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Prognostische Wertigkeit der CK 20-Detektion mittels RT-PCR als Nachweismethode
fiir disseminierte Tumorzellen im Blut und Knochenmark beim Pankreaskarzinom:

eine prospektive Studie

Fragestellung: Durch friihzeitige Mikrometastasierung ist die Sterblichkeit am
Pankreaskarzinom trotz zunehmender RO-Resektionsraten und sinkender peri-operativer
Mortalitdt unverdndert hoch. Ziel dieser Arbeit ist es, die prognostische Wertigkeit von
CK 20-haltigen Zellen im Blut und Knochenmark herauszustellen und ihre Eignung als
unabhédngigen Prognosefaktor fiir das Pankreaskarzinom zu evaluieren. Es soll gezeigt
werden, dass der Nachweis von CK 20-haltigen Zellen im Blut oder Knochenmark mit einem

héheren Tumorstadium korreliert und einen Indikator fiir eine schlechtere Prognose darstellt.

Methoden: Bei 33 Patienten mit histologisch gesichertem Pankreaskarzinom wurde von 2000
bis Ende 2003 pra-operativ Knochenmark und Blut entnommen, welches anschliefend unter
standardisierten Bedingungen mittels der auf Reverser Transkriptase beruhender Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR) auf Zytokeratin 20 untersucht wurde. Die Patienten wurden iiber 36

Monate beobachtet und die Uberlebenszeiten dokumentiert.
Ergebnisse: Der Nachweis disseminierter Tumorzellen korrelierte weder im Knochenmark
noch im Blut signifikant mit dem Tumorstadium. In der vorliegenden Studie ist der Nachweis

von Zytokeratin 20-expremierenden Zellen kein Indikator fiir eine schlechtere Prognose.

Schlussfolgerung: Die klinische Etablierung dieser Methode als Prognoseindikator kann

daher zurzeit nicht empfohlen werden und bedarf weiterer Untersuchungen.
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1. Einleitung

1.1 Maligne Tumoren

Im Jahr 2005 starben laut WHO weltweit 7,6 Millionen Menschen an einem Malignom.
Tumoren stellen hinter den Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithdufigste
Todesursache dar. Sie machen 13 % der Todesursachen weltweit aus. Jedes Jahr wird
bei rund 11 Millionen Menschen ein Malignom diagnostiziert. Im Jahr 2020 erwartet
man 16 Millionen neu diagnostizierte Tumorerkrankungen [WHO 2005]. Fiir Europa
schitzt man, dass im Jahr 2006 etwa 3,2 Millionen Karzinome neu diagnostiziert
wurden (53 % bei Maénnern, 47 % bei Frauen), davon waren etwa 430.000
Mammakarzinome, 413.000 kolorektale Karzinome und 390.000 Lungenkarzinome.
Die Zahl neu diagnostizierter Karzinome ist pro Jahr seit 2004 um vermutlich 300.000
angestiegen. Schitzungsweise 1,7 Millionen Menschen sind in Europa im Jahr 2006 an
den Folgen ihres Krebsleidens verstorben (56 % Ménner, 44 % Frauen). Die hiufigste
Todesursache war das Lungenkarzinom (335.000), gefolgt vom kolorektalen Karzinom

(207.000) und vom Mammakarzinom (132.000) [Ferley 2007].

Trotz groBBer Fortschritte in der Medizin sind noch immer die wenigsten Karzinome
heilbar. Die WHO setzt daher auf Privention durch Senkung der Risikofaktoren wie
Rauchen, ungesunde Erndhrung und Exposition gegeniiber Karzinogenen und
Umweltgiften [WHO 2005]. Die andere einzig sinnvolle Strategie scheint momentan die
Fritherkennung und addquate Einschédtzung des Stadiums zu sein, um jedem betroffenen
Patienten die optimale Therapie zukommen zu lassen. Dazu ist es elementar, die
Vorginge, die zur Tumorentstehung fiihren, sowie das Verhalten der Tumorzellen

genauestens zu kennen und sich zunutze zu machen.



1.2 Die Anfinge der Zytologie

Seit mehr als hundert Jahren suchen Wissenschaftler nach Mdoglichkeiten, aus einfach
zu gewinnendem Probenmaterial Aussagen TUber die Expansion und das
Metastasierungsverhalten der Tumoren machen zu konnen. Die
Untersuchungsmethoden haben sich deutlich weiterentwickelt. Zu Beginn des
20. Jahrhunderts, namlich 1908, veroffentlichte Koniger erstmals seine Beobachtungen.
Untersuchungen von Exsudaten aus Pleura- und Peritonealhdhlen zeigten, dass ,,die
zytologischen Befunde bei den verschiedenen Krankheitsprozessen ganz erhebliche
Unterschiede zeigen und dass sie unter gewissen Umstdnden absolut typisch und von
pathognomischer Bedeutung sind“. Er legte damit den Grundstein fiir die Zytologie
[Koniger 1908]. Die von ihm untersuchten Ergiisse teilte er in serofibrinds tuberkuldse
Exsudate, akut infektiose Exsudate und Endotheliose (hier sind alle nicht infektisen
traumatischen Ergilisse und solche, die aus Neubildungen entstanden sind,

zusammengefasst).

Viele Mediziner beschiftigten sich mit den karzinomverddchtigen Zellen in den
Ergiissen und kamen iiberwiegend zu den gleichen Ergebnissen. Jedoch: ,,...es ist zwar
anerkannt, dass der Befund zahlreicher polymorpher, ungleicher Zellen, besonders wenn
sie mit Vakuolen versehen sind und in Haufen zusammen liegen, mehr fiir Krebszellen,
als wie fiir gewohnliche Endothelzellen spricht, aber die Formverschiedenheit der
Endothelzellen bei entziindlichen Prozessen der serdsen Hiute ist doch oft so
mannigfaltig, dass sich hédufig diagnostische Zweifel ergeben.” [Rieder 1895]. Man
vertrat die Meinung, dass aufler den Endothelzellen und solchen, die dafiir gehalten
wurden, in den Ergilissen eigentlich andere Zellen, ndmlich die Geschwulstzellen,
Kennzeichen der Malignome waren. Die Schwierigkeit lag nun also darin, diese
Geschwulstzellen eindeutig zu definieren. Koniger lenkte die Aufmerksamkeit auf den
Kern, welcher als sehr grof3 bezeichnet wurde und der mindestens eine Vakuole enthilt
[Koniger 1908]. 1919 wurde auf dem 9. nordischen Kongress fiir Innere Medizin in
Kopenhagen noch einmal der Versuch einer Erkldrung abgegeben, wonach
Malignomzellen besonders groBe (bis zu 70 pm), dunkler férbbare Zellen mit haufig

mehr als einem Zellkern und mehr als einem Kernkorperchen, ebenfalls auffillig grof3



(bis 4 um), sind [Koniger 1908]. Insgesamt waren die Arbeiten zu diesem Thema

jedoch unbefriedigend und gerieten mehr oder weniger in Vergessenheit.

Im Jahr 1928 veroffentlichte U. Quensel [Quensel 1928] von der Universitit Uppsala in
Schweden seine Untersuchungsreihe zu ,,zytologischen Untersuchungen von Ergiissen
der Brust- und Bauchhohlen mit besonderer Beriicksichtigung der karzinomatdsen
Exsudate. Er konnte atypische Malignomzellen von Endothelzellen bei Entziindungen
unterscheiden und bestitigte damit die schon vorher vermuteten Tumorkriterien. Unter
den 77 Karzinom-Fillen, deren Diagnosen autoptisch gesichert wurden, und nicht-
karzinomatdse Vergleichsproben beschreibt Quensel auch einen Pankreastumor: ein 57-
jéhriger Mann mit Kachexie und Aszites starb 12 Tage nachdem eine Aszitesprobe
genommen wurde. Bei der Sektion wurden aufler dem Primértumor und einigen
Lymphknotenmetastasen keine Auffilligkeiten gefunden. Im Peritonealerguss fanden
sich keine atypischen Zellen im Sinne eines Malignoms, sondern eine grofle

Ansammlung von Endothelzellen.

1.3 Klinische Staging-Methode Knochenmarkpunktion

Nicht jedes Karzinom bildet ein einfach zu untersuchendes Exsudat. Der Kliniker suchte
also nach einer effizienten Methode, mit der Tumorzellen friihzeitig detektiert werden
konnten. Dazu gehorten schon damals Blut- und Knochenmarkproben. Das
Knochenmark gilt als Ort eines intensiven Zellaustausches zwischen zirkulierendem
Blut und mesenchymalem Interstitium. In den 30er Jahren versuchten erstmals Rohr und
Hegglin [Rohr und Hegglin 1936] Tumorzellen im Knochenmark anhand
morphologischer Strukturen zu identifizieren. Sie hatten 74 Patienten mit bekannten
Malignomen (und post mortem autoptischer Diagnosesicherung) sternalpunktiert. In 10
(fiinf Bronchuskarzinome, zwei Magenkarzinome, ein Prostatakarzinom und zwei
Retotelsarkome) von 12 Fillen mit radiologisch gesichertem Knochenbefall konnten sie
einwandfrei maligne Zellen im giemsa-gefarbten Knochenmarkausstrich identifizieren.
Pathognomische Kennzeichen waren fiir sie 1. ungewohnliche Grofe, 2. eigenartige
Verianderungen des Kernkorperchens, 3. die Relation Kernkorperchen (Anzahl) zu

Kern.



1.4 Stand der Wissenschaft

Der wissenschaftliche und medizinische Progress ermdoglicht es heute, in anderen
Dimensionen und mit kleineren Zellkompartimenten wie dem Genom und sogar
einzelnen Basenpaaren zu arbeiten. Durch differenziertere Untersuchungen des
Zellkerns, der ja bereits seit Beginn der zytologischen Onkologie im Mittelpunkt der
Forschung steht, ist es gelungen, karzinomatose Zellen durch bestimmte in der
Umgebung atypische Genomsequenzen zu identifizieren. Viele Patienten entwickeln
nach einer totalen Tumorresektion zu einem spiteren Zeitpunkt Metastasen. Nach dem
heutigen Stand der Forschung scheint die Rezidivbildung unter anderem von im Blut
und Knochenmark persistierenden, okkulten, malignen Zellen auszugehen, die sich im
Rahmen der friihen Metastasierung aus dem Tumorzellverband geldst haben und nach
Invasion von Lymphbahnen oder Blutgefdlen in andere Kompartimente gelangt sind.
Man bezeichnet das Auftreten dieser Tumorzellen als ,,Minimal Residual Disease

(MRD), also als ,,Minimale Resterkrankung*.

o Angiogenese
Primartumor

oteolyse
igration

Infiltration

Invasion 68
Proliferation
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Isolierte 3 (
Tumorzellen
«Mikrometastase®

Abb. 1.1: Grundprinzipien der lokalen Tumorprogression und Metastasierung im

Sinne einer ,,minimalen residualen Tumorkrankheit [Nekarda 2001]



Man unterscheidet heute (im Blut) zirkulierende von (ins Knochenmark) disseminierten
Tumorzellen. Definitionsgemill muss man weiter zwischen isolierten ,,disseminierten
Tumorzellen (ohne umgebende Stromareaktion) oder ,,Mikrometastasen®
(= Tumorzell-Cluster mit einem Durchmesser >2mm und Stromareaktion)
differenzieren [Hermanek 1999]. In der vorliegenden Arbeit wurden die Begriffe jedoch
synonym benutzt, da nicht ganz klar ist, ob mit der verwendeteten Technik auch

Tumorzell-Cluster detektiert werden (siehe Kapitel 6.1.1.2.1).

Da die Mikrometastasierung durch die gingigen diagnostischen
Untersuchungstechniken wie Bildgebung und Tumormarker nicht erkennbar ist, sind der
Nachweis disseminierter Tumorzellen im Blut und Knochenmark sowie deren
Bedeutung fiir die Entwicklung manifester Metastasen seit letzten Jahren Gegenstand

intensiver Forschung.

Durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) konnen heute im hématopoetischen
Gewebe zirkulierende Tumorzellen epithelialer Tumoren durch epitheliale
Gensequenzen mit extrem hoher Sensitivitdt detektiert werden. Eine besondere Rolle
spielen dabei verschiedene Zytokeratine (CK). Zytokeratine sind Polypeptide, die in
epithelialem Gewebe des gastrointestinalen Systems als Intermedidrfilamente
gewebespezifische Zytoskelettfilamente vereinen und so die Struktur und Stabilitit von
Epithelzellen aufrechterhalten [Moll 1982; Kirfel 2003]. Die Zusammensetzung der
CK-Filamente ist nicht in allen Epithelien identisch, sondern hidngt vom Epitheltyp und
von dessen Differenzierung ab. Derzeit sind etwa 20 Zytokeratine bekannt. Der
Schwerpunkt dieser Studie lag auf dem Zytokeratin 20, welches man mit der Mukosa
des Intestinums, dem Urothel sowie den Merkel-Zellen verbindet. Wenn diese
Schleimhéute karzinomatds entarten, konnen Tumorzellen freigesetzt werden, die das
CK 20-Gen besitzen [Moll 1992]. Mit geeigneten Mallnahmen (z.B. Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)) konnen diese Zellen aus dem

hidmatopoetischen Gewebe isoliert werden.
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1.5 Prinzip der Reverse-Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR)

Das Prinzip der RT-PCR besteht in der Amplifizierung, also Vervielfiltigung, des
Tumorzell-Genoms, d.h. eines bestimmten DNA-Abschnittes. Durch die exponentielle
Anreicherung konnen auch kleinste Mengen Tumor-DNA im Untersuchungsmaterial

gefunden werden [Schonfeld 1997; Z’graggen 2001].

Die fehlerfreie Replikation doppelstrangiger DNA ist die Voraussetzung fiir die
Zellteilung in vivo. Dabei synthetisieren DNA-Polymerasen als Bestandteil einer
komplexen Maschinerie an einzelstringiger DNA als Vorlage den jeweiligen neuen
komplementdren DNA-Strang. Da dieser Prozess nur bei Desoxyribonukleinsdure
durchfiihrbar ist, muss eventuell einstringige Ribonukleinsdure (wie in dieser Studie)
zunidchst in die doppelstrangige komplementére, sogenannte cDNA (complementary
DNA) umgewandelt werden. Dies geschieht mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase. Im ndchsten Schritt erfolgt die Denaturierung der doppelstringigen
cDNA durch Aufspaltung der Doppelhelix bei starker Hitzeeinwirkung. Die folgende
komplementidre Basenanlagerung an die einstringige DNA geschieht durch die oben
erwihnten Polymerasen. Sie bendtigen zum Start der Reaktion ein kurzes Stiick
doppelstringige DNA, an der die Synthese des zweiten Stranges beginnen kann, und die
vier Desoxynukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Die ,,Start“-DNA entsteht, wenn
ein kurzes Stiick synthetische einzelstringige DNA (etwa 20 Nukleotide lang, daher
auch Oligonukleotid genannt), ein sogenannter Primer, der Reaktion zugesetzt wird.
Primer konnen maschinell mit jeder gewiinschten Sequenz hergestellt werden und geben
durch ihre Sequenz vor, welcher Gen-Abschnitt vervielfaltigt wird. Sie fungieren als
Initiationsmolekiile und beginnen die Vervielfiltigung nach Anlagerung an die
Einzelstrang-DNA (Annealing-Phase) [Gunther 1993]. Die Synthese der DNA erfolgt
immer vom 5°-Ende zum 3’-Ende, so dass die Synthese an zwei komplementéren DNA-

Strangen immer in gegenldufige Richtung abliuft.
Die Amplifikationsprodukte werden durch Zugabe eines Fluoreszensfarbstoffes, hier

Ethidiumbromid, in der Gelektrophorese unter UV-Licht sichtbar gemacht [Bloch

1991]. Auf die Weise ist es moglich, Tumorzellen qualitativ zu identifizieren.
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1.6 Hypothese und Fragestellung - Ziel der Arbeit

Die einzige Therapie des Pankreaskarzinoms, die als potentiell kurative Therapie
durchgefiihrt wird, ist bisher die radikale Tumorresektion. Trotz zunehmender RO-
Resektionsfrequenzen und deutlich gesunkener perioperativer Mortalitit sind die
Uberlebensraten durch friihzeitige Metastasierung und Rezidivbildung gering. Die
Frage nach klinisch praktikablen Methoden zur Identifizierung einer Hochrisikogruppe
unter den Pankreaskarzinom-Patienten, die von einer adjuvanten Therapie profitieren
konnte, gewinnt, besonders seit Chemo- und Radiotherapeutika an Toxizitit verlieren
und an Wirkung zunehmen, immer mehr an Bedeutung. Unzéhlige Bestrebungen, einen
sensitiven und spezifischen prognostischen Marker fiir das Pankreaskarzinom zu finden,
schlugen bisher fehl. Fiir andere Malignome ist der Nachweis disseminierter
Tumorzellen, v.a. im Knochenmark, ldngst zu einem wichtigen Prognosefaktor
geworden. Es sollte auch fiir das Pankreaskarzinom eine einfache, leicht durchfiihrbare
Methode gefunden werden, die im klinischen Alltag Arzten und Patienten hilft, die

individuelle Prognose durch eine optimierte Therapie zu verbessern.

Ziel dieser Arbeit ist es, die prognostische Bedeutung von CK 20-haltigen Zellen im
Blut und Knochenmark herauszustellen und ihre Eignung als unabhdngiger
Prognosefaktor fiir das Pankreaskarzinom zu evaluieren. In dieser Arbeit soll gezeigt
werden, dass der Nachweis von CK 20-haltigen Zellen im Blut oder Knochenmark des
Patienten mit einem hoheren Tumorstadium korreliert und ein Indikator fiir eine
schlechtere Prognose darstellt. Mit Hilfe der Reversen Transkriptase nested-
Polymerase-Ketten-Reaktion als qualitative Nachweismethode fiir disseminierte
Tumorzellen sollten auch kleinste Mengen (bis zu einer Tumorzelle unter 107 Zellen)
Tumorzellreste im Blut und Knochenmark detektiert und auf ihre prognostische

Aussagekraft gepriift werden.

Die Methode der CK 20-mRNA-Detektion mittels RT-nested-PCR sollte als

grundsitzliches Stagingverfahren beim Pankreaskarzinom etabliert werden.
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2. Das Pankreaskarzinom

2.1 Epidemiologie

Das Pankreaskarzinom stellt mit 3 % aller bosartigen Tumoren nach dem Kolon- und
dem Magenkarzinom das dritthdufigste Malignom des Verdauungstraktes des
Erwachsenen dar. Es ist fiir etwa 6 % aller Krebstodesfille verantwortlich und ist die
vierthdufigste Krebstodesursache [RKI 2006; Jemal 2007]. Fiir das Jahr 2007 rechnete
man damit, dass 34.000 Patienten in den USA am Pankreaskarzinom versterben und
37.000 neu diagnostiziert werden [Jemal 2007]. Die Inzidenz- und Mortalitdtsraten
diirften vergleichbar sein mit denen in Westeuropa. Im europdischen Vergleich liegen
die Erkrankungsraten in Deutschland fiir Madnner an Platz zehn, fiir Frauen an Platz fiinf
[RKI 2006]. Jéhrlich erkranken etwa je 6000 Ménner und Frauen neu in Deutschland
[RKI 2006]. Die Inzidenz hat in den letzten 50-60 Jahren in vielen Lindern
kontinuierlich zugenommen [RKI 2008] und ist seit einigen Jahren bei 10/100.000
Neuerkrankungen pro Jahr (Méanner: 12/100.000; Frauen: 8/100.000) relativ stabil [RKI
2008].

Das Pankreaskarzinom tritt haufiger bei Minnern als bei Frauen auf, mit einem
Haufigkeitsgipfel im 6. Lebensjahrzehnt. Das mittlere Erkrankungsalter liegt fiir
Minner bei 68 Jahren, fiir Frauen bei 75 Jahren. Diagnosen vor dem 45. Lebensjahr sind

selten [Bocker 2001; RKI 2008; Winter 2006; Cepeda 2006; Lillemoe 2000].

2.2 Atiologie

Als gesicherter Risikofaktor fiir das Pankreaskarzinom gilt bisher nur das
Zigarettenrauchen [Howe 1991; Doll 1994; Lin 2002; Bonelli 2003; IARC 1986; RKI
2008]. Nicht sicher geklart ist, ob Alkoholabusus und die chronische Pankreatitis als
Risikofaktoren anzusehen sind [Lowenfels 1993; Dite 2002; Whitcomb 2004] oder ob
es sich bei Letzterer um eine Begleitreaktion beim Pankreaskarzinom handelt, die
moglicherweise auftritt, bevor das Karzinom klinisch manifest wird [Talamini 2006].
Ebenfalls nicht geklért ist, ob Diabetes mellitus [Bonelli 2003; Baron 2004; Krechler
2004; Lubinski 2004; Tanaka 2005; Wang 2006; Lin 2002] Ursache oder Symptom
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(siehe Kapitel 2.6) eines Pankreaskarzinoms ist. Der libermaflige Verzehr von tierischen
Produkten (Fleisch, Fisch, Eier), insbesondere von gerduchertem Fleisch [Larsson 2005;
Risch 2003], und die jahrzehntelange regelmiBige Einnahme von Acetylsalicylsidure
[Baron 2004; Jacobs 2004; Schernhammer 2004] werden als weitere pradisponierende
Faktoren diskutiert, haben aber eine geringere Bedeutung. Wegen grofler
geographischer und ethnischer Inzidenzunterschiede wird aufgrund epidemiologischer
Studien auch eine genetische Abhdngigkeit diskutiert [Lin 2002; Whitcomb 2004]. Es
werden das K-ras-Onkogen und einige Tumorsupressorgene (p53, BRCA2) fiir das
Auftreten von Pankreaskarzinomen verantwortlich gemacht [Lubinski 2004; Mu 2004;
Tanaka 2005]. Ebenso von einem erhohten Erkrankungsrisiko flir dieses Karzinom geht
man bei Patienten aus, deren Familien durch sogenannte hereditire familidre Tumor-
Priadispositionssyndrome belastet sind. Hierzu z&hlen die familidre chronische
Pankreatitis, das Peutz-Jeghers-Syndrom, das FAMMM-Syndrom (familial atypical
multiple mole melanoma-syndrome) oder das melanoma-pancreatic cancer syndrome,
HOBC (heriditary ovarian breast cancer) und HNPCC (heriditary non-polyposis
colorectal cancer syndrome). Es wird dariiber diskutiert, diesen Patienten groBziigigere
Vorsorgeuntersuchungen oder sogar die pridventive Pankreatektomie zu empfehlen
[Rieder 2004]. Da jedoch nur 1,1-3,5 % aller Pankreaskarzinome familidr verursacht

sind [Bartsch 2004], ist dieses Risiko insgesamt als vernachldssigbar gering anzusehen.

2.3 Lage des Pankreas im Situs und Lokalisation der Tumoren

Das Pankreas, eine gemischt exokrine und endokrine Driise, liegt im Retroperitoneum,
ist etwa 13-18 cm lang, wiegt etwa 80 g und erstreckt sich leicht s-formig von der
Konkavitdt des Duodenums nach links aufsteigend bis zur Milz. Dem im duodenalen C
eingebetteten Kopf (Caput) folgt der Korper (Corpus), der schlieBlich in den Schwanz
(Cauda) iibergeht [Schiebler 1999].

Die Tumoren des Pankreas konnen unterschiedlich lokalisiert sein. Sie finden sich zu
70 % im Pankreaskopf, zu 20% im Pankreaskdrper und zu 10% im
Pankreasschwanzbereich. Etwa 10 % der Tumoren folgen nicht dieser Einteilung und
befinden sich im gesamten Pankreas. Tumoren des Processus uncinatus werden zu den

Pankreaskopftumoren subsumiert [Bocker 2001].
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2.4 Histologie

Tumoren des Pankreas konnen von exokrinen oder von endokrinen Zellen ausgehen.
Das Pankreaskarzinom, um das es in dieser Arbeit geht, ist ein Karzinom des exokrinen
Pankreas. Am héufigsten sind die Adenokarzinome vom duktalen Typ (80-85 %), die
ausgehen vom Epithel der kleinen Pankreasginge. Mit seinen Varianten (muzindses
nichtzystisches Karzinom, Siegelringzellkarzinom, adenosquamatdses Karzinom und
undifferenziertes Karzinom) bildet das Adenokarzinom einen Anteil von iiber 90 %. Die
restlichen 10% gehen vom Driisenepithel aus (azindres Karzinom). Beide
Karzinomtypen zeichnen zeigen eine frithzeitige lymphogene und himatogene

Metastasierung [Bocker 2001].

2.5 Klassifikation

2.5.1 TNM-Klassifikation

Zur Charakterisierung des Progressions- bzw. Metastasierungsrisikos von
Pankreaskarzinomen werden bisher das primére/lokale Ausmall der Erkrankung
(T-Stadium), der Lymphknotenstatus (N-Stadium) und die Fernmetastasierung
(M-Stadium) nach einem Modell der internationalen Vereinigung gegen Krebs (Union
internationale contre le cancer, UICC) herangezogen. Die folgende Aufstellung gibt

einen genauen Uberblick iiber die Einteilung [TNM Klassifikation 2005]:

T-  Tumor = Beurteilung des Primértumor

TX  Primértumor nicht beurteilbar

TO kein Anhalt fiir Primértumor

Tis  Carcinoma in situ

T1 Tumor beschrinkt auf das Pankreas, Durchmesser 2 cm oder weniger

T2 Tumor beschrinkt auf das Pankreas, Durchmesser grofer als 2 cm

T3 Tumor erstreckt sich direkt ins Duodenum, Ductus choledochus oder
peripankreatisches Gewebe

T4 Tumor erstreckt sich direkt in Magen, Milz, Kolon oder benachbarte grof3e
Gefille
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N - Noduli = Beurteilung der regionalen Lymphknoten
NX  regionale Lymphknoten nicht beurteilbar

NO  keine regionalen Lymphknotenmetastasen

N1 regionale Lymphknotenmetastasen

Nla Metastase in einem einzelnen Lymphknoten

N1b Metastasen in multiplen Lymphknoten

M- Metastasen = Fernmetastasen
MX  Fernmetastasen nicht beurteilbar
MO keine Fernmetastasen nachweisbar

M1 nachweisbare Fernmetastasen vorhanden

2.5.2 UICC-Klassifikation - Staging
Das Staging durch die UICC richtet sich nach der TNM-Klassifikation und stellt eine

zusammengefafite Ubersicht {iber die Tumorausbreitung dar (sieche Anhang, Tabelle 9.1)

[TNM Klassifikation 2005].

2.6 Diagnostik und Therapie

Frithsymptome sind selten und uncharakteristisch und leiten sich aus der Lokalisation
der Tumoren ab. Die meisten Pankreaskarzinome (vor allem die Korpus- und
Kaudakarzinome) werden erst in einem fortgeschrittenen Stadium erkannt. Das
Hauptsymptom des manifesten Pankreaskarzinoms ist der Gewichtsverlust (85-100 %),
ein sehr unspezifisches Symptom. Bei Karzinomen im Kopfbereich des Pankreas kann
frithzeitig ein Ikterus (hdufig assoziiert mit Steatorrhd und Pruritus) als Leitsymptom
auftreten (60-80 %), wenn der Tumor zur Okklusion eines Gallengangs fiihrt
(Courvoisier-Zeichen positiv). Ein weiteres unspezifisches Symptom ist der Schmerz
(75-80 %), lokalisiert im Epigastrium oder im kaudalen Riickenbereich und zunehmend
beim Essen oder im flachen Liegen [Bdocker 2001; Porta 2005; Tanaka 2005; Freelove
2006]. Die Symptome entstehen also primér durch die lokale Massenzunahme oder

durch Metastasen und nicht durch eine Stérung der exokrinen oder endokrinen
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Pankreasfunktionen. Dennoch kann auch ein neu aufgetretener Diabetes Mellitus erstes
Symptom eines Pankreaskarzinoms sein [Hollerbach 2001; Krechler 2004; Tanaka
2005; Wang 2006]. Tumormarker (Cancer Antigene (CA) 19-9, 50, 72-4, 242, TSGF
und human Chorionic Gonadotropin (beta-hCQ)), einzeln oder in Kombination, konnen
bei der postoperativen Verlaufskontrolle hilfreich sein [Hoffmann 2007] und werden
sogar als geeignetes Mittel zum Staging oder zur Fritherkennung deklariert [Jiang
2004]. Ein optimales Screening-Verfahren zur Erkennung von moglicherweise

heilbaren Frithformen steht jedoch nicht zur Verfiigung.

Das wichtigste diagnostische Verfahren ist die Positronen Emissions Tomography
(PET) mit 18F-Fluor-Deoxyglykose (FDG), die heute in Kombination mit der
konventionellen CT (PET-CT) eine genaue anatomische Lokalisation maligner Herde
(Primértumor oder Metastasen) im Korper mdglich macht [Heinrich 2006; Ruf 2005].
Durch die neue Technik des PET-CT wverliert die weniger sensitive
Magnetresonanztomographie (MRT) immer mehr an Bedeutung und ist heute keine
essentielle, sondern nur eine zusétzliche Untersuchungsmethode. Obwohl laut Gangi die
Friihdiagnose des Pankreaskarzinoms im CT vor der klinischen Manifestation moglich
ist [Gangi 2004], bleibt der Nachweis metastasierter Lymphknoten oder eines kleinen
Primértumors mit dieser Methode doch eher zweifelhaft [Pakzad 2006; Shiratori 2006].
Bei negativem CT-Befund eines klinischen Verdachts auf einen malignen Prozess im
Pankreas oder zur weiteren Evaluierung (Klidrung der Tumorentitét, Therapieplanung)
sollte daher eine endoskopische Ultrasonographie durchgefiihrt werden, deren
Aussagekraft durch eine ultraschallgesteuerte Feinnadelaspiration/-biopsie [Heinrich
2006; Turi 2006; Shiratori 2006] oder heute eher durch die endoskopisch retrograde
Cholangio-Pankreatikographie (ERCP) deutlich gesteigert werden kann [Heinrich 2006;
Shiratori 2006]. Die ERCP bietet sich aulerdem dann an, wenn eine Stentimplantation
im Bereich der galleabfiihrenden Wege eine mogliche palliative Therapieoption darstellt

[Heinrich 2006].

Bei einem moglicherweise kurativen Therapieansatz durch die radikale Tumorresektion
sollte unverziiglich eine diagnostische/explorative Laparatomie durchgefiihrt werden,

wihrend der die Diagnose durch eine Schnellschnittuntersuchung gesichert wird. Der
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Tumor kann dann gegebenenfalls in der gleichen Sitzung reseziert werden. Allerdings
weisen nur 10-30 % der Patienten einen potentiell kurativ resektablen Tumor auf
[Bocker 2001; RKI 2008]. Diese Patienten haben nach der radikalen chirurgischen
Tumorexstirpation laut Literatur immerhin eine 5-JUR von ca. 10-30 %, mit einer
medianen Uberlebenszeit von 15-25 Monaten [Christein 2005; Cleary 2004; Sohn 2000;
Ridwelski 2005; Han 2006; Riall 2006]. Standard ist heute die Whippl’sche Operation
(SW) oder eine Operation nach Traverso-Longmire mit Pyloruserhalt (PPPD) [Traverso
1978 und 1980]. Beiden gemeinsam ist die En-bloc-Resektion des Pankreaskopfes bzw.
des vom Tumor befallenen Teiles sowie die radikale Entfernung des distalen Magens,
des Duodenums, der Gallenblase mit distalem Ductus choledochus und den
benachbarten Lymphknotenstationen. Die Rekonstruktion erfolgt {iber verschiedene
Anastomosen, deren Komplikationsrate durch Anastomoseninsuffizenz durch den
Einsatz von mikrochirurgischen Operationstechniken deutlich erniedrigt werden konnte.
Dadurch ist die perioperative Mortalititsrate iiber die letzten Jahrzehnte entschieden

gesunken [Riall 2006].

Nachfolgend finden sich Abbildungen, die den Situs vor und nach einer Whipple-

Operation darstellen.

LA ; Stamach
| I Slruciuries excided Pancreaticojejunasiomy
Commen
hepatic duel ipmach
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hepatic

Galbladce

Tail al
panomas

Tail of

pancreas
Duarderum

lejurium

Gastiapunailamy

Abb. 2.1:  Whipple-Operation: A. Anatomie vorher, B. Anatomie nachher (mit
Pankreatikojejuno-, Hepatikojejuno- und Gastrojejunostomie) [Freelove

2006]
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Eine adjuvante Chemotherapie kann das Uberleben deutlich verbessern. Standard ist
heute die Therapie mit Gemcitabine und/oder 5-Floururacil, einzeln oder kombiniert mit
einer Radiotherapie. Durch eine geringere Toxizitdt neuerer Therapieansdtze ist die
Lebensqualitit nur noch geringfligig eingeschrinkt [Brunner 2006]. Auch ein
neoadjuvanter Therapieansatz wird fiir das Pankreaskarzinom bzw. fiir bestimmte
Risikogruppen unter den Pankreaskarzinom-Patienten diskutiert [Neoptolemos 2001
und 2004; Neuhaus 2005; Arkosy 2005; Berardi 2005; Deberne 2007; Oettle 2007].
Unbehandelt fiihrt die Erkrankung innerhalb weniger Monate zum Tod [Bocker 2001;
RKI 2006].
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3. Patienten

3.1 Patientenkollektiv

Im Zeitraum von 2000 bis Ende 2003 wurden 117 Patienten mit dem Verdacht auf ein
Pankreaskarzinom in der Klinik und Poliklink fiir Allgemeine Chirurgie des

Universititsklinikums Miinster hospitalisiert und explorativ laparotomiert.

Vor der explorativen Laparatomie, wihrend der dann je nach Befund das weitere
Vorgehen geplant wurde, wurde den Patienten Blut (je drei Proben: arteriell, peripher
vends und zentral vends) entnommen und unter Narkose eine Knochenmarkpunktion
durchgefiihrt. Diesen invasiven Mallnahmen ging immer ein Aufkldrungsgespridch und
die schriftliche Einverstdndniserkldrung des Patienten zur Teilnahme an der Studie

voraus.

Aufgrund mangelnder Qualitit des Knochenmarkaspirates (Punctio sicca, Haushaltsgen

negativ) wurden 39 Patienten von weiteren Auswertungen ausgeschlossen.

Von den verbleibenden 78 Patienten wurden 33 Patienten nach histologischer Sicherung
eines Pankreaskarzinoms in die Studie eingeschlossen (andere intestinale Tumoren wie
z. B. Karzinome der Papilla Vateri oder Gallengangs-Karzinome waren ein
Ausschlusskriterium). Drei Patienten, deren Tod nicht tumorbedingt war (Todesursache

kardial oder infektios) sind in dieser Studie nicht beriicksichtigt worden.

Die Erfassung der Patientendaten erfolgte prospektiv wihrend der Nachsorgephase. Die
Nachbeobachtungszeit des Gesamtkollektivs lag bei 36 Monaten. Follow-up-
Informationen konnten der onkologischen Sprechstunde der Klinik und Poliklinik fiir
Allgemeine Chirurgie des Universitéitsklinikums Miinster entnommen werden. Hierhin
kam der GroBteil der Patienten regelmifBig zur offiziellen Tumornachsorge. Daten zu
Patienten, die sich dieser Nachsorge entzogen, wurden durch Informationen aus

Arztbriefen und Angaben der Hausérzte ergénzt.
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Fiir die vorliegende Auswertung relevante Daten waren:

- Name, Geburtsdatum und Anschrift des Patienten

- Name und Anschrift des behandelnden Hausarztes

- Operationsbericht (mit Operationszeitpunkt und —verfahren)

- Histologie mit postoperativer, histopathologischer Tumorklassifikation (TNM-
Stadium) und Differenzierungsgrad des Tumors (G)

- Angaben iiber einen Residualtumor (R-Stadium)

- Ergebnis der Knochenmarkpunktion und der Blutuntersuchung

- Angaben zu einer eventuell durchgefiihrten Zusatzbehandlung
(Radio-/Chemotherapie)

- Todesdatum und Todesursache bzw. Datum der letzten Vorstellung in der

onkologischen Sprechstunde oder beim Hausarzt

Fiir die folgenden Auswertungen und Signifikanzpriifungen sind die Daten von 33
Patienten benutzt worden, von denen im Rahmen der Nachbeobachtung 27 (81 %)

Patienten verstorben sind, sechs (19 %) lebten zum Ende der Studie noch.

Wegen der hohen und vor allem friihzeitigen Letalitdt der Erkrankung wurden die
Zielereignisse nicht auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit an sich, sondern auf die
Linge des Uberlebens untersucht. Im Speziellen sind dies der Median (6 Monate (0-36))
sowie die 1- und 2-JUR (21 und 19 %).
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3.2 Alters- und Geschlechterverteilung zum Zeitpunkt der Probenentnahme

Der Altersdurchschnitt der Patienten lag bei

62,12 Jahren (Standardabweichung 12,48),

der Median bei 64 Jahren. Der jlingste Patient war 31, der dlteste 82 Jahre alt. Das

Verhiltnis erkrankter Méanner zu Frauen lag bei 1,75:1.

Alter bei Diagnose Geschlecht

(in Jahren) Weiblich (n) Minnlich (n) Gesamt (n)
30-39 1 1 2
40-49 1 1 2
50-59 3 4 7
60-69 4 8 12
70-79 2 5 7
80 und éalter 1 2 3
Gesamt 12 21 33

Tab. 3.1: Alters- und Geschlechtsverteilungn

3.3 Tumorstadium bei Diagnose

Die Einteilung der Tumorstadien erfolgte nach der offiziellen TNM-Klassifikation und

der 2005 aktualisierten UICC-Klassifikati

on [TNM-Klassifikation 2005]. Auf die

Darstellung der einzelnen Faktoren T-, N- und M-Stadium ist an dieser Stelle verzichtet

worden, da sich die Ergebnisse in der UICC-Einteilung widerspiegeln.

UICC-Stadium

Anzahl der Patienten (n)

IT A (T 3, NO, MO) 2
II B (T1-3, N1, M0) 6
III (T 4, jedes N, MO0) 11
IV (jedes T, jedes N, M1) 14
Gesamt 33

Tab. 3.2:UICC-Stadienverteilung

_02-




3.4 Differenzierungsgrad G

Anzahl der Patienten (n)
G I (gut differenziert) 2
G II (maBig differenziert) 17
G III (schlecht differenziert) 14
Gesamt 33

Tab.3.4: Differenzierungsgrad G

3.5 Operation, Resektionsrand und zusiitzliche Therapie

RO R1 inoperabel
(m) (m) (n)
nur Palliativ-OP - - 6 (100 %)
Palliativ-OP und Chemotherapie - - 12 (100 %)
Palliativ-OP und Chemo- und Radiotherapie | - - 7 (100 %)
nur Totalresektion 3(75 %) 1(25%) |-
Totalresektion und Chemotherapie 2 (67 %) 1 (33%) |-
Totalresektion und Radiotherapie 1 (100 %) |- -
Gesamt 6 (17 %) 2 (14 %) | 25 (69 %)

Tab.3.4: Durchgefiihrte Therapie und Tumorabsetzungsrdnder
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4. Material und Methoden

4.1 Materialgewinnung

4.1.1 Gewinnung von Knochenmark

Die Proben wurden pridoperativ aus beiden Beckenkdmmen unter sterilen Bedingungen
entnommen. Mit einer Knochenmarkpunktionskaniile wurden beide Spinae iliacae
anteriores superiores punktiert und anschlieBend 3-10 ml Knochenmark pro Seite {liber

einen Adapter direkt in einen 10-ml-Vacutainer-Behilter aspiriert.

4.1.2 Gewinnung von Blut

Die Blutentnahme wurde nach Einleitung der Anésthesie und vor Beginn der Operation
tiber liegende Venenverweilkatheter, die aus andsthesiologischer Indikation notwendig
waren, durchgefiihrt. Die Katheter befanden sich peripher am Arm, zentralvends in der
Vena jugularis und arteriell in der Arteria radialis oder ulnaris, die nahe dem
Handgelenk punktiert war. Es wurden je 4 ml Blut unter sterilen Bedingungen
entnommen und tlber einen Adapter direkt in einen mit 7,2 mg EDTA gefiillten
Vacutainer-Behilter aspiriert. Fiir die Auswertung wurde eine Blutprobe dann als

positiv angesehen, wenn in einer der drei Proben CK 20 nachgewiesen werden konnte.

4.2 Aufarbeitung der Proben

Wihrend des gesamten Vorgangs wurde unter sterilen Bedingungen und unter
Verwendung spezieller Schutzkleidung (z.B. Handschuhe) gearbeitet. Die Aufarbeitung
der Proben erfolgte zeitnah und nach einer standardisierten Methode. Die zweischrittige
CK 20-Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreatkion zum Nachweis disseminierter

Tumorzellen wurde angewendet wie bei Soeth et al. beschrieben [Soeth 1996].
Das CK 20-Gen besteht aus ca. 18 Kilobasenpaaren (exact 18061 Basenpaare) mit 8

Exons und 7 Introns. Die Grof3e der mRNA liegt bei ca. 1,5 Kilobasenpaaren (exakt
1461 Basenpaare). Diese Daten wurden der EMBL/GenBank/DDBJ Database 1993 von
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Moll et al. liberlassen [Moll 1993]. Zielsequenz in dieser Arbeit ist eine Basenabfolge

innerhalb der mRNA des Zytokeratin 20 Gens.

Pro Patientenprobe wurden jeweils 10" mononukleire Zellen fiir die RT-PCR
verwendet. Zundchst wurde die zellulire RNA aus den Zellen herausgelost und der
Abschnitt, auf dem die spezifische Basenabfolge lokalisiert ist, wurde mit Hilfe der
Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben und in einer nested-PCR amplifiziert,
d.h. es wurden zwei Amplifikationszyklen hintereinander geschaltet. Im ersten Zyklus
wurde dabei ein duleres Primerpaar verwendet, welches ein groferes cDNA-Fragment
iiberspannt. Im zweiten Zyklus wurde ein kleineres nested-Primerpaar verwendet,
welches innerhalb des ersten Amplifikationsproduktes eine kleinere cDNA-Sequenz

umfasst.

Um die Integritit der RNA sicherzustellen, wurde parallel zu jeder ersten PCR eine
cDNA-Sequenz des Haushaltsgens Histon 3.3 koamplifiziert. In der zweiten PCR
(nested-PCR) wurde keine RNA-Kontroll-PCR mehr durchgefiihrt, da die RNA-

Qualitédt nach der ersten PCR nachweisbar sein musste.

Die PCR-Primer-Sequenzen fiir den ersten Amplifikationszyklus von CK 20 und dem
Haushaltsgen Histon 3.3 sind von Futscher und Blake [Futscher 1993] sowie von Soeth
und Vogel [Soeth 1997] veroffentlicht:

CK 20:

AuBeres Primerpaar (PCR I; Sequenz 5> — 3°)

5’Primer (upstream) =CK20Tu=GCGTTT ATG GGG GTG CTG GAG
3’Primer (downstream) =CK 20 Id = AAG GCT CTG GGA GGT GCG TCT C

Inneres Primerpaar (PCR II; Sequenz 5° — 37)

5’Primer (upstream) = CK 20 [Iu=TCG GCG GGG ACC TGT TTG
3’Primer (downstream) =CK 20 IId = CAG TGT TGC CCA GAT GCT TGT TG
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Haushaltsgen Histon 3.3 Primerpaar (Sequenz 5° — 3°)
5’Primer (upstream) =5H3 =CCA CTG AAC TTC TGA TTC GC
3’Primer (downstream) =3H3 =GCG TGC TAG CTG GAT GTC TT.

Die folgende Abbildung gibt die Vorginge der aufeinander folgenden PCRs

schematisch wieder:

PCR1

cDNA

Primer — 788 bp ﬁ

CK 20 Iu CK201d

PCR II (nested-PCR)

cDNA-Amplifikationsprodukt
Primer 485 >

CK20ITu CK201I1d
Abb. 4.1: Schematische Darstellung der nested-PCR

Das Amplifikationsprodukt der ersten PCR (graues Fragment) weist eine Produktlinge
von 788 bp auf. Diese cDNA-Sequenz wurde in einer zweiten PCR (nested-PCR) auf
ein 485 bp langes Fragment (Endprodukt) reduziert. Die Amplifikationsprodukte
wurden anschlieBend in der Gel-Elektrophorese aufgetrennt und durch Anfarbung mit

Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

Das Amplifikationsprodukt des Haushaltsgens sollte eine Produktlinge von 215 bp

aufweisen.
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4.2.1 Isolierung von Lymphozyten

4.2.1.1. Reagenzien und Losungen fiir die Isolierung von Lymphozyten

Folgende Reagenzien und Hilfsmittel wurden fiir die Isolierung von Lymphozyten
verwendet:

- 10 ml Vacutainer (170 [.U.; BD vacutainer systems, UK)

- 4 ml K2E (EDTA, 7.2 mg; BD vacutainer systems, UK)

- Zentrifugationsrohrchen 50 ml (Nunc, Miinchen)

- Ficoll-Isopaque-Losung (Pharmacia, Freiburg)

- Phosphate-Buffered-Saline (PBS; Invitrogen Liefe-Technologies, Karlsruhe)

- DEPC-H,0 (RNAse-freies Wasser)

4.2.1.2 Isolierung von Lymphozyten durch Dichtegradienten-Zentrifugation

Zunichst erfolgte die Isolierung mononukledrer Zellen mittels einer Dichtegradienten-
Zentrifugation mit einer Ficollschen Losung. Die Probe wurde sorgfiltig tiber der
Ficollschen Losung in einem Zentrifugationsrohrchen geschichtet. Die Zentrifugation
erfolgte bei 500 x Erdanziehungskraft (g) iiber 30 Minuten bei Zimmertemperatur.
Durch die niedrige Viskositdt, die entsprechende Dichte der Blut- bzw.
Knochenmarkbestandteile und die osmotischen Eigenschaften der Ficoll-Losung fiihrt
die Zentrifugation zur differenzierten Migration und zur Ausbildung von Schichten, die
verschiedene Zelltypen enthalten. Die unterste Schicht enthélt Erythrozyten, die durch
die Ficoll-Losung aggregieren und deshalb komplett sedimentieren. Die Schicht
unmittelbar tiber den Erythrozyten bilden vorwiegend Granulozyten, deren Dichte grof3
genug ist, um durch die Ficoll-Schicht zu migrieren. Wegen ihrer geringen Dichte
werden Lymphozyten und Monozyten mit den anderen langsam sedimentierenden
Teilchen, wie z. B. Thrombozyten, an der Grenze zwischen Plasma (geringste Dichte)

und Ficoll-Schicht gefunden (siche Abbildung 4.2).
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Blut - Plasma
u - Lymphozyten

— - Ficoll
- Ficoll - Granulozyten
- Erythrozyten

Abb. 4.2: Schichtung der Blut- bzw. Knochenmarkbestandteile nach der

Dichtegradienten-Zentrifugation

Die obere Schicht, das Plasma, wurde verworfen. Die Lymphozytenschicht wurde
sorgfiltig in ein zweites Gefdll abpipettiert. Mogliche Thrombozyten-/Plasma- oder
Ficoll-Reste wurden durch Waschung mit PBS entfernt. Der Uberstand wurde
dekantiert und es folgte eine Vitalitdtspriifung nach der Trypan-Blau-Ausschluss-
Methode, bei der sich tote Zellen blau anfdrben, da der Azofarbstoff das Zytoplasma

toter Zellen durchqueren kann, nicht aber das lebender Zellen.

4.2.2 RNA - Isolierung

4.2.2.1 Reagenzien und Losungen zur Isolierung von DNA aus mononukleéiren
Zellen

- 500 ul RNAzol (Guanidinium-Isothiozyanat-Losung, Wak-Chemie Medical
GmbH, Bad Soden, Deutschland)

- 200 pl Chloroform

- 200 pl Isopropanol

- Ethanol (70 %)

- DEPC-H,0 (RNAse-freies Wasser)
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4.2.2.2 Durchfiihrung der RNA-Isolation

Die Isolierung der Gesamt-RNA wurde in Anlehnung an das Verfahren von
Chomczynski und Sacchi [Chomczynski 1987] durchgefiihrt, modifiziert nach Siebert
und Chenchik [Siebert 1993].

Zunidchst erfolgte die Lyse der Zellen (Denaturierung von Zell- und
Zellkernmembranen), um die Nukleinsduren aus dem Kern zu entlassen. Dazu wurden
10" Lymphozytenzellen mit RNAzol resuspendiert. Im Anschluss daran wurde in einem
sterilen Reaktionsgefdl Chloroform zugefiigt. Nach 30 Sekunden Vortexen, kurzzeitiger
Inkubation auf Eis und anschlieBender 15-miniitiger Zentrifugation bei 4°C und
13.000 x Erdanziehungskraft (g), wurde eine deutliche Trennung in eine obere, klare,
wiassrige und eine untere, blaue Phase sichtbar. Die untere Phase, die DNA und andere
Proteine enthielt, wurde verworfen; der Uberstand, der geloste RNA enthielt, wurde in
ein zweites Reaktionsgefd3 iiberfithrt und mit dem gleichen Volumen Isopropanol
aufgefiillt. Das Gemisch wurde geschwenkt, bis keine Schlieren mehr zu sehen waren,
und erneut auf Eis inkubiert sowie weitere 30 Minuten bei 4°C und
13.000 x Erdanziehungskraft (g) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das
Pellet war weil bis klar durchsichtig und wurde zweimalig mit Ethanol (70 %)
gewaschen, indem es jeweils 15 Minuten bei 13.000 x Erdanziehungskraft (g)
zentrifugiert wurde. Nachdem der Uberstand verworfen worden war, trocknete das
Pellet etwa 45 Minuten bei Raumtemperatur unter einen Zellstofftuch, bis alle
Ethanolreste verdunstet waren. Die sedimentierte RNA konnte nun in RNAse-freiem

Wasser suspendiert werden.
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4.2.3 Reinheitskontrolle der isolierten RNA

4.2.3.1 Hilfsmittel fiir die Reinheitskontolle der RNA

BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg

4.2.3.2 Prinzip der Reinheitskontrolle der RNA

Eine unerldssliche Bedingung fiir die Durchfiihrung einer prézisen RT-PCR ist die
Gewinnung einer reinen und in ihrer Integritdt vollstindig erhaltenen RNA. Die
Reinheitskontrolle wurde nach dem Prinzip der Multi-Wellenldngen-Messung
durchgefiihrt. Hierbei nutzt man die unterschiedlichen Absorptionseigenschaften reiner
Nukleinsduren (Absorptionsmaximum: 260 nm) und der verunreinigenden Proteine
(v. a. durch ihre aromatischen Aminosdurebestandteile wie Tryptophan, Tyrosin und
Phenylalanin weisen Proteine ein Absorptionsmaximum bei 280 nm auf). Durch die
Bestimmung des Quotienten der Absorption bei 260 und 280 nm wurde die Reinheit der
RNA abgeschitzt. Im Idealfall einer absolut reinen Nukleinsdureldsung erhédlt man eine
Azeonso-Ratio von 2.0. Fiir die vorliegenden Versuche wurden ausschlie8lich RNA-

Préaparationen mit einer Ajeo280-Ratio von mehr als 1,5 verwendet.

4.2.4 Reverse Transkriptase-Polyermase-Ketten-Reaktion (RT-PCR)

4.2.4.1 Reverse Transkription

4.2.4.1.1 Reagenzien und Losungen fiir die reverse Transkription

- DEPC-H,0 (RNAse-freies Wasser)

- Primer (2 pl CK 20 Id (50 pmol/ul) bzw. 0,5 pl 3H3 (50 pmol/ul))

- first strand buffer-Reaction Mix (4 pul 5x; Invitrogen Life-Technologies,
Karlsruhe)

- 0,1 M Dithiothreitol (DTT; 2 ul)

- Desoxynucleotidtriposphate 10 mM (dNTP; 1 pul)

- Superscript (superscript Il reverse transcriptase; 1 ul; Invitrogen Life-

Technologies, Karlsruhe)
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4.2.4.1.2 Durchfithrung der reversen Transkription

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase wurde die isolierte zellulire RNA enzymatisch in
zelluldre komplementire DNA (cDNA) iiberfiihrt. Bei jeder reversen Transkription
wurden ein Leerwert (10 ul DEPC-H,O anstelle der Patienten-RNA) und eine
Positivkontrolle (2 pl RNA-Einsatz anstelle der Patienten-RNA) mitgefiihrt. Um
Sekundarstrukturen an der RNA aufzulosen, wurden zunichst CK 20-Id-Primer und
3H3-Primer mit 10 pl Patienten-RNA/Leerwert bzw. 2 pl der Positivkontrolle in einem
sterilen Reaktionsgefd3 gemischt. Volumen unter 12 ul wurden auf 12 pl mit RNAse-
freiem Wasser aufgefiillt. Die Losungen wurden 10 Minuten bei 70°C im Thermoblock

inkubiert und danach sofort auf Eis gekiihlt.

Nach einer zweiminiitigen Ruhephase wurde ein Mix aus first strand buffer,
Dithiothreitol, Desoxynucleotidtriposphate und Superscript II jeweils zu den
verschiedenen Ansétzen pipettiert. Es ergab sich ein Gemisch mit einem
Gesamtvolumen von 20 pl, welches gut durchmischt und anschlieBend abzentrifugiert
wurde. Die Herstellung der komplementdren DNA (cDNA) erfolgte durch die reverse
Transkription durch Inkubation im Thermoblock iiber 50 Minuten bei 42°C.
Anschliefend wurde das Enzym Reverse Transkriptase inaktiviert durch eine
fiinfmintitige Hitze-Inaktivierung bei 95°C, gefolgt von einer fiinfminiitigen Abkiihlung

bei 4°C.

Die so entstandene cDNA konnte sofort fiir die PCR eingesetzt oder bei — 20 °C fiir

maximal ein Jahr gelagert werden.
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4.2.4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Initial wurde parallel zu jeder CK 20-Sequenz jeweils eine cDNA-Sequenz des
Haushaltsgens Histon3.3 koamplifiziert. Dazu wurde die cDNA aus derselben Reversen
Transkription verwendet, um die Integritdt der RNA sowie den korrekten Ablauf der
RNA-Extraktion und Reversen Transkription zu iiberpriifen. Alle Arbeitsschritte fanden
unter sterilen Bedingungen unter dem Laminar-Air-Flow statt. Es wurden ausschlieBlich

sterile Einmalpipetten und autoklavierte Arbeitsmaterialien verwendet.

4.2.4.2.1 Reagenzien und Losungen fiir die PCR

- 10 x PCR-Puffer (mit der Taqg-Polymerase geliefert, Invitrogen Life-
Technologies, Karlsruhe)

- dNTP- Mix (10 mM)

- MgCl,

- Primer (siehe Kapitel 4.2, je 50 pmol/ul)

- 1,25 U Tag-Polymerase (Invitrogen Life-Technologies, Karlsruhe)

- 9700 Thermocycler (Perkin Elmer)

4.2.4.2.2 Erste PCR (100 pl Ansatz) - Durchfithrung

Fiir jede Patientenprobe und die entsprechende RNA-Kontrolle des Haushaltsgens

Histon 3.3 wurden zwei verschiedene Primixe hergestellt:

CK 20 RNA-Kontrolle (Histon 3.3)
10 x PCR-Puffer 10 pl 10 x PCR-Puffer 10 pl
dNTP- Mix dNTP- Mix

(10 mM) 8 ul (10 mM) 8 ul
MgCl, 3ul MgCl, 3ul
Taq-Polymerase 0,5 ul Taq-Polymerase 0,5 ul
CK20ITu—Primer |2upul 3H3-Primer 1,5 pl
CK 201d - Primer I ul SH3-Primer 2 ul

Tab. 4.1: Pipettierschema PCR
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In alle CK 20-Ansitze wurden je 15ul cDNA, in die Kontrollen je 5 ul RNA zugegeben
und das Gemisch wurde auf je 100 pul mit RNAse-freiem Wasser aufgefiillt.

Die Inkubation erfolgte im Perkin Elmer 9700 Thermocycler. Die DNA-Amplifikation
lief in verschiedenen Schritten ab: Zunichst fand die initiale Aktivierung bei 95°C statt.
Die DNA wurde in einem weiteren Schritt bei 95°C denaturiert. Es folgte die
Anlagerung der Primer (Annealing) bei 55°C und anschlieBend die DNA-Extension bei
72°C. Die terminale Extension erfolgte ebenfalls bei 72°C, dem Temperatur-Optimum

der relativ hitzestabilen DNA-Polymerase des SiiBwasserfisches Thermus aquaticus.

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die zeitlichen Abléufe:

Aktivitit Temperatur (°C) Zeit (sec)
Initiale Aktivierung 95 180
Denaturierung 95 30
Annealing 55 45
Amplifikation

1) 35 Zyklen 72 60

2) terminal 72 420
Abkiihlung 4

Tab. 4.2: Inkubationsschema PCR

Abschliefend wurde der Amplifikationsprozess auf mogliche Storungen durch das

Geriat liberpriift.
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4.2.4.2.3 Zweite PCR (50 pl Ansatz) - Durchfithrung

Fiir jede Patientenprobe wurde der folgende Pramix hergestellt:

CK 20

10 x PCR-Puffer 5l
dNTP- Mix (10 mM) | 4 ul
MgCl, 1,5 ul
Taq-Polymerase 0,25 pul
CK20ITu—Primer |1l
CK 2011 d - Primer 1 ul

Tab. 4.3: Pipettierschema PCR Il

In alle CK 20-Ansdtze wurde 1ul der cDNA-Sequenz aus der ersten PCR zugegeben
und das Gemisch wurde mit RN Ase-freiem Wasser auf 50 ul aufgefiillt. Die Inkubation
erfolgte nach demselben Schema wie bei der ersten PCR (siehe Tabelle 4.2 in Kapitel
4.2.4.2.2). Das Amplifikat konnte bis zur zeitnahen Weiterverarbeitung bei 4°C oder bei

—20°C fiir maximal 1 Jahr aufbewahrt werden.

4.2.5 Nachweis der Amplifikationsprodukte — Gel-Elektrophorese
4.2.5.1 Reagenzien, Losungen und Hilfsmittel fiir die Gel-Elektrophorese
- Blaumarker (2 pl Ethidiumbromid)
- Polyacrylamidgel (PAA) (10%), bestehend aus:
e 10 ml dd H,O (destilliertes Wasser)
e 4 ml Acrylamid (30 %)
e 1,5 ml Tris-Borsdure-Ethylendiamintetraessigsaure (10 x TBE)
e 100 pl 10%iges Amoniumpersulfat (APS)
e 16 pul N,N,N’,N’,-Tetramethylethylendiamine (TEMED)
- DNA-Langenstandard VIII (2ul)
- PE310-Kapillar-Sequenzer (PE, Applied Biosystems, Weiterstadt)
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4.2.5.2 Durchfiihrung der Gel-Elektrophorese

Mit Hilfe der Gel-Elektrophorese erfolgte die Auftrennung der cDNA-Fragmente der
CK 20- und Histon-3.3-Sequenzen, die zuvor in beiden PCR-Zyklen amplifiziert
wurden. Dazu wurden zunédchst die PCR-Produkte mit Blaumarker versetzt und in eine
Tasche eines Polyacrylamidgels (10 %) pipettiert. Fiir die vergleichende Beurteilung der
GroBe der DNA-Amplifikate wurden 2 pul DNA-Léangenstandard VIII mit einem
gleichen Volumen Blaumarker versetzt und ebenfalls in eine Tasche des
Polyacrylamidgels pipettiert. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte in der Biometra-

Gelkammer tiber 40 Minuten bei 60 mA.

Um die Korrektheit der Amplifikation von CK 20 zu gewéhrleisten, wurden die PCR—
Produktsequenzen mit einem PE310-Kapillar-Sequenzer analysiert. Die Gelauswertung
erfolgte manuell. Dabei durfte die Wasserkontrolle keine Amplifikate enthalten, die
Kontrolle des Haushaltsgens Histon sollte ein Fragment von 215 bp ergeben und die
GroBe des CK 20-spezifischen Signals sollte nach dem ersten Amplifikationszyklus
788 bp und nach der nested-PCR 485 bp betragen (sieche Kapitel 4.2).
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4.3 Statistische Methoden

Untersucht wurden bei 33 Patienten die Beziehungen zwischen Tumorstadium und
Uberlebenszeit und dem Nachweis von CK 20-expremierenden Zellen im Blut und
Knochenmark. Die statistische Auswertung der Daten wurde mit SPSS 9.0 fiir Windows
der Firma SPSS Incorporated durchgefiihrt.

Zunichst erfolgte die deskriptive Analyse der erhobenen Daten. Alle relevanten
Erhebungsmerkmale (Alter, Geschlecht, Tumorstadium, Differenzierungsgrad,
Uberlebenszeit) wurden deskriptiv tabelliert und hinsichtlich prozentualer Verteilung
der patienten- und tumorbezogenen Merkmale sowie der ermittelten Knochenmark- und
Blutbefunde untersucht. Die Ergebnisse wurden gegebenenfalls als Median und/oder als
Durchschnitt mit jeweiliger Standardabweichung bei einem 95 %-Konfidenzintervall
angegeben. Fiir die Analyse der Uberlebenszeit wurde die Zeit von der Operation bis
zum Tod in Monaten berechnet. Die Patienten, die bei Abschluss der Beobachtungen
noch lebten, wurden zum Zeitpunkt der letzten Kontrolle zensiert. Die statistischen

Tests wurden jeweils zu einem Signifikanzniveau von 5 % durchgefiihrt (p < 0.05).

Die graphische Darstellung der Uberlebenszeiten erfolgte in Form von Kaplan-Meier-
Plots. Unterschiede zwischen den Uberlebenszeitkurven wurden mit dem Log-rank-Test
auf Signifikanz getestet (p < 0,05). Auch die mediane Uberlebenszeit sowie die 1- und
2-JUR wurden berechnet. Wegen der schlechten Prognose des Pankreaskarzinoms
wurde auf eine Auswertung der Daten zum rezidivfreien Uberleben und der

Uberlebenszeiten iiber 36 Monate hinaus verzichtet.

Die Abhiéngigkeit zwischen dem Nachweis von CK 20-haltigen Zellen im
Knochenmark und Blut und dem Tumorstadium nach UICC wurde mit Hilfe eines Log-
linearen Regressionmodells untersucht. Dabei wurde das Alter als moglicher

Einflussfaktor beriicksichtigt. Es wurde ein Signifikanzniveau von 5 % definiert.
Anschlielend wurden die auf das Gesamtiiberleben einflussnehmenden Faktoren mit

Hilfe der Cox-Regression analysiert. Ziel der Analyse war die Uberpriifung, ob das

Vorkommen von CK 20-expremierenden Zellen im Blut oder Knochenmark einen
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Einfluss auf das Gesamtiiberleben hat. Die Analyse konzentrierte sich deshalb neben
diesen beiden Faktoren auf Faktoren, von denen eine Einflussnahme anzunehmen war:
das Alter (in Dekaden) und die UICC-Klassifikation. T-, N- und M-Stadium wurden
nicht gesondert in die Berechnungen einbezogen, da sie bereits im UICC-Stadium
erfasst sind. Diese Parameter sollten daher aus dem statistischen Modell, basierend auf
dem Prinzip der Multikolinearitdt, ausgeschlossen werden. Zundchst wurden die
Einflussfaktoren univariat exploriert, um zu testen, ob ein direkter Zusammenhang
zwischen je zwei Variablen vorliegt. Danach erfolgte die multivariate Analyse aller
Einflussfaktoren gemeinsam, um eine eventuelle Abhéngigkeit der einzelnen Faktoren
untereinander zu iberpriifen. Es wurde ein Signifikanzniveau von 5 % definiert. Als

MaB fiir die Stirke des Zusammenhanges werden adjustierte Hazard Ratios angegeben.
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5. Ergebnisse

Im Rahmen der Studie wurde 33 Patienten, die an einem Pankreaskarzinom litten, je
eine Blut- und eine Knochenmarkprobe entnommen. Aus diesen Proben wurde RNA
mononukledrer Zellen isoliert, mit der dann eine nested-PCR durchgefiihrt wurde, um
CK 20-haltige Zellen als Mikrometastasen zu detektieren. Die Patienten wurden auf ihre
Uberlebenszeit beobachtet und es sollte eine Korrelation zwischen dem Tumorstadium
sowie der Uberlebenszeit und dem Nachweis zytokeratinhaltiger Zellen im Blut oder

Knochenmark herausgestellt werden.

5.1 Pra-operativer Tumorzellnachweis im Blut und Knochenmark

Bei etwa zwei Drittel der Patienten (23/33 (69 %)) konnten zytokeratinhaltige Zellen im
Blut nachgewiesen werden und bei gut der Hilfte (17/33 (51,5 %)) der Patienten im
Knochenmark. Bei dem restlichen Drittel bzw. der anderen Hélfte der Patienten konnte
in keiner der untersuchten Proben ein positives Resultat bestétigt werden. Bei fast allen
Patienten (16 von 17), die Mikrometastasen im Knochenmark aufwiesen, sind ebenfalls
im Blut zytokeratinhaltige Zellen entdeckt wurden. Neun der zehn Patienten, bei denen
keine der untersuchten Blutproben positiv fiir Zytokeratin 20 war, waren komplett frei
von Mikrometastasen, wiesen also auch keine zytokeratinhaltige Zellen im
Knochenmark auf. Lediglich ein Patient, bei dem alle drei Blutproben negativ getestet

worden waren, hatte zytokeratinhaltige Zellen im Knochenmark.

5.2 Tumorzellnachweis in Abhingigkeit von Alter und Geschlecht

Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse der Blut- und Knochenmarkbefunde in
Abhéngigkeit vom Alter und Geschlecht. Da ein Héaufigkeitsgipfel in der 6.
Lebensdekade vorliegt, ist das Patientengut fiir die folgende Untersuchung in Gruppen
unterteilt worden. Die eine umfasst alle Patienten, die zum Zeitpunkt der Diagnose
jinger als 60 Jahre waren, die andere Gruppe wird von Patienten gebildete, die zum

Zeitpunkt der Diagnose mindestens 60 Jahre alt waren:
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Positiver
Positiver Knochen- Beides
Blutbefund markbefund positiv
Geschlecht | M (n=21) 14 (67 %) 10 (48 %) 9 (43 %)
W (n=12) 9 (75 %) 7 (58 %) 7 (58 %)
Alter <60 Jahre (n=11) 6 (55 %) 5 (45 %) 5 (45 %)
> 60 Jahre (n=22) 17 (77 %) 12 (55 %) 11 (50 %)
Gesamt (n = 33) 23 (69 %) 17 (51,5 %) 16 (48,5 %)

Tab. 5.1: Nachweis disseminierter Tumorzellen in Blut und Knochenmark in

Abhdngigkeit von Alter und Geschlecht

Der Altersmedian der Patienten, die keine zytokeratinhaltige Zellen im Blut aufwiesen,
lag bei 58 Jahren (31 bis 77 Jahre). Er lag damit fast zehn Jahre unter dem Median der
Patienten, in deren Blut Tumorzellen detektiert werden konnten (Median = 67; 36 bis 82
Jahre). Bei Betrachtung des Knochenmarkbefundes féllt ein nicht ganz so gravierender
Unterschied auf: Patienten mit positivem Knochenmarkbefund wiesen einen
Altersmedian von 61 Jahren auf (31 bis 77 Jahre), wéihrend bei Patienten mit

tumorzellfreiem Knochenmark der Altersmedian bei 64 Jahren lag (45 bis 87 Jahre).

5.3 Tumorzellnachweis in Abhiingigkeit vom Tumorstadium

Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse der Blut- und Knochenmarkbefunde in
Abhingigkeit vom Tumorstadium. Auf die separate Darstellung fiir T-, N- und M-
Stadium ist verzichtet worden, da sich diese Kriterien in der UICC-Klassifizierung

widerspiegeln:
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Positiver

Positiver Knochen-

Blutbefund markbefund Beides positiv
ITA(T3,N0,M0O; n=2) 1 (50 %) 1 (50 %) 1 (50 %)
II B (T1-3, N1, M0; n = 6) 2 (33 %) 1 (17 %) -
III (T4, jedes N, M0; n =11) 10 (91 %) 8 (73 %) 8 (73 %)
IV (jedes T, jedes N, M1;
n=14) 10 (71 %) 7 (50 %) 7 (50 %)
Gesamt (n = 33) 23 (69 %) 17 (51,5 %) 16 (48,5 %)
Tab. 5.2: Nachweis disseminierter Tumorzellen in Blut und Knochenmark in

Abhdngigkeit vom Tumorstadium

Wie aus obiger Tabelle ersichtlich ist, haben die Patienten im UICC-Stadium III zu
einem wesentlich hoheren Prozentsatz zum Zeitpunkt der Operation disseminierte
Tumorzellen im Blut und/oder Knochenmark als in den anderen Stadien. Wéhrend fiir
den Knochenmarkbefund kein nennenswerter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen existiert (CK 20+: Mean = 5 + 1; CK 20-: Mean = 5,24 +0,83), ist beim
Blutbefund ein minimaler Trend feststellbar: Patienten, in deren Blutproben keine
disseminierten Tumorzellen gefunden werden konnten, hatten im Durchschnitt ein

minimal besseres Tumorstadium (CK 20+: Mean =5,26 + 0,81; CK 20- =4,8 = 1,14).

Anhand der obigen Daten ist offensichtlich, dass die Nachweisbarkeit von CK 20 mit
dem Stadium ansteigt, um beim Stadium III sein Maximum zu erreichen. Obwohl im
Stadium IV eine niedrigere Detektionsrate erzielt wird, ist insgesamt ein eindeutiger

Trend erkennbar.
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5.4 Tumorzellnachweis in Abhéngigkeit vom Differenzierungsgrad

Positiver

Positiver Knochen- Beides

Blutbefund markbefund positiv
G I (gut differenziert; n=2) 2 (100 %) 2 (100 %) 2 (100 %)
G II (miBig differenziert; n = 17) 9 (53 %) 8 (47 %) 8 (47 %)
G III (schlecht differenziert;
n=14) 12 (85 %) 7 (50 %) 6 (43 %)
Gesamt (n = 33) 23 (69 %) 17 (51,5 %) 16 (48,5 %)
Tab. 5.3:  Nachweis disseminierter Tumorzellen in Blut und Knochenmark in

Abhdngigkeit vom Differenzierungsgrad G

5.5 Tumorzellnachweis in Abhéngigkeit von Therapieplan und Tumorabsetzungs-

rand
Positiver

Positiver Knochen- Beides

Blutbefund markbefund | positiv
nur Palliativ-OP (n = 6) 6 (100 %) 5 (83 %) 5 (83 %)
Palliativ-OP u. Chemotherapie
(n=12) 7 (58 %) 542 %) 542 %)
Palliativ-OP u. Chemo- wu.
Radiotherapie (n =7) 7 (100 %) 5(71 %) 5(71 %)
nur Totalresektion (n = 4) 1 (25 %) 2 (50 %) 1 (25 %)
Totalresektion u. Chemotherapie
(n=3) 2 (66 %) - -
Gesamt (n = 33) 23 (69 %) 17 (51,5 %) 16 (48,5 %)

Tab. 5.4: Nachweis disseminierter Tumorzellen in Blut und Knochenmark in

Abhdingigkeit von Therapieplan und Tumorabsetzungsrand
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5.6 Uberlebensraten

Das gesamte Patientenkollektiv iiberlebte im Median sechs Monate (0-36). Die 1-JUR
fiir alle Patienten lag bei 19,5 %, die 2-JUR bei 15 %. Sechs Patienten lebten am Ende

der Nachbeobachtungszeit von 36 Monaten noch.

Im Folgenden sollen die Uberlebensraten in Abhiingigkeit von den Zielparametern
Alter, Geschlecht, Tumorstadium und Nachweis von zytokeratinhaltigen Zellen im Blut

und im Knochenmark dargestellt werden.

5.6.1 Uberlebenszeit nach Kaplan-Meier fiir beide Geschlechter

Beide Geschlechter iiberlebten im Median 6 Monate (Frauen: 0-36, Ménner: 1-36). Die
Prognose ist vom Geschlecht unabhéngig (p = 0,8039). Auf eine graphische Darstellung

ist wegen der Eindeutigkeit des Ergebnisses verzichtet worden.

5.6.2 Uberlebenszeit nach Kaplan-Meier fiir verschiedene Altersklassen

Zur Vereinfachung wurden die Patienten in zwei Gruppen eingeteilt (< 60 Jahre oder >
60 Jahre). Patienten, die jlinger als 60 Jahre waren (n = 11), iiberlebten im Median 6
Monate (1-13); Patienten, die 60 Jahre oder élter waren (n = 22), {iberlebten im Median
7 Monate (0-36). Bei einem p von 0,4252 besteht kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen im Bezug auf das Gesamtiiberleben. Auf eine

graphische Darstellung ist wegen der Eindeutigkeit des Ergebnisses verzichtet worden.
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5.6.3 Uberlebenszeitkurven nach Kaplan-Meier fiir die unterschiedlichen

Tumorstadien

Bei Betrachtung der Uberlebenszeit in Abhiingigkeit vom Tumorstadium findet man wie
erwartet im Log-rank-Test einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den
Tumorstadien (p = 0,0397).
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Abb. 5.1: Uberlebenszeitkurven in Abhdngigkeit vom Tumorstadium (Stadium II A:
n =2, medianes Uberleben: 25 Monate (25-36); Stadium Il B: n =06,
medianes Uberleben: 7 Monate (3-36); Stadium III: n =11, medianes
Uberleben: 9 Monate (1-36); Stadium IV: n = 14, medianes Uberleben: 4
Monate (0-11))
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5.6.4 Uberlebenszeitkurven nach Kaplan-Meier nach Blutbefund

Patienten, in deren Blutproben disseminierte Tumorzellen nachgewiesen werden
konnten, iiberlebten im Median 6 Monate (0-36). Fiir Patienten mit tumorzellfreien
Blutproben konnte ein medianes Uberleben von 9 Monaten (1-36) beobachtet werden.
Eine statistische Signifikanz fiir diesen Unterschied liegt jedoch bei einem p von 0,1851

nicht vor.
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Abb. 5.2: Uberlebenszeitkurven in Abhdingigkeit vom Blutbefund (CK+: n = 23;
CK-:n=10)

Die Uberlebensraten der Patienten in Abhiingigkeit vom Blutbefund sind in Tabelle 5.5

aufgelistet.

Median (Monate) 1-JUR (%) 2-JUR (%)
CK+ (n =23) 6 (0-36) 12 8
CK- (n = 10) 9 (1-36) 40 30

Tab. 5.5: Uberlebensraten in Abhdingigkeit vom Tumorzellnachweis im Blut
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5.6.5 Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier nach Knochenmarkbefund

Beide Patientengruppen {liberlebten im Median 6 Monate. Es besteht also kein
Unterschied in der Uberlebenszeit dieser beiden Patientengruppen (p = 0,7367). Auch
die Graphik dazu ist eindeutig.
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Abb. 5.3:  Uberlebenszeitkurven in Abhdngigkeit vom Knochenmarkbefund (CK+:
n=17;, CK-:n=16)

Die Uberlebensdaten in Abhéngigkeit vom Befund im Knochenmark sind in Tabelle 5.6

dargestellt:

Median (Monate) 1-JUR (%) 2-JUR (%)
CK+ (n=17) 6 (0-36) 19 19
CK- (n = 16) 6 (1-25) 25 20

Tab. 5.6: Uberlebensraten in Abhiingigkeit vom Tumorzellnachweis im Knochenmark
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5.7 Tumorzellnachweis im Blut und Knochenmark - Prognostische Relevanz

Nachfolgend wurde untersucht, inwieweit der Nachweis von Zytokeratin 20-haltigen
Zellen im Blut und Knochenmark und/oder andere Faktoren eine Prédiktion der
Uberlebensraten fiir die Patienten erlaubt. Das UICC-Stadium wurde dabei als
unabhingiger Faktor eingesetzt. Geklart werden sollte der Zusammenhang zum Alter
(in Dekaden) und zum Nachweis von Zytokeratin 20-haltigen Zellen im Blut und im
Knochenmark (positiv vs negativ). Zusitzliche Faktoren wie Infiltrationstiefe (T),
Lymphknotenbefall (N) oder Fernmetastasen (M) wurden nicht separat in die
Berechnungen einbezogen, da sie bereits im UICC-Stadium enthalten sind. Diese
Parameter sind daher, basierend auf dem Prinzip der Multikolinearitdt, aus dem

statistischen Modell ausgeschlossen worden.

5.7.1 Abhiingigkeit zwischen dem Nachweis von Zytokeratin 20-haltigen Zellen im

Knochenmark und Blut und dem Tumorstadium nach UICC

Mit Hilfe eines Log-linearen Regressionsmodells wurde die Nachweisbarkeit von
Tumorzellen in Blut und/oder Knochenmark in Abhidngigkeit vom Tumorstadium
(UICC-Stadium) untersucht. Es sollte bewiesen werden, dass ein hoheres Tumorstadium
mit einer erhohten Nachweisbarkeit von Zytokeratin 20-haltigen Zellen im Blut
und/oder im Knochenmark einhergeht. Zusétzlich wurde das Alter zum Zeitpunkt der
Diagnose (in Dekaden) einbezogen, um eventuelle Altersabhingigkeiten zu erfassen.
Keiner der untersuchten Parameter wies bei einem Konfidenzinterval von 95 % eine
statistische Signifikanz auf. Es kann also nicht bestitigt werden, dass ein
Zusammenhang zwischen dem Nachweis von Tumorzellen im Knochenmark oder im

Blut und dem Tumorstadium besteht.

Zielparameter Signifikanz | 95 %-Konfidenzintervall des

(p-Wert) Korrelationskoeffizienten

Alter bei Diagnose (in Dekaden) 0,470 -0,379 bis 0,179
CK 20-Nachweis im Knochenmark | 0,914 - 0,764 bis 0,849
CK 20-Nachweis im Blut 0,250 - 1,383 bis 0,375

Tab. 5.7: Abhdngigkeit zwischen CK 20-Nachweis und Tumorstadium
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5.7.2 Abhingigkeit zwischen dem Nachweis von Zytokeratin 20-haltigen Zellen im
Knochenmark und Blut und der Uberlebensrate

5.7.2.1 Univariate Analyse mit zwei Einflussvariablen (Cox Regression)

In den Analysen nach dem Cox-Modell wurde zunédchst neben dem UICC Stadium nur
ein weiterer Faktor berilicksichtigt. Dabei wurden die Faktoren Alter zum
Diagnosezeitpunkt (in Dekaden) und der Nachweis von Zytokeratin 20-haltigen Zellen
im Knochenmark und im Blut in Abhdngigkeit vom bekannten Prognosefaktor UICC-
Stadium untersucht. Wie erwartet konnte in diesen Einzelanalysen bei einem
Signifikanzniveau von 5 % das UICC-Stadium als signifikanter Einflussfaktor bestétigt
werden. Die iibrigen Faktoren hatten keinen nachweisbaren FEinfluss auf das
Gesamtiiberleben. Als Mal fiir die Stirke des Zusammenhangs werden adjustierte

Hazard Ratios angegeben.

Modellparameter P-Wert Hazard ratio (95 % CI)
UICC-Stadium 0.0257 1.6938 (1.0661-2.6909)
Alter bei Diagnose 0.6120 1.0882 (0.7850-1.5085)
(in Dekaden)

Tab. 5.8: Cox’sche Regression mit UICC-Stadium und Alter als Einflussgrofsen im
statistischen Modell. Signifikante Einflussvariablen sind fett markiert.

Zielparameter P-Wert Hazard ratio (95 % CI)
UICC-Stadium 0.0251 1.6807 (1.0672-2.6470)
CK 20-Nachweis Knochenmark 0.5964 0.8110 (0.3736-1.7608)

Tab. 5.9: Cox’sche Regression mit UICC-Stadium und CK 20-haltigen Zellen im
Knochenmark als Einflussgrofsen im statistischen Modell. Signifikante
Einflussvariablen sind fett markiert.

Zielparameter P-Wert Hazard ratio (95 % CI)
UICC-Stadium 0.0482 1.5955 (1.0036-2.5363)
CK 20-Nachweis Blut 0.4940 0.7318 (0.2992-1.7903)

Tab. 5.10: Cox’sche Regression mit UICC-Stadium und CK 20-haltigen Zellen im Blut
als Einflussgroffen im statistischen Modell. Signifikante Einflussvariablen
sind fett markiert.
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5.7.2.2 Analyse mit allen Einflussvariablen

Im nédchsten Schritt wurden die o.g. Faktoren gemeinsam mit Hilfe des Cox’schen
Regressionsmodells analysiert, um den unabhdngigen prognostischen Effekt der
einzelnen Variablen zu priifen. Wie in Tabelle 5.11 ersichtlich ist, konnte auch in dieser
Analyse das UICC-Stadium als signifikanter Einflussfaktor bestitigt werden. Fiir die
iibrigen Faktoren, insbesondere fiir den Nachweis von Zytokeratin 20-haltigen Zellen
im Knochenmark und/oder im Blut, muss man feststellen, dass sie auch in diesem
statistischen Modell keine signifikanten Einflussvariablen darstellen. Trotz einer
Tendenz zu lingerem Uberleben bei CK 20-freiem Knochenmark, bestehen keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Uberlebenszeit bei Patienten mit

CK 20-positivem oder CK 20-negativem Knochenmarkbefund.

Zielparameter P-Wert Hazard ratio (95 % KI)
UICC-Stadium 0.0337 1.6926 (1.0415-2.7507)
Alter bei Diagnose (in Dekaden) 0.5168 1.1126 (0.8059-1.5360)
CK 20-Nachweis Knochenmark 0.2544 0.5961 (0.2449-1.4510)
CK 20-Nachweis Blut 0.2740 0.5728 (0.2449-1.4510)

Tab. 5.11: Ergebnisse  der  multivariaten — Analyse  mit  dem  Cox’schen
Regressionsmodell. Signifikante Ergebnisse sind fett markiert.
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6. Diskussion

In der Onkologie gilt dem Aufspiiren persistierender Tumorzellen ein besonderes
Augenmerk, da sich bei einer Aussaat, egal ob lymphogen oder hidmatogen, die
Prognose sofort erheblich verschlechtert und eine Heilung praktisch nicht mehr erreicht
werden kann. Deshalb machten es sich viele Arbeitsgruppen in den letzten Jahren zur
Aufgabe, nach diesen Tumorzellen zu fahnden und ein einfaches, klinisch anwendbares

sowie dulerst sensitives und spezifisches Verfahren fiir ihre Entdeckung zu entwickeln.

Zur Charakterisierung des Progressions- bzw. Metastasierungsrisikos von
Pankreaskarzinomen werden bisher das primére/lokale Ausmal3 der Erkrankung (T-
Stadium), der Lymphknotenstatus (N-Stadium) und die Fernmetastasierung (M-
Stadium) herangezogen. Es gibt viele Ansétze in verschiedenste Richtungen, um weitere
prognostisch relevante Faktoren zu finden. Da eine karzinomatdse Erkrankung bzw. der
Wiederausbruch einer solchen in der Regel bei gezielter Suche durch bildgebende
Verfahren erst ab einer Tumorzellzahl von 10° bis 10° erkannt werden kann [Bécker
2001], muss der Nachweis isolierter disseminierter Tumorzellen als prognostischer
Faktor angesehen werden. Allerdings ist die biologische Relevanz disseminierter
Tumorzellen bis heute unklar [Hosch 2002; Vogel 2001; Z’graggen 2001]. Einerseits
kann das prdoperative Vorhandensein disseminierter Tumorzellen Hinweise auf die
Féhigkeit eines Tumors zur Metastasierung geben. Andererseits kann es sich um ein
voriibergehendes Ausschwemmen von Tumorzellen handeln [O’Sullivan 1997]. Ebenso
gut konnen die Tumorzellen im Knochenmark die Folge und nicht der Ursprung des
Tumorprogresses sein [Z’graggen 2001]. Die Eigenschaften dieser Zellen sind
Gegenstand intensiver Forschung. Man geht davon aus, dass sie sich iiberwiegend in
einem schlafdhnlichen, persistierenden Zustand befinden, in dem keine Proliferation
erfolgt [Pantel 1993, 1999]. Welche Zellen aus dem Primirtumor disseminiert sind,
durch welche Einfliisse und zu welchem Zeitpunkt die Zellteilung wieder aufgenommen
wird und eine Expansion stattfindet, ist ebenso wenig geklart wie die Frage, welche
Tumorzellen iiberhaupt in der Lage sind, Metastasen zu bilden. Ziel ist es also noch
immer, die Zusammenhidnge und Mechanismen der Tumorentwicklung zu verstehen,

um sie sich in einem ndchsten Schritt in der Therapie zunutze zu machen.
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6.1 Diskussion der Methode

6.1.1 Allgemein

In der Literatur wird die Tumorzelldetektion mittels RT-nested-PCR als eine Technik
angesehen, mit der sich allgemein eine sehr hohe Sensitivitdt erzielen ldsst. Da sie
jedoch gleichzeitig eine sehr empfindliche Methode ist, besteht vor allem beim Einsatz
als Routinemethode die Gefahr der Kontamination. Deshalb haben sorgfiltiges Arbeiten

und die Einhaltung von Standards, um Storfaktoren zu minimieren, oberste Prioritét.

Die Interpretation der Ergebnisse verschiedener Studien und die Beurteilung ihrer
klinischen Signifikanz sind schwierig und werden durch eine Vielzahl von Problemen
kompliziert; Lokalisation und Art der Punktion, die Anzahl der Proben und Menge des
Aspirats haben ebenso wie Methode, Marker, Primer, illegitime Transkription,
Kontamination mit Fremd-DNA und die Detektion biologisch inaktiver Tumorzellen
(dormant cells) einen beachtlichen Einfluss auf die Ergebnisse und machen daher den
direkten Vergleich der Studien schwierig. Borchers et al. [Borchers 2000] machten auf
dieses Problem aufmerksam, indem sie eine vergleichende Studie durchfiihrten, bei der
sie unterschiedliche Materialien mit verschiedenen Methoden auf diverse Marker

untersuchten. Es kam zu differierenden Ergebnissen fiir gleiche Gewebeproben.

6.1.1.1 Evaluation des Mediums

Das Blut eignet sich ebenso wie das Knochenmark wéhrend des gesamten
Krankheitsverlaufs hervorragend als Probematerial, da es minimalinvasiv gewonnen
wird und damit eine gute Compliance der Patienten angenommen werden kann. Beides
sind auBerdem Orte hoher Zelldichte, und Zellen epithelialen Ursprungs, wie die
Tumorzellen solider Tumoren, lassen sich gut in mesenchymalem Gewebe auffinden
[Schlimok 1990; Burchill 1995]. Das Konzept dieser Tumorzell-Detektion wurde
Anfang der 80er Jahre von Wissenschaftlern am Royal Marsdon Hospital und am
Ludwig Institute durch die Anwendung von Immun-Antikorpern spezifiziert [Dearnaley

1981].
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6.1.1.1.1 Knochenmark

Rohr und Hegglin beschrieben 1936 erstmals den Nachweis disseminierter Tumorzellen
aus Knochenmarkaspiraten des Sternums [Rohr 1936]. Der Nachweis von Zellen

erfolgte damals nach morphologischen Kriterien.

In den 70er-Jahren beschéftigten sich Himatologen eingehender mit dem Knochenmark
und nutzten es fiir diagnostische Zwecke und zum Staging von Tumoren aus dem
hdamato-lymphogenen Formenkreis [Rosenberg 1972]; 1979 untersuchten Cohen et al.
[Cohen 1979] das Knochenmark von 104 Patienten mit verschiedenen nicht-
hdmatologischen = Karzinomen (Mamma-, Prostata- und Lungenkarzinom,
Rhabdomyosarkom und Chordom) und fanden eine groBe Ubereinstimmung (70-80 %)
zwischen ihren Ergebnissen und den etablierten Stagingverfahren (klinische
Knochenbeteiligung, rontgenologischer und skelettszintigraphischer Nachweis von
Metastasen). Sie pléddierten dafiir, bei ausgewdhlten Karzinompatienten nicht auf die
Moglichkeit des Metastasennachweises im Knochenmark durch Biopsie zu verzichten.

Ende der 70er- und Anfang der 80er-Jahre versuchten immer mehr Fachrichtungen, aus
dem Knochenmark sinnvolle Informationen zu erhalten. Dieses Bestreben war nicht
immer von Erfolg gekront. Es gab viele Niederlagen und die Leitlinien &nderten sich
von Jahr zu Jahr. Frith versuchten die Urologen, mit Hilfe von Tumorzellen im
Knochenmark prognostische Aussagen machen zu konnen. Crisp plddierte 1976
zundchst dafiir, gerade bei rontgenologisch unauffdlligem Knochenbefund die
Untersuchung des Knochenmarks zu nutzen [Crisp 1976]. Bereits zwei Jahre spéter
jedoch warnte Pontes davor, mit colorimetrischen und immunchemischen Methoden
untersuchte Knochenmarkproben zum Staging von Prostatakarzinomen zu benutzen. Er
fand einen Anteil von 61 % falsch-positiven Ergebnissen bei der Vergleichsgruppe
[Pontes 1978]. Auch beim Bronchuskarzinom konnten keine durchschlagenden Erfolge
erzielt werden. 1979 untersuchten Gutierrez et al. das Knochenmark ihrer
Bronchuskarzinom-Patienten und rieten, ebenso wie Mead et al. 1985, von einer

routineméfBigen Knochenmarkpunktion ab [Gutierrez 1979; Mead 1985].

Auch Untersuchungen beim Neuroblastom [Carlsen 1981] und beim Mammakarzinom

[Cruciani 1983] Anfang der 80er Jahre konnten die Knochenmarkpunktion beim
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Staging nicht als unabhédngigen Prognosefaktor bestéitigen, es konnten lediglich

Tendenzen festgestellt werden.

1984 warfen Frisch et al. in einer gro3 angelegten Studie mit 1800 Proben von 1725
Patienten mit verschiedenen Karzinomen neue Diskussionen um die
Knochenmarkbiopsie im klinischen Stagingverfahren auf und ermunterten zu weiteren

Untersuchungen [Frisch 1984].

Inzwischen ist sowohl fiir das Mammakarzinom [Braun 2000; Wiedswang 2006; Slade
2007] als auch fiir das Neuroblastom [Cheung 2004; Corrias 2004] das Vorhandensein
disseminierter Tumorzellen als unabhéngiger Prognosefaktor bestitigt und etabliert. Fiir
das Mammakarzinom gibt es Studien, die eine Regression disseminierter Tumorzellen
im Blut oder Knochenmark unter adjuvanter und auch unter palliativer Chemotherapie

belegen [Manhani 2001].

Neben anderen Karzinomen [Soeth 1997] konnte inzwischen auch fiir das
Pankreaskarzinom in einigen Studien dargelegt werden, dass das Vorhandensein
disseminierter Tumorzellen im Knochenmark (iiberwiegend nachgewiesen mit der
Immuncytochemie) tendenziell mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist [van Heek
2001; Roder 1999; Vogel 2001 und 2002; Soeth 2005]. Viele Studien sind jedoch
negativ ausgefallen [Bostick 1998; Braun 1999; Juhl 1994; Vogel 1999], so dass eine
generelle Empfehlung fiir den Routineeinsatz dieser Methode im klinischen Alltag
bisher nicht ausgesprochen wurde. Ein Grund fiir das Scheitern sind sehr
unterschiedliche Detektionsraten. Die hohe Variabilitit der Detektionsraten kann unter
anderem auf die unterschiedliche Lokalisation der Knochenmarkaspiration
zuriickgefiihrt werden. Bonavina et al. sowie O’Sullivan et al. konnten substantiell
hohere Nachweisraten im Knochenmark von Rippen im Vergleich zu Beckenkdmmen
dokumentieren (79 % vs. 8 % und 80 % vs. 15 %). Eine Erkldrung hierfiir kdnnte die
hohere Perfusionsrate sein [O’Sullivan 1999; Bonavina 2001]. Des Weiteren geht man
davon aus, dass die Tumorzellen umgebende Faktoren einen Einfluss auf ihr Verhalten
haben. In-Vitro-Studien mit Mammakarzinomzellen haben ergeben, dass die

Tumorzellen vom Knochenmarkstroma erkrankter Patienten zum Wachstum und zur
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Streuung angeregt wurden [Nicola 2003]. Fiir das kolorektale Karzinom konnten diese
Erkenntnisse nicht bestitigt werden [Kjonniksen 1992; Dong 1994; Fodstadt 1994].
Geht man davon aus, dass das kolorektale Karzinom dem Pankreaskarzinom in seinem
Verhalten sehr dhnlich ist, konnte dadurch erkliart werden, warum nur bei einem kleinen
Teil der Patienten Skelettmetastasen zu finden sind. Das Pankreaskarzinom metastasiert
typischerweise nicht in das Knochenmark und den Knochen, sondern eher
intraabdominell bzw. in die Leber [Griffin 1990; Westerdahl 1993; Freelove 2006].
Trotzdem sind zum Zeitpunkt der Diagnose bei einem groferen Teil der Patienten
disseminierte Tumorzellen im Knochenmark zu finden. Wiahrend das loko-regiondre
und intra-abdominelle Wachstum durch konventionelle diagnostische Mdglichkeiten

iiberpriift werden kann, erfolgt diese systemische Ausbreitung zunédchst unbemerkt.

6.1.1.1.2 Blut

Bis dato sind Untersuchungen zu disseminierten Tumorzellen im Blut weitaus seltener
Gegenstand intensiver Forschung. Literatur dazu ist deutlich limitiert und zuséitzlich
stark divergierend in ihren Ergebnissen. Als sicher gilt, dass alle soliden Tumoren, die
bis jetzt untersucht wurden, nach Einbruch in das GefdBsystem Tumorzellen {iber das
Blut streuen und dass diese epithelialen Tumorzellen dort detektiert werden kdnnen
[Burchill 1995]. Doch die Detektionsraten im Blut werden generell als niedriger
angegeben und das Blut dadurch als suboptimaler Detektionsort dargestellt [Soeth 1997;
Wyld 1998; Foodstad 1998]. Eine héufige Erkldrung fiir die unterschiedlichen
Ergebnisse ist die, dass Tumorzellen eventuell diskontinuierlich vom Primértumor in
die Zirkulation abgegeben und/oder nicht gleichméBig verteilt werden [Castells 1998;
Jonas 1996]. Letzterem Problem kann man entgegenwirken, indem mehrere Blutproben
abgenommen und untersucht werden. In einigen Studien konnte so ein Anstieg der
Detektionsrate erreicht werden [Wyld 1998; Wharton 1999]. Deshalb ist in dieser Studie
préoperativ neben zentralvendsem Blut auch arteriell und peripher vendses Blut
entnommen worden, welches neben dem portalvenosen Kreislauf zusitzlich den

Lungenkreislauf und den groBen arteriellen Kreislauf durchlaufen hat.

Die prognostische Aussagekraft von disseminierten Tumorzellen im Blut wurde bisher

am ausfuhrlichsten beim Kolorektalen Karzinom und beim Mammakarzinom
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untersucht. Wihrend sich beim Mammakarzinom der Nachweis disseminierter
Tumorzellen im Knochenmark durchgesetzt hat, sind die Resultate der Untersuchungen
des peripheren Blutes noch lange nicht eindeutig, abgesehen von der Einstimmigkeit
vieler Arbeitsgruppen darin, dass der Tumorzellnachweis im Blut dem im Knochenmark
unterlegen ist und weitere Studien notwendig sind, um diese Methode als
Routinemethode zu etablieren [Pierga 2004; Benoy 2006; Wiedswang 2006]. Ahnlich
siecht es beim Kolorektalen Karzinom aus. Bosch postulierte zwar bereits 2003, dass
disseminierte ~ Tumorzellen, die  perioperativ.  mit  cytologischen  oder
immunhistochemischen Methoden detektiert werden, als unabhéngiger Prognosefaktor
benutzt werden sollten und hierdurch eine Gruppe von Patienten identifiziert werden
konne, die mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Rezidiv erleide. Allerdings differenziert er
nicht zwischen peripherem und intraoperativ gewonnenem mesenterialen Blut sowie
Flissigkeit, die durch eine Peritoneal Lavage gewonnen wurde und durch die
kontinuierliche Tumorausbreitung einen wesentlich hoheren Anteil an Tumorzellen
enthalten kann [Bosch 2003]. Bei den wenigen anderen Tumor-Entititen, zu denen es
Studien gibt (solide gynikologische Tumoren [Sehouli 2003] und Neuroblastom
[Mattano 1992; Bernard 2001; Cheung 2004; Kuroda 2005]), sind ebenfalls weitere
Untersuchungen notwendig, um prognostische Relevanz nachzuweisen. Auch fiir das
Pankreaskarzinom konnte bisher kein Markernachweis im Blut als unabhingiger
Prognosefaktor bestétigt werden [Z’graggen 2001; Juhl 1994; Vogel 1999; Hoffmann
2007]. Der Tumorzellnachweis im Blut ist bis dato rein informativ und nicht

prognostisch verwertbar.
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6.1.1.2 Probenaufbereitung

Ein Problem der Methode ist die Anfilligkeit gegeniiber duBeren Einfliissen.
Problematisch sind DNA-Verunreinigungen in den fiir die Analytik verwendeten
Reagenzien wund Materialien sowie Kontaminationen, die wihrend der
Probenaufbereitung und Analyse auftreten konnen. Daher miissen besondere
VorsichtsmaBBnahmen getroffen werden, um Kontaminationen und in dessen Folge

falsch-positive Ergebnisse in der Diagnose zu vermeiden.

Die Patientenproben miissen sorgfiltig und unter sterilen Bedingungen gewonnen
werden, am besten in einem geschlossenen System. Als problematisch anzusehen ist in
diesem Zusammenhang die Entnahme der Proben durch einen frischen Hautstich
(Knochenmarkpunktion), durch den moglicherweise epitheliale Zellen in die Probe
gelangen. Einer Kontamination des Blutes in diesem Arbeitsschritt wurde durch die
Blutentnahme iiber den liegenden Venenverweilkatheter, das Verwerfen der initialen
Probemenge sowie die Verwendung des geschlossenen Blutentnahmesystems
vorgebeugt. Zu beachten ist weiterhin, dass der Zusatz von Natrium-Heparin im Blut zu
einer Inhibition der Tag-Polymerase fiihren kann [Nohara 1999; Satsangi 1994]. Aus
diesem Grund ist in der vorliegenden Studie lediglich EDTA dem Blut zugesetzt

worden.

Im weiteren Arbeitsablauf muss wunter besonderen sterilen, standardisierten
Arbeitsbedingungen (z.B. standardisiertes Autoklavieren) gearbeitet werden. Durch das
Tragen von Handschuhen wird die Verunreinigung der Materialien durch Hautzellen auf
ein Minimum reduziert. (Einmal-) Pipettenspitzen wurden nach jedem Schritt

gewechselt und verworfen, um eine Kontamination der Reagenzien zu vermeiden.

Neben den Arbeitsvorgingen haben jedoch auch die Methoden und die verwendeten
Reagenzien einen Einfluss auf die Ergebnisse. Deshalb wurden alle Losungen mit
RNAse-freiem Wasser nach Ge (Zusatz von Diethylpyrocarbonat (DEPC)) angesetzt
[Ge 1998]. Des Weiteren wurden, wenn moglich, alle Arbeitsvorgédnge auf Eis bzw. in
Kiihlzentrifugen bei ca. 4 °C durchgefiihrt, um die Aktivitét freier RNAse maximal zu
reduzieren (Temperaturoptimum der RNAsen liegt zwischen 35 und 70 °C [Sana

2006]).
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Problematisch fiir die Etablierung im klinischen Alltag ist sicher auch die
Kanzerogenitdt einiger Materialien, wie zum Beispiel des Ethidiumbromids oder der
UV-Strahlung. Durch sorgféltiges Arbeiten und einfache Hilfsmittel, wie das Tragen

von Handschuhen, konnen diese Gefahren jedoch deutlich reduziert werden.

6.1.1.2.1 Isolierung mononukleiirer Zellen

Aufgrund einer moglichen Expression von CK 20 in Granulozyten (siche unten) [Jung
1998; van Eekelen 2000; Vlems 2002] ist die Methode der Wahl fiir die Isolierung der
Zielzellen (Verwendung von Vollblut, Isolation der gesamten Lymphozyten durch Lyse
der Erythrozyten oder Isolation der mononukledren Zellfraktion durch Zentrifugation
iiber einen Dichtegradienten) noch nicht endgiiltig gekldrt. Bisher gibt es kein
Verfahren, mit dem auch Granulozyten-Reste sicher aus der Probe eliminiert werden.

Bei Studien mit Vollblut, d.h. ohne vorherige Isolation einer Zellfraktion, wurden hohe
Anteile  von  falsch-positiven  Ergebnissen bzw. der Nachweis einer
Hintergrundexpression von CK 20 in Negativkontrollen festgestellt [Schuster 2004]. In
verschiedenen Studien hat sich die Separation von mononukledren Zellen mit Hilfe der
Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation gegeniiber der Erylyse wegen der Toxizitdt der
verwendeten Reagenzien Ammoniumchlorid und Kaliumhydrogenykarbonat als

effektiver erwiesen [Schittek 2001; Mikolojek 2002].

Ein Schwachpunkt, der die Ficoll-Gradienten-Separation als Routine-Verfahren in
Frage stellt, ist ein potentieller Tumorzellverlust, wie von Kriiger nachgewiesen wurde
[Kriiger 2000]. Es sind jedoch unbedingt weitere Studien erforderlich, um diese
Beobachtung sicher zu belegen. Ebenfalls ist nicht geklért, wie sich etwa Tumorzell-
Cluster von mehreren zusammengelagerten Tumorzellen wéhrend einer Zentrifugation
tiber einen Dichtegradienten verhalten, und ob diese mdglicherweise wiahrend der

Prozedur verloren gehen.
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6.1.1.2.2 Isolierung von RNA

Bei den gingigen Verfahren zur Nukleinsdure-Isolierung werden sdamtliche Zellen
aufgelost. Dadurch wird das Probematerial weitgehend zerstort und steht nicht mehr fiir
weitere Untersuchungen zur Verfiigung. Die urspriingliche Methode der Zellauflésung
mit Guanidinium-Thiozyanat, 1979 von Chirgwin und Mitarbeitern entwickelt
[Chirgwin 1979], wurde zundchst im Jahre 1987 von Chomczynski und Sacchi
[Chomczynski 1987] durch die Zugabe eines Phenol-Chloroform-Mixes praktikabel
gemacht. Mit der neuen Methode lieBen sich grofere Probenmengen in kiirzerer Zeit
untersuchen. Dies fiihrte jedoch zu einer ungewollten DNA-Kontamination und damit
zu ungenauen Ergebnissen. Siebert und Chenchik modifizierten die Technik weiter und
erreichten eine Reduzierung der DNA-Kontaminationsraten durch eine zusitzliche 30-
miniitige Zentrifugation nach Zusatz von Isopropanol [Siebert 1993]. Diese, auch in der
vorliegenden Studie verwendete Technik, hat sich bis heute etabliert und wurde

erfolgreich in vielen Arbeiten verwendet.

6.1.1.2.3 Reinheitskontrolle der isolierten RNA

Die Reinheitskontrolle wurde nach dem Prinzip der Multiwellenlingenmessung
durchgefiihrt. Studien ergaben, dass sowohl das Losungsmedium als auch der pH-Wert
der Losung einen deutlichen Einfluss auf das Ergebnis haben. Wilfinger und Mitarbeiter
beschrieben eine Verbesserung der Ajgo280 ratio von 1,5 auf 2 durch eine Anhebung des
pH-Wertes von 5,4 auf 8 [Wilfinger 1997]. Beim Gebrauch von 2-amino-2-
hydroxymethyl-1,3-propandiol (Tris-HCl) bei einem pH-Wert von 7-10 beschrieb
Okamato eine Erhohung der ratio auf mehr als 2,17, wihrend er beim Einsatz von
RNAse-freiem Wasser, im Gegensatz zum destillierten Wasser, ein Erhdhung der
Absorption bei 280 nm und damit eine Verringerung der ratio feststellte [Okamato
2000]. Durch den Einsatz von RNAse-freiem Wasser, welches eher zu einem geringeren
Absorptions-Quotienten  fithrt, und die Festlegung des Qualititsmerkmals
»Absorptionsquotient muss grofer sein als 1,5“ kann von einer weitgehend intakten,
reinen und proteinfreien RNA ausgegangen werden, so dass die folgende PCR die

grofftmogliche Ausbeute erbringen sollte.
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6.1.1.2.4 Polymerase-Kettenreaktion

Die histologische Methode (z.B. Immunhistologie/-chemie), eine kosten- und
zeitintensive Technik, bei der in der Routineuntersuchung Mikrometastasen leicht
iibersehen werden konnen und die so zu widerspriichlichen Studienergebnissen gefiihrt
hat, konnte sich bisher nicht im klinischen Alltag etablieren. Durch die Einfiihrung
molekularbiologischer Methoden in die Tumordiagnostik ergab sich ein weites Feld
neuer Moglichkeiten. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der PCR durch die
bekannten Primersequenzen erweist sich als Vorteil gegeniiber der Immunhistochemie.
Wihrend der immunhistochemische Nachweis mehrere Tage dauern kann, lassen sich
Tumorzellen mittels auf reverser Transkriptase basierender Polymerase-Ketten-
Reaktion (RT-PCR) hiufig innerhalb weniger Stunden nachweisen. Es kann auBlerdem
eine groflere Zellzahl mit einer hoheren Sensitivitdt untersucht werden [Borchers 2000;
Chausovsky 1999; Perey 2001; Smith 2000]. Laut Schonfeld et al. ist es moglich, eine
einzelne Tumorzelle durch die RT-PCR in 10° Knochenmarkzellen zu detektieren
[Schonfeld 1997]. Z’graggen et al. war es sogar gelungen, mit einer Wahrscheinlichkeit
von 96 % eine Tumorzelle unter 2 x 10° zu entdecken [Z’graggen 2001]. Fiir die
Polymerase-Kettenreaktion wird vielfach eine Sensitivitit von bis zu 1 x 10’
beschrieben [Soeth 1996; Zippelius 1997; Traweek 1993; Jung 1998; Fields 1996],
wihrend die maximal erreichbare Sensitivitit fir die Immunzytologie als 2 x 10°
angegeben wird [Naume 1998]. Die Wichtigkeit einer moglichst hohen Sensitivitdt wird
deutlich, wenn man sich veranschaulicht, dass die klinische Anwendung einer Methode,
wie sie in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, nur dann Sinn macht, wenn es
moglich ist, in einem Zellpool von einer Million Zellen eine einzige Tumorzelle zu
finden. Der Sensitivititsunterschied zwischen Immunzytologie und PCR wird bei
Tumorzellverdiinnungen von 10° bis 107 relevant. In diesem Verdiinnungsbereich
liefert die Polymerasekettenreaktion noch zuverldssig einen Tumorzellnachweis,

wihrend er aullerhalb der Nachweisgrenze der Inmunzytologie liegt.

Die Polymerase-Kettenreaktion hat sich bisher als sensitivste Methode fiir den
Nachweis okkulter Tumorzellen erwiesen. Sie wurde Mitte der 80er Jahre von Kary
Mullis (Nobelpreis fiir Chemie 1993) konzipiert und in Zusammenarbeit mit Ehrlich
und Mitarbeitern [Mullis 1987] zur Anwendung gebracht. Gegen Ende der 80er wurde

-58-



die Methode weiterentwickelt zu einem zweistufigen Prozess, der heutigen nested-PCR.
Auf diese Weise konnte die Sensitivitdt erheblich gesteigert werden [Levedakou 1989;
Delfau 1990; Banerjee 1997]. In einem weiteren Entwicklungsschritt wurde die so
genannte real time-PCR (Echtzeit-PCR) entwickelt, die den quantitativen Nachweis der
Markergene ermoglicht. Thre Vorteile sind die kiirzere Analysedauer und ein
verringertes Kontaminationsrisiko durch ein wéhrend des gesamten Prozesses
geschlossenes System. Kritisch anzumerken ist an dieser Stelle sicher, dass der
quantitative Nachweis der real time-PCR im Gegensatz zum rein qualitativen Nachweis
bei der konventionellen PCR, stark abhéngig ist vom Tumorzellaufkommen im Medium
zum Zeitpunkt der Probenentnahme. Durch die bereits oben erwdhnte diskontinuierliche
Tumorzellstreuung und die zufillige Verteilung der Tumorzellen im gesamten
Kompartiment (Blut oder Knochenmark), ist das Resultat sicher nicht reprisentativ und
sollte nicht ohne Skepsis als Prognosefaktor verwertet werden. Auch vor dem
Hintergrund der Heterogenitit der Tumorzellen und unterschiedlicher Expressionslevel
der Marker, relativiert sich jegliche quantitative Korrelation zwischen der
nachgewiesenen Konzentration des Markers und der Tumorzelllast. Ein weiterer
Nachteil ist die Abhéngigkeit korrekter Werte von der RNA-Integritit; hohe RNA-
Qualitdt ist die Voraussetzung fiir valide Werte. Ein anderes Problem ist die
Schwierigkeit, falsch-positive Ergebnisse durch illegitime Hintergrundexpression (siehe
unten) von richtigen Ergebnissen zu unterscheiden. Bei quantitativen Ansétzen ist daher
das Festsetzen eines Schwellenwertes notwendig, was andererseits zum Verlust richtiger
Ergebnisse flihren kann. Des Weiteren ist bei dieser Methode fiir eine sichere
Interpretation eine Optimierung der Parameter obligat, damit es mit jedem Zyklus nach
Moglichkeit zu einer kompletten Verdoppelung der Amplifikate kommt. Aus oben
genannten Griinden kann daher eine quantitative Aussage nur iiber die Anzahl
nachgewiesener cDNA bzw. RNA getroffen werden, nicht iiber die tatsdchliche
Tumorzelllast. Der Vorteil dieser kostenintensiveren Methode muss also noch evaluiert

werden [Fleige 2007].
Ein Nachteil der konventionellen PCR ist sicher die Tatsache, dass hier keine

Differenzierung vorhandenen Genmaterials stattfindet. Das heift, durch die hohe

Anfilligkeit fiir eine Kontamination kann es zu einem Verlust der Spezifitit kommen
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[Fleige 2007; Bustin 1998; Soong 2001]. So koénnen z.B. DNA-Fragmente, die aus
degenerierten Tumorzellen freiwerden und ins Blut ausgeschwemmt werden, von
phagozytiren Zellen aufgenommen und prozessiert werden. Enthalten sie eine
Targetsequenz, die in der RT-PCR amplifiziert wird, werden die Ergebnisse somit durch

das nur scheinbare Vorhandensein neoplastischer Zellen fehlinterpretiert.

Normalerweise wird eine Denaturierung bei 94 °C fiir 1 min empfohlen, die Zeit kann
jedoch durch Erh6éhung der Temperatur verkiirzt werden [Imnis 1990]. Damit ist der
Prozess der Denaturierung fiir 30 sec bei 95°C in der vorliegenden Studie

vorschriftsgemall durchgefiihrt worden.

Die Elongation/Extension sollte bei 70 bis 72 C (Temperaturoptimum der Taq-
Polymerase) fiir 0,5 - 3 min pro Zyklus durchgefiihrt werden. Da die Taq-Polymerase
eine Halbwertzeit von 30 min hat, sollte die Anzahl der Zyklen nicht hoher als 25 - 35
pro Durchlauf sein. Laut Imnis und Gelfand [Imnis 1990] sind 25-30 Zyklen
ausreichend, um die Zielsequenz als Bande sichtbar zu machen. Durch den so genannten
,Plateau-Effekt* ab 30 Zyklen steigert eine zunehmende Anzahl von Zyklen nicht den
Ertrag (ab 0,3-1,0 nM). Als Ursachen hierfiir werden die Degradation der Reagenzien,
die End-Produkt-Inhibition und die Kompetition der Primer-Bindung bei hoher Produkt-
Konzentration (10 nM) [Imnis 1990] genannt.

Die beiden Schritte der nested-PCR sind als einzelne Vorgénge anzusehen. Hier wird

die Spezifitit der Produkte deutlich erhoht, da alle nicht-spezifischen Produkte des

ersten Amplifikationszyklus im zweiten Zyklus nicht mehr amplifiziert werden.
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6.1.2 Speziell
6.1.2.1 Marker: Zytokeratin 20

Da das Pankreaskarzinom ein Adenokarzinom ist, eignen sich als gewebespezifische
Marker besonders die Zytokeratine [Burchill 1995]. Keratine sind als
Intermedidrfilamente Hauptbestandteile des Zytoskeletts epithelialer Zellen [Bocker
2001; Hosch 2002]. Es gibt 20 weitgehend zellspezifische Zytokeratine [Bocker 2001].
In der vorliegenden Arbeit wurde speziell nach Zellen gesucht, die Zytokeratin 20
expremieren. Moll et al. wurden 1992 auf diesen Subtyp aufmerksam [Moll 1992] und
entschliisselten bereits ein Jahr spiter das entsprechende Genom [Moll 1993]. CK 20
wird unter anderem von Epithelzellen des Gastrointestinaltraktes expremiert und sollte
in hdmatopoetischen Zellen nicht nachweisbar sein. Yun wies eine Gewebespezifitit
von 97,6 % fiir CK 20 nach. Er belegte, dass dieser Marker nur von Epithelzellen zu
einem ausreichend, in single-round-RT-PCRs detektierbaren Level expremiert wird
[Yun 2000]. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Zytokeratin 20 aufgrund der
charakteristischen Expression in  gastrointestinalen  Epithelzellen und dem
unverinderten Expressionsmuster beim Ubergang von normalem zu malignem
Wachstum einen sehr spezifischen und sensitiven Marker fiir den Nachweis
gastrointestinaler Tumoren darstellt [Soeth 1996, 1997; Burchill 1995; Jung 1998;
Calnek 1993; Moll 1993; Wyld 1998]. Wihrend Moll und Matros das Tumorgewebe
direkt untersuchten [Moll 1992 und 1993; Matros 2006], haben Chausovky et al.
[Chausovsky 1999] Blutproben von Patientengruppen mit nachgewiesenen Metastasen
verschiedener Karzinome und von einer Kontrollgruppe untersucht und kamen auf
dasselbe Ergebnis. Chausovky et al. haben festgestellt, dass bei den Patienten mit
gastrointestinalen Tumoren, speziell mit Pankreaskarzinomen, in einem sehr viel
hoheren Prozentsatz Zytokeratin 20-expremierende Zellen gefunden werden koénnen
(Kolonkarzinom 64 %, Magenkarzinom 67 % und Pankreaskarzinom 79 %) als bei
Patienten mit einem Lungenkarzinom (8 %) oder der gesunden Kontrollgruppe (0 %).
Man muss jedoch einrdumen, dass die Frage nach der konsistenten Expression von

CK 20 in Tumorzellen nach wie vor nicht geklért ist (siehe 6.1.3.2).
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6.1.2.2 Primer

Der Primer ist ein kritischer Parameter, wenn es um die erfolgreiche Amplifikation der
RNA geht [Ishii 2001]. Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden 1996 von
Soeth et al. publiziert [Soeth 1996].

Zunichst wurde eine Optimierung der Annealing-Temperatur angestrebt. Sowohl die
Linge als auch die Sequenz des Primers steht in direktem Zusammenhang mit der
Annealing-Temperatur [Rychlik 1990]. Es wird empfohlen, eine Annealing-Temperatur
zu wihlen, die etwa 5°C unter der niedrigsten Schmelztemperatur liegt [Imnis 1990].

Die Schmelztemperatur Tm wurde mit folgender Formel berechnet [Wu 1991]:

Tm = 4 (G+C) + 2 (A+T) °C.

Daraus ergeben sich folgende Schmelztemperaturen:

AuBeres Primerpaar (PCR I; Sequenz 5° —3’)
5’Primer (upstream) =CK 20 [u=68°C
3’Primer (downstream) =CK 20 Id=72°C

Inneres Primerpaar (PCR II; Sequenz 5> —3°)
5’Primer (upstream) = CK 20 [Tu = 60°C
3’Primer (downstream) = CK 20 IId = 68°C.

Die im Prozess benutzte Annealing-Temperatur von 55°C liegt genau 5°C unter der

niedrigsten Schmelztemperatur von 60°C und entspricht damit dem Optimum.

Ist die Annealing-Temperatur zu niedrig, werden die Wasserstoff-Briicken zwischen
den Basenpaaren nicht richtig gebildet und einer oder beide Primer setzen eventuell
nicht an der Zielsequenz an, sondern binden an unspezifischen Stellen, deren Sequenz
geringfiigig von der Zielsequenz abweicht. Das kann von Vorteil sein, wenn auch

dhnliche (z.B. durch Mutationen verdnderte) oder angrenzende Zielsequenzen erfasst
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werden sollen. Bei einer spezifischen Amplifikation ergibt sich hier jedoch das Problem
einer moglichen Unterexpression der Zielsequenz. Auch eine zu hohe Annealing-
Temperatur kann zu einer verringerten Primerbindung fithren mit der Konsequenz einer
Verminderung der Amplifikationsprodukte [Rychlik 1990; Ishii 2001]. Eine wichtige
Schlussfolgerung aus dem oben Erwihnten ist, dass die Annealing-Temperaturen der
einzelnen Primer moglichst dicht beieinander liegen sollten, um die héchste Effizienz zu
zeigen. Laut Rychlik bendtigt ein Primer in der Regel nicht mehr als 30 Sekunden, um
effizient anzulagern. Die verwendete Zeit von 45 Sekunden fiir das Annealing diirfte

also dementsprechend ausreichend gewesen sein.

Die optimale Lénge eines Primers ist abhdngig von der Zusammensetzung und vom
Temperatur-Optimum des Gegen-Primers. Abgesehen davon, sollte die Primersequenz
so komplex sein, dass die Wahrscheinlichkeit, dass er an eine andere Sequenz als die
Zielsequenz anlagert, sehr gering ist. Mit einer Wahrscheinlichkeit von 4 kann eine
einzelne Base (A,G,C oder T) gefunden werden. Fiir ein Basen-Duplett liegt die Chance
bei /i6. Eine Abfolge von 16 Basen ist rein statistisch nur einmal in 4'S Basen zu
finden. Das entspricht der Groe des menschlichen Genoms. Aus diesem Grund sollte
der gewdhlte Primer mehr als 17 Basen enthalten (die vorliegenden Primer sind 18-21
Basen lang). Bei zu langen Primern jedoch erhoht sich selbst bei hohen Annealing-

Temperaturen die Wahrscheinlichkeit fiir unspezifische Bindungen [Rychlik 1990].

Die Zusammensetzung des Primers sollte ausgewogen sein, A, G, C und T sollten in
etwa gleichen Anteilen vorkommen, wobei C und G mit 50 - 60 % wegen der stabileren
Bindung leicht iiberwiegen sollten [Imnis 1990]. In diesem Punkt entsprechen die
verwendeten Primer mit einem G/C-Anteil von 54 - 64 % nicht ganz den empfohlenen

Kriterien.
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6.1.3 Sensitivitit und Spezifitit

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Untersuchungen durchgefiihrt, die die
Sensitivitdt und Spezifitidt der Methode der RT-PCR als Nachweismethode fiir okkulte
Tumorzellen evaluieren. Dabei kamen die unterschiedlichen Arbeitsgruppen in einigen

Bereichen zu einander widersprechenden Ergebnissen.

Auf eine Kontrollgruppe wurde in der vorliegenden Studie bewusst verzichtet. Die
Etablierung der CK 20 RT-PCR als generelle Nachweismethode fiir disseminierte
Tumorzellen beim Pankreaskarzinom wurde in einer fritheren Fall-Kontroll-Studie an
der Universitdit Miinster mit der gleichen Methode untersucht [Schnieder 2003]. In
dieser Studie wurden 12 der 32 Karzinompatienten positiv getestet (Sensitivitdt von
37,5 %). Kein Patient der Kontrollgruppe (n = 34) war CK 20-positiv (Spezifitit von
100 %). Zu dhnlichen Ergebnissen kamen auch andere Studien, meistens jedoch mit
hoheren Sensitivitdtsraten. Zhang et al. wiesen CK 20 bei Pankreaskarzinom-Patienten
mit einer Sensitivitdt von 57,5 % nach bei 100 % Spezifitit [Zhang 2005]. Chausovsky
et al. untersuchten 1999 Patienten mit verschiedenen Tumoren auf die Expression von
CK 20 im Blut. Fiir das Pankreaskarzinom wurde hier mit 78,5 % cine deutlich hohere
Sensitivitit erreicht bei ebenfalls keinen falsch-positiven Ergebnissen (100 % Spezifitit)
in der gesunden Kontrollgruppe [Chausovsky 1999]. Die Abwesenheit von CK 20 bei
gesunden Freiwilligen konnte auch in weiteren Studien bestétigt werden. Wang et al.
konnten lediglich bei einem von 30 gesunden Freiwilligen CK 20 im peripheren Blut
nachweisen. [Wang 2006]. 10 Jahre zuvor haben Soeth et al. mittels RT-PCR ebenfalls
bei nur einem Patienten der Kontrollgruppe (n = 16) CK 20 im Knochenmark gefunden.

Dieser Patient litt an familidrer adenomatdser Polyposis [Soeth 1996].

Schoenfeld et al. untersuchten 1997 den Nachweis disseminierter Tumorzellen im
Knochenmark bei Patienten mit Brustkrebs. Dabei stellten sie eine zehnmal hohere
Sensitivitdt bei gleicher Spezifitdt fiir die Detektion CK 19-positiver Zellen durch die
RT-PCR im Gegensatz zu immunhistochemischen Methoden fest [Schonfeld 1997].
Trotz einer besseren Sensitivitit stellen die groBen Unterschiede beziiglich der
Sensitivitédtsrate und das Vorkommen CK-positiver Zellen im Blut oder Knochenmark

gesunder Probanden die klinische Relevanz dieser Nachweismethode in Frage. Im
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Folgenden soll daher auf die Ursachen fiir falsch-positive und falsch-negative

Ergebnisse eingegangen werden.

6.1.3.1 Spezifitat - Ursachen fiir falsch-positive Ergebnisse

Die Spezifitit eines Testes beschreibt die Eignung eines Verfahrens bei Gesunden keine
falsch-positiven Werte zu produzieren. Die Ursachen fiir falsch-positive Ergebnisse
konnen ganz unterschiedlicher Art sein. Der wahrscheinlich einfachste Grund ist die
Kontamination der Probe mit Fremd-DNA oder RNA, z.B. durch Hautpartikel. Ein
weiteres Problem ist, dass es durch die Auflosung der Zellen beim Freisetzen von
Genmaterial zu einer Mischung aus RNA von Tumorzellen (Ziel-RNA) mit anderer
RNA (Nicht-Ziel-RNA) kommt, die durch die verwendeten Verfahren nicht elimiert
werden kann. Dies kann zu Problemen bei der PCR-Amplifikation von Sequenzen fiir
die Gen-Detektion und zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren. Um eine Expression von
nicht-Ziel-RNA auszuschlieBen, wurde aus Sicherheitsgriinden nach einem Vorschlag
von Ge [Ge 1998] vorgegangen. Die RNA wurde in RNAse-freiem Wasser gewaschen.
AnschlieBend wurde zur Uberpriifung der Korrektheit der Amplifikate die Gel-
Ektrophorese mit Auswertung der Basenpaarldngen der PCR nachgeschaltet. Hierdurch
wird eine Expression der Zielgene iiberpriift, Nicht-Ziel-RNA fillt durch verdnderte

Basenpaarléngen auf.

Die mangelnde Spezifitit der Polymerase-Kettenreaktion wird von vielen Forschern als
limitierender Faktor im Nachweis von Mikrometastasen genannt. Die Arbeitsgruppen
kamen in den vergangenen Jahren zu kontroversen Ergebnissen. Grofle Unterschiede
hinsichtlich der erreichbaren Spezifitit der RT-PCR waren vor allem fiir andere
Zielsequenzen, wie z.B. die des Zytokeratins 19, gefunden worden. In einigen der
verwendeten PCR-Essays fanden sich bis zu 75 % falsch-positive Ergebnisse [Krismann
1995; Jung 1997, 1998 und 1999; Zippelius 1997], andere Arbeitsgruppen dagegen
erreichten hohe Spezifititsraten mit ausschlielich negativen PCR-Befunden in den

Kontrollgruppen ohne Karzinom [Zach 1999; Burchill 1995].

Eine ektope illegitime Transkription (low-level-Transkription gewebespezifischer Gene

in nicht-spezifischen Zellen) durch die Existenz von Pseudogenen [Tschentscher 1997,
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Z’graggen 2001; Dimmler 2001] wird unter anderem als Storfaktor diskutiert. Laut
Hesse et al. expremieren von den bisher 208 entschliisselten Keratin-Genen tatsidchlich
nur 49 Gene mit Keratinen. Die iibrigen Gensequenzen sind inaktive Fragmente oder
Pseudogene, die in iiber 90 % als Gene der Keratine 8 oder 18 transkribiert werden
[Hesse 2001]. Laut Ruud sind fiir den Marker CK 20 bisher keine Pseudogene bekannt
[Ruud 1999]. Arbeiten von Dimmler et al. ergaben folgendes Ergebnis: Sie verglichen
die ,,background expression“ verschiedener Zytokeratine (7, 8, 18, 19 und 20) in
Zellreihen von gastrointestinalen Karzinomen und gesunden Kontrollgruppen und
fanden bei letzterer Expressionen der Zielgene zwischen 16,7 % (CK 7) und 95 %
(CK 18). Zytokeratin 20 wurde nur zu 29 % expremiert. Der Anteil falsch-positiver
Ergebnisse liegt somit unter den verglichenen Zytokeratinen an zweitniedrigster Stelle
[Dimmler 2001]. Dimmler et al. sehen fiir diesen, auch in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Marker, kein Problem in der illegitimen Transkription der Zielgene. Das
Risiko falsch-positiver Ergebnisse fiir den in der vorliegenden Arbeit verwendeten

Marker (CK 20) sieht er als vernachldssigbar gering an.

Die Spezifitit des Markers wurde auch durch die von einigen Arbeitsgruppen
nachgewiesene Hintergrundexpression in normalen Granulocyten aus Blut,
Knochenmark und anderen Korperfliissigkeiten von nicht an Krebs erkrankten Patienten
in Frage gestellt [Jung 1999; van Eekelen 2000; Vlems 2002]. Neben der low-level
Expression in Granulozyten ist auch eine low-level Expression in anderen
hamatopoetischen Zellen als moglicher Storfaktor beschrieben worden. So konnten
Traweek et al 1993 [Traweek 1993] eine Expression der Zytokeratine 8, 18 und 19 in
Stromazellen und Zellen hdmatopoetischen Ursprungs nachweisen. Krismann et al
fanden [Krismann 1995] eine Expression von CK 19-mRNA in Zellen des peripheren
Blutes. Es konnte also sein, dass trotz der strengen Regulierung des Gens die

Zielsequenz durch low-level Expression expremiert und in der RT-PCR detektiert wird.

Eine mogliche Ursache fiir die ,,background expression® von Zytokeratinen durch
gesunde Zellen ist mdglicherweise eine Induktion durch Cytokine oder Interleukine.
Jung et al. befassten sich 1998 [Jung 1998] intensiv mit der Rolle, die die Auswahl der
Kontrollgruppe auf die Resultate der RT-PCR (Zielsequenzen: CEA und CK 19) haben
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konnte. Sie teilten das inhomogene Patientenkollektiv in kleinere homogenere Gruppen
auf und untersuchten diese separat auf falsch-positive Ergebnisse. Die gesunden
Patienten und solche mit hdmatologischen Erkrankungen erbrachten ausschlieBlich
negative Ergebnisse, die Gruppe der Patienten mit entziindlichen Erkrankungen dagegen
bis zu 60 % positive. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass durch eine
Inflammationsreaktion des Korpers eine Induktion hématopoetischer Zellen zur
Expression dieser normalerweise epithelspezifischen Marker erfolgen konnte. Um den
Einfluss der chronischen Entziindungsreaktion des Korpers als moglichen biologischen
Faktor auf die mRNA-Transkription genauer zu untersuchen, fiihrten Jung und
Mitarbeiter in vivo und in vitro Untersuchungen mit Zytokinen durch und erklérten die
60 % falsch-positiven Ergebnisse in dieser Studie mit dem Einfluss von Interleukinen
und Zytokinen, die bei chronischen Entziindungsreaktionen freigesetzt werden [Jung
1998]. In einer spiteren Studie (Zielsequenz CK 20) litt ebenfalls die Kontrollgruppe
mit der hochsten Expression (40 %) in normalen Granulozyten an chronischen
Entziindungsreaktionen [Jung 1999]. Trotzdem muss man sich wohl wegen der hohen
Expressionsrate bei Entziindungsreaktionen auch beim CK 20, wie bereits bei anderen
zunichst sehr vielversprechenden Markermolekiilen, von der Hoffnung verabschieden,
mit diesem Zytokeratin eine Zielsequenz gefunden zu haben, die hochspezifisch

ausschlieBlich von Karzinomzellen expremiert wird.

6.1.3.2 Sensitivitiit - Ursachen fiir falsch-negative Ergebnisse

Eine einfache Ursache fiir falsch-negative Proben konnte sein, dass die Ziel-RNA durch
Unterbrechung der Kiihlkette oder durch Kontamination mit RNAsen zerstért wurde.
Des Weiteren konnten nicht genauer eruierbare Fehler in der RT-PCR aufgetreten sein,
durch die Qualitdtskontrollen sollte dieser Fehler jedoch gering sein. Andere Ursachen
konnten tumorbedingt sein, z.B, dass das Expressionsniveau des Markers zu niedrig ist
weil die Anzahl der Tumorzellen in der Probe nicht grol genug ist (hier wird die
Notwendigkeit einer ausreichend groflen Menge Probematerial deutlich), um einen
Nachweis zu erbringen. Ungeklédrt ist bisher die Frage, ob moglicherweise der
Differenzierungsgrad der Tumoren einen Einfluss auf die Sensitivitdt haben kann, wenn

z.B. die Zellklone so niedrig differenziert sind, dass sie den gewebespezifischen Marker
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tiberhaupt nicht mehr expremieren konnen. Wihrend Matros feststellte, dass nur 63 %
der iiberwiegend mittel- bis wenig differenzierten Primdrtumoren iiberhaupt CK 20
expremierten [Matros 2006], definierte Soeth eine Subgruppe von Patienten mit gut bis
mittelmaBig differenzierten Tumoren, die besonders fiir die Zytokeratinuntersuchung als
Prognoseindikator geeignet scheint [Soeth 2005]. Wildi et al. haben sogar nur in 11 von
24 (46 %) Tumorgewebeproben CK 20 mittels RT-PCR nachweisen konnen [Wildi
1999]. Zu bedenken ist jedoch, dass sich die Expressionslevel in disseminierten
Tumorzellen moglicherweise von den Expressionsmustern im  Primdrtumor
unterscheiden [Ghossein 2000]. So sind unterschiedlich hohe Expressionslevel fiir
verschiedene Tumorgewebe, Zelllinien und Metastasen festgestellt worden [Guadagni
2001]. Eine Limitierung der Detektierbarkeit erfahren disseminierte Tumorzellen also
durch unzureichende Transkription tumorassoziierter oder epithelspezifischer Gene,
durch ungeniigende Expression des Markers in mikrometastatischen Absiedlungen und
durch die groBe Heterogenitit der Tumorzellen selbst innerhalb eines Individuums
[Zippelius 1997; Smith 2000; Aubele 1999; Lassmann 2002 und 2004]. Deshalb konnte
die Sensitivitdt durch einen Ansatz, der mit mehreren Markern gleichzeitig arbeitet,

erhoht werden [Bustin 1998; Conzelmann 2005; Guadagni 2001; Kufer 2002].

Die Arbeitsgruppe um Traystman et al. [Traystman 1997] beschéftigte sich intensiv mit
der Moglichkeit einer Entstehung falsch-negativer PCR-Befunde und beschrieb die
Schwierigkeiten bei der Herstellung von hohen Tumorzell-Verdiinnungsstufen wie einer
Tumorzelle in 10’ mononukleidren Zellen. Da die Anzahl der Tumorzellen im Rahmen
des Verdiinnungsprozesses mit einer Poisson-Verteilung beschrieben werden kann, ist
die Wabhrscheinlichkeit einer falsch-negativen Probe bei hohen Verdiinnungen umso
grofer, je kleiner die Gesamtzellmenge ist. Aus ethischen Griinden war in unseren
Versuchen die verwendete Materialmenge der Patientenproben auf 10’ mononukleére
Zellen begrenzt. Es wire also zu erwarten, dass die Anzahl an positiven PCR-
Ergebnissen bei hoheren Zellzahlen in den eingesetzten Proben noch zundhme.
Andererseits wird von Traystman et al. auch eine Zunahme der falsch-positiven PCR-
Ergebnisse mit zunehmender Menge diskutiert, so dass durch Erhoéhung der
eingesetzten Zellzahl allein keine Verbesserung der Sensitivitit der PCR-Methode zu

erwarten ist.
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6.2 Bewertung des Patientenkollektivs

In die Studie wurden nur Patienten mit histologisch gesichertem Pankreaskarzinom als
Primédrtumor aufgenommen, so dass ein Zweitmalignom als Ursache fiir die
disseminierten Tumorzellen ausgeschlossen werden kann. Ein Problem beim Vergleich
unterschiedlicher Studien zum Nachweis der prognostischen Relevanz Zytokeratin-
positiver Zellen bei verschiedenen Tumoren sind die oft heterogenen Patientengruppen
hinsichtlich des Tumorstadiums, die stark variierenden Patientenzahlen und die
unterschiedlichen Nachbeobachtungszeitraume. In dieser Studie beeinflussen vor allem
die geringe Grofe und die Heterogenitdt der Patientengruppe die Aussagekraft der
Ergebnisse. Deshalb soll zunichst einmal gepriift werden, ob die Studienpopulation
einer normalen Studienpopulation entspricht oder ob es AusreiBler gibt, die
moglicherweise einen Einfluss auf die Vergleichbarkeit mit anderen Studien oder die

Aussagekraft der Ergebnisse haben.

6.2.1 Lokalisation des Primartumors
Die Lokalisation der Tumoren folgt den Verteilungen in den Literaturangaben (siche
Kapitel 2.3; 24 (73 %) Pankreaskopf-, 6 (18 %) Pankreaskorper- und 3 (9 %)

Pankreasschwanzkarzinome) [Bocker 2001].

6.2.2 Alter

Das Haupterkrankungsalter der Patienten dieser Studie lag zwischen dem 60. und dem
80. Lebensjahr und deckt sich damit mit den Literaturangaben und der Altersverteilung
anderer Studien (sieche Kapitel 2.1). Gleiches gilt fiir den Altersmedian von 64 Jahren
(31 bis 82 Jahre). Etwa ein Drittel der Patienten war unter 60 Jahre alt (siche Tabelle
3.1) [Ridwelski 2001; Bocker 2001; Winter 2006; Cepeda 2006; Lin 2005; Z’graggen
2001; Roder 1999; Lillemoe 2000; Eloubeidi 2006; Howard 2006].

Die Uberlebenszeit einiger #lterer Patienten lag bei bis zu 36 Monaten, wihrend die der
unter 60-Jdhrigen bei maximal 14 Monaten lag. Das Alter hat jedoch keinen statistisch
signifikanten FEinfluss auf das Uberleben (siche Kapitel 6.2). Eine statistische
Signifikanz konnte weder in der univariaten noch in der multivariaten Analyse bestitigt

werden (siche Tabellen 5.8 und 5.11). Zu einem gleichen Ergebnis kam auch das
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Robert-Koch-Institut [RKI 2008]. Des Weiteren konnten fiir den gepriiften Marker

keine Altersabhingigkeiten nachgewiesen werden.

6.2.3 Geschlecht

Das Erkrankungsverhédltnis Ménner zu Frauen lag in dieser Studie, wie auch in der
Literatur beschrieben, eindeutig auf Seiten der Ménner. Mit 1,75:1 liegt es im dhnlichen
Bereich offizieller Angaben des Robert-Koch-Institutes mit 1,5:1 [RKI 2008] und
anderer Veroffentlichungen (1,12-2:1) [Ridwelski 2005; Roder 1999].

Die Gesamt-5-JUR in Deutschland betrigt 5 % fiir Ménner und 4 % fiir Frauen [RKI
2006]. Laut Krejei [Krejci 2007] hat sich in einer 10-Jahres-Studie ebenfalls
herausgestellt, dass Frauen eine signifikant schlechtere Prognose haben. Das kann in der
vorliegenden Studie nicht bestitigt werden. Das Uberleben ist vom Geschlecht
unbeeinflusst (sieche Kapitel 5.6.1). Wegen der Eindeutigkeit wurde auf eine Darstellung

im uni- bzw. multivariaten Modell verzichtet.

6.2.4 Staging
Das Tumorstadium, der Lymphknotenstatus des Primartumors und die Metastasierung
sind entsprechend géngigen Literaturangaben [Ridwelski 2005; TNM-Klassifikation

2005; Bocker 2001] etablierte Prognoseparameter beim Pankreaskarzinom.

Uber 70 % der Patienten mit Pankreaskarzinom mussten bei der Diagnosestellung
bereits in die UICC-Stadien III und IV eingeordnet werden (sieche Tabelle 3.2). Zu
diesem Ergebnis kamen auch andere Arbeitsgruppen; die Patienten der vorliegenden
Studie folgten damit dem bekannten und vielfach beschriebenen Trend und entsprechen
den Erwartungen [Z’graggen 2001; Ridwelski 2005; Bocker 2001; Roder 1999; Jemal
2002; Green 2004; Zhang 2005; Soeth 2005; Chausovsky 1999; Hoffmann 2007; Riall
2006].

Sowohl im Log-rank-Test (Kapitel 5.6.3) als auch im Cox-Regressionsmodell (Kapitel
5.7.2.1 und 5.7.2.2) konnte ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
Uberlebenszeiten einzelner Tumorstadien festgestellt und das UICC-Stadium somit in

beiden Analysen als unabhidngiger Prognosefaktor bestitigt werden. Das mediane
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Uberleben ist im Stadium IIA mit 25 Monaten iiberdurchschnittlich gut, wihrend in den
Stadien IIB und III mit 7 und 6 Monaten kaum ein Unterschied erkennbar ist. Das
mediane Uberleben in den Stadien III und IV ist etwas schlechter als das der Patienten
von Z’graggen et al. von 2001 [Z’graggen 2001] (6 vs. 10 Monate; 4 vs. 6 Monate). Das

mediane Uberleben im Stadium II ist mit 17 Monaten bei beiden Studien identisch.

6.2.5 Operation

Bei 76 % aller Patienten in dieser Studie wurde die Operation wegen Inoperabilitit
abgebrochen. Das heif3t, nur 24 % der Patienten waren operabel und konnten sich der
Radikaloperation unterziehen (siche Tabelle 3.4). Damit liegt der Anteil der radikalen
Resektionen in etwa im Bereich der Literaturangaben [Bocker 2001; RKI 2008; Roder
1999; Z’graggen 2001; Delpero 2004; Warshaw 1992; Conlon 1996], wo von
resektablen Tumoren bei bis zu einem Drittel der Pankreaskarzinom-Patienten berichtet
wird (10-30 %). Einige Autoren sprechen von Resektionsraten von bis zu 50 % bei
fortgeschrittenem Tumorstadium [Vogel 1999; Freda 2004; Ridwelski 2005;

Schliemann 2003]. Hier ist die kurative Intention doch eher fragwiirdig.

6.2.5.1 Operationstyp

Die haufigste Operation zur Tumorentfernung in der Studie war die Operation nach
Whipple-Kausch, die bei 6 der 8 (75 %) durchgefiihrten Operationen angewendet
wurde. Dieses Vorgehen war auch in anderen Studien die Operation der Wahl (68-84 %
der durchgefiihrten Radikaloperationen) [Freda 2004; Z’graggen 2001]. Zwei Patienten
wurden pylorus-erhaltend operiert. Urspriinglich wurde angenommen, dass eine
komplette Pankreatektomy im Bezug auf Rezidivbildung und Uberlebensrate
erfolgreicher sein wiirde als eine subtotale Pankreatektomy [Westerdahl 1993;
Gudjonsson 1987]; dies hat sich jedoch nicht bestitigt. Die pylorus-erhaltende
Pankreatektomy wird im Gegensatz zur klassischen Whipple-Operation als erfolgreicher
im Bezug auf die postoperative metabolische Funktion und die Hormonregulation
beschrieben. Sie bietet dadurch eine hohere Lebensqualitit ohne signifikanten
Unterschied in der Radikalitit, in der Rezidivbildung und im Uberleben [Khe 2004;
Kennedy 2007; Seiler 2005; Beger 2003; Freda 2004; Lim 2003; Klinkenbijl 1992;
Tsao 1994]. Laut Lim et al. [Lim 2003] ist nicht die Art der Operation, sondern die
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korrekte Ausfiihrung die entscheidende Determinante: Pankreasresektionen, die in
Lehrkrankenhdusern mit hohem Operationsaufkommen durchgefiihrt worden waren,

waren mit einer signifikant hoheren Uberlebensrate assoziiert.

6.2.5.2 Resektionsrand

Die RO-Resektionsrate liegt in der vorliegenden Studie bei 75 %. Das heif3t, sechs der
acht radikal operierten Patienten hatten histologisch tumorfreie Absetzungsrinder. Zwei
Patienten (25 %) hatten einen R1-Absetzungsrand bei einer Operation nach Kausch-
Whipple, R2-Resektionen kamen nicht vor. Die Angaben liegen im Bereich der Werte
von Howard (70 % RO-Resktionen) [Howard 2006]. Ridwelski et al. kamen 2005 auf
eine hohere RO-Resektionsrate von 85 %, aber auch die Rate der R2-resezierten
Patienten ist in seiner Studie mit 5 % hoher [Ridwelski 2005]. Wenn der Chirurg
wiahrend der Operation mit urspriinglich kurativer Intention feststellen muss, dass kein
tumorfreier Absetzungsrand erreicht werden kann, wird die Behandlung laut Barugola
als Palliativmalnahme angesehen [Barugola 2007]. Jedoch die urspriingliche Meinung,
dass nur ein mikroskopisch tumorfreier Absetzungsrand eine Chance auf Heilung bietet
und Patienten mit einen R1-Absetzungsrand eine schlechtere Uberlebensrate haben
[Westerdahl, 1993; Imamura 1999; Neoptolemos 2001; Howard 2006], wird nicht von
allen Autoren bestétigt. Durch eine R0O-Resektion wird lediglich die lokale Rezidivrate
erniedrigt, nicht aber die gesamte Uberlebensrate. Laut Hishinuma [Hishinuma 2006]
sterben die meisten Pankreaskarzinom-Patienten nicht am lokalen Rezidiv, sondern an
Fernmetastasen. Eine friihe Metastasierung in beiden Gruppen (RO- und R1-resezierte
Patienten), vor allem in die Leber, zeigt deutlich, dass diese Erkrankung von Anfang an

als systemische Erkrankung angesehen werden muss.

6.2.5.3 Lymphadenektomie

In der vorliegenden Studie wurde eine sorgfiltige Standard-Lymphadenektomie
durchgefiihrt. Eine erweiterte Lymphadenektomie beim Pankreaskarzinom, wie von
einigen Autoren empfohlen, hat sich in groflen randomisierten Studien nicht als
vorteilhaft erwiesen. Es konnten keine verbesserten Uberlebensraten erreicht werden,

bei einer hoheren Komplikationsrate und einer Verschlechterung der Lebensqualitit
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(hohes Risiko fiir persistierende Diarrhoen) [Kleeff 2006; Farnell 2005; Yeo 2002;
Pederzoli 1997; Pedrazzoli 1998].

6.2.5.4 Erweiterte Therapiemalinahmen
So wie die Operation ist auch die weitere Therapie abhingig vom Lokalbefund und

Metastasen.

Adjuvante Therapie

Viele Studien haben die Auswirkungen von adjuvanter Therapie auf die Rezidivbildung
und die Uberlebensrate von Patienten mit Pankreaskarzinom untersucht. Als gesichert
gilt heute, dass eine Tumorresektion alleine nicht ausreichend ist [zitiert nach AWMF
2006 und Traverso 2006]. Die grofite Studie ist bisher die ESPAC-1-Studie, die einen
deutlichen Uberlebensvorteil unter adjuvanter Therapie mit SFU gegeniiber einer Radio-
Chemotherapie oder keiner Therapie zeigt [Neoptolemos 2001 und 2004]. Der
therapeutische Gewinn ist jedoch begrenzt durch eine deutliche Verschlechterung der
Lebensqualitit durch eine erhohte Komplikationsrate mit vermehrter Hospitalisierung
[van Tienhoven 2000]. Aus diesem Grund wird heute die Therapie mit Gemcitabine
empfohlen, die bei gleichen Ergebnissen in Bezug auf Uberleben und Rezidivbildung
eine Reduzierung toxischer Effekte gezeigt hat [Neuhaus 2005; Deberne 2007; Oettle
2007].

Die intraoperative Radiotherapie (IORT) konnte bisher keinen Vorteil gegeniiber einer
konventionellen postoperativen Radiotherapie zeigen. Es konnte lediglich die lokale
Rezidivrate gesenkt werden. Auf die Gesamtiiberlebensrate hatte sie keinen Einfluf}

[Dobelbower 1990].

In neuesten Studien zeigte eine Interferon-basierte adjuvante Therapie erste Erfolge

[Picozzi 2003], was aber sicher noch weiter evaluiert werden muss.
Im Patientenkollektiv der vorliegenden Studie waren alle Patienten, die eine adjuvante

Therapie erhalten hatten, sowohl im Knochenmark als auch im Blut frei von

disseminierten Tumorzellen.
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Palliative Therapie

Bei den palliativ behandelten Patienten liegt ein dhnliches Ungleichgewicht vor wie bei
den Patienten, die eine adjuvante Therapie erhalten hatten. Die Patienten, die eine
Radio- und/oder Chemotherapie erhalten hatten, wiesen in einem geringeren Prozentsatz
CK 20-positive Zellen im Blut und/oder Knochenmark auf als die Patientengruppe ohne

jede Therapie.

Von der Arbeitsgemeinschaft der wissenschaftlichen medizinischen Fachgesellschaften
[zitiert nach AWMEF 2006] besteht bei metastasiertem Pankreasekarzinom die
Indikation zur palliativen Chemotherapie. Als Standard etabliert hat sich heute der
Einsatz von Gemcitabine. Die palliative Chemotherapie flihrt zur Lebensverldngerung
sowie zur Verbesserung der Lebensqualitit und des ,klinischen Benefits* (clinical
benefit), d.h. insbesondere zu verringertem Schmerzmittelverbrauch und geringerem

Gewichtsverlust.

6.2.6 Uberlebensrate

In der Literatur wird die Uberlebensrate fiir Pankreaskarzinom-Patienten noch immer
als sehr schlecht angegeben. Die Gesamt-5-JUR in Deutschland betriigt 4 - 5 % [RKI
2006]. In Einzelfillen wird von Langzeitiiberlebenden von bis zu 10 Jahren berichtet
[Spinelli 2006]. Aufgrund extrem divergierender Ergebnisse zum Langzeit-Uberleben
mit Pankreaskarzinom, wurde in Finnland eine aufwendige Studie [Carpelan-
Holmstrom 2004] durchgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, dass von 89 Patienten, die 5
Jahre nach Diagnosestellung noch lebten (1,8 %), tatsdchlich nur bei 10 Patienten nach
histologischer Re-Evaluierung ein duktales Pankreaskarzinom bestitigt werden konnte.
Neun dieser Patienten verstarben im Laufe des Follow-up (median: 5,4 Jahre), sieben
davon am Tumor. Ein einziger Patient mit einem initialen Stadium 1B lebte am Ende
der Nachbeobachtungszeit, nach 13,4 Jahren, noch. Carpelan-Holmstrém et al. nennen
als Hauptgrund fiir eine hohe Langzeit-Uberlebensrate eine falsche Initialdiagnose. Das
finnische Krebsregister gibt daher die 5-JUR fiir knapp 5000 Patienten, die zwischen
1990 und 1996 mit einem histologisch oder autoptisch gesicherten Pankreaskarzinom
diagnostiziert worden sind, mit 0,2 % an. Die 5-JUR nach Resektion wird mit 10-30 %

beziffert. Das mediane Uberleben nach Resektion betrigt laut gingigen
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Literaturangaben etwa 12 bis 25 Monate [Christein 2005; Cleary 2004; Sohn 2000;
Ridwelski 2005; Han 2006; Riall 2006]. Das ist deutlich hoher als in der vorliegenden
Studie, wo die Patienten im Median 7 Monate nach Resektion iiberlebten. Auch das
mediane Uberleben des gesamten Patientenguts ist mit 6 Monaten wesentlich schlechter
als in anderen Studien angegeben [Hoffmann 2007; Soeth 2005; Z’graggen 2001). Nur
eine population-based Studie aus den USA mit iiber 2000 Patienten ergab eine mediane
Uberlebenszeit von 5 Monaten, die noch schlechter ist als die der vorliegenden Studie

[Eloubeidi 2006].

Eine mogliche Erklarung bietet die Histologie. Christein et al. berichteten in einer 2005
verdffentlichten Studie [Christein 2005] mit knapp 100 Patienten von medianen
Uberlebensraten nach En-bloc-Resektionen zwischen 15,5 Monaten fiir duktale
Adenokarzinome und 30,2 Monaten fiir muzindse Cystadenokarzinome. Auch Han et al.

[Han 2006] bestitigten fiir duktale Adenokarzinome eine deutlich schlechtere Prognose.

Die Uberlebensraten der palliativ behandelten Patienten sind vergleichbar mit denen

von Ridwelski et al. [Ridwelski 2005].
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6.3 Ergebnisse

6.3.1 Zusammenfassung der Ergebnisse der Studie

6.3.1.1 CK 20-Nachweis im Blut

In der vorliegenden Studie wurden bei 23 von 33 Patienten (69,7 %) CK 20-positive
Zellen im Blut gefunden. Der hochste Anteil lag bei den Patienten, die zum Zeitpunkt
der Diagnose ein Tumorstadium III aufwiesen (91 %). Obwohl auch im Stadium IV
beinahe drei Viertel der Patienten CK 20-positive Zellen im Blut présentierten, konnte
in der Log-linearen Regression keine Korrelation zwischen dem Auffinden von CK 20-
positiven Zellen im Blut und dem Tumorstadium nachgewiesen werden (p = 0,250).
Das mediane Uberleben der Patienten mit Tumorzellnachweis im Blut betrug 6 Monate
(1-JUR 12 %, 2-JUR 8 %), Patienten mit turmorzellfreiem Blut lebten im Median 9
Monate nach Diagnosestellung (1-JUR 40 %, 2-JUR 30 %). Dieser scheinbare
Uberlebensvorteil der Patienten ohne CK 20-Nachweis erwies sich als statistisch nicht

signifikant.

6.3.1.2 CK 20 Nachweis im Knochenmark

In der vorliegenden Studie wurden bei 17 von 33 Patienten (51,5 %) CK 20-positive
Zellen im Knochenmark gefunden. Der hochste Anteil lag auch hier bei den Patienten,
die zum Zeitpunkt der Diagnose ein Tumorstadium III aufwiesen (73 %). Im Stadium
IV konnten bei der Hilfte der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose CK 20-positive
Zellen im Knochenmark nachgewiesen werden, wihrend nur einer von acht Patienten
im Stadium II einen positiven Befund hatte. Auch hier konnte in der Log-linearen
Regression keine Korrelation zwischen dem Nachweis von CK 20-positiven Zellen im
Knochenmark und dem Tumorstadium gezeigt werden (p=0,9140). Das mediane
Uberleben der Patienten betrug in beiden Subgruppen 6 Monate. Patienten mit
Tumorzellnachweis im Knochenmark zeigten eine 1-JUR und 2-JUR von 18 %.
Patienten mit turmorzellfreiem Blut wiesen eine 1-JUR von 25 % und eine 2-JUR von
20 % auf. Dieser minimale Uberlebensvorteil der Patienten ohne CK 20-Nachweis

erwies sich ebenfalls als statistisch nicht signifikant.
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6.3.2 Unterschiede beim Nachweis von CK 20 zwischen Blut und Knochenmark

In der vorliegenden Studie konnten bei deutlich mehr Patienten CK 20-positive Zellen
im Blut nachgewiesen werden als im Knochenmark. Nur ein Patient mit
tumorzellfreiem Blut wies Tumorzellen im Knochenmark auf. Auch Hoffmann et al.
konnten im Blut deutlich mehr okkulte Pankreastumorzellen nachweisen als im
Knochenmark [Hoffmann 2007]. Z’graggen und Soeth erhielten dagegen in etwa
gleiche Werte fiir beide Gewebearten [Z’graggen 2001; Soeth 2005]. So wurden bei
Soeth bei 39 (33 %) von 117 Patienten, von denen beide Proben verwertet werden
konnten, CK 20-positive Zellen im Knochenmark und bei 38 (32 %) Patienten im Blut
gefunden, jedoch nur 16 (13,7 %) Patienten wurden in beiden Kompartimenten als
positiv getestet. Bei anderen Tumoren, vor allem beim Mammakarzinom, ist es eher
umgekehrt: im Knochenmark werden tendenziell mehr Tumorzellen detektiert
[Lindemann 1992; Schonfeld 1997; Soeth 1997; Weitz 1999; Vogel 2001; Corrias 2004;
Pierga 2004; Wiedswang 2006; Benoy 2006]. Als Griinde dafiir werden qualitative und
quantitative Unterschiede zwischen den Zellen im Blut und Knochenmark, Unterschiede
beziiglich Uberleben bzw. Eliminierung durch das Immunsystem und methodische
Aspekte wie Tumorzellverlust durch Clotting genannt. Deutlich hohere Nachweisraten
im Knochenmark werden auch mit einer Tumorzellanreicherung im Knochenmark im
Sinne einer Filterwirkung des Blutes begriindet. Mit diesen Argumenten lassen sich
insbesondere die niedrigen Detektionsraten im Blut beim Mammakarzinom erkléren, wo
es durch die oben beschriebenen Stromaveridnderungen (siehe Kapitel 6.1.1.1.1) zu einer
erhohten Konzentration der Tumorzellen im Knochenmark kommen kann. Da diese
Eigenschaften jedoch vermutlich auf gastro-intestinale Karzinome nicht zutreffen,

findet man hier eher gleiche Detektionsraten.

Eine mogliche Ursache fiir die hohere Detektionsrate im Blut gegeniiber dem
Knochenmark in der vorliegenden Studie konnen ungleiche Volumina der Proben sein.
Bei jedem Patienten wurden 3 x 4 ml (12 ml) Blut entnommen. Da auf jeder Seite 3 —
10 ml Knochenmark entnommen wurde, konnte moglicherweise bei einigen Patienten,
eine zu geringe Menge Punktat zu einem falsch-negativen Ergebnis gefiihrt haben. Man
konnte dies jedoch auch als Bestidtigung der folgenden Theorie ansehen: bei gastro-

intestinalen Tumoren befinden sich die disseminierten Tumorzellen nach Streuung vom
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Primartumor iiber das Blut nur voriibergehend im Knochenmark und werden hier
entweder eliminiert (was auch den fehlenden prognostischen Einfluss erkldren wiirde)

oder wieder ins Blut ausgeschwemmt.

6.3.3 Bewertung der Ergebnisse

Zur Bewertung der Ergebnisse soll ein Vergleich zu aktueller Literatur herangezogen
werden. Dazu ist anzumerken, dass es nur wenige Studien mit demselben Design gibt

(Medium: Blut/Knochenmark; Marker: CK 20; Methode: nested-RT-PCR).

Van Heek veroffentlichte 2001 eine Studie, in der das Knochenmark von 35 Patienten
mit Pankreas- oder Papillenkarzinom immuncytochemisch auf CK 8 und 18 untersucht
wurde. Hier wurde zwar ein signifikant verkiirztes Gesamtiiberleben der CK-positiv
getesteten Patienten festgestellt, van Heek rit jedoch von einer routinemifigen
Anwendung ab, da ein zu hoher Anteil falsch-positiver Ergebnisse festgestellt wurde
[van Heek 2001]. Eine andere Studie wurde im Januar 2007 von Hoffmann
verdffentlicht. Hier wurden 37 Patienten mit Pankreaskarzinomen in allen Stadien auf
CK 19 in Blut und Knochenmark untersucht. Weder in der nested-PCR noch in der
Real-time-PCR konnte ein signifikanter Unterschied im Gesamtiiberleben festgestellt

werden.

Unzéhlige Bestrebungen, einen verldsslichen prognostischen Marker fiir das
Pankreaskarzinom zu finden, schlugen bisher fehl. Es wird davon abgeraten,
disseminierte Tumorzellen als Prognosefaktor fiir das Pankreaskarzinom zu verwenden,
da die meisten Studien, abgesehen von der Arbeit von Soeth et al. und Zhang et al. von
2005, zu diesem Thema negativ ausgefallen sind [Bostick 1998; Braun 1999; Juhl 1994;
Vogel 1999]. Es konnten lediglich Tendenzen festgestellt werden.

Mit dem gleichen Studiendesign wie die vorliegende Studie verdéffentliche Chausovsky
im Jahr 1999 als Erster eine Studie, in der er 28 Patienten mit Pankreaskarzinom auf
CK 20 im Blut mittels RT-PCR untersuchte. Ziel dieser Studie war die Etablierung des
Markers fiir die Detektion zirkulierender Pankreas-Tumorzellen im Blut. Die Autoren

schlagen zwar eine Nutzung des Markers fiir Verlaufskontrollen und Chemotherapie
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vor, rdumen aber ein, dass weitere Studien notwendig sind, um diese Methode klinisch
zu etablieren. Uber eine mogliche prognostische Aussagekraft des Markers wird in

dieser Studie nichts gesagt [Chausovsky 1999].

Im Jahr 2005 wurden gleich zwei - gleichzeitig aber auch die einzigen - andere Studien
mit dem gleichen Design veroffentlicht, die eine von Soeth et al. [Soeth 2005], die
andere von Zhang et al. [Zhang 2005]. Zhang et al. untersuchten das Blut von 40
Patienten mit Pankreaskarzinom auf CK 20 mittels RT-PCR, Soeth et al. untersuchten
Blut (154 Proben) und Knochenmark (135 Proben) von insgesamt 172 Patienten.

Die Ergebnisse der von Zhang und Soeth 2005 veroffentlichten Studien, wonach der
Nachweis von CK 20 im Blut und Knochenmark ein prognostischer Marker ist und
einen Indikator fiir eine schlechtere Uberlebensrate darstellt, kénnen mit den
vorliegenden Daten nicht bestitigt werden. Der routinemifige Einsatz der auch in

dieser Studie eingesetzten Methode kann daher nicht generell empfohlen werden.

Zur besseren Ubersicht sind die Ergebnisse der drei wichtigsten Vergleichsstudien

tabellarisch im Anhang in Tabelle 9.2 dargestellt.

Im Folgenden sollen die Ursachen fiir die unterschiedlichen Resultate der drei
genannten [Chausovsky 1999; Zhang 2005; Soeth 2005] im Vergleich zur vorliegenden
Studie diskutiert werden.

6.3.3.1 Anzahl der Patienten

Die Anzahl der Patienten variiert stark. Wiahrend Zhang und Chausovsky mit 40 bzw.
28 Patienten eine Population dhnlicher Grof8e untersuchten, waren an der Studie von
Soeth et al. mit 172 Patienten deutlich mehr Personen beteiligt. Es soll jedoch darauf
hingewiesen werden, dass bei Soeth fiir die Verarbeitung der Daten jeweils
unterschiedliche Subgruppen ausgewidhlt wurden und nicht von einem einheitlichen
Patientenkollektiv fiir die gesamte Studie gesprochen werden kann. So sind nur von 117
der 172 Patienten beide Proben in die Bearbeitung eingegangen, widhrend von 18

Patienten nur Blutproben und von 37 nur Knochenmarkproben verwendet wurden. Auch
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sind Patientenproben enthalten, die z.B. fiir ein Kompartiment negativ getestet wurden,
wéhrend aber keine Aussagen zum anderen Kompartiment vorliegen. Dadurch entstehen
Ungleichgewichte in der Patientengewichtung und ein direkter Vergleich der Daten ist

nicht ganz unproblematisch.

6.3.3.2 Anteil der CK 20-positiven Proben

Eine d&hnlich hohe Detektionsrate CK 20-positiver Zellen im Blut wie in der
vorliegenden Studie (69,7 %) wird lediglich von Chausovsky et al. erreicht (78,5 %).
Bei Zhang et al. konnten 23 von 40 Patienten positiv auf CK 20 getestet werden. Damit
ist der Anteil mit 57,5 % etwas niedriger als in der vorliegenden Studie. Deutlich

niedriger dagegen war die Detektionsrate bei Soeth et al. (33,8 %).

Mit dem Nachweis im Knochenmark verhélt es sich genauso. Die Detektionsrate von
51,5 % in der vorliegenden Studie ist deutlich hoher als bei Soeth. Nur 45 von 135
(33,3 %) Proben konnten positiv auf CK 20 getestet werden.

Es stellt sich natiirlich die Frage nach Griinden fiir die so unterschiedlichen
Detektionsraten. Ausgeschlossen werden kann eine mdogliche intra-operative
Tumorzellstreuung, da das Blut ausschlieBlich pri-operativ entnommen wurde. Ein
Grund fiir die niedrigen Detektionsraten bei Zhang und Soeth konnte der Zusatz von
Heparin zu den Patientenproben sein. Heparin ist bekannt als Inhibitor der Tagq-
Polymerase, sodass es moglicherweise zu falsch-negativen Ergebnissen gekommen ist.
Weitere technische Griinde konnen sein, dass die Blutproben, zumindest bei Soeth, mit
einem Volumen von 20 ml zwar groBer waren als in der vorliegenden Studie, aber nur
an einer Stelle (zentralvends) entnommen wurden (in der vorliegenden Studie wurden
allen Patienten 3 Blutproben an unterschiedlichen Stellen (zentralvends, arteriell und
periphervends) entnommen). Auch die Knochenmarkproben bei Soeth et al. wurden nur
einseitig und nicht wie in der vorliegenden Studie von beiden Beckenkdmmen
gewonnen. Durch die oben beschriebene zufdllige Verteilung der Tumorzellen im Blut
und Knochenmark und die inkonsistente Tumorzellstreuung des Primértumors ist die
Chance, Tumorzellen in der Probe zu haben, bei weniger Entnahmestellen deutlich

geringer (siche Kaptiel 6.1.1.1.2).
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Ein weiterer Grund konnte in dem vorliegenden Patientenkollektiv an sich liegen: wie
bereits oben erwihnt, ist die CK 20-Expression durch Zytokeratine eine héaufige
Fehlerquelle. So weisen viele Patienten mit einer entziindlichen Begleiterkrankung (z.B.
Pankreatitis) ebenfalls CK 20-positive Zellen im Knochenmark auf. In der vorliegenden
Studie wurden zwar Zweitmalignome als Ursache fiir eine CK 20-Expression
ausgeschlossen, entziindliche Begleiterkrankungen der Patienten wurden allerdings
nicht beriicksichtigt. Dies erscheint jedoch notwendig, vor allem in Anbetracht der
Ergebnisse einer grolen Langzeit-Studie von Talamini et al. [Talamini 2006], wonach
bei einem GroBteil der Patienten eine intraduktale muzindse Neoplasie die Ursache und

nicht die Folge einer chronischen Pankreatitis ist.

Eine weitere Ursache fiir die unterschiedlichen Detektionsraten konnte ein Unterschied
hinsichtlich des Schweregrades der Tumorerkrankung sein. So ist auffillig, dass Zhang
et al. in ihrer Studie nur Patienten einschlossen, die unter kurativem Ansatz radikal
reseziert wurden. Keiner der Patienten hatte Fernmetastasen. Die Patienten wurden nach
dem TNM-Stadium nur in 2 Stadien klassifiziert: 11 Patienten wiesen ein Stadium II, 29
Patienten ein Stadium III auf. Bei Soeth et al. wurden 59 % der Patienten radikal
reseziert. Das sind deutlich mehr als in der vorliegenden Studie, wo etwa drei Viertel
der Patienten palliativ behandelt wurden und knapp die Hélfte der Patienten zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits Fernmetastasen (42 %) zeigte. Geht man davon
aus, dass die CK 20-positiven Zellen disseminierte Tumorzellen sind, die einen Hinweis
auf eine hdmatogene Streuung des Tumors darstellen, ist ein hoher Anteil an CK 20-
positiven Zellen bei den Patienten in den Stadien III und IV eine logische Konsequenz.
Auch bei den Knochenmarkbefunden ist der Anteil der positiv getesteten Patienten in
den Stadien III und IV am hochsten; hier sind knapp 90 % der positiv getesteten
Patienten zu finden. Die oben erwidhnte Hypothese wird bestitigt bei Betrachtung der
Daten von Chausovsky. In seiner Studie war der insgesamte Anteil an CK 20-positiv
getesteten Patienten mit 78 % noch hdher als in der vorliegenden Studie. Auch hier
waren alle Patienten eingeschlosssen (kurativ resezierte und palliativ behandelte
Patienten). Obwohl keine genaue Tumorstadien-Einteilung angegeben ist, so fillt bei
Betrachtung der Daten auf, dass die Patienten, die Lymphknoten- oder Fernmetastasen

in Lunge, Knochen oder Leber haben, positiv getestet wurden, wihrend die Patienten, in
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deren Blut kein CK 20 nachgewiesen werden konnte, keine Fernmetastasen sondern
eher eine Tumorausbreitung per continuum zeigten (Duodenum, Peritoneum und
Retroperitoneum). Nur ein einziger Patient hatte Lebermetastasen bei einem negativen
Blutbefund. Die Frage, warum nicht alle Patienten mit Metastasen (Fern- oder
Lymphknotenmetastasen) CK 20-positive Zellen im Blut aufwiesen, ldsst sich einfach
damit beantworten, dass moglicherweise durch die oben erwihnte diskontinuierliche
Streuung des Primédrtumors und die zufillige Verteilung der Tumorzellen im
Kompartiment Blut keine Tumorzellen in der Probe vorhanden waren. Eine weitere
Erklarung ist die Heterogenitdt der Tumoren. Laut Schmitz-Winnenthal [Schmitz-
Winnenthal 2006] und Matros [Matros 2006], die Tumorgewebe von resezierten
Pankreaskarzinomen mit der RT-PCR auf CK 20-Expression untersuchten, expremiert
iiberhaupt nur eine Subgruppe von Patienten (76 und 63 %) diesen Marker. Das
wiederum wirft die Frage auf, warum im Stadium III bei 91 % der Patienten CK 20-
positive Zellen im Blut nachgewiesen werden konnten. Hierfiir gibt es zwei
Moglichkeiten: entweder ist eine zuféllige ungleichméfige Verteilung der Subgruppe in
diesem Tumorstadium gegeben, oder das von Matros und Schmitz-Winnenthal eruierte
schlechtere Gesamtiiberleben der Patienten, deren Tumoren CK 20 expremieren,
impliziert ein aggressiveres Wachstum und friihzeitige Metastasierung und deshalb eine
Anhdufung von iberdurchschnittlich vielen Patienten mit CK 20-expremierenden

Tumoren in hohen Tumorstadien.

6.3.3.3 Unterschiede in der Signifikanz der Korrelation zwischen CK 20-Nachweis
und Tumorstadium
Es wire denkbar, dass grofe Tumoren hdufiger zu einer Disseminierung neigen als
kleinere Primértumoren. Hierfiir fand sich jedoch in der vorliegenden Arbeit kein
Hinweis. Eine signifikante Korrelation zwischen CK 20-Nachweis und Tumorstadium
kann auch von Soeth et al. nicht fiir alle Subgruppen bestétigt werden. Bei genauerer
Betrachtung der in Tabelle 9.2 dargestellten Ergebnisse fallt auf, dass bei den
Blutproben ein kaum erkennbarer Unterschied der Detektionsraten (etwa 1 %)
zwischen den Tumorstadien I/IT und III besteht und bei den Knochenmarkproben sogar
die Detektionsrate im Stadium IV etwa 3 % niedriger ist als im Stadium III. Lediglich

bei dem gesamten Patientenkollektiv ist eine ansatzweise gleichmiBige Verteilung zu
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erkennen, jedoch keine proportionale (Unterschied zwischen Stadium I/II und III betrégt
etwa 22 %, zwischen Stadium III und IV nur 4 %). Dabei ist noch einmal darauf
hinzuweisen, dass sich dieses Patientenkollektiv aus verschiedenen Subgruppen
zusammensetzt. Auch in der vorliegenden Studie ist eine Zunahme der Detektionsrate
mit steigendem Tumorstadium zu erkennen. Vom Stadium II zu III gibt es einen
Anstieg von etwa 53 %. Die dann folgende Abnahme der Detektionsrate um 20 % zu
Stadium IV ist wohl einer der Hauptgriinde dafiir, dass hier keine signifikante Relation
zwischen Detektionsrate und Tumorstadien gegeben ist. Entscheidend scheint also in
diesem Zusammenhang die sehr hohe Detektionsrate im Stadium III zu sein. Bei Zhang
et al. verdoppelt bis verdreifacht sich die Detektionsrate von Stadium II auf III (von 27
auf 67 %). Damit haben wir auch hier im Stadium III eine deutlich hdhere
Detektionsrate als bei Soeth et al. und der Unterschied ist statistisch signifikant. Als
Einflussparameter fillt hier die Stadium-IV-Patientengruppe weg, die eine sehr hohe
Detektionsrate zeigen miisste, um die Signifikanz der Korrelation fiir ein normales

Patientenkollektiv mit Stadium-IV-Patienten aufrecht zu erhalten.

6.3.3.4 Unterschiede in der Signifikanz der Korrelation zwischen CK 20-Nachweis
und Gesamtiiberleben
Es gibt sicherlich mehrere Ursachen, die genannt werden konnen, um die fehlende
statistische Signifikanz hinsichtlich der Korrelation zwischen Gesamtiiberleben und
Detektionsraten zu erkldren. Methodische bzw. tumorbiologische Ursachen konnen
ebenso wie Ursachen, die sich aus der Patientenpopulation ergeben, verantwortlich
gemacht werden. So ist zum Beispiel darauf hinzuweisen, dass in der vorliegenden
Studie die adjuvante Therapie uneinheitlich war. Dadurch kann nicht bei allen Patienten
von den gleichen Voraussetzungen ausgegangen werden (wenn man einen prognostisch
signifikanten Einfluss der heute giingigen Chemo- und/oder Radiotherapien voraussetzt)
und die Vergleichbarkeit zu anderen Studien ist eingeschrinkt (vor allem zu der von
Zhang et al., bei der keiner der Patienten eine adjuvante Therapie erhalten hat). Eine
weitere methodische Ursache kann moglicherweise ein hoher Anteil falsch-positiver
Ergebnisse sein. Vor allem im Hinblick auf immer hohere Sensitivititsraten, widerlegt
das die frither gingige Meinung, dass das ektope Vorkommen von CK 20-positiven

Zellen mit dem Vorliegen einer MRD gleichzusetzen ist.
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Obwohl von einigen Autoren Pankreaskarzinome, die CK 20 expremieren, als
aggressivere Tumoren dargestellt werden, die mit einem schlechteren Gesamtiiberleben
assoziiert sind [Matros 2006], kann man den Nachweis von CK 20-positiven Zellen in
Form von disseminierten Tumorzellen nicht generell mit einer schlechteren Prognose in
Verbindung bringen. Grund dafiir sind die sogenannten ,,dormancy cells“. Es gibt
verschiedene Studien, die darlegen, dass nicht das Auftreten der okkulten epithelialen
Zellen allein verantwortlich ist fiir ein schlechteres Gesamtiiberleben, sondern deren
Anzahl und spezifische tumorbiologische Eigenschaften im Sinne eines malignen
Potentials. Dazu gehdren z.B. der Verlust von HLA-Klasse-1-Antigenen [Schlimok
1990; Pantel 1991], der die Zellen vor einer Eliminierung durch das phagolymphozytére
System schiitzt, die Expression von Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Rezeptoren
(uPA-R) [Heiss 1995; Allgayer 1997], die die Stimulation der Zellen durch Urokinase
ermoglicht, und die Uberexpression von erbB-2-Onkogenen [Pantel 1993;
Pantel/Izbicki 1993] oder den proliferationsassoziierten Molekiilen p120 und ki-67. All
diese Faktoren korrelieren mit einer schlechteren Prognose. Somit ist also noch nicht
eindeutig geklirt, ob CK 20-positive Zellen lediglich Ausdruck eines besonders
aggressiven Tumorwachstums darstellen oder ob sie selbst einen direkten
prognostischen Einfluss auf das Auftreten von Rezidiv und Fernmetastasierung haben.
Ein weiterer Grund fiir das unterschiedliche Verhalten disseminierter Tumorzellen kann
in der Annahme begriindet sein, dass sich die Tumorzellen in der GO-Phase befinden
und somit nicht proliferieren. Paraguassu-Braga et al. [Paraguassu-Braga 2003] fanden
heraus, dass leukdmische Zellen, die durch Gap-Junctions mit Stromazellen des
Knochenmarks verbunden sind, nicht proliferieren und somit vor Apoptose und
Chemotherapeutika geschiitzt werden. Auch bei Lymphknotenmetastasen geht man
heute von zum Teil biologisch inaktiven Zellen in der GO-Phase aus, die durch bisher
nicht bekannte Faktoren nach einer gewissen Latenzzeit, maligne Potenz entwickeln
und zu manifesten Metastasen werden [Schlag 1998; Pantel 1997]. Dieses zeit-limitierte
Proliferationspotential wurde auch fiir disseminierte Tumorzellen im Knochenmark
festgestellt [Pantel 1995; Uhr 1997] und kann bei genauerer Betrachtung durch die
Daten von Zhang et al. bestétigt werden. Hier traten innerhalb der ersten 24 Monate bei
den CK 20-positiv getesteten Patienten zunehmend Metastasen auf (bis 82,6 % nach 24

Monaten), und zwar signifikant hdufiger als bei den negativ getesteten Patienten. Nach

-84 -



24 Monaten gab es jedoch keinen signifikanten Unterschied mehr: 82,6 % der CK 20-
positiven hatten Metastasen im Gegensatz zu 76,5 % der CK 20-negativen Patienten
(p = 0,631). Ahnlich sind die Ergebnisse in der vorliegenden Studie, wenn man sich das
Gesamtiiberleben in Abhédngigkeit vom Knochenmarkbefund anschaut: nach 12
Monaten ist ein deutlicherer Uberlebensvorteil der CK 20-negativ getesteten Patienten
erkennbar als nach 24 Monaten (18 vs. 25 Monate und 18 vs. 20 Monate). Nicht gekléart
ist damit allerdings die Frage, warum bei einem Grof3teil der Patienten (bei Zhang
76,5 %), die zum Zeitpunkt der Tumorentfernung keine CK 20-positiven Zellen im Blut
oder Knochenmark hatten, nach einer Latenzzeit von 24 Monaten Metastasen auftreten.
Hier scheint es einen weiteren Mechanismus zu geben, der bisher nicht geklart ist, oder
diese Zellen sind nicht detektiert worden und die Patienten dadurch als falsch-negativ
anzusehen (z.B. durch Expression eines anderen Markers oder ein niedriges

Expressionsniveau).

Ein weiterer Hinweis, der das Ergebnis der vorliegenden Studie erkldren kann, findet
sich in den Ergebnissen von Soeth et al.. Nach ihrer Darstellung kann der Nachweis von
CK 20-positiven Zellen im Blut und/oder Knochenmark vor allem bei gut bis
mittelméBig differenzierten Tumoren als Prognose-Indikator benutzt werden. In der
vorliegenden Studie hat jedoch etwa die Hilfte der Patienten mit einem G3-
klassifizierten eher einen schlecht differenzierten Tumor. Nur zwei Patienten wurden
mit einem gut differenzierten G1-Tumor diagnostiziert. Die Daten von Zhang et al.
stiitzen die Hypothese von Soeth et al. Hier ist der Anteil der Gl-differenzierten

Tumoren mit 35 % deutlich hoher als in der vorliegenden Studie.

6.4 Konklusion

Insgesamt kann man also sagen, dass die Ergebnisse der vorliegenden Studie nicht im
Widerspruch zu den iibrigen bisher zu diesem Thema durchgefiihrten Studien stehen,
sondern sich durchaus mit ihnen vereinbaren lassen. Ein Schwachpunkt der
vorliegenden Studie ist sicher die kleine und inhomogene Patientenpopulation, die
zufdllige statistische AufBenseiter nur begrenzt abfangen kann. Auch die statistischen
Untersuchungen, die, vor allem im Bezug auf die Mulitkolinearitit, moglicherweise zu

umfangreich fiir die kleine Patientengruppe waren, konnen zu einer Verfalschung bzw.
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Beeinflussung der Ergebnisse gefiihrt haben. Trotzdem kann man sagen, dass dieses
spezielle Patientenklientel der vorliegenden Studie deutlich macht, dass die Methode
nicht ohne weiteres als generelles Routineverfahren eingesetzt werden sollte, sondern
dass weitere differenzierte Studien notwendig sind, um das Verfahren sinnvoll in den

Klinikalltag zu integrieren.
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7. Zusammenfassung
Die Sterblichkeit am Pankreaskarzinom ist in den westlichen Industrielindern

unverdndert hoch. Trotz zunehmender RO-Resektionsraten und deutlich gesunkener
peri-operativer Mortalitdt treten hdufig im weiteren Krankheitsverlauf friihzeitig
Metastasen und Rezidive auf. Man vermutet, dass das AusmaB der systemischen
Tumorausbreitung durch die géngigen diagnostischen Untersuchungstechniken nicht
ausreichend erfasst wird und bei vielen Patienten zum Zeitpunkt der Operation bereits

eine okkulte Tumorzellstreuung vorliegt.

Ziel dieser Studie war es, die prognostische Relevanz zytokeratinhaltiger Zellen im Blut
und Knochenmark von Patienten mit Pankreaskarzinomen zu evaluieren und
gegebenenfalls diese Methode als Staging-Verfahren zu etablieren. Hierzu wurde den
Patienten pré-operativ Knochenmark und Blut entnommen, welches anschlieBend unter
standardisierten Bedingungen mittels der auf Reverser Transkriptase beruhender

Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) auf Zytokeratin 20 untersucht wurde.

Zytokeratine werden von Adenokarzinomen besonders héufig expremiert und sind
Bestandteile des Zytoskeletts. Sie kommen jedoch natiirlicherweise nicht in Zellen
hidmatopoetischen Ursprungs vor. Somit konnen zytokeratin-expremierende Zellen in

diesen Kompartimenten (Blut oder Knochenmark) als Tumorzellen identifiziert werden.

Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte zunidchst deskriptiv. Die
Uberlebenszeiten wurden nach Kaplan-Meier dargestellt. Unterschiede wurden mittels
des Log-rank Tests auf statistische Signifikanz gepriift. Der Einfluss verschiedener
Parameter auf das Gesamtiiberleben sowie die Priifung auf prognostische Relevanz

einzelner Faktoren erfolgte mit Hilfe der Log-linearen und der Cox-Regression.
33 Patienten konnten hinsichtlich der Expression von Zytokeratin 20 untersucht werden.

Die Nachbeobachtungszeit betrug 36 Monate. Die Patienten iiberlebten im Median 6
Monate, die 1-JUR betrug 21 %, die 2-JUR 19 %.
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Bei 23 der 33 untersuchten Patienten (69 %) konnten Zytokeratin 20-expremierende

Zellen im Blut nachgewiesen werden, bei 17 (51 %) im Knochenmark.

Der Nachweis der disseminierten Tumorzellen korrelierte weder im Blut noch im
Knochenmark signifikant mit dem Tumorstadium. In der vorliegenden Studie ist der
Nachweis von Zytokeratin 20-expremierenden Zellen kein Indikator fiir eine schlechtere
Prognose. Die klinische Etablierung dieser Methode als Prognoseindikator kann daher

zurzeit nicht empfohlen werden und bedarf weiterer Untersuchungen.
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9. Anhang

9.1 UICC-Stadien (Ubersicht)

regionale

UICC Primirtumor Lymphknoten Fernmetastasen

0 Carcinomain O T is NO MO
situ
Tumor auf TA Tl NO MO
| Pankreas
beschriankt 1B T2 NO MO
IIA T3 NO MO

Pankreas und

II  angrenzendes

Gewebe IB T1-3 NO MO
Beteiligung

III regionaler I T4 Jedes N MO
Lymphknoten

IV Fernmetastasen IV Jedes T Jedes N M1

Tab. 9.1: Stadieneinteilung Pankreaskarzinom nach UICC (2003)
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9.2 Vergleichsstudien (Ubersicht)

Vorliegende Studie Soeth et al. 2005 Zhang et al. 2005 | Chausovsky et al.

(n =33) (n=172) (n = 40) 1999 (n = 28)
Medium Blut Knochenmark Blut Knochenmark Blut Blut
Anzahl Patienten 33 33 154 135 40 28
CK 20 positiv 69,7 % 51,5 % 33,8 % 33,3 % 57,5 % 78,5 %
Alter (in Jahren) 62,12 (Mean) 56,5 (Mean) 65,93 (Mean)

(31-82) <50: 14,8 % <50:14,1 % (35-75) (38-84)
<60:33,3% 51-70: 65,5 % 51-70: 63,7 % <60:52,5% <60:25 %
> 60: 66,6 % >70: 20,7 % >70:22,2 % >60:47,5% >60: 75 %
Geschlechtsverteilung
M:F 1,75:1 0,93:1 0,98:1 2,33:1 n.a.
Tumorstadium 111 33,3 % 31,2 % 28,8 % 72,5 % 21,4 %
Anteil Patienten mit
Fernmetastasen 42,5 % 41,5 % 45,9 % 0% 57,1 %
Resektionsraten 24 % 60 % 57 % 100 % n.a.
Medianes Uberleben
(Monate) 6 11 15-23 n.a.
Korrelation zwischen CK 20 I/11 vs III/IV /11 vs III/IV
Nachweis und NEIN NEIN JA (p =0,005) JA (p = 0,005) JA
Tumorstadium p=0,47 p=0,19 I vs. IV I vs. IV p=0,021 n.a
JA (p=n.a.) NEIN (p=n.a.)

Korrelation zwischen CK 20 NEIN NEIN JA* JA
Nachweis und p=0,25 p=0,27 p=0,05 p = 10,0003 n.a
Gesamtiiberleben

n.a. = nicht angegeben

Tab. 9.2: Ubersicht iiber die CK 20 RT-PCR Studien
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