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1 EINLEITUNG

Die sorgfaltige Erfassung des Stadiums eines Prostatakarzinoms (PCa) ist die
Grundvoraussetzung fur die Therapieplanung und die Prognose der Erkrankung.
Ungenaues klinisches Staging oder sogar eine falsche Stadieneinteilung stellen
somit bedeutende Probleme fur den klinisch tatigen Arzt dar. Annahernd 25-40% der
Patienten mit einem Kklinisch lokal begrenzten Prostatakarzinom, die sich als
Therapie einer radikalen Prostatovesikulektomie unterzogen haben, erleiden
innerhalb der ersten 10 Jahre nach dem operativen Eingriff ein biochemisches (PSA-
Neuanstieg) oder klinisches Fortschreiten ihrer Erkrankung [Pound 1997, 395-405;
Jacobsen 1998, 173-9; Stephenson 2004, 90-6]. Die mikroskopische
histopathologische Beurteilung dient derzeit als Routineuntersuchung von
Lymphadenektomiepraparaten. Wie die vorliegende Arbeit zeigen wird, konnen
dieser Methode jedoch kleinste Metastasen in den Lymphknoten (LK) entgehen.
Diverse molekularbiologische und histologische Untersuchungstechniken wurden
bereits zur Verbesserung der Detektion von mikroskopischen Herden eines
extraprostatischen Krankheitsstadiums in frisch gewonnenen und in archivierten
Resektionspraparaten verwendet. Der Einsatz der Reverse Transkriptase -
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) bei der Analyse von lymphatischem Gewebe
wurde bereits ausfuhrlich beschrieben [Deguchi 1993/1999, 5350-4/565-9; Israeli
1994, 6306-10; Grasso 1998, 1456-9; Katz 1994, 765-75]. Der retrospektive
Gebrauch von archiviertem, in Paraffin eingebettetem Gewebe zur Evaluierung des
Prostatakarzinoms hat sich als grof3e Herausforderung erwiesen, von einem Zentrum
wurde jedoch bereits eine akzeptable Sensitivitat der Untersuchung solcher Proben
berichtet [Edelstein 1995, 597-603]. Das primare Hindernis eines effektiven
Gebrauchs der RT-PCR zur Analyse von archivierten Resektionspraparaten ist ein
Verlust von messenger-Ribonukleinsdure (MRNA) wahrend der Gewebefixierung und
der Lagerungszeit [Ben-Ezra 1991, 351-4].

In der vorliegenden Arbeit wurden die konventionelle Reverse Transkriptase -
Polymerasekettenreaktion und die Real Time TAQMAN® PCR angewendet, um die
archivierten, in Paraffin eingebetteten iliakalen Lymphknotenproben von 80
ausgewahlten mannlichen Patienten, die sich zur Therapie eines klinisch Iokal
begrenzten Prostatakarzinoms einer radikalen Prostatovesikulektomie unterzogen

und deren histopathologische Routineuntersuchung keine Invasion der Samenblasen



und Metastasenfreiheit der Beckenlymphknoten ergeben hatten, einer profunderen
Evaluation zuzufuhren. Ziel dieser Arbeit ist es, mittels moderner molekular-
biologischer Methoden der RNA-Isolierung aus archiviertem Gewebematerial und der
Tumorzelldetektion bei der oben genannten Gruppe von mannlichen Patienten, die
eine langere Nachbeobachtungsperiode hatten, zu untersuchen, ob ein
biochemisches Rezidiv der Erkrankung beziehungsweise ein postoperativer
Wiederanstieg des PSA-Wertes im Serum bei klinischer Freiheit von Fernmetastasen
auf eine Mikrometastasierung des Prostatakarzinoms in die pelvinen Lymphknoten
zuruckgefuhrt werden kann, die im Rahmen der histopathologischen Routine-

untersuchung unentdeckt geblieben war.

1.1 DIE PROSTATA

1.1.1 FUNKTION DER PROSTATA

Die Prostata (Vorsteherdrise) produziert ein dunnflissiges, saures Sekret (pH 6,45),
das die Primarfraktion und etwa 4 des Ejakulats darstellt. Dieses tragt mafRigeblich
zum kastanienblitenartigen Geruch des Ejakulats bei. Es enthalt neben Proteasen
zur Ejakulatverflissigung (PSA, siehe unten) und Zitronensaure mit Pufferwirkung
auch Substanzen wie Spermin und Spermidin und Prostaglandine zur Stimulation
des Uterus. Als eines der mannlichen Reproduktionsorgane bildet sie zusammen mit
Hoden, Nebenhoden, Samenleiter, Blaschendrisen und Bulbourethraldrisen eine
funktionelle Einheit [Lippert 1996, 422-25; Sokeland 2002, 31-2].

1.1.2 ANATOMIE DER PROSTATA

Die gesunde Prostata des erwachsenen Mannes wiegt etwa 20-25g und gleicht in
Grolde und Gestalt einer Esskastanie. Sie liegt zwischen dem Blasenboden und dem
Diaphragma urogenitale im Beckenbindegewebe und wird beidseits von den
Schenkeln des Musculus levator ani flankiert. Der Musculus puboprostaticus im
Ligamentum puboprostaticum fixiert die Lage des Organs, der Abstand zur
Symphyse betragt 1 bis 1,5 cm. Durch das Rektum ist die Vorsteherdruse distal der

Kohlrausch’schen Falte (Plica transversalis media) zu tasten.



Das Organ wird von einer Kapsel aus glatter Muskulatur und straffem Bindegewebe
begrenzt und von der viszeralen Beckenfaszie umhullt. Makroskopisch weist die
Prostata einen Apex auf, welcher zum Diaphragma urogenitale zeigt, und eine Basis,
die dem Blasenboden anliegt. Die Vorsteherdrise gliedert sich in drei Lappen, den
Lobus medius, den Lobus dexter und den Lobus sinister. Letztere werden dorsal
durch den Sulcus medianus unterteilt, vor der Harnrohre werden sie durch den
drisenarmeren Isthmus prostatae verbunden [Sokeland 2001, 31-2].

Die Pars prostatica der Harnrohre wird auf einer Lange von etwa 3,5 cm von der
Prostata umschlossen, der Colliculus seminalis bildet die Mlindungsstelle der Ductus
ejaculatorii in die Urethra. Die Blutversorgung der Prostata erfolgt (iber Aste der A.
vesicalis inferior, der vendse Abfluss Uber den Plexus venosus prostaticus, der sich
aus weiten, muskelarmen Venen zusammensetzt. Die Lymphgefalie leiten die
GewebsflUssigkeit in die regionaren Lymphknoten, die Nodi lymphatici iliaci interni et
externi, ab. Die Innervation des Organs erfolgt Uber sympathische und

parasympathische Fasern des Plexus nervosus prostaticus.

In unmittelbarer Nachbarschaft der Prostata verlaufen dorsolateral die Nervi
erigentes, zu deren Aufgabenbereich auch die Erektion des Penis gehort. Die
Schadigung dieser Strukturen und die resultierenden Konsequenzen wie die
Harninkontinenz und die erektile Dysfunktion sind mogliche Komplikationen der
radikalen Prostatektomie.

Die Vorsteherdruse setzt sich histologisch aus etwa 30-50 tubuloalveolaren
Einzeldrisen zusammen, die in ein Stroma aus Bindegewebe und glatter Muskulatur
eingelagert sind. 15-25 Ausfuhrungsgange munden seitlich des Colliculus seminalis
in die Urethra. Die Einzeldrisen sind nach McNeal in 4 Zonen angeordnet (siehe
Tabelle 1). Die Aulienzone (periphere Zone, P-Zone) liegt kaudal und peripher und
nimmt als eigentlicher Drusenkorper 75% des Prostatavolumens ein. Hier entstehen
70% aller Karzinome der Vorsteherdrise [McNeal 1988, 897-906; Sokeland 2002,
30-314]. Das praprostatische Segment liegt zylinderférmig zwischen Blasenhals und
Colliculus seminalis, proximal der Urethrakrimmung. Es umfasst die periurethralen
Driisen und die sog. Transitional- oder Ubergangszone (T-Zone). Dieser Bereich ist
als Pradilektionsstelle des benignen Prostatahyperplasiesyndroms anzusehen. Die
zentrale und die anteriore Zone der Prostata haben fur neoplastische Erkrankungen

keine wesentliche Bedeutung.



In der folgenden Tabelle ist die zonale Gliederung der Prostata nach McNeal

zusammengefasst:

Anteriore Zone Fibromuskulares Gewebe ohne glandulare Strukturen

Ca. 25% des Prostatavolumens
Zentrale Zone
Enthalt die Ductus ejaculatorii

Haufige Lokalisation von entzindlichen Prozessen

. 5 - 10% des Prostatavolumens
Ubergangszone .
bestehend aus zwei Seitenlappen
(= Transitionalzone) . . }
zusammen mir den Periurethraldrisen Entstehungsort der

(= T-Zone)

BPH (benigne Prostatahyperplasie)
Periphere Zone 75% des Prostatavolumens
(= P-Zone) posteroinferiorer Anteil der Prostata

Tabelle1: Zonale Unterteilung der Prostata nach McNeal

1.2 DAS PROSTATAKARZINOM

1.2.1 EPIDEMIOLOGIE
1.2.1.1 INZIDENZ

Das Prostatakarzinom (PCa) hat sich zum haufigsten malignen Tumor des Mannes
entwickelt und stellt mit einer Mortalitat von 29.500 in den westlichen
Industrienationen die zweithaufigste tumorassoziierte Todesursache bei mannlichen
Patienten dar [Hsing 2006, 1388-413; Braun 2005, 1324-31; Rinnab 2005, 1262-76].
Der Haufigkeitsgipfel findet sich in der 7. bis 8. Lebensdekade. Die ,American
Cancer Society“ prognostiziert flir das Jahr 2006 Uber 234,460 neue
Prostatakarzinomfalle, was einen Anteil von 33% an allen neu aufgetretenen
Karzinomen bei Mannern darstellt [ACS 2006]. Die Inzidenz in Deutschland liegt
derzeit bei ca. 40.600 Neuerkrankungen pro Jahr. Dieser Anstieg der Inzidenzrate ist
der haufig fruhzeitigeren Diagnose des PCa durch Bestimmungen des

prostataspezifischen Antigens (PSA) zuzuschreiben, wodurch sich auch die erheblich
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angestiegene Rate der Detektion bei jungeren Mannern unter 65 Jahren erklaren
lasst.

Allerdings ist es heute durch die Messung des Serum-PSA auch mdglich, das
Prostatakarzinom in den meisten Fallen (> 70 %) in einem organbegrenzten Stadium
zu erkennen. Die jahrliche Neuerkrankungsrate steigt mit dem Alter stark an, von
etwa 20/100.000 bei 55jahrigen Mannern bis auf mehr als 500/100.000 im Alter
zwischen 75 und 85 Jahren. Vor dem 40. Lebensjahr wird der Tumor selten
beobachtet [Rinnab 2005, 1262-76].

1.2.1.2 MORBIDITAT UND MORTALITAT

Anders als die Inzidenz des latenten Prostatakarzinoms weisen die Morbiditat und
Mortalitat des klinisch manifesten PCa deutliche ethnische und geographische
Unterschiede auf. Der kontinuierliche Anstieg der Morbiditatsrate der vergangenen
Jahre hangt unter Umstanden stark mit den verbesserten diagnostischen Methoden
zusammen. Im Moment liegt die Morbiditat bei Chinesen bei 1/100.000, in
Deutschland betragt sie 50/100.000 und bei der schwarzen Bevolkerung der USA
sogar 65-102/100.000. Die ungleich dazu weitaus geringeren Mortalitatsraten zeigen

im Zeitverlauf nur wenige Veranderungen [Hsing 2006, 1388-413].

1.2.2 ATIOLOGIE
1.2.2.1 ETHNOGRAPHISCHE FAKTOREN UND ERNAHRUNG

Im Vergleich sind schwarze Amerikaner am haufigsten vom Prostatakarzinom
betroffen, die Inzidenzraten liegen beispielsweise 30mal hoher als bei Ostasiaten.
Der Anstieg der Zahl der Neuerkrankungen bei Asiaten, die in die Vereinigten
Staaten auswanderten, Iasst einen grof3en Einfluss von Umweltfaktoren, speziell der
Ernadhrung, vermuten [Hsing 2006, 1388-413] Der Zusammenhang zwischen der
Erndhrung und der Tumorentwicklung ist daher Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen. Epidemiologische Studien ergaben, dass fettreiche und faserarme
Kost sowie der Verzehr von gut durchgebratenem Fleisch Auswirkungen auf die
Entstehung von Malignomen der Prostata haben [Cross 2005, 11779-84]. Auch die

Aufnahme von Calcium bzw. calciumhaltigen Milchprodukten wird als Risikofaktor
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diskutiert [Gao 2005, 1768-77]. Der moderate Konsum von Alkohol, vor allem von

Rotwein, wird wie bei der koronaren Herzkrankheit als protektiver Faktor diskutiert.

1.2.2.2 GENETISCHE EINFLUSSE

In letzter Zeit wurde eine familiare Haufung des PCa gesichert, was auf eine
genetische Disposition hinweist. So haben Brider von Patienten mit einem
Prostatakarzinom ein 2-fach erhohtes Risiko, ebenfalls an diesem Tumor zu
erkranken. Wenn zwei oder mehr Verwandte ersten Grades von der Erkrankung
betroffen sind, erhoht sich das Risiko auf das 5- bis 11-fache [Gronberg 1997, 552-
57]. Schatzungsweise lassen sich etwa 42% des Risikos, an einem Prostatakarzinom
zu erkranken, auf genetische Einflusse zuruckfuhren, darunter fallen individuelle und
kombinierte Effekte von seltenen und hochpenetranten Genen, haufigere und
weniger penetrante Gene und Gene, die in ihrem Zusammenwirken pathogene
Effekte haben.

Mittlerweile wurden zahlreiche genetische Varianten im Androgenmetablismus bzw.
der -biosynthese, im Karzinogenstoffwechsel, bei den DNA-Reparaturmechanismen
und bei den Stoffwechselwegen der chronischen Entzindung entdeckt, die
Ergebnisse sind jedoch im Einzelnen nicht wegweisend. Bei der Pathogenese des
PCa sind Wechselwirkungen zwischen Umwelt- und genetischen Faktoren
wahrscheinlicher, fir deren nahere Bestimmungen gro3e interdisziplinare

epidemiologische Studien nétig sein werden [Hsing 2005, 1388-413].

1.2.2.3 MEDIZINISCHE UND SEXUELLE RISIKEN

Obwohl die genauen Zusammenhange und Mechanismen noch nicht zufrieden
stellend geklart werden konnten, ergaben bereits epidemiologische Studien, dass
regelmallige korperliche Aktivitdt und sportliche Betatigung die Entstehung eines
malfig bis schlecht differenzierten PCa zu hemmen scheinen [Giovannucci 2005,
2538-40]. Sonneneinstrahlung bzw. UV-Strahlung scheint das Erkrankungsrisiko
ebenfalls zu senken [Aydin 2005, 2539-2540]. Nach Bassett und seinen Mitarbeitern
stellt die Adipositas nicht nur einen Risikofaktor fir die Enstehung eines

Prostatakarzinoms dar, Manner mit einem Body Mass Index von {ber 35 kg/m?
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hatten auch ein deutlich erhéhtes Risiko eines Krankheitsrezidivs im Sinne eines
PSA-Neuanstiegs nach radikaler Prostatekomie [Bassett 2005, 1060-65].

Eine, bisher allerdings nicht reproduzierbare, Studie weist darauf hin, dass die
Inzidenz des PCa nach Vasektomie zur Schwangerschaftsverhitung signifikant
erhoht ist [Healy 1993, 2620].

1.2.3 KARZINOGENESE

Die klassischen Theorien der Karzinogenese beschreiben die Tumorenstehung als
das Zusammenwirken von Einzelvorgéngen. Der Ubergang einer gesunden in eine
entartete Zelle erfolgt stufenweise:

Auf zellularer Ebene ist eine strukturelle Veranderung der Chromosomen durch
Mutationen der DNA Vorraussetzung fur die Tumorenstehung. Zum auslésenden
Ereignis, der Initiierung, kann es sowohl durch Umweltfaktoren als auch durch
Erbfaktoren kommen. Gleiches gilt auch flir den Grad der Tumorpromotion.

Gene mit der Potenz, Tumorenstehung auszulésen (Onkogene), die den Zellzyklus
beeinflussen, und solche, die die zellulare SignalUubertragung beeintrachtigen
koénnen, sind wahrscheinlich fur den Vorgang der Transformation von entscheidender
Bedeutung.

Durch sie erhalten die Zellen das Potential fur unbegrenztes Wachstum in
Gewebekulturen und sind entkoppelt von Kontrollmechanismen. An der
Tumorenstehung sind wahrscheinlich zahlreiche Onkogene beteiligt.

Die transformierte Zelle erhalt dadurch normalen Zellen gegenlber einen
Selektionsvorteil. Es gibt daher Grund zu der Annahme, dass alle Tumoren klonaler
Herkunft sind und somit die Tumorenstehung auf Veranderungen einer einzelnen
Zelle zurtck zu fuhren ist. Durch die Analyse der Karyotypen von Malignomen
konnen jedoch haufig zahlreiche Untergruppen oder Klone von Tumorzellen
identifiziert werden. Dies spiegelt sich in Aberrationen der chromosomalen
Replikation und Mitose wieder. Es kann zum Uberschuss oder Verlust von
Chromosomenfragmenten oder zu chromosomalen Rearrangements kommen Diese
Fehlentwicklung erklart die Variabilitat der Karyotypen und Markerchromosomen, die
in verschiedenen Klonen derselben Krebsgeschwulst gefunden werden. Diese
klonale Evolution oder Gendrift fihrt zu weiteren Veranderungen der Zellphysiologie

und zur weiteren Selektion. Bestimmte Selektionsmerkmale der Zellklone flihren zur
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Herausbildung einer dominierenden Zellpopulation innerhalb eines bestimmten
Tumors. Tumoren bestehen also meist aus einer Zusammenballung von Zellklonen,
die relative Wachstumsvorteile besitzen. Auch fur die Zellen einer Metastase gelten
in ihrer neuen Umgebung die Bedingungen der klonalen Evolution und Selektion. Sie
konnen also Fahigkeiten erwerben, die die Zellen des urspringlichen Tumors nicht
besalen [Klein 1991, 1-9].

1.2.4 TUMORBIOLOGIE DES PROSTATAKARZINOMS
1.2.4.1 ARTEN UND DIFFERENZIERUNGSGRAD

Uber 95% der Prostatatumoren sind Adenokarzinome, d.h. maligne Tumoren, die
aus Zellen des Drusenepithels der Vorsteherdrise hergegangen sind. Sie konnen
aus mehr oder weniger differenzierten Zellen bestehen und weichen somit in
unterschiedlichem MalRe vom normalen Prostatagewebe ab. Ein hoch differenziertes
Adenokarzinom weist deutlich ausgebildete Drisen auf, in einem niedrig
differenzierten Karzinom sind hingegen nur wenige oder keine Drusenstrukturen
mehr zu erkennen [McNeal 1988, 897-906].

Der Differenzierungsgrad eines Tumors ist deshalb von Bedeutung, weil seine
Therapierbarkeit direkt davon abhangt. Patienten mit hoch differenzierten Tumoren
haben in aller Regel eine gunstigere Prognose als solche, deren Neoplasien in ihrer
Gewebestruktur stark vom Normalorgan abweichen. Je mehr die Tumorzellen denen
eines gesunden Prostatagewebes gleichen, desto abhangiger sind sie beispielsweise
von Androgenen. Mit zunehmender Entdifferenzierung verlieren die Tumorzellen ihre
Hormonsensibilitat und wachsen androgenunabhangig. Bei der Mehrzahl der
Prostatakarzinome handelt es sich um niedrig differenzierte Adenokarzinome mit
holzartiger Konsistenz beim digital-rektalen Palpationsbefund. Selten werden auch

Sarkome oder Metastasen anderer Tumoren in der Prostata diagnostiziert.
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1.2.4.2 LOKALE UND SYSTEMISCHE AUSBREITUNG DES PROSTATAKARZINOMS

Die Ausbreitung des Tumors erfolgt durch infiltratives Wachstum zunachst innerhalb
der Prostata, spater kommt es zum Befall der Samenblasen und des
Beckenbindegewebes, relativ selten werden auch das Rektum, die Harnblase oder
die Urethra infiltriert.

Die Metastasierung kann primar Uber die Lymphabflusswege in die iliakalen und in
die Obturatoriuslymphknoten erfolgen. Die hamatogene Streuung fuhrt vor allem zu
Knochenmetastasen, hierbei ist in erster Linie das Achsenskelett betroffen [Hall
2006, 661-72; Even-Sapir 2006, 287-297; Smith 2006, 136-39]. Weiterhin kann es
beispielsweise zum Befall von weiter entfernten Lymphknoten, der Lunge, der Leber,
des Gehirns und der Haut kommen. Auch andere Lokalisationen wie z.B. die Orbita
wurden beschrieben [Kattah 1993, 1711-15; Carriere 1982, 402-6].

1.2.5 DIAGNOSTIK
1.2.5.1 KLINISCHES BILD

In kurablen Fruhstadien zeigen die an einem Prostatakarzinom erkrankten Patienten
gewohnlich keine spezifischen Symptome. Bei einer Grolenzunahme des Tumors
wird das Beschwerdebild durch eine obstruktive und irritative Miktionssymptomatik
wie bei der benignen Prostatahyperplasie gepragt. Neben Pollakisurie, Nykturie,
Dysurie und der Abschwachung des Harnstrahls kann es, wenn auch seltener,
ebenfalls zu Hamaturie und Hamospermie kommen.

In ca. 50% der Falle findet sich bei der ersten Diagnosestellung ein kapsel-
uberschreitender oder metastasierter Tumor [Noldus 2000, 74-78]. Bei ca. 30% der
Patienten mit klinisch organbegrenztem Tumor findet sich eine Metastasierung in die
regionaren  Lymphknoten [Catalona  1991/1993, 1156-61/948-54]. Eine
typischerweise initial meist unilaterale Obstruktion des oberen Harntraktes tritt in
etwa 10% der Falle auf, als Komplikation kann sich eine Harnstauung der Nieren bis
hin zur Uramie ergeben. Weiterhin finden sich zum Zeitpunkt der ersten
Diagnosestellung Hamaturie, in 11% der Falle bereits Metastasensymptome wie
lokalisierte oder diffuse Knochenschmerzen, die vor allem die Brustwirbelsaule
(BWS) und die Lendenwirbelsdule (LWS) betreffen, oder aber Odeme der unteren

Extremitat oder des Skrotums durch pelvinen Lymphknotenbefall.
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In sehr weit fortgeschrittenen Stadien kdénnen allgemeine Tumorzeichen wie Anamie
oder Kachexie die Erkrankung komplizieren. Die haufigsten Symptome sind in

Relation zum Tumorstadium in Tabelle 2 dargestellt.

Diagnose wg. Erstsymptomatik T1/T2 NO MO [%] T3/T4 NO MO [%] | N+ und/oder M+ [%]
Dysurie (53,1%) 33,2 44,3 22,5
Hamaturie (2,5%) 30,3 49,4 20,3
Knochenschmerz (3,6%) 2,6 6,9 90,5
Unspez. Symptome (4,2%) 39,8 36,9 23,3
TUR (4,8%) 70,9 20,2 8,9
Klein. Auffalligkeit (2,5%) 39,5 42,0 18,5
Vorsorge (29,3%) 45,0 45,5 9,5
Gesamt 37,8 41,9 20,3

Tabelle 2: Erstsymptomatik und Tumorstadium des PCa [Daten des Tumorregisters Minchen 1997]

1.2.5.2 DIGITALE REKTALE UNTERSUCHUNG ( DRU )

Die digitale rektale Untersuchung der Prostata ist unerlasslicher Bestandteil und
Grundlage der klinischen Diagnostik des PCa. Dabei sollen neben der Prostata auch
Sphinkertonus, hamorrhoidale Veranderungen und die Mukosa der Ampulla recti
beurteilt werden. Bei der Palpation der Prostata ist insbesondere auf deren
Abgrenzbarkeit, Grofle, Symmetrie, Konsistenz, Oberflache, Verschieblichkeit der
Rektummukosa und Druckschmerzhaftigkeit zu achten. Indurierte Areale, isolierte
Knoten oder hockrige Veranderungen der Oberflache der Organs bis hin zur
tumordésen Umwandlung des gesamten Prostata sind hierbei als karzinomverdachtig
anzusehen. Da aber bei der DRU nur der dorsale Anteil der Vorsteherdrise palpiert
und beurteilt werden kann und ca. 80 % der Karzinome der digital rektalen
Beurteilung entgehen, ist der Beitrag dieser Untersuchung zur Diagnose und zum
Staging des PCa oft nicht zuverlassig [Rinnab 2005, 1262-76]. Die transrektale
Prostatastanzbiopsie sollte bei suspektem Palpationsbefund bzw. bei unauffalligem

Tastbefund in Verbindung mit einer Erhéhung des PSA-Wertes die Diagnose sichern.
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1.2.5.3 PROSTATASPEZIFISCHES ANTIGEN ( PSA)

Das prostataspezifische Antigen ist ein fur die Vorsteherdriise gewebsspezifisches
sekretorisches Glykoprotein mit Wirkung einer Protease und einem Molekulargewicht
von etwa 30.000 Dalton, das in den epithelialen Deckzellen der Acini und Ductuli
prostatici gebildet wird. Zusammen mit weiteren Substanzen bewirkt es die
Verflissigung des Spermas nach der Ejakulation. Die Expression des PSA wird
genetisch reguliert und von Testosteron bzw. Dihydrotestosteron stimuliert. Ein
Mangel an Testosteron, z.B. nach Kastration bzw. Androgenablation, senkt die PSA-
Konzentration im Serum, es sollte also bei ihrer Interpretation auch eine eventuelle
Therapie einer bestehenden BPH mit 5a-Reduktasehemmern nicht aul3er Acht
gelassen werden.

PSA wird zu den humoralen Tumormarkern der Gruppe 1 (vom Tumor produziert)
gezahlt, ist aber eigentlich kein klassischer Tumormarker, da es nicht nur in maligne
entarteten Zellen exprimiert wird. Seine Bestimmung ist aber bei der Diagnostik des
PCa unerlasslich [Stenman 1991, 222-26].

Die Spezifitat des PSA-Tests liegt bei ca. 97%, die Sensitivitat bei etwa 70% [HolzI
1995, 1353-63]. Serumspiegel unter 4 ng/ml gelten als normal, abhangig von den
Testverfahren, die zur Bestimmung der PSA-Konzentration verwendet werden,
wurde jedoch bereits in zahlreichen Zentren der Cut-off auf 3 bzw. 2,5 ng/ml
herabgesetzt. Werte zwischen 4 und 10 ng/ml definieren einen Graubereich, wobei
zwischen 25 und 30% der Patienten mit PSA-Werten in diesem Bereich ein Karzinom
aufweisen. Bei Werten Gber 10 ng/ml steigt der Prozentsatz der Prostatakarzinome
von 60% auf 100% bei sehr hohen Werten. Der diagnostische Nutzen der PSA-
Bestimmung zeigt sich darin, dass 30-40% der Patienten mit PCa und erhdhtem
PSA-Wert bei der DRU keinen Befund haben [Catalona 1993, 948-54].

Eine Erhdhung der PSA-Konzentration im Serum kann sich z.B. ebenfalls bei der
benignen Prostatahyperplasie, bei akuten und chronischen Prostatitiden, nach
Harnverhalt, bei Tragern von Dauerkathetern oder nach Manipulationen in der
prostatischen Harnréhre finden. Zur Erhohung der Spezifitat wurden in den letzten
Jahren verschiedene Verfahren zum Nachweis und zur Evaluation entwickelt (siehe

unten).
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Das prostataspezifische Antigen (PSA) ist sensitiver als die digitale rektale
Untersuchung (DRU) [Woolf 1995]. Das PSA erhoht insbesondere in Kombination mit
der DRU die Neuentdeckungsrate auf das etwa 4-fache [Catalona 1993, 948-54].

Andererseits liegt die Rate der falsch positiven Vorsorgeuntersuchungen bei
Verwendung dieser Kombination bei 40-70%, je nach Grenzwert fur das PSA, und
die Morbiditat durch Folgeuntersuchungen, besonders auch die damit verbundenen
Kosten sind nicht zu vernachlassigen. DarUber hinaus werden auch einige
.insignifikante® Karzinome entdeckt, die flir das Leben des Patienten keine
Bedrohung darstellen [Catalona 1991/1993, 1156-61/948-54]. Bei einem PSA-Wert
zwischen 4 und 10 ng/ml besteht eine starke Uberlappung der Werte von Patienten

mit benigner Prostatahyperplasie (BPH) und mit PC.

Vier Entwicklungen sollen in diesem Bereich die diagnostische Genauigkeit

verbessern:

PSA im Zeitverlauf ( PSA-Velocity, PSAV )

Da die PSA-Werte direkt mit dem Volumen des Prostataepithels korrelieren, kann die
Wachstumsgeschwindigkeit von benignem und malignem Prostatagewebe durch
serielle Messung des PSA-Verlaufes abgeschatzt werden. Ein Anstieg von mehr als
0,75 ng/ml pro Jahr weist auf ein Prostatakarzinom hin [Carter 1992, 2215-20].
Einschrankend ist allerdings zu sagen, dass, wie bei immunologischen
Analyseverfahren Ublich, die Werte bei mehrfacher Bestimmung derselben
Serumprobe um ca. 5% schwanken und dass bei Verwendung unterschiedlicher
Analyseverfahren Abweichungen beobachtet werden, die weit Uber dem oben
angegebenen Wert liegen. Bei Bestimmung der PSAV ist daher zu fordern, dass
mindestens 3 Werte im Verlauf eines Jahres vorliegen, die aus demselben Labor mit

demselben Analyseverfahren stammen.
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PSA-Dichte ( PSA-Density, PSAD )

Hierunter ist der Quotient aus PSA-Konzentration und sonographisch bestimmtem
Prostatavolumen zu verstehen. Ein Wert von mehr als 0,15 ng/ml pro ccm
Prostatavolumen weist auf ein mogliches Prostatakarzinom hin. Diese Technik ist
von der Genauigkeit der sonographischen Volumenbestimmung abhangig. Die
besten Ergebnisse werden hier bei der Anwendung der transrektalen Sonographie

(TRUS) und der planimetrischen Ausmessung erzielt.

Altersabhangige PSA-Grenzwerte

Der PSA-Wert steigt mit zunehmendem Lebensalter an. Die Berechnung der 95%-
Perzentile ergibt altersabhangige Grenzwerte. Hierdurch wird die Sensitivitat bei
jungeren Patienten erhoht, bei denen es gerade wegen der langen Lebenserwartung
darauf ankommt, die Fruhstadien zu erkennen und mit kurativer Zielsetzung zu
behandeln. Bei alteren Patienten wird die Spezifitat erhoht und damit werden oft
unnodtige Folgeuntersuchungen vermieden. Ob durch die niedrigere Sensitivitat in
héherem Lebensalter Karzinome in kurativen Stadien Ubersehen werden und trotz
geringerer Lebenserwartung hieraus eine Einschrankung der Uberlebenszeit oder

Lebensqualitat erfolgt, werden prospektive Studien zeigen.

Quotient von freiem und gesamtem PSA (Q-PSA)

PSA liegt im Serum Uberwiegend an Alpha-1-Antichymotrypsin (ACT) gebunden vor,
der Anteil des an ACT gebundenen PSA erhoht sich mit steigenden PSA-
Konzentrationen. Patienten mit Prostatakarzinom weisen einen signifikant hdheren
Anteil an PSA-ACT auf als Patienten mit BPH [Stenman 1991, 222-226]. Der Q-PSA
bei Patienten mit reiner BPH liegt im Mittel bei 0,30 (30% des PSA in freier Form,
70% an ACT gebunden), bei Patienten mit lokalisiertem PCa bei 0,15 (15% des PSA
in freier Form). Ein Grenzwert von kleiner als 0,18 scheint auf das Vorliegen einer
malignen Neoplasie hinzuweisen. Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass Q-
PSA bei einem Gesamt-PSA von < 10ng/ml die Sensitivitat um das 3fache erhoht,
wenn ein Grenzwert verwendet wurde, der flr beide Tests jeweils eine Spezifitat von
95% aufweist. 0,18 als Grenzwert fur Q-PSA kann nur als grobe Richtlinie gelten.
Dieser Wert ist stark vom Analyseverfahren und von der Zielsetzung des

behandelnden Urologen abhangig.
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Bei Anwendung hoherer Grenzwerte fir das Q-PSA oder niedrigerer Werte fur das
Gesamt-PSA wird haufiger die Indikation zur Biopsie gestellt, die Biopsien sind
haufiger negativ, aber insgesamt werden mehr Prostatakarzinome diagnostiziert und
hier insbesondere Fruhstadien, da die Tumorstadien gut mit den PSA-Werten
korrelieren. Die Festlegung der Grenzwerte sollte also individuell auch unter

Berucksichtigung des verwendeten Analyseverfahrens erfolgen.

PSAWert ON/M Status NO/MO N1/MO N>1/MO M1 5
n =470 n=>52 n =40 n=44
<4 n=83 13,7 % 97,6 24 0,0 0,0 100
<10 n=129 21,3 % 87,6 7,0 3,1 2,3 100
<20 n=143 23,6 % 88,1 6,3 4,9 0,7 100
<50 n=143 23,6 % 75,5 14,7 8,4 1,4 100
250 n=108 17,8 % 38,9 10,2 15,7 35,2 100
> n=606 (100 %) 77,6 8,6 6,6 7,3

Tabelle 3: Korrelation von PSA-Wert und Tumorstadium [Tumorregister Miinchen 1997]

Zusammenfassend kann festgestellt werden: Obwohl eine Senkung der Mortalitat
durch Vorsorgeuntersuchungen bisher nicht gesichert ist, empfehlen die American
Cancer Society, die American Urological Association und das American College of
Radiology eine jahrliche Untersuchung mit DRU und PSA, bei Familienanamnese
von PCa oder bei Afroamerikanern schon friher. Es sollte hinzugeflgt werden, dass
die Empfehlung nur vom 50. bis zum 75. Lebensjahr gilt, bei Familienanamnese

eines PCa schon ab dem 40. Lebensjahr.

1.2.5.4 TRANSREKTALER ULTRASCHALL ( TRUS)

Die transrektale Sonographie ist bei der Diagnostik des Prostatakarzinoms neben der
DRU ein uberaus wichtiger Parameter, durch sie kann die weitere Klarung eines
Verdachtes erfolgen. Biplanare Ultraschallsonden mit hoch auflosender Frequenz (5-
7,5 MHz) erlauben eine prazise Beurteilung des sonographischen Musters des
Gewebes, eine Volumenbestimmung sowie eine Verlaufsiberwachung bei laufender
Therapie. Maligne Tumoren der Prostata zeigen sich typischerweise (75 %) als

hypoechogene Zonen, dieses Bild prasentiert sich jedoch nicht immer.



20

Bei der Biopsie ausschliel3lich dieser Bereiche wirden mindestens 25 % der
Karzinome nicht erfasst, jedoch Iasst sich in der Hand des erfahrenen Untersuchers
eine extrakapsulare Ausbreitung des PCa mit einer Sensivitat zwischen 58 % und
86% vorraussagen [Loch 2004, 1377-84; Rifkin 1991, 494-95]. Der TRUS ist
aufgrund seiner zu geringen Sensitivitat und Spezifitdt der DRU und der Bestimmung
des PSA als Diagnostikum unterlegen und daher nicht als alleiniges
Untersuchungsverfahren geeignet. Allerdings kommt ihm bei der Volumetrie und bei

der Steuerung der Stanzbiopsie eine besondere Bedeutung zu.

1.2.5.5 PROSTATASTANZBIOPSIE

Wird im Rahmen der DRU ein suspekter Tastbefund erhoben und/oder bei der
Bestimmung des PSA-Wertes eine Konzentration dber 4ng/ml bzw. bei
Verlaufskontrollen ein Anstieg des Serumwertes ermittelt, sollte zur definitiven
Klarung eine transrektale und nach Maoglichkeit ultraschallgesteuerte Stanzbiopsie
der Prostata erfolgen: aus den Seitenlappen werden je drei bis sechs
Gewebezylinder aus der peripheren Zone entnommen und entsprechend der
Lokalisation mit ,apikal®, ,zentral® und ,basal® bezeichnet. Gewdhnlich wird ein
standardisiertes Biopsieset mit einer 18-Gauge-Nadel verwendet. Das
Feinnadelbiopsat muss anschlieBend von einem mit diesem Untersuchungsgut
erfahrenen Pathologen beurteilt werden. Die Sextantenbiopsie, die lange als der
,Goldstandard” galt, hat eine Sensitivitat von 50 — 85 %. Die hierauf neu entwickelten
Biopsiestrategien, die mit einer Erh6hung der Biopsiezahlen auf 12, 14 oder sogar 18
Stanzen verbunden sind, haben nicht zu einer signifikanten Steigerung der
Prostatakarzinomerkennungsrate gefuhrt [Naughton 2000, 388-92; Cornud 1997,
709-15]. Als eventuelle Komplikationen der Untersuchung sind neben der akuten
Prostatitis auch Hamospermie, Hamaturie, rektale Blutungen und der Harnverhalt zu
nennen. Zur Infektionsvorbeugung ist am Vorabend der Punktion ist eine 3tagige
antibiotische  Prophylaxe  einzuleiten, beispielsweise = mit  hochdosierten

Gyrasehemmern.
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1.2.5.6 KNOCHENSZINTIGRAMM

Aufgrund der meist ossaren Metastasierung des Prostatakarzinoms ist das
Knochenszintigramm im Moment die wichtigste Untersuchung zur Entdeckung bzw.
zum Ausschluss von Fernmetastasen dieses Malignoms. Skelettmetastasen werden
aufgrund des lokal gesteigerten Mineralstoffwechsels mit Hilfe von knochenaffinen
Radionukleotiden erfasst. Die Szintigraphie ist dabei zum Nachweis einer Beteiligung
des passiven Bewegungsapparates wesentlich empfindlicher als die
rontgenologische Skelettuntersuchung [McGregor 1978, 178-81].

Bei PSA-Werten < 10ng/ml liegt das Risiko einer Knochenmetastasierung bei ca. 1%.
Deshalb ist bei PSA-Werten in diesem Bereich ein Knochenszintigramm zum
praoperativen Staging nicht obligat. Bei Werten uber 15-20ng/ml und oder bei
Knochenschmerzen des Patienten ist die Skelettszintigraphie das Diagnostikum des
ersten Wahl [Jana 2006, 51-72]. Bei fraglicher Anreicherung kommen
differentialdiagnostisch auch Frakturen oder reaktiv entziindliche Veranderungen in
Betracht. Gegebenenfalls muss der Befund durch konventionelle Rontgen-
zielaufnahmen weiter abgeklart werden.

1.2.5.7 COMPUTERTOMOGRAPHIE (CT) UND MAGNETRESONANZTOMOGRAPHIE (MRT)
DES BECKENS

Aufgrund der geringen Weichteilauflosung hat die Computertomographie keine
ausreichende Sensitivitat in der Diagnostik des Prostatakarzinoms. Auch die
Moglichkeit der Verwendung dieses Bild gebenden Verfahrens bei der
Stadienfestlegung des PCa ist aufgrund der geringen Genauigkeit in der Beurteilung
der Organuberschreitung des Tumors begrenzt. Hricak und Yu haben fir die
Erkennung eines extrakapsularen Wachstums eine Sensitivitat von 24 % und 69 %
fur eine Samenblaseninfiltration gezeigt [Hricak 1987, 331-336; Yu 2000, 59-85].
Sensitivitat und Spezifitat hinsichtlich pelviner Lymphknotenmetastasen sind aber
gering.

Die Lymphknoten sind mit der Bild gebenden Diagnostik im kleinen Becken nur sehr
unsicher zu erfassen und zu beurteilen. Entzindliche Veranderungen lassen sich

zumeist nicht sicher von metastasensuspekten Befunden abgrenzen.
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Auch viel versprechende Ergebnisse bei der Untersuchung der Kombination von CT
und CT-gesteuerter Feinnadelbiopsie konnten dieser Technik bisher keine
bedeutende Rolle in der Routineanwendung beim lokalen Staging im Frihstadium
eines PCa einrdumen [Oyen 1994, 309-10]. Derzeit ist der Einsatz der CT lediglich

fur die Diagnostik von Fernmetastasen relevant.

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist aufgrund der Abbildung in mehreren
Ebenen und aufgrund des hoheren Weichteilkontrasts als etwas sensitiver
einzustufen. Die Prostata und ihre anatomische Nachbarschaft kbnnen mit hoher
morphologischer Auflosung zur Darstellung gebracht werden. Gerade die T2-
gewichtete Abbildung des Organs fuhrt zu einer guten Abgrenzbarkeit der zonalen
Unterteilung (siehe oben). Prostatakarzinome kommen im Gegensatz zum gesunden
Gewebe der peripheren Zone zu einer hypodensen Darstellung.

Die Durchfihrung einer MRT kann vor allem dann zum Nachweis eines
Prostatakarzinoms erwogen werden, wenn bei erhdhten PSA-Werten wiederholte
stanzbioptische Gewebeentnahmen keine Klarung erbracht haben. Ferner kann
diese Methode eine genauere Abgrenzung bei der Differentialdiagnostik (z.B.
Prostatitis, Fibrose oder PIN) erbringen. Allerdings sollte diese Untersuchung
frihestens 4 Wochen nach einer Prostatabiopsie erfolgen, da postinterventionelle
Blutungen eine Beurteilung durch den Radiologen erheblich erschweren kénnen
[Nicolas 1994, 319-26; Tempany 1991, 107-12; Brassell 2005, 163-6]. Weitere
Perspektiven zur Verbesserung der Sensitivitat bieten die kontrastmittelunterstitzte

dynamische MRT und die MR-Spektroskopie (siehe unten).

1.2.6 PATHOLOGIE

Formen des Prostatakarzinoms [Helpap 1985, 156-159]

Beim klinisch manifesten Karzinom handelt es sich um ein durch rektale Palpation
klinisch diagnostiziertes Prostatakarzinom, das durch Aspirations- bzw. Stanzbiopsie
oder operative Verfahren bestatigt wird.

Das latente Prostatakarzinom ist zu Lebzeiten des Patienten klinisch nicht manifest
geworden, sondern wird erst durch die Obduktion gefunden bzw. verifiziert. Latente
Karzinome sind in hohem Lebensalter besonders haufig, histologisch zumeist hoch

differenziert, mit niedrigem Malignitatsgrad.



23

Das okkulte Karzinom der Prostata manifestiert sich primar durch metastatische
Absiedlungen des Karzinoms bei asymptomatischen Patienten, bei denen auch die
DRU unauffallig war. Eine haufige Lokalisation ist der Virchow-Lymphknoten.

Das inzidentelle Karzinom ist klinisch stumm. Es wird in einem TURP- oder
Ektomiepraparat einer Prostatahyperplasie zufallig histologisch entdeckt. Die
Haufigkeit dieses Befundes hangt von der Ausdehnung der Resektion (TURP), vor
allem aber auch von der Methode der histologischen Aufarbeitung ab.

Die klassische Einteilung der Formen des Prostatakarzinoms nach Helpap hat in der
PSA-Ara deutlich an Aktualitdt verloren. Aufgrund der Mdglichkeit der Bestimmung
des prostataspezifischen Antigens im Serum werden Formen wie das latente oder
das okkulte PCa heute nur noch selten angetroffen. Auch das inzidentelle
Prostatakarzinom, das im Rahmen einer transurethralen Resektion der Prostata oder
einer Adenomenuklation diagnostiziert wird, setzt den Fall voraus, dass im Vorfeld
der Eingriffe eine Bestimmung des PSA-Spiegels keine suspekten Werte ergeben
bzw. nicht stattgefunden hat. So konnte das Vorliegen eines schlecht differenzierten
oder nicht differenzierten PCa, dessen Zellen die Fahigkeit zur PSA-Synthese
eingebuft haben, fur eine zufallige Entdeckung im Rahmen der genannten Eingriffe

verantwortlich sein.

1.2.7 HISTOLOGISCHE DIFFERENZIERUNG UND KLASSIFIZIERUNG
DES PROSTATAKARZINOMS

1.2.7.1 GRADING

Die Bestimmung des Malignitatsgrades von Prostatakarzinomen hat das Ziel,
Korrelationen zu klinischen Verlaufen aufzuzeigen. Sie bildet somit einen wichtigen
prognostischen Faktor der Erkrankung und hilft dem Behandelnden bei der
Entscheidung fur die jeweils angemessene Therapieform.

Drei wichtige Systeme sind gebrauchlich, die Gleason-Klassifikation, die Mostofi-

Klassifikation und das Grading nach dem Pathologisch-urologischen Arbeitskreis.
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Gleason-Score

Dieses von Gleason 1966 konzipierte Schema berucksichtigt nur den Grad der

glandularen Differenzierung und die Beziehung der Drisen zum Stroma bei geringer

Vergroflerung. Zellbiologische Merkmale wie beispielsweise nukledre Anaplasie

haben hier keine Bedeutung. Das System beinhaltet 5 verschiedene histologische

Muster, die der folgenden Tabelle zu entnehmen sind:

Umschriebene Knoten von einheitlichen, einzelnen,

Gleason 1 )
eng gepackten und glatt begrenzten Driusen
Drusen eher locker angeordnet, aber immer noch umschrieben.
Gleason 2 | Minimale Ausbreitung der neoplastischen Drusen in das umgebende
Stroma
G 3 Tumor infiltriert das umgebende Prostatagewebe. Die Driisen variieren
eason
erheblich in GroRe und Gestalt, sind aber abgrenzbare Einheiten
Die Drusen sind nicht langer einzeln und abgegrenzt,
Gleason 4 )
sondern scheinen verschmolzen mit unregelmafigen Grenzen
Aufhebung der glandularen Differenzierung. Die Tumoren
Gleason 5

bestehen aus soliden Nestern, Strangen oder Einzelzellen

Tabelle 4: Gleason-Score

Da viele Tumoren multifokal wachsen und verschiedene Grade aufweisen, werden

die Grade des groflten und zweitgroRten Tumorareals addiert und als kombinierter

Gleason Grad (bzw. Gleason Summe) angegeben. Der addierte Gleason-Grad reicht

von 2 (1 +1) bis 10 (5 +5). Die folgende Abbildung zeigt eine schematische Ubersicht

der histologischen Befunde:
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Abbildung 1: Gleason-Score; Schema der Histologie

Im Falle einer nicht bekannten Histologie bzw. fehlender Moglichkeit zur
Nachklassifikation wird das Praparat als Gx bezeichnet [Epstein 2006, 57-9].

WHO-System

Das Grading-System des Prostatakarzinoms bewertet und beurteilt das histologische
Stadium nach der Drusenarchitektur bzw. der Drusendiffernzierung (A) und nach der
Kernaplasie (B). Die Geamtbeurteilung richtet sich nach den jeweils unglnstigsten

Graden von A und B. Die folgende Tabelle 5 zeigt das System im Detail.

A Beurteilung nach der Driisenarchitektur

G1 | einfache Drusen, z. T. papillare Strukturen

G2 | Drisenverschmelzung und kribriforme Muster

G3 | abortive oder fehlende Driisenbildung

B Beurteilung nach der Kernaplasie
G1 | gering
G2 | malig
G3 | stark

(9 Gesamtbeurteilung

Einteilung nach dem unguinstigsten Grad von A und B
z.B.A=G1lund B = G2 ergibt Grading G2

Tabelle 5: WHO-Klassifikation des Differenzierungsgrades eines PCa
[nach Mostofi und Mitarbeitern (1980), WHO International Histologica
Classification, No. 22, WHO, Genf]
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Grading des Prostatakarzinoms nach Vorschlag des pathologisch-
urologischen Arbeitskreises ,,Prostatakarzinom*

Dieses kombinierte, histologische Malignitatsgrading berucksichtigt in  einem
Punktesystem sowohl das Wachstumsmuster bzw. die Architektur des
Tumorgewebes als auch den Grad der Kernaplasie. Die beiden Merkmale werden
getrennt bestimmt entsprechend der Summe ihrer Beurteilungsziffern in einer
Punkteskala einem Malignitatsgrad zugeordnet. Diese Kombination aus
histologischem und zytologischem Grading hat sich fur die Prognosestellung als sehr

bedeutsam erwiesen:

Beriicksichtigte Kriterien Bewertungsziffern
gering mafig stark
Mittlere KerngréRe 1 2 3
Kerngroflenvariabilitat 1 2 3
Mittlere NukleolengréRe 1 2 3
Nukleolenvariabilitat 1 2 3
Zell- und Kerndissoziation 1 2 3
Kernordnung 1 2 3
Summe der Bewertungsziffern Malignitatsgrad

6-10 G1

11-14 G2

15-18 G3

Tabelle 6: Grading des Prostatakarzinoms (Pathologisch-urologischer Arbeitskreis)

1.2.7.2 STAGING

Neben dem Grading des Tumors sind die Ausbreitung des Karzinoms, aber auch die
Infiltration benachbarter Strukturen wie der Samenblasen und der metastatische
Befall der regiondaren Lymphknoten flr die Therapieplanung und die Prognose
entscheidend. In den letzten Jahren haben sich als Klassifikationssysteme das TNM-
System der ,Unio Internationalis Contra Cancrum (UICC)“ und das ABCD-System

der ,American Joint Commission (AJC)" durchgesetzt:
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TNM - Klassifikation der UICC von 2002, 6. Auflage

Primartumor

X

Primartumor kann nicht beurteilt werden

T0

Kein Anhalt fir Primartumor

T1

Klinisch nicht erkennbarer Tumor, nicht zu palpieren,

nicht durch bildgebende Verfahren zu erkennen

T1a

Tumor ist zufalliger histologischer Befund (inzident)

in 5% oder weniger des resezierten Gewebes

T1b

Tumor ist zufalliger histologischer Befund (inzident)

in mehr als 5% des resezierten Gewebes

T1c

Tumor durch Nadelbiopsie identifiziert

(z.B. weil ein erhéhter PSA-Serumspiegel vorlag)

T2

Tumor auf Prostata begrenzt

T2a

Tumor befallt die Halfte eines Lappens oder weniger

T2b

Tumor befallt mehr als die Halfte eines Lappens

T2c

Tumor befallt beide Lappen

(zu T2: Wird Tumorgewebe durch Nadelbiopsie in einem oder
beiden Lappen gefunden, ist aber nicht tastbar oder Gber
bildgebende Verfahren nicht zu erkennen, so ist er als T1c zu

klassifizieren)

T3

Tumor hat die Prostatakapsel durchbrochen

T3a

Uni-/bilateraler Kapseldurchbruch

T3b

Tumor befallt die Samenblase(n)

(zu T3: Infiltration des Apex prostatae oder in die Prostatakapsel
hinein, aber nicht hindurch, wird nicht als T3, sondern als T2

klassifiziert)

T4

Tumor ist fixiert oder infiltriert Nachbarstrukturen wie Blasenhals
und/oder M. sphincter externus und/oder Rektum und/oder Levator-
Muskeln und/oder ist an der Beckenwand fixiert

(nicht die bei T3 aufgefihrten Samenblasen)
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N Regionare Lymphknoten
NX | Regionare Lymphknoten nicht zu beurteilen
NO | Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
NA Metastase in solitarem regionaren Lymphknoten,
2 cm oder weniger in grofdter Ausdehnung
Metastase in solitarem Lymphknoten, mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 5
cm
N2 in grofdter Ausdehnung, oder in multiplen regionaren Lymphknoten, keine
mehr als 5 cm in groter Ausdehnung
N3 Metastase(n) in regionaren Lymphknoten,
mehr als 5 cm in gréfter Ausdehnung
M Fernmetastasen
MX Das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen vorhanden
M1a | Metastase(n) in nicht regionaren Lymphknoten
M1b | Knochenmetastase(n)
M1c | andere Lokalisation(en)
G Differenzierungsgrad des Tumors
GX | Differenzierungsgrad nicht bestimmbar
G1 gut differenziert
G2 malig differenziert
G3-4 | schlecht differenziert

Tabelle 7: TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms (UICC 2002, 6. Auflage)
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Amerikanische Klassifikation des AJC

A Kein Tumor tastbar, entdeckt bei einer transurethralen Prostataresektion,
Prostata-Adenomektomie oder beim Screening (inzindentes Ca)
A1 | Fokales Karzinom
A2 | Multifokales bzw. diffuses Karzinom
B Tastbarer, auf die Prostata begrenzter Tumor
B1 | Befall von 25% eines Lappens oder Knoten <1,5 cm
B2 | Knoten > 1,5 cm
C Tumor jenseits der Prostatakapsel
C1 | Minimale extrakapsulare Tumorausdehnung
co Ubergreifen auf benachbarte Strukturen wie
Blasenhals und/oder Samenblasen
D Metastasen
D1 | Pelvine Lymphknotenmetastasen
D2 | Knochen-, extrapelvine oder Weichteilmetastasen

Tabelle 8: Klassifikation des Prostatakarzinoms (American Joint Commission)

1.2.8 THERAPIE

Tumorstadium, Differenzierungsgrad, Allgemeinzustand und biologisches Alter des
Patienten sowie seine Begleiterkrankungen und nicht zuletzt die Erfahrung des
behandelnden Urologen entscheiden dber die einzuleitende Behandlung.
Grundsatzlich gilt es, fur das lokal begrenzte Prostatakarzinom auch eine lokale
Therapie anzustreben. Bei einer kurativen Zielsetzung sind die operative Behandlung

und die Strahlentherapie als vorrangig anzusehen.

1.2.8.1 RADIKALE PROSTATEKTOMIE

Die radikale Prostatektomie (RP), die die vollstandige Entfernung der Prostata
mitsamt ihrer Kapsel und der Samenblasen einschliel3t, bietet langfristig die beste
Aussicht auf dauerhafte Heilung. Die postoperative Letalitat liegt unter 0,5% [Braun
2005, 1324-31; Sokeland 2002, 301-314]. Sie ist dann angezeigt, wenn
Organmetastasen und Lymphknotenmetastasen ausgeschlossen wurden und der
Tumor die Organgrenzen noch nicht Uberschritten hat. Ein entscheidender Vorteil der
RP beispielsweise gegenuber der Bestrahlung ist eine moglichst ausgedehnte

Entfernung vom Tumorgewebe [Braun 2005, 1324-31].
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Bei der Operation wird vorwiegend ein offener retropubischer Zugang gewahlt, sie
kann aber auch laparoskopisch oder eventuell vom Perineum aus durchgefuhrt
werden.

Eine Komplikation der operativen Therapie ist die Inkontinenz, die unmittelbar nach
dem Eingriff haufiger zu beobachten ist und langfristig in Einzelfallen die Implantation
eines kunstlichen Sphinkters notwendig macht [Graefen 2005, 1277-86; Albers 2005,
3582-86]. Wahrend die Libido durch die Entfernung der Prostata nicht beeinflusst
wird und die Orgasmusfahigkeit haufig erhalten bleibt, geht der Samenerguss stets
verloren, und es muss in mehr als 50% der Falle mit einer signifikanten
Beeintrachtigung der Gliedversteifung gerechnet werden [Graefen 2005, 1277-86].

In Abhangigkeit vom Grad der intraprostatischen Ausbreitung des Malignoms
beziehungsweise je nach Kapselinfiltration wird derzeit zumeist durch intraoperative
Schonung der Nn. erigentes, die dorsolateral der Prostata verlaufen, ein
postoperativer Erhalt der Erektionsfahigkeit angestrebt [Geary 1995, 145-49].
Nachblutungen, Urethralstrikturen und Nebenhodenentzindungen sind selten.
Harnwegsinfekte sollten behandelt und ausgeheilt werden. Aktuelle Studien zeigen,
dass die radikale Prostatektomie bei sorgfaltig ausgewahlten Patienten auch nach
initialer Strahlen- oder Brachytherapie in kurativer Absicht mit guten Ergebnissen
durchgefuhrt werden kann [Heidenreich 2006, 474-81].

1.2.8.2 STRAHLENTHERAPIE

Prinzipiell ist das Prostatakarzinom ein nicht sehr strahlensensibler Tumor, bei
ausreichender Herddosis kann es jedoch radiotherapeutisch gut beeinflusst werden.
Die Ansprechrate hangt vom Differenzierungsgrad, vom Tumorvolumen und von der
Art der Applikation der Strahlendosis ab. Die Strahlentherapie kann beim PCa als
primar kurative Behandlungsoption, als adjuvante Therapie nach radikaler
Prostatektomie (rPx) oder als Therapie eines Lokalrezidivs bzw. als palliative
Therapie nach der rPx indiziert sein. Nach Fowler =zeigt die externe
Bestrahlungstherapie dieselben Langzeit-Uberlebensraten und Auswirkungen auf die
Lebensqualitat wie die operative Behandlung [Fowler 1996, 2258-65].

Nach Stephenson und Slawin stellt die externe Strahlentherapie eine essentielle
kurative Therapieoption im Falle eines postoperativen PSA-Neuanstieges dar,
solange die Behandlung unmittelbar nach Feststellung des Anstieges unter niedrigen
PSA-Serumwerten durchgefuhrt wird [Stephenson 2004, 90-6].
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Die externe Strahlentherapie scheint auch bei lokal fortgeschrittenen Karzinomen,
die die Organgrenzen zwar uberschritten, jedoch noch nicht zu Lymphknoten- oder
Fernmetastasen gefuhrt haben, sinnvoll [Braun 2005, 1324-31]. Nebenwirkungen
sind hier erektile Dysfunktion, Blasenfunktionsstorungen und mitunter therapie-

refraktare inflammatorische Reaktionen der Blasen- und Rektumschleimhaut.

1.2.8.3 BRACHYTHERAPIE (BT)

Das Prinzip der interstitiellen Strahlentherapie beruht auf der lokalen Applikation von
Radionukliden. Durch das Erreichen einer hohen Herddosis mit steilem Dosisabfall
an den Organgrenzen kdnnen strahleninduzierte Nebenwirkungen verringert werden.
In der praktischen Anwendung konnen neben der temporaren (Afterloadingtechnik)
und der permanenten Strahlenapplikation die Low-dose-rate-(LDR-)Brachytherapie
und die High-dose-rate-(HDR-)Brachytherapie differenziert werden, die sich durch
den Einsatz verschiedener Radionuklide unterscheiden. Die LDR-BT mit
permanenten Implantaten wird fur Low-risk-Patienten mit pratherapeutischem PSA
<10ng/ml und Tumorstadien <T2b und G2 bzw. Gleason-Score <6 empfohlen, bei
héheren Tumorstadien kann die Therapie durch additionelle externe Radiatio oder
eine hormonablative Behandlung eskaliert werden.

Die HDR-BT bietet sich aufgrund ihrer hohen Dosisleistung demgegeniber als
Afterloadingverfahren mit temporaren Implantaten an, das in der Regel mit einer
nachfolgenden perkutanen Bestrahlung kombiniert wird [Ash 2000, 315-21]. Die
Beurteilung der Brachytherapie im Vergleich zur perkutanen Bestrahlung ist aktuell

aufgrund fehlender prospektiv randomisierter Studien schwer maoglich.

1.2.8.4 ,WAIT-AND-SEE“-STRATEGIE

Bei kaum einem anderen bdsartigen Tumor besteht wie beim Prostatakarzinom die
Méglichkeit bzw. die Gefahr einer Ubertherapie. Hiermit ist vorrangig die aktive
Therapie von Malignomen gemeint, die per se keine Auswirkung auf die
Lebenserwartung des Erkrankten haben. Oft wird diese eher durch Komorbiditaten
oder durch das meist fortgeschrittene Alter des Patienten bestimmt [Graefen 2005,
1277-86]. So mussen im Vorfeld der Planung eines abwartenden Verhaltens
bezlglich der Therapie eines Prostatakarzinoms sowohl die Charakterisierung des

Tumors als auch das Alter des Patienten bzw. seine Lebenserwartung evaluiert
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werden. Bei alteren Patienten, bei denen ein kleinvolumiges (< 0,5 cm), gut
differenziertes Karzinom (G1, ohne Anteile von Gleason 4 oder 5) diagnostiziert
wurde, kann bei einer Lebenserwartung unter 10 Jahren auf eine Therapie verzichtet
werden [Stamey 1993/2000, 933-38/1155-60], jedoch stellen auch Tumoren, die in
ihrer Differenzierung die Eckdaten Ubersteigen, auch nicht zwangslaufig eine
Lebensbedrohung dar.

Sicherlich hat der Grofteil der Patienten mit einem PCa keine klinischen Symptome
und die meisten Patienten wirden auch ohne Therapie Uber mehrere Jahre
asymptomatisch bleiben, einige Patienten wirden aber innerhalb der ersten 10-15
Jahre nach des Diagnose des Tumors an den Folgen einer Metastasierung sterben
[Johansson 2004, 2713-19].

Daher ist in Abhangigkeit von der Tumordifferenzierung eine kurative Behandlung
des PCa bei Patienten, deren Lebenserwartung Uber 10 Jahren liegt, dringend zu
empfehlen. Ziel und Herausforderung fir den Behandelnden ist es also, den
insignifikanten Tumor von einem klinisch signifikanten Malignom zu differenzieren
und dementsprechend moglichst nur dieses einer aggressiven Therapie zuzufuhren.
Die Dauer des Therapieverzichtes richtet sich nach dem Biopsieergebnis, dem PSA-
Verlauf (insbesondere nach der Anstiegsgeschwindigkeit), der rektalen
Untersuchung und der PSA-Dichte. Weiterhin stehen der transrektale Ultraschall und
die Prostatabiopsie zur Verfugung. Bezuglich der Lebensqualitat muss der Patient,
der sich fur ein abwartendes Verhalten bei der Therapie eines Prostatakarzinoms
entscheidet, zwischen einerseits der moglichen Harninkontinenz und erektilen
Dysfunktion nach Operation oder Bestrahlung und andererseits der Sorge um das
Fortschreiten des Tumors mit regelmaRigen Kontrollen und der Angst verspateten

Beginns der kurativen Therapie abwagen.

1.2.8.5 HORMONTHERAPIE

Fir das lokal fortgeschrittene und/oder metastasierte PCa, das aktuell in der Regel
noch nicht kurativ behandelt werden kann, kommt vor allem die systemische
Therapie in Betracht, in aller Regel zunachst die hormonablative Behandlung. Walsh
hat neben der stimulierenden Wirkung der Androgene auf das Wachstum, die
Funktion und die Proliferation der gesunden Prostatazellen gezeigt, dass
Testosteron, obwohl es selbst nicht tumorigen wirkt, eine essentielle Rolle beim

Wachstum und beim Uberleben von Malignomzellen spielt [Walsh 1975, 125-40].
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Ziel dieser Behandlungsform ist also die Hemmung der hormonellen Stimuli des
Tumorzellmetabolismus und somit des Groflienwachstums des Prostatakarzinoms
durch eine Blockade der androgenen Hormone. Dies kann entweder durch die
Unterdrickung der testikularen Androgensekretion durch operative oder
medikamentdse Kastration oder durch die Hemmung des Effektes der zirkulierenden
Androgene an ihrem Wirkungsort mit kompetitiven Antiandrogenen erreicht werden.

Auch bei Testosteronwerten, die im Kastrationsbereich liegen, kann der
intraprostatische Androgenstimulus durch die Umwandlung von zirkulierenden
Androgenen adrenalen Ursprungs in Dihydrotestosteron erfolgen, daher ist unter
Umstanden eine Kombinationstherapie der verschiedenen Wirkprinzipien, die
komplette Androgenblockade, notwendig. Diese bietet allerdings im Vergleich zur
Monotherapie nur geringe Uberlebensvorteile und eventuell eine starke

Beeintrachtigung der Lebensqualitat [Samson 2002, 361-76].

Da das Prostatakarzinom nach letzten Erkenntnissen eine mitunter sehr heterogene
Tumorentitat darstellt, die verschiedene Zellpopulationen mit unterschiedlichem
Therapieansprechen nebeneinander beinhalten kann, wird in letzter Zeit auch im
Stadium des hormonrefraktaren Prostatakarzinoms (HRPC), d.h. bei Tumoren, die
auch unter Androgenablation einen erneuten PSA-Anstieg bzw. ein weiteres
Fortschreiten der Tumorlasionen zeigen, eine Fortfuhrung der Behandlung mit
Antiandrogenen neben einer eventuellen Chemotherapie als sinnvoll erachtet. Neue
Wege der Behandlung des HRPC beispielsweise mit Kombinationen aus
Chemotherapeutika und Inhibitoren der Angiogenese werden in aktuellen Studien
untersucht [Sonpavde 2006, 90-100].

1.2.8.6 CHEMOTHERAPIE

Fir die fortgeschrittenen Stadien des PCa besteht derzeit keine kurative
Therapieoption. Die oben genannte antihormonelle Behandlungsstrategie erreicht bei
mehr als 75% der betroffenen Patienten eine Stabilisierung der metastasierten
Erkrankung [Biedermann 1999, 874-79]. Nach etwa zwei bis drei Jahren entwickeln
aber nahezu alle Patienten eine hormonrefraktare Progression ihres
Prostatakarzinoms, das in diesem Stadium bislang mit Remissionsraten unter 10%
unter Monochemotherapie als chemotherapieresistent galt [Eisenberger 1988, 303-
10; Yagoda 1993, 1098-109].
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Kombinationstherapien mit Estramustin konnten jedoch zwischenzeitlich objektive
Remissionsraten von 19-69% zeigen [Perry 1995, 149-174], was zu einem Wandel
der Einstellung zur systemischen Chemotherapie des HRPC geflhrt hat. Eine
ausgereifte und etablierte Standardtherapie des HRPC aber existiert aktuell noch
nicht. Von der FDA sind Mitoxantron (in Kombination mit Prednison) und Estramustin
zur Therapie des HRPC aufgrund der palliativen Wirkung zwar zugelassen, ein
Uberlebensvorteil wurde bis dato jedoch nicht nachgewiesen. Viel versprechende
Ergebnisse zeigen sich aktuell beim Einsatz moderner Zytostatika wie z.B.
Vinblastin, Etoposid oder den Taxanen [Millikan 2003, 878-83; Bagley 2002, 2728-
32], jedoch ist bei der Behandlung mit diesen Substanzen mit teilweise erheblichen
Nebenwirkungen bzw. Toxizitaten zu rechnen. Gerade durch Kombinationstherapien
mit den genannten Chemotherapeutika lassen sich vor allem durch
Behandlungsregime, die auf dem Taxan Docetaxel basieren, signifikante
Wirksamkeiten mit tolerablen Nebenwirkungen zeigen [Nelius 2005, 573-78; Oudard
2005, 3343-51].

1.2.9 TUMORNACHSORGE UND PROGNOSE DES PROSTATAKARZINOMS

Die Tumornachsorge erfolgt in der Absicht, das Wiederauftreten bzw. das
Fortschreiten der Erkrankung und die Manifestation tumorbedingter  Neben-
wirkungen fruhzeitig zu erkennen. So sind regelmaRige Zwischenanamnesen
erforderlich, bei denen unter Umstanden die Angaben klinischer Symptome wie
Knochen- oder Flankenschmerzen auf Knochenmetastasen oder Stauungsnieren
hindeuten kdnnen. Auch eventuelle Nebenwirkung einer antiandrogenen Therapie
wie z.B. Hitzewallungen kdnnen so Uberwacht und behandelt werden. Die korperliche
Untersuchung einschlieBlich der digitalen rektalen Untersuchung kann zum
Nachweis eines lokalen Rezidivs nach radikaler Prostatektomie oder eines
Fortschreitens der Erkrankung nach Strahlentherapie oder antiandrogener Therapie
dienen. Sonographisch koénnen der Nachweis von Harnstauungsnieren oder

Hinweise auf Lymphknotenmetastasen erbracht werden.
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Nach einer radikalen Prostatektomie sollte der PSA-Wert unter die Nachweisgrenze
absinken. Jeder kontinuierliche Anstieg des PSA-Wertes bedeutet ein
Wiederauftreten der Tumorerkrankung. Nach den Ergebnissen einer amerikanischen
Studie ist bei etwa 35% der prostatektomierten Manner innerhalb von 10 Jahren
nach der Operation ein erneuter Anstieg der PSA-Konzentration im Serum zu
verzeichnen [Pound 1997/1999, 395-406/1591-97].

Ist nach radikaler Prostatektomie eine lokale Progression im Operationsgebiet
nachzuweisen, kann eine Strahlentherapie indiziert sein. Ansonsten stellt der
signifikante PSA-Anstieg im Grundsatz die Indikation zu einer antiandrogenen
Therapie dar, wobei zurzeit offen ist, ob diese unmittelbar oder verzdgert eingeleitet

werden soll.

Auch nach Strahlentherapie und/oder einer antiandrogenen Therapie kann der PSA-
Verlauf einen Rlckschluss auf die Erkrankungsentwicklung geben. Der PSA-Wert
sollte bei der geringen Proliferationsrate des Prostatakarzinoms jedoch nicht haufiger
als etwa 3-monatlich kontrolliert werden. Der alleinige Anstieg des PSA-Wertes stellt
nach Strahlentherapie oder unter antiandrogener Therapie nicht prinzipiell die
Indikation zu einer weitergehenden Behandlung dar, diese sollte vielmehr vom
Allgemeinzustand, der Symptomatik und der generellen Lebenserwartung des

Patienten abhangig gemacht werden.
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2 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Bei klinisch lokal begrenzten, das heil3t die Organgrenzen nicht Uberschreitenden
Prostatakarzinomen (pT2 im TNM-System), gilt die radikale Prostatovesikulektomie
als Therapie der Wahl [Pound 1997/1999, 395-406/1591-97; Huland 2000, 2163-68;
Okewaga 2000, 210-18]. Vor der Entfernung der Prostata und der Samenblasen wird
in der Regel im Rahmen des Stagings eine pelvine Lymphadenektomie durchgefihrt.
Werden bei der mikroskopischen histopathologischen Untersuchung der
Gefrierschnellschnitte der Beckenlymphknoten keine Metastasen nachgewiesen (NO
im TNM-System), wird die Prostatovesikulektomie angeschlossen. Bei einigen
Patienten kommt es jedoch in den Folgejahren nach der Operation trotz pT2NO-
Befund zu einem Neuanstieg des PSA-Wertes im Serum (PSA-Relapse/-Progress).
Nach Pound ist dies bei etwa 35% der prostatektomierten Manner innerhalb von 10
Jahren der Fall [Pound 1999, 1591-97].

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob Mikrometastasen des
Prostatakarzinoms, die histologisch nicht erfasst wurden, fir diesen PSA-Relapse
verantwortlich sind. Mit diesem Ziel wurden die formalin-fixierten und in Paraffin
eingebetteten iliakalen Lymphknoten von 80 ausgewahlten Patienten, die sich in den
Jahren 1990 bis 2000 einer radikalen Prostatektomie unterzogen haben, mit der
konventionellen Reverse Transkriptase - Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) und
der Real Time TAQMAN® PCR untersucht. Der Nachweis von mRNA des
prostataspezifischen Antigens sollte hierbei das Vorliegen von Mikrometastasen
beweisen.

Die Sensitivitat des Lymphknoten-Stagings konnte moglicherweise unter der
Zuhilfenahme der genannten Labortechniken erhoht und die Therapieplanung und
die Prognosestellung fur den Patienten mit einem Kklinisch auf die Prostata

begrenzten Karzinom erleichtert werden.
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3 MATERIALIEN UND METHODEN
3.1 PATIENTENGUT

Untersucht wurden die in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten pelvinen
Lymphknoten von 80 ausgewahlten Mannern, die sich im Zeitraum von 1990 bis
2000 in der Urologischen Klinik und Poliklinik des Klinikums Rechts der Isar einer
radikalen retropubischen Prostatovesikulektomie unterzogen haben. Diese Patienten
zeigten in der pathologisch-histologischen Routineuntersuchung organbegrenzte
Tumoren ohne Invasion der Samenblasen und ohne Metastasierung in die
regionaren Lymphknoten (pT2NO). Die Dauer der postoperativen Nach-
beobachtungsphase der Patienten betrug im Durchschnitt 59,7 Monate (1,2-149).
Der durchschnittliche Gleason-Score lag bei 6, das Tumorgrading gemaf der WHO
ergab im Durchschnitt G2, die praoperative PSA-Konzentration lag im Durchschnitt
bei 13,1 ng/ml. 29 dieser 80 Patienten zeigten in der Folgezeit nach der Operation
einen als PSA-Rezidiv definierten erneuten Anstieg der PSA-Konzentration im
Serum (>0,5 ng/ml). Die detaillierte Beschreibung der klinischen Daten der einzelnen
Patienten zeigt die folgende Tabelle Nr. 9. Nach der Gewinnung von seriellen
Schnitten aus den Paraffinblocken und der anschlielenden Ribonukleinsaure-
Extraktion (RNA-Extraktion) aus dem Lymphknotenmaterial wurde der Gehalt an
mRNA flr das prostataspezifische Antigen qualitativ mittels konventioneller
Polymerase-Kettenreaktion mit vorangehender reverser Transkription (RT-PCR) und
quantitativ mittels der Real Time TAQMAN® RT-PCR bestimmt.



Klinische Daten der Patienten

Anzahl

Patienten %

pT 2a 29 36,25
2b 51 63,75

pN pNO 80 100,00
R-Status 0 66 82,5
1 14 17,5

Grading 1 8 10,0
2 56 70,0

3 16 20,0

Gleason 1 1 1 1,25
2 4 5,0

3 49 61,25

4 12 15,0

5 13 16,25

fehlend 1 1,25

Gleason 2 1 1 1,25
2 14 17,5

3 53 66,25

4 8 10,0

5 3 3,75

fehlend 1 1,25

Gleason-Score 2 1 1,25
3 1 1,25

4 6 7,5

5 9 11,25

6 37 46,25

7 11 13,75

8 10,0

9 6 7,5

fehlend 1 1,25

Tabelle 9: Klinische Daten der Patienten, deren Lymphknoten
im Rahmen der Untersuchung bearbeitet wurden
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3.2 METHODEN

3.2.1 EXTRAKTION VON RNA AUS 150 pM - PARAFFINSCHNITTEN PELVINER LYMPHKNOTEN
3.2.1.1 SCHNEIDEN DER PARAFFINBLOCKE

Da das Ziel dieser Arbeit war, mRNA fir PSA aus solitaren Zellen eines
Prostatakarzinoms nachzuweisen, um das Vorliegen von Mikrometastasen zu
untersuchen bzw. nachzuweisen, wurden hinreichend starke Schnitte der in Paraffin
eingebetteten Lymphknoten bendtigt, um eventuelle Mikrometastasen auch sicher
erfassen zu koénnen. Mit einem Mikrotom der MICROM GmbH (Typ: HM 335 E)
wurden pro Paraffinblock acht 150 ym dicke Schnitte aus reprasentativen Schichten
des Lymphknotens bzw. des Lymphknotenpaketes angefertigt [Nahrig 2000, 2209-
12]. Unter Anleitung von Herrn OA Dr. Gregor Weirich vom Institut fur Pathologie
wurde ein viertagiges Verfahren zur Entparaffinierung des Lymphknotengewebes
und der Extraktion von RNA aus den 150 uym-Schnitten entwickelt [Specht 2001,
419-29].

3.2.1.2 ENTPARAFFINIERUNG DER LYMPHKNOTENSCHNITTE

Die 150 ym-Schnitte eines Paraffinblockes wurden in ein 50 ml Falcon-Réhrchen
uberfuhrt und innerhalb der nachsten vier Wochen weiterverarbeitet. Das
Probenmaterial wurde zunachst in 15 ml Xylol geldst und im Wasserbad bei 37°C fur
20 Min. unter gelegentlichem Schutteln inkubiert. Daraufhin wurde die Suspension in
einer 4K15 Laborzentrifuge der Firma Sigma fir 5 Min. bei maximaler
Geschwindigkeit (5292 rcf bzw. 5100 rpm) zentrifugiert, der Uberstand danach
dekantiert.

Nach einer Wiederholung der vorangegangenen Schritte folgte eine absteigende
Alkoholreihe. Das Probenmaterial wurde zweimal in 100%igem, zweimal in 90%igem
und einmal in 70%igem Ethanol (Verdunnung mit DEPC-Wasser) fur 5 Min. im
Wasserbad (GFL) bei 37°C geldst. Nach einer 5minutigen Zentrifugation bei 5292 rcf
wurde der Uberstand dekantiert und das Probenmaterial fir 15 Min. bei 55°C im

Brutschrank getrocknet.
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3.2.1.3 PROTEINASE K - VERDAU DES LYMPHKNOTENGEWEBES

Zum Lymphknotengewebe wurden 200 pl 1M Tris, 4 ul 0,5 M EDTA, 4 ml 10%
SDS, 526 ul Proteinase K und ca. 11 ml DEPC-Wasser pipettiert, es ergab sich ein
Gesamtvolumen von 16 ml. Die Losung wurde fur mindestens 16 Stunden im
Wasserbad bei 60°C inkubiert. Falls nach der Inkubation noch Gewebefragmente zu
sehen waren, erfolgte eine weitere Zugabe von 263 ul Proteinase K mit Fortsetzung
des Verdaus bis zu 1 Stunde, ansonsten wurde unmittelbar der erste Schritt der

RNA-Extraktion angeschlossen.

3.2.1.4 ERSTE PHENOL-CHLOROFORM-EXTRAKTION DER RNA

Zur Probenlésung (ca. 16 ml) wurden 16 ml saures Phenol, 5,3 ml Chloroform
und 1,6 ml 2 M NaAcetat gegeben, mit einem MS1 Minishaker IKA® wurde fur 30
Sek. gemischt. Nach der nun erfolgten Zentrifugation fur 20 Min. bei maximaler
Geschwindigkeit (5292 RZB) wurden etwa 16 ml der oberen, wassrigen Phase in ein

neues Falcon-Rohrchen tberfihrt.

3.2.1.5 ERSTE FALLUNG UND PRAZIPITATION DER RNA

Zu der vorliegenden Lésung (ca. 16 ml) wurden 16 ml Isopropanol und 32 pl
Glykogen (Gesamtvolumen 32,032 ml) pipettiert, um die Loslichkeit der RNA zu
reduzieren und ihre Ausfallung herbeizufiihren. Die FlUssigkeiten wurden durch
kurzes Schwenken gemischt und dann uber Nacht bei -20°C inkubiert.

Nach einer Zentrifugation bei 4°C und 5100 rpm/5292 RZB fur 60 Min. wurde der
Uberstand dekantiert. Das RNA-Pellet wurde mit 1,5 ml 70% Ethanol gewaschen,
danach wurde eine weitere Zentrifugation fur 20 Min. bei 5100 rpm/5292 RZB und
18°C durchgefiihrt. Wiederum wurde der Uberstand abgegossen, dann wurde das
Pellet mit einer Pipettenspitze in ein 1,5 ml Sarstedt-Rdéhrchen Gberfuhrt und bei

Raumtemperatur fur etwa 5 Min. getrocknet.
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3.2.1.6 DNASE-VERDAU

Zum Pellet wurden 176 uyl DEPC-Wasser, 20 pyl DNAse-Puffer und 4 ul DNAse
gegeben, es resultierte ein Gesamtreaktionsvolumen von 200 ul. Nach einer
45minatigen Inkubation im Wasserbad bei 37°C folgte ein weiterer Schritt der RNA-

Extraktion:

3.2.1.7 ZWEITE PHENOL-CHLOROFORM-EXTRAKTION DER RNA

200 pl saures Phenol, 60 pl Chloroform und 20 pl 2 M NaAcetat wurden dazu
pipettiert, die Losung wurde fur 30 Sek. auf dem Minishaker kraftig gemischt und
danach bei 18°C und 14.000 rpm/20800 rcf fir 10 Min. in einer 5417R Centrifuge der
Firma Eppendorf zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde ein neues Sarstedt-
Rohrchen Uberfuhrt.

3.2.1.8 ZWEITE FALLUNG UND PRAZIPITATION DER RNA

500 pl Isopropanol und 1 ul Glykogen wurden zugegeben. Eine weitere Inkubation
uber Nacht bei -20°C schloss sich an. Als nachstes wurde die Lésung bei 4°C und
14.000 rpm/20800 rcf fur 30 Min. zentrifugiert, der Uberstand wurde dekantiert. Das
RNA-Pellet wurde mit 100 pl 75%igem Ethanol gewaschen und fur 10 Min. bei

Raumtemperatur getrocknet, nachdem der Alkohol wieder abpipettiert worden war.

3.2.1.9 RESUSPENSION DES RNA-PELLETS

Das getrocknete Pellet wurde in 50 ul DEPC-H,0 resuspendiert. Durch mehrmaliges
Ansaugen und Auspipettieren wurde die Resuspension beschleunigt und die
Durchmischung optimiert. Die RNA-Losung wurde im Anschluss entweder bei -80°C
eingefroren oder direkt der reversen Transkription zur Herstellung von cDNA
zugefuhrt.

Vor der Transkription wurde der Teil der RNA-L6sung, der umgeschrieben werden
sollte, mit DEPC- H,O im Verhaltnis 1:10 verdinnt. Hierzu wurden 1 pul RNA-L6sung
und 9 ul DEPC- H;0 in einem 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen gemischt.
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3.2.2 REVERSE TRANSKRIPTION

Mittels der RNA-abhangigen DNA-Polymerase ,reverse Transkriptase® konnte mRNA
in so genannte copyDNA (cDNA) umgeschrieben werden. Es wurde mit ,random®-
Hexamer-Primern gearbeitet. Das flr die reverse Transkription verantwortliche
Enzym wies keine RNAse-Aktivitat auf, ein vorzeitiger Abbau der RNA konnte also
wahrend dieses Schrittes vermieden werden (fur verwendete Materialien siehe
Tabelle 12 im Anhang dieses Kapitels).

Zunachst wurden 5 pl der verdiunnten RNA-L6sung und 2 yl Random Hexamers in
ein 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen pipettiert und bei 70°C im Warmeblock (SCHUTRON
Thermoshaker CLF Emersacker) fur 2 Min., anschlieliend bei Raumtemperatur fir 10
Min. inkubiert. Dann wurde der RT-Mix und die reverse Transkriptase (M-MLV)
zugegeben, die genaue Zusammensetzung geht aus der Tabelle 13 im Anschluss an
dieses Kapitel hervor.

Die Lésung wurde nun fur die Gegenstrangsynthese 60 Min. lang bei 37°C inkubiert
und die reverse Transkriptase danach im Thermoshaker fur 5 Min. bei 95°C
inaktiviert. 2 pl der hergestellten cDNA wurden hierauf in der RT-PCR weiter

untersucht. Die verbleibende cDNA-L&sung wurde bei -20°C eingefroren.

3.2.3 REVERSE TRANSKRIPTASE - POLYMERASE-KETTENREAKTION (RT-PCR)
3.2.3.1 PRINZIP DER POLYMERASE-KETTENREAKTION

Diese in der vorliegenden Arbeit angewendete Technik erlaubt die spezifische
exponentielle Amplifikation eines bis zu mehreren tausend Basen langen DNA-
Abschnittes (Template), der durch zwei Primer markiert wird. Die PCR-Primer sind
kanstlich synthetisierte DNA-Fragmente, meist zwischen 15 und 25 Basen lang und
weisen die komplementare Basensequenz der beiden Enden der Zielsequenz auf.
Nach Trennung des DNA-Doppelstranges — zum Beispiel menschlicher genomischer
DNA — bei 94°C lagern sich bei einer je nach Zielgen definierten Temperatur (z.B.
55°C) die spezifischen Primer an die komplementaren Enden der Zielsequenz an
(Annealing). Bei 72°C (Extension) baut die Polymerase Nukleotide ein und verlangert
die beiden Primer, so dass jeweils der komplementare Strang zum vorliegenden

Einzelstrang entsteht.
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Die Verwendung der hitzestabilen Tag-Polymerase des thermophilen Bakteriums
Thermus aquaticus erlaubt die Automatisierung des Reaktionsablaufes auf einem
Thermocycler [Myers 1991, 7661-66]. Nach 30-40 PCR-Zyklen exponentieller
Vervielfaltigung steht innerhalb weniger Stunden ein milliardenfach amplifizierter
DNA-Abschnitt zur Verfigung. Die PCR-Produkte lassen sich mittels der
Gelektrophorese auftrennen und bestimmen. Bei der Diagnostik des
Prostatakarzinoms ist vor allem der Nachweis von PSA-mRNA relevant [Adsan 2002,
579-85; Ben-Ezra 1991, 351-54; Deguchi 1993/1999, 5350-54/565-69; Edelstein
1995/1996, 597-603/370-75; Jackson 1990, 499-504].

3.2.3.2 R-PYRUVATDEHYDROGENASE-RT-PCR (3-PDH-RT-PCR)

Da das Enzym R-Pyruvatdehydrogenase in allen Korperzellen, so vor allem auch in
den in verwendeten Lymphknoten vorliegt, sollte anhand der Durchfuhrung einer 13-
PDH-RT-PCR der Erfolg der RNA-Extraktion gezeigt bzw. das Vorliegen von RNA in

der der PCR zugefuhrten Probe bewiesen werden.

Gemal} einem Pipettierschema fur eine Probe (siehe Tabelle14) wurde zunachst ein
Mix fUr die entsprechende Anzahl der zu untersuchenden Proben zusammengestellt.
Aus diesem Mix wurden dann jeweils 23 pl in ein 0,5 ml PCR-Tube Uberfihrt. Zur
Amplifikation wurden 2 pl cDNA (von der Proben-RNA) eingesetzt, woraus ein
Volumen von 25 pl fur die Polymerase-Kettenreaktion resultierte. Als Primer wurden

fur die Reaktionen folgende verwendet:

R-PDHFP (5 - CTT CCA CAG CCC TCGACTAA-3)
R-PDH RP (5 - GGT ATG GAT GAG GACCTGGA-3')

Aufgrund der hohen Sensitivitat der Methode wurde bei jeder PCR neben den
Patientenproben auch eine Negativkontrolle angesetzt, welche anstatt der cDNA
aqua destillata beinhaltete.

Die Proben wurden nun in einem PCR-Cycler der Firma Applied Biosystems (Typ:
GeneAmp PCR System 9700) der Polymerase-Kettenreaktion unterzogen. Die
Details des Programms sind im Tabellen-Anhang des Kapitels nachzulesen (Tabelle
14).
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3.2.3.3 PSA-RT-PCR

Mittels der PSA-RT-PCR wurden die Proben auf das Vorhandensein von PSA-mRNA
in den vorliegenden Lymphknotenschnitten untersucht. Hierzu wurden dem PCR-MIX
(die Zusammensetzung ist im Anhang des Kapitels nachzulesen) spezifische Primer
fur das PSA-Gen beigefugt:

PSAFP (5-GTC TGC GGC GGT GGT CTG-3')
PSARP (5-TGC CGA CCC AGC AAG ATC-3")

Aus diesem Mix wurden dann jeweils 23 pl in ein 0,5 ml PCR-Tube Uberfuhrt. Zur
Amplifikation wurden 2 uyl cDNA (von der Proben-RNA) eingesetzt, woraus ein
Volumen von 25 pl flir die Polymerase-Kettenreaktion resultierte. Neben den
Patientenproben wurde eine Negativkontrolle angesetzt, welche anstatt der cDNA
aqua dest. beinhaltete.

Aufgrund der hohen Sensitivitdt der Methode wurden bei jeder PCR
Negativkontrollen durchgeflihrt, um eventuelle Kontaminationen der PCR-Ansatze
erkennen zu konnen.

Die Proben wurden nun ebenfalls in einem PCR-Cycler der Firma Applied
Biosystems (Typ: GeneAmp PCR System 9700) einer Polymerase-Kettenreaktion
unterzogen. Die Details des Programms sind im Tabellen- Anhang des Kapitels

nachzulesen (Tabelle 15).

3.2.4 AGAROSE - GELELEKTROPHORESE
3.2.4.1 GRUNDLAGEN

Die Gelektrophorese, die sich an die PCR anschliel3t, ist ein etabliertes Verfahren zur
Auftrennung und Darstellung von PCR-Produkten bzw. von amplifizierter cDNA. Die
porose, gitterartige Mikrostruktur des Agarosegels ist verantwortlich flr
unterschiedliche Laufgeschwindigkeiten verschieden grolRer Molekile im
Spannungsfeld, so z.B. von DNA-Fragmenten, die sich in der Anzahl ihrer

Basenpaare und somit im Molekulgewicht unterscheiden [Jackson 1990, 499-504].
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3.2.4.2 DURCHFUHRUNG

Zur Herstellung eines 2%igen Agarosegels wurden 2 g Agarose und 100 ml 1 x TBE-
Puffer in einem Glaskolben vermischt und 2-3 Min. in der Mikrowelle erhitzt, bis die
Flussigkeit klar und blasenfrei war. Der Kolben wurde dann mit einem Uhrglas
abgedeckt. Im Anschluss wurde die Mischung 15-20 Min. lang gerlhrt, kurz vor dem
GielRen des Gels erfolgte die Zugabe von 1 Tropfen Ethidiumbromid. Die Flissigkeit
wurde dann in eine Plexiglaswanne mit zwei Kdmmen flr die Geltaschen gegossen
(Abbildung 2). Bei Raumtemperatur verfestigte sie sich hierauf innerhalb von etwa
30 Min.

Im nachsten Schritt wurde das Gel in eine Elektrophorese-Kammer gelegt, der
Kammerpuffer wurde so eingeflllt, dass das Gel vollstandig bedeckt war. Die genaue
Zusammensetzung des Puffers ist in Tabelle 16 im Anschluss an dieses Kapitel

nachzulesen.

Abbildung 2: Gelelektrophoresekammer Abbildung 3: Spannung von 120 Volt
bei der Gelelektrophorese
Vor der Gelelektrophorese wurden 4 ul PCR-Produkt und 1 uyl 10 x Farbstoff als
Tragersubstanz in die Vertiefung einer Titrierplatte pipettiert. Die 5

Gesamtvolumen wurden nun in jeweils eine Tasche des Agarosegels geladen.

Als Bandenmarker diente HAE lll, hiervon wurden 12 pl als Referenz verwendet.
Die Gelelektrophorese wurde fur 30 Min. bei 120 Volt Spannung durchgefihrt
(Abbildung 3).



46
3.2.4.3 GELDOKUMENTATION

Zur Visualisierung der PCR-Produkte erfolgte schlie3lich die Photographie des Gels
und der Banden im Geldokumentationssystem (,Eagle Eye“) und die Auswertung des
Ergebnisses:

Zunachst wurde das Gel aus der Elektrophoresekammer genommen und in den
Transilluminator gelegt, unter Weildlicht wurde nun das Gel optimal im Bildausschnitt
positioniert und der Detailausschnitt mit dem Zoomhebel eingestellt. Zuletzt wurden
die Banden mit ultraviolettem Licht sichtbar gemacht, mit der Kamera aufgenommen
und ausgedruckt. Die Abbildung 4 zeigt neben den Referenzmarkern Beispiele von

Bandenmustern als positiven Nachweis von cDNA.

18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
HAE Il HAE 1l

Abbildung 4:

UV-Fotographie des Elektrophorese-Gels: die Bandenmuster oben im Bild
zeigen als Erfolg der mRNA-Extraktion und der PCR den positiven
Nachweis der B-PDH-cDNA, in den unteren Taschen des Agarosegels
wurden Proben der PSA-PCR aufgetragen. Die Proben 13-16 zeigen
Bandenmuster als positiven Nachweis von PSA-cDNA.
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3.2.5 ReAL TIME TAQMAN® POLYMERASE-KETTENREAKTION

Mit der Real Time TAQMAN® PCR ist mittels fluoreszierender Sonden eine
quantitative Bestimmung von mRNA bzw. cDNA in Echtzeit mdglich. Wie bei der
konventionellen RT-PCR werden auch bei der TAQMAN® PCR durch eine Tag-
Polymerase einzelne komplementare Oligonukleotide, die sich an die aufgetrennte
DNA-Doppelhelix angelagert haben, zu einem Strang verbunden. Bei diesem System
hybridisiert jedoch wahrend der PCR eine markierte Sonde zusammen mit den
Primern an den Matrizenstrang. Die Sonde besteht aus einem Oligonukleotid,
dessen 5-Ende mit einem fluoreszierenden ,Reporter-Farbstoff (Fluoreszin-Derivat)
markiert ist und das am 3’-Ende einen ,Quencher‘-Farbstoff (Rhodamin-Derivat)
tragt. Solange die beiden Farbstoffe raumlich eng angeordnet sind, wie es bei
Anlagerung der Sonde an den DNA-Einzelstrang der Fall ist, wird durch einen

Fluoreszenz-Energietransfer die Emission des Reporter-Farbstoffes unterdrickt.

Wenn nach der Hybridisierung der Primer und der Sonde an den Matrizenstrang die
Taqg-Polymerase die einzelnen Nukleotide zusammenfugt, trifft sie auch auf die
Sonde. Wahrend die Tag-Polymerase die Sonde vom Matrizenstrang verdrangt,
entsteht eine Y-formige Sekundarstruktur, wodurch die 5’-3’-Exonuklease-Aktivitat

der Tag-Polymerase induziert wird.

Die Sonde wird somit abgetrennt und geschnitten. Hierdurch wird die Distanz
zwischen dem fluoreszierenden Farbstoff und dem Quencher-Farbstoff grélier, der
Fluoreszenz-Energietransfer wird ausgeschaltet und der Reporter-Farbstoff gibt sein
Signal ab. Sonden, die wahrend der PCR nicht an den DNA-Strang angelagert
waren, werden nicht hydrolysiert. Somit wird die raumliche Nahe zwischen den
beiden Farbstoffen nicht unterbrochen, die Entstehung eines Signals unterbleibt. Auf
diese Weise ist es moglich, an der Starke des Fluoreszenzsignals die Akkumulation
der PCR-Produkte abzulesen.

Diese wird mit Hilfe eines Sequence Detectors im geschlossenen Reaktionsgefaly
Zyklus fur Zyklus erfasst. Die Real Time TAQMAN® PCR erfordert also keine
anschlielfende Auswertung mittels einer Gelelektrophorese [Gelmini 2001/2003, 385-
91/261-65].
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Als Referenz wurden bei der TAQMAN® PCR bekannte Mengen von Ziel-PSA-
cDNA als Standardkurve amplifiziert, die aus mRNA revers transkribiert wurde. Diese
war zuvor aus den iliakalen Lymphknoten eines pT2 pN-positiven Patienten mittels
des oben beschriebenen Verfahrens extrahiert worden. Nachdem in einer RT-PCR
die Qualitat und Verwendbarkeit der Kontrollen fur das TAQMAN-Verfahren Gberpruft
worden war, wurde die cDNA mit DEPC-Wasser in den Verhaltnissen 1:1, 1:5, 1:25,
1:125, 1:625, 1:3.125 und 1:15.625 verdunnt, hieraus wurden dann die
Standardkurven fur das PSA-Gen und fur das TBP-Gen (TATA-Box binding protein-
Gen als Housekeeping-Gen) erstellt.

Die so genannten Ct-Werte werden in Abhangigkeit von der Standard-cDNA-Menge
anhand des Auswertungsprogramms erstellt und dienen als Bezugsgrofle fur die

Messwerte der Proben.

3.2.5.1 WAHL DER PRIMER UND SONDEN FUR DIE TAQMAN®-PCR

Die eingesetzten Sonden sind an ihrem 5’-Ende mit dem Farbstoff FAM (6-Carboxy-
Fluoreszin) und an ihrem 3’-Ende mit dem Farbstoff TAMRA (6-Carboxy-Tetramethyl-
Rhodamin) markiert. Folgende Primer und Sonden wurden in dieser Arbeit

verwendet:

TBP [TATA-Box-binding proteine]

Oligonukleotid Sequenz GroRe des PCR-Produktes

Sense Primer (FP) 5-GCC CGA AAC GCC GAA TAT -3’ | 89 Basenpaare

Antisense Primer (RP) | 5-CCG TGG TTC GTG GCT CTCT -3’

Sonde 5'-FAM-ATC CCA AGC GGT TTG CTG CGG-TAMRA-3’

Tabelle 10: Primer und Sonden fiir die TBP Tagman® PCR

PSA [prostataspezifisches Antigen]

Oligonukleotid Sequenz GroRe des PCR-Produktes

Sense Primer (FP) 5-GTC TGC GGC GGT GTT CTG-3' | 73 Basenpaare

Antisense Primer (RP) | 5-TGC CGA CCC AGC AAG ATC-3’

Sonde 5’-FAM-CAC AGC TGC CCA CTG CAT CAG GA-TAMRA-3’

Tabelle 11: Primer und Sonden fiir die PSA Tagman® PCR
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3.2.5.2 DURCHFUHRUNG DER REAL TIME TAQMAN® PCR

Gemal einem Pipettierschema fiir eine Probe (Details siehe Tabelle 17 im Anhang
des Kapitels) wurde zunachst ein Mix fur die entsprechende Anzahl der zu
untersuchenden Proben zusammengestellt.

25 pul der Reaktionslésung wurden in die Vertiefungen einer 96-Well-Mikrotiterplatte
(MicroAmp® Optical 96 well reaction plate, Perkin Elmer Applied Biosystems)
pipettiert, anschlie®Bend wurden 5 pyl cDNA bzw. aqua ad injectabilia als
Negativkontrolle dazu gegeben. Das gesamte Reaktionsvolumen betrug somit 30 ul.
Fir jede Probe wurde Doppelbestimmung durchgefuhrt. Zum Verschlielen der Wells
wurden optische Deckel (MicroAmp® Optical caps, PE Applied Biosystems)

verwendet.

3.2.5.3 ABIPRISM™ 7700 DETECTION SYSTEM

Im Thermocycler dieses Systems der Firma PE Applied Biosystems durchliefen die
zu analysierenden Proben 40 Zyklen. Das ausflihrliche Programm ist in Tabelle 18
im Anhang des Kapitels zu ersehen. Eine Linse oberhalb der Halterung, in die die
Mikrotiterplatte eingesetzt wurde, leitete den Strahl eines Argon-Lasers (Wellenlange
488 nm) durch die Reaktiongefal’e. Die Messung der hierdurch ausgeldsten
Fluoreszenzemission erfolgte ebenfalls Uber diesen optischen Leiter. Das ABI
PRISM™ 7700 Detection System wurde Uber einen Personal Computer der Firma
Maclntosh® gesteuert. Die folgende Abbildung 5 zeigt die graphische Darstellung der
DNA-Amplifikation der Real Time TAQMAN® PCR.
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Abbildung 5:

Graphische Darstellung der DNA-Amplifikation der Real-Time TAQMAN PCR:
Beispiele von positiven Ergebnissen. Die horizontale Achse zeigt die Zeit mit
den fortschreitenden Zyklen, die vertikale Achse zeigt die Menge der
amplifizierten cDNA anhand der farbigen Linien. Je friiher eine Kurve
anzusteigen beginnt, desto mehr mRNA befand sich in der untersuchten Probe.
Dieses Verfahren lasst somit eine quantitative Bestimmung zu.



3.3 ANHANG zU KAPITEL 3

o1

REVERSE TRANSKRIPTION MIT REVERSER TRANSKRIPTASE M-MLV

- Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase (M-MLV RT)

- 0,1 M DTT (Dithiotreitol)

- M-MLV 5x Puffer (Gibco BRL Cat.#28025.013, 200 U/ul; -20°C)

- Random Hexamers/Hexanucleotide 10x konz. (Roche Cat.#1277081; 100 pl; -20°C)
- RNAse Inhibitor (Roche Cat.#799017;40 U/ul; -20°C)

- ATP, TTP, GTP, CTP (Perkin ElImer/Roche, je 10 mM; -20°C) — Mix 1:1:1:1

Tabelle 12

MiX FUR REVERSE TRANSKRIPTION: ZUSAMMENSETZUNG
4 ul DEPC-H,O

4 ul M-MLV-Puffer

1 ul dNTPs

2ulDTT

1yl M-MLV

Tabelle 13

RT — POLYMERASE-KETTENREAKTION
- PDH (Pyruvatdehydrogenase)-PCR-MIX

1525yl H,O
2,5yl 10mM PCR-Puffer (1 M Tris-HCI [pH 8,3], 1 M KCI, Gelatine, H,O)
4yl dNTPs
0,5ul  R-PDH-Primer 763.1
0,5yl R-PDH-Primer 763.2

0,25yl Tag-Polymerase (Amersham Biosciences)

PCR-CYCLER-PROGRAMM

1.4 Min. 94°C (primarer Denaturierungsschritt)

2.1 Min. 94°C (Denaturierung)

3. 30 Sek. 55°C (Primer-Annealing)

4. 30 Sek. 72°C (Gegenstrangsynthese)

5. 4 Min. 72°C (finale Gegenstrangsynthese)

Die Schritte 2, 3 und 4 wurden als Zyklus 40 mal wiederholt,

nach Ende des Programms wurden die Proben auf 4°C gekuhlt

Tabelle 14
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RT — POLYMERASE-KETTENREAKTION

PSA-PCR-MIX
1525 H,0
2,5ul  10mM PCR-Puffer (1 M Tris-HCI [pH 8,3], 1 M KCI, Gelatine, H,0)
4pl dNTPs

0,5yl Primer psa-fp (5- GTC TGC GGC GGT GGT CTG-3')
0,5ul  Primer psa-rp (5- TGC CGA CCC AGC AAG ATC-3")

0,25yl  Tag-Polymerase (Amersham Biosciences)

PCR-CYCLER-PROGRAMM

1.4 Min. 94°C (primarer Denaturierungsschritt)

2. 30 Sek. 94°C (Denaturierung)

3. 30 Sek. 60°C (Primer-Annealing)

4. 30 Sek. 72°C (Gegenstrangsynthese)

5.7 Min. 72°C (finale Gegenstrangsynthese)

Die Schritte 2, 3 und 4 wurden als Zyklus 40 mal wiederholt,

nach Ende des Programms wurden die Proben auf 4°C gekuhlt

Tabelle 15

KAMMERPUFFER FUR GELELEKTROPHORESE: ZUSAMMENSETZUNG
11 Kammerpuffer (1 x TBE mit Ethidiumbromid) entspricht

100 ml 10 x TBE-Puffer

900 ml aqua dest.

10 Tropfen Ethidiumbromid.

Tabelle 16

PIPETTIERANSATZ FUR DIE TAQMAN® PCR
1l Aqua ad injectabilia
15yl 2x Mastermix
3yl Primer fp (3mM)
3l Primer rp (3mM)
3yl Probe (ist vor Licht zu schitzen) Pipettierschema x Anzahl der Wells + 2 fiir P.fehler

5ul  Template

Tabelle 17

TAQMAN® PCR: Thermocycler-Programm

1. 2 Min. 50°C (ab dem zweiten Zyklus Gegenstrangsynthese)
2.10 Min. 95°C (primarer Denaturierungsschritt)

3. 15 Sek. 95°C (Denaturierung)

4. 1 Min. 60°C (Primer-Annealing)

Tabelle 18
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4 ERGEBNISSE

In der vorliegenden Arbeit wurden die in Formalin fixierten und in Paraffin
eingebetteten pelvinen Lymphknoten von 80 ausgewahlten Patienten mit einem lokal
begrenzten Prostatakarzinom (pT2), die sich in den Jahren 1990 bis 2000 einer
radikalen Prostatovesikulektomie und einer pelvinen Lymphadenektomie unterzogen,
und bei denen die histopathologischen Routineuntersuchungen negative
Lympknotenbefunde (pNO) ergeben hatten, mit der konventionellen Reverse
Transkriptase - Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) und der Real Time TAQMAN®
RT-PCR untersucht.

Da das Ziel der Untersuchung war, messengerRNA flr prostataspezifisches Antigen
(PSA) aus solitaren Zellen eines Prostatakarzinoms zu detektieren, um das Vorliegen
von Mikrometastasen zu untersuchen bzw. nachzuweisen, wurden hinreichend
starke serielle Schnitte der Paraffinblécke, in denen die Lymphknoten archiviert
worden waren, bendtigt, um eventuelle Mikrometastasen auch sicher erfassen zu
konnen. Mit einem Mikrotom der MICROM GmbH (Typ: HM 335 E) wurden pro
Paraffinblock acht 150 pm dicke Schnitte aus reprasentativen Schichten des
Lymphknotens bzw. des vorliegenden Lymphknotenpaketes angefertigt [Nahrig
2000, 2209-12].

Im Vorfeld der Untersuchungen der Patientenproben waren unter Anleitung von
Herrn OA Dr. Gregor Weirich vom Institut fur Pathologie Verfahren zur
Entparaffinierung und zur Extraktion von mRNA aus seriellen Schnitten von
archivierten Lymphknotenproben entwickelt und im Verlauf der initialen Experimente
immer weiter modifiziert worden, bis intakte mRNA, die sich zur Reversen
Transkription in ¢cDNA und schlieBlich zur Amplifikation mittels der Polymerase-

Kettenreaktion eignete, isoliert werden konnte.

Wie die folgenden Ergebnisse der konventionellen Polymerase-Kettenreaktionen
nach reverser Transkription (RT-PCR) und der Real Time TAQMAN® PCR zeigen
werden, konnten alle Patientenlymphknotenproben mittels der oben im Detail
beschrieben Verfahren erfolgreich entparaffiniert werden. Nach der Entparaffinierung
konnte aus dem gesamten Lymphknotenmaterial intakte mRNA isoliert werden, was
sich im Rahmen der nach der reversen Transkription durchgefuhrten PCR

nachweisen liel}.
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41 R-PYRUVATDEHYDROGENASE-RT-PCR (R-PDH-RT-PCR)

Um nach Entparaffinierung der LK-Schnitte die erfolgreiche Extraktion von mRNA
aus dem zu untersuchenden Material nachzuweisen, wurde im Anschluss an die
reverse Transkription (Details siehe oben) zunachst die Polymerase-Kettenreaktion
mit den Primern flr das Enzym R-Pyruvatdehydrogenase durchgefiihrt, das in allen
Korperzellen, in allen Korperzellen, so vor allem auch in den in verwendeten
Lymphknoten vorliegt. Aufgrund der hohen Sensitivitat der Methode wurde bei jeder
PCR neben den Patientenproben auch eine Negativkontrolle angesetzt, welche

anstatt der cDNA aqua destillata beinhaltete.

PCR-Primer:  3-PDH FP (5 - CTT CCA CAG CCC TCGACTAA-3")
R-PDHRP (5 - GGT ATG GAT GAG GACCTG GA-3')

Mit der Auswertung der PCR-Ergebnisse durch die Agarose - Gelelektrophorese
konnte gezeigt werden, dass bei allen Proben mRNA extrahiert werden konnte.
Diese war mit der reversen Transkription in cDNA umgewandelt und mit der PCR
erfolgreich amplifiziert worden. Als Beweis galten positive Bandenmuster fur 3-PDH
auf den Agarosegelen. Obwohl die Beurteilung von archivierten, mit Formalin
fixierten und in Paraffin eingebetteten Proben aufgrund des Verlustes von intakter
RNA wahrend der routinemafigen Aufarbeitung und Lagerung als problematisch und
schwierig gilt [Ben-Ezra 1991], konnte aus den Lymphadenektomiepraparaten allen
80 Patienten brauchbare Ribonukleinsaure isoliert werden. Die folgende Abbildung 6

zeigt Beispiele dieser positiven Befunde.

16 15 14 13 12 11 10 HAEll 9 8 7 6 5 4 3 2 1 HAEII

Abbildung 6.

Beispiele der positiven Ergebnisse der 3-PDH -RT-PCR bei der Gel-Dokumentation.
Bei allen untersuchten Proben konnte erfolgreich 3-PDH-mRNA extrahiert werden.
Als Beweis finden sich positive Bandenmuster fur 3-PDH-cDNA.
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4.2 PSA-RT-PCR

Im Vorfeld der Untersuchungen der Patientenlymphknoten wurden mit der PSA-RT-
PCR bekannte Mengen von Ziel-PSA-cDNA amplifiziert, die aus mRNA revers
transkribiert wurden. Diese war zuvor aus den iliakalen Lymphknoten eines pT2 pN-
positiven Patienten mittels des oben beschriebenen Verfahrens extrahiert worden.
Definierte Zahlen an metastatischen Zellen des Prostatakarzinoms wurden den
positiven Lymphknoten entnommen und weiblichen axillaren Lymphknoten beigefugt,
die dann mit den fur diese Arbeit entwickelten bzw. modifizierten Methoden
verarbeitet wurden. Diese ,Spiking“-Experimente sollten die Anwendbarkeit und die
Verlasslichkeit der angewendeten Verfahren bei der Fragestellung der Arbeit
belegen. Es zeigte sich, dass sich selbst geringe Tumorzellzahlen von ca. 50 durch
die Extraktion und PCR-Amplifikation nachweisen liessen.

Nachdem die erfolgreiche Extraktion von mRNA aus dem bearbeiteten LK-Material
durch die R-PDH-RT-PCR bewiesen worden war, konnten die Lymphadenektomie-
Praparate, die im Rahmen der intraoperativen Schnellschnittdiagnostik als tumorfrei
befundet wurden, mittels der PSA-RT-PCR auf PSA-mRNA untersucht werden. Das
Vorliegen von PSA-mRNA sollte hierbei als Beweis fur den histologisch nicht
nachweisbaren metastatischen Befall der Lymphknoten durch das Prostatakarzinom
dienen. Aufgrund der hohen Sensitivitat der Methode wurden bei jeder PCR
Negativkontrollen durchgefuhrt, um eventuelle Kontaminationen der PCR-Ansatze

erkennen zu konnen.

PCR-Primer: PSAFP (5-GTC TGC GGC GGT GGT CTG-3")
PSARP (5-TGC CGA CCC AGC AAG ATC-3)

Mit der Auswertung der PCR-Ergebnisse durch die Agarose - Gelelektrophorese
konnte gezeigt werden, dass bei drei Patienten der positive Nachweis von PSA-
MmRNA bzw. PSA-cDNA erbracht werden konnte Als Beweis galten positive
Bandenmuster fur PSA auf den Agarosegelen. Die folgende Abbildung 7 zeigt

Beispiele dieser positiven Befunde.
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Abbildung 7:

Beispiele der positiven Ergebnisse der PSA-RT-PCR bei der Gel-Dokumentation.
Bei allen untersuchten Proben konnte erfolgreich 3-PDH-mRNA extrahiert werden,
die Amplifikate der RT-PCR wurden in der oberen Reihe aufgetragen.

In der unteren Reihe wurden die entsprechenden Proben aus der PSA-RT-PCR
Aufgetragen, bei vier der hier gezeigten Proben konnte PSA-cDNA detektiert werden
(Proben 5/6, 9/10). Als Beweis zeigen sich positive Bandenmuster fiir PSA-cDNA.

4.3 REeAL TIME TAQMAN® PCR

Im Anschluss an die Untersuchung mit der konventionellen RT-PCR wurde eine
Untersuchung der Proben mit der Real Time TAQMAN® PCR durchgefihrt, einem
modernen molekularbiologischen Verfahren, das quantitative Beurteilung des
Vorliegens vom mRNA und die Beobachtung der mit der Zahl von Zyklen
fortschreitenden Amplifikation von cDNA zulasst. Eine detaillierte Beschreibung des
Prinzips der TAQMAN® PCR ist im Kapitel 2 nachzulesen. Folgende Primer und

Sonden wurden in dieser Arbeit verwendet:
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TBP [TATA-Box-binding proteine]

Oligonukleotid

Sequenz

Grole des PCR-Produktes

Sense Primer (FP)

5'-GCC CGA AAC GCC GAA TAT -3’

89 Basenpaare

Antisense Primer (RP)

5-CCG TGG TTC GTG GCT CTCT -3’

Sonde

5'-FAM-ATC CCA AGC GGT TTG CTG CGG-TAMRA-3’

Tabelle 19: Primer und Sonden fiir die TBP Tagman® PCR

PSA [prostataspezifisches Antigen]

Oligonukleotid

Sequenz

Grofle des PCR-Produktes

Sense Primer (FP)

5-GTC TGC GGC GGT GTT CTG-3’

73 Basenpaare

Antisense Primer
(RP)

5'-TGC CGA CCC AGC AAG ATC-3

Sonde

5’-FAM-CAC AGC TGC CCA CTG CAT CAG GA-TAMRA-3’

Tabelle 20: Primer und Sonden fur die PSA Tagman® PCR

4.3.1 ABIPRISM™ 7700 DETECTION SYSTEM

Im Thermocycler dieses Systems der Firma PE Applied Biosystems durchliefen die

zu analysierenden Proben 40 Zyklen. Das ausfuhrliche Programm ist aus Tabelle 18

im Anhang des Kapitels 2 zu ersehen. Eine Linse oberhalb der Halterung, in die die

Mikrotiterplatte eingesetzt wurde, leitete den Strahl eines Argon-Lasers (Wellenlange

488 nm) durch die Reaktionsgefale. Die Messung der hierdurch ausgelOsten

Fluoreszenzemission erfolgte ebenfalls Uber diesen optischen Leiter. Das ABI

PRISM™ 7700 Detection System wurde Uber einen Personal Computer der Firma
Maclntosh® gesteuert. Die Real Time TAQMAN® PCR erfordert keine anschlielfiende
Auswertung mittels einer Gelelektrophorese [Gelmini 2001/2003, 385-91/261-65]. Die

folgenden Abbildungen zeigen Beispiele positiver Proben:
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Abbildung 8:

Graphische Darstellung der DNA-Amplifikation der Real-Time TAQMAN PCR:
Beispiele von positiven Ergebnissen fur die Amplifikation von TBP-cDNA.

Die horizontale Achse zeigt die Zeit mit den fortschreitenden Zyklen,

die vertikale Achse zeigt die Menge der amplifizierten cDNA anhand

der farbigen Linien. Je friher eine Kurve anzusteigen beginnt, desto mehr mRNA
befand sich in der untersuchten Probe.

Abbildungen 9 und 10:

Graphische Darstellung der DNA-Amplifikation der Real-Time TAQMAN PCR:
Beispiele von positiven Ergebnissen flr die Amplifikation von PSA-cDNA.

Die horizontale Achse zeigt die Zeit mit den fortschreitenden Zyklen,

die vertikale Achse zeigt die Menge der amplifizierten cDNA anhand

der farbigen Linien. Je friher eine Kurve anzusteigen beginnt, desto mehr mRNA
befand sich in der untersuchten Probe.
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Abbildung 11: Graphische Ubersicht einer 96-Well-Mikrotiterplatte.

4.3.2 OPTISCHE QUANTIFIZIERUNG

Das ABI PRISM™ 7700 Detection System erlaubt dariiber hinaus die optische
Quantifizierung von mit der Real Time TAQMAN® PCR amplifizierter cDNA. Je heller
sich die farbliche Darstellung der Probenauswertung in den einzelnen Wells der
Mikrotiterplatte gestaltete, desto mehr cDNA lag vor. Es wurden jeweils
Doppelbestimmungen durchgefuhrt. Auf den ersten 44 Wells wurden die Proben
aufgetragen, die auf das Vorliegen von TBP-mRNA untersucht werden sollten. In
allen Proben konnte TBP-cDNA und somit eine erfolgreiche Entparaffinierung und
MRNA-Extraktion nachgewiesen werden. Auf den Wells 45 und 46 wurden die
Positiv-, auf 47 und 48 die Negativkontrollen aufgetragen.

Die Wells 49 bis 92 enthielten die Proben, die auf das Vorliegen von PSA-mRNA
untersucht werden sollten. Beim Beispiel der oben abgebildeten Platte zeigten sich
3 Proben positiv (Wells 55/56, 79/80, 81/82 [Doppelbstimmungen]). Die Wells 93 bis
96 enthielten wiederum Positiv- und Negativkontrollen.

Entsprechend den Ergebnissen der konventionellen RT-PCR wurden auch mit der
Real Time TAQMAN® PCR insgesamt bei drei Patienten Falle von pelviner
Lymphknotenmetastasierung erfasst, die im Rahmen des intraoperativen
Routinestagings nicht erfasst worden war. Eine erneute Beurteilung durch die derzeit
ubliche Hamatoxylin-Eosin-Farbung der Lymphknotenpraparate konnte wiederum die
mit unserer Methoden entdeckten Mikrometastasen des Prostatakarzinoms nicht

bestatigen.
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Bei einem von 29 Patienten (3%) mit einem erneuten postoperativen Anstieg des
PSA-Wertes im Serum zeigte die Polymerase-Kettenreaktion ein positives Ergebnis.
Bei zwei von 51 Patienten (4%) ohne einen PSA-Wiederanstieg fanden sich
ebenfalls positive Resultate im Rahmen der PCR. Es konnte also keine Korrelation
zwischen einem positiven Ergebnis bei der PCR und einem erneuten postoperativen

Anstieg des PSA gezeigt werden.

4.4 STATISTISCHE AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

4.4.1 KLINISCHE DATEN DER PATIENTEN

Anzahl

Patienten %

pT 2a 29 36,25
2b 51 63,75

pN pNO 80 100,00
R-Status 0 66 82,5
1 14 17,5

Grading 1 8 10,0
2 56 70,0

3 16 20,0

Gleason 1 1 1 1,25
2 4 5,0

3 49 61,25

4 12 15,0

5 13 16,25

fehlend 1 1,25

Gleason 2 1 1 1,25
2 14 17,5

3 53 66,25

4 8 10,0

5 3 3,75

fehlend 1 1,25

Gleason-Score 2 1 1,25
3 1 1,25

4 6 7,5

5 9 11,25

6 37 46,25

7 11 13,75

8 8 10,0

9 6 7,5

fehlend 1 1,25

Tabelle 21: Klinische Daten der Patienten, deren Lymphknoten im Rahmen
der Untersuchung bearbeitet wurden



4.4.2 KAPLAN-MEIER ANALYSE

4.4.2.1 PSA-ANSTIEG

PCR negativ:
Mittlere Zeit bis PSA Anstieg: 101,7 Monate (95% CI: (87,7; 115,7))

PCR positiv:
Mittlere Zeit bis PSA Anstieg: 77,6 Monate (95% CI: (58,8; 96,4))

Log Rank Test: p=0,7956

Uberlebensfunktionen

1,0 7=
91
+
8 H—y
7 o
e+
6 S
HH——H +

5 1

4 PCR
c
8 3 O positiv
9 ’
—
8 2 + positiv-zensiert
D
. | negativ
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Q 0,0 + negativ-zensiert
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Eventtime PSA
Abbildung 12: Kaplan-Meier-Analyse (PSA-Anstieg)
Bei den Patienten, bei denen die PCR keine positiven Lymphknoten ergeben hat,

zeigte sich eine mittlere Zeit von 101,7 Monaten. In den Fallen einer positiven PCR
zeigte sich der PSA-Neuanstieg im Mittel nach 77,6 Monaten.
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4.4.2.2 LOKALREZIDIV

PCR negativ:

Mittlere rezidivfreie Zeit: 145,6 Monate (95% CI: (140,8; 150,4))

PCR positiv:
Alle Beobachtungen zensiert

Log Rank Test: p=0,7736

Uberlebensfunktionen
1,00 TH—+ F 4 o
Y HH—HHH - H—H
,90 1
,80 1
,70 1
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,50 1
40 4 PCR
GC, ,
O J O positiv
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)
: i negativ
g ,10
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Eventtime Lokalrezidiv

Abbildung 13: Kaplan-Meier-Analyse (Lokalrezidiv)

160
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4.4.2.3 METASTASEN

PCR negativ:
Mittlere metastasenfreie Zeit: 143,8 Monate (95% CI: (137,9; 149,7))

PCR positiv:
Alle Beobachtungen zensiert

Log Rank Test: p=0,7341

Uberlebensfunktionen
1,00 TH F 'H'H—t'_*_ T+ L T
A e
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)
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0O 20 40 60 80 100 120 140 160

Eventtime Metastasen

Abbildung 14: Kaplan-Meier-Analyse (Metastasen)
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4.4.2.4 GESAMTUBERLEBEN

PCR negativ:
Mittlere Uberlebenszeit: 141,3 Monate (95% Cl: (134,1; 148,6))

PCR positiv:
Mittlere Uberlebenszeit: 93,4 Monate (95% CI: (85,3; 101,5))

Log Rank Test: p=0,0498
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.
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0O 20 40 60 80 100 120 140 160
Eventtime Gesamtiberleben

Abbildung 15: Kaplan-Meier-Analyse (Gesamtlberleben)

Es zeigte sich, dass das Gesamtuberleben der Patienten mit positiven Befunden in
der PCR gegenuber den Patienten, bei denen die Polymerase-Kettenreaktion keine
Hinweise auf Lymphknotenbeteiligung ergeben hatte, deutlich verkirzt war (94,3
versus 141,3 Monate).
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4.4.3 PCR-ERGEBNIS UND PSA-NEUANSTIEG

Insgesamt zeigten von den untersuchten 80 Patienten 29 einen postoperativen
Neuanstieg des PSA-Wertes, allerdings konnte nur einem dieser Patienten eine
vorher nicht entdeckte Lympknotenbeteiligung des PCa nachgewiesen werden.

Bei 2 der 51 Patienten, die keinen Neuanstieg zeigten, konnten ebenfalls LK-Mikro-
metastasen des PCa entdeckt werden. Der postoperative Neuanstieg der PSA-
Konzentration konnte in dieser Arbeit nicht mit dem Vorliegen von Mikrometastasen
korreliert werden.

444 PCR-ERGEBNIS UND LOKALREZIDIV

2 der 80 Patienten zeigten postoperativ das Auftreten eines Lokalrezidivs. Allerdings
fanden sich bei keinem dieser Patienten Mikrometastasen des PCa in unserer
Untersuchung. Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines Lokalrezidivs konnte also
in dieser Arbeit nicht mit dem Vorliegen von LK-Mikrometastasen des PCa korreliert
werden.

4.4.5 UNTERSCHEIDUNG BEZUGLICH DES RESEKTIONS-STATUS (R-STATUS):
PCR-ERGEBNIS UND PSA-ANSTIEG

Von den untersuchten 80 Patienten wiesen 66 in der histologischen Nachbeurteilung
tumorfreie Resektionsrander auf (RO), bei 14 fand sich mikroskopisch der Nachweis
positiver Schnittrander (R1). Einer der 22 RO-resezierten Patienten mit einem
postoperativen PSA-Neuanstieg zeigte in der PCR einem positiven Befund, in der
Gruppe der 14 R1-resezierten Patienten fanden sich bei 2 Mikrometastasen-
nachweise, diese Patienten zeigten allerdings keinen PSA-Neuanstieg.
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5 DISKUSSION

5.1 AKTUELLE METHODEN DER LYMPHKNOTENEVALUATION BEIM PROSTATAKARZINOM

Trotz praoperativ klinisch lokal begrenzter und somit friher Stadien des Prostata-
karzinoms und trotz verbesserter Techniken der operativen Behandlung und der
therapeutischen Bestrahlung zeigen etwa ein Drittel der Patienten, die sich im Sinne
einer kurativen Therapie einer radikalen Prostatovesikulektomie unterzogen haben,
im postoperativen Verlauf ein Rezidiv der Erkrankung [Pound 1999, 1591-97;
Brassell 2005, 163-66]. Ein nahe liegender Grund dafir kénnte das im Vorfeld der
Operation nicht hinreichend effektiv durchgefuhrte Lymphknotenstaging (N-Staging
im TNM-System) sein.

5.1.1 N-STAGING: BILDGEBENDE VERFAHREN

Mittels aktuell routinemalig verfugbarer Bildgebender Verfahren wie der
konventionellen Computertomographie (CT) oder der Magnetresonanztomographie
(MRT) konnte diese Problematik noch nicht verbessert werden. Nicolas und
Mitarbeiter zeigten fur die MRT eine Sensitivitat von 54,4 % bei der Detektion von
pelvinen Lymphknotenmetastasen. Die MRT sei bei der Beurteilung des Status der
Beckenlymphknoten ebenso limitiert wie die CT [Nicolas 1994, 319-26].

5.1.1.1 COMPUTERTOMOGRAPHIE

Wie bereits oben beschrieben, sind bei der Computertomographie (CT) die
Sensitivitat und Spezifitat hinsichtlich pelviner Lymphknotenmetastasen sehr gering.
Die Lymphknoten sind mit der Bildgebenden Diagnostik im kleinen Becken nur sehr
unsicher zu erfassen und zu beurteilen, entzindliche Veranderungen lassen sich
zumeist nicht sicher von metastasensuspekten Befunden abgrenzen, daher missen
die Lymphknoten als metastatisch verandert angesehen werden, sobald eine
Volumenzunahme mit einem Durchmesser > 1,5 cm stattgefunden hat. Hierbei sind
falsch positive Befunde haufig. Tumorbefallene LK von weniger als 1,5 cm kénnen
weder durch die CT noch durch die MRT erfasst werden. Wegen der geringen
Sensitivitat und Spezifitat erscheinen beide Verfahren nicht zur Beurteilung des

Lymphknotenstatus beim Prostatakarzinom geeignet.
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Nach Huncharek ist bei asymptomatischen Patienten mit einem neu diagnostizierten
und unbehandelten Prostatakarzinom und PSA-Konzentrationen unter 20 ng/ml die
Wahrscheinlichkeit pathologischer Befunde in der CT des Abdomen bzw. des
Beckens extrem gering (< 1,0 %). Die CT scheint also bei einer solchen
Befundkonstellation nicht sinnvoll zu sein. Bei der sehr hohen Zahl der jahrlich neu
diagnostizierten Prostatakarzinome konnte der Verzicht auf die CT im Rahmen des
Stagings die Ausgaben im Gesundheitssystem enorm reduzieren [Huncharek 1996,
364-67]. Auch viel sprechende Ergebnisse bei der Untersuchung der Kombination
von CT und CT-gesteuerter Feinnadelbiopsie konnten dieser Technik bisher keine
bedeutende Rolle in der Routineanwendung beim Staging im Frihstadium eines PCa
einrdumen [Oyen 1994, 309-10].

5.1.1.2 MAGNETRESONZTOMOGRAPHIE

Derzeit ist die Magnetresonanztomographie (MRT) die aussichtsreichste Moéglichkeit
zur Bildgebung bei der initialen Beurteilung des Prostatakarzinoms. Bei der
Evaluation der extrakapsularen Ausbreitung zeigt sie neben einer hohen Spezifitat
allerdings eine niedrige Sensitivitat. Neben der wachsenden Rolle der MRT mit
Endorektalspulen bei der Beurteilung von Lokalrezidiven deutet sich an, dass die
High-Resolution-MRT unter Verwendung von lymphotropen superparamagnetischen
Nanopartikeln zu einer deutliche Verbesserung der Detektion von kleinen und auf
andere Weise nicht identifizierbaren Lymphknotenmetastasen fuhren konnte
[Harisinhami 2003, 2491-99; Brassell 2005, 163-65].

Vasallo und Mitarbeiter vom Memorial Sloan-Kettering Cancer Center in New York
fuhrten bereits 1994 eine Studie zur Differenzierung von normalen bzw. reaktiv
veranderten und metastatisch befallenen Lymphknoten mit der AMI-227-
unterstitzten Magnetresonanz-Lymphographie durch. Hierfir wurden mannlichen
Ratten durch Inokulation der Zellreihe R3327-MATLyLu ipsilaterale popliteale
Lymphknotenmetastasen  bzw. durch  Applikation von Freud Adjuvans
Lymphadenitiden verursacht. 12 bis 14 Tage nach der Inokulation wurden 24
Stunden vor und nach der Applikation von AMI-227, einem superparamagnetischen
und fir das retikuloendotheliale  System  spezifischen Kontrastmittels,
magnetresonanztomographische  Untersuchungen  durchgefihrt, wobei die
kontralateralen poplitealen LK als Kontrolle dienten. Anschlieend wurden als letzte

Kontrolle die LK exzidiert und aufgearbeitet.



68

Die Ergebnisse zeigten, dass die Magnetresonanz-Lymphographie beispielsweise
unter Verwendung dieses Kontrastmittels bei der Detektion von Lymphknoten-
metastasen des PCa hilfreich sein konnte [Vasallo 1994, 501-6].

Cornud konnte 2006 zeigen, dass mit dieser Methode metastatische Lymphknoten
ein spezifisches MR-Signal aufweisen, das auch in Lymphknoten festzustellen ist, die
keine pathologische Volumenzunahme zu verzeichnen hatten. Die Indikation zur
Bildgebung stutze sich aber vorrangig auf Parameter, die zur Primardiagnostik des
PCa gehdoren.

Wichtiger als die PSA-Konzentration und der Gleason-Score der Biopsien sei hierbei
die so genannte quantitative Histologie, die das Ausmal} der Tumorausbreitung in
den erfassten Prostataarealen darstellt und somit das Risiko einer extraprostatischen
Ausbreitung bestimmt. Von diesem Risiko hange die Indikationsstellung zur MRT ab,
die hdchstwahrscheinlich bei Patienten mit niedrigem Risiko (< 20 %) nicht sinnvoll
ist [Cornud 2006, 228-43].

5.1.1.3 POSITRONEN-EMISSIONS-TOMOGRAPHIE

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) wird als Bildgebendes Verfahren
mittlerweile bei vielen Malignomen zur Abschatzung der regionaren und
systemischen Filialisierung eingesetzt. Maligne Neoplasien zeichnen sich wegen
ihres beschleunigten Wachstums durch einen gesteigerten Energiebedarf aus. Sie
nehmen beispielsweise Glukose viel rascher als gesundes Gewebe auf. Bei der PET
wird eine chemisch abgewandelte Form der Glukose injiziert, an die ein Tracer
gekoppelt ist. Beim Zerfall dieser radioaktiven Substanz entstehen als Positronen
bezeichnete Elementarteilchen. Mit Hilfe eines Tomographen konnen so Herde mit
gesteigertem Metabolismus und vermehrter Anreicherung des Tracers detektiert
werden. Die Wahl des am besten geeigneten Tracers ist im Moment Gegenstand
zahlreicher Untersuchungen. Derzeit hat die PET, bei der Azetat oder Cholin als
Tracer verwendet werden, bei der Detektion von postoperativen Rezidiven eines PCa
bessere Ergebnisse als die PET mit Fluoro-2-Desoxyglucose gezeigt. Mittlerweile
wurden auch vielversprechende Studien zur Rolle der PET in Kombination mit der
CT beim Lymphknotenstaging begonnen [Hricak 2003, 616-34].

In der urologischen Onkologie hat sich der Einsatz der PET bisher nur langsam

entwickelt.
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Bei der initialen Diagnostik des PCa hat die PET bisher keine Uberzeugenden
Ergebnisse geliefert, da sie oft nicht hinreichend zwischen einer benignen
Hyperplasie und einer malignen Veranderung differenzieren kann und durch die
renale Elimination der Metaboliten und ihrer Akkumulation im Harntrakt oft ungenaue
Ergebnisse liefert. Bei einer fortgeschrittenen Erkrankung und bei der Suche nach
der Lokalisation von Rezidiven hat sie sich allerdings vor allem mit der Verwendung
neuer Tracer (11C-Cholin) als nutzlich erwiesen [Yoshida 2005, 214-20]. Vor allem
bei der Unterscheidung von Fibrose und Rezidiv im Resektionsareal, was mit der CT
und der MRT kaum moglich ist, ist sie hilfreich [Hain 2005, 1-7]. Schmid und
Mitarbeiter bestatigen, dass derzeit initial eine Differenzierung zwischen Benignitat
und Malignitat mit der Fluorocholin-PET/CT nicht mdglich ist [Schmid 2005, 632-38].
Dennoch stellen die 11C-Cholin-PET und die PET/CT viel versprechende Bild
gebende Modalitaten zur Identifizierung von Lokalrediziven und Lymphknoten-
metastasen dar [Yoshida 2005, 214-20; Schmid 2005, 632-38].

In einer Studie aus Tawain wurde 2003 untersucht, ob die PET mit 18F-2-
Desoxyglucose (FDG) Lymphknotenmetastasen bei Prostatakarzinompatienten
entdecken konnte, die nach kurativer Behandlung PSA-Neuanstiege aufwiesen. Die
24 Patienten zeigten negative Befunde in der Skelettszintigraphie und der Becken-
CT. Die Resultate der PET wurden mit denen der Histologie nach pelviner LK-
Dissektion verglichen. Bei 16 der 24 Patienten (66,7 %) wurden histopathologisch
LK-Metastasen nachgewiesen, eine FDG-Aufnahme hatte sich bei 12 der 16
betroffenen Patienten (75 %) im Bereich der letztlich bestatigten Filiae gezeigt. Es
gab bei 4 Patienten falsch negative Ergebnisse, jedoch keine falsch-positiven
Befunde. Es wurde gefolgert, dass die FDG-PET ein geeignetes diagnostisches
Hilfsmittel beim Lymphknotenstaging bei Patienten mit einem posttherapeutischen
PSA-Relapse bei negativen Befunden der Knochenszintigraphie und der CT sein
kann [Chang 2003, 311-15].

Jadvar und Mitarbeiter fanden heraus, dass die FDG-PET bei der Detektion von
metastatischen Knochenlasionen des PCa nur einen begrenzten Nutzen hat. Bei der
Suche nach Lymphknotenmetastasierung und Weichteilbefall sei ihr Einsatz jedoch
gerechtfertigt [Jadvar 2003, 1485-88].
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Spezifische genetische und biochemische Veranderungen der Tumorzellen
ermoglichen das Tumorwachstum und die Metastasierung. Moderne Bildgebende
Verfahren sollen pathologische Prozesse in Tumorzellen auf molekularer Ebene
sichtbar machen. Dies hat zur Entwicklung und Etablierung des Feldes der
molekularen Bildgebung gefuhrt.

Mit diesen nicht-invasiven und fur den Patienten sehr schonenden Techniken kdnnen
fruhe Stadien diagnostiziert, genaue Verlaufsbeobachtungen durchgefuhrt und valide
prognostische Informationen gewonnen werden [Karam 2003, 473-83]. Stetige
technische Fortschritte der einzelnen Modalitaten verbessern mehr und mehr die
Effizienz der Diagnostik. Trotz der jeweiligen Limitationen der Verfahren wird ihr
Einsatz bei den entsprechenden Kklinischen Indikationen helfen, Therapie-

entscheidungen und Krankheitsverlaufe zu optimieren.

5.1.1.4 IDENTIFIKATION UND DEFINITION DES SENTINEL-LYMPHKNOTENS

Der lymphatische Abfluss der Prostata kann unter Umstanden hochgradig variieren,
daher wurden mit Hilfe verschiedener Verfahren Versuche unternommen, auch hier,
ahnlich wie bespielsweise beim Mammakarzinom, den oder die sogenannten
~oentinel“- oder ,Schildwachter‘-Lymphknoten (SLK), also die erste und vorrangige
Anlaufstelle des regionaren Lymphabflusses, zu definieren.

Silva und Mitarbeiter versuchten dies mittels der Lymphoszintigraphie mit Tc-
Schwefel-Kolloid. 23 Patienten mit bioptisch gesichertem PCa wurden untersucht.
Das Agens wurde transrektal in beide Prostatalappen injiziert, 15 und 180 Minuten
nach Applikation wurden die Bilder angefertigt. Die auf diese Weise entdeckten
Sentinel-LK (3,36 pro Patient) wurden wahrend der OP mittels eines speziellen
Detektionsgerates (,Gamma Sonde®) entfernt, die ausgedehnte LAE schloss sich an.
Mit der Gamma Sonde wurden bei 21 von 23 Patienten die radioaktiven LK
detektiert, ein Patient zeigte keine radiopharmazeutische Migration und bei einem
Patienten wurde der SLK intraoperativ nicht entdeckt. 3 Patienten hatten LK-
Metastasen, bei einem war der SLK der einzige befallene LK und wurde auf3erhalb
der Fossa obturatoria und lateral der A. iliaca externa, also auerhalb des gangigen
Lymphadenektomieareales gefunden. Die SLK-Biopsie liefere also entscheidende
Informationen zum Staging, die unter Umstanden nicht durch eine limitierte LAE
gewonnen werden konnten. Diese Informationen seien essentiell fur die adaquate
Therapieentscheidung [Silva 2005, 1081-86].



71

Mit der radioisotop-gefuhrten SLK-Dissektion (SLKD) befassten sich auch Jeschke
und Mitarbeiter. Sie entwickelten eine Methode, die die SLKD im Rahmen der
laparoskopischen radikalen Prostatektomie bei 71 Patienten ermdglichte. 24 Std. vor
dem Eingriff wurden unter sonographischer Kontrolle 3ml 200 MBq Tc-
Humanalbumin-Kolloid transrektal in die Prostata injiziert. Wahrend der OP wurde die
Aktivitat mit der bereits erwahnten Gamma Probe gemessen, die SLK wurden
identifiziert und entfernt. Sobald die Gefrierschnellschnitte Metastasen zeigten,
schloss sich eine ausgedehnte Dissektion der Becken-LK an. Bei 81 der 142
Beckenwande (54,7 %) fanden sich die SLK ausschlief3lich auf3erhalb der Fossa
obturatoria. Die Histopathologie zeigte SLK-Metastasen bei 9 Patienten (12,9 %). 8
der 11 entdeckten Filiae (72,7 %) lagen aulerhalb der Fossa obturatoria. LK-
Metastasen wurden nur in mit Tc markierten LK gefunden. Es wurde gezeigt, dass
die SLKD einerseits laparoskopisch durchfuhrbar ist und dass sie andererseits bei
einer signifikanten Zahl von Patienten Mikrometastasen auf3erhalb des Ublichen LAE-
Areals entdecken kann [Jeschke 2005, 1943-46].

5.1.1.5 SINGLE-PHOTONEN-EMISSIONS-COMPUTERTOMOGRAPHIE

Mit szintigraphischen Methoden werden meist planare Bilder erzeugt, ein
dreidimensionaler Korper wird also in einer Ebene abgebildet. Dadurch kommt es zu
einer Uberlagerung der Bilder der hintereinander liegenden Regionen, etwa so wie
bei einer konventionellen Rontgenaufnahme. Kleinere Strukturen konnen somit
schlechter erkannt und kaum einem bestimmten Organ zugeordnet werden.

Einen maoglichen Ausweg bietet die Single-Photonen-Emissions-
Computertomographie (SPECT). Mit diesem Verfahren werden durch eine spezielle
MeRmethode mit beweglichen Gammakameras viele Bilder erzeugt, die ahnlich wie
die CT den Korper in dunn geschichteten Querschnitten zeigen. Dadurch werden
tiefer gelegenen Herde besser erkennbar und die Traceranreicherung kann besser
einem Organ zugeordnet werden. Wichtig fur die Befundbeurteilung ist auch die
Moglichkeit, diese funktionellen Aufnahmen im Computer Uber die Bilder aus CT und
MRT zu legen und zu vergleichen, da diese die Organstrukturen genau erkennen
lassen. Ein Nachteil der SPECT st die lange Aufnahmezeit, fir einen
Korperabschnitt von 30 bis 60 cm Lange kann die Untersuchung bis zu 45 Minuten in
Anspruch nehmen. Nicht zuletzt wegen der langen Liegezeit fur den Patienten kann

die SPECT aktuell nur bei besonderen Fragestellungen eingesetzt werden.
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Ganswindt und Mitarbeiter untersuchten die Mdoglichkeit, mittels der SPECT das
individuelle Lymph-Abflussmuster und die pelvinen Sentinel-Lymphknoten von High-
risk PCa-Patienten zu definieren, bei denen eine intensitatsmodulierte
Bestrahlungstherapie geplant wurde. Als Tracer wurde 250 MBq 99mTc-Nanocoll
verwendet, die Sentinel-Lymphknoten 1,5 bis 3 Stunden nach der Injektion lokalisiert
und schlieBlich alle ins Zielvolumen der Bestrahlung einbezogen. Als Ergebnis der
Studie zeigte sich, dass alle Patienten identifizierbare Sentinel-Lymphknoten
aufwiesen und die SPECT bei deren Identifikation der konventionellen CT Uberlegen
war. Als Areal, das durch eine unzureichende regionale Planung vorrangig der
Bestrahlung entgeht, zeigte sich die perirektale Region [Ganswindt 2005, 91].

In einer japanischen Studie wurden zum Versuch der verbesserten Lokalisation von
Sentinel-Lymphknoten beim Prostatakarzinom die SPECT und die Multidetektor CT
(MDCT) kombiniert. Die Ergebnisse der Detektion von ,heillen“ Lymphknoten mittels
der Kombinationsbilder wurden mit den operativen Befunden verglichen. Chirurgisch
wurden 87,1 % der durch die Bildgebung ermittelten regionaren LK bestatigt. Es
zeigte sich, dass die Kombination der SPECT und der MDCT bei der Lokalisation
von SLK Bei PCa-Patienten sehr hilfreich sein kann [Kizu 2005, 78-82].

Auch eine franzdsische Studie bestatigte die Relevanz der SLK-Technik beim N-
Staging des Prostatakarzinoms und die Varianz der Lymphabflusswege der Prostata.
Bei 34 Patienten mit einem Kklinisch lokal begrenzten PCa wurden am Tag vor der
radikalen Prostatektomie mit systematischer Standard-Beckenlymphadenektomie
sonographisch gesteuert transrektal 99mTc-gelabelte nanokolloidale Partikel in die
Prostata injiziert. Das SLK-Mapping wurde intraoperativ mittels einer
Lymphoszintigraphie mit der Gamma Sonde durchgeflhrt. Eine praoperative
Lymphoszintigraphie erlaubte die ldentifikation von SLK bei 85,3 % der Patienten.
Die Mehrheit der SLK fand sich in der Regio hypogastrica (58,4 %). Bei 4 Patienten
wurden Mikrometastasen der LK festgestellt, die sich in 3 Fallen in den SLK
befanden. Diese 4 Patienten hatten ein pratherapeutisches PSA von > 10 ng/ml und
einen Gleason-Score von = 7 in Prostatektomiepraparat. In 2 Fallen wurden
Mikrometastasen in SLK aulRerhalb der Becken-LK-Kette entdeckt. Die alleinige
Beckenlymphadenektomie scheint also vor allem bei klinischen Settings mit den
soeben genannten Parametern fUr ein prazises Staging nicht auszureichen [Bastide
2004, 501-6].
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5.1.2 LYMPHADENEKTOMIE

Die pelvine Lymphknotendissektion oder Lymphadenektomie (LAE) ist mittlerweile
eine Routineprozedur um Rahmen des Stagings des lokal begrenzten
Prostatakarzinoms. Durch sie kdnnen prognostische Informationen gewonnen
werden, sie beeinflusst malRgeblich die anschlieRende Therapiestrategie und nicht
zuletzt lassen sich durch sie auch die Ergebnisse verschiedener
Behandlungsoptionen vergleichen. Die LAE ist allerdings keine kurative Mal3nahme.
Lymphknotenmetastasen des PCa finden sich neben der prasakralen und
periprostatischen Region in erster Linie medial der Linie der Vena iliaca externa bis
unterhalb des Nervus obturatorius (Fossa obturatoria). Nach kranial wird dieses
Gebiet durch die Bifurkation der Arteriae iliacae interna und externa und nach distal
durch den Canalis femoralis begrenzt [Weingartner 1971, 1969-71].

Aufgrund der aktuell noch schwierigen klinischen und Bildgebenden Beurteilung der
Lymphknotensituation und zur Vermeidung eines Understagings wird in der Regel
zur Erhebung zuverlassiger Befunde die Lymphadenektomie angestrebt.
Andererseits konnte durch eine Kombination von verschiedenen
Untersuchungsparametern die Wahrscheinlichkeit flir das Vorliegen von LK-
Metastasen abgeschatzt werden, so dass eventuell auf eine operative Sicherung
bzw. auf einen Ausschluss des Lymphknotenbefalls verzichtet werden kann [Conrad
2002, 521-25].

Um die Exaktheit des Lymphknotenstagings mit der Bildgebung mittels Becken-MRT
oder CT zu beurteilen, fuhrten Borley und Mitarbeiter an 55 Patienten mit einem
hohen Risiko einer lokal fortgeschrittenen Erkrankung (PSA > 10 ng/ml, Gleason = 7)
mit geplanter radikaler Radiotherapie nach der Bildgebung mit der MRT bzw. CT eine
laparoskopische Dissektion der Beckenlymphknoten durch. Das praoperative Staging
wurde dann mit der Histologie der Lymphknotenproben verglichen. Als Ergebnis der
Studie konnte gezeigt werden, dass die radiologischen Untersuchungen in vielen
Fallen Lymphknotenmetastasen bei den High-risk Patienten nicht erfasst hatten,
wobei 72,2 % der positiven LK mit der MRT nicht entdeckt werden konnten und der
CT sogar alle positiven LK entgangen waren. Die geringe Sensitivitat der
konventionellen radiologischen Scanning-Methoden erschien also nicht akzeptabel,
sobald sich auf ein akkurates Staging Therapieentscheidungen griinden sollten. Die
laparoskopische Dissektion der Beckenlymphknoten bédte hier eine adaquate
Alternative beim LK-Staging [Borley 2003, 382-86].
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Im Moment wird die Notwendigkeit der meist durchgefuhrten Lymphadenektomie bei
,Low-Risk“ Patienten mit einem Gleason-Score < 6 und einem PSA-Wert < 10 ng/ml
kontrovers diskutiert, da in diesen Bereichen die Frequenz der positiven
Lymphknoten niedrig ist. Allerdings griinden sich diese Daten auf Erfahrungen mit
der limitierten Dissektion. Ergebnisse der ausgedehnten Dissektion zeigen eine weit
hohere Rate der metastatisch befallenen Lymphknoten als bisher angenommen.
Mehr als die Halfte der befallenen Lymphknoten wurden auf3erhalb der derzeit zur
Resektion empfohlenen Areale gefunden. Andererseits kdénnen die unter der
extendierten Dissektion erhohten Komplikationsraten als Kontraindikation angesehen
werden [Malmstrom 2005, 593-98].

Dank verbesserter diagnostischer Hilfsmittel konnte die Rate des unerwarteten
Auffindens von positiven LK von 30 % vor 15 Jahren auf aktuell unter 10 % gesenkt
werden. Dennoch wird nach Ekman die LAE in Uber 90 % der Falle unndtigerweise
durchgefuhrt. Verbesserungsversuche des Stagings durch Bildgebung wie CT, MRT,
Sonographie und Szintigraphie hatten bisher wegen meist zu geringer Sensitivitat
und Spezifitdt insgesamt keine durchschlagenden Erfolge gezeigt. Durch eine
kombinierte Beurteilung des Tumorstadiums und des PSA-Levels konne die
Wahrscheinlichkeit metastatisch befallener LK aber gut eingeschatzt werden. Eine
Zusammenfassung der relevanten Literatur zeige, dass bei klinisch lokal begrenzten
Tumoren, vor allem in den Stadien T1a bis T2b, auf die LAE verzichtet werden kann,
vorausgesetzt, die PSA-Konzentration liegt unter 10 ng/ml und der Tumor ist gut bis
maRig differenziert (Gleason < 7). Unter Verwendung dieser Referenzparameter
konnten so schatzungsweise 25 % der Patienten von einer Becken-LAE verschont
bleiben, die Rate der auf diese Weise nicht entdeckten positiven LK lage lediglich bei
3 % [Ekman 1997, 60-64]. Weckermann und seine Mitarbeiter fuhrten im Klinikum
Augsburg eine Untersuchung durch, die sich mit eben dieser Problematik befasste.
Bei 235 Mannern mit einem praoperativen PSA von < 10 ng/ml, einem Gleason-
Score < 6 und positiven Biopsiebefunden in nur einem Lappen wurden die Isotopen-
SLKD und die radikale retropubische Prostatektomie (RRP) oder — im Falle negativer
Lymphknotenbefunde — eine transperineale 1(125) Seed-Implantation durchgeflihrt.
84 Manner mit positiven Stanzbefunden und mit den sonst identischen Parametern
wurden der SLKD und der RRP unterzogen. Bei 187 Patienten mit positiven Stanzen

in einem Lappen wurde die RRP durchgeflihrt. 16 davon hatten positive LK.
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Median wurden 6 SLK (6,8) und 6 Non-SLK (7,3) disseziert. Alle Patienten mit
positiven LK hatte auch positive SLK. 9 der 84 Patienten mit positiven Stanzen in
beiden Lappen hatten positive LK (10,7 %). Median wurden 6 SLK (6,6) und NSLK
(7,5) wurden entfernt. Alle Manner dieser Gruppe mit positiven LK hatten einen
einzelnen positiven SLK. Schlussfolgernd wurde festgestellt, dass selbst bei einer
,Low-Risk“-Konstellation nicht auf ein operatives Lymphknotenstaging verzichtet
werden sollte [Weckermann 2005, 45-50].

Das Staging kann durch die ausgedehnte Entfernung und Untersuchung der
Lymphknoten also verbessert und prazisiert werden, ob sich dies jedoch in einem
Uberlebensvorteil aulert, muss noch in kontrollierten Studien evaluiert werden.
Aktuell werden alternative Techniken fur ein suffizienteres Lymphknotenstaging fur
die Diagnostik bei Rezidiven des PCa entwickelt. Die Sentinel-Lymphknoten-
Methode wurde bereits umfassend getestet und fir geeignet befunden (siehe oben).
Die Ergebnisse bestatigten und bekraftigten die Untersuchungen der extendierten
Dissektion, die Dissektion der Regio obturatoria reiche zu einer Beurteilung der
regionaren lymphogenen Metastasierung nicht aus [Jeschke 2005, 1943-46; Silva
2005, 1081-86; Kizu 2005, 78-82]. Die Isotopen-Technik konnte also die Ausbeute
der Beckenlymphadenektomie durch eine Prazisierung und Reduzierung des
Ausmaldes verbessern [Bastide 2004, 501-6].

Insgesamt muss das Lymphknotenstaging also ein groReres anatomisches Gebiet
abdecken als dies aktuell in der Regel der Fall ist. Unter Umstanden ware es
empfehlenswert, bei allen Patienten mit einem lokal begrenzten PCa die extendierte
LAE durchzufuhren, da mdglicherweise Patienten mit positiven LK eine bessere
Prognose haben, wenn eine ausgedehnte LK-Dissektion stattfindet, die auch die
Sentinel-LK beinhaltet.

Ob die operative Dissektion durch moderne Bildgebung ersetzt werden kann, ist im
Moment Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Neben den bereits genannten
radiologischen und nuklearmedizinischen Verfahren werden beispielsweise
Methoden wie das Bioluminescence Imaging (BLI), die Messung der Tumor-
Oxygenierung und die Messung der Tumor-lodaufnahme beim Staging des
Prostatakarzinoms maogliche Alternativen darstellen. Trotz aller technischen

Fortschritte versagt aktuell aber noch oft die Detektion von disseminierten
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Tumorzellen und Mikrometastasen ebenso wie die Fruherkennung von lokalen
Tumorrezidiven. Um zwischen lokalem und systemischem Fortschreiten der
Erkrankung zu differenzieren, werden weiterhin Prognosefaktoren des Primartumors
wie das Grading, die Tumorfreiheit des Resektionsrander, die Infiltration der
Samenblasen, Lymphknotenmetastasen und die PSA-Kinetik verwendet werden
mussen [Gronau 2005, 361-66].

5.1.3 WEITERE UNTERSUCHUNG DER LYMPHKNOTEN NACH DER LAE
5.1.3.1 ROUTINESCHNELLSCHNITT

Die Schnellschnittdiagnostik (SSD) ist ein zentraler Bestandteil der intraoperativen
Diagnostik im Rahmen der urologischen Chirurgie. Durch die direkte
histopathologische Beurteilung schon wahrend eines Eingriffes kann der Operateur
unmittelbar Therapieentscheidungen treffen und das weitere Vorgehen planen,
wodurch den Patienten meist eine Re-Operation erspart wird. Die gute Kooperation
zwischen dem Urologen und dem Pathologen, die ausfuhrliche Information des
Pathologen Uber den Patientenstatus und eine konkrete Fragstellung sind die
Grundvoraussetzungen fur eine suffiziente SSD [Giessing 2005, 512-18]. Aussagen
uber die Dignitat eines tumorsuspekten Gewebes lassen sich so in den meisten
Fallen zuverlassig treffen. Dies gilt vor allem auch fur die intraoperative Befundung
der Lymphadenektomiepraparate, die gerade bei der radikalen Prostatektomie eine
entscheidende Rolle spielt. Abhangig von der histopathologischen Beurteilung der
Beckenlymphknoten im Hinblick auf metastatischen Befall durch das PCa wird Uber
das weitere Vorgehen und somit Gber die Entfernung der Vorsteherdrise und der
Samenblasen entschieden.

Davis zeigte 1995, dass die Effizienz der Lymphknotendiagnostik mittels
Gefrierschnellschnitt sehr hoch liegt (Sensitivitat 66-99 %, Spezifitat 97-100 %) und
die histologische Aufarbeitung der LK die MRT beim LK-Staging an Sensitivitat weit
ubertrifft, da mehr als die Halfte der Metastasen mit ihrer Gro3e unter dem 1,0 cm —
Detektionslimit der MRT lagen. Falsch negative Diagnosen bei den
Gefrierschnellschnitt-Untersuchungen traten aufgrund von Mikrometastasen oder
isolierten Tumorzellverbanden auf, die der histologischen Untersuchung entgehen
[Davis 1995, 661-68].
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5.1.4 EVALUATION VON LYMPHADENEKTOMIEPRAPARATEN MIT DER

POLYMERASE-KETTENREAKTION

Gegenstand dieser Arbeit war, zu untersuchen, ob eventuell gerade diese, mit den
konventionellen histopathologischen Unetrsuchungsmethoden nicht zu
entdeckenden Mikrometastasen oder isolierten Tumorzellverbande fir einen
erneuten Anstieg der PSA-Konzentration im Serum der radikal prostatektomierten
Patienten verantwortlich sein kdnnten bzw. ob sich im Rahmen einer retrospektiven
Analyse der Lymphadenektomiepraparate der Patienten, die postoperativ einen
Wiederanstieg des PSA-Wertes zeigten, mit modernen molekularbiologischen
Methoden ein metastatischer Befall detektieren Iasst.

Exaktes praoperatives klinisches Staging ist nach wie vor schwierig und ist immer
noch Gegenstand umfangreicher Forschung [Shariat 2003, 4662-70; Edelstein
1995/1996, 597-603/370-75; Ogekawa 2000, 210-18; Potter 2000, 2577-86; Deguchi
1993/1999, 5350-54/565-69]. Der Befall von Lymphknoten ist fast ausnahmslos mit
einer klinischen Progression der Erkrankung bei Patienten mit Prostatakarzinomen
assoziiert. Dennoch entwickeln etwa 30% der Patienten, die sich einer radikalen
Prostatovesikulektomie unterzogen haben und deren regionare Lymphknoten bei den
konventionellen histopathologischen Untersuchungsmethoden tumorfrei waren, ein
Fortschreiten der Erkrankung [Walsh 1994, 1831-36; Pound 1997/1999, 395-
406/1591-97] Obwohl die Atiologie des Erkrankungsprogresses multifaktoriell zu sein
scheint, zeigen die Ergebnisse, dass mit den konventionellen Methoden der
Lymphknotenaufarbeitung die Detektion einer signifikanten Anzahl von klinisch
bedeutsamen metastatischen Herden nicht gelingt.

Das molekularbiologische Lymphknotenstaging mit der RT-PCR bei Patieten mit
einem Prostatakarzinom wurde bereits sehr kontrovers diskutiert [Edelstein 1996,
370-75; Okegawa 2000, 210-18; Deguchi 1993, 5350-54; Ferrari 1997/1999, 1498-
504/241; Lin 1999, 236; Mao 1998, 596-603; Potter 2000, 2577-86]. Eine prospektive
Studie mit 38 Patienten, bei denen frisches Lymphknotengewebe untersucht wurde
[Okegawa 2000] und ein retrospektive Studie, in der Rahmen archiviertes, in Paraffin
eingebettetes Lymphknotengewebe nachtraglich beurteilt wurde [Edelstein 1996,
370-75], zeigten eine statistisch signifikante Korrelation zwischen einem
postoperativen Wiederanstieg des Serum-PSA-Wertes und einem positiven Ergebnis

der Polymerase-Kettenreaktion.
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Die beiden bisher groRten prospektiven Untersuchungen mit frischem
Lymphknotengewebe, bei denen die Proben von 113 pNO bzw. 154 pNO-gestagete
Patienten bearbeitet wurden, haben bei 28% bzw. 39% der Patienten positive
Ergebnisse in der Polymerase-Kettenreaktion gezeigt, die eine gute Korrelation mit
den gangigen pathologischen Risikofaktoren aufwiesen (Gleason-Score,
praoperatives PSA) [Ferrari 1997, 1498-504; Martinez-Pineiro 2003, 342-50], wobei
die Nachbeobachtungsperiode bei den Patienten zu kurz war, um Uber die
Bedeutung dieser Ergebnisse Schlussfolgerungen ziehen zu koénnen. Die grofte
retrospektive Analyse mit archiviertem, in Formalin fixietem und in Paraffin
eingebettetem Lymphknotengewebe von 199 Patienten mit pT3 NO Tumoren hat
ahnliche Ergebnisse gezeigt [Shariat 2003, 4662-70]. Die Resultate der
Untersuchungen der Proben mit der RT-PCR konnten auf bedeutsame Weise mit
einer biochemischen Progression, mit der Entwicklung von Fernmetastasen und mit
der Prostatakarzinom-spezifischen Mortalitat korreliert werden.

Dem entgegen konnten im Rahmen einer Studie mit 102 Patienten mit Invasion der
Samenblasen, negativen Lymphknoten und einer Progressionsrate der
Krebserkrankung von 71% in 10 Jahren nur 2,9 Prozent der Patienten mit positiven
Ergebnissen in der RT-PCR des Lymphknotengewebes identifiziert werden [Potter
2000, 2577-86].

Dem in etwa entsprechend fanden sich in der vorliegenden Arbeit, bei der das
Lymphknotenmaterial von 80 Patienten mit einem pT2 NO Prostatakarzinom
untersucht wurde, nur bei 3,8% der Patienten positive Ergebnisse der
konventionellen  RT-Polymerase-Kettenreaktion. Auch die im  Anschluss
durchgefuhrte Real Time TAQMAN® PCR fuhrte zu keinen anderen Ergebnissen.

Haas und Mitarbeiter halten die Immunhistochemie und die RT-PCR fir die derzeit
sensitivsten Techniken der Analyse der Tumormarkerexpression. Bisher wurden
allerdings die meisten RT-PCR-basierten Untersuchungen von SLK an frischem
Lymphknotenmaterial und ohne den direkten Vergleich mit den Ergebnissen einer
parallelen Immunhistochemie durchgefuhrt. In ihrer Studie wurde eine effiziente
Methode zur Extraktion von RNA und der anschlieBenden RT-PCR aus SLK-
Paraffinschnitten von PCa-Patienten entwickelt, die Ergebnisse wurden mit den
immunhistologischen Daten aus angrenzenden Schnitten verglichen. Aus 133 SLK

von 68 Patienten wurde amplifizierbare RNA gewonnen. Vier von 12 Patienten mit
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einem PSA-Relapse, aber ohne immunhistologisch detektierbare Tumorzellen
zeigten PSA-positive Ergebnisse bei der RT-PCR.

Es wurde festgestellt, dass Einzelschnitte von in Paraffin eingebetteten SLK sich zur
weiteren Evaluation durch eine routinemafRig durchgefihrte RT-PCR eignen. In
Kombination mit der Immunhistologie eréffne sich mit der PSA-spezifischen RT-PCR
eine erganzende Technik der Tumorzell-Detektion in Sentinel-Lymphknoten von
PCa-Patienten [Haas 2005, 763-70].

5.2 VERGLEICH DER EIGENEN ERGEBNISSE MIT DER EINSCHLAGIGEN LITERATUR

In dieser Arbeit wurden im Rahmen der molekularbiologischen Nachuntersuchung
von Material aus pelvinen Lymphknoten von 80 Patienten mit pT2 NO MO gestageten
Prostatakarzinomen mit der konventionellen RT-PCR und der Real Time RT-PCR in
drei Fallen PSA-exprimierende Zellen des Prostatakarzinoms entdeckt, die durch die
histopathologische Routineuntersuchung nicht erfasst worden waren.

Wie bereits andere Autoren zeigen konnten, ist das archivierte, in Formalin fixierte
und in Paraffin eingebettete Lymphknotenmaterial gut fur eine zweizeitige
Untersuchung mit modernen Verfahren wie der Polymerasekettenreaktion oder
Immunhistochemie geeignet [Edelstein 1996, 370-75; Potter 2000, 2577-86; Shariat
2003, 4662-70; Haas 2005, 763-70].

Die von Ben-Ezra beschriebene Problematik der negativen Beeinflussung der
Integritat der RNA spielte bei den hier durchgefihrten Untersuchungen keine grof3e
Rolle [Ben-Ezra 1991, 351-54], der Nachweis einer erfolgreichen mRNA-Extraktion
konnte sowohl fur das Gen der R-Pyruvatdehydrogenase als auch fur das Gen des
TATA-Box-binding Proteins als Housekeeping-Gene erbracht werden [Specht 2001,
419-29; Jackson 1990, 499-504].

Die geringe Detektionsrate von Mikrometastasen oder isolierten Tumorzellen eines
PCa, auch in der Gruppe der Patienten mit postoperativem PSA-Neuanstieg, und die
Detektion von metastatischem Befall der Lymphknoten bei Patienten ohne
biochemisches Rezidiv lasst im Gegensatz zu den Beobachtungen anderer Autoren
keine Korrelation einer unentdeckten Filialisierung in die Lymphknoten mit der

Wahrscheinlichkeit eines PSA-Rezidivs zu.
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Eine mogliche Problematik bei der Evaluierung von Lymphadenektomiepraparaten
zur Korrelation eines metastatischen Befalls mit der Wahrscheinlichkeit eines PSA-
Anstiegs nach der Prostatatektomie liegt unter Umstanden darin, dass bereits
intraoperativ die LAE nicht ausgedehnt genug durchgefihrt wurde bzw. dass die
Sentinel-Lymphknoten und somit die erste Station des Lymphabflusses und somit
einer lymphogenen Metastasierung (siehe oben) nicht mit disseziert wurden.

Ferrari und Okegawa messen der Lymphknoten-PCR einen hohen pradiktiven Wert
bezluglich der Wahrscheinlichkeit eines postoperativen PSA-Neuanstieges zu,
allerdings werden zu einer profunderen Beurteilung weitere Untersuchungen mit
langerem Follow-up und einer deutlich héheren Patientenzahl gefordert [Ferrari
1997, 1498-504; Okegawa 2000, 20-18].

Der Einsatz der Real Time TAQMAN® PCR konnte im Vergleich zur konventionellen
Polymerase-Kettenreaktion in dieser Arbeit nicht zu einer Verbesserung der
Detektionsrate beitragen. Gelmini und Mitarbeiter veréffentlichten 2003 eine Studie,
die die quantitative Bestimmung der PSA-Expression bei der benignen
Prostatahyperplasie (BPH) und dem Adenokarzinom der Prostata zum Gegenstand
hatte. Es wurde gezeigt, dass sich bei den malignen Proben zwar eine Steigerung
der PSA-Expression gegenuber den Proben mit BPH fand, der Unterschied aber zu
gering gewesen sei, um eine signifikante Rolle der proteolytischen Aktivitat des PSA
bei der Progression des Prostatakarzinoms zu bestatigen. Dieses molekular-
biologische Verfahren stelle aber dennoch weiterhin eine verlassliche Basis flr
ausgedehntere Studien der Physiologie des PSA beim PCa dar [Gelmini 2003, 261-
65]. Nach einer Studie von Potter, die sich mit dem molekularbiologischen und
immunhistochemischen Staging von Patienten mit Samenblaseninvasion und
negativen Lymphknoten zum Zeitpunkt der radikalen Prostatektomie befasste, hangt
die schlechte Prognose von Patienten mit dieser Befundkonstellation nicht von
okkulten LK-Metastasen ab. Die geringe Zahl von unerwartet entdeckten Herden
eines PCa in den Lymphknoten kdnne die ICH oder die molekularbiologische
Untersuchung nicht rechtfertigen [Potter 2000, 2577-86].

Der Einsatz moderner Labormethoden wie der RT-PCR und der Real Time
TAQMAN® PCR bleibt also weiterhin umstritten, ihr Routineeinsatz beim klinischen
Staging eines Prostatakarzinoms konnte auch in der vorliegenden Arbeit nicht
gerechtfertigt werden. Dennoch bleiben diese Verfahren hoffnungsvolle Werkzeuge

bei der Erforschung der Pathophysiologie des PCa.
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Um zuverlassige Empfehlungen fur oder gegen den Routineeinssatz dieser
kostenintensiven und aufwendigen Labormethoden geben zu kdnnen, wird es gemal}
der aktuellen relevanten Literatur und auch in Anbetracht der Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit notwendig sein, ein deutlich umfangreicheres Patientenkollektiv
mit unterschiedlichen Tumorstadien und Risikofaktoren zu evaluieren und im Follow-

up langer zu beobachten.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

FUr die Planung einer angemessenen Therapie und fur die Prognose des
Prostatakarzinoms (PCa) ist die individuelle und sorgfaltige Erfassung des Stadiums
der Erkrankung unerlasslich. Neben der digital-rektalen Untersuchung der
Vorsteherdrise und der Analyse der PSA-Serumkonzentration stehen zur
Bestimmung der lokalen und systemischen Ausbreitung des Malignoms der
transrektale Ultraschall, die Knochenszintigraphie und je nach Indikation andere Bild
gebende Verfahren wie die Computertomographie, die Magnetresonanztomographie
oder Kombinationen einzelner Untersuchungsmethoden wie beispielsweise das PET-
CT oder moderne nuklearmedizinische Methoden zur Verfigung. Zur Erfassung
eines metastatischen Befalls der Lymphknoten sind oben genannte Verfahren
allerdings nur bedingt geeignet.

Im Falle eines lokal begrenzten, d.h. die Kapsel der Prostata nicht Uberschreitenden
Tumors, besteht die Therapie mit kurativer Intention meist in der radikalen
Prostatovesikulektomie. Vor Entfernung der Prostata und der Samenblasen erfolgt in
der Regel die pelvine Lymphadenektomie. Werden die regionaren Lymphknoten bei
der intraoperativen Schnellschnittuntersuchung fur metastasenfrei befunden, schlief3t
sich die Prostatektomie an. Annahernd 35% der Patienten, die sich diesem Eingriff
unterzogen haben, erleiden allerdings innerhalb der ersten 10 Jahre nach der
Operation ein biochemisches (PSA-Neuanstieg) oder klinisches Fortschreiten ihrer
Erkrankung [Pound 1999, 1591-97; Jacobsen 1998, 173-79; Stephenson 2004, 90-
96]. In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob dieser PSA-Neuanstieg
durch das Existieren von Mikrometastasen des Prostatakarzinoms, die histologisch
im Rahmen des intraoperativen Stagings nicht erfasst worden waren, zu erklaren ist.
Mit diesem Ziel wurden die archivierten, in Formalin fixierten und in Paraffin
eingebetteten Lymphknotengewebeproben von 80 mannlichen Patienten mit einem
klinisch lokal begrenzten Prostatakarzinom (pT2) und mikroskopisch tumorfreien
Lymphknoten (pNO), die sich im Zeitraum zwischen 1990 und 2000 einer radikalen
Prostatektomie unterzogen haben, einer molekularbiologischen Reevaluation mittels
der konventionellen Reverse Transkriptase — Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
und der Real-Time TAQMAN® PCR zugefuhrt. Der Nachweis von mRNA des
prostataspezifischen Antigens sollte hierbei das Vorliegen von Mikrometastasen

beweisen.
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Im Rahmen dieser Nachuntersuchungen wurden in regionaren Lymphknoten von 3
der 80 Patienten (3,75 %) Mikrometastasen des Prostatakarzinoms detektiert, die mit
der histopathologischen Routineuntersuchung nicht entdeckt worden waren. Diese
Befunde lieRRen sich allerdings nicht mit einem postoperativen Neuanstieg der PSA-
Konzentration im Serum Kkorrelieren.

Die niedrige Zahl der sowohl im Rahmen der konventionellen RT-PCR als auch der
Real Time TAQMAN® PCR detektierten Mikrometastasen in unserer Untersuchung
kann den Einsatz dieser Methoden zum Routinestaging des Prostatakarzinoms
aktuell nicht rechtfertigen, aulerdem ergaben sich bei unseren Untersuchungen
keine Vorteile der TAQMAN® PCR gegenulber der konventionellen RT-PCR.

Um verlassliche Empfehlungen fur oder gegen den Routineeinssatz dieser
kostenintensiven und aufwendigen Labormethoden geben zu kdnnen, muss eine viel
grollere Anzahl von Patienten mit unterschiedlichen Tumorstadien und

Risikofaktoren untersucht und nachbeobachtet werden.
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