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A. Einleitung

A. Einleitung

1. Einfuhrung in die Thematik

Maligne Erkrankungen sind nach den Herzkreislauferkrankungen die zweithaufigste
Todesursache in den hochindustrialisierten Landern. Die Uberwiegende Mehrzahl aller
bésartigen Neubildungen sind epithelialen Ursprungs, also Karzinome. Der Anteil
gastrointestinaler Tumoren an den soliden Malignomen, insbesondere die Karzinome des
Dickdarms, des Pankreas, des Magens und der Leber, betragt iber 30 % (Mendelsohn 1994).

Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind das hepatozelluldare Karzinom (HCC), das
cholangiozellulare Karzinom, das Gallenblasenkarzinom sowie Lebermetastasen
gastrointestinaler Malignome. Den primaren Tumoren ist eine unspezifische Symptomatik,
eine spate Diagnose und daraus folgend eine schlechte Prognose gemeinsam. Die einzige
kurative Therapie besteht in der vollsténdigen Resektion des Tumors; alle medikamentdsen
Therapieformen beeinflussen den Krankheitsverlauf nur temporér und haben kaum Einfluf3
auf die Langzeituberlebensrate (Luporiniet al. 1993). Leider treten auch nach einer vermeint-
lich kurativen Resektion dieser Tumoren haufig Lokalrezidive, Peritonealkarzinosen oder
Fernmetastasen auf. Dies wird unter anderem darauf zurtckgefuhrt, dal3 bereits zum Zeit-
punktder therapeutischen Intervention Mikrometastasen vorhanden sind, die zum Ausgangs-
punkt von Rezidiven und Fernmetastasen werden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde mitimmunzytochemischen Methoden untersucht, ob bei
hepatobiliaren Malignomen bereits bei der Primaroperation eine Dissemination von Tumor-
zellen in die Peritonealhdhle oder das Knochenmark vorlag. AuRerdem wurde gepruft, ob bei
Patienten mit hepatisch metastasierten Tumoren des Magen-Darm-Traktes eine
Tumorzellaussaat in die genannten Kompartimente nachweisbar war. Hierzu wurden Aufbe-
reitungen aus dem Primartumor bzw. der Lebermetastase, der Peritoneallavage, dem Aszites
und dem Knochenmark mit verschiedenen monoklonalen Antikdrpern gegen tumorassoziierte
Antigene und Zytokeratin auf das Vorhandensein maligner Zellen untersucht. Die Ergebnisse
der Immunzytochemie wurden mit klinischen und pathologischen Daten verglichen.

Im Folgenden wird auf die untersuchten Malignome und die Pathophysiologie der
Metastasierung naher eingegangen, und es werden die in dieser Arbeit verwendeten Antikor-

per vorgestellt.

2. Ubersicht tber die betrachteten Malignome

Priméare Lebertumoren umfassen hepatozellulare Karzinome, cholangiozellulare Karzino-
me, Hepatoblastome, Angiosarkome und Sarkome. Das HCC macht etwa 90 % der priméren

Lebermalignome aus, Cholangiokarzinome 5-10 % (Moore u. Pazdur 1993; Tomimatsuet al.
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1993). Sekundére Lebertumoren treten in Europa und den USA ungefahr zwanzig Mal so
haufig wie priméare Lebertumoren auf. Die Leber stellt die Hauptlokalisation von Metastasen
gastrointestinaler Tumoren dar (Isselbacher u. Dienstag 1994).

Das HCC isteinvon den Hepatozyten ausgehendes Neoplasma mitaggressiver Malignitat.
Es hat weltweit eine hohe Préavalenz mit grof3en geografischen Schwankungen in der Haufig-
keit des Auftretens. Wahrend es in Westeuropa und den USA relativ selten ist, gilt das HCC
in Asien (China, Japan, Taiwan und Korea) sowie im subsaharischen Afrika als eine der
haufigsten Todesursachen des Mannes. Der Anteil hepatozellularer Karzinome an allen
Malignomen in Autopsien betragt in den USA und in Europa 1-2 %, in Asien und Afrika 20-30%
(Isselbacher u. Dienstag 1994). Weltweit werden jahrlich bis zu eine Million Neuerkrankungen
registriert. In Westeuropa und den USA betragt die Inzidenz des HCC vier Falle je 100 000
Einwohner und Jahr (Vogel u. Judmaier 1989). Hierbei sind Manner bis zu funfmal haufiger
betroffen als Frauen (Tanakaet al. 1992; Schirmacheret al. 1993). In 80-90 % aller Autopsien
bei HCC-Patienten findet sich eine Leberzirrhose als Ausdruck einer chronischen Leberer-
krankung. Entsprechend den Hauptursachenfiir eine Leberzirrhose istin Westeuropaund den
USA die nutritiv-toxisch bedingte Zirrhose der haufigste Risikofaktor fir das HCC, wéhrend
bei Patienten in den HCC-Endemiegebieten in bis zu 80 % eine chronische Infektion mit dem
Hepatitis B-Virus vorliegt (Simonettiet al. 1991; Nagasue et al. 1993; Tang et al. 1993).

Das klinisch manifeste HCC mit Hepatomegalie, Aszites und Ikterus ist charakterisiert
durch eine rasche Progredienz bei gleichzeitig limitierten therapeutischen Mdglichkeiten.
Eine fruhzeitige chirurgische Intervention in Form einer Tumorresektion, einer Leberteil-
resektion oder einer Lebertransplantation ist bisher die einzige Therapie, die eine Chance auf
Heilung bietet. In wenigen Fallen ist der Tumor zum Diagnosezeitpunkt noch kurativ
resektabel. Die Resektabilitdt des HCC liegt durchschnittlich bei nur 19 % (Ravoetet al. 1993).
Die Ergebnisse bei der Resektion sind gekennzeichnet durch eine hohe Rezidivrate von 68 %
und eine hohe perioperative Mortalitat von 12 % durch Leberversagen. Es kann jedoch eine
Einjahres-Uberlebensrate von 72 % erreicht werden, ein Drittel der Patienten lebt langer als
3 Jahre und 8 % leben langer als 5 Jahre (Dusheiko 1990; Furutaet al. 1992).

Die Rolle der Lebertransplantation beim HCC wird derzeit kontrovers diskutiert. Eine
Mikrometastasierung zum Operationszeitpunkt fuhrt infolge der postoperativen Immun-
suppression rasch zu einem Rezidiv (Jenkinset al. 1989). Die Zweijahresliberlebensrate nach
einer Lebertransplantation betragt fir HCC-Patienten 25-39 %; das ist etwa ein Drittel der
Uberlebensrate nach Lebertransplantationen aufgrund benigner Grunderkrankungen
(Dusheiko 1990).

Medikamentose Therapieformen flir das HCC sind die systemische und lokoregionare
Chemotherapie mit Mitomycin C und 5-Fluorouracil, die TumorgefaBembolisation mit

Polyvinylalkohol oder Gelfoam, die Chemoembolisation und die perkutane Alkohol-Injektion
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in den Tumor. Alle diese Verfahren erzielen nur geringe Ansprechraten von kurzer Dauer und
haben keinen statistisch signifikanten Einflufd auf die Langzeitprognose (Venooket al. 1990;
Luporini et al. 1993; Moore u. Pazdur 1993). Eine effektive Strahlentherapie hepatischer
Tumoren scheitert an der geringen Strahlentoleranz des gesunden Lebergewebes von 25-30
Gray. Eine Bestrahlungsdosis innerhalb dieses Bereichs wirkte gegenuber priméren hepati-
schen Tumoren nicht therapeutisch(Dusheiko 1990; Yamashitaet al. 1991).

Insgesamt sind die therapeutischen Optionen fur das HCC somit unbefriedigend. In der
Regel ist eine rasche Progredienz zu verzeichnen, und der Tod tritt innerhalb weniger Monate
ein. Die Prognose des HCC hat sich in den letzten Jahren nicht wesentlich verbessert und ist
im Vergleich zu anderen gastrointestinalen Malignomen ausgesprochen schlecht. Die weltwei-
te Funfjahresiiberlebensrate aller Stadien belauft sich auf 3 %. Die mittlere Uberlebenszeit
ohne Therapie betragt 1 bis 6 Monate, unter konventioneller nichtchirurgischer Therapie liegt
sie bei 6 Monaten bis zu 3 Jahren. Die mediane Uberlebenszeit ist 3 Monate (Tabor 1989;
Yamashita et al. 1991).

Das cholangiozellulare Karzinom macht 5-10 % der primaren Lebertumoren aus. Die
Patienten sind meist im 6.-7. Lebensjahrzehnt. Atiologisch stehen zystische Veranderungen
der Gallengange wie beispielsweise beim Caroli-Syndrom, Gallensteine und eine sklerosierende
Cholangitis im Zusammenhang mit der Entwicklung eines Gallengangskarzinoms. Auch ein
chronischer Reflux von Pankreassekret kann fur die maligne Transformation der Gang-
epithelien mitverantwortlich sein. In 95 % der Félle liegt ein Adenokarzinom vor. Eine
Sonderform ist der Klatskin-Tumor, ein Karzinom an der Bifurkation des Ductus hepaticus,
das in 25 % der Falle vorliegt.

Fur diese Gallengangstumoren konnte bisher keine Verbesserung der Prognose durch eine
chirurgische Therapie nachgewiesen werden. Die mediane Uberlebenszeit nach Lebertrans-
plantation betrug acht Monate, in Autopsien war nach 90 Tagen bei allen Patienten ein
Tumorrezidiv nachzuweisen. Eine Leberteilresektion bringt gegentber der Transplantation
bessere Langzeitergebnisse, so dal? das cholangiozellulare Karzinom zur Zeit keine Indikation
fur eine Lebertransplantation darstellt (Terblanche 1994; Pichlmayret al. 1995). Alle anderen
Therapieformen wie Bestrahlung oder Chemotherapie haben bisher ebenfalls keine ermuti-
genden Ergebnisse gezeigt (Dusheiko 1990; Luporiniet al. 1993; Moore u. Pazdur 1993).

Im Gegensatz zu den in Europa seltenen priméaren Lebertumoren ist die Leber ein
bevorzugter Sitz der Metastasen von Primartumoren anderer Organe. Die Inzidenz von
Lebermetastasen ist ungefahr zwanzig Mal hoéher als die der primaren Lebertumoren.
Insbesondere Mammakarzinome, Bronchialkarzinome und gastrointestinale Tumoren meta-
stasieren in die Leber. In Autopsien von Patienten, die an einem Malignom verstarben, finden
sich in 30-50 % der Félle Lebermetastasen (Isselbacher u. Dienstag 1994). Ungefahr die Halfte

der Patienten mit einem kolorektalen Karzinom leiden im Krankheitsverlauf an hepatischen
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Metastasen. Die Filiae kdnnen synchron mit dem Primértumor nachweisbar sein oder erst
wahrend der postoperativen Nachsorge auftreten. Die Diagnostik erfolgt in der Regel durch
bildgebende Verfahren wie Ultraschall oder Computertomografie. Leberfunktionstests sind
fur Lebermetastasen nicht spezifisch (Terblanche 1994). Der Tumormarker CEA im Serum
weist eine stadienabh&ngige hohe Sensitivitat zwischen 20 und 45 % fur den Primartumor auf
(Haglund et al. 1992). Liegt der Marker praoperativ im “Tumorbereich”, zeigt ein erneuter
Anstieg der Serumkonzentration in der Nachsorge hochsensitiv ein Rezidiv oder eine
Filiarisierung an. Bei diesen Patienten kdénnen mittels Immunszintigrafie mit radioaktiv
markierten monoklonalen CEA-Antikérpern 60 % der Lebermetastasen und 95 % der
intraabdominellen Rezidive eines kolorektalen Karzinoms nachgewiesen werden. Das CEA ist
auch ein wichtiger prognostischer Faktor. Bei Patienten mit normalen Serumkonzentrationen
betragt die Finfjahres-Uberlebensrate 30 %; liegt das CEA préaoperativ im ,, Tumorbereich“
tiber 30 ng/ml, ist die Uberlebenszeit nach 5 Jahren mit 18 % deutlich niedriger.

Die einzige kurative Therapie ist die vollstdndige Resektion aller Metastasen. Dies ist nur
bei 5-10 % der Patienten mdglich. FUr diese Patienten ist die Prognose gunstiger, die
Funfjahres-Uberlebensrate liegt bei 25 %, nach 10 Jahren leben noch 12 % der Patienten. Alle
nichtchirurgischen Therapien wie Chemotherapie, arterielle Embolisation und Kombinatio-
nen aus diesen Verfahren haben zwar Ansprechraten von bis zu 80 %, kdnnen aber die
Uberlebenszeit in der Regel nicht verlangern (Isselbacher u. Dienstag 1994).

Das Gallenblasenkarzinom ist ein seltenes Malignom und hat einen Anteil von weniger als
2 % an allen diagnostizierten Karzinomen pro Jahr. Es ist innerhalb des Gallensystems
allerdings der haufigste Tumor. Wie das Gallengangskarzinom betrifft es meist Patienten
jenseits des 60. Lebensjahres. Frauen erkranken daran haufiger als Manner. In den meisten
Fallen liegt ein Adenokarzinom vor; undifferenzierte Karzinome sind selten. Abgesehen von
den ,stillen Tumoren®, ein Zufallsbefund bei einer Cholezystektomie, sind die symptomati-
schen Karzinome meist in einem fortgeschrittenen Stadium und haben eine sehr schlechte
Prognose. Die praoperative Diagnose dieses Tumors ist haufig auch mit bildgebenden Verfah-
ren oder laborchemisch nicht sicher méglich.

Wie bei allen Karzinomen des hepatobilidren Systems bietet nur eine vollstandige
Resektion von Gallenblase und befallenen Lymphbahnen eine Chance auf Heilung. Bei
Zufallsbefunden eines Karzinoms in Cholezystektomiepraparaten betragt die Funfjahres-
Uberlebensrate 15 % fur kleine Malignome, wenn der Tumor vollstandig erfa3t wurde. Eine
extensive Resektion mit Erfassung der extrahepatischen Gallenwege und einer
Pankreatoduodenektomie erbringt eine Fiinfjahres-Uberlebensrate von 38 %. Die systemische
Chemotherapie hat auch beim Gallenblasenkarzinom eine ahnlich geringe Ansprechrate wie
beim cholangiozellularen Karzinom. Die mediane Uberlebenszeit ohne Therapie betragt 6
Monate (Terblanche 1994).
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3. Metastasierung und Mikrometastasierung von Malignomen

Die Entwicklung von Tochtergeschwilsten ist ein sicheres Zeichen der Malignitat
eines Tumors. Diese Absiedlungen kénnen lymphogen, hdmatogen und kanalikular
erfolgen. Der Vorgang der Metastasierung lauftin mehreren Phasen ab. Voraussetzung far
eine Ausbildung von Metastasen ist u.a. die Aussendung proliferationskompetenter Zellen
inden Blutstrom. Fur diesen VVorgang sind Aggregationen mehrerer Tumorzellen gegeniiber
Einzelzellen bevorzugt, da durch den Verbund der Zellen die inneren Zellschichten gegen
die Abwehrmechanismen des Koérpers geschiitzt werden. Die Zellen missen Stamm-—
zellcharakter haben, um eine Metastasierung induzieren zu kénnen. Es werden
Subpopulationen der Tumorzellen, sogenannte Metastasenklone, selektiert, die in der
Lage sind, die jeweils nachste Stufe der Metastasierung zu erreichen. Die metastatischen
Zellen besitzen daher in der Regel eine aggressivere Proliferationskinetik und ein héheres
Malignitatspotential als die Zellen des Primartumors. Die Phasen der Metastasierung
laufen als Kaskadenprozel3 ab. Zunéchst erfolgt die Invasionsphase, in der sich einzelne
Tumorzellen aus dem Primartumor lésen und die GefaBwande ahnlich der Diapedese der
Leukozyten penetrieren. Wahrend der Dissemination gelangt die intravaskuléare
Tumorzellformation mit dem Blutstrom in das Zielorgan, bevorzugt in die Kapillarfilter
Leber, Lunge und Knochenmark. Dann erfolgt die Phase der Implantation der Tumorzellen
mit der Bildung von Metastasen. Von den eingeschwemmten Tumorzellen werden Uber 99
% vernichtet; nur rund 0,01-1 % der zirkulierenden Malignomzellen besitzen das Potential,
solide Metastasen zu bilden (Seifert 1983; Liotta u. Stetler-Stevenson 1991; Haring u. Zilch
1992). Aufdisseminierten Tumorzellen gastrointestinaler Tumoren konnte eine erniedrigte
Expressionvon Antigenen des Major Histocompatibility Complex (MHC) Klasse I festgestellt
werden. Der MHC l ist unter anderem flr die zytotoxische Lyse von Zellen mittels T-Zellen
verantwortlich. Dadie Tumorzellen die Antigene des MHC | nur noch in geringem Ausmalf
exprimieren, werden sie seltener lysiert als andere Fremdzellen und haben daher einen
Selektionsvorteil (Pantel et al. 1991). Die Streuung solcher Tumoreinzelzellen ist die
Voraussetzung fur die Bildung von Mikrometastasen.

Als Mikrometastasen werden metastatische Zellverbande bezeichnet, in denen keine
eigene Angiogenese ablauftoder/und die einen Durchmesser von weniger als 0,3 crmhaben.
Sie bestehen aus bis zu 10° Tumorzellen (Burkhardt 1980). Die Zahl der Mikrometastasen
ist insgesamt groRer als die der Makrometastasen. Sie sind prinzipiell in der Lage, zu
Makrometastasen auszuwachsen und damit die Prognose der Erkrankung entscheidend
zu beeinflussen. Die Bedeutung der Mikrometastasen ist leicht am haufigen Auftreten von
Metastasen bei vermeintlich kurativ operierten Patienten erkennen (Braun et al. 1995,

Mori et al. 1996, Broll et al. 1996). Gastrointestinale Tumoren metastasieren oft lokal in
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die Peritonealhthle oder bilden Fernmetastasen in der Leber. Im Gegensatz zur h&ufigen
Absiedlung von Metastasen in die Leber kommt es bei gastrointestinalen Tumoren selten
zu Knochenmetastasen, obwohl auch das Knochenmark als ein Kapillarfilter flr die
Metastasierung préadestiniert ist.

Der Nachweis solcher disseminierter Tumorzellen ist mit der konventionellen
praoperativen Diagnostik nicht moglich. Mit Hilfe immunzytochemischer Methoden, die
im Vergleich mit histomorphologischen und fluoreszenzmikroskopischen Verfahren eine
wesentlich héhere Sensitivitat aufweisen (Molinoet al. 1991), konnte eine Dissemination
von Tumoreinzelzellen in das Knochenmark erstmals fur das Mammakarzinom, spater
auch fur Bronchial- und Prostatakarzinome sowie fur das Neuroblastom nachgewiesen
werden (Dearnaley et al. 1983; Redding et al. 1983; Diel et al. 1992). 1987 gelang der
immunzytochemische Nachweis metastatischer Tumorzellen im Knochenmark von
Patienten mit Magen- und Kolonkarzinomen (Schlimoket al. 1987), mittlerweile auch von
Pankreaskarzinomen ( Juhlet al. 1994a).

In der vorliegenden Arbeit wurden Patienten mit hepatobilidren Tumoren oder mit
Lebermetastasen gastointestinaler Malignome immunzytochemisch auf eine

Tumorzelldisseminierung in die Bauchhohle und das Knochenmark untersucht.

4. Immunzytologische Diagnostik - Tumormarker und Antikorper

Das Prinzip der Immunzytochemie beruht auf dem Nachweis spezifischer Oberflachen-
antigene, durch welche sich Tumorzellen von gesunden Zellen unterscheiden. Einige der
sogenannten tumorassoziierten Antigene oder Tumormarker sind bereits gut charakterisiert.
Diese Molekdle spielen bei der Zelldifferenzierung und Zellproliferation eine wichtige Rolle.
Einigewerden wahrend der Fetalzeitin groflem AusmafR exprimiert, dann mittels Regulations-
mechanismen inaktiviert; sie sind spater auf gesunden Zellen kaum noch nachweisbar. Bei der
Entstehung eines Malignoms werden sie erneut gebildet, indem genetische Informationen der
Embryonal- und Fetalzeit reaktiviert werden. Ein Beispiel fur diese Vorgange sind die
Tumormarker AFP und CEA. Andere Tumormarker unterscheiden sich nur durch einen
Kohlenhydratrest von einem normalerweise sezernierten Analogon, das auch im Serum von
Gesunden nachweisbar ist, beispielsweise das Carbohydratantigen Ca 19-9 (Vogel u. Judmaier
1989; Fagerberget al. 1993).

Die Entwicklung der Hybridoma-Technik durch Koehler und Milstein 1975 ermdglichte es
erstmals, monoklonale Antikérper (mAK) gegen diese Tumorantigene in praktisch unbegrenz-
ter Menge herzustellen (Koehler u. Milstein 1975). Es konnte mittlerweile eine Vielzahl von
Antikdrpern mit Tumorbindungseigenschaften kloniert werden. Damit erdffnete sich fur die
Tumorbehandlung die grundsétzliche Mdglichkeit, Malignomzellen mit einer gewissen Selek-

tivitat zu erkennen und zu eliminieren.
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Priméare Lebertumoren sind biologisch heterogen und sezernieren eine Reihe verschiede-
ner Tumormarker, vor allem Glykoproteine. Die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper
gegen TAA wurden eingesetzt, um mit immunzytochemischen Methoden mikrometastatische
Einzelzellen in der Peritonealhdhle, im Aszites und im Knochenmark von Patienten mit
hepatobiliaren Tumoren nachzuweisen.

Unter Verwendung der tumorassoziierten Antikdrper AFP, CEA, Ca 19-9,17-1A,Ra 96, C
54-0 und KL-1 wurde bei Patienten mit hepatobiliaren Tumoren oder Lebermetastasen
gastrointestinaler Malignome untersucht, ob eine Tumorzelldissemination zum Operationszeit-
punkt vorlag. Mittels immunzytochemischer Farbemethoden wurden Peritoneallavagen,
Knochenmark- und Aszitesproben auf das Vorhandensein von Tumoreinzelzellen getestet. Im
Kapitel ,Material und Methoden“ werden die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Antige-
ne und die zugehdrigen monoklonalen Antikdrper im Einzelnen charakterisiert.

Der fruhzeitige Nachweis einer Generalisierung der Tumorerkrankung kdénnte dazu
beitragen, bei Tumorpatienten die Indikation fur adjuvante Therapieverfahren besser stellen
zu kénnen. Auch die Wahl der Primartherapie kénnte beeinflul3t werden, indem Hilfestellung
bei der Indikationsstellung zur Lebertransplantation bei Patienten mit Cholangiokarzinomen
gebotenwird. Die durch die Transplantation notwendig werdende Immunsuppression birgt fur
die Tumorpatienten ein erhéhtes Risiko fur ein beschleunigtes Wachstum von verbliebenen
Mikrometastasen. Yokoyama et al. belegten eine signifikant kiirzere Tumorverdopplunsgszeit
fur Lebertransplantierte im Vergleich mit einer Patientengruppe, die nur mit einer Leberteil-
resektion therapiert worden war. Die tumorfreie Periode und die Uberlebenszeit waren bei den
Resektionspatienten deutlich langer als bei den transplantierten Patienten (Yokoyamaet al.
1991; Terblanche, 1994).

Insbesondere flur die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Malignome ist ein weiterer
Parameter fur die Therapieentscheidung wichtig, da bei diesen Tumoren die Prognose trotz

verbesserter Diagnostik und neuer adjuvanter Therapien immer noch tberwiegend infaustist.
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B. Material und Methoden

1. Materialien

1.1. Chemikalien

Bovine Serum Albumin (BSA) Miles Lab.; Pentex

3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) Sigma, Deisenhofen

Ficoll Paque
Eukitt

Mayers Hamalaun

Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala
Kindler, Freiburg
Merck, Darmstadt

1.2. Antikdrper und Proteine

1.2.1. Ubersicht Uiber die Antikérper

Detektionsantikorper

KL-1

C1-P83

Ca19-9

C54-0

Peroxidase-conjugated AffiniPure Rabbit-antiMouse IgG, IgM (H+L),
Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat-anti-Rabbit IgG F (ab‘),, Frag-
ment specific, Dianova, Hamburg

Mouse-antiHuman IgG kappa, Dianova, Hamburg

Immunogen ist das Keratin epidermaler Keratinozyten, der mAk
wurde durch Immunisierung von Mausen mit der Myelom-Zellinie
NS 1 erzeugt (Moll 1986).

Mouse-antiHuman IgG PD Dr. H. Kalthoff, Forschungsgruppe

1 kappa’
Molekulare Onkologie, Chpiprurgische Universitatsklinik Kiel

Der monoklonale Antikorper C1 P83 (19G kappa) erkennt das GOLD 3
Epitop des CEA (Hammarstrom et al. 1989). Immunogen ist die
Pankreaskarzinom-Zellinie Capan 1.

Mouse-antiHuman IgG Dianova, Hamburg

1 kappa’
Gegen das Tumorantigen Ca 19-9 wurde erstmals von Magnani et al.
1983 ein mAKk 116 NS 199 erzeugt. Immunogen ist die humane
Kolonkarzinom-Zellinie SW 1116 (Magnaniet al. 1983).

Mouse-antiHuman IgG

2bkappar PD Dr. H. Kalthoff, Forschungs-gruppe

Molekulare Onkologie, Chirurgische Universitatsklinik Kiel
Immunogen ist die Pankreaskarzinom-Zellinie Colo-357 (Schmiegel
et al. 1985).

Um falsch positive Ergebnisse infolge einer Kreuzreaktion mit
Lymphozytenpopulationen des Knochenmarks zu vermeiden, wurde
eine Reaktion in Knochenmarkaufbereitungen nicht in die Auswer-

tung einbezogen.
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Ra 96 Mouse-antiHuman IgG PD Dr. H. Kalthoff, Forschungsgruppe

1 kappa’
Molekulare Onkologie, Chirurgische Universitatsklinik Kiel

Zur Herstellung des Antikdrpers wurde als Immunogen ein duktales
Pankreaskarzinom verwendet.

17-1-A Mouse-antiHuman IgG Dianova, Hamburg

2a kappa’
Der Antikorper 17-1A ist ei’:: unkonjugierter chiméarer Ak, der durch
Immunisierung von Mausen gegen die Rektumkarzinom-Zellinie SW
1083 gewonnen wurde (Herlynet al. 1979).

AFP Rabbit-antiHuman Alphal Fetoprotein, Dianova, Hamburg
Der monoklonale Antikdrper wurde durch Immunisierung von Ka-

ninchen gegen das humane Alpha-Fetoprotein erzeugt.

1.2.2. Vorstellung der Antikorper

Alpha-Fetoprotein

Das Alpha-Fetoprotein (AFP) wurde 1963 durch Abelev entdeckt. Es ist ein onkofetales
Glykoprotein miteinem Molekulargewicht von 72 kDa. AFP ist das Hauptprotein in der fetalen
Zirkulation wahrend des fruhen fetalen Lebensund wird in der Leber, im Gastrointestinaltrakt
und im Dottersack gebildet. Es ist intrazellular im rauhen endoplasmatischen Retikulum, im
perinuklearen Raum, im Golgi-Apparat und in membrangebundenen Ribosomen lokalisiert
(Kinoyamaetal. 1986). Genetisch und strukturell istes eng mit Albumin verwandt. Im Verlauf
der Fetalzeit nimmt die Albuminsynthese stark zu, wahrend der AFP-Spiegel innerhalb des
ersten Lebensjahres auf die niedrigen Werte des Erwachsenen (< 20 ng/ml) abfallt (Charet al.
1986; Vogel u. Judmaier 1989). In 50-90 % der symptomatischen HCC-Falle ist ein erhéhtes
Serum-AFP nachweisbar. Die molekulare Basis fur diese AFP-Erhéhung ist noch nicht
geklart; moglich ist eine Steigerung der Gentranskription oder eine veranderte Stabilitat der
AFP-mRNA, da vermehrte mRNA-Transkriptionen in HCC-Zellinien und Tumorgewebe
nachgewiesen wurden. Zwischen AFP-produzierenden und nichtproduzierenden Zellen sind
keine ultrastrukturellen Unterschiede gefunden worden (Kinoyamaet al. 1986; Otsuru et al.
1988). Das Serum-AFP korreliert exponentiell mit der Tumorgrée; nach vollstandiger
Entfernung des Tumors sinkt die Serumkonzentration des AFP innerhalb von 3 bis 5 Tagen auf
Normwerte ab. Tritt dies nicht ein oder kommt es zu einem erneuten Anstieg der Werte, ist von
einem Residualtumor bzw. einem Tumorrezidiv auszugehen. Der AFP-Anstieg im Serum kann
dem Nachweis eines HCC durch bildgebende Verfahren um 1 bis 6 Monate vorausgehen(Hirai
u. Taketa 1992; Bioscintia Bericht 1993).

AFP ist kein HCC-spezifischer Tumormarker. Erhéhungen des AFP-Serumspiegels finden

sichauch bei Keimzelltumoren (Hoden, Ovar, extragonadal) und bei sonstigen nichthepatischen

9
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Neoplasienimfortgeschrittenen Stadium. Transitorische Anstiege der Serumkonzentrationen
treten bei benignen Lebererkrankungen auf. Dies beruht wahrscheinlich auf einer Gen-
Reaktivierung infolge der Zellregeneration (Bioscintia Bericht 1993).

Die Sensitivitat der AFP-Bestimmung betragt stadienabhéngig 30-80 % (Bioscintia Be-
richt 1993). Obwohl die Spezifitat mit bis zu 95 % angegeben wird, besteht das Problem einer
relativ groRen Uberlappungszone der Serumwerte zwischen benignen und malignen Erkran-
kungen. FUr diese Differentialdiagnose kann eine Bestimmung von AFP-Isoformen vorgenom-
men werden (Vogel u. Judmaier 1989; Dusheiko 1990; Wu 1990).

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Detektion von AFP-exprimierenden Zellen ein
gleichnamiger monoklonaler Antikdrper verwendet, der durch Immunisierung von Kaninchen

gegen das humane Alpha-Fetoprotein erzeugt wurde.

Carcinoembryonales Antigen

Die Erstbeschreibung des carcinoembryonalen Antigens (CEA) von Gold und Freedmanim
Jahr 1965 charakterisierte das Protein als Komponente sowohl von fetalem Kolongewebe als
auch von Kolonkarzinomen. Im gesunden Dickdarmgewebe des Erwachsenen ist es nicht
nachweisbar. Das CEA ist ein Glycoprotein, dessen Kohlenhydratanteil bei 50-60 % liegt. Das
Molekulargewicht betragt 180 kDa (Gold u. Freedman 1965). Es sind mehrere Isoformen
beschrieben worden, die sich vom 180 kDa CEA durch unterschiedliche Glycosylierung
unterscheiden (Muraro 1985).

Der Normwert der Serumkonzentration betragt 5 ng/ml; ein geringer Anstieg ist bei
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und anderen nichtmalignen Erkrankungen,
beispielsweise akuten und chronischen Lebererkrankungen, zu beobachten. Auch bei Patien-
ten mit einem Nikotinabusus werden erhéhte Serumwerte gemessen. Der ,,Tumorbereich”
wird allgemein bei Werten Uber 20 ng/ml angegeben. Ein deutlicher Anstieg der Serum-
konzentrationen ist bei Malignomen des Magen-Darm-Traktes und bei Lebermetastasen
gastrointestinaler Tumoren zu beobachten. Die Sensitivitat fur Kolonkarzinome betragt
stadienabhéngig bis zu 20 % flr das Stadium Dukes A und bis zu 80 % flir das Dukes D-Stadium
(Klapdor 1991). In bis zu 79 % der HCC sind ebenfalls erhéhte CEA-Serumwerte gefunden
worden, allerdings lagen sie nur selten im ,Tumorbereich”. FUr dieses Malignom liegt die
Bedeutung der CEA-Bestimmung darin, dal bei AFP-negativen HCC in bis zu 65 % deutliche
CEA-Erhéhungen im Serum zu finden sind. Das CEA ist flr gastrointestinale Malignome ein
Tumormarker mit guter Sensitivitat, aber nur geringer Spezifitat (Vogel u. Judmaier 1989;
Dusheiko 1990).

In der vorliegenden Arbeit ist der monoklonale Antikérper C1 P83 (IgG I(appa) verwendet

worden, der das GOLD 3 Epitop des CEA erkennt (Hammarstromet al. 1989). Das Antigen fur

10
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C1 P83 wirdvon exokrinen Pankreastumoren exprimiert, nicht jedoch bei benignen Pankreas-
erkrankungen. C1P83 besitzt eine hohe Spezifitat fur gastrointestinale Karzinome und ihre

Metastasen (Schmiegel et al. 1985).

Carbohydratantigen 19-9

Das Carbohydratantigen 19-9 (Ca 19-9) wird auf Zelloberflachen fetaler Epithelzellen als
Glykoprotein und Glykolipid exprimiert. Das Antigen ist physiologisch in hohen Konzentratio-
nen in Speichel, Milch (Brockhaus et al. 1985) und Pankreassekret (Kalthoff et al. 1986)
nachweisbar. Im Serum von Karzinompatienten ist das Protein Cal9-9 verbunden mit einer
kohlenhydratreichen Muzinfraktion mit hohem Molekulargewicht(Haglund et al. 1992). Die
Antigen-Determinante von Ca 19-9 ist ein Kohlenhydrat (Sialyl-Lacto-N-Fucopentaose 1),
welches eine enge Strukturverwandtschaft mit den Antigenen des Lewis-Blutgruppensystems
aufweist.

Die Sensitivitat der Bestimmung von Ca 19-9 im Serum liegt bei 55-80 % fur Gallenblasen-
karzinome und bei 87 % fur cholangiozelluldre Karzinome. In 90 % der Féalle findet sich eine
Erhdhung der Serumwerte vor positiven Befunden der bildgebenden Verfahren. Allerdings
sind die Serumwerte in 38 % der benignen Gallenerkrankungen ebenfalls erhéht (Haglundet
al. 1992; Bioscintia 1993). Eine sehr gute Sensitivitat zeigt der Marker auch fir das Pankreas-
karzinom (77 %). Beim kolorektalen Karzinom ist sie genauso hoch wie die des CEA bei einer
gleichzeitig hohen Spezifitat; alle Patienten mit benignen Kolonerkrankungen hatten normale
Serumwerte. FUr das HCC liegt die Sensitivitat bei 9 %; in 15 % der Falle finden sich erhéhte
Serumkonzentrationen bei benignen Lebererkrankungen (Haglundet al. 1992).

Gegen das Tumorantigen Ca 19-9 wurde erstmals von Magnani et al. 1983 ein mAk
116 NS 199 erzeugt. Dieser Antikdrper reagiert mit fetalem Darmgewebe und ist in 60-80 %

aller gastrointestinalen Tumoren positiv (Magnaniet al. 1983).

CO 17-1A

Das Tumorantigen CO17-1A ist ein nicht sezerniertes Glykoprotein mit einem Molekular-
gewicht von 37 kDa, fur das mehrere Epitope beschrieben sind (Fagerberget al. 1993). Da das
Antigen nicht zirkuliert, sind keine Serumbestimmungen madglich.

Der Antikdrper 17-1Awurde durch Immunisierung von Mausen gegen die Rektumkarzinom-
Zellinie SW 1083 gewonnen (Herlynet al. 1979). Dieser Antikérper wird bisher am haufigsten
in experimentellen Therapien fur gastrointestinale Tumoren eingesetzt (Wooet al. 1989;
Amendolaet al. 1990; Masucci et al. 1990; Meredith et al. 1991)

11
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Ra 96

Ra 96 ist ein muzindhnliches tumorassoziiertes Antigen, das sezerniert und wahrschein-
lich interstitiell abgelagert wird. Das Ra 96-Antigen hat ein Molekulargewicht von 1,5x16 kD
und liegt in glykosylierter Form vor. Das Epitop des Antigens liegt wahrscheinlich im
Proteinkern des Muzins. Es ist durch Glykosidasen nicht beeinfluBbar, aber empfindlich
gegenuber Proteinasen.

Der gleichnamige Antikdrper Ra 96 zeigte in der immunhistochemischen Austestung eine
Sensitivitat von 99 % fur duktale Pankreaskarzinome; eine hohe Sensitivitat lag auBerdem fr
Magenkarzinome (70 %) und Kolonkarzinome (55 %) vor. Im Tierversuch konnte nach
Injektion des radioaktiv markierten Antikdrpers eine starke Anreicherung desselben in

Pankreas- und Kolonkarzinomgeweben nachgewiesen werden (Kalthoffet al. 1987).

C54-0

Das C 54-0-Antigen wird auf der Basalmembran der glatten Muskulatur, in fetalen
Geweben, in adultem Pankreasgewebe und auf den Zellmembranen verschiedener epithelialer
Tumoren exprimiert und nicht sezerniert. Beim Vorliegen gastrointestinaler Malignome
erfolgt wahrscheinlich lediglich eine verstarkte Expression des Antigens verglichen mit der in
gesundem Gewebe. Das Molekulargewicht des Antigens betragt 122 kDa.

Der gleichnamige monoklonale Antikdrper C 54-0 reagiert mit verschiedensten Tumoren,
insbesondere mit Pankreas- und hepatobilidren Malignomen. In abgeschwéchter Intensitat
erfolgt auch eine Bindung an chronisch entziindetes sowie gesundes Pankreasgewebe. Die
Antigen-Antikdérper-Reaktion ist auf die Zellmembranen beschrankt. Sowohl acinéare und
endokrine Zellen als auch Fibroblasten werden nicht angefarbt (Schmiegelet al. 1985). Es
besteht eine Kreuzreaktivitat gegen eine Subpopulation lymphatischer Zellen im Knochen-
mark (Juhl et al. 1994b).

Zytokeratin

Zytokeratine gehoren zu den Intermediarfilamenten, die als Polypeptide Bestandteil des
Zytoskeletts der Zellen sind. Es sind 5 verschiedene Intermediarfilamente bekannt, die jeweils
typisch fUr bestimmte Zellarten sind: Zytokeratin flr epitheliale Zellen, Vimentin fur
mesenchymale Zellen, Desmin fur Muskelzellen, Gliafilamente fur Gliazellen und
Neurofilamente fir Neurone. Mit Hilfe von Antikdérpern gegen die einzelnen
Intermediarfilamente wird eine Zuordnung der Zellen zum jeweiligen embryonalen Mutter-
gewebe moglich. Tumorzellen exprimieren ebenfalls denselben Intermediarfilament-Typ wie

das gesunde Organgewebe, aus dem sie entstammen (Osborn u. Weber 1983). Auf diese Weise

12
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kann mit dem Nachweis von epithelialen Zellen im Knochenmark, das normalerweise nur
mesenchymale Zellen enthélt, eine Metastasierung von epithelialen Tumoren belegt werden
(Schlimok et al. 1987).

Der Antikorper KL-1 (1gG reagiert mit dem Zytokeratin epithelialer Zellen. KL-1 ist

1 kappa)
streng epithelspezifisch und markiert Plattenepithelien von Epidermis und Mucosa (Moll
1986). Damit ist KL-1 zum Nachweis der Metastasierung eines gastrointestinalen
Adenokarzinoms in das Knochenmark gut geeignet (Juhlet al. 1994b). In der vorliegenden
Arbeit wurde eine Reaktion von KL-1 mit Peritoneallavagen, Aszites und Tumorpraparaten
nicht als Detektion maligner Einzelzellen gewertet, da in diesen Materialien physiologischer-

weise epitheliale Zellen vorhanden sind.

1.3. Puffer und L6sungen fur Zellkultur

Dulbecco’'s PBS GIBCO, Wiesbaden
RPMI - 1640 Medium GIBCO, Wiesbaden
Glutamin GIBCO, Wiesbaden
Natrium-Pyruvat GIBCO, Wiesbaden
Penicillin, 100 U/ml GIBCO, Wiesbaden
Streptomycin, 100 pg/mi GIBCO, Wiesbaden
Fetales Kélberserum (FCS) GIBCO, Wiesbaden

1.4. Zellinien

Die Zellinien wurden von PD Dr. H. Kalthoff, Forschungsgruppe Molekulare Onkologie,

Chirurgische Universitatsklinik Kiel, zur Verfugung gestellt.

COLO 357 Pankreaskarzinom

HepG 2 Hepatozelluldres Karzinom

1.5. Weitere Materialien

Zellkulturflaschen Nunc, Wiesbaden-Biebrecht
Maskenobjekttrager Wilke, Hamburg

Filter 0,22 um, Millipore, Molsheim
Silikonstift (PAP PEN) Behr, Hamburg
Kartell-Kasten Wilke, Hamburg

Jamshidi-Kanulen Pharmaseal, Unterschlei3heim

13
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1.6. Geréate

Mikroskop Olympus, Hamburg
Zytozentrifuge Shandon & Elliott, Runcorn
Microtom Cambridge Instruments, Bielefeld
Sterilwerkbank Heraeus, Hannover

2. Patientenkollektiv

Alle Patienten der vorliegenden Arbeit waren zur Diagnostik und Therapie in der
Chirurgischen Klinik des Universitatskrankenhauses Eppendorfin Hamburg stationar aufge-
nommen. Sie wurden Uber die Methode und Zielsetzung der Studie aufgeklart. Von allen
Patienten lag eine Einwilligung zur Entnahme von Knochenmark und zur Durchflihrung einer

Peritoneallavage im Rahmen einer geplanten explorativen Laparotomie vor.

2.1. Malignom-Patienten
2.1.1. Zusammenfassung

Die Gruppe der untersuchten Patienten mit malignen Erkrankungen umfal3te 39 Patien-
ten (21 Manner, 18 Frauen) mit Tumoren der Leber und Gallenblase; davon waren 11
hepatozellulare Karzinome, 19 Lebermetastasen bei gastrointestinalen Karzinomen und
einem Hypernephrom sowie 9 Tumoren der Gallenblase oder Gallenwege (5 respektive 4
Patienten). Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 58,9 Jahre (20-77).

Insgesamtwurden Aufbereitungen von 29 Peritoneallavagen, 28 Knochenmarkaspirationen,

18 Tumorschnitten und 7 Aszitesproben ausgetestet.

2.1.2. HCC

Von 11 Patienten mit einem HCC (9 Manner und 2 Frauen) konnte Untersuchungs-
material gewonnen werden; einem Patienten wurde bei Wiedervorstellung ein zweites Mal
Aszites abpunktiert. Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 49 Jahre (20 - 63). Insge-
samtwurden je 4 Aufbereitungen von Knochenmark, Peritoneallavage und Tumorgewebe und
einmal ein an den Tumor angrenzendes Gewebe sowie 7 Ascitesproben ausgetestet. Bei 7
Patienten lagen Angaben zur Tumordifferenzierung vor; 3 Tumoren waren hoch (Grading 1),
2 Tumoren mittelgradig (G Il) und ein Tumor niedrig (G I11) differenziert. Nach der TNM-
Klassifikation wurden 2 Tumoren dem Stadium Il, 3 HCC dem Stadium 111, 2 Tumoren dem
Stadium IVaund 2 Tumoren dem Stadium 1Vb zugeordnet. Bei 5 der 11 Patienten wurde zum
Untersuchungszeitpunkt eine chirurgische Therapie des HCC vorgenommen. In 4 Fallen

konnte der Tumor vollstandig im Gesunden entfernt werden (R-Resektion), bei einem
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Patienten waren histologisch Malignomzellen an den Resektionsrandern nachweisbar (R-
Resektion).

Von insgesamt 11 Histologien wurde in zwei Fallen die fibrolamellare Variante des HCC
diagnostiziert. Diese Tumoren waren grofl3 (>10cm), das Bilirubin betrug <1mg/dl, es lagen
keine Leberzirrhose und kein Aszites vor. Die Anamnese dieser Patienten war leer beziglich
Alkoholabusus und Hepatitiden.

Die Serumwerte von mindestens einem der Tumormarker AFP, CEA und Ca 19-9 lagen bei
9 Patienten vor. Eine Erhéhung des AFP war in 7 von 9 Fallen nachweisbar. Bei 5 von 7
Patienten war das Ca 19-9 im Serum erhoht, in zwei dieser Falle bei einem AFP-Wert im
Normbereich. Der Marker CEA war bei einem von 7 Patienten erhéht.

Von 9 der 11 Patienten war eine Hepatitis-Serologie bekannt; 4 Patienten waren HBV-
positiv, in 2 Féallen lag eine chronisch aggressive HCV-Infektion vor und bei einem Patienten
war eine frihere HAV-Infektion nachzuweisen. In 7 von 11 Fallen wurde eine Leberzirrhose
diagnostiziert. Bei 3 Patienten war ein Alkoholabusus bekannt, zwei dieser Patienten hatten
zusatzlich eine HBV-Infektion durchgemacht. In 2 Fallen handelte es sich um eine alkohol-
unabhangige HBV-Zirrhose. Beide Patienten mit positiver HCV-Serologie hatten eine Zirrho-

se mit ausgepragtem Aszites bei leerer Alkoholanamnese.

ioo N Ake

Wasserstoffperoxid
Peroxidase

Detektionsantikdrper
(Kaninchen-Anti-Maus, gekoppelt an Peroxidase)

Primarantikorper
(Maus-Anti-Human-lgG gegen tumorassoziiertes Antigen )

tumorassoziiertes Antigen

'. Tumorzelle

Abb. 1: Prinzip der verwendeten Farbemethodentikbrper gegen ein spezifisches tumor-

assoziiertes Antigen aus der Maus werden auf die Aufbereitung gegeben, anschlielend
peroxidasegekoppelte Antikérper gegen Maus-Immunglobulin aus Kaninchen. Dies erméglicht
die Spaltung von Wasserstoffperoxid, was wiederum bei DAB (3,3' Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid) einen Farbumschlag nach braun bewirkt.

15



B. Material und Methoden

2.1.3. Lebermetastasen

Insgesamt wurden Materialien von 19 Patienten (8 Manner und 11 Frauen) untersucht.
Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 61,7 Jahre (48 - 77). Es wurden je 16 Knochen-
mark-und Lavage-Aufbereitungen, 10 Tumorgewebe und einmal ein an den Tumor angrenzen-
des Gewebe ausgetestet.

Bei 15 Patienten mit Lebermetastasen bei Kolonkarzinom wurde eine R-Resektion der
Metastase(n) durchgeftihrt, je einmal eine R - bzw. eine R,-Resektion. Alle Metastasen waren
mittelgradig differenziert (G I1); bei 5 Patienten waren die Filiae bereits bei der Erstdiagnose
des Kolontumors diagnostiziertworden. Ineinem Fall war der Primartumor ein Hypernephrom,
die Lebermetastase war hoch differenziert (G 1). Ein weiterer Patient litt an einem metasta-
sierenden Magen-Karzinom; die Metastasen waren mittelgradig differenziert und konnten

nicht vollstandig entfernt werden (R,-Resektion).

2.1.4. Klatskin-Tumoren

Insgesamt wurden 5 Patienten untersucht (3 Méanner und 2 Frauen). Das Durchschnitts-
alter der Patienten betrug 62 Jahre (57 - 66). Bei allen Patienten wurden eine Peritoneallavage
und eine Knochenmarkaspiration durchgefuhrt. In 2 Fallen konnte zusatzlich Tumorgewebe
ausgetestet werden. Von 4 Patienten lag eine Einteilung nach dem TNM-Schema vor. Die
Tumoren wurden als T, Ny M, T, N; M, T, N; M, und T, N, M, Klassifiziert. Histologisch
wurden alle Klatskin-Tumoren als mittelgradig differenziert (G 11) eingestuft.

Bei allen Patienten wurde eine chirurgische Therapie durchgefuhrt. In 2 Fallen konnte der
Tumor vollstandig entfernt werden (R,-Resektion), je einmal verblieben mikroskopisch bzw.
makroskopisch Tumorreste (R, - und R,-Resektion). Von einem Patienten liegen keine Angaben
Uber die Resezierbarkeitdes Tumorsvor. Von 4 Patienten lagen Serumwerte der Tumormarker
AFP, CEA und Ca 19-9 vor. Die Konzentrationen von AFP und CEA lagen im Normbereich,

wahrend Ca 19-9 in allen Fallen erhoht war.

2.1.5. Gallenblasenkarzinome

Insgesamtwurden 4 Patienten (1 Mann und 3 Frauen) untersucht. Das Durchschnittsalter
der Patienten betrug 68 Jahre (54 - 77). Es wurden 3 Knochenmarkaufbereitungen, 4
Peritoneallavagen und 2 Tumorgewebe ausgetestet.

In jedem Fall lag bereits zum Zeitpunkt der Operation eine Metastasierung vor. Die
Einteilung nach der TNM-Klassifikation ergab T, N, M,;, T, N, M;, T,N, M, und T, N, M,. Die

Tumoren waren mittelgradig bis niedrig differenziert (G I1-111). Bei allen Patienten wurden R-
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Resektionen durchgefuhrt. Der Tumormarker Ca 19-9 war im Serum aller Patienten erhdht,

wahrend CEA und AFP im Normbereich lagen.

2.2. Kontrollgruppe

Insgesamt wurden 19 Patienten (10 Manner und 9 Frauen) untersucht. Das Durch-
schnittsalter der Patienten betrug 49,7 Jahre (26 - 65).

Eine Knochenmarkaspiration (8 Patienten) und/oder Peritoneallavage (11 Patienten)
wurde bei insgesamt 12 Patienten durchgefiihrt, die aufgrund benigner Krankheitsbilder einer
Laparotomie unterzogen wurden. Die Diagnosen umfal3ten Achalasie, Ulcus duodeni, Leber-
zysten, arterio-mesenteriales Kompressionssyndrom, Stuhlinkontinenz, Hypersplenismus,
chronische Pankreatitis, Sigma-Divertikulitis sowie einen inflammatorischen Lebertumor
und einen zystischen Peritonealtumor. Pathohistologisch war in allen Fallen ein aktuelles
malignes Geschehen ausgeschlossen worden. Von 7 Patienten konnte Aszites untersucht
werden; die Grunderkrankung war in 6 Fallen eine &thyltoxische Leberzirrhose und bei einem

Patienten eine primare bilidre Zirrhose.

3. Versuche zur Methode
3.1. Bestimmung der Antikdrperkonzentrationen

Die verwendeten monoklonalen Antikérper wurden in mehreren Konzentrationsstufen
von 1:10 bis 1:1000 mit 1%iger BSA verdunnt. Die besten Farbreaktionen wurden bei einer

Antikérperkonzentration von 10 pg/ml (c=1:100) erzielt.

3.2. Bestimmung der Zellverlustrate
3.2.1. Zellverluste durch die Dichtegradientenzentrifugation

Die Pankreaskarzinom-Zellinie Colo 357 wurde in RPMI-Medium suspendiert und eine
Verdunnungsreihe mit Zellzahlen von 0,5x1®, 105 0,5x10° und 10* Zellen/ml mittels Neu-
bauer-zahlkammer erstellt. AnschlieBend wurden je 3 ml der Zellsuspensionen auf je 7 ml
Ficoll-Paque® pipettiert und dieses Gemisch bei 1500 U/min fiir 30 min zentrifugiert. Die erste
Phase des Trenngemisches wurde abpipettiert und und 10 min bei 1000 U/min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet erneut in Medium suspendiert.

Um fur die immunzytologische Farbung eine konstante Zellzahl pro Objekttrager zu
gewdhrleisten, wurde mit der Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl/ml in den Aufbereitungen
vom Knochenmark und von der Peritoneallavage bestimmt. Dazu wurden 20 pl der
Zellsuspension mit 20 pl Tryptanblau in beide Kammern gefullt. Nach der Auszahlung aller
vier Felder konnte die Zellzahl in der Aufbereitung mit folgender Formel berechnet werden:

ausgezahlte Zellen : 4 x 2 x 10* = Zellzahl/ml. Fir das Knochenmark ergab sich ein Volumen
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von 50-150 ul Zellsuspension pro Objekttrager, flr die Peritoneallavage wurden 150-500 pl pro
Objekttréager bendtigt.

3.2.2. Zellverluste nach der Zytozentrifugation

Von der Pankreaskarzinom-Zellinie Colo 357 wurden nach der Dichtezentrifugation mit
Ficoll-Paque® (wie unter 3.2.1. beschrieben) die Zellen in RPMI-Medium suspendiert und die
Zellzahl mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. AnschlieBend wurde eine Verdinnungs-
reihe mit 105, 10°, 10 und 0,5x10* Zellen je Milliliter erstellt. Dann wurden die Zellsuspensionen
in der Zytozentrifuge 5 min mit 1000 U/min zentrifugiert und danach die verbliebene Zellzahl

mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

4. Gewinnung der Materialien vom Patienten
4.1. Gewinnung von Knochenmark

Der narkotisierte Patient wurde zu Operationsbeginn mit einer Jamshid®-Kantile in der
rechten Spina iliaca anterior punktiert. Es wurden 6-8 ml Aspirat abgezogen, die Gerinnung
wurde mittels Citrat-Zusatz geblockt und das Aspirat anschlielend 1:4 mit PBS verdinnt.

Zur Abtrennung der Erythrozyten von den mononukleédren Zellen wurde dann eine
Zentrifugation Uber einen Dichtegradienten durchgefuihrt. Hierzu wurden in 10 mI-Réhrchen
auf 7 ml Ficoll-Paque® Losung 3 ml des Aspiratgemisches pipettiert. Nach 30 Minuten
Zentrifugation mit 1500 U/min wurde die erste Phase mittels Pasteurpipette abgesaugt und
in ein steriles Rohrchen pipettiert. Dies Gemisch wurde mit 1000 U/min 10 Minuten zentrifu-
giert und der Uberstand abpipettiert. Das verbliebene Zellpellet wurde mit 15 ml Medium
vorsichtig durchmischt; die weitere Aufarbeitung der Zellen erfolgte in der Zellkultur und

mittels Zytozentrifugation auf Glasobjekttrager.

4.2. Gewinnung der Peritoneallavage

Unmittelbar nach dem Eréffnen der Bauchhohle des Patienten wurde eine Spulung des
Bauchraumes mit 1 Liter physiologischer Kochsalzlésung durchgefuhrt. Die LavageflUssigkeit
wurde in einen sterilen Behalter abgesaugt. Um die in der Losung enthaltenen Zellen zu
sedimentieren, wurde die Lavageflussigkeit 10 Minuten mit 1000 U/min zentrifugiert. An-
schliefend wurde wie unter 3.1. beschrieben eine Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-
Paque®Losung durchgefiihrt.Die weitere Aufbereitung der Zellen erfolgte ebenfalls in Zellkultur

und durch Zytozentrifugation auf Glasobjekttrager.
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4.3. Praparierung von Tumorgewebe und Grenzgewebe

Aus dem intraoperativ entnommenen Tumorprdparat wurde nach Begutachtung durch
einen Pathologen ein ca. 1 cm?® groRes Gewebsstuick sofort in fllissigem Stickstoff bei -195,8 °C
schockgefroren. Mit einem Microtom wurden von dem tiefgefrorenen Tumorgewebe 6 pum dicke
Kryostatschnitte angefertigt und auf Glasobjekttrager aufgetragen. Diese wurden dann 10
Minuten in Aceton fixiert und vakuumverschweil3t bei -20 °C gelagert. Von jedem Tumor-
praparat wurden auf diese Weise je 25 Gefrierschnitte angefertigt.

Von 2 Patienten konnte Grenzgewebe ausgetestet werden. Dieses Gewebe umgab den
Tumor und war makroskopisch und pathohistologisch als nicht infiltriertes, gesundes Leber-
gewebe Kklassifiziert worden. Es wurde auf die gleiche Weise wie das Tumorgewebe aufgearbei-
tet.

4.4. Aszites

Unter sterilen Bedingungen wurde den Patienten im Rahmen diagnostischer und/oder
therapeutischer Mallnahmen Aszites abpunktiert. Pro Patient wurde ca. 1 Liter Aszites in

einem sterilen Behaltnis aufgefangen und wie unter 3.2. beschrieben weiter verarbeitet.

5. Aufbereitung von Knochenmark, Peritoneallavage und Aszites
5.1. Herstellung von Zytozentrifugenpraparaten

Die mittels Dichtegradientenzentrifugation gewonnenen Zellen wurden mit Hilfe einer
Zytozentrifuge auf Glasobjekttrager aufgebracht. Pro Objekttrager betrug die Zellzahl etwa
2x10° Zellen. Mit der Zytozentrifuge wurde 5 Minuten mit 1000 U/min zentrifugiert. Die
Objekttrager wurden luftgetrocknet, 5 Minuten in Aceton fixiert und in vakuumverschweif3ten

Kartell®-Kasten bei -20°C bis zur Durchfiihrung der Immunfarbung gelagert.

5.2. Anlegen von Zellkulturen

Von einem Teil der Zellsuspensionen aus den Knochenmark-, Peritoneallavage- und
Aszitesproben wurden Zellkulturen angelegt. Diese Arbeiten wurden an der sterilen Werk-
bank unter laminarem Flow durchgefuhrt. Jeweils 1,5 ml der Zellésung wurde mit 2,0 ml
Medium in eine Zellkulturflasche pipettiert. Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank in einer
wasserdampfgesattigten Atmosphare aus 95 % Luftund 5% CQ, bei 37°C. Dem Medium RPMI-
1640 wurden 10 % fetales Kalberserum (FCS), 2 mM Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, 100 U/
ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin zugesetzt; dieses Medium wurde zweimal wéchent-
lich gewechselt. Das Zellwachstum wurde mikroskopisch kontrolliert. Nach ca. 3 Wochen
waren die Zellen in der Regel konfluiert, so daB sie in eine groRere Zellkulturflasche ausgeséat

werden konnten. Hierzuwurde der Zellrasen miteiner Trypsin/EDTA-Ldsung (0,05 % Trypsin,
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0,02% EDTA) in PBS vom Boden der Zellkulturflasche geldst; die Trypsin-Lésung wurde durch
mehrmaliges Waschen der Suspension mit Medium aus der Zellésung entfernt und diese
erneut in eine Zellkulturflasche pipettiert. Wenn auf diese Weise eine ausreichende Zelldichte
erreicht war, wurden die Zellen fur zwei Tage auf Maskenobjekttrager kultiviert, dreimal mit
PBS gewaschen, luftgetrocknet und 5 Minuten in Aceton fixiert. AnschlieBend wurden die

Praparate mit der indirekten Immunperoxidase-Technik gefarbt.

6. Immunchemische Farbung
6.1. Prinzip der indirekten Immunperoxidase-Farbung

Es wurde die von Gerdes, Chess und Hajdu entwickelte Methode (Gerdes 1985; Chess u.
Hajdu 1986) in modifizierter Form angewendet.

Zunachst wurde der Priméarantikdrper aufgebracht, der gegen das tumorassoziierte
Antigen auf der Zelloberflache der Malignomzelle gerichtet ist - in der vorliegenden Arbeit ein
monoklonaler Maus-antiHuman-1gG-Antikérper (bzw. fir AFP ein monoklonaler Kaninchen-
antiHuman-1gG-Antikorper). Als Detektionsantikérper wurde anschlieBend ein Kaninchen-
antiMaus-Antikdrper (bzw. ein Ziege-antiKaninchen-Antikdrper) aufgetragen, die das Enzym
Peroxidase tragen. Wurden diese Antikdrper gebunden, was ein Vorhandensein des tumor-
assoziierten Antigens voraussetzt, erfolgte bei der Zugabe von Wasserstoffperoxid eine
Spaltung des Substrates durch das Enzym. Dies wurde durch eine Braunfarbung des 3,3'-
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB)in der entsprechenden Zelle belegt. Die Farbreaktion

konnte durch eine Gegenfarbung mit Hamalaun besser sichtbar gemacht werden (Abb. 1).

6.2. Durchfuhrung der Farbung

Als Negativkontrolle fur die monoklonalen Antikdrper wurde bei jeder Farbung je ein
Praparat mit BSA anstelle des Priméarantikorpers versetzt; als Positivkontrollen wurden bei
jeder Farbung die Tumorzellinien COLO 357 und HepG 2 mitgefihrt.

Zunéchst erfolgte eine Fixierung der Zellen mit Aceton. Die Kryostatpréparate wurden 10
Minuten, die Zytospinpraparate und Maskenobjekttrager 5 Minuten fixiert. Anschlielend
wurde die endogene Peroxidase mittels 0.3 % Wasserstoffperoxid in Methanol 20 Minuten
geblockt. Die Praparate auf den Objekttragern wurden dann mit einem Silikonstift um-
zeichnet, um das korrekte Auftragen der Substanzen zu erleichtern.

Die Primarantikorper (Kaninchen-antiHuman-Ig fur AFP, Maus-antiHuman-Ig fur alle
anderen Tumormarker) wurden in einer Konzentration von 10 pg/ml angewendet; es wurden
je 100 pl auf die Zytospinobjekttrager und Kryostatschnitte sowie 50 ul auf die Masken-
objekttrager pipettiert. Dieswirkte in der feuchten Kammer 16 Stunden bei 4°C (Objekttrager)

bzw. 2 Stunden bei Raumtemperatur (Kryostatschnitte) ein. AnschlieBend wurden die nicht
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gebundenen Antikérper mit einer PBS-Pufferlésung ausgewaschen. Der Puffer wurde mit
400g NaCl, 10g KCI, 73,59 Na,PO, x 2H,0, 10g KH,PO, auf 5 Liter destilliertes Wasser
hergestellt und auf einen pH von 7,5 eingestellt. Die Praparate wurden vorsichtig mit dieser
Lésung abgespritzt und jeweils in drei Behdalter mit PBS-Puffer eingetaucht. Der
Detektionsantikdrper (Ziege-antiKaninchen-Ig fur AFP, Kaninchen-antiMaus-Ig fur alle an-
deren Tumormarker) wurde mit 10%igem defibrinisierten ABO-Serum verdinnt und in einer
Konzentration von 1:100 verwendet. Es wurden wieder 100 pl pro Objekttrager und
Kryostatschnitt sowie 50 pl pro Maskenobjekttrager aufgetragen, und der Antikérper wurde
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliellend wurde der nicht gebundene Anteil
wie oben beschrieben mit PBS-Puffer ausgewaschen. Dann wurde das Substrat hergestellt.
Dazuwurde DAB in50 mM Tris aufeinen pH von 7,4 eingestellt und durch einen 0,22 um Filter
filtriert. Von dieser DAB-L6sung wurden 3 ml mit 5 pl 30%igem H,O, vermischt und 100 pl pro
Objekttréager aufgetragen. Das Substrat inkubierte 10-20 Minuten bei Raumtemperatur, bis
eine deutliche Braunfarbung der Positivkontrollen eintrat. AnschlieRend wurden nicht gebun-
dene Anteile wie oben beschrieben mit PBS-Puffer ausgewaschen. Zur Gegenfarbung wurde
Mayer's Hamalaunldsung verwendet. Die Losung wurde frisch filtriert und 1:3 mit Leitungs-
wasser verdunnt. Die Objekttrager wurden 1 Minute gefarbt, dann zweimal 10 Minuten in
Leitungswasser nachgeblaut und 10 Sekunden in Aqua dest getaucht. Nach der Lufttrocknung

wurden die Praparate mit Eukitt eingedeckelt und dann mikroskopisch beurteilt.

7. Auswertung der Farbung

Von jedem Patienten wurden alle vorhandenen Materialien mit allen verwendeten
monoklonalen Antikérpern ausgetestet. Pro Antikérper und Material wurde ein Objekttrager
gefarbt und lichtmikroskopisch ausgewertet. Jeder Objekttrager wurde von zwei Unter-
suchern unabhangig voneinander beurteilt, wobei der Primartumor und das Tumorstadium
zum Zeitpunkt der Auswertung nicht bekannt waren.

Ein Praparat wurde dann als ,positiv* bewertet - d.h. mikrometastatische Einzelzellen
waren nachweisbar -, wenn mindestens ein monoklonaler Antikdérper mit wenigstens einer
Zelle auf dem Objekttrager eine Farbreaktion zeigte. Die Intensitét der Farbreaktion wurde

in starke, mittelstarke und schwache Farbung eingeteilt.
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C. Ergebnisse

Von 39 Patienten mit malignen Tumoren der Leber und Gallenblase sowie 19 Patienten mit
nichtmalignen Erkrankungen als Kontrollgruppen wurden insgesamt 40 Peritoneallavagen,
36 Knochenmarkproben, 18 Tumorpriparate und 13 Asziteszytologien untersucht. In der
Auswertung von Peritoneallavagen, Tumorpriaparaten und Aszites wurde der mAk KL-1 nicht
beriicksichtigt, da in diesen Materialien mit dem Vorhandensein nichtmaligner epithelialer
Zellen zu rechnen ist. Von dem Antikorper C 54-0 wurde vereinzelt eine Kreuzreaktivitéit mit
einer Leukozyten-Subpopulation des Knochenmarkes beschrieben (Schmiegelet al. 1985),

daher wurde dieser fiir Knochenmarkproben ebenfalls nicht gewertet.

1. Zellwiederfindungsrate und Negativkontrollen

Die Vorversuche zur Methodik erbrachten fiir die monoklonalen Antikérper eine optimale
Konzentration von 10 ug/ml, bei der eine kriftige Farbung der Tumorzellinien erfolgte, ohne
daB} eine stoérende Hintergrundfarbung auftrat. Die Negativkontrollen, bei denen als Antigen
Bovines Serumalbumin aufgetragen wurde, wurden bei diesen Antikérperkonzentrationen
nicht unspezifisch gefirbt. Die Zellverluste nach der Dichtezentrifugation mit Ficoll-Paqué
und der Zytozentrifugation lagen in vier Verdiinnungsstufen (0,5x1¢, 1x10°, 0,5x10° und

1x10% Zellen/ml) bei durchschnittlich 15 %.

2. Malignome
2.1. Ubersicht

Es wurden Aufbereitungen von 29 Peritoneallavagen, 28 Knochenmarkaspirationen, 18
Tumorschnitten und 6 Aszitesproben von 11 Patienten mit HCC, 19 Patienten mit Leber-
metastasen gastrointenstinaler Tumoren, 5 Patienten mit Klatskintumoren und 4 Patienten

mit Gallenblasenkarzinomen ausgetestet (Abb. 2).

Klatskintumoren (13 %)

0,
Gallenblasenkarzinome (10 %) Lebermetastasen (49 %)

hepatozellulare Karzinome (28 %)

Abb. 2: Anteil der verschiedenen Malignome an den Aufbereitungen. Von 39 untersuchten
Malignomen waren 19 Lebermetastasen, 11 hepatozellulare Karzinome, 4 Gallenblasen-
karzinome und 5 Klatskintumoren.
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Bei 59 % der Patienten
(23/39) konnte in minde-
stens einer Aufbereitung
mikrometastatische Ein-
zelzellen nachgewiesen
werden.

In der Gesamtauswer-
tung aller Tumormarker
reagierten die Aufbereitun-

gen von 52 % der Perito-
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100 % -

5% -

50 % -

17/24

17/18

15/29
13/28

neallavagen (15/29 ), 46 % 25% "

der Knochenmarkaspira-
tionen (13/28), 33 % der
Aszitesproben (2/6) und 94
% der Tumorgewebe (17/18)

0% "

I I :
PL KM

Aufbereitung

PL & KM

mit mindestens einem An- Abb. 3: Ubersicht Uber die Detektionsrate von Tumoreinzelzellen in

den Aufbereitungen. PL: Peritoneallavage, KM: Knochenmark,
PL&KM: Patienten, von denen beide Kompartimente ausgetestet
werden konnten, A: Aszites, TM: Tumor. Nicht gewertet wurde KL-1 in
PL und TM sowie C 54-0 im KM. Die Zahlen Uber den Balken geben
die absoluten Zahlen der Proben wieder.

tikorper positiv. Bei 24 Pa-
tienten konnte sowohl
Peritoneallavage als auch
Knochenmark untersucht
werden. In 17 dieser Falle
(71 %) war mindestens eine der beiden Aufbereitungen positiv (Abb. 3). Die Detektionsrate von
Mikrometastasenzellen zeigte Unterschiede fiir die einzelnen Tumorarten. So konnten bei 45
% der HCC-Patienten (5/11), bei 58 % der Patienten mit Lebermetastasen (11/19), bei 80 % der
Klatskintumor-Patienten (4/5) und bei 75 % der Gallenblasenkarzinom-Patienten (3/4)
mikrometastatische Einzelzellen detektiert werden (Abb. 4).

Betrachtet man die Sensitivitét der Antikorper in den einzelnen Materialien, ergibt sich
die folgende Verteilung: Im Knochenmark war KL-1 am haufigsten positiv (36 % der Proben,
10/28 Falle). Ca 19-9 reagierte in 29 % (8/28) und AFP in 7 % (2/28). Die Antikérper Ra 96, 17-
1A und C1 P83 farbten keine der Knochenmarkaufbereitungen. Die Peritoneallavage wurde
weitaus am héufigsten von Ca 19-9 gefiarbt (31 % der Proben, 9/29). C 54-0 farbte 14 % der
Aufbereitungen (4/29) und C1 P83 10 % (3/29). Selten positiv waren die Antikorper AFP (7 %,
2/29) und 17-1A (8 %, 1/29). Erwartungsgemal farbte der mAk KL-1 einzelne Zellen in allen
Peritonellavagen (Abb. 5 und 6).

Von allen Lavage- und Knochenmarkaufbereitungen sowie vom Aszites wurden Zellkulturen
angelegt. Eine Anziichtung vitaler Zellen gelang in 27 % der Falle (18 von 66 Zellkulturen).

Unter lichtmikroskopischer Kontrolle lie3 sich bis auf die unten beschriebene Ausnahme in
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mAKk positiv
100 %

75 % -
23/39

50 %
25% -

0% -
Gesamt

4/5
3/4
11/19
: I
HCC LM KL

GB

Tumorart

Abb. 4: Detektionsrate von Tumoreinzelzellen in den Aufbereitungen; aufgeschliisselt nach
Tumorarten. Gesamt: Alle Tumoren, HCC: hepatozelluldres Karzinom, LM: Lebermetastasen, KL:
Klatskintu-moren, GB: Gallenblasentumoren. Die Zahlen Uber den Balken geben die absoluten Zahlen

der Proben wieder.
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Antikodrper

4/29
2/2 2/292/28
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Abb. 5: Detektionsrate von Tumoreinzelzellen durch die verwendeten Antikorper; aufgeschlisselt
nach Aufbereitungen. Ng: nicht gewertet - KL-1 in der Peritoneallavage, C 54-0 im Knochenmark. Die

Zahlen Uber den Balken geben die absolute Zahl der Proben wieder.
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Abb. 6: Ubersicht iiber die Detektionsrate von Tumoreinzelzellen in
den Aufbereitungen; aufgeschliisselt nach den verwendeten Anti-
Knochenmarkkultur). kérpern. Die Zahlen Uber den Balken geben die absoluten Zahlen der
Proben wieder.

Knochenmark und in der

Insgesamt wurden 18
Tumorpréparate aufgear-
beitet. Prinzipiell waren alle verwendeten Tumormarker in der Lage, mit den untersuchten
Tumoren zu reagieren. Ca 19-9 war am haufigsten positiv (83 %, 15/18), C1 P83 in 67 % (12/
18). Die Antik6rper Ra 96 und C 54-0 farbten jeweils 39 % der Praparate (7/18), die Marker AFP
und 17-1A je 22 % (4/18). Erwartungsgemél farbte KL-1 alle Tumorpréiparate an.

Eine Ubereinstimmung des Antikorperprofils im Tumorgewebe mit dem im zugehérigen
Knochenmark und/oder in der Peritoneallavage war bei 53 % der Patienten zu verzeichnen (9/
17).Injedem dieser Fille waren die Tumormarker Ca 19-9, C1 P83, C 54-0 oder Kombinationen
aus ihnen positiv.

In zwei Fillen wurde zusitzlich Gewebe aufgearbeitet, das an den Tumor grenzte und
histopathologisch als nicht infiltriertes Leberparenchym bewertet worden war. In einem Fall
(Patient 59 mit Lebermetastase bei kolorektalem Karzinom) war das Prédparat auch fiir die
verwendeten Tumormarker negativ. Das Grenzgewebe des zweiten Falles (Patient 58 mit
HCC) war in der immunologischen Anfiarbung positiv fiir Ca 19-9. Das entsprach der Reaktion
des zugehorigen Tumorgewebes, das mit Ca 19-9 und Ra 96 anfiarbbar war.

Von sechs Patienten mit hepatozellulirem Karzinom konnte Aszites gewonnen und
aufgearbeitet werden. Alle Praparate waren erwartungsgeméif positiv fiir KL.-1. In 2 Féllen (33

%) farbte AFP Einzelzellen an. Die iibrigen Antikérper zeigten keine Reaktion.
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2.2. Korrelation der Ergebnisse mit klinischen Parametern
2.2.1. Korrelation zur Resektabilitéit

Der Nachweis von Mikrometastasen-Zellen gelang bei 70 %Patienten (16/23), die mit
kurativer Zielsetzung operiert wurden. Bei 5 der 8 Patienten (63 %), deren Tumor makrosko-
pisch nicht vollstdndig entfernt werden konnte, war eine Tumorzelldisseminierung nachweis-

bar.

2.2.2. Korrelation zum Grading

In der Gruppe der gut differenzierten Malignome (G I) wurde bei 60 % der Patienten (3/5)
in der der mittelgradig differenzierten (G II) bei 76 % der Patienten (19/25) eine
Tumorzelldisseminierung nachgewiesen. Bei den als niedrig differenziert eingestuften Tumo-

ren (G III) waren in einem der drei Fille Mikrometastasen-Zellen zu detektieren (Abb. 7).

mAK positiv
1/1 212 2/2 B aie Malignome
100% -
D HCC
. Lebermetastasen
19/25 2/173/4 u _
75% - Klatskintumoren
3/5 D Gallenblasentumoren
2/4 1/2
50% -
1/3
25% -
0/0 0/0 0/1 0/0 0/0
0% -
| 1l 1
Grading

Abb. 7: Detektionsrate von Tumoreinzelzellen in Abhangigkeit vom Grading. I: gut differenziert, 1I:
mittelgradig differenziert, 111: niedrig differenziert. Die Zahlen Uber den Balken geben die absolute Zahl
der Proben wieder.
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2.2.3. Korrelation zum TNM-System

Von 17 der 20 priméren Lebermalignome und Gallenblasenkarzinome lag eine Einteilung
nach dem TNM-Schema vor. Im Stadium II (T,N,M,) befanden sich zwei HCC und ein
Klatskintumor; bei allen drei Tumoren konnten in den Aufbereitungen (3 Aszitesproben, 2
Knochenmarkaufbereitungen und 1 Peritoneallavage) keine Tumoreinzelzellen detektiert
werden.

Das Stadium III (T,N M) erfiillten drei HCC. Bei zwei der drei Patienten konnte in den
Aufbereitungen eine Tumorzellaussaat nachgewiesen werden (1 Aszitesprobe, 1 Knochenmark-
probe und 1 Peritoneallavage). Insgesamt 11 Patienten hatten eine Malignomerkrankung im
Stadium IV. Davon waren je 4 ein HCC bzw. ein Gallenblasenkarzinom und 3 Klatskintumoren.
In 7 dieser 11 Fille war in mindestens einer Aufbereitung eine Tumorzelldisseminierung

festzustellen (Abb. 8).

2.3. HCC

Von 11 Patienten mit HCC konnte Untersuchungsmaterial gewonnen werden. Insgesamt
wurden je 4 Aufbereitungen von Knochenmark, Peritoneallavage und Tumorgewebe, einmal
an den Tumor angrenzendes Gewebe und 7 Aszitesproben untersucht. Bei 45 % der Patienten

(5/11) wurden Tumoreinzelzellen in mindestens einer Materialprobe gefunden. Die Knochen-

mAK positiv
3/3
100% -
3/4

75% - 213 213

B Alle Malignome 7111

[] Hee
50% _ D Klatskintumoren

|:| Gallenblasentumoren
25% -

0/3 0/2 0/1 0/0 0/0  0/0

0% . o ya Z 7 S —
1] 1}
TNM-Stadium

Abb. 8: Detektionsrate von Tumoreinzelzellen in Abhangigkeit vom TNM-Stadium. Lebermetastasen
wurden nicht beriicksichtigt. Die Zahlen Uber den Balken geben die absolute Zahl der Proben wieder.
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mark- und Lavage-Préparate dieser Patienten waren zu je 50 % positiv fiir einen oder mehrere
Antikorper.

Von 4 untersuchten Tumorgeweben waren 3 positiv. In einem Fall wurde zusitzlich
Tumorrandgewebe ausgetestet, das mikroskopisch als nicht infiltriert beurteilt worden war.
In der Immunzytochemie war es wie das zugehorige Tumorgewebe mit Ca 19-9 anfarbbar.

Bei 6 Patienten konnten mindestens zwei Aufbereitungen (Peritoneallavage, Knochen-
mark, Tumorgewebe, Aszites) untersucht werden. Bei zwei dieser Patienten fanden sich in
allen untersuchten Materialien Tumoreinzelzellen (Pat. Nr. 5 und 33).

Die Aszites-Aufbereitungen waren in 29 % der Fille (2/7) positiv.

Die Proben der HCC-Patienten waren nur fiir die Tumormarker Ca 19-9, KL.-1, Ra 96 und
AFP positiv. Ca 19-9 farbte alle Materialarten mit Ausnahme der Aszitesaufbereitungen mit
guter Intensitiat. Ra 96 farbte einen Tumor. Der Antikérper AFP reagierte als einziger der
verwendeten Antikorper mit Tumorzellen im Aszites. Die AFP-Farbungen der Lavage und des
Tumorgewebes waren wesentlich schwicher ausgepragt als die der iibrigen Antikérper in
diesen Materialien.

In den einzelnen Aufbereitungen reagierten folgende Antikorper: Die Knochenmark-
aufbereitungen waren positiv fiir die mAk KL-1(2/4 Proben) und Ca 19-9 (1/4 Proben). Die
Lavage wurde in 2 von 4 Proben durch mAk angefirbt. Je einmal reagierten Ca 19-9 und AFP,

mAKk pos
2/2 22
100% -
B Lavage und Knochenmark
[ ] Lavage
75% - . Knochenmark
2/4
50% -
1/4 1/4 1/4
25% -
0/2 0/4 0/4  0/2 0/4 0/4 0/2 0/4 0/4  0/2 0/4 ng  0/2 0/4 ng
0% - A IRy A SEy A Iy AT
Ca 19-9 C1P83 Ra 96 17-1A C 54-0 AFP KL-1
Antikorper

Abb. 9: Detektionsrate von Tumoreinzelzellen in den einzelnen Aufbereitungen bei Patienten mit
hepatozellularem Karzinom; aufgeschliisselt nach Antikdrpern. Ng: nicht gewertet - KL-1 in der
Peritoneallavage, C 54-0 im Knochenmark. Die Zahlen Uber den Balken geben die absolute Zahl der
Proben wieder.
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alle anderen Antikérper waren negativ (Abb. 9). In allen Aszitespunktaten war erwartungsge-
mél der Zytokeratinmarker KL-1 positiv. Die Aszitesproben wurden in 29 % der Falle (2/7)
durch AFP angefirbt; alle anderen Antikorper reagierten nicht (Abb. 10). Von den 4 untersuch-
ten Tumorgeweben wurden 2 durch Ca 19-9 angeféarbt, davon einmal in Kombination mit Ra
96 (Abb. 11). In einem anderen Fall war nur AFP positiv. Ein Tumorgewebe war negativ fir

alle verwendeten Marker.
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Abb. 10: Aszites-Préparat eines HCC-Patienten.
Die Tumorzellen sind mit AFP angefarbt.

Abb. 11: Tumorpréparat eines HCC-Patienten.
Die Tumorzellen sind mit Ca 19-9 angefarbt.

Patient |TNM, G Res.Begleitdgn. Marker i.S./Mat. | mAk positiv

1 |42 m|T3NOMO, Gl athyltox. Zirrhose | AFP, CEA A AFP, KL-1

3 |61m A AFP, KL-1

5 |53 m|TINOMO, GII |RO [Hep. B, Zirrhose |AFP, Ca19-9 |PLP |AFP,KL-1
™ |Ca19-9

7 |[41w|T3NOMO,GI |RO |Hep.B KMP |Ca19-9, C 54-0, KL-1
PLP |KL-1

13|62 m| TANOMO Hep. B A KL-1

athyltox. Zirrhose

18|53 m Hep. C, Zirrhose A KL-1

21|51 m|T2NOMO, GI Hep. C, Zirrhose KMP |-
A KL-1
A KL-1

33 (39 m|T4NOMO, GII |RO |fibrolamellar AFP KMP |KL-1
PLP |Cal19-9, KL-1
™ AFP, KL-1

4320w [T3N1IM1 RO |fibrolamellar KMP |-
™ KL-1

49|50 m|{T3NOMO, GI |RO |Hep.B A KL-1

athyltox. Zirrhose

5863 m|T4ANOMZ, GlIl |R1 |Hep. A PLP |KL-1
™ Ra 96, Ca 19-9, KL-1
N Ca19-9, KL-1

Tab. 1. Patienten mit hepatozellularem Karzinom. Dargestellt wurden die Patientennummer, Alter,
Geschlecht (m/w), das TNM-Sadium und Grading zum Zeitpunkt der Operation, die Resektabilitat (R),
eventuelle Zusatzdiagnosen, die Tumormarker im Serum sowie die positiv reagierenden Antikorper (mAk
positiv) in den einzelnen unter suchten Aufbereitungen (Mat.).
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Die Antikorperprofile der einzelnen Patienten waren wie folgt: In 29 % der Fille (2/7) lag
eine komplette Ubereinstimmung der Marker in allen Aufbereitungen vor. Bei diesen Patien-
ten waren sowohl das Knochenmark als auch Aszites-, Lavage- und Tumorprobe nicht mit den
verwendeten Markern anfarbbar (Pat. Nr. 21 und 43). Von dem Pat. Nr. 21 stand nach 10
Wochen eine weitere Aszitesprobe zur Verfiigung, die ebenfalls negativ war. Dieses Ergebnis
stand mit der klinischen und histopathologischen Einschitzung eines noch nicht generalisier-
ten Tumorleidens (T, N, M, G I) im Einklang. Bei 2 anderen Patienten konnte in allen
verfliigharen Aufbereitungen Tumoreinzelzellen detektiert werden, jedoch mit unterschiedli-
chen Tumormarkern (Pat. Nr. 5 und 33). In zwei weiteren Fallen war eine Aufbereitung (jeweils
die Lavage) negativ, wahrend Knochenmark bzw. Tumorgewebe mit den Markern reagierte
(Pat. Nr. 7 und 58).

Von 4 Patienten mit abgelaufener Hepatitis B waren in zwei Fillen die Materialien mit
Tumormarkern anfarbbar. Die Aufbereitungen der beiden HCV-positiven Fille waren fiir alle

verwendeten Tumormarker negativ.

2.4. Lebermetastasen

Es konnten Materialien von 19 Patienten mit Lebermetastasen untersucht werden.
Hierbei wurden je 16 Knochenmark- und Lavage-Aufbereitungen, 10 Tumorgewebe und
einmal ein an den Tumor grenzendes Gewebe ausgetestet.

In 58 % der Fille (11/19 Patienten) reagierte mindestens eine der Aufbereitungen mit den
verwendeten Antikérpern. Die Knochenmark-Aufbereitungen waren zu 44 % (7/16), die
Peritoneallavagen in 37 % (6/16) positiv fiir einen oder mehrere Antikérper (Abb. 12). Die
untersuchten Tumorgewebe waren in jedem Fall positiv fiir einen oder mehrere Antikorper.

Die Antikorper farbten die einzelnen Materialarten in folgender Haufigkeit: Im Knochen-
mark reagierte am haufigsten der Zytokeratinmarker KL-1; 31 % (5/16) der Préparate waren
hiermit anfarbbar. Von den Tumormarkern reagierte nur Ca 19-9; dieser war in 31 % (3/16) der
Proben nachweisbar. Die Lavagen wurden zu 21 % durch Ca 19-9 angefarbt (3/14), in 14 % der
Falle reagierte C1 P83 (2/14) und einmal C 54-0. Jede Probe war jeweils nur fiir einen Marker
positiv. Die untersuchten Tumorgewebe waren in jedem Fall positiv fiir einen oder mehrere
Antikorper. In 80 % der Fille (8/10) wurden sie sowohl von Ca 19-9 als auch von C1 P83
angefarbt, in 40 % der Falle (4/10) zusétzlich von C 54-0. Ra 96 farbte 30 % der Gewebe, AFP
und 17-1A reagierten jeweils in 20 % der Fille. Ein histologisch als Normalgewebe klassifizier-
tes Leberresektat, das an eine Lebermetastase angrenzte, war auch in derimmunzytochemischen
Farbung negativ. Ca 19-9 farbte alle Materialien am haufigsten. C1 P83 reagierte in Tumor-
geweben ebenso haufig wie Ca 19-9, jedoch starker in der Farbintensitat.

Von 7 Patienten standen Lavage, Knochenmark und Tumorgewebe zur Verfiigung. In 71

% der Falle (5/7) war auBBer dem Tumor eine weitere Aufbereitung positiv. Bei diesen Patienten
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war in 60 % (3/5) der Falle die Aufbereitung mit dem gleichen Antikorper wie das Tumorgewebe
anfarbbar (Pat. Nr. 28, 29, 44). Der Primédrtumor war in zwei Fallen ein Sigmakarzinom,
einmal ein Zékumkarzinom. Im Serum von zwei Patienten war Ca 19-9 bzw. CEA erhoht; mit
diesen Antikérpern waren auch die Materialien immunzytochemisch anférbbar.

In einem Fall (Pat. Nr. 25) reagierten alle Materialien mit dem Marker Ca 19-9, der auch
im Serum des Patienten erhoht war. Der Primértumor dieser Lebermetastase war ein
mittelgradig differenziertes Kolonkarzinom im Stadium T, N, M, das makroskopisch und
mikroskopisch ohne verbleibendes Tumorgewebe reseziert worden war (R-Resektion). Die
Lebermetastasen traten 6 Monate nach der vermeintlich kurativen Operation auf.

In einem weiteren Fall waren Lavage und Knochenmark nicht mit den Markern anférbbar
(Pat Nr. 40).

Bei 7 weiteren Patienten konnten Lavage und Knochenmark untersucht werden. In 43 %
der Falle (3/7) war eine Aufbereitung anfarbbar. In 2 dieser Fille war das Knochenmark
negativ bei positiver Lavage (Pat. Nr. 6 und 34) und in einem Fall war die Lavage negativ bei
positivem Knochenmark. (Pat. Nr. 23). Bei 4 Patienten reagierten beide Aufbereitungen nicht
mit den verwendeten Markern (Pat. Nr. 22, 24, 50 und 56). Die Patienten ohne detektierbare
Tumoreinzelzellen im Knochenmark bei positiver Lavage (Pat. Nr. 6, 28, 34 und 44) befanden

sich im Tumorstadium T3NOM0’ die Primirtumoren waren mittelgradig differenziert (G II). Es

mAK positiv
0, -
0% . Lavage und Knochenmark
[] Lavage 614
40% - 5/14 . Knochenmark 6/16
30% -
3/16 3/16
20% -
2/14
2/16
0 -
10% 1/16
0/16 0/140/160/16 0/140/160/16 0/1. ng 0/140/16 0/16 n
0% - Ve o v gl Vo o g
Ca19-9 C1P83 Ra 96 17-1A C 54-0 AFP KL-1
Antikorper

Abb. 12: Detektionsrate von Tumoreinzelzellen in den einzelnen Aufbereitungen bei Patienten mit
L ebermetastasen gastrointestinaler Tumoren; aufgeschliisselt nach Antikdrpern. Ng: nicht gewertet -
KL-1inder Peritoneallavage, C 54-0im Knochenmark. Die Zahlen Uber den Balken geben die absolute
Zahl der Proben wieder.
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lag fiir drei Patienten eine Tumormarkerserologie vor, in der Ca 19-9 und CEA erh6ht waren.
Die Patienten mit Tumoreinzelzellen im Knochenmark bei negativer Lavage (Pat. Nr. 23, 29,
32 und 59) hatten zum Operationszeitpunkt ein Tumorstadium T, oder T,, in zwei Fillen lag
eine Metastasierung in die Lymphknoten bzw. Fernmetastasen vor. Die Tumoren waren

mittelgradig differenziert. Im Serum war bei zwei Patienten der Tumormarker CEA erhéht.

Patient |Grad.Res.|Primartumor |Marker i.S/Mat. mAk positiv

6 |53 m|Gll RO |Rektumkarzinom KMP |-
Hep. C PLP |Cal19-9, KL-1
22 |66 w |Gl RO |Rektumkarzinom|CEA KMP |-
PLP |KL-1
23 |68w |Gl RO |Kolonkarzinom |CEA KMP |Ca 19-9
PLP |KL-1
24 {60 m|Gll R2 |Rektumkarzinom|CEA KMP |-
PLP |KL-1
25 |50 m|Gll RO |Kolonkarzinom |Ca 19-9 KMP |Ca 19-9, KL-1

PLP |Cal9-9, KL-1

™ C1P83, Ca 19-9, C54-0, KL-1
28 72w |Gl RO |Zo6ekumkarzinum|Ca 19-9, CEA |KMP |-
PLP |Cal19-9, KL-1

™ |alle
29 ({73 m|Gll RO | Sigmakarzinom KMP | C54-0, KL-1

PLP |KL-1

™ |C1P83, Ca 19-9, C54-0, KL-1, AFP
31 |65w |GlI RO |Sigmakarzinom |CEA T™ |C1P83, Ca 19-9, KL-1
32 |49 w |Gl RO |Hypernephrom KMP |C54-0, KL-1

PLP |KL-1

™ |[Cal19-9, KL-1
34 |77 w |Gl RO [Sigmakarzinom |Ca 19-9 KMP |-

PLP |C1P83, KL-1
39 (48w |Gl RO |Sigmakarzinom |Ca 19-9 KMP |KL-1
40 |52 m|Gll RO |Kolonkarzinom KMP |C 54-0

PLP |KL-1

™ |C1P83, Ca 19-9, KL-1
42 | 71w |Gl RO |Kolonkarzinom KMP |KL-1

™ |Ra96, C1P83, Ca 19-9, KL-1
44 |60 m|GlI RO [Sigmakarzinom |CEA KMP |-

PLP |C1P83, KL-1

™ |Ra96, C1P83, Ca 19-9, KL-1
47 |59 w |Gl R1 PLP |KL-1

TM | C1P83, Ca 19-9, C54-0, 17-1A, KL-1
50 |59 m|Gll R2 |Magenkarzinom KMP |-

PLP |KL-1
52 |56 m|Gll unbekannt PLP |C54-0, KL-1
56 (63w |Gl RO |Sigmakarzinom KMP |-

PLP |KL-1
59 |63 w |GlI RO |Sigmakarzinom |CEA KMP |Ca 19-9, KL-1

PLP |KL-1

™ |C1P83, KL-1

N KL-1

Tab. 2: Patienten mit Lebermetastasen gastrointestinaler Karzinome. Dargestellt wurden die
Patientennummer, Alter, Geschlecht (m/w), Grading und Resektabilitét (R) zum Zeitpunkt der
Primaroperation, der Priméartumor, die Tumormarker im Serum sowie die positiv reagierenden Antikor per
(mAKk positiv) in den einzelnen unter suchten Aufbereitungen (Mat.).
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2.5. Klatskin-Tumoren

Insgesamt wurden 5 Patienten mit einem Klatskin-Tumor untersucht; bei allen wurde eine
Peritoneallavage und eine Knochenmarkaspiration durchgefiihrt. In 2 Fillen konnte auch
Tumorgewebe ausgetestet werden. In 60 % der Fille (3/5 Patienten) waren alle Aufbereitungen
mit einem oder mehreren Tumormarkern anfarbbar. Bei 80 % der Patienten (4/5) reagierte
mindestens eine Aufbereitung mit mindestens einem Tumormarker.

Die einzelnen Aufbereitungen waren durch folgende Marker anfarbbar: Die positiven
Knochenmarkproben (80 %, 4/5 Proben) reagierten samtlich mit Ca-19-9; 60% der Aufberei-
tungen (3/5) waren zusétzlich KL-1 positiv und in 40 % reagierte aullerdem der Marker AFP.
Die positiven Lavagen (60 %, 3/5 Patienten) waren sdmtlich mit Ca 19-9 anfiarbbar. In einem
Fall reagierten aullerdem AFP, 17-1A und C 54-0 (Abb. 16). Die beiden untersuchten
Tumorgewebe waren durch Ca 19-9 und Ra 96 anfiarbbar, C1 P83 farbte zusatzlich einen der

Tumoren an. Insgesamt war Ca 19-9 bei 60 % der Patienten (3/5) positiv in sdmtlichen

Aufbereitungen.
\ ay X
o ® 1
/ Sy i
“'t\ r’ a
. > Ve b |
- ) » y
# H ='L 4 - L\? ' 5
= - Wl o &
. 2 ¥ o 4 <
= L a A hod S\ = &
- ‘ i | LA \_J
e =
i ¥ - -
YOy ¢ 9
: 10200 ¢ s etet W)
@ v 4 :
3 g 0@ % .

Abb. 13: Kulturzellen der Peritonallavage eines Abb. 14: Knochenmark-Préparat desselben

Patienten mit Klatskin-Tumor. Die Tumorzellen Patienten mit Klatskin-Tumor. Die Tumor-
sind mit Ca 19-9 anféarbbar. zellen sind mit KL-1 anfarbbar.
.'a. ™ = .y » P - l-.' -
e ST e et o . »
o SRR T ) SRR I X
LGS
5“ 70,2500 % v '? 1‘: .-:.t ("" "
: :’:_ A mape < “:- o \I, V. . n
':, Yo o oY% av e PLAL ﬂ ‘
o ‘0.0 :: ot ¥ ,:“9 - ‘l' o-= .
prEiLas B O eage
a Fk‘ -y K A ] .
|' .a‘-. F 5 ¢ ‘v"‘ n“’ “‘!‘ » -‘-'
LA ™ Lol 8 ar # v,
" n‘f- . A : ) b 4 ‘
MM =T Y Saefo, st oLl g —
Abb. 15A: Peritoneallavage-Praparat des- Abb. 15B: Préparat 15A in Vergrolerung. Zu
selben Patienten mit Klatskin-Tumor. Die sehen ist eine mit Ca 19-9 geférbte Tumorzelle

Tumorzellen sind mit Ca 19-9 anféarbbar. in der Peritoneallavage.



Bei 60 % der Patienten (3/5) farbte derselbe Marker jeweils alle verfiigharen Materialien.
In zwei Fillen waren Lavage, Knochenmark und Tumor mit Ca 19-9 anfarbbar (Pat. Nr. 11 und

19), in einem Fall waren Knochenmark und Lavage positiv fiir AFP (Pat. Nr. 15). Fiir den

C. Ergebnisse

mAK positiv
100% -

4/5 4/5

75% -

50% -

250 - 1/5

0/5 0/5  0/5 0/50/5
0% - =
Ca19-9 C1pP83 Ra 96

. Lavage und Knochenmark

D Lavage

. Knochenmark

3/5
2/5 2/5
1/5 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5
0/5 ng n
KL-1

17-1A C54-0 AFP

Antikérper

Abb. 16: Detektionsrate von Tumoreinzelzellen in den einzelnen Aufbereitungen bel Patienten mit
Klatskintumoren; aufgeschliisselt nach Antikorpern. Ng: nicht gewertet - KL-1 in der Peritoneallavage,

C 54-0 im Knochenmark. Die Zahlen Uber den Balken geben die absolute Zahl der Proben wieder.

Patient | TNM, G Res.Begleitdgn.

Marker i.S/Mat.

mAK positiv

11 |62 w |T4N2M1, GIl |R2 |é&thyltox. Zirrhose

15 |66 w

19 |62 m|T3N1IM1, GII |RO |é&thyltox. Zirrhose

41 |62 m|{T2NOMO, GII |R1

57 |56 m|T2N1IM1, GIl |RO |Hep. A

Ca19-9 KMP
KMK
PLP
PLK
™
KMP
PLP
KMP
PLP
™
Ca19-9 KMP
PLP
Ca19-9 KMP
PLP

Ca19-9, KL-1

KL-1, AFP

Ca19-9, KL-1

KL-1, Ca19-9

Ra 96, Ca 19-9, KL-1
Ca19-9, C 54-0, KL-1, AFP
C 54-0, 17-1A, KL-1, AFP
Ca 19-9, C 54-0, AFP
Ca19-9, KL-1

Ra 96, C1P83, Ca 19-9, KL-1

KL-1
Ca19-9
KL-1

Tab. 3: Patienten mit Klatskin-Tumoren. Dargestellt wurden die Patientennummer, Alter, Geschlecht
(m/w), das TNM-Sadium und Grading zum Zeitpunkt der Operation, die Resektabilitét (R), eventuelle
Zusatzdiagnosen, die Tumormarker im Serum sowie die positiv reagierenden Antikdrper (mAK positiv) in
den einzelnen untersuchten Aufbereitungen (Mat.).
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letztgenannten Patienten lagen keine klinischen Angaben vor. Die Patienten mit Ca19-9-
positiven Aufbereitungen (Pat. Nr. 11 und 19) befanden sich in fortgeschrittenen Tumor-
stadien (T;bzw. T,) mit Lymphknoten- und Fernmetastasen. Beide Tumoren waren mittelgradig
differenziert, in einem Fall war der Marker Ca 19-9 im Serum stark erhoht. Aus der Lavage
und dem Knochenmark von Pat. Nr. 11 gelang jeweils die Anziichtung einer Zellkultur. Die
Kulturzellen der Peritoneallavage lielen sich wie die originale Aufbereitung mit Ca 19-9
anfiarben. Die Kulturzellen des Knochenmarks waren wie die Aufbereitung der Knochenmark-

zellen des Patienten positiv fiir KL.-1 (Pat. Nr. 11, Abb. 13 - 15B).

2.6. Gallenblasenkarzinome

Insgesamt wurden 4 Patienten untersucht. Es wurden 3 Knochenmarkaufbereitungen, 4
Peritoneallavagen und 2 Tumorgewebe ausgetestet. Bei 75 % der Patienten (3/4) war minde-
stens eine Aufbereitung mit mindestens einem Tumormarker anfarbbar. Im Knochenmark
war in 2 von 3 Fillen eine Anfirbung mit C 54-0 moglich; es reagierte kein weiterer
Tumormarker. Die Lavagen waren zu 75 % positiv (3/4). Jedesmal war eine Anfarbung mit Ca
19-9 moglich, in 2 Fillen zusétzlich mit C 54-0, in einem weiteren Fall war au3erdem C1 P83
positiv (Abb. 17). Die beiden Tumorgewebe waren mit C1 P83, Ca 19-9, C 54-0 und 17-1A

anfiarbbar; je einmal waren aul3erdem Ra 96 und AFP positiv.

mAK positiv
80%-
s . Lavage und Knochenmark
213 D Lavage
60%- . Knochenmark
2/4
40%-
1/3 1
1/4
20%-
0/3 0/3  0/3 /3 0/3 0/4 0/3 ng 0/3 0/4 0/3 0/3 ng 0/3
0%- P Voo g A ey A A
Ca19-9 C1P83 Ra 96 17-1A C 54-0 AFP KL-1
Antikorper

Abb. 17: Detektionsrate von Tumoreinzelzellen in den einzelnen Aufbereitungen bei Patienten mit
Gallenblasentumoren; aufgeschliisselt nach Antikorpern. Ng: nicht gewertet - KL-1 in der
Peritoneallavage, C 54-0 im Knochenmark. Die Zahlen tber den Balken geben die absolute Zahl der
Proben wieder.
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Der Antikérper C 54-0 farbte alle Materialien gleichméflig gut, aber mit schwacher
Farbintensivitédt. Tumorfarbungen gelangen mit allen verwendeten Antikérpern, besonders
intensiv mit Ca 19-9 und C1 P83.

Eine Ubereinstimmung des Antikérperprofils war bei allen drei Patienten zu verzeichnen,
von denen mehrere Aufbereitungen ausgetestet werden konnten. Bei beiden Patienten mit C
54-0-positivem Knochenmark (Pat. Nr. 20 und 37) war auch die Peritoneallavage positiv fiir
mehrere Tumormarker, darunter einmal C 54-0. Bei denselben beiden Patienten fand sich das
Tumorgewebe mit C 54-0 anfiarbbar. Das Tumorleiden war bei diesen Patienten fortgeschrit-
ten, nach der TNM-Klassifikation in den Stadien T, N, M, (Pat. Nr. 20) und T, N; M, (Pat. Nr.
37). Die Tumoren waren mittelgradig bis gering differenziert (G II und G III) und konnten nur
palliativ operiert werden. In beiden Fallen waren die Serumwerte fiir Ca 19-9 erhoht.

In einem weiteren Fall waren Knochenmark und Lavage negativ. Bei diesem Patienten
(Pat.Nr. 45) mit dem Tumorstadium T, N, M, lag eine makroskopisch sichtbare Metastasierung

vor, der Tumor war niedrig differenziert (G III).

Patient| TNM, G Res|/Marker i.S|Mat. mAk positiv
10|77 m|T4ANIM1, GII |R2 PLP |Ca19-9, C54 -0, KL-1
20|69 w | T4N2M1, GlII |[R2 |Ca 19-9 KMP |C 54-0

PLP |C1P83, Ca 19-9, C54 -0, KL-1

T™™ | C1P83, Ca 19-9, C54 -0, 17-1A, KL-1, AFP
3772w [T2NOM1, Gl Ca19-9 KMP |C 54-0

PLP |Cal19-9, KL-1

T™™ |Ra96, C1P83, Ca 19-9, C54 -0, 17-1A, KL-1
45|54 w |T3N1IM1, GII  |R2 KMP |-
PLP |KL-1

Tab. 4: Patienten mit Gallenblasenkarzinomen. Dargestellt wurden die Patientennummer, Alter,
Geschlecht (m/w), das TNM-Stadium und Grading zum Zeitpunkt der Operation, die Resektabilitat (R),
eventuelle Zusatzdiagnosen, die Tumormarker im Serum sowie die positiv reagierenden Antikorper (mAk
positiv) in den einzelnen untersuchten Aufbereitungen (Mat.).
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3. Kontrollgruppe

Insgesamt 19 Patienten, die nicht an einer Patient |[Diagnose Material
malignen Erkrankung litten, dienten als 2 |58m I:eber2|rrhose , A
4 |52 w |&thyltox. Leberzirrhose |A
Kontrollgruppe. Von 7 Patienten konnte Aszites 12 |45 m|&hyltox. Leberzirrhose |A
. 14 |51 w |Leberzirrhose bei PBC (A
h .
untersucht werden; die Grunderkrankung war 17 |65 m | athyltox. Leberzirrhose |A
in 6 Fillen eine dthyltoxische Leberzirrhose und 26 |58 m|Leberzirrhose bei Hep. C |A
.. . . . e . 46 | 4 athyltox. L irrh A
bei einem Patienten eine primére bilidre Zirrho- 6 |48 m athyltox. Leberzirrhose
se. Eine Knochenmarkaspiration (8 Proben) und/ 8 |44w |Achaasie PLP
. .. 9 |46 m|Ulkus duodeni PLP
oder Peritoneallavage (11 Proben) wurde bei ins- 16 |51 m| L eberzyste PP
gesamt 12 Patienten durchgefiihrt, die sich auf- 27 |26 m|Morbus Hodgkin PLP
. . 1. . 30 |65 w | Sigmastenose KMP,PLP
grund nicht maligner Krankheitsbilder einer 35 | 25w |Angina abdominalis KMP.PLP
Laparotomie unterzogen. Die Austestung mit 36 {49 w | Stuhlinkontinenz KMP,PLP
. . 38 |66 w | Leberabzel KMP
Tumormarkern ergab in den Aszitesproben und 48 | 47 m| chronische Pankreatits |KMPPLP
in den Peritoneallavagen Positivitdt fiir KL-1. 51 |50 m|Ulkus duodeni KMP,PLP
L . . 53 54 w | Hypersplenismus KMP,PLP
Alle anderen Antikérper waren negativ. Die 55 |40 w | Sigmastenose KMPPLP

Knochenmarkaufbereitungen wurden durch kei-
Tab. 5: Kontrollgruppe. Dargestellt wurden die

Patientennummer, Alter, Geschlecht (m/w), die
1 war ebenfalls negativ. Erkrankung und die untersuchten Aufbereitungen.

nen Tumormarker angefarbt, der Antikorper KL-



D. Diskussion

D. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob bei Patienten mit priméren und sekun-
daren Lebertumoren sowie Gallenblasenkarzinomen mittels immunzytochemischer Techni-
ken der Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark, in der Peritonealhdhle und
im Aszites moglich ist.

Bei verschiedenen Malignomen des Gastrointestinaltraktes ist bereits ein solcher Nach-
weis gefuhrt worden, so fur das Magen-, Kolon-und Pankreaskarzinom, wobei jeweils eine
Korrelation mit dem TNM-System, der Tumordifferenzierung und der Rezidiv-
wahrscheinlichkeit bestand (Lindemannetal. 1992; Braunetal. 1995; Broll et al. 1996; Schott
et al. 1998).

Bisher liegen keine Untersuchungen fur Tumoren der Leber sowie der Gallenblase und
Gallenwege vor. Die hohe Rezidivrate der Tumoren nach vermeintlich kurativer Resektion lalt
vermuten, dal bei diesen Malignomen bereits zum Zeitpunkt der Operation eine
Mikrometastasierung vorlag, die mit der konventionellen praoperativen Diagnostik nicht
erfal3t wird.

Far den Nachweis von Tumoreinzelzellen besitzt die Immunzytochemie im Vergleich mit
anderen Verfahren, z.B. der histomorphologischen und fluoreszenzmikroskopischen Untersu-
chung, eine weitaus héhere Sensitivitat. In Knochenmarkaufbereitungen mit einer definierten
Anzahl von Tumorzellen war immunzytochemisch in einer Verdinnung von 0,00025 %
Tumorzellen pro Lésung ein Zellnachweis méglich, wahrend die histomorphologische Unter-
suchung bis zu einer Verdiinnung von 0,05 % und der fluoreszenzaktivierte Zell-Sorter nur bis
zur Verdunnung von 1 % Tumorzellen nachweisen konnte (Molinoet al. 1991).

In dieser Arbeit wurde eine immunzytochemische Methode angewendet, die die von
Gerdes, Chess und Hajdu 1985 entwickelte Technik modifiziert. Mit diesem Verfahren war es
in der vorliegenden Arbeit moglich, eine Tumorzelle unter 2,5x1¢ gesunden Zellen zu
detektieren. Der Zellverlust infolge der Aufarbeitung der Materialien lag in der vorliegenden
Arbeit bei durchschnittlich 15 %.

Zur Anfarbung der Praparate wurde die indirekte Immunperoxidase-Methode gewéhlt.
Um eine stérende Hintergrundfarbung zu vermeiden, mufd vorher eine Blockung der endoge-
nen Peroxidase erfolgen. In dieser Arbeit wurde mit 0,3 %igem HO, eine ausreichende
Blockungerreicht, sodaR in den Zytospinpraparaten und Kryostatschnitten keine Hintergrund-
farbung auftrat. Die Tumorantigene waren in Verdinnungsreihen stabil gegen das
Blockungsreagenz Methanol/Wasserstoffperoxid, eine Anfarbung war auch mit hochverdinnten
monoklonalen Antikdrpern moéglich (Stritzel 1994).

Durch die Verwendung von sechs mAk (Ca 19-9, C1 P83, 17-1A, C 54-0, Ra 96, AFP) gegen

tumorassoziierte Antigene und dem Zytokeratin-Antikdrper KL-1 im Knochenmark wurde der
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Antigenheterogenitat der Tumoren Rechnung getragen. Da die meisten Antikdrper jeweils nur
fur bestimmte Tumorsubpopulationen spezifisch sind, sollte mit diesem Spektrum von mehre-
ren Antikérpern die Sensitivitdt der Untersuchung erhéht werden. Dies wird durch die
Ergebnisse von Studien an Zellkulturen sowie an Magen-, Kolon- und Pankreaskarzinomen
bestatigt (Watanabe et al. 1990; Werner et al. 1992; Juhl et al. 1994a).

Bei der Verwendung von verschiedenen mAk zur Detektion von Tumorzellen in unter-
schiedlichen Kompartimenten muf3 die Mdéglichkeit einer unspezifischen Reaktion der Anti-
korper, insbesondere ihre Bindung an mesotheliale Zellen, in Betracht gezogen werden
(LUttges et al. 1988). Der Zytokeratinmarker KL-1 bindet mit groRer Spezifitat an epitheliale
Zellen und wurde bei der Austestung der Peritoneallavagen und Aszitesaufbereitungen nicht
verwendet, weil die Peritonealhdhle Mesothelzellen enthélt, die epithelialen Ursprungs sind.
In anderen Studien wurde eine Kreuzreaktivitdt des Tumormarkers C 54-0 mit einer
Subpopulation lymphatischer Zellen des Knochenmarks gezeigt (Schmiegelet al. 1985; Juhl
et al. 1994a). Deshalb wurde dieser Antikdrper in der vorliegenden Arbeit nicht in die
Auswertung der Knochenmarkpraparate einbezogen, um falsch positive Ergebnisse zu vermei-
den.

Da samtliche Negativkontrollen aller Aufbereitungen (Peritoneallavage, Knochenmark,
Aszites) durch die mAKk nicht angefarbt wurden, wahrend die als Positivkontrollen bei jeder
Farbung mitgefuhrten Tumorzellinien COLO 357 und HepG 2 gute Anfarbbarkeit zeigten,
wurden die in dieser Studie anfarbbaren Zellen als Tumorzellen interpretiert.

Es wurden 39 Patienten mit Malignomen der Leber und Gallenblase sowie 19 Patienten
mit nichtmalignen Erkrankungen untersucht. Insgesamt konnten bei 59 % der Patienten mit
Malignomen in mindestens einer Aufbereitung Tumoreinzelzellen nachgewiesen werden.
Damit ist die Detektionsrate fir mikrometastatische Einzelzellen bei diesen Tumoren unge-
fahr ebenso hoch wie bei gastrointestinalen Malignomen, bei denen in bis zu 77 % zum
Zeitpunkt der Primaroperation eine Tumorzellaussaat in die Peritonealhéhle und/oder in das
Knochenmark nachweisbar war (Brollet al. 1996).

Bei 80 % der mit kurativer Zielsetzung operierten Patienten (R-Resektion) waren
Tumoreinzelzellen in der Peritonealhdhle und/oder im Knochenmark nachweisbar. Damit ist
die Detektionsrate von mikrometastatischen Einzelzellen bei hepatobilidren Karzinomen in
der vorliegenden Arbeit hoher als die in der Literatur fur radikal operierte Patienten mit
gastrointestinalen Karzinomen beschriebenen, bei denen in bis zu 48 % der Falle Tumorzellen
in der Peritonealhdhle und in bis zu 34 % im Knochenmark detektierbar waren. In diesen
Studien konnte zudem gezeigt werden, dall das Vorhandensein dieser Zellen bei Patienten
ohne klinische Zeichen einer Metastasierung ein Indikator fr eine folgende Metastasierung
ist (Schlimok et al. 1991; Lindemann et al. 1992; Braun et al. 1995; Schott et al. 1998). Dies

zeigt, dal? mitder Immunzytochemie bereits dann eine Generalisierung der Tumorerkrankung
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nachweisbar ist, wenn nach klinischen Gesichtspunkten noch von einer kurativen chirurgi-
schen Therapie ausgegangen wird.

In der vorliegenden Arbeit konnte bei 63 % der Patienten mit nicht mehr vollstandig
resektablen Tumoren (R;- und R,-Resektion) Tumoreinzelzellen in der Lavage und/oder im
Knochenmark nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu der klinischen
Beobachtung, daR bei Patienten, deren Tumorerkrankung so weit fortgeschritten ist, daf eine
vollstandige Entfernung nicht mehr moglich ist, die Wahrscheinlichkeit einer Metastasierung
grofRer ist als bei radikal resezierbaren Malignomen. In der vorliegenden Arbeit konnte dies
eventuell aufgrund der geringen Patientenzahl nicht bestétigt werden. In gréReren Studien
Uber die Mikrometastasierung von Magen-, Kolon- und Pankreaskarzinomen wurde der
Zusammenhang zwischen einer héheren Detektionsrate an Mikrometastasen und einer nicht
mehr kurativ méglichen Resektion belegt (Lindemann 1992; Juhlet al. 1995).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Korrelation der Detektionsrate von Tumor-
einzelzellen mit der Einteilung der Tumoren nach dem TNM-System festgestellt werden. So
wurde in der Gruppe der Malignome im Stadium 1V in 64 % der Falle eine Tumorzellaussaat
in mindestens einer Aufbereitung nachgewiesen und in 66 % der Patienten mit Tumoren im
Stadium I11. Bei den weniger fortgeschrittenen Erkrankungen im TNM-Stadium Il war keine
Aufbereitung mit den monoklonalen Antikérpern anfarbbar. Dies entspricht den Ergebnissen
anderer Studien, die bei anderen Malignomen ebenfalls eine steigende Rate der
Tumorzelldetektion mit zunehmender Ausbreitung der Erkrankung, standardisiert im TNM-
System, fanden (Schlimoketal. 1991; Lindemannetal. 1992; Juhletal. 1995; Broll et al. 1996).

In der Gruppe der gut differenzierten Malignome konnte in 60 % der Falle eine
Generalisierung der Tumorerkrankung nachgewiesen werden, bei den mittelgradig differen-
zierten Tumorenin 76 %. In der Gruppe der niedrig differenzierten Malignome waren bei einem
von drei Patienten Tumoreinzelzellen detektierbar. Mdglicherweise erfolgt mit zunehmender
Entdifferenzierung die Expression tumorassoziierter Antigene nicht mehr in gleichem Mal3e
wie bei gut differenzierten Malignomzellen. In einer Studie Uber die immunzytochemische
Farbung hepatozellularer Karzinome belegten auch Brumm etal. eine geringere Anfarbbarkeit

entdifferenzierter Tumoren mit AFP gegentber gut differenzierten HCC (Brumm et al. 1989).

In der vorliegenden Arbeit war insgesamt eine annahernd gleiche Detektionsrate von
Tumoreinzelzellen in den Lavagen und in den Knochenmarkproben zu beobachten. Sie betrug
in den Peritoneallavagen 48 % und in den Knochenmarkaufbereitungen 46 %. Auch fur das
Pankreaskarzinomisteine gleiche Inzidenz von Tumorzellenin diesen beiden Kompartimenten
beschrieben worden (Juhl et al. 1994b). Bei Magen- und kolorektalen Karzinomen ist dagegen
eine haufigere Tumorzellaussaat in die Peritonealhéhle als in das Knochenmark beobachtet

worden (Juhl et al. 1995). Die Ergebnisse dieser und der vorliegenden Arbeit unterstiitzen
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damit die klinischen Befunde bei diesen Patienten. So ist das relativ hdufige Vorhandensein
von metastatischen Einzelzellen hepatobiliarer Tumoren im Knochenmark Ausdruck der
fruhen hamatogenen Metastasierung dieser Malignome - auch wenn makroskopische Knochen-
metastasen bei diesen Tumoren selten auftreten - und ein Grund fur die schlechte Prognose.
Der haufigere Nachweis von Tumoreinzelzellen im Peritoneum bei gastrointestinalen Tumo-
ren entspricht dem klinischen Befund einer bevorzugten Metastasierung dieser Malignome in
die Bauchhdhle (Haring u. Zilch 1992).

In der vorliegenden Arbeit war eine anndhernd gleiche Detektionsrate von Tumor-
einzelzellen in den Lavagen und in den Knochenmarkproben bei den Patienten mit HCC und
Lebermetastasen gastrointestinaler Tumoren zu beobachten. Eine peritoneale Aussaat findet
bei diesen Tumoren spater statt als bei Gallenblasen- und Klatskintumoren, was die relativ
niedrige Anzahl positiver Lavagen (43 %) bei HCC und Lebermetastasen im Vergleich zu denen
bei Gallenblasen-und Klatskintumoren erklart. Hier waren in 78 % der Falle in den Lavagen
Tumorzellen nachweisbar; in 50 % der Falle konnte auch eine Dissemination in das Knochen-
mark festgestellt werden. Dies ist eine Bestatigung der klinischen Beobachtung, daR in der
Mehrzahl der Falle bei diesen Tumoren bereits zum Zeitpunkt der Priméaroperation eine
Generalisierung der Erkrankung vorliegt, die auch bei radikal operierten Patienten verant-
wortlich fur rasche Rezidive und die infauste Prognose ist (Dirschetal. 1991; Terblanche 1994).

Immunzytologische und laborchemische Untersuchungen des Aszites von HCC-Patienten
sind in der Literatur selten beschrieben. Zytologische Aszitesuntersuchungen haben diesen
Tumor oft nur als Randgruppe mit geringen Fallzahlen beriicksichtigt. Dies widerspiegelt zum
einen ein allgemeines Problem in der Diagnostik zellarmer Flussigkeiten. Es werden relativ
grolle Flussigkeitsmengen bendtigt, um eine ausreichende Anzahl von Zellen zu erfassen.
Zudem liegt eine Schwierigkeit in der Aszites-Beurteilung bei Malignomen des
Gastrointestinaltraktes und insbesondere beim HCC darin, daflf auch Entziindungen oder eine
Leberzirrhose eine starke mesotheliale Reaktion mit malignitatsverdachtigen Zellen hervor-
rufen konnen (LUttgeset al. 1988; Klar u. Lenz 1991; Dirschet al. 1991). In der vorliegenden
Arbeit wurde von 6 Patienten mit einem HCC eine immunzytologische Austestung des Aszites
vorgenommen. Die Ergebnisse der Aszitesaustestung entsprachen bei der Halfte der Patienten
der klinischen Einschatzung der Erkrankung (eine negative Probe und zwei mit dem Antikor-
per AFP anfarbbare Proben). Mit 50 % liegt die immunzytologische Detektionsrate von
Tumoreinzelzellen fur diese kleine Patientengruppe sehr hoch, zumal keine zytologischen
Vorbefunde vorlagen. In der Literatur werden fir immunzytologische Austestungen mit
monoklonalen Antikérpern nur teilweise eindeutige differentialdiagnostische Ergebnisse
beschrieben. Bei zytologisch als positiv befundeten ErguR3flissigkeiten von 35 Tumorpatienten
fanden Littges et al. in 100 % eine Reaktion des monoklonalen Epithelantikérpers HEA 125

und in 80 % eine Anfarbbarkeit mit KL-1. Die Angaben fUr positive Reaktionen des Antikorpers
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CEA variieren zwischen 5 % fur den polyklonalen und 60 % fur den monoklonalen mono-
spezifischen Antikorper (Luttges et al. 1988). Fur die zytologische und laborchemische
Aszitesdiagnostik liegen ahnliche Angaben vor. So fanden Colli et al. malignitéatsverdachtige
zytologische Befunde in 12 % der Proben. Die laborchemische Untersuchung erwies sich als
sensitiver; in 30 % fand sich ein erhéhter Fibronektin-Spiegel und bei allen Patienten mit
einem erhéhten Serum-AFP war dieses auch im Aszites in hdheren Konzentrationen zu finden
(Colli et al. 1993). Die Rate positiver Asziteszytologien bei bekanntem Malignom wird in
Abhangigkeitvom Primartumor mit 36 - 96 % angegeben (Sears u. Hajdu 1987). Die Ergebnisse
in der Literatur und in der vorliegenden Arbeit belegen, daR die differentialdiagnostische
Beurteilung von Aszites durch den Einsatz monoklonaler Antikdrper erleichtert werden kann.
Um die Vitalitat der nachgewiesenen Tumorzellen zu uUberprifen, wurde von allen
Lavagen, Knochenmarkproben und Aszitespunktaten Zellkulturen angelegt. Es gelang in
34 % der Falle (25/74 Proben), vitale Zellen anzuziichten. Aus den Knochenmarkpréparaten
lieRen sich deutlich haufiger Zellen anziichten (53 % der Félle, 15/28) als aus den Lavagen (17
%, 5/29). Die Zellkulturen wurden lichtmikroskopisch und immunzytologisch untersucht. Bis
auf eine Ausnahme, in der die Anziichtung einer Tumorzellinie aus der Lavage eines metasta-
sierten Klatskintumors gelang, war in allen Kulturen ein ausgepragtes Wachstum von
Fibroblasten zu beobachten. Auch andere Untersucher bestdtigen das Uberwiegend
fibroblastische Wachstum von Epithelzellinien unter Kulturbedingungen mit einer entspre-
chenden immunzytologischen Reaktion mit dem Zytoskelett-Marker Vimentin (Frankeet al.
1979; Ramaekerset al. 1983; Osborn u. Weber 1983; Stritzel 1994), zuséatzlich zur Expression
des urspringlichen Markers Zytokeratin (KL-1) fur das Zytoskelett epithelialer Zellen. Die
Ursache flr diese temporare Koexpression von zwei Zytoskelett-Markern in Zellkulturen ist
bisher ungeklart; es wird vermutet, daf? es sich lediglich um eine physiologische Adaptation an
das Wachstum in vitro handelt (evtl. durch den Ausfall hormoneller Wachstumskontrollen
oder durch den Wegfall bestimmter Zellschichten induziert) und nicht durch gesteigerte Mitose
oder durch neoplastische Transformation bedingt ist. In der vorliegenden Arbeit reagierte der
Zytokeratin-Marker KL-1 mitallen Kulturen aus Peritoneallavagen und Aszites; dies war eine
erwartete Markierung des Zytoskeletts der von epithelialen Zellen stammenden Kulturzellen.
In den Knochenmarkkulturen war keine Anfarbung mit dem Zytokeratinmarker KL-1 még-
lich, obwohl dieser Marker in den Zytospinpréaparaten der Knochenmarkproben der sensitivste
Antikoérper fur epitheliale Tumoreinzelzellen war. Auch mit den Ubrigen verwendeten
Tumormarkern war in keiner Kultur eine Anfarbung von Zellen méglich. Dies kdnnte auf eine
Antigendrift und/oder Antigenshift zurtckzufthren sein, die unter Zellkulturbedingungen
stattfinden kénnen. Deshalb sollte eine Auswertung der Ergebnisse von Zellkulturen unter

dem Vorbehalt betrachtet werden, daB in vitro-Beobachtungen nur begrenzte Rickschlisse
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auf die Wachstumskinetik und das Malignitatspotential der Zellen in vivo zulassen (Osborn
und Weber 1983).

Werden die Ergebnisse dieser Arbeit nach den verwendeten monoklonalen Antikdrpern
aufgeschlisselt, farbte der Zytokeratinmarker KL-1 in den Knochenmarkaufbereitungen am
haufigsten Einzelzellen an. Fur die Knochenmarkaufbereitungen von Patienten mit einem
HCC oder mit Lebermetastasen erwies er sich als sensitivster Marker, bei den Klatskin-
Tumoren war er nach Ca 19-9 am haufigsten positiv. Ein Grund fur die haufige Positivitat von
KL-1 ist die groRere Reaktionsbreite, die dieser Antikorper als ein Zytoskelett-Marker im
Vergleich zu den anderen in dieser Arbeit verwendeten Tumormarkern aufweist. DaR es sich
bei den mit KL-1 angefarbten Knochenmarkzellen um mikrometastatische Zellen handelt,
wird dadurch unterstrichen, daf3 in jedem dieser Falle in der gleichen Knochenmarkprobe
zusatzlich einer der verwendeten Tumormarker reagierte und/oder in einer weiteren Aufberei-
tung dieses Patienten Tumoreinzelzellen nachweisbar waren. Die klinische Relevanz dieser
Ergebnisse wird durch Studien an anderen Malignomen unterstrichen. So konnte Schlimok in
20% der Knochenmarkproben von Patienten mit kolorektalen, Magen- und Mammakarzinomen
mit monoklonalen Zytokeratinantikérpern anfarben und belegte einen Zusammenhang zwi-
schen positiven Knochenmarkproben und klinischem Stadium der Erkrankung sowie der
Rezidivhaufigkeit (Schlimoket al. 1987; Schlimoket al. 1991). Auch beim Pankreaskarzinom
wurde fuir diesen Marker eine hohe Sensitivitat fir den Nachweis von Tumoreinzelzellen im
Knochenmark festgestellt (Juhl et al. 1994b).

Obgleich in der vorliegenden Arbeit keine Anfarbung der Knochenmarkproben der
Kontrollgruppe mit dem Antikérper C 54-0 auftrat, wurde dieser Tumormarker nicht in die
Auswertung der Knochenmarkproben einbezogen, da in der Literatur Kreuzreaktionen des
Antikdrpers mit lymphopoetischen Zellen des Knochenmarks beschrieben wurden (Juhlet al.
1994b).

Die Peritoneallavagen wurden weitaus am haufigsten von Ca 19-9, C 54-0 und C1P83
gefarbt. Dies wurde in anderen Arbeiten ebenfalls festgestellt und bestatigt die Rolle von Ca
19-9 und CEA als wichtigste Tumormarker fir gastrointestinale Malignome (Kawaharaet al.
1986).

Eine Ubereinstimmung des Antikérpermusters in den Aufbereitungen der Lavagen und/
oder des Knochenmarks mit dem des zugehorigen Tumorgewebes war in 86 % (12/14) der Falle
gegeben, in denen mindestens eine der Aufbereitungen positiv war. Dadurch wird unter-
strichen, daf es sich bei den angefarbten Einzelzellen in den Lavagen und Knochenmark-

proben um Absiedlungen des Primartumors handelt.

Die biologische Signifikanz von Mikrometastasenzellen ist immer noch nicht geklart. So

werden zwar bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen in einem hohen Prozentsatz Tumor-
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einzelzellen im Knochenmark gefunden, deren Nachweis ein unabhéngiger Vorhersagewert
far eine makrometastatische Fernmetastasierung ist; trotzdem sind Knochenmetastasen bei
diesen Karzinomen eher selten (Lindemannet al. 1992). Eine Begriindung sind moglicherwei-
se ungunstigere Wachstumsbedingungen fiir diese Tumoreinzelzellen im Knochenmark, so
dal? das Auswachsen zu Makrometastasen eher in anderen Kompartimenten erfolgt. Der
Nachweisvon Tumoreinzelzellenim Knochenmark ist dann nur als Ausdruck der hamatogenen
Metastasierung des Primartumors aufzufassen. Eine weitere Erklarung ist, dal sich die
Mikrometastasen in einem Ruhestadium befinden und das Potential zur Bildung klinisch
detektierbarer Makrometastasen wahrend der Lebenszeit des Patienten nicht erreichen. Eine
Bestatigung diese sogenannten dormancy-Hypothese wurde durch Pantel et al. gegeben. Sie
haben nachgewiesen, dal Tumorzellen im Knochenmark von Patienten mit gastrointestinalen
Malignomen sich in der G,-Phase befinden und mit Proliferationsmarkern meist nicht
anfarbbar sind. Auf diesen Tumorzellen war zugleich aber der Nachweis einer Expression des
erb B,-Onkogens mdglich, das mit einem aggressiven Tumorwachstum assoziiert ist. Dies
belegt das maligne Potential der Tumoreinzelzellen, auch wenn sie im Ruhestadium verhar-
ren. Klinisches Korrelat dieser These kdnnte das Auftreten von Metastasen auch Jahre nach
einer kurativen Operation des Tumorleidens sein, wie es beispielsweise bei Mammakarzinomen
zu beobachten ist (Pantel et al. 1993).

Mit der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dafl bereits zum Zeitpunkt der
Primaroperation von Tumoren der Leber und Gallenblase Tumoreinzelzellen in der
Peritonealhéhle und im Knochenmark feststellbar sind. Fiir die Uberpriifung der prognosti-
schen Relevanz der Ergebnisse dieser Arbeit werden Nachuntersuchungen der Patienten
erfolgen.

Eine Bestéatigung der immunzytochemischen Ergebnisse dieser und anderer Arbeiten
wurde durch die Etablierung neuer Verfahren gebracht. Die Anwendung der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) ermdglicht es ebenfalls, eine frilhe Tumordissemination spezifisch und
sehr sensitiv zu erkennen. So gelang es, bei Patienten mit gastrointestinalen Karzinomen
durch den Nachweis von CEA-mRNA unter 10’ Zellen eine Tumorzelle zu detektieren (Gerhard
et al. 1994). Bei Patienten mit hepatozelluldren Karzinomen wiesen Carr et al. mittels PCR
Albumin-mRNA im peripheren Blut nach. Da die Albumin-mRNA leberspezifisch ist und
normalerweise keine Hepatozyten im peripheren Blut zu finden sind, wurde daraus geschlos-
sen, daB es sich bei den detektierten Zellen um metastatische Zellen der Lebermalignome
handelte. Sie waren bei 94 % der getesteten Patienten mit einem HCC zu finden, wéhrend im
Kontrollkollektiv keine Albumin-mRNA im peripheren Blut nachweisbar war. Nach einer
Lebertransplantation sanken bei allen HCC-Patienten bis auf zwei Ausnahmen die Albumin-
MRNA-Spiegel; beide Patienten mit weiterhin erhéhten Spiegeln entwickelten innerhalb

kurzer Zeit ein Tumorrezidiv im Transplantat (Carr u. Kar 1991). Mori et al. konnten CEA-
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MRNA im peripheren Blut von Patienten mit gastrointestinalen Karzinomen mittels Reverse
Transkriptase - PCR (RT-PCR) detektieren und fanden eine Korrelation der Positivitat mit
dem Tumorstadium (Morietal. 1996). Eine Weiterfuhrung dieser Methode ist die Immunobead-
PCR-Technik. Hier binden magnetische monoklonale Antikérper an die tumorassoziierten
Antigene. Die so markierten Tumorzellen werden anschliefend durch die PCR nachgewiesen
(Hardingham et al. 1993).

Uberpriifungen dieser wenig invasiven Methoden des Tumorzellnachweises stehen fiir
grol3e Patientenkollektive noch aus. Die bisherigen Ergebnisse bestatigen jedoch die Resultate
der immunzytochemischen Untersuchungen auch der vorliegenden Arbeit, dafk gastrointestinale
Karzinome ebenso wie Mamma-Karzinome als systemische Erkrankung betrachtet werden
mussen (Mori et al. 1996). Dies kénnte fur die Erstellung von Therapiekonzepten fur maligne
Tumoren groRe Bedeutung erlangen. So kénnten beispielsweise bei einem Patienten mit
nachgewiesener Mikrometastasierungdie Heilungsaussichten durch eine frihzeitige adjuvante
Therapie verbessert werden oder die Indikationsstellung zu einer Lebertransplantation mit
nachfolgender Immunsuppression bei vorliegender Tumorzelldisseminierung tGberprift wer-
den. Somitware eine stadiengerechte individuelle Therapie der Erkrankung méglich (Burkhardt
1980).

Es bleibt zu hoffen, dal mit den vorgestellten Methoden eine friithere Diagnostik und
stadiengerechte Therapie von Malignomerkrankungen mdglich wird und die Prognose dieser

Patienten verbessert werden kann.
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E. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde unter Verwendung einer immunzytochemischen Metho-
de untersucht, ob bei Patienten mit hepatobilidren Tumoren oder Lebermetastasen
gastrointestinaler Malignome bereits zum Operationszeitpunkt eine Tumorzelldissemination
in die Bauchhohle oder das Knochenmark vorlag. Um der Antigenheterogenitat der Tumoren
Rechnung zu tragen, wurden sieben monoklonale Antikdrper gegen tumorassoziierte Antigene
und Zytokeratin (Ra 96, C1P83, Cal9-9, C 54-0, 17-1A, KL-1, AFP) verwendet. Mit diesen
Markern wurden Peritoneallavagen, Knochenmark- und Aszitesproben auf das Vorhanden-
sein von Tumoreinzelzellen getestet sowie Tumorgewebe gefarbt.

Metastatische Einzelzellen stellen ein besonderes Problem in der Tumordiagnostik dar.
Sie sind mit der konventionellen praoperativen Diagnostik nicht feststellbar, zeichnen aber fur
Lokalrezidive und Fernmetastasen trotz vermeintlich kurativer Operation verantwortlich.
FuUr einige Tumoren (Mammakarzinom, Pankreaskarzinom und kolorektales Karzinom)
konnte eine Korrelation der Einzelzelldissemination mit dem Stadium und der Prognose der
Erkrankung gezeigt werden.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten priméaren Malignome (hepatozellulare Karzi-
nome, Klatskintumoren und Gallenblasenkarzinome) sind durch eine sehr schlechte Prognose
gekennzeichnet. Dies beruht auf einem spéaten Diagnosezeitpunkt, zu dem eine vollstandige
operative Entfernung des Tumors meist nicht mehr méglich ist und auf der zeitlich begrenzten
Wirksamkeit adjuvanter Therapieverfahren. Die sehr frihe Generalisierung der Erkrankung
als Ursache dieser schlechten Prognose ist Inhalt der vorliegenden Arbeit.

Es wurden bei 59 % der untersuchten Patienten Tumoreinzelzellen in mindestens einer
Aufbereitung gefunden, wobei ein Zusammenhang der Detektionsrate mit dem TNM-Stadium
bestand. Die monoklonalen Antikérper gegen Ca 19-9 und CEA farbten am haufigsten
Tumoreinzelzellen in den Peritoneallavagen an, was die Bedeutung dieser tumorassoziierten
Antigene als wichtigste Tumormarker gastrointestinaler Tumoren unterstreicht. Im Knochen-
mark war der Zytokeratinmarker Kl-1 am sensitivsten. Diese Ergebnisse der immun—
zytochemischen Austestung der Peritoneallavage und des Knochenmarkes von Patienten mit
hepatobiliaren Karzinomen entsprechen den Befunden bei anderen gastrointestinalen Tumo-
ren. Sollten Nachsorgeuntersuchungen bestatigen, dall dem Nachweis disseminierter Einzel-
zellen prognostische Relevanz zukommt, kénnte mit Hilfe der Immunzytochemie die individu-
elle Therapieplanung fur die Patienten mit hepatobilidren Tumoren verbessert werden, indem
beispielsweise frihzeitig die Indikation fur adjuvante Therapieverfahren gestellt wird oder

einer Leberteilresektion der Vorzug gegentber einer Lebertransplantation gegeben wird.
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