Pathologie-Forum

Pathologe
DOI 10.1007/500292-015-0074-3

© Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2015

Redaktion
H.A. Baba, Essen

Eine standardisierte, objektive DNA-
Malignitatsgradierung an Tumorge-
webe in Prostatastanzbiopsien kann
das Gleason-Scoring bei Erfiillung der
Eingangskriterien zur Indikationsstel-
lung einer aktiven Uberwachungs-
strategie (,active surveillance”) lo-
kal begrenzter Prostatakarzinome er-
ganzen.

Unter der Schirmherrschaft der ,,Akade-
mie fiir Fortbildung in der Morphologie®
fand am 08.11.2014 in Frankfurt a. M. ei-
ne Fortbildungsveranstaltung ,,Prognos-
tische DNA-Zytometrie beim Prostata-
karzinom® statt. Unter der wissenschaft-
lichen Leitung von A. Bocking, Diiren, S.
Falk und H. Motherby, Frankfurt, trug J.
Dietz, stellvertretender Vorsitzender des
Landesverbandes Prostatakrebs Selbst-
hilfe Baden-Wiirttemberg im Bundes-
verband Prostatakrebs Selbsthilfe (BPS)
zur ,,Aktiven Uberwachung von lokal be-
grenzten Karzinomen der Prostata laut
S3-Leitlinie“ vor (interdisziplinére Leitli-
nie der Qualitdt S3 zur Fritherkennung,
Diagnose und Therapie der verschiede-
nen Stadien des Prostatakarzinoms, Ver-
sion 2.2-2, 2014).

Frau V. Goda aus Diiren erlduterte
technische Details der ,,Enzymatischen
Zellvereinzelung und der Feulgen-Far-
bung® G. Haroske aus Dresden referierte
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Objektive DNA-Malignitats-
gradierung als Erganzung zum
histologischen Gleason-Score

Frankfurter Konsens

iiber die ,,ESACP-Standards fiir eine dia-
gnostische/prognostische DNA-Bildzy-
tometrie“ (ESACP European Society for
Analytical Cellular Pathology).

A. Bicking erlauterte ,,Zytogenetische
Grundlagen und Ergebnisse der prog-
nostischen DNA-Zytometrie des Prosta-
takarzinoms® und ,,Daten aus der Welt-
literatur® laut der unten genannten syste-
matischen Literaturrecherche [3]. Aufler-
dem trug er Vorschldge fiir eine ,,Stan-
dardisierte Befundung prognostischer
DNA-Zytometrie von Prostatakarzino-
men® vor. S. Biesterfeld aus Diisseldorf
berichtete iiber eine "Prospektive Kohor-
tenstudie zur Validierung der prognosti-
schen DNA-Zytometrie bei Patienten mit
Prostatakarzinom unter aktiver Uberwa-
chung® J. Kriegsmann erlauterte schlief3-
lich ,,Aspekte der Abrechnung der DNA-
Karyometrie.

Nach Abschluss der sich anschlieflen-
den ausfiihrlichen, strukturierten und
teilweise kontroversen Diskussion wurde
unter den 22 teilnehmenden Pathologen
einstimmig ein Konsens tiber die nachfol-
gend prasentierten 3 Dokumente erzielt.

Technik der standardisierten
prognostischen
DNA-Karyometrie beim
Prostatakarzinom

1. Indikation

Objektive Malignititsgradierung des

Prostatakarzinoms in Ergidnzung zum

histologischen Gleason-Score <6

und 7.

2. Untersuchungsmaterialien

a. Stanzbiopsien oder transurethra-
les Resektionsmaterial mit einem
Adenokarzinom der Prostata fiir
eine topographisch-histologisch
gesteuerte enzymatische Zellver-
einzelung (zwecks Isolierung in-
takter Zellkerne);

b. Ausstriche von Feinnadelaspirati-
onsbiopsien mit Tumorzellen;

¢. Schnittpraparate ohne die Mog-
lichkeit der Zellvereinzelung sind
nicht analysierbar;

d. zu neuroendokrinen oder anderen
Sonderformen des Prostatakarzi-
noms existieren keine gesicher-
ten Daten; diese Tumoren konnen
derzeit hinsichtlich ihrer Prognose
DNA-karyometrisch nicht mit der
erforderlichen Sicherheit interpre-
tiert werden;

e. Alle tumorhaltigen Zell- oder Ge-
webeproben sollten samt Beleg-
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schnitten vorliegen, wenn moglich
mit einer Kopie des Vorbefundes;

f. das Poolen von Gewebeproben ist
statthaft, ggf. Angabe der Proben-

zahl und Gewebefliche.
3. Farbung

a. Nachfixation mit Formalin;

b. nach R. Feulgen mit Pararosanilin
oder Thionin.

4. Interne Kalibration

a. Mit normalen prostatischen Epi-
thelzellen oder Lymphozyten auf
demselben Objekttrager;

b. mit auf demselben Objekttrager
vorhandenen externen oder inter-
nen Fibroblasten oder Lympho-
zyten;

c. n=30.

5. Messprazision

a. Variationskoeffizient der Referenz-
zellen <5 %;

b. Korrelationskoeffizient der Refe-
renzzellen (Flache vs. DNA) r<0,4.

6. Analysezellen

n>300.

7. Prognostische Interpretation
a. Nach Haroske et al. {-l-Qin
(8 Abb. 1):
= peridiploid (DNA-Malignitts-
grad 1),

= peritetraploid (DNA-Malignitats-
grad 2),

= x-ploid (DNA-Malignitétsgrad
3) und

= multiploid (DNA-Malignitits-
grad 4);

b. Bestimmung der Proliferationsfrak-
tion nur bei DNA-Grad 1;

c. Benennung des Gesamttumors
nach dem hochsten Malignitits-
grad.

8. Dokumentation

a. Art des Untersuchungsmaterials;

b. Gegebenenfalls Zahl gepoolter
Proben;

c. DNA-Histogramm mit Angabe von
Zahl und Typ der Referenzzellen.

9. Wissenschaftliche Grundlagen der

Methode

Vier Consensus-Reports on Dia-

gnostic DNA-Image-Cytometry der

European Socitety for Analytical Cel-

lular Pathology (ESACP):

= Bocking et al. [4],

= Haroske etal. {9

= Giroudetal {8}
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= Haroske et al. {-l-Oi

Systematischer Review der Literatur:
Bocking et al. [6]. Letter to the edi-
tor von Molecular Cytogenetics: Bo-
cking [2].

10. Benennung der Methode
Kommen fiir eine automatische
Auswahl und Bewertung der fiir
eine diagnostische/prognostische
Analyse relevanten Zellkerne neben
der Bestimmung von deren DNA-
Gehalt digitale Klassifikatoren zum
Einsatz, empfiehlt sich die Benen-
nung der Methode als ,,DNA-Ka-
ryometrie®.

Standardisierte
Befunderstellung in
der prognostischen
DNA-Karyometrie des
Prostatakarzinoms

DNA-Karyometrie-Befund

1. Patient: Name, Vorname, Geburts-
datum

2. Befundendes Institut

3. Eingangsnummer (eigen, ggf.
fremd)

4. Morphologische Diagnose (ggf.
eigen und fremd)

5. Zur prognostischen DNA-Karyo-
metrie eingesandtes/verwendetes
Untersuchungsmaterial (z. B. ge-
farbte Ausstriche von Feinnadel-
aspirationsbiopsien, Paraffinblo-
cke mit Stanzen, Gewebe von trans-
urethralen Resektionen (TUR), ra-
dikale Prostatektomien, zugehori-
ge Schnitte)

6. Ggf. histologisch-topographiespezi-
fische Bestimmung(en) und Identi-
fizierung(en) der zu untersuchenden
Gewebestruktur(en) an morpholo-
gischem Untersuchungsgut mit en-
zymatischer Zellvereinzelung von
Karzinomgewebe zur DNA-Karyo-
metrie

7. Ggf. Poolen mehrerer Karzinomher-
de mit Groflenangaben

8. Farbung nach Feulgen mit Pararos-
anilin/Thionin

9. Interne Kalibration/Referenzzellen
(Art, Zahl, Variationskoeffizient)

10. Analysezellen (Art, Zahl)

11. DNA-Histogramm (DNA-Gehalt vs.
Anzahl)

12. Ggf. exemplarische Bilder von Refe-
renz- und Analysezellen

13. Zahl und Lage von DNA-Stammli-
nien (Modalwerte)

14. Ggf. Proliferationsfraktion bei solita-
rer Stammlinie

15. Ggf. standarisierte Indizes der DNA-
Verteilung (z. B. ,rare events®)

16. Ggf. kernmorphometrische Para-
meter

17. Datum, Unterschrift(en)

Zusammenfassendes Gutachten

18. Art des Untersuchungsmaterials

19. Prognostische Interpretation des
Histogramms mit Referenz [11]

20. Anlagen (z. B. DNA-Zytometrie-Be-
richt, Histogrammtabelle zur prog-
nostischen Interpretation, Publika-
tionen, Blocke und Schnitte ggf. zu-
riick)

Textvorschlage zur klinisch
relevanten prognostischen
Interpretation von DNA-
Karyometrie-Befunden an
Erst- und Folgebiopsien
von Prostatakarzinomen

== DNA-Malignititsgrad 1 (peridiploid)
= Bei Vorliegen der Eingangskriterien
fiir eine aktive Uberwachung/,,ac-
tive surveillance® von Prostatakar-
zinomen laut S3-Leitlinie bekraftigt
dieser prognostisch sehr giinstige
DNA-karyometrische Befund die
Indikation zu dieser Strategie mit
kurativer Option.
Wir empfehlen, die DNA-Karyo-
metrie bei den Folgebiopsien im
Rahmen der aktiven Uberwachung/
»active surveillance® einzusetzen,
um ggf. eine zytogenetisch Progres-
sion objektiv zu erfassen.
== DNA-Malignititsgrad 2 (peritetrat-
ploid)
= Bei Vorliegen der Eingangskriterien
fiir eine aktive Uberwachung/,,ac-
tive surveillance® von Prostatakar-
zinomen laut S3-Leitlinie kann die-
ser prognostisch iiberwiegend gu-
te DNA-karyometrische Befund bei
bestimmten Patienten die Indikati-
on zu dieser Strategie mit kurativer
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Typische DNA-Histogramme

Diagnose
DNA-Grad vs.

Prognose und

Therapie
Gleason-Score P
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Abb. 1 <« Ubersicht zur
prognostischen Interpreta-
tion von DNA-Histogram-
men beim Prostatakarzi-
nom. (Adaptiert nach [5])

Option unterstiitzen. Wir empfeh-
len, die DNA-Karyometrie bei den
Folgebiopsien im Rahmen der akti-
ven Uberwachung/, active surveil-
lance® einzusetzen, um ggf. eine zy-

togenetische Progression objektiv
zu erfassen.
== DNA-Malignititsgrade 3 und 4
(x-ploid und multiploid)
= Trotz evtl. erfiillter Eingangskri-
terien fiir eine aktive Uberwa-

chung/,,active surveillance® von
Prostatakarzinomen laut S3-Leitli-
nie spricht dieser prognostisch un-
glinstige DNA-karyometrische Be-
fund gegen diese Strategie.
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Addendum

Beschreibung des
Konsensprozesses

Eine Rohfassung des hier prasentierten
Konsenstextes ohne ,,Textvorschlige zur
... Interpretation ... von Karyometrie-Be-
funden...“ wurde auf der genannten Ver-
anstaltung allen Teilnehmern schriftlich
ausgehindigt. Nach Diskussion insbe-
sondere der infrage kommenden Unter-
suchungsmaterialien, der Indikationen
und Anforderungen an eine Dokumenta-
tion sowie der Benennung der Methode
und gemeinsamer Erarbeitung der oben
genannten ,,Textvorschlige® wurde der
Text einstimmig von allen 22 teilnehmen-
den Pathologen konsentiert. Nach dessen
schriftlicher Ausarbeitung durch die Au-
toren wurde dieser Konsensustext den
Teilnehmern der Veranstaltung zugestellt
und erneut von allen ratifiziert.

Die DNA-Zytometrie ,ein alter Hut"?

Wesentliche Griinde, warum sich die di-

agnostische und prognostische DNA-Zy-

tometrie bisher kaum durchgesetzt hat,

sind:

== Der bislang unverhiltnismafig ho-
he Zeitaufwand von ca. 1 h/Messung
und die damit verbundene Unwirt-
schaftlichkeit.

== Die mangelhafte Verfiigbarkeit von
zytologisch hinreichend ausgebilde-
tem Personal fiir diagnostisch rele-
vante DNA-Messungen.

== Die bislang unklare biologische Be-
griindung fiir die diagnostische und
prognostische Interpretation von
DNA-Histogrammen.

== Eine mangelhafte Akzeptanz der pub-
lizierten interdisziplindren Standardi-
sierung der diagnostischen DNA-Zy-
tometrie [11].

Folgende Entwicklungen geben der DNA-

Zytometrie eine neue zytogenetische

Grundlage und Praktikabilitdt in der di-

agnostischen Routine:

== Neuere Erkenntnisse der Zytogenetik
zur nonklonalen und klonalen Aneu-
ploidie als spezifischem Marker der
malignen Transformation von Zellen
sowie zur zytogenetischen Tumor-
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progression liefern fundierte biologi-
sche Grundlagen fiir eine valide dia-
gnostische und prognostische DNA-
Zytometrie [1, 2].

== Neuere Entwicklungen der Informa-
tionstechnologie und digitalen Bild-
verarbeitung erlauben durch Teilauto-
mation der von Pathologen trainier-
ten diagnostisch relevanten Selektion
und Klassifikation von Zellkernen ei-
ne erhebliche Beschleunigung des Ar-
beitsablaufs und eine Verbesserung
der Reprisentativitit durch Erhéhung
der routinemafig zu vermessenen
Zahl von Zellkernen um mehr als das
100-fache [5, 6, 8].

== Eine aktuelle systematische Literatur-
recherche [6] ergab neben 8 die Me-
thode befiirwortenden narrativen,
nicht systematischen Reviews, 8 Le-
vel-1b-Studien nach der Oxford Cen-
ter of Evidence-Based Medicine zur
deren signifikanten diagnostischen
Relevanz beim Prostatakarzinom so-
wie 18 Level-2b-Studien zur Zufii-
gung signifikanter prognostischer In-
formation zum urspriinglichen Glea-
son-Score. Drei Level-2b- und eine
Level-1b-Studie belegen die prognos-
tische Relevanz fiir unbehandelte Pa-
tienten mit Prostatakarzinom unter
aktiver Uberwachung.

Publikationen zur prognostischen DNA-

Zytometrie unter aktiver Uberwachung

(zit. in [6]):

== Borre et al. (1998) dokumentierten
fur 120 Patienten in einer multivari-
aten Level-2b-Studie die signifikante
Uberlegenheit der DNA-Ploidie iiber
den WHO-Grad zur Vorhersage der
tumorspezifischen Uberlebenszeit.

== Adolfson u. Tribukait (1990) beleg-
ten in einer multivariaten Level-1b-
Studie eine signifikante Uberlegen-
heit der DNA-Ploidie iiber den zyto-
logischen Malignititsgrad nach Es-
posti zur Vorhersage der rezidivfreien
Uberlebenszeit.

== Vesalainen et al. (1994) bewiesen fiir
106 Patienten in einer multivaria-
ten Level-2b-Studie eine signifikante-
re Korrelation mit der Gesamtiiberle-
benszeit im Vergleich zum urspriing-
lichen Gleason-Score.

== Tribukait (1993) zeigte fiir 187 Pa-
tienten in einer multivariaten Level-
2b-Studie eine dem zytologische Ma-
lignitatsgrad tiberlegene signifikan-
te Korrelation der DNA-Ploidie mit
dem Gesamtiiberleben.

Demnach fehlt bis heute eine prospektive
validierende Kohortenstudie des Oxford-
Levels 1b mit gutem Referenzstandard
zum Vergleich der prognostischen Rele-
vanz der DNA-Ploidie mit der des modi-
fizierten Gleason-Scores [7]. Eine solche
stellt die derzeit laufende ,,DNA-ProKo-
Studie® der ,,Stiftung Méannergesundheit®
zusammen mit dem Schwerpunkt Zyto-
pathologie am Institut fiir Pathologie der
Universitat Diisseldorf und dem Institut
fiir Pathologie am Krankenhaus Diiren
dar. In deren Rahmen wird auch die hier
vorgestellte, auf den Vorschldgen von Ha-
roske et al. [11] beruhende prognostische
Histogrammklassifikation validiert.

Eine aktuelle Liste derjenigen Institute
in Deutschland, welche die prognostische
DNA-Zytometrie (DNA-Karyometrie)
des Prostatakarzinoms anbieten und sich
dem hier présentierten ,,Frankfurter Kon-
sens“ verpflichtet fiihlen, ist unter www.
prostata-shg.de/link/r einsehbar.
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