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1 Einleitung

1.1 Karzinogenese

Krebs als genetische Erkrankung beruht letztendlich auf einer Anarchie der

ansonsten exakt regulierten Entwicklung und Vermehrung von Zellen. Diese

Anarchie ist das Resultat eines in mehreren Schritten verlaufenden Prozesses,

bestehend aus Initiation, Promotion, Tumorprogression und Metastasierung.

a) Initiation: Ein chemischer Stoff oder sein Metabolit setzt durch Wechselwirkung mit

der zellulären DNS einen genetischen Schaden. Dieser kann, solange er noch

nicht auf die Tochterzellen übertragen ist, durch entsprechende Reparaturenzyme

behoben werden.

b) Promotion: Der Genschaden wird durch eine Proliferation initiierter Zellen in den

Tochterzellen etabliert.

c) Tumorprogression: Irreversibler Übergang von einer präneoplastischen zu einer

neoplastischen Zelle, von der letztlich die Proliferation eines Zellklones ausgeht,

der im weiteren Verlauf zu einem makroskopisch sichtbaren Tumorknoten

heranwächst. Dieser verhält sich zunächst benigne, später maligne.

d) Metastasierung: Mit zunehmender Progression verlieren die transformierten Zellen

auf ihrer Oberfläche Differenzierungsantigene und damit ihren

”Zusammengehörigkeitssinn”. Sie lösen sich aus dem Zellverband und siedeln

sich in anderen Geweben ab, wo sie zu Tochtergeschwülsten heranwachsen

(nach Riede & Schäfer, 1999).
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1.1.1 Strukturveränderungen bei malignen Zellen

Die Tumorzelle zeichnet sich im Vergleich zur ausdifferenzierten gesunden Zelle

durch eine Vielfalt stoffwechselbedingter Besonderheiten aus, die sich insbesondere

auch auf Strukturen der Zellmembran ausdehnt (siehe Abbildung 1.1).

Abbildung 1.1: Phänotypische Merkmale von malignen Zellen
(Aus Gericke u. Drankowsky, 1987)

Das kommt u.a. in einem differenzierten Kohlenhydratgehalt der Glykoproteine und

Glykolipide zum Ausdruck, aber auch die Proteinsynthese in der Zelle selbst weist

durch Demaskierung fetaler Genstrukturen sowohl quantitative als auch qualitative

Unterschiede zur Normalzelle auf (Donaldson et al.,1980; v.Dalen et al.,1984;Koch &

Uhlenbruck 1983).
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Diese morphologischen und funktionellen Unterschiede der Zelloberflächenstrukturen

können unter anderem als Hilfsmittel in der Karzinomdiagnostik genutzt werden.

Außerdem werden manche Substanzen, zumeist Glykoproteine, direkt von der

Tumorzelle (CEA, Alpha-Fetoprotein, Isoferritin, Glykosyltransferasen, ß-Kasein etc.)

oder von Änderungen, die sich aus der Tumor-Wirt-Relation ergeben, hergeleitet

(Veränderungen im Abwehrsystem des Tumorträgers) und können so nachgewiesen

werden (Hünermann 1982; Halter et al.,1984).

1.2 Definition des Begriffes Tumormarker

Eine konkrete Definition des Begriffes Tumormarker ist nur insofern möglich, als es

sich dabei um relevante diagnostizierbare Veränderungen der unterschiedlichsten

biochemischen und immunologischen Parameter in den verschiedenen

Körperflüssigkeiten handelt, wobei ein eindeutiger Zusammenhang mit malignem

Zellwachstum bestehen sollte.

Das heißt, daß alle die Substanzen Tumormarker genannt werden, die in

Testsystemen nachweisbar sind und die durch ihr vermehrtes Vorkommen die

Existenz von Tumorzellen ”verraten” . Hierbei handelt es sich um Substanzen,die von

der Tumorzelle selbst produziert werden, deren Produktion durch das maligne

Wachstum stimuliert wird (“tumor derived products”) oder um Substanzen, die im

Zuge fortschreitenden Tumorwachstums im Wirtsorganismus vermehrt auftreten

(“tumor associated products”) (Kleist, 1984a); (siehe Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2: Substanzen mit Tumormarkereigenschaften
(Aus Gericke u. Drankowsky, 1987)

1.2.1 Aufgaben eines Tumormarkers

Ein idealer Tumormarker sollte folgende Aufgaben erfüllen können:

• Der Marker sollte tumorspezifisch sein und eine hohe Sensitivität besitzen, um

eine Krebsfrühdiagnostik, Screeninguntersuchung, Überwachung von

Risikogruppen und eine Lokalisation des Tumors zu ermöglichen.

• Die Höhe bzw. die Titerbewegung der Markersubstanz sollte Rückschlüsse auf die

Prognose der Erkrankung gestatten.

• Der Marker sollte direkt mit der Tumormasse korrelieren und damit für die

Metastasen- bzw. Rezidivsuche nutzbar sein.

1.2.2 Zur Geschichte der Tumormarker

Das Bemühen, Laborparameter zur Erkennung malignen Wachstums einzusetzen, ist

kein Ergebnis der letzten Jahre, sondern reicht zurück in das neunzehnte

Jahrhundert. So stellte bereits Bence-Jones vor fast 150 Jahren im Urin von

Patienten mit einem Plasmozytom Präzipitate fest, die sich später als Leichtketten

von Immunglobulinen herausstellten. Brown, Zondek und Cushing haben in den
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Jahren 1928-1932 erkannt, daß ektope Hormone bei bestimmten Malignomen

erhöhte Werte aufweisen. Hier zeigte sich bereits, daß solche Marker tumorbezogen

nachweisbar sind. In den folgenden Jahren wurden verschiedene Enzyme und

Isoenzyme bei unterschiedlichen Organmanifestationen untersucht (Fuji et al., 1985;

Schlegel et al.,1981; Russel, 1977). In den 60er Jahren gelang der Nachweis von

onkofetalen Antigenen, speziell des Alpha-Fetoproteins beim Leberzellkarzinom und

des CEA bei kolorektalen Karzinomen. Erst durch die Entwicklung der Technologie

zur Herstellung monoklonaler Antikörper gegen Tumorantigene durch Köhler und

Milstein schien sich 1975 ein Durchbruch in der Tumordiagnostik anzubahnen.

1.3 Immunhistochemie

Das Grundprinzip der Immunhistochemie beruht auf dem Einsatz von Antikörpern zur

Markierung von korrespondierenden Antigenen im Gewebe. Die

Antigenbindungsstelle kann durch Enzym-Kopplung mit farbgebender Reaktion (z.B.

von Neufuchsin) sichtbar gemacht werden.

Eines der bewährtesten Verfahren ist auch die im Rahmen dieser Untersuchung

verwendete „APAAP-Methode“ (alkaline phosphatase anti-alkaline phosphatase),

deren Prinzip sich nicht von der „PAP-Methode“ (Peroxidase-Antiperoxidase) (Cordell

et al., 1984) unterscheidet, jedoch eine höhere Spezifität als die PAP-Methode

besitzt, da  endogene Peroxidasen in verschiedenen Geweben nur schwer

blockierbar sind.

Bei der APAAP-Methode wird an den Primärantikörper (Maus, monoklonal) über

einen polyklonalen Brückenantikörper (z.B. Kaninchen) ein monoklonaler  Anti-

Alkalische-Phosphatase-Antikörper gebunden. Hieran bindet sich die alkalische

Phosphatase und es entsteht der sogenannte „APAAP-Komplex“. Die alkalische

Phosphatase setzt schließlich Neufuchsin in einen intensiv roten Farbstoff um, der

vom menschlichen Auge leicht erkannt wird.

Eine Verstärkung der Reaktion ist durch mehrfache Bindung weiterer, mit alkalischer

Phasphatase konjugierter Antikörper über den Brückenantikörper möglich. Zur

APAAP-Technik siehe Anhang 6 und Abbildung 1.3.
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Abbildung 1.3: Enzymkomplexmethode
Das Prinzip der Methode unterscheidet sich nicht von der PAP - Methode (nach

Cordell et al., 1984).

Enzymkomplexmethode: An den Primärantikörper wird über einen Brückenantikörper

ein monoklonaler Anti-Alkalische-Phosphatase-Antikörper gebunden. Hieran bindet

sich die alkalische Phosphatase (APAAP-Komplex). Verstärkung durch mehrfache

Bindung weiterer, mit alkalischer Phosphatase konjugierter Antikörper über den

Brückenantikörper (Kaninchen).
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1.3.1 Verwendete Tumormarker

Es existieren heutzutage  viele Untersuchungen zum Nachweis von Tumormarkern

im Serum. Da im folgenden ihre Expression in Tumorgeweben direkt untersucht und

mit Serumwerten verglichen werden soll, werden die verwendeten Antigengruppen

kurz  vorgestellt. Die sind:

• CA 12-5 (OC 125),

• CA 15-3 (PEM 835, Polymorphic Epithelial Mucin) und

• CEA (BW 431).

1.3.2 CA 12-5

CA 12-5 ist ein hochmolekulares, hitzelabiles Glykoprotein mit einem

Molekulargewicht von 200 000 bis 300 000 Dalton (Bast et al., 1981, 1983). CA 12-5

wird von der Zelloberfläche ins Blut abgegeben. Sein dortiger Nachweis wird zur

klinischen Verlaufsbeobachtung bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom genutzt, da

sich der CA12-5-Serumspiegel proportional zur Tumormasse verhält (Welander,

1992), wobei die Konzentrationsänderung dem klinischen Verlauf in etlichen Fällen

um 1-8 Monate vorausgeht.

Auslöser für die Expression von CA 12-5 ist eine hohe Laktat-Konzentration, wobei

dieser Vorgang  dem Schutz der Zellen vor schädigenden Wasserstoff-Ionen dienen

soll (Bramwell et al., 1983).

Obwohl das Antigen nicht von allen Zellen eines Tumors exprimiert wird, besitzen in

den meisten Fällen auch die CA 12-5 negativen Zellen die Fähigkeit zur

Markerexpression (Berchuck et al., 1990).

CA 12-5 ist jedoch kein tumorspezifisches Antigen. Erhöhte Serumspiegel können

auch im Rahmen der Schwangerschaft, der Menstruation, bei Endometriose,

Infektionen im kleinen Becken und gutartigen Tumoren auftreten (Jacobs & Bast,

1989).

Auch nicht ovarielle maligne Tumoren können eine Markererhöhung bewirken; so hat

z.B. die Kombination von CA 12-5 und CA 19-9 im Serum eine Sensitivität von etwa

97% für das Pankreaskarzinom (Haga et al., 1986) .
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CA 12-5 bzw. Antikörper gegen das CA 12-5-Epitop sind beim Ovarialkarzinom

vielfältig verwendbar:

• Zum Screening (Jacobs & Bast, 1989),

• zur Verlaufsbeobachtung unter der Therapie (van der Burg et al., 1992),

• zur Rezidivdiagnostik,

• zur immunszintigraphischen Lokalisation von Tumorgewebe und

• zur Immuntherapie (Kenemans, 1990).

• Der immunhistochemische Nachweis von CA 12-5 im Tumorgewebe soll mit

dem Nachweis im Serum korrelieren (Jacobs & Bast, 1989; Breitenecker et

al., 1989; Woolas et al., 1996).

1.3.3 CA 15-3

CA 15-3 ist ein hochmolekulares Kohlenhydrat-Antigen der Milchfettkügelchen-

Muzin-Familie mit einem Molekulargewicht von 300 000 bis 450 000 Dalton (Hayes et

al., 1985), das mit Hilfe monoklonaler Antikörper (z. Zt. ca. 50 bekannt) detektiert

werden kann, die unterschiedliche Epitope des gleichen Antigens erkennen. Dieses

wurde als bestimmte Glykosylierungsform des „Polymorphen epithelialen Muzin“

(PEM), synonym mit MUC1-Genproduktion, identifiziert (Taylor-Papadimitriou &

Epenetos, 1994; Snijdewint et al., 1999; Duffy et al. 2000). CA 15-3 findet man

bevorzugt in malignen Tumoren der Mamma, aber auch bei benignen

Brustveränderungen sowie zu einem geringen Prozentsatz von ca. 10-20 % in

normalem Milchgangsepithel (Kufe et al., 1984). Beim Mammakarzinom steigt die

Inzidenz erhöhter Serumkonzentrationen in Abhängigkeit vom klinischen Stadium

von 20-40% (Stadium I) auf 60-85% (Stadium IV). Auch bei Malignomen anderer

Organe ist das CA15-3 im Serum  nachweisbar, so z.B. beim Ovarialkarzinom (71%

der Patientinnen) (Tondini et al., 1988), bei kolorektalen Karzinomen, bei

Bronchialkarzinomen, bei Melanomen und bei Lymphomen. Außerdem gelingt auch

der Nachweis im Normalgewebe der Speichel- und Schweißdrüsen (Gullino, 1977).

Im Ovar markiert der Antikörper 95% der Tumoren mit niedrig malignem Potential

(Borderline-Tumoren mit apikaler Expression) und verschiedene

Tumordifferenzierungen (serös, muzinös, endometroid mit zytoplasmatischer
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Expression) sowie die Oberfläche von Ovarialkarzinomzellen in der Zellkultur (Sekine

et al., 1985).

Der in dieser Untersuchung gewählte Antikörper erkennt das „Polymorphe epitheliale

Muzin“ (PEM) in der CA 15-3-äquivalenten Form (v. Prittwitz, 2000).

1.3.4 CEA

Das karzinoembryonale Antigen ist ein membran-assoziiertes Glykoprotein mit einem

Molekulargewicht von ca. 180 000 Dalton und besteht zu 45-60% aus

Kohlenhydraten; der Proteinanteil besteht aus einer einzelnen, in sich gedrehten

Polypeptidkette, die mit einer  größeren Anzahl von komplexen, verzweigten

Oligosacchariden über N-Acetylglucosamin-Asparagin-Bindungen verknüpft ist.

Erstmals wurde das CEA 1965 von Gold und Freedman beschrieben. Sie fanden es

in Kolonkarzinomen und in fetalem Darmgewebe, nicht aber in normalem

Darmgewebe Erwachsener (Gold und Freedman, 1965). Weitere Untersuchungen

zeigten allerdings, daß CEA auch in anderen pathologisch veränderten, aber

tumorfreien Geweben gebildet wird, wie z.B. bei Patienten mit chronisch obstruktiver

Lungenerkrankung, entzündlichen Darmerkrankungen, Divertikulitis, Pankreatitis,

entzündlichen Lebererkrankungen etc.. Bei Rauchern können Spiegel gefunden

werden, wie sie auch bei Patienten mit metastasierendem Kolonkarzinom

vorkommen können (Fletcher, 1986).

Adenokarzinome fast aller Organe exprimieren CEA (Sun et al. 1983; Said et al.

1983). Das Expressionsmuster kann sowohl von Tumor zu Tumor als auch innerhalb

eines Tumors sehr stark variieren. Verschiedene Typen von Mammakarzinomen

weisen z.B. bezüglich CEA verschiedene Expressionsmuster auf. Etwa ein Drittel der

lobulären und fast 90% der duktalen Karzinome exprimieren CEA (Gion et al. 1986).

Einige Untersuchungen weisen darauf hin, daß Mitglieder der CEA-Familie

Funktionen im Rahmen der Zelladhäsion (Benchimol et al. 1989) und/oder der

Immunologie (Bakterienerkennung) (Leusch et al. 1990) haben.

Nach Dietel et al. (1985) hat CEA außerdem eine prognostische Bedeutung bei

Ovarialtumoren mit niedrig malignem Potential (Borderline).
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1.4 Epidemiologie und Ätiologie des Ovarialkarzinoms

Das Ovarialkarzinom ist nach dem Endometrium- und Zervixkarzinom das

dritthäufigste Genitalmalignom der Frau und in etwa 28% aller malignen

Erkrankungen des weiblichen Genitalbereichs nachzuweisen. Von den Malignomen

des weiblichen Genitaltraktes hat das Ovarialkarzinom die ungünstigste Prognose mit

einer 5-Jahres-Überlebensrate von etwa 35%. Die Neuerkrankungsrate zeigt keine

wesentlichen Veränderungen in den letzten 20 Jahren, die Mortalität ist in diesem

Zeitraum leicht abnehmend.

Die Zahl der jährlichen Neuerkrankungen wird für Europa, einem Nord-Südgefälle

folgend, im Norden mit etwa 15 Fällen / 100 000 Frauen und im Mittelmeerraum mit

etwa 5 Fällen / 100 000 Frauen angegeben.

Die Ätiologie des Ovarialkarzinoms ist bisher weitgehend unklar, einige

Risikofaktoren sind jedoch bekannt. Wie bei vielen Malignomen ist das Lebensalter

ein Risikofaktor: Mit zunehmendem Alter steigt auch die Inzidenz des

Ovarialkarzinoms an. Ebenfalls mit einem erhöhten Risiko behaftet ist die Nulliparität

und das andauernde Vorhandensein ovulatorischer Zyklen, auch „incessant

ovulation“ genannt (Fathalla, 1971; Casagrande et al., 1979; Lavecchia et al., 1995).

Hierzu paßt auch, daß eine Sterilitätstherapie, in deren Rahmen viele Eizellen zur

Reifung gebracht werden, je nach Therapiedauer das Risiko auf das 2 bis 5-fache

erhöht (Ozols et al., 1997). Im Gegensatz hierzu scheinen die Anzahl der

Schwangerschaften, das Stillen und die Dauer der Einnahme von

Ovulationshemmern protektive Faktoren darzustellen. Ein geringeres Risiko besteht

ebenfalls bei Frauen, deren Gebärmutter operativ entfernt wurde (Brinton und

Hoover, 1997), was sich möglicherweise zum einen durch die intraoperative Kontrolle

der Ovarien (Weiss und Harlow, 1986) und zum anderen durch den reduzierten

Blutfluß, der die Ovarialfunktion herabsetzt (Ellsworth et al., 1983), erklärt. Mehr als

90% der Ovarialkarzinome treten sporadisch auf, etwa 5-10% scheinen jedoch

genetisch bedingt zu sein. Bei Erkrankung eines Verwandten ersten Grades beträgt

das relative Risiko 3, bei Frauen mit zwei erkrankten, nahen Verwandten liegt die

Wahrscheinlichkeit für das Auftreten eines Ovarialkarzinoms bereits bei 30-40%.
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Folgende verschiedene Genotypen des hereditären Ovarialkarzinoms konnten

identifiziert werden:

a) Brust-Ovarial-Karzinom-Syndrom - Ovarialkarzinom ist mit einem frühen

Auftreten des Mammakarzinoms assoziiert; Ursache: mutiertes BRCA1-

Gen auf Chromosom 17q21 (Tumorsuppressor-Gen)

b) Nur-Ovarial-Karzinom-Syndrom - seltener als das Brust-Ovarial-Karzinom-

Syndrom, familiäre Häufung von Ovarialkarzinomen

c) Lynch Typ II Krebsfamilien-Syndrom - Häufung von kolorektalem Krebs,

Endometriumkarzinom und seltener auch Ovarialkarzinom

d) Non-Polyposis-kolorektales Karzinom-Syndrom.

Auch bei nicht hereditärem Brustkrebs in der Anamnese erhöht sich das Risiko, an

einem Ovarialkarzinom zu erkranken. Hierfür wird ein verändertes hormonelles Milieu

verantwortlich gemacht, welches die Entstehung beider Erkrankungen begünstigt.

Diätetische Einflüsse auf die Inzidenz des Ovarialkarzinoms konnten bisher nicht klar

nachgewiesen werden. Siehe hierzu auch Tabelle 1.1.
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Tabelle 1.1: Risikofaktoren des Ovarialkarzinoms (nach Ozols et al., 1997)*

Risikofaktor geschätztes relatives
Risiko

höheres Lebensalter 3

Wohnort in Nordamerika oder
Nordeuropa

2-5

höheres Bildungsniveau und
Einkommen

1,5-2

weiße Rasse 1,5

Anamnese mit Sterilitätstherapie 2-5

frühe Menarche 1,5

späte Menopause 1,5-2

Status nach Hysterektomie 0,5-0,7

Verwendung oraler Kontrazeptiva 0,3-0,5

perineale Talkum-Puderanwendung 1,5-2

Ovarialkarzinom in der Verwandtschaft 3-4

* Die relativen Risiken variieren je nach Studie und Referenzgruppe

1.4.1 Verschiedene histologische Differenzierungsformen des
Ovarialkarzinoms

Etwa 90% aller malignen Ovarialtumoren sind epithelial. Der Malignitätsgrad der

Karzinome ist sehr unterschiedlich und einerseits vom Subtyp, andererseits vom

Differenzierungsgrad abhängig. Günstig sind die sogenannten Borderline- oder LMP-

Tumoren (Grenzfälle der Malignität; low malignant potential), die hochdifferenzierten

muzinösen und endometrioiden Adenokarzinome, die klarzelligen Karzinome, ferner

auch die nicht-epithelialen Keimzell- und Granulosatumoren. Ungünstig und mit einer

sehr frühen Ausbreitung im Abdomen vergesellschaftet sind undifferenzierte und

seröse Karzinome (nach Russel & Farnsworth,1997).
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1.4.2 Klinik und Therapie des Ovarialkarzinoms

Aufgrund des häufig symptomarmen Krankheitsverlaufes in den Frühstadien erfolgt

die Diagnosestellung  in 70% der Fälle erst in den fortgeschrittenen Stadien FIGO III

und IV, wo die Patientinnen erstmals mit von Aszites und Tumormassen gefülltem

Bauch beim Frauenarzt vorstellig werden.

Die erste Säule der Therapie stellt der operative Eingriff dar, wobei die möglichst

vollständige Entfernung makroskopisch sichtbaren Tumorgewebes das angestrebte

Ziel sein sollte, um bestmögliche Vorraussetzungen für die Wirkung der

anschließenden Kombinationschemotherapie zu schaffen.

Die Wichtigkeit der Radikalität des Primäreingriffes wird in zahlreichen neueren

Studien bestätigt (z.B. Michel et al. 1997). Als Operation der Wahl gilt beim

Ovarialkarzinom die Hysterektomie, die Adnexektomie bds. und die Omentektomie.

Außerdem gehören das Gewinnen von Peritonealzytologie und Biopsien aus

makroskopisch suspekt erscheinenden Bereichen zum Standardvorgehen. Eine

regionäre Lymphonodektomie erscheint nur bei weitgehender Tumorfreiheit sinnvoll.

Je nach Stadium muß dann die Operation ggf. auch auf andere Organe ausgedehnt

werden.

Die zweite Säule in der Therapie stellt die Chemotherapie dar. Die Ansprechrate und

Effektivität der Chemotherapie hängt im wesentlichen von drei Faktoren ab:

1. Tumorbiologie (Grading und histologischer Tumortyp)

2. Tumorgröße (Durchmesser des größten Tumorrestes postoperativ)

3. Art der ersten Chemotherapie und Zeitintervall zwischen erster und zweiter

Chemotherapie.

Insgesamt sind Ovarialkarzinome in etwa 70% sensibel gegenüber Chemotherapie

(Münstedt & Vahrson, 1995).

Zu den wirksamsten und damit am häufigsten verwendeten Zytostatika zählen Cis-

und Carboplatin, Cyclophosphamid, Anthrazykline und in neuerer Zeit Paclitaxel.
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Eine weitere sehr wirksame Substanz ist das Topotecan. Für den Einsatz dieser

Zytostatika lassen sich vier verschieden Ansätze definieren:

1. Adjuvante Chemotherapie: Nach operativer Entfernung allen sichtbaren

Tumorgewebes zur Beseitigung vermuteter Mikrometastasen

2. Chemotherapie mit kurativem Ansatz: nach optimalem Tumor- Debulking

(Tumorrest ≤ 1cm)

3. Primäre (Induktions-) Chemotherapie mit nachfolgendem Versuch der

Entfernung der Resttumoren (auch „neoadjuvante“ Chemotherapie

genannt)

4. Palliative Chemotherapie zur Reduktion von Tumorgröße und

Beschwerden.

Die dritte große Säule in der Behandlung des Ovarialkarzinoms stellt die

Strahlentherapie dar. Obwohl ihre Wirksamkeit hier nachgewiesen ist und auch etwa

70% der Tumoren strahlensensibel sind (Münstedt& Vahrson, 1995), wird die

Strahlentherapie im Vergleich zur Chemotherapie selten eingesetzt.

Das Indikationsgebiet der primären adjuvanten Strahlentherapie erstreckt sich bei

Berücksichtigung des Gradings vor allem auf die Stadien I und II nach R0-Resektion

oder auf die fortgeschrittenen Stadien nach R1- oder R2-Resektion, wenn die

Tumorreste im Oberbauch keinen größeren Durchmesser als 4 mm aufweisen.

Die Bestrahlung kann entweder perkutan oder als intraperitoneale Therapie mit

Radiokolloiden erfolgen. Das Zielvolumen muß beim Ovarialkarzinom immer das

gesamte Abdomen erfassen; im Beckenbereich wird in der Regel ein Boost appliziert.

Es sind jedoch noch weitere Studien erforderlich, um den Stellenwert der

Strahlentherapie im Gesamt-Therapiekonzept beim Ovarialkarzinom näher zu

definieren.

1.4.3 Vorsorge, Nachsorge und Prognose

Nach der Therapie werden die Patienten in die Tumornachsorge entlassen. Hierbei

werden sie im ersten und zweiten Jahr alle 3 Monate vorstellig, im dritten bis fünften

Jahr alle 6 Monate und im sechsten bis zehnten Jahr alle 12 Monate. Bei jeder
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Vorstellung erfolgt die Erhebung der Anamnese, Aufklärung und Beratung,

psychologische Betreuung und die körperliche Untersuchung mit gynäkologischer

Untersuchung. Außerdem wird der Tumormarker CA 12-5 bestimmt und die

Sonographie der Vagina bzw. des Abdomens durchgeführt. Die Anfertigung einer

Mammographie wird alle 12 Monate empfohlen; Röntgen Lunge und

Zusatzuntersuchungen sollten nur bei entsprechender klinischer Symptomatik

erfolgen (Schwiersch et al., 1998; Schröck et al., 1995; Schröck et al., 1993).

Die insgesamt schlechte Prognose der Patienten könnte entscheidend verbessert

werden, wenn geeignetere Screeningmethoden zur Verfügung stünden. So sind die

verschiedenen Tumormarker zwar hilfreich bei Diagnostik und Therapie von

Adnexmalignomen, sie sind jedoch aufgrund ihrer zu niedrigen Sensitivität und

Spezifität für den generellen Einsatz als Screeningmethode ungeeignet (Meier,

1997).

Ähnliches gilt für die Vaginalsonographie. Aus einer Vielzahl von Untersuchungen

weiß man, daß man bei unselektionierten, asymptomatischen Patientinnen etwa 350

bis 1000 untersuchen müßte, um ein Karzinom zu diagnostizieren ( Bernaschek et

al., 1993; Goldstein et al., 1995). Das National Cancer Institute hat daher 1998 in

einem Konsensus-Papier festgelegt, daß der eindeutige Nachweis einer Morbiditäts-

oder Mortalitätssenkung durch den Einsatz der Vaginalsonographie bisher nicht

erbracht ist.



16

2 Fragestellung

Obwohl die sogenannten Tumormarker CA 12-5, CA 15-3 und CEA schon seit

langem bekannt sind und einen Stellenwert in Verlaufsbeobachtung und

Rezidiverkennung (Serumanalyse) haben, ist deren Funktion und möglicherweise

deren prognostische und prädiktive Bedeutung kaum erforscht.

In Paraffin konserviertes Gewebe von 221 Fällen wurde im Hinblick auf die

Expression der Tumormarker CA 12-5, CEA und CA 15-3 immunhistochemisch

untersucht.

Die hierbei bestimmten Ergebnisse wurden mit klinischen Daten verglichen, wobei

folgende Fragen interessierten:

1. Besteht ein Zusammenhang zwischen der Expression der verschiedenen

Marker im Tumorgewebe und der Überlebenszeit der Patientinnen ?

2. Speziell für CA 12-5: Inwiefern besteht ein Zusammenhang  zwischen der

Expression dieses Markers im Gewebe und dem Nachweis im Serum ?

3. Besteht ein Zusammenhang zwischen der Expression der Marker im

Tumorgewebe und der Tumorbeschaffenheit (histologischer Typ, Grading,

etc.) ?

4. Können die klassischen Prognosefaktoren (z.B. FIGO-Stadium,

Tumorgrading etc.) in ihrer Bedeutung bestätigt werden ?
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3 Patientinnen, Material und Methode

Grundlage der vorliegenden Arbeit sind die Krankenakten und die an der

Universitätsfrauenklinik Gießen und am Institut für Pathologie der Justus-Liebig-

Universität Gießen archivierten Gewebeblöcke von 221 Patientinnen, die zwischen

1982 und 1996 vor Ort in der Abteilung Gynäkologische Onkologie und

Strahlentherapie behandelt wurden. Die Krankenakten wurden im Hinblick auf die

klinischen Daten und klinischen Prognosefaktoren kritisch reevaluiert. Die Ein- und

Ausschlußkriterien für diese Studie sind weiter unten dargestellt. Zweitmalignome

waren kein primäres Ausschlußkriterium, sofern diese nicht Todesursache waren.

Die individuelle Nachbeobachtungszeit der Patientinnen lag im Mittel bei 3,9 Jahren

mit einer Spannbreite von 4 Tagen bis 15,8 Jahren. Der Median lag bei 2,6 Jahren,

da die Mehrzahl der Patientinnen bereits früh am Ovarialkarzinom verstarben.

Einschlußkriterien zur Untersuchung der Prognosefaktoren des Ovarialkarzinoms:

a) histologisch gesichertes Karzinom der Ovarien,

b) postoperative Nachbehandlung an der Universitätsfrauenklinik Gießen,

c) Vorliegen kompletter klinischer Daten, insbesondere Operationsbericht,

Originalhistologie, postoperativer Behandlungsplan,

d) komplettes Follow-up der Patientinnen; bei noch lebenden Patientinnen

letzter Patientenkontakt < 1 Jahr,

e) Vorliegen Paraffin-eingebetteten Tumorgewebes der Primäroperation.

3.1 Das Gießener Ovarialkarzinom-Kollektiv und klinische Prognosefaktoren

Die Charakteristika des untersuchten Gießener Ovarialkarzinom-Kollektivs (G. O. K.)

hinsichtlich des Jahres der Primäroperation, des Alters der Patientinnen bei der

Primäroperation, der Verteilung der Tumorstadien und der Verteilung der

verschiedenen histologischen Differenzierungstypen sind den Abbildungen 3.1 bis

3.4  zu entnehmen.

Von den untersuchten 221 Patientinnen wurden 115 (52%) radikal operiert, d.h.,

nach dem Operationsbericht waren keine Tumorresiduen verblieben. Nach dem Plan

zur Nachbehandlung des Ovarialkarzinoms erhielten 12,1% der Patientinnen keine

Nachbehandlung (Stadium Ia und Ib sowie bei Ablehnung der Therapie), 18,3%
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ausschließlich eine Strahlentherapie (Radiogold, Radiophosphor, Beckengegenfeld-

und Openfieldbestrahlung), 10,8% eine ausschließlich chemotherapeutische

Behandlung, überwiegend mit PEC- Kombinationen (Cisplatin 50mg/qm, Epirubicin

60mg/qm und Cyclophosphamid 500mg/qm; q28). Bei der Mehrzahl (58,8%) bestand

der Behandlungsplan aus einer Kombination o.g. radiotherapeutischer und

chemotherapeutischer Maßnahmen. Die Behandlungsrichtlinien waren während des

Zeitraums ähnlich, wurden jedoch verschiedentlich modifiziert.

Im Rahmen der retrospektiven Analyse wurden folgende klinische und pathologische

Prognosefaktoren erfaßt:

a) Alter

b) Tumorstadium (FIGO)

c) Radikaloperation (Hysterektomie, Ovarektomie beidseits, Omentektomie

ja/nein)

d) postoperativ verbliebene Resttumormasse (keine Tumorresiduen, ≤ 100g, ≤

500g, ≤ 1000g, > 1000g)

e) größter Durchmesser des verbliebenen Resttumors (< 2cm, ≥ 2cm)

f) Aszitesmenge bei Primäroperation (nicht vorhanden, ≤ 500ml, > 500ml)

g) Histologie

h) Tumordifferenzierung (Grading) in Anlehnung an Baak et al.(1987)

i) Therapieplan wie festgelegt beendet (ja/ nein)

j) Therapieplan zeitgerecht und ohne Dosisreduktionen bei Chemotherapie

beendet (ja/ nein)

120 Patientinnen (55,3%) waren zum Zeitpunkt der Datenerhebung (9/97) am

Ovarialkarzinom verstorben, 4 Patientinnen waren tumorunabhängig verstorben, 78

Patientinnen lebten noch; in 19 Fällen ließ sich die genaue Todesursache nicht

zuverlässig eruieren. Letztere Fälle wurden zurückhaltend als nicht tumorabhängig

gewertet. Die rezidivfreie Überlebenszeit wird im Rahmen dieser Untersuchung

wegen methodischer Schwierigkeiten nicht berücksichtigt. In vielen Fällen lag

Tumorpersistenz vor.
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Bei echten Rezidiven ist eine exakte Bestimmung des zeitlichen Beginns zudem

schwierig. Je nachdem, welches Kriterium (Anstieg der Tumormarker, Nachweis

durch apparative Maßnahmen, klinische Symptome) gewählt wird, ergeben sich

unterschiedliche Zeitspannen. Nicht immer haben im vorliegenden

Patientinnenkollektiv alle Patientinnen regelmäßig an allen planmäßigen

Nachsorgeuntersuchungen teilgenommen. Da die diesbezüglichen Ergebnisse auf

der Auswertung einer zu geringen Fallzahl beruhen würden, berücksichtigen die

vorgelegten Analysen nur die Gesamtüberlebenszeit.

Jahr der Primäroperation
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Abbildung 3.1: G.O.K.: Zeitpunkte der Primärintervention.
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Alter bei Diagnose [Jahre]
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Abbildung 3.2: G.O.K.: Altersverteilung der Patientinnen (Mittelwert 60,5 Jahre;
Median 62,6 Jahre; Standardabweichung 12,4 Jahre).
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Abbildung 3.3: G.O.K.: Verteilung der Tumorstadien  (FIGO)
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Histologische Differenzierung
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Abbildung 3.4: G.O.K.: Histologische Differenzierungsformen

3.2 Histologie

In Zusammenarbeit mit Herrn OA Dr. med. F. E. Franke, Institut für Pathologie der

Justus-Liebig-Universität Gießen, wurden sämtliche histologische Diagnosen

überprüft und einer einheitlichen Bewertungssystematik zugeführt.  Unter

Heranziehen des HE-Schnittmaterials der Tumorprimäroperation wurde die Diagnose

Ovarialkarzinom auch unter Berücksichtigung der weiteren Anamnese der Patientin

sichergestellt, um insbesondere Ovarmetastasen anderweitig lokalisierter epithelialer

Tumoren auszuschließen. Unter Berücksichtigung der aktuellen histologischen

Typisierung der Ovarialkarzinome (Russel& Farnsworth: Surgical Pathology of the

Ovaries 2nd Edition, Churchill Livingston New York, 1997) und der Erweiterung

derselben um die „Transitionale Differenzierung“ (Ordonez, 2000) erfolgte eine

histologische Subtypisierung. In den meisten Fällen vor 1990 erfolgte keine

Beurteilung der histologischen Differenzierung (Grading). In diesen Fällen wurde das

Grading in Anlehnung an Baak et al. (1987) bestimmt, in allen anderen Fällen

überprüft. Ferner wurde das Hauptwachstumsmuster der Tumoren überprüft, wobei

zwischen den Formen „zystisch“, „papillär“, „tubulär“, „solid-tubulär“ und „solide“
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unterschieden wurde. Als weiterer möglicher Prognosefaktor wurde der relative Anteil

der Nekrose im Tumorgewebe bestimmt. Unterteilt wurde dieser in „nicht vorhanden“,

„gering“, „mäßig“ und „ausgeprägt“.

3.3 Immunhistochemie

Von den Gewebeblöcken, die nach eingehender Überprüfung das repräsentative

Tumorgewebe enthielten,  wurden je 20 Schnitte a 2 µm Dicke mit einem Mikrotom

(Modell Jung SM2000R, Fa. Leica, Nussloch) angefertigt und nach Glättung im

Wasserbad (Aqua destillata, 45°C) auf spezielle, hochgereinigte Objektträger

aufgezogen (Superfrost, Fa. Menzel-Gläser, USA). Nach dem Trocknen über Nacht

im Brutschrank (BE 400, Fa. Memmert, Schwabach) bei 37°C wurde zudem pro

Block eine Hämatoxilin-Eosin-Kontrolle angefertigt. Die restlichen Schnitte wurden

bis zur immunhistochemischen Färbung in einem Objektträgerschrank für bis zu 6

Monate aufbewahrt.

Das Vorgehen bei der Immunhistochemie und die benötigten Reagenzien sind im

Anhang 5 über die APAAP-Technik dargestellt.

Beispiele der jeweils in den Tumoren vorliegenden Reaktionsmustern sind in den

Abbildungen 4.14 A - F dargestellt.



23

3.3.1 Verwendete Primärantikörper

Für die immunhistochemische Analyse des Tumormaterials wurden Primärantikörper

gegen folgende Epitope verwendet:

a) CA 12-5 (mouse anti-human ovarian cancer antigen), monoklonal, Typ IgG1,

Konzentration 1 mg/ml, Affinitätskonstante 8 x 10 hoch 9 l/mol,

Katalognummer MAB4043, Chargen Nummer 17090122, Fa. Chemicon

International Inc., Temecula, Kalifornien, USA, Bezug über Fa. DPC Biermann

GmbH, Bad Nauheim, Verdünnung 1:750

b) PEM 835 (Polymorphic Epithelial Mucin) (identisch zu CA 15-3), (Maus anti-

Human), monoklonal, Typ IgG1, Konzentration 13,41 mg/ml, Chargennummer

66UV0892/3, Behringwerke Marburg, Verdünnung 1:10.000

c) BW 431 (CEA) (Klon 26), (Maus anti-Human), monoklonal, Typ IgG1, Kappa,

Fa. Georg Weber & Partner Forschungsprodukte GbR, Amöneburg,

Verdünnung 1:20

Folgende Antikörper wurden als Sekundär-, bzw. Tertiärantikörper zur Detektion

verwendet:

a) LINK Kaninchen anti-Maus Immunglobuline, polyklonal, überwiegend IgG,

Chargennummer 065, Katalognummer Z 0259, DAKO Hamburg,

Verdünnung 1:250

b) APAAP Mouse Monoclonal (Klon AP7/6/7), Typ IgG1, Kappa,

Konzentration 0,12 mg/ml, Chargennummer 025, Katalognummer D 651,

DAKO Hamburg, Verdünnung 1:50

3.3.2 Auswertung der Immunhistochemie nach dem ImmunReaktiven Score
(IRS)

Die Auswertung der immunhistochemischen Schnitte erfolgte nach den Richtlinien

von Remmele und Stegner (1987). Diese Methode weist den geringsten

Variationskoeffizienten und damit im Interobserver-Test die beste Reproduzierbarkeit

auf.  Der genannte immunreaktive Score (IRS) berücksichtigt die beiden Parameter

Färbeintensität (Staining Intensity = SI) und den Prozentsatz der positiven Zellen und

wird aus dem Produkt beider Parameter errechnet. Bei der Beurteilung ist der

vorherrschende Intensitätsgrad maßgebend.
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Die Färbeintensität (Stärke der Immunreaktivität) wird wie folgt unterteilt:

0 = keine Färbeintensität

1 = schwache Färbereaktion

2 = mäßige Färbereaktion

3 = starke Färbereaktion

Der Prozentsatz positiver Zellen wird eingeteilt in:

0 = keine positiven Zellen

1 = <10% positive Zellen

2 = 10-50% positive Zellen

3 = 51-80% positive Zellen

4 = >80% positive Zellen

Bei der Multiplikation beider Faktoren ergibt sich somit ein Maximalwert des IRS von

12. Die Unterteilung des Prozentsatzes der positiven Zellen trägt auch dem Umstand

Rechnung, daß diesem eine besondere Bedeutung zukommt (Remmele & Stegner,

1987). Ursprünglich für die objektivere Erfassung von Immunreaktivität gegen

Steroidhormonrezeptoren entwickelt, hat sich die dargestellte Auswertung der

Immunhistochemie auch für andere diagnostische und wissenschaftliche

Fragestellungen gut bewährt (Münstedt et al., 2000; Franke et al., 2000). Für die

Auswertung der Ergebnisse wurden die IRS wie folgt zusammengefaßt:

0 = keine Expression

1-3 = geringe Expression

4-8 = mäßige Expression

9/12 = starke Expression

 Bei der zellulären Lokalisation der Immunreaktion wurde außerdem unterschieden in

„zytoplasmatische“, „membranöse“ und „apikale“ (luminal-polare) Expression.
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Vor der Gesamtauswertung wurde für jeden einzelnen Antikörper geprüft, ob die

Antigenität der Präparate eventuell durch die Lagerzeit der Gewebsblöcke

beeinträchtigt wurde. Es konnte diesbezüglich keine Korrelation zwischen dem Alter

des Gewebes und dem IRS festgestellt werden, so daß die von den verwendeten

Antikörpern markierten Epitope offenbar auch über lange Lagerzeiten stabil

detektierbar sind.

3.4 CA 12-5-Serumwerte

Anhand der Akten wurden auch die CA 12-5 -Serum-Werte im G.O.K.überprüft. Da

die Bestimmung des Tumormarkers CA 12-5 an der Universitätsfrauenklinik Gießen

erst ab 1989 erfolgte, standen für die Korrelation des Markers mit der

Gewebeexpression insgesamt 38 Fälle zur Verfügung, bei denen präoperativ

gemessene CA 12-5-Werte im Serum vorlagen. Der höchste Wert betrug 5806 U/ml

und der niedrigste 24 U/ml. Bei einem cut-off-Wert von 30 U/ml lagen insgesamt nur

2 Serumwerte präoperativ im Normbereich. Der Mittelwert betrug 1186 bei einer

Standardabweichung von 1634 U/ml.

Die Serumwerte wurden nach den Perzentilen in 4 Gruppen unterteilt:

0-155 U/ml = I

156-424 U/ml = II

425-1395 U/ml = III

1396-5806 U/ml = IV.

Zur Prüfung des Zusammenhanges von Expression im Serum und Expression im

Tumorgewebe im Sinne von Expression „Ja/Nein“ wurden auch die 101 vorliegenden

postoperativen Serumwerte miteinbezogen. Lagen für einen Fall sowohl prä-, als

auch postoperative Werte vor, und war der präoperative Wert >30 U/ml und der

postoperative kleiner, so wurde der Tumor als „Serumpositiv“ gewertet. Expression

im Serum bejaht bedeutet hier also, daß entweder prä- oder postoperativ mindestens

einmal ein Wert >30 U/ml im Serum gemessen wurde.
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3.5 Statistik

Die Datenerfassung und Auswertung erfolgte mit Hilfe des Computerprogrammes

SPSS for Windows®, Version 7.5. Grundlage für die klinischen Daten waren die

Datenbanken des Tumorzentrums Gießen (Leiter: Prof. Dr. med. H. v. Lieven), wobei

die Datensätze überprüft und um o. g. klinische, histologische und

immunhistochemische Parameter ergänzt wurden. Bei der statistischen

Datenanalyse wurden bivariate Korrelationen und Kaplan-Meier-

Überlebenszeitanalysen durchgeführt. Da es sich bei den Werten der

tumorbiologischen Faktoren um nicht-parametrische Daten handelt, wurden zur

Bestimmung ihrer gegenseitigen Abhängigkeit der Spearman

Rangkorrelationskoeffizient sowie Kendall’s Tau verwendet (Diehl& Kohr, 1993). Die

Korrelationen wurden zweiseitig geprüft.

Die Prüfung der nicht-linearen Parameter histologischer Subtyp, Wachstumsmuster

und zelluläre Expressionslokalisation erfolgten mit Hilfe des Chi²-Tests. Hierzu

mußten teilweise Gruppen von verschiedenen Ausprägungen zusammengefaßt

werden. In einem Fall (Tumortyp im Vergleich zu den verschiedenen

Wachstumsmustern) war die Anwendung des Chi²-Tests dennoch nicht möglich, da

eine weitere Zusammenfassung der Gruppen das Ergebnis verfälscht hätte.

Das Vorhandensein bzw. das Fehlen von postoperativen Tumorresiduen hat

unmittelbare Auswirkungen sowohl auf die Prognose als auch auf die Therapie.

Daher erfolgten die Auswertungen der Prognosefaktoren nicht nur am

Gesamtkollektiv, sondern auch selektiv an den Untergruppen der Patientinnen ohne

und mit postoperativem Resttumor. Insbesondere Patientinnen mit makroskopischem

Resttumor sind als Hochrisiko-Kollektiv für die Analyse prognostischer und

prädiktiver Faktoren besonders geeignet, da es sich ganz überwiegend um

Patientinnen in fortgeschrittenen Tumorstadien handelt, bei denen von einer Heilung

durch die Operation nicht ausgegangen werden kann. Entsprechende Analysen

dieser Untergruppen finden sich auch in der Literatur (z.B. Henriksen et al., 1994).
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4 Ergebnisse

4.1 Klassische Prognosefaktoren

4.1.1 Postoperativer Resttumor

Wie in der Abbildung 4.1 dargestellt bestand ein hochsignifikanter Zusammenhang

(p<0,001) zwischen dem Vorhandensein bzw. der Größe des postoperativen

Resttumors und der Überlebenszeit, wobei die Patientinnen ohne postoperativen

Resttumor durchschnittlich 10,77 Jahre überlebten, während Patientinnen mit einem

postoperativen Tumorrest <2 cm nur 26% dieser Überlebenszeit erreichten, nämlich

2,79 Jahre. Ein postoperativer Tumorrest >2 cm reduzierte die postoperative

Überlebenszeit auf durchschnittlich 1,66 Jahre.
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Abbildung 4.1: G.O.K.:Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse für postoperativen
Resttumor im Gesamtkollektiv (Ergebnisse der Statistik siehe unten)

Statistik df Signifikanzniveau

Log Rank 113,09 2 <0,0001

Breslow 90,68 2 <0,0001

Tarone-Ware 101,44 2 <0,0001

Resttumor Anzahl
der Fälle

mittlere
Überlebenszeit

[Jahre]

Standard
Error

kein Rest 113 10,77 0,66

Rest <2cm 50 2,79 0,37

Rest >2cm 54 1,66 0,25
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4.1.2 FIGO-Stadium

Wie in der Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse dargestellt, hatten Patientinnen in

einem niedrigeren FIGO-Stadium des Primärtumors hochsignifikante

Überlebensvorteile gegenüber denen mit einem höheren Stadium (p<0,001). So

reduzierte sich die mittlere Überlebenszeit von 11,17 Jahren im Stadium FIGO I auf

2,61 Jahre im Stadium FIGO IV. Der deutlichste Abfall der Überlebenszeit zeigte sich

zwischen den FIGO-Stadien II und III mit einem Sprung von 9,13 Jahren im Stadium

FIGO II auf 3,93 Jahre im Stadium FIGO III; das bedeutet eine Reduktion der

Überlebenszeit um 57% (siehe Abbildung 4.2).

Außerdem bestanden signifikante Korrelationen zwischen dem FIGO-Stadium und

dem Auftreten von Aszites, wobei es in niedrigeren FIGO-Stadien seltener zum

Auftreten von Aszites kam (Kendall’s Tau= 0,402; p<0,001. Spearman’s Rho= 0,446;

p<0,001), ferner zwischen dem FIGO-Stadium und dem Grading (siehe Tabelle 4.1)

und zwischen FIGO-Stadium und Histologie (siehe hierzu unter dem Kapitel 4.1.6).

Keine signifikanten Zusammenhänge zeigten sich zwischen FIGO-Stadium und

Wachstumsmuster, als auch dem Grad der Nekrose des Primärtumors.
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Abbildung 4.2: G.O.K.: Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse für das FIGO-
Stadium im Gesamtkollektiv (Ergebnisse der Statistik siehe unten)

Statistik df Signifikanzniveau

Log Rank 67,21 3 <0,0001

Breslow 59,07 3 <0,0001

Tarone-Ware 64,20 3 <0,0001

FIGO-Stadium Anzahl
der Fälle

mittlere
Überlebenszeit

[Jahre]

Standard
Error

FIGO I 59 11,17 0,73

FIGO II 38 9,13 1,15

FIGO III 84 3,93 0,59

FIGO IV 34 2,61 0,71
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4.1.3 Aszites

Das Vorhandensein von Aszites und auch die Menge, in der er vorhanden war,

hatten einen hochsignifikanten Einfluß auf die Überlebenszeit der Patientinnen im

G.O.K. (p<0,001).  So reduzierte sich die mittlere Überlebenszeit von Patientinnen

ohne Aszites von 8,44 Jahre auf 6,54 Jahre, wenn weniger als 500 ml Aszites

vorhanden war; und, noch deutlicher, um 55% auf 2,94 Jahre, wenn mehr als 500 ml

Aszites vorhanden war (siehe Abbildung 4.3).

Keine signifikanten Korrelationen bestanden zwischen Aszites und dem Grad der

Tumornekrose einerseits und zwischen Aszites und  Histologie des Tumors

andererseits.

Die Zusammenhänge zwischen dem Auftreten von Aszites und dem Grading, dem

FIGO-Stadium und dem Wachstumsmuster waren jeweils signifikant und sind in den

entsprechenden Kapiteln dargestellt (4.1.2, 4.1.4, 4.1.5).



32

Überlebenszeit [Jahre]

181614121086420

Ku
m

.  
Ü

be
rle

be
n

1,0

,8

,6

,4

,2

0,0

Ascites

> 500 ml

> 500 ml-zensiert

< 500 ml

< 500 ml-zensiert

nicht vorhanden

nicht vorhanden     

-zensiert

Abbildung 4.3: G.O.K.: Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse für die Menge des
Aszites im Gesamtkollektiv (Ergebnisse der Statistik siehe unten)

Statistik df Signifikanzniveau

Log Rank 43,97 2 <0,0001

Breslow 41,66 2 <0,0001

Tarone-Ware 43,43 2 <0,0001

Aszites Anzahl
der Fälle

mittlere
Überlebenszeit

[Jahren]

Standard
Error

kein Aszites 125 8,44 0,59

Aszites<500ml 19 6,54 1,30

Aszites>500ml 72 2,94 0,51
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4.1.4 Grading

Je besser ein Tumor differenziert war, desto länger war die mittlere Überlebenszeit

der Patientinnen (p<0,001). Die Unterschiede in der Überlebenszeit waren am

deutlichsten zwischen den „mäßig differenzierten Tumoren“ (G2) (mittlere ÜLZ 8,38

Jahre) und den „schlecht differenzierten Tumoren“ (G3) (mittlere ÜLZ 4,26 Jahre) mit

einem Abfall der mittleren Überlebenszeit von 49%. Patientinnen mit „gut

differenzierten Tumoren“ (G1) hatten eine nur um 27% längere mittlere

Überlebenszeit als solche mit G2-Tumoren, nämlich 11,48 Jahre (siehe Abbildung

4.4).

Die Zusammenhänge zwischen dem Grading und der Histologie, der Tumornekrose

und dem Wachstumsmuster waren jeweils signifikant. Die Darstellung erfolgt in den

entsprechenden Kapiteln (4.1.5, 4.1.6, 4.1.7). Ebenfalls signifikante Korrelationen

bestanden einerseits zwischen dem Grading und dem Vorhandensein von Aszites,

wobei es bei den G1-Tumoren seltener zur Ausbildung von Aszites kam; und

andererseits zwischen dem Tumorgrading und dem FIGO-Stadium, wobei die G1-

Tumoren überwiegend in den niedrigen FIGO-Stadien zu finden waren (siehe Tabelle

4.1).

Tabelle 4.1: G.O.K.: Korrelation zwischen Tumorgrading und anderen
Parametern

Parameter Kendall’s
Tau

Signifikanz
(2-seitig)

Spearman’s
Rho

Signifikanz
(2-seitig)

Aszites 0,178 0,005 0,190 0,005

FIGO-
Stadium

0,177 0,004 0,198 0,004
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Abbildung 4.4: G.O.K.: Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse für das Grading im
Gesamtkollektiv (Ergebnisse der Statistik siehe unten)

Statistik df Signifikanzniveau

Log Rank 23,10 2 <0,0001

Breslow 16,29 2   0,0003

Tarone-Ware 19,55 2   0,0001

Grading Anzahl
 der Fälle

mittlere
Überlebenszeit

[Jahre]

Standard
Error

gut differenziert 20 11,48 1,25

mäßig differenziert 82 8,38 0,80

schlecht
differenziert

114 4,26 0,49
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4.1.5 Wachstumsmuster

Das Wachstumsmuster gehört zwar nicht zu den klassischen Prognosefaktoren im

eigentlichen Sinne, wurde hier aber zusammen mit diesen auf eine mögliche

prognostische Bedeutung hin untersucht.

Wie in der Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse dargestellt, hatten Patientinnen mit

zystisch wachsenden Tumoren Überlebensvorteile (8,51 Jahre mittlere ÜLZ), wobei

Patientinnen mit solide wachsenden Tumoren die kürzeste Überlebenszeit aufwiesen

(4,12 Jahre mittlere ÜLZ; p= 0,028). An zweiter, dritter und vierter Stelle im Hinblick

auf die Dauer der mittleren Überlebenszeit stehen die papillären, die tubulären und

die solid-tubulären Tumoren, wobei letztere eine nur um 0,65 Jahre längere mittlere

ÜLZ aufwiesen als die soliden Tumoren (siehe Abbildung 4.5).

Die Zusammenhänge zwischen dem Wachstumsmuster und der Histologie sind im

Kapitel 4.1.6 dargestellt.
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Abbildung 4.5: G.O.K.: Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse für verschiedene
Wachstumsmuster im Gesamtkollektiv (Ergebnisse der Statistik siehe unten)

Statistik df Signifikanzniveau

Log Rank 10,92 4 0,028

Breslow 11,78 4 0,019

Tarone-Ware 11,28 4 0,024

Wachstumsmuster Anzahl
der Fälle

mittlere
Überlebenszeit

[Jahre]

Standard
Error

zystisch 25 8,51 1,29

papillär 110 7,72 0,73

tubulär 20 5,27 1,20

solid-tubulär 22 4,77 1,27

solide 39 4,12 0,82
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Bei der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Wachstumsmuster und

Grading fiel auf, daß die zystisch wachsenden Tumoren den größten Anteil der G1-

Tumoren stellten, und daß die soliden Tumoren mit 92,5% den größten Anteil der

G3- Tumoren aufwiesen (siehe Tabelle 4.2).

Bei der Verteilung der verschiedenen Wachstumsmuster auf die FIGO-Stadien

stellten die zystischen Tumoren relativ betrachtet den größten Anteil am FIGO-

Stadium I (50%). Dieser Befund war jedoch nicht signifikant.

Tabelle 4.2: G.O.K.: Wachstumsmuster im Vergleich zum Grading (Chi²= 47,20;
df= 4; p<0,001)

11 11 4 26

42,3% 42,3% 15,4% 100,0%

11 51 49 111

9,9% 45,9% 44,1% 100,0%

11 9 20

55,0% 45,0% 100,0%

6 16 22

27,3% 72,7% 100,0%

3 37 40

7,5% 92,5% 100,0%

22 82 115 219

10,0% 37,4% 52,5% 100,0%

Anzahl
% von
Wachstums
muster
Anzahl
% von
Wachstums
muster
Anzahl
% von
Wachstums
muster
Anzahl
% von
Wachstums
muster
Anzahl
% von
Wachstums
muster
Anzahl
% von
Wachstums
muster

zystisch

papillär

tubulär

solid-tubulär

solide

Wachstumsmuster

Gesamt

gut
differenziert

mäßig
differenziert

schlecht
differenziert

Grading

Gesamt

Wachstumsmuster/Grading
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Es zeigte sich weiterhin ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem

Vorhandensein von Aszites und dem Wachstumsmuster, wobei es bei den solid-

tubulären Tumoren am häufigsten zur Ausbildung von Aszites kam (siehe Tabelle

4.3).

Tabelle 4.3: G.O.K.: Wachstumsmuster im Vergleich zum Aszites (Chi²= 14,52;
df= 4; p 0,006)

17 8 25

68,0% 32,0% 100,0%

69 41 110

62,7% 37,3% 100,0%

14 6 20

70,0% 30,0% 100,0%

5 17 22

22,7% 77,3% 100,0%

22 17 39

56,4% 43,6% 100,0%

127 89 216

58,8% 41,2% 100,0%

Anzahl
% von
Wachstums
muster
Anzahl
% von
Wachstums
muster
Anzahl
% von
Wachstums
muster
Anzahl
% von
Wachstums
muster
Anzahl
% von
Wachstums
muster
Anzahl
% von
Wachstums
muster

zystisch

papillär

tubulär

solid-tubulär

solide

Wachstumsmuster

Gesamt

kein
Aszites Aszites

Aszites

Gesamt

Wachstumsmuster/Aszites
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Solide wachsende Tumoren neigten am häufigsten und zystische Tumoren am

geringsten zur Ausbildung von Nekrose (p= 0,006; siehe Tabelle 4.4).

Tabelle 4.4: G.O.K.: Wachstumsmuster im Vergleich zum Grad der Nekrose
(Chi²= 14,32; df= 4; p= 0,006)

6 12 6 3 27

22,2% 44,4% 22,2% 11,1% 100,0%

6 63 36 6 111

5,4% 56,8% 32,4% 5,4% 100,0%

2 10 7 1 20

10,0% 50,0% 35,0% 5,0% 100,0%

2 9 8 3 22

9,1% 40,9% 36,4% 13,6% 100,0%

12 21 7 40

30,0% 52,5% 17,5% 100,0%

16 106 78 20 220

7,3% 48,2% 35,5% 9,1% 100,0%

Anzahl
% von
Wachstumsmuster

Anzahl
% von
Wachstumsmuster

Anzahl
% von
Wachstumsmuster

Anzahl
% von
Wachstumsmuster

Anzahl
% von
Wachstumsmuster

Anzahl
% von
Wachstumsmuster

zystisch

papillär

tubulär

solid-tubulär

solide

Wachstumsmuster

Gesamt

keine gering mäßig ausgeprägt
NEKROSE

Gesamt

Wachstumsmuster/Nekrose
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4.1.6 Histologie

Bei der Untersuchung des Zusammenhanges zwischen Tumortyp und

Überlebenszeit zeigte sich, daß Patientinnen mit muzinösen Tumoren

Überlebensvorteile hatten (mittlere ÜLZ 8,71 Jahre). Die kürzeste mittlere ÜLZ mit

1,45 Jahren ergab sich für Patientinnen mit undifferenzierten Tumoren. Die mittlere

Überlebenszeit von Patientinnen mit serösen, endometrioiden, transitionalen und

mesonephroid/clear cell-Tumoren bewegte sich mit nur geringen Unterschieden in

einer Spanne von 6,96 bis 5,34 Jahren mittlere ÜLZ. Die Ergebnisse der Statistik

ergaben hier keine Signifikanz (siehe Abbildung 4.6).

Ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang bestand zwischen dem Tumortyp und

dem Vorhandensein bzw. „nicht-Vorhandensein“ von Aszites.
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Abbildung 4.6: G.O.K.: Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse für die
verschiedenen Tumortypen im Gesamtkollektiv (Ergebnisse der Statistik siehe
unten)

Statistik df Signifikanzniveau

Log Rank 10,46 5 0,063

Breslow 8,10 5 0,151

Tarone-Ware 9,12 5 0,104

Histologie Anzahl
der Fälle

mittlere
Überlebenszeit

[Jahre]

Standard
Error

serös 106 6,96 0,70

muzinös 26 8,71 1,34

endometroid 15 6,96 1,47

mesonephroid/clear cell 19 6,57 1,17

undifferenziert 5 1,45 0,88

transitional 46 5,34 0,95
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Die Analyse des Tumortyps im Verhältnis zu anderen Prognosefaktoren wie dem

Grading, dem FIGO-Stadium und dem Grad der Nekrose zeigte, zumindest für

muzinöse und undifferenzierte Tumoren, eine logische Verbindung zu den

Ergebnissen der KMÜ: Die muzinösen Tumoren stellten den größten Anteil gut

differenzierter Tumore, den relativ größten Anteil an Tumoren im Stadium FIGO I und

neigten am wenigsten zur Nekrosebildung. Die undifferenzierten Tumoren waren

dagegen ausschließlich schlecht differenziert, stellen den relativ größten Anteil der

Tumoren im Stadium FIGO IV und neigten am häufigsten zur Nekrosebildung.

Die Zusammenhänge zwischen Tumortyp und Grading, FIGO-Stadium und Nekrose

sind jeweils signifikant (Ergebnisdarstellung mittels Kreuztabellen und Chi²-Test nach

Pearson siehe unten).

Tabelle 4.5: G.O.K.: Tumortyp im Vergleich zum Grading (Chi²= 47,63; df 5=
p<0,001)

10 50 47 107
9,3% 46,7% 43,9% 100,0%

12 10 5 27
44,4% 37,0% 18,5% 100,0%

11 4 15
73,3% 26,7% 100,0%

5 14 19
26,3% 73,7% 100,0%

5 5
100,0% 100,0%

7 40 47
14,9% 85,1% 100,0%

22 83 115 220
10,0% 37,7% 52,3% 100,0%

Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
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% von Histologie
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% von Histologie
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Tabelle 4.6: G.O.K.: Tumortyp im Vergleich zum FIGO-Stadium (Chi²= 14,87; df=
5; p 0,011)

29 14 51 12 106
27,4% 13,2% 48,1% 11,3% 100,0%

14 2 3 5 24
58,3% 8,3% 12,5% 20,8% 100,0%

3 6 1 5 15
20,0% 40,0% 6,7% 33,3% 100,0%

9 3 5 2 19
47,4% 15,8% 26,3% 10,5% 100,0%

2 3 5
40,0% 60,0% 100,0%

4 13 23 7 47
8,5% 27,7% 48,9% 14,9% 100,0%

59 38 85 34 216
27,3% 17,6% 39,4% 15,7% 100,0%

Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie

serös

muzinös

endometrioid

clear cell

undifferenziert

transitional

Histologie

Gesamt

I II III IV
FIGO-Stadium

Gesamt

Histologie/FIGO-Stadium

Tabelle 4.7: G.O.K.: Tumortyp im Vergleich zum Grad der Nekrose (Chi²= 15,33;
df= 5; p 0,009)

7 62 31 7 107
6,5% 57,9% 29,0% 6,5% 100,0%

6 14 7 1 28
21,4% 50,0% 25,0% 3,6% 100,0%

1 5 7 2 15
6,7% 33,3% 46,7% 13,3% 100,0%

1 6 10 2 19
5,3% 31,6% 52,6% 10,5% 100,0%

2 1 2 5
40,0% 20,0% 40,0% 100,0%

1 18 22 6 47
2,1% 38,3% 46,8% 12,8% 100,0%

16 107 78 20 221
7,2% 48,4% 35,3% 9,0% 100,0%

Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
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endometrioid
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Histologie

Gesamt

keine gering mäßig ausgeprägt
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Gesamt

Histologie/Nekrose
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Wie der Tabelle 4.8 zu entnehmen ist, bevorzugten verschiedene Tumortypen

verschiedene Wachstumsmuster: Die deutlichsten Präferenzen zeigten die serösen

Tumoren mit 81% papillärem Wachstum, die muzinösen Tumoren mit 79%

zystischem Wachstum und die undifferenzierten Tumoren mit 80% solidem

Wachstum.

Tabelle 4.8: G.O.K.:Tumortyp im Vergleich zu den verschiedenen
Wachstumsmustern

2 86 4 8 6 106
1,9% 81,1% 3,8% 7,5% 5,7% 100,0%

22 4 2 28
78,6% 14,3% 7,1% 100,0%

1 1 11 2 15
6,7% 6,7% 73,3% 13,3% 100,0%

12 2 3 2 19
63,2% 10,5% 15,8% 10,5% 100,0%

1 4 5
20,0% 80,0% 100,0%

2 8 1 10 26 47
4,3% 17,0% 2,1% 21,3% 55,3% 100,0%

27 111 20 22 40 220
12,3% 50,5% 9,1% 10,0% 18,2% 100,0%

Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
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clear cell

undifferenziert
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Histologie

Gesamt

zystisch papillär tubulär solid-tubulär solide
Format

Gesamt

Histologie/Wachstumsmuster
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4.1.7 Nekrose

Die Nekroseneigung von Tumorgeweben gehört wie das Wachstumsmuster nicht zu

den eigentlichen klassischen Prognosefaktoren beim Ovarialkarzinom, wurde hier

aber zusammen mit diesen auf eine mögliche prognostische Bedeutung hin

untersucht.

Es ergab sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Grad der

Tumornekrose und der Überlebenszeit im Gesamtkollektiv. Dies stellte sich jedoch

anders für das Patientinnenkollektiv mit postoperativem Resttumor dar. Hier hatten

die Patientinnen mit „geringer“ und „mäßiger Nekrose“ deutliche Überlebensvorteile

gegenüber Patientinnen „ohne“ oder mit „ausgeprägter Nekrose“ (p= 0,001; siehe

Abbildung 4.7).

Ein signifikanter Zusammenhang bestand ferner zwischen dem Grad der Nekrose

und dem Grading (Kendall’s Tau= 0,505; p<0,001. Spearman’s Rho= 0,543;

p<0,001).

Keine signifikanten Korrelationen ergaben sich zwischen dem Grad der Nekrose und

dem Aszites einerseits sowie dem  FIGO-Stadium andererseits.

Die Zusammenhänge zwischen dem Grad der Tumornekrose, der Tumorhistologie

und dem Wachstumsmuster waren jeweils signifikant und sind in den

entsprechenden Kapiteln bereits dargestellt worden (4.1.5, 4.1.6).
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Abbildung 4.7: G.O.K.: Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse für den Grad der
Tumornekrose im Kollektiv der Patientinnen mit postoperativem Resttumor
(Ergebnisse der Statistik siehe unten)

Statistik df Signifikanzniveau

Log Rank 15,61 3 0,001

Breslow 16,82 3 0,001

Tarone-Ware 16,13 3 0,001
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4.2 Expression von CA 12-5 im Tumorgewebe

Von den insgesamt 210 ausgewerteten Fällen zeigten wie in Abbildung 4.8

dargestellt 16,7% keine Expression, 15,7% eine geringe Expression, 31,9% eine

mäßige Expression und 35,7% eine starke Expression von CA 12-5. Beispiele sind in

Abbildung 4.14 A und B wiedergegeben.
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starke Expression
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keine Expression
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Abbildung 4.8: G.O.K.: Expression von CA12-5 im Tumorgewebe
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Die Verteilung auf die verschiedenen histologischen Typen ist in Tabelle 4.9

dargestellt.

Hier sieht man, daß sowohl der Großteil der serösen Tumoren als auch der clear cell-

Tumoren und der transitionalen Tumoren eine mäßige bis starke Expression zeigten,

während der Großteil der muzinösen, der endometrioiden und der undifferenzierten

Tumoren CA 12-5 nicht oder nur gering exprimierte. Dieses Ergebnis bestätigte

folglich den signifikanten Zusammenhang von histologischem Tumortyp und der CA

12-5 Expression im Tumorgewebe.

Kein Zusammenhang bestand zwischen der zellulären Lokalisation und der Stärke

der Expression von CA 12-5 im Tumorgewebe.

Tabelle 4.9: G.O.K.: Tumortyp im Verhältnis zur Expression von CA 12-5 im
Tumorgewebe (Chi²= 41,73; df 5=; p<0,001)

6 14 35 46 101
5,9% 13,9% 34,7% 45,5% 100,0%

14 7 5 26
53,8% 26,9% 19,2% 100,0%

7 1 6 1 15
46,7% 6,7% 40,0% 6,7% 100,0%

2 4 7 6 19
10,5% 21,1% 36,8% 31,6% 100,0%

3 1 1 5
60,0% 20,0% 20,0% 100,0%

3 7 18 16 44
6,8% 15,9% 40,9% 36,4% 100,0%

35 33 67 75 210
16,7% 15,7% 31,9% 35,7% 100,0%

Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie

serös

muzinös

endometrioid

clear cell

undifferenziert

transitional

Histologie

Gesamt

keine
Expression

geringe
Expression

mäßige
Expression

starke
Expression

Expression von CA12-5

Gesamt

Expression von CA12-5/Histologie
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Betrachtet man die Verteilung der CA 12-5-Expression in Bezug zu verschiedenen

Wachstumsmustern, zeigten papilläre Tumoren häufig eine starke Expression

(45,8%); wohingegen zystische (46,2%) und tubuläre Tumoren (42,1%) oft keine

Expression aufwiesen. Es bestand mithin ein signifikanter Zusammenhang zwischen

Wachstumsmuster und CA 12-5-Expression im Tumorgewebe (siehe Tabelle 4.10).

Tabelle 4.10: G.O.K.: Wachstumsmuster im Verhältnis zur Expression von CA
12-5 im Tumorgewebe (Chi² = 35,39; df= 4; p<0,001)

12 6 3 5 26

46,2% 23,1% 11,5% 19,2% 100,0%

8 16 34 49 107

7,5% 15,0% 31,8% 45,8% 100,0%

8 5 4 2 19

42,1% 26,3% 21,1% 10,5% 100,0%

1 2 10 7 20

5,0% 10,0% 50,0% 35,0% 100,0%

6 4 16 11 37

16,2% 10,8% 43,2% 29,7% 100,0%

35 33 67 74 209

16,7% 15,8% 32,1% 35,4% 100,0%

Anzahl
% von
Wachstumsmuster
Anzahl
% von
Wachstumsmuster
Anzahl
% von
Wachstumsmuster
Anzahl
% von
Wachstumsmuster
Anzahl
% von
Wachstumsmuster
Anzahl
% von
Wachstumsmuster

zystisch

papillär

tubulär

solid-tubulär

solide

Wachstumsmuster

Gesamt

keine
Expression

geringe
Expression

mäßige
Expression

starke
Expression

Expression von CA12-5

Gesamt

Wachstumsmuster/Expression von CA12-5
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Zur Korrelation der Expression von CA 12-5 im Tumorgewebe und anderen Faktoren

siehe Tabelle 4.11. Wie in der Tabelle dargestellt, bestanden signifikante

Korrelationen nur mit der Expression von CA 15-3 und CEA, wobei die Korrelation zu

CEA sich invers darstellte.

Tabelle 4.11: G.O.K.: Korrelation zwischen der Expression von CA 12-5 im
Tumorgewebe und anderen Faktoren

Parameter Spearman
Rho

Signifikanz
(2-seitig)

Kendall’s
Tau

Signifikanz
(2-seitig)

Menge des Aszites  0,13  0,853  0,12  0,849

Grad der Nekrose -0,38  0,579 -0,34  0,57

Expression CA 15-3  0,217  0,002  0,186  0,002

Expression CEA -0,299 <0,001 -0,274 <0,001

FIGO-Stadium  0,35  0,621  0,31  0,599

Tumorgrading  0,34  0,628  0,29  0,635

Kein signifikanter Zusammenhang zeigte sich zwischen der Intensität der CA 12-5

Expression im Tumorgewebe und der Überlebenszeit.

Bei den Patientinnen mit postoperativem Resttumor ergaben sich allerdings

signifikante Überlebensvorteile für solche Patientinnen, deren Tumoren CA 12-5

stark exprimierten (siehe Abbildung 4.9).

Außerdem bestand für die Expression von CA 12-5 im Tumorgewebe eine

signifikante Abhängigkeit der mittleren Überlebenszeit von der zellulären

Expressionslokalisation, wobei Patientinnen, deren Tumoren das Antigen apikal

exprimierten, eine mittlere Überlebenszeit von 8,26 Jahren hatten, solche mit

zytoplasmatischer Expression eine mittlere ÜLZ von 5,03 Jahren und Patientinnen

mit membranöser Expression eine mittlere ÜLZ von nur noch 3,15 Jahren (p=

0,0001) hatten. Die mittlere ÜLZ von Patientinnen mit membranöser Expression sank

somit im Vergleich zu der von Patientinnen mit apikaler (polar gerichteter) Expression

um 62%  (siehe Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.9: G.O.K.: Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse für die Expression
von CA 12-5 im Tumorgewebe; Kollektiv der Patientinnen mit postoperativem
Resttumor (Ergebnisse der Statistik siehe unten)

Statistik df Signifikanzniveau

Log Rank 4,08 1 0,0433

Breslow 4,59 1 0,0321

Tarone Ware 4,70 1 0,0301

Expression Anzahl
der Fälle

mittlere
Überlebenszeit

[Jahre]

Standard
Error

schwach 26 1,56 0,37

stark 73 2,41 0,29
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Abbildung 4.10: G.O.K.: Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse für  CA 12-5 im
Tumorgewebe in Abhängigkeit von der zellulären Expressionslokalisation
(Ergebnisse der Statistik siehe unten)

Statistik df Signifikanzniveau

Log Rank 19,64 2 0,0001

Breslow 18,48 2 0,0001

Tarone Ware 19,41 2 0,0001

Färbelokalisation Anzahl
der Fälle

mittlere
Überlebenszeit

[Jahre]

Standard
Error

zytoplasmatisch 13 5,03 1,21

membranös 42 3,15 0,66

apikal 119 8,26 0,68
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4.3 CA 12-5 - Serumwerte

Obwohl der Verlauf der CA 12-5-Serumwerte bereits als  bedeutender

Prognosefaktor etabliert ist (Münstedt et al., 1997), ergab sich im G.O.K. kein

Überlebensvorteil für Patientinnen mit niedrigeren CA 12-5  Ausgangswerten im

Serum.

Im Vergleich von CA 12-5 im Tumorgewebe mit den korrespondierenden

Serumwerten zeigte die Gruppe mit tumorzellulärer Expression deutlich höhere

Mittelwerte als die Gruppe ohne tumorzelluläre Expression. Die relativ geringe Zahl

analysierbarer Fälle limitierte jedoch eine statistische Analyse (siehe Tabelle 4.12).

Analog zu den Ergebnissen für die tumorzelluläre Expression von CA 12-5 und die

prognostische Bedeutung ihrer zellulären Lokalisation (siehe Kapitel 4.2), wurde

zudem ein möglicher Zusammenhang zwischen der Expressionslokalisation von CA

12-5 und der Höhe der entsprechenden Serumwerte untersucht; auch hier war die

geringe Fallzahl  nicht ausreichend für ein statistisch abzusicherndes Ergebnis.

Tabelle 4.12: G.O.K.: Präoperative CA 12-5-Serumwerte; deskriptive Statistik
für Tumoren mit und ohne Expression von CA 12-5 im Tumorgewebe

CA 12-5 prä-
OP

N Minimum Maximum Mittelwert Standardab
weichung

Tumoren
ohne CA 12-5-

Expression

5 24,00 831,00 392,0 337,97

Tumoren mit
CA 12-5-

Expression

31 26,00 5806,00 1358,58 1761,83
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Bei der Untersuchung des Zusammenhangs von Expression im Serum „Ja/Nein“ zur

Expression von CA 12-5 im Tumorgewebe „Ja/Nein“  fiel auf, daß in 38,6% der Fälle

mit tumorzellulärer Expression von CA 12-5 das Antigen im Serum dennoch nicht

erhöht  nachzuweisen war. Andererseits war in 37,5% der Fälle ohne tumorzelluläre

Expression der Marker erhöht im Serum nachweisbar, was allerdings nur 6 Fällen

entsprach. In 61,4% der Fälle mit tumorzellulärer Expression waren auch erhöhte

Serumwerte nachweisbar  (siehe Tabelle 4.13; hier eingeschlossen auch

postoperative CA 12-5-Serumwerte).

Tabelle 4.13: G.O.K.: Expression von CA 12-5 im Serum im Vergleich zur
Expression im Tumorgewebe (n.s.)

10 6 16

62,5% 37,5% 100,0%

34 54 88

38,6% 61,4% 100,0%

44 60 104

42,3% 57,7% 100,0%

Anzahl
% von
Expression
CA12-5 im
Tumorgewebe
Anzahl
% von
Expression
CA12-5 im
Tumorgewebe
Anzahl
% von
Expression
CA12-5 im
Tumorgewebe

keine
Expression

Expression

Expression CA12-5
im Tumorgewebe

Gesamt

keine
Expression Expression

Expression CA12-5 im
Serum

Gesamt

Expression CA12-5 im Tumorgewebe/ Expression CA12-5 im Serum
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4.4 Expression von CA 15-3 im Tumorgewebe

Von den 214 auszuwertenden Tumorfällen zeigten 16,4% keine Expression von CA

15-3, 20,6% eine geringe, 37,4% eine mäßige und 25,7% eine starke Expression

(siehe hierzu Abbildung 4.11). Beispiele des immunhistologischen

Reaktionsspektrums sind in Abbildung 4.14 C und D gezeigt.
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Abbildung 4.11: G.O.K.: Expression von CA 15-3 im Tumorgewebe
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Die Verteilung auf die verschiedenen histologischen Typen ist in Tabelle 4.14

dargestellt. Bereits in der Kreuztabelle erkennt man - ähnlich wie bei der CA 12-5

Expression -, daß seröse, transitionale und clear cell-Tumoren CA 15-3  oft mäßig

oder stark exprimierten, während es sich bei muzinösen, endometrioiden und

undifferenzierten Tumoren genau umgekehrt verhielt .

Es zeigte sich hier ein signifikanter Zusammenhang zwischen Tumortyp und der

Stärke der Expression von CA 15-3 im Tumorgewebe.

Wie bei CA 12-5 fand sich, im Gegensatz zum Tumortyp, keine signifikante

Abhängigkeit  von CA 15-3 im Tumorgewebe von der zellulären Lokalisation der

Expression.

Tabelle 4.14: G.O.K.: Tumortyp im Vergleich zur Expression von CA 15-3 im
Tumorgewebe (Chi²= 55,08; df= 5; p<0,001)

7 25 38 36 106
6,6% 23,6% 35,8% 34,0% 100,0%

17 5 1 23
73,9% 21,7% 4,3% 100,0%

5 4 6 15
33,3% 26,7% 40,0% 100,0%

2 6 7 3 18
11,1% 33,3% 38,9% 16,7% 100,0%

2 1 2 5
40,0% 20,0% 40,0% 100,0%

2 3 29 13 47
4,3% 6,4% 61,7% 27,7% 100,0%

35 44 80 55 214
16,4% 20,6% 37,4% 25,7% 100,0%

Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie
Anzahl
% von Histologie

serös
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undifferenziert

transitional

Histologie

Gesamt
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geringe
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mäßige
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starke
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Expression von CA15-3
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Histologie/Expression von CA15-3
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Wie in Tabelle 4.15 dargestellt bestand aber ein signifikanter Zusammenhang

zwischen der Expression von CA 15-3 im Tumorgewebe und dem

Wachstumsmuster. 81,8% der zystischen und 60% der tubulären Tumoren entfielen

auf die Gruppen „keine“ und „geringe Expression“, wohingegen 66,1% der papillären,

77,2% der solid-tubulären und 82,5% der soliden Tumoren eine mäßige oder starke

Expression zeigten.

Tabelle 4.15: G.O.K.: Wachstumsmuster im Verhältnis zur Expression von CA
15-3 im Tumorgewebe (Chi²= 32,35; df= 4; p <0,001)

13 5 3 1 22

59,1% 22,7% 13,6% 4,5% 100,0%

9 28 39 33 109

8,3% 25,7% 35,8% 30,3% 100,0%

7 5 6 2 20

35,0% 25,0% 30,0% 10,0% 100,0%

2 3 12 5 22

9,1% 13,6% 54,5% 22,7% 100,0%

4 3 19 14 40

10,0% 7,5% 47,5% 35,0% 100,0%

35 44 79 55 213

16,4% 20,7% 37,1% 25,8% 100,0%
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Zur Korrelation der Expression von CA 15-3 im Tumorgewebe mit anderen Faktoren

siehe Tabelle 4.16. Signifikante Korrelationen von CA 15-3 bestanden für das FIGO-

Stadium, das Tumorgrading und - invers - für die Expression von CEA.

Tabelle 4.16: G.O.K.: Korrelation der Expression von CA 15-3 im Tumorgewebe
mit anderen Faktoren

Parameter Spearman
Rho

Signifikanz
(2-seitig)

Kendall’s
Tau

Signifikanz
(2-seitig)

Menge des
Aszites

 0,112   0,105  0,100   0,103

Grad der
Nekrose

 0,121   0,076  0,107   0,072

Expression CEA -0,276 <0,001 -0,250 <0,001

FIGO-Stadium  0,241 <0,001  0,209 <0,001

Tumorgrading  0,343 <0,001  0,309 <0,001

Die Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse an dem Gesamtkollektiv konnte keine

signifikanten Zusammenhänge zwischen der Expression von CA 15-3 im

Tumorgewebe und der Überlebenszeit ausweisen, insbesondere auch nicht im

Zusammenhang mit der zellulären Expressionslokalisation.

In der Überlebenszeitanalyse der Patientinnen mit postoperativem Resttumor

ergaben sich dagegen für die Fälle mit der stärkeren Expression des Antigens

deutliche Überlebensvorteile (p= 0,009). Hier wurden für die Analyse 3 Gruppen

gebildet: „Keine Expression“, „starke Expression“ und eine geringe sowie mäßige

wurden jeweils zusammengefaßt zu einer „mittleren Expression“ (siehe Abbildung

4.12).
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Abbildung 4.12: G.O.K.: Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse für die
Expression von CA 15-3 im Tumorgewebe; Kollektiv der Patientinnen mit
postoperativem Resttumor (Ergebnisse der Statistik siehe unten)
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4.5 Expression von CEA im Tumorgewebe

Abbildung 4.13 zeigt, daß 90% der Tumoren im G.O.K. keine Expression von CEA im

Tumorgewebe aufwiesen, 5,9% eine geringe Expression, 3,2% eine mäßige

Expression und nur 0,9% eine starke Expression. Beispiele der Immunreaktivität sind

in Abbildung 4.14 E und F illustriert.
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Abbildung 4.13: G.O.K.: Expression von CEA im Tumorgewebe
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Muzinöse Tumoren waren die einzigen Tumortypen, die in größerer Zahl CEA

exprimierten (53,8%). Die clear cell- und undifferenzierten Tumoren zeigten generell

keine Expression von CEA. Der Zusammenhang zwischen tumorzellulärer

Expression von CEA und Tumortyp erwies sich deshalb als hochsignifikant (siehe

Tabelle 4.17).

Tabelle 4.17: G.O.K.: Tumortyp im Verhältnis zur Expression von CEA im
Tumorgewebe (Chi²= 78,45; df= 5; p<0,001)

106 1 107
99,1% ,9% 100,0%

12 10 3 1 26
46,2% 38,5% 11,5% 3,8% 100,0%

10 1 3 1 15
66,7% 6,7% 20,0% 6,7% 100,0%

19 19
100,0% 100,0%

5 5
100,0% 100,0%

45 2 47
95,7% 4,3% 100,0%

197 13 7 2 219
90,0% 5,9% 3,2% ,9% 100,0%
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% von Histologie
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% von Histologie
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% von Histologie
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Gesamt

keine
Expression

geringe
Expression
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Expression

starke
Expression

Expression von CEA

Gesamt

Histologie/Expression von CEA

Wegen der geringen Gesamtzahl CEA exprimierender Tumoren wird auf die

Darstellung der Beziehungen zum Wachstumsmuster und zur zellulären CEA-

Lokalisation verzichtet.
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Zur Korrelation der Expression von CEA im Tumorgewebe mit anderen Faktoren

siehe Tabelle 4.18.

Es bestand eine inverse Korrelation zum Tumorgrading.

Auf die ebenfalls inverse Beziehung der Expression von CEA zur Expression von CA

12-5 und CA 15-3 im Tumorgewebe wurde bereits in den vorangegangenen Kapiteln

hingewiesen.

Tabelle 4.18: G.O.K.: Korrelation der Expression von  CEA im Tumorgewebe
mit anderen Faktoren

Parameter Spearman’s
Rho

Signifikanz
(2-seitig)

Kendall’s
Tau

Signifikanz
(2-seitig)

Aszites  0,059   0,389  0,059   0,388

Grad der
Nekrose

-0,077   0,256 -0,073   0,255

FIGO-Stadium  0,022   0,754  0,020   0,753

Tumorgrading -0,269 <0,001 -0,260 <0,001

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von CEA und der

Überlebenszeit wurde nicht festgestellt.

Weiterhin ergeben sich keine signifikanten Zusammenhänge zwischen der

Expression von CEA und der Überlebenswahrscheinlichkeit im Kollektiv der

Patientinnen mit postoperativem Resttumor.
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Abb. 4.14 A-F : Beispiele der immunhistochemischen Reaktionsmuster von anti-

Tumormarker CA 12-5 (A und B), CA 15-3 (C und D) sowie CEA

(E und F) an Ovarialkarzinomen des G.O.K.. Jeweils ist ein den

Tumormarker nicht exprimierendes Karzinom (A ,C und E) einem

exprimierenden Karzinom (B,D und F) gegenübergestellt. Die in

der APAAP-Technik erzielte Detektion stellt sich in einem rot-

farbigen Reaktionsprodukt zumeist an den Zelloberflächen der

Tumorzellen dar. Im Gegensatz zu CA 12-5 und CA 15-3 betrifft

die CEA-Immunoreaktivität nur vereinzelte Tumorzellgruppen

und ist bei Ovarialkarzinomen vergleichsweise schwach

ausgeprägt.
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Es ist das Ziel zahlreicher Bemühungen, anhand von zuverlässigen

Prognosefaktoren eine für jeden Patienten individuelle, möglichst Risiko-adaptierte

und Prognose-orientierte Therapie zu finden, die den größtmöglichen Gewinn an

Lebenszeit mit der größtmöglichen Lebensqualität vereint. Als Voraussetzung für die

Entwicklung von Algorhythmen, die eine Kalkulation des individuellen Risikos

erlauben, wurden zahlreiche Studien zu prognostischen Faktoren durchgeführt, von

denen einige exemplarisch hier dargestellt sind:

• Mutationen des viel untersuchten Tumorsuppressorgens p53 zeigten keinen

Einfluß auf die Prognose beim Ovarialkarzinom (Fallows et al., 2001)

• bei den beiden Rezeptoren für onkogenetische Wachstumsfaktoren Her-2/neu

(auch bekannt unter dem Namen C-erbB2) und EGFR fand sich nur EGFR als

unabhängiger Prognosefaktor, jedoch beschränkt auf Ovarialkarzinome im

Stadium FIGO I und II (Skirnisdottir et al., 2001)

• die Apoptosemarker Bax, Bcl-x(L) und Mcl-1 haben jeweils alleine keine

prognostische Aussagekraft. Lediglich Bax- und Bcl-2-Expression zusammen

betrachtet ergaben einen unabhängigen Prognosefaktor, jedoch nur für die

Untergruppe der Ovarialkarzinome im Stadium FIGO III (Baekelandt et al., 2000)

• durchflußzytometrische DNA-Quantifizierung zeigte sich als unabhängiger

Prognosefaktor beim Ovarialkarzinom, jedoch nur für die Untergruppe der

Tumoren im Stadium FIGO I und II (Valverde et al., 2001)

• das Kallikrein-Gen 5 (KLK5) ist ein unabhängiger Prognosefaktor, jedoch wieder

nur für die Untergruppe der Ovarialkarzinome im Stadium FIGO I und II (Kim et al.,

2001)

• bei den Steroidhormonrezeptoren zeigte sich die Kombination ER-PR+ als

günstiger Prognosefaktor, wobei diese Kombination nur in etwa 10% der Tumoren

zu finden ist (Münstedt et al., 2000)

• der Zellproliferationsmarker Ki-67 (auch bekannt als MIB 1) zeigte sich zwar als

unabhängiger Prognosefaktor hinsichtlich der Tumorprogression, jedoch nicht

hinsichtlich der Überlebenszeit (Sengupta et al., 2000).
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Da Tumormarker wie CEA, CA 12-5 und CA 15-3 bei der Verlaufskontrolle und beim

Screening des Ovarialkarzinoms eine Rolle spielen (Zhang et al., 2001), sollte der

mögliche Stellenwert dieser Marker im Hinblick auf prognostische Aspekte untersucht

werden. In dieser Studie liegt der Schwerpunkt daher auf der Untersuchung des

prognostischen Wertes der immunhistochemischen Expression von CA 15-3, CEA

und CA 12-5 beim Ovarialkarzinom. Anzumerken ist, daß der hier vorliegende

Stichprobenumfang in der vorliegenden Literatur nicht erreicht wird. In der

Vergangenheit haben lediglich Friedlander et al. (1988) die prognostische Bedeutung

der tumorzellulären Expression von CA 12-5 untersucht. Über die mögliche

Bedeutung der anderen Marker gibt es bisher keine Informationen. Neben den

prognostischen Aspekten wird die Beziehung der „Tumormarker“ zu den klassischen

Prognosefaktoren des Ovarialkarzinoms (wie z.B. das Grading und das FIGO-

Stadium) analysiert. Da diese für die Fragestellung von untergeordneter Bedeutung

sind, werden die Ergebnisse zu den klassischen Prognosefaktoren nur kurz

diskutiert. Im Prinzip werden hier die Ergebnisse aus der aktuellen Literatur bestätigt

(Brinkhuis et al.,1995).
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4.6 Die Prognosefaktoren in der Einzelbetrachtung

4.6.1 Klassische Prognosefaktoren

Zu den sogenannten klassischen Prognosefaktoren gehören:

1. Postoperativer Resttumor

2. FIGO-Stadium

3. Grading

4. Histologie

5. Aszites.

Dabei deuten ein fehlender postoperativer Resttumor, ein frühes Stadium, eine gute

Tumordifferenzierung (G1), kein Aszites zum Zeitpunkt der Primäroperation sowie die

histologische Differenzierung - insbesondere „muzinös“ – auf eine günstige Prognose

hin.

Dagegen sprechen das Vorhandensein eines postoperativen Resttumors, ein spätes

Stadium, eine schlechte Tumordifferenzierung (G3), Aszites zum Zeitpunkt der

Primäroperation und die histologische Differenzierung „undifferenziert“ eher für eine

schlechte Prognose.

 

4.6.1.1 Postoperativer Resttumor

Der postoperative Resttumor hat einen bedeutenden Einfluß auf die Überlebenszeit

im gesamten G.O.K. In der Literatur ist er als unabhängiger prognostischer Faktor für

Ovarialkarzinome im Stadium FIGO IV beschrieben (Naik et al., 2000) und ist

unabhängig vom FIGO-Stadium (Eisenkop et al., 1998). Hieraus sollte die Forderung

nach einer optimal zytoreduktiven Chirurgie gestellt werden; ggf. in speziellen

operativen Zentren, wobei angestrebtes Ziel ein Tumorrest zumindest kleiner 2 cm

sein sollte.

4.6.1.2 Tumorstadium nach FIGO

Wie in der Literatur beschrieben, besteht ein wichtiger Zusammenhang zwischen

dem FIGO-Stadium und der Überlebenszeit (Gargano et al., 1992). Im G.O.K. fällt

die mittlere Überlebenszeit von gut 9 Jahren im Stadium FIGO II auf knapp 4 Jahre
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im Stadium FIGO III . Da man davon ausgeht, dass sich das Ovarialkarzinom über

ein Frühstadium zu einem fortgeschrittenen Tumor entwickelt, wird hieraus die

Forderung nach einem Screening abgeleitet. Dennoch ist es bisher nicht gelungen,

Screeningmethoden zu entwickeln, die eine gute Detektion des Ovarialkarzinoms

ermöglichen.

4.6.1.3 Aszites

Es zeigt sich ein wichtiger Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Aszites und

der Überlebenszeit. In der Literatur ist  Aszites als Prognosefaktor für die FIGO-

Stadien III und IV beschrieben (Puls et al., 1996) und ist unabhängig vom FIGO-

Stadium (Eisenkop et al., 1998).

4.6.1.4 Grading

Ein bedeutender Zusammenhang besteht zwischen dem Grading in Anlehnung an

Baak et al., 1987 und der Überlebenszeit. In der Literatur wird das Tumorgrading z.T.

als wichtigster tumorbiologischer Prognosefaktor beschrieben (Villa et al., 1998). Im

G.O.K. rangiert es jedoch von seiner prognostischen Aussagekraft hinter den 3 oben

genannten. Da bisher von der WHO noch keine verbindlichen Vorschrift für das

Grading des Ovarialkarzinoms erlassen wurde, ergibt sich die Forderung nach der

Erstellung einer solchen (Shimizu et al., 1998).

4.6.1.5 Histologie

Wie in dieser Arbeit dargestellt, kann zwischen dem histologischen Tumortyp und der

Überlebenszeit ein signifikanter Zusammenhang nicht aufgezeigt werden. In

Übereinstimmung mit der Literatur (Pfleiderer,1995; Gargano et al., 1992) gibt es

jedoch im Hinblick auf die Dauer des Überlebens eine positive Tendenz für

Patientinnen mit muzinösen Tumoren und eine ungünstigere für Patientinnen mit

serösen Tumoren; die kürzeste Überlebenszeit zeigen die Patientinnen mit

undifferenzierten Tumoren. Weiterhin finden sich die meisten muzinösen Tumoren im

Stadium FIGO I, die zudem oft das niedrigste Grading aufweisen; auch dies wird von

anderen bestätigt (Malkasian et al.,1984).
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4.6.1.6 Wachstumsmuster und Nekrose

Als mögliche zusätzliche Prognosefaktoren wurden in Anlehnung an die

pathologische Grundklassifikation (Virchow) das Wachstumsmuster und der Grad der

Tumornekrose analysiert. Das Wachstumsmuster erweist sich als potentieller

Prognosefaktor, wobei eine Überschneidung von muzinösen Tumoren und dem

zystischen Wachstumsmuster - als prognostisch günstig zu bewerten - besteht.

Demgegenüber findet man eine Überschneidung von undifferenzierten Tumoren und

dem soliden Wachstumsmuster - als prognostisch ungünstig zu bewerten. Jüngere

Vorschläge zum Grading des Ovarialkarzinoms beziehen das Wachstumsmuster mit

ein (Shimizu et al., 1998).

Im Hinblick auf die Nekroseneigung eines Tumorgewebes weisen Patientinnen mit

postoperativem Resttumor eine ungünstigere Prognose in den Subkollektiven ohne

als auch mit ausgeprägter Nekrose auf. Dies ist so in der Literatur für das

Ovarialkarzinom noch nicht beschrieben. Eine mögliche Erklärung wäre, daß sich

sowohl hinter einem perfekt versorgten Tumor als auch hinter einer ausgeprägten

Tumornekrose ein sehr aggressives Tumorwachstum verbergen könnte.
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4.6.2 Tumormarker

4.6.2.1 Vergleich der CA 12-5-Serumwerte mit der Expression des Markers im

Tumorgewebe

Im Verlauf einer Tumorerkrankung korreliert der Anstieg oder Abfall der CA 12-5

Serumwerte oft sehr eng mit dem Progreß bzw. Regreß der Erkrankung (Shimizu et

al. 1985). In einer Studie zur prognostischen Bedeutung fand man, daß bei

Patientinnen im Stadium FIGO I der präoperativ gemessene CA 12-5-Wert die größte

Aussagekraft im Hinblick auf die Überlebenswahrscheinlichkeit hat (Nagele et al.

1995).

Kaum untersucht bis jetzt (2 Studien bei Medline-Anfrage Stand 05/2001) ist jedoch

der Zusammenhang zwischen den im Serum gemessenen CA 12-5-Werten und den

im Tumorgewebe selbst nachgewiesenen CA 12-5. In der vorliegenden Arbeit konnte

keine strikte Korrelation zwischen der Höhe der präoperativ gemessenen CA 12-5

Werte und der Stärke der Expression im Gewebe gefunden werden. Dagegen fanden

sich jedoch für die Gruppe der Tumoren mit tumorzellulärer Expression wesentlich

höhere Durchschnittswerte von CA 12-5 im Serum als für die Gruppe ohne

tumorzelluläre Expression, was in der Literatur bestätigt wird (Adachi et al., 1994).

Ebenfalls bestätigt wird der Befund einer fehlenden Korrelation zwischen der Höhe

der CA 12-5-Serumwerte und dem Tumorstadium nach FIGO (Shimizu et al., 1985).

Für die in der Literatur beschriebene Korrelation zwischen den CA 12-5-Serumwerten

und den FIGO-Stadien für die jeweiligen Untergruppen „ohne“ und „mit

tumorzellulärer Expression“ (Adachi et al., 1994) finden sich in der eigenen Arbeit

aber keine Anhaltspunkte.

Dies gilt auch bei Beschränkung der Analyse nur auf die serösen Tumoren, bei

denen die höchsten Serummarkerkonzentrationen gefunden werden. In der Literatur

ist für diese Einschränkung jedoch bereits eine signifikante Korrelation mit dem

FIGO-Stadium beschrieben worden (Oishi et al., 1986). Andererseits ist die mögliche

Diskrepanz zwischen hoher tumorzellulärer Expression und niedrigen bis

normwertigen Serumspiegeln bekannt, besonders bei Tumoren im Stadium FIGO I.

Auch gutartige Ovarialtumoren, normales Endometrium, Fruchtwasser im zweiten

Trimester der Schwangerschaft und Endometriosegewebe zeigen gelegentlich eine

hohe zelluläre Expression von CA 12-5, obwohl in der Mehrzahl der Fälle die

Serumwerten unter 35U/ml liegen (Jacobs & Bast, 1989).



70

Das bedeutet, daß sich der klinische Verlauf einer malignen Ovarialerkrankung

besser durch die Abgabe des Tumormarkers in das Blut als durch seine Produktion

im Tumorgewebe selbst widerspiegelt. Dieses Phänomen ist wiederum mit der

Theorie zu erklären, daß eine weit fortgeschrittene Tumorerkrankung anscheinend in

der Lage ist, eine Art von Zellbarriere dergestalt zu alterieren, daß eine

Durchlässigkeit für das produzierte CA 12-5 die Folge ist (  Jacobs & Bast,1989).

4.6.2.2 Expression von CA 12-5 im Tumorgewebe

Wie bereits erwähnt, existieren nur sehr wenige Grundlagenstudien über die

tumorzelluläre Expression von CA 12-5 beim Ovarialkarzinom. Selbst die größte

Studie von Friedlander et al. aus dem Jahr 1988 beinhaltet nur 96 Fälle (G.O.K.: 221

Fälle).

Im G.O.K. werden ebenfalls die transitionalzelligen Tumoren berücksichtigt. Laut

neueren Studien (Ordonez, 2000) unterscheiden sich die transitionalzelligen

Tumoren des Ovars immunophänotypisch eindeutig von solchen der Harnblase. Sie

sind als neu bekannter Tumortyp beim Ovarialkarzinom unbedingt zu

berücksichtigen.

Während bei Friedlander et al. insgesamt nur bei 58% der Tumoren eine zelluläre

Expression von CA 12-5 nachweisbar war, waren es in dieser Untersuchung 83,3%

aller Tumoren, wobei Friedlander et al. auch einige benigne Tumoren in ihr Kollektiv

eingebunden hatten.

In Übereinstimmung mit Friedlander et al. bestätigt sich ein Zusammenhang

zwischen dem histologischen Tumortyp und der CA 12-5-Expression, wobei im

G.O.K. keine Borderline-Malignome vorliegen, denen Friedlander et al. eine 100%ige

Expression zuschreiben. Auch fanden diese Autoren keine Expression bei den

muzinösen Tumoren, die im G.O.K. - zwar am schwächsten von allen histologischen

Differenzierungsformen - in einem geringen Prozentsatz aber ebenfalls eine

Expression von CA 12-5 zeigen. Die stärkste Expression von CA 12-5 betrifft die

serösen Ovarialkarzinome. Ein Zusammenhang zwischen der zellulären Lokalisation

und der CA 12-5-Expression konnte im G.O.K. nicht gefunden werden, wobei die

Mehrzahl der Tumoren eine apikale Expression zeigte und nur ein geringer Teil eine

zytoplasmatische Expression. Der zelluläre Expressionsort von CA 12-5 hat jedoch

potentielle prognostische Bedeutung, da die mittlere Überlebenszeit der Patientinnen

signifikant in der Reihenfolge membranös, zytoplasmatisch und apikal



71

exprimierender Tumoren ansteigt. Dieses Ergebnis ist in der Literatur noch nicht

beschrieben.

Als Ursache kann - wie schon weiter oben angesprochen - eine Veränderung der

Durchlässigkeit für bestimmte Substanzen denkbar sein. Andererseits weist eine

membranöse, d. h. perizellulär auf die Gesamtoberfläche gerichtete Umverteilung

des CA 12-5 darauf hin, daß hier das aggressivere Tumorwachstum auf mögliche

anti-adhäsive Funktionen von CA 12-5 zurückzuführen ist. Diese könnten ein

frühzeitiges Ablösen von Tumorzellen aus ihrer Verbandsstruktur begünstigen.

Auf jeden Fall konnte ein biologisch interessanter Prognosefaktor gefunden werden,

der bei der überwiegenden Zahl der Fälle leicht und sicher anwendbar ist. Sicher vor

allem auch deshalb, weil es hier um die Beschreibung einer Qualität und nicht, wie

bei der Bestimmung von CA 12-5 im Serum, einer Quantität geht.

CA 12-5 und Wachstumsmuster waren signifikant korreliert, wobei eine starke

Expression eher bei den papillären und solid-tubulären Tumoren zu finden war,

während die zystischen Tumoren schwach exprimierten. Dieses Ergebnis überrascht

insofern nicht, da die Mehrzahl der serösen und solid-tubulären Tumoren ein

papilläres Wachstumsmuster und die Mehrzahl der muzinösen Tumoren ein

zystisches Wachstumsmuster zeigten.

Bei der Korrelation der tumorzellulären CA 12-5-Expression mit der Menge des

Aszites, dem Grad der Nekrose, der tumorzellulären Expression von CA 15-3, der

tumorzellulären Expression von CEA, dem FIGO-Stadium und dem Grading

bestehen eindeutige Zusammenhänge nur zur Expression der anderen Tumormarker

CA 15-3 und CEA, wobei die Korrelation mit CEA eine inverse ist.

In Übereinstimmung mit Friedlander findet sich keine Abhängigkeit der

Überlebenszeit von der tumorzellulären Expression von CA 12-5 im Gesamtkollektiv.

Untersucht man hier jedoch nur das Kollektiv der Patientinnen mit postoperativem

Resttumor ergeben sich signifikante Überlebensvorteile für die Patientinnen mit

starker CA12-5-Expression. Dies kann damit begründet sein, daß die Expression von

CA 12-5 einen Einfluß auf die Ansprechwahrscheinlichkeit einer postoperativen

Chemotherapie hat.

4.6.2.3 Expression von CA 15-3 im Tumorgewebe

Eine Literatur-Recherche verläuft wenig erfolgreich bezüglich der tumorzellulären

Expression von CA 15-3 beim Ovarialkarzinom. Bislang ist dieser Marker
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hauptsächlich durch seinen Nachweis im Serum beim Mammakarzinom bekannt und

wird hier eingesetzt zum Screening und als Verlaufsparameter. Neuere Studien

zeigen sowohl bei Patientinnen mit Mamma- als auch mit Ovarialkarzinom eine

zelluläre Immunreaktion gegen MUC-1 - respektive CA 15-3 -, die künftig in Form

einer induzierten Immuntherapie genutzt werden könnte (Taylor-Papadimitriou et al.,

1999).

Im G.O.K. findet sich, daß 83,6% der Tumoren CA 15-3 zellulär exprimieren.

Wie oben gezeigt besteht eine positive Korrelation zwischen der Expression von CA

15-3 und CA 12-5 im Tumorgewebe. Interessanterweise ist dies jedoch nicht

genauso beim Mammakarzinom; hier wird CA 12-5, unabhängig vom histologischen

Typ, selten exprimiert (Chu et al., 1999). Im G.O.K. finden sich bezüglich der

Korrelationen zu den einzelnen Faktoren für CA 15-3 ähnliche Ergebnisse wie für CA

12-5: Genau wie bei CA 12-5 besteht ein Zusammenhang zu der histologischen

Differenzierungsform, wobei die serösen Tumoren am stärksten exprimieren und die

muzinösen am schwächsten. Es findet sich keine Abhängigkeit zwischen der

Expression von CA 15-3 und seiner zellulären Lokalisation, insbesondere auch nicht

im Zusammenhang mit der Überlebenszeit. Ein signifikanter Zusammenhang besteht

jedoch für die Korrelation von Wachstumsmuster mit tumorzellulärer CA 15-3-

Expression im G.O.K., wobei der Marker bevorzugt von den papillären, den solid-

tubulären und den soliden Tumoren exprimiert wird, am seltensten von den

muzinösen Tumoren.

Bei der Korrelation mit anderen Faktoren ergeben sich im Gegensatz zur

tumorzellulären Expression von CA 12-5 auch signifikante Korrelationen mit dem

FIGO-Stadium und dem Grading. Die Korrelation zu CEA ist wie bei CA 12-5 eine

inverse.

In der Literatur ist eine geringe zytoplasmatische Expression von MUC1 als

Prognosefaktor für „längere Überlebenszeit“ beschrieben jedoch nur für die

Untergruppe der Patientinnen im Stadium FIGO III (Dong et al., 1997). Im G.O.K.

ergeben sich im Gesamtkollektiv keine eindeutigen Assoziationen zwischen der

Expression von CA 15-3 und der Überlebenszeit; im Kollektiv der Patientinnen mit

postoperativem Resttumor bestehen jedoch deutliche Überlebensvorteile für die

Patientinnen mit tumorzellulärer CA 15-3-Expression. Hier scheint ein Widerspruch

zu liegen, da die CA 15-3-Expression ja wie oben gezeigt auch mit dem Grading und

dem FIGO-Stadium korreliert. Die Überlebensvorteile für Patientinnen mit
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postoperativem Resttumor und CA 15-3-Expression könnten aber auch mit einem

besseren Ansprechen dieser Tumoren auf eine postoperative Chemotherapie zu tun

haben. Dieses Ergebnis stützend, sind in der Literatur Überlebensvorteile für

Patientinnen mit Ovarialkarzinom bei hohen CA 15-3-Spiegeln im Serum beschrieben

(Richards et al., 1998).

Insgesamt können bislang durch den Nachweis von tumorzellulär exprimiertem CA

15-3 bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom keine neuen Aussagen bezüglich der

Prognose des Gesamtkollektivs gemacht werden. Aufgrund der hohen Anzahl der

Tumoren, die CA 15-3 exprimieren, scheint es aber auf jeden Fall sinnvoll sich im

Rahmen neuer Studien weiterhin mit einer möglichen Immuntherapie zu beschäftigen

(s.o.).

4.6.2.4 Expression von CEA im Tumorgewebe

Insgesamt exprimieren nur 10% der Tumoren im G.O.K. CEA; dies sind nahezu

ausschließlich muzinöse und endometrioide Tumoren. Im Unterschied zu Kuwashima

et al. (1994) konnte keine Expression von CEA bei den undifferenzierten Tumoren

gefunden werden. Da CEA typischerweise bei den gastrointestinalen Karzinomen,

und hier insbesondere beim Colonkarzinom, als Tumormarker eingesetzt wird,

könnte ein weiterer möglicher Verwendungszweck von CEA auch sein Einsatz als

Marker bei unklarer Tumordifferenzierung sein. Hohe CEA-Serumspiegel oder eine

starke immunhistologische CEA-Reaktivität in Verbindung mit fehlender

immunhistologischer CA12-5-Reaktivität, sprechen bei Tumoren mit zudem

intestinaler Differenzierung klar gegen ein Ovarialkarzinom und für ein

Colonkarzinom. Dieses Phänomen ist in der Literatur beschrieben durch Lagendijk et

al.(1998), wobei dieser zur genaueren Differenzierung noch weitere Tumormarker

heranzieht (für das Colonkarzinom CK20 und für das Ovarialkarzinom CK7).

Da die muzinösen Ovarialkarzinome, wie oben erwähnt, ebenfalls in hohem

Prozentsatz CEA exprimieren, ist hier eine Unterscheidung zum Colonkarzinom nur

aufgrund der Immunhistochemie nicht möglich; auch nicht durch zusätzliche

Anwendung der Tumormarker CK7, CK20 und CA12-5 (Multhaupt et al., 1999).

Unter den insgesamt 22 im G.O.K. CEA-exprimierenden Fällen finden sich die 3

einzigen Tumoren mit einer intestinalen Differenzierung. Nur 0,9% der Tumoren -
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darunter keiner derer mit intestinaler Differenzierung - zeigen eine starke Expression

von CEA. In der Zusammenschau mit anderen Faktoren besteht lediglich eine

signifikante inverse Korrelation zwischen CEA und dem Tumorgrading.

Im Hinblick auf die Überlebenszeit ergibt sich eine positive Tendenz bei den

Patientinnen, deren Tumoren CEA exprimieren. Zu dem Befund gibt es in der

aktuellen Literatur keine vergleichbaren Daten.

Da jedoch, wie dargestellt, insgesamt nur sehr wenige Ovarialkarzinome CEA

exprimieren, scheint dessen Nachweis insgesamt eher eine tumordiskriminierende

als eine prognostische Aussagekraft zu haben.
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Anhang
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5 APAAP-Technik

Die Detektion der Primärantikörper erfolgte mit Hilfe der alkalische Phosphatase-anti-

alkalische Phosphatase (APAAP)- Methode nach Cordell et al. (1984) mit einigen

Modifikationen (Zusammensetzung der Puffer unter 6.2). Das Procedere umfaßte die

im Folgenden dargestellten Schritte:

• Entparaffinisierung der Paraffinschnitte in der folgenden Reihenfolge: 10 min Xylol,

10 min Aceton, 10 min Aceton-Waschpuffer-Gemisch (Verhältnis 1:2= 1+1)

• Re-Antigenisierung in der Mikrowelle (Behandlung der Objektträger 6x5 Minuten

bei 600 Watt in Citratpuffer gefüllten Küvetten)

• 5 Minuten Abkühlen in Waschpuffer

• Auftragen von ca. 140µl Primärantikörper in der jeweils benötigten

Endverdünnung- Einwirkzeit 30 min bei Zimmertemperatur

• anschließend mindestens 4 mal Spülung in Waschpuffer

• Auftragen des Brückenantikörpers (LINK) mittels Humanserum-RPMI-Gemisch

(Verdünnung 1:25)- Einwirkzeit 30 min

• anschließend mindestens 3 mal Spülung in Waschpuffer

• Auftragen des Endantikörpers (APAAP-Komplex) mit RPMI auf eine

Endkonzentration von 1:50 verdünnt- Einwirkzeit 30 min

• anschließend 3 mal Spülung in Waschpuffer

• erneutes Auftragen des Brückenantikörpers (Reaktionsverstärkung)- Einwirkzeit

10 min

• anschließend 3 mal Spülung in Waschpuffer

• erneutes Auftragen von APAAP-Komplex- Einwirkzeit 10 min

• anschließend 10 mal Spülung in Waschpuffer

• Entwicklung der Raktion mit Hilfe der Entwicklerlösung auf langsamen Schüttler-

Entwicklungszeit 20-30 Minuten

• Gegenfärbung mit Hämalaun- 1Minute

• anschließend 2 mal Spülung mit Leitungswasser

 Eindecken der fertig gefärbten Präparate mit 170-180°C heißem Glycergel (Fa.

DAKO Hamburg)
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5.1 Chemikalien und Lösungsansätze

• Citratpuffer: 9 ml Stammlösung A+ 41 ml Stammlösung B+ 450 ml Aqua dest.

 Stammlösung A: 21,01g Zitronensäure (0,1M)+ 1000 ml Aqua dest

 Stammlösung B: 29,41g Natriumcitrat (0,1M)+ 1000ml Aqua dest.

• Waschpuffer für 5 l: 4,5g Tris-Base, 34,25g Tris-HCL, 43,9g NaCl in 625 ml Aqua

dest. auflösen, pH zwischen 7,4 und 7,6 einstellen und auf 5 l mit Aqua dest.

auffüllen

• RPMI - Ansatz: 50 ml RPMI, 450 ml Aqua dest, 50 ml inaktiviertes Rinderserum,

0,5g Natriumazid, pH zwischen 7,4 und 7,6 einstellen

 Entwicklungslösung:

 Entwicklungspuffer: 87g NaCl, 15g Tris HCl, 49g Tris Base, 1750 ml Aqua dest.

 Propandiol: 21g Propandiol, 1000 ml Aqua dest.

 Neufuchsin: 5g Neufuchsin, 100 ml 2N HCl

 

 Herstellung:

1. Entwicklungspuffer und Propandiol zusammengießen, pH auf 9,75 einstellen

2. Laevamisol (20 mg/Küvette) abwiegen und der o. g. Lösung hinzufügen

3. Lösung 1: Natriumnitrit (10 mg/Küvette) abwiegen und in 250 µl Aqua

dest./Küvette auflösen

4. Lösung 2: Naphtol (25 mg/Küvette) abwiegen und in 300 µl Dimethylformamid

auflösen

5. Neufuchsin (100 µl/Küvette) abmessen und der Lösung 1 hinzufügen

6. Lösungen 1 und 2 für 1-2 Minuten stehenlassen

7. Lösung 1 der Entwicklungspuffer-Propandiol-Lösung zugeben

8. Lösung 2 der Entwicklungspuffer-Propandiol-Lösung zugeben

9. pH-Wert der Gesamtlösung auf 8,80 einstellen

10. Gesamtlösung filtrieren

 

 Hämalaun: 1g Hämatoxylin+ 0,2g NaJO3+ 50g Kalialaun+ 1000ml Aqua dest.+ 50g

Chloralhydrat+ 1g Zitronensäure
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7 Zusammenfassung

Das Ovarialkarzinom ist als dritthäufigstes Genitalmalignom der Frau die häufigste

Todesursache infolge gynäkologischer Erkrankungen, wobei es in den letzten 20

Jahren keine wesentliche Änderung der Neuerkrankungsrate gegeben hat. Aus

diesem Grund ist es sinnvoll, Untersuchungen nach Faktoren anzustellen, die den

Krankheitsverlauf vorhersehbarer machen, um so z.B. zwischen Patientinnen

unterscheiden zu können, für die eine sehr belastende und die Lebensqualität

einschränkende (Chemo-) Therapie noch sinnvoll erscheint, und solchen, für die eine

palliative Therapie bei weitestmöglichem Erhalt der Lebensqualität im Vordergrund

steht.

Grundlage dieser Arbeit sind die Krankenakten und die an der Frauenklinik und am

Institut für Pathologie der Justus-Liebig-Universität Gießen archivierten

Gewebeblöcke von 221 Patientinnen, die zwischen 1982 und 1996 an der

Universitätsfrauenklinik Gießen wegen eines Ovarialkarzinoms behandelt wurden

und für die ein sorgfältig erhobenes klinisches Follow-up vorliegt. Bei der Analyse

bekannter als auch neuer Prognosefaktoren wurde insbesondere die

Immunhistochemie eingesetzt; ein Verfahren, das einfach durchführbar,

reproduzierbar und somit für eine breite Anwendung in der Praxis geeignet ist. Mit

dieser Methode wurde die tumorzelluläre Expression der Tumorantigene CA 12-5,

CEA und CA 15-3 in den Tumorgeweben aller Patientinnen untersucht. Außerdem

wurde die tumorzelluläre Expression von CA 12-5 mit dem Nachweis des

korrespondierenden Tumormarkers im Serum in 38 von den 221 Fällen verglichen.

Für das Kollektiv mit tumorzellulärer CA 12-5-Expression fanden sich wesentlich

höhere Serum-CA 12-5-Durchschnittswerte als für das Kollektiv ohne tumorzelluläre

Expression des Markers. Dies deutet darauf hin, daß geplante

Tumormarkerverlaufskontrollen bei Patientinnen zunächst von ihrem Nachweis im

Gewebe begleitet werden sollten, um nicht erfolgversprechende Untersuchungen zu

vermeiden.

Für alle 3 untersuchten Tumormarker zeigte sich im Gesamtkollektiv mit Hilfe der

Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse keine Abhängigkeit der Überlebenszeit vom

Immunreaktiven Score der jeweiligen Marker. Für CA 12-5 und CA 15-3 zeigten sich

im Kollektiv der Patientinnen mit postoperativem Resttumor jedoch deutliche
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Überlebensvorteile für die Patientinnen mit starker tumorzellulärer Expression. Dies

läßt ein besseres Ansprechen CA 12-5- und CA 15-3-exprimierender Tumoren auf

eine postoperative Chemotherapie vermuten.

Als Prognosekriterium für CA 12-5-positive Tumoren spielt offenbar auch die

Lokalisation der zellulären Expression eine Rolle. Bedeutende Überlebensvorteile

bestanden hier für „apikale“, d. h. im Bereich einer Zelle luminal-polar ausgerichtete,

Expression im Vergleich zu rein zytoplasmatischen und gesamtmembranösen

Antigenlokalisationen. Insbesondere letztere war mit aggressivem Tumorwachstum

assoziiert, was auf eine mögliche begünstigende Bedeutung von CA 12-5 für die

Tumorzellseparation und -dissemination hinweist.

Auffallendstes Merkmal von CEA war seine fast ausschließliche Expression in

muzinösen Ovarialkarzinomen. Dieser Marker kann bei der Subtypisierung von

Ovarialtumoren Hilfe leisten, insbesondere aber auch bei der Abgrenzung zu

metastasierten Colonkarzinomen, die CEA in der Regel stark exprimieren.

Aus der Reihe der bekannten Prognosefaktoren konnten die Masse des

postoperativen Resttumors, das Tumorgrading, das Vorhandensein von Aszites und

das Tumorstadium nach FIGO bestätigt werden, wobei der Masse des

postoperativen Tumorrestes hier sicherlich eine Sonderstellung zukommt, da er als

einziger Parameter beeinflußbar ist. Hieraus ergibt sich die Forderung nach einer

optimalen chirurgischen Ersttherapie, die eine allgemeine Qualitätssicherung sowie

die Konzentration großer onkologischer Eingriffe auf speziell ausgerichtete operative

Zentren beinhaltet.

Als erstmals beim Ovarialkarzinom beschriebener Prognosefaktor ist noch der Grad

der Tumornekrose erwähnenswert. Ähnlich wie bei den untersuchten Tumormarkern

ergaben sich signifikante Assoziationen zur Überlebenszeit in dem Kollektiv der

Patientinnen mit postoperativem Resttumor. Überlebensnachteile zeigten sich sowohl

bei Tumoren mit ausgeprägter Nekrose als auch für solche ohne jegliche

Nekroseneigung.

Zusammenfassend erscheint es wenig vielversprechend, mit einem einzigen Marker

eine Prognose über den Krankheitsverlauf zu geben. Möglicherweise sind die

untersuchten Tumormarker aber sinnvolle ergänzende Parameter für eine bessere

Abschätzung des zu erwartenden Verlaufs der Tumorerkrankung.

Insbesondere eine Kombination verschiedener Faktoren mit prognostischem Wert

läßt für die Zukunft hoffen, Patientinnen mit Ovarialkarzinom einer möglichst
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individuellen, d. h. sowohl Prognose-orientierten als auch Risiko-adaptierten

Therapie, zuführen zu können.
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