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1. Einleitung

Die maligne Transformation korpereigener Zellen, ein sogenanntes
Krebsleiden, gehdrt in den westlichen Industrienationen zu den am
hdufigsten zum Tode fiihrenden Erkrankungen. Die liberwiegende Mehrheit
der an Krebs erkrankten Erwachsenen leidet an malignen epithelialen
Tumoren, den Karzinomen.

Hierzu gehoren auch die Karzinome des Pankreas, die am haufigsten in der
Pankreaskopfregion lokalisiert sind, sowie im Bereich der Papilla Vateri,
der aufgrund ihrer besonderen anatomischen Lage eine spezielle Bedeutung

zukommt.

1.1 Das Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom ist im Vergleich zu anderen Karzinomen eher selten,
im internationalen Vergleich nimmt der Tumor den 13. Rang ein [Parkin,
D.M,, et al.; 1993], allerdings mit einer steigenden Inzidenz.

Generell werden hdufiger Ménner als Frauen von Karzinomen des Pankreas
betroffen; als Risikofaktoren wurden auflerdem die chronische Pankreatitis,
der langjdhrige Konsum von Zigaretten, Alkohol und Kaffee, sowie
industriell genutzte Chemikalien, fettreiche Erndhrung und Diabetes
mellitus diskutiert [Caldwell, C.B., et al.; 1994].

In den meisten Féllen gehen Karzinome des Pankreas von den Driisenzellen
des exokrinen Organanteiles aus (duktales Adenokarzinom), sehr viel
seltener entstehen endokrine Tumoren, die eine Vielzahl von Hormonen und
andere zelluldr wirksame Substanzen produzieren konnen [Kloppel, G., et

al.; 1991].

Aufgrund der ungiinstigen Lage im Retroperitoneum ist das Pankreas einer
klinischen Untersuchung weitestgehend entzogen. Daher ist eine

wirkungsvolle praventive Diagnostik nicht moglich.



Auch unter Zuhilfenahme aufwendiger und zum Teil invasiver apparativer
Methoden wie Abdomensonographie, ERCP und Computertomographie des
Abdomen ist die frithzeitige Diagnose von Organverinderungen schwierig.

Hinzu kommt, dass Pankreastumoren hdufig klinisch unspezifische
Symptome  verursachen, wie Gewichtsabnahme, Inappetenz und
Riickenschmerzen [Klempnauer, J., et al.; 1995]. Erst der schmerzlose
Ikterus weist bei vielen Patienten auf die Lokalisation ihrer Erkrankung hin;
dies ist jedoch in vielen Fillen ein Spatsymptom, das heiflit der Tumor ist

bereits weit fortgeschritten und somit nicht mehr kurativ behandelbar.

Doch auch Pankreaskarzinome, die in frithen Tumorstadien entdeckt und
operativ behandelt werden, haben trotz modernster Operationsmethoden und
sinkender postoperativer Mortalitdt [Cameron, J.L., et al.; 1993; Traverso,
L.W., et al.; 1978; Reinders, M.E., et al.; 1995] eine niedrige Fiinf-Jahres-
Uberlebensrate, die zwischen 5% und 20% angegeben wird [Reinders, M.E.,
et al.; 1995; Peters, J.H., et al.; 1991; Zerbi, A., et al.; 1995; Gall, F.P., et
al.; 1991; Delcore, R., et al.; 1996; Yeo, C.J., et al.; 1998]. Der Grund
hierfiir liegt nicht zuletzt auch in einer frithzeitigen lymphogenen Aussaat,
wodurch der postoperativen Beurteilung der regiondren Lymphknoten eine
erhebliche prognostische Bedeutung zukommt [Reinders, M.E., et al.; 1995;
Gall, F.P., et al.; 1991; Delcore, R., et al.; 1996; Yeo, C.J., et al.; 1998]. Im
Fall der Karzinome des Pankreaskopfes und der Papilla Vateri gehoren zu
den regiondren Lymphknoten alle peripankreatischen

Lymphknotenstationen:

Superior: Oberhalb von Pankreaskopf und —korper

Inferior: Unterhalb von Pankreaskopf und —korper

Anterior: Vordere pankreatikoduodenale, pylorische und proximale
mesenteriale Lymphknoten

Posterior: Hintere pankreatikoduodenale Lymphknoten,
Lymphknoten am Ductus choledochus und proximale
mesenteriale Lymphknoten

Lienal: Lymphknoten am Milzhilus und um den Pankreasschwanz



Pankreaskarzinome sind in den meisten Fillen in der Pankreaskopfregion
lokalisiert, seltener im Bereich des Pankreascorpus oder —schwanzes, es
handelt sich hdufig um duktale Adenokarzinome [Kloppel, G., et al.; 1991;
Love, R.R., et al.; 1994].

Entsprechend allen anderen gastrointestinalen Karzinomen stiitzt sich die
Klassifikation des  Pankreaskarzinoms auf Empfehlungen der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) und der Unio Internationalis Contra
Cancrum (UICC). Diese Einteilung dient der prognostischen Einschitzung
eines Tumors und beinhaltet die vier Hauptaspekte Tumorlokalisation,
Histomorphologie mit Tumortyp und Differenzierungsgrad, sowie die
Tumorausbreitung vor und nach Therapie.

1997 ist die bis dahin giiltige Einteilung von 1992 aufgrund deutlicher
Diskrepanzen zwischen der Stadieneinteilung der Tumoren und der
tatsdchlichen Prognose der Patienten iiberarbeitet und gedndert worden
[Sobin, L.H., et al.; 1997].

Die Einstufung der in dieser Untersuchung enthaltenen Karzinome stiitzt
sich auf die zum Zeitpunkt der Operationen noch aktuellen Empfehlungen
der WHO [Jass, J.R., et al.; 1990] und der UICC aus dem Jahr 1992
[Hermanek, P., et al.; 1992; Hermanek, P.; 1994; Hermanek, H., et al.;
1992], die neue Stadieneinteilung der UICC wiirde entsprechend der
schlechten Prognose bei vielen Studienteilnehmer zu einer Hoherstufung
des UICC-Stadiums fiihren.

Den Tabellen 1 bis 5, 6a und 6b lassen sich die wesentlichen Unterschiede
der alten und neuen Stadieneinteilung entnehmen.

Die Tabellen 1 bis 4 verdeutlichen die aktuelle Einteilung beziiglich des
Differenzierungsgrades und der Tumorausbreitung, wobei die Ergebnisse
des prétherapeutischen Stagings im TNM-System, die Resultate der
postoperativen histopathologischen Aufarbeitung des Gewebes jedoch im
Rahmen des pTNM-Systems zusammengefasst werden; die Angaben in
Klammern beziehen sich auf die Abweichungen der neuen UICC-Einteilung
von der alten.

Beziiglich des Tumorstatus nach Therapie kommt die R-Klassifikation zur

Anwendung, die in Tabelle 5 erldutert wird.



Entsprechend prognostischer Daten werden die verschiedenen TNM-
/pTNM-Stufen nach den Empfehlungen der UICC =zu Stadien
zusammengefasst, die eine Aussage liber das Ausmal} der Erkrankung
erlauben sollen. Auch hier werden die Unterschiede der alten und neuen

Einteilung gegeniibergestellt (Tabelle 6a und 6b).

Tabelle 1. Differenzierungsgrade des Primartumors (UICC 1992 und 1997)

Gl Gut differenziert
G2 MaiBig differenziert
G3 Schlecht differenziert

Tabelle 2.  Primdrtumorausbreitung  Pankreaskopfkarzinom  nach
TNM/pTNM-Klassifikation nach den Empfehlungen der UICC von 1997;
(in Klammern: 1992)

T/pTX | Primirtumor nicht beurteilbar (UICC 1992: T/pTX)

T/pTO |Kein Hinweis fiir einen Priméartumor (UICC 1992: T/pT0)

T/pT1 |Primdrtumor begrenzt auf das Pankreas, grofiter Durchmesser

<2cm (UICC 1992: T/pT1a)

T/pT2 |Primirtumor begrenzt auf das Pankreas, groBter Durchmesser

>2cm (UICC 1992: T/pT1b)

T/pT3 | Direkte Tumorausbreitung in Duodenum, D. choledochus und/oder

peripankreatisches Gewebe (UICC 1992: T/pT2)

T/pT4 | Direkte Tumorinfiltration in Magen, Milz, Kolon und/oder grof3e
Nachbargefidfie (UICC 1992: T/pT3)




Tabelle 3. Klassifizierung der lymphogenen Ausbreitung nach den
Empfehlungen der UICC von 1997 (in Klammern: 1992)

N/pNX |Regiondre Lymphknoten nicht beurteilbar (UICC 1992: N/pNX)

N/pNO | Keine regiondren Lymphknotenmetastasen (UICC 1992: N/pNO)

N/pNla | Metastase in einem einzelnen regiondren Lymphknoten (UICC
1992: N/pN1)

N/pN1b | Metastasen in mehreren regiondren Lymphknoten (UICC 1992:
N/pN1)

Tabelle 4. Klassifizierung der Fernmetastasen (UICC 1992 und 1997)

M/pMX | Fernmetastasierung nicht beurteilbar

M/pMO |Keine Fernmetastasen

M/pM1 | Fernmetastasen liegen vor

Tabelle 5. R-Klassifikation (UICC 1992 und 1997)

RX Residualtumor nicht beurteilbar

RO Kein Residualtumor

R1 Mikroskopischer Residualtumor

R2 Makroskopischer Residualtumor




Tabelle 6a. Stadiengruppierung Pankreaskopfkarzinom nach Empfehlungen
der UICC von 1992:

MO
NO | N1 Ml

T1
T2 I | 1II v
T3 | 1I

Tabelle 6b. Stadiengruppierung Pankreaskopfkarzinom nach Empfehlungen
der UICC von 1997:

MO
NO | N1 Ml

Tl
T2 I | III IVb
T3 | 1I

T4 IVa
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1.2 Das Karzinom der Papilla Vateri

Bei den Tumoren, die im Bereich der Ampulla Vateri lokalisiert sind,
handelt es sich um eine topographische Sonderform der Pankreaskarzinome.
Sie unterscheiden sich von den iibrigen Karzinomen des Pankreas durch ihre
vergleichsweise frithe klinische Manifestation, da es bereits bei relativ
kleinen Primirtumoren zu einer Abflussbehinderung im Bereich des Ductus
choledochus und damit zu einem Ikterus und rezidivierenden
Cholangitisschiiben kommen kann.

Aus diesem Umstand resultiert die bessere Prognose dieser Tumoren, die im
Allgemeinen in einem fritheren Tumorstadium erkannt und operiert werden.
Aufgrund der besonderen anatomischen Verhéltnisse ergibt sich eine
eigenstindige TNM-Klassifikation, die in Tabelle 7 aufgefiihrt wird.

Aus dieser eigenstindigen Klassifizierung resultiert auch eine spezielle
Stadieneinteilung fiir das Papillenkarzinom (Tabelle 8), die iibrigen
Klassifikationsmerkmale unterliegen derselben Einstufung, wie im Falle der

Pankreaskopftumoren.

Tabelle 7. TNM /pTNM-Klassifikation des Papillenkarzinoms (UICC 1992
und 1997)

T/pTX |Primirtumor nicht beurteilbar

T/pTO |Kein Hinweis fiir einen Primértumor

T/pT1 | Tumor auf die Papille begrenzt

T/pT2 | Tumor infiltriert die Duodenalwand

T/pT3 | Tumor infiltriert das Pankreasgewebe um bis zu 2 cm

T/pT4 | Tumor infiltriert das Pankreasgewebe um mehr als 2 cm
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Tabelle 8. Stadiengruppierung Papillenkarzinom (UICC 1992 und 1997)

MO
NO | NI M1
Tis | O
T1 I
T2 III v
T3 | 1I
T4 v
1.3 Mikrometastasen als Prognoseparameter

Als prognostisch bedeutungsvoller Faktor fiir Patienten mit Karzinomen
sowohl der Pankreaskopfregion als auch der Papilla Vateri hat sich neben
der lokalen Tumorausbreitung zum Zeitpunkt der Operation auch der Status
der regiondren Lymphknoten erwiesen [Delcore, R., et al.; 1996; Yeo, C.J.,
et al.; 1998; Kubuschok, B., et al.; 1999; Izbicki, J.R., et al.; 1997; Hosch,
S.B., et al.; 2000].

Jedoch auch bei Patienten mit wenig fortgeschrittenen Tumoren und
histopathologisch unauffilligen regiondren Lymphknoten kommt es
postoperativ  hdufig zu einem Tumorrezidiv in Form einer
Fernmetastasierung. Eine Beurteilung der postoperativen Prognose mit den
histopathologischen Standardmethoden ist also ungenau und wird dem
tatséchlichen klinischen Verlauf in vielen Féllen nicht gerecht [Klempnauer,
J., etal.; 1995].

Aus diesem Grund muss man annehmen, dass es bereits zu einem sehr
frithen Zeitpunkt der Erkrankung zu einer Aussaat von einzelnen
Tumorzellen in die regiondren Lymphknoten kommt, die mit den
herkdmmlichen Stagingmethoden nicht erfasst werden kann.

Mit Hilfe moderner immunhistochemischer Farbemethoden und unter

Einsatz monoklonaler Antikdrper gegen Tumorzellantigene ist es moglich,
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diese Zellen sichtbar zu machen und ihren prognostischen Einfluss zu
untersuchen, wie zum Beispiel im Fall des Mamma-Karzinoms [Trojani, M.,
et al.; 1987; International Breast Cancer Study Group; 1990].

Dies ist auch bei einer Reihe anderer Karzinome gelungen. So konnte
bereits bei Patienten mit malignem Melanom [Gilboa, E.; 1996],
Bronchialkarzinom [Passlick, B., et al.; 1994], kolorektalem Karzinom
[Greenson, J.K., et al.; 1994], Osophaguskarzinom [Izbicki, J.R., et al.;
1997; Hosch, S.B., et al.; 1998] und Magenkarzinom [Machara, Y., et al.;
1996] eine Einzelzelldissemination in Lymphknoten nachgewiesen, sowie
Hinweise fiir ihre prognostische Bedeutung gefunden werden.

In allen genannten Untersuchungen wurde eine signifikant schlechtere
Prognose bei Vorhandensein von Mikrometastasen in Lymphknoten

nachgewiesen.

14 Studienziel

In der vorliegenden Untersuchung wurde mit Hilfe monoklonaler
Antikorper im Rahmen immunhistochemischer Assays eine okkulte
Tumorzelldissemination in histopathologisch tumorfreien Lymphknoten von
Patienten mit Karzinomen des Pankreaskopfes und der Papilla Vateri
untersucht.

Durch die postoperative Nachbeobachtung der Patienten wurde auBlerdem
gepriift, inwieweit diese Mikrometastasen einen Einfluss auf die
postoperative Prognose im Sinne eines erhohten Rezidivrisikos haben.

Nicht zuletzt sollte zudem die Frage beantwortet werden, ob die
immunhistochemische Fiarbung von Einzelzellen des Tumors in
Lymphknoten zur Identifikation von Patienten mit erhohtem Rezidivrisiko
geeignet ist und ob diese Patienten zur Verbesserung der postoperativen

Prognose einer adjuvanten Tumortherapiestudie zugefiihrt werden sollten.
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2. Material und Methoden

2.1 Das Studiendesign

Diese Studie wurde genehmigt von der Ethik-Kommission der
Arztekammer Hamburg.

Die Patienten sind im Rahmen der Operationsaufklarung {iber die
Teilnahme an der Untersuchung informiert worden und haben ihr

zugestimmt.

Zwischen April 1992 und Dezember 1998 wurden 173 Patienten mit
Karzinomen der Bauchspeicheldriise nach Whipple operiert. Die
postoperative  Einstufung beziiglich des Tumorstadiums und des
Differenzierungsgrades erfolgte nach den Richtlinien der 4. Auflage der
TNM-Klassifikation der ,,Unio Internationalis Contra Cancrum® (UICC) aus
dem Jahr 1992 [Hermanek, P., et al.; 1992].

Um in die Studie aufgenommen zu werden, mussten die Patienten nach
histopathologischen Kriterien frei von lymphogenen Metastasen sein (NO)
oder zumindest nur regionale Lymphknotenmetastasen haben (N1).
Patienten mit fraglichem Tumorrest oder Metastasen wurden von der Studie
ausgeschlossen; ebenso alle, die an endokrinen Tumoren der
Bauchspeicheldriise litten oder deren Tumor sich als eine Metastase einer
anderen Tumorentitdt im Bereich des Pankreas herausstellte.

Aufgrund der spiten Manifestation der Pankreastumoren mussten daher
zahlreiche Patienten wegen des weit fortgeschrittenen Tumorstadiums von

der Studie ausgeschlossen werden.

Von den im Untersuchungszeitraum operierten Patienten konnten 52
Personen in die Studie aufgenommen werden, die aufgrund ihres
Tumorstadiums und des bendtigten Probenmaterials, bestehend aus

Primirtumorproben, Anteilen der peripheren Lymphknoten und
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Knochenmarksaspirat, iiber die notwendigen Voraussetzungen verfligten.
Die Gruppe bestand aus 28 Méanner (53,8 %) und 24 Frauen (46,2 %).

36 der Patienten (69,2 %) litten an einem Karzinom des Pankreaskopfes und
16 (30,8 %) an Tumoren der Papilla Vateri.

Da in vielen Fillen Patienten mit Tumoren der Papilla Vateri bereits frith an
Symptomen wie Ikterus oder Cholangitisschiiben leiden und deshalb haufig
in einem fritheren Stadium der Erkrankung operiert werden, mussten die
unterschiedlichen Tumorlokalisationen in der Untersuchung getrennt
betrachtet werden, um die Ergebnisse des Follow-Up vergleichen zu

konnen.

Die Operation nach Whipple besteht in einer Resektion des Pankreaskopfes,
des distalen Magens und des Duodenums, sowie der Gallenblase und der
Leberpforte. AnschlieBend wird die Magen-Darm-Passage mittels einer
Gastrojejunostomie wiederhergestellt, aulerdem erfolgt die Anlage einer
Hepatikoenterostomie und einer Pankreatikojejunostomie. Wiahrend des
Eingriffs erfolgt eine radikale Entfernung der regionalen Lymphknoten
[Jass, J.R., et al.; 1990; Hermanek, P., et al.; 1992; Hermanek, P.; 1994,
Sobin, L.H., et al.; 1997; Hermanek, P., et al.; 1997].

2.2 Charakterisierung der Patienten

Von den 36 Tumoren des Pankreaskopfes waren 20 (55,6 %) méaBig
differenziert (G2) und 16 (44,4 %) gering differenziert (G3). Es gab in
unserem Kollektiv keinen gut differenzierten Tumor des Pankreaskopfes.
Von den 16 Papillentumoren waren 2 (12,5 %) gut, 8 (50,0 %) miBig und 6
(37,5 %) gering differenziert.

Die Einteilung der Tumorstadien nach den alten Richtlinien der TNM-
Klassifikation von 1992 sind fiir Pankreaskopftumoren und Papillentumoren
getrennt in den Tabellen 10 und 11 angegeben.

Nach den Richtlinien der UICC (1992) ergab sich die folgende

postoperative Stadieneinteilung:
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Im Falle der Karzinome des Pankreaskopfes fanden sich 19 Tumoren des
Stadiums I (52,8 %), 2 Tumoren des Stadiums II (5,6 %), 15 Patienten litten
an einem Tumorstadium Grad III (41,7 %).

In der Gruppe der Patienten mit Karzinomen der Papilla Vateri fand sich ein
Tumor des Stadiums I (6,3 %), 7 Tumoren des Stadiums II (43,8 %), 7
Tumoren des Stadiums III (43,8 %) und ein Stadium IV (6,3 %).

Zum Zeitpunkt der Operation waren die Patienten zwischen 33 und 83

Jahren alt, das mittlere Alter betrug 60,6 Jahre.

Im gesamten Studienkollektiv ist keiner der Patienten postoperativ, das
heiflt innerhalb von 30 Tagen nach der Operation verstorben.

Im Rahmen der postoperativen Beobachtungszeit wurden alle Patienten
zundchst in 3-monatigen Abstdnden untersucht, nach 2 Jahren wurden die
Untersuchungsintervalle auf 6 Monate erhoht. Die Untersuchungen
beinhalteten neben der korperlichen Untersuchung eine
Thoraxrontgenauftnahme, eine  abdominelle = Computertomographie,
Abdomensonographie, eine endoskopische Untersuchung des oberen
Gastrointestinaltraktes, sowie die Kontrolle der Tumormarker CEA
(Karzinoembryonales  Antigen) und CA  19-9. Der mittlere
Beobachtungszeitraum der Patienten betrug 18,8 Monate (3-73).

Tabelle 9. Charakterisierung der Patienten (n=52):

Patienten %
Minnlich 28 53,8
Weiblich 24 46,2

Mittleres Alter (Standardabweichung) 60,6 Jahre (£11,9)
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Tabelle 10. Tumoreigenschaften Tumorlokalisation Pankreaskopf (n=36):

Patientenzahl %

Differenzierungsgrad:

Gl %, %)

G2 20 55,6

G3 16 44 .4
TNM-Klassifikation*):

pT1 2 5,6

pT2 28 77,8

pT3 6 16,7

pNO 21 58,3

pN1 15 41,7

*) Einteilung aufgrund der histopathol. Klassifikation (HE-Farbung)

nach den UICC-Richtlinien von 1992

Stadieneinteilung (1992):

UICC Stadium I 19 52,8
UICC Stadium II 2 5,6
UICC Stadium III 15 41,7
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Tabelle 11. Tumoreigenschaften Tumorlokalisation Papilla Vateri (n=16):

Patientenzahl %
Differenzierungsgrad:
Gl 2 12,5
G2 8 50,0
G3 6 37,5
TNM-Klassifikation*):
pT1b 1 6,3
pT1 %) %)
pT2 7 43,8
pT3 7 43,8
pT4 1 6,3
pNO 9 56,3
pN1 7 43,8
*) Einteilung aufgrund der histopathol. Klassifikation (HE-Féarbung)
nach den UICC-Richtlinien von 1992
Stadieneinteilung (1992):

UICC Stadium I 1 6,3
UICC Stadium II 7 43,8
UICC Stadium III 7 43,8
UICC Stadium IV 1 6,3
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2.3 Materialgewinnung und immunhistochemische Analyse

An die Tumorresektion schloss sich in allen Féllen eine radikale Entfernung
der regiondren peripankreatischen Lymphknoten an, zu denen die bereits
erwdhnten Lokalisationen zdhlen: Superiore, inferiore, anteriore, posteriore

und lienale Lymphknotenstationen.

Zur wissenschaftlichen Analyse der Resektionspriaparate wurden wéhrend
jeder Operation ein kleiner Teil des Primértumors entfernt und im
chirurgischen Forschungslabor immunhistochemisch untersucht. Der
Hauptanteil des Tumorgewebes sowie der Resektionsrand wurden mit den
gingigen histopathologischen Methoden aufgearbeitet.

Der Operateur entfernte die regiondren Lymphknoten und ordnete sie den
unterschiedlichen anatomischen Regionen zu. Die Gewebeproben wurden
danach entsprechend ihrer Lokalisation nummeriert. Die entnommenen
Lymphknoten wurden anschlieBend in zwei Hélften geteilt, von denen eine
Hélfte in Paraffin eingebettet und den géngigen histologischen
Untersuchungsmethoden (HE-Farbung) in der pathologischen Abteilung
zugefiihrt wurde.

Die zweite Hilfte der entfernten Lymphknoten und ein Anteil des
Primdrtumors wurden innerhalb weniger Stunden nach der Gewinnung in
Tissue Tek (4583, Miles Inc.) gebettet, um dann sofort in fliissigem
Stickstoff schockgefroren zu werden. Anschlieend erfolgte die Lagerung
bei —80°C bis zur weiteren Aufarbeitung des Materials.

Diejenigen Lymphnoten, die histopathologisch keine Tumorabsiedelung
erkennen liefen, wurden immunhistochemisch auf die Anwesenheit
einzelner Tumorzellen untersucht.

Von jeder dieser gesammelten Lymphknotenhélften wurden mittels
Gefrierschnitttechnik im Kryostat 6 bis 8 um diinne Schnitte in drei Ebenen
angefertigt, die auf beschichtete Objekttriger aufgetragen und bis zur

endgiiltigen Farbung und Fixierung bei —25°C auftbewahrt wurden.
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Die weitere Bearbeitung erfolgte mit einer immunhistochemischen Farbung
mit dem monoklonalen Antikérper Ber-EP4 (M0804, Dako, Hamburg), der
speziell gegen die Oberflichenmerkmale epithelialer Zellen gerichtet ist. Da
es Zellen dieser Klassifizierung in einem gesunden Lymphknoten nicht gibt,
ist es mit dieser Farbung mdglich, einzelne epitheliale Tumorzellen sichtbar
zu machen und so in lymphatischem Gewebe nachzuweisen.

Insgesamt wurden auf diese Weise die Schnitte von 107 Lymphknoten

aufgearbeitet und immunhistochemisch untersucht.

24 Die immunhistochemische Firbung

Um einzelne Tumorzellen in lymphatischen Gewebsverbénden darstellen zu
konnen, benétigten wir eine Férbemethode, die beziiglich Sensitivitit und
Spezifitit besonders herausragt und auBlerdem durch eine gute
Reproduzierbarkeit moglichst konstante Farbeergebnisse gewahrleistet.
Daher entschieden wir uns flir den Einsatz einer indirekten
immunenzymatischen Methode zur Darstellung der Antikorper-Reaktion
mit dem Oberflichenantigen. Hierzu verwendeten wir ein polyvalentes
Kaninchen-Anti-Maus-Immunglobulin  (Z0259, Dako, Hamburg) als
Antiserum und préformierte Komplexe aus alkalischer Phosphatase und
monoklonalen Anti-Alkalische-Phosphatase-Antikorpern (APAAP-
Komplex) (D0651, Dako, Hamburg).

Diese sogenannte APAAP-Methode bedient sich einer Immun-Komplex-
Bildung, die auf der Bindung spezifischer PrimédrantikGrper an die
Oberflachenantigene der nachzuweisenden Zellen beruht.

Die monoklonalen Primdrantikdrper stammen von Mausen, ein sogenannter
,Brickenantikorper bindet aufgrund seiner ,,Anti-Maus‘“-Eigenschaften an
den Primirantikorper auf der Zelloberflache und verbindet diesen mit dem
APAAP-Komplex.

Die Methode gewéhrleistet durch die relativ hohe Enzymdichte aufgrund
der Briickenbildung ein intensives Férbeergebnis, so dass eine hohe

Sensitivitit erreicht wird.
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Der hier verwendete Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-
Komplex (APAAP) hat gegeniiber dem ebenfalls etablierten Peroxidase-
Anti-Peroxidase-Komplex (PAP) einige Vorteile:

Einerseits befinden sich in kryoasservierten Geweben wesentlich geringere
Mengen der gewebseigenen, sogenannten endogenen Alkalischen
Phosphatase, wogegen die Peroxidaseaktivitit in Gefrierschnitten
uneingeschrinkt vorhanden ist, was zu einer unspezifischen Firbereaktion
fithren wiirde.

Die endogenen Enzyme der Lymphknoten miissen zur Vermeidung
unspezifischer Reaktionen vor Zugabe der Substrate wirkungsvoll blockiert
werden, was im Falle der Alkalischen Phosphatase durch Zugabe von
Levamisole (L9756 Sigma, Deisenhofen) geschieht. Die endogenen
Peroxidasen hingegen werden durch Zusatz von Wasserstoft-Peroxid (H,0,)
inaktiviert; dies fiihrt jedoch haufig zu einer unerwiinschten Denaturierung
der Antigene der Zielzellen.

Im Falle der APAAP-Methode reagiert nach Blockade der gewebseigenen
Enzyme in der anschlieBenden Farbreaktion nur die an den
Sekundirantikorper gebundene Alkalische Phosphatase, was zu einer
Verstirkung des Kontrastes und damit zu einem leichteren Auffinden der

markierten Zellen innerhalb des Lymphknotens fiihrt.

2.5 Die APAAP-Methode (Firbeschema)

Zunichst werden die Kryostat-Schnitte fiir 30 Minuten bei
Zimmertemperatur aufgetaut und getrocknet, anschlieBend erfolgt das
Anfixieren der Préparate in einem fiinfminiitigen Acetonbad.

Nach der Rehydrierung des Gewebes in TRIS-gepufferter physiologischer
Kochsalzlésung (TBS, pH 7,4) (15504-020 Life Technologies, Karlsruhe)
fiir 15 Minuten folgt der erste Inkubationsschritt. Alle Inkubationen finden
bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer statt.

Die Schnitte werden mit einer 1:10 Verdiinnung aus TBS und AB-Serum,

dem antikorperfreien Humanserum von Spendern der Blutgruppe AB
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(Biotest Diagnostics 805135, Dreieich, Deutschland), beschichtet und 20
Minuten inkubiert.

Dieser Schritt dient der Vermeidung unspezifischer Hintergrundfarbungen
durch hydrophobe Wechselwirkungen mit Kollagen und anderen
Bindungselementen. Es folgt die Inkubation mit dem Primédrantikdrper Ber-
EP4 (Maus-IgG1, Dako, Hamburg) fiir 45 Minuten in einer Verdiinnung
von 1:400, bzw. 0.625 pg/ml.

Diese Konzentration war zuvor in einer Verdiinnungsreihe zur Optimierung
der Farbeergebnisse ermittelt worden.

Anschlieend werden die Objekttrager dreimal fiir jeweils fiinf Minuten in
TBS gespiilt, um eine Verunreinigung der Gewebsoberfliche mit
Primédrantikrper zu vermeiden.

Der Kaninchen-Anti-Maus-Ig-Briickenantikdrper stammt vom Kaninchen
(20259, Dako, Hamburg) und wird in einer Verdiinnung von 1:50
verwendet, dies entspricht einer Konzentration von 64 pg/ml. Die
Inkubationszeit betrdgt 30 Minuten.

Nach erneutem dreimaligem Waschen der Préparate mit TBS folgt das
Beschichten der Schnitte mit APAAP-Komplex, der ebenfalls von der Maus
stammt. Dieser ist mit einem zweiten Arm gegen Epitope des Kaninchens
gerichtet und wird daher an den Briickenantikérper gebunden.

Nach einer Inkubationsdauer von 30 Minuten mit einer Verdiinnung von
1:100 (0,9 pg/ml) und dem erneuten Waschen in TBS folgt die

Farbereaktion.

Das Substrat der Féarbung ist hierbei Naphtholphosphat-Ester; durch die
Alkalische Phosphatase erfolgt eine Aufspaltung des Substrats in
Phenolkomponenten und Phosphat. Bei dem anschlieBenden Farbumschlag
reagieren die Phenole mit Neufuchsin, einem Dinatriumsalz (sogenanntes

Chromogen), zu einem unloslichen roten Azofarbstoff.
Das Substrat besteht aus drei verschiedenen Losungen:

Losung 1 enthdlt 150 ml TRIS-Puffer (0.05M), 1,7 g NaCl und 60 mg
Levamisole, anschlieBend wird der pH-Wert der Losung mit Hilfe von HCl
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und NaOH auf 8,24 eingestellt. Diese Losung dient der anfangs bereits

erwiahnten Blockade der gewebseigenen Alkalischen Phosphatase.

Fir die Herstellung der Losung 2 werden in 0,75 ml N,N-
Dimethylformamid (D4254, Sigma) 30 mg Naphthol-AS-BI-phosphat
(N2250, Sigma) gelost.

Losung 3 besteht aus 0,3 ml Neufuchsin 5% (5 g N0638, Sigma in 100 ml
2N HCI) und 7,5 ml Natriumnitrit 4% (300 mg S2252, Sigma in 7,5 ml
Aqua dest.), die Komponenten miissen vor der Farbung mit den anderen
beiden Losungen 60 Sekunden reagieren.

Nach dem Mischen der Losungen 2 und 1 wird Losung 3 hinzu gegeben; es
folgt eine Inkubation der Prdparate in dem Substrat fiir 30 Minuten im

Dunkeln, da die Féarbelosung lichtempfindlich ist.

Nach einer abschlieBenden Spiilung der Objekttriger mit Aqua dest. wird
die Kernfarbung mit Hamatoxylin Gill (1.09249.0500 Merck, Darmstadt)
durchgefiihrt, deren Intensitdt durch Waschen der Schnitte in alkalischem

Leitungswasser fiir 5 Minuten optimiert wird.

Zum Eindeckeln der Priparate erfolgt zunichst ein Uberschichten mit
Crystal Mount Abdeckmedium (MY 3, Bigmeda); nach dem Trocknen der
Schnitte bei Raumtemperatur erhalten die Objekte ein Deckgldschen, das

mit Permount (SP 15.500, Fisher Scientific) befestigt wird.

2.6 Der Antikorper Ber-EP4

Der verwendete Primérantikorper Ber-EP4 (M0804, Dako, Hamburg) ist ein
monoklonaler Antikérper der Immunglobulinsubklasse IgGl,, der durch
Reinigung von Kulturiiberstinden der Zelllinie MVF-7 gewonnen wird. Er
eignet sich sowohl fiir die Farbung von in Paraffin gebetteten Geweben als

auch fiir Kryostatschnitte.
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Ber-EP4 reagiert zuverldssig mit allen epithelialen Normalgeweben mit
Ausnahme der apikalen Zellschichten von Plattenepithelien und
epidermalen Keratinozyten, Hepatozyten und Parietalzellen.

Auch die meisten Karzinome kdnnen mittels Ber-EP4 immunhistochemisch
gefarbt werden [Latza, U., et al.; 1990; Momburg, F., et al.; 1987; Izbicki,
J.R., etal.; 1996].

Mit  Ausnahme des hepatozelluldiren Karzinoms (HCC), des
Nierenzellkarzinoms und des Adenokarzinoms der Mamma zeigten alle
bisher untersuchten Karzinome auch bei weitgehender Entdifferenzierung
eine positive Reaktion mit Ber-EP4 [Latza, U., et al.; 1990; Sheibani, K., et
al.; 1991].

Ber-EP4 ist gegen zwei Glykopeptide auf der Oberfliche epithelialer Zellen
gerichtet, die Molekularmassen von 34 kD, beziehungsweise 39 kD haben
und die von epithelialen Zellen sowie den meisten Karzinomen exprimiert

werden.

Zur Verifizierung der Spezifitit von Ber-EP4 fiihrten wir APAAP-
Farbungen an kryoasserviertem Lymphknotengewebe von Patienten mit
mesenchymalen oder benignen Tumoren, sowie entziindlichen
Erkrankungen durch.

Es zeigte sich, dass diese Schnitte im Gegensatz zu den Prdparaten der

Karzinompatienten ausnahmslos Ber-EP4-negativ waren.

Alle Primértumoren unserer Studie zeigten die Expression der zu
detektierenden Glykoproteine auf der Oberfliche in ausreichender
Ausprigung, so dass Ber-EP4 als geeigneter Marker fiir das Vorhandensein
von Metastasen der Karzinome des Pankreaskopfes und der

Papillenkarzinome in Lymphknoten angesehen werden kann.

Mit Hilfe von Kontrollfirbungen, die am Pathologischen Institut des
Universitdtskrankenhauses Eppendorf durchgefiihrt wurden, zeigte sich,
dass bei Vorhandensein Ber-EP4-positiver Zellen in Lymphknoten in den
angrenzenden Schnitten mittels konventioneller Hématoxylin-Eosin-

Farbung keine Metastasierung zu identifizieren war.
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Zum  Ausschluss falsch-positiver Ergebnisse durch unspezifische
Reaktionen fithrten wir bei jedem gefirbten Lymphknoten eine
Isotypkontrolle mit dem Mausantigen MOPC-21 (IgGl, M-9269, Sigma
Immuno Chemicals) in gleicher Verdiinnung durch.

Hierbei handelt es sich um ein gegen kein spezifisches Epitop gerichtetes
Non-Immunserum, das ebenfalls der Immunglobulinsubklasse IgGl

angehort.

Als sogenannte ,Positivkontrolle® zu Ausschluss falsch-negativer
Ergebnisse diente bei jeder Farbung ein Pridparat Ber-EP4-positiver

(epithelialer) Kolonmukosa.

2.7 Die Auswertung

Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Schnitte erfolgte durch
zwei unabhdngige Untersucher.

Definitionsgemdll wurden einzelne oder kleine Gruppen, sogenannte
Cluster, von maximal 3 Ber-EP4-positiven Zellen in einem
histopathologisch ~ als  tumorfrei  beurteilten = Lymphknoten  als
Mikrometastasen bewertet.

Die bevorzugte Lage von Tumorzellen sowohl im Randsinus oder in den
von Lymphkapillaren gebildeten Intermedidrsinus, als auch dem zentralen
Marksinus eines Lymphknotens [Allison, R.T., et al.; 1994], sowie die
verdnderte Morphologie und die Verschiebung der Kern-Plasma-Relation
zugunsten des Kerns waren weitere Kriterien, nach denen die Beurteilung
der Ber-EP4-positiven Zellen erfolgte.

Fanden sich nach diesen Kriterien Mikrometastasen in den untersuchten
Schnitten, so wurden mehrfach benachbarte Schnitte desselben
Lymphknotens mit der HE-Farbung, die in der histopathologischen Routine
verwendet wird, gefarbt. In keinem der so gefdarbten Schnitte konnte jedoch
ein Tumorzellnachweis gefiihrt werden, was den erheblichen Vorteil durch
die gesteigerte Sensitivitdit der Methode gegeniiber der Normalfarbung
hervorhebt.
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2.8 Beispiele fiir Fiarbeergebnis

Abbildung 3: Zellcluster im Randsinus
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29 Statistische Analyse der Daten

Fiir die statistische Auswertung wurden die nicht parametrischen Variablen
mit 4-Felder Tafeln und dem Chi-Quadrat-Test ausgewertet und wann
immer notig mit dem Fisher-Exact-Test auf die Gleichheit zweier

binominaler Verhiltnisse hin {iberpriift.

Das lokalrezidivfreie Intervall, das fernmetastasenfreie Intervall, die
Gesamtiiberlebenszeit und der Zeitraum des rezidivfreien Uberlebens

wurden nach der Methode von Kaplan und Meier berechnet.

Die statistische Signifikanz wurde mit dem Log-rank-Test ermittelt. Das

Signifikanzniveau wurde auf p< 0,05 festgelegt.
Um die Unabhingigkeit bestimmter im Log-rank-Test signifikanter

Parameter von anderen etablierten Prognoseparametern zu zeigen, wurde

das Cox-Regressionsmodell verwendet [Cox, D.R.; 1972].
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3. Ergebnisse

Im Rahmen unserer Studie wurden 107 Lymphknoten von insgesamt 52
Patienten mit Tumoren des Pankreaskopfes und der Papilla Vateri
untersucht. Die Analyse der Daten wurde in Abhéngigkeit von der
Tumorlokalisation betrachtet, da die Untersuchungsergebnisse hinsichtlich
beider Tumorlokalisationen deutliche Unterschiede beziiglich der
Rezidivfreiheit und der Uberlebensdauer erbrachten.

Die untersuchten Lymphknoten waren histopathologisch ausnahmslos als
tumorzellfrei eingestuft worden.

Um den Detektionsvorteil fiir Mikrometastasen im Lymphknoten mittels
Immunhistochemie zu verdeutlichen, wurden bei Auffinden von
disseminierten Tumorzellen im Lymphknoten die angrenzenden Schnitte
mit HE-Farbung gefarbt und als Kontrolle verglichen. Es zeigte sich, dass in
keiner der Kontrollfarbungen eine Tumorzellaussaat sichtbar wurde.

Da sich bereits in mehrfachen Kontrollfairbungen ein allgemeines
Ansprechen von Adenokarzinomzellen unterschiedlicher Herkunft [Latza,
U, et al.; 1990; Momburg, F., et al.; 1987; Izbicki, J.R., et al.; 1996] auf
eine Férbung mit Ber-EP4 sowohl bei Primértumoren, wie auch in
metastatischem Gewebe gezeigt hatte, wurde im weiteren Verlauf der Studie

auf ein regelméBiges Mitfiihren einer diesbeziiglichen Kontrolle verzichtet.

3.1 Inzidenz von Mikrometastasen

An der Studie nahmen insgesamt 36 Patienten mit Tumoren des
Pankreaskopfes teil, die restlichen 16 Patienten litten an Malignomen der
Papilla Vateri.

Insgesamt, das heillt ohne Beriicksichtigung der Tumorlokalisation,
enthielten 32 Lymphknoten (29,9 %) von 25 der 52 Patienten BerEP4-
positive Zellen in den Sinus und im Interstitium, dies entspricht einem

Anteil von 48,1 %.
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Bei den 30 Patienten mit dem histopathologischen Stadium NO lieBen sich
in 36,7 % der Fille (11 Patienten) Ber-EP4-positive Zellen nachweisen,
verglichen mit 14 Patienten (63,6 %) von 22 Patienten mit dem Stadium N1.

Das Auftreten von Mikrometastasen in Lymphknoten korrelierte nicht mit
dem histopathologischen = Tumorgrading, wie Lymphknotenstatus,
Differenzierungsgrad oder Tumorstadium.

Sowohl in der Gruppe der Patienten mit Pankreaskopfkarzinom als auch bei
den Personen, die an Papillentumoren litten, konnte in einem
Beobachtungszeitraum von durchschnittlich 18,8 Monaten (3-73 Monate)
festgestellt werden, dass der Nachweis von Mikrometastasen in
Lymphknoten signifikant mit einer Reduktion des rezidivfreien

Uberlebenszeitraumes korrelierte.

Tabelle 12. Tumorstadium und Mikrometastasen

UICC 1992 Patientenzahl Anzahl Pat. mit
Mikrometastasen*)
(in %)

pT1 (inkl. pT1b) 3 0 Pat. (0 %)
pT2 35 18 Pat. (51,4 %)
pT3 13 7 Pat. (53,8 %)

pT4 (Papille) 1 0 Pat. (0 %)
pNO 30 11 Pat. (36,7 %)
pN1 22 14 Pat. (63,6 %)

*) in histopathologisch tumorfrei eingestuften Lymphknoten
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3.2 Einfluss der Mikrometastasen auf die Prognose im Fall des

Pankreaskopfkarzinoms

Von den 36 Patienten in dieser Gruppe waren 21 Patienten
histopathologisch NO eingestuft worden und 15 Patienten erhielten die
Einstufung N1.

Betrachtet man die Gruppe NO, so zeigten sich bei 8 Patienten (38,1 %) in
insgesamt 10 Lymphknoten Ber-EP4-positive Zellen; wogegen in der
Gruppe N1 von den tumorzellfrei beurteilten Lymphknoten 15 Préparate

von 11 Patienten (73,3 %) Mikrometastasen enthielten.

Bei einem mittleren Beobachtungszeitraum von 17,5 Monaten (3 bis 73
Monate) zeigte sich eine signifikant hohere rezidivfreie Uberlebenszeit bei
den Patienten, die immunhistochemisch freie Lymphknoten aufwiesen.
Wihrend die mediane rezidivfreie Uberlebenszeit bei den Patienten ohne
Nachweis von Mikrometastasen 19 Monate betrug (Mittelwert 39 Monate),
dauerte es im Median lediglich 6 Monate (Mittel: 10 Monate), bis Patienten
mit nachgewiesener minimaler Tumorzelldissemination ein Rezidiv ihres
Tumors erlitten (p=0,0008).

Auch bei Betrachtung des Uberlebenszeitraumes bis zum Tod durch die
Tumorerkrankung fanden sich signifikante Unterschiede (p=0,004) im
Vergleich der Patienten mit und ohne Mikrometastasen. Wéhrend die
Patienten ohne Ber-EP4-positive Zellen im Median mehr als 20 Monate
iiberlebten (Mittelwert 47 Monate), dauerte die mediane Uberlebenszeit bei
Patienten mit Mikrometastasen lediglich 11 Monate (Mittelwert 13 Monate)
an.

Im Verlauf der postoperativen Nachbeobachtung der Patienten fiel auf, dass
auch die Fernmetastasierung signifikant von der Anwesenheit von
Mikrometastasen in Lymphknoten beeinflusst wird (p=0,0158), nicht jedoch
die Ausbildung eines Lokalrezidivs (p=0,2345).
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Weder das jeweilige Tumorstadium noch der Differenzierungsgrad des
Tumors beeinflussten die Prognose der Patienten hinsichtlich
Gesamtiiberlebenszeit oder Auftreten von Tumorrezidiven, ob Lokalrezidiv
oder Fernmetastasen.

Lediglich der histopathologische Lymphknotenstatus N hatte, wie nicht
anders zu erwarten, einen FEinfluss auf Tumorrezidiv (p=0,0051),
Metastasierung (p=0,0242) und Gesamtiiberleben (p=0,0025).

Der Einfluss auf die Ausbildung eines Lokalrezidivs war jedoch, genauso
wie bei den Mikrometastasen, nicht signifikant (p=0,3338).

Nach diesen Ergebnissen wurde zusétzlich eine multivariate Analyse der
Daten nach dem Cox-Regressionsmodell durchgefiihrt, um die Bedeutung
der Mikrometastasen als unabhédngiger prognostischer Faktor zu iiberpriifen.
Hierbei zeigte sich ebenfalls, dass Mikrometastasen in Lymphknoten
beziiglich des rezidivfreien Uberlebens (relatives Risiko 0,22 CI [0,078-
0,621], p=0,004) und der Gesamtiiberlebensdauer (relatives Risiko 0,34 CI
[0,123-0,943], p=0,038) einen signifikanten prognostischen Einfluss haben.
Auch beziiglich der Ausbildung von Fernmetastasen ergab das
Vorhandensein von Mikrometastasen einen unabhingigen prognostischen

Aussagewert (relatives Risiko 0,23 CI [0,062-0,848], p=0,027).

Der histopathologische = Lymphknotenstatus  hatte  beziiglich  des
Gesamtiiberlebens (relatives Risiko 0,329 CI [0,115-0,937], p=0,037)
ebenfalls prognostische Relevanz, nicht jedoch im Hinblick auf das

rezidivfreie Uberleben (relatives Risiko 0,464 CI [0,175-1,23], p=0,123).

Weder die Grofle des Primdrtumors T noch der Differenzierungsgrad G
waren unabhingige prognostische Faktoren beziiglich Rezidivfreiheit oder

Gesamtiiberlebensdauer der Patienten.

33 Ergebnisse der Analyse im Fall des Karzinoms der Papilla

Vateri

Insgesamt 16 Personen umfasst die Gruppe der Patienten mit Tumoren der

Papilla Vateri. 9 Patienten wurden histopathologisch pNO eingestuft, es
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fanden sich in 4 Pridparaten von 3 Patienten (33,3 %) Ber-EP4-positive
Zellen. Bei den 7 Patienten der Kategorie pN1 wurden in 3 Lymphknoten
von 3 Personen (42,9 %) Mikrometastasen detektiert.

Der mittlere Beobachtungszeitraum betrug in dieser Gruppe 21,9 Monate (4
bis 68 Monate), im Gegensatz zu der Gruppe mit Tumoren des
Pankreaskopfes hatte das Vorhandensein Ber-EP4-positiver Zellen jedoch
keinen Einfluss auf die Zeit bis zum Auftreten von Fernmetastasen oder
eines Lokalrezidivs.

Lediglich beziiglich der Gesamtiiberlebenszeit und des rezidivfreien
Uberlebens der Patienten fand sich ein signifikanter Unterschied zwischen
Patienten mit immunhistochemisch freien Lymphknoten und Personen mit
nachgewiesenen Mikrometastasen. Mdglicherweise ist dieses liberraschende
Studienergebnis mit der geringen Anzahl von Patienten zu erkldren, die in
diese Untersuchung einbezogen werden konnten.

Wihrend Patienten ohne Ber-EP4-positive Zellen im Median mehr als 23
Monate (49 Monate im Mittel) {iiberlebten, war die mediane
Gesamtiiberlebensdauer der Patienten mit Mikrometastasen auf 8 Monate
(Mittelwert: 10 Monate) beschriankt (p=0,0454).

Alle iibrigen untersuchten Parameter wie Tumorgrofle,
Zelldifferenzierungsgrad und histopathologischer Lymphknotenstatus waren
ohne signifikanten prognostischen Einfluss beziiglich Gesamtiiberleben,
rezidivfreiem Uberleben und Zeit bis zum Auftreten eines Lokalrezidivs

oder Fernmetastasen.
Aufgrund der relativ geringen Fallzahlen verzichteten wir im Falle des

Papillenkarzinoms auf eine multivariate Analyse der Daten nach dem Cox-

Regressionsmodell.
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Tabelle

13. Prognostischer Einfluss

Tabellen und Abbildungen

Gesamtiiberleben (Tumorlokalisation Pankreaskopf)

der Mikrometastasen auf das

Patienten ohne Patienten mit | Logrank
Mikrometastasen | Mikrometastasen
(Ber-EP4- (Ber-EP4-
negativ) positiv)
Ereignisse bei 7/17 (41,2) 16/19 (84,2)
allen Pat./n(%)
Mediane >20 11 0,004
Uberlebenszeit
in Monaten
Tabelle 14. Prognostischer Einfluss der Mikrometastasen auf das

rezidivfreie Uberleben (Tumorlokalisation Pankreaskopf)

Patienten ohne Patienten mit | Logrank
Mikrometastasen | Mikrometastasen
(Ber-EP4- (Ber-EP4-
negativ) positiv)
Ereignisse bei 9/17 (52,9) 17/19 (89,5)
allen Pat./n(%)
Mediane 19 6 0,0008
Uberlebenszeit
in Monaten
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Tabelle 15.

Prognostischer Einfluss

der Mikrometastasen auf das

lokalrezidivfreie Uberleben (Tumorlokalisation Pankreaskopf)

Patienten ohne Patienten mit | Logrank
Mikrometastasen | Mikrometastasen
(Ber-EP4- (Ber-EP4-
negativ) positiv)
Ereignisse bei 9/17 (52,9) 8/19 (42,1)
allen Pat./n(%)
Mediane 19 14 0,2345
Uberlebenszeit
in Monaten

Tabelle 16. Prognostischer Einfluss der Mikrometastasen auf das Uberleben

ohne Fernmetastasen (Tumorlokalisation Pankreaskopf)

Patienten ohne Patienten mit | Logrank
Mikrometastasen | Mikrometastasen
(Ber-EP4- (Ber-EP4-
negativ) positiv)
Ereignisse bei 5/17 (29,4) 11/19 (57,9)
allen Pat./n(%)
Mediane >14 9 0,0158
Uberlebenszeit
in Monaten
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Tabelle

17. Prognostischer Einfluss

Gesamtiiberleben (Tumorlokalisation Papilla Vateri)

der Mikrometastasen auf das

Patienten ohne Patienten mit | Logrank
Mikrometastasen | Mikrometastasen
(Ber-EP4- (Ber-EP4-
negativ) positiv)
Ereignisse bei 3/10 (30,0) 4/6 (66,7)
allen Pat./n(%)
Mediane >23 8 0,0454
Uberlebenszeit
in Monaten
Tabelle 18. Prognostischer Einfluss der Mikrometastasen auf das

rezidivfreie Uberleben (Tumorlokalisation Papilla Vateri)

Patienten ohne Patienten mit | Logrank
Mikrometastasen | Mikrometastasen
(Ber-EP4- (Ber-EP4-
negativ) positiv)
Ereignisse bei 4/10 (40,0) 5/6 (83,3)
allen Pat./n(%)
Mediane >15 6 0,0472
Uberlebenszeit
in Monaten
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Tabelle

19. Prognostischer Einfluss

der Mikrometastasen auf das

lokalrezidivfreie Uberleben (Tumorlokalisation Papilla Vateri)

Patienten ohne Patienten mit | Logrank
Mikrometastasen | Mikrometastasen
(Ber-EP4- (Ber-EP4-
negativ) positiv)
Ereignisse bei 4/10 (40,0) 1/6 (16,7)
allen Pat./n(%)
Mediane >15 >4 0,7356
Uberlebenszeit
in Monaten

Tabelle 20. Prognostischer Einfluss der Mikrometastasen auf das Uberleben

ohne Fernmetastasen (Tumorlokalisation Papilla Vateri)

Patienten ohne Patienten mit | Logrank
Mikrometastasen | Mikrometastasen
(Ber-EP4- (Ber-EP4-
negativ) positiv)
Ereignisse bei 3/10 (30,0) 2/6 (33,3)
allen Pat./n(%)
Mediane >15 >5 0,5638
Uberlebenszeit
in Monaten
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Graphik 1a.

Kaplan-Meier-Kurve:

Gesamtiiberlebenszeit (Pankreaskopf)
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Graphik 2a.

Kaplan-Meier-Kurve:

Rezidivfreies Uberleben (Pankreaskopf)
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Graphik 3a.

Kaplan-Meier-Kurve:

Lokalrezidivfreies Uberleben (Pankreaskopf)
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Graphik 4a.

Kaplan-Meier-Kurve:

Uberleben ohne Fernmetastasen (Pankreaskopf)
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Graphik 1b.

Kaplan-Meier-Kurve:

Gesamtiiberleben (Papilla Vateri)
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Graphik 2b.

Kaplan-Meier-Kurve:

Rezidivfreies Uberleben (Papilla Vateri)
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Tabelle 21. Ergebnisse der

(Pankreaskopftumor) beziiglich des Gesamtiiberlebens

multivariaten Cox Regressionsanalyse

Risikofaktor Relatives 95%- Signifikanz
Risiko Konfidenzintervall

Mikrometastasen in 0,34 0,123-0,943 0,038
Lymphknoten (Ber-EP4-positiv
vs. -negativ)
Histopathologischer Status 0,329 0,115-0,937 0,037
(pNO vs. pN1)
Differenzierungsgrad 0,62 0,223-1,72 0,358
(G1/2 vs. G3/4)
Tumorstadium 1,173 0,397-3,47 0,773

(T1/2 vs. T3/4)

Tabelle 22. Ergebnisse der

(Pankreaskopftumor) beziiglich des rezidivfreien Uberlebens

multivariaten Cox Regressionsanalyse

Risikofaktor Relatives 95%- Signifikanz
Risiko Konfidenzintervall

Mikrometastasen in 0,22 0,078-0,621 0,004
Lymphknoten (Ber-EP4-positiv
vs. -negativ)
Histopathologischer Status 0,464 0,175-1,23 0,123
(pNO vs. pN1)
Differenzierungsgrad 0,731 0,279-1,917 0,524
(G1/2 vs. G3/4)
Tumorstadium 1,457 0,491-4,322 0,497

(T1/2 vs. T3/4)

43




Tabelle 23. Ergebnisse der

(Pankreaskopftumor) beziiglich lokalrezidivfreiem Uberleben

multivariaten Cox Regressionsanalyse

Risikofaktor Relatives 95%- Signifikanz
Risiko Konfidenzintervall

Mikrometastasen in 0,364 0,105-1,262 0,111
Lymphknoten (Ber-EP4-positiv
vs. -negativ)
Histopathologischer Status 0,83 0,26-2,647 0,752
(pNO vs. pN1)
Differenzierungsgrad 0,518 0,159-1,689 0,275
(G1/2 vs. G3/4)
Tumorstadium 4,833 0,582-40,156 0,145

(T1/2 vs. T3/4)

Tabelle 24. Ergebnisse der

(Pankreaskopftumor) beziiglich Fernmetastasierung

multivariaten Cox Regressionsanalyse

Risikofaktor Relatives 95%- Signifikanz
Risiko Konfidenzintervall

Mikrometastasen in 0,23 0,062-0,848 0,027
Lymphknoten (Ber-EP4-positiv
vs. -negativ)
Histopathologischer Status 0,494 0,16-1,524 0,22
(pNO vs. pN1)
Differenzierungsgrad 0,5 0,148-1,685 0,263
(G1/2 vs. G3/4)
Tumorstadium 2,178 0,435-10,905 0,343

(T1/2 vs. T3/4)
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4. Diskussion der Ergebnisse

4.1 Zielsetzung

Aufgrund ihres klinisch symptomarmen Verlaufes und der sehr
unspezifischen Symptome sind Karzinome des Pankreaskopfes und der
Papilla Vateri zum Zeitpunkt der Diagnose haufig schon weit fortgeschritten
und lassen lediglich palliative Therapieansitze zu [Gall, F.P., et al.; 1991;
Biichler, M., et al.; 1993].

Doch auch im Fall einer frithen Diagnose in einem wenig fortgeschrittenen
Tumorstadium erleiden sehr viele Patienten nach radikaler Tumorresektion
mit ausgedehnter Lymphadenektomie ein frithes Tumorrezidiv [Gudjonsson,
B.; 1995]. Diese Rezidive lassen sich generell therapeutisch nur schlecht
beherrschen und stellen fiir alle Patienten mit malignen Erkrankungen die
Haupttodesursache dar [Poste, G., et al.; 1980].

Daher ist die Prognose der Pankreas- und Papillenkarzinome trotz
modernster Operationstechniken, riickldufiger postoperativer Mortalitét
[Cameron, J.L., et al.; 1993; Traverso, L.W., et al.; 1978; Biichler, M., et al.;
1993; Bottger, T., et al.; 1997] und griindlichem préoperativem Staging zur
Eingrenzung einer kurativen Operationsindikation weiterhin unbefriedigend
geblieben [Reinders, MLE., et al.; 1995; Peters, J.H., et al.; 1991; Zerbi, A.,
etal.; 1995; Gall, F.P., et al.; 1991].

Insbesondere Patienten mit postoperativ nachgewiesenem Tumorbefall der
Lymphknoten weisen eine schlechte postoperative Prognose beziiglich eines
Rezidivs auf. Die histopathologische Einstufung der regionalen
Lymphknoten ist daher neben der RO-Resektion einer der entscheidenden
prognostischen Parameter [Reinders, M.E., et al.; 1995; Gall, F.P., et al.;
1991]; der Grund hierfiir liegt in einer friihen lymphogenen Metastasierung

der Pankreastumoren.
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Doch auch bei Patienten mit histopathologisch  negativem
Lymphknotenstatus kommt es nicht selten postoperativ zu einem
Tumorrelaps, hdufig in Form von Fernmetastasen.

Unsere Studie basiert auf dem Gedanken, dass bereits einzelne,
histopathologisch ~ nicht  nachzuweisende = Tumorzellabsiedelungen,
sogenannte Mikrometastasen, in den Lymphknoten der Patienten zu diesen

Rezidiven fithren konnten.

Durch die Einfithrung monoklonaler Antikdrper ist ein Anfarben einzelner
epithelialer Zellen in mesenchymalem Lymphknotengewebe mittels
immunhistochemischer Assays moglich geworden [Byrne, J., et al.; 1987;
Passlick, B., et al.; 1994; Raymond, W.A., et al.; 1989; Latza, U., et al;
1990]. Wir versuchten daher, einzelne Tumorzellen in Lymphknoten mit
Hilfe des monoklonalen  Antikérpers ~ Ber-EP4  und  der
immunhistochemischen APAAP-Methode nachzuweisen und in einem
postoperativen Follow-Up den prognostischen Wert dieser Zellen zu

beurteilen.

Das Ziel dieser Untersuchungen war, diejenigen Patienten zu erkennen, bei
denen bereits zum Zeitpunkt der Operation eine minimale
Tumorzellabsiedelung in die regionalen Lymphknoten als moglicher

Ausgangspunkt einer beginnenden Metastasierung stattgefunden hatte.

4.2 Die Farbung

Zur Darstellung der einzelnen Tumorzellen in den Lymphknoten wéhlten
wir die immunhistochemische APAAP-Methode, die fiir unsere Zwecke
einige Vorteile besitzt.

Hierbei handelt es sich um eine gut etablierte Methode, die aufgrund der
starken Affinitdt der monoklonalen Antikorper gegen das Zielantigen eine
hohe Spezifitdt besitzt [Cordell, J.L., et al.; 1984].

Um bei der sehr geringen Anzahl von Zielzellen im Lymphknoten eine hohe

Sensitivitit zu  gewdhrleisten, verwendeten wir eine indirekte
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Nachweismethode, bei der zur Verstirkung des Férbeergebnisses ein
sogenannter konjugierter Sekundérantikorper an den verwendeten
Primérantikérper gebunden wird.

Zur Steigerung des Kontrastes der Farbreaktion wurden ,,Briicken-
Antikorper®  (z.B. Kaninchen-Anti-Maus-Ig) eingesetzt, die den
Primdrantikdrper gegen das nachzuweisende Antigen (z.B. Maus-Anti-
Mensch) mit einem tertidren Antikdrper (z.B. Maus-Ig) verbinden, und die
aullerdem eine hohe Verdiinnung des Primirantikorpers ermdglichen, was
wiederum zu einer hoheren Sperzifitit durch geringere ungerichtete
Bindungen der Antikorper fiihrt.

Die Tertidrantikorper bestehen aus einem Komplex aus Enzymen und Anti-
Enzym-Antikorpern, diese bewirken die nachfolgende
Farbumschlagsreaktion.

Der hier verwendete Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-
Komplex (APAAP) hat gegeniiber dem ebenfalls etablierten Peroxidase-
Anti-Peroxidase-Komplex (PAP) einige Vorteile, wie die geringere
gewebseigene Enzymkonzentration und die einfachere und risikodrmere
Blockade der Alkalischen Phosphatase im Vergleich zur Peroxidase. Aus
diesen Griinden wihlten wir fiir unsere Untersuchungen die APAAP-

Methode.

Im Gegensatz zu immunhistochemischen Féarbungen ist das Féarbeergebnis
bei der Immunfluoreszenz-Methode direkt nach der Antikérper-Reaktion
unter einem speziellen Fluoreszenzmikroskop beurteilbar, da die hierbei
verwendeten Antikdrper an einen Fluorochromfarbstoff gekoppelt sind.

Bei der immunhistochemischen APAAP-Methode dagegen miissen die
Schnitte am Schluss der Aufbereitung in einer Substratmischung inkubiert
werden, um die gebundenen Antikdrper-Komplexe sichtbar zu machen.

Der im Substrat vorhandene Naphtholphosphat-Ester wird durch die
Alkalische Phosphatase der Tertidrantikdrper zu Phenolkomponenten und
Phosphaten hydrolysiert. Es bildet sich ein unloslicher Azofarbstoff aus
einer Reaktion der Phenole mit dem Chromogen Neufuchsin, einem

Diazoniumsalz, dieser férbt die antigenbesetzten epithelialen Zellen rot.
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4.3 Der Antikorper

Der verwendete Primérantikdrper Ber-EP4 (Dako Code-Nr. M 804) ist ein
monoklonaler Antikorper der Immunglobulinsubklasse IgGl,, der durch
Reinigung des Kulturiiberstandes der MVF-7 Zelllinie gewonnen wird. Er
eignet sich sowohl fiir die Farbung von Paraffin-, als auch Kryostatschnitten
[Passlick, B., et al.; 1994] und bindet zuverldssig an Antigene epithelialer
Zellen.

Ber-EP4 ist gegen zwei Glykopeptide gerichtet, die eine Molekularmasse
von 34 kD, beziehungsweise 39 kD haben und ubiquitir auf der Oberfldache
und im Zytoplasma fast aller epithelialer Gewebe und der meisten
Karzinome vorkommen. Die Funktion dieser Proteine konnte
wissenschaftlich bisher nicht geklart werden.

In fritheren Studien ist dieser Antikorper zur Differenzierung zwischen
malignen Mesotheliomen und Adenokarzinomen eingesetzt worden [Gaftey,
M.J., et al.; 1992; Sheibani, K., et al.; 1991].

Auch weitestgehend entdifferenzierte Karzinome wiesen eine Expression
des Zielantigens auf, wogegen Lymphknotengewebe von Patienten, die an
entziindliche Erkrankungen oder benignen Tumoren litten, in unseren
Testfarbungen im Rahmen der Vorbereitung der Studie keine Ber-EP4-
positiven Zellen enthielt [Passlick, B., et al.; 1994].

Daher kann man bei diesen Glykopeptiden von einem zuverldssigen Marker
fiir eine epitheliale Histiogenese ausgehen.

Mit Ausnahme von Hepatozelluliren Karzinomen und Adenokarzinomen
der Nieren und der Mamma zeigten bisher alle untersuchten Karzinome eine
positive Reaktion mit Ber-EP4 [Latza, U., et al.; 1990; Sheibani, K., et al.;
1991]; und auch alle Primédrtumoren unserer Studie zeigten die Expression
der zu detektierenden Glykoproteine auf der Oberfliche in ausreichender
Auspriagung, so dass Ber-EP4 im Falle der Tumoren des Pankreaskopfes
und der Papillenregion als geeigneter Marker fiir das Vorhandensein

epithelialer Tumormetastasen in Lymphknoten angesehen werden kann.
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4.4 Prognostische Bedeutung

Die Suche nach einzelnen Tumorabsiedelungen in Lymphknoten mittels
immunhistochemischer und anderer Nachweismethoden wurde bereits an
einigen Tumorentititen durchgefiihrt. Trojani [Trojani, M., et al.; 1987]
beschreibt in einer Untersuchung an Patientinnen mit Karzinomen der
Mamma in 14 % der Félle eine Einzelzelldissemination in Lymphknoten;
die Ludwig Breast Cancer Study Group [International Breast Cancer Study
Group; 1990] fand bei Patientinnen im Lymphknotenstadium NO einen
Anteil von 9 % mit Einzelzellabsiedelungen.

Im Fall des nicht kleinzelligen Bronchialkarzinoms finden sich
Studienergebnisse mit Einzelzelldissemination in Lymphknoten bei 15,2 %
der nodal negativen Patienten [Passlick, B., et al.; 1994], bei
Magenkarzinomen in 23,5 % [Maehara, Y., et al.; 1996] und in 28 % bei
Patienten mit Colonkarzinomen im Stadium pNO [Greenson, J.K., et al;

1994].

Unsere Untersuchungen an insgesamt 107 Lymphknoten von 52 Patienten
ergaben bei 32 Lymphknoten von 25 Patienten (48,1 %) den Nachweis
einzelner Ber-EP4-positiver Zellen.

Der Anteil an nachgewiesenen Ber-EP4-positiven Zellen liegt in unserem
Patientenkollektiv deutlich hoher als in den meisten Studien, die andere
Tumorentititen zum Thema haben.

Eine dhnlich hohe Anzahl von Lymphknoten mit Einzelzelldissemination
wie im Fall der Tumoren des Pankreaskopfes und der Papilla Vateri fand
sich in einer Studie an Patienten mit Karzinomen des Osophagus [Hosch,
S.B., et al.; 2000]; hierbei zeigte sich eine Einzelzellaussaat in 71% der
Fille.

Zur Vermeidung eines Sammelfehlers im Zusammenhang mit diesen
Ergebnissen wurden in den ersten Untersuchungen bei Auffinden von Ber-
EP4-positiven Zellen die angrenzenden Gewebeschnitte mit einer

herkémmlichen Himatoxylin-Eosin-Farbung aufgearbeitet. In keinem der so
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bearbeiteten Schnitte fand sich eine sichtbare Metastase, so dass man davon
ausgehen kann, dass das Ergebnis in der hoheren Sensitivitdt unserer
Féarbemethode liegt und nicht von einem systematischen Fehler bedingt
wird.

Dass im Fall der Osophaguskarzinome und der Karzinome des
Pankreaskopf- und Papillenbereiches erheblich hohere Raten an lymphogen
disseminierten Tumoreinzelzellen gefunden wurden, zeigt unseres Erachtens
die erhebliche Aggressivitit dieser Karzinome, die sich in der sehr
frithzeitigen systemischen Verbreitung der Zellen und der dementsprechend

schlechten Prognose fiir die Patienten widerspiegelt.

Sowohl im Fall der Pankreastumoren als auch bei den Karzinomen des
Osophagus hatte der Nachweis von Ber-EP4-positiven Zellen in den
regionalen Lymphknoten der Patienten einen signifikanten Einfluss auf die
Prognose beziiglich des rezidivfreien Uberlebens und auch der
Gesamtiiberlebensdauer, und zwar unabhéngig von der histopathologischen
Einstufung ihres Lymphknotenstatus.

Die mittlere Gesamtiiberlebensdauer dieser Patienten verkiirzte sich von 47
Monaten auf 13 Monate bei Tumoren des Pankreaskopfes (p=0,004) und
von 49 Monate auf 10 Monate im Falle eines Papillentumors (p=0,0454). Es
zeigte sich, dass die Aussaat einzelner Tumorzellen in regionire
Lymphknoten unabhingig von anderen Faktoren des Tumorstagings, wie

Tumorgrofe, Differenzierung und Lymphknotenstatus war.

Es handelt sich bei den immunhistochemisch identifizierbaren isolierten
Tumorzellen also um einen eigenstindigen und unabhidngigen

prognostischen Faktor.

Bemerkenswerterweise betrug die mediane Uberlebenszeit aller Patienten
ohne Nachweis Ber-EP4-positiver Zellen mit 20 Monaten genau doppelt so
lange wie die derjenigen mit lymphogener Einzelzellaussaat (10 Monate im
Median); und zwar war die Uberlebenszeit auch ohne Beriicksichtigung der
histopathologischen Einstufung (pNO/pN1) bei Patienten ohne Ber-EP4-

positive Zellen signifikant verldngert.
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Aufgrund dieser Studienergebnisse erscheint es uns sinnvoll, diejenigen
Patienten mit immunhistochemisch nachgewiesenen Ber-EP4-positiven
Zellen in den regionalen Lymphknoten in Anlehnung an die
Forschungsergebnisse anderer Arbeitsgruppen [Allison, R.T., et al.; 1994;
Cote, R.J., et al.; 1991; Greenson, J.K., et al.; 1994; Veronese, S.M., et al.;
1993; Maehara, Y., et al.; 1996] als nodal positiv einzustufen, da diese
Klassifizierung eher der tatsdchlichen Prognose ihres Tumorleidens
entspricht.

Im Falle der Patienten unserer Studie wiirde dies in 36,7 % der Fille zu
einer Anderung des postoperativen Stagings im Sinne einer Hoherstufung

fihren.

4.5 Ber-EP4 als Hinweis auf besondere

Metastasierungseigenschaften

In unserer Studie erlitten die Patienten mit nachgewiesenen Ber-EP4-
positiven Zellen in den regionalen Lymphknoten signifikant hdufiger ein
Tumorrezidiv als diejenigen, bei denen keine lymphogene Einzelzellaussaat
gefunden werden konnte. Der Krankheitsverlauf dhnelte in diesen Fillen
beziiglich Gesamtiiberlebensdauer und rezidivfreiem Uberleben demjenigen
von Patienten mit einem  histopathologisch  nachgewiesenen
Lymphknotenstadium pNI1. In der Mehrzahl der Fille kam es zur
Ausbildung von Fernmetastasen; seltener trat ein lokoregiondres Rezidiv
auf.

Uberaschenderweise hatten jedoch auch Patienten mit histopathologischen
Lymphknotenmetastasen (pN1) bei Nachweis Ber-EP4-positiver Zellen in
den tumorfrei eingestuften Lymphknoten eine deutlich reduzierte

rezidivfreie Uberlebenszeit und Gesamtiiberlebensdauer.

Die Ausbildung von Fernmetastasen aus disseminierten Einzelzellen in
tumorfremdem Gewebe ist nach der ,,Seed-and-Soil“-Hypothese von Paget
[Paget, S.; 1889] besonders von den Einfliissen und dem Milieu des

umgebenden Gewebes auf die Tumorzellen abhingig. Neben dem
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Vorhandensein geeigneter Wachstumsfaktoren in der Umgebung ist jedoch
auch die Fihigkeit der Tumorzellen, sich diese Bedingungen zunutze zu
machen, von entscheidender Bedeutung fiir die Ausbildung manifester
Metastasen [Hosch, S.B., et al.; 2000].

Die Fiahigkeit zur Metastasierung ist eine Entwicklung der Tumorzellen, die
unabhidngig vom lokalen Tumorwachstum in einzelnen Zellen des
Verbandes entsteht [Fidler, I.J., et al.; 1977].

Es scheint daher moglich, dass es sich bei den Zellen mit dem
Oberfldchenantigen Ber-EP4 um Anteile besonders aggressiver Subklone
handelt, die die Fadhigkeit besitzen, bereits in einem sehr frithen
Tumorstadium organiibergreifend zu streuen [Poste, G., et al.; 1980;
Nowell, P.C.; 1976; Pimm, M.V, et al.; 1977; Hosch, S.B., et al.; 2000].
Interessanterweise konnten wir beobachten, dass es bei Vorhandensein einer
Lymphangiosis carcinomatosa im Primdrpriparat nicht zwangsliaufig zu
einer Einzelzelldissemination in Lymphknoten oder zu einer
Fernmetastasierung kommen muss. Anscheinend ist allein der Zugang der
Tumorzellen zum lymphatischen System noch nicht ausreichend fiir eine
organiibergreifende Aussaat des Tumors.

Neben den Féhigkeiten der Tumorzellen, sich in Fremdgeweben anzusiedeln
scheint es zusétzlich andere Faktoren zu geben, die den Vorgang der
Metastasierung beeinflussen.

Hierzu gehoren zum Beispiel die Anzahl der gestreuten Tumorzellen sowie
ihre biologischen Eigenschaften [Miihlhofer, A., et al.; 1998]; so kann es
durch die tumorbedingte Aktivierung des Immunsystems zu einem
korpereigenen Abwehrmechanismus in Form einer lokoregionidren Reaktion
kommen.

Andere Tumorzellen hingegen, die anscheinend iiber einen Selektionsvorteil
im Sinne einer verdnderten Immunogenitét verfiigen, breiten sich scheinbar
ohne Einschrinkung im betroffenen Organismus aus. Daher scheinen
Verianderung der Immunogenitit im Rahmen der Transformation der Zellen
einen entscheidenden Einfluss zu haben [Garrido, F., et al.; 1997; Bodmer,
W.F., et al.; 1993; Darrow, T.L., et al.; 1989; Fleming, K.A., et al.; 1981;
Hosch, S.B., et al.; 2000]
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Bei der beschriebenen Lymphangiosis carcinomatosa konnte es sich daher
eher um versprengte Tumorzellen handeln, die keine Fahigkeit zu einer
aktiven Ansiedelung und Wachstum in fremden Geweben besitzen.

Da das Vorhandensein des Ber-EP4-Antigens auf der Zelloberfliche jedoch
zu einer signifikanten Verschlechterung der Prognose der Betroffenen
fiihrte, konnte diese Eigenschaft zu den beschriebenen Selektionsvorteilen

von Tumoren gehoren.

Ber-EP4-positive Zellen sind daher offenbar frilhe Indikatoren fiir das
systemische Fortschreiten einer Tumorerkrankung zu einem Zeitpunkt, an
dem mit herkémmlichen Féarbemethoden noch keine Metastasierung im
urspriinglichen Sinne erkennbar ist.

Es ist daher denkbar, dass der Nachweis von Tumorzellen mit dem Ber-
EP4-Oberflachenantigen in den regionalen = Lymphknoten  bei
histopathologisch  negativem  Ergebnis (pNO) in Zukunft ein
Auswahlkriterium flir die Anwendung einer adjuvanten Tumortherapie
werden konnte, da die alleinige chirurgische Intervention bei
nachgewiesener Dissemination Ber-EP4-positiver Zellen als nicht kurativ

beurteilt werden muss [Izbicki, J.R., et al.; 1997].

4.6 Adjuvante Therapieformen — Ein Ausblick

Neben der chirurgischen Intervention existieren zum jetzigen Zeitpunkt
kaum etablierte Therapieformen fiir Patienten mit Tumoren des
Pankreaskopfes und der Papilla Vateri. Allerdings gibt es bereits mehrere
Studienanséitze, die die Moglichkeiten postoperativer, sogenannter
adjuvanter, Therapieformen zu kurativen Zwecken erarbeiten sollen.

Um postoperativ diejenigen Patienten herauszufiltern, deren Tumorleiden
sich bereits zum Zeitpunkt der Operation in einem Stadium der
systemischen Ausbreitung befindet und die daher von einer solchen
Therapie profitieren konnten, eignet sich die immunhistochemische
Untersuchung der regiondren Lymphknoten auf Ber-EP4-positive Zellen. Im

Rahmen unserer Untersuchungen wurden bei den regionalen Lymphknoten
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in jeder Ebene 3 Schnitte gefdarbt und untersucht, unseres Erachtens ist die
Aufarbeitung des Gewebes in diesem Umfang als Screeningmethode noch

durchfiihrbar und fiihrt andererseits auch zu zuverldssigen Ergebnissen.

Da es sich bei den Tumoren des Pankreaskopfes und der Papillenregion um
nahezu chemotherapeutisch resistente Zellen handelt [Lehnert, M.; 1996],
ist eine weitergehende Forschung zu Entwicklung geeigneter
Therapieformen nétig.

Vielversprechend sind Versuche, die Wirkung der vorhandenen
Chemotherapeutika durch Sensibilisierung der Zielzellen mittels Infektion
mit apathogenen adenoassoziierten Viren zu steigern, ohne dabei die
toxischen Nebenwirkungen der Therapie zu verstirken [Klein-
Bauerschmidt, P., et al.; 1996].

Die Mehrzahl der disseminierten Tumorzellen im Korper von Patienten
befindet sich jedoch nachgewiesenermallen in einem sogenannten ,,dormant
state®, ist also mitotisch inaktiv und damit einer Chemotherapie schlecht
zuginglich [Pantel, K., et al.; 1993].

Aus diesem Grund scheint die Chemotherapie keine iiberzeugende Methode
einer adjuvanten Therapie zu sein, sondern eher geeignet, bei Inoperabilitét

des Befundes eine palliative Therapieoption zu ermdglichen.

Seitdem durch die Hybridtechnik [Kohler, G., et al.; 1992] die technischen
Vorraussetzungen gegeben sind, spezifische monoklonale Antikorper
herzustellen, stellt dies eine weitere Therapiemdglichkeit dar.

In ersten klinischen Studien bei Patienten mit soliden Tumoren in
fortgeschrittenem Stadium hat die Anwendung monoklonaler Antikodrper
zwar keine iiberzeugenden Ergebnisse erbracht [Sears, H.F., et al.; 1985;
Sears, H.F., et al.; 1982; Welt, S., et al.; 1990; Buchler, M., et al.; 1990;
Goodman, G.E., et al.; 1993; Welt, S., et al.; 1994; Mellstedt, H., et al.;
1991; Buchler, M., et al.; 1991].

Es gibt jedoch experimentelle in-vitro und in-vivo Studien, in denen der
Einsatz monoklonaler Antikdrper bei kleinen Zellverbdnden zu einer
deutlichen Tumorregression fiihrte [Schlimok, G., et al.; 1995]. So konnten

zum Beispiel die postoperative Prognose von Patienten mit
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Kolonkarzinomen im UICC III Stadium nach vollstdndiger Tumorresektion
durch die adjuvante Behandlung mit dem monoklonalen Antikorper 17-1A
beziiglich Tumorsterblichkeit und Rezidivrate signifikant verlingert werden
[Riethmiiller, G., et al.; 1994; Riethmiiller, G., et al.; 1998].

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Antikorper-Therapie sich besser fiir die
Behandlung isolierter Tumorzellen und kleinerer Zellcluster eignet [McNeil,
C.; 1995], als fiir groBe Tumormassen, die eine geringere Angriffsflache fiir

die makromolekularen Antikorper bieten [Jain, R.K.; 1990].

Eine primér chirurgischen Behandlung zur Reduktion der Tumorlast mit
einer  anschlieBenden  Antikorper-Therapie  scheint daher eine
vielversprechende Kombination zur Verbesserung der Prognose von
Patienten mit friih metastasierenden Karzinomen zu sein [Tepper, J.E., et

al.; 1992; Kalser, M.H., et al.; 1985].
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5. Zusammenfassung

Die Prognose von Patienten mit Karzinomen des Pankreaskopfes und der
Papilla Vateri ist trotz moderner Diagnostik zur Fritherkennung und
wachsender Mdglichkeiten in der Therapie weiterhin schlecht.

Es muss daher angenommen werden, dass die hohe Rezidivrate dieser
Tumoren auf eine frithe Tumorzelldissemination zuriickzufithren ist, die
weder mit den pridoperativ eingesetzten bildgebenden Verfahren noch mit

den histopathologischen Standardmethoden erfasst wird.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wiesen wir eine okkulte
Einzelzelldissemination in regionale Lymphknoten im Fall der Karzinome
des Pankreaskopfes und der Papillenregion mit immunhistochemischen
Farbemethoden nach; diese ging mit einem signifikant verkiirzten

rezidivfreien Intervall und Uberlebensdauer der Patienten einher.

In die Studie eingeschlossen wurden 52 Patienten, von denen 36 an
Karzinomen des Pankreaskopfes und 16 an Tumoren der Papilla Vateri
litten. Diese wurden aufgrund des préoperativen Stagings in kurativer
Absicht nach Whipple operiert.

Wihrend der Operation wurden systematisch Tumorproben und Proben der
entnommenen regionalen Lymphknoten gesammelt.

So konnten 107 Lymphknoten, die nach den histopathologischen
Standardmethoden als ,,tumorfrei* eingestuft worden waren, mit Hilfe des
monoklonalen Antikérpers Ber-EP4 immunhistochemisch auf das

Vorhandensein einzelner disseminierter Tumorzellen untersucht werden.

Von den untersuchten 107 Lymphknoten enthielten 32 (29,9 %) Ber-EP4-
positive Zellen bei 25 von 52 Patienten (48,1 %).

Der Nachweis dieser Zellen erwies sich bei der Aufarbeitung des Follow Up
in der multivariaten Cox Regressionsanalyse im Falle der

Pankreaskopftumoren als unabhéngiger prognostischer Faktor fiir das
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rezidivfreie und auch das Gesamtiiberleben der Betroffenen (p=0,004, bzw.
p=0,038).

Bei Patienten mit Karzinomen der Papillenregion hatte der Nachweis
einzelner Tumorzellen in den regionalen Lymphknoten signifikanten
Einfluss auf das Gesamtiiberleben (p=0,0454) und das rezidivfreie
Uberleben (p=0,0472); diese Werte wurden allerdings aufgrund der relativ
geringen Fallzahlen nicht mittels Cox Regressionsanalyse auf ihre

Unabhéngigkeit gepriift.

Die  Ergebnisse  dieser = Untersuchungen  zeigen, dass  die
immunhistochemische Aufarbeitung von Lymphknoten zur Einschitzung
der postoperativen Prognose herangezogen werden sollte.

Da nur Patienten mit sowohl histopathologisch als auch
immunhistochemisch tumorfreien Lymphknoten durch die alleinige
operative Therapie als kurativ behandelbar eingestuft werden konnen, ist der
Nachweis lymphogener Mikrometastasen moglicherweise ein zukiinftiges
Selektionskriterium fiir den Einsatz adjuvanter Tumortherapieformen, die

bereits in klinischen Studien getestet werden.
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