Aus der Urologischen Klinik und Poliklinik, Grof3hadern
der Ludwig-Maximilians-Universitét M Unchen

ehemaliger Vorstand: Prof. Dr. med. Dr. h. c. mult. A. Hofstetter
jetziger Vorstand: Prof. Dr. med. Ch. Stief

Prognostische Bedeutung des immunzytochemischen Nachweises disseminierter
Tumor zellen im Knochenmark von Patienten mit Nierenzellkarzinom - Endauswertung
der prospektiven Studie

DISSERTATION
Zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultét der
Ludwig-Maximilians-Universitét zu Minchen

Vorgelegt von
InesKotter
aus Minchen
2004



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat
der Universitét Minchen

Berichterstatter: Prof. Dr. med. Dr. h. c. mult. A. Hofstetter

Mitberichterstatter: PD Dr. med. |. Funke
PD Dr. med. M. Kretzler
Prof. Dr. med. D. Holz€l
Prof. Dr. med. B. Gerber

Mitbetreuung durch die
promovierten Mitarbeiter: Dr. med. R. Oberneder
Dr. med. A. Buchner

Dekan: Prof. Dr. med. Dr. h. c. K. Peter

Tag der mundlichen Prifung: 27.05.2004



Inhaltsverzeichnis Seite |

Inhaltsver zeichnis
O A N RS TS 1
2. MATERIAL UND METHODEN......ci ottt 3
P I = = 01 o 1O 3
2.2. Datenerhebung und DOKUMENELION. ..........cocueiiiiieieree e 3
2.3. TUMOrnNachsorge / FOIHOW-UP.........coiiriieeee e e e e e 4
2.4. KNochenmarkpunktioNEN...........coeierieriienienie e et 5
240, GOWINNUNG. ...cueetereeenteeeesteesteseesreessesseesseeseesseessessesseesseeneesseessesnsesseessesnsesses 5
2.4.2. Analyse des Knochenmarkaspirates............ccovveeereenienieenieene e 6
2.5. StatistisChe MEtNOUEN.........cceiieee e 7
2.6. Beschreibung des Patientenkol | EKLIVES............cooviieiieii i 8
2.6.1. GESAMKOIEKLIV. ..ot 8
2.6.2. Untergruppen des GesamtKolleKtIVES............coveriieeiiici e 8
BT I A | [ SRS 8
2.6.2.2. GESCHIECHL......ciiticieciiceee et 8
2.6.2.3. Tumorstadium ( TNMG-KIassifikation ).........ccccoerverernencnniesieeenne 8
2.6.2.4. OperatioNSVErfaren...... ..o 10
S . ERGEBNISSE ... .ottt st e e e ra e e e ra e enee s 11
3.1. KnochenmarkDefunde............ooo e 11
G 01 0 L (= PRSP 12
T B €= o = o | PSS 12
3.1.3. TUMOrKIESSITIKALION........eeiieieieiesiee et 12
3.1.4. OperatioNSVerfaren..........c.ooeeiieii s 14
G BT = 1011117 o (RSO 15
A o | [ 1 o PSP 18
32,1 UDBISICNL. ...ttt ettt en e 18

3.2.2. Tumorprogression und Alter / Geschlecht............ccoeierieneenenciseeeeeee 20



Inhaltsverzeichnis Seite |1

3.2.3. Tumorprogression und TNG-StadiUm..........ccccceverienienieenene e 21

3.2.4. Tumorprogression und Operationsverfahren............cccocceevnenenienciscenens 23

3.2.5. Tumorprogression und Laborparameter.............ccoveevereeneninneeneseee e 24

3.2.6. Tumorprogression und Knochenmarkbefund.............cccocooveininiinnnnninne. 26

3.2.7. MUtIVArTate ANBIYSE......ccueeeiiieieee et 29

4. DISKUSSION. ..ottt s testestessesseeseeseeeensensessesbesseasessenneenenns 30
I = 1< 01 TSRS 30
4.2. Knochenmarkpunktion und immunzytochemische Methode.............ccoccoovninnennee. 30
4.3. Prognostische Relevanz der untersuchten Parameter...........ccccevvevceeveecceecinecinenns 33
4.3.1. Alter und GESChIECHL. ......c..eieieiiee e 33

4.3.2. Tumorstadium und Differenzierungsgrad..........cccceeeeeeneenenieeseeneese e 33

4.3.3. OperatioNSVErfareN...........cooiiiiie e 34

G I = o 0= = 0= (= RO 35

4.3.5. KNochenmarkergebniSSe..........coieerierieiierieeee e 37

5. ZUSAMMENFASSUNG.......ooiiiiiesiese sttt sttt nee e s ssesnesnesseeneens 42
B. ABKURZUNGEN ..ottt ettt tes sttt es sttt en st s sttt esensssesesas e 44
7. LITERATURVERZEICHNIS......ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseesesseessssesessssssessssssssnsssaneses 45
8. ANHANG . ...ttt be et e e e et ese et e ntesaeebenreenenneeneas 50
8.1. DOKUMENLEL ONSDOGEN. .....euveueeiieiiesiee e eeesiee e see st e see e sreebe e e b eesseessessesneenseas 50
8.2. DANKSAGUNG. ... ceuveeueerteeieeitesteesteeieesteesteseesseestesseesbeeeesseesseenseaseesseesseensesseesseensesneesees 53

oI I = o< 015 = U | TR 54



Einleitung Site 1

1. EINLEITUNG

Das Nierenzellkarzinom stellt mit 3% aller bosartigen Tumoren das dritthaufigste Malignom
des Erwachsenen dar, wobei jéhrlich 9 von 100000 Einwohnern in Deutschland neu er-
kranken. Die Inzidenz ist in den vergangenen Jahren steigend und das Verhdtnis von
Méannern zu Frauen betragt in etwa 2:1. Der Haufigkeitsgipfel liegt im 50. bis 70. Lebengjahr.

Durch die Mdglichkeit von Ultraschalluntersuchungen und Computertomographie werden
Nierenzellkarzinome zunehmend in frihen Stadien entdeckt [42; 58], so dal3 ca. 60 % der Be-
troffenen gehellt werden kénnen. Die Standardtherapie stellt die radikale Tumornephrektomie
einschliefdich ipsilateraler Adrenalektomie und regionaler Lymphadenektomie dar, wobei
aufgrund friher entdeckter Tumorstadien auch organerhaltende Operationsverfahren an Be-
deutung gewinnen.

Die mittlere 5-Jahrestiberlebensrate bel Patienten mit lokal auf die Niere begrenzten Tumoren
betragt 86%, be Infilration der Fettkapsel (64%), der Venen (41%) oder der Lymphknoten
(N1:18%, N2: 20%, N3: 0%) sinkt die Uberlebensrate allerdings drastisch ab [49].

20% der Patienten haben bereits bei Diagnosestellung Fernmetastasen mit entsprechend
schlechter Prognose [56]. Die bevorzugten Metastasierungsorte sind Lunge (55-61%),
Lymphknoten (26-34%), Leber (20-33%), Skelett (22-32%), Nebenniere (19%), kontrala-
terale Niere (11%) und Gehirn (3-6%).

Zur Charakterisierung des Progressions- bzw. Metastasierungsriskos von Nierenzell-
karzinomen werden das primére Ausmald der Erkrankung (T-Stadium), der Lymphknoten-
status (N-Stadium), die Fernmetastasierung (M-Stadium) und die Differenzierung des Tumors
(G-Stadium) herangezogen [49].

Neben diesen gangigen Prognosefaktoren hat man in den letzten Jahren versucht, neue zu eta-
blieren. Das Ziel hierbel ist es, eine zusédtzliche Aussage Uber die Progressions- bzw.
Metastasierungswahrscheinlichkeit treffen zu kdnnen und somit Risikogruppen zu identi-
fizieren.

Besonderes Augenmerk sollte hier auf die Gruppe der radikal operierten Patienten ohne
Fernmetastasen gerichtet werden, die zwar in kurativer Absicht behandelt wurden, bei denen
jedoch bereits zum Zeitpunkt der Operation eine okkulte ,minima residuale Erkrankung*
vorlag. Disseminierte Tumorzellen konnen im Knochenmark der Patienten detektiert werden
und fuhren maglicherweise im weiteren Verlauf zu einem Krankheitsrezidiv [35].

Da die frihe okkulte Disseminierung durch die gangigen diagnostischen Untersuchungsver-
fahren (Ultraschall, Computertomographie, konventionelles Rontgen, Skelettszintigraphie,
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M agnetresonanztomographie) nicht erkennbar ist, wurden Verfahren entwickelt, disseminierte
Tumorzellen immunzytochemisch mit Hilfe von monoklonalen Antikdrpern im Knochenmark
von Patienten nachzuweisen. Auch bel anderen urologischen Tumoren wie dem Prostata
karzinom und dem Urothelkarzinom, sowie bel verschiedenen Tumorentitdten (Mamma,
Bronchia-, Kolon- und Rektum-, Magen-, Pankreaskarzinom und Plattenepithelkarzinome im
HNO- Bereich) ist der Nachweis dieser Tumorzellen Gegenstand laufender Untersuchungen
[33].

Ziel dieser Studie war es, die prognostische Bedeutung und die Eignung zytokeratinhaltiger
Zellen im Knochenmark von Patienten mit Nierenzellkarzinom as Zielzellen einer adjuvanten
Therapie prospektiv zu evaluieren.

Bel nachgewiesenem hohen Risiko eines Rezidivs wére der adjuvante Einsatz der bereits in
der Behandlung des metastasierten Nierenzellkarzinoms eingesetzten Immunchemotherapie
mit Zytokinen (alpha-Interferon, IL-2) und Chemotherapeutika (5-Fluoruracil, Vinblastin) in
unterschiedlichen Kombinationen denkbar. Von Vortell wéare die zu diesem Zeitpunkt meist
geringe Tumorlast und der gute Allgemeinzustand des Patienten. Unter Immunchemotherapie
koénnen nach neuesten Verdffentlichungen Remissionsraten von bis zu 30% erreicht werden
und bei etwa 30% der Patienten tritt eine Stabilisierung der Erkrankung ein [1; 25].
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Patienten

Die Studie umfaldte Patienten, die seit Mai 1990 bis Juli 1998 in der urologischen Klinik
Grofshadern eine Tumornephrektomie erhielten.

Diese Patienten wurden im Rahmen einer prospektiven Studie zur Prifung der prognostischen
Bedeutung zytokeratinhaltiger Tumorzellen im Knochenmark von Patienten mit Nierenzell-

karzinom knochenmarkpunktiert.

Einschlufkriterien:
- Histopathologisch gesichertes Nierenzellkarzinom, T1-4, N+/-, MO, G1-3
- RO- Resektion

- Einverstandniserkldrung zu einer Knochenmarkpunktion

AusschluZkriterien:

- Patienten mit bereits zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bestehenden Fernmetastasen
(M1)

- Patienten mit mikroskopischem (R1) oder makroskopischem (R2) Residualtumor

- Patienten mit Zweitmalignomen, die entweder bereits préoperativ bekannt waren, oder im
Rahmen der Nachbeobachtungszeit in Erscheinung traten.

2.2. Datener hebung und Dokumentation

Die Patienten wurden konsekutiv von Mai 1990 bis Juli 1998 fur die Studie rekrutiert. Die
Erfassung der Patientendaten erfolgte teils prospektiv, teils aus den Patientenakten. Fir die
vorliegende Auswertung relevant waren:
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- Name, Geburtsdatum und Anschrift des Patienten

- Name und Anschrift des behandelnden Hausarztes bzw. Urologen

- Operationszeitpunkt

- Operationsverfahren

- Histologie mit postoperativer, histopathologischer Tumorklassifikation (TNM- Stadium)

- Differenzierungsgrad (G-Stadium) des Tumors

- Angaben Uber Residualtumor (R- Stadium)

- Ergebnis der Knochenmarkpunktion (bel positivem Befund Angabe der Anzahl positiver
Zellen im Aspirat)

- Laborwerte des Patienten préoperativ (Hb, BKS, AP, LDH)

- Angaben zu einer eventuell durchgefiihrten postoperativen Nachbehandlung (Radiatio,
I mmunchemotherapie)

2.3. Tumornachsorge/ Follow- up

Nach Erhebung der Primérdaten wurden die mit der Tumornachsorge betrauten, weiterbe-
handelnden Arzte der Patienten angeschrieben, mit der Bitte einen entsprechenden
Dokumentationsbogen zuriickzusenden (siehe 8.1.). Ein Tell der Patienten konnte in der
Urologischen Poliklinik im Klinikum Grof3hadern nachuntersucht werden.

Die Tumornachsorge folgte den Empfehlungen des Tumorzentrums Miinchen und wurde bei
unauffalligem Verlauf im ersten und zweiten postoperativen Jahr vierteljahrlich, im dritten bis
funften Jahr halb- bis einjéhrig und ab dem sechsten postoperativen Jahr in jahrlichen Ab-
sténden durchgefiihrt [56]. Die Nachsorge beinhatet Anamnese, kérperliche Untersuchung,
Labor (Blutbild, BKS, Kresatinin, Elektrolyte, AP, y-GT, Urin) und eine Sonographie des Ab-
domens. In den ersten zwei Jahren sollte halbjéhrlich eine Rontgen-Thoraxaufnahme und eine
Computertomographie bzw. eine Magnetresonanztomographie des Abdomens angefertigt
werden, die im weiteren Verlauf bel unauffalligen Befunden nur noch einmal im Jahr nétig
sind. Zusatzuntersuchungen, wie beispielsweise eine erweiterte Labordiagnostik, eine
Skelettszintigraphie oder konventionelles Rontgen eines suspekten Skelettabschnittes wurden
fakultativ veranlalt.
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Zielparameter des Follow-ups waren:

- Lokalrezidive

- Anzahl, Zeitpunkt und Lokalisation eventuell aufgetretener Fernmetastasen

- Art der Behandlung vorhandener Lokalrezidive/ Metastasen (chirurgische Intervention,
Radiatio, Immunchemotherapie)

- Aktuelle Laborwerte zum Progressionszeitpunkt (Hb, BKS, AP, LDH)

- Rezidivfreies Uberleben/ Gesamtiiberleben

- Todesursache

Zur Ergénzung der Follow-up-Bdgen dienten uns Daten des Tumorregisters M iinchen, insbe-
sondere in Bezug auf das Uberleben und eventuell vorhandene Zweitmalignome der
Patienten.

Patienten mit unvollsténdigen Follow-up-Untersuchungen oder solche bei denen kein Haus-
arzt eruierbar war, wurden aus der Untersuchung ausgeschlossen. Ebenso fielen Personen mit
unbekanntem neuen Wohnort aus der Studie.

Bei der Auswertung der Follow-up-Untersuchungen wurden folgende mdégliche Zielereignisse
unterschieden:

- Tumorbedingter Tod

- Lokalrezidiv

- Lymphknotenmetastasen

- Fernmetastasen

2.4. Knochenmar kpunktion

2.4.1. Gewinnung von Knochenmarkzellen

Das Knochenmark als Detektionsort einer frihen okkulten Metastasierung bietet gegentiber

anderen Organen den Vortell der leichteren Zuganglichkeit mit geringer Invasivitét bel der
Entnahme von Knochenmarkzellen.
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Im Vergleich zu peripherem Blut stellt der Nachwels von Tumorzellen im Knochenmark
einen spéteren Zeitpunkt in der Metastasierungskaskade dar. Zudem kdnnen mit Hilfe von
Antikorpern gegen Zytokeratine epitheliale Tumorzellen leicht detektiert werden.

Die Zellen wurden préoperativ, wenn der Patient bereits in Narkose lag, aus beiden Becken-
k&mmen unter sterilen Bedingungen entnommen. Mit einer Sternal punktionskanile wurden
beide Spinae iliacae anteriores superiores punktiert und anschlief3end mit einer heparinisierten
10 ml Spritze in der Regel 5-6 ml Knochenmark pro Seite aspiriert.

2.4.2. Analyse des Knochenmarkaspirates

Mit Hilfe monoklonaler Antikorper gegen Zytokeratine lassen sich ortsfremde Tumorzellen
epithelialen Ursprungs im Knochenmark nachweisen, da Knochenmarkzellen kein Zyto-
keratin exprimieren.

Die Aufarbeitung des Knochenmarks erfolgte nach einer standardisierten Methode. Zunéchst
erfolgte die Isolierung mononukledrer Zellen mittels einer Dichtegradienten-Zentrifugation
mit Ficollscher Losung. Anschlief3end wurde die Interphase abpipettiert und mit Hilfe einer
Zytozentrifuge auf Glasobjekttrdger aufgebracht. Im Méarz 1993 wurde die Anzahl unter-
suchter mononukledrer Zellen von 4x10° auf 1x10° Zellen pro punktierte Seite erhoht. Nach
Fixation wurden die Zellen mit den entsprechenden monoklonalen Antikorpern inkubiert. An-
fangs wurde as Priméarantikorper der Antikorper CK 2 (Boehringer, Mannheim) verwendet,
der sich gegen die Zytokeratinkomponente 18 richtet. Seit Januar 1994 kam der Panzyto-
keratinantikorper A 45-B/B3 zum Einsatz. Ziel des Wechsels war die Uberlegung, durch den
A45-Antikdrper die Sensitivitét dieses immunzytochemischen Verfahrens und damit die Aus-
beute positiver Zellen im Knochenmark zu erhthen. Knochenmarkproben, die mit dem CK 2-
Antikorper inkubiert wurden, zeigten in 22% (44/203) der Félle CK-positive Zellen, bel
Verwendung des neuen Antikorpers A 45 waren 23% (19/84) CK-positiv. Im Log-Rank-Test
gab es zwischen den beiden Antikdrpern hinsichtlich des Eintretens eines Zielereignisses
(tumorbedingter Tod, Lokalrezidiv oder Fernmetastasen) keinen signifikanten Unterschied.
Die Antigen-Antikorperreaktion wurde mit Hilfe der APAAP-Methode (Alkalische Phospha-
tase-Anti-Alkalische Phosphatase-Komplex), sichtbar gemacht [7]. Tumorzellen kdnnen
anhand der Rotfarbung lichtmikroskopisch identifiziert werden.

Als Negativkontrolle (Isotypkontrolle) wurden Méause-1gG-Antikorper verwendet, denen die
Fahigkeit fehlt, an spezifische humane Antigenstrukturen zu binden. Als Positivkontrolle
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dienten Tumorzell-Linien humaner kolorektaler Karzinome, die bekanntermal3en Zytokeratin-
18 exprimieren [55].

Abb.1: Nachweis zweier rotgefarbter, Zytokeratin-positiver Zellen aus einem Knochen-
markaspirat eines Patienten mit Nierenzellkarzinom

2.5. Statistische M ethoden

Zuné&chst erfolgte die deskriptive Analyse der erhobenen Daten. Alle relevanten Erhebungs-
merkmale wurden deskriptiv tabelliert und hinsichtlich prozentualer Verteilung der patienten-
und tumorbezogenen Merkmale sowie der ermittelten Knochenmarkbefunde untersucht.

Die prognostische Aussagekraft eines positiven Knochenmarkbefundes bezlglich ver-
schiedener Zielereignisse (definiert als tumorbedingter Tod, Rezidiv oder Auftreten von Fern-
bzw. Lymphknotenmetastasen) wurde zunéchst univariat exploriert.

Die graphische Darstellung der Uberlebenskurven erfolgte in Form von Kaplan-Meier-Plots.
Zum Vergleich der Uberlebenskurven verwendeten wir den Logrank-Test.

Die prognostische Wertigkeit positiver Knochenmarkbefunde wurde multivariat anhand eines
Proportional-Hazards- Regressionsmodelles nach Cox untersucht.
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2.6. Beschreibung des Patientenkollektives

2.6.1. Gesamtkollektiv

Im Zeitraum Mai 1990 bis Juli 1998 wurde in der Urologischen Klinik, Klinikum Grof3hadern
bei insgesamt 403 Patienten mit einem Nierenzellkarzinom eine Knochenmarkpunktion vor-
genommen. Von diesen 403 Patienten hatten 69 bereits zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
Fernmetastasen. 48 Patienten hatten ein bekanntes Zweitmalignom oder entwickelten im
Verlauf der Studie einen Zweittumor. Bel 12 Patienten konnte nur eine R2-Resektion durch-
gefuhrt werden. Follow-up-Daten waren von 297 Patienten verfugbar.

Durch Anwendung der unter 2.1. aufgefuhrten Ein- und Ausschlusskriterien ergab sich ein
Gesamtkollektiv von 287 Patienten.

2.6.2. Untergruppen des Gesamtkollektives

2.6.2.1. Alter

Der Altersmedian des gesamten Patientengutes lag bei 60.48 Jahre. Der jlngste Patient war
22, der dlteste 84 Jahre alt.

2.6.2.2. Geschlecht

Von den 287 Patienten mit durchgefthrter Knochenmarkpunktion waren 176 mannlich und
111 weiblich. Somit ergab sich ein Verhdtnis Manner zu Frauen von 1.59:1.

2.6.2.3. Tumor stadium

Die Einteilung des Tumorstadiums erfolgte gemald der TNMG-Klassifikation [50].

T-Sadium:

Die folgende Tabelle zeigt die Verteilung der Patienten hinsichtlich ihrer lokalen Tumoraus-
breitung (T-Stadium):
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T 1 2 3 3a 3b 4 | Gesamt

n 39 150 4 39 51 4 287

% 14 52 1 14 18 1 100
Tab.1: Verteilung der Tumorstadien

Anmerkung: Von vier Patienten liegt keine genauere Klassifikation als pT3 vor.

N-Sadium:
Bel 10 Patienten konnte ein Befall der Lymphknoten histopathologisch gesichert und bei 274

Patienten ausgeschlossen werden. Bei 3 Patienten fehlten Angaben zum Lymphknotenstatus.

N N+ N- Nx | Gesamt

n 10 274 3 287

% 4 9% 1 100
Tab.2: Lymphknotenstatus

G-Sadium:
Der Differenzierungsgrad des Tumors wurde in finf Gruppen unterteilt: G 1, G 1-2, G 2, G
2-3, G 3. Die Aufteilung ist in Tabelle 3 dargestellt:

G Gl | Gl-2| G2 | G2-3| G3 |Gesamt

n 33 11 205 11 27 287

% 12 4 71 4 9 100
Tab. 3. Verteillung der G-Sadien
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2.6.2.4. Operationsverfahren

Die Operationsverfahren wurden unterteilt in die radikale Tumornephrektomie und organer-
haltende Verfahren:

OP-Verfahren n %
Radikale 250 | 87
Nephrektomie
Organerhaltende | 37 13
Operation

Gesamt 287 | 100

Tab.4: Verteilung der OP- Verfahren
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3. ERGEBNISSE

3.1. Knochenmar kbefunde

Bel 11% (31/287) der eingeschlossenen 287 Patienten war die Knochenmarkpunktion nicht
auswertbar. Ursachen hierfir war einerseits zu wenig Material, d.h. das Knochenmarkaspirat
enthielt zu wenig Zellen. Ein Teil der Untersuchungen musste wegen positiver Kontrollen als
nicht verwertbar aus der Studie ausgeschlossen werden. Die nicht auswertbaren
Knochenmarkpunktionen wurden bei den Berechnungen nicht berticksichtigt.

25% (63/256) der auswertbaren Patienten wiesen zum Zeitpunkt der Tumorentfernung
zytokeratinhaltige Zellen im Knochenmark auf.

75% (193/256) hatten einen negativen Knochenmarkbefund, d.h. bei ihnen konnten keine

disseminierten Tumorzellen im Knochenmarkaspirat gefunden werden.

Von den 63 Patienten mit positivem Knochenmarkbefund konnte bel 41% (26/63) je eine
zytokeratinpositive Zelle nachgewiesen werden und bei 59% (37/63) zeigte sich mehr als

eine disseminierte Tumorzelle im Punktionsmaterial (vgl. Abb.2).

28

I
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24 1
22
20 |
187
167 24%
14|

12 ¢

Anzahl der Patienten

10 1

- R

ar 5% 5% 5% 5% 5%

27 %E% 2% E%E}% 2% 2% 2% 2% 2% 2%

0 @ﬂﬁ@?ﬁ?%?a@ﬁ
2 24 27 72

Anzahl Zytokeratln-posmver Zellen

Abb. 2: Verteilung der Anzahl Zytokeratin-positiver Zellen
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3.1.1. Alter

Der Altersmedian der Patienten mit negativem Knochenmarkbefund betrug 61 Jahre, wahrend
er bel Patienten mit positivem Knochenmarkbefund bel 60 Jahren lag. Die nicht auswertbaren

Knochenmarkpunktionen wiesen einen Altersmedian von 57 Jahren auf.

3.1.2. Geschlecht

Von den Ménnern hatten 24% (38/157) und von den Frauen 25 % (25/99) Tumorzellen im
Knochenmark.

3.1.3. Tumorklassifikation
T-Sadium:

Die Aufteilung der Knochenmarkbefunde entsprechend der jewelligen Tumorgrofde geht aus
der folgenden Tabelle hervor:

T 1 2 3 3a 3b 4
ni{% | n: % | n:%|n: %| n:i%]| n %
CK® | 5 1|3 2|1 3|8 2|1 8|2 &
CK() | 28 8 |100. 75| 2 . 67 | 29 . 78 | 33 72| 1 33
Gesamt | 33 | 100 | 134 | 100 | 3 | 100 | 37 | 100 | 46 | 100 | 3 | 100

Tab.5: Knochenﬁarkbefund uhd T-Stadium'

Unterteilt man das Gesamtkollektiv in zwel Gruppen von Patienten mit T<3b und T>3b hatten
23% (48/207) der Patienten mit T<3b zytokeratinhatige Zellen im Knochenmark und 31%
(15/49) der Patienten mit T>3b CK-positive Zellen.

Anmerkung: Die Patienten mit dem Tumorstadium T3, die vom Pathologen nicht genauer
klassifiziert werden konnten, wurden in der Auswertung der Gruppe T<3b zugeordnet.
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T T<3b T>3b

n % | n i %

CK(+) |48 | 23 | 15 | 3l

CK() | 159 77 | 3 . 69

Gesamt | 207 | 100 | 49 | 100
Tab.6: Knochenmarkbefund und T-
Sadium

N-Sadium:

Von den Patienten, die bel Eintritt in die Studie keine nachweisbaren Lymphknotenmetasta-
sen aufwiesen, hatten 24% (60/246) Tumorzellen im Knochenmark, wahrend bei 30% (3/10)
mit bereits initia vorhandenem Lymphknotenbefall Tumorzellen im Knochenmark detektiert

werden konnten.

G-Sadium:
Tabelle 7 zeigt die Verteilung der Knochenmarkergebnisse nach dem Differenzierungsgrad

des Primartumors:

G Gl G1-2 G2 G2-3 G3

n i % | ni% | ni%|ni %| n i %

CK(*) | 4 13| 3 27 |41 23| 6 54| 9 | 39

CK (-) 27 18 | 8 | 73 |139: 77 | 5 | 46 | 14 ! 61

Gesamt | 31 | 100 | 11 | 100 | 180 : 100 | 11 : 100 | 23 | 100
Tab.7: Knochenmarkbefund und Differenzierungsgrad |

Unterschied man beim Differenzierungsgrad des Nierenzellkarzinoms die gut bis méaliig
differenzierten Tumoren (G<2-3) von den malig bis schlecht differenzierten Tumoren
(G>2-3), so hatten 222 Patienten einen Tumor mit G<2-3 und 34 Patienten ein G-Stadium von
G>2-3. Von den Patienten mit G<2-3 waren 22% (48/222) CK-positiv, wahrend bel den Pa-
tienten mit G>2-3 44% (15/34) CK-positiv waren:
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G<23 G=23

n % | n i %

CK(+) |48 22 | 15 | 44

CK() | 174 78 | 19 . 56

Gesamt | 222 | 100 | 34 | 100
Tab.8: Knochenmarkbefund und G-
Sadium

Esfand sich eine signifikante Assoziation (p<0.01) zwischen dem Nachweis von Tumorzellen
im Knochenmark und einem niedrigen Differenzierungsgrad (hohes G-Stadium).

Histologischer Subtyp:

Bel der Datenerhebung wurden klarzellige von nicht-klarzelligen Nierenzellkarzinomen
unterschieden. Es fand sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Nachweis von
Tumorzellen im Knochenmark und dem histologischen Subtyp (siehe Tab. 9).

klarzellig nicht-klarzellig

n % n %

CK(+) 52 27 g | 21
CK() 1w | 73 0 |7
Gesamt 192 100 38 100

Tab.9. Knochenmarkbefund und histol ogischer Subtyp |

3.1.4. Operationsverfahren

Von den Patienten, die eine radikale Tumornephrektomie erhielten, hatten 25% (55/224)
Tumorzellen im Knochenmark, bei organerhaltender Operation wiesen ebenfalls 25% (8/32)
CK-positive Zellen auf.

Die Art des OP-Verfahrens stand in keinem Zusammenhang mit dem Knochenmarkbefund.
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Radikale Tumornephrektomie | Organerhaltende Operation
n % n %
CK () 5 | 25 8 25
CK() 169 75 24 75
Gesamt 224 | 100 2 | 100

Tab.10: Knochenmarkbefund und Operationsverfahren

3.1.5. Blutwerte
Hinsichtlich der Laborparameter waren fur die Studie von besonderem Interesse die Blut-
korperchensenkungsgeschwindigkeit  (BKS), der Hamoglobinwert (Hb) und die

Enzymaktivitéten der akalischen Phosphatase (AP) und der Laktatdehydrogenase (LDH).

Blutkor per chensenkungsgeschwindigkeit:

Die Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit (BKS) entspricht der Erythrozytensedimen-
tationsrate und stellt einen unspezifischen Suchtest bei Verdacht auf entzindliche
Erkrankungen dar. AufRerdem konnen Tumorleiden, Autoimmunerkrankungen, Blutkrank-
heiten etc. mit einer stark erhohten BK'S einhergehen.

Die BKS stellt fur das Nierenzellkarzinom einen Prognosefaktor dar [56].

Die Referenzwerte des 1h-Wertes liegen bel Mannern bei ca. 15 mm/1h, bel Frauen bel ca. 20
mm/1h[19].

Bel insgesamt 96 Patienten konnten Werte fur die BKS erhoben werden. Die durchschnitt-
liche BKS bei Patienten ohne Nachweis von Tumorzellen im Knochenmark lag bel 32mm/1h,
bei Nachweis von Tumorzellen im Knochenmark war die durchschnittliche BKS 20mm/1h.
Von den Patienten mit normalen Werten fir die Blutkorperchensenkung wiesen 38% (21/55)
CK-positive Zellen im Knochenmark auf, wahrend 34% (14/41) der Patienten mit erhhter
BKS CK-positive Zellen hatten (siehe Tab.11):
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BKS erhoht | BKS normal
n : % n %

CK(® | 14 34 | 21 | =&

CK () 27 . 66 34 62

Gesamt 41 100 | 55 100

Tab. 11: KMP und BKS

Hamoglobin:

Die im Rahmen von metastasierten Tumorerkrankungen zum Teil auftretende und somit als
Prognosepapameter zu wertende Anamie war Anlal3, bei Datenerhebung und Follow-up den
Hamoglobinwert a's wichtigen Laborparameter zu erfassen. Als Normwert galt bel Méannern
ein Hb von 14 —17 g/dI, bel Frauen ein Hb von 12 —16 g/dl [19].

Der durchschnittliche Hamoglobinwert der insgesamt 221 erhobenen Werte lag bel beiden
Gruppen (CK-positiv, CK-negativ) zum Zeitpunkt der Operation bei ca.14 g/dl. Der niedrigste
Hb war 9 g/dl, der héchste 19 g/dl.

27% (47/175) der Patienten ohne Andmie und 24% (11/46) der Patienten mit Andmie hatten
zytokeratinhaltige Zellen im Knochenmark (siehe Tabelle 12):

Anamie Hb normal
n % n %
CK (+) 11 24 47 27
CK (-) 35 76 128 73
Gesamt 46 100 175 100

Tab. 12: KMP und Hb-Wert

Alkalische Phosphatase:

Eine Enzymaktivitatserhohung der alkalische Phosphatase (AP) erwartet man generell bel
einem gesteigerten Stoffwechsel innerhalb des Knochens, beispielsweise im Rahmen einer
Skelettmetastasierung. Die Normwerte liegen nach Abschluld3 des Knochenwachstums bei
Mannern unter 175 U/I, bel Frauen sind Werte bis 170 U/l physiologisch [19].
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Bei den 197 vorhandenen Werten fir die alkalische Phosphatase lag der Durchschnitt bei den
CK-negativen Patienten bel 142U/1, bei den CK-positiven Patienten bel 138U/I. Es konnte ein
Maximalwert von 1161 U/l gefunden werden.

Von den Patienten mit normaler Enzymaktivitét der alkalischen Phosphatase hatten 28%
(52/184) CK-positive Zellen und 23% (3/13) der Patienten mit erhthten AP-Werten waren
CK-positiv (siehe Tabelle 13):

AP erhoht AP normal

n . % n : %

CK(+) | 3 | 23 | 52 | 28

CK (- 10 © 77 | 1321 72

Gesamt | 13 | 100 | 184 | 100

Tab.13: KMP und AP

Laktatdehydrogenase:

Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein Enzym, das bei gesteigertem Zellumsatz und Zell-
untergang z.B. im Rahmen eines malignen Geschehens aus dem Zytoplasma der Zellen
freigesetzt wird und somit eine erhohte Aktivitdt im Serum aufweist. Eine tUber die Norm an-
steigende Aktivitdét kann ein Hinwels sein auf eine Progression bzw. ein erneutes
Aufflammen des Krankheitsgeschehens (z.B. durch eine Metastasierung).

Die obere Normgrenze fur die LDH liegt gewohnlich bei 240 U/I [19].

Bel der priméren Labordiagnostik wurde die LDH in einem Groldeil der Falle nicht mit-
bestimmt, so dal3 insgesamt 75 LDH-Werte fir die Auswertung zur Verflgung standen.

Die Werte lagen zwischen 75 und 486 U/l, der Mittelwert bei Patienten ohne Nachweis von
Tumorzellen lag bei 191 U/I, bel Patienten mit Nachweis von Tumorzellen war der Mittelwert
157 U/l. 71 der 75 bestimmten LDH-Werte zeigten eine normale Enzymaktivitét, wahrend in
4 Fédlen eine pathol ogisch gesteigerte Aktivitét vorlag.

Von den Patienten mit normaler LDH waren 27% (19/71) CK-positiv und bei den Patienten
mit erhéhter LDH konnte in keinem der Falle (0/4) ein positiver Knochenmarkbefund erhoben
werden (siehe Tabelle 14):
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LDH erhoéht |LDH normal

% | n | %

n
CK(*) | 0 | 0 | 19 2
CK () 4 | 100 | 52 @ 73

Gesamt 4 100 71 {100

Tab.14: KMP und LDH

Bel keinem der vier untersuchten Laborparameter lief3 sich eln statistisch signifikanter Zu-
sammenhang zwischen einer pathol ogischen Abweichung des jeweiligen Wertes und dem

Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark feststellen.

3.2. Follow-up

3.2.1. Ubersicht

Die maximale Nachbeobachtungszeit des Gesamtkollektivs war 114 Monate, der Median 40
Monate.

Die Vertellung der im Laufe der Studie eingetretenen Zielereignisse entsprach der vorliegen-
den Tabelle:

- Tumorbedingter Tod: 10.5 % (27/256)
- Lokarezidiv: 2.0% (5/256)
- Fernmetastasen: 11.3% (29/256)
- LK-Metastasen: 2.7% (7/256)

Tab.15: Verteilung der Zielereignisse

Tumorbedingter Tod und KMP:

22% (6/27) der am Nierenzellkarzinom verstorbenen Patienten wiesen Tumorzellen im
Knochenmark auf. 25 % (57/229) der Uberlebenden oder nicht tumorbedingt verstorbenen
Patienten waren CK-positiv.
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Lokalrezidiv und KMP:

Patienten, die im Laufe der Nachbeobachtungszeit ohne Lokalrezidiv blieben, waren in 24%
(61/251) der Félle CK-positiv; von den Patienten mit Lokalrezidiv hatten 40% (2/5) Tumor-
zellen im Knochenmark.

Fernmetastasen und KMP:

31% (9/29) der Patienten mit im Studienverlauf auftretenden Fernmetastasen hatten CK-po-
sitive Zellen im Knochenmark, wahrend 24% (54/227) der metastasenfreien Patienten CK-

positiv waren.

LK-Metastasen und KMP:

Von den Patienten mit neu diagnostizierten Lymphknotenmetastasen wiesen 29% (2/7), von
denen ohne Befall der Lymphknoten 25% (61/249) disseminierte Tumorzellen im Knochen-

mark auf.

Organ n

Lunge 13

Leber 6

Knochen 15 (davon 5 x Wirbelsaule)
Intrakraniell 7 (6 x Grofnirn, 1 x Kleinhirn)
Andere 15

Tab.16: Lokalisation der Fernmetastasen; bel insgesamt 32 Patienten mit hamatogenen
Metastasen teilweise mehrere Lokalisationen gleichzeitig

Keines der einzelnen Zielereignisse wies einen statistisch signifikanten Zusammenhang mit
dem Ergebnis der Knochenmarkuntersuchung auf.

Aufgrund relativ geringer Fallzahlen bezlglich der einzelnen Zielereignisse wurde die
Tumorprogression untersucht. Dies beinhaltet tumorbedingten Tod, Lokalrezidiv oder

Fernmetastasierung.
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3.2.2. Tumor progression und Alter / Geschlecht

Weder Alter noch Geschlecht der Patienten hatten in der Auswertung einen signifikanten Ein-
fluld auf die Prognose des Patienten hinsichtlich des Auftretens von Lokalrezidiven, Me-
tastasen oder tumorbedingtem Tod. Die 5-Jahresiberlebensraten von Personen unterschied-

lichen Alters, bzw. von Mannern und Frauen waren anndhernd identisch (siehe Tab.17).

5-JUR (%)
Alter <60 83
> 60 86
Geschlecht |m 85
w 85

Tab. 17: 5-JUR und Alter / Geschlecht
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3.2.3. Tumor progression und TNM G-Stadium

Erwartungsgemal? konnten die bereits etablierten Kriterien (TNMG-Stadien) hinsichtlich der

Prognose einer Tumorerkrankung in der vorliegenden Auswertung bestétigt werden.

Die Tumorausdehnung (T-Stadium) korrelierte mit der Wahrscheinlichkeit der Entwicklung

von Lokalrezidiven, bzw. dem Auftreten von Fernmetastasen und war im Log-Rank-Test sta-
tistisch signifikant (p<0.0001).
Das 5-Jahresiiberleben von Patienten mit T>3b betrug 55%, wahrend Patienten mit niedri-

geren Tumorstadien (T<3b) mit 92% eine wesentlich bessere Prognose aufwiesen.
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Ebenso konnte die beim Vorliegen einer Lymphknotenmetastasierung auftretende unguinsti-
gere Prognose nachgewiesen werden (p<0.0001). Patienten ohne Lymphknotenmetastasen
tiberlebten finf Jahre in 87% der Falle, hingegen verringerte sich die Uberlebenswahrschein-
lichkeit bei vorhandenen Lymphknotenmetastasen auf 25%.
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Abb. 4: Uberlebenskurve in Abhangigkeit vom Lymphknotenstatus



Ergebnisse Seite 23

Auch der Differenzierungsgrad (G-Stadium) des Tumors stellte sich in der Auswertung als
statistisch signifikant heraus (p<0.0001). Ein G-Stadium von G>2-3 reduzierte die 5-Jahres-
Uberlebensrate von 89% bel G<2-3 auf 58 %.
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Abb.5: Uberlebenskurve in Abhéngigkeit vom Differenzierungsgrad

3.2.4. Tumor progression und Oper ationsverfahren

In der Auswertung der angewendeten Operationsverfahren wurde zwischen organerhaltenden
Operationen (Tumorexzision, Heminephrektomie) und der radikalen Tumornephrektomie
unterschieden. Weder konnte im Log-Rank-Test eine statistische Signifikanz hinsichtlich der
Prognose aufgezeigt werden (p=0.25), noch wurde das 5-Jahrestiberleben durch die Art der
Operation beeinflufdt (organerhatende Operation 94% versus radikale Tumornephrektomie
84%).
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3.2.5. Tumorprogression und L abor parameter

Die BKS, der Hamoglobinwert sowie die alkalische Phosphatase erwiesen sich as signifi-
kante Prognosefaktoren beim Nierenzellkarzinom. Lediglich die LDH lief3 keine signifikante
Aussage Uber die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Tumorprogression zu.

Der Log-Rank-Test ergab folgende Werte:

Einflufd auf Prognose p-Wert
BKS signifikant p<0.01
Hb signifikant p<0.0001
AP signifikant p<0.0001
LDH nicht signifikant p=0.12

Tab.18: Einflu® der untersuchten Laborparameter auf die Prognose

5-JUR (%)
BKS Erhoht 73
Normal 95
Hb Anamie 64
Normal 91
AP Erhoht 47
Normal 90

Tab.19: 5-JUR und Blutwerte
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Die folgenden Abbildungen zeigen die Uberlebenskurven der Patienten in Abhangigkeit von

den untersuchten Laborparametern:
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Abb.8: Uberlebenskurven in Abhéngigkeit von der AP

3.2.6. Tumor progression und Knochenmarkbefund

Von alen 256 auswertbaren Patienten trat bel 12% (31/256) eines der definierten Zielereig-
nisse (tumorbedingter Tod, Lokalrezidiv oder Metastasen) ein.

Die Vertellung des Knochenmarkbefundes hinsichtlich eines eintretenden Ereignisses (in der
folgenden Tabelle dargestellt als Progression / keine Progression) entspricht Tabelle 20:

Progression Keine
Progression
n : % n : %

CK (+) 9 | 29 | 54 | 24

CK() | 22 | 71 | 171 | 76

Gesamt 31 : 100 | 225 : 100

Tab.20: KMP und Progression / Ikei ne
Progression
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Im Log-Rank-Test erwies sich der Knochenmarkbefund hinsichtlich der prognostischen Rele-
vanz as nicht signifikant (p=0.74).
Das 5-Jahresiiberleben zeigte unabhéngig vom Nachweis disseminierter Tumorzellen im
Knochenmark vergleichbare Werte.
Abbildung 9 zeigt die Uberlebenskurven der Patienten je nach dem Befund der Knochen-

markuntersuchung:
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Abb. 9: Uberlebenskurven in Abhangigkeit vom Knochenmarkbefund
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Auch bei Vergleich der Patientengruppen mit Nachweis von O oder 1 gegeniiber 2 oder
mehreren Tumorzellen im Knochenmark war im Log-Rank-Test keine statistisch signifikante
Aussage beziiglich der prognostischen Relevanz dieser Zellen moglich (p=0.77).

Patienten mit zwei oder mehreren CK-positiven Zellen hatten eine 5-Jahresiiberlebensrate von
87%, wéhrend alle Patienten mit Nachweis einer, bzw. keiner zytokeratinhaltigen Zelle ein 5-
Jahrestiberleben von 85% aufwiesen.
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3.2.7. Multivariate Analyse

Die Multivarianz-Analyse nach Cox ergab fur die TNG-Stadien und den Knochenmarkbefund

folgende Ergebnisse:
T-Stadium N-Stadium G-Stadium KMP
T<3bvsT>3b N (-) vs. N (+) G<23vs G>2-3 CK (+) vs. CK (-)
P < 0.0001 p < 0.0001 p<0.01 n.s. (p = 0.96)

Tab. 21: p-Wert und TNG-Sadien/ KMP

Somit erwiesen sich T-, N- und G-Stadium a's unabhangige prognostische Parameter.

Ein T-Stadium von T>3b erhdhte das Risiko fUr ein Ereignis (tumorbedingter Tod, Lokal-
rezidiv oder Fernmetastasen) um den Faktor 5, der Befall regiondrer Lymphknoten bei
Diagnosestellung um den Faktor 19 und ein Differenzierungsgrad von G>2-3 um den Faktor 3
(siehe Tabelle 22):

Hazard Ratio Konfidenzinter-
valle (95%)

T-Stadium 5.0 25101
N-Stadium 18.9 7.3-49.0
G-Stadium 2.8 1.3-5.9
KMP 1.0 0.5-2.3

Tab. 22: Hazard-Ratio / Konfidenzintervalle und TNG / KMP

Der Nachweis zytokeratinhaltiger Zellen im Knochenmark war in der multivariaten Analyse
nicht signifikant (p=0.96) und ist daher kein unabhangiger prognostischer Parameter beim
Nierenzellkarzinom.
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4. DISKUSSION

4.1. Patienten

In die Studie wurden nur Patienten ohne Fernmetastasen und ohne Residualtumor einge-
schlossen (T1-4, N+/-, MO, G1-3, R0). Um sicherzustellen, dal3 die nachgewiesenen
Tumorzellen nur vom Nierenzellkarzinom stammen, wurden Patienten mit bekannten oder
gpater aufgetretenen Zweitmalignomen ausgeschlossen. Ein Problem beim Vergleich unter-
schiedlicher Studien zum Nachwels der prognostischen Relevanz CK-positiver Zellen bei
verschiedenen Tumoren sind die oft heterogenen Patientengruppen hinsichtlich des Tumor-
stadiums, die stark variierenden Patientenzahlen und die unterschiedlichen
Nachbeobachtungszeitraume. Der Umfang dieser prospektiven Studie war mit insgesamt 287
Patienten im Gegensatz zu vielen anderen Studien grofd und es findet sich keine andere
Studie zum  Nierenzellkarzinom  mit  vergleichbaren  Patientenzahlen  und
Nachbeobachtungszeiten.

4.2. Knochenmar kpunktion und immunzytochemische M ethode

Da konventionelle radiol ogische Methoden zum Nachweis einer Metastasierung in frihen Er-
krankungsstadien nicht ausreichen, wurde das Knochenmark als Sekundérorgan einer mog-
lichen Metastasierung untersucht. Wie schon unter 2.4. beschrieben, eignet sich das Knochen-
mark aufgrund seiner leichten Zuganglichkeit, der geringen Invasivitat und der Uberschau-
baren Risiken bei Entnahme der Zellen hervorragend zum Nachweis disseminierter
Tumorzellen. Im Gegensatz zu Tumorzellen im Blut, die sich dort nur temporéar aufhalten,
haben Tumorzellen, die im Knochenmark zu finden sind, bereits ein Sekundarorgan erreicht
und zeigen somit oft adaptive Veranderungen [33]. Trotzdem bleibt die biologische Relevanz
dieser Zellen weiterhin unklar. Einerseits kann nach O’ Sullivan et a. [29] das praoperative
Vorhandensein disseminierter Tumorzellen im Knochenmark Hinweise auf die Fahigkeit
eines Tumors zur Metastasierung und somit auf das Vorliegen einer minimal residualen
Erkrankung geben. Andererseits kann es sich auch um ein voribergehendes Ausschwemmen
von Tumorzellen handeln, die durch das Immunsystem erkannt und eliminiert werden
kénnen. Da sich aus diesen disseminierten Tumorzellen im spéeren Verlauf eventuell
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klinisch manifeste Metastasen entwickeln kénnen, machten es sich viele Arbeitsgruppen der
unterschiedlichsten Fachrichtungen in den letzten Jahren zur Aufgabe, nach diesen Zellen zu
fahnden. Gemeinsames Zidl hierbei war, die prognostische Relevanz dieser Zellen zu Uber-
prifen, um die bereits existierenden etablierten Risikofaktoren (TNMG-Klassifikation)
moglicherweise um einen weiteren unabhéngigen Prognoseparameter erweitern zu kénnen.
AulRerdem hoffte man durch die Identifizierung einer neuen Risikogruppe das rezidivfreie
Uberleben dieser Patienten zu verbessern, indem man bel Patienten mit hohem Rezidivrisiko
frihzeitig eine adjuvante Therapie anwendet. Ziel einer adjuvanten Therapie ist nach Pantel
[35] die komplette Eradikation aller Tumorzellen vor ihrer klinischen Manifestation in Form
radiologisch fal3barer Fernmetastasen. Somit wére es winschenswert, mit Hilfe immunzyto-
chemischer Methoden eine Patientengruppe definieren zu kénnen, die am wahrscheinlichsten
von einer Therapie profitiert.

Rohr und Hegglin beschrieben 1936 erstmals den Nachweis disseminierter Tumorzellen aus
Knochenmarkaspiraten des Sternums [43]. Der Nachweis der Zellen erfolgte damals nach
morphologischen Kriterien. Die Einfuhrung monoklonaler Antikdrper in die immunzyto-
chemische Diagnostik [9; 26; 40] erbrachte grof3e Fortschritte beim Nachwels dieser
Tumorzellen, indem sie die Detektion tumorassoziierter Antigene ermoglichte.

In der vorliegenden Arbeit fanden sowohl der mAK CK2, der gegen die Zytokeratinkompo-
nente 18, als auch der mAK A45-B/B3, der gegen multiple Zytokeratinkomponenten
epithelialer Zellen (unter anderem gegen die Zytokeratinkomponenten 8, 18, 19) gerichtet ist,
Verwendung. Die durch den Wechsel des mAK CK2 auf den mAK A45-B/B3 erhoffte hthere
Ausbeute an CK-positiven Zellen konnte allerdings wie bereits in 2.4.2. beschrieben in dieser
Auswertung nicht bestétigt werden. Die Inzidenz zytokeratinpositiver Tumorzellen im
Knochenmark war bei Verwendung der beiden unterschiedlichen Antikorper vergleichbar
(24% CK(+)-Zellen mit dem mAK CK2 versus 27% CK(+)-Zellen mit dem mAK A45-B/B3)
und im Log-Rank-Test zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied hinsichtlich des
Eintretens eines Tumorprogresses (p=0.32). Im Gegensatz dazu stehen Beobachtungen von
Braun et a. [3], der in einer Anayse von 185 Knochenmarkproben von Patientinnen mit
Brustkrebs den CK2- mit dem A45-B/B3-Antikorper verglich. Die Autoren konnten mit dem
A45-B/B3-Antikorper eine grofdere Anzahl CK-positiver Zellen detektieren und konstatierten
somit eine erhohte Sengtivitdt des mAK A45-B/B3 gegeniber dem CK2-Antikorper
(p<0.0001). Auch Pantel zeigte in der Auswertung der Ergebnisse von mehr as 500 Mamma-
karzinompatientinnen, dal3 der CK2-Antikorper in nahezu der Halfte der Félle einen falsch-
negativen Befund liefert [33]. Eine mogliche Ursache hierffir kann die bei



Diskussion Seite 32

Brustkrebspatientinnen beschriebene Down-Regulation von Zytokeratin 18 sein [38; 45].
Ebenso weisen neueste Untersuchungen von Weckermann et al. [59] darauf hin, dal3 die
Down-Regulation von Zytokeratin 18 in Tumorzellen zu falsch-negativen Ergebnissen der
Knochenmarkuntersuchung fuhren, und somit fir die geringere Sensitivitét des mAK CK2
verantwortlich sein kénnte (Sensitivitét von CK2: 0.28 versus 0.55 mit A45).

Die eigenen Daten lassen keinen Hinweis auf entsprechende Mechanismen in disseminierten
Tumorzellen beim Nierenzellkarzinom zu. Die Sensitivitét und Spezifitdt des Antikorpers
stellt eine der bedeutensten Variablen beim Nachweis von Tumorzellen im Knochenmark dar,
so dal3 die Verwendung einheitlicher Antikorper die Vergleichbarkeit der unterschiedlichen

Studien deutlich verbessern wiirde.

Dal3 es sich bei den mit dem mAK gegen Zytokeratinkomponenten detektierten Zellen ein-
deutig um Zellen epithelialen Ursprungs und nicht um normale Knochenmarkzellen handelt,
belegen Untersuchungen von Schlimok und Riethmdiller et a. [46; 47]. Durch eine zusétzliche
Farbung mit CD-45, die Oberflachenantigene auf Zellen hdmatopoetischen Ursprungs nach-
weist, konnte eine falsch-positive Anfarbung normaler Zellen der Hamatopoese mit dem
CK2-Antikdrper ausgeschlossen werden. Dal3 durch die Verwendung des mAK CK2 eine
zuverlassige Markierung ortsfremder epithelialer Tumorzellen mdoglich ist, zeigten auch
Untersuchungen von Riesenberg et a. [41], die eine organspezifische Zuordnung von CK2-
markierten Prostatakarzinomzellen durch eine Doppelmarkierung der Antigene Zytokeratin
und PSA ermoglichten.

In Kontrollgruppen (Patienten mit nicht malignen Erkrankungen) fanden sich nur sehr selten
falsch-positive Befunde [28; 48; 54]. Ursachen fir falsch-negative Ergebnisse der Knochen-
markuntersuchung kénnen zum einen die grof3e Heterogenitét von Tumorzellen sein [62] und
zum anderen die bereits erwdhnte Down-Regulation von Zytokeratinen [38; 45], so dal3

eventudl vorhandene Tumorzellen nicht erfal’t werden.

Ein weiteres Problem liegt in der geringen Anzahl positiver Zellen im Knochenmark. Um in
einem Zellpool von ein bis zwei Millionen Zellen eine einzige CK-positive Tumorzelle identi-
fizieren zu konnen, ist ein Verfahren mit ausreichend hoher Sensitivitét notwendig. Unter-
suchungen von Osborne et a. [32] belegen, dal3 man mit Hilfe von monoklonaen
Antikérpern mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% eine Tumorzelle unter 10° Knochen-
markzellen detektieren kann. Zusétzliche Variabilitdt und damit Probleme in der
Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Studien zum Nachweis disseminierter Tumorzellen im
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Knochenmark von Patienten mit epithelialen Tumoren ergeben sich aul3erdem dadurch, dal3
die Anzahl der untersuchten Zellen zwischen 1.5x10° und 5x10° pro Patient variiert [12]. Um
die Sensitivitdt des Verfahrens zu optimieren und Vergleichbarkeit zu gewdahrleisten,
forderten Pantel und Riethmiiller [37] das Untersuchen von mindestens 2x10° kernhaltiger
Zellen aus mindestens zwei Knochenmarkaspiraten.

In der vorliegenden Arbeit hatte die zwischenzeitliche Erhthung der untersuchten Zellzahl
von 4x10° auf 1x10° pro punktierte Seite keinen signifikanten EinfluR auf die Ergebnisse der

Knochenmarkuntersuchung.

4.3. Prognostische Relevanz der untersuchten Parameter

4.3.1. Alter und Geschlecht

Weder Alter noch Geschlecht des Patienten liefden Rickschlusse auf den zu erwartenden
Knochenmarkbefund zu. Das durchschnittliche Alter, bzw. das Geschlecht zeigten bel Nach-
weis von Tumorzellen keinen signifikanten Unterschied gegentiber den Patienten ohne CK-
positive Zellen. Auch die Progressionswahrscheinlichkeit des Tumors war im Log-Rank-Test
von Alter und Geschlecht unbeeinfluf3t.

Ein Altersmedian von 60.48 Jahren und eine Gechlechtsvertellung von Mannern zu Frauen
von 1.59:1 deckt sich mit Literaturangaben [56].

4.3.2. Tumor stadium und Differenzierungsgrad

Sowohl das Tumorstadium (TNM-Klassifikation) as auch der Differenzierungsgrad (G1-3)
des Primartumors sind etablierte Prognoseparameter beim Nierenzellkarzinom. Dement-
sprechend konnte in der vorliegenden Auswertung deren statistische Signifikanz hinsichtlich
des Eintretens eines definierten Zielereignisses (Lokarezidiv, Fernmetastasen oder tumor-
bedingter Tod) eindeutig nachgewiesen werden. Tumorgréf3e (T-Stadium), Lymphknoten-
befall (N-Stadium) und Differenzierungsgrad (G-Stadium) erwiesen sich in der multivariaten
Analyse entsprechend géngigen Literaturangaben [56] as unabhéngige Prognosepapameter

beim Nierenzellkarzinom.
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T-Sadium:

Patienten wurden je nach der lokalen Tumorausdehnung zwel Gruppen mit T<3b und T>3b
zugeordnet. Das T-Stadium korrelierte im Log-Rank-Test hochsignifikant mit der Wahr-
scheinlichkeit des Auftretens eines Tumorprogresses (p<0.0001) und es zeigte sich eine
deutlich reduzierte 5-Jahresliberlebensrate bel Patienten mit einer Tumorausdehnung T>3b.

Die Multivarianzanalyse bestédtigte das T-Stadium as unabhangigen Prognoseparameter,
aulerdem erhohte ein Tumorstadium von T>3b die Wahrscheinlichkeit fir Lokarezidiv,

Metastasierung oder tumorbedingten Tod um den Faktor 5.

N-Sadium:

In der Multivarianzanalyse erwies sich der Befall von Lymphknotenstationen als grofiter
Risikofaktor fur das Auftreten eines Progresses (Hazard Ratio 18.9). Die deutlich un-
gunstigere Prognose bei positivem Lymphknotenstatus spiegelte sich im massiv verkiirzten 5-
Jahresiiberleben wider, auch hier korrelierten Lymphknotenstatus und Uberleben signifikant
miteinander (p<0.0001).

G-Sadium:

Zur Auswertung erfolgte die Einteilung in zwel Gruppen, G<2-3 und G>2-3. Patienten mit
schlechtem Differenzierungsgrad ihres Tumors hatten eine signifikant schlechtere Prognose
als Patienten mit hoher differenzierten Tumoren (p<0.0001). Erwartungsgemal? stellte auch
der Differenzierungsgrad einen unabhangigen Prognosefaktor dar.

4.3.3. Operationsverfahren

Durch verbesserte diagnostische Untersuchungsverfahren kommen mehr Patienten mit
Zufalsbefunden von Nierentumoren und vor Eintreten einer klinischen Symptomatik in die
Klinik. Aufgrund des somit oft weniger fortgeschrittenen Tumorstadiums er6ffnet sich die
Moglichkeit von organerhaltenden Operationsverfahren.

Uzzo und Novick [57] halten das organerhatende Operationsverfahren (Tumorenukleation,
Heminephrektomie) fur eine effektive Therapie bei Patienten mit organbegrenzten Nieren-
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zellkarzinomen. Die elektive Teilnephrektomie bel unifokalen Tumoren mit einem
Durchmesser kleiner gleich 4 cm und gesunder kontralateralen Niere weist ein Lokal-
rezidivrisiko zwischen 0% und 3% und eine tumorspezifische Uberlebensrate zwischen 90
und 100% auf. Ebenso zeigt das Langzeitfollow-up (10 Jahre) beim Vergleich der radikalen
mit der partiellen Nephrektomie vergleichbare 5-Jahresiiberlebensraten. Untersuchungen von
Hafez et a. [16] zur nierenerhaltenden Therapie bel lokal begrenzten Nierenzellkarzinomen
konnten zeigen, dass bei Tumoren mit einem Durchmesser von kleiner gleich 4 cm eine
signifikant geringere Rezidivrate und ein signifikant verbessertes Uberleben im Vergleich zu
Tumoren grof3er ads 4 cm nachweisbar waren.

Andere Autoren heben neben den exzellenten Kurz- und Langzeitergebnissen der elektiven
nierenerhaltenden Operation beziiglich des rezidivfreéien Uberlebens zusitzlich die
funktionellen Vorteile durch den Erhalt von gesundem Nierenparenchym hervor [24].

In der vorliegenden Auswertung war der Antell CK-positiver Patienten unabhangig vom ge-
wahlten Operationsverfahren in den jewelligen Untergruppen vergleichbar und es zeigte sich
kein Unterschied von Rezidiv- oder Metastasierungsrate in Abhéngigkeit vom OP-Verfahren.
Ebenso war auch das 5-Jahresiiberleben unbeeinfluf3t.

Diese Beobachtungen zeigen, daf3 eine bei organerhaltenden Verfahren mogliche Tumorzell-
verschleppung in der Langzeitanalyse nicht mit einem hoéheren Progressionsrisiko einhergeht
und somit keinen Risikofaktor fir eine schlechtere Prognose darstellt.

Zur Kléarung der Frage nach einer chirurgisch induzierten Tumorzelldissemination entnahmen
Pantel et a. [36] bel Patienten mit nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom vor und nach der
Operation Knochenmark und konnten nachweisen, daf3 es durch die Operation nicht zu
statistisch signifikanten Unterschieden in der Detektionsrate von Tumorzellen kommt.

4.3.4. Laborparameter

Von Interesse waren die BKS, der Hamoglobinwert, die LDH und die AP. All diese Para-
meter konnen Veranderungen im Rahmen einer fortgeschrittenen Tumorerkrankung
aufweisen. Abgesehen von der LDH erwiesen sich die erhobenen Werte im Log-Rank-Test
als statistisch signifikant und stellen Prognosefaktoren beim Nierenzellkarzinom dar.

Die BKS, die im Rahmen von entziindlichen oder auch tumordsen Geschehen beschleunigt
sein kann, korrelierte signifikant mit einem verkiirzten Uberleben. Eine schlechtere Prognose
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wurde durch einen erhéhten 1h-Wert fir die Blutsenkung angezeigt und wies somit auf das
Fortschreiten der Tumorerkrankung hin. Dal} eine erhdhte Blutkorperchensenkungsge-
schwindigkeit mit einem verkiirzten Uberleben einhergeht deckt sich mit Literaturangaben
[44; 51].

Die oft erst bei Patienten im metastasierten Stadium auftretende Anamie stellte einen weiteren
Indikator fur ein verklrztes Intervall bis zum Auftreten eines Progresses dar und korrelierte
stérker as die BKS mit dem Eintreten eines Zielereignisses (p<0.0001). Yasunaga et a. [63]
konnten einen Hamoglobinwert bei Mannern kleiner 12g/dl und bel Frauen kleiner 11g/dl
sowohl in der univariaten, als auch in der multivariaten Analyse als ungunstigen Prognose-
parameter bestétigen. Allerdings beinhaltete diese Studie im Gegensatz zu unseren
Untersuchungen Patienten jeglichen Tumorstadiums, dal3 heif3t auch Patienten mit Fern-
metastasen fanden Einschlul3 in diese Studie. Auch bel anderen Autoren [6; 14] wird einer
auftretenden Anamie neben klinischen Symptomen wie Gewichtsverlust oder schlechtem
Allgemeinzustand und enigen anderen ausgewéhlten Laborparametern wesentliche
prognostische Bedeutung belgemessen.

Die AP korrelierte ebenso wie eine vorhandene Andmie hoch signifikant mit einer
schlechteren Prognose (p<0.0001). Diese Beobachtungen decken sich mit der entsprechenden
Literatur [6; 14; 44; 51]. Untersuchungen von Chuang et a. [5] zur paraneoplastischen Er-
hohung der AP beim Nierenzellkarzinom umfassen 365 Patienten, bei denen keine
offensichtliche Ursache fir eine Enzymerhthung vorlag (keine Metastasen, keine Leber- oder
Knochenleiden, keine Schwangerschaft). Bei 21% der Patienten fand er eine para
neoplastische AP-Erhdhung, die jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
den Stadien zeigte. Das 5-Jahresiiberleben der Patienten mit normalen Werten fir die AP war
signifikant besser als das der Patienten mit erhéhter AP.

Bei Nachweis eines erhohten Wertes fur die LDH war keine statistisch signifikante Aussage
hinsichtlich des Eintretens einer Tumorprogression maglich (p=0.12). Der Nachweis einer
erhdhten Enzymaktivitét durch gesteigerten Zellumsatz und Zelluntergang beispielsweise
durch ein fortschreitendes Tumorleiden lief3 keine Rickschlisse auf eine schlechtere 5-Jah-
resiiberlebensrate zu. Dieses Ergebnis kdnnte moglicherweise damit zusammenhangen, dal3
aufgrund fehlender Bestimmung in einem Groleil der Fale keine Werte fur die LDH zur
Verfigung standen und die vorhandenen 75 LDH-Werte eventuell keinen reprasentativen
Ausschnitt aus dem Gesamtkollektiv darstellten. Allerdings erreichte auch be Citterio et 4.
[6], der nur Patienten in bereits metastasierten Tumorstadien untersuchte, eine erhohte
Enzymaktivitét der LDH nur in der univariaten Analyse statistische Signifikanz.
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4.3.5. Knochenmar ker gebnisse

Der Frage nach der statistischen Signifikanz eines positiven Nachweises von Tumorzellen im
Knochenmark sind in den vergangenen Jahren viele Arbeitsgruppen unterschiedlicher Fach-
richtungen nachgegangen [27; 34; 47]. Die jewells zugrundeliegende Zielsetzung war, mit
Hilfe des Knochenmarkstatus neben den bereits etablierten Risikofaktoren wie beispielsweise

dem TNMG-Stadium einen zusdétzlichen unabhangigen Prognoseparameter zu bestimmen.

Untersucht wurde in den meisten Studien:

Anteil knochenmarkpositiver Patienten am Gesamtkollektiv und in jewells definierten
Untergruppen
Anzahl disseminierter Tumorzellen im Knochenmarkaspirat des Patienten
Anzahl falsch-positiver Befunde in Kontrollgruppen

- Korrelation zwischen Knochenmarkergebnis und etablierten Risikofaktoren (TNMG-
Stadium, Tumortyp, Hormonrezeptorstatus, u.a.)

- Rezidivfreies Uberleben und Gesamtiiberleben in Korrelation zum Knochenmarkstatus

- Be ausreichend grof3er Kohorte und ausreichend langer Nachbeobachtungszeit multi-
variate Analyse zur Prifung des Knochenmarkstatus as unabhéngigen Prognose-
parameter

Der Anteil von Tumorpatienten mit CK-positiven Zellen im Knochenmark variiert in der
Literatur zwischen ca. 20% und Uber 50% [18]. In der vorliegenden Arbeit lag der Anteil CK-
positiver Knochenmarkproben im Kollektiv der auswertbaren Knochenmarkproben mit 25%
(63/256) relativ niedrig, wahrend er sich beipielsweise bel anderen Tumorentitdten wie dem
Pankreaskarzinom auf bis zu 56% belauft [54]. Trotz diesem relativ hoch erscheinenden
Antell disseminierter Tumorzellen beim Pankreaskarzinom handelt es sich auch hier um
kurativ behandelte Patienten. Die unterschiedlichen Detektionsraten kdnnen madglicherweise
Hinweise auf ein fortgeschrittenes Tumorstadium oder die spezielle Tumorbiologie geben und

somit eine erhdhte Aggressivitét des jeweiligen Tumors anzeigen.
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Tumorentitat KM(+)
Nierenzellkarzinom ~20% [31]
Mammakarzinom ~30% [10; 39]
Magenkarzinom ~30% [21; 39]
Kolorektales Karzinom ~30% [21; 39]
Prostatakarzinom ~35% [31]
Nicht-kleinzelliges Bronchiakarzinom ~50% [36]
Pankreaskarzinom ~50% [21]
Osophaguskarzinom ~40% [53]

Tab.23: Haufigkeit des Nachweises disseminierter Tumorzellen im Knochenmark bei

unterschiedlichen Primartumoren [17]

Ein Problem in der Deutung der Ergebnisse war die Tatsache, dal3 bel einem Groldteil der
Patienten (26/63) mit disseminierten Tumorzellen nur eine zytokeratinpositive Zelle im
Knochenmarkaspirat nachweisbar war. Es erscheint daher schwierig, die prognostische Rele-
vanz einer einzigen Zelle zu evaluieren. Untersuchungen von Weckermann et al. zur
prognostischen Relevanz disseminierter Tumorzellen bel Prostatakarzinompatienten unter
Verwendung des CK2-Antikorpers zeigen nur bei Patienten mit Nachweis von >3 CK-posi-
tiven Zellen einen Trend zu einer schlechteren Prognose, wahrend die Detektion von weniger
als 3 Zellen die Prognose von Patienten mit Prostatakarzinom nicht beeinflufdt [61]. Ferner
weisen auch hier die meisten Patienten mit positivem Tumorzellnachweis nur eine CK-posi-
tive Zelle auf.

Von den 256 untersuchten Patienten hatten Patienten mit grof3eren Tumoren (T>3b) und posi-
tivem Lymphknotenstatus (N+) zwar einen hoheren Antell disseminierter Tumorzellen im
Knochenmark, der Unterschied war allerdings nicht statistisch signifikant.

Ein hohes G-Stadium (G>2-3) war in der Studie mit einem hoheren Anteill von Tumorzellen
im Knochenmark assoziiert.

Ebenso zeigten Weckermann et al. [60] beim lokal begrenzten Prostatakarzinom die fehlende
Korrelation disseminierter Zellen bzw. Anzahl positiver Zellen im Knochenmark mit gangi-
gen Prognosefaktoren wie TN-Stadium, PSA-Wert, Gleason-Score oder perineuraler

Invasion. Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen Pantel et al. beim nicht-kleinzelligen
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Bronchialkarzinom [36], Wollenberg et al. bel Patienten mit Tumoren im Kopf-Hals-Bereich
[62] und Funke et d. bel Patientinnen mit Brustkrebs [13].

Im Gegensatz dazu stehen zahlreiche Untersuchungen der letzten Jahre bei anderen Tumor-
arten, bel denen ein Zusammenhang zwischen Tumorzellnachweis im Knochenmark und
etablierten Risikofaktoren nachgewiesen werden konnte. Die Dissertation von Stefan Staudte
[52], die sich ebenso wie die vorliegende Arbeit mit Nierentumorpatienten beschéftigt, stellt
eine Zwischenauswertung mit teilweise Uberlappendem Patientengut dar. Hier zeigte sich ein
groflkerer Anteil von CK-positiven Befunden bei Patienten mit hoheren Tumorstadien. Auch
fanden sich CK-18-positive Zellen im Knochenmark signifikant haufiger bei Patienten mit
niedrig und entdifferenzierten Nierenzellkarzinomen. Oberneder und Kriegmair et al. [22; 30]
beschrieben aulRerdem einen signifikant htheren Antell CK-18-positiver Zellen bel Patienten
mit Lymphknotenbefall und G3-Tumoren.

Zu ahnlich divergierenden Ergebnissen kommt es beim Vergleich der Studien zur prognosti-
schen Aussagekraft des Knochenmarkbefundes [2-4; 8; 11].

In der vorliegenden Auswertung war mit Hilfe des Knochenmarkbefundes keine statistisch
signifikante Aussage bezlglich des Eintretens eines Zielereignisses (Lokalrezidiv, Fern-
metastasen oder tumorbedingter Tod) mdglich (p=0.74). Das 5-Jahresiiberleben zeigte un-
abhangig vom Nachwels disseminierter Tumorzellen im Knochenmark vergleichbare Werte.
Auch bei Patienten, die zwel oder mehr CK-positive Zellen hatten, war keine Aussage bezlig-
lich der prognostischen Relevanz dieser Zellen mdglich; die Patienten hatten keine
schlechtere Prognose as die mit Nachweis maximal einer disseminierten Tumorzelle im
Knochenmark. Der Knochenmarkstatus konnte in der Multivarianz-Analyse nicht als unab-
hangiger Prognoseparameter fir das Nierenzellkarzinom etabliert werden (p=0.96).

Die Tatsache, dal3 die Zwischenauswertung von Staudte im Gegensatz zur jetzigen Aus
wertung die prognostische Relevanz dieser Zellen und damit ihre Bedeutung hinsichtlich des
rezidivfreien Uberlebens belegte, kann sowohl auf die damals geringere Patientenzahl, als
auch auf die kirzere Nachbeobachtungszeit zurtickzufthren sein.

Vergleichbare Ergebnisse wie die hier vorliegende Auswertung erbrachte die Analyse von
119 Patienten mit Prostatakarzinom [23], die sich im Zeitraum von 1990 bis 1997 in der Uro-
logischen Klinik Grofdhadern einer radikalen Prostatovesikulektomie unterzogen. Ein Tumor-
zellnachweis im Knochenmark war nicht mit einer verkurzten Latenz bis zum Auftreten eines
biochemischen Rezidivs (PSA-Anstieg) und somit nicht mit einer schlechteren Prognose

assoziiert. Weckermann et a. kommen allerdings zu abweichenden Ergebnissen [59; 61]. Bei
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ersten Untersuchungen unter ausschliefdlicher Verwendung des mAK CK2 hatten die post-
operative Persistenz bzw. das Neuauftreten CK-positiver Zellen im Verlauf der
Nachbeobachtung keine prognostische Bedeutung fir den Patienten. Andere Ergebnisse
zeigten Farbungen mit dem CK2 und dem A45-B/B3-AK an 82 Knochenmarkproben.
Patienten mit A45-B/B3-positiven Zellen im préoperativen Knochenmarkaspirat wiesen
signifikant friher ein biochemisches Rezidiv (PSA-Anstieg) nach radikaer Prostatektomie
auf, as Patienten ohne A45-B/B3-positiven Befund. In der multivariaten Analyse konnte der
Knochenmarkbefund neben PSA-Wert, pathologischem Tumorstadium und Gleason-Score
als zusétzlicher unabhangiger Prognoseparameter etabliert werden. Die erh6hte Sensitivitét
des A45-B/B3-Antikorpers gegentiber dem CK2-Antikdrper fuhren die Autoren vor allem auf
die bekannte Down-Regulation von Zytokeratin 18 in Tumorzellen zurtick, die somit bel
Verwendung des mAK CK2 mdglicherweise zu falsch-negativen Befunden fihren kann.

Bel anderen epithelidlen Tumoren wie beispielsweise kurativ resezierten kolorektalen
Tumoren korrelierte nach Gritzner et al. [15] die Anwesenheit zytokeratinpositiver Zellen nur
in Untergruppen mit dem rezidivfreien Uberleben. Nur bei Patienten mit Lymphknoten-
metastasen (Dukes C) und bei Patienten mit persistierend oder zunehmend hoher Anzahl
positiver Zellen im Langzeitfollow-up war im Log-Rank-Test ein signifikanter Zusammen-
hang mit einem friiheren Auftreten eines Tumorrezidives festzustellen.

Die prospektive Studie von Funke et d. [13] zur minima residualen Erkrankung bel 1045
nachuntersuchten Brustkrebspatientinnen bestétigte den Knochenmarkstatus in der multi-
variaten Analyse als unabhangigen Prognoseparameter (p=0.049, RR 1.41). Im Gegensatz zu
Untersuchungen von Diel et al. [10], bel dem ein positiver Knochenmarkbefund hinsichtlich
der Prognose der Patientin sogar dem axillaren Lymphknotenstatus Uberlegen war, rangierte
der prognostische Einflud CK-18-positiver Zellen bei Funke hinter dem der axillaren
Lymphknoten, des T-Stadiums und des Hormonrezeptorstatus.

In einer Meta-Analyse von Funke et a. [12], die 20 Studien mit insgesamt 2494 Patienten
umfasste, fand sich in der univariaten Analyse bei 14 von 20 Studien ein Zusammenhang
zwischen dem Nachwels von Tumorzellen im Knochenmark und einem verklrzten
rezidivfreien Uberleben. Allerdings bestétigten nur 5 von 11 Studien den Knochenmarkstatus
in der multivariaten Anayse as unabhéngigen Prognoseparameter fur ein verkirztes rezidiv-
freies Uberleben. Betrachtet man das Gesamtlberleben, konnte der Nachweis von
Tumorzellen im Knochenmark univariat in 5 von 12 Studien, multivariat in nur zwel Studien

als unabhéngiger Prognoseparameter identifiziert werden.
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Bel Tumorentitdten wie dem Magenkarzinom [17; 20] zeigte sich der Knochenmarkstatus als
zusétzlicher Prognoseparameter bel Patienten mit kurativ resezierten T1/T2-Tumoren ohne

Lymphknotenbefall.

Die Probleme in der Vergleichbarkeit der zahlreichen Studien und die starke Varianz der ge-

wonnenen Ergebnisse kdnnen folgende Ursachen haben:

Stark variierende Patientenzahlen in den jeweiligen Studien

Unterschiedliche Ein- und Auschlufkriterien (z.B. TNMG-Stadium)

Verwendung unterschiedlicher Antikorper mit variierender Sensitivitét und Spezifitét
(Antikorper gegen Zytokeratine oder Oberflachenantigene, monoklonale AK oder
polyklonale AK)

Anzahl untersuchter Zellen zwischen 1.5x10° und 5x10° Zellen pro Patient

Unterschiedlich lange Nachbeobachtungszeit

Um dieser Varianz vorzubeugen und um die Validitat der Ergebnisse zu steigern wére eine
Standardisierung der Methode mit Verwendung eines einheitlichen Antikorpers, Unter-
suchung identischer Zellzahlen und mdglichst vergleichbarer Patientenkollektive (MO, RO)
erforderlich [27;36].
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit sollte die prognostische Relevanz zytokeratinhaltiger Tumorzellen
im Knochenmark von Patienten mit histologisch gesichertem Nierenzellkarzinom evaluiert
werden. Hierfir wurde von 287 Patienten mit nichtmetastasierten Tumoren préoperativ
Knochenmark aus den beiden vorderen Beckenkammen entnommen. Die Knochen-
markaspirate wurden anschlief3end mit Hilfe eines standardisierten immunzytochemischen
Verfahrens auf das Vorliegen von Tumorzellen untersucht. Verwendung fanden monoklonale
Antikorper gegen Zytokeratinkomponenten (MAK CK2 gegen CK18 und mAK A45-B/B3
gegen CKS8, 18, 19 und andere Zytokeratine), die Bindung des Antikdrpers an die Bestandteile
des Zytoskel etts wurde durch die APAAP-Methode sichtbar gemacht.

Dal3 es sich hierbei um ein tumorspezifisches Nachweisverfahren handelt, belegen Unter-
suchungen bei Patienten mit nicht-malignen Erkrankungen, bei denen sich in der Regel keine
CK-positiven Zellen finden lassen.

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests
und des Log-Rank-Tests, die Uberlebenskurven wurden in Form von Kaplan-Meier-Plots
dargestellt und zur Prifung des Knochenmarkstatus as unabhéngigen Prognoseparameter
wurde eine Multivarianzanalyse durchgefihrt.

Ziel dieser Arbeit war es, den Knochenmarkstatus neben den bereits etablierten Risiko-
faktoren wie Tumorgrof3e, Lymphknotenbefall und histologischem Differenzierungsgrad als
zusdétzlichen unabhangigen Prognoseparameter zu etablieren.

Die Bedeutung des TNG-Stadiums hinsichtlich der Progressionswahrscheinlichkeit des je-
welligen Tumors wurde hier eindeutig bestétigt, aulerdem konnten eine erhdhte Blut-
korperchensenkungsgeschwindigkeit, eine Andmie und eine erhdhte Enzymaktivitét der a-
kalischen Phosphatase mit einem verkurzten rezidivfreien Intervall in Verbindung gebracht
werden.

Bei 25% (63/256) der Nierentumorpatienten konnten zytokeratinhaltige Zellen im Knochen-
mark detektiert werden. Der Nachwels disseminierter Tumorzellen im Knochenmark korre-
lierte nicht mit T-und N-Stadium, allerdings lief3en sich bei schlecht differenzierten Tumoren
(G>2-3) signifikant haufiger Tumorzellen im Knochenmark nachweisen as bel gut differen-

zierten Tumoren (G<2-3).
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Der Knochenmarkstatus war in der Studie kein Indikator fur eine schlechtere Prognose. Das
Vorliegen CK-positiver Zellen im Knochenmark von Tumorpatienten konnte in der Multi-
varianzanalyse nicht als unabhéngiger Risikofaktor bestétigt werden (p=0.96) und somit war
es nicht mdglich, beim Nierenzellkarzinom die gangigen Risikofaktoren (TNMG-Klassifika-
tion) um einen zusatzlichen Prognoseparameter zu erweitern.

Nierentumorpatienten, bei denen in der préoperativen Knochenmarkprobe eine oder mehr
disseminierte Tumorzellen nachwei sbar waren, stellen somit keine Hochrisikogruppe dar.

Das gewdhlte Operationsverfahren (Nephrektomie oder organerhaltende Operation) hatte
keine Relevanz beztiglich des Auftretens von Tumorrezidiven bzw. einer Tumorprogression.

Die gewonnenen Daten aus Studien bel anderen epithelialen Tumoren (Brust-, Kolon-, Ma
gen-, Prostata-, Urothel-, Bronchialkarzinom u.a.), die sich ebenfalls mit dem Nachweis
disseminierter Tumorzellen im Knochenmark und deren prognostischer Relevanz befassen,
liefern kontroverse Ergebnisse. Dies kann an der eingeschrankten Vergleichbarkeit der Daten
liegen (starke Heterogenitat der Patientenkollektive, Abweichungen bei den verwendeten
Antikorpern, unterschiedlich lange Follow-up-Zeiten etc.), oder auch mit der jeweiligen
Biologie der untersuchten Tumorentitdt zusammenhangen.

Denkbar fur zukinftige Studien sind molekulare Techniken, wie etwa die Polymeraseketten-
reaktion (PCR), die mit einer hoheren Sensitivitét eine noch geringere Anzahl von Tumor-
zellen erkennen konnten. Hiermit wére es moglich, tumorassoziierte Mutationen z. B. des ki-
ras-Onkogens und des p53-Suppressorgens nachzuweisen und somit mehr Erkenntnisse tber

die Charakteristika der disseminierten Tumorzellen zu gewinnen.
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6. ABKURZUNGEN

APAAP = Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase
BKS = Blutkoérperchensenkungsgeschwindigkeit
Hb = Hamoglobin

AP = Alkalische Phosphatase

LDH = Laktatdehydrogenase

n. a = nicht auswertbar (Knochenmarkpunktion)
CK(+) = Zytokeratin-positiv

CK(-) = Zytokeratin-negativ

KM(+) =Knochenmark-positiv =CK(+)

KMP = Knochenmarkpunktion

n.s. = nicht signifikant

LK = Lymphknoten

5JUR = 5-Jahresiiberlebensrate

p = Wahrscheinlichkeit

oP = Operation

TNMG = Tumorklassifikation der UICC

VS =versus

(m)AK = (monoklonaler) Antikorper
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8. ANHANG
8.1. Dokumentationsbogen
DATENERHEBUNG NIERENZEL LKARZINOM Pat-IDNR:
Name Vorname Geburtsdatum
Stral3e Ort: Tel.:/Fax
Hausarzt Tel: Fax:
Stral3e: Ort:
Vorbehandlung: O von: bis:
O von: bis:
OoP Datum:
Nephrektomie O Embolisation O
Tumorextinsion O O
Histologie T: N: M: G, Cavazapfen ja O nenO
klarzellig O chromophob O
papilér O O
OP-Ergebnis RO O R1 O R2 O
KM P-Ergebnis Datum: bei OP ja O nenO
pos O neg O Anz. Zellen
Anz. Pos. Zdlen Cluster ja O neinO
Bemerkungen:
Labor (pra OP) HB: o/dl BKS: mm n.W:
AP: U/L LDH: V/i
Nachbehandlung: Radiatio ja O nen O von: bis:
Dosis:
Lok.:
Immunchemo ja O nen O Dat.:

Schema:
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FOLLOW-UP NIERENZELLKARZINOM Pat-IDNR:
Name Vorname Geburtsdatum
Lokarezidiv ja 0O nein O Untersuchungsdatum:
Metastasen ja O nein O Untersuchungsdatum:
Anzahl Zahl der Organsysteme:

O Lymphknoten O pelvin O Aorta O Cava

Anzahl O multipel
O Knochen O ws Anzahl O multipel

O Becken Anzahl O multipel

O Extremit.  Anzahl O multipel

O Schédel Anzahl O muiltipel

O Anzahl O multipel
O Leber Anzahl O multipel
O Lunge Anzahl O multipel
O Hirn Anzahl O multipel
O Anzahl O multipel
Untersuchungen: O R6-Thorax O Szinti acT

O NMR O TRUS O rektale
unt.
L abor: HB: g/dl BKS: mm
n.W:
AP: U/L LDH: Vi

Verstorben ja 0O nein O Datum:

Tumorbedingt ja O nein O andere Todesursache
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Behandlung: Radiatio

ja O nen O von:

Dosis.
Lok.:
Immunchemo ja O nen O Dat.:
Schema:
Chir. Therapie Resektion Lokalrez. O komplett O
Lokalisation:
Resektion Metastase O komplett O

Lokalisation:

inkomplett O

inkomplett O

bis:
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8.3. Lebendauf

Per sbnliche Daten:

Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:
Nationalitét:
Familienstand:

Schulbildung:

1982 — 1986
1986 — 1992
1992 — 1995
Juni 1995

Studium und Ber uf:

1995/96
September 1997
August 1998

seit Oktober 1998

August 2000

September 2001

Mérz 2002 — Februar 2003
Maérz 2003 — August 2003

September 2003
Seit September 2003

Ines Kotter
02.03.76
M inchen
deutsch
ledig

Besuch der Grundschule in Alling

Besuch des Max-Born-Gymnasiums in Germering
Besuch des Carl-Spitzweg-Gymnasiums in Germering
Abitur

Beginn des Medizinstudiums an der LMU Miinchen
Arztliche Vorpriifung (Physikum)

1.Staatsexamen

Doktorand an der Urologischen Klinik im Klinikum
Grof3hadern

2.Staatsexamen

3.Staatsexamen

Arztin im Praktikum in der Chirurgischen Privatklinik
M Uinchen-Bogenhausen

Arztin im Praktikum in der Urologischen Klinik
Munchen-Planegg

Approbation als Arztin

Assistenzarztin in Weiterbildung in der Urologischen
Klinik Minchen-Planegg



