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Validität und Reproduzierbarkeit
prognostischer Tests

Die histogenetische Klassifikation von Tu-

moren sagt etwas über den Gewebstyp

aus, von dem ein Tumor abstammt oder

dem sein Gewebe mikroskopisch ähnlich

sieht. Das Stadium benennt im TNM-Sys-

tem organspezifisch den Ausbreitungs-

stand eines Tumors zum jeweiligen Zeit-

punkt. Der Malignitätsgrad sollte dagegen

dessen maligne Potenz benennen. Die in-

dividuelle Prognose eines Tumorpatienten

ergibt sich aus der Zusammenschau dieser

drei pathomorphologischen Dimensionen.

Zwar sagt oft schon die Klassifikation des

Tumors etwas über die Prognose des be-

troffenen Patienten aus. Patienten mit ver-

schiedenen Malignitätsgraden sollten, bei

gleicher Tumorklassifikation, gleichem Sta-

dium und gleicher Therapie, signifikant

unterschiedliche Rezidiv-, Progressions-

und Überlebensraten aufweisen. Ein prog-

nostischer Test sollte darüber hinaus eine

hohe interindividuelle Reproduzierbarkeit

(> 95%) haben, vor allem, wenn davon

gravierende therapeutische Entscheidun-

gen abhängen.

Einfluss von Testergebnissen auf
therapeutische Entscheidungen

Da ein prognostischer Test das klinische

Verhalten eines individuellen Tumors vor-

hersagen soll, kann er bei niedrigem,

günstigem Wert unter Umständen dazu

beitragen, bestimmte aggressivere, neben-

wirkungsreichere Therapieformen zu-

nächst oder ganz zu vermeiden oder bei

hohem Wert eine abwartende Strategie

auszuschließen. So würde man einem

Prostatakarzinom-Patienten mit organbe-

grenztem Tumorwachstum, aber hohem

DNA-Malignitätsgrad keine Brachytherapie

empfehlen, weil das baldige Auftreten von

Mikrometastasen vorhersehbar ist [33].

Lässt ein solcher Index aber, vor allem bei

Karzinomen in frühen Stadien (T1 und

T2), mit hoher Wahrscheinlichkeit (> 95%)

innerhalb der folgenden 5 Jahre das Auf-

treten eines klinischen Progresses aus-

schließen, kann eine abwartende Haltung

(AS) erwogen werden.

Wie verlässlich ist der Gleason-
Score?

In den S3-Leitlinien zum Prostatakarzinom

spielt der Gleason-Score (GS) als Kriterium

für verschiedene therapeutische Entschei-

dungen eine wesentliche Rolle. Der Score

(die Gleason-Summe) schätzt die Prognose

eines Patienten mit Prostatakarzinom aber

oft nicht sicher genug ein, um davon

schwerwiegende therapeutische Entschei-

dungen abhängig zu machen ([2, 7, 19,

46, 48, 56]). Zudem kann der Score an

kleinen, wenige Millimeter messenden

Karzinomherden in Stanzbiopsien oft

nicht oder nur mangelhaft verlässlich be-

stimmt werden [25].

Durch die Neufassung des Gleason-

Score [25] kommt es in vielen Fällen zu

einer „Aufgradierung“, ohne dass deren

prognostische Bedeutung bisher durch

Studien nachgewiesen werden konnte. In

Stanzbiopsien werden GS unter 6 nicht

mehr vergeben, weil man vermeiden

möchte, dass das Ergebnis im Operations-

präparat höher sein könnte [25]. Es findet

also bei niedrigen GS zwischen 2 und 5

sicherheitshalber eine Höhergradierung

auf GS 3 + 3 = 6 statt. Hat ein Patient z.B.

in der Summe einen GS 2, 3, 4 oder 5 in

seinen Stanzbiopsien, wird er demnach

auf 6 hoch gradiert.

Die Reproduzierbarkeit der Bestimmung

selbst des revidierten GS durch verschiede-

ne untersuchende Pathologen am selben

Präparat ist unbefriedigend. Burchard et al.
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Zusammenfassung
Der subjektive Gleason-Score (GS) schätzt die Prognose von Patienten mit Prostatakar-
zinom nicht sicher genug ein, um davon schwerwiegende Entscheidungen über Thera-
piemaßnahmen abhängig zu machen. In Karzinomen nehmen, bedingt durch chromo-
somale Instabilität im Rahmen der zytogenetischen Tumorprogression, Ausmaß und
Variabilität chromosomalerAberrationen (Aneuploidie) zu.Damit geht eine zunehmende
Malignität der Tumoren einher. Durch Messung des DNA-Gehalts in Hunderten von Tu-
morzellen aus Stanzbiopsien kann man das Ausmaß der DNA-Aneuploidie als objektives
Maß für die Bösartigkeit individueller Karzinome bestimmen. Niedrigrisiko-Karzinome
der Prostata zeigen mit den gängigen Messmethoden von gesunden Zellen nicht un-
terscheidbare, peridiploide DNA-Gehalte. Aufgrund der aktuellen S3-Leitlinien Prosta-
takarzinom für eine Aktive Überwachung infrage kommende Patienten mit solchen,
prognostisch sehr günstigen DNA-Verteilungen können sich dieser Strategie beruhigter
anvertrauen als aufgrund eines niedrigen Gleason-Scores < = 6 alleine. Für Patienten mit
Prostatakarzinomen höherer DNA-Malignitätsgrade sollten jedoch unmittelbar kurative
Ansätze gewählt werden, da ihr Risiko für einen Progress nachweislich erhöht ist.
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ermittelten 2008 eine Reproduzierbarkeit

an Stanzbiopsien von nur 48% [14]. Veloso

et al. berichten über 58–69% [55], Netto et

al. über 70% [43]. Aus dieser mangelhaften

Reproduzierbarkeit resultieren für die be-

troffenen Patienten unter Umständen gra-

vierende therapeutische Fehlentscheidun-

gen. Es erhebt sich daher die Frage, ob es

zusätzlich zum GS noch objektivere, repro-

duzierbarere und prognostisch validere

Marker gibt, welche einerseits dazu beitra-

gen, eine nicht indizierte aktive Überwa-

chung zu vermeiden und andererseits

mehr Patienten durch Einbeziehung in die

AS vor einer Übertherapie zu bewahren.

Aktive Überwachung
(Active Surveillance, AS)

Diese Strategie sehen die deutschen S3-

Leitlinien für das Prostatakarzinom als Op-

tion für Patienten vor, die Karzinomherde

des Gleason-Scores < = 6 in nicht mehr als

zwei Stanzbiopsien aufweisen, von denen

nicht mehr als 50% befallen sind, bei

einem PSA-Wert im Serum von < = 10 ng/

ml [18]. Laut Roemeling et al. [47] kom-

men etwa 28,9%, laut Czeloth und Abers

50% [17] und laut Welch und Black [57]

60% der Patienten mit neu diagnostizier-

tem Prostatakarzinom hierfür infrage. Die

Kriterien für den Einschluss in die Strate-

gie der AS sind nicht etwa evidenzbasiert

ermittelt, sondern entstammen einem

„Expertenkonsens“. Zieht man zusätzlich

in Erwägung, dass auch der aktualisierte

Gleason-Score [25] eine interindividuelle

Reproduzierbarkeit zwischen 45,7 und

70% aufweist [14, 43, 55], wird deutlich,

auf welch „tönernen Füßen“ die Leitli-

nien-gerechte Indikationsstellung zur AS

derzeit steht. Dem entsprechen die berich-

teten relativ hohen Raten von Patienten,

die unter AS einen Progress erleiden: zwi-

schen 30% innerhalb von 6,8 Jahren [34],

33% innerhalb von 23 Monaten [40] und

36% innerhalb von 6,4 Jahren [44].

So ist es verständlich, dass die Zahl der

Autoren zunimmt, welche zusätzliche

prognostische Marker fordern, um verläss-

licher als der Gleason-Score alleine die in-

dividuelle Prognose eines Patienten mit

Prostatakarzinom niedrigen Stadiums vor-

hersagen zu können [5, 6].

Adjuvante prognostische Tests

Mehrere Reviews haben sich mit einer

vergleichenden Evaluation solcher Indika-

toren bzw. Methoden befasst [13, 25, 38,

41], darunter immunhistochemische, mo-

lekularbiologische und zytometrische. Kei-

nes der untersuchten Verfahren hat die

Reviewer bisher so überzeugen können,

dass sie ihm einen Evidenz-Level 1a zu-

erkannten. In allen Reviews taucht aber

die prognostische DNA-Zytometrie auf,

die von allen bisher untersuchten Metho-

den den höchsten Grad der Empfehlung

(Level II des College of American Patholo-

gists [6, 16]) erreichte.

Biologische Grundlagen der
DNA-Malignitätsgradierung

Normale Zellen des Menschen haben (mit

Ausnahme der Samen- und Eizellen) einen

zweifachen Satz von 23, insgesamt also 46

Chromosomen (= euploid). Einen zahlen-

Abb. 1: Schematische Darstellung des Entstehens zunehmender chromosomaler Aneuploidie
aus einem regulären diploiden Chromosomensatz normaler Zellen (erste zwei Zeilen) im Rah-
men der Karzinogenese. Mit der Zeit (in der Grafik nach unten) nimmt die Zahl numerischer
Chromosomen-Aberrationen und damit die Bösartigkeit des Tumors zu (aus: Duesberg P. Das
Chaos der Chromosomen. Spektrum der Wissenschaft, 2007).
Grafik: © Jen Christiansen (http://jenchristiansen.com)

F
O
R
S
C
H
U
N
G

Böcking A, Dietz J. Prognostische DNA-Zytometrie beim Prostatakarzinom Deutsche Zeitschrift für Onkologie 2013; 45: 2–8 3



mäßig falschen Chromosomensatz nennt

man aneuploid. Die Entstehung von Krebs-

zellen (Karzinogenese) wird von dem Mo-

lekularbiologen Peter Duesberg [20–23]

als Kettenreaktion aufeinanderfolgender

chromosomaler Aneuploidisierungen be-

schrieben (Abb. 1). Dabei kommt es meist

zum Gewinn, gelegentlich aber auch zum

Verlust von Chromosomen oder deren

Bruchstücken. Zellen eines frühen Prosta-

takarzinoms weisen dementsprechend im-

mer fehlerhafte Chromosomenzahlen auf

[45].

Da Chromosomen überwiegend aus

DNA bestehen, kann man fehlerhafte,

aneuploide Chromosomensätze auch durch

Messungen der DNA-Menge pro Zellkern

feststellen. Das macht man mit der DNA-

Zytometrie. Eine Ab- oder Zunahme der

Zahl an Chromosomen oder von deren

Teilen führt zu einer Ab- oder Zunahme

der Menge an DNA in den Tumorzellker-

nen, die man mikroskopisch messen kann.

Fehlerhafte, aneuploide Chomosomensät-

ze und damit fehlerhafte DNA-Gehalte in

ganzen Zellklonen (DNA-Aneuploidie)

kommen nur in Krebszellen vor. Die Mitel-

man database des NHI in Bethesda, USA,

führt Karyogramme von ca. 63.000 ver-

schiedenen menschlichen Tumoren auf,

die alle chromosomal aneuploid sind [39].

Der Nachweis chromosomaler Aneu-

ploidie und der mit ihr einhergehenden

Mengenveränderung (DNA-Aneuploidie)

gilt international als Marker für das Vor-

liegen von Tumorzellen [10, 30]. Mit der

DNA-Zytometrie misst man sowohl das

Ausmaß der DNA-Abweichungen von der

Norm (DNA-Aneuploidie) als auch deren

Variabilität (DNA-Multiploidie).

Mit der Zeit bzw. zunehmender Zahl

von Zellteilungen kann es im Rahmen der

sog. „zytogenetischen Tumorprogression“

zu einem Anstieg des Ausmaßes chromo-

somaler und dementsprechend von DNA-

Aneuploidie kommen (Abb. 1 und Abb. 2;

[3, 8, 23, 35, 52]).

Ein wenig bösartiger Krebs zeigt in fast

allen Zellen noch relativ geringe Chromo-

somen-Aberrationen und damit fast nor-

male DNA-Gehalte (Abb. 1). Man nennt

dies „peridiploid“ (DNA-Grad 1 bzw. Typ

A, Abb. 2), weil der normale Chromoso-

mensatz noch annähernd diploid ist. Ein

besonders bösartiges Prostatakarzinom

weist dagegen viele unterschiedliche, stark

voneinander abweichende Chromosomen-

sätze und damit hohe und stark schwan-

kende DNA-Gehalte seiner Zellkerne auf

(x-ploid, DNA-Grad 3 bzw. Typ C und mul-

Abb. 2: Der zytogenetischen Tumorprogression entsprechende Abfolge unterschiedlicher DNA-
Histogramme des Prostatakarzinoms zunehmender Malignität mit vergleichbaren Gleason-Sco-
res, Prognose und Häufigkeit des Vorkommens in Stanzbiopsien.
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tiploid, DNA-Grad 4 bzw. Typ D). Dazwi-

schen gibt es die „peritetraploide“ (DNA-

Grad 2 bzw. Typ B), die immer noch einer

relativ guten Prognose entspricht, und die

„x-ploide“ Verteilung (DNA-Grad 3 bzw.

Typ C, Abb. 2).

Von Bedeutung bei der Einschätzung

des Malignitätsgrades eines Tumors ist

auch seine Wachstumsrate (bzw. die

Wachstumsgeschwindigkeit). Je schneller

ein Krebs wächst, umso bösartiger ist er.

Als Maß für die Wachstumsgeschwindig-

keit wird in der Pathologie oft der Anteil

in Teilung befindlicher Zellen verwendet,

die sogenannte Proliferationsfraktion.

Diese kann bei peridiploiden Tumoren

(DNA-Grad 1 bzw. Typ A) ebenfalls mit

der DNA-Zytometrie bestimmt werden. Ist

sie niedrig und beträgt z.B. weniger als

5 %, so ist die Wahrscheinlichkeit, in den

folgenden 15 Jahren unbehandelt einen

Progress zu erleiden, sehr gering [2, 54].

Untersuchungsmaterialien

Die prognostische DNA-Zytometrie für das

Prostatakarzinom kann an allen Gewebe-

proben durchgeführt werden, und zwar

entweder an Stanzbiopsien oder Operati-

onspräparaten (transurethrale Resektate

oder radikale Prostatektomien). Aus fixier-

ten, in Paraffin eingebetteten und archi-

vierten Stanzbiopsien sowie Operations-

präparaten der Prostata lassen sich noch

nach vielen Jahren Zellkerne für die DNA-

Zytometrie gewinnen. Dazu werden ge-

zielt Krebsherde aus dem eingebetteten

Gewebe entfernt und daraus mit Enzymen

Suspensionen reiner Zellkerne gewonnen.

Alle mikroskopisch nachweisbaren Krebs-

herde sollten DNA-zytometrisch unter-

sucht werden, zumindest eine repräsen-

tative Auswahl, die der DNA-messende

Pathologe selbst treffen muss. An den häu-

fig nur wenige Millimeter kleinen Tumor-

herden lässt sich meist noch eine DNA-

Bildzytometrie durchführen.

Technik der DNA-Zytometrie

Die Messung der DNA-Menge pro Zellkern

erfolgt mittels digitaler Bildanalyse an

einem Mikroskop unter Kontrolle eines

erfahrenen Pathologen (Abb. 3). Nach spe-

zifischer Anfärbung der DNA wird der

Farbstoffgehalt in mindestens 30 gesun-

den internen Referenzzellen und Hunder-

ten von Tumorzellkernen gemessen. Dies

geschieht an Bildern einer Videokamera

mit einem digitalen Bildanalyse-System

[27].

Prognostische Interpretation

In DNA-Histogrammen wird die Häufigkeit

des Vorkommens (Ordinate, n) bestimmter

Zellkern-DNA-Gehalte (Abszisse, c) gra-

fisch dargestellt (Abb. 2). Ein Häufigkeits-

gipfel der DNA-Verteilung im normalen,

peridiploiden Bereich (2c) entspricht dem

DNA-Malignitätsgrad 1 bzw. Typ A mit

einer sehr guten Prognose. Ein Häufig-

keitsgipfel im verdoppelten, peritetraploi-

den Bereich entspricht dem DNA-Malig-

nitätsgrad 2 bzw. Typ B mit einer noch

relativ guten Prognose. Ein Häufigkeitsgip-

fel außerhalb der peridiploiden und peri-

tetraploiden Bereiche (x-ploid) entspricht

dem DNA-Malignitätsgrad 3 bzw. Typ C.

Wenn ein Mikrokarzinom der Prostata

eine solche oder noch bösartigere DNA-

Verteilung zeigt, ist in der Regel eine radi-

kale Prostatektomie oder eine Strahlen-

therapie angezeigt. Mehrere Häufigkeits-

gipfel der DNA-Verteilung (multiploid)

entsprechen DNA-Malignitätsgrad 4 bzw.

Typ D (Abb. 2) und unbehandelt einer

schlechten Prognose [2, 28, 46, 53].

Reproduzierbarkeit

Prognostische Interpretationen derselben

103 bzw. 456 DNA-Histogramme durch

zwei verschiedene Pathologen ergaben

eine Übereinstimmung der Gradierung

von 93% bzw. 90% [24, 51].

Korrelation Gleason-Score mit
DNA-Malignitätsgrad

Der DNA-Malignitätsgrad korreliert nur

wenig mit dem Gleason-Score (GS). Darin

drückt sich die Tatsache aus, dass er die-

sem prognostische Information hinzufü-

gen kann. Zwölf Studien des Evidenz-Le-

vels 2b haben für verschiedene Therapien

belegt, dass die DNA-Zytometrie dem GS

signifikant prognostische Information zu-

fügen kann: acht nach radikaler Prostat-

ektomie (RPS) [4, 7, 11, 19, 46, 48, 50,

58], zwei nach hormoneller Therapie [36],

eine unter AS [12] und eine nach Brachy-

therapie [33].

Vier Level-1b-Studien belegen, dass

die DNA-Zytometrie ein Organ überschrei-

tendes Wachstum signifikant besser vor-

hersagen kann als der GS alleine [29, 32,

37, 46].

Abb. 3: Bildgalerie eines DNA-Zytoautomaten mit 22 digital klassifizierten Kernen von Fibro-
blasten und 66 eines Prostatakarzinoms DNA-Grad 4 (multiploid).
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Prognostische Validität

Diese ist getrennt für verschiedene Thera-

pieformen untersucht worden:

Sechs Level 2b-Studien belegen multi-

variat eine signifikante Korrelation der

DNA-Malignitätsgrade mit dem rezidiv-

freien Intervall nach RPE (Pretorius et al.,

2009: Hazard-Ratio = HR 2,64 [46]; Bantis

et al., 2005: HR 1,14 [7]; Deliveliotis et al.,

2003: HR 5,21 [19]; Nativ et al., 1989:

Odds Ratio = OR 4,48 [42]; Blute et al.,

1989: OR 17,0 [11]; Winkler et al., 1988:

OR 16,8 [58]). Zwei Studien (Amling et al.,

1999: OR 8,29 [4]; Centeno et al., 1994:

OR 19,8 [15]) fanden dasselbe nach exter-

ner Bestrahlung.

Eine Level-1b-Studie [1] und vier Le-

vel-2b-Studien [26, 33, 48, 49] belegen

ebenfalls eine signifikante Korrelation der

DNA-Ploidie mit dem Auftreten eines lo-

kalen Progresses oder eines Rezidivs so-

wohl nach Aktiver Überwachung als auch

nach Prostatektomie, Bestrahlung oder

hormoneller Therapie. Keyes et al. (2013)

konnten mit der DNA-Zytometrie das Auf-

treten von Mikrometastasen nach Brachy-

therapie mit hoher Wahrscheinlichkeit

vorhersagen, was der Gleason-Score nicht

leistete (Abb. 4 [33]). Auch zwei Level-2b-

Studien belegen eine signifikante Korrela-

tion der DNA-Ploidie mit dem Auftreten

von Lymphknoten- und Knochenmetasta-

sen nach RPE [48, 58], eine Level-2b-Stu-

die unter Hormontherapie [56].

Eine Level-1b- (Adolfson et al., 1990:

RR 1,89 [1]) und drei Level-2b-Studien

(Borre et al., 1998: OR 3,11 [12]; Vesalai-

nen et al., 1994: HR 5,64 [56]; Tribukait,

2006: OR 13,82 [54]) belegen multivariat,

dass die DNA-Ploidie dem histologischen

oder zytologischen Grading des Prostata-

karzinoms bei Patienten unter Aktiver

Überwachung hinsichtlich der tumorspe-

zifischen Überlebenszeit und der Nicht-

Progression prognostische Information zu-

fügen kann.

Therapeutische Konsequenzen

Patienten, die trotz erfüllter Eingangskri-

terien der S3-Leitlinien für eine Aktive

Überwachung ein nicht diploides Karzi-

nom der Prostata aufweisen, sollten einer

Therapie mit primär kurativem Ansatz zu-

geführt werden. Patienten mit diploider

und u.U. peritetraploider DNA-Verteilung

können sich beruhigter auf diese Strategie

einlassen als aufgrund des GS 6 und 7a

alleine. Unter bestimmten Voraussetzun-

gen können auch Patienten mit peritetra-

ploider DNA-Verteilung ihres Prostatakar-

zinoms von der AS-Strategie profitieren.

Patienten mit nicht DNA-diploiden Karzi-

nomen der Prostata der Stadien T1 und

T2 haben, unabhängig vom GS, trotz Bra-

chytherapie ein Risiko von 70%, innerhalb

von 10 Jahren Metastasen zu entwickeln

und sollten daher eher radikal prostatek-

tomiert oder extern unter Einbeziehung

der regionären Lymphknoten bestrahlt

werden [33].

Qualifizierte Institute

Eine Liste der derzeit diagnostische bzw.

prognostische DNA-Zytometrie anbieten-

den Institute für Pathologie findet sich un-

ter http://prostata-shg-bretten.de/Aktuel-

les/Referenzpathologen.pdf.
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Summary
Subjective Gleason-Score does not assess the prognosis of prostate cancer patients with
sufficient accuracy to make serious decisions on therapeutic strategies dependent from
it. In cancer cells the degree and variability of chromosomal aberrations (aneuploidy)
often increases due to chromosomal instability. This is accompanied by increasing ma-
lignancy. The degree of DNA-aneuploidy as an objective measure of the malignant po-
tential of individual cancers can be assessed by measuring the DNA-content in hundreds
to thousands of cancer cells fromexistingbiopsies. Low-risk cancers of the prostate reveal
nuclear DNA-contents that cannot be differentiated from those of normal diploid cells.
Patients who according to current S3-guilines are suitable for the Active Surveillance
strategy and who reveal such prognostical favourable diploid DNA-distributions, can
more confidently rely on this strategy than based on a Gleason-Score < = 6 alone. Patients
with prostate cancer of higher DNA-grades of malignancy instead should be reccom-
mended for an immediate curative therapy, as their risk of tumor-progression otherwise
is too high.

Keywords: Prostate cancer, prognosis, Gleason-score, DNA-cytometry, Active Surveil-
lance, DNA-Grading
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