknotenstatus feststellen. Der mittlere PSA-Wert der Gruppe mit positiven
Lymphknotenstatus war sogar niedriger als der Wertder Patienten mit negativem
Lymphknotenstatus (6,88 vs. 10,95 ng/ml, p = 0,11). Eine mogliche Erklarung dafur ist,
dass Deng et al. periprostatische Lymphknoten von nur 21 Patienten untersucht haben.
Dies schrankt die Aussagekraft deutlich ein und schwacht einen Vergleich zu anderen
Studien. Auch Pagliarulo et al. (58) konnten in ihrer Arbeit keine Assoziation zwischen
dem Lymphknotenstatus und dem praoperativen PSA-Wert feststellen. Allerdings sind
fur einige Patienten des Kollektivs keine Daten vorhanden (104 von 274 Patienten),
sodass die Aussagekraft der Daten deutlich gemindert ist und keine statistische
Signifikanz erreicht wird. Tendenziell lasst sich erkennen, dass ein erhohter
praoperativer PSA-Wert mit einem positiven Lymphknotenstatus einhergeht.

Im Kontrast zu den bisher genannten Studien konnten Liu et al. (68) in ihrer Arbeit zu
Mikrometastasen in pelvinen Lymphknoten bei PCaeinen statistisch signifikanten
Unterschied bezuglich des praoperativen PSA-Wertes fur Patienten mit positivem
(H&E-Farbung und/oder PCR) und negativem Lymphknotenstatus zeigen (p<0.001). Es
werden drei verschiedene Gruppen unterteilt. Der mittlere PSA-Wert der Gruppe,
welcher nur in der histopathologischen Untersuchung als positiv erkannt wurde, war
31,14+ 11,6ng/ml. Der mittlere PSA-Wert der Gruppe, welche zusatzlich in der PCR als
positiv erkannt wurde, war mit 20,78+ 8,15 ng/ml geringer. Deutlich darunter lag der
Wert der Gruppe mit negativem Lymphknotenstatus mit 9,21+ 6.07 ng/ml. Auch andere
Studien unterteilten das Patientenkollektiv wie zuvor beschrieben. Miyake et al. (59)
konnten in ihrer Arbeit zur Bedeutung von Mikrometastasen mit 52 Patienten auch
einen signifikanten Unterschied zwischen den oben genannten Gruppen zeigen (H&E+:
21,8 £ 7,4 ng/ml, PCR+: 20,1 £ 9,7 und LK-: 10,2 + 6,1; H&E+ vs. LK- p=0.001, PCR+
vs. LK- p<0.001).Auch eine weitere Arbeit um Miyake(63), in der die Lymphknotenvon
120 Patienten mittels RT-PCR untersucht wurden, zeigte ein ahnliches Ergebnis. Auch
hier wurde ein signifikanter Unterschied des praoperativen PSA-Wertes zwischen den
drei Gruppen ,H&E-Farbung positiv‘, ,PCR positiv und ,Lymphknotenstatus negativ”
genannt. (25,3 £ 24,7 ng/ml, 20,2 + 18,7 ng/ml, 9,8 + 6,9; p<0.0001). Weiterhin lassen
sich zwei Studien anfuhren, die einen Zusammenhang zwischen dem praoperativem
PSA-Wert und vaskularer Invasion untersuchten. May et al.(53)konnten in ihrer Studie
von 412 Patienten zum prognostischen Einfluss von LVI feststellen, dass zwischen LVI
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und einem erhodhten praoperativen PSA-Wert sowie einer erhdohten PSA-Dichte ein
Zusammenhang besteht. Deutlich haufiger konnte eine LVI bei Patienten mit erhdhten
PSA-Werten diagnostiziert werden. Weder praoperativer PSA-Wert noch die PSA-
Dichte eignen sich jedoch als unabhangiger Risikofaktor fur das Auftreten eines BCR im
Verlauf. Ferrari et al.(54) untersuchten in ihrer Studie mit 620 Patienten zur
prognostischen Bedeutung von vaskularer Invasionfur das Auftreten von Rezidiven bei
PCa auch eine Assoziation bezuglich des praoperativen PSA-Wertes. Der PSA-Wert
war bei Patienten mit VI signifikant héher als bei Patienten ohne VI (10,3 ng/ml vs. 7,3
ng/ml, p < 0,0001).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Uber den Zusammenhang des
Lymphknotenstatus und des praoperativen PSA-Wertes bei initial NO klassifizierten
Patienten in der Literatur bisher keine einheitlichen Aussagen getroffen wurden. Die
genannten Studien untersuchen unterschiedlich groRe Patientenkollektive (21-620
Patienten) und in den wenigsten Fallen werden genauereAngabenuber Verfahren und
Kriterien der praoperativenPSA-Wert-Bestimmung gemacht. Sowohl in den Studien mit
statistischer Signifikanz als auch in den Studien ohne Signifikanz mit Ausnahme der
Arbeit von Deng et al.(56) fallt auf, dass die praoperativen PSA-Werte von nodal
positiven Patienten Uber denen von nodal negativ Patienten liegen. Werden die Werte
von Patienten verglichen, die in unterschiedlichen pathologischen Untersuchungen als
nodal positiv erkannt wurden, fallt auf, dass Patienten, die in der Routine-HE-Farbung
als positiv erkannt wurden, hohere PSA-Werte haben, als Patienten, die erst in der
sensitiveren PCR als nodal positiv diagnostiziert wurden. Eine mdgliche Begrindung
ware, dass grolRere Tumore eher in der HE-Farbung erkannt werden und wegen einer
groReren Anzahl maligner Zellen mehr PSA produzieren und so zu einem erhohten
praoperativem PSA-Wert fuhren. Weitere Untersuchungen diesbezuglich sind notig.

5.1.7 Vergleich des Auftretens einesBCR bezuglich

Lymphknotenstatus
Bis zum letzten Nachsorge-Zeitpunkt dieser Studie trat in 23,1% der 197 untersuchten

Patienten ein BCR auf.BCR Patientenweisen signifikant haufiger einen positiven

Lymphknotenstatus auf. Auch die Kaplan-Meier-Analyse beschreibt ein deutlich
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verringertes rezidivfreies Uberlebenfiir Patienten mit positiven Lymphknotenbefunden
(p<0,001). Fur 4 der 45 Patienten mit BCR gab es keine genauere Angabe zum
Zeitpunkt des Auftretens des BCR. Fur die restlichen 41 Patienten ergab sich kein
statistisch signifikanter Unterschied der Zeit bis zum Auftreten des BCR zwischen den
Gruppen LK+ und LK- (p=0,925).

Pagliarulo et al. (58)berichteten, dass in ihrer Arbeit bei141der 274 Patienten (51,5%)
ein Rezidiv auftrat. Der Lymphknotenstatus war signifikant mit dem Auftreten eines
BCR assoziiert (H&E+ vs LK-: p<0,001; IHC+ vs. LK-: p=0,004). Der grofite Anteil an
Patienten mit BCR im Verlauf befand sich in der Gruppe mit histopathologisch positivem
Befund. Patienten mit positivem Lymphknotenstatus haben laut Pagliarulo et al. ein um
den Faktor 2,25 erhohtes Risiko, im Laufe ihres Lebens ein Rezidiv zu entwickeln. Die
Wissenschaftler untersuchten ferner, ob sich die Zeit bis zum BCR hinsichtlich des
Lymphknotenstatus unterscheidet. 61% der Patienten mit positivem Lymphknotenstatus
erleiden ihr Rezidiv innerhalb von zehn Jahren, bei Patienten mit negativem

Lymphknotenstatus sind es nur 36% (p= 0,004).

In der Arbeit von Liu et al. (68)werden Patienten hinsichtlich ihres Lymphknotenstatus
sowohl mittels H&E-Farbung und als auch mittels PCR untersucht. Patienten, die eine
positive Reaktion in der H&E-Farbung zeigten, unterschieden sich hinsichtlich des
Auftretens eines BCR und der Zeit bis zum BCR nicht signifikant von den Patienten, die
in der PCR als positiv erkannt wurden (p=0,26). Liu et al. fassten zusatzlich die
Patienten zusammen, die in der H&E-Farbung und/oder der PCR eine positive Reaktion
zeigten und verglichen sie mit Patienten mit negativem Lymphknotenstatus. Hier zeigte
sich ein signifikanter Unterschied bezlglich des Auftretens eines BCR (58,3% vs.
11,1%, p =0,002) und der Zeit bis zum Auftreten eines BCR (21,3 vs. 10,9 Monate,
p<0,001). Mit den zwei zuvor beschriebenen Studien konkordante Ergebnisse konnten
auch Miyake et al. (59) zeigen. Sie beschreiben eine Rezidivrate von 23,1% (12 von 52
Patienten). Der grof3te Anteil der Patienten mit BCR im Verlauf war durch
histopathologisch positive Befunde charakterisiert. In geringerem Anteil traten BCR
auch in den Gruppen mit molekularpathologischen Befunden und in noch geringerem
Anteil bei Patienten mit negativen Befunden auf. Die Zeit bis zum Auftreten eines BCR
war signifikant geringer fur Patienten mit positiven Lymphknotenstatus (H&E+ vs. LK-:
p=0,003; PCR+ vs. LK-: 0,006).
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Eine Studie mit vergleichbarer Anzahl von untersuchten Patienten ist die Studie von
Shariat et al. (61). Sie beschreiben, dass bei 68 der 199 (34%) untersuchten Patienten
ein BCR auftritt. Ein deutlich geringere Rezidivrate von 16,5% (68 von 412 Patienten)
berichteten May et al. (71) in ihrer Arbeit Gber LVI. Das rezidivfreie Uberleben war flr
Patienten mit LVI signifikant geringer als fur Patienten ohne LVI (p<0,001). Nach 5
Jahren waren87,3% der Patienten ohne LVI ohne BCR, im Vergleich zu 58,7% der
Patienten mit LVI.

Nach Begutachtung der zu diesem Thema publizierten Studien lasst sich feststellen,
dass die Rezidivrate von 23,1% vergleichsweise gering ist (16,5-51,5%). Dies spricht
fur eine gute praoperative Diagnostik, eine gute chirurgische Durchfuhrung und auch fur
eine gute histopathologische Erstbeurteilung. Anzufuhren ist auRerdem, dass in der
vorliegenden Studie der Grenzwert fur die Definition eines BCR bei einem
postoperativem PSA-Wert im Blut von >0,1 ng/ml festgelegt wurde. Alle anderen
Studien haben einen Grenzwert von 0,2 oder 0,4 ng/ml genannt. Damit ergibt sich mit
der Berechnung einer Rezidivrate von 23,1% gegebenenfalls sogar ein leicht erhdhter
Wert im Vergleich zu anderen Studien. Widerspruchlich zur angefuhrten Literatur ist,
dass sich die Zeit bis zum Auftreten eines BCR zwischen den Gruppen LK+ und LK-
nicht signifikant unterscheidet. Eine Erklarung dafur, konnte die deutlich kirzere Follow-
up-Zeit der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu den meisten anderen Studiensein. Mit
einer durchschnittlichen Follow-up-Zeit von 78,58 + 51,8 Monaten (Min: 5 Monate, Max:
160 Monate) ohne signifikanten Unterschied in den Gruppen LK+ und LK- liegt die
Follow-up-Zeit deutlich unter der anderer Studien, wie z.B. 99,3 Monate in der Arbeit
von Shariat et al.(61) oder 155 Monaten in der Studie von Pagliarulo et al. (58). Der
lange Beobachtungszeitraum in zuletzt genannter Studie konnte auch eine Erklarung
fur die hohe Rezidivrate von 55% sein. Nur in der Arbeit von Liu et al. (68)ist die Follow-
up-Zeit mit durchschnittich 36 Monaten kurzer als die der vorliegenden Arbeit.
Beziiglich der Wahrscheinlichkeit eines rezidivfreien Uberlebens Iasst sich im Einklang
mit der genannten Literatur ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen LK+
und LK- bestatigen (p<0,001). Abschlielend zu dieser Fragestellung lasst sich
feststellen, dass die kirzere Follow-up-Zeit nicht nur den Blick auf die Zeit bis zum
Auftreten eines BCR verzerren konnte, sondern auch auf die absolute und relative

Rezidivrate.
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5.1.8 Ergebnisse der Immunhistochemie

In der vorliegenden Arbeit wurden bei 8,63% der Patienten okkulte Metastasen
entdeckt. Insgesamt waren in 32 der 2352 entfernten Lymphknoten (1,4%) ITC oder
Mikrometastasen zu erkennen. ITC wurden doppelt so haufig wie Mikrometastasen

diagnostiziert(14 vs. 7).

Die bislang veroffentlichen Studien, die sich mit dem Nutzen der IHC bei der Diagnostik
von Lymphknotenmetastasen bei PCa im lokalisierten Stadium befassen, sind
insgesamt sehr uneinheitlich. Miyake et al. (59) konnten in ihrer Arbeit Uber die
Bedeutung von Mikrometastasen bei PCa in 44% (23 von 52) ihrer Patienten okkulte
Lymphknotenmetastasen entdecken. In 4 Fallen waren die Metastasen in der HE-
Farbung zu erkennen und in 19 weiteren in der PCR, von denen 11 auch in der IHC zu
erkennen waren. Miyake et al. untersuchten in ihrer Studie 52 Patienten mit klinisch
lokalisiertem PCa, die eine neoadjuvante Hormontherapie vor RPE erhalten haben. Die
Wissenschaftler aulerten wie bereits Autoren anderer Studien (48,68)den Verdacht,
dass praoperative antiandrogene Hormontherapie die histologische Diagnostik von
Lymphknoten durch Atrophie der malignen Zellherde wesentlich erschwert. Patienten
wirden so in der Routine-HE-Farbung haufiger fehlerhaft als nodal negativ
diagnostiziert werden. Nach antiandrogener Hormontherapie ist die IHC daher
wesentlich aussagekraftiger hinsichtlich der Diagnostik von Mikrometastasen als die
HE-Farbung allein. In der vorliegenden Arbeit wurde keiner der Patienten mittels
antiandrogener Therapie behandelt.

Pagliarulo et al. (68) konnten in ihrer Arbeit bei 24 von 274 (13,3%) als urspringlich
pNO diagnostizierten Patienten Mikrometastasen mittels IHC (AE1 und CAMS5.2)
feststellen. Insgesamt waren 30 von 3914 Lymphknoten (0,77%) betroffen. Die
Wissenschaftler konnten eine hohere 10 Jahres-Mortalitat fur Patienten mit positivem
Lymphknotenstatus (HE und IHC) im Vergleich zu Patienten mit negativem
Lymphknotenbefund feststellen. Das Risiko zu sterben war fur Patienten mit positivem
Befund in der IHC 2-fach erhoht, fur Patienten mit positivem Befund in der HE-Farbung
um den Faktor1,4 erhoht. Pagliarulo et al. nannten als mogliche Erklarung fur diesen
Uberlebensvorteil, dass Patienten mit positivem Befund in der Routinehistologie
moglicherweise fruhzeitiger eine systematische Therapie begonnen hatten. Patienten,
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deren Lymphknotenmetastasen in der Routinehistologie Ubersehen wurden, konnten so
nicht davon profitieren. Freeman et al. (64)konnten stadienabhangig eine deutlich
verbesserte Diagnostik von okkulten Lymphknotenmetastasen mithilfe der
Immunhistochemie gegenlber der Routine-HE-Farbung nachweisen. In 16% aller
Patienten (15 von 95) und in 0,8% der Lymphknoten (17 von 1995) ergab die IHC ein
positives Ergebnis. Freeman et al.(64) stellten fest, dass der gréfite Nutzen der IHC fir
das Tumorstadium pT3c gilt. In diesem Stadium wurden anteilig wesentlich mehr
Patienten als nodal positiv diagnostiziertals in geringeren Stadien.Liu et
al.(68)untersuchten 54 Patienten in ihrer Studie mittels HE-Farbung und RT-PCR.
Insgesamt konnten in 33,3% (18 von 54) der Falle Mikrometastasen erkannt werden.

Deng et al. (56)untersuchten in ihrer Arbeit die periprostatischen und pelvinen
Lymphknoten getrennt mittels H&E-Farbung und IHC (AE1/AE3). Okkulte Metastasen
der pelvinen Lymphknoten konnten in <1% entdeckt werden, der periprostatischen
Lymphknoten in 12%. Fast alle Falle der positiven pelvinen Lymphknoten konnten in
der H&E-Farbung erkannt werden. Deng et al. empfehlen die IHC wegen fehlendem
Informationsgewinn daher nicht fir die Routinediagnostik.Schilling et al. (48) setzten
sich in ihrer Studie zum Ziel, die Sensitivitat einer immunhistochemischen
Keratinfarbung gegentber der Standard-H&E-Farbung zu dberprifen. In 10,9% der
Patienten konnten okkulte Lymphknotenmetastasen bei Reevaluation in der H&E-
Routinefarbung entdeckt werden. Eine immunhistochemische Untersuchung konnte
keine weiteren okkulten Metastasen aufdecken. Im Vergleich zur Routine-H&E-Farbung
verursache die IHC einen ca. 18-fachen Zeitaufwand und steigerte die Kosten ca. 23-
fach. Da diese Ergebnisse keinen Hinweis auf eine verbesserte Diagnostik der IHC im
Vergleich zur H&E-Farbung lieferten, raten Schilling et al. von der Integration der IHC in
die Routinediagnostik ab.Auch Martinez-Pineiro et al. (55)stehen der IHC kritisch
gegenuber. Sie untersuchten 154 Patienten mittels H&E-Farbung, IHC (AE1/AE3) und
PCR. Die H&E-Farbung konnte in 5,8% der Patienten (9 von 154) einen
Lymphknotenbefall aufdecken. Die IHC konnte dartUberhinaus keine zusatzlichen
Patienten als nodal positiv diagnostizieren. Die PCR hingegen war in 40% der Patienten
(57 von 145) positiv, 34,2 Prozentpunkte mehr.

Wawroschek et al. (70)konnten in 26,8% der untersuchten Patienten (52 von 194)

Lymphknotenmetastasen mittels H&E-Farbung und IHC diagnostizieren. Der
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Schwerpunkt der Arbeit lag nicht im Vergleich verschiedener histopathologischer
Untersuchungsmethoden, sondern in der Bestimmung des Ausmalies der
Lymphadenektomie und dessen Einfluss auf  die Diagnostik ~ von
Lymphknotenmetastasen. Wawroschek et al. schlossen aus ihren Daten, dass die IHC
einen deutlich geringeren Nutzen fur die Diagnostik von Lymphknotenmetastasen
erbringt als die Erweiterung der Lymphadenektomie. Umso mehr Lymphknoten man
entfernt, auch aullerhalb der empfohlenen primaren Lymphabflusswege, umso hoher
sei die Wahrscheinlichkeit Lymphknoten mit Tumorzellbefall zu entdecken. Die
Malinahme der erweiterten Lymphadenektomie ist laut Wawroschek et al. sensitiver als
die zusatzliche immunhistochemische Untersuchung der Praparate. Sie empfehlen die

IHC daher nicht fur die Routinediagnostik.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die IHC im Vergleich zur PCR in der
Mehrzahl der Studien hinsichtlich der Sensitivitat schlechtere Ergebnisse zeigt und in
einigen Studien auch im Vergleich zur Routine-H&E-Farbung keine zusatzlichen
Metastasen erkennen lasst. In zahlreichen Arbeiten ist jedoch ein wesentlicher Vorteil
gegeniuber der Standard-H&E-Farbung beschrieben. Laut Shariat et al. (61) korreliert
die IHC sogar besser als die PCR mit den klinisch bedeutsamen Tumoren in Hinblick
auf das Auftreten eines BCR und der PCa assoziierten Mortalitat. Die Spezifitat der
PCR wurde bereits in zahlreichen Studien angezweifelt und auf Verunreinigung und
minimale Expression von PSA und PSMA extraprostatischer Korperzellen
zuruckgefuhrt. Positive PCR-Befunde sollten daher zusatzlich nachkontrolliert werden.
Im Vergleich zur PCR ist die IHC spezifischer fur den Nachweis von Zellen mit
prostatischem Ursprung und erlaubtdariber hinaus eine zytomorphologische
Beurteilung der Praparate. Alle genannten Studien sind einstimmig zu dem Ergebnis
gekommen, dass unabhangig von der Art der Diagnostik Patienten mit positivem
Lymphknotenstatus eine signifikant hohere Auftretenswahrscheinlichkeit eines Rezidivs,
einen signifikant verkurzten Zeitraum bis zum Auftreten des Rezidivs und eine deutlich
erhohte PCa bezogene Mortalitdt aufweisen. Jeder Patient, der falschlicherweise als
nodal negativ diagnostiziert wird, steht vor diesen Konsequenzen und kann nicht vom
Nutzen einer adaquaten Therapie im Sinne einer frihzeitigen systemischen Therapie
profitieren (siehe S. 14, 1.8.).
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Die vorliegende Studie gibt einen Uberblick tiber den zusétzlichen Nutzen der IHC. Um
dies weiter zu verdeutlichen, wurden Testkriterien fur die IHC bezogen auf
verschiedene klinische Kriterien berechnet. Bei sehr guter Spezifitat ergibt sich eine
gute Sensitivitdt und ein guter positiver pradiktiver Wert vor allem bei Patienten mit
héherem GS (>8), héherem T-Stadium (pT3a) und groéferer Tumorflache (>10cm). Um
noch genauere Angaben bezlglich Untergruppen in der Kombination aus T-Stadium
und Gleason Score zu machen, war das Patientenkollektiv (n=197) nicht ausreichend
grof3. Zur Integration in die Routine-Diagnostik sollten weitere Untersuchungen gemacht

werden um bessere Aussagen Uber das Kosten-Nutzen-Verhaltnis treffen zu kdnnen.

5.2 Limitierung der Studie

Die vorliegende Studie weist verschiedene Limitierungen auf. Zunachst einmal die
limitierte Patientenzahl und das unizentrische Studiendesign: Die RPE der 197
Patienten wurde in der Klinik fur Urologie des Universitatsklinikum Charité, Campus
Mitte durch verschiedene Operateure durchgefihrt. Pro Patient sind im Durchschnitt 12
Lymphknoten wahrend der RPE entfernt und anschlieRend pathologisch untersucht
worden. Die in der Literatur geforderte Mindestanzahl von 20 Lymphknoten pro Patient
konnte nicht erreicht werden. Die pathologische Erstsichtung wurde zudem innerhalb
der Routinediagnostik von verschiedenen Pathologen durchgefuhrt. Es wurde auch
keine Analyse der Krankheitsverlaufe bezuglich der Operateure und Pathologen
durchgefuhrt. Auch wurde eine eventuell durchgefluhrte praoperative Therapie nicht in
die Analysen einbezogen.

Die Lymphknoten wurden in der Routinediagnostik und auch in den Untersuchungen fur
diese Studie nicht vollstandig untersucht. Es wurden nur einzelne Schnitte fur die
verschiedenen Farbungen angefertigt, da eine vollstandige Untersuchung sowohl aus
finanziellen als auch strukturellen Grinden nicht durchfuhrbar war.Vor allem kleine
Metastasen konnten so leicht Ubersehen werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden alle Praparate jeweils von einem Pathologen und der Verfasserin der Arbeit
gesichtet. Dies vermindert die Subjektivitat der Einschatzung der histologischen und
immunhistochemischen Farbungen, vermindert jedoch gleichzeitigdie Validitat der

Untersuchungen. Die Farbungen selbst wurden durch geschultes Personal des Instituts

62



fur Pathologie der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin nach
oben beschriebenen Protokollen durchgefuhrt. Geringe Unterschiede in der Farbedauer
und exakten Durchfuhrung der Farbungen konnen nicht vollstandig ausgeschlossen

werden.

5.3 Ausblick

Die hohe und steigende Inzidenz des PCa verdeutlicht den Stellenwert der Diagnostik
und Therapie des PCa. Auch die zunehmende finanzielle Belastung des
Gesundheitssystems macht es notwendig, sich genauer mit diesem Thema
auseinander zu setzen. Trotz der zahlreichen Erkenntnisse dieser Arbeit bleiben
weiterfuhrende Fragen offen. Welche Bedeutung haben Mikrometastasen Uberhaupt?
Verschlechtern sie wirklich die Prognose des Patienten? Entwickeln sich
Mikrometastasen immer zu einem klinisch apparenten Rezidiv? Hat die Entfernung von
Mikrometastasen neben dem diagnostischen auch einen therapeutischen Effekt?Hat
die Grof3e der Metastasen im Lymphknoten eine klinische Bedeutung? Wenn ja, lohnt
es sich mittels IHC und PCR kleinere Metastasen zu entdecken, um so das klinische
Outcome der Patienten zu verbessern? Ist die geringe Sensitivitat der IHC und der PCR
eventuell darauf zuruckzufuhren, dass andere Mechanismen wie z.B. die hamatogene

Metastasierung eine grofRere Rolle spielen als bisher angenommen?

Um Antworten auf die oben genannten Fragen zu finden, sollte zukunftig eine moglichst
prospektive, multizentrische Studie mit einer wesentlich grofleren Patientenanzanhl
durchgefuhrt werden, bei der pro Patient moglichst mehr als 20 Lymphknoten entfernt
und untersucht werden. Falls die Operationen durch verschiedene Chirurgen
durchgefuhrt werden, sollten sie nach einem festgelegten Schema ausgefuhrt werden.
Die Lymphknoten sollten moglichst vollstandig und nach festgelegtem Protokoll gefarbt
und doppelblind von mehreren Pathologen untersucht werden. Eine langfristige
Nachsorge der Patienten sollte aullerdem gewahrleistet sein.
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