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1 Einleitung 

Das Prostatakarzinom (PCa) ist die häufigste Krebserkrankung des Mannes in 

Deutschland, vor Darm- und Lungenkrebs. Das Lebenszeitrisiko des Mannes an 

Prostatakrebs zu erkranken liegt bei 18%, an ihm zu sterben bei 3% (LAG et al., 2004). 

Da durch verbesserte Früherkennungsmaßnahmen der Anteil an kurativ behandelbarem 

und lokal begrenztem Prostatakarzinom steigt, sollten neue diagnostische Methoden 

entwickelt werden, die Risiko- und Prognoseeinschätzung sowie Therapieentscheidungen 

verbessern und unterstützen können.  

Das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen nach radikaler Prostatektomie stellt 

einen wesentlichen prognostischen Faktor für ein biochemisches Rezidiv dar. Als 

Standarduntersuchung erfolgt eine histopathologische Untersuchung der bei der radikalen 

Prostatektomie entnommenen Lymphknoten. Da pro Lymphknoten in der Regel maximal 

1-2 histologische Schnitte begutachtet werden, besteht das Risiko eines 

Stichprobenfehlers. Kleinere Zellverbände von Tumorzellen, die einen Fokus für ein 

biochemisches Rezidiv bieten, könnten bei der histopathologischen 

Standarduntersuchung übersehen werden. Mittels molekularbiologischer Untersuchungen 

könnten solche Tumorherde in Zukunft routinemäßig detektiert werden und durch 

entsprechende Behandlung ein Rezidiv frühzeitig verhindert werden.  

Aus diesem Grund beschäftigt sich folgende Arbeit mit der Detektion von disseminierten 

Tumorzellen in Lymphknoten bei lokalbegrenztem, klinisch nicht metastasiertem 

Prostatakarzinom mittels quantitativer reverser Transkripase Polymerasekettenraktion 

(qRT-PCR). 

1.1 Das Prostatakarzinom  

1.1.1 Epidemiologie 

Das Prostatakarzinom ist in Europa die weitverbreitetste Neoplasie mit einer Inzidenz 

von 214 Fällen pro 100000 Männer pro Jahr und die zweithäufigste Krebstodesursache 

des Mannes (Heidenreich et al., 2012). Obwohl seit 1999 die Inzidenz um rund 50% 

gestiegen ist, ist die Sterberate hingegen seit 2003 leicht rückläufig (RKI & GEKID, 

2012). Der starke Anstieg der Inzidenz in den westlichen Ländern während der letzten 

Dekade, lässt sich zum einem durch die demografische Entwicklung mit Überalterung der 

Bevölkerung sowie durch verbesserte Früherkennungsmaßnahmen erklären. Hierzu zählt 

die seit den 1990er Jahren eingeführte PSA-Tumormarkerbestimmung im Rahmen der 
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Vorsorgeuntersuchungen, wodurch Tumore vermehrt und früher erkannt werden (Hsing, 

Tsao, & Devesa, 2000; Majeed & Burgess, 1994; Mercer et al., 1997; Potosky, Miller, 

Albertsen, & Kramer, 1995; Weller, Pinnock, Silagy, Hiller, & Marshall, 1998). Darüber 

hinaus werden durch das verbesserte Screening nun auch vermehrt asymptomatische 

Prostatatumore in frühen Stadien entdeckt (Hsing et al., 2000). Bei Erstdiagnose nehmen 

das T1- und T2-Stadium zusammen einen Anteil von 76% ein, wohingegen der Anteil an 

T4-Stadien nur bei 3% liegt. Der Gipfel der altersspezifischen Erkrankungsrate liegt 

zwischen dem 75. und 79. Lebensjahr (RKI & GEKID, 2012). Daher ist der Anteil an 

Prostatakrebserkrankungen in entwickelten Ländern viel höher als in 

Entwicklungsländern mit niedriger Lebenserwartung (Parkin, Bray, & Devesa, 2001).  

1.1.2 Ätiologie und Pathogenese 

Die Risikofaktoren des Prostatakarzinoms sind immer noch weitgehend unbekannt. Zu 

den Faktoren, welche eng mit dem PCa assoziiert sind, zählen Alter, ethnische Rasse 

sowie genetische Faktoren (Heidenreich et al., 2012). Ist zum Beispiel ein erstgradig 

Verwandter an Prostatakrebs erkrankt verdoppelt sich das Risiko. Bei zwei oder mehr 

betroffenen Verwandten ersten Grades, erhöht sich das Erkrankungsrisiko um den Faktor 

fünf bis elf (Gronberg, Damber, & Damber, 1996; Steinberg, Carter, Beaty, Childs, & 

Walsh, 1990). Bei ca. 9% der Erkrankten wird eine hereditäre Form mit autosomal 

dominantem Vererbungsweg angenommen. Es wird durch das Vorliegen von einem der 

folgenden Kriterien definiert: Erstens mindestens drei Verwandte sind betroffen oder 

zweitens mindestens zwei der betroffenen Verwandten erkranken sehr früh, 

beispielsweise vor dem 55. Lebensjahr (Carter, Beaty, Steinberg, Childs, & Walsh, 

1992). Patienten mit hereditärem Prostatakarzinom werden im Median zwei Jahre früher 

als Patienten mit sporadischem Prostatakarzinom diagnostiziert (Heck, Kron, Gschwend, 

& Herkommer, 2012). Insgesamt unterscheidet sich aber der klinische Verlauf jedoch 

nicht von der sporadischen Form. Als mögliche Ursache wurden unterschiedliche Genloci 

in Familien mit hereditärem Prostatakarzinom nachgewiesen. Diese ließen sich in 

Bestätigungsstudien jedoch nicht verifizieren (Bratt, 2002). 

Exogene Faktoren wie Ernährung, chronische Entzündungen, Sexualverhalten, etc. 

scheinen ebenfalls einen Einfluss auf die Pathogenese des Prostatakarzinoms zu haben 

(W. G. Nelson, De Marzo, & Isaacs, 2003). So ist beispielsweise auffallend, dass bei 

Japanern, welche nach Hawaii übersiedelten das Risiko, an einem PCa zu erkranken, 

anstieg. Bei einer Übersiedelung nach Kalifornien stieg dieses sogar über das 
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durchschnittliche Erkrankungsrisiko der Amerikaner (Zaridze, Boyle, & Smans, 1984). 

Daher geht man bei der Entstehung des Prostatakarzinoms von einem multifaktoriellen 

Geschehen mit genetischen Einflüssen und Umwelteinflüssen aus. Zu den 

ernährungsbedingten Faktoren, welche die Entwicklung der Krankheit beeinflussen 

können, gehören die Gesamtkalorienaufnahme (gespiegelt am Body Mass Index), 

Nahrungsfette, Fleisch, Spurenelemente und Vitamine (Carotinoide, Retinoide, Vitamin 

C, D und E), Obst und Gemüse, Mineralien und Phytoöstrogene. Die ersten vier Faktoren 

können die Entstehung eines Prostatakarzinoms bei zu hohem Konsum fördern, letztere 

wirken protektiv. Diese Aussagen sind kritisch zu betrachten, da zu diesem Ergebnis 

bisher nur Fall-Kontroll-Studien geführt haben. Es müssen weitere Untersuchungen 

veranlasst werden, um den Einfluss der Ernährung genauer charakterisieren zu können 

(Schmid, Engeler, Pummer, & Schmitz-Drager, 2007). Sexualsteroide, vor allem 

Testosteron und Dihydrortestosteron (DHT) tragen wesentlich zur Entstehung des 

Prostatakarzinoms bei (Madersbacher & Studer, 2002).  

1.1.3 Klinik 

Im Frühstadium verursacht das Prostatakarzinom in der Regel keine Beschwerden. Selten 

können bei Einengung der Harnröhre Beschwerden ähnlich dem benignen 

Prostatasyndrom bei der Miktion auftreten. Hierzu gehören schwacher Harnstrahl, 

Pollakisurie, Nykturie, Dysurie, Algurie und Überlaufinkontinenz (DGHO, 2011). 

Im Spätstadium der Erkrankung können Schmerzen im Bereich der Wirbelsäule und des 

Beckens durch Knochenmetastasen hervorgerufen werden. In diesem Fall besteht das 

Risiko für pathologische Frakturen (Deutsche Krebshilfe, 2011). In den meisten Fällen 

stellen Knochenmetastasen sogar die vorherrschende klinische Manifestation der 

Erkrankung dar und sind die Hauptursache für Morbidität und Mortalität.(Apolo, Pandit-

Taskar, & Morris, 2008). Treten Lymphknotenmetastasen auf, so kann es zu peripheren 

Lymphödemen kommen.  

1.1.4 Klassifikation 

Die UICC (International Union Against Cancer) verfasste für das Prostatakarzinom 

folgende TNM-Klassifikation, wobei T für die Ausdehnung des Primärtumors, N für den 

Lymphknotenstatus und M für die Metastasierung steht (Sobin, 1999). Wird das Staging 

klinisch ermittelt wird ein „c“ für klinisch vorangestellt. Ein vorangestelltes „p“ bedeutet, 

dass das Staging durch eine Untersuchung des Pathologen ermittelt wurde. 



	 15	

                                          T Ausdehnung des Primärtumors 

TX Primärtumor kann nicht bewertet werden 

T0  Kein Anhalt für einen Primärtumor 

T1 Klinisch inapparenter Tumor, nicht tastbar oder durch bildgebende Verfahren 

darstellbar (Inzidentaltumor) 

 T1a           Tumor befällt <5% des resezierten Gewebes 

 T1b           Tumor befällt >5% des resezierten Gewebes 

 T1c           Tumor wurde durch Nadelbiopsie diagnostiziert   

T2 Tumor überschreitet die Prostatakapsel nicht 

T2a           Tumor <50% eines Seitenlappens 

T2b           Tumor >50% eines Seitenlappens 

T2c           Tumor befällt beide Seitenlappen 

T3 Tumor überschreitet die Prostatakapsel 

T3a           extrakapsulär ohne Befall der Samenblase 

T3b           extrakapsulär mit Befall der Samenblase 

T4 Tumor ist fixiert oder infiltriert Nachbargewebe 

                                          N Regionäre Lymphknoten 

NX Keine Aussage zu regionären Lymphknoten möglich 

N0 Keine Metastasen in regionären Lymphknoten 

N1 Regionäre Lymphknotenmetastasen 

                                          M Fernmetastasen 

MX Keine Aussage zu Fernmetastasen möglich 

M0 Keine Fernmetastasen 

M1 Fernmetastasen 

M1a Metastasen in nicht regionären LK 

M1b Knochenmetastasen 

M1c Metastasen in anderen Organen und/oder Strukturen 

Tab. 1: TNM Klassifikation des Prostatakarzinoms UICC 7thed 

Der Gleason Score, welcher am histopathologischen Präparat nach Prostatastanzbiospien 

oder Prostatektomie festgelegt wird kann als Maß für die Aggressivität des 

Adenokarzinoms der Prostata herangezogen werden. Hierbei werden die beiden 

häufigsten vorkommenden Wachstumsmuster der Prostatakarzinomzellen addiert (Score 

1 – 5), wodurch sich ein Gleason Score zwischen 2 und 10 ergibt. Dabei stellt 2 die am 
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wenigsten aggressive Form und 10 die aggressivste dar (Epstein, Allsbrook, Amin, 

Egevad, & Committee, 2005). 

Das lokal begrenzte Prostatakarzinom kann mittels klinischer Tumorausdehnung, PSA-

Wert und Gleason-Score in drei Risikogruppen eingeteilt werden. Diese Einteilung stellt 

eine wichtige Orientierungshilfe bezüglich der Therapieentscheidung, 

Metastasierungsrisiko, Rezidivrisiko und Prognose dar (D'Amico et al., 1998). 

• Niedriges Risiko:        cT1c/cT2a     und     PSA ≤ 10ng/ml         und  Gleason  

≤6  

• Intermediäres Risiko:       cT2b-c     oder     PSA>10 ≤20ng/ml   oder    

Gleason 7  

• Hochrisiko:                   ≥cT3a     oder     PSA>20ng/ml          oder   Gleason 

≥8 

1.1.5 Screening Untersuchungen 

Die Frage bezüglich der Screening Untersuchungen wird immer wieder kontrovers in 

vielen Studien bezüglich Überdiagnostik und Nutzen diskutiert. So ergab die 

amerikanische PLCO-Studie, dass kein signifikanter Unterschied bezüglich der Mortalität 

bezogen auf das Prostatakarzinom zwischen einer Kontrollgruppe ohne PSA-Screening 

bzw. digitale rektale Untersuchung (DRU) und der Screening Gruppe bestand (Andriole 

et al., 2009). Wesentliche Kritikpunkte an dieser Studie sind allerdings ein kurzer 

Nachsorgezeitraum und eine studienabhängige PSA-Wertbestimmung in der 

Kontrollgruppe.  

In der europäischen ERSPC-Studie um Schroder et al. hingegen ergab sich ein Nutzen 

eines PSA-Screenings. Hierbei ließ sich die Sterberate des PCa um 21% senken 

(Schroder, Roobol, & Bangma, 2015). 

Diese beiden großen Studien wurden immer wieder diskutiert und mögliche 

Fehlerquellen, wie zum Beispiel eine zu kurze Nachbeobachtungszeit oder eine 

mangelnde Compliance bei den Probanden gesucht. Die Ergebnisse daraus machte man 

sich zunutze um eine sinnvolle Lösung bezüglich einer Screening Untersuchung zu 

finden. So setzte man nun eine Altersgrenze von 40 Jahren, ab welcher ein 

anschließendes PSA-Screening für sinnvoll erachtet wird. Es soll dann risikoadaptiert 

fortgesetzt werden bis zu einer Restlebenserwartung von zehn Jahren (Borgermann et al., 

2010). Bei Männern, die das 75. Lebensjahr bereits überschritten haben, ist von einer 
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Früherkennungsuntersuchung abzusehen, da diese keine klinischen Konsequenzen nach 

sich ziehen würde (Schaeffer et al., 2009) 

1.1.6 Diagnostik 

Die drei Hauptsäulen der Diagnose sind die DRU, der PSA-Wert und der transrektale 

Ultraschall. Bei suspektem Tastbefund oder PSA-Wert besteht die Indikation zur 

Prostatabiopsie zur weiteren histopathologischen Abklärung. 

Ca. 18% der Prostatakarzinome werden durch eine suspekte DRU diagnostiziert, der 

PSA-Wert alleine weist ca. 45% aller Prostatakarzinome nach. Demnach verspricht die 

Kombination der beiden Methoden die höchste Diagnoserate in jeglichen Altersgruppen 

(Richie et al., 1993). Prostatakarzinome lassen sich bei peripherer Lage in der Regel ab 

einem Volumen von 0,2 ml oder größer durch eine DRU ertasten (Heidenreich et al., 

2012). Ist ein Prostatakarzinom vorhanden so steigt der PSA-Wert in der Regel an. Der 

PSA-Wert ist organspezifisch jedoch nicht tumorspezifisch. Zu einer PSA-Werterhöhung 

führen ebenfalls eine benigne Prostatahyperplasie oder einer Prostatitis (Stamey et al., 

1987). Weiterhin können Manipulationen wie z.B. DRU oder Zystoskopie kurz vor 

Blutentnahme den PSA-Wert erhöhen. Liegt der PSA-Wert im Graubereich von 4 – 10 

ng/ml sollte dieser als erstes in einer zweiten Abnahme nach vier bis sechs Wochen 

verifiziert werden. Dabei ist es wichtig, dass die PSA-Wertbestimmung mit der gleichen 

Methodik standardisiert erfolgt (Eastham Ja & et al., 2003). Eine suspekte DRU und/oder 

ein erhöhter PSA-Wert ergeben die Indikation zu einer Porstatastanzbiopsie, welche 

transrektal oder transperineal erfolgen kann. Die Höhe des PSA-Wertes, welcher die 

Biopsie rechtfertig ist noch nicht vollständig geklärt. Bei jüngeren Männern wird aber 

bereits ab einem PSA-Wert von 2 – 3 ng/ml eine Biopsie empfohlen. Die Anzahl der 

dabei entnommenen Stanzen sollte mindestens zehn sein, bei größerem Volumen kann 

die Anzahl erhöht werden (Heidenreich et al., 2012).  

1.1.7 Therapie und Nachsorge 

Bei der Behandlung des Prostatakarzinoms gibt es verschiedene Therapieansätze: 

„watchful waiting“, „active surveillance“, radikale Prostatektomie und Radiotherapie. 

Welche Therapie angewandt wird muss im Einzelfall entschieden werden. 

 

„watchful waiting“ 

„watchful waiting“ was so viel bedeutet wie „beobachtendes Abwarten“ wurde vor allem 

in der Prä-PSA-Screening-Ära geprägt (vor 1990). Das PCa wird zunächst nur 
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konservativ behandelt. Bei klinischen Beschwerden leitet man eine palliative Behandlung 

ein, zum Beispiel einen transurethrale Resektion der Prostata (TUR-P) bei 

Harnwegsverschluss oder eine Hormontherapie bzw. Strahlentherapie bei Metastasen 

bedingten Beschwerden (Heidenreich et al., 2012). Diese Art der Behandlung wird vor 

allem bei älteren Männern mit wenig aggressivem Prostatakarzinom und vielen 

Begleiterkrankungen und einer damit verbundenen verminderten Lebenserwartung von 

weniger als zehn Jahren angewandt (Heidenreich et al., 2012). Tumore mit einem hohem 

Differenzierungsgrad, welche langsam wachsen und wenig aggressiv sind, werden 

bevorzugt mit dieser Methode behandelt (Adolfsson, 2008). 

 

„active surveillance“ 

„active surveillance“ ist gleichbedeutend mit „aktiver Überwachung“. Der Begriff wurde 

vor allem in der letzten Dekade geprägt und beinhaltet die aktive Entscheidung nicht 

sofort zu behandeln. Diese Methode ist geeignet für Patienten mit einem klinisch lokal 

begrenztem PCa (cT1c – cT2a), einem Gleason Score ≤ 6, einem PSA ≤ 10 ng/ml, Tumor 

in ≤ 2 Stanzbiopsien und ≤ 50% Tumor in einer Stanzbiopsie (Klotz, 2005). In den ersten 

beiden Jahren soll der Tumor durch PSA-Wertbestimmung und DRU alle drei Monate 

kontrolliert werden, dann halbjährlich. Alle zwölf bis 18 Monate soll eine Biopsie 

durchgeführt werden. Ein Verlassen der „active surveillance“ ist bei folgenden Kriterien 

gerechtfertigt:  

• Verdoppelungszeit des PSA-Wertes weniger als drei Jahre 

• PSA-Wertanstieg > 10 ng/ml 

• Verschlechterung des Gleason Score auf ≥ 6 

• Patientenwunsch (Deutsche Gesellschaft Urologie, 2009) 

Bei der „acitve surveillance“ handelt es sich im Gegensatz zum „watchful waiting“ um 

einen kurativen Behandlungsansatz. „active surveillance“ ist nur zur Behandlung einer 

selektierten oben definierten „low-risk“ Patientengruppe geeignet (Heidenreich et al., 

2012). 

 

Radikale Prostatektomie 

Patienten, die in dieser Arbeit als Probanden teilgenommen haben, unterzogen sich alle 

einer radikalen Prostatektomie mit einer ausgedehnten Lymphadenektomie. 

Bei der radikalen Prostatektomie wird die Prostata mit Samenbläschen zwischen der 

Harnröhre und der Harnblase entfernt. Ziel der radikalen Prostatektomie sollte bei 
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Männern mit einer Lebenserwartung von mindestens zehn Jahren die komplette 

Eradikation der Krankheit sein, während sowohl die Kontinenz als auch die erektile 

Funktion durch nervenschonende Verfahren erhalten bleiben sollte (Bianco, Scardino, & 

Eastham, 2005). Bei den meisten Männern mit einem lokal begrenztem PCa kann eine 

nervenschonende RP durchgeführt werden (Gontero & Kirby, 2005; Sokoloff & 

Brendler, 2001). Immer häufiger wird die Bildgebung in Form einer 

Kernspintomographie verwendet, um Patienten zu selektieren, bei denen ein 

nervenerhaltendes Vorgehen sinnvoll ist (Park et al., 2014; Roethke et al., 2013). 

Trotzdem gibt die EAU-Leitlinie von 2014 folgende „Kontraindikationen“ für ein 

nervenerhaltendes Vorgehen vor:  

• hohes Risiko für extrakapsuläres Wachstum, d.h. cT3, cT2c 

• Gleason-Score ≥7 oder mehr als eine positive Biopsie mit Gleason-Score ≥6 auf 

ipsilateraler Seite (Heidenreich et al., 2012) 

Grundsätzlich gibt es keine festgelegte Altersgrenze, ab der eine radikale Prostatektomie 

nicht mehr durchgeführt werden darf (Droz et al., 2010). Dennoch ist es von Bedeutung, 

Ko-Morbidtäten richtig zu beurteilen. Bei multimorbiden Patienten ist das Risiko an 

Komplikationen und an Prostatakrebs-unabhängigen Ursachen zu versterben erhöht 

(Albertsen et al., 2011). Bei der Aufklärung des Patienten bezüglich einer möglichen 

chirurgischen Therapie ist es wichtig eine Abschätzung seiner Lebenserwartung zu 

berücksichtigen (Walz et al., 2007). Das Patientenalter von mehr als 80 Jahren bzw. eine 

klinische Lebenserwartung von weniger als zehn Jahren aufgrund von Komorbiditäten 

spricht gegen eine radikale Prostatektomie. 

Die erste retropubische Prostatektomie wurde von Memmelaar und Millin durchgeführt 

(Memmelaar, 1949). Als Walsh und Donker die Anatomie des dorsalen venösen 

Komplexes und der neurovasklulären Bündel beschrieben, verbesserte sich der 

Blutverlust und die Rate an Potenz und Kontinenz erheblich (Walsh & Donker, 1982).  

In jüngster Zeit wurden neben der retropubischen bzw. der perinealen radikalen 

Prostataektomie minimal invasive Verfahren entwickelt. So gelten in den USA die 

laparoskopische radikale Prostatektomie und die Roboter-assistierten laparoskopische 

Prostatektomie bei lokalisierten Prostatatumoren als Methode der Wahl. Auch in Europa 

finden diese Methoden zunehmend Anklang. In verschiedenen Studien konnte gezeigt 

werden, dass Blutverluste und Transfusionsraten geringer waren als unter den 

herkömmlichen Methoden. Ob jedoch auch eine Verbesserung bezüglich onkologischer 



	 20	

und funktioneller Ergebnisse auftritt, ist noch nicht ausreichend geklärt (Coelho et al., 

2010; Ficarra et al., 2009; Kang, Hardee, Fesperman, Stoffs, & Dahm, 2010). 

 

Lymphadenektomie bei radikaler Prostatektomie 

Die kurative Therapie steht bei lokal begrenztem Prostatakarzinom an erster Stelle. Der 

Lymphknotenbefall stellt einen wesentlichen prognostischen Faktor dar.  

Es werden bei der Lymphadenektomie eine eingeschränkte Standard- und eine 

ausgedehnte Lymphadenektomie (LAE) unterschieden. Bei der Standard-LAE werden die 

Lymphknoten in der Fossa obturatoria und an der A. iliaca externa beidseits entfernt. Für 

die ausgedehnte Lymphadenketomie wurde bisher kein Standard festgelegt. Es gibt 

Meinungsverschiedenheiten darüber, ob die A. iliaca communis und die A. ilica interna 

beidseits mit eingeschlossen werden sollten oder nicht (Bader P Fau - Burkhard, 

Burkhard Fc Fau - Markwalder, Markwalder R Fau - Studer, & Studer; Gil-Vernet, 1996; 

Heidenreich, Ohlmann, & Polyakov, 2007; Weckermann et al., 2007).  

Eine Lymphadenektomie kann Komplikationen wie Lymphozelen, Thrombosen oder 

Lymphödeme hervorrufen, weshalb die Indikation und das Ausmaß der 

Lymphadenektomie streng gestellt werden sollte. 

Bei Patienten mit Prostatakarzinomen und niedrigem Risikoprofil (cT1c und PSA < 10 

ng/ml und Gleason-Score ≤ 6) kann auf eine Lymphadenektomie verzichtet werden, da 

dieses Patientenkollektiv ein geringes Risiko für einen Lymphknotenbefall aufweist 

(Deutsche Gesellschaft Urologie, 2009). 

Patienten mit einem lokalisierten Prostatakarzinom sollten ab einem intermediären Risiko 

eine ausgedehnte LAE erhalten. Bei einem intermediären Risiko ist eine 

Lymphknotenbeteiligung in ca. 15-25% der Fälle zu erwarten, bei einem Hochrisiko 

Karzinom sogar in 25-40% der Fälle (Briganti et al., 2012; Heidenreich et al., 2012).  

Aufgrund der positiven Lymphknoten außerhalb der Standard-LAE wird derzeit nur eine 

ausgedehnte LAE empfohlen (Deutsche Gesellschaft Urologie, 2009). So konnte Bader et 

al. zeigen, dass bei Patienten mit klinisch lokalisiertem Prostatakarzinom und präoperativ 

keinem Hinweis auf eine Lymphknotenmetastasierung in 24% der Fälle ein pN1-Stadium 

diagnostiziert werden konnte. In über der Hälfte der Fälle (58%) fand man 

Lymphknotenmetastasen entlang der A. iliaca interna und in 19% der Fälle fand man 

Metastasenherde sogar nur an der A. iliaca interna. Im Falle einer Standard-LAE hätte 

man damit ca. ein Fünftel der nodalpositiven Fälle übersehen. Ohne eine ausgedehnte 

Lymphadenektomie wären in mehr als der Hälfte der Fälle Lymphknotenmetastasen in 
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situ verblieben (Bader P Fau - Burkhard et al.). Aktuell gibt es jedoch noch keine 

einheitlichen Angaben bezüglich der kranialen Grenze des ausgedehnten LAE-Feldes.  

Im Falle einer Lymphadenektomie müssen mindestens zehn Lymphknoten entfernt 

werden, da die Anzahl der positiven Befunde mit der Zahl der entnommenen 

Lymphknoten korreliert (Deutsche Gesellschaft Urologie, 2009). Joslyn et al. konnten in 

einer retrospektiven Studie einen statistisch signifikanten Vorteil im tumorspezifischem 

Überleben bei Patienten zeigen, denen mindestens zehn Lymphmknoten entnommen 

wurden (Joslyn & Konety, 2006). Allaf et al. konnten ähnliche Ergebnisse nachweisen 

(Allaf, Palapattu, Trock, Carter, & Walsh, 2004). Di Marco et al. konnte hingegen keinen 

Zusammenhang zwischen der Zahl der entfernten Lymphknoten und dem 

tumorspezifischen Überleben zeigen (DiMarco et al., 2005). Aufgrund dieser 

uneinheitlichen Datenlage ist ein Überlebensvorteil für nodalpositive oder nodalnegative 

durch eine ausgedehnte Lymphadenektomie ohne adjuvante Therapie zurzeit nicht 

gesichert (Deutsche Gesellschaft Urologie, 2009). 

 

Radiotherapie 

Grundsätzlich bietet die externe Strahlentherapie vergleichbare Langzeitüberlebensraten 

wie die radikale Prostatektomie. Zudem bietet die externe Strahlentherapie eine 

vergleichbare Lebensqualität (Fowler, Barry, Lu-Yao, Wasson, & Bin, 1996). 

Goldstandard sind im Moment die Intensitätsmodulierte Strahlentherapie (IMRT) und 

Image Guided Strahlentherapie (IGRT) (Heidenreich et al., 2012). Die IMRT ist dabei ein 

Verfahren, das zu einer verbesserten Zielvolumenerfassung (Konformalität) führt, d. h. 

niedrigere Strahlendosen am Normalgewebe bei optimierter Dosierung an Tumor und 

Bestrahlungszielgewebe. Klinische Studien haben eine bessere Schonung der relevanten 

Risikoorgane (Hüftkopf, Harnblase, Enddarm) gezeigt (Paulsen, Belka, Alber, Budach, & 

Bamberg, 2003). Sobald von einem Befall der Lymphknoten ausgegangen wird, muss 

eine zusätzliche medikamentöse Therapie eingeleitet werden, da eine alleinige 

Radiotherapie nutzlos ist (Bolla et al., 2009). 

Eine weitere Möglichkeit ist die transperineale Brachytherapie. Hierbei werden 

Radioisotope implantiert. Die „low-dose rate“ Brachytherapie ist eine geeignete 

Therapiemöglichkeit für „low-risk“ Patienten. Um den genauen Stellenwert festzulegen, 

fehlen jedoch randomisierte Studien, die die Brachytherpie mit anderen 

Therpiemodalitäten vergleichen (Heidenreich et al., 2012). 
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Nachsorge 

Die Nachsorge ist ein wichtiger Bestandteil der Therapie. Sie ermöglicht unter anderem, 

dass ein Rezidiv frühzeitig erkannt wird und weitere Therapiemaßnahmen rechtzeitig 

eingeleitet werden können. Die Nachsorge besteht dabei in der Bestimmung des PSA-

Wertes und einer DRU in regelmäßigen Abständen. Anfangs nach drei, sechs und zwölf 

Monaten postoperativ, dann alle sechs Monate drei Jahre lang und ab diesem Zeitpunkt 

jährlich. Grundsätzlich richtet sich die Tumornachsorge nach dem Tumorstadium und 

dem Risikoprofil jedes einzelnen Patienten.(Heidenreich et al., 2012) 

1.1.8 Prognose 

Die relative Überlebensrate des Prostatakarzinoms bis fünf Jahre nach Diagnose liegt bei 

92% (RKI & GEKID, 2012). Nach einer radikalen retropubischen Prostatektomie mit 

kurativer Zielsetzung haben 75% der Patienten mit einem lokalisierten Prostatakarzinom 

ein langfristig rezidivfreies Intervall (>10 Jahre). Auch Patienten mit einem Hochrisiko 

Karzinom profitieren von einer radikalen Prostatektomie (Hull et al., 2002). Die Prognose 

bezüglich der Rezidivwahrscheinlichkeit korreliert im pN0-Stadium und fehlender 

Samenblaseninfiltration streng mit dem Gleason-Score. Bei einem Gleason-Score 2 - 4 

beträgt die zehnjahres Rezidivwahrscheinlichkeit 4%, bei Gleason-Score 5-6 19%, bei 

Gleason-Score 7 50% und bei Gleason-Score 8-10 sogar 66% (Epstein, Pizov, & Walsh, 

1993).  

Der Lymphknotenstatus spielt bezüglich der Prognose eine entscheidende Rolle. So sind 

Lymphknotenmetastasen der wichtigste prognostische Faktor bei klinisch lokalisiertem 

Prostatakarzinom für ein Rezidiv (Miyake et al., 2007). Die Anzahl der positiven 

Lymphknoten ist für die krebsspezifische Überlebensrate (CSS) von Bedeutung. So 

konnten Briganti et al. zeigen, dass Patienten mit ≤ 2 Lymphknotenmetastasen eine 

signifikant bessere CSS gegenüber Patienten mit >2 positiven Lymphknoten hatten (84% 

vs. 62%) (Briganti et al., 2009).  

Bei ca. 10% der Patienten tritt trotz kurativem Therapieansatz und nodalnegativem Status 

ein biochemisches Rezidiv auf (Walsh, Partin, & Epstein, 1994)(Catalona & Smith, 

1998). Es gibt Hinweise, dass kleine Ansammlungen von metastatischen 

Prostatakrebszellen in Lymphknoten, welche durch die routinemäßige histopathologische 

Untersuchung übersehen werden, einen Einfluss auf die Rezidivwahrscheinlichkeit haben 

(Ferrari et al., 1997; Miyake et al., 2007). Aus diesem Grund untersuchten Ferrari et al. 

Lymphkontengewebe von Prostatakrebspatienten mittels quantitativer Polymerase 
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Kettenreaktion (qPCR) und ebneten den Weg zu einem molekularem Verfahren, durch 

das Hochrisiko Patienten für ein biochemisches Rezidiv identifiziert werden sollen. Sie 

setzten einen Grenzwert für PSA in Lymphknotengewebe und konnten Patienten 

detektieren, die eine erhöhte Wahrscheinlichkeit haben, ein biochemisches Rezidiv bis 

hin zu einem Tumorrezidiv zu erleiden. Diese Patienten könnten von einer zusätzlichen 

Therapie profitieren (Ferrari et al., 2006). Diese „molekulare Metastasierung“ gilt als 

mögliche Ursache, dass Tumorrezidive nach radikaler Prostatektomie trotz lokaler R0-

Resektion und histopathologisch negativem Lymphknotenstatus auftreten. Diese 

sogenannten disseminierten Tumorzellen lassen sich durch sensitivere Methoden 

nachweisen und könnten eine genauere individuelle Aussage im Hinblick auf die 

Prognose des Patienten haben. Durch die Beschreibung ihrer Topographie ließe sich die 

Ausdehnung der Lymphadenektomie in Zukunft näher definieren. 

1.2 Disseminierte Tumorzellen und molekulare Marker 

1.2.1 Definition 

Der wichtigste prognostische Faktor einer Krebserkrankung ist das Vorhandensein einer 

Metastasierung. Disseminierte Tumorzellen werden als Surrogat für die frühe 

Metastasierung der Krankheit angesehen. Sie sind definiert als einzelne Zellen oder 

kleine Zellverbände und können im Knochenmark, in Lymphknoten oder im peripheren 

Blut vorkommen. Im peripheren Blut werden sie auch als zirkulierende Tumorzellen 

bezeichnet (Balic, Williams, Dandachi, & Cote, 2010).  

Histopathologisch lassen sich drei Arten von metastatischen Absiedlungen der Größe 

nach bestimmen. Isolierten Tumorzellen mit einer Größe ≤0,2 mm, Mikrometastasen mit 

einer Größe von ≥0,2 mm und <2 mm und Makrometastasen ≥2 mm (Singletary, Greene, 

& Sobin, 2003). 

 

„Tumor Cell Dormancy“ 

Luzzi et al. fand heraus, dass nur ca. 0,01% der Krebszellen, die in den Körperkreislauf 

injiziert werden tatsächlich Metastasen auslösen. Metastatische Prozesse sind auf den 

ersten Blick betrachtet äußert ineffizient (Luzzi et al., 1998). Wie diese disseminierten 

Tumorzellen jedoch vernichtet werden, ist noch weitgehend unbekannt. Zurzeit geht man 

von einer Reaktion des Immunsystems (Hanna, 1982) oder hämodynamischen Kräften 

aus (Weiss, 1991). Jedoch werden nicht immer alle disseminierten Tumorzellen, die sich 
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im Körper befinden vernichtet. Überleben nur einige dieser Zellen können sie nach 

Absiedlung in unterschiedlichen Regionen manifeste Metastasen bilden.  

Dies kann auch noch Jahre nach Entfernung des Primärtumors passieren. In diesen Jahren 

findet man keinen klinischen Hinweis auf das Vorhandensein solcher disseminierter 

Tumorzellen. Diese Tatsache wird auch „tumor cell dormancy“ bezeichnet (Meng et al., 

2004). Die Tumorzellen befinden sich in diesem Stadium in einem Ruhezustand, auch G0 

Phase (mitotisch inaktive Phase) genannt. Es findet weder Zellproliferation noch 

Apoptose statt. Eine Behandlung dieser disseminierten Tumorzellen ist in diesem 

Ruhezustand äußerst schwierig, da typische Chemotherapeutika Zellen angreifen, die sich 

gerade in der Proliferationsphase befinden (Pantel, Cote, & Fodstad, 1999). Aus diesem 

Grund können auch nach adjuvanter Chemo- oder Radiotherapie disseminierte 

Tumorzellen vorhanden sein (Riethdorf, Wikman, & Pantel, 2008) 

1.2.2 Detektion von disseminierten Tumorzellen 

Die beiden meist angewandten Methoden zur Detektion von disseminierten Tumorzellen 

sind die Immunzytochemie und die Polymerasekettenreaktion. Sie ermöglichen das 

Erkennen von einzelnen Tumorzellen aus Millionen normaler Zellen (Pantel et al., 1999). 

Bei der Immunzytochemie bedient man sich immunologischer Zelleigenschaften wie zum 

Beispiel dem Anfärben bestimmter Zellbestandteile mit spezifischen monoklonalen 

Antikörpern (Schlimok et al., 1987). Ein bedeutender Nachteil bei diesem Verfahren 

stellt die Kreuzreaktivität einiger Antikörper mit normalen Körperzellen dar, wodurch 

falsch positive Ergebnisse hervorgerufen werden können (Ghossein & Bhattacharya, 

2000). 

Zu den molekularen Methoden zählt die Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion 

(RT-PCR), welche auf der reversen Transkription von RNA in cDNA und schließlich 

deren Amplifikation beruht. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass Tumorzellen nicht 

morphologisch identifiziert und isoliert werden können (Riethdorf et al., 2008).  

1.2.3 Molekulare Tumormarker 

Molekulare Tumormarker sind körpereigene Substanzen (z.B. Proteine, Nukleinsäuren), 

die bei Krebserkrankungen vermehrt oder in veränderter Form produziert werden können. 

Sie können im Rahmen der Primärdiagnostik oder der Tumornachsorge genutzt werden 

und im Falle einer Erkrankung bzw. eines Rezidivs in ansteigender Konzentration 

gemessen werden (Müller, Goessl, Krause, & Miller, 2003). So dient z.B. die Messung 
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des PSA-Wertes im Blut des Patienten beim Prostatakarzinom sowohl dem Tumor-

Screening als auch der Tumornachsorge (Heidenreich et al., 2012).  

Um Diagnose, Therapie und Nachsorge weiterhin zu verbessern ist man bemüht neue 

molekulare Tumormarker im klinischen Alltag zu etablieren. Diese Arbeit beschäftigt 

sich näher mit dem Gen Kallikrein 4 (KLK4), welches eine dem PSA ähnliche 

Serinprotease und dessen RNA-Expression in Lymphknoten beim Prostatakarzinom 

kodiert. 

1.2.4 Kallikrein 4 

Kallikreine sind Serinproteasen die eine wichtige Rolle in einer Vielzahl von 

physiologischen und pathologischen Prozessen spielen. Die Kallikrein-Familie ist auf 

Chromosom 19 lokalisiert und zählt bisher 15 „Mitglieder“, welche allesamt Enzyme mit 

extrazellulären Substraten und Funktionen sind (Xi et al., 2004). Kallikreine kommen in 

unterschiedlichen Spezies (z. B. Maus, Mensch, Schwein) vor. Gemeinsames Merkmal 

aller Gewebe-Kallikreine ist die ähnliche genomische Organisation von fünf Exons, die 

spezielle Anordnung von Aminosäuren, die für die katalytische Aktivität der 

Serinprotease verantwortlich ist und ein Signalpeptid, welches bei allen im ersten Exon 

codiert ist (Korkmaz, Korkmaz, Pretlow, & Saatcioglu, 2001). Die am besten erforschten 

Kallikreine sind KLK1 (und dessen Protein hK1), welches vor allem im Gewebe, im 

Pankreas und in den Nieren vorkommt, KLK2 (hK2), das vor allem in Drüsen gefunden 

wird und KLK3, auch bekannt als PSA/hK3 (Obiezu et al., 2002). KLK4 ist ein 

Bestandteil dieser Kallikrein-Familie. Es ist beim Menschen wie alle Kallikreine auf 

Chromosom 19 lokalisiert und beinhaltet 5,2 kb mit fünf Exons und vier Introns 

(Stephenson, Verity, Ashworth, & Clements, 1999). Die drei auf dem Chromosom 

benachbarten Kallikreine 2-4 sind gewebespezifisch für die Prostata. Werden alle drei 

stark exprimiert, weißt dies auf eine Veränderung der Prostata hin (Clements, Hooper, 

Dong, & Harvey, 2001; Obiezu et al., 2002).  

In der Literatur findet man einige Synonyme für KLK4 und dessen Protein hK4, da es 

durch verschiedene unabhängige Gruppen entdeckt wurde (Dong et al., 2005). So wird es 

auch KLK-Like1, Prostase, androgen-related message 1/ARM1 oder enamel matrix 

serine protease 1/EMSP1 genannt (P. S. Nelson et al., 1999; Stephenson et al., 1999; 

Yousef & Diamandis, 2001). Anders als bei den anderen Kallikreinen fehlt dem KLK4 

das Signalpeptid und die primäre Funktion dieser Serinprotease spielt sich innerhalb der 

Zelle ab. Im Gegensatz hierzu agieren die restlichen Kallikreine hauptsächlich außerhalb 
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der Zelle. Es gibt mindestens zwei unterschiedliche Splice-Varianten von KLK4 

(Korkmaz et al., 2001). Welche dieser Isoformen für das Prostatakarzinom im Sinne eines 

möglichen Tumormarkers eine Rolle spielt ist noch nicht hinreichend geklärt. Die 

Isoformen KLK4-254/hK4-254 und KLK4-205/hK4-205 sollen aber die zwei wichtigsten 

sein (Dong et al., 2005). Eine androgenabhängige Transkription wurde bei Isoformen von 

KLK4 in mehreren Studien beschrieben (Avgeris, Stravodimos, & Scorilas, 2011; P. S. 

Nelson et al., 1999; Yousef & Diamandis, 2001). Vor allem mit der Hilfe der RT-PCR 

konnte gezeigt werden, dass KLK4 mRNA-Spiegel im Primärtumor deutlich erhöht sind 

(Day et al., 2002; Obiezu et al., 2002). Avgeris et al. fanden heraus, dass neben dieser 

Hochregulation im Primärtumor in fortgeschrittenen Stadien auch eine Assoziation mit 

dem präoperativen PSA-Spiegel besteht. 

So kann es als unabhängiger Biomarker für die Unterscheidung zwischen malignen und 

benignen Prostatatumoren im Prostatagewebe dienen (Avgeris et al., 2011). 

Wie sich KLK4 in Lymphknoten bei Prostatakarzinom Patienten verhält, ist bisher nicht 

hinreichend geklärt. Diese Arbeit soll Aufschluss über die Expression von KLK4 in 

Lymphknoten bei PCa-Patienten geben. 
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2 Fragestellung 

Die Detektion von Lymphknotenmetastasen ist ein wichtiger Prognosefaktor bezüglich 

eines biochemischen Rezidivs nach radikaler Prostatektomie (Cheng et al., 2001). 

Ein Ziel dieser Arbeit ist es bei Patienten mit lokalisiertem Prostatakarzinom molekular 

Lymphknotenmetastasen nachzuweisen. Hierfür dient die qRT-PCR-Diagnostik mit 

Bestimmung der Expression von PSA und KLK4 bei der Durchführung in Korrelation 

mit der histopathologischen Standarduntersuchung. 

Hierzu wird folgende Fragestellung untersucht:  

• Ist die qRT-PCR eine geeignete Methode um Lymphknotenmetastasen molekular 

nachzuweisen?  

• Wie viele histopathologisch positive Lymphknoten können gefunden werden? 

• Wie viele molekularpositive Lymphknoten können gefunden werden? 

• Besteht eine Korrelation zwischen histopathologisch postitiven und 

molekularpositiven Lympknoten? 

• Ist KLK4 ein geeigneter Marker um Lymphknotenmetastasen molekular 

nachzuweisen?  

 

Ein weiteres Problem ist, dass es keine einheitliche Definition einer ausgedehnten 

Lymphadenektomie gibt.  

Daher beinhaltet diese Arbeit die Topographie der extrahierten Lymphknoten mit 

folgenden Fragen: 

• In welchen Regionen des Lymphadnektomiefeldes treten histopathologische 

Metastasen bevorzugt auf? 

• In welchen Regionen des Lymphadnektomiefeldes treten molekulare Metastasen 

bevorzugt auf? 

• Besteht eine Korrelation zwischen ihnen?  

• Hätte eine Standard-Lymphadenektomie ausgereicht? 

• Wie weit sollte in Zukunft Lymphadenektomie durchgeführt werden?  

 

Untersucht wurden 84 Patienten mit Prostatakarzinom, die mit einer radikalen 

Prostatektomie und einer ausgedehnten Lymphadenektomie behandelt wurden. Das 

ausgedehnte Lymphadenektomiefeld wurde definiert durch die anatomischen Regionen 

Fossa obturatoria, A. iliaca externa, A. iliaca interna und A. iliaca communis.   
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3 Material und Methoden 

3.1 Zellkulturen 

3.1.1 Material für die Zellkulture 

3.1.1.1 Verbrauchsmaterialien 

Zellkulturschalen 100x200 mm BD Falcon™ 

Sterile Einwegpipetten Cellstar® 1 ml, 5 

ml, 10 ml 

Greiner Bio One 

Zentrifugenröhrchen Cellstar® Tubes 15 

ml 

Greiner Bio One 

Zellschaber Costar® Corning Incorporated 

Reaktionsgefäße (Tube) 1,5 ml Eppendorf AG 

Neubauer Zählkammer Tiefe 0,100 mm, 

0,0025 mm2  

Superior Marienfeld 

Handschuhe Senso Skin Medika Medizintechnik GmbH 

Pipettenspitzen 1250 µl Biozym 

	

3.1.1.2 Reagenzien 

RPMI 1640 Medium mit Phenolrot Biochrom AG™ 

Dulbecco´s Mod Eagle Medium (DMEM) Biochrom AG™ 

Fötales Kälberserum Biochrom AG™ 

PBS Dulbecco Biochrom AG™ 

Antibiotikagemisch: 1000U Penicillin + 

10mg Streptomycin 

 

mirVana™ miRNA isolation kit, 

Lysepuffer 

Ambion® 

Trypsin/EDTA Solution: 0,5 g/l EDTA in 

PBS ohne Ca2+ und Mg2+ 

 

 

3.1.1.3 Laborgeräte 

Bench: HERA safe Thermo Electron Cooperation 

Absauger Schütt Labortechnik 

Wasserbad Memmert GmbH & Co. KG 
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Zentrifuge Rotina 35R  HettichLab 

Inkubator HERA Cell 240 Thermo Electron Cooperation 

Mikroskop Axiovert 135 Zeiss 

3.1.2 Kultivierung von permanenten Zelllinien 

Für die Zellkultur wurden LNCaP Tumorzellen verwendet, die im weiteren Verlauf als 

Positivkontrolle bei der quantitativen Reversen Transkriptase Polymerasekettenreaktion 

(qRT-PCR) und zur Sensitivitätsuntersuchung der verwendeten Marker mittels 

Verdünnungsreihen dienten. Die Kultivierung erfolgte in RPMI 1640 Zellkulturmedium. 

Dieses Medium enthält 10% fötales Kälberserum, 1% nichtessentielle Aminosäuren und 

1% eines Antibiotikagemisches aus Penicillin und Streptomycin. Die Tumorzellen 

wurden bei 37°C und einer 5% CO2 Atmosphäre kultiviert.  

3.1.3 Erstellen einer neuen Zellpassage 

Sobald die Zellen eine ausreichende Konfluenz unter dem Mikroskop zeigten, wurde das 

Nährmedium abpipettiert und verworfen. Anschließend wurde 10 ml PBS zur Reinigung 

von Mediumrückständen hinzugefügt, sogleich wieder abpipettiert, 2,5 ml Trypsinlösung 

hinzugefügt und für 5 min bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert.  

Die Zellen sollten sich vom Boden der Petrischale ablösen. Dies wurde mikroskopisch 

kontrolliert. Waren die Zellen vollständig abgelöst, wurde 7,5 ml Nährmedium 

zugegeben und die Zellsuspension in 10 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Anschließend 

wurde bei 250 RPM (revolution per minute) 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen und das Zellpellet wurde in 10 ml Nährmedium resuspendiert und in eine neue 

Petrischale gegeben.  

3.1.4 Herstellung von Zelllysaten 

Die Petrischalen sollten bei Herstellung von Zelllysaten ca. zu 75% bewachsen sein. Das 

Nährmedium wurde verworfen und die Zellen mit 10 ml PBS/EDTA-Lösung gewaschen. 

Daraufhin wurde 600 µl Lysepuffer hinzugegeben und die Zellen vorsichtig mit einem 

Zellschaber vom Boden der Petrischale gelöst. Die Suspension wurde in 1,5 ml 

Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt und durch mehrmaliges auf- und abpipettieren 

lysiert. Die Zellen wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C zwischengelagert.  

 



	 30	

3.2 Gewebe 

3.2.1 Peripher venöses Blut 

3.2.1.1 Material, Reagenzien und Laborgeräte für die Isolierung von PBMCs 

Einmalpipetten 10 ml Greiner bio-one 

Pipettenspitzen 1000, 100, 10 µl Biozym 

Sterile Rekationsgefäße 1,5 ml Eppendorf AG 

Falconröhrchen 50 ml Greiner bio-one 

Neubauer Zählkammer Tiefe 0,1 mm, 

Volumen 0.0025 mm2  

Superior Marienfeld 

Deckgläser  

 

Reagenzien 

Biocoll separating solution (Ficoll) Biochrom AG 

PBS Biochrom AG 

Türksche Lösung Fluka Analytical 

mirVana™ miRNA isolation kit, 

Lysepuffer 

Ambion® 

 

Laborgeräte 

Mikroskop Axiovert 135 Zeiss 

Zentrifuge Eppendorf 5810 R Eppendorf AG 

Zentrifuge Eppendorf 5415 R Eppendorf AG 

 

3.2.1.2 Ablauf der Isolation der PBMCs 

Zur Effizienzbestimmung der verschiedenen Marker in der qRT-PCR wurden cDNA-

Verdünnungsreihen von LnCAP-Zellen in peripheren mononuklearen Zellen (PBMC) 

vorgenommen. Die PBMCs wurden hierfür aus Vollblut von gesunden Spendern mittels 

Dichtezentrifugation über einen kolloidalen Gradienten isoliert. Da der Ficoll-

Dichtegradient temperaturabhängig ist erfolgte die Lagerung aller Proben bei 

Raumtemperatur.  

Vollblut von gesunden Spendern wurde mittels PBS-Puffer im Verhältnis von 1:1,5 auf 

ein Volumen von 25 ml ergänzt und anschließend mit 20 ml Ficoll-Lösung überschichtet. 

Nach 20 min Zentrifugation bei 25°C mit 800g zeigte der Inhalt des Röhrchens eine 
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Dreischichtung: eine untere Schicht aus Ficoll-Lösung und Erythrozyten, eine mittlere 

trübe Schicht bestehend aus PBMCs und eine klare obere Plasmaschicht. Die PBMC-

enthaltende Interphase wurde in 45 ml PBS-Puffer überführt und bei 500g für 10 min 

abzentrifugiert. Der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde anschließend mit 1 ml 

PBS in einem sterilen 1,5 ml Cup resuspendiert.  

Anschließend erfolgte eine Auszählung der Zellen in einer Neubauer Zählkammer. Auf 

die Zählkammer wurde ein Gemisch aus 10 µl des PBMC-PBS-Gemisches und 90 µl 

Türksche Lösung, welche eventuell verbliebene Erythrozyten lysiert, aufgetragen und bei 

100fachen Vergrößerung unter dem Mikroskop betrachtet.  

Über den Verdünnungsfaktor sowie den Mittelwert der peripher mononuklären Zellen in 

den vier Quadranten der Zählkammer konnte dann die Zellzahl im PBMC-PBS-Gemisch 

errechnet werden.  

Die gewünschte Zellzahl war 106 Zellen in einer PBS-Zellsuspension. Das entsprechende 

Volumen wurde bei 500g und 4°C für 10 min zentrifugiert, der Überstand verworfen und 

das Pellet in 600 µl Lysepuffer lysiert.  

Zur Erstellung einer Zellverdünnungsreihe wurden die aus 106 PBMCs hergestellten 

Lysate mit 1000, 100, 10, 1 und 0 Zellen LnCAP versetzt. Diese Ansätze wurden bei -

20°C zwischengelagert und dienten der Sensitivitätstestung. 

3.2.2 Lymphknotengewinnung 

3.2.2.1 Verbrauchsmaterialien 

Pathologieröhrchen  

Formalin  

Handschuhe SensoSkin Medika Meizintechnik GmbH 

Einwegskalpell Nr. 21 Feather® 

Einmal Pinzetten – steril  servoprax® GmbH 

Klebetuch Raucodrape® 75cmx75cm Lohmann & Rauscher GmbH und Co. KG 

Farben:  

rot, gelb, blau, grün 

 

 

Fixierlösung  

Sterilisierte Aluminiumfolie  

Patientenetiketten  

Mullfix  

Flüssigstickstoff Hausinterne Apotheke 
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Stickstoffbehälter  

Styroporbox mit Eis  

 

3.2.2.2 Patienten 

Als Gewebeproben dienten Lymphknoten von 84 Prostatatumorpatienten der 

urologischen Klinik des Universitätsklinikums Rechts der Isar, die sich zwischen Februar 

2010 und Dezember 2011 einer radikalen Prostatektomie unterzogen. Die Aufklärung der 

Patienten erfolgte gemäß den Richtlinien der Ethikkommission und alle Patienten gaben 

die Einwilligung zur Entnahme und Untersuchung der Gewebeproben. Eingeschlossen 

wurden Prostatakarzinom-Patienten ohne neoadjuvante Behandlung mit mittlerem Risiko 

(Gleason-Score 7 oder PSA 10 – 20 ng/ml oder ein klinische T-Stadium ≥cT2b – c) oder 

hohem Risiko (Gleason-Score 8 – 10 oder PSA ≥20 ng/ml oder klinisches T-Stadium 

≥cT3a). 

Die Operation wurde von vier erfahrenen Urologen durchgeführt. Als Operationsmethode 

wurde eine offene radikale Prostatektomie in Verbindung mit einer standardisierten 

ausgedehnten Lymphadenektomie durchgeführt. Die ausgedehnte Lymphadenektomie 

umfasste die Fossa obturatoria sowie Lymphknoten entlang der Arteria iliaca communis, 

der Arteria iliaca interna sowie der Arteria iliaca externa beidseits, wodurch sich acht 

Regionen ergaben. Das Feld erstreckte sich vom Canalis femoralis bis zur Bifucatio 

aortae (Abb. 1). Jede Region wurde bei der chirurgischen Präparation einzeln 

entnommen, so dass am Ende ein Lymphknoten genau einer Region zugewiesen werden 

konnte.  
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Abb. 1: Feld der ausgedehnten pelvinen Lymphadenektomie; jeweils bilaterale Entnahme der 

Lymphknoten: 1+2= rechte und linke A. iliaca communis; 3+4= rechte und linke A.ilica interna; 

5+6= rechte und linke A.ilica externa; 7+8= rechte und linke Fossa obturatoria. 5-8 sind die 

Regionen der Standard Lymphadenektomie 

 

3.2.2.3 Lymphknotenisolierung 

Das während der Operation entnommene Gewebe wurde innerhalb von 20 min 

verarbeitet. Hierfür wurde es auf Eis zwischengelagert und die darin enthaltenen 

Lymphknoten vom umliegenden Fett und Gefäßen getrennt. Lymphknoten ≥3 mm 

wurden zur histopathologischen und molekularbiologischen Untersuchungen in zwei 

Hälften geteilt (Abb. 2). Die eine Hälfte und der laterale Rand der zweiten Hälfte wurden 

eingefärbt, in Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet und mittels Hämatoxyllin & Eosin-

Färbung (H&E) gefärbt und histopathologisch auf Metastasen untersucht (pN0 oder 

pN1). Die zweite Lymphknotenhälfte wurde in sterilisierter Aluminiumfolie verpackt und 

in Flüssigstickstoff schockgefroren. Die Zwischenlagerung der Lymphknoten erfolgte bei 

-80°C bis zur späteren Aufarbeitung für die molekularbiologische Untersuchung.  

Lymphknoten >2 cm wurden geteilt, die Ergebnisse aber wie die eines einzelnen 

Lymphknoten sowohl histopathologisch als auch molekular beurteilt. Lymphknoten <3 

mm wurden nur histopathologisch untersucht. Als TNM Klassifikation diente die 

Klassifikation der „Union international contre le cancer“ (UICC) Version 2010. 
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Abb. 2: Veranschaulichung der Halbierung des Lymphknotens. Der Lymphknoten wurde geteilt, 

eine Hälfte und das laterale Gegenstück wurde histopathologisch untersucht, die andere Hälfte 

wurde schockgefroren und mittels qRT-PCR untersucht. 

3.3 Herstellung des Lymphknotenlysats 

3.3.1 Material für die Herstellung des Lysats 

3.3.1.1 Verbrauchsmaterialien 

Mundschutz Sentinex® Lite EL  Lohmann & Rauscher International GmbH 

& Co. KG 

OP Haube Sentinex® Trend Lohmann & Rauscher International GmbH 

& Co. KG 

Einwegskalpell Nr. 21 Feather® 

Einmal Pinzetten servoprax® GmbH 

„Überführungsstäbchen“  

Handschuhe SensoSkin Medika Medizintechnik GmbH 

0,5 ml Reaktionsgefäße VWR 

1,5 ml Eppendorf nucleasefreie 

Reaktionsgefäße 

SLG® Süd Laborbedarf GmbH 

5 ml und 10 ml Röhrchen RNase frei  

1250 µl Pipettenspitzen Biozym® 

5 ml Pipettenspitzen Ritter GmbH 

2 ml Fast-Prep® Reaktionsgefäße MP Biomedicals 

2 ml Fast-Prep® Deckel MP Biomedicals 

Kugeln Ceramic Shpere 1/4“ MP Biomedicals 



	 35	

Garnet Matrix A Bulk (Sand) MP Biomedicals 

Rotilabo®-Wägeschälchen hexagonal 20 

ml 

Carl Roth GmbH + Co. KG 

1250µl Pipettenspitzen Biozym 

 

3.3.1.2 Reagenzien 

Trockeneis Hausinterne Apotheke 

Flüssigstickstoff Hausinterne Apotheke 

RNA-Later Ambion® 

mirVana™ miRNA isolation kit, 

Lysepuffer 

Ambion® 

 

3.3.1.3 Geräte  

FastPrep®-24 Instrument MP Biomedicals Eschwege, Hessen 

24x2 ml CooLPrep™ Sample Holder MP Biomedicals Eschwege, Hessen 

Derwargefäß für Flüssigstickstoff  

Zentrifuge 5415R Eppendorf 

Pipettierhilfe Eppendorf 

Waage AT250 Mettler 

Lange Metallpinzette  

1000 µl Pipette Eppendorf 

 

3.3.2 Ablauf des Lysiervorgangs 

Um ein Auftauen der Proben zu jeder Zeit zu verhindern, wurden die in Aluminiumfolie 

verpackten Lymphknoten sofort nach Entnahme aus dem -80°C Kühlschrank in einen mit 

Flüssigstickstoff gefüllten Derwarbehälter zwischengelagert. Pro Lymphknoten wurde 

ein 1,5 ml Eppendorfröhrchen mit je 500 µl RNAlater vorbereitet und beschriftet. Für 

größere Lymphknoten standen 5 ml Röhrchen mit je 1000 µl RNAlater bereit. Der 

RNAlater stabilisiert die RNA in den Lymphknoten, indem er alle Enzyme, wie zum 

Beispiel RNasen im Gewebe inaktiviert. Ein Arbeiten auf Eis war nicht mehr notwendig, 

sobald die Lymphknoten in RNAlater überführt waren. Von Bedeutung ist dabei, dass der 

Lymphknoten in mindestens dem fünffachen Volumen des Probengewichts schwimmt 

und die Flüssigkeit schnell in alle Zellen des Gewebes diffundiert, weshalb die maximale 
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Dicke der Probe 5 cm nicht überschreiten sollte. Um eine ausreichende Diffusion zu 

gewährleisten, sollten sich die Proben auch mindestens 10 min in RNAlater befinden. 

Zum Überführen der Gewebeproben in den RNAlater wurde steril und auf Trockeneis 

gearbeitet. Zudem wurden eine OP-Haube, Mundschutz und Handschuhe getragen. Pro 

Lymphknoten wurde eine sterile Einmalpinzette verwendet. Nachdem alle Lymphknoten 

in RNAlater waren, wurden die Proben gewogen und das Gewicht notiert. Überschritt das 

Gewicht 120 mg, wurde dieser Lymphknoten mit einem sterilen Skalpell geteilt und auf 

zwei FastPrep-Röhrchen verteilt, welche mit je einer CeramicSphere Kugel und 1000 µl 

Lysepuffer zuvor befüllt und beschriftet worden waren. Auch alle anderen Proben 

wurden mit je einem sterilen Spatel in das FastPrep-Röhrchen überführt. Der Lysepuffer 

stabilisiert zum einen die RNA und inaktiviert RNAsen, zum anderen hat er die Aufgabe, 

die Zellen aufzuspalten und die im Zellkern befindlichen Proteine, DNA, RNA, etc. 

freizusetzen. Als nächstes wurde der CooLPrep™ Sample Holder mit den Röhrchen 

bestückt, in den unteren Hohlraum wurden circa vier Sticks Trockeneis gelegt, das Ganze 

wurde in den FastPrep®-24 gesetzt und Programm 1 gestartet, welches folgendermaßen 

programmiert war:  

 

Δ ▼ S (Geschwidigkeit) (4,5-)6,5 

Δ ▼ TH (Aufsatz) CY 

Δ ▼ T (Zeit) 40 sec 

 

Der Vorgang wurde dreimal wiederholt, dann wurde ca. 200 mg Sand hinzugegeben und 

der Vorgang erneut dreimal durchgeführt, bzw. so lange wiederholt, bis die Flüssigkeit 

homogen erschien. Durch die vertikal abgewinkelten Bewegungen treffen beim 

FastPrep® sämtliche Partikel des Lysepuffer gleichzeitig und von allen Richtungen auf 

die aufzulösenden Nukleinsäuren und Proteine, wodurch ein schnelleres und 

gleichmäßigeres Lysieren ermöglicht wird. Als nächstes wurden die Lysate bei 1000g für 

30-60sec zentrifugiert, so dass ein Überstand klar zu erkennen war. 

Pro Lymphknotenprobe wurden je zwei 1,5 ml Eppendorfröhrchen beschriftet (jeweils 

mit Patientennummer, Lymphknotennummer, Datum, I bzw. II und einem „L“ für Lysat). 

Für jeden geteilten Lymphknoten wurde zusätzlich ein 10 ml Röhrchen bereitgestellt. Der 

Überstand wurde auf die vorbereiteten Röhrchen verteilt, in das erste je 500 µl, in das 

zweite der restliche Überstand. War der Lymphknoten vorher geteilt worden, wurden die 
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Lysate eines Lymphknotens vor dem Befüllen der Röhrchen in einem 10 ml Röhrchen 

gemischt und dann verteilt. Die Lysate wurden bei -80°C tiefgefroren. 

3.4 RNA Extraktion und photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration 

3.4.1 Material für die RNA Extraktion 

3.4.1.1 Verbrauchsmaterialien 

1,5 ml Reaktionsgefäße SLG® Süd Laborbedarf GmbH 

1250 µl, 200 µl, 10 µl Filter tips Biozym 

mirVana™ miRNA isolation kit 

Reaktionsgefäße 

Filter 

Ambion® 

Handschuhe SensoSkin Medika Meizintechnik GmbH 

 

3.4.1.2 Reagenzien 

Aqua bidest. (nucleasefrei) GIPCO Invitrogen 

Eis Eismaschiene Manitowoc® 

Ethanol absolut Merck KGaA 

mirVana™ miRNA isolation kit 

Waschlösung 1, 2/3 

Homogenate Additive 

Ambion® 

Acid-Phenol-Chloroform Ambion® 

 

3.4.1.3 Laborgeräte 

Zentrifuge 5415R Eppendorf Eppendrof, Germany, Hamburg 

NanoDrop 2000c Spectrophometer + 

Software 

Peqlab, Erlangen 

Pipetten 1000 µl, 200 µl, 10µl peqpette Peqlap 

Blockthermostat BT100 Kleinfeld 

Tischzentrifuge Qik Spin Süd-Laborbedarf GmbH 

Vortex MS1 Minishaker IKA® 
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3.4.2 Ablauf der RNA Extraktion 

Weiterverarbeitet wurden die Lymphknotenlysate und die Lysate der LnCAP-Zellen. Das 

Ausgangsvolumen der Lymphknotenlysate war je 500 µl. Die Proben wurden auf Eis 

aufgetaut. Nach dem Auftauen wurde zu jedem Lysat 1/10 des Ausgangsvolumens, sprich 

50 µl Homogenate Additive aus dem mirVana™ kit hinzugefügt, gut durchmischt und für 

10 min auf Eis stehengelassen. 

In dieser Zeit wurde pro Probe Folgendes vorbereitet: zwei 1,5 ml Eppendorfröhrchen 

(ersteres nur mit Lymphknotenummer, zweiteres mit Patientennummer, 

Lymphknotennummer, Datum und „E“ für Eluat beschriftet), je ein Röhrchen inklusive 

Filter aus dem mirVana® kit (mit Lymphknotennummer beschriftet) und ein zusätzliches 

Tube aus dem mirVana™ kit, in welches letztendlich die largeRNA am Schluss gefüllt 

wird, beschriftet mit Patientennummer, Lymphknotennummer, Datum und „RNA“ 

(sobald die RNA Konzentration gemessen wurde, wurde diese zusätzlich auf dem Tube 

vermerkt). 

Als nächstes wurde zu den Lysaten Acid-Phenol-Chloroform hinzu pipettiert. Das 

zugegebene Volumen soll dabei dem Ausgangsvolumen entsprechen, sprich 500 µl. 

Dabei ist darauf zu achten, dass das Acid-Phenol-Chloroform unbedingt aus der unteren 

Schicht zu entnehmen ist, da die obere Schicht nur aus wässriger Pufferlösung besteht. 

Die Röhrchen wurden nun für mindestens 30 Sekunden kräftig geschüttelt um eine gute 

Durchmischung zu gewährleisten.  

Zu diesem Zeitpunkt befanden sich im Lysat RNA, DNA und Proteine. Anschließend 

wurde das Ganze bei Raumtemperatur, wie auch bei allen folgenden Zentrifugationen, bei 

12000g mindestens 5 min zentrifugiert, so dass sich eine klare Dreischichtung finden 

konnte. War dies nicht der Fall wurde weitere 5 min bei 12000g zentrifugiert. 

Bei der Phenol-Chloroform Extraktion handelt es sich um eine flüssig-flüssig Extraktion. 

Man macht sich die Tatsache zu nutze, dass RNA, DNA und Proteine ein 

unterschiedliches Lösungsverhalten zeigen in einer zweiphasigen Emulsion. Die Säure ist 

notwendig, damit der pH-Wert der Lösung zwischen 4 und 6 liegt. So wird gewährleistet, 

dass nach dem Zentrifugieren sich nur die polare RNA in der obigen wässrigen Phase 

befindet. DNA ist grundsätzlich durch die Phosphatgruppe auch negativ geladen, damit 

polar und würde sich ebenfalls in der wässrigen Phase befinden. Durch den niedrigen pH-

Wert erhält sie aber ein Proton, wird neutralisiert und lagert sich dadurch in der 

organischen Phase ab. RNA hingegen wird in Säure nicht neutralisiert, sie enthält eine 

stickstoffhaltige Base und kann so mit Wasser Wasserstoffbrückenbindungen aufbauen 
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und bleibt dadurch in der wässrigen Phase. Würde also der pH-Wert höher liegen, etwa 

zwischen 7,5 und 8, würde sich auch DNA, die dann nicht neutralisiert werden würde, in 

der obigen Phase befinden. Durch den niedrigen pH wird also ein Fehlen von DNA in der 

obigen Phase gewährleistet. Chloroform ist ein hydrophobes Agens, das zugleich dichter 

als Wasser ist, wodurch es nach dem Zentrifugieren die untere Phase bildet. Es ruft eine 

schärfere Trennung der organischen von der wässrigen Lösung hervor als Phenol. 

Werden Chloroform und Phenol zusammen verwendet, ist die Wirkung bezogen auf die 

Denaturierung von Proteinen höher. Außerdem wird durch die Kombination der Anteil an 

RNA in der organischen Phase nochmals reduziert, genauso wie die Bildung von 

unlöslichen RNA-Protein-Komplexen in der Interphase. Die hydrophoben Enden der 

Proteine interagieren mit Phenol, wodurch sie ausfällen und in der organischen Phase 

bleiben. Guanidiniumsalze, die sich ebenfalls in der Lösung befinden, wurden 

hinzugefügt, um die Wirkung der Nucleasen zu verringern (Zumbo, 2012).  

Nach dem Zentrifugieren entstand also eine Dreischichtung: oben befand sich die 

wässrige Phase mit der wasserlöslichen RNA, dazwischen die Interphase mit der weniger 

wasserlöslichen DNA und in der unteren Chloroformphase befanden sich die Proteine 

(Abb. 3). Als nächstes wurde vorsichtig die obere wässrige Phase in ein vorher 

beschriftetes 1,5 ml Eppendorfröhrchen abpippetiert, wobei darauf geachtet wurde, die 

Interphase nicht zu zerstören. Das Volumen wurde abgelesen.  

 

	
Abb. 3: Dreischichtung der Acid-Chloroform-Extraktion. Im wässrigen Überstand befindet sich 

die RNA, in der Interphase die DNA und in der untern unpolaren Chloroformschicht die Proteine. 

Zu jeder Probe wurde 1/3 des Volumens der wässrigen Phase an Ethanol absolut 

zugegeben (Bsp.: 450 µl wässrige Lösung à 150 µl Ethanol absolut) und das Röhrchen 

mehrmals gekippt. Hierdurch wurde eine Teilpräzipitation der RNA vorgenommen. 
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Dieses Gemisch wurde auf die Tubes mit den Glasfaserfiltern des mirVana™ gegeben. 

Dabei ist darauf zu achten, dass nicht mehr als 700 µl auf ein Säulchen pipettiert werden 

dürfen. Falls dieses Volumen überschritten wird, muss es schrittweise auf das Säulchen 

pipettiert werden. Wurde dieses Volumen überschritten, waren mehrere Wiederholungen 

nötig. Die Röhrchen wurden anschließend bei 1000g für 15 Sekunden abzentrifugiert. Die 

largeRNA gelangte so auf den Filter und in den Röhrchen befand sich das Eluat mit der 

smallRNA. Dieses wurde in die dafür vorgesehenen Röhrchen pipettiert, das Volumen 

abgelesen und 2/3 des Volumens des Eluats an Alkohol zugegeben (Bsp.: 600 µl Elaut à 

400 µl Ethanol absolut), die Proben mehrmals gekippt, auf Eis gestellt und am Ende 

zusammen mit der isolierten RNA bei -80°C tiefgefroren.  

Als nächstes wurden 700 µl der Waschlösung 1 des mirVana™ kit auf das Säulchen 

pipettiert und bei 10000g für 15 Sekunden zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen. 

Daraufhin wurde 500 µl Waschlösung 2/3 des mirVana™ kits auf das Säulchen pipettiert 

und wiederum bei 10000g für 15 Sekunden zentrifugiert, das Filtrat verworfen und der 

Schritt wiederholt. Dabei soll durch die Waschschritte die RNA so rein wie möglich auf 

dem Filter bleiben und der Rest (z.B. Proteine ) gelangt ins Filtrat. 

Nach dreimaligem Waschen wurde der Filter nun getrocknet und von Restrückständen 

gereinigt, indem er bei 12000g 1 min ohne jegliches Reagenz zentrifugiert wurde. Der 

Filter wurde als nächstes in ein Röhrchen des mirVana™ kits gesetzt. Sogleich wurde in 

die Mitte des Filters 100 µl 95°C heißes, nucleasefreies Wasser pipettiert und für 5 min 

inkubiert. Das Wasser soll noch vorhandene Sekundärstrukturen der RNA lösen, und die 

95°C sorgen dafür, dass eventuell noch vorhandene Proteinstrukturen denaturiert werden. 

Daraufhin wurde bei 12000g für 30 Sekunden zentrifugiert und anschließend das Eluat 

mit der RNA reeluiert und nochmals bei 12000g für 30 Sekunden zentrifugiert. Der Filter 

wird anschließend verworfen. Die Konzentrationsmessung der RNA folgte direkt im 

Anschluss.  

Analog erfolgte die RNA-Extraktion der LnCAP Lysate. 

3.4.3 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration 

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte mittels Nanodrop 2000c 

Spectrophometer. Auf diese Weise kann neben der Konzentration auch die Qualität der 

RNA gemessen werden. Dies erfolgt im ultravioletten Licht bei 260nm und 280nm. Die 

optische Dichte bei 260nm (OD260) erlaubt Rückschlüsse bezüglich der Konzentration, 

während die optische Dichte bei 280nm (OD280) ein Maß für die Verunreinigung der 
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Proben, z.B. mit Proteinen darstellt. Ausschlaggebend für den Reinheitsgrad ist vor allem 

der Quotient OD260/OD280. Lag die Reinheit unter 1,8 und/oder die Konzentration unter 

0,037 ng/µl, so wurden diese Proben in den nächsten Schritten nicht weiterverarbeitet. 

Zur Messung wurde jeweils 1 µl der RNA auf den Sensor des Biophotometers gegeben. 

Die RNA wurde bis zur weiteren Verarbeitung wieder bei -80°C gelagert.  

3.5 Quantitative reverse Transkritptase Polymersase-Kettenreaktion (qRT-PCR) 

3.5.1 Material für die reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreation (qRT-PCR) 

3.5.1.1 Verbrauchsmaterialien 

0,5 ml Softube  Biozym 

1,5 ml Tube SLG® Süd Laborbedarf GmbH 

10 µl, 20 µl, 200 µl (lang + kurz), 1250 µl 

Filter tips 

Corning 

96-Well Hard-Shell® BioRad 

Microseals®“B“ Film BioRad 

 

3.5.1.2 Reagenzien 

Aqua bidest. GIBCO Invitrogen 

High-Capacity cDNA reverse Applied Biosystems 

TaqMan® Gene expression master mix Applied Biosystems 

Marker/Referenzgene für die qRT-PCR (s. Tab. 2) 

Referenzgen Bestellnummer Applied 

Biosytems™ 

Basenpaare 

Amplicon/Markierung 

KLK3 Hs03063374_m1 64bp/FAM 

KLK4 Hs00191772_m1 112bp/FAM 

UBC Hs00824723_m1 71bp/VIC 

HPRT1 Hs01003267_m1 72bp/VIC 

Tab. 2: Übersicht über die Marker und Referenzgene 

3.5.1.3 Laborgeräte 

Thermocycler MJ-Research PTC-200 Biorad 

RealTime PCR Thermocycler CFX96 + 

Software 

Biorad 
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Zentrifuge 5810 Eppendorf Eppendorf 

Pipetten 1000 µl, 200 µl, 10 µl peqpette Peqlab 

 

3.5.2 Prinzip und Durchführung der Reverse Transkriptase Reaktion 

Ribonukleinsäure (RNA) ist weniger stabil als Desoxyribonukleinsäure (DNA), was zum 

einen daran liegt, dass RNA einzelsträngig vorliegt und zum anderen wird durch die 

fehlende Hydroxygruppe an der 2’Position im Pentose Ring eine Hydrolyse durch Basen 

ermöglicht. Zudem ist das Enzym RNase ubiquitär vorhanden. Das Enzym Reverse 

Transkriptase (RT) ermöglicht die Transkription von RNA in doppelsträngige cDNA, 

welche wesentlich stabiler ist. Sie stellt zugleich das Ausgangsmaterial für die qRT-PCR 

dar (s.u.). 

Bei diesem Schritt wurde permanent auf Eis gearbeitet, Enzyme wurden bei -20°C 

gelagert bzw. nur in einer Thermobox dem Gefrierschrank entnommen und alle 

Verbrauchsmaterialien waren RNase frei.  

Um nun aus der gewonnenen RNA cDNA zu synthetisieren wurde das High Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit verwendet. Das Kit besteht aus einem Puffer, einem 

Random Primer, einem dNTP Mix, einer Multiscribe Reverse Transkriptase und einem 

RNase Inhibitor. Der Random Primer besteht aus zufällig zusammengesetzten 

Nukleotiden und ermöglicht die Bindung der Reversen Transkriptase an die RNA. Diese 

katalysiert dann die Umschreibung eines RNA-Stranges zu einem komplementären 

cDNA-Strang, welcher mit der RNA hybridisiert ist. Der cDNA-Strang dient nach Abbau 

der RNA als Matrize für die DNA-abhängige DNA-Polymerase. So entsteht eine stabilere 

Kopie der RNA, mit welcher weitergearbeitet werden kann.  

Im Einzelnen wurden 20 µl mit je 100 ng/µl cDNA hergestellt. Als erstes wurde der 

Mastermix wie folgt pipettiert: 

 

10x RT Puffer 2 µl 

25x dNTP Mix (100mM) 0,8 µl 

10x RT Random Primer 2 µl 

MultiScribe Reverse Transcriptase 1 µl 

RNase Inhibitor 1 µl 

Gesamtvolumen 6,8 µl 
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Diese 6,8 µl Mastermix wurden in ein 0,5 ml Softröhrchen vorgelegt. Hinzu kam ein 

Gemisch aus RNA und Aqua bidest von 13,2 µl, wobei 2 µg RNA eingesetzt wurde, so 

dass das gewünschte Volumen von 20 µl mit einer Konzentration von 100 ng/µl cDNA 

entstand. Nachdem alles gründlich gemischt und zentrifugiert war, wurden die Proben in 

den Thermocycler mit folgender Einstellung gesetzt:  

 

 Temperatur °C Dauer 

Stufe 1 25 10 min 

Stufe 2 37 120 min 

Stufe 3 85 5 Sekunden 

Stufe 4 4 ∞ 

 

Die synthetisierte cDNA wurde bei -20°C zwischengelagert.  

3.5.3 Realtime Polymerase Kettenreaktion 

3.5.3.1 Prinzip der Polymerase Kettenreaktion 

Bei der RT-PCR kann man prinzipiell zwischen der qualitativen RT-PCR und der 

quantitativen RT-PCR unterscheiden. Bei der qualitativen RT-PCR, auch Endpunkt-PCR, 

wird erst ganz am Ende aller Amplifikationsschritte das Vorhandensein einer 

spezifischen cDNA mittels Gelelektrophorese bestimmt. Bei der quantitativen RT-PCR 

findet hingegen nach jedem Amplifikations-Zyklus eine quantitative Messung der 

entstandenen Produkte statt. In dieser Arbeit wurde die quantitative Reverse-

Transkritpase Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) verwendet. Mit ihrer Hilfe soll die 

Genexpression der einzelnen Marker nachgewiesen werden. Die Nukleotidsequenz der 

verwendeten Marker wurde dabei so gewählt, dass sie komplementär zu einer 

Gensequenz des zu untersuchenden Gens sind und so spezifisch binden. Die zuvor 

hergestellte cDNA wurde als Ausgangsmaterial verwendet. Wird das Markergen vom 

Lymphknoten exprimiert, so kann diese Gensequenz amplifziert und nachgewiesen 

werden. 

Bei der Polymerasekettenreaktion benötigt man neben der DNA-Matrize (=Template, mit 

der Zielsequenz) eine DNA-Polymerase. Diese soll möglichst hitzestabil sein, weshalb 

unter anderem Taq-Polymerasen, die aus dem Bakterium Thermophilus aquaticus isoliert 

wurde und sehr hohe Temperaturen toleriert bevor sie denaturiert, eingesetzt werden. Die 

DNA-Polymerase benötigt weiterhin zwei Primer, dNTPs 
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(=Desoxyribonukleosidtriphosphate), Puffer und MgCl2, die eine geeignete Umgebung 

für die DNA-Polymerase gewährleisten. Ein Primer ist ein Oligonukleotid, der aus 18-30 

Basen besteht und die zu amplifizierende Sequenz von beiden Seiten einschließt. Durch 

die mehrfache Wiederholung (zwischen 30 und 50 mal) folgender Schritte in einem 

Thermocycler wird schließlich die Amplifikation des Templates erreicht: 

• Denaturierung: Die doppelsträngig vorhandene DNA wird auf ca. 95°C erhitzt. 

Dadurch werden die Wasserstoffbrückenbindungen innerhalb der DNA gelöst und 

die DNA denaturiert. Es liegen am Ende zwei Einzelstränge vor. In dieser Phase 

werden die Primer, die hybridisiert vorliegen können, ebenfalls denaturiert und so 

funktionsfähig gemacht. 

• Annealing: Je nach verwendetem Primer wird für ca. 30 Sekunden eine gewisse 

Temperatur (37 – 65°C) gehalten und so die Anlagerung der Primer an die DNA 

gewährleistet. 

•  Elongation: In diesem Schritt kommt die DNA-Polymerase zum Einsatz. Sie 

bindet am 3’-OH-Ende der Primer und komplementiert mit Hilfe der dNTPs die 

Matrize. Die Temperatur soll dabei im Optimum der verwendeten Polymerase 

liegen (oft ca. 72°C). 

Somit ergibt sich ein exponentielles Wachstum des Amplikons (Abb. 4).  
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Abb. 4: Darstellung des exponentiellen Wachstums bei der Polymerasekettenreaktion. 

Die Effizienz ist ein Beurteilungskriterium, mit dem geprüft werden kann, ob eine 

Maßnahme geeignet ist, ein vorgegebenes Ziel zu erreichen. In unserem Falle wäre eine 

100%ige Effizienz eine Verdoppelung der Matrize bei jedem Amplifikationsschritt. In 

der Realität wird die Effizienz jedoch von verschiedensten Faktoren beeinflusst. So wirkt 

zu Beginn der Reaktion zum Beispiel die geringe Template Menge begrenzend weshalb 

keine 100%ige Effizienz erreicht werden kann.  

Die Messung der entstandenen Produkte findet bei der qRT-PCR am Ende jedes Zyklus 

mit Hilfe fluoreszierender Farbstoffe statt. Der Anstieg des Fluoreszenzsignals bei 

Vorhandensein der Zielsequenz ist dabei direkt proportional zur neusynthetisierten DNA-

Konzentration. Es werden hierzu vor allem zwei verschiedene Methoden verwendet.  

Interkalierende Farbstoffe wie zum Beispiel SYBR Green binden an die neugebildete 

DNA und die Fluoreszenz steigt an wenn die Farbstoffe eingebaut sind. Es ist jedoch zu 

beachten, dass bei Verwendung interkalierender Farbstoffe und steigender Anzahl der 

Zyklen die Wahrscheinlichkeit von Primerdimerbildungen steigt und somit unspezifische 
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Produkte entstehen können, welche wiederum das Ergebnis verfälschen (Brownie et al., 

1997).  

Eine weitere Methode besteht in der Nutzung fluorophormarkierter Oligonukleotide, die 

spezifisch an die Zielsequenz binden. Diese Tatsache stellt einen Vorteil gegenüber der 

interkalierenden Farbstoffen dar, da falsch positive Ergebnisse durch Primerdimerbildung 

verhindert werden (Gordanpour, Nam, Sugar, Bacopulos, & Seth, 2012). 

In dieser Arbeit wurde letztere Methode durch die Verwendung von TaqMan-Sonden 

genutzt. TaqMan-Sonden sind einzelsträngige 15-30 Basen lange DNA-Fragmente, an 

deren 3’-Ende ein sogenannter Quencher sitzt, der durch die räumliche Nähe das 

fluoreszenzmarkierte 5’-Ende (=Reporter) unterdrückt, wodurch zunächst kein Signal 

gemessen werden kann (Abb. 5). Die Sonde bindet in der Nähe des Primers an die 

Matrize. Die Taq-Polymerase besitzt neben der Polymerase noch eine 5’-3’-

Exonnucleaseaktivität mit welcher sie den Quencher vom Reporter trennt und die Sonde 

abbaut. Aufgrund der fehlenden Unterdrückung durch den Quencher kann nun der 

Reporter ein Fluoreszenzsignal emittieren, das gemessen werden kann (Abb. 6). Durch 

die Höhe des Signals kann auf die Menge der neugebildeten DNA geschlossen werden, 

da ein Signal nur dann entstehen kann, wenn die TaqMan-Sonde zuvor an eine Matrize 

gebunden hat.  

 

R: Reporter Q: Quencher 

Abb. 5: Aufbau der TaqMan Sonde 

R: Reporter   Q: 

Quencher 

         Polymerase 

Abb. 6: Emettierung des Fluoreszenzsignals durch den Reporter durch die räumliche Trennung 

von Quencher und Reporter durch die Hydrolyse. 
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Neben den Markerexpressionen wurde noch die Expression von zwei endogenen 

Referenzgenen gemessen. Hierbei handelte es sich um Hypoxanthin-Phosphoribosyl-

Transferase 1 (HPRT1) und Ubiqutin 1 (UBC). Referenzgene sind Gene, die idealerweise 

ubiquitär in der Zelle vorkommen und keiner Regulation unterliegen. Sie sollten 

unabhängig von äußeren Einflüssen konstant exprimiert sein. Die Referenzgene dienten 

später als Bezugswerte für die Bestimmung der Expression der Zielgene PSA und KLK4 

in jeder Probe im Rahmen der relativen absoluten Quantifizierung. 

 

3.5.3.2 Durchführung der quantitativen Reverse Tranksriptase Polymerase 

Kettenreaktion (qRT-PCR) 

Der Reaktionsansatz von 10 µl pro Well setzte sich wie folgt zusammen:  

     TaqMan® Gene Expression Master Mix 5 µl 

     FAM-Markierter Primer und Marker 0,5 µl 

     Nukleasefreies H2O oder 

     (VIC markierter Primer und       

     Referenzgen) 

0,5 µl 

(0,5 µl) 

     50ng RNA-äquivalente cDNA 4 µl 

     Gesamtvolumen 10 µl 

  

Die Lymphknotenproben wurden als Duplikat auf 96-Well-Platten pipettiert. Als 

Positivkontrolle dienten in allen Reaktionsansätzen 10 ng RNA-äquivalente cDNA von 

LnCAP Zellen. Als Negativkontrollen wurde eine non-template control (NTC) mit 4 µl 

nukleasefreiem Wasser anstatt cDNA verwendet.  

Jede Platte wurde mit einem Microseals®“B“ Film luftdicht verschlossen, so dass eine 

Verdunstung ausgeschlossen werden konnte. Dann wurde die Platte abzentrifugiert und in 

den CFX 96 Biorad Thermocycler gesetzt, der wie folgt programmiert war: 

 

1. Initiale Denaturierung:  Temperatur 95°C 

       Zeit: 10 min 

2. Denaturierung:  Temperatur 95°C 

Zeit: 15 Sekunden 

3. Annealing, Elongation, Temperatur 60°C 

      Fluoreszenzmessung:             Zeit: 60 Sekunden 
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4. GOTO 2. à 3.: 44mal 

 

Nach dem ersten Ablauf dieses Zyklus werden die Punkte 2./3. weitere 44mal wiederholt.  

 

3.5.3.3 Auswertung der qRT-PCR 

Die Auswertung erfolgte automatisiert über die Software des Biorad-Cyclers. Es wurde 

ein Graph erstellt, bei welchen auf der x-Achse die Anzahl der Amplifikations-Zyklen 

abgebildet wurde und auf der y-Achse die Intensität des Fluoreszenzsignals (Abb. 7). 

Zudem wird automatisiert ein Schwellenwert (threshold) für die Fluoreszenz der Proben 

ermittelt, welcher über dem Basalrauschen der Fluoreszenzmarker liegt. Den Punkt, an 

dem das Fluoreszenzsignal zum ersten Mal über dem Schwellenwert liegt, nennt man 

C(q)- (quantification cycle value) oder C(t)-Wert.  

	
Abb. 7: Graph der zur Auswertung der qRT-PCR 

Es gibt zwei Quantifizierungsstrategien um die Expressionslevel der einzelnen Marker zu 

bewerten: die absolute und die relative Quantifizierung. 

Bei der absoluten Quantifizierung wird die Konzentration des Genfragments als absoluter 

Messwert als Kopienanzahl angegeben, die an einer externen Standardkurve bestehend 

aus definierten Mengen an Genkopien gemessen wird (Holzapfel & Wickert, 2007). Ein 

Vorteil dieser Methode ist, dass Kalibrierungskurven es ermöglichen hochspezifische, 

sensitive und reproduzierbare Daten zu erzeugen. Nachteilig ist, dass sie abhängig von 
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der Genauigkeit der Validierung des Standards ist. Dass die Standardkurve über eine 

lange Zeit stabil bleibt kann problematisch sein (Michael W. Pfaffl & Hageleit, 2000).  

Im Unterschied dazu wird bei der relativen Quantifizierung die Genexpression des zu 

untersuchenden Zielgens auf ein oder mehrere Referenzgene bezogen (Normalisierung 

der Expressionsergebnisse, relative Genexpression) (M.W. Pfaffl, 2004). Fehlerquellen 

wie Gewebe- und Matrixeffekte betreffen sowohl das zu untersuchende Gewebe als auch 

Referenzgene gleichermaßen. Matrix-Effekte sind die Summe der Störeffekte aller 

Komponenten. Dadurch, dass also Störfaktoren gleichermaßen auf Probenmaterial und 

Referenzgene wirken, werden Messschwankungen zwischen den unterschiedlichen 

Messungen ausgeglichen und können vernachlässigt werden. Dies ist ein bedeutender 

Vorteil der relativen Quantifizierung gegenüber der absoluten Quantifizierung. 

Bei Referenzgenen handelt es sich um Gene, deren Produkte für den Zellerhalt 

unabdingbar sind. Sie werden dadurch idealerweise weitgehend unabhängig von äußeren 

Einflüssen exprimiert und unterliegen keiner Regulation. Für die relative Quantifizierung 

ist eine Normalisierung der Genexpression gegenüber den Referenzgenen wichtig. Daher 

sollte ein ideales Referenzgen unter experimentellen Bedingungen stabil exprimiert 

werden (Wang et al., 2012). Es wurden sechs Referenzgene getestet. Diese wurden dem 

Vandesompele Paper „Accurate normalization of real-time quantitative RT-PCR data by 

geometric averaging of multiple internal control genes 2002“ entnommen. Diese sechs 

Gene waren für Leukozyten und Knochenmark getestet worden. Wir haben die 

Referenzgene für Lymphknoten getestet in der Vorstellung, dass sie dem Knochenmark 

und den Leukozyten ähnlich sind. Das Verfahren zur Auswahl des optimalen 

Referenzgens ist in diesem Paper beschrieben (Vandesompele et al., 2002). Im Rahmen 

dieser Arbeit haben wir das GeNorm Programm zur Ermittlung der optimalen 

Referenzgene verwendet. Das beste Ergebnis zeigte sich für Hypoxanthine phosphoryl-

transferase 1 (HPRT1) und Ubiquitin C (UBC), welche schließlich als Referenzgene 

verwendet wurden.  

Als Maß für die Quantifizierung der Startmenge wird der sogenannte Ct (= Cycle 

Threshold) anstatt der DNA-Produktmenge bzw. –Konzentration verwendet. Dieser 

entspricht der Anzahl der Zyklen bis ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau erreicht 

ist. In der Regel ist die Menge neusynthetisierter DNA am C(t) in allen Gefäßen gleich. 

Der Ct spielt eine große Rolle bei der Berechnung des Expressionsunterschiedes (Ratio) 

zwischen dem Zielgen und dem Referenzgen (M.W. Pfaffl, 2004).  
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Die Berechnung des Expressionsunterschiedes kann dann über die sogenannte ΔΔC(t) 

Methode erfolgen:  

Zunächst wird eine Normierung vorgenommen, bei welcher der C(t)-Wert des 

Referenzgens vom C(t)-Wert des zu untersuchenden Gens abgezogen wird (ΔC(t)= C(t)-

Zielgen – C(t)- Referenzgen). Daraufhin wird diese relative Genexpression auf ein 

Kontrollprobenmaterial (sog. Kalibrator) bezogen, indem man vom Ergebnis den ΔC(t)-

Wert der Kontrolle subtrahiert. So gelangt man zum ΔΔC(t) Berechnungsmodell.(M.W. 

Pfaffl, 2004) In dieser Arbeit diente als Kalibrator eine Verdünnung von 10 LNCaP 

Zellen bezogen auf 1Mio. PBMCs. Der Expressionswert daraus wird gleich 1 gesetzt und 

die Ergebnisse der Zielgenexpression der Lymphknotenproben relativ zu 1 angegeben.  

Aus der arithmetischen Formel 2-ΔΔC(t) erhält man schließlich den relativen 

Expressionswert eines Zielgens normalisiert zum Referenzgen und bezogen auf eine 

Standardprobe (Livak & Schmittgen, 2001).  

Bei dieser Berechnungsmethode geht man von einer Effizienz von 100% in allen Proben 

aus, bei welcher sich bei jedem Zyklus die Menge der DNA verdoppeln würde.  

3.5.4 Überprüfung der Sensitivität 

Zur Überprüfung der Sensitivität für PSA und KLK4 wurden Verdünnungsreihen mit 

LNCaP- Zellen durchgeführt. Es wurden Verdünnungsreihen von 1000 bis 0 LnCAP-

Zellen in 106 PBMCs verdünnt und mittels qRT-PCR die Expression der Zielgene für die 

einzelnen Verdünnungsreihen bestimmt. Jede Zell-Verdünnung wurde dabei dreifach 

pipettiert.  

3.5.5 Überprüfung der Spezifität 

Zur Überprüfung der Spezifität wurden 144 Lymphknoten von 25 männlichen 

Blasentumor-Patienten verwendet, welche mittels Zystoprostatektomie behandelt wurden 

und bei welchen histopathologisch ein Prosatatakarzinom ausgeschlossen wurde. Mit 

deren Hilfe wurde für die Marker PSA und KLK4 der maximale Expressionswert in 

gesunden Lymphknoten ermittelt, welcher als Grenzwert zur Unterscheidung zwischen 

molekular positiven (molN1) und molekular negativen Lymphknoten (molN0) verwendet 

wurde.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Analytische Bewertung der qRT-PCR bezogen auf PSA und KLK4 

4.1.1 Referenzgenauswahl 

Zur Auswahl der richtigen Referenzgene wurde die Bioinformatik geNorm Analysis 

Software verwendet. Mit ihrer Hilfe wurden insgesamt sechs verschiedene Referenzgene 

(GAPDH= Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase, RPL 13A = Ribosomal Protein L13, 

YWHAZ = 14-3-3 Protein zeta/delta, Actin, HPRT1 und UBC) auf ihre Stabilität in 14 

Lymphknotenproben getestet. Das Resultat ist in Abbildung 8 zu sehen. 

 

	
Abb. 8: Analyse der Stabilität der Referenzgene mittels Bioinformatik geNorm Analysis Software 

bei 14 Lymphknotenproben. HPRT1 und UBC zeigen die höchste Stabilität mit einer geNorm V 

Größe < 0,15 und einem geNorm Mittelwert M von ≤0,5. 

Die Kombination aus HPRT1 und UBC zeigte die geringste Schwankungsbreite zwischen 

den unterschiedlichen Lymphknotenproben. Aufgrund dieser Eigenschaften wurden 

HPRT1 und UBC als Referenzgene ausgewählt.  

4.1.2 Charakterisierung der angewandten qRT-PCR-Methode 

Jede einzelne Lymphknotenprobe wurde bei der qRT-PCR als Duplikat pipettiert. Zur 

Ergebnisermittlung wurde der Mittelwert verwendet.  

In einer LnCAP Verdünnungsreihe wurde die Dynamik der zu untersuchenden 

Markergene und Referenzgene getestet. Über die gesamte Verdünnungsreihe mit 
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Konzentrationen von 10pg bis 100ng zeigten die Zielgene und die Referenzgene eine 

stabile Expression mit einem linearen Korrelationskoeffizienten von r2 = 0,997 für PSA, 

r2 = 0,994 für KLK 4, r2 = 0,991 für HPRT1 und r2 = 0,993 für UBC. Die Effizienz von 

PSA und KLK4 sowie den Referenzgenen wurde als gleichwertig betrachtet, da die 

Differenz der Steigung der Kurven < 0,06 war. Die Dynamik der Marker und der 

Referenzgene ist in Abbildung 9 dargestellt. 

 

	
Abb. 9: Verdünnungsreihe einer cDNA von LnCAP- Zellen in 106 PBMCs von 100ng bis 10pg. 

Cq-Werte für die Markergene PSA, KLK4 und die endogenen Referenzgene HPRT1, UBC. Das 

Untersuchungsmaterial weist eine lineare Korrelation von r2 = 0,997 für PSA, r2
 = 0,994 für 

KLK4, r2 = 0,991 für HPRT1 und r2 = 0,993 für UBC auf. 

4.1.3 Sensitivität und Spezifität der qRT-PCR  

Um eine reproduzierbare Sensitivität festlegen zu können, wurde eine Verdünnungsreihe 

von 0, 1, 10, 100 und 1000 LnCAP-Zellen in 107 PBMCs durchgeführt. PBMCs wurden 

als Modell für eine Markerexpression in Lymphknoten verwendet. 

Der Marker PSA ließ sich frühestens bei der Verdünnungsstufe 10 Zellen LnCAP in 107 

PBMCs nachweisen. Der Marker KLK4 wurde auch in Abwesenheit von LnCAP-Zellen 

in PBMCs exprimiert. Ab einer Konzentration von 100 Zellen LnCAP in 107 PBMCs ließ 

sich jedoch ein Anstieg der KLK4-Expression nachweisen (s. Abb. 10). Somit beträgt die 
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Sensitivität für den Marker PSA 10 Zellen LnCAP und für den Marker KLK4 100 Zellen 

LnCAP in 107 PBMCs. 

	
Abb. 10: Darstellung der Sensitivität von PSA und KLK4 

Zur Überprüfung der Spezifität wurde auf eine Kontrollgruppe von 144 Lymphknoten 

von 25 männlichen Blasentumor-Patienten mit histopathologisch ausgeschlossenem 

Prostatakarzinom zurückgegriffen. Basierend auf den Werten der Kontrollgruppe konnte 

ein Grenzwert für die Marker PSA und KLK4 definiert werden, ab welcher Lymphknoten 

als molekular positiv (molN1) oder als molekular negativ (molN0) angesehen werden. 

Als Grenzwert wurde der höchste Expressionswert der Kontrollgruppe als Cutoff 

verwendet. Für PSA betrug dieser 0,62 und für KLK4 war es 3,42. Alle Lymphknoten, 

die Werte > 0,62 bzw. 3,42 aufwiesen, wurden als molekular positiv (molN1) gewertet. 

Unter Verwendung dieser Grenzwerte kann man theoretisch von einer Spezifität von 

100% ausgehen.  

4.2 Patientendaten 

4.2.1 Allgemeine Patientendaten  

Insgesamt konnten 84 Patienten in die Auswertung aufgenommen werden. Das mittlere 

Patientenalter zum Operationszeitpunkt betrug 64,7 Jahre, die Altersspanne lag zwischen 

43 und 79 Jahren. Der präoperative PSA-Wert lag im Mittel bei 24,2 ng/ml (Median 10 

ng/ml). 42 (50%) Patienten hatten einen PSA Wert <10 ng/ml, bei 19 (23%) Patienten lag 

der PSA-Wert zwischen 10 und 20 ng/ml und bei 23 (27%) Patienten über 20 ng/ml. Der 
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präoperative Gleason-Score war bei 5 (6%) Patienten 6 und bei 36 (43%) Patienten 7. 43 

(51%) Patienten hatten einen Gleason-Score zwischen 8 und 10. 40 (48%) Patienten 

hatten ein klinisches Tumorstadium 1c – 2a. cT2b – c hatten 42 (50%) Patienten und 2 

(2%) Patienten hatten ein klinisches Tumorstadium >3a (s. Tab. 3). Somit lag bei 26 

(31%) Patienten ein intermediäres und bei 58 (69%) Patienten ein hohes Risiko für das 

Vorliegen von Lymphknotenmetastasen vor (s. Tab. 4). 

Alter (%) 

     Mittelwert (Median) 64,7 (65) 

     Spannweite 43 – 79 

     Patientenanzahl (%)  

                                   < 65 39 (46) 

                                    65 – 75  42 (50) 

                                    > 75 3 (4) 

PSA ng/ml  

     Mittelwert (Median) 24,2 (10,2) 

     Spannweite 1,01 – 367,5  

     Patientenanzahl (%)  

                                   < 10 42 (50) 

                                    10 – 20 19 (23) 

                                    > 20 23 (27) 

Gleason-Score  

     Mittelwert (Median) 7,7 (8) 

     Spannweite 6 – 10  

     Patientenanzahl (%)  

                                    6 5 (6) 

                                    7 36 (43) 

                                    8 – 10 43 (51) 

Klinisches Tumorstadium  

     cT1c – 2a 40 (48) 

     cT2b – c 42 (50) 

     cT3a – b 2 (2) 

Tab. 3: Übersicht über die Patientencharakteristika; T=Tumorstadium, c=klinisch 
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Tab. 4: Einteilung der Patienten in die D´Amico Risikogruppen intermediäres und hohes Risiko 

4.2.2 Auswertung des Lymphknotenstatus 

Insgesamt wurden 659 vordefinierte Lymphknotenregionen entnommen (Median 8 

Lymphknotenfelder pro Patient, Spannweite 5 – 8). Bei 11 (13%) Patienten wurden 

weniger als 8 Regionen entfernt. Gründe hierfür waren entweder Adhäsionen durch 

vorherige Operationen oder es war nicht ausreichend resektables fibrolipomatöses 

Gewebe vorhanden.  

Insgesamt befanden sich 2341 Lymphknoten im entnommenem Gewebe (Mittelwert: 28 

Lymphknoten/Patient). Alle Lymphknoten ≥3mm wurden histopathologisch und 

molekular mittels qRT-PCR untersucht. Dies waren 1829 (78%, Mittelwert 21,8, Median 

21, Range 6 – 48) Lymphknoten. Hiervon waren 1772 (96,9%) Lymphknoten 

histologisch negativ (pN0) und 57 (3,1%) Lymphknoten histologisch positiv. Somit 

hatten 64 (76,2%) Patienten unauffällige Lymphknoten (pN0) und 20 (23,8%) Patienten 

Lymphknotenmetastasen (pN1) (s. Abb. 11).  

 512 (22%, Mittelwert 6,8, Median 5, Range 0 – 30) Lymphknoten hatten eine Größe < 

3mm und wurden im weiteren Verlauf ausschließlich histopathologisch untersucht. Bei 

der histopathologischen Untersuchung der Lymphknoten < 3mm wurden drei 

Mikrometastasen entdeckt. Diese Metastasen waren ausschließlich bei Patienten 

vorhanden, welche weitere histopathologische Metastasen in Lymphknoten > 3mm hatten 

(s. Abb. 12).  



	 56	

	
Abb. 11: Einteilung der Lymphknoten in die Untergruppen 

 

	
Abb. 12: Aufteilung der Lymphknoten <3mm. 

Molekulare Lymphknotenuntersuchung mittels PSA 

Bei der molekularen Lymphknotenuntersuchung bezüglich einer Expression des Markers 

PSA ergab sich folgendes Ergebnis. Von den 64 histopathologisch negativen Patienten 

waren 31 (37%) Patienten molekular negativ (pN0/molN0) und 33 (39%) Patienten 

ausschließlich molekular positiv (pN0/molN1). Alle 20 (24%) histopathologisch 

positiven Patienten waren auch molekular positiv (pN1/molN1). In Bezug auf die 

Lymphknoten ergab sich folgendes Bild: 1533 (83,8%) Lymphknoten waren 

histopathologisch und molekular negativ (pN0/molN0), 239 (13,1%) waren 
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histopathologisch negativ, aber molekular positiv (pN0/molN1), 4 (0,2%) waren zwar 

histopathologisch positiv, jedoch molekular negativ (pN1/molN0) und 53 (2,9%) waren 

sowohl histopathologisch als auch molekular positiv (pN1/molN1) (s. Abb. 13). 

	
Abb. 13: Überblick über die Patienten- und Lymphknotenverteilung nach histopathologischer und 

molekularer Untersuchung mittels PSA. (aLA = ausgedehnte Lymphadenektomie). 

Molekulare Lymphknotenuntersuchung mittels KLK4 

Die gleiche Auswertung erfolgte auch für den molekularen Marker KLK4. Betrachtet 

man die Patientenverteilung in den unterschiedlichen Gruppen so waren unter den 64 

histopathologisch negativen (pN0) Patienten 25 (29,8%) molekular negativ (pN0/molN0) 

und 39 (46,4%) molekular positiv (pN0/molN1). Von den 20 histopathologisch positiven 

Patienten (pN1) war 1 (1,2%) molekular negativ (pN1/molN0) und 19 (22,6%) waren 

molekular positiv (pN1/molN1). 1541 (84,3%) der Lymphknoten waren weder 

histopathologisch noch molekular positiv (pN0/molN0) und 231 (12,6%) Lymphknoten 

waren zwar molekular positiv, jedoch histopathologisch negativ (pN0/molN1). Unter den 

histopathologischen Lymphknoten waren 49 (2,7%) zugleich auch molekular positiv 

(pN1/moN1) und bei 8 (0,4%) wurden zwar histopathologische Metastasen entdeckt, 

jedoch keine molekularen (pN1/molN0). Abbildung 14 veranschaulicht die Ergebnisse 

der molekularen Lymphknotenuntersuchung mittels KLK4.  
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Abb. 14: Überblick über die Patienten- und Lymphknotenverteilung nach histopathologischer und 

molekularer Untersuchung mittels KLK4. 

Kombination von PSA und KLK4 zur molekularen Lymphknotenuntersuchung 

Als nächstes wurden alle molekular positiven Lymphknoten auf die gemeinsame oder 

alleinige Expression eines oder beider Marker untersucht.  

Von den 66 molekular positiven Patienten, waren 13 (19,7%) Patienten bei der qRT-PCR 

ausschließlich KLK4-positiv und 9 (13,6%) Patienten ausschließlich PSA-positiv. Für die 

übrigen 44 (66,7%) Patienten ergab sich eine positive molekulare 

Lymphknotenuntersuchung sowohl für PSA als auch für KLK4.  

Insgesamt fand man 438 molekular positive Lymphknoten, was einem Anteil von 23,9% 

an den histopathologisch und molekular ausgewerteten Lymphknoten entspricht. 146 

(33,3%) dieser 438 Lymphknoten zeigten in der qRT-PCR nur für KLK4 eine erhöhte 

Expression, 157 (35,8%) nur für PSA und 135 (30,8%) waren zugleich für KLK4 und 

PSA positiv (s. Abb. 15). 
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Abb. 15: Differenzierung zwischen den einzelnen Markern. 

Betrachtet man nur die 57 histopathologisch positiven Lymphknoten von den 20 

Patienten, so waren 50 (87,7%) Lymphknoten sowohl für PSA als auch für KLK4 positiv, 

1 (1,8%) Lymphknoten waren negativ für beide Marker, fünf (8,7%) waren nur PSA-

positiv und ein (1,8%) Lymphknoten nur KLK4-positiv (s. Abb. 16). 

 

 
Abb. 16: Einteilung der 57 histopathologisch positiven Lymphknoten. 

In den weiteren Auswertungen wurde eine erhöhte Expression von PSA und/oder KLK4 

als molekular positiv (molN1) gewertet (s. Abb. 17). 

Von den 84 Patienten waren 18 (21,4%) Patienten sowohl histopathologisch als auch 

molekular negativ (pN0/molN0). 46 (54,8%) Patienten waren zwar histopathologisch 

negativ, aber molekular positiv (pN0/molN1). Von den 20 histopathologisch positiven 

Patienten hatten alle 20 (23,8%) Patienten mindestens einen molekular positiven 

Lymphknoten (pN1/molN1). 

1388 (75,9%) der Lymphknoten waren histopathologisch und molekular negativ 

(pN0/molN0). 384 (21%) Lymphknoten zeigten nur molekulare Metastasen 

(pN0/molN1). 53 (2,9%) Lymphknoten waren sowohl histopathologisch als auch 
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molekular positiv (pN1/molN1) und 4 (0,2%) Lymphknoten waren nur histopathologisch 

positiv (pN1/molN0). 

 

	
Abb. 17: Überblick über die Patienten und Lymphknoten der unterschiedlichen Gruppen. Als 

molN1 wurden Lymphknoten gezählt, die PSA und/oder KLK 4 positiv waren. 

Tabelle 5 gibt einen Überblick über die molekular positiven Patienten. In der Gruppe der 

20 histopathologisch und molekular positiven Patienten (pN1/molN1) lagen im Mittel 2,9 

histopathologisch positive Lymphknotenmetastasen pro Patient (Anzahl 57, Median 2, 

Spannweite 1 – 11) und 10,7 ausschließlich molekular positive Lymphknoten pro Patient 

(Anzahl 214, Median 8, Spannweite 1 – 29) vor. In der Gruppe mit 46 ausschließlich 

molekular positiven Patienten (pN0/molN1) lagen im Mittel 4,9 ausschließlich molekular 

positive Lymphknoten pro Patient (Anzahl 255, Median 3, Spannweite 1 – 21) vor. 

pN0/molN1 pN1/molN1 

46 Patienten 20 Patienten 

pN0/molN1 pN1/molN1 pN0/molN1* 

225 Lymphknoten 57 Lymphknoten 214 Lymphknoten 

Mittelwert: 4,9 Lk/Patient Mittelwert: 2,9 Lk/Patient Mittelwert: 10,7 Lk/Patient 

Median: 3 Median: 2 Median: 8 

Range: 1 – 21 Range: 1 – 11 Range: 1 – 29 

Tab. 5: Übersicht über die molekular postiven Patienten und Lymphknoten. pN0/molN1*: Anzahl 

der histopathologisch negativen jedoch molekular positiven Lymphknoten in der Gruppe der 20 

histopathologisch positven Lymphknoten 
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4.2.3 Topographie der Lymphknotenverteilung 

Die insgesamt 1829 entnommenen Lymphknoten waren wie folgt auf die  vordefinierten 

anatomischen Regionen verteilt (s. Abb. 18). Im Standard-Lymphadenektomiefeld lagen 

1310 (71,6%) der 1829 entnommenen Lymphknoten, wovon 813 (44,4%) Lymphknoten 

in der Fossa obturatoria und 497 (27,2%) Lymphknoten entlang der A. iliaca externa 

lagen. Außerhalb des Standardfeldes wurden 519 (28,4%) Lymphknoten reseziert, wovon 

273 (15%) entlang der A. iliaca interna und 246 (13,4%) entlang der A. iliaca communis 

lagen.  

	
Abb. 18: Übersicht über die Topographie der  histopathologisch und molekular ausgewerteten 

Lymphknoten. 

Die Topographische Verteilung von 57 histopathologisch positiven Lymphknoten ist in 

Abbildung 19 wiedergegeben. Im Standardfeld befanden sich 69% der 

Lymphknotenmetastasen, wovon 36,2% entlang der A. iliaca externa und 32,7% in der 

Fossa obturatoria lagen. Außerhalb des Standardlympadenektomiefeldes befanden sich 

31% der histopathologisch positiven Lymphknoten, wovon jeweils 15,5% entlang der A. 

iliaca communis und entlang der A. ilica interna lokalisiert waren.  
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Abb. 19: Übersicht über die 57 histopathologishen Lymphknoten.  

Eine ähnliche Verteilung ergab sich für die ausschließlich molekular positiven 

Lymphknoten (pN0/molN1) mit den Markern PSA (s. Abb. 20) oder KLK4 (s. Abb. 21) 

sowie eine Kombination aus PSA und/oder KLK4 (s. Abb. 22). 

Innerhalb des Standardfeldes lagen 71,3% der PSA-positiven Lymphknoten, 69,3% der 

KLK4-positiven sowie 70,1% der PSA und/oder KLK4-positiven Lymphknoten. Entlang 

der A. iliaca interna waren 16,7% der PSA-positiven Lymphknoten, 13,4% der KLK4-

positiven Lymphknoten sowie 14,0% der PSA und/oder KLK4-positiven Lymphknoten 

lokalisiert. Entlang der A. iliaca communis lagen 12,0% der PSA-positiven 

Lymphknoten, 17,3% der KLK4-positiven sowie 15,9% der PSA und/oder KLK4-

positiven Lymphknoten.  

 

	
Abb. 20: Topographische Verteilung der PSA positiven Lymphknoten. 
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Abb. 21: Topographische Verteilung der KLK4 positiven Lymphknoten. 

	
Abb. 22: Übersicht über die ausschließlich molekularpositiven Lymphknoten.  

Da sowohl ausschließlich histopathologisch positive als auch ausschließlich molekular 

positive Lymphknoten vorhanden waren, ist in Abbildung 23 als Gesamtergebnis die 

Verteilung von histopathologisch und/oder molekular positiven Lymphknoten für die 

Marker PSA und/oder KLK4 dargestellt. 

Es lagen 70,2% der histopathologisch und/oder molekular positiven Lymphknoten 

innerhalb des Standardfeldes. Entlang der A. iliaca communis waren 15,8% und entlang 

der A. iliaca interna 14% der histopathologisch und/oder molekular positiven 

Lymphknoten.  
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Abb. 23: Übersicht über die histopathologisch und/oder molekular positiven Lymphkoten.  

Tabelle 6 stellt eine Übersicht der Beteiligung anatomischer Regionen bei Patienten mit 

histopathologisch und/oder molekular positiven Lymphknoten dar.  

Die Patienten-Gruppe mit histopathologischen Lymphknotenmetastasen (pN1/molN0 und 

pN1/molN1) enthielt insgesamt 20 Patienten. Im Standardlymphadenektomiefeld fanden 

sich bei 18 (90%) Patienten und außerhalb des Standardfeldes bei 10 (50%) Patienten 

histopathologische Lymphknotenmetastasen. Die Lymphknoten der A. iliaca interna und 

der A. iliaca communis waren hierbei bei jeweils 6 (30%) Patienten betroffen. Bei 10 

(50%) Patienten war nur das Standardfeld von Lymphknotenmetastasen betroffen und bei 

2 (10%) Patienten ausschließlich Lymphknoten außerhalb des Standardfeldes. Bei beiden 

Patienten war nur das Gebiet der A. ilica communis betroffen. 

Betrachtet man nur die molekularpositiven Lymphknoten erhält man folgendes 

Verteilungsmuster: Im Standardfeld fanden sich bei 39 (46%) Patienten und außerhalb 

des Standardfeldes bei 32 (38%) Patienten molekular positive Lymphknoten. Davon 

waren bei 19 (23%) Patienten die molekularpositiven Lymphknoten um die A. iliaca int. 

lokalisiert und bei 23 (27%) um die A. iliaca communis. Nur im 

Standardlymphadeneketomiefeld molekular positive Lymphknoten fand man bei 14 

(17%) Patienten und außerhalb des Standardlymphadenektomiefeldes bei 6 (7%) 

Patienten, welche bei 2 (2%) Patienten um die A. iliaca interna und bei 4 (5%) Patienten 

um die A. iliaca communis lokalisiert waren.  

Betrachtet man alle histopathologisch und/oder molekular positiven (pN0/molN1, 

pN1/molN0, pN1/molN1) Lymphknoten für die Marker PSA und/oder KLK4, so ergibt 

sich als Ergebnis folgendes Verteilungsmuster: Positive Lymphknoten waren bei 59 
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(70%) der Patienten im Standardfeld und bei 46 (55%) Patienten außerhalb des 

Standardfeldes lokalisiert. Hierbei hatten 33 (39%) Patienten positive Lymphknoten 

entlang der A. iliaca interna und 33 (39%) Patienten entlang der A. iliaca communis. 

Betrachtet man die Patienten, welche ausschließlich in einem der Felder positive 

Lymphknoten aufwiesen, so waren Lymphknoten des Standardlymphadenetkomiefeldes 

als einzige bei 20 (24%) Patienten und Lymphknoten außerhalb des 

Lymphadenekotomiefeldes als einzige bei 7 (8%) betroffen. Die Region entlang der A. 

iliaca interna war bei 2 (2%) Patienten und entlang der A. iliaca communis bei 5 (6%) 

Patienten als einzige betroffen.  

	
Tab. 6: Übersicht über die jeweilige Patientenanzahl, den Metastasierungstyp und die 

Lokalisation der Lymphknotenmetastasen. 
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5 Diskussion 

5.1 Methodenkritik 

5.1.1 Studiendesign 

Alle Teilnehmer dieser Studie hatten ein lokal begrenztes Prostatakarzinom ohne 

vorangehende neoadjuvante Behandlung. So konnte ein Einfluss einer anderen Therapie 

auf histopathologische und molekulare Ergebnisse z.B. durch vorherige Chemo- oder 

Hormontherapie ausgeschlossen werden. Zudem war Voraussetzung ein intermediäres 

oder ein Hochrisiko-Prostatakarzinom, was mittels PSA-Wert, Gleason-Score und/oder 

klinischem Tumorstadium (Def. s. 4.2.1) definiert wird. Partin et al. konnte bereits 1993 

zeigen, dass mittels dieser drei Marker eine Aussagekraft bezüglich des pathologischen 

Tumor- und Nodalstadiums getroffen werden kann. Je höher die Risikogruppe, desto 

wahrscheinlicher ist eine Lymphknotenbeteiligung und/oder ein höheres Tumorstadium 

(Partin et al., 1993). Heidenreich et al. konnte bei Patienten, die radikal prostatektomiert 

und ausgedehnt lymphandenektomiert wurden zeigen, dass bei niedrigem Risiko in 5 - 

6%, bei intermediärem Risiko 20 – 25% und bei hohem Risiko 30 – 40% 

Lymphknotenmetastasen histopathologisch detektiert werden konnten (Heidenreich et al., 

2007). Die Einstufung der Patienten in die intermediäre oder Hochrisikogruppe mit dem 

entsprechend erhöhten Risiko für eine lymphogene Metastasierung war zudem Grundlage 

für die leitliniengerechte Durchführung einer radikalen Prostatektomie zusammen mit 

einer ausgedehnten Lymphadenektomie (Heidenreich et al., 2012). Die Anzahl der 

eingeschlossenen Patienten in den jeweiligen Gruppen war zufällig. Aus diesem Grund 

wiesen knapp 70% der Patienten ein Hochrisiko-Karzinom auf, während nur 30% ein 

intermediäres Risiko hatten. Wie schon erwähnt, verhält sich die Anzahl nodalpositiver 

Patienten konkordant zum erhöhten Risiko. Je höher das Risiko, desto wahrscheinlicher 

sind Lymphknotenmetastasen (Cagiannos et al., 2003). Diese Tatsache erwies sich für 

diese Arbeit als sehr vorteilhaft, da hierdurch eine relevante Anzahl an Patienten mit 

Lymphknotenmetastasen detektiert werden konnte. 

5.1.2 Gewebeprobengewinnung und Aufarbeitung  

Der Zeitraum von Rekrutierung und Operation der Patienten beschränkte sich auf nur ein 

Jahr und zehn Monate (Feb 2010 – Dez 2011), so wurden alle Patienten nach der gleichen 

Methode ohne Veränderungen der Operationsstandards operiert, was eine 

Lymphknotenprobengewinnung unter gleichen Bedingungen ermöglichte. Die Operation 
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wurde von vier erfahrenen Chirurgen durchgeführt, womit eine vergleichbare Technik 

und Entnahme der Gewebeproben gewährleistet werden konnte. Als Operationsmethode 

wurde die offene radikale retropubische Prostatektomie festgelegt, was wiederum gleiche 

Voraussetzungen für die Entnahme der Proben schuf.  

Die Entnahme der pelvinen Lymphknoten erfolgte standardisiert unter sterilen 

Bedingungen nach vordefinierten Lymphknotenfeldern (s. o. Abb. 1). So konnte 

gewährleistet werden, dass die Lymphadenektomie bei allen Patienten auf die gleiche 

Weise durchgeführt wurde. Die Lymphknotenpräparation unmittelbar nach operativer 

Entnahme wurde von drei Doktoranden ebenfalls standardisiert durchgeführt. Die Proben 

wurden sofort auf Eis gelagert und die Aufarbeitung der Lymphknoten erfolgte innerhalb 

von ca. 20 Minuten, um eine RNA-Degradation zu verhindern. Jeweils eine 

Lymphknotenhälfte wurde in Flüssigstickstoff schockgefroren, die andere in Formalin 

fixiert und in die Pathologie gesandt. Die Proben wurden einheitlich beschriftet, so dass 

jeder histopathologisch untersuchte Lymphknoten exakt seinem Gegenstück zugeordnet 

werden konnte, welches molekular untersucht wurde. Aus diesen Gründen kann davon 

ausgegangen werden, dass zwischen den verschiedenen Lymphknotenproben keine 

Qualitätsunterschiede bestanden.  

Eine mögliche Fehlerquelle in der angewandten Lymphknotenuntersuchung mittels 

Histopathologie der einen Lymphknotenhälfte und molekularen Untersuchung der 

anderen könnte in der Metastasenlokalisation innerhalb eines Lymphknotens liegen. Wird 

der Lymphknoten halbiert, könnte nur eine Hälfte eine Metastase beherbergen. Das 

daraus resultierende Ergebnis wäre in der einen Hälfte positiv und in der jeweils anderen 

falsch negativ. Um diese Fehlerquelle zu minimieren wurde der Lymphknoten nicht nur 

halbiert, sondern der laterale Bereich des Gegenstücks (ca. 10%) wurde ebenfalls in 

Formalin fixiert und in die Pathologie gesandt. So konnten zumindest sehr laterale 

Metastasen die nur in der molekularen Untersuchung auffällig geworden wären, auch 

histopathologisch entdeckt werden.  

Ein weiteres Problem könnte die Größe der Lymphknoten darstellen. Es wurden nur 

Lymphknoten sowohl histopathologisch als auch molekular untersucht, die ≥3mm waren. 

Kleinere wurden nur histopathologisch untersucht. Jedoch ist eine Metastasierung schon 

bei kleinen Lymphknoten möglich. So wurden in dieser Arbeit drei (0,6% der 

Lymphknoten ≤3mm) histopathologische Metastasen bei Lymphknoten ≤3mm entdeckt. 

Würden diese Lymphknoten geteilt werden, so würden Teilstücke resultieren, die für eine 

Untersuchung mit beiden Methoden insuffizient wären. Bereits in anderen Studien konnte 
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gezeigt werden, dass ab einer gewissen Größe die Lymphknoten entweder zu klein zum 

Teilen sind oder aber die RNA Extraktion insuffizient ist, so dass die gewonnene RNA 

Konzentration zu gering für eine qRT-PCR gewesen ist (Branagan, Hughes, Jeffrey, 

Crane-Robinson, & Perry, 2002; Liefers et al., 1998). Die qRT-PCR benötigt zur 

Durchführung eine effiziente RNA-Extraktion mit einer ausreichenden RNA-Menge, die 

in cDNA transkribiert werden kann. Bei kleinen Lymphknoten kann aufgrund der zu 

geringen RNA Menge oft keine cDNA hergestellt werden. Diese Lymphknoten können 

dann nicht molekular ausgewertet werden.  

Ein weiterer Grund für eine zu geringe RNA-Konzentration könnte eine vorzeitige 

Zersetzung der RNA durch ubiquitär vorkommende RNAsen darstellen. In dieser Arbeit 

erfolgte, wie bereits erwähnt, die Aufarbeitung der Lymphknoten nach Entnahme 

innerhalb von 20 min. Die Proben wurden sogleich in Flüssigstickstoff schockgefroren 

und bei -80°C zwischengelagert. Zudem wurden nur RNAse freie Materialien verwendet 

und die Lymphknoten wurden in RNAlater aufgetaut. RNAlater enthält unter anderem 

Ammoniumsulfat, welches die darin enthaltene RNA stabilisiert und vor einem Zerfall 

schützt, indem es die darin enthaltenen Proteine (u.a. RNAsen) aussalzt und somit 

funktionslos macht. Bei der Anwendung ist es wichtig, dass das Probenmaterial 

möglichst klein ist, damit es von der Lösung durchdrungen werden kann. Somit kann ein 

Zerfall der RNA praktisch vernachlässigt werden.  

Die Histopathologie ist eine gute Methode um Metastasen zu detektieren. Jedoch können 

kleine Metastasen mikroskopisch übersehen werden, wenn nur ein Schnitt betrachtet wird 

(Stichprobenfehler). So ist ein Schnitt aus dem Gewebe nicht repräsentativ für das 

gesamte Gewebe. Ein falsch negativer Nodalstatus könnte die Folge sein. Eine Lösung 

hierfür könnten Stufenschnitte mit geringem Abstand (z.B. 1 mm) sein. Weiterhin könnte 

es sein, dass bei einer geringen Anzahl an Tumorzellen im Abschnitt für die 

histopathologische Untersuchung diese mikroskopisch übersehen werden. Durch eine 

zusätzliche immunhistochemische Untersuchung könnte man diese Fehlerquelle 

minimieren. Im Gegensatz zur Standardhistopathologie und Immunhistochemie ist die 

PCR eine sensitivere Methode zur Evaluation des Lymphknotenstatus bei soliden 

Tumoren wie zum Beispiel dem Prostatakarzinom (Bilchik et al., 2007; Denninghoff et 

al., 2008; Ikeda et al., 2008; Shariat et al., 2003; Verbanac et al., 2010). Dass der 

molekulare Nodalstatus eine bedeutende Rolle bezüglich der Rezidivrate spielt, wurde 

bereits in zwei prospektiven Studien nachgewiesen (Ferrari et al., 2006; Miyake et al., 

2007).  
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5.2 Bewertung der Methoden, Markerwahl und Kontrollgruppe 

5.2.1 Bewertung der qRT-PCR 

Die Polymerase Kettenreaktion ermöglicht die Amplifikation und den Nachweis einer 

spezifischen DNA-Sequenz. Durch die hohe Sensitivität der PCR können bereits 

minimale Nukleinsäure-Kontaminationen zu falsch positiven Ergebnissen führen. Aus 

diesem Grund wurde bei jeder PCR-Reaktion eine Negativkontrolle (NTC) parallel 

durchgeführt. Hierzu wurde statt der 4 µl Proben-cDNA 4 µl Aqua bidest. zum 

Reaktionsansatz pipettiert. Bei allen Negativkontrollen konnte kein PCR-Produkt 

nachgewiesen werden, so dass Kontaminationen ausgeschlossen werden konnten.  

Weiterhin ist die PCR sensibel bezüglich Quantität und Qualität der RNA. Einen Einfluss 

darauf hat zum einen eine Beschädigung der RNA im Sinne einer Degradation, zum 

anderen kann bei der RT-Reaktion oder PCR ein Fehler auftreten. RNA ist, wie bereits 

bekannt, weniger stabil als DNA, was daran liegt, dass RNA einzelsträngig vorliegt und 

an der 2’Position im Pentose Ring eine Hydroxygruppe weniger hat, wodurch eine 

Hydrolyse der Basen ermöglicht wird. Aus diesem Grund ist es notwendig, RNA in eine 

stabilere Form, wie zum Beispiel cDNA umzuschreiben. Dies erfolgte mit dem Enzym 

Reverse Transkriptase.  

Zur Kontrolle für eine korrekte und erfolgreiche RT-Reaktion wurden Referenzgene 

eingesetzt. Zur Auswahl der Referenzgene für die qRT-PCR wurde mittels Bioinformatik 

geNorm Analysis Software die Stabilität sechs verschiedener Referenzgene (GAPDH, 

RPL 13, YWHAZ, HPRT1 und UBC) in 14 Lymphknotenproben getestet. Dabei zeigte 

sich die geringste Schwankungsbreite für die Referenzgene HPRT1 und UBC, weshalb 

diese verwendet wurden. Sie wurden zu jedem Reaktionsansatz pipettiert. Die 

Amplifikation von HPRT1 und UBC diente so als Kontrolle für eine korrekte und 

erfolgreiche RT-Reaktion. Die Referenzgene waren in allen untersuchten cDNA-Proben 

nachweisbar.  

Um Pipettierfehler zu detektieren und die qRT-PCR-Reaktion zu kontrollieren, wurde bei 

jeder Versuchsreihe eine Positivkontrolle durchgeführt. Hierzu wurden LnCAP-Zellen 

verwendet. Alle Reaktionsansätze zeigten eine konstante und regelrechte PSA und KLK4 

Genexpression in den Positivkontrollen.  

5.2.2 Markerauswahl 

Das Auftreten von Lymphknotenmetastasen ist einer der bedeutendsten prognostischen 

Faktoren für ein biochemisches Rezidiv oder das krebsspezifische Überleben bei 



	 70	

Patienten mit einem lokalisierten Prostatakarzinom (Briganti et al., 2009; Cheng et al., 

2001). Edelstein et al. konnte bereits 1996 eine mögliche klinische Relevanz der 

molekularen Metastasierung mit folgender Arbeit zeigen: Er führte eine retrospektive 

Studie mit RT-PCR zur PSA-Marker-Detektion an archivierten, fixierten pathologisch 

negativen Lymphknoten von 36 Prostatakarzinompatienten, die mit einer radikalen 

Prostatektomie behandelt worden waren, durch. Bei 16 (44%) Patienten wurde eine 

erhöhte PSA Genexpression festgestellt und 14 (88%) dieser 16 Patienten hatten ein 

Rezidiv innerhalb von fünf Jahren. Bei den 20 molekular negativen Patienten 

entwickelten nur sechs (30%) ein Rezidiv (Edelstein et al., 1996). Auch in zwei 

prospektiven Studien konnte gezeigt werden, dass die Detektion von molekular positiven, 

jedoch histopathologisch negativen Lymphknoten als ein unabhängiger prognostischer 

Faktor bezüglich eines rezidivfreien Überlebens unter anderem nach radikaler 

Prostatektomie angesehen werden kann (Ferrari et al., 2006; Miyake et al., 2007). 

So nimmt die Bedeutung molekularer Marker in der Diagnostik, Therapie und Nachsorge 

immer mehr zu (Müller et al., 2003). PSA ist als Protein im Serum zur Primärdiagnostik 

und Nachsorge beim Prostatakarzinom als spezifischer Marker etabliert (Heidenreich et 

al., 2012). Das Gen Kallikrein 3, welches das Protein PSA codiert, gehört zur 

Kallikreinfamilie, welche insgesamt 15 Mitglieder hat. Die Biomarker und 

therapeutischen Targets der Kallikreinfamilie spielen eine bedeutende Rolle bei 

Entzündungen, neurodegenerativen Erkrankungen und Krebs (Yoon, Blaber, Li, 

Scarisbrick, & Blaber, 2013). Die drei auf Chromosom 19 benachbarten Kallikreine 2 – 4 

sind gewebespezifisch für die Prostata. Eine starke, gleichzeitige Expression dieser drei 

Marker lässt eine Veränderung bezüglich der Prostata vermuten (Clements et al., 2001; 

Obiezu et al., 2002). In allen vorangegangenen Arbeiten zur molekularen RNA-basierten 

Detektion wurde PSA als spezifischer Marker verwendet (Ferrari et al., 1997; Miyake et 

al., 2007). Aus diesem Grund wurde es auch in der vorliegenden Arbeit als 

Standardmarker eingesetzt. 

KLK 4 als molekularer Marker in Lymphknoten bei Prostatakarzinom wurde in der 

Literatur bisher noch nicht beschrieben. Es konnte jedoch mit Hilfe der RT-PCR gezeigt 

werden, dass KLK4-mRNA-Spiegel im Primärtumor des Prostatakarzinoms deutlich 

erhöht sind (Day et al., 2002; Obiezu et al., 2002), weshalb das Gen für diese Studie 

ausgewählt wurde.  

In Vorversuchen wurden PSA und KLK 4 auf Sensitivität getestet. Hierzu wurde eine 

Verdünnungsreihe von 0 Zellen LnCAPs in 107 PBMCs angesetzt. Dies wurde dann als 
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Modell für eine Markerexpression in Lymphknoten verwendet. PSA wurde erst 

exprimiert, wenn genügend LnCAPs und damit PSA-Kopien zur Verfügung standen. 

Dies war bei 10 LnCAP-Zellen in 107 PBMCs der Fall, was im Vergleich zu bestehenden 

Veröffentlichungen zur PCR-Methodik auf eine ausreichende Sensitivität hindeutet 

(Pavlov et al., 2013). 

Eine basale Expression von KLK 4 wurde auch in PBMCs festgestellt, was eine 

eingeschränkte Sensitivität des Markers bedeutet. Ein deutlicher Expressionsanstieg über 

die Basalexpression von PBMCs war ab einer Konzentration von 100 Zellen LnCAP in 

107 PBMCs nachweisbar. Ein möglicher Vorteil im Vergleich zu PSA besteht darin, dass 

nur höhere Konzentrationen an Tumorzellen mit KLK4 nachweisbar sind und somit 

durch beide Marker unterschiedliche klinische Aussagen in Bezug auf Tumorlast oder 

Rezidivrate denkbar sind.  

5.2.3 Auswahl der Kontrollgruppe 

Die Kontrollgruppe bestand aus 25 männlichen Blasentumorpatienten mit insgesamt 144 

Lymphknotenproben. Alle Patienten wurden mittels radikaler Zystoprostatektomie und 

Lymphadenektomie behandelt. Das Gewebe wurde anschließend histpathologisch 

aufgearbeitet. So konnte bei allen Patienten der Kontrollgruppe mit Sicherheit ein 

Prostatakarzinom ausgeschlossen werden und Homogenität der Kontrollgruppe 

gewährleistet werden. Zusätzlich wurden in der Kontrollgruppe nur histopathologisch 

negative Lymphknoten und nur solche, welche negativ für Blasentumormarker 

Cytokeratin 20 waren, verwendet (Retz et al., 2001; Retz et al., 2011). Damit wurde 

sichergestellt, dass zur Schwellenwertermittlung für PSA und KLK4 nur tumorfreie 

Lymphknoten verwendet wurden. Als Grenzwert zur Unterscheidung von molekular 

positiven und negativen Lymphknoten im Patientenkollektiv wurde der jeweils höchste 

Wert für PSA und KLK4 an tumorfreien Lymphknoten in der Kontrollgruppe verwendet. 

Damit liegt die anhand der Kontrollgruppe definierte Spezifität für beide Marker bei 

100%. 

5.3 Auswertung des Lymphknotengewebes 

5.3.1 Allgemeine Auswertung der Lymphknotenproben 

Nach einer radikalen Prostatektomie sind Lymphknotenmetastasen die wichtigsten 

prognostischen Faktoren bezüglich rezidivfreier Überlebensraten (Briganti et al., 2009; 

Cheng et al., 2001). Basierend auf klinischen Studien werden histophatologische 
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Lymphknotenmetastasen signifikant häufiger bei einer ausgedehnten 

Lymphadeneketomie entdeckt, als bei einer eingeschränkten (Allaf et al., 2004; 

Heidenreich, Varga, & Von Knobloch, 2002; Stone, Stock, & Unger, 1997). Bei 58 – 

63% der PCa Patienten sind die Metastasen außerhalb des Standardfeldes lokalisiert 

(Bader P Fau - Burkhard et al.; Weckermann et al., 2007). Im Gegensatz zu einer 

eingeschränkten Lymphadenektomie scheint es, dass bei der ausgedehnten 

Lymphadenektomie mehr Patienten mit positivem Nodalstatus identifiziert werden. Allaf 

et al. konnten im Rahmen einer retrospektiven Studie einen signifikanten Vorteil 

bezüglich eines biochemisch rezidivfreien Überlebens nach ausgedehnter 

Lymphadenektomie nachweisen (Allaf et al., 2004). Schiavina et al. zeigte, dass 

Patienten ohne nachgewiesene pathologische Metastasen bezüglich der rezidivfreien 

Überlebensrate profitierten, je mehr Lymphknoten entfernt werden. Dies könnte daran 

liegen, dass Metastasen entfernt wurden, die histopathologisch nicht detektiert wurden 

(Schiavina et al., 2010). Diese Studien unterstreichen, dass nur eine ausgedehnte 

Lymphadenektomie die Lymphabflussgebiete des PCa respektiert. 

Weiter wurde in einem Review von Heidenreich et al. der Zusammenhang zwischen der 

D´Amico Risikoklassifizierung und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen 

verdeutlicht. Bei niedrigem, mittlerem bzw. hohem Risiko können demnach in 5 – 6%, 20 

– 25% bzw. 30 – 40% der Fälle Lymphknotenmetastasen detektiert werden (Heidenreich 

et al., 2007). Da das Risiko für eine Metastasierung in der Niedrigrisikogruppe gering ist, 

kann laut europäischer Leitlinie für Urologie auf eine ausgedehnte Lymphadenektomie 

verzichtet werden. Die Indikation für eine ausgedehnte Lymphadenektomie besteht bei 

intermediärem und Hochrisiko-PCa (Heidenreich et al., 2012).  

Diese Arbeit beschäftigt sich erneut mit dem Thema der ausgedehnten 

Lymphadenektomie und der Detektion von Lymphknotenmetastasen beim 

Prostatakarzinom. Augenmerk liegt hierbei nicht nur auf der Anzahl der 

histopathologischen Metastasen, sondern auch auf der Anzahl der detektierten 

molekularen Metastasen. Zudem wird untersucht, ob und wie weit eine Korrelation 

besteht und ob die molekulare Untersuchung wirklich die sensitivere Methode ist.  

Ausgewertet wurden die Lymphknoten aus acht vordefinierten Regionen. Jede Probe 

konnte genau einer Region und einem histopathologischen Ergebnis zugeordnet werden. 

Ein Problem war jedoch, dass bei immerhin 13% der Patienten weniger als 8 Regionen 

entfernt werden konnten. Dies betraf in allen Fällen die Regionen 1 – 4. Allerdings 
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wurden insgesamt 659 von 672 möglichen Feldern reseziert, was 98% entspricht. Daher 

kann die Lymphadenektomie als repräsentativ erachtet werden. 

Patienten dieser Studie hatten alle ein Prostatakarzinom entweder vom intermediären 

oder vom Hochrisikotyp. Durch diese Auswahl hatten alle Patienten ein ähnliches 

klinisches Risikoprofil bezüglich einer Metastasierung. Insgesamt wurden 84 Patienten in 

diese Studie eingeschlossen. Es wurden im Durchschnitt pro Patient 27,9 Lymphknoten 

entfernt. Dies entspricht den derzeitigen Empfehlungen bei einer Lymphadenektomie 

mindestens zehn Lymphknoten zu entfernen (Allaf et al., 2004; Deutsche Gesellschaft 

Urologie, 2009; Joslyn & Konety, 2006). Eine Autopsie-Studie von Weingärtner et al. 

empfiehlt die Entfernung von mind. 20 Lymphknoten pro Patient, um repräsentative 

Ergebnisse zu erhalten (Weingartner et al., 1996). 

Betrachtet man nur die histopathologische Auswertung, so sind 76,2% der Patienten und 

96,9% der Lymphknoten nodalnegativ und 23,8% der Patienten und 3,1% der 

Lymphknoten nodalpositiv (s. Abb. 11). Die Auswertung der molekularen Untersuchung 

bestärkt die höhere Sensitivität der qRT-PCR gegenüber der standardhistopathologischen 

Untersuchung, da durch diese mehr positive Patienten und Lymphknoten gefunden 

werden können. Durch den Einsatz der molekularen Lymphknotenuntersuchung mittels 

PSA konnten 33 (38,8%) Patienten und 239 (12,9%) Lymphknoten zusätzlich zu den 

histopathologisch positiven als Lymphknotenmetastasen-positiv identifiziert werden 

(pN0/molN1) (s. Abb. 13). Durch den Einsatz von KLK 4 konnten zusätzlich 39 (45,9%) 

Patienten und 231 (12,5%) Lymphknoten als Lymphknotenmetastasen-positiv 

identifiziert werden (pN0/molN1) (s. Abb. 14). Bezüglich der histopathologisch positiven 

Patienten waren von den 20 detektierten Patienten alle molekular positiv bezüglich des 

Markers PSA. Von den 57 histopathologisch positiven Lymphknoten waren 53 (93%) 

Lymphknoten PSA-molekular positiv (pN1/molN1). 19 (95%) der 20 histopathologisch 

positiven Patienten und 49 (86%) der 57 histopathologisch positiven Lymphknoten waren 

molekular positiv (pN1/molN1) bezüglich des Markers KLK4. Diese Ergebnisse 

bestärken wiederum die Sensitivität des Vorgehens. Dass nicht alle histopathologisch 

positiven Lymphknoten als molekular positiv bestätigt wurden, kann durch die Teilung 

der Lymphknoten erklärt werden. Metastasen die nur in der einen Hälfte des 

Lymphknotens sitzen können nur von der Methode detektiert werden, die genau diese 

Hälfte des Lymphknotens untersucht. Dies gilt sowohl für Lymphknoten die als 

pN1/molN0 klassifiziert wurden, als auch für Lymphknoten, die als pN0/molN1 

ausgewertet wurden.  
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Jeder Lymphknoten wurde mit beiden Biomarker PSA und KLK4 untersucht 

(pN0/molN1, pN1/molN1). 44 (66,7%) Patienten und 135 (30,8%) Lymphknoten zeigten 

sowohl eine erhöhte Expression für PSA als auch für KLK4. Durch die Kombination der 

beiden Marker erhöhte sich die Sensitivität und es konnten zusätzlich 22 (33%) Patienten 

und 303 (69%) Lymphknoten als molekular positiv identifiziert werden. Somit waren 

insgesamt 66 (78,6% der Gesamtpatienten) Patienten und 438 (23,9% der 

Gesamtlymphknoten) Lymphknoten für mindestens einen der beiden Marker positiv (s. 

Abb. 15). 

Bei den 20 Patienten die sowohl histopathologisch als auch molekular positiv waren 

(pN1/molN1), betrug der Durschnitt der molekularen Metastasen 10,7 Lymphknoten pro 

Patient, während bei den ausschließlich molekularen Patienten (pN0/molN1) der 

Durchschnitt 4,9 Lymphknoten pro Patient war. Daraus lässt sich schließen, dass eine 

geringere Metastasierung bei ausschließlich molekular-positiven Patienten vorliegt.  

Insgesamt konnten durch den Einsatz der qRT-PCR 46 (54%) Patienten und 384 (21%) 

Lymphknoten detektiert werden, die eine erhöhte Expression für PSA und/oder KLK4 

zeigten, aber histopathologisch negativ waren (pN0/molN1) (s. Abb. 17). Nimmt man 

nun auch die 20 histopathologisch positiven Patienten und deren Lymphknoten hinzu, so 

waren 66 (78,6%) Patienten und 438 (23,9%) Lymphknoten molekular positiv 

(pN0/molN1 und pN1/molN1). In dieser Gruppe waren 44 Patienten (66,7%) und 135 

(30,8%) sowohl für PSA als auch für KLK4 positiv. 9 (13,6%) Patienten und 157 

(35,8%) Lymphknoten zeigten eine alleinige PSA Expression. Für KLK4 waren es 13 

(19,7%) Patienten und 146 (33,3%) Lymphknoten. Durch den zusätzlichen Einsatz von 

KLK4 zu PSA konnten also knapp 20% mehr Patienten und ein Drittel mehr 

Lymphknoten als molekular positiv entdeckt werden, wodurch wiederum eine höhere 

Sensitivität gewährleistet wird. Desweitern ist es denkbar, dass sich die 

Prognoseeinschätzung und die Nachsorge durch den routinemäßigen Einsatz von 

molekularen Zusatzuntersuchungen im Allgemeinen und durch den Einsatz von KLK4 im 

Speziellen verbessert.  

Ein Nachteil der qRT-PCR ist es, dass zwischen disseminierten Tumorzellen (DTC), die 

in Lymphknoten sitzen, und zirkulierenden Tumorzellen (CTC), welche sich zufällig zum 

Zeitpunkt der Entnahme in Lymphknotengefäßen befanden und detektiert wurden, nicht 

unterschieden werden kann. Gegen eine zufällige Detektion von CTCs sprechen jedoch 

die hohe Übereinstimmung von histopathologischen Metastasen und molekularen 

Metastasen in den Lymphknotenproben. Weiterhin kann mittels molekularer Diagnostik 
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im Gegensatz zur Histopathologie keine Aussage über die Größe der 

Lymphknotenmetastase getroffen werden, was ein Vorteil der Histopathologie ist. Der 

Nachteil der Histopathologie wird darin deutlich, dass durch den Einsatz der molekularen 

Lymphknotendiagnostik 20% mehr Patienten und ein Drittel mehr Lymphknoten als 

positiv detektiert werden können. Mögliche Verbesserungen der Histopathologie wurden 

bereits in der Methodenkritik diskutiert. 

5.3.2 Topographische Auswertung  

Nach der im Rahmen dieser Arbeit getätigten Recherche des Stands der Technik ist die 

vorliegende Arbeit die Erste, die eine molekulare Diagnostik zur Detektion von 

Lymphknotenmetastasen bei PCa-Patienten nach radikaler Prostataektomie und 

ausgedehnter Lymphadenektomie angewendet hat, um eine exakte Topographie der 

Lymphknotenmetastasen zu ermittelt.  

Alle Lymphknoten wurden mittels einer vorher festgelegten, ausgedehnten und 

standardisierten Lymphadenektomie entnommen und ausgewertet. Im Standardfeld 

befanden sich 1310 (71,6%) Lymphknoten. Die Erweiterung um die Dissektion von Aa. 

iliacae internae und Aa. iliacae communes brachte einen Gewinn von 519 (28,4%) 

Lymphknoten (s. Abb. 18). 

Mittels PSA wurden um die Aa. iliacae internae und Aa. iliacae communes 68 (28,4%) 

molekular positive Lymphknoten entdeckt (s. Abb. 20), mittels KLK4 71 (30,7%) 

Lymphknoten (s. Abb. 21). Durch die Kombination der beiden Marker wurden außerhalb 

des Standardfeldes 115 (30%) positive Lymphknoten mit molekularen Metastasen 

(pN0/molN1) entdeckt. Diese wären ohne eine ausgedehnte Lymphadenektomie in situ 

belassen worden (s. Abb. 22). 

Die 57 histopathologisch positiven Lymphknoten (pN1/molN1) der 20 Patienten waren 

folgendermaßen verteilt: 39 (68,4%) Lymphknotenmetastasen befanden sich im 

Standardfeld. 18 (31,6%) Lymphknotenmetastasen waren außerhalb dieser Regionen, je 9 

(15,8%) Lymphknotenmetastasen um die Aa. iliacae internae und communes. Diese 

wären bei einer Standardlymphadenektomie in situ belassen worden (s. Abb. 19).  

Insgesamt wurden 84 Patienten in die Studie einbezogen, von denen 20 histopathologisch 

positiv waren (pN1/molN1 und/oder pN1/molN0). Bei 10 (50%) Patienten fanden sich 

histopathologische Metastasen außerhalb des Standardfeldes, wobei bei jeweils 6 (30%) 

Patienten Lymphknoten entlang der A. iliaca interna und der A. iliaca communis 

betroffen waren. Bei 18 (90%) Patienten befanden sich Lymphknotenmetastasen im 
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Standardfeld, jedoch nur bei 10 (50%) Patienten ausschließlich in diesem. Das heißt, 

wäre nur das Standardfeld entfernt worden, so wären 8 (55%) Patienten zwar 

richtigerweise als pN1 klassifiziert worden, jedoch wären histopathologische 

Lymphknotenmetastasen in situ belassen worden. Bei 2 (10%) Patienten waren die 

Metastasen sogar ausschließlich außerhalb des Standardfeldes um die Aa. iliacae 

communes lokalisiert. Diese Patienten wären fälschlicherweise als pN0 klassifiziert 

worden (s. Tab. 6).  

Betrachtet man die Patienten mit ausschließlich molekularen Metastasten (pN0/molN1) 

bezogen auf alle 84 Patienten, so kann folgende Aussage getroffen werden: Bei 

exklusiver Betrachtung des Standardfeldes wären bei 32 (38%) Patienten molekulare 

Metastasen in situ belassen worden. Nämlich bei 23 (27%) Patienten entlang der Aa. 

iliacae communes und bei 19 (23%) entlang der Aa. iliacae internae. Nur bei 14 (17%) 

Patienten befanden sich die molekularen Metastasen ausschließlich im 

Standardlymphadenektomiefeld. 6 (7%) der Patienten wären sogar fälschlicherweise als 

molekular negativ klassifiziert worden. Molekular positive Lymphknoten waren hier bei 

2 (2%) Patieten um die A. iliaca communis und bei 4 (5%) Patienten um die A. iliaca 

interna (s. Tab. 6). 

Bezieht man nun alle Patienten mit histopathologisch und/oder molekular positiven 

(pN0/molN1, pN1/molN0, pN1/molN1) Lymphknoten auf die 84 Patienten erhält man 

Folgendes:  

Bei 46 (55%) Patienten wären positive Lymphknoten bei alleiniger Entnahme aus dem 

Standardfeld in situ belassen worden, bei je 33 (39%) Patienten um die Aa. iliacae 

communes und Aa. iliaca internae. Nur 20 (24%) Patienten wären mit einer alleinigen 

Standardlymphadenektomie richtig behandelt worden, im Sinne einer Entnahme aller 

positiven Lymphknoten. Bei 7 (8%) Patienten befanden sich positive Lymphknoten 

ausschließlich außerhalb des Standardfeldes, davon bei 2 (2%) um die Aa. iliacae 

internae und bei 5 (6%) um die Aa. iliacae communes. Bei diesen Patienten wären nicht 

nur positive Lymphknoten in situ belassen worden, sondern sie wären fälschlicherweise 

als histopathologisch bzw. molekular negativ klassifiziert worden (s. Tab. 6). 

In vorliegender Studie haben beide Methoden unabhängig voneinander das Auftreten von 

Metastasen entlang der Aa. iliacae internae und Aa. iliacae communes bei einem 

relevanten Anteil von Patienten gezeigt.  

Basierend auf diesen Ergebnissen, schlagen wir vor, die Iliakalgefäße bis zur 

Aortenbifurkation in das ausgedehnte Feld der Lymphadenektomie aufzunehmen, um das 
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Lymphknotenstaging zu optimieren und Lymphknoten mit potentiellen Metastasen zu 

entfernen. 

Eine prospektive, randomisierte, multizentrische Studie von der Deutschen Gesellschaft 

für urogenitale Onkologie (AUO) wurde bereits initiiert (SEAL-Studie). Diese soll 

zeigen, ob es einen Benefit bei ausgedehnter Lymphadenektomie im Vergleich zur 

eingeschränkten Lymphadenektomie in Bezug auf das PSA-rezidivfreie Überleben gibt. 

Die Ergebnisse werden in den nächsten Jahren erwartet (AUO, 2012). 
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6 Zusammenfassung 

 

Als erstes ist zu erwähnen, dass sich die qRT-PCR als eine zuverlässige Methode 

erwiesen hat, um molekulare Metastasen in Lymphknoten bei PCa-Patienten zu 

detektieren. PSA und KLK4 stellen geeignete Biomarker dar, die in der qRT-PCR zu 

diesen Zwecken eingesetzt werden können.  

Weiterhin konnten die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass bei der ausgedehnten 

Lymphadenektomie die Entnahme von Lymphknoten bis zur Aortenbifurkation 

erforderlich ist um ein das Lymphknotenstaging zu optimieren und relevante 

Lymphknotenmetastasen zu entfernen.  

Um die klinischen Auswirkungen von molekularen Metastasen durch eine ausgedehnte 

Lymphadenektomie und deren Auswirkungen auf die Rezidivrate und das Überleben bei 

PCa-Patienten zu bestimmen, ist zum einen ein größeres Patientenkollektiv sinnvoll und 

zum anderen ist eine längere Nachbeobachtungszeit notwendig. Dies ist zum jetzigen 

Zeitpunkt noch ausstehend und erfordert weitergehende Forschung.  
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