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Klinische Bedeutung der Zytologie und DNS-Zytometrie
in der Therapie des Prostatakarzinoms™

Clinical relevance of cytology and DNA-cytometry
in the therapy of patients with prostatic carcinoma

H. AvL-AsaDp1, R. NAGEL

Urologische Klinik und Poliklinik, Klinikum Rudolf Virchow, Freie Universitit Berlin

Zusammenfassung

Rei 271 Patienten mit lokal fortgeschrittenem Prostatakarzinom wurden mittels der Einzelzell-DINS-
Zytophotometrie die Ploidie, die DNS-Heterogenitit und die Anteile der Zellzyklusphasen der Tumoren
vor und wihrend der Therapie untersucht, um neben den bisherigen prognostischen Faktoren (Stadium,
Grad) weitere prognostische Parameter zu finden. Der Zeitraum der Verlaufsbeobachtung betrug 1 bis 12
Jahre.

Von den 271 Patienten haben 198 Patienten (73,7%) einen T3 NO Mo-Tumor, wahrend bei 73 Patien~
ten (26,3%) ein Stadium T3/T4 N+ M1 vorlag. 11,8% der Patienten wiesen den zytologischen Maligni-
titsgrade 1, 64,3% der Patienten den Malignititsgrad 2 auf und 23,8% der Patienten hatten den Grad-3-
Karzinom. Die Einzelzell-DNS-Zytophotometrie ergab bei den hiheren Malignititsgraden 2 und 3 eine
Aneuploidie-Rate bis zu 71% und eie Diploidie-Rate bis zu 23,8%. Bei dem Malignititsgrad 1 dagegen
lag die Diploidie-Rate bei 71% und die Aneuploidie-Rate bei 15,2%. Diese Unterschiede sind sigmfikant
(p < 0,001).

Zwischen den Ergebnissen der DNS-Zytophotometrie und dem klinischen Verlauf bestand eine signifi-
Lante Korrelation. Patienten mit diploiden Tumorzellkernen entwickelten innerhalb einer Beobachtungs-
zeit von 12 Jahren keine Metastasierung und keine lokale Tumorprogression, wihrend Patienten mit
aneuploiden Tumorzellkernen eine Metastasierung und eine lokale Tumorprogression trotz Therapieum-
stellung innerhalb von 8 bis 22 Monaten ~ufwiesen. Die Patienten in der aneuploiden Gruppe starben
durchsehnittlich 21 Monate nach dem Zeitpunkt der Primirdiagnose an ihrem Tumorleiden.

Summary

Single-cell DNA cytophotometry was employed to analyze the tumors of 271 patients with locally
advanced prostatic carcinoma as to DNA ploidy and heterogeneity and the distribution of the phases of
the cell cycle before and during therapy, with the intention of establishing prognostic factors apart from
those already known (stage, grade). Follow-up periods ranged from 1 to 12 years.

198 (73%) of the 271 patients had carcinoma stage T3 NO MO, and 73 (27%) of them had carcinoma
stage T3/T4 N+ M1, The tumors were evaluated cytologically to establish the grades of malignancy.
11.8% were grade-1-carcinomas, 64.3% were grade-2 and 23.8% were grade-3-carcinomas. Single-cell
DNA cytophotometry demonstrated aneuploidy rates of up 10 73% and diploidy rates of up to 23.8% for
the higher grades of malignancy, whereas the diploidy rate established for grade-1-carinoma was 71% and
the respective aneuploidy rate was 15.2%. These differences are significant (p < 0.001).

There was 2 significant correlation berween the results of DNAA cytophotometry and the clinical course
of the disease. Patients with diploid tumor-cell nuclel developed no metastases and no local tumor
progression during the follow-up period of 12 years, whereas patients with aneuploid tumor-cell nuclei

 chowed metastases and no local tumor progression within 8-22 months, despite changes in therapy. These

patients died of carcinoma after an average of 21 months following primary diagnosts.

%+ Meinem verehrten Lehrer Herrn Professor Dr. med. H.-A. MULLER gewidmet,
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Einleitung

Die pathomorphologische Begutachtung maligner Prostatatumoren bereitet heute noch
haufig Schwierigkeiten. Das Prostatakarzinom ist morphologisch ein sebr heterogener Tumor
mit {iberlappender Histologie, unterschiedlichem biologischen Verhalten und klinischen Ver-
lauf. Eine Verbesserung der Behandlung konnte dadurch erreicht werden, daf} neben einem
detailliertem morphologischem Grading die Bestimmung von Hormonrezeptoren, histoche-
mischen und immunologischen sowie molekulargenetischen Untersuchungen zusitzliche
Malignititskriterien aufler der Histomorphologie etabliert werden. Due Ploidie und
Proliferationsaktivitit der einzelnen Tumoren kénnen solche differenzierenden Faktoren dar-
stellten (1-5, 7, 9).

Fine Abweichung des DNS-Gehaltes der Tumorkerne von dem normalen Gewebe 1st ein
Hinweis auf eine Tumorzelipopulation im Sinne der Aneuploidie (12). Die DNS-Heterogeni-
dit der Tumorzelikerne bei malginen Tumoren verschiedener Organe hat in den letzten Jahren
wegen der Beziehung des Tumorverhaltens vor und wihrend der Therapie groffes klinisches
Interesse erlangt (1-5, 6, 10, 12, 14, 16, 19, 21, 23, 25). |

In einer experimentellen Studie in der Zeit von 1980 bis 1992 haben wir durch Feinnadel-
biopsie gewonnenes Tumormaterial mit dem Ziel untersucht, neben den bisherigen prognosti-
schen Faktoren weitere zu finden. Mit Hilfe der Absorptionszytophotometrie untersuchten
wir die Ploidie, die intratumorale Heterogenitit und die proliferative Aktivitit des Prostata-
karzinoms vor und wihrend der Therapie.

Patientengut und Methodik

Von Januar 1980 bis Dezember 1992 wurden bei 271 Patienten mit lokal fortgeschrittenem
Prostatakarzinom Untersuchungen mit der Einzelzell-DNS-Absorptionszytometrie durchge-
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Abb. 1; Feulgensche Nuklearreaktion: Isoliert Legend, gut kontrastierce Zellkerne ohne Uberlagerung
und Artefakte (100 X Ob;.) |
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fiihrt und der klinische Verlauf der entsprechenden Patienten dokumentiert. Dex Zeitraum der
Verlaufsbeobachtung betrug 1-13 Jahre, das Durchschnittsalter dieser Patienten betrug 68,9
Tahre (42-88 Jahre). Die Materialgewinnung fiir die DNS-Analyse erfolgte mit der transrekea-
len Feinnadelaspirationsbiopsie. Die Ausstrichpriparate wurden erst nach Papanicolaou
gefirbt und von uns zytologisch fiir die Tumordiagnostik und Differenzierung entsprechend
der Empfehlung des pathologisch-urologischen Arbeitskreises Prostatakarzinom beurteilt
(17). Nach Bestimmung des Malignitatsgrades wurden die Tumorkomplexe markiert und
anschliefend mit der Feulgenschen Kernfirbung umgefirbt (Abb. 1). Gemessen wurden etwa
300 Tumorzellkerne, gelegentlich auch mehr. Der DNS-Gehalt dieser Kerne wurde mittels
Einzelzellabsorptionszytometrie ermittelt. Die gemessenen Werte der jeweiligen Totalextink-
tion wurden zusammen mit Mittelwertstandard, Abweichungsvarianz und Variationskoeffi-
sienz mit der Hilfe der statistischen Analyse ausgerechnet. Entsprechend dem internationalen
Konsens der DNS-Zytometrie bezeichnen wir den Zellkern-DNS-Gehalt als euploid oder
polyploid, wenn er im Bereich des Mittelwertes der diploiden Eichpopulation £ 25% liegt.
Entsprechend dem Variationskoeffizienten der Eichpopulation werden alle auflerhalb des

7~ euploiden und polyploiden Bereiches liegenden Zellkerne als aneuploid bezeichnet. Der von

ca. 300 Zellkernen erfaflte DNS-Gehalt wird in einem DNS-Histogramm zusammengetafit.
Der DNS-Gehalt wird in «<AU» (arbitrary units), die Zahl der gemessenen Tumorzellkerne

mit «n» angegeben (durch Eintragung der gewonnenen Werte auf der Abszisse und Ordinate
entsteht das Histogramm).

Statistische Analyse

Fiir die 3 Malignititsgrade wurde die Homogenitit der Ploidiegrade nach dem Chi-Square-
Test statistisch gepriift. Die Uberlebenskurven erhélt man durch die Kaplan-Meier-Product-

Limit-Methode, und der statistische Vergleich wurde zwischen 2 Uberlebenskurven mit Hilfe
des Long-rank-Tests erstellt (15, 18, 20).

Ergebnisse

Tumorstadium und Hinfigkeit der Malignititsgrade

Die Stadiencinteilung wurde entsprechend der Empfehlung der UICC nach dem TNM-
System eingeteilt (24). Bel der Diagnosesteliung befanden sich 198 (73%) der Patienten im
Stadium T3 No Mo, wihrend bei 73 Patienten (27%) das Stadium T3/T4 N+ M1 vorlag

7 (T'ab.1). Im gesamten Untersuchungsgut war der zytologische Malignititsgrad 2 mit 64,3%

der Patienten am hiufigsten, gefolgt von Malignittsgrad 3 mut 23.9% und Malignititsgrade 1
mit 11,8% (Tab.1, Abb.2,3 u. 4).

Tabelle 1: Hiufigkeitsverteilung der klinischen Stadien und der pathﬂmnrphﬁlugischen Malignititsgrade
bei 271 Patienten mit lokal fortgeschrittenem Prostatakarzinom zum Zeitpunkt der Diagnose

Stadium - n %Yo
T3 INO MO 198 73
T3/4 Nx M1 73 27
Malignititsgrade

1 32 11,8
2 174 64.3
3 65 23,9
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Abb.2: Zytologisches Ausstrichpriparat: Leichte Kernpolymorphie, prominente, z.T. entrundete
Nukleolen, intakte Zellgrenzen Grad 1 (Score 10), (Papanicolaou, 100 X Oby.)

Zytologie und die Response-Kriterien

Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, unterscheidet sich unser Krankengut deutlich von dem
anderer Kliniken, da lediglich 27% Metastasen hatten, wihrend 3% mit T3-Karzinom aber
keine Metastasen aufwiesen.

Dies erklirt sich daraus, daft wir an unserer Klinik seit iiber 23 Jahren mit der Zytologie und
auch DNS-Zytophotometrie inzwischen mit mehr als 35000 Aspirationsbiopsien {iber eine
Kontrollméglichkeit verfiigen, durch die wir die Therapiewirkung bzw. das Therapieversagen
direkt am Primirtumor nachweisen kénnen. Die Aspirationsbiospie ist fiir den Patienten nicht
belastend und dariiber hinaus komplikationsarm.

Diese beiden Methoden — wie auch die morphologische Untersuchung einer Stanzbiopsie —
sind derzeit die einzigen objektiven Parameter zur Therapicbeurteilung beim lokal fortge-
schrittenen noch nicht metastasierten Karzinom der Prostata.

Zytomorphologische Verindungen unter der Therapie

Die Regressionszeichen sind unabhingig von der jeweiligen Therapie, wie wir an iiber 900
Patienten mit 6 verschiedenen Therapieformen bereits frither nachgewiesen haben (1, 14).
Dariiber hinaus ist der Zeitpunkt, zu dem eine schlechte oder fehlende Wirkung am Tumor
selbst definitiv festgelegt werden kann, fiir die verschiedenen Therapieformen eindeutig gesi-
chert. So kann nach antiandrogenen Mafinahmen wie Orchiektomie, LH-RH-Analoga oder
Antiandrogenen bei einem schlechten oder fehlenden Regressionskriterium 6 Monate nach
Therapiebeginn kaum noch mit einem Tumorresponse gerechnet werden, wihrend nach
Estracyt und Cyclophosphamid bereits nach 3 Monaten der Therpaieeffekt zuverlissig beur-
teilt werden kann. '

Die wichtigsten Zeichen der Regression finden sich am Kern und an den Nukleolen: Kern-

pyknose, Abnahme der Kerngrofle, Kernrarefizierung, Desintegration von Kernchromatin.
Nukleolen: Groflenabnahme bis zum Verschwinden (Abb. 2a, 3a, 4a).
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Abb. 4: Zytologisches Ausstrichpriparat: Deutliche Polymorphie und Hyperchromasie der Kerne, poly- Abb. 2a; Zytologis

morphe Nukleolen, starke Kerndissoziation. Grad 3 (Score 17), (Papanicolaou, 100 X Ob;.) derung des Kern-
(Papanicolaou, 101
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Die zytologischen Kriterien der Regression korrespondi

eren mit denen der Histologie bei

Beurteilung einer Stanzbiopsie und entsprechen der Klassifikation der Deutschen Uropatho-

logischen Arbeitsgruppe «Prostatakarzinom» (1, 17, 19, 21

DNS-Ploidie versus Malignititsgrad

).

Der Ploidiegrad des Prostatakarzinoms erreichte DNS-Werte von 2c (diploid) bis zu 19¢.

Die hiufigsten Ploidiewerte der DNS-Stammlinien lagen

im 5c-, 6c-, 9¢-, 10c- und 12¢-

Bereich. Die DNS-Werte von 32 Patienten mit Malignititsgrad-1-Karzinom wurden mit 71%
der gemessenen Tumorzellkerne im diploiden Bereich 2¢c, 13,8% im polyploiden (4c) und

15.2% im aneuploiden Bereich (3¢ und 5¢) ermittelt.

Die 174 Patienten mut Malignititsgrad-2-Karzinomen zeigten eine sehr heterogene DNS-
Verteilung, obwohl die Karzinome eine einheitliche zytomorphologische Differenzierung aui-

wilesen.

Wie aus Tab. 2 hervorgeht, lieffen sich DNS-Meflwerte 1

n 23,8% im diploiden {2c), 25,2%

im polyploiden (4c) und 51% der gemessenen Tumorzellkerne im aneuploiden (3¢, 5¢) Bereich

ermitteln. Bei den 65 Patienten mat Grad-3-Karzinomen fand sich eine diploide Verteilung 1n
nur 4,2% der gemessenen Ploide, wihrend 24,8% einen polyploiden und 71% einen aneuploi-
den DNS-Gehalt aufwiesen und mehr als 2 DNS-Stammlinien und Streuung der Ploidie-

Werte bis zu 19c¢.

Tabelle 2: Korrelation von Malignitatsgrad und DNS-Gehalt der
Prostatakarzinom

Tumorzellkerne bei 271 Patienten mit

Grad diploid polyploid aneuploid
(ﬂ) fyn % %Y

1 (32) 71 13,8 15,2

2 (174) 23,8 25,2 51

3 (65) 2,3 28.8 72,9

Klinisches Stadiwm versus DNS-Ploidie

Bei 198 Patienten mit klinischem Stadium T3 fanden wir bei der DNS-Analyse 38% der

gemessenen Tumorzellkerne im diploiden Bereich, 9% im tetraploiden und 53% im aneuplo1- -

den Bereich. Die DNS-Ploidievertetlung bei den Patienten im klinischen Stadium T4 wurde
mit 67% im aneuploiden Bereich, 11% im tetraploiden und 22% im diploiden Bereich ermit-

telt (Tab. 3).

Tabelle 3: Korrelation von klinischen Stadien und DNS-Ploidie bei 271 Patienten mit Prostatakarzinom

Stadium diploid polyploid ~ aneuploid
(11) % % %

T3 N0 MO

(198) 38 9 53

T4 N+ Ml

(73) 22 11 67

Veranderungen der DNS-Ploidie unter der Therapte

Wihrend die Pathohistologie und Zytomorphologie eher emn morphologisch qualitatives

Bild iiber den Therapieeffekt gibt, erlaubt die DNS-Zytop
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lyse des Zellkern-DNS-Gehaltes eine quantitative Beurteilung des biologischen Verhaltens,
d.h. des Malignititspotentials des Prostatakarzinoms vor und wihrend der Behandlung mit
allen bisher bekannten Therapieformen. Wir haben bei Prostatakarzinomen nicht nur sequen-
tielle Analysen des DNS-Gehaltes der Tumorzellkerne durehgefiihrt, sondern vor allem auch
bei verschiedenen therapeutischen Mafinahmen. Es ist eine gesicherte Erkenntnis, daf sich der
DNS-Gehalt des therapieresistenten Prostatakarzinoms signifikant von den Karzinomen
unterscheidet, die giinstig auf die Therapie reagieren. Ist die Behandlung des Prostatakarzi-
noms erfolgreich, findet sich in der DNS-Zytophotometrie ein signifikanter Fall des Ploidie-
arades von der Aneuploidie in Richtung Diploidie, d.h. eine Linksverschiebung. Bleibt die
Aneuploidie dagegen unter der Therapie unverdndert, kann ein schlechter klinischer Verlaut

vorausgesagt werden, unabhingig von der jeweils angewandten Therapie, wie aus dem DNS-
Histogramm der Fille 1 bis 3 zu ersehen 1st.

Fall 1: 63jihriger Patient im Stadium T3 Mo, zytologischer Malignititsgrad 1 (Score 10)
Abb. 2 und 2a): Vor der Therapie zeigte das Histogramm einen breiten 2gipfligen 8c- bis 10c-
Bereich mit Werten bis zu 12c.

6 Monate nach der Therapie fand sich eine klare Linksverschiebung mit einem statistisch
signifikanten Gipfel im diploiden 2c-Bereich, der auch 5% Jahre nach Therapie unverindert
nachzuweisen war. Dieser giinstige Befund des Zytophotgramms korrespondiert sehr gut mit

dem klinischen Befund, denn der Patient ist inzwischen 11 Jahre und 4 Monate ohne Progres-
sion (Abb. 5).
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Abb. 5: Fall 1: DNS-Histogramme vor und wihrend der Therapie
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Fall 2: 70jshriger Patient mit fortgeéschrittenem Prostatakarzinom T3, zyto- und histo-
logischer Malignitdtsgrad 2 (Score 14) (Abb. 3 und 3a): Vor Beginn der Therapie ein breiter
Gipfel im 6- und 7c-Bereich mit Strevung der DNS-Werte bis zu 12¢, 6 Monate nach Therapie
mit LH-RH-Analoga (Buserelin) fand cich eher eine Rechtsverschiebung tiber 12¢. Da sich
zytologisch nach 6 Monaten ebenfalls keine Regressionszeichen nachweisen lieflen, haben wir
den Patienten auf Estramustinphosphat (Estracyt) umgestellt, 4%2 Jahre nach Estracyt-Thera-
pie zeigte sich nun eine gute Regression mit statistisch signifikantem Haufigkeitsgipfel im 2-
und 4c-Bereich bei klinisch stabilem 7ustand. Nach 82 Jahren weiterhin ohne Nachweis von
Metastasen (Abb. 6). '

Fall 3: 43jahriger Patient mit Prostatakarzinom T3 Nx M, histologischer und zytologi-
scher Malignititsgrad 3 (Score 17) Abb. 4 und 4a): Dies ist ein Beispiel fiir eine primire
Resistenz gegen LH-RH-Analoga sowie eine Resistenz gegen die sekundire Estracyt-Thera-
pie. Vor der Buserelin-Therapie fand sich ein Haufigkeitsgipfel von 5-, 7-, 9- sowie im 13c-
Bereich mit Streuung der Mefwerte bis zu 19¢. Ein diploider Anteil war hier nicht nachzuwei-
sen. 6 Moante nach Buserelin-Behandlung fand sich noch ein definitiver Haufigkeitsgipfel im
6- bis 8c-Bereich mit Streuung der Mefiwete bis zu 16c. Da dieses DNS-Verteilungsmuster als
ausgesprochen schlechtes Therapicergebnis angesehen werden muflte, wurde der Patient auf
Estramustinphosphat umgestellt. Wie nach sekundirer Estracyttherapie erwies sich der
Tumor, wie die DNS-Verteilung iiber den. 16c-Bereich zeigte, also auch gegen Estracyt resi-
stent. Es zeigte sich eme persistierende Aneuploidie (Abb. 7). Dieser Befund korrespondiert
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Abb. 6: Fall 2: DNS-Histogramme vor und wihrend der Therapie
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Abb. 7: Fall 3: DNS-Histogramme vor und wihrend der Therapie

klinisch mit einem nachweisbaren Tumoreinbruch in der Blase, deshalb wurde die Therapie
auf Zyklophosphamid als tertidre Therapie umgestellt mit der Hoffnung auf eine gewisse
Hemmung der Tumorproliferation. Trotz dieser Therapieumstellung starb der Patient 8
Wochen nach der Zyklnphosphamid—Behandlung an einer ausgedehnten Metastasierung.

Prognostische Relevanz der DNS-Ploidie

In der Beobachtungszeit bis zu 12 Jahren konnte bei 67 Patienten (24%) mit einem Hiuhg-
keitsgipfel im diploiden DNS-Beriech (2¢) keine Metastasierung und keine lokale Tumorpro-
gredienz nachgewiesen werden.

Von 141 Patienten (52%) mit zwei oder mehreren DNS-Stammlinien bzw. breiten aneu-
ploiden DNS-Verteilung hatten 65 Patienten bereits bei der Diagnosestellung Fernmetastasen
und verstarben innerhalb der ersten 22 Monate an dem Tumorleiden. Von den iibrigen 76
Patienten trat nach 8 bis 36 Monaten nach Diagnosestellung bei 73 Patienten eine Skelettmeta-
stasierung auf. Von dieseri 73 Patienten ctarben 67 in der Beobachtungszeit an threm Tumor-
leiden. Aus der aneuploiden Gruppe mit 141 Patienten sind bis zu 4 Jahre der Beobachtungs-
periode 3 Patienten klinisch in einem stabilen Zustand. -

Von den 63 Patienten in der Gruppe der polyploiden, nahen diploiden DNS-Verteilung
hatten 33 Patienten ecine Fernmetastasierung und verstarben trotz Therapicumstellung an
‘4t vem Tumortleiden, weiterhin verstarben 6 Patienten an einem Herzkreislaufversagen. 24
Patienten aus dieser Gruppe sind klinisch stabil (Tab.4, 5, Abb. 8).
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Tabelle 4: Klinischer Verlauf versus DNS-Ploidie bei 271 Patienten mit Prostatakarzinom Malignitdtsgr

- : ; Durch Zellzy
DNS-Ploidie M1 stabil gestorben GO/G1-Phase, i
n (%) n (%) n (%) n (%) geht, zeigt sich

rend bel den Gi

diploid 67 (24) - - 46 (69) 217 () einem hohen a

' 23 33 (52 24 38 33 (52) klinisch progrec
polyploid > %) D 6% ((9; und einer niedr
aneuploid 141 (52) 138 (98) 3 2) 137 (97)

* Herzkreistauf-Erkrankungen

Tabelle 5: Uberlebensrate versus DNS-Ploidie bei 271 Patienten mit Prostatakarzinom

DNS 3 Jahre 5 Jahre 9 Jahre |
(%) (%) (ﬁﬁ) o’ h—ﬂj

diploid 99 97 88

polyploid 71 51 38

aneuploid 34 2 -

entsprechend KapLan-MEYER p>> 0,001

Tabelle 6: Zellproliferation — Anteile der Aneuploidie — versus pathohistologischem Malignitatsgrad

(n=271)
Grad (n) Aneuploidie (%)
: Abb. 9: Korrelatio
1 32 8—15
. 174 51-68
3 65 73
Diskussion
Die vorliegen
P % Wachstumsverh:
100 _ gen bisher vorlie
90 - diploid . ) Zytometrie als
80 _ berichten uber |
Studie fanden w
"% 70 - - 71% bei schlech
= 60 — Mit Hilfe der
§ 504 O otaris ioe
& olyploid & 15t
g 40~ PO photometrische .
30 — Vorteil gegeniit
20 — bestimmen und
aneuploid | kann fiir Nachu
10 p=0.001 P Bei der Durc
0 — . I ; | | j | i | schmalen, am St
0 612 24 36 48 60 72 84 96 108 120 Monate mung zugefithrt
1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 Jahre hohe Mefigeschs
- zur Morphologi
Abb. 8: Uberlebenszeiten in Korrelation zut DNS-Ploidie bei Patienten mit Prostatakarzinom; n = 271 geht in die Hau
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Malignititsgrade und Anteile der Zellzyklusphasen

Durch Zellzyklusanalyse mittels Einzelzellzytometrie kann der Anteil der Tumorzellen in
G0/G1-Phase, in S-Phase und in G2/M-Phase bestimmt werden. Wie aus Tabelle 6 hervor-
geht, zeigt sich bei Grad-1-Karzinom ein Anteil von 8% proliferierender Tumorzellen, wih-
rend bei den Grad-2- und -3-Tumoren diser Anteil auf 51 bzw. 71% ansteigt. Patienten mit
einem hohen aneuploiden Anteil (und mehreren aneuploiden Stammlinien) wurden frither
klinisch progredient und starben frither als Patienten mit einem geringen aneuploiden Anteil
und einer niedrigen Proliferationstendenz (S, G2, M < 8%), (Tab.5, Abb.9).

Grad |l Grad I

diploid [ tetraploid

Abb. 9: Korrelation von DNS-Ploidie und Malignivitsgrad

Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse der DNS-Untersuchungen deuten auf ein unterschiedliches
Wachstumsverhalten des Prostatakarzinoms und damit auf seine Heterogenitit hin, Die weni-
gen bisher vorliegenden Untersuchungen an Prostatakarzinomen mittels der Einzelzell-DNS-
Zytometrie als auch mittels Durchfluflyztometrie zeigen unterschiedliche Ergebnisse und
berichten iiber hohe DNS-Werte, besonders bei entdifferenzierten Karzinomen. In unserer
Studie fanden wir eine Aneuploidierate von 8% bei hochdifferenzierten Tumoren und von
71% bei schlecht differenzierten Grad-3-Tumoren (1, 6, 7, 11, 12, 14, 19).

Mit Hilfe der Einzelzellzytophotometrie kénnen exakte DNS-Analysen durchgefithrt wer-
den, da nur diese Methode eine zuvor visuell diagnostizierte Tumorzelle mifit. Die Einzelzell-
photometrie ist ein zeitaufwendiges Verfahren, weil jede Zelle von dem Untersucher in das
photometrische Meffeld eingefahren werden muff. Dem Nachteil des Zeitaufwandes steht der

Vorteil gegeniiber, Zellmorphologie und Zellkern-DNS-Gehalt an identischem Material

bestimmen und einander zuordnen zu kdnnen, Die Position einer Zelle auf dem Objekttriger
kann fiir Nachuntersuchungen festgehalten werden (1--5, 7, 19, 21, 22).

Bei der Durchflufiphotometrie werden die Zellen in Suspension gebracht und in einem
schmalen, am Strahlengang des Mikroskops orientierten Fliissigkeitsstrom der DNS-Bestim-
mung zugefihrt. Die kontinuierliche Messung der Zellen im Fliissigkeitsstrom bedingt eine
hohe Mefigeschwindigkeit, allerdings fehlt jegliche Zuordnung des gemessenen DNS-Gehaltes
zur Morphologie der Zelle. Jeder fluoreszierende Partikel einer Suspension wird gemessen und
geht in die Haufigkeitsverteilung ein, unabhingig davon, ob es sich um einen beschidigten
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Zellkern, unvollstindig getrennte Zellkerne oder fluoreszierende Verunreinigungen handele
(1, 22).

Aufgrund unserer Ergebnisse bei der Zellkern-DNS-Analyse und der Ergebnisse anderer
Autoren ist die DNS-Zytometrie in der Lage, eine quantitative Aussage iiber Erfolg und
Miferfolg der einschligigen Therapie zu gestatten. Eine Euploidisierung bzw. eine Zunahme
der hypodiploiden DNS-Verteilung und ein Schwund der vor der Therapie vorhandenen
aneuploiden Zellinien deuten auf eine Tumorremission unter der Behandlung hin. Bleibt eine
aneuploide DNS-Verteilung unter der Therapie bestehen, so liegt eine Tumorprogression vor
(1-7, 12, 19, 21).

Eine Verschlechterung der Prognose im individuellen Fall laflt sich aus einer breiten Streu-
ung der DNS-Mefwerte erkennen. Eine dhnliche Aussage kann auch aus dem Verhaltnis
diploider zu aneuploiden Zellen abgeleitet werden (1-7, 9, 11, 12, 14, 16, 19). Dieses Verhilt-
nis hat besonders eine Bedeutung bei der Malignititsgrad-2-Gruppe, die morphologisch ein-
heitlich, aber beziiglich der Malignititspotentiale heterogen ist.

Betrigt der Anteil der diploiden Zellen (GO/G1-Phase) > 60%, so ist die Prognose der
Patienten giinstiger als bei einem Anteil < 60%. Dabei bedeutet ein hoher Anteil von G0/G1-
Zellen in der Regel ein geringes Wachstum der Tumoren.

Diese Unterschiede in den Uberlebenszeiten sind auch innerhalb der Pauenten der Maligni-

titsgrade 2 und 3 mit einer Abnahme der diploiden und einer Zunahme der proliferierenden
aneuploiden Zellen zu erkennen.

Schluf}folgerung

Die einzelzellzytophotometrische Analyse bei 271 Patienten erlaubte in unserer Studie

signifikante klinische und prognostische Aussagen. Von Bedeutung sind die Ploidie, die
Anzahl der DNS-Stammlinien und die Anteile der Zellzyklusphasen.
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