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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie

Hodentumoren gehdren mit einer Pravalenz von nur einem Prozent zu den seltenen
malignen Erkrankungen beim Mann. Bei Mannern zwischen dem 25. und 35. Lebens-
jahr ist der Hodentumor allerdings dennoch die héufigste Krebsart (Bokemeyer und
Hossfeld, 2004).

Die Inzidenz des Hodentumors war im Jahr 2002 mit 10,1 pro 100.000 méannliche Ein-
wohner in Deutschland, im Vergleich mit anderen européischen Landern, relativ hoch.
Etwas hohere Raten fanden sich nur in Norwegen (11,0) und Danemark (10,8). Insge-
samt war die Inzidenz in Westeuropa mit 8,5 pro 100.000 deutlich hther als in den
anderen Regionen Europas, die niedrigsten Raten fanden sich in Ost- und Sldeuropa
mit 3,0 bzw. 3,4 pro 100.000 (Tab. 1).

Weltweit fanden sich im Jahr 2002 &hnlich hohe Inzidenzraten wie in West- und Nord-
europa lediglich in Nordamerika mit 5,8 pro 100.000. Im Stdamerika betrug die Inzi-
denz nur 2,6 pro 100.000, in Afrika nur 0,3 bis 0,9 und in Ostasien sogar nur 0,5 pro
100.000 (IARC, 2002).

In Deutschland zeigt die Inzidenz der Hodentumore deutlich ansteigende Tendenz.
Wahrend im Saarland im Jahr 1970 noch 3,31 Erkrankungen pro 100.000 registriert
wurden, waren diesim Jahr 1995 bereits 8,41 Erkrankungen (Abb. 1).

Auch in anderen Landern und Regionen ist eine ansteigende Inzidenz von Hodentumo-
ren zu beobachten. Neben Deutschland ist die stéarkste Zunahme in Skandinavien und
Neuseeland zu verzeichnen; in Asien hingegen ist der Anstieg der Inzidenz am gerings-
ten (Weil3bach et al. 1995).
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Der Altersgipfel liegt bei den Hodentumoren in Abhangigkeit vom histologischen Be-
fund bei 26 Jahren fur das Nicht-Seminom (NS) und bei 36 Jahren fir das Seminom
(SE) (Albers, 2002).

Epidemiologische Untersuchungen ergaben, dass in den letzten Jahren die Diagnosen in
immer friheren Tumorstadien gestellt werden. Derzeit werden etwa 90 Prozent aller

Hodentumore bereits im Frihstadium diagnostiziert (Albers, 2002).

Tab. 1: Inzidenz und Mortalitat von Hodentumoren in ausgewahlten europaischen Landern im
Jahr 2002 (IARC, 2002). n=Anzabhl

Inzidenz Mortalitat
Land Absolut (n) N pro 100.000 Absolut (n) n pro 100.000
Deutschland 4047 10,1 210 0,5
Frankreich 2065 7,1 101 0,3
Belgien 278 55 14 0,3
Danemark 285 10,8 12 0,5
Norwegen 245 11,0 8 0,4
Schweden 256 59 9 0,2
U.K 1998 6,8 82 0,3
Griechenland 187 3,6 19 0,4
Italien 872 31 77 0,3
Spanien 418 2,1 37 0,2
West-Europa 7670 8,5 386 0,4
Nord-Europa 3063 6,6 152 0,3
Ost-Europa 4295 3,0 1084 0,8
Sud-Europa 2382 34 230 0,3

Quelle: International Agency for Research of Cancer (IARC); GLOBOCAN 2002 Datenbank
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Abb. 1: Inzidenz der Hodentumore in Deutschland (Saarland) zwischen 1970 und 1995 (IARC).

Inzidenz

Falle pro 100.000

0

1970 1980 1990 1995
‘Inzidenz 3,31 5,69 7,62 8,41

Quelle: International Agency for Research of Cancer (IARC); CI5 I-VIII updated

1.2 Klassifikation

Um eine einheitliche Basis fur Beschreibung von Tumorerkrankungen zu haben, ist es
erforderlich, dass die verschiedenen Tumorarten nach einheitlichen Systemen klassifi-
ziert werden. Nur auf diese Weise ist es mdglich, die Daten verschiedener Studien
miteinander zu vergleichen. Dartiber hinaus kann anhand der Klassifikation eine Sta-
dieneinteilung vorgenommen werden, die es erméglicht, Aussagen zur Behandlung und

zur Prognose zu machen (Sobin, 2001).

Eines der wichtigsten Instrumente zur Einteilung von Tumorerkrankungen ist das be-
kannte TNM-System, welches seit Jahrzehnten international gebrauchlich ist. Seit Ein-
fuhrung des TNM-Systems vor Uber 50 Jahren wurde dieses System immer wieder an
den neuesten medizinisch-wissenschaftlichen Erkenntnisstand angepasst, vor allem mit
dem Ziel, die prognostische Aussagekraft zu erhdhen und um mit den Anforderungen



Seite -8-

der klinischen Praxis schritthalten zu konnen. Der letzte Konsensusbericht zur Diagnose
und Therapie von Hodentumoren wurde im Jahr 2004 publiziert (Schmoll et al. 2004).

Die Klassifikation fur den Hodentumor wurde um das Merkmal "S" erganzt, welches
die Serummarker HCG, AFP und LDH reprasentiert, da diese Tumormarker eine be-

sondere Rolle bel der Diagnostik und der Prognose von Hodentumoren spielen (Anla-

gel).

Die TNM-Klassifikation nach UICC bildet die Grundlage der klinischen Stadieneintei-
lung. Anhand solcher klinischer Einteilungen kdnnen therapeutische Entscheidungen
getroffen werden. Ferner wird es ermdglicht, eine Aussage hinsichtlich der Prognose
abzugeben. Schliefdlich kann mittels solcher Einteilungen auch eine Vergleichbarkeit
verschiedener Datenerhebungen und Untersuchungen gewahrleistet werden. So kdnnen
zum Beispiel unterschiedliche therapeutische Ansétze in verschiedenen Studiengruppen
miteinander verglichen werden. Fir die Verbesserung der Therapie ist dies von ent-

scheidender Relevanz (Gospodarowicz et al. 2003).
Ein weiteres klinisches Einteilungs-Schema fur Hodentumore ist die Klassifikation nach

Lugano. Diese Klassifikation ist in Europa sehr gebrauchlich und bewertet den Ausbrei-
tungsgrad sowie die Grof3e der Metastasen (Tab. 2).

Tab. 2: Klassifikation der Hodentumore nach Lugano.

Stadium

I Tumor auf Hoden beschrankt. Keine Metastasen nachweisbar.
A Retroperitoneale Metastasen < 2cm

1B Mindestens eine retroperitoneale Metastase > 5cm

Ic Retroperitoneale Metastasen > 5cm

1A Supraklavikulédre oder mediastinale Lymphknotenmetastasen
1B Lungenmetastasen

nc Hamatogene Metastasen aul3erhalb der Lunge

Quelle: Albers, 2002
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1.3 Riskofaktoren

Zu den bekannten und wissenschaftlich gesicherten Risikofaktoren gehdren der Maldes-
zensus, der kontralaterale Hoden- bzw. Keimzelltumor und das Vorkommen von Ho-
dentumoren in der Familie. Das groféte Risiko besteht beim kontralateralen Hodentu-
mor. Die Wahrscheinlichkeit der Tumorentwicklung ist hier um den Faktor 25 erhoht.
Der Maldeszensus ist mit einem etwa funffach erhdhten Risiko behaftet; bel familidrer
Belastung ist das Risiko um den Faktor 3 bis 10 erhoht (Dieckmann und Pichimeier,
2004). Das Risiko bezieht sich im letzteren Fal vornehmlich auf Verwandte ersten
Grades (Dieckmann und Pichmeier, 1997).

1.4 Diagnostik

141 Basis-Diagnostik

Die primére Diagnostik des Hodentumors umfasst Palpation, Sonografie und Bestim-
mung der Tumormarker AFP, 3-HCG und LDH (Nichols, 1998). Die Sonografie des
Hodens weist eine Sensitivitét von 100 Prozent auf. Die Spezifitét betragt allerdings nur
etwa 35 Prozent. Dies bedeutet, dass durch die Sonografie ein maligner Hodentumor
praktisch ausgeschlossen werden kann. Bei verdachtigem Sonografie-Befund handelt es

sich jedoch nur etwain einem Drittel der Félle um maligne Tumore (Robertson, 1995).

In alen Verdachtsféllen sollte eine Freilegung des Hodens und im positiven Fall eine
Hodenentfernung (Ablatio testis) durchgefiihrt werden. Bel makroskopisch unklarer
Dignitét muss eine intraoperative Schnellschnittdiagnostik erfolgen, denn in etwa zehn
Prozent der Félle handelt es sich um gutartige Tumore (Robertson, 1995).

Bel etwa funf Prozent der Patienten findet sich im kontralateralen Hoden eine testikul&
re intragpitheliale Neoplasie (TIN). Diese kann in 99 Prozent der Félle durch eine offene
Biopsie nachgewiesen werden. Eine solche Untersuchung wird jedoch nur bei Vorliegen

von Risikokonstellationen empfohlen, wie sie etwa bei Hodenatrophie (Volumen des
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Hodens < 12 ml) und einem Alter unterhalb 31 Jahren gegeben sind (Harland et al.
1998; Souchon et al. 2000).

Im Rahmen der Primérdiagnostik sollten bei bestehendem Kinderwunsch die Hormone
Testosteron, LH und FSH bestimmt und ein Spermiogramm angefertigt werden. Der
Patient sollte Uber die Moglichkeit der Kryokonservierung der Spermien aufgeklart
werden (Kliesch et al. 1996; Petersen et al. 1999).

142 Staging

Das Standardverfahren zur Ermittlung der Ausbreitung und der klinischen Stadienein-
teilung ist die Computertomografie (CT) von Thorax, Abdomen und Becken. Die Un-
tersuchung wird mit oralem und intravendsem Kontrastmittel durchgeftihrt. Die Diffe-
renzierung der Stadien | und I1A sind allerdings nur begrenzt moglich, da sowohl falsch
positive als auch falsch negative Befunde mit einer Haufigkeit von jeweils ca. 30 Pro-
zent zu erwarten sind. Andere diagnostische Verfahren, wie Sonografie, Rontgen, Kern-
spintomografie und PET sind unzureichend oder bringen keinen zusétzlichen Nutzen.
Schédel-CT und Knochenszintigramm werden nur bei fortgeschrittenen Stadien emp-
fohlen (Souchon et al. 2000).

1.4.3 Tumor-Proliferationsmarker

Ein anderer Ansatz des Stagings bei nicht-seminomatGsen Hodentumoren im klinischen
Stadium | kénnte sich durch den Einsatz von Tumor-Proliferationsfaktoren anbieten. Es
ist bekannt, dass bel Tumoren der Grad der Zellproliferation als prognostischer Faktor
verwendet werden kann (Donhuijsen, 1998). So ist es heute problemlos mdglich, die
Proliferation der Tumorzellen durch die immunhistochemischen Marker Ki67 (Ki67-
Antigen) und PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) am formalinfixierten, in

Paraffin eingebetteten Tumorgewebe darzustellen und zu quantifizieren. Hierbei wird
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das Antigen Ki67 durch den géangigen Antikdrper MIB-1 markiert. Je nach Tumortyp
sind hierbei unterschiedliche prognostisch relevante Schwellenwerte zu beachten (Mat-
sumoto et al. 1987; Wilkinson et al. 1995). Beim Mammakarzinom gelten zum Beispiel
weniger als 13 Prozent positiver Ki67-Zellen als prognostisch gunstig und mehr als 20
Prozent als prognostisch unglnstig (Lellé et a. 1987). Auch fur Hodentumoren im
Fruhstadium liegen bereits einzelne Untersuchungen vor, wobei bisher noch keine
eindeutigen Schwellenwerte definiert wurden und die klinische Relevanz dieser Marker
zum Teil auch noch gtrittig ist (Sarli et al. 1994; Albers et al. 1997; Foster und Nichols,
1999).
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1.5 Problemstellung und Zielsetzung

Im klinischen Stadium | der nicht-seminomattsen Hodentumoren, also beim Fehlen von
Klinischen Zeichen fir eine Metastasierung, finden sich dennoch bel 17 bis 50 Prozent
der Patienten okkulte retroperitoneale Metastasen (Souchon et al. 2002). Dies bedeutet
im Umkehrschluss, dass bei mindestens 50 Prozent der Patienten keine Metastasen
vorhanden sind und diese Patienten nach der alleinigen Orchiektomie bereits geheilt
wéren. Wirde man bei allen Patienten eine Behandlung, wie zum Beispiel die adjuvante
Chemotherapie, durchfihren, wéren aso mindestens 50 Prozent Ubertherapiert. Aus
diesem Grunde ging man dazu Uber, as aternatives Verfahren die sog. Surveillance
einzufihren, was bedeutet, dass auf die Therapie verzichtet wird und die Patienten
lediglich Uberwacht werden. Dabei werden zwei Gruppen differenziert, ndmlich eine
sog. Low-Risk-Gruppe und eine High-Risk-Gruppe. Die Einteilung erfolgt in Abhan-
gigkeit des Vorliegens einer vaskuléren Invasion des Tumors. Liegt eine solche Invasi-
on vor, so betragt das Risiko okkulter Metastasen etwa 50 Prozent (High-Risk-Gruppe).
Bei diesen Patienten wird eine adjuvante Chemotherapie durchgefihrt. Beim Fehlen der
vaskuldren Invasion betrégt die Wahrscheinlichkeit einer okkulten Metastasierung
hingegen nur etwa 15 Prozent (Low-Risk-Gruppe). Diese Patienten werden einer Sur-
veillance unterzogen (Souchon et al. 2002; Schmoll et al. 2004).

Man kann davon ausgehen, dass die Proliferation fur die Metastasierung eines Tumors
eine Rolle spielt. Eine Methode zur Ermittlung der Proliferation von Hodentumoren ist
die Bestimmung von Proliferationsmarkern. Das zugrunde liegende Prinzip dabei ist,
dass proliferierende Zellen auf deren Oberflache Antigene exprimieren, die von ruhen-
den Zellen nicht exprimiert werden. Die klassischen Oberflachenantigene sind PCNA
und Ki67 (Alberset a. 1995b; Alberset a. 1995c).

In unserer Untersuchung sollte der Zusammenhang zwischen den Proliferationsmarkern
PCNA und Ki67 und dem Vorliegen von Metastasen aufgezeigt werden. Priméres Ziel
hierbei war es, anhand dieser Proliferationsmarker das Risiko okkulter Metastasen noch

besser abschétzen zu kénnen, um kinftig die therapeutische Sicherheit fir jene Patien-
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ten zu erhohen, bei denen eine Surveillance durchgefihrt wird bzw. um Uber weitere

Prédiktoren fur die Einteilung in Low- und High-Risk-Gruppen zu verfligen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden die histologischen Praparate von insgesamt 37
nicht-seminomattsen Hodentumoren (NSGCT) untersucht. Unter diesen 37 NSGCT
fanden sich sechs adulte Teratome und vier Mischtumore (adulte Teratome mit Anteilen
anderer Tumorzellarten). Bel den verbleibenden 26 NSGCT, die keine Teratome waren,
handelte es sich ausschliefdlich um Mischtumore; in keinem dieser Félle fand sich ein
reines Embryonalkarzinom. Nicht untersucht wurde der Anteil unterschiedlicher Histo-
logien im Primartumor.

In alen Féllen war die Metastasierung durch eine retroperitonealen Lymphadenektomie
pathologisch bestimmt worden. Dabei handelte es sich um 18 Prdparate von Patienten
mit Metastasen und um 19 Prparate von Patienten ohne Metastasen (pNO und MO). Bei
allen metastasierten Tumoren lag entweder das Lugano-Stadium Ila oder [1b vor. Tumo-

ren mit Lugano-Stadium Ilc oder héher fanden sich nicht im Untersuchungsgut.

2.2 Farbungder Préparate

Mittels immun-histochemischer Farbung wurden die Proliferationsmarker bzw. die vom
Tumor an der Oberflache exprimierten Antigene Ki67 und PCNA markiert. Hierzu
wurden in einem ersten Schritt zundchst Ki67- und PCNA-Antikdrper zum Praparat
hinzugegeben. Daraufhin folgte in einem zweiten Schritt die Bindung dieser AK and die
Ki67- und PCNA-Antigene, soweit vorhanden. In einem dritten Schritt wurden an-
schlieffend mit Fluoreszensstoffen markierte Sekundar-AK gegen die Priméar-AK hinzu-
gefugt. Diese wiederum banden schliefdlich in einem vierten Schritt an die Priméar-AK.
Mit einem Fluoreszenzmikroskops konnten die markierten Ki-67- und PCNA-Antigene

auf diese Weise sichtbar gemacht werden (Abb. 2).
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Abb. 2: Prinzip der immun-histochemischen Farbung zum Nachweis von Tumor-Antigenen.
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2.3 Positivkontrolle/ Negativkontrolle

Um die Wirksamkeit der Farbemethode zu Uberprifen wurde an jedem Farbetag nach
Ansatz des Substrates eine Positiv-Kontrolle durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden
Zellen geféarbt, von welchen mit Sicherheit bekannt war, dass sie Ki-76 bzw. PCNA

exprimieren. Hierbei kamen Zellen von Tonsillen zur Anwendung.

Die Negativkontrolle wurde durch Weglassen der Primér-AK durchgefiihrt, ansonsten
war der Versuchsaufbau identisch.

2.4 Auszdhlungsverfahren

Die Schnitte wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskops ausgewertet. Hierbel wurde so-
wohl die Anzahl markierter Ki-67- bzw. PCNA-positiver Zellen, als auch die Gesamt-
zellzahl, durch Auszéhlung von jeweils 20 Gesichtsfeldern bestimmt. Auf diese Weise
konnte der Proliferationsindex (Antell der positiven Zellen an der Gesamtzellzahl) fir
Ki67 und PCNA bestimmt werden.
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2.5 Labormethoden

25.1 Ansatzder Primar- und Sekundar-AK

Ansatz des Priméar-AK:

Positiv-Kontrolle:

Substrat Menge (in ul)
Primar-AK 15,00
Normalserum 2,25
PBS 132,75
150 pl

Negativ-Kontrolle:

Substrat Menge (in ul)
Normalserum 2,25
PBS 147,75

Ansatz des Sekundar-AK:

Substrat Menge (in pl)
Normalserum 1,50
Serum-AK 1,50
PBS 297,00

300 pl
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Immunhistochemie mit PCNA / Ki67

Arbeitsanweisung:

1. Entparaffinieren

2x10 min Xylol
1x5 min Aceton 70%
1x5 min Acteon 50%

2. Mikrowellenbehandlung

620 W 5 min (Citrat-Puffer)
frischer Citrat-Puffer
620 W 5 min (Citrat-Puffer)
frischer Citrat-Puffer
620 W 5 min (Citrat-Puffer)

Abkihlen 20 bis 30 min im Citrat-Puffer

4. Waschenin A. dest. 3x2 min und FlUssigkeit entfernen

Seite -18-

Feuchte Kammer vorbereiten (z.B. in Objekttragerkasten zwel in A. dest. getauchte
Papiertticher)
6. Blockierung des Hintergrundes mit Normalserum (Donkey oder Goat) 10% (1:10)

fur 30 min Donkey auf Prap., die mit Anti-Human-AK vom Donkey geférbt werden
7. Schnitte 2x5 min mit PBS waschen

8. Priméarantikorper 1:10 mit Normalserum (Donkey oder Goat) verdiinnen mit Nor-

malserum 1,5%

Das gesamte Volumen fir einen Schnitt betragt 100 bis 200 pl

9. Schnitte mit verdinntem Priméar-AK Uberschichten. Zu jeder Markerung eine Kon-

trolle mitfiihren. Dazu einen Schnitt nur mit verdiinntem NS Uberschichten und

nicht mit dem priméren AK. Anschlief3end 60 min bel Raumtemperatur inkunbie-

ren.

10. Antikorper abkippen, vorsichtig mit PBS (Spritzflasche) abspilen und 2x5 minin

einer Kuvette mit PBS auf einem Schiittler waschen. (Waschen in getrennten Gefa-
[3en, Positiv- und Negativkontrolle!)



11.

12.

13.

14.
15.

16.
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Wahrend des Waschens Sekundar-AK herstellen. Dazu den AK (z.B. Cy3; Goat anti
mouse) mit 1:200 Normalserum (Donkey anti mouse in Donkey Serum) verdinnen.
Auch hier je nach GrofRe des Schnittes 100 bis 200 pl herstellen.

Wichtig: dadie sekundéren AK mit einem Fluorochrom konjugiert sind, diese so
wenig wie moglich dem Licht aussetzen!

Verdinnung Sekundéar-AK 1:200

nach dem Waschen die OT wie oben beschrieben abwischen und in die feuchte
Kammer legen.

Die Schnitte mit dem sekundédren AK Uberschichten. Anschlief3end die feuchte
Kammer abdecken und / oder an einem lichtgeschitzten Ort fir 30 min inkubieren.
Waéhrend der letzten Minuten Kernférbung vorbereiten. Dazu eine DAPI-
Stamml6sung 1:100 verdinnen, Menge w.o. / Schnitt

Waéhrend der letzten 5 min der Inkubation mit dem Sekundér-AK DAPI dazugeben.
AK und DAPI abkippen, vorsichtig mit A. dest. (Spritzflasche) abspulen und 2x10
min in Klvette auf dem Schittler waschen. Dazu die Klvetten an einen lichtge-
schitzten Ort stellen (z.B. Karton auf Schiittler). Anschlief3end A. dest. abkippen
und OT abwischen.

Schnitte mit Vectashield eindecken und in einen dunklen Objekttragerkasten geben.
Falls die Schnitte nicht sofort ausgewertet werden, diese nicht eindecken und in OT
Kasten bei 4°C lagern.
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2.6 Statistische Auswertung

Alle Berechnungen wurden mit dem Statistikprogramm SPSS Version 11 durchgefihrt
(SPSS GmbH, Mnchen).

Die Ergebnisse wurden in der Regel als Mittelwert (MW) und Standardabweichung
(SD) angegeben. Wo absolute Zahlen dargestellt wurden, findet sich in der Regel auch
eine Angabe in Prozent.

Die Korrelationen der verschiedenen Parameter untereinander wurden nach Pearson

berechnet. Das Signifikanzniveau (2-seitig) wurde mit 0,05 festgel egt.

Fur den Vergleich von Parametern zwischen zwei Gruppen (z.B.: Ki67 vs. PCNA)
wurde der T-Test fur unabhangige Stichproben angewandt. Das Konfidenzintervall
wurde mit 95 Prozent, das Signifikanzniveau mit 0,05 (2-seitig) festgelegt. Die Gleich-
heit der Varianzen wurde mit dem Levene-Test Uberpruft. Dabel wurde eine Homogeni-
tét der Varianzen dann angenommen, wenn die Signifikanz dieses Tests grof3er as 0,25
war. Bel Ergebnissen kleiner 0,05 wurde von inhomogenen Varianzen ausgegangen und
die entsprechende Signifikanz des T-Tests gewahlt. Fur den Bereich dazwischen (0,05
bis 0,25) wurde jewells die zugehdrige schwachere Signifikanz des T-Tests gewahlt, um

die Sicherheit der Aussage zu erhthen.

Fur den Vergleich der drei Merkmale innerhalb einer Gruppe (metastasiert, nicht-
metastasiert und nicht beurteilbar), wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)
durchgefuhrt. Die Homogenitét der Varianzen wurde hierbei wiederum mit dem Leve-
ne-Test Uberprift. Sofern sich ein statistisch signifikanter Gruppenunterschied ergeben
hatte, wurde ein Post-Hoc-Mehrfachvergleich durchgefiihrt, entweder nach Bonferomi,

bei Homogenitét der Varianzen, oder nach Tamhane (T2), bel Inhomogeniét.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswertung der einzelnen Zellschnittpr&parate

In den folgenden beiden Tabellen sind die Ergebnisse der mikroskopischen Auszéhlung
dargestellt. Es erfolgte eine Unterteilung der Préparate nach metastasierten und nicht-
metastasierten Tumoren (Tab. 3 und Tab. 4).

In den beiden Tabellen ist jewells, sowohl fir den Proliferationsmarker PCNA als auch
fur den Proliferationsmarker Ki67, aufgelistet: (1) die Anzahl positiv markierter Zellen
als Summe aus 20 Gesichtsfeldern (GF), (2) die Gesamtzahl der Zellen aus diesen 20
Gesichtsfeldern und (3) der Anteil positiv markierter Zellen an der Gesamtzellzahl in
Prozent (Tab. 3 und Tab. 4).

Die Auswertungen der erhobenen Daten finden sich dann in den nachfolgenden Ab-
schnitten, in denen gezeigt wird, welcher Zusammenhang zwischen Metastasierung,
Alter und Tumorart im Hinblick auf den relativen Anteil der positiv markierten Zellen
(in %) und auf die absolute Anzahl positiver Zellen (Summe aus 20 GF) besteht.
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Tab. 3: Auswertung der einzelnen Préparate (metastasierte Tumore). Ausgezéhlt wurden

jeweils 20 Gesichtsfelder. MW=Mittelwert; SD=Standardabweichung.

PCNA Ki67
Anzahl Anteil Anzahl Anteil
positiver Gesamtzell- positiver positiver Gesamtzell- positiver
Ifd. Nr. Zellen zahl Zellen in % Zellen zahl Zellen in %
1 657 978 67,2 812 1046 77,6
2 506 898 56,4 377 997 37,8
4 676 1032 65,5 975 1152 84,6
5 1289 1784 72,3 999 1268 78,8
6 674 1064 63,4 772 1586 48,7
7 998 1608 62,1 1028 1338 76,8
8 902 1185 76,1 1058 1211 87,4
9 1372 2241 61,2 1229 1899 64,7
10 1410 1986 71,0 943 1343 70,2
11 593 856 69,3 434 1148 37,8
12 805 1299 62,0 676 1160 58,3
27 337 417 80,8 107 404 26,5
29 1702 2062 82,5 390 1658 23,5
31 726 881 82,4 65 698 9,3
32 755 1087 69,5 257 1005 25,6
34 698 1122 62,1 179 941 19,0
37 926 1448 64,0 443 1239 35,8
42 1098 1323 83,0 599 963 62,2
(n=18)
MW 895,8 1292,8 69,5 630,2 1169,8 51,4
SD 356,0 480,4 8,4 363,0 342,6 251
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Tab. 4: Auswertung der einzelnen Préparate (nicht-metastasierte Tumore). Ausgezahlt wurden

jeweils 20 Gesichtsfelder. MW=Mittelwert; SD=Standardabweichung.

PCNA Ki67
Anzahl Anteil Anzahl Anteil
positiver Gesamtzell- positiver positiver Gesamtzell- positiver
Ifd. Nr. Zellen zahl Zellen in % Zellen zahl Zellen in %
13 726 1103 65,8 101 840 12,0
14 362 1221 29,7 914 1174 77,9
15 867 1415 61,3 810 1387 58,4
16 878 1317 66,7 618 1091 56,7
17 981 1363 72,0 541 999 54,2
18 177 570 31,1 115 554 20,8
19 232 341 68,0 144 426 33,8
20 4 323 1,2 30 325 9,2
21 839 1278 65,6 618 1091 56,7
22 1004 1450 69,2 649 1240 52,3
25 520 826 63,0 392 852 46,0
26 726 924 78,6 160 711 22,5
30 705 1030 68,5 330 990 33,3
35 1076 1268 84,9 416 1160 35,9
36 145 203 71,4 94 210 44,8
38 621 713 87,1 75 548 13,7
39 693 989 70,1 517 730 70,8
47 523 796 65,7 172 737 23,3
50 140 242 57,9 93 234 39,4
(n=19)
MW 590,5 914,3 62,0 357,3 805,2 40,1
SD 329,0 416,6 20,5 275,9 352,1 20,0

3.2 Zusammenhang mit der Metastasierung

3.2.1 Prozentuale Anteile PCNA- und Ki67-positiver Zellen

Um den Zusammenhang mit der Metastasierung darzustellen, wurde fur die beiden

Proliferationsmarker (PCNA und Ki67) der durchschnittliche prozentuale Anteil positiv

markierter Zellen in Abhéngigkeit von der Metastasierung berechnet. 18 Praparate

stammten von Patienten mit metastasierten Tumoren und 19 Préparate von Patienten mit
nicht-metastasierten Tumoren (Tab. 5).
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Beim Proliferationsmarker PCNA war der Anteil positiver Zellen an der Gesamtzellzahl
statistisch signifikant hdher als beim Proliferationsmarker Ki67. Dies galt sowohl fur
die metastasierten als auch fur die nicht-metastasierten Tumore (Tab. 5).

Der Anteil positiv markierter Zellen war fur beide Proliferationsmarker bei den Patien-
ten mit nicht-metastasierten Tumoren etwas niedriger als bei den Patienten mit nachge-
wiesenen Metastasen. Fir den Proliferationsmarker PCNA ergab sich ein durchschnitt-
licher Anteil von 62,0 (nicht-metastasiert) vs. 69,5 Prozent (metastasiert); fir den Proli-
ferationsmarker Ki67 fanden sich Werte von 40,1 vs. 51,4 Prozent (Tab. 5). Die Diffe-
renzen zwischen metastasierten und nicht-metastasierten Tumoren waren allerdings
statistisch nicht signifikant (Abb. 3).

Tab. 5: Mittlerer prozentualer Anteil PCNA- und Ki67 positiver Zellen in Abhéngigkeit von der
Metastasierung des Tumors. n=Anzahl; MW=Mittelwert; SD=Standardabweichung; n.s. = nicht
signifikant (p>0,05).

metastasiert nicht metastasiert Un?;?r/?]?:k'ﬁd Gesamt
(n=18) (n=19) met. (n=37)
MW SD MW SD Signifikanz MW SD
PCNA 69,5 8,4 62,0 20,5 n.s. 65,3 16,1
Ki67+ 51,4 25,1 40,1 20,0 n.s. 45,6 23,0
Unterschied
PCNA/Ki67 p=0,014 p=0,003 p<0,001
Signifikanz
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Abb. 3: Prozentualer Anteil positiver PCNA- und Ki67-Zellen bei metastasierten und nicht-
metastasierten Tumoren. n.s. = nicht signifikant; PCNA+: PCNA-positive Zellen; Ki67+: Ki67-
positive Zellen.
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3.3 Abhéangigkeit vom Alter

Um den Einfluss des Alters auf die beiden Proliferationsmarker zu untersuchen wurden

die Patienten zunachst in drei Altersgruppen eingeteilt. Fir diese Altersgruppen wurden
anschlief3end die prozentualen Anteile PCNA- und Ki67-positiver Zellen ermittelt.

3.3.1 Prozentuale Anteile PCNA- und Ki67-positiver Zellen

Wiederum fanden sich fur den Proliferationsmarker PCNA statistisch signifikant hhere

Werte, aulRer bei der @ltesten Gruppe. Zwischen den drei Altersgruppen ergaben sich
allerdings keine statistisch signifikanten Unterschiede (Tab. 6).
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Tab. 6: Mittlerer prozentualer Anteil positiver PCNA- und Ki67-Zellen in Abhangigkeit vom Alter
der Patienten. n=Anzahl; MW=Mittelwert; SD=Standardabweichung; n.s. = nicht signifikant
(p>0,05).

Unterschied
<25 Jahre 25-30 Jahre >30 Jahre zwischen
(n=14) (n=14) (n=9) Alters-
gruppen
MW SD MW SD MW SD Signifikanz
PCNA 64,6 17,1 66,4 20,3 66,1 4,3 n.s.
Ki67+ 42,5 22,7 40,8 23,5 57,8 20,5 n.s.
Unterschied _ _
PCNA/Ki67 p=0,019 p=0,004 n.s.

In der folgenden Tabelle ist der prozentuale Anteil der positiven PCNA-Zellen in Ab-
héngigkeit vom Alter der Patienten sowie in Abhangigkeit von der Metastasierung
dargestellt. Es sollte gezeigt werden, inwiefern sich in den drel Altersgruppen der posi-
tive PCNA-Anteil bei metastasierten und nicht-metastasierten Tumoren unterscheidet.
Dabel konnte ein statistisch signifikanter Unterschied nur in der Gruppe der unter 25-
jahrigen Patienten nachgewiesen werden. Bel dieser Altersgruppe lag der Anteil positi-
ver PCNA-Zéellen bei den metastasierten Tumoren bei 71,9 Prozent, wahrenddessen dies

bei den nicht-metastasierten Tumoren nur 46,3 Prozent waren (Tab. 7).
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Tab. 7: Mittlerer prozentualer Anteil positiver PCNA-Zellen in Abhéngigkeit vom Alter der Pati-
enten. Vergleich: Metastasiert vs. nicht-metastasiert. n=Anzahl; MW=Mittelwert;
SD=Standardabweichung; n.s. = nicht signifikant (p>0,05)

Metastasiert Nicht metastasiert

Signifi-
Alter der
Patienten n MW Sb N MW SD kanz
<25 10 71,9 9,8 4 46,3 18,8 p=0,005
25 bis 30 4 67,8 6,5 10 65,8 24,1 n.s.
> 30 4 65,2 5,0 5 66,8 4.0 n.s.
Gesamt 18 69,5 8,4 19 62,0 20,5 n.s.

Da bei der jungsten Altersgruppe (<25 J.) der Anteil der positiven PCNA-Zellen bei
metastasierten Tumoren deutlich hdher war als bei nicht-metastasierten, wurde gepruift,
inwiefern sich dieser Parameter bel der Gruppe der unter 25-jahrigen als Pradiktor fur
die Metastasierung eignet.

Zunéchst wurde empirisch ein Grenzwert fur die mutmaldliche Metastasierung festge-
legt. Zu diesem Zweck wurden zunéchst in der jingsten Gruppe die Mittelwerte PCNA-
positiver Zellanteile fir metastasierte und nicht-metastasierte Tumore berechnet. Als
Grenzwert wurde dann ein Wert gewahlt, der in etwa zwischen diesen beiden Mittel-
werten lag. Die Absicht dabei war, méglichst viele "richtig positive" und "richtig nega-
tive" Ergebnisse zu erhalten. Es wurde der Wert 60 als Grenzwert festgelegt (Tab. 8).

Die klinische Relevanz lasst sich aus der folgenden Tabelle ableiten, in der die einzel-
nen Patienten der jlngsten Altersgruppe aufgelistet sind. Wirde man bel einem Min-
destanteil von 60 Prozent positiver PCNA-Zellen eine Metastasierung annehmen, dann
fande sich unter den vier Patienten mit nicht-metastasierten Tumoren ein Patient mit
falsch positivem Befund (25%). Gleichzeitig fande sich unter den zehn Patienten mit
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metastasierten Tumoren nur ein Patient mit einem PCNA-Anteil kleiner 60 Prozent
bzw. mit einem falsch negativen Befund (10%) (Tab. 8).

Tab. 8: Mittlerer prozentualer Anteil positiver PCNA-Zellen
bei Patienten < 25 Jahre. *falsch positiv; **falsch negativ.

PCNA +
Ifd. Nr. | (mittlerer prozentualer Anteil Metastasiert
positiver Zellen)
14 26,65 nein
16 66,67* nein
18 31,05 nein
50 57,85 nein
46,3 +18,8
1 67,18 ja
2 56,35** ja
10 71,00 ja
11 69,28 ja
27 80,82 ja
29 82,54 ja
34 62,21 ja
37 63,95 ja
42 82,99 ja
31 82,41 ja
71,9+9,8

In der folgenden Tabelle sind der positive und negative Vorhersagewert sowie die Sen-
sitivitdt und Spezifitét in Bezug auf den empirisch gewéhlten Grenzwert dargestellt.
Werte oberhab des jeweiligen Grenzwertes gelten dabel als positives Testergebnis im

Sinne einer vorhandenen Metastasierung (Tab. 9).

Tab. 9: Positiver und negativer Vorhersagewert, Sensitivitat und Spezifitat in Bezug auf den
Grenzwert von 60 Prozent (prozentualer Anteil PCNA-positiver Zellen).

Angaben in Prozent mit 95%-Konfidenzintervall in Klammern

Grenzwert

(PCNA-positive Positiv Negativ e .

Zellen, pro- pradiktiver Wert | préadiktiver Wert Sensitivitat Spezifitat

zentualer Anteil)

60 % 90,0 75,0 90,0 75,0
(70,3-99,1) (25,8-97,8) (70,3-99,1) (25,8-97,8)




Seite -29-

Die gleichen Berechnungen wurden auch fur den Proliferationsmarker Ki67 durchge-
fuhrt. Es zeigte sich, dass in den beiden hoheren Altergruppen (25-30 und >30) der
Antell der positiven Ki67-Zellen bei den metastasierten Tumoren deutlich grof3er war,
wobel alerdings kein statistisch signifikantes Niveau erreicht wurde (Tab. 10). Da
anzunehmen war, dass der Grund fir die unzureichende statistische Signifikanz in der
geringen Fallzahl lag (14 Patienten in der mittleren und 9 Patienten in der hochsten
Altersgruppe), wurden die beiden Gruppen in Tab. 11 zusammengefasst.

Tab. 10: Mittlerer prozentualer Anteil positiver Ki67-Zellen in Abhangigkeit vom Alter der Patien-
ten (3 Altersgruppen). Vergleich: Metastasiert vs. nicht-metastasiert. ¢ p=0,055 (2)p=0,063.
n=Anzahl; MW=Mittelwert; SD=Standardabweichung; n.s. = nicht signifikant (p>0,05)

Metastasiert Nicht metastasiert
Alter der Sign.
Patienten n MW SD N MW SD
<25 10 40,0 22,8 4 48,8 24,3 n.s.
25 bis 30 4 59,6 28,0 10 33,3 17,9 n.s.®
> 30 4 71,6 12,2 5 46,7 19,5 n.s.®
Gesamt 18 51,4 25,1 19 40,1 19,9 n.s.

Nach Zusammenfassung der beiden Altersgruppen konnte gezeigt werden, dass der
positive Ki67-Anteil bel den metastasierten Tumoren nicht nur zahlenméliig deutlich
grofer war, sondern dass die Differenz auch statistische Signifikanz aufwies (65,6 vs.
37,8%; p=0,004) (Tab. 11).
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Tab. 11: Mittlerer prozentualer Anteil positiver Ki67-Zellen in Abhangigkeit vom Alter der Patien-
ten (2 Altersgruppen). Vergleich: Metastasiert vs. nicht-metastasiert. n=Anzahl; MW=Mittelwert;
SD=Standardabweichung; n.s. = nicht signifikant (p>0,05).

Metastasiert Nicht metastasiert
Signifi-
Alter der
Patienten n MW Sb N MW SD kanz
<25 10 40,0 22,8 4 48,8 24,3 n.s.
>25 8 65,6 21,0 15 37,8 18,9 p=0,004
Gesamt 18 51,4 25,1 19 40,1 19,9 n.s.

Um die klinische Relevanz der Differenzen aufzeigen zu kénnen, sind in der folgenden
Tabelle wiederum alle Patienten einzeln aufgelistet. Es wurde wiederum ein Grenzwert
festgelegt, der etwa zwischen den Mittelwerten der Ergebnisse von metastasierten und

nicht-metastasierten Tumoren lag (Tab. 11).

Bei einem angenommenen Ki67-Grenzwert von 50 Prozent (>50% = pos. Befund),
fanden sich unter den 15 Patienten mit nicht-metastasierten Tumoren funf mit einem
hoheren Wert bzw. mit einem falsch-positiven Befund (33,3%). Gleichzeitig wiesen
zwel der acht Patienten mit metastasierten Tumoren einen falsch negativen Befund auf
(25,0%) (Tab. 12).



Tab. 12: Mittlerer prozentualer Anteil positiver Ki67-Zellen
bei Patienten > 25 Jahre. *falsch positiv; **falsch negativ.

Ki67 +
Ifd. Nr. | (mittlerer prozentualer Anteil Metastasiert
positiver Zellen)
19 33,8 nein
20 9,23 nein
25 46,01 nein
35 35,86 nein
36 44,76 nein
38 13,69 nein
39 70,82* nein
47 23,34 nein
30 33,33 nein
26 25,50 nein
13 12,02 nein
15 58,40* nein
17 54,15* nein
21 56,65* nein
22 52,34* nein
37,8 +18,9
7 76,83 ja
8 87,37 ja
32 25,57** ja
6 48,68** ja
9 64,72 ja
4 84,64 ja
5 78,79 ja
12 58,28 ja
65,6 + 21,0
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In der folgenden Tabelle sind der positive und negative Vorhersagewert sowie die Sen-

sitivitdt und Spezifitét in Bezug auf den empirisch gewéhlten Grenzwert dargestelit.

Werte oberhalb des jeweiligen Grenzwertes gelten dabel als positives Testergebnis im

Sinne einer vorhandenen Metastasierung (Tab. 13).
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Tab. 13: Positiver und negativer Vorhersagewert, Sensitivitdt und Spezifitat in Bezug auf den
Grenzwert von 60 Prozent (prozentualer Anteil Ki67-positiver Zellen).

Angaben in Prozent mit 95%-Konfidenzintervall in Klammern
Grenzwert
(PCNA-positive Positiv Negativ N iy
Zellen, pro- pradiktiver Wert | préadiktiver Wert Sensitivitat Spezifitat
zentualer Anteil)
50 o 54,6 83,3 75,0 66,7
0 (29,9-62,2) (60,7-96,8) (41,1-95,1) (48,6-77,4)

3.4 Abhéangigkeit von der Tumorart

Bel den 37 untersuchten Praparaten handelte es sich ausschliefdlich um nicht-
seminomatdse Keimzell-Tumore (NSGCT). Unter diesen fanden sich sechs Prdparate
von Patienten, bei denen ein reines adultes Teratom vorlag. Diese sechs Patienten wur-

den in den folgenden Analysen den tbrigen 31 Patienten gegentbergestellt.

Um den Einfluss der Tumorart (adultes Teratom vs. Ubrige NSGCT) auf die beiden
Proliferationsmarker zu untersuchen wurden die Patienten zunéchst in zwei entspre-
chende Gruppen eingeteilt. Fur diese Gruppen wurden anschlief3end die prozentualen
Anteile der PCNA- und Ki67-positiven Zellen ermittelt.

3.4.1 Prozentuale Anteile PCNA- und Ki67-positiver Zellen

Wiederum fanden sich fur den Proliferationsmarker PCNA hohere Werte als fur den
Marker Ki67, wobei die Differenzen auch statistisch signifikant waren. Innerhalb der
beiden Proliferationsmarker-Gruppen fanden sich signifikante Differenzen nur in Bezug
auf den Proliferationsmarker Ki67. Adulte Teratome wiesen statistisch signifikant nied-
rigere Anteile Ki67-positiver Zellen auf as die Ubrigen NSGCT (29,1 vs. 48,8%;
p=0,024) (Tab. 14 und Abb. 4).
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Tab. 14: Mittlerer prozentualer Anteil positiver PCNA- und Ki67-Zellen in Abhangigkeit von der
Tumorart (NSGCT oder adultes Teratom). n=Anzahl; MW=Mittelwert; SD=Standardabweichung;
n.s. = nicht signifikant; Signifikanzniveau p<0,05.

Unterschied

NSE;CT AduItes_Teratom NSGCT/ Ge;samt
(n=31 (n=6) Teratom (n=37)
MW SD MW SD Signifikanz MW SD
PCNA 66,7 16,3 60,0 14,9 n.s. 65,6 16,4
Ki67+ 48,8 23,3 29,1 12,5 p=0,024 45,6 23,0
Unterschied
PCNA/Ki67 p=0,002 p=0,005 p<0,001
Signifikanz

Abb. 4: Prozentualer Anteil PCNA- und Ki67-positiver Zellen in Abhéngigkeit vom Tumortyp
(NTSCG und adultes Teratom). n.s. = nicht signifikant; Signifikanzniveau p<0,05.
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In der folgenden Tabelle ist der prozentuale Anteil der PCNA-positiven Zellen in Ab-
hangigkeit von der Tumorart sowie in Abhangigkeit von der Metastasierung dargestellt.

Es sollte demonstriert werden, inwiefern sich bei den beiden Tumorarten der PCNA-
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positive Anteil bel metastasierten und nicht-metastasierten Tumoren unterscheidet.
Dabel konnte gezeigt werden, dass sich bei den NSGCT keine wesentlichen Unter-
schiede zwischen metastasierten und nicht-metastasierten Tumoren ergaben. Unter den
adulten Teratomen fanden sich keine metastasierten Tumore, so dass ein entsprechender
Vergleich hier nicht moglich war (Tab. 15).

Tab. 15: Mittlerer prozentualer Anteil PCNA-positiver Zellen in Abhangigkeit vom Tumortyp
(NSGCT oder adultes Teratom). Vergleich: Metastasiert vs. nicht-metastasiert. (*n.s.).
n=Anzahl; MW=Mittelwert; SD=Standardabweichung; n.s. = nicht signifikant; Signifikanzniveau
p<0,05

Metastasiert Nicht metastasiert
Signifi-
Tumortyp n MW SD n MW ) kanz
NSGCT 18 69,5 8,4 13 62,9* 23,2 n.s.
Adultes 0 - : 6 60,0* 14,9 -
Teratom
Gesamt 18 69,5 8,4 19 62,0 20,5 n.s.

Das Ergebnisim Hinblick auf den Proliferationsmarker Ki67 war analog zu den obigen
Berechnungen. Der prozentuale Anteil positiver Ki67-Zellen zeigte im Wesentlichen
keine Abhangigkeit von der Metastasierung, wobei auch hier wiederum die adulten

Teratome, mangels metastasierten Tumoren, nicht verglichen werden konnten (Tab. 16).
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Tab. 16: Mittlerer prozentualer Anteil Ki67-positiver Zellen in Abhangigkeit vom Tumortyp
(NSGCT oder adultes Teratom). Vergleich: Metastasiert vs. nicht-metastasiert. *n.s. n=Anzahl;
MW=Mittelwert; SD=Standardabweichung; n.s. = nicht signifikant; Signifikanzniveau p<0,05.

Metastasiert Nicht metastasiert
Tumortyp N MW SD N MW SD Sign.
NSGCT 18 51,4 25,1 13 45,2* 21,1 n.s.
Adultes 0 - ; 6 29,1+ 125 -
Teratom ! ’
Gesamt 18 51,4 25,1 19 40,1 20,0 n.s.




Seite -36-

4 Diskussion

Der Keimzelltumor ist die haufigste Krebsart bei jingeren Mannern zwischen 20 und 35
Jahren, mit standig steigender Inzidenz. Die Grunde fur die Zunahme der Haufigkeit
sind nicht bekannt. In den letzten beiden Jahrzehnten hat sich die Inzidenz verdoppelt.
Die Rate der jdhrlichen Zunahme liegt in Europa zwischen zwei und funf Prozent
(Bergstrom et al. 1996; Schmoll et al. 2004). In Deutschland erkranken derzeit pro Jahr
ca. 4000 Manner an einem Hodentumor (Pottek et al. 2005). Erfreulicherweise steht der
stark angestiegenen Zahl jahrlicher Neuerkrankungen aber auch eine Reduktion der
Mortalitét gegentber (Winter et al. 2005).

Wahrend der letzen zwei Jahrzehnte hat sich der Hodentumor zum Musterbeispiel einer
heilbaren Tumorerkrankung entwickelt. Die Heilungsraten fir Hodentumoren in den
frihen Stadien (Stadium [, 1A und 11B) liegen bei 98 bis 100 Prozent. Dies gilt unab-
héngig davon, ob als primére Maldnahme eine aktive Therapie durchgefihrt wird, wie
zum Beispiel eine Chemotherapie, oder ob man sich fiir die Uberwachungsstrategie
(Surveillance) entscheidet, sofern beide Mal3nahmen nach den derzeit glltigen Richtli-
nien durchgefiihrt werden (Spermon et al. 2002; Schmoll et al. 2004; Spermon et al.
2005; Krege et al. 2005).

Bei etwa 30 Prozent aller Patienten mit nicht-seminomatésen Hodentumoren im klini-
schen Stadium | sind okkulte Metastasen vorhanden, die im Falle der Surveillance zu
einem Rezidiv fuhren wirden. Diese Rezidive manifestieren sich meist in Form retro-
peritonealer Lymphknotenmetastasen. Wirde man alle Patienten dieses Tumorstadiums
adjuvant behandeln, waren folglich 70 Prozent Ubertherapiert. 70 Prozent der Patienten
wéren aso bereits durch den priméaren Eingriff, die Orchiektomie, geheilt (Spermon et
a. 2002). Tritt bel Patienten unter Surveillance ein Rezidiv auf, so betragt die Heilungs-
chance durch die Chemotherapie weiterhin nahezu 100 Prozent (Schmoll et al. 2004).

Durch die Vielfat der therapeutischen Optionen ist die Entscheidung fir die optimale

Behandlung der Patienten komplizierter geworden. Dies betrifft vor allem Patienten in
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frihen Tumorstadien, die oftmals Ubertherapiert werden, obgleich sieim Grunde bereits
durch einen relativ kleinen Eingriff bereits geheilt waren (Schmoll et a. 2004).

Eine unabdingbare Grundlage fur eine suffiziente Behandlung von Patienten mit Ho-
denkrebs, bilden die aktuellen Leitlinien zur Diagnostik und Therapie, wie sie von der
European Germ Cell Cancer Consensus Group (EGCCCG) auf Grundlage der Leitlinien
der German Testicular Cancer Study Group (GTCSG) sowie zweier weiterer Leitlinien
verfasst wurden (Royal College of Radiologist' Clinical Oncology Network, 2000;
Lagunaet a. 2001; Souchon et al. 2002; Schmoll et al. 2004).

Das weiterfihrende Ziel ist es nunmehr, jene Methode zur Anwendung kommen zu
lassen, die gleichermalen die beste Methode fir die Heilung ist, aber auch die geringste
Belastung fir den Patienten darstellt. Hierbei ist bereits heute ein umfangreiches Erfah-
rungsgut aus verschiedenen klinischen Studien verfgbar (Schmoll et al. 2004). Von
besonderer Bedeutung ist es dabei auch, Prédiktoren fir eine okkulte Metastasierung zu
finden und zu nutzen, um Patienten mit nicht-seminomatdsen Hodentumoren im klini-
schen Stadium | in zwel Gruppen einteilen zu kdnnen, damit jene Patienten besser zu

identifizieren sind, die einer adjuvanten Therapie unterzogen werden sollten.

Zu den bedeutsamsten prognostischen Indikatoren fur eine okkulte Metastasierung zahlt
die vaskulére Invasion des Tumors. Ohne adjuvante Therapie entwickeln 48 Prozent der
Patienten mit vaskuldrer Infiltration Metastasen. Liegt eine vaskulére Invasion nicht
vor, betrégt das Risiko okkulter Metastasen lediglich 14 bis 22 Prozent. Bereits mit
Hilfe dieses Markers lasst sich somit eine Gruppe mit hohem Risiko (High-Risk-
Gruppe) von einer Gruppe mit niedrigem Risiko (Low-Risk-Gruppe) abgrenzen (Read
et al. 1992; Heidenreich et al. 1998; Albers et al. 2003).

Bei Patienten der Low-Risk-Gruppe, also bel den Patienten ohne vaskulére Invasion, ist
in 78 bis 86 Prozent der Fale eine weitergehende Therapie Uber die Orchiektomie
hinaus nicht erforderlich. Diese Patienten kénnen als potentiell geheilt betrachtet wer-
den (Klepp et al. 1997; Ondrus et al. 1998).
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Gemal3 den aktuell geltenden Leitlinien wird, bei Patienten ohne vaskuldre Invasion des
Primartumors, heute in erster Linie als Standardoption eine Surveillance empfohlen.
Eine Chemotherapie erfolgt nur dann, wenn Griinde dagegen vorliegen. Kommen weder
Chemotherapie noch Surveillance in Frage wird eine nervenschonende retroperitoneale
Lymphknotenentfernung vorgenommen. Bel der Hochrisikogruppe, also bel den Patien-
ten mit vaskulérer Invasion, gilt als derzeitiger Standard die adjuvante Chemotherapie.
Als Alternativen gelten die nervenschonende retroperitoneale Lymphknotenentfernung
und die Surveillance. Durch die Chemotherapie bleiben 97 Prozent der Hochrisikogrup-
pe rezidivirei. Die Gesamtheilungsrate betrgt bei diesen Patienten ebenfalls tber 99
Prozent (Read et al. 1992; Schmoll et al. 2004).

Der Nachteil bei der adjuvanten Behandlung der Hochrisiko-Patienten ist, dass bel etwa
der Hafte der Patienten unnétigerweise eine Chemotherapie durchgefihrt wird, und
diese Patienten deshalb ohne Nutzen dem Risiko unerwtinschter Wirkungen ausgesetzt
sind (Pont et a. 1996; Strumber et al. 2002). Es kann durch die Behandlung des Hoden-
tumors zu sexuellen Funktionsstorungen und Fertilitatsstorungen kommen, wobei diese
Effekte allerdings nicht zwingend mit der Chemotherapie in Verbindung stehen missen
(Hartmann et al. 1999; Bohlen et a. 2001). Vermutlich handelt es sich im Hinblick auf
die Chemotherapie um ein dosisabhangiges Phanomen (DeSantis et al. 1999). Neben
diesen mdglichen Folgen besteht mdglicherweise auch ein Risiko fir die Entwicklung
sekundarer Malignome, vornehmlich einer Leukamie, wobei dieses Risiko in der Ver-
gangenheit deutlich Gberschétzt worden war. Zum Teil geht man heute sogar davon aus,
dass diesbezliglich kein signifikant erhthtes Risiko besteht (Bokemeyer und Schmoall,
1993; Travis et a. 1997; Travis et a. 2000). Im Zusammenhang mit moglichen Neben-
wirkungen einer Chemotherapie sollte jedoch berticksichtigt werden, dass Cisplatin
noch bis zu 20 Jahre im Korper nachweisbar ist, wie in aktuelleren Studien gezeigt
werden konnte; potentielle Spatfolgen sollten demgeméR in die Uberlegungen mit ein-
bezogen werden, wenn es darum geht, sich entweder fir die Surveillance oder aber fir
die adjuvante Chemotherapie zu entscheiden (Pottek et al. 2005).

Trotz moglicher Nebenwirkungen, die mit der Chemotherapie verbunden sein kénnen,

sollte berlicksichtigt werden, dass fur Hochrisiko-Patienten mit einer Rezidivrate von
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fast 50 Prozent die Surveillance-Strategie einen starken psychologischen Stress darstel-
len wirde. AuRerdem wére die Therapie im Falle des Rezidives aufwandiger. Nichts-
destotrotz bleibt festzustellen, dass auch bei Hochrisiko-Patienten im Falle des Rezidi-
ves wahrend der Surveillance eine Heilungschance von Uber 98 Prozent besteht
(Schmoll et al. 2004).

Um die Sicherheit der Prognose bei der Einteillung in Hoch- und Niedrig-Risikogruppe
zu erhohen, muss weiterhin nach pradiktiven Faktoren fur die okkulte Metastasierung
bzw. fur deren Ausschluss gesucht werden. V orhandene prognostische Faktoren sollten
in die Entschel dungsprozesse mit einbezogen werden.

Neben der weiter oben bereits erwahnten vaskuldren Invasion als wichtigem
Prédiktor der okkulten Metastasierung, kann heute, als weiterer prognostischer Marker,
der Anteil embryonaler Karzinomzellen am gesamten Tumorvolumen betrachtet wer-
den. Je groler dieser Anteil ist, desto groR3er ist auch das Risiko okkulter Metastasen.
Bel Patienten mit einem Uberwiegenden embryonalen Tumorzellanteil ist das Risiko mit
ca. 30 Prozent etwa doppelt so hoch wie bel den Ubrigen Patienten, mit nicht-
Uberwiegendem embryonalen Zellanteil (Moul et al. 1994; Sweeney et al. 2000). Bei
Patienten mit Teratomen oder einem hohen Teratomanteil im Primartumor hingegen ist
das Risiko okkulter Metastasen vermindert (Alexandre et al. 2001).

Nicht unberiicksichtigt bleiben sollte auch der CT-Befund. Zwar kann der retro-
peritoneale Lymphknotenstatus nur mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 70 Prozent
richtig beurteilt werden, da normal grof3e Lymphknoten mit Metastasenbefall im bild-
gebenden Verfahren unerkannt bleiben (Krug et al. 1999). Jedoch kann durch die Kom-
bination mit anderen Prédiktoren die prognostische Prézision deutlich gesteigert wer-
den. So konnte durch die gleichzeitige Berticksichtigung von CT-Befund, embryonalem
Antell sowie der Proliferationsrate des Tumors mittels des Markers Ki67 eine Gruppe
mit einem extrem niedrigen Risiko selektiert werden. Tatsachlich fand sich im Rahmen
dieser Studie unter den 41 Niedrig-Risiko-Patienten nur ein Fall mit okkulten Metasta-
sen. Insgesamt waren im Rahmen dieser Studie 91 Patienten untersucht worden. Der
Low-Risk-Gruppe waren Patienten mit folgenden Befunden zugeordnet werden: 1.)

Embryonales Ca-VVolumen < 2 ml und Lymphknotendurchmesser im CT < 10 mm und
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Ki67-Anteil < 90 Prozent oder 2.) Embryonales Ca-Volumen > 2 ml und Lymphkno-
tendurchmesser im CT < 3 mm und Ki67-Anteil < 80 Prozent (Leibovitch et al. 1998).

Die Zell-Proliferationsmarker PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) und Ki67
(Ki67-Antigen) scheinen viel versprechende Pradiktoren einer okkulten Metastasierung
bei Patienten mit Hodentumoren zu sein (Albers et al. 1995; Hori et al. 1997). Zid
unserer Studie war es, die Bedeutung dieser beiden Marker bel Patienten mit nicht-
seminomatdsen Hodentumoren im klinischen Stadium | zu untersuchen, um die Wertig-
keit bel der Differenzierung zwischen Hoch- und Niedrig-Risikopatienten zu evaluieren.
Ferner wurden auch mdgliche Einflussfaktoren wie zum Beispiel das Alter untersucht,
um zu zeigen, inwiefern moglicherweise Zusammenhénge bestehen, die fur die Diffe-

renzierung der beiden Gruppen wichtig sein kénnten.

4.1 Zusammenhang zwischen Proliferation und M etastasierung

Um den Zusammenhang zwischen Proliferation und Metastasierung zu zeigen, wurden
die Prdparate von 18 Patienten mit metastasierten und 19 Patienten mit nicht-
metastasierten Tumoren miteinander verglichen.

Der Anteill markierter PCNA- und Ki67-positiver Zellen war bei den metasta-
sierten Tumoren jeweils etwas grofder als bel den nicht-metastasierten (PCNA: 69,5 vs.
62,0%; Ki67: 51,4 vs. 40,1%). Allerdings waren diese Differenzen statistisch nicht
signifikant. Dies deutet zunéachst scheinbar darauf hin, dass sich keiner der beiden Proli-
ferationsmarker fir eine Differenzierung zwischen metastasierten und nicht-
metastasierten Tumoren eignet. Die fehlende statistische Signifikanz konnte allerdings
zum Beispiel auch auf die eher geringe Patientenzahl in den beiden Vergle chsgruppen
zurlckzufihren sein. Es ist jedoch anzunehmen, dass in unserem Fall eher andere Fak-
toren bzw. Einflussgréfen fur die fehlende statistische Signifikanz verantwortlich wa-
ren. Tatsachlich konnten wir zeigen, dass das Alter der Patienten einen ganz bedeuten-
den Einfluss auf die Ergebnisse hat. Auf die Einzelheiten hierzu soll jedoch erst in den

weiter unten folgenden Abschnitten noch néher eingegangen werden.
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In der Literatur finden sich bisher nur sehr wenige Studien, deren Ziel es war, mit Hilfe
von Proliferationsmarkern eine bessere Differenzierung zwischen High-Risk- und Low-
Risk-Patienten mit nicht-seminomattsen Hodentumoren im klinischem Stadium | zu
erreichen bzw. um mittels derartiger Marker eine okkulte Metastasierung besser vorher-
sagen zu kénnen. Meist wurde hierbel der Marker Ki67 untersucht, seltener der Marker
PCNA.

411 Ki67

Bereits im Jahr 1995 konnte erstmalig gezeigt werden, dass bei Patienten mit okkulten
Metastasen der durchschnittliche Ki67-Anteil mit 80,4 Prozent statistisch signifikant
hoher war als bei den nicht-metastasierten Tumoren, mit einem Anteil von 66,1 Prozent
[p=0,003]. Es war zwar nicht méglich, eine okkulte Metastasierung mit hinreichender
Genauigkeit zu bestimmen, weil die Zahl der richtig positiven Befunde zu gering war;
doch die Vorhersagequote der richtig negativen Befunde lag bei 87 Prozent, wenn man
einen Ki67-Anteil von 80 Prozent als Grenzwert festlegte (Albers et al. 1995a).

Dass dieses Ergebnis mit dem empirisch festgelegten Ki67-Anteil von 80 Prozent als
Grenzwert fUr einen negativen bzw. positiven Befund nicht generell auf andere Daten-
erhebungen oder gar auf die praktische Anwendung Ubertragbar ist, zeigt der Vergleich
mit unseren Studienergebnissen. Hier lagen schon die durchschnittlichen Ki67-Anteile
sowohl bei den metastasierten als auch bei den nicht-metastasierten Tumoren deutlich
niedriger (51,4 in unserer Studie vs. 80,4 bzw. 40,1 in unserer Studie vs. 66,1). Wirde
man fur die Patienten unserer Studie ebenfalls einen Grenzwert von 80 Prozent zugrun-
de legen, kdme man zu folgendem Resultat: Es wirde sich zwar ein sehr hoher positiver
pradiktiver Wert ergeben (98,6%), diesem stlinde jedoch ein negativ pradiktiver Wert
von nur 54 Prozent gegeniber. Entsprechend fénde sich eine Spezifitat von 99,7 Prozent
und eine Sensitivitét von nur 17,5 Prozent.

In der oben zitierten Studie (Albers et al. 1995a) wies keiner der Patienten mit
einem Ki67-Anteil unterhalb von 42 Prozent okkulte Metastasen auf. Dies traf fur die
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Ergebnisse unserer Studie nicht zu. Vielmehr fanden sich bei 10 der insgesamt 37 Pati-
enten okkulte Metastasen, beim Grenzwert von 42 Prozent. Ein unterer Grenzwert fur
den sicheren Ausschluss okkulter Metastasen lief3 sich anhand unserer Ergebnisse nicht
festlegen.

In einer weiteren Publikation wurde ebenfalls Uber signifikante Unterschiede
zwischen metastasierten und nicht-metastasierten Hodentumoren (NSGCT) des klini-
schen Stadiums | berichtet. Wiederum wiesen die metastasierten Tumore mit einem
durchschnittlichen Ki67-Anteil von 80,2 Prozent hohere Werte auf as die nicht me-
tastasierten Tumoren, mit einem Anteil von 66,3 Prozent (p=0,003). Die Sensitivitéat,
also der Anteil der Patienten mit mutmaldich okkulten Metastasen an allen Patienten,
die tatsachlich auch Metastasen aufwiesen, war hierbel mit 82 Prozent allerdings deut-
lich hoher asin der vorausgegangenen Studie mit nur 42 Prozent. Jedoch war daflir nun
die Spezifitdt, also der Anteil der negativen Prognosen an den tatsachlich metastasen-
frelen Patienten, mit 69 Prozent geringer (vs. 87% in der friheren Studie). Keiner der
Patienten mit einem Ki67-Anteil unterhalb von 52 Prozent wies in dieser Studie okkulte
Metastasen auf (Albers et al. 1995b). In unserer Studie hingegen fanden sich noch bei
neun der 18 Patienten mit metastasierten Tumoren Ki67-Anteile unterhalb 52 Prozent.

Wiederum zeigt sich auch in Bezug auf diese Studie, dass die Ergebnisse nicht
direkt miteinander verglichen werden kdnnen. Zum Einen hangen die Sensitivitét und
die Spezifité davon ab, bei welchem prozentualen Antell positiv markierter Zellen der
jeweilige Grenzwert fir eine mutmaldliche Metastasierung festgelegt wird, zum Anderen
scheinen jedoch auch weitere Faktoren eine Rolle zu spielen. So ergaben sich zum
Beispiel in unserer Studie Hinweise, welche die Vermutung nahelegen, dass das Alter
der Patienten einen Einfluss auf den Anteil positiv markierter PCNA- bzw. Ki67-Zellen

hat. Auf die Einzelheiten wird weiter unten néher eingegangen.

Eine dritte Publikation der Autorengruppe um Albers kommt zu nahezu identischen
Resultaten, wie sie in den beiden beschriebenen Studien bereits dargestellt wurden.
Aufgrund der Daten in diesen drei Publikationen ist anzunehmen, dass es sich im We-
sentlichen um ein identisches Patientengut handelte. Dies erklart auch die grolRe Ahn-
lichkeit der Ergebnisse. Wiederum wurde auch hier Uber eine statistisch signifikante

Differenz der durchschnittlichen Ki67-Anteile berichtet, die be den metastasierten
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Tumoren bel 80,2 Prozent und bel den nicht metastasierten Tumoren bei 66,3 Prozent
lag (p=0,003) (Albers et al. 2005c).

In einer friher durchgefiihrten Studie wurden von der Autorengruppe um Albers insge-
samt etwas niedrigere Ki-67-Anteile gefunden; bei den metastasierten Tumoren 75,1
und bei den nicht-metastasierten Tumoren 51,5 Prozent (p=0,02). Noch immer lagen
diese Ergebnisse allerdings deutlich héher als in unserer Studie mit 51,4 und 40,1 Pro-
zent. Bel einem Grenzwert von 70 Prozent ergaben sich eine Sensitivitét von 86 und
eine Spezifitdt von 60 Prozent. Der negative Vorhersagewert lag bei 88 und der positive
Vorhersagewert bei 55 Prozent (Alberset a. 1997).

Im Gegensatz zu Albers et a. konnte die Gruppe um Heidenreich nicht zeigen, dass bei
Patienten mit Hodentumoren (NSGCT) im Stadium | der Ki67-positive Anteil im Falle
einer okkulten Metastasierung signifikant erhéht ist. Ubereinstimmend mit unserem
Ergebnis konnte in zwel Studien von Heidenreich et a. fur diesen Tumor-
Proliferationsmarker keine prognostische Signifikanz aufgezeigt werden (Heidenreich et
al. 1997; Heidenreich et al. 1998; Heidenreich et al. 1999). Heidenreich et a. (1997)
ermittelten bei den metastasierten Tumoren einen Ki67-positiven Anteil von 55,0 Pro-
zent und den nicht-metastasierten einen Anteil von 41,2 Prozent. Dieses Ergebnis ist
gleich unseren eigenen Beobachtungen (51,2 vs. 40,1%). Heidenreich et al. (1997)
vermuten als Ursache fur diese Diskrepanz methodische Faktoren. Insbesondere wiesen
sie darauf hin, dass esin Abhangigkeit des Trocknungsverfahrens bzw. in Abhangigkeit
von der Erhitzungskapazitét und -Dauer zu einer Intensivierung der Farbung kommen
koénne. Dieser Effekt konnte in friiheren Untersuchungen auch tatséchlich nachgewiesen
werden. Es konnte gezeigt werden, dass in sich Abhéngigkeit der Erhitzungsdauer im
Mikrowellengerét die Ki67-Farbung signifikant erhéht (Munakata und Hendricks 1993).
Aulerdem wiesen Heidenreich et a. auf die Untersucher-abhéngigen Unterschiede bei
der Auswertung hin. Die Autoren gingen davon aus, dass es bei verschiedenen Untersu-
chern tatséchlich auch zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen konne. Inwiefern dies
jedoch tatsachlich zutrifft bleibt eher spekulativ. Entscheidender scheint zu sein, dass
das Verteilungsmuster der Tumore bei Albers et al. nicht dem zu erwartenden Bild

entsprach. Tatsachlich wiesen die Tumore bei Albers nur in 27 Prozent der Félle einen
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Dottersacktumor-Anteil auf. Gemal3 der Testicular Cancer Intergroup Study ware je-
doch ein Anteil von 79 Prozent beim pathologischen Stadium | bzw. ein Anteil von 66

Prozent beim Stadium |1 zu erwarten (Heidenreich et al. 1999).

Insgesamt scheint eine Kritik an den Studienergebnissen von Albers et al. tatsachlich
gerechtfertigt zu sein; man kann die Ergebnisse demnach durchaus in Frage stellen.
Obgleich jedoch, sowohl in der Studie von Heidenreich als auch in unserer Studie, kein
signifikanter Unterschied zwischen metastasierten und nicht-metastasierten Tumoren
bestand, scheint die Schlussfolgerung von Heidenreich et al. dennoch fraglich, die
besagt, dass dem Parameter Ki67 kein prognostischer Wert zukommt. Wie weiter unten
noch festgestellt werden wird, spielt namlich bel der Beurteilung der Faktor "Alter"
offensichtlich eine entscheidende Rolle. Dieser Faktor wurde weder in den Studien von
Albers noch in den Studien von Heidenreich berlicksichtigt; es geht Uberhaupt aus

keiner der bisher vorliegenden Untersuchungen das Alter der Patienten hervor.

412 PCNA

Wie schon fur den Proliferationsmarker Ki67 konnten in unserer Studie auch in Bezug
auf den Marker PCNA zunachst (bei nicht-altersdifferenzierter Betrachtung) keine
signifikanten Ergebnisse gezeigt werden; die prozentualen Anteile PCNA-positiver
Zellen wiesen keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen metastasierten und
nicht-metastasierten Tumoren auf.

In der Literatur liegen hinsichtlich des Proliferationsmarkers PCNA a's prognostischem
Parameter fir Hodentumoren bisher nur spéarliche Hinweise vor. Albers et al. (1995)
stellten jedoch fest, dass diesem Marker bel nicht-seminomatésen Hodentumoren im
klinischen Stadium | keine prognostische Bedeutung zukommt. Fir Seminome konnte
allerdings gezeigt werden, dass sowohl der positive Ki67-Anteil als auch der positive
PCNA-Antell bei metastasierten Tumoren grof3er ist als bei nicht-metastasierten (Hori
et al. 1997). Uber die prognostische Relevanz dieses Sachverhalts wurden keine explizi-
ten Angaben gemacht, wenngleich dieser eine Interpretation dahingehend zulief3e.
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Auch fir andere Tumorarten konnte gezeigt werden, dass der Proliferationsmarker
PCNA sich als prognostischer Parameter in Bezug auf Metastasen eignet. So konnte
zum Beispiel beim colorektalen Karzinom festgestellt werden, dass metastasierte Tumo-
re einen wesentlich hoheren Antell PCNA-positiver Zellen aufwiesen as nicht-
metastasierte (94 vs. 29%) (Yue et a. 2003). Auch fir das Magenkarzinom konnte ein
solcher Zusammenhang nachgewiesen werden. Hier fand man bel den metastasierten
Tumoren einen PCNA-positiven Zellanteil von 48 Prozent, der doppelt so hoch war wie
bei den nicht-metastasierten Tumoren mit 24 Prozent (Isozaki et al. 1996). Ahnliche
Korrelationen konnten auch fiir das orale Plattenepithelkarzinom und fiir das Osopha-
guskarzinom (Dabrowski et al. 2001; Myong et a. 2006) sowie fur das Larynxkarzinom
gezeigt werden (Sarac et al. 1998; Dobros et al. 1998). In alen Fallen wiesen metasta-
sierte Tumore etwa doppelt so hohe Anteile PCNA-positiver Zellen auf wie nicht me-
tastasierte. Neben diesen Beispielen einer positiven Korrelation zwischen Metastasie-
rung und PCNA gibt es alerdings auch Untersuchungen, in welchen ein solcher Zu-
sammenhang nicht aufgezeigt werden konnte. So ergab sich zum Beispiel in Bezug auf
das Ovariakarzinom keine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Metastasie-
rung und dem Anteil PCNA-positiver Zellen (Wu et a. 1998). Dies gibt Hinweise
darauf, dass sich Keimzelltumoren in Bezug auf PCNA-positive Zellen und Metastasie-

rung generell anders verhalten als Plattenepithel- oder Adenokarzinome.

Der Grund, warum in unserer Studie, aber auch in der Studie von Albers et a. (1995)
keine statistische Signifikanz gezeigt werden konnte, ist vermutlich wiederum dadurch
bedingt, dass bestimmte Faktoren beim Patientenkollektiv eine Rolle spielen, die bel der
Interpretation der Befunde beriicksichtigt werden mussen. Auf die genauen Einzelheiten

wird in den folgenden Abschnitten ndher eingegangen.

4.1.3 Zusammenhang zwischen Proliferationsmarkern und Alter

Wir konnten zeigen, dass fur die beiden Proliferationsmarker PCNA und Ki67 eine
Abhangigkeit vom Alter der Patienten besteht.
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4.1.3.1 PCNA und Alter

Fur den Marker PCNA konnte gezeigt werden, dass signifikante Unterschiede zwischen
metastasierten und nicht-metastasierten Tumoren nur bel Patienten bestehen, die junger
als 25 Jahre sind. In dieser Altersgruppe fand sich bel den metastasierten Tumoren im
Mittel ein deutlich groferer Antell PCNA-positiver Zellen as bel den nicht-
metastasierten Tumoren (71,9 vs. 46,3%; p=0,005). Bei den 25 bis 30-jdhrigen und den
Uber 30-jahrigen Patienten hingegen, konnten keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen metastasierten und nicht metastasierten Tumoren gefunden werden. Die positiven
Zellanteile lagen hier bei allen Patientengruppierungen innerhalb eines engen Bereiches
zwischen ca. 66 und 68 Prozent. Der prozentuale Anteil PCNA-positiver Zellen scheint
sich also bel Patienten ab 25 Jahren nicht als Pradiktor fir eine Metastasierung zu eig-

nen.

Bel einem Grenzwert PCNA-positiver Zellen von 60 Prozent in Kombination mit einem
Alter unter 25 Jahren konnte festgestellt werden, dass der positiv prédiktive Wert mit 90
Prozent sehr hoch war. Inwiefern dies auch fur den negativ pradiktiven Wert zutrifft
waére in weiteren Studien zu Uberprifen, da in unserem Patientengut nur vier Patienten
hierfir berlicksichtigt werden konnten (nur n=4 Pat. < 25 Jahre und PCNA-Anteil <

60%), und insofern eine sinnvolle Berechnung nicht mdglich war.
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Der Zusammenhang zwischen dem Tumormarker PCNA und dem Alter ist in den bis-
herigen Studien mit Hodentumoren noch nicht berlicksichtigt worden. Fir die Interpre-
tation von Studienergebnissen dirfte er jedoch von grof3er Bedeutung sein. Die Beo-
bachtung der Altersabhangigkeit bietet eine plausible Erkldrung, warum in manchen
Féllen kein statistischer Unterschied zwischen metastasierten und nicht-metastasierten
Tumoren gezeigt werden kann und warum die Ergebnisse verschiedener Studien zu
unterschiedlichen Ergebnissen kommen. Befinden sich némlich in einem Studienkollek-
tiv viele Patienten, die dter als 25 Jahre sind, wére zu erwarten, dass man bei undiffe-
renzierter Betrachtung keine signifikanten Unterschiede aufzeigen kann. Tatséchlich
war dies auch bel unserem Patientenkollektiv der Fall; bel Betrachtung der Gesamtheit
aller Patienten konnte ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen metastasierten
und nicht-metastasierten Tumoren nicht gezeigt werden, wohl aber bei den jingeren
Patienten als Subgruppe.

Die Frage, weshalb sich die Tumorproliferationsraten bzw. die PCNA-positiven Zellan-
teile nur bel jingeren Patienten in Abhangigkeit von der Metastasierung unterscheiden,
bleibt unbeantwortet. Es konnten, auch im Hinblick auf andere Tumorarten, keine Stu-
dien gefunden werden, in welchen eine Differenzierung der Daten, wie in unserem Fall,
zur Anwendung kam; es fand kein Vergleich zwischen metastasiert und nicht-
metastasiert in verschiedenen Altersgruppen statt. Zwar gibt es Hinweise, die eine
Abhangigkeit zwischen der PCNA-Expression und dem Alter aufzeigen, jedoch bieten
diese keine echten Erklarungsmodelle zur Beantwortung der Kernfrage. Hinzu kommt,
dass offensichtlich die Art des Tumors bzw. des Untersuchungsmaterials dartber ent-
scheidet, ob mit zunehmendem Alter die PCNA-Expression zu- oder abnimmt. So
wurde zum Beispiel bei melanozytischen Hautnaevi mit zunehmendem Alter eine Ver-
minderung der Proliferationsrate bzw. der PCNA-Expression festgestellt (Tu et al.
1993). Bei Magenkarzinomen hingegen, konnte eine solche Differenzierung zwischen
jungen und alten Patienten nicht gezeigt werden (Maehara et a. 1996). Eine Untersu-
chung an Patienten mit Gingivitis ergab hingegen, dass dtere Patienten eine hthere
PCNA-Expression aufwiesen as jingere Gingivitis-Patienten. Man vermutete, dass der

Zellzyklus bel dlteren Patienten verlangsamt sein konnte und aus diesem Grund die
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Dauer der PCNA-positiven Phase verlangert wére (Celenligil-Nazliel et a. 2000). Da
von abgesehen, dass es vermutlich vom jeweiligen pathol ogischen Substrat abhéngt, ob
eher jingere oder eher dltere die hthere PCNA-Expression aufweisen, ergeben sich aus
den wenigen vorliegenden Studien, die auf die Altersabhangigkeit abzielen, keine Ant-
worten auf die Frage der Marker-Expression in Abhangigkeit von der Metastasierung.
Zwar konnte in der Magenkarzinomstudie gezeigt werden, dass jingere Patienten undif-
ferenziertere Tumore aufwiesen und deshalb vermutlich auch die Metastasierungsrate
hoher war, jedoch zeigte sich hinsichtlich der PCNA-Expression, wie bereits oben
erwdhnt, kein atersbezogener Unterschied (Maehara et a. 1996). Dies konnte jedoch
daran gelegen haben, dass nur zwischen jung und alt und nicht gleichzeitig auch noch
zwischen metastasi erten und nicht-metastasierten Tumoren differenziert wurde, wie dies
in unserer Studie der Fall war. Unabhéngig davon wére es jedoch durchaus denkbar,
dass auch bei Hodentumoren jingere Patienten eher weniger differenzierte Tumoren
aufweisen as dltere, und dass deshalb die PCNA-Expression bel metastasierten Tumo-
ren hoher ist als bel den nicht-metastasierten. Es stellt sich dann allerdings zwangsaufig
die Frage, warum die PCNA-Expression nicht grundsétzlich bei metastasierten Tumo-
ren grof3er ist, also auch bei den dteren Patienten mit Metastasen.

4.1.3.2 Ki-67 und Alter

Auch fir den Proliferationsparameter Ki67 konnte gezeigt werden, dass eine Differen-
zierung zwischen metastasierten und nicht-metastasierten Tumoren von der Altersgrup-
pe abhangig ist. Allerdings fanden sich fir diesen Parameter die signifikanten Unter-
schiede in der Gruppe der Patienten, die dlter als 25 Jahre waren. Bel jlingeren Patienten
konnten statistisch signifikante Unterschiede zwischen metastasierten und nicht-
metastasierten Tumoren nicht gezeigt werden.

In unserem Patientenkollektiv fand sich bei den Patienten ab 25 Jahren ein deutlich
hoherer Antell positiver Zellen bei den metastasierten Tumoren im Vergleich zu den
nicht-metastasierten (65,6 vs. 37,8; p=0,004). Bei den jingeren Patienten war die Diffe-

renz zwischen metastasierten und nicht-metastasierten Tumoren deutlich geringer und
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statistisch nicht signifikant (40,0 vs. 48,8). Ebenso zeigte sich bel Betrachtung aller
Patienten, also ohne Berlicksichtigung des Alters, kein statistisch signifikanter Unter-
schied. Dies kdnnte erklaren, warum sich in manchen Studien der Proliferationsmarker
Ki67 scheinbar nicht als prognostischer Parameter fur eine okkulte Metastasierung
eignete; in keiner der bisher vorliegenden Studien wurde eine altersdifferenzierte Ana-
lyse durchgefiihrt.

Eine altersdifferenzierte Betrachtung scheint also geboten, wenn man den Proliferati-
onsmarker Ki67 als prognostischen Marker der Metastasierung verwenden mochte. Wie
das Ergebnis erklért werden kann, scheint jedoch ungleich schwieriger zu sein. Es ist
Uberraschend und irritierend, dass sich die beiden Proliferationsmarker PCNA und Ki67
vollkommen kontrér verhaten. Wahrend beim Marker PCNA jiingere Patienten mit
metastasierten Tumoren die hochsten Werte aufwiesen, waren es beim Marker Ki67 die
dlteren. Dass jeweils die metastasierten Tumore héhere Tumormarker-Anteile aufwie-
sen erscheint dabei noch plausibel. Man wirde jedoch annehmen, dass die Tumorproli-
feration bel den jeweiligen Altersgruppen gleich sein muss. Demgeméal? wirde man
erwarten, dass sich entweder bel den dteren oder bel den jiingeren Patienten eine héhere
Proliferationsrate ergibt. Tatsachlich aber konnte gerade dies anhand unserer Ergebnisse
nicht gezeigt werden. In Bezug auf den Marker PCNA scheinen die jingeren Patienten

eine hohere Proliferation aufzuweisen, in Bezug auf den Marker Ki67 die dteren.

In der Literatur finden sich wiederum nur wenige Studien, die auf den Zusammenhang
zwischen Tumor- bzw. Proliferationsmarker Ki67 und Alter eingehen. Und wiederum
lassen sich aus den vorliegenden Ergebnissen keine Antworten auf die Frage ableiten,
wie der altersbezogene Unterschied zwischen metastasierten und nicht-metastasierten
Tumoren zu erkléren ist. Es l&sst sich lediglich erkennen, dass der Proliferationsmarker
Ki67 eine Altersabhangigkeit zeigt, die jedoch auch hier wieder von der Art des Tumors
abhangig ist. So zeigte zum Beispiel beim kolorektalen Karzinom der Marker Ki67 eine
positive Korrelation mit dem Alter. Interessant dabei war alerdings, dass dies nur fur
weniger differenzierte Tumore galt. Bei Frihstadien konnte ein Unterschied zwischen
alten und jungen Patienten nicht mehr gezeigt werden (Tanaka et al. 2002). Ubertragen

auf unsere Ergebnisse konnte dies bedeuten, dass bel den dteren Patienten mit Metasta-
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sen deshalb die hoéchste Ki67-Expression vorlag, weil diese Patienten die am wenigsten
differenzierten Tumoren aufwiesen. Die Frage, die sich allerdings dann zwangsaufig
stellt, ist, warum es in Bezug auf den Marker PCNA die jingeren Patienten waren,
welche die hochste Marker-Expression aufgewiesen hatten.

Anders als beim kolorektalen Karzinom zeigte sich bei anderen Tumorarten eine
Abnahme der Ki67-Expression mit zunehmendem Alter. Dies konnte zum Beispiel fir
das Hypophysenadenom (Tanaka et al. 2003) oder in einer aktuellen Studie fir das
Mammakarzinom gezeigt werden (Burnazde et al. 2006). Ahnliche Ergebnisse in Bezug
auf das Mammakarzinom fanden sich auch bereits in einer friheren Untersuchung
(Eppenberger-Castori et al. 2002). In einer weiteren Mammakarzinom-Studie wurde
festgestellt, dass ein Ki67-Anteil von mehr als 10 Prozent mit einem 4,4-fachen Risiko
fur Lymphknotenmetastasen verbunden ist; ein Zusammenhang mit dem Alter war
hierbei allerdings nicht gegeben (Orucevic et a. 2002). Wiederum hat man aber auch in
dieser Studie leider keine Analyse angestellt, die mit unserer Studie direkt vergleichbar
wére. Es wurde also keine Berechnung durchgefiihrt, die aufzeigt, wie hoch in den
beiden untersuchten Altersgruppen die Ki67-Expression in Abhéngigkeit von der Me-
tastasierung war bzw. ob hier statische Unterschiede bestanden.

Eine mdgliche Erklérung, warum es in unserer Studie zu den unterschiedlichen
Ergebnissen fur Ki67 und PCNA gekommen ist, liegt womadglich darin, dass nur Misch-
tumoren untersucht wurden, eine Betrachtung nach unterschiedlicher histologischer
Zusammensetzung der Tumoren aber unterblieben ist. Aus diesem Grund sollte eine
Uberpriifung der Ergebnisse anhand eines neuen Kollektivs mit reinen Tumoren erfol-
gen bzw. sollten die einzelnen histologischen Komponenten eines Mischtumors getrennt
mit separat bestimmten Ki67- und PCNA-Raten betrachtet werden.

Zusammenfassend ergaben sich Hinwelise, dass sich bei jlingeren Patienten (<25 Jahre)
der Proliferationsmarker PCNA als Prédiktor flr eine Metastasierung eignet, bei dteren
Patienten (>25 Jahre) konnte dies fur den Marker Ki67 der Fall sein. In Studien und im
Falle der praktischen Anwendung dieser beiden Proliferationsmarker sollte deshalb das
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Alter bertcksichtigt werden, wenn man aussagekréftige Ergebnisse erhalten méchte.
Die Kombination des Faktors Alter mit anderen Risikofaktoren bzw. Pradiktoren kénnte
vermutlich die Sicherheit der Prognose Uber das bisher bekannte Maf3 hinaus steigern.
Im Rahmen kinftiger Studien sollte dies gezielt untersucht werden. Aul3erdem sollte
gepruft werden, inwiefern sich auch im Hinblick auf andere Pradiktoren ein relevanter

Zusammenhang mit dem Alter ergibt.

Was die Ursachen fur die gemachten Beobachtungen sind, bleibt offen. Als gesichert
kann betrachtet werden, dass es in Bezug auf die beiden Proliferationsmarker eine Al-
tersabhangigkeit gibt. Diese scheint jedoch vom pathologischen Substrat bzw. vom
Tumor abhangig zu sein.

Ahnliche Beobachtungen wurden auch fiir andere Tumormarker gemacht. So
konnte zum Beispiel fir MMP-2 (Matrix-Metalloproteinase-2) bei Brustkrebspatientin-
nen gezeigt werden, dass ein positiver Marker-Befund bel jingeren Patienten (<40 J.)
mit einem deutlich hoheren Rezivrisiko verbunden ist als bel dlteren (Talvensaari-
Mattila et al. 1999). Auch bel gesundem Gewebe konnen bestimmte Tumormarker eine
Altersabhangigkeit zeigen, wie fir AMACR (Alpha-Methyl-CoA Racemase) beim
Prostatagewebe demonstriert werden konnte. Jingere Manner wiesen hdhere Werte auf
als dltere (Gologan et al. 2005). Ahnliches scheint auch fiir die CD34-Expression (Mar-
ker fUr die Angiogenese bei Tumoren) beim Ovarialkarzinom zu gelten. Auch hier
zeigten sich bei der jingsten Altersgruppe die hdchsten Werte. Fir andere Tumormar-
ker, wie p53 (Tumorsupressor-Gen-Produkt) und HER2 (Tumorwachstumsmarker)
konnte eine Altersabhangigkeit bei diesem Tumortyp alerdings nicht gezeigt werden
(Chan et al. 2004).

4.1.4 Zusammenhang zwischen Proliferationsmarkern und Tumorart

Im Gegensatz zu heute wurden zum Zeitpunkt unserer Studie innerhalb der NSGCT
auch noch die adulten bzw. reifen Teratome differenziert.
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In unserem Patientengut fanden sich sieben Patienten mit reinem adulten Teratom. Wir
konnten zeigen, dass der durchschnittliche Anteil Ki67-positiver Zellen bei dieser Tu-
morart deutlich geringer ist als bei den Ubrigen nicht-seminomatésen Tumoren im Klini-
schen Stadium | (30,0 vs. 49,6; p=0,024).

Fur den Marker PCNA konnte dieser Zusammenhang allerdings nicht nachge-

wiesen werden.

Dieses Ergebnisist insofern von Relevanz, als dass bel der Festlegung von Grenzwerten
berlicksichtigt werden sollte, ob es sich um reine reife Teratome oder anderweitige
nicht-seminomattse Hodentumore handelt. Bel Patienten mit reinen reifen Teratomen
oder grofRem Teratomanteil im Tumor wéren niedrigere Grenzwerte als Mal3 fUr eine
putative okkulte Metastasierung anzusetzen as bei den Ubrigen Tumoren. Einschrén-
kend ist jedoch zu erwéhnen, dass es nach der aktuellen WHO-K lassifikation eine Ein-

teilung in reife Teratome nicht mehr gibt.

Es kann aufgrund unserer Ergebnisse vermutet werden, dass adulte reife Teratome
unabhéngig von der Metastasierung eine geringere Proliferationsrate aufweisen. Der
Beweis dieser These bleibt allerdings kinftigen Studien vorbehalten, da bei uns keines
der adulten reifen Teratome metastasierte.

Insgesamt gehort das adulte reife Teratom mit einer Haufigkeit von etwa funf
Prozent zu den eher seltenen NSGCT (Heidenreich et al. 1997a; Moul et al. 1994).
Wesentlich haufiger werden Teratome als Komponenten eines Mischtumors gefunden
(Sesterhenn et al. 1992; Moul et a. 1994). In einigen Studien ergaben sich Anhalts-
punkte dafir, dass die Prognose eines NSGCT-Mischtumors umso besser ist, je grofder
der Anteil des adulten reifen Teratoms ist (Sturgeon et al. 1992; Stevens et al. 1994;
Simmond et al. 1996). Im Hinblick auf die Haufigkeit der Metastasierung liegen in der
Literatur wegen des eher seltenen Vorkommens allerdings nur wenige Angaben vor.
Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung sollen bis zu 25 Prozent der reifen adulten Tera-
tome beim Erwachsenen bzw. postpubertéaren Patienten eine retroperitoneale Metasta-
sierung aufweisen (Herr und LaQuaglia 1993; Heidenreich 1997a). Heidenreich et a.
(1997a) fanden in eigenen Untersuchungen eine Metastasierungsrate von 44 Prozent;

die Rate bel Patienten mit klinischem Stadium | lag hierbei mit 24 Prozent allerdings
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deutlich niedriger. Diese Zahl konnte in einer weiteren Studie bestétigt werden, in wel-
cher eine Metastasierungsrate von 27 Prozent ermittelt worden war (Heidenreich et al.
1998).

Sofern die Daten von Heidenreich et al. als allgemeingultig zu Grunde gelegt
werden, ist festzustellen, dass die Prognose bzw. die Metastasierungsrate bei reifen
Teratomen kaum besser ist als bei den Gbrigen NSGCT, die bekanntermal3en bei Vor-
liegen des klinischen Stadium | eine Metastasierungsrate von etwa 30 Prozent aufwel-
sen, die demnach nur unwesentlich grof3er ist as bei den reifen Teratomen. Eine Diffe-
renzierung erscheint im Hinblick auf die Prognose aus diesem Grund also tatséchlich
nicht mehr erforderlich. Von Bedeutung zu sein scheint eine solche Differenzierung
jedoch dann, wenn man die Tumor-Proliferationsmarker als pradiktive Parameter ein-
setzen will, denn gemal3 unserer Daten scheinen Patienten mit reifem adulten Teratom
geringere Marker-Anteile aufzuweisen als die tbrigen NSGCT-Patienten. Daraus lief3e
sich schlief3en, dass auch Patienten mit gréfierem Teratom-Anteil im Mischtumor gerin-

gere Tumormarker-Anteile aufweisen.

Zusammenfassend ausgefuhrt erscheint es sinnvoll, bei der Interpretation von Studien-
ergebnissen generell fir die einzelnen histologischen Komponenten eines Mischtumors
separate Proliferationsraten zu betrachten, um groRere Schwankungen bei den Ergebnis-
sen zu vermeiden. Nur bei mdglichst homogenem Patientengut konnen im Ubrigen die
Ergebnisse unterschiedlicher Studien auch miteinander verglichen werden. Und auch
nur dann, wenn alle mdglichen EinflussgrofRen berticksichtigt sind, kénnen Grenzwerte

festgel egt werden, die auch auf die praktische Anwendung Ubertragbar sind.



Seite -54-

5 Zusammenfassung

Der Hodentumor ist die haufigste Krebsart bei Mannern zwischen 20 und 35 Jahren,
wobei die Inzidenz standig ansteigt. Gleichzeitig hat sich der Hodenkrebs zum Muster-
beispiel der heilbaren Tumorerkrankung entwickelt. Die meisten dieser Tumoren wer-

den heute im Frihstadium diagnostiziert.

Etwa 30 Prozent der nicht-seminomattsen Hodentumoren (NSGCT) im Stadium |
weisen bei der Diagnosestellung Metastasen auf. Das Hauptproblem dabei ist die
schlechte Aussagekraft der klinischen Diagnoseverfahren im Hinblick auf diese okkul-
ten Metastasen. Zwar konnen heute in Abhangigkeit von einer vaskul&ren Invasion des
Tumors eine Hochrisiko- und eine Niedrigrisikogruppe differenziert und risikoadaptiert
therapiert werden, jedoch werden in der Hochrisikogruppe noch immer etwa die Héfte
der Patienten unnétig therapiert, da keine okkulten Metastasen vorhanden sind. In der
Niedrigrisikogruppe hingegen bleiben bei etwa 15 Prozent der Patienten diese Metasta-
sen unbehandelt.

Um die Sicherheit der Prognose bei der Einteilung von Patienten in eine Hoch- und
Niedrigrisikogruppe zu erhthen, muss nach pradiktiven Faktoren fur die okkulte Me-
tastasierung bzw. fir deren Ausschluss gesucht werden. Ziel unserer Studie war es
deshalb, die Tumor-Proliferationsmarker PCNA und Ki67 im Hinblick auf ihre Taug-

lichkeit und klinische Bedeutsamkeit als solche Préadiktoren zu untersuchen.

In unserer Studie wurden Orchiektomiepréparate von insgesamt 37 Patienten mit nicht-
seminomatdsen Hodentumoren im klinischen Stadium | untersucht. Dabel wurden 18

metastasierte mit 17 nicht-metastasierten Tumoren verglichen.

Es konnte erstmalig demonstriert werden, dass das Alter einen Einfluss auf die Ergeb-
nisse hat und deshalb bei der Interpretation der Befunde berlicksichtigt werden sollte.
Dabel stellte sich heraus, dass sich der Marker PCNA nur bel jingeren Patienten (<25
Jahre) als signifikanter Pradiktor eignet. Umgekehrt war der Marker Ki67 nur bei dte-
ren Patienten (>25 Jahre) von signifikantem Nutzen. Unter Berlicksichtigung eines
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Schwellenwertes von 60 Prozent (Anteil [+]markierter Zellen) konnte mittels des Mar-
kers PCNA bei 85,7 Prozent der jingeren Patienten die richtige Diagnose (metasta-
siert[+] oder metastasiert[-]) gestellt werden. Der positiv prédiktive Wert lag bei 90
Prozent. Fir den Marker Ki67 konnte unter Berticksichtigung eines Schwellenwertes
von 60 Prozent bel 82,6 Prozent der dteren Patienten die richtige Diagnose gestellt
werden. Sowohl der positive as auch der negative pradiktive Wert lagen bei ca. 83
Prozent. Eine Differenzierung zwischen Patienten mit adulten Teratomen bzw. hohem
Teratomanteil im Tumor schien von @hnlicher Relevanz zu sein. Allerdings wies keiner
der Teratom-Patienten in unserer Studie Metastasen auf, so dass eine abschlief3ende
Beurteilung diesbeziiglich nicht moglich war. Die im Hinblick auf das Alter unter-
schiedlichen Ergebnisse zwischen Ki67 und PCNA konnten darauf zurtickzufihren
sein, dass die Mischtumoren nicht getrennt nach ihrer histologischen Zusammensetzung

untersucht wurden.

Wie demonstriert werden konnte, scheinen die beiden Proliferationsmarker PCNA und
Ki67 das Potential zu haben, sich als Pradiktoren zu eignen, um das Risiko okkulter
Metastasen bei Patienten mit NSGCT im Stadium | besser abzuschétzen. Unter Beriick-
sichtigung von Altersgruppen und Tumortyp kénnte es mdglich werden, Schwellenwer-
te zu definieren, die fur den praktischen Einsatz eine ausreichende Verbindlichkeit
besitzen. Durch Kombination der untersuchten Pradiktoren mit anderen prognostischen
Faktoren, wie zum Beispiel der vaskul&ren Invasion oder dem embryonalen Tumoran-
teil, durfte in Zukunft eine wesentlich bessere Differenzierung zwischen Hoch- und
Niedrigrisikogruppe gelingen. Ziel weiterer Untersuchungen muss es sein, unsere Er-

gebnisse zu bestatigen und verbindliche Schwellenwerte festzul egen.
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6 Summary

Testicular cancer (germ cell tumour) is the most frequent malignant tumour type in
young men with continuously increasing incidence. However, testicular has become a

model for a curable neoplasm. Most of these tumours were diagnosed at early stage.

The clinical stage of nonseminomatous germ cell tumour (NSGCT) is inaccurate in 30
percent of patients and occult metastasis must be expected. This means that these pa-
tients are incorrectly clinical staged. Histopathologic risk factors like vascular invasion
may differ between low and high risk group, nevertheless more than half of the high
risk patients is free of occult metastasis and 15 percent of low risk patientsis untreated
despite occult metastasis.

To avoid unnecessary treatment, predictive parameters for occult metastasis must be
identified. Aim of this study was, to evaluate the tumour proliferation markers PCNA
and Ki67 and demonstrate the clinical significance.

Orchiectomy specimens of 37 patients with clinical stage | NSGCT were retrospectively
analyzed by PCNA and Ki67 immunostaining. 18 Patients had pathologic stage | and 17
patients had pathologic stage 11 (occult metastasis) as shown by retroperitoneal lymph

node dissection.

Patient age was found to be a strong confounder and therefore should be considered
with regard to the results. As shown, only in younger patients (<25), but not in older
(>25) PCNA was a significant predictor for occult metastasis. Otherwise Ki67 was a
significant predictor only in older patients (>25), but not in young (<25). Using a 60%
PCNA cutoff value pathologic stages were correctly classified in 87,5 percent of the
young patients. Positive predictive value was 90 percent. Using a 60% Ki67 cutoff
value, pathologic stages were correctly classified in 83 percent of the older patients with

positive predictive value of 83 percent.
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As shown, both markers, PCNA and Ki67, might be useful as predictive values for
occult metastasis in clinical stage | NNGCT. If age as confounding factor will be taken
into consideration, defining of reliable cutoff values for clinical use may be possible in
future. Combination with traditional risk factors and predictors such as percentage of
embryonal carcinoma or vascular invasion might enhance the ability of distinguish
between high and low risk groups. The results of this study should be confirmed by
further investigations and reliable cuttoff values should be defined for clinical use.
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8 Anhang

Anlage 1. TNM-Klassifikation nach UICC (2002) unter Berticksichtigung der Tumor-

marker
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Anlage 1: TNM-Klassifikation nach UICC (2002) unter Berticksichtigung der Tumormarker.

T Primartumor (angegeben meist als pT fir pathologisch beurteilt)

Primartumor kann nicht beurteilt werden (wenn keine radikale Orchiektomie

pTX durchgefihrt wurde, wird der Fall als TX klassifiziert)
pTO Kein Anhalt fir Primartumor (z.B. histologische Narbe im Hoden)
pTis Intratubularer Keimzelltumor (Carcinoma in situ)
Tumor begrenzt auf Hoden und Nebenhoden, ohne Blut-/LymphgefaRinvasion
pT1l (der Tumor kann die Tunica albuginea infiltrieren, nicht aber die Tunica vagina-
lis)
Tumor begrenzt auf Hoden und Nebenhoden, mit Blut-/Lymphgefa3invasion,
pT2 oder Tumor mit Ausdehnung durch die Tunica albuginea mit Befall der Tunica
vaginalis
pT3 Tumor infiltriert Samenstrang (mit der ohne Blut-/Lymphgefaliinvasion)
pT4 Tumor infiltriert Scrotum (mit der ohne Blut-/LymphgefaR3invasion)

N Regionare Lymphknoten (angegeben auch als pN fiir pathologisch beurteilt)

NX Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine reginaren Lymphknotenmetastasen

Metastasierung in Form eines Lymphknotenkonglomerats, 2 cm oder weniger in
N1 grofter Ausdehnung, und 5 oder weniger positive Lymphknoten, keine mehr als
2 cm in grof3ter Ausdehnung

Metastasierung in Form eines Lymphknotenkonglomerats, mehr als 2 cm, aber
nicht mehr als 5 cm in gro3ter Ausdehnung, oder mehr als 5 positive Lymphkno-

N2 ten, keiner mehr als 5 cm in gré3ter Ausdehnung, oder extragonadale Tumor-
ausbreitung
N3 Metastasierung in Form eines Lymphknotenkonglomerats, mehr als 5 cm in

groter Ausdehnung

M Fernmetastasen

MX Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
Fernmetastasen
M1 M1la Nicht-regionare Lymphknoten- oder Lungenmetastasen

M1b Andere Fernmetastasen

S Serum-Tumormarker

SX Serum-Tumormarker nicht verfligbar

SO Serum-Tumormarker innerhalb der normalen Grenzen

S1-S3 Mindestens einer der Serum-Tumormarker erhdht

LDH HCG (1UN) AFP (ug/l)
S1 <1,5x Norm und < 5000 und <1000
S2 1,5 - 10 x Norm oder 5.000 - 50.000 oder 1.000 - 10.000
S3 > 10 x Norm oder > 50.000 oder > 10.000

UICC = Union Against Cancer Committee
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